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OZET

FILISTINE OZGU KOYUN IRKLARINDA PrP GEN
GENOTIPLEMESI

ALSAYED, Osama

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Cemal UN
Ekim 2016, 53 sayfa

Scrapie koyunlarin merkezi sinir sistemini enfekte eden bulasict bir
hastaliktir. Prion protein gen PrP polimorfizmleri ki 6zellikle de kodon 136, 154
ve 171’deki aminoasit degisimleri scrapie hastaligina duyarhilikla iligkili

bulunmaktadir.

Bu caligmanin amaci Filistin yerli koyun irklarindaki risk gruplarin
belirlemek igin PrP genini genotiplendirmektir. Bu c¢alismada, ivesi ve Asaf
irkindan 38 saglikli ve rastgele secilmis yerli Filistin koyunu calisilmistir. Kan

orneklerinden genomik DNA izole edilmis, ¢ogaltilmis ve sekanslanmaistir.

PrP geninde bulunmus olan polimorfizmler ARQ, ARR, ARH, AHQ, ARL
ve VRQ olacak sekilde 6 allelden ve ARR/ARQ, ARQ/ARQ, ARQ/ARL,
ARH/ARQ, ARH/ARL, AHQ/ARQ ve ARQ/VRQ olacak sekilde 7 genotipten
meydana gelmektedir. ARQ alleli 0.76 frekansi ile Ivesi ve Asaf irklarinda yiiksek
oranda bulunmustur. ARR alleli Asaf irkinda bulunmamistir. Az goriilen ARL
alleli her iki irkta da diisiik frekanslarda belirlenmistir. Ayrica PrP geninin farkh
kodonlarinda iki farkli polimorfizm (V121 ve L23H) tanimlanmustir.

Sonuglar genotiplerin ¢ogunlugunun 3.risk grubuna dahil oldugunu
gostermektedir. Homozigot ARR/ARR koyunlarm dagilimi ivesi ve Asaf

populasyonlarinda ARR allel frekansini artirmak i¢in 6nerilmektedir.

Anahtar sozciikler: Yerli Filistin koyun irklari, PrP geni, Scrapie, Genotip.






ABSTRACT

GENOTYPING OF PrP GENE IN NATIVE PALESTINIAN SHEEP
BREEDS

ALSAYED, Osama

MSc in Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Cemal UN
October 2016, 53 pages

Scrapie is an infectious disease that infects the central nervous system of
sheep. Polymorphisms of prion protein gene PrP especially the amino acid
residue alterations at codons 136, 154 and 171 are found to be associated with
susceptibility to scrapie disease.

The aim of this study was genotyping of PrP gene in Palestinian native
sheep breeds to detect their risk groups. In this study, 38 healthy and randomly
chosen local Palestinian sheep belonging to Awassi and Assaf breeds were
investigated. Genomic DNA of blood samples was extracted, amplified and
sequenced.

The polymorphism found out in the PrP gene was made up six alleles ARQ,
ARR, ARH, AHQ, ARL and VRQ and 7 genotypes ARR/ARQ, ARQ/ARQ,
ARQ/ARL, ARH/ARQ, ARH/ARL, AHQ/ARQ and ARQ/VRQ. The ARQ allele
was found to be predominant with frequency 0.76 for Awassi and Assaf. ARR
allele in Assaf breed was absent. The rare ARL allele was identified at low
frequencies in both breeds. In addition, two different polymorphisms were
identified (V121 and L23H) at different codons of PrP gene.

Results have indicated that the most of the genotypes belong to risk group 3.
Distribution of homozygous ARR/ARR sheep is recommended to increase ARR

allele frequencies in Awassi and Assaf populations.

Keywords: Native Palestinian sheep breeds, PrP gene, Scrapie, Genotype.
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1. GIRIS

Scrapie, koyun ve kegilerde merkezi sinir sistemini etkileyen en eski
Bulasic1 Siingerimsi Ensefalopatidir (TSE). Normal hiicresel formdaki prion
proteinin (PrP®), proteaza direngli, kiimelenmis ve yanlis katlanmis patolojik
formdaki prion proteinine (PrP°) déniismesi sonucunda olusur (Hornlimann et al.,
2006). Cobanlar tarafindan 200 yildan fazla bir siiredir farkina varilan bu hastalik,
tanimlanan ilk prion hastaligidir (Johnson, 2005).

Scrapie hakkindaki genetik ve bulasict koken tartigmalari, genetik
duyarliligin ispatlanmasi ve hastalik gelisiminde PrP genindeki polimorfizmlerin
Ooneminin ortaya konmasi ile son bulmustur (Baylis and Goldmann, 2004).
Hastaligin diger ¢iftlik hayvanlarina ve insanlara bulagsmasiyla ilgili bir kanit
olmasa da, scrapie bulagmig ruminantlarin sigirlar i¢in yem olarak kullanilmasiyla
hastaligin ~ sigirlara  gectigi  ve Birlesik Krallik’ta Bovin  spongiform
ensefalopatinin kokenlerini olusturdugu kabul edilmektedir (Wilesmith et al.,
1988).

Koyun ve ke¢i popiilasyonlarindaki scrapie varligi, endiistriyi ekonomik
olarak etkilemekte ve iiretim miktarini azaltirken, iiretim bedeli ve satig bedelini
artirmaktaydi. Bovin spongiform ensefalopatinin insanlara bulagmasiyla ilgili
potansiyel kamu saglik endiseleri nedeniyle besin iiretiminde kullanilan TSE’li
hayvanlar imha edilmigtir. Tiiketici ve hayvan sagligin1 korumak amaciyla, TSE
goriintiileme ve imha etme programiyla, BSE ve scrapienin Avrupa ve
A.B.D’deki ¢iftlik hayvanlari popiilasyonlarinda genis yayilimi azaltilmistir.

Scrapie hastaligina olan duyarliligin, ¢iftlik hayvanlarinda 13. kromozomda
bulunan prion protein genindeki (PrP), tek niikleotid polimorfizmine (SNPs) bagl
oldugu belirlenmistir (Goldmann et al. , 1994). Belirli PrP genotiplerinde scrapie
hastaligina kars1 yliksek duyarlilik goriiliirken, bazi genotiplerde de yiiksek direng
goriilmektedir (Baylis & Goldmann, 2004).

Bu c¢alismanin amaci, Yyerli Filistin koyunlarinin Polimeraz  Zincir
Reaksiyonu (PCR) ve sekanslama yoOntemleri ile genotiplendirilerek, Filistin
koyunlarinin ~ scrapie  hastaligina olan genetik  duyarhiliginin/direncinin
belirlenmesidir.



1.1 Scrapie’nin Tarihsel Gelisimi

1732 yilinda Ingiltere, Almanya ve Fransa’daki veterinerlerin ilk defa
yaptig1 bir arastirma sonucu scrapienin kiiciik ¢iftlik hayvanlarinda goriilen bir
hastalik oldugu ortaya konmustur (Beringue and Anderoletti, 2014). Hastaligin
bulasict oldugu, 1936 yilinda enfekte olmus koyundan alinan beyin ve spinal
dokunun, intradkiiler inokiilasyon ile saglikli iki koyuna aktarilmasiyla
belirlenmistir (Brown ve Bradley, 1998). Bazi aragtirmacilar scrapienin daha

erken zamanlarda ortaya ¢iktigini sdylemis ancak uygun bir kaynak verilmemistir.

Ilerleyen siiregte hastaligin bulasma yollariyla ilgili gesitli tartismalar
yapilmis ve en ¢ok cinsel yol ile bulasabileceginden siiphe edilmistir. Scrapienin
kokeni ve bulagsma yollarini agiklamak igin bir¢ok ¢alisma gergeklestirilmistir. Bu
caligmalar, enfekte ve enfekte olmayan bireylerdeki temas caligmalarini ve
enfekte hayvanlarin farkli doku ve viicut sivilarimi kullanma ¢aligmalarini
icermektedir. Bu calismalarin birgogu scrapie hastaliginin inkiibasyon siiresinin
uzun olmasindan Otiiri erken donemde sonlanmis ve basarisiz olmustur
(Schneider et al., 2008). Ancak 1936 yilinda hastaligin bulasici oldugunu ilk kez
ispatlayan calismada, asilanmig hayvanlar daha uzun siire inkiibasyona birakilmig

ve scrapie gelisimi saglanmistir (Fast ve Groschup, 2008).

1930’lardan itibaren artan scrapie vakalarimin, koyun endiistrisinde finansal
kayiplara neden olmasiyla hastalikla ilgili yogun arastirmalar yapilmaya
baslanmistir. Ayrica bu finansal kayiplar hastaligin bulasic1 ajamiyla 1ilgili
caligmalar1 da tesvik etmistir. Hastaliga neden olan ajanin parazit ve bakterilerin
olabilecegi diisiiniilmiis ancak bir virlis enfeksiyonu olabilecegi en ¢ok Onerilen
teori olmustur. 1954 yilinda “yavas viriis enfeksiyonu” tanimi ilk defa ortaya
konmustur (Palmarini, 2007). Bununla birlikte 1966’da hastaliga neden olan
ajanin viriise alternatif olarak polisakkaritler (Field, 1966) veya lipidler (Alper et
at., 1978) olabilecegi diisliniilmiistiir. 1967 yilinda ise hastalik ajaninin protein
olabilecegi diisiiniilmiis ve “sadece protein hipotezi” ilk defa ortaya atilmistir
(Laurent et al., 1996). Hemen arkasindan 1970’lerde virino hipotezi diigtiniilmiis
(Prusinser and Hadlow, 1979) ve en sonunda 1982°de patojenin direngliligine
bagli olarak “proteinli enfekte partikiil” (akronim: prion) isimlendirmesi
yapilmistir. Kisa bir siire sonra da, TSE hastaliginin sebebinin normal hiicresel
proteinin (PrP%) patolojik isoforma déniismesi (PrP>%) oldugu diisiinilmiistiir
(Oesch et al., 1985). Giiniimiizde PrP*°, TSE hastaliginin biyokimyasal markeri ve
hastaliga sebep olan ajan olarak kabul edilmis (Piccaredo et al., 2007).



