EGE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTIiTUSU

(YUKSEK LiSANS TEZi)

MANDA TURUNDE (Bubalus bubalis) PRNP
GENININ /N SILICO ANALIZi VE SIGIR PRNP
GENI ILE KARSILASTIRILMASI

Zarifa OSMANLI

Tez Damismam : Prof. Dr. Cemal UN

Biyoloji Anabilim Dali

Sunus Tarihi : 18.07.2017

Bornova- iZMIR
2017



Vil

Zarifa OSMANLI tarafindan Yiiksek Lisans tezi olarak sunulan
“MANDA TURUNDE (Bubalus bubalisy PRNP GENININ [N SILICO
ANALIZI VE SIGIR PRNP GENI iLE KARSILASTIRILMASI” bashkli bu
calisma EU Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yonetmeligi ile EU Fen Bilimleri
Enstitiisii  Egitim ve Ogretim Yonergesi'nin ilgili hiikiimleri uyarinca
tarafimizdan degerlendirilerek savunmaya deger bulunmus ve 18.07.2017
tarihinde yapilan tez savunma sinavinda aday oybirligi/oycoklugu ile basarili

bulunmustur.

Jiiri Uyclcri: Imza

Jiiri Bagkam  : Prof. Dr. Cemal UN = ¥ -
) i
Raportir Uye  :Yrd. Dog. Dr. Evien KOBAN BASTANLAR=....... 20k

| a f f
[ (7, \

Uye : Dog. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK ;'\,.';:'t...L.;‘_.(.;__.;L.;;.. v audl
2 S




EGE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTIiTUSU

ETIiK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI

EU Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yonetmeliginin ilgili hiikiimleri
uyarinca Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “MANDA TURUNDE
(Bubalus bubalis) PRNP GENININ /N SILICO ANALIZI VE SIGIR PRNP
GENI ILE KARSILASTIRILMASI” baslikli bu tezin kendi calismam
oldugunu, sundugum tiim sonug, dokiiman, bilgi ve belgeleri bizzat ve bu tez
calismasi kapsaminda elde ettigimi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen biitiin
bilgi ve yorumlara atif yaptigimi ve bunlar1 kaynaklar listesinde usuliine uygun
olarak verdigimi, tez ¢aligmas1 ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarim ihlal
edici bir davramisimin olmadigini, bu tezin herhangi bir boliimiinii bu
tiniversite veya diger bir {iiniversitede bagka bir tez calismast iginde
sunmadigimi, bu tezin planlanmasindan yazimina kadar biitiin safhalarda
bilimsel etik kurallarina uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi

durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul edecegimi beyan ederim.

18 /07 /12017
a /'I

,«fv';‘:"*-'-’jjﬁ '

Zarifa OSMANLI



Vi

OZET

MANDA TURUNDE (Bubalus bubalis) PRNP GENININ IN SiLiCcO
ANALIZi VE SIGIR PRNP GENIi iLE KARSILASTIRILMASI

OSMANLI, Zarifa

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Cemal Un

Temmuz 2017, 57 sayfa

Bu c¢alismada, manda populasyonlarinda biyoinformatik yontemlerle
prion hastaligi ile iligkin olan PrP proteinini kodlayan PRNP geni’nin Agik
Okuma Cercevesi’nin (AOC) analizi yapilmis, PrP proteininin post-
translasyonel modifikasyon olasiliklar1 hesaplanmis ve Sigir PRNP geni ile
karsilastirilmstir.

Mandalarinin secili DNA verileri polimorfizmlerin bulunmasi
amactyla analiz edilmistir. Amino asit degisikliklerini bulmak i¢in, DNA
dizileri DNA-protein cevirme araci ile amino asit sekanslarma cevrilmis,
haplotip, allel ve genotip frekanslar1 hesaplanmistir. Prion proteinlerinin
birbiriyle etkilesiminde énemli rol oynayan post-translasyonel modifikasyonlar
yapan faktorlerden PrP post-translasyonel modifikasyonlart ¢evrimigi
sunucularla hesaplanmigtir. Karsilastirmali analiz icin prion hastalifina
direngsiz tiir olan sigir bireylerinde ayni analizler tekrar edilmistir.

Manda populasyonlarinin PRNP geni kodlama bolgesinde bes SNP
saptanmis, haplotip, allel, genotip frekanslar1 hesaplanmis, PrP proteini post-
translasyonel modifikasyonlar1 bulunmustur. Korunan niikleotit ve amino asit
dizilerinin yiiksek frekansi gozlemlenmistir. Calisma evrim siirecinde PRNP
geninin korunmus oldugu ve mandada prion hastaligina direncliligin protein

diizeyindeki etkilesimlerle daha cok iligkili oldugu ihtimalini desteklemektedir.

Anahtar kelimeler: Prion geni, biyoinformatik analiz, manda, sigr.



ABSTRACT

IN SILICO ANALYSIS OF PRNP GENE IN BUFFALO (Bubalus
bubalis) AND COMPARATIVE ANALYSIS WITH PRNP GENE
OF BOVINE (Bos taurus)

OSMANLLI, Zarifa

MSc in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Cemal Un

July 2017, 57 pages

In this thesis, ORF of PRNP gene encoding PrP protein was analyzed
in Anatolian and Murrah buffaloes populations. Also, PTM probability of PrP
protein was estimated by bioinformatics methods. Bovine PRNP gene was
investigated for comparative analysis.

DNA data of buffaloes were analyzed on purpose to find
polymorphisms. To find amino acid changes the DNA sequences were
translated to amino acid sequences, haplotype, allele, and genotype frequencies
were calculated. PrP post-translational modifications, one of the factors that
play an important role in the protein-protein interaction, were calculated by
online servers. For comparative analysis, the same analysis repeated on bovine
data. Bovine has a close phylogenetic relationship with the buffalo and has a

susceptibility to prion disease.

We found five SNPs in ORF region and haplotype, allele, genotype
frequencies, PTMs of PrP estimated for buffalo population. The high frequency
of conserved nucleotide and the amino acid residue was observed. The study
supports an issue that PRNP gene highly preserved during the evolutionary
process and the resistance to prion disease is more likely not to be associated

with interactions in gene level.

Keywords: Prion gene, bioinformatics, buffalo, bovine
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1.GIRIS

Prion protein geni, glikosilfosfatidilinositol (GPI) baglasik hiicre zar1
proteini olan PrP’yi kodlamaktadir. Bu protein, “prion hastaliklar1” nin farkli
tirlerine neden olan prion enfeksiyonlarin olusumunda O©nemli rol
oynamaktadir. Bircok fatal norodejeneratif hastalik; insanlarda goriilen
Creutzfeldt-Jakob hastaligr (CJD), sigirlarda deli dana (BSE), koyunlarda
skrapi (scrapie) yanlis katlanmig prion proteininin sonucudur (Sakudo et al.,
2010). Tim  sayillan  hastaliklar, = TSE-Transmissible  Spongiform
Encephalopathy isimli nérodejeneratif hastaliklar grubunda toplanmistir.

Prion proteininin sigirlarda rastlanan prion hastaligi-Bovine
Spongiform Encephalopathy (BSE) icin spesifik izoformu, normal konakg¢1
prionlarla (PrP%) etkilesim yoluyla BSE hastaligina neden olur; yanlis katlanma
sonucu PrPSC’ye donlismesini saglar. Yanlis katlanmis PrP% daha sonra
beyinde birikerek siingerimsi vakuollerin olusumu ile nérodejenerasyona yol
acmaktadir (Prusiner, 1998).

Prion hastaliklar1 memeli tiirlerinin biiyiilk ¢cogunlugunu etkilemesine
ragmen, prion hastaliklarina (tavsan, kopek, at ve manda) yatkinlik oraninin
diisiikk oldugu belirli tiirler vardir. TSE hastaliklarina duyarlilig: diisiik tiirler
prion hastaligt mekanizmasini anlamakta onemlidir (Nathan and Surewicz,
2009). “Deli dana” hastaligt (BSE’nin baska bir adi), cesitli sigir irklar
arasinda yaygin olan bir hastaliktir. Buna karsin evrimsel acidan ¢ok yakin
akraba olan manda tiiriinde prion hastaligina dair bir rapor bulunmamaktadir.
Filogenetik iliskileri nedeniyle manda ve sigir prion geni yapisinin cok
benzerligi unsuru goz Oniine alinmaktadir.

Manda, diinyadaki onemli c¢iftlik hayvanlarindan biridir. Diinya
genelinde bircok manda PRNP calismas: (Iannuzzi et al., 1998; Imran et al.,
2012; Zhao et al., 2012; Uchida et al., 2014) yapilmistir. Manda Tiirkiye’ye ilk
kez yedinci yiizyilda getirilmistir (Yavasoglu et al., 2014). Manda iizerinde bir
sira arastirmalar yiiriitilmesine ragmen, manda populasyonlarindaki PRNP
analizleri heniiz sinirlt sayidadir.

Anadolu 1rk1 mandalarinda PRNP geninin in silico analizi, gen yapisi
analizorii, ceviri sonrasi modifikasyon tahmincileri ve populasyon genetigi

yapt tanimlayict programlar ile yapilmistir. Tek niikleotit polimorfizmleri,



amino asit degisiklikleri, niikleotit diziliminin amino asit dizilimine cevirisi
biyoinformatik programlarla gerceklestirilmistir.

Hardy-Weinberg yasasina gore, populasyonlarin allel ve genotip
frekanslar1 hesaplanmistir. Populasyonlarin haplotip frekansi Arlequin yazilimi
ile tahmin edilmistir. BLAST yontemi ile manda ve sigirlarin DNA dizileri
(NCBI GenBank’tan alinmis verilere gore) karsilastirilmistir. Cevrimigi
tahminciler tarafindan PTM olasiliklar1 hesaplanmistir.

Bu calismada, Anadolu ve Murrah 1irki mandalarinin PRNP geninin Agik
Okuma Cercevesi bolgesi incelenmistir.
Tezin amagclari:
* AOC bolgesinde manda prion geninin polimorfizmlerini tespit etmek;
* Manda populasyonu allel, genotip ve haplotip frekanslarin1 hesaplamak;
* Manda prion proteininde PTM’leri tanimlamak;
e Manda prion geninin sigir prion geni ile karsilastirmali analizini

yapmak.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Heniiz tam agiklanamamis bir mekanizmaya sahip olan prion,
bulasici hastaliklara neden olan protein izoformudur. Prion hastaliklar1 genetik,
sporadik ve enfeksiyoz gruplar olarak tanimlanmaktadir. Prion hastaliklarinin
tim varyantlar: prion protein modifikasyonlar1 sonucudur ve TSE hastaliklar
grubunda yer almaktadirlar. TSE insanlarda Creutzfeldt-Jacob hastaligi (CDJ),
koyunlarda skrapi, sigirlarda Deli dana (BSE) gibi  hastaliklara neden
olmaktadir (Abrams et al., 2011).

Scrapie ve CJD enfeksiy0z ajanlarinin arastirllma gecmisi prionun
erken modelini olusturma olanagin1 sunmustur. Bircok iilkede yaygin hale
gelen prion hastaliklari, ilgin¢g bir c¢alisma alami olarak bilim insanlarinin
dikkatini ¢gekmekte ve bu bozuklugun nedenlerini anlama c¢abasi halen devam
etmektedir. Fizyoloji ve Tip alaninda 1997 yilinda Nobel Odiiliinii alan,
Stanley Prusiner (1982), prion hastalifi arastirmasinin belirsiz taraflarini
yillarca arastirdiktan sonra elde etdigi prion gen analiz sonuglarini 6zetlemis ve
2 grup bulmustur: birincisi, proteinleri degistiren veya yok eden ve scrapie
enfektivitesini inaktiflestirmeyen prosediirler; ikincisi, niikleik asitleri
degistiren veya yok eden ve enfektiviteyi inaktive eden prosediirlerdir. Prion
caligmalarina devam edilmesi, bir peptit fragmam dizisi bulunmasi ile
sonuglandi. “Prion” terimi, “niikleik asitten yoksun proteinli bulasic1 ajan”dan
tiiretilmistir. Ciinkii, benzeri bir mekanizmasi1 daha 6nce goriilmemis olan
bulasict protein ajanim1 hem virlis hem de viroidden ayr1 siniflandirma
zorunlulugu ortaya ¢ikmistir (Prusiner, 1998).

Giiniimiizde onceki ¢alismalara gore, normal hiicresel prion proteini
olan PrP“nin yanlis katlanma sonucu izoform PrPSC—prion enfeksiyonuna
doniistiigii ve prion hastaliklarinda 6nemli rol oynadigr bilinmektedir. Normal
PrP¢ a-heliks ve bobin yapisinin bir kisminin B-yapraklarina tekrar katlanmasi
sonucu PrP*’ye déniismektedir. Bu durum prion proteininin fiziko-kimyasal
ozelliklerinin degismesine ve sonugta TSE hastaliklarinin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir. PrP* beyinde mikroskopik siinger benzeri delikler
olusturarak prion hastaligia yol acar (Sakudo et al., 2010). ilk asamalarda
PrPSC, beyinde noronlart yok eden kiimeler olusturur. Arastirmacilar,
organizmada cesitli kritik siirecte prion proteininin roliinii ileri siirmektedirler.

Gorevleri arasinda olast yaralanmalar, bakir tasinmasi ve noronlar arasindaki



iletisimde noron korumasi vardir. Cesitli prion arastirmalarina ragmen prion
hastaliginin tiim mekanizmas1 heniiz aydinlatilmis degildir (Baybutt and

Manson, 1997).

2.1 Prion Geni

Prion geninin konumu farkli memeli tiirlerinde degismektedir:
sicanda kromozom3’te, koyunlarda ve sigirlarda kromozoml3’te, insan
genomunda kromozom?20’de yer almaktadir. Fare (38kb), sican (16kb), koyun
(31kb) ve sigir (35kb) PRNP geni ii¢ ekzon icermektedir. Arastirilmig tiim
memeli tiirlerinde PRNP geninin AOC gen bolgesinin {iigiincii ekzonunda yer
almaktadir (insan PRNP geni haric). Bircok memelinin PRNP geni yapisinin
ozellikleri goz Oniine alinmis, gen boyutu, ekzon miktari, AOC konumu, AOC

uzunlugu ve promotor bolgesi 6zellikleri incelenmistir (Bkz. Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1 Arastirilan tiirlerin PRNP gen yapisimin 6zeti (Saeki et al., 1996; O'Neill et al.,
2003).

Tiir PRNP geninin | Gen Ekzon say1 | AOC pozisyonu | AOC
kromozomdaki | boyutu uzunlugu
konumu (kb)

Fare Kromozom?2 38 3 Ekzon3 765

Sican Kromozom3 16 3 Ekzon3 762

Koyun Kromozom13 31 3 Ekzon3 771

Sigir Komozom13 35 3 Ekzon3 795

Manda konumu belirsiz | 17 3 795

belirtilmemis

insan Kromozom20 | 35 2 Ekzon2 774

PRNP geninin yapisi ve ayni zamanda PrP protein dizisi memelilerde
oldukca korunmustur. Genin 6nemli 6zellikleri sunlar igerir: genin AOC’si
intronlarla kesilmez; transkripsiyonel baglatma bolgesi 5’ bolgesidir,
“housekeeping” genleri icerir (viriislerde oldugu gibi metabolizmas: ve
translasyonu i¢in PRNP geni mRNAs1 proteinin ikincil yapisi iizerinde
kararlilig giiclendirme ihtimali olabilir); mRNA’nin  3’-translasyona
ugramayan kismi cekirdege spesifik poliadenilasyonu yapan fonksiyonel
diziler (ATTAAA) gibi yiiksek seviyede korunan alanlar icermektedir;
transkripsiyon faktorleri ig¢in olast baglanma yerleri intronl bolgesinde
yerlesmektedir. Bu faktorler MEF2, EABP4, HSF2, NMP4 / CIZ, RFX1, TEF,
EVII’dir (Kim et al., 2008).



Onceki caligmalarda, insan, fare, sifir, koyun ve sican PRNP
genlerinde promotor bolgelerinin 6zellikleri incelenmistir. Bu organizmalarin
PRNP geni mRNA’lart i¢in genel bir 0zellik, PRNP mRNA’sinin
transkripsiyonunun, GC’lerce zengin dizi igeren promotor bdolgesi ile
baslamasidir (bu bolgede TATA kutusu eksikligi goriilmektedir). Sigirlarin
prion geninin promotor bolgesi, -88bg¢ ile -33b¢ arasinda bulunur. Insan PRNP
geni ise -148bc ile +125b¢ arasindadir. Arastirmalar, farelerin PRNP geninin
ekzonl’de ve ekzon2’de yerlesen iki gii¢lii promotora sahip oldugunu ortaya
koymustur. Sican PRNP’sinin promotor konumu -90bg ile -41b¢ arasindadir.
Bu bolgeler, her iki tirde CCAAT-inversiyon element ve PRNP geni
transkripsiyon faktorleri- AP1, Sp1 icin bir baglanma bolgesi icermektedir. Spl
baglanma bolgelerini iceren diziler ve CCAAT dizileri, sayisiz viral ve
okaryotik gen transkripsiyon isleminin diizenlenmesinde rol oynamaktadir
(Inoue et al., 2007).

Haigh (2007), sigir PRNP’si iizerinde calisarak, intronl’in ifadeyi
inhibe ederek ekzonl’in baskilayici islevini yonlendirdigini gostermistir. Inoue
(1997), ek islevsel elementlerin yaklasik 2.5 kb’lik bir bolgede, ekzonl’de
mevcut oldugunu ve si8ir PRNP’sinde 3 potansiyel Spl baglanma bdlgesinin
(-47 ve -42, -27 ve -22, -11 ve -6) promotor i¢inde bulundugunu belirtmistir.
Bu da, Spl baglanma bdolgelerinin promotor aktivitesinde 6nemli oldugunu

gostermektedir.

2.2 Prion Geni Polimorfizmleri

PRNP gen mutasyonlarinin ve polimorfizmlerinin aydinlatilmasi
prion hastaliklarin1 anlamada ¢ok 6nemlidir. Sakudo’ya (2010) gore, AOC’deki
tek niikleotit mutasyonlar veya polimorfizmler, TSE’ye yatkinlikla ilgilidir.
Insanlarda, geyiklerde ve koyunlarda TSE’ye yatkinlik, prion genindeki
genetik cesitlilik ile iliskilidir.

Hem insan, hem de koyunlarda hastaliga duyarlilik risk faktorlerine
en ¢ok katkida bulunan amino asit farkliliklaridir. Insan PRNP geninde
bulunan ©6nemli polimorfizmlere N171S, AOC’de oktamer peptit tekrar
delesyonu (8 amino asit) ve E219K dahildir. PRNP geni AOC’nin
polimorfizmlerine  Ornekleri, Yamada’nin (1994) calismalar1  sonucu

yayinlamistir.



