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OZET

TURKIYE’DEKI BAZI YEREL KOYUN IRKLARININ
PrP GENOTIPLERI iLE POST KARAKTERLERI

ARASINDAKI KORELASYONUN iNCELENMESI

YOLCU, Askim

Yiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Danismani: Dog. Dr. Cemal UN
Mayis 2012, 49 sayfa

Bu tezin amaci Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan dort yerel koyun irkinin
(Bandirma, Sakiz, Morkaraman ve Kivircik) PrP genotipleri ve post rengi
karakterleri arasindaki korelasyonu arastirmaktir. Bandirma koyun irkina ait 54 ve
Sakiz koyun irkina ait 32 6rnek kullanilmigtir. Genotipleme icin PCR-RFLP
yontemi kullanilmig ve elde edilen genotip verisi GenAlex programi kullanilarak
analiz edilmistir. Literatlirden elde edilen Morkaraman (34 6rnek) ve Kivircik (42
ornek) wrklariin allel ve genotip frekanslari ile birlikte dort irka ait genotipik veri
Arlequin grogrami kullanilarak karsilastirilmistir. Benzer fenotipe sahip irklarin
(Bandirma ve Sakiz) benzer PrP genotipleri ve farkli fenotipe sahip irklarin
(Morkaraman ve Kivircik) farkli PrP genotipleri sergilemesi, PRNP geni ile post
rengi karakterleri arasinda bir korelasyon olabilecegini gostermekle beraber, post

rengi karakterleri ve PrP genotipleri arasinda dogrudan iliski kurmak zordur.

Anahtar sozcukler: Scrapie, PRNP geni, PrP genotipleri, PCR-RFLP
analizi, Bandirma koyun 1rki, Sakiz koyun 1rki, Morkaraman koyun 1rki, Kivircik
koyun 1rka.



Vii

ABSTRACT

INVESTIGATION OF CORELATION BETWEEN PrP
GENETOYPE AND COAT COLOUR CHARACTERISTICSOF

SOME NATIVE SHEEP BREEDSIN TURKEY

YOLCU, Askim

MSc in Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Cemal UN
May 2012, 49 pages

The objective of this thesis was to investigate the corelation between PrP genotype
and coat colour characteristics of four native sheep breeds (Bandirma, Sakiz,
Morkaraman and Kivircik) in Turkey. 54 specimens of Bandirma and 32 specimens of
Sakiz sheep were used. For genotyping PCR-RFLP analysis was used and the data were
analysed using GenAlex software. With the alele and genotype frequencies of
Morkaraman (34 specimens) and Kivircik (42 specimens) sheep from literature,
genotypic data belonging to four sheep breeds were compared using Arlequin software.
Although displaying that breeds with similar phenotypes (Bandirma and Sakiz) have
similar PrP genotypes and that breeds with different phenotypes (Morkaraman and
Kivircik) have different PrP genotypes may show a correlation between PRNP gene and
coat colour characteristics, it is difficult to establish a direct relationship between coat
colour characteristics and PrP genotypes.

Keywords: Scrapie, PRNP gene, PrP genotypes, PCR-RFLP analysis, Bandirma
sheep breed, Sakiz sheep breed, Morkaraman sheep breed, Kivircik sheep breed.
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KISALTMALAR DIZiNi
Kisaltmalar Aciklama
Asn Aspargjin.
BSE Si1g1r stingerimsi ensefalopati.
CID Creutzfeld-Jakob hastaligi.
Cys Sistein.
fCID Ailesel Creutzfeld-Jakob hastaligi.
FFI Olumcl ailesal uykusuzluk.
gCJD Genetik Creutzfeld-Jakob hastaligi.
GPI Glikofosfatidil inositol.
GSS Gerstman-Straussler hastaligi.
iCJD Iatronic Creutzfeld-Jakob hastalig1.
ORF Ac¢ik okuma bolgesi.
PrP Prion proteini.
PRNP Prion protein geni.
PrP© Hiicresel prion proteini.
Prp™= Scrapie prion proteini.
sCID Sporadik Creutzfeld-Jakob hastaligi.
vCID Variant Creutzfeld-Jakob hastaligi.