PrP genindeki polimorfizmler ve cesitli irklardaki dogal scrapie gelisimi
arasindaki iligski 1991 yilinda agiklanmis ve farkli deneysel ¢alismalarla allellerin

ve genotiplerin duyarlilik seviyesindeki rolii belirlenmistir (Francois et al., 2003).

Atipikal scrapie (Nor98), ilk defa 1998 yilinda Norvegli koyunda
kesfedilmistir (Benestead et al., 2008). Bununla birlikte 1987 yilinda Birlesik
Krallikta toplanan koyun ornekleriyle yapilan gegmise doniik caligmalar atipikal
scrapenin  kiiciik ¢iftlik hayvanlarinda saptanamadigini ama bulunuyor
olabilecegini One siirmiistiir (Benestad et al., 2003; Bruce et al., 1989).

Kegilerde scrapie ilk kez 1939 yilinda karakterize edilmis (Pattison, 1972)
ancak ilk dogal vaka 1942 yilinda, Fransa’da (Le Dur et al., 2005; Arsac et al.,
2007) hastaligin uzun yillardir hakim oldugu bir koyun siiriisiinde goriilmiistiir
(Vaccari et al., 2009). Ayrica kegilerde Nor98, Ispanya (Vaccari et al., 2009),
Isvigre (Seuberlich et al., 2007) ve italya’da saptanmustir (Colussi et al., 2008).
Yapilan ¢aligmalar kegilerin, koyun scrapiesine karsi yiiksek duyarliligini (%2100)
dogrulamugtir (Pattison et al., 1959).

1.2 Prion Proteini Kodlayan Gen (PrP)

Koyun ve kecilerdeki klasik scrapie duyarlilig1 tizerindeki en biiyiik etkinin
sorumlusu olan genetik lokus, PrP lokusudur (Diaz et al., 2005). PrP, prion
proteinini kodlayan ve memelilerde giiglii bir sekilde korunmus olan gendir
(Wopfner et al., 1999). Koyun, ke¢i ve sigirlarda 13. Kromozomda haritalanmistir
(Castiglioni et al., 1998).

Koyunlarda PrP, ekzon I (52 bp), ekzon Il (98bp) ve kodlama sekansini
iceren ekzon III (4028) olmak iizere 3 ekzondan olugmaktadir (Sekil 1.1). Koyun
ve kecilerde genin polimorfik oldugu gosterilmis olup (Mead, 2006), koyunlarda
scrapieye karst diren¢ veya duyarhilikla ilgili 40’tan fazla tek niikleotid
polimorfizmi (SNP) belirlenmistir (Belt et al., 1995).
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Sekil 1.1: koyunlarda PrP geni. ekzon I (52 bp), ekzon II (98bp) ve kodlama sekansini igeren
ekzon 111 (4028bp).

1.2.1 PrP kodlama bélgesinin rolii

Scrapie bulasict bir hastalik olarak addedilse de, koyunlardaki duyarlilik
prion protein genindeki (PrP) polimorfizmlerden etkilenmektedir. PrP genindeki
136., 154., ve 171. kodonlardki haplotiplerinden Valin/Arjinin/Glutamin (VRQ)
ve Alanin/Grjinin/Glutamin (ARQ) klasik scrapieye karsi yiiksek duyarlilikla
iliskiliyken, Alanin/Arjinin/Arjinin ARR haplotipinin direngle iliskili oldugu
bilinmektedir (Belt et al., 1995). Bu nedenle 2000 yilinda, scrapie hastaligindan
onemli derecede magdur olan AB iilkelerinde, koyun popiilasyonlarinda scrapieye

kars1 direnci artirmak i¢in bir ¢ok damizlik programi gelistirilmistir (Francois et
al., 2003).

Kecilerdeki benzer scrapie iligkilendirme calismalari, pasif siirveyansta az
sayidaki enfekte hayvanlar nedeniyle smirli olmakla birlikte (Billinis, et al.,
2002), AB iilkelerindeki aktif siirveyansla PrPSC-pozitif tespitinin artmast bu
durumun degisebilecegini diisiindiirmektedir. Kecilerde diinya c¢apinda rapor
edilen 8 polimorfizm bulunmaktadir (ve bunlardan en az 5 tanesinin TSE
duyarliligr ile iligkili oldugu diistiniilmektedir (Vaccari et al., 2009).

1.3 Hiicresel Prion Protein (PrP®)

Prion proteini, 256 amino asitten olusan bir proteindir. Proteinin, birgok
ozgiin yapisal bolgesi belirlenmis olup (Sekil 1.2), sinyal peptidi, amino-ucuna
yakin bes oktapeptit tekrari, 2 glikozilasyon boélgesi, disiilfit kopriileri ve hiicre
membranina tutunmak i¢in glikozilfosfotidilinositol (GPI) ¢apalarindan meydana
gelmektedir (Soto, 2006).



Protein, endoplasmik retikulum ve golgi aygitina giderken, N- ve C-terminal
sinyal sekanslarinin uzaklagsmasindan sonra olgun protein halini almaktadir
(Harris, 2003). Proteinin yanlis katlanmis formunda da ayni posttrasnlasyonal
modifikasyonlarin gerceklesmesi nedeniyle, 2 izoformun kimyasal farkliliklarinin
belirlenmesi calismalari basarili olamamustir (Stahl et al., 1993). PrP® ve Prp*
proteinlerinin birincil yapist benzer olmasina ragmen, farkli biyokimyasal ve
fizikokimyasal 6zellikler gostermektedirler (Cohen, 1999).

Weak binding

Cu*+
Cy+s Cutt

Cu*® Cut*

Strong binding

178 213
| s |
1 23 51 Y 90 ¥ 5 s 231 254
Signal peptide Hydrophobicftoxic
Octarepeats
)
N4 ad
Structure unknown _Structure available
N-terminal ..~ T C-terminal
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Sekil 1.2: PrP posttranslasyonel modifikasyonlari: PrP®, 256 amino asitten olusan bir
proteindir. Hiicre yiizeyine gondermek ve hiicre membranina GPI ¢apalarinin eklendikten sonra
baglanabilmek igin 2 sinyal peptidi bulunmaktadir. Ayrica 2 glikozilasyon bolgesi ve sistein
kopriileri vardir. N-ucunda bulunan oktapeptit tekrarlar ise, PrP’nin bakir baglamayla ilgili
biyolojik aktivitesine katilimda bulunmaktadir. 2 beta yaprag: (B; and ;) ve 3a alfa sarmali (ay, o
and o3) C-terminali olusturmaktadir.

Prion proteinin 3 boyutlu yapisi, amino asit degisimlerine ragmen
memelilerde korunmustur  (Soto, 2006) .Hiicresel prion proteini, oktapeptit
tekrarlarin1 igeren esnek ve sirasiz N-terminal bolgesi ile 2 anti-paralel beta
yapragi (B and B2) ve 3 alfa sarmal1 (o, o and a3) igeren C-terminal bolgesinden
olugmaktadir (Sekil 1.3) (Eghiaian et al., 2004). Hiicresel PrP’deki alfa sarmal
yaklagik %43’tiir. Olgun PrPC, proteinaz-K ile inkiibasyonundan sonra tamamen
sindirilir ve deterjan soliisyonunda ¢oziinebilir (Meyer et al., 1986).

Prpse proteini ile ilgili yeterince detayli yapisal bilgi halen olmamasina
ragmen, c¢alismalarda kullanilan diisiik ¢oziiniirliklii biyofiziksel teknikler,
biligsel modelleme ve kiiciik peptit fragmentlerinin analizi gibi yontemler, yapisal
diizenlemenin ¢ogunlukla proteinin globiiler C-terminal bolgesini igeren

formasyonu sirasinda olustugu sonucuna yol agmaktadir (Soto, 2006).
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Sekil 1.3: Hiicresel Prion Proteinin (PrP®) Yapisi: proteinin 2 beta yapragi (31 and p2) ve 3 alfa
sarmali (al, 02 and a3).

1.3.1 Prion proteini ekspresyonu

Prion proteinin noronlardaki ekspresyonuna ek olarak hiicresel prion
proteini gesitli ndronal olmayan dokuda (Simak et al., 2002) ve enterositlerde de
eksprese olmaktadir (Morel et al., 2005). Son donemde yapilan calismalar da
hiicresel prion proteinin platelet, 16kosit ve kirmiz1 kan hiicrelerinde bulundugunu
ortaya koymustur (Barclay et al., 1999). Prion proteinin lokalizasyonu ¢ogunlukla
hiicre tipine bagli olmaktadir. Noronlarda, PrpP°© genelde hiicre yiizeyinde
bulunmasina ragmen yapilan caligmalar proteinin sadece dendrit ve aksonlarin
hiicre membraninda degil, protein sentezi ve endositik yolakta da bulundugunu

ortaya koymustur (Mironov et al., 2003).



1.3.2 Prion proteinin fonksiyonu

Hiicresel prion proteini (PrP®), viicuttaki bircok dokuda eksprese olmasina
ragmen, proteinin fonksiyonuna dair heniiz tam bir bilgi bulunmamaktadir. Prion
proteininin birincil yapisinin tiim memelilerde evrimsel olarak korunmus olmasi
ve Ozellesmis membran bolgelerinde yerlesmis olmasi, hiicresel prion proteininin
biyolojik fonksiyonlarda 6nemli bir gorev aldigini diisiindiirmektedir. Proteinin
varsayilan biyolojik aktivitesindeki degisikliklerin hastalik olusumundaki etkisi
heniiz bilinmemektedir (Hetz et al.,, 2003). Hicresel prion proteininin

fonksiyonuyla ilgili varsayimlar deneysel ¢aligmalar sonucu ortaya konmustur.

Yapilan calismalar, PrP® nin néronal hiicrelerdeki sinaptik fonksiyonlar
gergeklestirdigini (Madore et al., 1999) ve sinaptik keseciklerle iligkili oldugunu
ortaya koymustur. Hiicresel prion proteininin etkilestigi sinapsin I proteininin
kiiclik sinaptik keseciklerle iliskili oldugu gozlenmistir. Ayrica sinapsin I proteini
ve Grb2’nin ndronal mikrozomal keseciklerde hiicresel prion proteiniyle birlikte
saflastirma yaptig1 belirlenmistir (Spielhaupter and Schétzl, 2001). Bu durum,
proteinin, noronal keseciklerin geri doniisimiinde veya direkt olarak sinaptik
aktivitede rolii oldugunu 6ne siirmiistiir (Herms et al., 1999). Farelerde hiicresel
prion proteini ¢ikarilarak yapilan ¢alismalarda, PrP’nin néronal uyarilmaya
neden oldugu (Mallucci et al., 2002) ve yiiksek seviyedeki PrP®’nin sinaptik
iletisimde daha direncli oldugu ortaya konmustur (Carleton et al., 2001).