TSE’ye karst duyarliligin, insan ve koyun prion geninin AOC’deki
polimorfizmleri ile daha sik iligkili olmasina ragmen, sigir PRNP’si icin ayni
durum gozlemlenmemektedir. Sigir prion geni arastirmalar1 BSE hastaligina
bagl bolgelerin varligin1 ortaya koymustur. Bunlar, oktamer peptit tekrarlari,
promotor ve intronl bolgelerindeki insersiyon/delesyon polimorfizmleridir.
Ayrica, sigir prion geni ¢alismalart sonucu kromozoml3’iin prion geninin
yerlestigi 35kblik bir bolgede 1069 SNP icerdigini gostermistir (NCBI
GenBank bilgisi, Erigim tarihi: 18 Subat 2017).

BSE’ye yatkinlikla iligkili iki sigir PRNP alleli var. 23bp ve 12bp
Ins/Del polimorfizmleri, bu polimorfik bolgeler arasinda yiiksek baglanti
dengesizligi gosterirler (Muramatsu et al., 2008). Koyun PRNP geni 13’{incii
kromozomun q kolunda bulunur ve ii¢ ekzon, iki intron igerir. Prion geninin
AOC’si yalnizca ekzon3 bolgesini icerir. Koyun prion geninin AOC’de , ii¢
bolgenin skrapi’ye yatkinlikla iliskili oldugu bulunmustur (koyun prion
proteini 256 amino asitten olugmaktadir): 136, 154, 171. Bu pozisyonlarda
hastaliga direngsiz bireylerde amino asitler sirasiyla Alanin Valin’e, Arjinin
Histidin’e, Glutamin Arjinin’e degismektedir. Sonraki ¢alismalarda daha fazla
polimorfizm bulunmustur (M111T, G127S, G127V, H143R, G145V, N146S)
(Frootan et al., 2011).

Si1gir PRNP geninde iki onemli fonksiyonel bolge belirlenmistir.
Birinci bolge, ekzonl ve ekzon2 ile birlikte promotor bolgesini icerir. Ikinci
bolge 795b¢’lik ekzon3 AOC’yi olusturmaktadir (Sakudo et al., 2011). Sekil
2.1, Bos taurus PRNP geninin ve indel polimorfizmlerinin basit genomik
yapisini gostermektedir.

Manda prion geninin promotoru ve intronl bolgesi polimorfizmleri
son yillarda calisgtlmistir. Oztabak (2009), Anadolu ki mandalarinin indel
polimorfizmlerinin allel, genotip ve haplotip frekanslarimin sigir PRNP’si indel
polimorfizmlerininkinden belirgin sekilde farkli oldugunu ortaya koymustur.
Bir bagka calismada, Anadolu, Murrah irklar1 ve MurrahxAnadolu melezlerine
ait manda populasyonlarinda PRNP’nin promotor ve intronl bolgesindeki indel
polimorfizmleri incelenmistir. Sonuclar, her iki lokusta da delesyon alleli
olmadigimi gostermistir (Yaman et al., 2016). Cin manda populasyonlari
tizerinde yiirlitilen arastirmalar ise PRNP geninin kodlama bolgesinde

SNP’lerin genotipik frekanslarini ortaya koymustur. SNP dagilimi bes bolgede



gozlemlenmistir  (Zhao et al., 2015). Calisilan manda  rklan
populyasyonlarinda PRNP kodlama bolgesi polimorfizmleri ile ilgili herhangi

calisma bulunmamaktadir.

23 bg indel
12 bg indel

Ekzonl Ekzon2
AOC Ekzon3

Sekil 2.1 Sigir PRNP geninin basitlesdirilmis genomik yapist.
Si1gir PRNP’sinin 23b¢/12b¢ indel polimorfizmleri (Sander et al., 2004).

2.3 Prion Proteini

Prion proteininin baslica fonksiyonu merkezi sinir sisteminde
neroprotektif etki yapmaktir. PrP ile tanimlanan noroprotektif etkiler,
antioksidan aktivite, hiicre ylizeyi sinyallemesi yoluyla baslatilir (Roucou et al.,
2004). Normal prion proteini hiicrenin yasaminmi siirdiirmesinde, apoptozise
kars1 korumada, oksidatif stresse karsi korumada ve hiicre adyezyonunda rol
oynamaktadir. PrP, noronlarda yiiksek miktarda eksprese olmaktadir ve bu
sebepten PRNP geninin evrimsel acidan korunmuslugunu ortaya koymaktadir.
Calismalar, insan PRNP geni ile sigir PRNP geni arasinda %92,8 oraninda
benzerlik oldugunu gostermistir. Insan PRNP geni, 253 amino asit
uzunlugunda aktiflesmemis bir proto-protein kodlamaktadir. Proteinin olgun
halinde, ilk 22 amino asit uzunlugundaki dizi translasyon sonrasinda boliiniir
ve 23 amino asit Ser230’a GPI ¢apa eklenmesine yonelik parcalanir. Cizelge
2.2°de soziigecen bolgeleri gostermektedir. Hiicredisi proteinler gibi, PrP de
hiicrenin dis yiizeyine baglanir. Bu proteinlerin, Asn181 ve Asn197°de iki N-

bagh glikozilasyon bolgesi vardir (Rudd et al., 2001).

Cizelge2.2 Insan PrP proteininin 6nemli bolgeleri.



PrP proteininin 6nemli bolgeleri (insanda) | Amino asit pozisyonu
Sinyal peptidi 1-22, 230-253

Oktamer peptit tekrar bolgesi 51-91

Hidrofobik bolge 112-127

N-bagh glikozillenmis bolgeler 181, 197

N-terminal domaini 22-127

C-terminal domaini 127-230

Insan PrP®’nin ii¢ boyutlu yapisi Niikleer Manyetik Rezonans (NMR)
metodu ile tespit edilmistir ve olduk¢a yapilanmis C-terminal bolgesine sahip
oldugu gozlemlenmistir. Incelenen bolge, iic a-heliks, ¢ift sarmalli antiparalel
B-yaprak ve yapilanmamis bir N-terminal kuyrugu icerdigi izlenilmistir.
Yapisal ve dinamik 6zelliklerine gore, hiicresel prion proteini-PrP° iki kisima
ayrilir. Memelilerde tiirlere bagli olarak, proteinin N-terminali degisken sayida
oktamer peptit tekrarlari-PHGGSWGQ icerebilmektedir. Her oktamer peptit,
iki degerli metalleri (Cu2+) baglar. PrP C-terminali, 3 a-heliks (H1, H2, H3) ve
kisa, antiparalel, cift sarmalli B-yapraklar1 (S1, S2) ile kiire seklinde bir yap1
olusturmaktadir. H2 ve H3, disiilfiir kopriisii vasitasiyla Cys179 ve Cys214 ile
baglanmaktadir. FTIR, CD yontemleriyle ikincil yapinin analizi, PrP®’nin
yiiksek a-heliks icerigine (%42) ve diisik B-yaprak icerigine (%3) sahip
oldugunu ortaya koymustur.

Protein yapisin1 anlamak amacl hiicresel prion proteini lipozomlara
dahil edilmis ve sonugta protein yapisinda biiyiik degisikliklerin ortaya ciktigi
goriilmiistiir. Lipozom ile kapsiillenmis PrP® %34 B-yaprak, %20 o-heliks ve
%46 hem rastgele katlanma, hem de PB-katlanmalara sahiptir (Sakudo et al.,
2010).

Onceki arastirmalardan mandanmin  prion hastaliklarina  kars1
duyarlhilig1 diisiik olan tiirlerin arasinda oldugu bilinmektedir. 264 amino asit
uzunlugunda olan manda prion proteini birincil yap1 agisindan sigirinki ile ¢cok
benzerdir. Bunun yaninda, daha iist yapilarda ve protein-protein etkilesiminde
Ozgiin nitelikler gostermektedir. Zhang (2013), manda PrP’nin homoloji
yapisini tanimlamis ve bu calismadan elde edilen manda PrP’nin nétr ve diisiik
pH degerlerinde ¢ok dengeli yapida oldugunu ortaya koymustur.

2.4 PRNP Geni lle iliskili Hastaliklar



Prionla ilgili hastaliklar bulasici norodejeneratif hastaliklart grubuna
dahil olmaktadir. Insan (Kuru, CDJ, GSS, Fatal familial insomnia), koyun
(scrapie), sigir (BSE) bu grup hastaliklara direngsiz tiirlerdir. Prion hastaliklari,
astrositoz (norodejeneratif hastalik sirasinda yakindaki néronlarin yikilmasi ile
gbzlenen astrosit sayist artis1), noronal hiicre kaybi ve prion proteininin
birikimi gibi ii¢ ana ozelligi ile karakterize edilmektedir (Cizelge2.3). Bunlar
aynt zamanda klinik belirtilerle ilgilidir. Semptomlar, hastaligin ileri
asamalarinda ataksi ve/veya demans igerir. Beyin fonksiyonunun ilerleyici
kaybi oliimle sonuglanir (Sakuda and Ikuta, 2009).

Prion enfeksiyonlarinin gelisimi temelinin 6ncelikle PrP’nin yap1
degisim mekanizmasina dayandig ileri siiriilmiistiir. Konakgr1 sinir hiicrelerinde
ifade edilen PrP“’nin hiicresel izoformu prion ile enfekte olmus hayvanlarda

hiicre oOlimiinii indiikleyen izoforma-PrP5

ye doniismeye siiriiklenir. Bu
nedenle, prion hastaliklar1 Alzheimer ve Parkinson hastaliklarini da igeren
“proteinin yanlis katlanmasi sonucu olusan hastaliklar”a aittir. Translasyon
sonrasi herhangi bir modifikasyona sahip olmayan, hiicresel prion proteini
(PrP°) i¢in bir model olan, bakteride ifade edilen rekombinant prion proteininin
(rPrP) yiiksek coziiniirliklii NMR calismalari, katlanmis bir C-terminal alanini
ve cogunlukla yapilandirilmamis N-terminal bolgesini ortaya cikarmistir
(Wuthrich and Rick, 2001). Tiirlere bagli olarak, esnek N-terminali, Zn**, Fe**
Ni** ve Mn?* gibi iki degerlikli katyonlara zayif baglandigi halde, Cu®*ya
belirli bir afinite sergileyen en az dort Glisin’le zengin oktamer peptit tekrarini
icerir. 1ki kisa B-yaprak ve iic a-heliksten olusan ve H2 ile H3’ii birbirine
baglayan bir disiilfiir bag1 iceren PrP globiiler domaini bircok memeli tiiriinde
oldukca iyi korunmustur. Bu alan, ayn1 zamanda, N-bagh glikozilasyon icin iki
potansiyel bolge icerir (Choi et al., 2006). “Protein-only” hipotezini ele alarak,
prionlarin ¢ogalmasinin, normal hiicresel PrP“nin toplanmasi yoluyla bulagici
PrP%¢nin kendiliginden doniismesi fikrini desteklemektedir. PrP¢ ve PrP* aym
kovalent yapiy1 (proteinin birincil yapisi) paylasmis goriinse de, biyokimyasal
ve biyofiziksel ozelliklerde oldukc¢a farkhidirlar. Hiicresel PrP¢ monomerik,
proteinaz duyarli ve iyonik olmayan ¢oziiniirlerde ¢oziintirken, Prp* ¢cOziinmez

ve agrega niteligindedir (Weissmann, 2004).
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Bilgisayar simulasyonu ve deneysel analiz prion hastaliklarinin
incelenmesinde kullanilan iki olas1 yaklagimdir. Prp% izolasyonunun zor
kosullar gereksinimi, deneysel olarak biyokimyasal ve biyofiziksel yontemlerin
cogunun  kullanilamamasina neden olmaktadir. Prion c¢alismalarini
laboratuvarda yiiriitmenin zorluklarin1 hesaplama yoOntemlerinin, cesitli
veritabanlarinin ve yiiksek hizli merkezi islem birimlerinin gelistirilmesi ve
biyoloji bilimlerine uygulanmasi azaltmistir. Biyoinformatik yontemler daha az
maliyet ve is¢i sayist ile kisa zamanda yiiksek olasi ihtimalleri belirleyip hizli
sekilde sonuglara varmay:1 hedeflemektedir. Ornegin, insan ve koyun prion
hastaliklarina yatkinligin, ilgili genin agik okuma cercevesinde meydana gelen
mutasyonlar ve polimorfizmler ile iliskili oldugu gozlemlenmistir (Novakofski
et al., 2013). Diger raporlara (Un et al., 2008; Oztabak et al., 2009) gore, deli
dana hastaligina duyarliligi, PRNP geninin promotor bdlgesindeki
polimorfizmlerle kuvvetli bir sekilde iligkilidir ve gen ifadesini etkilemektedir.

Prion hastaliginin heniiz tedavisi olmasa da bazi1 klinik bulgular
vardir. Amerika Ulusal Prion Klinigi hastalikli kisilerle calisirken bulduklari
semptomlart asagidaki sekilde Ozetlemistir: davramigsal belirtiler, iletisim
sorunlar1, hafiza/biligsel aciklar, hareket problemleri, yutkunma sorunlari,
gorsel/algisal sorunlar, nobetler (Prion Birim Tibbi Arastirma Konseyi, Erisim

tarihi: 14 Mart 2017).
Cizelge2.3 TSE ornekleri.

TSE hastahklar Tiir
Bovine spongiform encephalopathy Sluly
Scrapie koyun

Creutzfeldt-Jakob (CJD), Kuru, Gerstmann- | insan
Straussler-Scheinker syndrome (GSS)
Feline spongiform encephalopathy (FSE) kedi

Transmissible mink encephalopathy (TME) | Evcil vizon

Scrapie koyunlardaki prion hastaligidir. 136., 154. ve 17l.ci
pozisyonlardaki polimorfizmler, scrapie’ye kars1 farkli duyarliliga neden olur.
Alal36-Argl54-Argl71 (ARR), scrapie’ye direngli iken, Vall36-Argl54-
GIn171 (VRQ) daha yiiksek ve Alal36-Argl54-GInl71 (ARQ) varyant1 daha
diisiitk duyarliliga sahiptir. Amerika Birlesik Devletleri’nde 1947’te ilk vakasi
teshis edilen scrapie’nin daha sonra diinya capinda vakalar tespit edilmistir.

Scrapie ile enfekte olmus hayvanlar kilo vermesi, yiin ¢ekilmesi, davranis
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degisiklikleri, ses ve harekete karsi duyarliligin artmasi, bacaklarda veya
yanlarda 1sirma gibi klinik belirtilere sahiptir (BSE Uzerine Sigir Kontrol
Programi, Erisim tarihi: 29 Nisan 2017).
2.5 Mandada (Bubalus Bubalis) PRNP calismalari

Evcillestirilmis manda, Asya iilkelerinde tarimin 6nemli bir pargasi
olmustur. Bubalus bubalis 5000 yildan beri hayvancilikta kaliteli siit, et ve deri
tiretilmesi iizerine beslenmektedir (Nanda and Nakao, 2003). Arastirmacilar iki
tip yerli manda siniflandirmislar: nehir mandasi ve bataklik mandasi. Nehir tipi
manda, Hindistan’dan 1ta1ya’ya, Pakistan, Irak, Suriye, Misir, Tiirkmenistan,
[ran, Yunanistan ve Bulgaristan’dan gecerek yayilmistir. Nehir mandasinda
kromozom sayis1 50 (2n=50), bataklik mandasinda ise 48’tir (2n = 48). Farkli
kromozom sayilarina ragmen manda tipleri birbirleriyle ciftlesebilmekte ve
dogurgan bireyler iiretebilmektedir (Yavasoglu et al., 2014).

Mandada PRNP geninin kromozomdaki konumu belirtilmemistir.
Ekzon sayis1 3 olan bu genin boyutu 17kb uzunlugundadir. AOC’si 795bg
uzunlugunda olan manda prion geni sigir prion genindeki ekzon3’te yerlesen
795b¢ uzunluklu AOC ile yiiksek benzerlik orani gostermektir. Manda prion
geninin bir¢ok populasyonda promotor ve intronl bolgesi incelense de
AOC’nin farkli populasyonlarda incelenmesi gerekg¢esi vardir (National Center
for Biotechnology Information, Gene, Erisim tarihi: 13 Haziran 2017).

Sigirlarla  yakin filogenetik iligkilerine ragmen, manda BSE’ye
direnclidir ve manda (Bubalus bubalis) PRNP gen analizleri son yillarda farkli
ilkelerde baslatilmistir. Manda ve sigirlarin karsilastirmali analizi, 6nemli
SSE’ye duyarlhilik faktorlerinin karsilagtirilmasiyla yiiriitiillmektedir. Bu
faktorler asagidakilerdir: 1) ins/del polimorfizmleri- promotor bdlgede 23bg
indel, intronl bolgede 12bg indel; 2) kodlama bolgesinde bulunan oktapeptit
tekrarlarinin sayisi; 3) amino asit polimorfizmleri (Zhao et al., 2015).

Onceki arastirmalardan (Clawson et al., 2008; Haase et al., 2007)
PRNP ifadesinin ve aym1 zamanda BSE duyarliliginin 12bg¢ ve 23bg delesyonlar
ile iligkili oldugu tespit edilmistir. Oktamer peptit tekrarlarinin artmasi, prion
hastaligina bagli mutasyonlara neden olabilmektedir. Son olarak, amino asit
degisiklikleri de bu bozukluga yol agmaktadir (Harman and Silva, 2009; Moore
et al., 20006).
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Yiiriitiilen PRNP c¢alismalari, manda ve sigirlar arasindaki genetik
farkliliklar1 ortaya koymustur (Cizelge 2.4). Onceki arastirma raporlaria gore,
Anadolu, Pakistan, Tayland, Endonezya, Alman, Cin mandalarinda iki PRNP
indel polimorfizmleri sigirlarinki ile karsilastirildiginda onemli frekans farki
oldugu ortaya cikarilmistir. Sonuglar, incelenen manda PRNP’de anlamlh
derecede diisiik 12b¢ ve 23bc delesyon allel frekanslar1 gostermistir.
Cizelge2.4 onceki calismalarda farkli sigir irklar1 ve Anadolu 1rk1 mandasinda
PRNP indel polimorfizm allel frekanslarinin karsilastirmalarini gostermektedir

(Oztabak et al., 2009; Yaman et al., 2016).
Cizelge2.4. B.bubalis ve B.taurus’ta PRNP indel polimorfizmleri.