1. GIRiS
1.1. Prion Molekiilii

Prion proteini (PrP) molekiilii memelilerde tiirden tiire degismekle beraber
ortalama 250 aminoasitten olusmaktadir (Cappai and Collins, 2004) (Sekil 1.1).
Yapisinda bakir baglama yeteneginde bir N-terminal sinyal peptidi (Watts et al.,
2006) ve zar ylizeyine glikofosfatidil inositol (GPI) ile baglanmada rol alan
C-terminal bolgeleri yer alir (Harris, 1999; Cappai and Collins, 2004). PrP yapis1
iizerine yapilan calismalarda N-terminal bdlgenin degisken, C-terminal bdlgenin
ise yiiksek derecede korunmus kiiresel bir yapida oldugu gosterilmistir (Pastore
and Zagari, 2007). N-terminal bolgesinde bir oktapeptit tekrariin dort kopyasi ve
bu kopyalar ile ¢ok yakin benzerlik gosteren bir nonapeptid dizisi bulunmaktadir
(Cappai and Collins, 2004). Bu tekrar dizileri, prion proteini iizerinde dort adet
bakir baglama bolgesi olusturduklar1 i¢cin 6nemlidirler (Watts and Westaway,
2007). Bunun yani sira sisteinler arasinda bir adet disiilfit bag1 ve asparajinler
arasinda iki N-glikozilasyon bolgesi yer alir (Cappai and Collins, 2004) (Sekil
1.1).

S-S
Oktapeptid Tekrar Hidrofobik GPI
Bolgesi Bolge 179 T T
181 197
1 22 51 91 112 127 230 253
L IL 1
T I

N-Terminal Bélgesi C-Terminal Bélgesi

Sekil 1.1. Insan PrP (huPrP) yapisi. Glikozilasyon bolgeleri Asn181 ve Asn197 iizerinde
yer alir. Cys179 Cys214’¢ kovalent bag ile baglidir. Oktapeptid tekrar bolgeleri
tiirler arasinda degismektedir (Pastore and Zagari, 2007 den degistirilerek).

1.1.1. PrP€ (Hiicresel PrP) - Prp* (PrP Scrapie )molekiilleri

PrP¢ (hiicresel prion proteini), GPI kancasi ile hiicre yiizeyine tutunmus bir
hiicre ylizey proteinidir (Harris, 2003). Basta ndral hiicreler olmak {izere diger
bircok hiicre tipinde de sentezlenir (McKintosh et al., 2003).



PrP¢ molekiilii yiiksek oranda o-heliks yapisi igerirken (proteinin yaklagik
%40°’1) daha diisiikk oranda [B-yaprak (proteinin yaklasik %3’l) igermektedir
(Aguzzi and Calella, 2009) (Sekil 1.2a). Bundan farkli olarak PrP* (PrP scrapie)
molekiiliinde ise, proteinin yaklasik %40’ 11 B-yapraklar ve %30 unu ise a-heliks
yapist olusturmaktadir (Aguzzi and Calella, 2009) (Sekil 1.2b).

Sekil 1.2. a) PrP® ve b) PrP5’nin yapist [Mavi renkteki yapilar: a-heliks yapilari, kirmizi
renkteki yapilar: B-yapraklar (Riesner, 2002’den degistirilerek].

Bu yapisal farklara bagli olarak PrP¢ molekiiliiniin sekonder yapist
proteazlar ile muamele edildiginde kolay sindirilebilen ve deterjanlar ile
¢oziinebilen bir yapiya sahiptir (Haltia, 2000; McKintosh et al., 2003). PrP*
molekiilii ise proteazlara karsi dayanikli, iyonik deterjanlarla ¢oziinmeyen ve
patojenik etkiye sahip bir yapidadir (Prusiner, 1998; Prusiner et al., 1998; Haltia,
2000; McKintosh et al., 2003; Tatzelt and Winklhofer, 2004; Gilch and Schiétzl,
2009).

1.2. PrP Molekiiliiniin Sentezi

Diger zar proteinleri gibi PrP“’ler de endoplazmik retikulumda (ER)
sentezlenip bir takim modifikasyonlar gecirdikten sonra golgi aparatinda
gecirecekleri degisimler ile son halini alirlar ve sonrasinda hiicre ylizeyine
aktarilirlar (Harris, 1999; Gilch and Schétzl, 2009). Bu modifikasyonlar sirasinda
N-terminal sinyal peptitinin kesimi, iki farkli bolgeye N-bagli oligosakkarit



zincirinin eklenmesi, bir disiilfit baginin olusmasi, GPI kancasinin baglanmasi
ER’de ve oligosakkarit zincir ile GPI kancasina sialik asit eklenmesi iglemleri ise
golgi aparatinda sirasi ile gerceklestirilir (Harris, 1999) (Sekil 1.3).