PrPnin yasamsal sinaptik fonksiyonlarda gerekli olmadigi gorilse de,
proteininin eksikliginin néronal fonksiyonlarin ince ayarinda eksiklere neden
oldugu gozlenmistir. Bu durum hiicresel prion proteinin susturuldugu farelerde
gozlenen normal olmayan uyku modelleri (Tobler et al., 1996) ve artmis
lokomotor aktivitesi ile ispatlanmistir (Roesler et al., 1999).

PrP% nin varsayllan fonksiyonlariyla ilgili yapilan bir diger calisma,
proteinin bakir metabolizmas1 ve baglanmasinda gorevli oldugunu ortaya
koymustur (Brown, 2001). Proteinin oktapeptit tekrarlarinin fizyolojik
konsantrasyon araliklarinda bakir baglayabilmesi (Kramer et al., 2001), bakirin
beyin metabolizmasinda PrP® nin rolii olabilecegini dnermektedir. Hiicresel prion
proteinin fazla ekspresyonunun, hiicrelere bakir alimini ve bakirin superoksit
dismutaz ile birlesmesini artirdig1 gosterilmistir. Yani sira, PrP geni susturulmus
farelerle yapilan in vivo deneylerinde beyindeki diisiik bakir miktar1 gozlenmistir
(Brown et al., 1997). Buna ek olarak, scrapie enfekteli, klinik semptomlari



baglama asamasinda olan fare beyninde de belirgin seviyede bakir seviyelerinde
farklilik belirlenmistir (Thackray et al., 2002). Baska bir caligmada ise farkll
miktarlarda PrP®’nin eksprese oldugu transgenik hayvan beynindeki bakir
seviyelerinde bir degisiklik goriilmemistir (Waggoner et al., 2000).

Prion proteini beyinde yiiksek miktarda eksprese olmaktadir. PrP® nin lipit
yigmlardaki konumu, proteinin sinyal iletiminde potansiyel bir rolii oldugu
Onerisini saglamistir. Noronal fosfoproteinsinapsin Ib, biiyiime faktorii reseptor
bagl protein 2(Grb2), prion interaktdr I (Pintl) ve stres indiikleyici fosfoprotein I
(STI1) gibi sinyal proteinlerinin PrP® ile immiinopresipitasyon yaptigi
gorilmiistir (Spielhaupter and Schatzl, 2001). Bu proteinlerle etkilesim, ndron
koruyucu bir etki saglayabilir (Jeong et al., 2012). Hiicresel prion proteinin noron
koruyucu roliinii destekleyen ndronal birincil kiiltiir ¢aligmalari, prion proteini
olmayan hiicrelerin yabanil tip hiicrelere gore serum eksikligi gibi apoptotik
uyarilara daha duyarli oldugunu gostermistir (Kuwahara et al., 1999). PrP® nin
néron koruyucu sinyal roliine dair kanitlar olsa da GPI ¢apasi proteinlerinin

sinyallesme basamagini nasil baslattig1 bilinmemektedir.

Yukarda proteinin varsayilan fonksiyonlariyla ilgili agiklamalara ek olarak,
PrP® ve Bcl-2 apoptos karsit1 protein ailesi arasindaki fonksiyonel iliskiyle ilgili
yapilan ¢alismalarda Bcl-2’nin fazla ekspresyonunun in vitro kosullarda PrP geni
olmayan noronlarin yiikselmis olan serum-ihtiyag¢-indiikleyici apoptozunu
azaltabildigi ongoriilmiistiir (Kuwahara et al., 1999). Bcl-2’nin kritik olan apoptoz
karsit1 fonksiyonu ve Bax proteiniyle iliskisi, PrP’nin apoptoz karsit1 protein ailesi
iiyesi olabilecegini dnermistir. Bu hipotez, yapilan in vitro deneylerde PrP<’nin
insan noronlarimi Bax-indiiklenmis apoptoza karsi korudugunun gozlenmesiyle
desteklenmistir (Bounhar et al., 2001). Hiicresel prion proteininin Bcl-2 gibi
apoptoz karsiti protein olmasiyla ilgili hipotezin temel engeli, protein ailesindeki
tiyelerin aktivitelerini gergeklestirdikleri sitoplazma, mitokondri ve endoplasmik

retikulumun dis yiizeyinde bu proteinin bulunmamasidir.

1.4 Prion Proteininin Neden Oldugu Hastahklar Prp>

PrPc, prion proteininin normal hiicresel formu olarak, PrP%° ise yanlis
katlanmus patolojik izoformu olarak nitelendirilmektedir. PrP® ve PrP> arasinda
genetik veya posttranslasyonel farkliliklar bulunmamakla birlikte, C-terminal
globiiler bolgesindeki konformasyon ve proteaz direnci/coziiniirlik gibi
biyokimyasal ozelliklerde (tablo 1.1) farkliliklar bulunmaktadir (Cohen and
Prusiner, 1998).



Tablo 1.1: Hiicresel PrP° ve hastalik nedeni PrP*®nin 6zellikleri

PrP® Prp>°

Deterjan Cozilebilir Coziilemez
Proteolitik Sindirim Duyarlt Direncli
Alfa-heliks Igerigi %43 %20

Lokasyon Hiicre Yiizeyi Fibril Kiimeleri
Molekiiler Agirlik 33-35 KDa 33-35 KDa
Proteolitik Sindirim Degrade 27-30 KDa
Sonras1 Molekiiler

Agirlik

PrP>*nin yapistyla ilgili detayli bilgiye ulasmak, proteinin ¢oziilmezlik ve
agregat olusturma egiliminden dolayr olduk¢a zor olmaktadir. Proteinin yapisi,
PrP>nin fibril olusturma egilimi baz alinarak yapilan protein katlanmasi
modelleriyle tahmin edilmistir. Fibril yapilar: tiim amiloidojenik proteinlerdekine
benzemekte ve dik beta-iplikleri ve paralel beta-yapraklarinin gapraz beta-
yapilarini icermektedir (Sunde et al., 1997). C-terminal globiiler bolgesi %20 alfa-
heliks icerirken beta-yapraklar C-terminalin daha biiyiik bir oranim
olusturmaktadir (Pan et al., 1993).

1.4.1 PrP% nin PrP**e déniisiimii

Prionun scrapie hastaligma sebep olmasinin yayilim, konak PrP proteinin
patolojik forumdaki PrP> proteinine déniismesi sonucu olmustur. PrP geninin
susturuldugu deneylerle, endojen PrP® proteininin enfeksiyon gelisiminde yer
aldig1 desteklenmistir (Bueler et al., 1993). Kullanilan hayvanlar prion hastaligina
kars1 direngli ve yeni enfeksiyon olusturabilme yetenegi olmayan canlilar
olmasina ilaveten, enfekte proteinin inokulasyonu ile klinik semptomlarin
gozlenmesi arasindaki siiregte PrP*° miktarinda ciddi bir artis goriilmiistiir. Bu
bulgular endojen hiicresel prion proteinin, enfekte PrP molekiiliiniin etkisiyle
patolojik formdaki prion proteinine doniistiiglinii nermistir.

Yapilan galismalar, enfekte inoliikiimdeki patojenik prion proteinin konak
PrP¢ ile etkilesiminin, hiicresel prion proteinini katalize ederek patojenik forma
doniistiirdiigiinii varsaymistir. Enfeksiyon iglemi siiresince iki izoform arasindaki
fiziksel iligki, saflagtirilmis PrP€ ve PrP*®nin in vitro kosullarda karistirilmasi ve
PrP>-benzeri molekiillerin olusmasiyla belirlenmistir (Caughey, 2003). Prion

proteininin doniisiimiiyle ilgili mekanizma halen bilinmemektedir. Molekiiler
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genetik ¢alismalar, gegici olarak X proteini olarak isimlendirilen saperon-benzeri

bir proteinin PrP® — PrP* doniisiimiinde (Sekil 1.4) gorevli olabilecegini

varsaymaktadir ancak bu faktoriin dogasi halen bilinmemektedir (Yuon et al.,

2013).

PrP® — PrP*> déniisiimiiyle ilgili mekanizmaya dair 3 alternatif model

bulunmaktadir:

1.

2.

3.

Kaliba bagli donilisiim modeli (Cohen and Prusiner, 1998) (Sekil 1.4.A),
izoformlar arasindaki fiziksel etkilesimin, PrP“’nin patojenik doniisiimiine
neden olan yapisal degisiklikler i¢in gerekli oldugunu varsaymaktadir. Bu
model, scrapie prion proteininin hiicresel prion proteinine gore daha
termodinamik oldugunu kabul etmektedir (Harrison et al., 1999). PrPc,
PrP* olarak isimlendirilen gegici konformasyonel ara form ile dengede
bulunmaktadir. PrP*, hiicresel saperon (X proteini) ile etkilestikten sonra
PrP* ile heterodimer olusturabilecek hale gelmektedir. Bu heterodimer,
spontane bir sekilde eski ve yeni olusmus PrP*® molekiillerini i¢eren PrP>
homodimer  yapisina  donilistir. ~Homodimer  yapi,  doniistimii
gerceklestirebilecek iki kalibi olusturmak i¢in ayrilma yetenegine sahip
oldugundan, PrP*° konsantrasyonunun artisina neden olmaktadir (Cohen
and Prusiner, 1998).

Niikleasyon/Polimerizasyon modeli (Sekil 1.4.B), PrP® ve PrP*nin
solusyon i¢inde termodinamik dengede bulundugunu énermektedir. PrP*°
monomeri stabil olmayan bir molekiil olup, diger PrP*® molekiilleri ile
agregasyon sonucu stabil hale gelmektedir (Caughey, 2001). Prp*
yiginlar, monomerik PrP* ile baglanarak ve patolojik formun olugmasi
yoniinde dengeyi degistirerek PrP molekiiliinii déniisiime zorlamaktadir.
Bu modelde enfekte ajan multimerik olan PrP> yiginlaridir ve en yavas
adim PrP°nin stabilizasyonunda tohum gibi davranan nukleus
olusumudur (Jarrett and Lansbury, 1993). Modelin yavas basamaginin,
prion hastaliginin uzun inkiibasyon siiresi i¢in bir aciklama olabilecegi
diistintilmektedir (Graham et al., 2010).