Tiir 12bg ve 23 bg indel polimorfizmlerinin allel Kaynakca
frekanslari
23b¢ in | 23bg del 12 bg in 12 bg del
Korean Holstein 0.30 0.70 0.39 0.61 Jeong et al. 2006
German Brown 0.65 0.35 0.86 0.14 Juling et al. 2006
USA beef cattle 0.26 0.74 0.37 0.63 Clawson et al. 2006
Anadolu Grey 0.62 0.38 0.80 0.20 Un et al. 2008
Anatolian w.buff | 0.92 0.08 0.86 0.14 Oztabak et al. 2009
Anatolian w.buff 1.00 0.00 1.00 0.00 Yaman et al. 2016
Murrah 1.00 0.00 1.00 0.00 Yaman et al. 2016

Kobak (2014), Polonya ve Almanya bolgesindeki manda
populasyonlarinin bir adet 12b¢ ve 23bg¢’lik insersiyon polimorfizmi ile
karakterize edilen genotipe sahip oldugunu belirtmistir. Pakistan sigir1 ve
mandasindan edinilmis PRNP geni ile yapilan ¢alismalarda da benzer sonuclar
alinmistir (Imran et al., 2012). Bu ¢alismalar ayn1 zamanda Onceki ¢alisma
sonuglari ile ortiismektedir.

S1g1r PrP’nin oktamer peptit motifleri prion proteininin N-terminaline
yakin bir yerinde bulunmaktadir. Sigir tiirlerinin i oktamer peptit varyanti
vardir: 5, 6 veya 7. Brun et al., 2007; Zhao et al., 2015, sigirlarla karsilagtirmali
analizlerinde, manda PRNP dizilerinde 3 SNP tespit etmistirlerdir. Bir SNP
birinci oktamer peptit tekrarin ilk niikleotidinde, diger iki SNP besinci ve
altinct oktamer tekrarlarin iigiincii niikleotitlerinde bulunmustur. Birinci
mutasyon, sigirdaki hidrofobik prolin (Pro) kalmtistnin manda prion
proteininde polar Serin’e (Ser) doniismesini saglamistir. Diger iki sinonim
polimorfizmler, amino asit degisikliklerine neden olmamaktadirlar. Zhao
(2015), saglam ve BSE hastalikli sigirlarin  arasindaki oktamer peptit
polimorfizmlerinin genotip frekanslarinin belirgin olarak farkli oldugunu,

ancak allel frekanslarinin 6nemli Olciide farkli olmadigini belirtmistir. Ayni
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calismada Cin mandalarinda PRNP’nin AOC’de 1 non-sinonim (Gly108Ser), 4
sinonim SNP olmak iizere 5 polimorfizm bulundugunu agiklanmistir. Kisacasi,
arastirma mandalarin prion geninin promotor ve intronl bolgelerinde diisiik
del23 ve dell2 allel frekanslarini, altinci oktamer peptit tekrar bolgesindeki
diisiik allelik frekansim1 ve kodlama bolgesinde ¢ok az rastlanan amino asit
degisikliklerini ortaya ¢ikarmistir. Arastirmalarin bir kismi (Imran et al., 2012;
Uchida et al., 2014), manda’nin filogenetik olarak yakin memeli tiirleriyle
karsilastirildiginda PRNP geninin benzersiz bir genetik zemine sahip oldugunu
gostermektedir.

Sonu¢ olarak, manda PRNP gen analizi ile ilgili daha fazla calisma,
prion bozukluklarinin genetik temellerinin aydinlatilmasi i¢in faydali olacaktir
ve Anadolu, Murrah 1rklart mandalarinin PRNP geninin AOC verilerini ortaya
cikaracaktir.

2.6 Populasyon Genetigi

Tiirlerin genetik yapisinda yer alan biitiin genetik 6zelliklere genetik
cesitlilik adi verilir. Bu terim, populasyonun adaptasyonu ile cevresel
degisiklikler arasindaki iligskiyi belirlemek icin kullamilir (Frankham, 2005).
Evrimsel degisim oranmi (R) Oncelikle kantitatif genetik cesitlilik ile belirlenir.

Cevresel degisiklikler, hayatta kalan tiirlerin benimsenmesiyle
izlenen tiirlerin c¢esitliligine yol acmaktadir. Bir genin farkli allellerine
alternatif gen formu denilmektedir. Bu varyasyonun seklidir ve farkli allellerin
daha yiiksek orani, genetik cesitliligin sikligim1 artirir. Gen havuzu, spesifik
populasyona dahil olan toplam allel sayisidir. Degisiklikler, genetik varyasyon
diizeyini karakterize etmektedir. Bir genin alelleri zaman icinde bir
populasyonda goriinebilir ve/veya kaybolabilir. Zamanla, bir genin farkh
alelleri yok olabilir ve populasyonda tekrar ortaya cikabilir (Frankham, 2005).

Bir populasyondaki genetik cesitliligin esas Ol¢timleri, lokus
hesaplamalar1 icin polimorfik lokus ve alleldir. Genomdaki polimorfik
lokuslarin  oram1 Olgiiliir. Niikleotit polimorfizmleri bir populasyondaki
niikleotit cesitliliginin sonucudur ve takip eden ¢esitlilik dl¢iimleri molekiiler
belirteclerdir. Mitokondriyal DNA, tek niikleotit polimorfizmleri (SNP’ler),
mikrosatelit ve minisatelit dizileri bu tiir belirte¢lerdendir (Frankham, 2005).

Allel frekansi, bir populasyondaki bir gen varyantinin olusma oranini

temsil eder. Bir allel frekansin1 hesaplamak icin, isaretlenmis alleller,
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populasyondaki o bolgedeki tiim alellerin toplam kopya sayisina boliiniir. Bir
populasyonda allel frekanslar1 genetik c¢esitlilige neden olur ve genetik
stiriklenme olusur, ya da populasyon i¢inde zamanla degisen allel frekansi
sonucu yeni mutasyonlar olusur (Scitable by Nature Education, Erigsim tarihi:
31Agustos 2016).

Bir haplotip kromozomal bdlgenin belirgin bir halidir ve tek bir
ebeveynden miras alir. Dahasi, ‘“haplotip” terimi SNP kiimelenmesinin
kalittmina da deginmektedir. Bu kiimeler, bireyler arasindaki DNA dizilerinde
tek pozisyondaki varyasyonlardir (Cox and Moore, 2016). Genetik hastaliklar
ve bunlarin 6zellikleri farkli aragtirma araclarn ile karakterize edilmektedir. En
onemli araglardan biri de genetik cesitliliktir. Haplotip, hastalikla iliskili
caligmalarda vakalar1 ve kontrolleri ayirir. Genetik caligmalarda haplotipin
Oonemi asagida siralandirilmistir:

e Hastalik iliskilendirme calismalarinda haplotiplerin  kullanilmasi,
yapilacak test sayisini azaltmaktadir;

* Haplotiplerle evrim ¢alismalar1 gerceklestirilebilmektedir;

* Linkaj analizlerinde kullanilmaktadir.

Haplotiplerin aksine, genotip, her iki kromozomdaki SNP kopyalari
icin baza sahiptir. Mevcut DNA dizileme tekniklerinin cogu genotipik sonuclar
verir. Bununla birlikte, haplotip analizi hastaliin genetik calismalarinda,
ozellikle de insandaki hastaliklarin arastirilmasi daha yaygindir (Crawford and
Nickerson, 2005). Haplotip frekansimin tahmini i¢in kullanilan bazi
algoritmalar Beklenti Maksimizasyonunu temel alir. Bu yontemler dogrudan
olarak Hardy-Weinberg yasasina dayanilarak kendi olasilik fonksiyonunu
kullanmaktadir. Bir bireyin iki haplotipinin populasyondaki haplotip
dagilimindan bagimsiz olarak hareket etmesine neden oldugu varsayiminin
altim ¢cizmektedir (Halperin and Hazan, 2004).

2.6.1 Hardy-Weinberg yasasi

Hardy-Weinberg yasasi matematiksel bir denklemdir. Bir
populasyonun  dengedeki  genetik  varyasyonunu  hesaplamak i¢in
kullanilmaktadir. Genetik siiriiklenme, mutasyonlar, gen akisi, dogal
seleksiyon ve rastgele olmayan ciftlesme populasyon dengesini bozabilen
faktorlerdendir. Dogada dengenin sabitligi nadiren gecerli olabilir. Hardy-

Weinberg yasasi, dogada genetik varyasyonlar olarak ortaya c¢ikan
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degisiklikleri hesaplamak icin sunulan ideal bir modeldir. Ilgili calismalarda,
Hardy-Weinberg yasasi, gozlenen populasyonlarin genotip frekanslar
arasindaki farki denge yoluyla tiiretmek i¢in kullanilir (James, 1999).

Sozii gecen genetik cesitlilik ol¢iimlerini analiz etmek icin tezde
uygun biyoinformatik yontemler kullanilmistir. B6liim3.6 ve 3.7°de yontemler
detayli anlatilmistir.

2.6.2 Polimorfizm

Genetik polimorfizm terimi ilk defa Ford tarafindan tanimlanmistir
(1940). Aym1 konumda iki veya daha fazla ayirict form olusursa, bu olusum
polimorfizm olarak adlandirilir. Bu terim, tiir icindeki bireyler arasindaki
farkliliklar1 gosteren varyasyonlart tanimlamak i¢in kullanilir (Nanda and
Nakao, 2003; Ford, 1965). Insan genomu projesi, “shotgun dizileme” yontemi
ile insanin genom dizisini kodlayarak belirlenmistir. Insan genomu verilerinin
yiiksek kalitede %90 dizileri, diger dizilerin ve genisletilen veritabanlarinin
karsilastirilmasi icin potansiyel bir veri haline gelmistir (Venter et al., 2001).
DNA dizilimi, verimli ve maliyeti az olan bir yontemdir. Dahasi,
biyoinformatik araglarin gelistirilmesi, DNA dizisinin ve tanimlanmis
varyasyonlarinin karsilastirilmast imkanint saglamistir (Ford, 1940; Nickerson
et al., 1999).

Tek niikleotit polimorfizm (SNP), restriksiyon parca uzunluk
polimorfizmi, DNA’nin bir boliimiiniin insersiyon/delesyonlari, minisatellitler:
tekrarlanan baz ciftleri (birkac yiiz baz cift), mikrosatellitler: 2-4 niikleotit
tekrarlanmalar1, Alu segmentinin varligr veya yoklugu polimorfizm tipleridir
(NCBI, Erisim tarihi: 14 Eyliil 2016). Tek Niikleotit Polimorfizmleri (SNP),
DNA sekansindaki bir niikleotit pozisyonunda iki ve ya daha fazla alternatif
bazin (0rnegin, A/G) %1’den fazla siklikta ortaya c¢ikmasi halidir. SNP’ler
memeli genomunda bulunan en yaygin varyasyon tiplerinden biridir.

Son zamanlarda, SNP’ler hastaliklarla iligkili c¢alismalarda ve
farmakogenetikte genotiplendirilmektedir. Binlerce SNP, genom dizileme
projesinin bir iiriinii olarak farkli tiirlerde tanimlanmistir. Werner (2004), sigir
genomik DNA’siin 91kb’lik kismin1 rastgele tararken her 180 b¢’te ortalama
bir SNP bulundugunu tespit etmistir.

Memeli genomlarindaki yiiksek yogunluklu dagilimi nedeniyle,

SNP’ler genetik belirtecler olarak kullanilmaktadir. SNP’lerin ¢ogu dogrudan
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protein dizilerini etkilemez, ancak gen ifadesi iizerinde etkili olurlar. SNP’lerin
bir diger onemli yani genetik cesitlilik saglamasidir. Hedef SNP bulgusu,
denatiire eden yiiksek performansh sivi kromatografisi ({dHPLC) ve DNA
dizileme yontemleri ile edinilmektedir. SNP tespit teknolojileri son derece
otomatiktir, verimlidir ve az maliyetlidir (Marth et al., 1999).

SNP saptama teknikleri iki amag¢ i¢in kullamlmaktadir: 1) yeni
polimorfizmlerin taranmasi; 2) bilinen polimorfizmlerin allel(ler)inin
tanimlanmasi. Yeni SNP’lerin taranmasi global/rastgele yaklasima ve
bolgesel/hedef yaklasima boliinebilir (Werner et al., 2004). Hedeflenmis SNP
bulgusu, arastirilan bodlgede SNP’lerin saptanmasina odaklanir (Galas and
McCormack, 2002). PZR iiriinlerinin dogrudan dizilimi, SNP kesfi icin DNA
dizileme teknolojisinde Onemli bir gelismeye neden olmustur. Heterozigot
ve/veya homozigot allellerden dizileme verisinin edinilmesi de SNP tespit
calismalar1 i¢cin DNA hizalama teknolojisindeki bir gelismedir. DNA
diziliminin yiiksek maliyet ve yogun emek gerekcgesini goz Oniine alarak,
yalmizca DNA’nin SNP’lerinin ve mutasyonlarinin taranacagi bolgeleri
kapsayan kismin dizileme yontemleri gelistirilmistir (Kwok et al., 1994).

DNA dizi analizorii yazilimi otomatik olarak DNA dizisi atamaya
dayalidir. Daha sonra sonu¢ dizileri homoloji arama programlar ile diger
dizilerle karsilastirilabilir. DNA dizileme verisinin kalitesi iyi ise ve SNP’nin
her iki alleli de homozigot Ornekler arasinda bulunursa, SNP cok etkili bir
sekilde isaretlenebilir. Gozlenen homozigot numunelerde allellerden sadece bir
tanesi mevcutsa, SNP tespit edilmeden 6nce heterozigot numuneler homozigot
numunelerden ayrilmalidir. Dogru dizileme modelinde, heterozigot bir DNA
ornegindeki bir polimorfik baz, iki taban zirvesi ile temsil edilir. Yaklasik
olarak tepe yiiksekliginin yaris1 dizilerin geri kalan kismi olarak gosterilir
(Kwok and Chen, 2003).

2.7 Biyoinformatik Veri Analizi

Insan Genom Projesi’nden sonra, erisimi acik genomik bilginin
coklugu (yaklasik tic milyar baz cifti), biyoinformatik yaklagimlara 6nemli bir
ihtiyacla sonu¢lanmistir. Genetik hastaligi anlamakta, ilac gelistirmede yeni
molekiiler hedefler bulmak icin biyoinformatik 6nemli bir aragtir. Bunun
geregi olarak, bir takim iiniversiteler, devlet kurumlar1 ve ila¢ firmalari

biyoinformatik gruplar olusturmustur. Calisilan gen ve/veya protein dizilerinin
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elde edilmesi icin etiketlenmis, hazirlanmig materyaller biyoinformatik
araclarda kullanilir. Diziler, daha Once arastirilan materyalden de elde
edilebilir. Sekansin her iki tiirii de biyoinformatik araclarla bircok yonden
analiz edilebilir. Dizilim “kisa isaretler” ile gerceklestirilir ve daha sonra
hazirlanan diziler okuma kodlarina getirilir. Diziler, eslesen bolgeleri
hizalamak ve dizilere uyusmayan ‘“harf” aramakla karsilastirir (Heracle
Biosoft, Erisim tarihi: 24 Temmuz 2016).

Biyoinformatigin bir dal da dizi analizidir. Cesitli analitik yontemleri
izleyerek DNA, RNA veya protein sirasi-fonksiyon, yap:r ve/veya evrimi
anlamada dizi analizi Onemlidir. Dizilim hizalama arastirmasi, biyolojik
veritabanlarina karsin temel metottur. Toplanan dizi verileri, organizmalarin
genetik yapisin1 anlamaya firsat verir. Bu nedenle, yeni eklenen dizilerin
bilinen islevlerle karsilastirilmasi, yeni dizinin nereden geldigini anlamanin
yoludur.

Dizilim analizi, karsilastinlmis diziler arasindaki benzerliklerin
karsilagtirilmas1  yolu ile genlerin ve proteinlerin islevini tanimlamakta
kullanilir. Bu giinlerde, bircok ara¢ ve teknikler, sekans karsilagtirmalarini
(sekans hizalamas1) saglar ve hizalama iiriiniiniin genetigini anlamay1 saglar.
Sekans analizi, molekiiler biyolojideki ilgili konulara uygulanabilir: 1)
karsilastirilmis diziler arasindaki benzerligi cogunlukla homoloji ile ¢ikarma;
2) dizinin dogasinda bulunan 6zelliklerini tanimlamak; aktif siteler, translasyon
sonrast modifikasyon siteleri, gen yapilari, AOC, intron/ekzon dagilimlar1 ve
diizenleyici unsurlar; 3) dizi farkliliklarin1 ve varyasyonlarin1 tanimlama; nokta
mutasyonlar1 ve genetik isareti elde etmek icin SNP; 4) dizilerin evrimini,
molekiiler yapisini ve genetik ¢esitliligini ortaya ¢ikarma (Durbin et al., 1998).
2.8 PrP Proteininin Post-translasyonel Modifikasyonlari

PTM’ler ribozomlarla translasyon tamamlandiktan sonra bir protein
tizerinde katalitik enzimler tarafindan olusan modifikasyonlardir. Fonksiyonel
gruplarin bir proteine kovalent olarak eklenmesi, diizenleyici alt birimlerin
proteolitik boliinmesi veya komple proteinlerin bozulmasi ile proteomun
fonksiyonel cesitliligini arttirirlar. Okaryotik organizmalarin cogunda belirli
protein sirasit hareketleri, asagidaki translasyon sonrasi modifikasyonlar ile
diizenlenir. PTM’lere glikozilasyon, fosforilasyon, nitrosilasyon,

ubikuitinasyon, metilasyon, asetilasyon, lipidasyon vs. dahil olmaktadir.
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Hastaliklarin arastirilmasinda proteinlerin ifadesi onemlidir. PTM’ler, ifadenin
nihai iriinliniin degistirilmesinde 6nemli rol oynar ve biyolojik siirecler ve
hastalik durumlarina katkida bulunurlar (Taylor and Drickamer, 2003).

2.8.1 Glikozilasyon

Glikanlarin bir bagka molekiiliin hidroksil veya bagka bir fonksiyonel
grubuna baglanmasi reaksiyonu glikozilasyon olarak adlanir. N-, O- ve C-bagh
glikozilasyon, glipifikasyon (GPI ¢apa tutunma) ve fosfoglikozilasyon olmak
tizere farklh glikozidik baglantilar ile karakterize edilen PTM tiiriidiir (Fukuda
and Hindsgaul, 2000).

Protein glikozilasyonu hiicrede ¢oklu fonksiyonlara sahiptir. ER’de,
protein katlanmasin1 yonetmek i¢in protein glikozilasyonu kullanilir ve sadece
dogru katlanmis proteinlerin Goljiye tasinmasii saglamak icin bir kalite
kontrol mekanizmasi gorevi goriir. Oligosakkaritler, proteinlerin ayni kokenli
etkilesim alanlarina baglanmasinmi kolaylastirabilir veya baglanmani 6nleyerek
protein-protein etkilesimlerini etkileyebilir (Rudd et al., 1999).

N-bagh glikozilasyon, ER ig¢indeki Asparajin’in amino grubuna
glikan baglanmasidir (Zuegg and Gready, 2000). Tiim Okaryotik hiicreler N-
glikanlar tiretirler. ER’de glukoz giderimi ve yeniden ilave edilmesi gibi bir¢ok
islemi icermektedirler. Bu tiir dongii, protein katlanma mekanizmalarinda
bulunur. N-bagl glikoproteinler, proteinlere baglandiktan sonra coklu islev
basamaklarindan gececek genis ve siklikla dallanmis glikanlara sahiptir. Bunlar
proteinlerin stabilitesini degistirebilirler (Lehhman and Harris, 1997).