Yardimli Niikleasyon modeli (Sekil 1.4.C), kalip-bagli doniisiim modeli ve
niikleasyon/polymerizasyon modeli arasindaki bir diger modeldir. Bu
modelde PrP> monomer olarak bulunmamakta ancak PrP® protein X ile

etkilestiginde, PrP* ile esdeger yanhs katlanmis bir ara form
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olusturmaktadir. Yapisal doniisim PrP* ile PrP® polimerleri birlestikten
sonra gerceklesmektedir. Belirli bir asamada, uzun PrP> polimerleri
mekanik gilic veya bilinmeyen bir katalizleme islemiyle daha kiigiik
parcalara bolinmektedir. Bu paralanma, PrP%nin  déniisiimiinii

yonlendiren etkin ¢ekirdek sayisini artirmaktadir (Soto, 2006).

8. The template-assisted model

0,9 ; , L
00 ->|J]+o_.é+0—.@_.8
0,0 <™

OO prp+ Conversion prp“f

Prpc factor

B. The nucleation-polymerization model

B0 g% %@/%

Prp¢ Prpsc

C. The assisted-nucleation model C%
/ 3
OOo + @ _.6 %—-% e~ @

O O Conversion

pS-c factor IHN\—/

Sekil 1.4: PrP® — PrP* Déniisiim: Prion déniisiim mekanizmasiyla ilgili 3 model 6nerilmigtir. (A)
Kaliba bagh déniisim modelinde, PrP® ara form (PrP*) ile dengededir ve doniisiim faktoriine
baglanarak, doniisiim i¢in kalip gbrevi yapan PrP%° ile etkilesir. (B)Niikleasyon/polimerizasyon
modelinde, PrP® stabil olmayan monomerik PrP*° ile dengededir. Bu form, tohum gibi hareket
eden ve PrP®nin déniisiimiinde ve yanlis katlanmasinda etkili olan enfekte PrP* oligomerlerin,
oligomerizasyonu ile stabil hale gelmektedir. (C) yardimli niikleasyon modelinde, PrP* esdegeri
ara formun olusmasi, PrP® molekiiliinin doniisiim faktorine baglanmasiyla gergeklesir. Bu
modelde PrP%, PrP® nin déniisiimiinde ve yanlig katlanmasinda etkili olan tohum gibi davranan bir

oligomerdir.
1.5 Koyunlarda Klasik Scrapie

Daha 6nce de bahsedildigi gibi, klasik scrapienin koyun popiilasyonlarinda
bir hastalik oldugu ilk kez 1732 yilinda Avrupa’da ortaya konmustur (Schneider
et al., 2007). Hastaligin genis yayilimi, irklarin Kalitesini ve yerli irklarin ticaretini
artirma  girisiminin  sonucu olarak 19. yiizyll baslarinda kendiliginden
gerceklesmistir (Brown and Bradley, 1998).
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1.5.1 Klasik scrapie bulasma yollari

Son zamanlarda scrapienin bulagsma yoOntemiyle ilgili uzun tartigmalar
yogunlagsmis olmasina ragmen kesin bulasma yolu tam olarak ¢6ziimlenememistir.
Bulagma, ya direkt temasla ya da g¢evre kirliligiyle gerceklesmektedir. Klasik
scrapie genel olarak siiriiler arasinda ya da iginde yatay yayilim gostermektedir
(Pattison et al., 1972). Yatay bulasma, kuzulama sirasinda ve c¢evre kirliligi
vasitasiyla gergeklesmektedir (Tuo et al., 2001; Mclintyre et al., 2008). Hastaligin
esas bulagma yolu oral yoldur (van Keulen et al., 2008). Klinik 6ncesi, koyunlar
oral kaviteden PrP> salgilamakta bu nedenle siiriideki diger havyalar ve besin
yalaklarin1 enfekte etmektedirler (Gough et al., 2012). Kuzulama sirasinda
plasenta ve amniyotik sivinin etrafa dokiilmesinin ve bunlarin diger koyunlar
tarafindan tiiketilmesinin, siiri i¢indeki en O©nemli bulasma yolu oldugu
varsayllmaktadir (Hoinville, 1996). Plasentaya ek olarak PrP>°, rektal mukozada
(Espenes et al., 2006), siit bezlerinde (Ligios et al., 2005), tiikiiriikk bezlerinde
(Vascellari et al., 2007), bobreklerde (Siso et al., 2006), deride (Thomzig et al.,
2007), kaslarda (Andreoletti et al., 2004), ti¢iincii géz kapaginda (O'Rourke et al.,
2000) ve dil papillerinde (Casalone et al., 2005) de bulunmaktadir.

Ayrica scrapie ajaninin bulasic1 6zelligini koruyarak ve parcalanmaya
direng gostererek c¢evresel ortamda yillarca bulunabilecegi gdsterilmistir
(Madisson et al., 2010; Genovesi et al., 2007; Wiggins, 2009; Smith et al., 2011).
Plasenta ve amniyotik sivinin yani sira, elde edilen sonuclar, genetik olarak
scrapieye duyarl koyunlara hastaligin bulasmasiyla ilgili, diski, siit, tiiktirtik, {ire,

ter ve deri dokiintiilerinin de olasi rolii oldugunu belirtmektedir.

Koyunlardaki iyatrojenik klasik scrapie yayilmasi Birlesik Kralliktaki bir
vakada rapor edilmistir. Geng¢ koyunlarin beyin, omurilik ve dalak dokular1 ovin
ensefalomiyelite karsi etkisiz asiyr yonetmek i¢in kullanilmistir. Bu asinin
tiretimi, bir grup siirlide scrapie salgininin nedeni olarak belirlenmistir (Prusiner,
1982).
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1.5.2 Klasik scrapienin klinik belirtileri

Klasik scrapiedeki klinik semptomlarn farkli 1k, bolge ve iilkelerde
degisim gostermesinde, yillarca bircok iilkede scrapienin belirlenememesinin
aciklamasi olabilecek, hayvanin genotipi ve hastaligin evresi etkili olmaktadir
(Ulvund, 2008). Hastaligin vejetaryenler tarafindan fark edilmemesi, belirsiz bir
baglangicinin  olmasi ve klinik evrenin yavas ilerlemesi, hastaligin
tanimlanamamasinin nedenlerini olusturmaktadir. PrP genotipinin yeni bilgileri
1s181inda yapilan scrapienin klinik semptomlartyla ilgili ¢alismalar olduke¢a sinirlt
kalmaktadir (Parry and Oppenheimer, 1984).

Erken evrelerde, ataksi ve kasint1 sebebiyle yiin kaybi ilk goze ¢arpan klinik
belirtilerdir (Fast and Groschup, 2008). Scrapienin klinik belirtileri, davranis
degisimleri, hassaslik degisimleri ve hareket degisimleri gibi farkli kategoriler
icermektedir (Ulvund, 2008). Bas dénmesi, 1sirma tepkisi, asir1 duyarlilik, tiikiiriik
salgilama, kasint1 ve kilo kaybi farkli {ilkelerde ve irklarda en ¢ok rapor edilen
klinik belirtilerdir (Copucchio, 2001; Healy, 2003; Vargas et al., 2005). Biitiin
belirtiler her zaman ortaya ¢ikmasa da, genellikle en az birden fazlasi fark edilir.
Hastaligin gelisim siiresince, giigsiizliik artmakta ve dis etkilere karsi asir1 tepki,
goniillii bir sekilde siiriiden uzaklasma gibi davranis degisimleri gézlenmektedir.
Scrapie enfekteli hayvanlarda gozlenen en 6nemli klinik &zellikler, hayvanlarin
mental statiilerindeki, derin algilama durumlarindaki ve motor fonksiyonlarindaki
degisiklikler olarak smiflandirilabilir (Vargas et al., 2005). ilerleyen evrelerde,
istahta bir degisiklik olmamasina ragmen belirgin kilo kaybi olugsmakta ve
sarsilmaktan hayvanin diigmesine sebep olabilecek carpinti belirgin hale
gelmektedir (Hornlimann et al., 2007). Bunlarin sonucunda da o6lim
gergeklesmektedir.

Hastaligin azaltilmasini zorlagtiran bariyerlerden biri, scrapie enfekteli
koyunlarin kesimden sonra beyin materyallerinin histolojik incelemesinde genis
bosluklar tespit edilmesine ragmen, koyunlarin klinik belirti gostermemesidir
(Clark et al., 1994). Buna ek olarak, scrapie akut baslangighi ve kisa siireli
vakalarda da onaylanmis ve etkilenen koyunlar aniden yere yatmis veya 6lii bir
sekilde bulunmustur (Healy et al., 2003; Humphrey et al., 2004).
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1.5.3 Koyunlarda Klasik scrapieye karsi genetik duyarhhk

PrP genindeki polimorfizmlerin, koyunlarda scrapieye karsi duyarlilik ve
diren¢ degisiminde etkili olugu gosterilmistir (Hunter et al., 1996). Ekzon I1I’deki
acik okuma cercgevesi kesintisiz olup, 256 amino asitlik bir protein kodlamaktadir.
Koyunlarda klasik scrapie enfeksiyonuna karst duyarlilik ve direng¢ seviyesine
prion proteinindeki 3 polimorfik kodon (136, 154 ve 171) etki etmektedir
(Clouscard et al., 1995; Thorgeirsdottir, 1999; lkeda et al., 1995; Goldmann,
2008). Polimorfizmlerin ¢ogunlugu DNA’daki tek niikleotid polimorfizlerinden
(SNP) olugmakta ve bunlar tek amino asit degisimine neden olmaktadir. PrP
polimorfizmleri hastaliga karsi duyarlilia ek olarak, hastalifin inkiibasyon
stiresini ve klinik belirtilerini de etkilemektedir (Eiden et al., 2011).