N-glikozilasyon en yaygin glikosidik baglanti1 iken, O-glikoproteinler
de hiicre biyolojisinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu tiir glikozilasyon,
musinlerin  biyosentezinde, musin sekresyonlarin1  olusturan  O-bagh
glikozillenmis, yiiksek molekiil agirlikli protein ailelerinde daha onemli rol
oynamaktadir. O-glikozilasyon, hiicredis1 matris bilesenleri yapmak igin
kullanilan proteoglikan cekirdegi proteinlerinin olusumu i¢in de kritik 6neme
sahiptir. Ek olarak, antikorlar ¢ogunlukla O-glikozile ugramaktadirlar (Chen
and Chang, 2002) O-GlcNAc ilavesi ve c¢ikartilmasi ayn1 zamanda diyabette
bozulan yollarin kilit diizenleyicisi gibi goriinmektedir. O-glikozilasyon protein
stabilitesinin tanimlanmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Zhou and Xiao,

2013).
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Biyoinformatik  yaklasimlarla proteinin N-baglhi ve O-bagh
glikozilasyon olasilig1 hesaplanabilir. Bu tezde Danimarka Teknik Universitesi
tarafindan kurulan NetNGlyc ve NetGlyc c¢evrimi¢i yazilimi PrP protein
glikozilasyon olasiligini hesaplamak i¢in kullanilmastir.

Fosforilasyon hiicre dongiisii, biiylime, apoptoz ve sinyal iletim
yolaklart dahil bir¢ok hiicresel siirecin diizenlenmesinde kritik rol
oynamaktadir. Fosforilasyon, protein fonksiyonunu diizenleyen ve hiicredeki
sinyalleri ileten en yaygin mekanizmadir. Protein kinazlar, metabolizma,
transkripsiyon, hiicre dongiisii progresyonu, farklilasma, hiicre iskelet
diizenlenmesi ve hiicre hareketi, apoptoz, hiicreler arasi iletisim ve noronal ve
immiinolojik islevleri yonlendiren sinyal yolaklarin1 ve hiicresel siirecleri
diizenler (Ciesla et al., 2011). Fosforilasyon, aktivite i¢in 5° bolgesindeki
kinazlar tarafindan fosforilasyona dayanan bircok protein kinaz ve glikojen
fosforilazlarda gozlemlendigi gibi, allosterik konformasyonel degisiklikler
yoluyla enzim aktivitesini aktive edebilir. Fosforilasyon, amino asitlerin yan
zincirine yiiklii ve hidrofilik bir grup getirir; muhtemelen yakindaki amino
asitlerle olan etkilesimleri degistirerek bir proteinin yapisini degistirir. Siklin
bagimli kinazlar (CDK'’ler), okaryotik hiicre dongiisii boyunca ilerlemeyi
diizenleyen Serin-Treonin kinazlardir. CDK’ler, bir diizenleyici sikline
baglandiklarinda katalitik olarak etkindirler. Hayvan hiicreleri, cesitli sikline
biiylik spesifiklikle baglanan en az dokuz farkli CDK igcermektedir (Cole et al.,
2003).

Son c¢alismalar, prion protein fosforilasyonunun (6zellikle cdk5
kinaz), bircok memelide BSE duyarliligini tetikleyebilecegini onermektedir

(Bloom et al., 1999).
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3.MATERYAL VE YONTEMLER

SNP’lerin saptanmasi, genotip ve allel sikliklarinin hesaplanmasi i¢in
kullanilan veriler programlara uygun bicimde hazirlanmistir. Aynm1 DNA
dizileri ¢eviri yazilimi araciyla polipeptit dizilerine ¢evirilmistir. Daha sonra
elde edilen protein dizileri ile PrP proteininin (Bubalus bubalis, Bos taurus)
PTM’leri hesaplanmustir.
3.1 Manda Verileri

SNP arastirmasi i¢in, manda tiiriine ait PRNP geni dizileri grupta
daha oOnce yapilan calismalardan elde edilmis ve kullanilmigtir. Bunlar
Anadolu, Murrah 1rklar1 ve AnadoluxMurrah melezleridir. Bu calismada, 70
manda bireyi yer almistir (Bkz. Cizelge 3.1). Mandalarin PRNP geni AOC’leri,
99b¢’den 642b¢’ye kadar olan uzunlukta calisilmistir. 1bg-99bc ve 642bg-
795b¢ uzunlugundaki kisimlar1 veri tabanindan (GenBank: AY720689.1)

alinarak varsayilmis ve bu calismada arastirilmamustir.

Cizelge3.1. SNP saptanmasinda kullanilan manda irklart.

Tiir Irk Birey sayisi
Bubalus bubalis Anadolu 28
Murrah 20
AnadoluxMurrah 22

3.2 Dizi Karsilastirmasinda Kullamilan Bos taurus DNA Verileri
Kargilagtirmali analiz amaciyla Bos taurus tiiriiniin 73 bireyinden
DNA dizisi Ornegi alinip kullamilmistir. DNA dizileri NCBI veritabanindan

alinmistir  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). GenBank’tan alinan niikleotit

dizilerinin referans numarast ve sigir irklarimin isimleri Cizelge3.2’de
verilmistir. GenBank, Amerika Ulusal Saglik Enstitiisi'nde (National
Institution of Health) bulunan dizi veritabanidir. GenBank’daki tiim toplanmus
genetik diziler erisime agiktir (Nucleic Acids Research, 2013 Jan; 41 (D1):
D36-42). Uluslararasi Niikleotit Dizisi Veritabani Isbirliginin bir parcasi olan
GenBank, (DDBJ), (EMBL) ve NCBI'nin internet sitelerinde bulunmaktadir.
Bu ii¢ organizasyon her giin veri aligverisinde bulunmaktadir. GenBank
veritabani, bilimsel topluluga erisim saglamaktadir ve NCBI, GenBank

verilerini kullanmaya veya dagitmaya hicbir kisitlama getirmemektedir.

Cizelge3.2 GenBank tan alinan s1gir irklarmin bilgileri.
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Say1 Si1gir irklarinin isimleri GenBank’ta referans numaralari

1 Angus AY720508.1 AY720546.1

2 | Blonde D’ Aquitaine AY720497.1 AY720498.1

3 Braunvich AY720503.1 AY720513.1
AY720504.1 AY720514.1
AY720505.1 AY720541.1
AY720506.1

4 Brown Swiss AY720492.1 AY720588.1
AY720571.1

5 Charolais AY720530.1 AY720531.1

6 | Chianina-Chiangus AY720478.1 AY720479.1

7 Hereford AY720481.1 AY720482.1

8 Holstein EF626501.1 AY720484.1
EF626503.1 AY720486.1
EF626506.1
EF626507.1

9 Limousin AY720509.1 AY720533.1
AY720532.1

10 | Maine Anjou AY720534.1 AY720549.1
AY720535.1 AY720591.1

11 | Murray Grey AY720570.1

12 | Red and Black Angus DQ875166.1 DQ875198.1
DQ875168.1 DQ875199.1
DQ875169.1 DQ875200.1
DQ875170.1 DQ875201.1
DQ875171.1 DQ875202.1
DQ875173.1 DQ875203.1
DQ875174.1 DQ875204.1
DQ875175.1 DQ875205.1
DQ875196.1 DQ875206.1
DQ875197.1 DQ875207.1

13 | Red Angus AY720511.1 AY720552.1
AY720512.1 AY720554.1
AY720551.1 AY720574.1

14 | Red Poll AY720489.1

15 | Scottish Highland AY720584.1

16 | Senepol AY720493.1 AY720494.1

17 | Shorthorn AY720544.1 AY720560.1
AY720555.1 AY720581.1
AY720556.1 AY720582.1

18 | White Park AY720475.1 AY720476.1

19 | Qinchuan AY367640.1

3.3 MEGA Yazilim

MEGA, dizi hizalamasin1 gerceklestirmek, farklilasma siirelerini
tahmin etmek i¢in yaygin olarak kullanilan bilgisayar programi paketidir
(Kumar et al., 1994). Molekiiler Evrimsel Genetik Analiz (MEGA) yazilim,
DNA ve/veya protein dizilerinin karsilastirmali analizleri icin gelistirilmistir.
MEGAG6.06 siirtimii, dizi veri setlerinin boyutunu onceki siiriimlerden iki defa

daha cok gelismis bir bellek yonetimi uygulamak iizere gelistirilmistir. Bu
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sirim http://www.megasoftware.net/ adresinden {iicretsiz olarak indirilebilir.

Bu calismada MEGA programinin hizalama islevi kullanilmistir. Gezginin bu
islevi, hizalamalar1 goriintiilemek ve manuel olarak diizenlemek i¢in se¢enekler
sunmaktadir. Diizenlenen hizalar daha sonra ClustalW uygulamasi veya
MUSCLE programi kullanilarak olusturulabilir. DNA dizisi veri programini
gorlintiilemek icin iki goriis sunulmustur: 1) DNA dizisinin sebekesi; 2)
cevrilmis protein sekansi sebekesi. Her sira ve siitun sirasiyla tek bir diziyi ve
bir bolgeyi temsil etmektedir. Hizalama sebekesi ayar1 her bir niikleotide belirli
bir renk atamak icin kullanilabilir. Her bir hiicrenin arka plan rengi sebekede
de goriintiilenmektedir. Bu caligmada, ClustalW algoritmast DNA sekans
hizalamasinda kullanilmistir. ClustalW, homolog niikleotit ve/veya protein
sekanslarini hizalamak i¢in en ¢ok kullanilan algoritmadir. ClustalW ¢oklu dizi
hizalamas1 i¢in asamali hizalama yoOntemleri kullanir ve pratikte cok iyi
performans gostermektedir (Tamura et al., 2013).

3.4 Temel Yerel Hizalama Aramasi Araci (BLAST)

Benzer ve/veya homolog dizileri saptamak icin yaygin olarak
kullanilan yOntemlerden biri, Temel Yerel Hizalama Arama Araci’dir.
BLAST 1 islevi, niikleotit veya protein sekanslari ile veritabanlarindan alinan
sekanslar arasindaki yerel benzerlik bolgelerini bulmaktir.  Benzerlikler
eslesmelerin istatistiksel onemini hesaplayarak bulmaktadir. Arag¢, Amerika

Ulusal Biyoteknoloji Merkezi http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi’nin (Bkz.

Ek B1), Welcome Trust Sanger Enstitiisiiniin Avrupa’daki isbirliginin ve
Avrupa Biyoinformatik Enstitiisii internet sayfasinda (EBI)

http://www.ensembl.org/Multi/Tools/Blast?db=core bulunmaktadir.

MegaBLAST, kisa diziler arasindaki benzerligi aramak i¢in
kullanilan BLAST modiiliidiir (Morgulis et al., 2008). MegaBLAST, manda ve
sigir DNA dizilerini incelemek i¢in kullanilmastir.

3.5 Expasy Ceviri Araci
ExPASy (Expert Protein Analysis System-Uzman Protein Analiz

Sistemi), sunucusu (http://www.expasy.org) Isvicre  Biyoinformatik

Enstitiisiiniin (IBE) yasam bilimleri topluluk hizmetleri multidisipliner bir ekip
tarafindan saglanmaktadir. Bu, protein ve proteomik veritabanlar1 saglamakta

ve cok cesitli analitik araclara erismektedir (Gasteiger et al., 2003). ExPASy
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sekans analizi araclarindan biri Translate’tir. Ceviri aract olan Translate, bir
niikleotit sekansi alti okuma cergevesinde bir proteine cevirebilir. Aciklanan

ara¢ http://web.expasy.org/translate internet sitesinde mevcuttur. DNA-protein

cevirisi i¢in kullanilan program, yiiksek olasi sonuglar vermektedir.
3.6 Clustal Omega Yazilimm

Clustal Omega, protein sekanslari i¢cin yaygin olarak kullanilan ¢oklu
dizi hizalama programidir. Biyolojik olarak divergent dizilerin ¢oklu dizi
hizalamalarim tiretmektedir. Her ikisi de evrim agac¢larinin tiirtidiir. Cevrimigi
ara¢ asagidaki adimlarla uygulanabilir: 1) giris dizilerinin elle ayarlanmasi, 2)
uygulanan arastirma nedeniyle takim parametrelerinin degistirilmesi, 3) adim
gonderilmesi. Sonug, e-posta bildirimi i¢in bir baslik ve e-posta adresi ile
belirtilmektedir. Hizalama icin kutuya en az ii¢ dizi girilmelidir. Diziler farkli
bicimlerde mevcuttur: GCG, FASTA, EMBL, GenBank, PIR, NBRF, PHYLIP
veya UniProtKB/Swiss-Prot bicimleri (William et al., 2013). Calismada
FASTA formatinda diziler kullanilmistir.

2004 yilindan bu yana, Avrupa Biyoinformatik Enstitiisi (EMBL-
EBI) internet Hizmetleri, ¢oklu dizi hizalama araci-Clustal Omega da dahil
olmak iizere, arabirimler vasitasiyla veritabanlarina ve analiz araglarina erisim
saglamaktadir. Coklu dizi dizilimleri homolog dizilerin karsilastirilmasin
icermekte ve biyoinformatik analizin temelini olusturmaktadir (Sievers et al.,
2011). Program Genel Kamu Lisans1 altindadir. Linux, FreeBSD, Windows ve

Mac i¢in Onceden derlenmis kaynak kodu (http://www.clustal.org) internet

sitesinde mevcuttur. Tez arastirmasinda cevirisi yapilmis protein dizileri bu
programla hizalanmistir.
3.7 DnaSP (DNA Dizi Polimorfizmi) Yazilim

Niikleotit dizi verilerinden DNA’nin birka¢ 6zelligini analiz etmek
icin DnaSP bir ara¢ olarak kullanilmaktadir. Program o6l¢iimleri, populasyonlar
icinde ve populasyonlar arasi (linkaj, rekombinasyon gibi) kodlanmayan,
sinonim veya non-sinonim dizilerin yerlerini igermektedir. DnaSP programi, 32
bit Windows altinda IBM wuyumlu bilgisayar {izerinde hesaplama

yapabilmektedir. Cevrimdist program, http://dnasp.software.informer.com/5.1

internet sitesinden indirilebilir. Program asagidaki veri dosyasi formatlarini

okumaktadir: FASTA, MEGA, NEXUS, PHYLIP, HapMap3. Tim veri
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formatlarinda, homolog niikleotit dizileri, ASCII- bilgi alisverisinde Amerikan
standart kodu olarak adlandirilan yalnizca bir dosyayi icerir. ASCII’ye gore, bu
dosyadaki her bayt metin dosyasit bir karakteri temsil etmektedir. Diziler
hizalanmali ve dizilerin uzunlugu ayni olmalidir. Niikleotit sekanslar1 A, T
veya U, C ve G harfleri (kiiciik, biiyiik harf veya biiyiik ve kiiciik harf karigimi)
bes harf kullanilarak girilmektedir (Felsenstein, 1989; Kumar et al., 1994;
Maddison et al., 1997).

Programin 6nemli bir fonksiyonu veri dosyasi formatinin c¢evirisidir.
Veri dosyasinin kaydedilmesi ve disa aktarilmasi miimkiindiir. Bu komut, aktif
veri dosyasii bir dosya bi¢ciminden digerine ¢evirmek i¢in hesaplanmistir.
Komut ayrica Arlequin proje dosyasi veya Roehl Veri dosyasi olusturmasina
izin vermektedir. DnaSP, haplotip bilgisi olan bir Arlequin proje dosyasi
(*.arp) olusturabilir. Bu dosya bi¢imi, Arlequin yazilimi tarafindan kabul
edilen formattir (Librado and Rozas, 2009). DnaSP yazilimi1 calismada *.meg
dosya bicimini *.arp dosya bicimine c¢evirmek i¢in kullanilmistir. Haplotip
frekansin1 hesaplayan Arlequin programi *.arp dosya formati gerektirmektedir.
3.8 Arlequin Yazilim

Haplotip ve allel frekans hesaplamalar1 i¢in Arlequin yazilimi
kullanmilmistir. Cevirilen *.arp dosyasi, giris dosyasi olarak kullanilmistir.
Haplotip frekans tahmini i¢in 70 manda bireyinin verileri sec¢ilmistir.
Haplotipler hesaplama yontemlerinin degerlendirilmesi istatistigine gore,
Arlequin’in haplotip yapiminda ve haplotip sikligi tahmini i¢in en iyi
performansa sahip yazilimlardan biridir. Populasyon o6rneklerinin bir
koleksiyonunun genetik ve demografik 6zellikleri hakkinda bilgi ¢ikarilmasina
olanak tanmimaktadir. Tasarlanan grafik arayliz, verilerle gerceklestirilmek
istenen farkli analizlerin daha hizli se¢ilmesini saglamaktadir. Arlequin’de
yapilan istatistiksel testler, gizli varsayimlari en aza indirmek icin se¢ilmistir
(Excoffier et al., 2010).

Arlequin, her iki veri bi¢cimini de haplotipik veya genotipik olarak
isleyebilir. Ana veri tipleri DNA dizileri, mikrosatellit verileri, standart veri,
allel frekans verisidir. Maksimum olasilik yoOntemleriyle hesaplanan
populasyondaki haplotiplerin frekansinin tahmini degerlendirme parametreleri
asagidaki gibidir:

A) Delesyon Agirhigr = 1;
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B) Gecis Agirhgi= 1;
C) Doniisiim Agirligr = 1;
D) Epsilon Degeri = 1e-07;
E) Cikt1 i¢in 6nemli basamaklar= 5;
F) Orijinal haplotip tanimini kullanma, izin verilen eksik veri diizeyi = 0.05
(Excoffier and Lischer, 2010).

Analizler icin DNA dizileri verisi kullanilmistir. Program, herhangi
secilmis bir uzunlukta DNA dizilerini ¢alistirabilir. Her niikleotit ayr1 bir lokus
olarak diisiiniilmektedir. Dort niikleotit “C”, “T”, “A”, “G”, her lokus i¢in

(1321

belirgin allel olarak kabul edilmekte ve silinen bir niikleotidi belirtmek icin
kullanilmaktadir. Haplotiplerin frekanst ve miktar1 her lokusta ayrica
hesaplanmaktadir. Bunun yanisira, programin bu islevi sayesinde SNP’lere
bagli allel frekansini tespit etmek miimkiindiir. Programin ¢ikti dosyasi,
Microsoft Visual Studio programi tarafindan okunan ve XML uzantili olan
dosyadir.
3.9 PTM Tahmini Sunuculari: NetNGly1.0, NetOGly4.0, NetPhos3.1
PrP post-translasyonel modifikasyon konformasyonlar1 (N-bagli, O-
bagh glikozilasyon, fosforilasyon) online sunucular tarafindan hesaplanmaistir.
NetNGlyl.0 sunucusu tarafindan PrP proteinlerinin N-bagh

glikozilasyon bolgeleri tahmin edilmistir. Bu sunucu

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/ adresinde bulunmakta ve Asn Xaa-

Ser/Thr sekanslarinin  dizilim baglamin1 inceleyerek N-glikozilasyon
bolgelerini bulmaktadir. Sunucu, se¢ilmis amino asit sekansi icindeki N-
glikozilasyonun pozisyonunu ve olasilik degerlerini dizinin FASTA formatini
ekleyerek tahmin edebilmektedir. Amino asitlerin pozitif sonucu olarak>0.5
degeri kabul edilmektedir (Gupta and Brunak, 2002). Cizelge ve grafiklerle
glikozilasyonun sonuglar1 verilmektedir.

O-bagh glikozilasyon bolgeleri NetOGly4.0 sunucusu tarafindan
tahmin edilmigstir. NetOGly4.0 sunucusu, memeli proteinlerinde musin tiir
GalNAc O-glikozilasyon alanlarinin tahminini yiiriitmektedir. Sunucu

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/ adresinde bulunmaktadir. Dizilis

sinirlamasi, gonderme basina en fazla 50 dizi ve 200.000 amino asittir. Her

dizi, 4.000’den fazla amino asit icermemelidir (Steentoft et al., 2013).
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NetPhos3.1  (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/)  sunucusu

tarafindan manda ve sigir PrP’nin fosforilasyon imkani tahmin edilmistir.
NetPhos3.1 programi, noéral aglarinin topluluklarini kullanarak okaryotik
proteinlerdeki ~ Serin,  Treonin,  Tirozin  fosforilasyon  bdolgelerini
hesaplamaktadir. Siralanan kinazlar icin program olasilik belirlemektedir:
ATM, CKI, CKII, CaM-II, DNAPK, EGFR, GSK3, INSR, PKA, PKB, PKC,
PKG, RSK, SRC, cdc2, cdk5, p38MAPK (Bloom et al., 1999) .
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4. BULGULAR

4.1 Manda PRNP Geninde SNP Saptanmasi
Manda bireylerinin  DNA  verileri, Mega6.06 yaziliminda

hizalandirilmistir. Arastirilan gen dizisinin uzunlugu 544bc¢’tir. PRNP geninin
tam uzunlugunun 795b¢ oldugunu varsayarak, 1-99b¢ ve 642-795b¢ bolgeleri,
veritabaninda bulunan referans DNA dizisinden (NCBI, GenBank:
AY720689.1) alinmistir. Sekil 4.1°de, hizalanmig diziler ayrintilartyla beraber

sunulmustur.

Sekil4.1 Mega yazilimda hizalandirilmis gen dizileri.

Gen dizisinin sayisi, referans numaralar1 ve ismi sirayla sol tarafta gosterilmistir. Dort renkli
harfler (niikleotit kisaltmalar1 Adenin-yesil, Guanin-mor, Sitozin-mavi ve Timin-kirmizi)
sagdaki niikleotitleri gostermektedir. Aym1 pozisyondaki niikleotitler, biri digerinin altinda
olmak sartiyla yerlestirilmistir. Sekilden goriildiigii gibi, 234. pozisyonda iki niikleotit A ve G
gruplandirilmigtir. Ayrica, R tip harf (kategorize edilmemis R (gri) = (A veya G) asagidaki
pozisyonda yer almaktadir. R harfi, analizde heterozigot allel olarak kabul edilmistir. Kisacasi,
234.pozisyon, SNP’lerle ifade edilmektedir.

# ME: Alignment Explorer (bubalus bubalis.mas)
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

DS =& wY ol
DNASequences Translated Protein Sequences

Species/kbbrv  |Group Name B

. Murrahl

. Croasbredl
. Crossbred2
. Bnatolianl
. knatolian2
. Bnatolian3
. Murrah?

. Croasbred3
. Croasbred4
10. Znatoliand
11. Croasbred5
12. Crossbredf
13. Anatoliand
14. Enatoliané
15. Croasbred?
16. Anatolian?
17. EZnatolianf
18. Murrah3
19. Anatoliang
20. Rnatolianl0
21. Crossbredg
22. Bnatolianll

W oo 1 o th i Lo ha

SNP’ler bes konumda tespit edilmistir: 126., 234., 285., 322 ve 615.ci
pozisyonda. 126., 234., 285., 615.ci pozisyonlarda SNP’ler sinonim, 322.ci
pozisyondaki SNP ise non-sinonimdir. Arastirma sonuglart Cizelge4.1’de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. Polimorfik konumlarina gore B.bubalis drnekleri.
Yesil renkle sinonim SNP’ler, kirmizi renkle non-sinonim SNP’ler isaretlenmistir.

Irk Polimorfik pozisyonlara gore ornek sayisi

Murrah 9 |11 |-]15]5]- 1314 |2 |4 |7 |93 |16]-
Anatolian 7121 |-121|7]- |22|3 |3 |4 20|42 |27]-
MurrahxAnatolian | 5 [ /6 | 1|13 |63 12|16 |5 |6 |7 9|2 |20]-

4.2 Bos taurus PRNP Geninde SNP Saptanmasi

NCBI GenBank’tan sigir bireylerinin (73 6rnek) rastgele secilmis
prion geni dizileri, AOC’sindeki SNP’lerin tespit edilmesi amaciyla
kullanmilmistir ve ii¢ pozisyonun tek niikleotit polimorfizmlerle ifade edildigi
gozlemlenmistir. Bos taurus DNA dizilerinin referans numaralar1 Cizelge
3.2’de materyal ve yoOntemler boliimiinde gosterilmistir. Sigir 1rklarinda

goriilen SNP saptanmasinin sonucu Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Polimorfik lokuslara gore sigir irklart ve bireylerinin miktar1 (yesil renk
sinonim SNP’leri gostermektedir).

Irk Polimorfik lokuslara gore drnek sayisi

Angus

Blonde D’ Aquitaine
Braunvich

Brown Swiss
Charolais
Chianina-Chiangus
Hereford

Holstein

Limousin

Maine Anjou
Murray Grey

Red and Black Angus
Red Angus

Red Poll

Scottish Highland
Senepol

Shorthorn

White Park
Qinchuan

4.3 DNA Dizisinin Amino Asit Dizisine Cevirisi
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Cevrimici Expasy ceviri araci (http://web.expasy.org/translate/), prion

geni incelenen manda ve sigir DNA verilerinden olast amino asit sekanslarini
elde etmek icin kullamlmistir (Bkz. EkI.1). Calisma sonucunda, SNP

varyasyonu sebebiyle, B.bubalis prion proteininin olasi iki varyant1 ve B.taurus
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prion proteininin bir varyanti bulunmustur. Saptanmis SNP’ler sonucu, manda
icin hesaplanan prion proteininin iki olast varyanti Sekil 4.2a ve 4.2b’de detayli
anlatilmistir. Kisaca, manda prion proteininin 5 pozisyonundaki amino asitleri
asagidaki gibi karakterize edilmistir:

1) 42a.a. P-Prolin’dir (kod: CCG, 126. pozisyonda niikleotit G/A’ya
degismistir)

2) 78a.a. Q-Glutamin (kod: CAA, 234. A/G)

3) 95a.a. P-Prolin (kod: CCA, 285. A/G)

4) 108a.a. G-Glisin olup S-Serine degisir (kod: GGT, 322.G/A)

5) 205a.a. K-Lizin (kod: AAG, 615. G/A).

RRRGR
MVKRHIGSWILVLFVVMWSDVGLCKKRPKPGGGWNTG

GSRYPGQGSPGGNRYPSQGGGGWGQPHGGGWGQPHGG
GWGOPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGGWGQGGTHGAQ
WNKPSKPKTNMKHMAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAM
SRPLIHFGNDYEDRYYRENMHRYPNQVYYRPVDQYSN
QNNFVHDCVNITVKEHTVTTTTKGENFTETDIKMMERYV
VEQMCITQYQRESQAYYQRGASVILFSSPPVILLISLLIF
LIVG

Sekild.2a. B.bubalis PrP varyantl RRRGR

Asagida gosterilen varyant, daha biiyikk boyut ve koyu renkli harflerle gosterilmis 5 SNP
icermektedir. Goriindiigli gibi, boyiik siyah harflerle sinonim SNP’ler isaretlenmistir.
Gozlemlenen kistmda SNP’ler 126. (42a.a CCG — CCA), 234. (78a.a CAA — CAQG), 285.
(95a.a CCA — CCGQG), 615. (205a.a.AAG — AAA) pozisyonunda sinonimdir ve 322.ci
pozisyonda amino asit degisimine neden olan SNP (108a.a.GGT — AGT) non-sinonimdir.
RRRAR
MVKRHIGSWILVLFVVMWSDVGLCKKRPKPGGGWNTG
GSRYPGQGSPGGNRYPSQGGGGWGQPHGGGWGQPHGG
GWGQOQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGGWGQGGTHSAQ
WNKPSKPKTNMKHMAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAM
SRPLIHFGNDYEDRYYRENMHRYPNQVYYRPVDQYSN
QNNFVHDCVNITVKEHTVTTTTKGENFTETDIKMMERYV
VEQMCITQYQRESQAYYQRGASVILFSSPPVILLISLLIF
LIVG

Sekil4.2b B.bubalis PrP varyant2 RRRAR
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B. taurus’ta, 3 SNP’e bagli olarak prion proteini translasyon olasilig1
yalnizca bir varyantla karakterize olunmustur. Sekil 4.2c’de polimorfik
bolgelerdeki amino asitler asagida gosterilmistir;

1) 78a.a. Q-Glutamin (kod: CAA, 234. A/G )
2) 113a.a. P-Prolin (kod: CCC, 339.C/T)
3) 192a.a. N-Asparagin (kod: AAC, 576.C/T).

ACC
MVKSHIGSWILVLFVAMWSDVGLCKKRPKPGGGWNTGGSRYPGQGSPGG

NRYPPQGGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGAPHGGGWGQPHGGGWGQ
PHGGGGWGQGGTHGQWNKPSKPKTNMKHVAGAAAAGAVVGGLGGYMLG
SAMSRPLIHFGNDYEDRYYRENMHRYPNQVYYRPVDQYSNQNNFVHDCVN
[TVKEHTVTTTTKGENFTETDIKMMERVVEQMCITQYQRESQAYYQRGASVIL
FSSPPVILLISFLIFLIVG

Sekild.2c. B.taurus PrP varyanti ACC

4.4 BLAST Sonucu

DNA dizilerinin homologlarint bulmak amaciyla BLAST yontemi
kullanilmustir. iki varyantla yiiriitiilen BLAST sonucu (varyantlar boliim 4.3’de
aciklanmistir), referans DNA verilerinin B.bubalis PRNP mRNA igin
AY720689.1 ve B.taurus PRNP geni icin AY367640.1 oldugu ortaya
koymustur. Referans DNA dizileri si8ir ve manda varyantl ve varyant2 ile
karsilastirilmistir. MegaBLAST hizalama sonucu Sekil4.3’te verilmistir.

Manda RRRAR niikleotit varyant1 da BLASTN edilmistir. BLASTN
sonucu referans AY720689.1 ile %99 benzerlik gostermistir. Veriler bu sekilde
Ozetlenmistir: maksimum ve toplam degeri = 1456, E degeri = 0.0, niikleotit
benzerligi = 792/795 (Bkz. Ek 2).

Prion geni yapisim1 anlamak amaciyla iki en yakin tiiriin DNA’lar
karsilastirilmistir: sigir ve manda prion geni (Bkz. Ek 2.2). Sigir ve manda,

PRNP gen dizileri on adet niikleotit farklilig1 gostermektedir (Bkz. Ek 2.3).
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Bubalus bubalis isolate JW41_1 prion protein (FRNP) gene, exon 3 and complete cds
Sequence ID: AYT20689.1 Length: 795 Mumber of Matches: 1

v See 2 more title(s)

Range 1: 1 to 795 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1469 bits(795) 0.0 795/795(100%) 0/795(0%) Plus/Plus
Query 1 ATGET GAAALGACACATAGECAGT TGEATCCTGETTCTCTTTATGATCATGTGRAGTGAL
) N AR R AR RR AR
Sbjct 1 ATEETGAAAAGACACATAGECAGT TERATCCTORTTCTCTTTRIGRTCATGTGRAGTGAC 6@
Query Bl GTGEGGCCTCTGCAAGAAGLGACCAAAACCTGRAGRAGGATGRAACACTGRGEGGAGCCEA 128
. CLCLEEEEETRR L LETEEEE P EEE e LR e R PR R L TTRRRELETIn
Sbjct B1  GTEGEECCTCTGLAAGAAGLGACCAAAACCTGGAGEAGEATGEAACACTGEEEGLAGCCRA 128
Query 121 TACCCAGGACAGGGCAGTCCTGGAGGCARCCOTTATCCATCTCAGGGAGGEEGTGRCTGE 188
. COCDEEERCETRRRRL CETELEE L L L EE R EETREL L CTEREEL LT
Sbjct 121 TACCCAGGRACAGGGCAGTCCTGOAGECAACCATTATCCATCTCAGGRAGRERGTEECTEE 188
Query 181 GETCAGCCCCATGGARGTEECTGGGECCAGCCTCATERAGGTEEITGAGECCAGCCTCAT 248
. COLLECEREETRRRE L EE L CE R R L e R e e e e et
Sbjct 181 GETCAGCCCCATGGAGGTGGLTGRGECCAGCCTCATERAGETGELTGEGECCAGLCTCAT 248
Query 241 GGAGETGGCTGGEGGTCAGCCGCATGETEETGECTGEECACAGCCGCATGATGGTGRAGEE 308
. COLLLLEELITERERE e e e e LR LR LT e EEEE LRy rrn
Sbjct 241 GGAGETGGLTGEEETCAGCCGCATLETEET GECTEEEEACAGLLGCATGETGRTERAGS. 308
Quary 381 ToGGEETCAAGGTGGTACCCACAGTCAATGGAACAAGCOCAGTAAGCCAALAACCAACATE 368
. CCCLEEEETERRRERLCETEE L DL ERE L L EEEE R LT LRERE L TR REEL LT
Sbict 381 TOGGEETCAAGETGETACCCACAGTCAATGGRACAAGLICAGTAMCCCAAAAACCAACATE 368
Query 361 AAGCATATGGCAGGARCTGLTGCAGCTGGAGCAGTGETAGGRGELCTTGRTGGLTACATE 428
. CCLLLLE L ERREE e EE e LR R L e e L e Ry ye
Sbjct 361 AAGCATATGGCAGGAGCTGCTGCAGCTGGAGCAGTEETAGGEGECCTTGETGGLTACATE 428
Query 421 CTGEEAAGTGCCATGAGCAGGCCTCTTATACATTTTGGTAATGACTATGAGGACCGTTAL 488
. CLCLEEEEERRR L CELELe e EE et e e e e e L e et
Sbjct 421 CTGGEAAGTGCCATGAGCAGGCCTCTTATACATTTTGATAATGACTATGAGRACCGTTAC 488
Query 481 TATCGTGAAAACATGCACCGTTACCCCAACCAAGTETACTACAGGCCAGTGRATCAGTAT 548
. CLLLLLEE T ERREE TR DR EE LR EEREL LT PEEE LRy n
Sbijct 481 TATCGTGAAAACATGCACCGTTACCCCAACCAAGTETACTACAGGCCAGTGRATCAGTAT 548
Query 541  AGTAACCAGAACAACTTTATGCATGACTGTGTCAACATCACAGTCAAGGAACACACAGTL 0@
) [CCLECERLTTERE L LR DR TP e R T REE TR
Sbict 541 AGTAACCAGAACAACTTTETGCATGACTGTGTCAACATCACAGT CAAGGAACACACAGTL &@@
Query B8l ACCACCACCACCAAGGGEEGRAGAACTTCACCGARACTGACATCAAGATRATERAGCGARTE GioB
. [CCLECERTTERREEL AL LEE PR e L PR EER LR e L RReELL it
Sbijct ©81 ACCACCACCACCAAGGGEGAGAACTTCACCGAAACTGACATCAAGATGATERAGLGAGTE 658
Query BBl GTGRAGCAAATGTGCATCACCCAGTACCAGAGAGAATOCCAGGITTATTACCARCGAGEE 728
) CLCLEEEECERREEL EELELL L EEE L LR LR TR EEELL LT
Sbjct BBl GTGRAGCAAATETGCATCACCCAGTACCAGAGAGAATCCCAGGCTTATTACCAACGAGEE 728
Query 721 GCAAGTGTGATCCTCTTCTCTTCCCCTCCTGTRGATCCTCCTCATCTCTTTGCTCA 78a
e AR ARy
Sbjct 721 GCAAGTGTGATCCTCTTCTCTTCCCCTCCTGTGATCCTCCTCATCTCTTTGCTCA 788
e T >
Sbjct 781 CTCATAGTAGGATAG 795

Sekil 4.3. Hizalama sonucu.

Ayrmtilara gore siralanan en Onemli hizalama dizileri asagidaki listelenmistir: isim, sira
numarasi, dizinin uzunlugu, eslesme sayisi, puanlarin 6zeti ve ek olarak bosluklar ve serit
konumu (art1 veya eksi). Sorgu ve konu hizalanmasi, her niikleotit i¢in ayrica gosterilmistir.

4.5 Protein Hizalama Sonucu

Ug protein dizisi: manda v_I1(RRRGR), manda v_2(RRRAG) ve
s18ir(ACC) hizalandirilmistir. Sonu¢ dosyast “Clustal with numbers”-amino
asit posizyonlart numaralarin1 da icermektedir. Coklu dizi hizalamasi, 3 protein
dizi varyanti arasinda alti amino asit degisikliginin bulundugunu ortaya
koymustur (Bkz. Ek 3.1; 3.2; 3.3). 4. ve 54.cii pozisyondaki amino asit
degisimi farkli amino gruplarina aittir. 16., 108., 123. ve 257.ci pozisyonlar,

ayn1 gruplara ait amino asit degisimlerini icermektedir. Manda varyantlar
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arasinda, 108. pozisyonda amino asit degisimi gozlemlenmistir. Sonug¢ Sekil
4.4'te gosterilmistir. Iki tiire ait prion protein dizisinin filogenetik agac1 Sekil

4.5’da gosterilmistir.