Gendeki polimorfizmlerin koyunlarin duyarlilik ve direng derecesiyle iliskili
oldugu bilinmekte ve 136. kodonda Valin (V136) veya Alanin (A136), 154.
kodonda Arjinin (R154) veya Histidin (H154) ve 171. kodonda Glutamin (Q171),
Histidin (H171) veya Arjinin (R171) amino asitleri bulunabilmektedir (Tongue,
2004; Vaccari et al., 2001). Polimorfizmlerin neden oldugu ve tim diinyada
yayilis gosteren 5 farkli allel (ARQ, VRQ, AHQ, ARR and ARH) bulunmakta ve
bunlar 15 ¢esit genotip olusumuna yol agmaktadir (Golgmann, 2008). Bir¢ok
calisma VRQ/VRQ genotipinin, scrapie gelisiminde yiiksek risk tasidigini ve
inkiibasyon siiresinin kisa olup hizli 6liimiin gergeklestigini gostermis, ek olarak
homozigot ARR/ARR genotipinin yiiksek direngle iliskili oldugunu ve
inkiibasyon sliresinin yasam siiresinden uzun oldugunu ortaya koymustur (Belt et
al. 1995; Hunter et al., 1996; Hunter, 1997). Sadece AHQ, ARH ve ARQ
allellerini iceren genotip kombinasyonlarin klasik scrapieye karsi genetik direnci,
yine bu alleleri iceren ve VRQ alleli ile kombine olan genotiplere oranla daha
azdir. Ancak adi gegen alleller ARR alleli ile kombine oldugu zaman (ARR/AHQ),
ARR/ARH, ARR/ARQ) genetik direng artar. Karsilastirilacak olursa, ARR/VRQ
genotipli hayvanlar klasik scrapieye karst daha duyarhdir.

Sonug olarak, PrP genotipleri Biiyiik Britanya’da uygulanan Ulusal Scrapie
Plan’inda (NSP) listelendigi gibi 5 risk grubunda (R) siniflandirilmakta ve
duyarlilik seviyesi arttikga R1’den R5’e dogru gruplandirilmaktadir (tablo 1.2).
Bu risk gruplar simiflandirilmasi, Avrupa birligi hayvancilik ve scrapie hastaligi
imha programlarinin temeli olarak kabul edilir (Tongue et al., 2004).
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Tablo 1.2: PrP genotipleri ve klasik scrapie risk seviyeleri

En yiiksek Genetik Diisiik Genetik En yiiksek
Genetik Direngli ( R2) Genetik Duyarli (R4) Genetik
Direngli (R1) Direngli ( R3) Duyarli (R5)

ARR/ARR ARR/AHQ AHQ/AHQ ARR/VRQ ARQ/VRQ
ARR/ARH AHQ/ARH ARH/VRQ
ARR/ARQ AHQ/ARQ AHQ/VRQ
ARH/ARH VRQ/VRQ
ARH/ARQ
ARQ/ARQ

R1, R2, R3, R4, R5 risk gruplaridir ve risk R1’den R5’e dogru artmaktadir.

Yapilan ¢alismalar, 154. ve 171. kodonlardaki polimorfizmlerin duyarli
hayvanlarda inkiibasyon siiresini etkiledigini ortaya koymus (Hunter et al., 1996),
ayrica koyunlardaki AC151RQ, AT137RQ ve ARQK176 genotiplerinin direng ve
uzun inkiibasyon siiresiyle iligkili oldugunu belirtmistir (Acin et al., 2004;
Thorgeirsdottir et al., 1999). Buna ek olarak, 136., 154. ve 171. pozisyonlardaki
polimorfizmlere ilaveten, 137. ve 176. pozisyonlardaki polimorfizmlerin scrapie
ve bovin siingerimsi ensefalopatiye karsi koruma artistyla baglantili oldugu
gosterilmistir (Vaccari et al., 2007; Vaccari et al., 2009). ARK veTRQ allellerinin
hastalik duyarliliginda etkili oldugu bilinse de (Billinis et al., 2004; Gombojav et
al., 2003; Guo et al., 2003), diisiik frekansli olmalar1 nedeniyle TSE genotip
siniflandirilma sisteminde bulunmamaktadirlar (Dawson et al., 1998). Ovin PrP
genindeki diger polimorfizmler de 83, 101, 112, 116, 127, 138, 141, 172, 175,
176, 180, 189, 195, 196, 211, 231, 237 ve 241. kodonda belirtilmistir
(Thorgeirsdottir et al., 2002; Tranulis et al., 1999; Vaccari et al., 2001).

1.6 Koyunlarda Atipikal Scrapie (Nor98)

Atipikal scrapie (Nor98), 1998 yilinda tespit edilen, PrP*’nin molekiiler
ozelliklerinin ve histopatolojik lezyonlarimin klasik scrapieden farkli olmasi
nedeniyle fark edebilen scrapie formudur (Benestad et al., 2003). Bu siire
zarfinda, koyunlarda benzer vakalar Belgika (De Bosschere et al., 2004), Fransa
(Arsac et al., 2007), Almanya (Buschmann et al., 2004), irlanda (Onnasch et al.,
2004), Birlesik Krallik (Everest et al., 2006) ve Isve¢’te (Gravier-Widen et al.,
2004) de rapor edilmistir.
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Atipikal scrapie genel olarak, klasik scrapieye gore daha yasl hayvanlarda
goriilmektedir. Norveg’te goriilen atipikal scrapie vakalarindaki hayvanlar
yaklasik 6-7 yaslarinda iken, klasik scrapie 2-4 yasindaki hayvanlarda ortaya
cikmaktadir (Norwegian Scientific Committee for Food Safety, 2007).

Yakin zamanda Isve¢ koyunlariyla yapilan ¢alismanin sonuglari, atipikal
scrapienin biyo-gesitliliginin tahmin edilenden daha biyiik oldugunu ifade
etmektedir. Bu durum kiigiik ruminantlardaki TSE gozetiminin 6rnekleme ve test
metotlarini etkilemektedir (Nentwig et al., 2007).

Dogal ve deneysel vakalardan alinan periferal doku 6rneklerinde anormal
PrP tespit edilememis fakat yakin zamanda hem dogal hem de deneysel atipikal
vakalardan elde edilen bilgiler, PrP*® eksikligi olan hayvanlarin iskelet kaslarinda,
periferal sinirlerinde ve lenfoid dokularinda diisiikk seviyede infektivite
bulunabilecegini kanitlamistir (Adreoletti et al., 2011; Simmons et al., 2011).

1.6.1 Atipikal scrapie bulasma yollari

Atipikal scrapienin, digsal bir etken olmadan yasli hayvanlarda gergeklesen,
ara sira ve kendiliginden ortaya c¢ikan, PrP’nin katlanma ve metabolizma
bozuklugu oldugu disiiniilmektedir. Analitik epidomiyolojik ¢alismalar, atipikal
scrapienin yayilimini ve koyun siiriileri arasinda her hangi bir iliski oldugunu
desteklememekte ve bu durum, atipikal scrapienin bulasict olmadigini veya klasik
scrapieye gore daha az bulasici oldugunu onermektedir (Hopp et al., 2006).
Hastaligin koyun siiriisiinde dogal olarak bulastifina dair halen bir veri
bulunmamakta ve bu nedenle hastalik olusumu spontane etiyoloji ile uygun
olmaktadir (Benestad et al., 2003; Hopp et al., 2006; Nentwig et al., 2007).
Atipikal scrapie vakalarinin birden fazla oldugu koyun siiriileri tespit edilmistir
(Luhken et al., 2007) fakat bu siiriilerde koyun sayis1 500°1in tizerindedir. Atipikal
scrapeinin bulasiciligiyla ilgili fare (Le Dur et al., 2005) ve koyunlarda (Simmons
et al., 2007) deneysel ¢alismalar yapilmistir. Koyunlardaki atipikal scrapienin oral
bulagiciligi deneysel olarak test edilmis ve bazi pozitif sonuglar hastaligin oral
yolla bulagabilecegini onaylamistir. Ancak bu hastaligin kendiliginden mi
gerceklestigi, bulasici olmayan bir hastalik m1 oldugu veya kiigiik ruminantlarda
sirkiile eden TSE ajan1 gibi mi davrandiglr sonucuna varmak i¢in erken oldugu

diisiiniilmektedir (Simmons et al., 2011).
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1.6.2 Atipikal scrapienin klinik belirtileri

Klasik scrapie vakalari ve Nor98 vakalar1 arasinda, PrP* birikimi, Western
blot ozellikleri, semptomlar ve vakuollesmeyle ilgili farkliliklar bulunmaktadir
(Luhken et al., 2007). Atipikal scrapienin baslica klinik belirtilerini sarsintt,
ataksi, kilo kaybi ve huy degisikligi olusturmaktadir. Hayvanlarin yiiriime
ritminde ve sirkiile hareketlerinde bozukluklar meydana gelebilmektedir.
Kaginttya bagh tily dokiilmesi atipikal scrapie vakalarinda gozlenmemistir
(Epstein et al., 2005; Dagleish et al., 2008).

1.6.3 Koyunlarda atipikal scrapieye karsi genetik duyarhhik

Atipikal scrapie (Nor98) vakalarinda, en sik AHQ/AHQ, AHQ/ARQ ve
ARR/ARR genotipleri tespit edilmektedir (Benestad et al., 2003). 141. kodondaki
polimorfizmin duyarlilikla iliskisi ortaya konmus ve ARQ haplotipli Fenilalanin
(F) varyantinin (AF141RQ) 141. kodondaki diger varyantlardan daha duyarl
oldugu belirtilmistir (Bossers et al., 1996; Moum et al., 2005). Yapilan diger
caligmalarda AHQ/AHQ genotipli koyunlarin atipikal scrapieye karsi en duyarl
oldugu (Orge et al., 2004), hi¢bir vakada kodlanmayan VRQ haplotipinin ise en
direngli oldugu gosterilmistir (Moum et al., 2005).

1.7 Koyun ve Kecilerde BSE

Kiigiik ruminantlarda BSE’ye kars1 duyarlilik, deneysel olarak (Foster et al.,
1993) ve koyun siiriilerindeki dogal BSE vakalariyla belirlenmis (Bellworthy et
al., 2005) ve dogal vakalardan birinde BSE enfekteli ke¢i tespit edilmistir (Eloit et
al., 2005). BSE kontaminasyonlu besin kaynaklarina maruz kaldig: i¢in koyun ve
keci popiilasyonlarinda BSE’nin bulastig1 diisiiniilmekteydi (Kao et al., 2003).

Son zamanlarda yiizlerce koyun ve ke¢i TSE vakalarin karakteristik
testlerinde, bazi sonuglar yetersiz olsa da pozitif BSE tespit edilememistir
(European Comission, 2012). BSE ve scrapienin kii¢iik ruminantlarda benzer
klinik semptomlar gostermesi (Gonzalez et al., 2005; Foster et al., 2001),
scrapienin ger¢ek BSE vakalarinin varligini maskelemesine neden olmaktadir
(Houston and Gravenor, 2003). Yapilan ¢alismalar, insan hiicresel prion proteinini
eksprese eden transgenik farenin, koyun ve kegilere gegmis BSE enfeksiyonuna
kars1 bovin BSE’den daha fazla duyarlilik gosterdigini ortaya koymustur (Padilla
etal., 2011, Plinston et al., 2011).
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1.8 Orta Dogu ve Filistin’de TSE

Orta Dogu’daki ¢iftlik hayvan popiilasyonlarinin TSE ile tanisma riskinin
diisiik olmasimin nedeni, kesilen koyun ve keci atiklarmin yerel hayvancilikta
besin kaynagi olarak kullanilmamasidir (Rapopport and Shimshony, 1997).

Orta Dogu iilkeleri geleneksel ticaret rotasinin Sudan, Somali, Tiirkiye and
Pakistan’dan Arap iilkelerine dogru oldugu bilgisini, Diinya Hayvan Saglig
Orgiitii (OIE) ve Gida ve Tarim Orgiitiine (FAO) rapor etmistir. Buna ek olarak,
hayvan ve et akis1 da Orta Dogu iilkeleri disindaki, genel olarak Avustralya, Yeni
Zelanda, Bulgaristan, Romanya ve Giiney Amerika gibi iilkelerden yapilmaktadir.
Gida ve Tarmm Orgiitiiniin (FAO) raporlarina gore Filistin, Orta Dogu iilkeleri
veya disindaki iilkelerden hem canli koyun ve ke¢i hem de her iki tiiriin etini ithal
etmektedir. Orta Dogu’nun ¢ogu bolgesinde ¢iftlik hayvanlar yetistiriciligi, ortak
meralarda koyun ve kegilerin otlanmasina bagli bir yonetim sistemine
dayanmaktadir. Otlaklarin fazla otlatilmasi nedeniyle, depolanacak besin kanagi
arayisi kilometrelerce yayilabileceginden, iyi otlak arayisi genellikle ulaslararasi
sinirlart reddetmektedir. Bu nedenle, klinik hasta veya sadece patojen tastyici
hayvanlar, iilkeler arasinda patojen aktarimina neden olmustur. Hayvanlarin ve
hayvansal triinlerin ticareti, seyir halindeki gé¢ebe popiilasyonlarla bu riski daha
da arttirmistir. Hayvan ve hayvansal iriinlerin bu biyiik ticaretinin (her zaman
saglik gozetiminde gergeklesmeyen) Orta Dogu iilkelerindeki yayilmanin

sorumlusu olabilecegi diistiniilmiistiir.

1995 yilina kadar, Orta Dogu’da birkag scrapie vakasi bulunmaktaydi.
Kibris’ta 1995, Filistinin isgal bolgelerinde ve Liibnan’da 1993, Birlesik Arap
Emirliklerinde 1975 yilinda scrapie rapor edilmistir (Rapopport and Shimshony,
1997).

Golan Tepeleri’nde 10 yasindaki bir inek, Bovin Siingerimsi Ensefalopatiye
bagl olarak 2002 yilinda, siit damlamasina ek olarak ataksi, istemsiz hareket gibi
sinirsel semptomlarla karakterize iki giinliik bir hastalig1 takiben 6lmiistiir (Perl et
al., 2003). Mikroskobik incelemelerde vakiilasyon  gbzlenmis ve
immiinohistokimyasal test de Prp* icin pozitif sonu¢ vermistir. 2002 yilinda
enfekte inegin yavruladigi ikizler, sirayla Gtenazi yapilmis ve BSE icin test
edildiklerinde testin negative oldugu goriilmiistiir. Bu olaydan sonra kesilen biitiin

biiyiik bas hayvanlar, insan tiiketimine sunulmadan 6nce test edilmistir.
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Bagka bir BSE vakasinin bulunmamasi nedeniyle bu ilk ve tek vaka
sporadik olarak siniflandirilmistir. BSE’nin bolgeye girmesini Onlemek icin
ozellikle Veteriner Servisi ve Hayvan Sagligi (VSAH) cesitli onlemler almigtir
(World Organization for Animal Health-OIE, 1998). Bunlar arasinda, Birlesik
Krallik’tan 1998’e, diger efektif iilkelerden 1990°a kadar ¢iftlik hayvanlart etinin
ve kemik yemeklerinin girisinin yasaklanmasi vel996’ya kadar lokal memeli
materyalinin geri doniisiimiiniin engellenmesi gibi dnlemler de bulunmaktaydi.
Farkli bir goriis, BSE vakasiin 1986-1990 yillar1 arasinda, o siirecte risk iilkeleri
kabul edilen 5 avrupa iilkesinden ithal edilen kemik yemeklerinin neden olacagina
inanmaktaydi (Nitzan-Kaluski and Leventhal, 2003; Yakobson et al., 2004).

Yakin zamanda TSE igin bir anket gelistirilmis ve Orta Dogu’nun OIE
Bolgesel Komisyonuna {liye iilkelere gonderilmistir (Economides, 2003). Anket
gonderilen {ilkelerde Kibris’ta koyun ve kegilerde goriilen dort klasik scrapie
vakasi diginda higbir lilkede BSE ve vCJD vakasi rapor edilmemistir (Gurel et al.,
2013). 180 bolgenin bulundugu Diinya Hayvan Saghg Orgiitii kayitlari,
Filistin’in resmi Orgiit iiyesi olmamasi nedeniyle Filistin bdlgesindeki TSE

gozlemlerini igermemektedir (OIE, 2015).

Bugiinlerde Filistin, iilkelerin Veteriner Servislerini OIE standartlarina
uygun bicimde ulusal, bolgesel ve ulaslararasi seviyede gelistirmek i¢in diinya
caginda bir program olan veteriner servisleri performansi uygulamasina ge¢mistir
(OIE, 2016). insan TSE hastaliklartyla ilgili Orta Dogu’da herhangi bir vaka rapor
edilmemistir ancak her yi1l Libya ve diger Kuzey Afrika iilkelerinden kdkenlenmis
Yahudi ailelerinde birka¢ familial CJD teshis edilmektedir (Nitzan-Kaluski and
Leventhal, 2003).

1.9 Filistin’deki kiiciik ruminant popiilasyonlar:

Filistin’de 2013 yilinda yapilan ¢iftlik hayvanlar1 arastrimasina gore Filistin
bolgesinde yetistirilen koyun ve ke¢i popiilasyonlarinin sonuglar1 gosterilmistir.
(Tablo 1.3) (Palstinian Central Bureau Statistics, 2013). Filistin’deki kiigiik
ruminantlarin biiylik cogunlugu, klasik ve atipik scrapieye kars1 y direng gosteren
Asaf ve Ivesi gibi yerli rklardir (Gootwine et al., 2008). Ulke kiiciik olmakla
birlikte, biiyilk ruminant popiilasyonlarinin epizootik hastaliklarin potansiyel
rezervuarl olabilecek komsu iilkelerle dogal bariyeri bulunmamaktadir. Filistin

yiiksek iiretim performansindan dolayi, veteriner servisi ve hayvan sagliginin
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iistlendigi ihtiyati Onlemlere ragmen, hastalik kaynagi olarak nitelendirilmistir
(Shimshony, 1992).

Tablo 1.3: Filistin’deki ¢iftlik hayvanlar1 popiilasyonu

Koyun 660.335
Keci 730,894
Sigir 17,732
Deve 1,595

1.9.1 Asaf ve Ivesi koyun irklar

Filistin’deki koyun wklarmm %52.9 unu Ivesi, %35.7sini Asaf, %]11lini
capraz 1k ve %0.4iinii diger iklar olusturmaktadir. Yerli Ivesi irklar et, siit ve
yiin iiretiminde kullanilmakta, %86.11 disi olup siit iiretimini i¢in %13.9u erkek
olup et iiretimi icin yetistirilmektedir. Ivesi koyunlar1 sezonsal iiremekte

(¢iftlesme yilda bir kez) ve siit iiretimi yaklagik 80-150 kg arasinda olmaktadir.

Asaf k1 ilk kez 1955 yilinda isgal altindaki Filistin bolgesinde, yerli ivesi
ve dogu isvigre friesianinin caprazlanmasi sonucu meydana gelmistir. Irkin
%79.8i disi olup siit dretimini igin %?20.2si erkek olup et dretimi igin
yetistirilmektedir. Biitiin hava kosullarina kars: toleransli olmasi, Ivesiden daha
fazla siit lretimi yapmasi, et kalitesinin yiiksek olmasi ve hastaliklara kars
direngli olmasi Asaf wkinin en biiylik avantajlaridir. Irk sahip oldugu bu
avantajlar nedeniyle, Urdiin, Portekiz ve Ispanya dahil bir ¢ok iilkeye ihrag
edilmistir. Diger irklar, Somali, Sudan ve Isvigre’den ithal edilmistir ve et,siit

tiretiminde kullanilmaktadir (Palestinian Central Bureau of Statistics, 2013).
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1.9.2 Filistin’deki koyun ve kegilerde scrapie hastaligi

Scrapie hastaligi ilk kez 1993 yilinda, Filistin’in kuzeyinde (Shefa’Amr)
bulunan bir siirtideki 11 koyun ve 2 Sannen kegisinde teshis edilmistir. Hastalik
klinik ve histopatolojik olarak 2 koyunda teshis edilmis ancak hastaligin kdkeni

belirlenmeden biitiin siirii 6nlem amagli imha edilmistir (OIE, 1994).