& C | & https;//www.ebi.ac.uk/Tools/services/web_clustalo/toolresult.ebi?jobld=clustalo-E20161013-154517-0015-28911749-pg&tool=clustalofshowColors=true

Tools > Multiple Sequence Alignment > Clustal Omega

Results for job clustalo-E20161013-154517-0015-28911749-pg
Result Summary  Phylogenetic Tree | Submission Details

Download Alignment File | Hide Colors | Send to ClustalW2_Phylogeny

CLUSTAL 0(1.2.3) multiple sequence alignment

cattle MVKSHIGSWILVLFVAMNSDVGLCKKRPKPGGGINTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGEH 68
buffalov_1 MVKRHIGSWILVLFVWMWNSDVGLCKKRPKPGGGINTGGSRYPGQGSPGGNRYPSQGGGEW 68
buffalov_2 MVKRHIGSWILVLFVWMWNSDVGLCKKRPKPGGGINTGGSRYPGQGSPGGNRYPSQGGGEW 68

R COCERCERCERE R R0RROOROR ORI R R OOOOOE OloRoOk

cattle GQPHGEGHGQPHEGGENGQPHGGGHGQPHGGENGOPHGGGGHGQGGTHGQWNKPSKPKTNM 120
buffalov_1 GQPHGEGHGQPHEGGENGQPHGGGHGQPHGGENGOPHGGGGHGQGGTHGQWNKPSKPKTNM 120
buffalov_2 GQPHGEGENGQPHEGEGWGQPHGGGHGQPHGGENGOPHGGGGHGQGGTHSQUNKPSKPKTNM 120

FRRRERR RO R ER R AR Rk Ak

cattle KHVAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSRPLIHFGNDYEDRYYRENMHRYPNQUYYRPVDQY 180
buffalov_1 KHMAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSRPLIHFGNDYEDRYYRENMHRYPNQUYYRPVDQY 180
buffalov_2 KHMAGAAAAGAVVGGLGEYMLGSAMSRPLIHFGNDYEDRYYRENMHRYPNQUYYRPVDQY 180

ook R R R R R R R R KRR Rk ok
cattle SNQNNFVHDCVNITVKEHTVTTTTKGENFTETDIKMMERVVEQUCITQYQRESQAYYQRG 240

buffalov_1 SNQNNFVHDCVNITVKEHTVTTTTKGENFTETDIKMMERVVEQUCITQYQRESQAYYQRG 240
buffalov_2 SHONNFVHDCVNITVKEHTVTTTTKGENFTETDIKMMERVVEQUCITQYQRESOAYYQRG 240

RO O RO R RO JORJOR 300 HOR OO O KOORS00 3O R K OO RO OOk

cattle ASVILFSSPPVILLISFLIFLIVG264
buffalov_1 ASVILFSSPPVILLISLLIFLIVG264
buffalov_2 ASVILFSSPPVILLISLLIFLIVG264

FRERRRRERERERRRR  FERE AR

Sekil 4.4 Polipeptit dizisine ¢eviri sonuglari

Amino asitler renkli harflerle temsil edilmistir. Renkler aynm1 amino asit gruplarin
gostermektedir: kirmizi-kiiciik + hidrofobik + Y (aromatik), mavi-asidik, mor-bazik-H, yesil-
hidroksil + stilfhidril + amin + G, gri-nadir amino/imino asitleri. Tek, tam olarak korunan
kalintilar yildiz isareti (¥*) ile, cok benzer 6zellikleri olanlar iki nokta st iiste (:), zayif benzer
ozelliklere sahip olanlar ise nokta (.) isareti ile gosterilmistir.

4.6 Haplotip Analizi

Oncelikle, manda DNA verileri *.mas bi¢iminden *.meg formatina
doniistiiriilmiistiir (bkz.; EK 4.1). Ardindan *.mas formatli DNA dosyalari
DnaSP programini baslatmak igin giris dosyasi haline getirilmistir. DnaSP
yazilimi araciyla, Arlequin programinda haplotip hesaplamasi i¢in gerekli
genetik verileri haplotip verilerine degistirmistir. Sekil4.6a; 4.6b’de niikleotit
pozisyonlarinin sayisi, dizilerin toplam sayisi, dosya bicimi, niikleotit dizisi,
genom, kromozomal konum, genomik konum, haplotip gruplar1 ve tahmin

edilmis haplotip gruplarinin isimleri verilmistir. Kaydedilen *.hap bi¢imli
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dosya Arlequin programi i¢in giris dosyasini olusturmustur ve lokus basina
haplotip ve allel sikliklar1 hesaplanmistir. Arlequin programi ile 12 manda
haplotipi ve 7 si@ir haplotipi (Bkz. Sekil 4.7) hesaplanmistir. Goriintiide
haplotip frekansi, birey sayist ve haplotip dizileri verilmistir. Cizelge 4.3a;

4.3b; 4.3c; 4.3d, her iki tiiriin haplotipi ve allel frekanst sonucunu temsil
etmektedir.
B

File Data Display Analysic Overview Generate Tools Window Help

EEGINPIHC

DNA Sequence Polymorphism - buffalo alignmentmeg

E‘\_.Mdn alignment. meg

e
Total Mumber of Subsets -

_Total Number of Domains | -
Species o
Chromosome [=
Assembly | =

DnaSP v. 5.10.01

Sekil 4.5a DnaSP giris dosyasi parametreleri.

EHsl WS 13 Bl==)
E

ﬁmﬁ:m Sequences Data File

Sekil 4.5b DnaSP sonug dosyas.
Haplotiplerin sayisint ve haplotip dizilerini.
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File Edit View Debug XML Took

PEE-dddbaa
buffalo aligment DNASP.xml"
Haplotype databaze content:

He. Freq. 3.d.
1 0.528571 0.060085
2 0,014286 0.014286
3 0.142857 0.042126
4 0.014286 0.014286
5 0.014286 0.014286
6 0.057143 0.027943
7 0.042857 0.024382
& 0.071429 0.031004
§ 0.071423 0.031004
0 0.014286 0.014286
1 0.014286 0.014286
2 0.014286 0.014286

Window  Community Help

38000 0 aua§IHRRE

Haplotype:

R GET CRAAACACACRTAGECRETICERTCCT GCTICTCTITCTCETCATCT GEACT GACCT BEECCTCTCCARGARGCCRCCARAACCT GEN:
ATGGTGAARAGACACATAGGCAGTTGGATCCTGGTTCTCTITGTGGT CATGT GGAGT GACGT GEGCCTCTGCAAGAAGC GACCARAACCTGEA!
ATGETGAARAGACACATAGGCAGT TGEATCCTGGT TCTCITTGTEET CATGTGEAGT GACGT GEECCTCT GCARGARGCGACCAARACCTGEA!
ATGGTGRARAGACACATAGGCAGTTGEATCCTGETICTCTITGTGGT CATGTGBAGTGACGT GEACCTCTRCARGARGCEACCARAACCTGRAI
ATGGTGAAAAGACACATABGCAGTTGGATCCTGGITCTCTITGT GG CATGTGGAGTGACGT GGACCTCTGCAAGAAGCGACCAAAACCTGRA!
RIGETCRARAGACACATAGGCAGTTGEATCCTGETTCTCTITGTEET CATGTGEAGTGACCT GEECCTCTECARGARGOCACCRARACCTGEA!
RTGGTGRARAGACACRTAGGCAGTIGGATCCTGGITCTCTITGTGGT CATGT GEAGT GACGT GRGCCTCTGCARGAAGCGACCRARACCTGEA!
ATGGTGAARAGACACATAGGCAGTTGGATCCTGGITCTCITTGTGEI CATGT GGAGT GACGTGEGCCTCTGCARGAAGCGACCARRACCTGGA
RTGGT CRARAGACACATAGGCAGTTGAATCCTAETTCTCT ITCTEGTCATGTAEAGT GACGT GAGCCTCTACARGRAGCCACCRARACCTAER
ATGGTGAARAGACACATAGGCAGTTGGATCCTGGTTCTCTITGTGGT CATGTGGAGT GACGT GRGCCTCTGCARGAAGCGACCAARACCTGRA!
ATGETGRARAGACACATAGGCAGTTGEATCCTGETTCTCITTGTGET CATGTGEAGTGACGTGEECCTCTECARGAAGCGACCARAACCTGEA!
ATGETGAARAGACACATAGGCAGTTGEATCCTGGTTCTCTITGTGGT CATGTGRAGTGACGT GRGCCTCTRCARGARGCEACCRRRACCTARA!

Sekil 4.6 Haplotip sonuglari

Cizelge 4.3a B.bubalis’in haplotip grubu.

No Haplotip | Haplotip Orne
sikhig k
saylsl
1 GAAGG 0.528 37
2 GAAAG 0.014 1
3 AGGAG 0.143 10
4 GAGGG 0.014 1
5 GAGAG 0.014 1
6 GGAGG 0.057 4
7 AGAGG 0.042 3
8 GAAGA 0.071 5
9 AAAGG 0.071 5
10 AAAGA 0.014 1
11 AAAAG 0.014 1
12 AGGAA 0.014 1

Cizelge 4.3b B.bubalis’te polimorfizmlere gore allel ve genotip sikligi

Pozisyon Allel siklig Genotip sitkligy

G | A GG AA GA
126 0.700 0.300 0.490 | 0.090 0.42
234 0.257 0.743 0.066 | 0.552 0.382
285 0.186 0.814 0.034 | 0.663 0.303
322 0.800 0.200 0.640 | 0.040 0.32
615 0.900 0.100 0.810 | 0.010 0.18

Cizelge 4.3c B.taurus’un haplotip grubu

No Ornek sayisi
Haplotip Haplotip frekansi

1 ACT 0.055 4
ACC 0.466 34

3 GCC 0.274 20
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4 GTC 0.014 1
5 GCT 0.028

6 cTrC 0.137 10
7 ATC 0.028 2

Cizelge 4.3d B.taurus’ta polimorfizmlere gore allel ve genotip frekansi

Pozisyon Allel siklig Genotip siklig
A C T GG AA GA CC TT CT
G
234 045 | 0.548 - - 0.204 0.300 0.496
2
339 - - 0.822 0.178 - - - 0.676 0.031 0.29
3
576 - - 0.890 0.110 - - - 0.792 0.012 0.19
6

4.7 PrP’nin Post-translasyonel Modifikasyonlari

Toplam 19 haplotip (12 manda, 7 sigir) ii¢ farkli protein dizisi
varyanti tahminini vermistir. Incelenen B.taurus, B.bubalis v_1 ve B.bubalis
v_2 populasyonlarindan elde edilmis ii¢ prion proteini dizisinin translasyon
sonrast modifikasyonlar1 (N-bagli, O-bagh glikozilasyon ve fosforilasyon
motifleri) biyoinformatik yontemlerle analiz edilmistir.
4.7.1 PrP’nin N-bagh Glikozilasyon Sonucu

Arastirilan protein dizilerinin olas1 N-glikozilasyon sonuglart asagida
gosterilen sekildedir (Bkz. Sekil 4.8). Analiz sonuglari, iki tiire ait N-baglh
glikozilasyonun, ayni pozisyonlarda cok yakin olasilik degerlerine sahip
oldugunu ortaya koymustur. B.bubalis v_1 ve B.bubalis v_2 protein
dizilerindeki N-baghh glikozilasyon bolgelerinin aynt konumda oldugu
goriilmistir (Bkz. Cizelge 4.4). Asnl92 ve Asn208 pozisyonlar1t prion
proteininin ii¢ varyantinda da glikozilasyona ugramistir ve cok yakin olasilik

degerleriyle farklilik gostermistir.
Cizelge 4.4. N-bagl glikozilasyon sonucu.

N-bagh glikozilasyonu | N-bagl glikozilasyon N-bagl glikozilasyon
aragtirtlan gruplar konumlart ihtimali

Bos taurus 192/ 208 0.7079/ 0.7250
Bubalus bubalis 1 192/208 0.7079/ 0.7242
Bubalus bubalis 2 192/208 0.7079/ 0.7242
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Output for 'bubalisl’
Mame: bubalisi Length: 264
MVERHIGSHWILVLFVVMRSDVGL CEKRPEPGLGHNTGOSRYPGOGSPGLNRY PSOGGAGHG0PHGGGRGPHGGGHGHPH B

GGG HGGGRGIPHGGGEWGOGETHROWNE S KPE TNMEHMAGALAAGAVVGGL GGYML GSAMSRPL THFGNDY EDR'Y 168
YREMNMHRY PNOAVY YRPYDY SHONNFVHDON L TVEEHTVTTTTRGENF TETDIKMME RVVEQMCI TOYQRESQAYYQRG 240
ASVILFSSPPVILLISLLIFLIVG

drsasrasEmsresaEsarE s n Ty 8o
............................... M e M el 240
........................ ize

[ Threshold=0.5)

SeqMdame Pofition Potential ]HI‘" H-’Ely\c
agreement result

bubalis1 152 NITV  O.7073 [3/9) »=
bubalisl 108 NFTE 0.7249 (9/9)

Sekil 4.7 NetNGlyc1.0 Sunucusunun N-glikozilasyon Tahmini Sonuglari
4.7.2 PrP Proteininin O-bagh Glikozilasyon Tahmini
Bu tiir glikozilasyon, manda populasyonunda sigir populasyonuna
kiyasla daha fazla bolgede bulunmustur. Cizelge 4.5’ten goriindiigii gibi,
B.bubalis v_2 varyantinda sekiz O-bagli glikozilasyon bolgesi mevcuttur ve
bunlardan sadece dordii B.taurus PrP protein dizisinde bulunmaktadir.
B.bubalis v_1 protein sekansinin, O-glikanlarin baglandigi alti pozisyonu
belirlenmistir. Thr36, Ser39, Serll4 ve Serll8 konumlar1 {i¢ proteinin her
birinde glikozillenmis pozisyonlardir. Thr106, Serl08 glikozilasyon bolgeleri
sadece B.bubalis v_2 proteinine spesifikdir. Ser46 ve Ser54 glikozilasyonu,
B.bubalis v_1 ve B.bubalis v_2 proteinlerinin her ikisinde goriilse de ihtimal
farkliliklariyla birbirinden ayrilmistir. Ayni O-glikozilasyon pozisyonlarinin
olasilik degerleri B.taurus proteini dizisinde B.bubalis proteinleri dizilerinden
daha disiiktiir. Serin tip glikozilasyon analiz esnasinda Treonin tipi

glikozilasyondan daha fazla gerceklesdigi gdzlemlenmistir.

Cizelge 4.5.0-bagh glikozilasyon sonucu.

O-bagh Glikozillenme | Gruplara gére O-bagh glikozilasyon ihtimali
glikozilasyon | konumdaki Bos taurus Bubalus Bubalus
pozisyonlart a.a. bubalis1 bubalis2
36 Thr 0.6303 0.7225 0.7953
39 Ser 0.5377 0.5964 0.7040
46 Ser - 0.5849 0.6416
54 Ser - 0.5639 0.6160
106 Thr - - 0.5429
108 Ser - - 0.5233
114 Ser 0.8588 0.8099 0.8658
118 Ser 0.5395 0.5109 0.6154
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4.7.3 PrP Proteini fosforilasyonu

Aragtirma sonucunda, 3 protein dizisinde toplam 26 olasi
fosforilasyon bolgesi bulunmustur. 26 bolgeden 24’ii B.taurus proteinine, 24’
B.bubalis v_I’e ve 25’i B.bubalis v_2’ye aittir. Ser4 pozisyonundaki
fosforilasyon sadece B.taurus PrP proteininde gozlemlenmistir. Manda protein
varyantlarmin her ikisinde Ser54, manda v_2 proteininde Ser/08 pozisyonu
glikolize ugramistir. Diger pozisyonlardaki fosforilasyon olasiliklar

birbirinden ¢ok az farkliliklarla ayrilmistir (Bkz. Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6 PrP protein varyantlarinin fosforillenme olasiliklari.
Koyu sayilar, analiz edilen PrP varyantlari i¢in 6nemli gostericilerdir.

Baglayici motif | Kinaz Fosforillenm | Gruplara gore fosforillenme
is a.a. ihtimali
Bos taurus | Bubalus Bubalus
bubalisl | bubalis2
-MVKSHIGS CKI 48 0.520 - -
SHIGSWILV PKA 8S 0.728 0.784 ---
- S
NTGGSRYPG | cdc2, PKA 398 0.554, - -
0.545 - -
PGQGSPGGN | c¢dk5, GSK3 46S 0.926, --- -
0.652, 0.675, -
0.511 —— ==
GGNRYPPQG | INSR 52Y 0.537 0.560 -—-
e -
NRYPSQGGG | DNAPK, 54S - 0.992, ---
ATM 0.572, ---
0.535 ---
GQGGTHGQ PKC 106T 0.683 - 0.622
w
GGTHSQWNK | DNAPK, 108S - - 0.640,
ATM 0.581
WNKPSKPKT | PKG 1148 0.562 - -
SKPKTNMKH | PKC 118T 0.544 0.606 -—-
YMLGSAMSR | PKC 143S 0.617 --- -
FGNDYEDRY | INSR 156Y 0.959, --- g
0.564 -—- ——
YEDRYYREN | belirlenmemis | 160Y 0.965 --- -—-
PVDQYSNQN | belirlenmemis | 180Y 0.838 -—- =
CVNITVKEH PKC 194T 0.842 - —
HTVTTTTKG 202T 0.651, g ===
PKC 0.646 --- g
TVTTTTKGE PKC 203T 0.915, - -
0.767 -
VTTTTKGEN | PKC, CKI 204T 0.892, --- g
0.649, --- g
0.552 --- g
GENFTETDI CKI 210T 0.610 - —
NFTETDIKM PKC, CKII 212T 0.617, --- g
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0.524 --- s

QMCITQYQR | DNAPK 227T 0.512 --- —
YQRESQAYY | DNAPK, 2338 0.648, --- —
ATM 0.518 --- —

ESQAYYQRG | belirlenmemis | 236Y 0.557 - —
SQAYYQRGA | belirlenmemis | 237Y 0.536 --- ---
QRGASVILF PKA, PKC, | 2428 0.757, --- —
RSK, 0.705, --- —

ATM 0.602, --- —

0.519, --- —

0.503 --- -

ILKSSPPVI cdk5, GSK3 248S 0.542, --- —

0.503
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5. TARTISMA
5.1 SNP Saptanmasi Ve Analizi

Bu tez calismasinda, Anadolu, Murrah ve melez AnadoluxMurrah
olmak {izere ii¢ populasyonunun PRNP geninin AOC’si analiz edilmistir. Dizi
hizalamas1 yontemi ile 5 SNP tespit edilmistir. 126., 234., 285. ve 615.ci
pozisyonlarda sinonim SNP’ler, 322.ci pozisyonda amino asit degisimine
neden olan non-sinonim SNP saptanmistir. Anadolu 1irki1 mandalarinda PRNP
gen calismalart son zamanlarda yiiriitilmektedir. Promotor ve intronl
bolgelerinde manda prion geninde indel polimorfizmler tespit edilmistir
(Oztabak et al., 2009). Bunun aksine, mandalarinin PRNP geninin kodlama
bolgesi ile ilgili cok az veri mevcuttur.