1996 yilinda kuzey Filistin’de ayn1 kasabadaki 3 kiigiik siiriide klinik olarak
scrapie siipheli 5 koyun gozlenmistir. Tek klasik scrapie vakasi Asaf koyun
stiristinde belirlenmistir ve dogrulamak i¢in klinik ve histopatolojik uygulamalar
yapilmistir. Geriye kalan koyunlar kesilerek imha edilmis ve otoklavlanmistir.

Biitiin hayvanlarda beyin histopatolojisi igin otopsi yapilmistir (OIE, 2002).

Filistin’in kuzey bolgelerinde 2002 yilinda, iki farkli bolgedeki iki koyun
stirisiinde iki scrapie vakasi rapor edilmistir. Toplamda ikisi scrapieli 812 hayvan
imha edilmistir. Yerli Asaf irkindaki ilk vaka Golan Tepelerinde goriiliirken,
ikinci vaka Akko’da Merinos ve Dorper koyunu caprazlama siiriilerinde
goriilmustlir. Histopatolojik ve immiinohistokimyasal tani testleri kullanilmig
ancak bulasict ajanin kaynagi bulunamamistir. Her iki siirii de insanca otenazi

yapilmig ve ihtiyati 6nlem igin yakilarak imha edilmistir (Nir, 2002).

2008 yilinda, isgal altindaki Filistin bolgesinin giineyinde scrapie hastaligi
rapor edilmistir. Kiiciik bir koyun siiriisiindeki bir koyunda esme, tiikiiriik
salgilama, zayiflama, kasint1 ve 6liim gibi klinik belirtiler goriilmiistiir. Tan1 i¢in
hizli tanmi testleri, optik mikroskobi ve immiinohistokimyasal testler yapilmis ve
hepsinde pozitif sonug elde edilmistir. Hayvan saglig1 ve veteriner servisine gore
salginlarin kaynagi veya enfeksiyonun kokeni yeni canli hayvanlar igin
baslangicti. Enfekte bir disi koyunun iki kuzusunun itlaf edilmesi ve siiriinii

hareket kontroliiniin saglanmasiyla ihtiyati 6nlemler alinmistir (Galon, 2012).

2009 yilinda Beytiillahim’deki bir ¢ift¢i bazi hayvanlarinda degisik klinik
belirtiler gézlemlemistir. Ciftlik 70 stipheli koyundan olugsmaktaydi. 3 vaka tespit
edilmis ve bunlardan 1ki tanesi  Olmiistiir.  Scrapie enfeksiyonu
immiinohistokimyasal  testlerle = dogrulanmig ancak  hastaligin  kokeni
bulunamamis, neticesiz kalmistir. Sonug olarak, biitiin ihtiyati 6nlemler alinmis ve
iilke icindeki hareket, goriintiileme, dezenfeksiyon ve karantina gibi kontroller

uygulanmigtir (Seyam, 2009).
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Giliniimiize kadar Filistin’deki kegilerde herhangi bir scrapie vakasi rapor
edilmemis, yanisira ne yerli irklarda ne de ithal irklarda kecilere iliskin bir

gbzetleme galismasi yapilmamistir.

% of alerts

0 || EEE

Sekil (1.5): 2007 yilindan itibaren scrapie uyar1 dagilimi: Sekil dinyadaki scrapie hastaligi
uyartlarinin - dagilimini  gostermektedir. Hastalikla ilgili sonuglara bagli olarak degerler
giincellenmistir. En yiiksek deger 24.14 ile Amerika Birlesik Devletleri iken, Filistin’deki uyari
yiizdesi (%) 2009 yilinda yapilan son giincellemeyle 5.14e ulagmustir. Her {ilkenin uyar1 degeri
ilkede hastalikla ilgili uyari sayisinin, tiim {ilkelerdeki uyar1 sayisina orani seklinde

hesaplanmigtir. (Saglik Haritasi, Scrapie Hastaligi, Filistin Bolgesi - OIE, 2009).
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Sekil (1.6): 2007 yilindan itibaren her iilkenin scrapie alarm orani: Sekil her iilkedeki scrapie
hastaliginin oranini1 gostermektedir. En yiiksek deger 1.04 ile Norveg iken, Filistin’deki oran 0.31e
ulagmugtir. Ulkelerdeki scrapie hastalik orani, iilkede scrapie ile ilgili uyari sayismin, iilkedeki tiim
hastaliklarla ilgili uyar1 sayisina orani seklinde hesaplanmistir. (Saglik Haritasi, Scrapie Hastaligi,

Filistin Bolgesi - OIE, 2009).
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2. MATERYAL ve METOTLAR

2.1 Hayvanlar ve Ornekler

Bu caligmada Filistin yerli koyun irklarina ait dort sehirden rastgele

secilmis, klinik agidan saglikli 38 koyun calisilmustir: 4 siirii ivesi koyunlar1 (n=

17) ve 5 siirii Asaf koyunlar1 (n=21). Siiriilerin biiyiikliigii onlarca hayvandan

olusan kiiciik siiriilerden 500’den fazla hayvandan olusan biiylik siiriilere kadar

degismekte iken beslenme sekli otlatmadan yedirmeye kadar degismektedir. Kan

ornekleri Filistin Veterinerlik Hizmetleri (Gazze, Filistin) tarafindan EDTA igeren

tiiplere alinarak toplanmistir (tablo 2.1).

Tablo 2.1: Bu ¢aligmaya iligkin alinan 6rnekler hakkinda bilgi

Ormek no. | Irk | Cinsiyet | Yas (yil) | Ornek Irk | Cinsiyet | Yas (y1l)
no.
1 fvesi disi 3 20 Asaf disi 3
2 Ivesi disi 3 21 Asaf disi 3
3 Ivesi disi 4 22 Asaf disi 3
4 Ivesi | erkek 2.5 23 Asaf | disi 35
5 Ivesi | erkek 3 24 Asaf | erkek 3.5
6 Ivesi | erkek 35 25 Asaf | disi 4
7 Ivesi | erkek 35 26 Asaf | disi 2.5
8 Ivesi | erkek 2.5 27 Asaf | disi 3
9 Ivesi disi 4 28 Asaf | erkek 45
10 Ivesi | disi 3 29 Asaf | erkek 3
11 Ivesi | erkek 35 30 Asaf | erkek 3
12 Ivesi | erkek 3 31 Asaf | erkek 3.5
13 Ivesi | erkek 4 32 Asaf | disi 35
14 Ivesi | erkek 3 33 Asaf disi 3
15 Ivesi | erkek 4 34 Asaf | erkek 2.5
16 Ivesi | erkek 3 35 Asaf | erkek 4
17 Ivesi disi 4 36 Asaf | erkek 4
18 Asaf disi 3.5 37 Asaf | erkek 3.5
19 Asaf disi 2.5 38 Asaf | erkek 3.5
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2.2 Kandan Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA, kan 6rneklerinden Patho Gene - spin DNA/RNA Extraction
Kit (iNtRON) kullanilarak, manuel olarak izole edilmistir. Elde edilen genomik
DNA, ultrasaf suda ¢ozdiiriilerek son hacmi 200 ul olacak sekilde -20 ° C’de
saklanmigtir. DNA izolasyonu islemi Ege Universitesi Molekiiler Biyoloji
Laboratuvarlarinda (izmir, Tiirkiye) gergeklestirilmistir. izolasyon prosediiriiniin
dogrulugunu kontrol etmek i¢in, elde edilen genomic DNA %2’lik agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilmiistiir. Elektroforez, 1X TAE tamponda 100 V’de 30
dakika boyunca gerceklestirilmistir.

2.3 PrP Geninin Cogaltilmasi

2.3.1 Primer dizaym

PrP geninin kodlama yapan bdlgesi (GenBank aksesyon numarast M31313
olan, 24. ve 912. niikleotitler arasinda bulunan), NCBI (National Center of
Biotechnology Information)’daki Primer Blast Tool yardimiyla spesifik olarak

dizayn edilmis bir primer ¢ifti ile cogaltilmistir (tablo 2.2) (sekil 2.1).

Tablo 2.2: dizayn edilen primere ait bilgi:

. Sekans uzunlugu
gen | primer Sekans
(bp)
Forward
) 5’-CGTGGGCATTTGATGCTGACAC- 3’ 22
primer
PrP | Reverse
orimer 5’-GCTGCAGGTAGACACTCCCTC-3 21
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CTGCAGACTTTAAGTGATTCTTAMepelclclorUNNNEY UKEIGUNEINOINSCCTCTTTATTTTGCAGAGAA

GTCATCATGGTGAAAAGCCACATAGGCAGTTGGATCCTGGTTCTCTTTGTGGCCATGTGGAGTGA
CGTGGGCCTCTGCAAGAAGCGACCAAAACCTGGCGGAGGATGGAACACTGGGGGGAGCCGATACC
CGGGACAGGGCAGTCCTGGAGGCAACCGCTATCCACCTCAGGGAGGGGGTGGCTGGGGTCAGCCC
CATGGAGGTGGCTGGGGCCAACCTCATGGAGGTGGCTGGGGTCAGCCCCATGGTGGTGGCTGGGG
ACAGCCACATGGTGGTGGAGGCTGGGGTCAAGGTGGTAGCCACAGTCAGTGGAACAAGCCCAGTA
AGCCAAAAACCAACATGAAGCATGTGGCAGGAGCTGCTGCAGCTGGAGCAGTGGTAGGGGGCCTT
GGTGGCTACATGCTGGGAAGTGCCATGAGCAGGCCTCTTATACATTTTGGCAATGACTATGAGGA
CCGTTACTATCGTGAAAACATGTACCGTTACCCCAACCAAGTGTACTACAGACCAGTGGATCGGT
ATAGTAACCAGAACAACTTTGTGCATGACTGTGTCAACATCACAGTCAAGCAACACACAGTCACC
ACCACCACCAAGGGGGAGAACTTCACCGAAACTGACATCAAGATAATGGAGCGAGTGGTGGAGCA
AATGTGCATCACCCAGTACCAGAGAGAATCCCAGGCTTATTACCAAAGGGGGGCAAGTGTGATCC
TCTTTTCTTCCCCTCCTGTGATCCTCCTCATCTCTTTCCTCATTTTTCTCATAGTAGGATAGGGG
CAZ—\CCTTCCTGTTTTCATTZ—\TCTTCTTZ—\Z—\TCTTTGCCAGGTTGGGG
EECCTGTAGTGGTGGTGTCTCATTTCTTGCTTCTCTCTTGTTACCTGTATAATAATACCCTTGGC
GCTTACAGCACTGGGAAATGACAAGCAGACATGAGATGCTATTTATTCAAGTCCCATTAGCTCAG
TATTCTAATGTCCCATCTTAGCAGTGATTTTGTAGCAATTTTCTCATTTGTTTCAAGAACACCTG
ACTACATTTCCCTTTGGGAATAGCATTTCTGCCAAGTCTGGAAGGAGGCCACATAATATTCATTC
AAAAAAACAAAACTGGAAATCCTTAGTTCATAGACCCAGGGTCCACCCTGTTGAGAGCATGTGTC

CTGTGTCTGCAGAGAACTATAAAGG

Sekil 2.1: Koyun (Ovis aries) PrP geninde primer baglanma bolgesi.