Prion caligmalari, BSE’ye duyarliliginin yalnizca promotor ve intron
bolgelerindeki indel polimorfizmlerle bagli olmadigimmi ortaya koymustur.
B.taurus tiirlinde kodlama bolgesindeki oktamer peptit tekrarlarinin ve
SNP’lerin de BSE’ye yatkinlikla iliskili oldugu bulunmustur (Clawson et al.,
2008; Kwok, 1994). Baska bir taraftan, manda filogenetik ag¢idan sigir tiiriine
yakin akrabadir. Bugiine kadar manda bireylerinde prion hastaligi vakasi
goriilmemistir. Bu nedenle, manda tiiriinde prion ¢alismalari sigirlarda goriilen
ilgili hastaligin anlasilmasinda gerekli bilgiler ortaya koyabilir. Simdiye kadar
manda PRNP geni iizerinde bir¢cok sayida arastirma yapilmis ve arastirilan
orneklerde BSE’e direnclilik tespit edilmistir (Imran et al., 2009; Kobak et al.,
2013; Zhao et al., 2015). Bu arastirmada, manda populasyonlarindan edinilmis
PRNP geninin kodlama bolgesini analiz edilmistir.

Arastirllan aday genin AOC’si analizleri sonucunda kodlayici
bolgedeki SNP’lerin cogunlukla sinonim oldugu ve protein yapisinda amino
asit degisimine neden olmadigi izlenilmistir. Sinonim SNP’lerin de protein
ekspresyonunu etkileme ve hastalikla iligkili olabilme ihtimali gozoniinde
bulundurulmustur (Giannopoulos et al., 2009). 322.ci pozisyondaki non-
sinonim SNP, amino asit degisikligine neden olur; Glisin’i Serin’e doniistiiriir.
Toplam 70 manda bireyindeki SNP varyasyonunun analizinde 126., 322.,
615.ci pozisyondaki Guanin ve 234., 285.ci pozisyondaki Adenin yiiksek

frekansta goriilmiistiir. Calismada, karsilastirmali analiz ic¢in se¢ilmis 73 sigir
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PRNP gen dizilerinde 234., 339. ve 576.c1 pozisyonlarda ii¢ SNP saptanmaistir.
Saptanan polimorfizmler sinonimdir.

Analiz sonucunda, 234.cii pozisyonda her iki tiire ait ayn1 niikleotit
polimorfizmi (A/G) bulunmustur. Diger AOC’si SNP’leri incelenen tiirlerde
farkli pozisyonlarda saptanmistir. Niikleotit sekanslarinin karsilastirilmasi
prion geninin yiiksek korunmuslugu yaklasimini desteklemektedir. iki tiir
arasindaki PRNP geni niikleotit benzerligi orant %99’dur. Uchida (2014), sigir
ve manda iizerindeki PRNP calismalarinda benzer sonuclar almistir. Vietnam,
Endonezya ve Tayland yerli sigirlarinin prion geninin 126.c1 (A/G), 234.cii
(A/G) pozisyonlart SNP’ler icermektedir. Bu ¢alismada, 234.cii pozisyondaki
tek niikleotit polimorfizmi her iki tiirde de bulundugundan dolay1r 6nemli nokta
olarak dikkati ¢ekmistir. 126.c1 pozisyondaki SNP (Adenin Guanin’e degisir)
yalnizca manda bireylerinin prion geninde saptanmistir. Bu sonuclar,
PRNP’nin olduk¢a korunmus bir gen oldugunun ve bu genin kodladig:
proteinin potansiyel olarak ©Onemli islevlere sahip oldugunun bir kaniti
olabilmektedir.

5.2 Haplotip, Allel ve Genotip Frekansi

Populasyon seviyesindeki haplotip ve allel frekans1 tahmini,
incelenen PRNP gen bolgesi hakkinda daha fazla bilgi ortaya c¢ikarmak ve
biyoinformatik veritabanlar1 icin veri saglamak adina daha ¢ok sayida manda
populasyonunda prion geni incelenebilir ve verileri karsilastirmali analizde
kullanilabilir.

Anadolu 1rk1 mandasinda 50 kromozom oldugu bulunmus (Yavasoglu
et al., 2014) ve heniiz kromozomda PRNP geninin yeri tespit edilmemistir.
BSE hastaliginin genetik mekanizmasimnin aydinlatilmas1 amaciyla, model
organizma olarak mandada PRNP gen calismalarinin yiiriitiillmesi yardime1
olabilir. Baz1 manda irklarinin PRNP geni promotor ve intronl bolgesinin BSE
hastaligina direnclilik oran1 arastirllmistir (Imran et al., 2012). Manda
populasyonlarinin prion geni kodlayici bolgesi hakkinda veriler ise yeterli
degildir. Bu ¢alismada, iic manda populasyonunun haplotipleri, allel ve genotip
frekanst hesaplanmis (Bkz. Cizelge 3.3a; 4.3b), evrimsel siirecte genin yiiksek
oranda korunmuslugu kanaatine varilmistir. 126. ve 234.cii pozisyonlarda
saptanmis SNP’ler farkli sigir irklarinda da siklikla goriilmiistiir. Sonug olarak,

bu veriler incelenen genin korunmuslugu konusunu desteklemektedir.
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Arastirmada, calisilan manda PRNP geninin 12 haplotip igerdigi
hesaplanmistir. GAAGG haplotipi  0.529 degerle analiz edilen manda
populasyonunda en yiiksek oranda siklik gostermistir. AAAGG haplotipinin
sikligr 0.014 degerinde olmustur. Alinan sonuglar, manda populasyonlarinda
prion genindeki varyasyonlarin karakterizasyonunu ve karsilastirmali analizini
yapabilmek icin daha cok populasyonla c¢alismalarin yiiriitiilmesi fikrini
sunmaktadir.

Tahmin edilmis manda prion proteindeki amino asit degisimi ile
iliskili bes haplotip (14 birey) tespit edilmistir: GAGAG (0.014; 1 birey-
Anadolu 1rkina mensup), AAAAG (0.014; 1 birey-Anadolu), AGGAA (0.014; 1
birey-Murrah), GAAAG (0.014; 1 birey- melez) ve AGGAG (0.143, 10 birey-2
Anadolu, 3Murrah, Smelez). Haplotipler, 322ci pozisyonda Glisin’in Serin’e
doniismesine neden olan bir non-sinonim polimorfizm icermektedir. Haplotip
frekans1 verilerine gore, iki olast prion protein varyanti tahmin edilmistir:
PQOPGK ve PQPSK. Toplam olarak populasyonun %80’i PQPGK protein
varyantina, kalan kismi-%20’si PQPSK protein varyantina sahiptir. Sigir
populasyonlartyla karsilastirmada POPGK protein varyantinin sigirlara spesifik
oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

Her iki tiirde 234.cii pozisyonda Adenin niikleotidi daha sik frekansta
ifade edilmistir, ama manda populasyonunda bu oran A(0.743) sigir
populasyonundakinden A(0.548) daha yiiksek oranda bulunmustur. Mandada
AA genotipinin (0.552) daha sik goriilmesine ragmen, sigir populasyonunda
GA genotipi (0.496) goriilmiistiir. 322.ci pozisyonda manda bireylerinde non-
sinonim tek niikleotit polimorfizmi bulunmustur ve A allelinin siklig1 0.2
degerinde olmustur. Sigir populasyonlarinda ise bu noktada A alleli
bulunmamaktadir. 126.ci pozisyonda Guanin alleli (0.7), 285.ci pozisyonda
Adenin(0.814) ve 615.ci pozisyonda Guanin(0.9) alleli yiiksek frekansta
goriilmektedir. Ayn1  sekilde genotipi de etkilemektedirler.  Sigir
populasyonunda ise 339.cu (T-0.178) ve 576.c1 (T-0.110) pozisyonlarda Timin

alleli goriilse de, manda populasyonunda sadece Sitozin alleli goriilmiistiir.

Sonug olarak, allel, genotip ve haplotip frekanslari, arastirilan gen
populasyonlarinda niikleotitlerin yiiksek bir korunmusluk gosterdigine ve daha

az varyasyona ugradigina isaret etmektedir.
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5.3 Prion Proteininde Amino Asit Degisimleri

Onceki boliimde belirtildigi gibi sadece bir non-sinonim SNP
saptandigi icin, POPGK ve PQPSK varyantlarini igeren iki olast prion protein
dizisi edinilmistir.

Prion protein yapisi, iki adet antiparalel B-yaprak ve ii¢c adet a-heliks
icermektedir: p-a-B-o-o. Prion proteini, memelilerin beyninde yiiksek
konsantrasyonunda bulunan kiiciik bir glikoproteindir. Luhrs’a (2003) gore, bu
proteinin ekspresyon seviyesi dogrudan bir sira norodejeneratif hastaliklarla
iliskilidir.

BSE’e yatkinligin prion proteininde bulunan oktamer peptit
tekrarlarin sayisi ile iligkili oldugu gozlemlenmistir. Bu calismada, hem
B.bubalis, hem de B.taurus tiirlerinde bes oktamer peptit tekrar1 saptanmaistir.
Asya manda ve sigirlart iizerinde yapilan prion calismalarinda alti oktamer
peptit tekrarinin daha yiiksek frekansta bulundugu rapor edilmistir (Zhao et al.,
2015). Dolayisiyla, bes oktamer peptit tekrarlarina sahip olmak, Tiirkiye yerli
manda populasyonlarina spesifik olabilir. Cu”* ile birlikte oktamer peptit
tekrari-PHGGGWGQ, prion  protein agregasyonunu  modiileeden
konformasyonal gec¢ise neden olmaktadir (Zhan, 2003). PHGGGW, kivrim
konformasyonuna, GWGQ B-dongiisii yerlesen amino asit zinciri kismini
benimsemektedir. 264 amino asitten olusan proteinin 1-124 a.a. uzunlugu
yapilandirilmamis bolge, 124-227 a.a. kismi  yapilandirilmis bolge olarak
kabul edilmistir (Zhang et al., 2015). Calismada 105.ci pozisyonda bulunan
Glisin Serin’e degismistir. Serin yapilandirilmamis bolgede bulunmaktadir ve
degisen amino asitler ayni1 amino asit grubunda yer almaktadir (Bkz. Ek C).

Glisin, yapilandirilmamis bir bolgede, 108.ci pozisyonda Serin amino
asiti ile degismektedir. Glisin basit amino asittir. Bu amino asit merkezi sinir
sisteminde bir norotransmitter rolii oynamaktadir (Zhan, 2003; Plimmer et al.,
2010). Herhangi bir yan zincir grubunu icermemek, Glisin’i yiiksek derecede
esnek hale getirmektedir ve kivrimlarla birlikte proteinlerin yiizeyinde
bulunmaktadir. Serin polar amino asittir ve merkezi sinir sisteminin diizgiin bir
sekilde calismasi icin gereklidir. Guaninin Adeninle degismesi, Gly-Ser
degisimini tiiretmistir. Serinin yan zincirleri hidrojen baghdir: kiiciik motifler
ST doniislerini olusturur ve O-bagli glikozilasyona maruz kalabilir. Serin,

kinazlar tarafindan fosforile edilen iic amino asit kalintisindan biridir.
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Hidrofobik olmasi ve yiizeyde bulunmasi yapilandirilmamis bolgedeki konumu
ile iligkilendirilebilir. Serin’in bu pozisyonda yer almasi potansiyel
fosforilasyon karakteristigi nedeniyle ikincil yapt konformasyonunu
etkileyebilir (Karlheinzn et al., 2007).

Calismada 54.cii ve 123.cii pozisyondaki amino asitlerin arastirilan
tiirlerdeki farkliliklar1 incelenmistir. Prolin 54.cii pozisyonda Serin’e
degismektedir. Bu iki amino asit ayn1 gruba dahil degildir. Mandada, 123.cii
pozisyonda bulunan Valin’in yerine Metionin gelmektedir. Her ikisi de
hidrofobiktir. ~ Biitin ~ amino  asit  degisimleri, prion  proteininin
yapilandirilmamis bolgesinde olusmaktadir. Karsilastirilmis veriler tiirlerin
yakin bir ortak atadan geldiginin ispati olabilir. Protein dizileri arasindaki
genetik mesafe, arastirllan tiirlerde amino asit degisikliklerine nadir
rastlamanisinin nedenini aciklamaktadir (Bkz. Sekil 4.5).

5.4 PrP Proteini Post-translasyonel Modifikasyonlari

Analiz  sonuglari, aym1  konumdaki iki tiiriin = N-bagh
glikozillenmesinin ¢ok yakin olasilik degerleri ile ayrildigini ortaya koymustur.
B.bubalis v_1 ve B.bubalis v_2 prion proteini konformasyonlarindaki N-bagh
glikozilasyonun sonuglar1 aynidir. Onceki aragtirmanin sonuglarina gore
Asn202  glikozilasyonu hiicreleraras1 islevde, Asn208 pozisyonunun
glikozilasyonu protein yapisinin stabilize edilmesinden sorumludur (Salamat et
al., 2011). N-bagl glikozilasyonun prion ile enfekte olan bireylerde
pozisyonlarin birinde veya her ikisinde bulunmamasina ragmen, hastalik
goriilmeyen bireylerde 2 pozisyonda da gerceklesmesi s6z konusudur (Lawson
et al., 2005). Bu konumlara glikanlarin eklenmesiyle, yanlis katlanmis prion
proteinlerinin normal prion proteinlerine baglama olasilig1r azalmaktadir. Prion
proteininin N-baglh glikozilasyon modifikasyonlari, BSE’e direngli (manda) ve
BSE’e direngsiz (si8ir) tiirler arasinda onemli farkliliklar gostermemistir
(Hounsell et al., 2004).

O-bagh glikozilasyon tipi, dinamiktir ve proteine baglanma
bolgelerinin fazla olmasi ile farklanmaktadir. Son yillarda yapilan caligmalar,
O-bagh glikozilasyonun diizenlenmesinin nérodejeneratif hastalik grubuna ait
olan Alzheimer hastaliginin patogeneziyle iligkili oldugunu gostermistir
(Lefebvre, 2003). Prion hastaliklart da ayni gruba ait oldugundan, calisilan

populasyonlarda bu tiir glikozilasyonun olasi pozisyonlar1 tahmin edilmistir.
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Arastirmalar, O-baglantili glikozilasyonun a-heliks ve B-yaprak yapilarini
stabil hale gelmesinde rol oynadigin1 sdylemektedir (Yuzwa and Vocadlo,
2014). 114.cti pozisyon hari¢ manda prion proteininde yedi konumdaki amino
asitlerin O-glikozilasyon ihtimali degerleri daha yiiksektir. O-glikanlarin (O-
GlcNAc) prion proteini ile baglanma bélgeleri ve islevleri arastirilmaktadir.
Mandada O-glikozilasyon pozisyonlarinin daha fazla varligi hastaliga
direnclilik ile baglantili olabilir. O-glikanlar proteine baglandiklar1 bolgelerin
yapisin1 dengelemekte rol oynamaktadirlar. Manda tiirii daha cok O-glikan
baglama bolgelerine sahiptir ve proteinin yanhis katlanma oranini
azaltmaktadir. Serin pozisyonlari treonin pozisyonlarina gore daha fazla
glikozile edilmistir. Serin tip glikozillenmenin daha fazla bulunmasi onceki
arastirmalarin sonuclari ile desteklenmektedir (Steentoft et al., 2013).

Fosforillenme, bircok hiicresel siirecin (metabolizma, proliferasyon,
apoptoz gibi) diizenlenmesinde O6nemli bir rol oynayan genis enzim ailesi
tarafindan gerceklestirilmektedir. Fosforillenme peptit zincirinin esnek
bolgelerinde yaygindir. Proteinlerin fosforilasyonu, diisiik enerji seviyesinden
daha yiiksek enerji seviyesine gecerek aktif hale gelmelerini saglar ve bu da
konformasyon degisikliklerine yol agar. Prion proteininin fosforilasyonu, PrP*
—PrP*  konformasyon gecidini tetikleyen bir faktordiir. Insan prion
proteindeki ~ Ser43  pozisyonunun fosforillenmesi  (HuPrP), PrP™
konformasyonuna doniismesine neden olmaktadir. Bu protein doniisiimii, in
vivo’da PrP* icin de aymi mekanizmaya sahiptir. Fosforilasyon, proteinin
konformasyonel degisiminin indiiksiyonu yoluyla enzimatik aktivasyonunun
iyi bilinen bir mekanizmasidir. Prion proteininin N-ucu son derece esnektir ve
Ser43’iin  fosforilasyonu, diger amino asitlerle molekiiller arasindaki
elektrostatik etkilesimlere baglhi olarak PK direncine neden olabilir
(Giannopoulos et al., 2009).

Yin-Yang  hipotezine  gore, O-glikozilasyon  fosforilasyon
mekanizmasinin analogudur. Her iki PTM tipleri (glikanlar ve kinazlar) protein
icindeki ayn1 bolgeye baglanabilir. O-glikozilasyon, prion proteininin yapisini
stabilize ettigi halde, fosforilasyon esnekligi gelistirir ve karsit hareket ederek
konformasyonel degisiklige neden olur (Hu et al., 2010). Sigir
populasyonundaki Serd, Ser46, Ser54, Thrl06, Serl08 bolgelerinde

fosforilasyonun varligi ve glikozilasyonun yoklugu, arastirilan tiirlerde bu
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bolgenin yiiksek esnekligini gostermektedir. Ser46, Ser54, Thri106, Serl08
bolgeleri manda populasyonlarinda glikozile edilmistir. Dahasi, laboratuvar
caligmalarinda kanitlanmig Ser43 (HuPrP) pozisyonunun cdk5 kinaz
fosforilasyonu incelenen tiirlerde Ser46 pozisyonuyla cakismaktadir. Ser46
cdk5S kinazi ile fosforilasyon ihtimali mandada 0.65’tir ve bu pozisyonda
glikozilasyon sigir proteininde bulunmamaktadir. Bu 0ozellik, manda PrP
proteini ile karsilastirildiginda sigir PrP PTM’lerinin belirgin farkliliklarindan
biri olarak gosterilmektedir.

Ozet olarak, calisilan manda populasyonlarinda ~ PRNP geni
AOC’deki birkag SNP varyasyonu, incelenen manda ve sigir populasyonu
arasindaki yiiksek niikleotit ve amino asit benzerligi, polimorfik lokuslardan
kaynaklanan haplotip, allel ve genotip degerleri, olasi protein sekanslarindaki
nadir amino asit degisimleri prion geninin yiiksek seviyede korunmuslugunu
destekleyebilir. PrP’nin N-bagl glikozilasyonu, tiirler arasinda hicbir farklilik
gostermezken, O-bagl glikozilasyon, direngsiz tiirle kiyaslamada daha ¢ok
glikozillenmis bolge icermektedir. Fosforilasyon motifleri, proteinin yanlig

katlanmasin1 a¢iklamada faydali olabilir.
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6.SONUCLAR

Manda populasyonlarinda PRNP geninde 4 sinonim ve 1 non-sinonim
SNP bulunmustur. Sigir populasynlarinda aym1 bolgede 3sinonim SNP
bulunmustur. Bunlardan yalmz 234. Pozisyondaki sinonim SNP iki tiir icin de
ortak polimorfizmdir.