FIEIORINEIMCGTGGGCATTTGATGCTGACAC
REVCIRERINEIMGAGGGAGTGTCTACCTGCAGC

2.3.2 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR reaksiyonunu ger¢eklestirmek i¢in, hedef bolgeyi iceren DNA kalibu,
gene spesifik primerler ve diger reaksiyon bilesenleri (table 2.3) programlanmis
olan PCR (thermo-cycling) cihazi kosullarina (table 2.4) aktarilmistir.
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Tablo 2.3: PCR reaksiyonu asagidaki bilesenler ile birlikte 30 ul’lik total hacime ayarlandi:

Bilesen Hacim
DNA kalib1 S5ul
Forward primer 0.3 ul
Reverse primer 0.3 ul
5X Master mix 6 ul
PCR grade water 18.4 ul
Total hacim 30 ul
Tablo 2.4: PCR reaksiyonu igin thermo-cycling kosullart:
Asama Sicaklik Zaman Dongii (Cycle)
Baslangic 94 °C 3dk 1
denatiirasyonu
Denatiirasyon 94 °C 45 sn
Annealing 57 °C 45 sn 35
Elongasyon 72 °C 1 dk
Son elongasyon 72°C 5dk 1
Bekleme 4°C 0 -
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PCR f{irlinliniin kalitesi %1.5’1lik agaroz jel elektroforezi (1X TAE tamponu,
100 V, 30 dakika boyunca) ile 100bp’lik DNA ladder kullanilarak analiz
edilmigtir. DNA ladder PCR iiriinlerinin yaninda bunulan boyut ve

konsantrasyonu belirlemeyi saglayan molekiiler bir marker olarak kullanilmistir.
2.4 Sekanslama

Sekanslama, Sanger ABI 3730XL sekans cihazi kullanilarak GATC
BIOTECH. A.G. (Almanya) sirketinden hizmet alim1 seklinde gerceklestirilmistir.

2.5 Polimorfizmlerin Taranmasi

PrP sekanslar1 elde edildikten sonra, kodon 136, 154 ve 171°deki tek
niikleotit polimorfizmleri MEGA 6 programi kullanilarak incelenmistir. Bu kodon
bolgelerine ilaveten, ek polimorfizmler de taranmistir.

2.6 Istatistiksel Analiz

Bulunan genotip frekanslar1 asagidaki sekilde hesaplanmustir:
Fij = Njj I'N

N total koyun sayisini gosterirken, nj; ise 1j genotipine sahip koyun sayisini

gostermektedir.
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3. SONUCLAR

Iki yerli Filistin koyun irkina ait 38 koyunda PrP geni aminoasit
sekanslarinin analizi sonucu, A’nin kodon 136’da (frekansi= 0.9868), Q’nun ise
kodon 171°de (frekansi= 0.8157) daha sik goriildiigii bulunmustur. Her iki koyun
irkinda da ARR, ARQ, ARH, AHQ ve VRQ olan bes yaygin allelin herbiri
saptanmistir. Ayrica kodon 12 ve 23’de olmak {iizere iki farkli polimorfizm

tanimlanmustir.

6 allele ait gen frekans1 (ARQ, ARR, ARH, AHQ, VRQ ve ARL), Ivesi ve
Asaf koyun wrklarinda arastirilmig ve tablo 3.1°de gosterilen sekilde verilmistir.
Her iki irkta da scrapie hastaligina diisiik direng ile iliskisi bilinen ARQ allelinin
0.7647 ve 0.7619 frekanslari ile sirasiyla Ivesi ve Asaf irklarinda en yiiksek
oranlarda oldugu bulunmustur. Direngle iliskili allel olan ARR, yalmzca Ivesi
irkinda saptanmis olup frekansli 0.2058°dir. Scrapie hastaligina diisiik direng ile
iliskili oldugu bilinen AHQ alleli, Ivesi irkinda bulunmayip, Asaf irkinda diisiik
frekansta (0.0714) bulunmustur. Diisiik direng ile iliskili oldugu diisiiniilen ARH
allelinin, Ivesi irkinda bulunmadigi, Asaf irkinda ise diisiik frekansta (0.0952)
oldugu bulunmustur. Scrapie hastaligina en yiiksek duyarhilik ile iliskili allel tipi
olan VRQ alleli, ivesi 1rkinda saptanmamasina karsm, Asaf irkinda ¢ok diisiik
frekansta (0.0238) saptanmistir. Ayrica ARL alleli, Ivesi ve Asaf rklarinda diisiik
frekansta belirlenmis olup, frekanslar1 sirasiyla 0.0294 ve 0.0476°dur.

Tablo 3.1: Filistin yerli koyun irklarinda PrP geni allel frekanslari

Allel Ivesi irk1 (n=17) Asaf irki (n=21)
ARQ 0.7647 0.7619
ARR 0.2058 0.0000
ARH 0.0000 0.0952
AHQ 0.0000 0.0714
VRQ 0.0000 0.0238
ARL 0.0294 0.0476

PrP geninde yedi farkli genotipten olusan (ARR/ARQ, ARQ/ARQ,
ARQ/ARL, ARH/ARQ, ARH/ARL, AHQ/ARQ and ARQ/VRQ) polimorfizmler

saptanmistir (tablo 3.2). Genotipler ikinci, liclincii ve besinci risk gruplarina aittir
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(tablo 1.2) (Tongue et al. 2004). Diisiik direngli genotip olan ARQ/ARQ hem
Ivesi hem de Asaf wrklarinda yaygindir. Yiiksek duyarlilikla iligkili genotip olan
ARQ/VRQ sadece bir Asaf koyununda bulunmustur.

Tablo 3.2: Filistin yerli koyun irklarinda PrP genotip frekanslar::

Risk grubu PrP genotipi Ivesi k1 (n=17) Asaf irki (n=21)
2 ARR/ARQ 0.4117 0.0000
3 ARQ/ARQ 0.5294 0.5714
3 ARQ/ARL 0.0000 0.0476
3 ARH/ARQ 0.0000 0.1428
3 ARH/ARL 0.0000 0.0476
3 AHQ/ARQ 0.0000 0.1428
5 ARQ/VRQ 0.0000 0.0476

Kodon 136, 154 ve 171°deki polimorfizmlere ek olarak, iki farkli
polimorfizm tespit edilmistir (V121 ve L23H) (tablo 3.3). L23H polimorfizmi
Ivesi rkindan 8, Asaf irkindan ise 11 koyunda goriilmiistiir. Buna karsin V121
polimorfizmi ise yalniz ARQ/ARQ haplotipi ile birlikte Ivesi irkindan 1, Asaf
irkindan ise 2 koyunda gortilmiistiir. Kodon 12°de GTT yerine ATT bulunmasi, V
(Valin)’nin I (Izoldsin)’ya degisimine neden olurken, kodon 23’de CTC yerine

CAC bulunmasi, L (Losin)’nin H (Histidin)’ye degisimine neden olmaktadir.
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Tablo 3.3: Filistin yerli koyun irklarimin PrP genindeki ek polimorfizmler

Irk Ornek no. Haplotip Ek Homozigot /
polimorfizm polimorfizm Heterozigot
Ivesi ARQ/ARQ L23H Homozigot
Ivesi 4 ARQ/ARQ L23H Homozigot
Ivesi ARR/ARQ L23H Heterozigot
Ivesi 10 ARR/ARQ L23H Heterozigot
Ivesi 12 ARR/ARQ L23H Heterozigot
Ivesi 15 ARR/ARQ L23H Heterozigot
Ivesi 16 ARQ/ARQ V12l Homozigot
Ivesi 16 ARQ/ARQ L23H Homozigot
Ivesi 17 ARR/ARQ L23H Heterozigot
Asaf 18 ARQ/ARQ L23H Homozigot
Asaf 21 ARQ/ARQ L23H Homozigot
Asaf 24 ARQ/ARQ L23H Homozigot
Asaf 25 ARQ/ARQ L23H Homozigot
Asaf 26 ARH/ARL L23H Heterozigot
Asaf 28 AHQ/ARQ L23H Heterozigot
Asaf 29 ARQ/ARQ L23H Homozigot
Asaf 30 ARQ/ARQ V12l Homozigot
Asaf 30 ARQ/ARQ L23H Homozigot
Asaf 31 ARQ/ARQ V12l Homozigot
Asaf 31 ARQ/ARQ L23H Homozigot
Asaf 36 AHQ/ARQ L23H Heterozigot
Asaf 37 ARH/ARQ L23H Heterozigot
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-, 1500 be

Sekil 3.1: ivesi irki koyun PrP genine ait elde edilen PCR iiriinleri (880 bp). (M= 100 bp,
DNA marker).

L,
(,__I,) 1500 bg
. 1300 b¢

1100 bg
900 be

500 bg
100 be

Sekil 3.2: Asaf irki koyun PrP genine ait elde edilen PCR iiriinleri (880 bp). (M= 100 bp,
DNA marker).
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amacityla ARR allel frekansin1 artirmayr iceren uygun 1slah programlari

uygulamanin 6nemini dogrulamaktadir. ARR allel frekansinin Asaf irkinda
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nispeten diisiik olmasi nedeniyle, 1slah programlarinda soyici ciftlestirmeden
kacinilmalidir. Ivesi ve Asaf irklarinda ARR allel frekansini artirmak igin yiiksek
ARR igeren siiriilerden koyun secilmesi tavsiye edilmektedir.
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