Calisilan  manda  populasyonlarinda 12 haplotip,  sigir
populasyonlarinda 7 haplotip hesaplanmistir. Her iki tiirde allel ve genotip
sikliklart prion geninin yiiksek korunmuslugunu gostermistir.

Manda prion proteininde sadece bir amino asit degisimi goriilmiistiir.
108.ci pozisyonda yan zincir grubu icermeyen Glisin polar Serine degismistir.
Hidrofobik Serin polipeptit zincirinin esnekligini azaltmakta ve stabiliteni
yikseltmekte yardimci olmaktadir. Sigir prion proteininde amino asit
degisimine rastlanilmamaistir.

Her iki tiiriin N-bagli glikozillenme degerleri farklilik gostermemistir.
O-bagh glikozillenme bolgelerine manda tiirlinde daha sik rastlanmis ve
degerlerinin daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. O-bagh glikozillenme
bolgelerinin siklig1 protein yapisinin stabillenmesini saglamaktadir.

Esnekligi yiikselterek proteinin konformasyonel degisimini saglayan

fosforillenmeye s18ir tiiriinde daha sik rastlanmistir.
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7. ONERILER
Bu arastirma sonuglar1 asagidakilerdir:
1. Bu calisma, manda prion geni kodlama bolgesi ve proteinin ikincil
yapisti ile iliskin yapilacak ileri ¢alismalar icin bir on veri olabilir.
2. Sunulan biyoinformatik arastirmalar laboratuvar deneyleri ile

desteklenmesi uygun olacaktir.
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Ek 1 Cevirme araci

Ek1.1 Cevirme ara¢ kutusuna DNA dizisinin girilmesi. “Verbose” ¢ikt1 ve
Standart genetik kod bigimi secilmistir.

€ = C [} webexpasy.org/translate/
-:l' &J gﬁ?ﬁ;, o Porsal Tmns[ate

Translate tool

Translate is a tool which allows the translation of a nucleotide (DNARNA) sequence to a prolein sequence

Please anter a DNA or RNA sequence in the box below (numbers and blanks are ignored)
AT GET A ARG A ATAGG AETTOGATCCTEaT TCTCT TTGTOETCATATGAAG TRACGTGEELCTC
TECAAGAAGOGACCARRACCT GEAGGAGGATGRAAL AL TAGGEGGAGCCGATACCC GEGACAGEGCAGT
CCTEGAEGCAACCGT TATCCATCT CRAGGGAGEHGE TGO TOOGETCAGCC CCATGIAGTT R TEGEGT
CAGCCTOATGEAGGT GOl TEGEECCALC TCATGOAGETROCTOGGOTCAGCCOCATOETGATGGL TGRS
GALAGLCCATEG T TEOAGRGC TIGEGT CAAGGTGET ACCCACAGTCAATGRAACAAGL CCAGTAAGLL
AAARACCAACATGAAGCATATORCAGGAGC TRCTHCAGCTGRAGCAGTOA TAGGGEECC TTHATEACTA
AT TeaaAa TE CATGAGCAGECCTCTTATACATT T TOATAATGACTATOAGGACCOTTACTATOG
TR A AT AT TACC AR CARGT GTACTACAGECCAGTCOAT CAGTATAGTAADC AGAACAR
T TTETECATGACTATETCAACATC ACAGT AAGGARCACACAGTCACCACCACCACCARGEGEEAGAA
T TCACCGAAAL TOACATCAAGATEATHGAGCGAG TR THGAGCARATOTGCATCACCCAGTACCAGAG
AGAATCOCAGGC TTAT TACCAACGAGGGGCARGTOTGATCCTCTTCTCTTCCCCTCCTETGATOCTOCT
chrc"rmrmmmmmmwmd

L)

Output format, Verbose "Met™, "Stop”, spaces between residues) ¥ | )
Genatic code | Standard v

Ek 1.2 Amino asit dizisi ¢cevirme tahmini. 6 olasilik vardir ve 5’3" Cercevel

aranan ihtimaldir.

&2 .C |D web.expasy.org/cgi-bin/ranslate/dna_aa ﬂ‘ =
{ ) H Cantact
agm%«mmwmmwla Translate ome | Contac

Translate Tool - Results of translation

Open reading frames are highlighted in @] Please select one of the following frames - in the next page, you will be able to select your initiator and retrieve your amino acid sequence:

53 Frame 1
MetVKRHIGSWILVLFVVMetWSDVGLCKKRPKPGGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRYPSQGGGGWGAPHGGEGWGAPHGGGWGQPH
GGGWGQAPHGGGWGAPHGGGEWGAGGTHEGQWNKPSKPKTNMetK HMetAGAAAAGAVYGGLGGYMetLGSAMetSRPLIHFGNDYED
RYYRENMetHRYPNQVYYRPVDQYSNQNNFVHDCVNITVKEHTVTTTTKGENFTETDIKMetMetERVVEQMetCITQYQRESQAYYQRG
ASVILFSSPPVILLISLLIFLIVG Stop

53 Frame 2

WStopKD T StopAVGSWFSLWSCGVTWASARSDQNLEEDGTLGGADTRDRAVLEATVIHLREGVAGY SP NEEVAGASEMEIEVAGANE
ME{EVAGVSRMEVVAGDS HMEVV EAGV KV PTVNGTSPVSTKPTStop SIWQELLQLEQW Stop GALYATCWEVP Stop AGLL Y I LV Mefl

StopWSEWWSKCASPSTRENPRLITN
EGQVStopSSSLPLLStopSSSSLCSFFS Stop StopD

93 Frame 3
GEKTHRQLDPGSLCGHVEStopRGPLQEATKTWRR

StopAKNQHEAYGRSCCSWSSGRGPWWLHAGKCHEQASY TFW Stop Stop L
Stop GPLL S StopKHAPLPQPSVLQASGSV Stop StopPEQLCAStopLCQHHSQGTHSHHHHQGGELHRNStopHQDDGASGGANVHHPVPE
RIPGLLPTRGKCDPLLFPSCDPPHLFAHFSHSRI

3'5' Frame 1
LSYYEKNEQRDEEDHRRGREEDHTCPSLVISLGFSLVLGDAHLLHHSLHHLDVSFGEVLPLGGGGDCVFLDCDVD TV MENHRNVVEVT
LIHWPVVHLYGVTVHVETIVTVLIVITKMetYKRPAHGTSQHVATKAPYHCSSCSSSCHMetLHVGFWLTGLVPLTVGTTLTPASTTMet

35 Frame 2

Y PTMetRKMetSKEMetRRITGGEEKRITLAPRW Stop Stop AWD SLWY WV MetHICSTTRSIILMetSVSVKFSPLVVVVTVCSLTVMetLTQSC
TFREFWLLY{Stop STG L Stop Y TW L G Stop R C MEEESIRIStop Stop RS S Stop SLPKC IR G L L MEtALPSMetiStop PPRPPTTAPAAAAPAICF MeEEVEG
BEGERHStop PW VPP StopPQPPPPCGCPQPPPCG StopPQPPP Stop GWP QP PP Stop GWPQPPPWG StopP QPPPP Stop D G StopRLPPGLP
CPGYRLPPVFHPPPGFGRFLQRPTSLH NENNERTRIGEPMEICLED




Ek 2 MegaBLASTN sonucu

Ek 2.1 BLAST sonucu. Referans numarast AY367640.1 olan B.taurus ile
B.bubalis 6rneginin hizalanmasi sonucu (AY720689.1). Hizalamanin degerleri
renkli ¢izgilerle verilmistir. Kirmizi renkli ¢izgi en yiiksek hizalama puanina

uygun olmaktadir. Hizalanmis diziler yiiksek benzerlik gostermistir.

M) UUS: Nationa!Liary of Wedicine NCBI National Center for Biotechmology Information Signin toNCB
8 )
BLAST 5 blastn suite-2sequences » RID-FGPTSFo114 Home. RecentResulis ~ Saved Srategles ~ Help
BLASTResults
Edf and Resubmit - Save Search Strategies > Formatting options > Download Yool How o read ths cage  Blastregort descriton
Blast 2 sequences
Job it AYT20680.1| 795 eters
RID FGPTSSFA114 (Fxpires on 04-21 14:54 pm)
Query ID AY720680.1 Subject ID £Y367640.1
Description  Bubalus bubafis isolate JW41_1 prion protein (PRNP) gene, exon 3 and complete cds Description Bos taurus HN200303 Qinchuan prion protein (Prf) gene, complete cds
Molecule type nucleic acid Molecule type nucleic acid
Query Length 795 Subject Length 851

Program BLASTN 2.6.0+ b Citation

(Other reports: b Search Summary [MSA viewer

{9 Graphic Summary
Distribution ofthe top 1 Blast its on 1 ubject sequences &
Mouse over to see the flle, click to shaw alignments
Color key for alignment scores
B0 R0 B Esomn =0
DotMatn’xViewZ

(Descriptions

Ek 2.2 Arastirmada 6nemi olan hizalanmis diziler.

(5 Descriptions

Seeuences producing significant alignments:
Select: Al None Selected
" Alignments [

M Tofal Quey E

[dent Accession
SCre sCore cover value

Description

- Bos aunus HN20303 inchuan prion proten (FrP) aene, complste cds 1413 1413 100% 00 9% AY367640



Ek 2.3 B.bubalis’in referans dizisi AY720689.1 ile B.taurus referans dizisinin
AY367640.1 hizalanmasi.

Bos taurus HN200303 Qinchuan prion protein (PrP) gene, complete cds
Sequence ID: AY367640.1 Length: 851 Mumber of Matches: 1

Range 1: 36 to 830 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1413 bits(765) 0.0 785/795(99%) U,-"?BS(D“ ) Plus/Plus
Query 1 GETGAAAAGACACATAGECAGTTGRATCCTGRTTCTCTTTGTGATCATETGRAGTRAL 6@
. ||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||| CLLELELTEITIT
sbijct 36 ATEETEAAAAGE ATAGRCAGTTERATCCTGRTTCTCTTTATEROCATATGRAGTRAL 95
Query 61 GTGGEECC GEATGRAACACTG 1@
. ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbict %6 GTEEEOCTC ATEEAACACTG 155
sl v .
Sbict 156 TACCCAGRACAGGGCAGTCCTEGAGGCAACCGTTATCCACCTCAGGRAGGEEETGECTEE 215
e T T T i i >
Sbict 216 GGTCAGCCCCATGGAGETEGELTGEEECCAGCCTCATEEAGETEEL TEGEEICAGCCTCA 275
e i
Sbict 276 GGAGETGECTEEGEGTCAGCCCCATGETEETGECTEEEGACAGCCACATAETEETGEAGEC 335
Query 38l TeGGETCAAGGTEETACCCACAGTCAATERAACAAGCCCAGTAAGCC CAA 268
. COCCOLERTCEEEEEEEeee e EEEEL et et e L e eeer e err el
sbict 336 TGLEEETCAAGGTGGTACCCACGGTCAATEGAACARALCCAGTAAGLC CAA 395
el ittt
sbict 3% AAGCATGTGECAGGAGLTGCTELAGC TEEAGCAGTEETAGGREELCTTRETEECTACATE 455
Query 421 CTG GTECCATGAGCAGGCCTCTTATACATTTT TRACTATGAGRACCGTTAL 488
. CLCCRCERE DR L e e L e En e e CeRei e e e Lenee ey
sbijct 456 CTG GTECCATGAGCAGGLCTCTTATALATTTT TRACTATGAGRACCGTTAL 515
Query 481 TATCETGAAAACATGCACCETTACCCCAACCAAGTETACTACAGECCAGTERATCAGTAT 548
. ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 51e TATCETGAAAA CACCETTACCCCAALCAAGTETALT, GRATCAGTAT 575
Query 541 AGTAACCAGAAL TTTETECATGACTETGTCAACATCACAGTCARGH ACACAGTC  &@@
. ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 576 AGTAACCAGAAC TTTETECATGACTETGTCAACATLACAGT CAAGG, ACAGTC &35
ksl nnminapainnini
sbict e36 ACCACCACCACCAAGGEGEAGAACTTCACCGAAACTGACATCAAGATOATERAGLGAGTE &95
kel et iR .
sbict e9%¢ GTEERAGCAAATETGCATCACCCAGTACCAGAGAGAATCCCARGCTTATTACC GQAGEE TE5
e M L L e 7
sbjct 756 GCAAGTGTGATCCTCTTCTCTTCOCCCTCCTGTGATCCTCCTCATCTCTTTCCTCATTTIT 815
e A
Sbijct 8le CTCATAGTAGGATAGS 838



Ek 3 Clustal Omega programi
Ek 3.1 Clustal Omega programinda kullanilan FASTA bi¢imli prion proteini

dizisi.

Clustal Omega

Input form . Web services  Help & Documentation < Share  ® Feedback

Multiple Sequence Alignment
Clustal Omega is a new multiple sequence alignment program that uses seeded quide trees and HMM profile-profile techniques to generate alignments
between three or more sequences. For the alignment of two sequences please instead use our pairwise sequence alignment tools.

STEP 1 - Enter your input sequences

Enter or paste a set of PROTEIN v | sequences in any supported format

>uffaloy_1 .
MVKRHIGSWILVLFVVMWSDVGLCKKRPKPGGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRYPSQGGGGWGQAPHGGGWGQAPHGG
GWGQPHGGGWGQAPHGGGWGAPHGGGGWGQAGGTHGAWNKPSKPKTNMKHMAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSR
PLIHFGNDYEDRYYRENMHRYPNQVYYRPVDQYSNQNNFVHDCVNITVKEHTVTTTTKGENFTETDIKMMERVVEQMC
ITQYQRESQAYYQRGASVILFSSPPVILLISLLIFLIVG

>Duffaloy 2 .
MVKRHIGSWILVLFVVMWSDVGLCKKRPKPGGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRYPSQGGGGWGQAPHGGGWGQAPHGG

Or, upload aflle: | Choose File | No file chosen

STEP 2 - Set your parameters
QUTPUT FORMAT | Clustal w/ numbers ¥

Ek 3.2 Manda v_1, manda v_2 ve sigir prion proteini dizilerinin hizalama
sonucu. Manda prion proteininde sigir prion proteininin 54.cii pozisyonundaki
Prolin amino asitinin yerinde Serin, 123.cti konumundaki Valin’in yerinde ise
Metionin durmaktadir. 108.ci pozisyonda manda prion proteini varyantlar

arasinda Glisin-Serin degismesi goriilmiistiir.



Results for job clustalo-E20161013-154517-0015-28911749-pg
Result Summary Phylogenetic Tree  Submission Details

Download Alignment File = Hide Colors @ Send to ClustalW?2_Phylogeny

CLUSTAL ©0(1.2.3) multiple sequence alignment

cattle MVKSHIGSWILYLFVAMWSDVGLCKKRPKPGGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRY GGGW 60

buffalov_1 MVKRHIGSWILVLFVWMWSDVGLCKKRPKPGGGWNTGGSRYPGOGSPGGNRY GGGW 60

buffalov_2 MVKRHIGSWILYLFVWMWSDVGLCKKRPKPGGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRY GGGW 60
Aok koo RoRoRokRoR R R o o ook o ook b e s ool ok R ko ol o o R ko R ok oK L2 2 2

cattle GQPHGGGWGOPHGGGWGQPHGGGWGQP HGGGWGOPHGGGGWGRGGTHGEPWNIKPS KPK TNM 120

buffalov_1 GQPHGGGWGOPHGGGWGQPHGGGWGQPHGEGWGOPHGGGGWGRGGTHEPIWNIKPS KPK TNM 120

buffalov_2 GQPHGGGWGOPHGGGWGQPHGGGWGOPHGGGWGOPHGGGGWGRGGTHS PWNIKPS KPK TNM 120
4 o o o o 8 i 2 o8 6 e i R O DK KR K e 8 6 o 8 K K K K R K K K KK

cattle KHVRGAAAAGAVVGGL GGYMLGSAMSRPLIHFGNDYEDRYYRENMHRYPNQVYYRPVDQY 180

buffalov_1 KHMRGAAAAGAVVGGL GGYMLGSAMSRPLIHFGNDYEDRYYRENMHRYPNQVYYRPVDQY 180

buffalov_2 KHMRGAAAAGAVVGGL GGYMLGSAMSRPLIHFGNDYEDRYYRENMHRYPNQVYYRPVDQY 180
s of] Bk s o o o R R o KK o o K o S K ko

cattle SNQNNFWVHDCVNITVKEHTVTTTTKGENFTETDIKMMERVVEQMCITQYQRESQAYYQRG 240

buffalov_1 SNQNNFVHDCVNITVKEHTVTTTTKGENFTETDIKMMERVVEQMCITQYQRESQAYYQRG 240

buffalov_2 SNQNNFVHDCVNITVKEHTVTTTTKGENFTETDIKMMERVVEQMCITQYQRESQAYYQRG 240

3 0 44 6 R 8 028 6 R R R R R R 6 4B 6 B 6 0 8 R 8 N R0 R0 R 6 R R

cattle ASVILFSSPPVILLISFLIFLIVG264
buffalov_1 ASVILFSSPPVILLISLLIFLIVG264
buffalov_2 ASVILFSSPPVILLISLLIFLIVG264

Fdkdok kR kR R . Rk

Ek 3.3 Clustal omega sonugclari.

Input form | Web services | Help & Documentation

Tools > Multiple Sequence Alignment > Clustal Omega
Results for job clustalo-E20161013-154517-0015-28911749-pg

Alignments  RESHIESGERE  Phylogenetic Tree | Submission Details

Input Sequences Jalview

clustalo-E20161013-154517-0015-28911749-pg.input

Tool Qutput
clustalo-£20161013-154517-0015-28911749-pg output

Alignment in CLUSTAL format with base/residue numbering
clustalo-E20161013-154517-0015-28911749-pg.clustal_num

Phylogenetic Tree
clustalo-E20161013-154517-0015-28911749-pg.ph
Percent Identity Matrix
clustalo-E20161013-154517-0015-28911749-pg.pim




Ek 4 Arlequin programi
Ek 4.1Arlequin yazilimi haplotip hesaplama degiskenleri.

File Edit View Debug XML Toek Windew Community Help
By a-E X dan| RS 0-™-] Fou o ‘-_""ﬂﬂﬂk‘.ﬂl
buffalo alignmentDHASP.acmi |

Project information:

HbSamples L §
DacaTypes = DMA
GenotypicData = O

& <fdacas> <ticle cime="12/06/16 ac 11:158122">

Settings used for Calculations

E<ftictle> <daca>

General settings:

Delscion Weight -1
Transiticn Weight Weight -]
Tranversion Weight Weight - 1
Epsilon Valus = le=0TF

Significanc digica for cutpuc = 5
Use original haplotype definiticon
Alllowed level of missing data = 0.05