Tavuklarda yapilan arastirmalarda tiim modifikasyonlar1 tamamlanmis
PrP“’nin, hiicre yiizeyine aktarildiktan sonra belirli zaman araliklar1 ile (60 dk.)
diizenli olarak zar ylizeyi ve hiicre i¢i boliimler arasinda yer degistirdigi
gosterilmistir (Shyng et al., 1993). PrP<’ye bakir iyonlarmmn baglanmasi ve bu
iyonlarm hiicre i¢i-dis1 arasinda tasimnimi ise bu olay1 destekler niteliktedir (Viles
et al., 1999; 2008).

Golgi

O
—_—
/

'

5. N-bagh oligosakkaritlerin
modifikasyonu

6. N-bagh oligosakkaritlere ve
GPI kancasina sialik asit
eklenmesi

1. Sinyal peptidinin kesimi

. N-bagli oligosakkaritlerin
eklenmesi

. Disiilfit baglarinin olusturulmasi

. GPI kancasimin eklenmesi

[

[¥5]

Sekil 1.3. PrP’nin sentezi ve bu olay sirasinda meydana gelen degisimler ile bunlarin
gergeklestigi bolgeler (Harris, 1999°den degistirilerek).

1.3.Sadece Protein Hipotezi

Prionlar bakteri, mantar, parazit ve viriisler ile kiyaslandiklarinda, hem etki
mekanizmalar1 hem de yapisal formlar1 bakimindan farkli ve neurodejeneratif
etkiye sahip olabilen proteinlerdir (Prusiner, 1982, 1998). Yapilarinda niikleik asit

bulundurmamalar1 (Kellings et al., 1994) ve kendi kopyalarini olusturabilmeleri



(McKintosh et al., 2003; Pezza and Serio, 2007) nedeniyle prionlar i¢in “sadece
protein hipotezi” Griffit (1967) tarafindan ortaya atilmis ve Prusiner tarafindan bu
gortis gelistirilmistir (Wiessmann, 1999; McKintosh et al., 2003; Pezza and Serio,
2007) (Sekil 1.4).

C —

“ PrP Les)——PrP gen bolgesi igeren Nukleus

e —— PrP*

— . PrPmRNA D)

Endozom ya da lizozom

Sekil 1.4. Sadece Protein Hipotezi. A) Normal hiicrelerde PrP® sentezi, hiicre yiizeyine
tasmimu ve dongiisii. B) PrP5lerin PrP’leri hastalikli forma déniistiirmesi. C)
Endozom ya da lizozomlarda birikmis PrP% molekiilleri. (Wiessmann, 1999’dan
degistirilerek).

Griffit tarafindan ortaya konan bu hipoteze gore, prion proteinlerinin farkl
fizikokimyasal 0Ozelliklere sahip en az iki farkli izoformu bulunmaktadir
(McKintosh et al., 2003; Pezza and Serio, 2007). Bunlardan ilki bir¢ok hiicrede,
6zellikle sinir hiicrelerinde sentezlenen normal (hiicresel) prion proteinidir (PrP%)
(Prusiner, 1998; Haltia, 2000; Wechselberger et al., 2002; McKintosh et al.,
2003). Bu proteinin a-heliks icerigi yliksek ve B-yaprak icerigi ise azdir. (Prusiner
et al., 1998; Harris and True, 2006). Ikincisi B-yaprak icerigi fazla ve a-heliks
icerigi ise az olan ve patojenik etkiye sahip bir PrP izoformudur (Prusiner, 1998;
Prusiner et al., 1998; Tatzelt and Winklhofer, 2004; Gilch and Schitzl, 2009).
Hastalik yapici bu prion formuna PrP scrapie (PrP*°) adi verilmistir (Prusiner,
1998; Prusiner et al., 1998; Tatzelt and Winklhofer, 2004; Gilch and Schitzl,
2009).

Sadece protein hipotezine gore, PrP> molekiilleri PrP¢ molekiilleri ile
temasa gecerek, PrP“leri hastalikli izoforma dénistiiriirler (Haltia, 2000;
McKintosh et al., 2003; Pastore and Zagari, 2007).



1.4. PrP*lerin Cogalma Mekanizmalari

Detaylar1 tam olarak anlasilamamis olmasina ragmen PrP“’nin PrPSC’ye
dontistimii icin iki ana model gelistirilmistir (Haltia, 2000; Aguzzi and Calella,
2009). Bunlardan ilki Sekil 1.5’te gosterildigi tizere yardimci faktor olarak
bilinmeyen bir proteini (protein X) kullanan heterodimer modeldir (Haltia, 2000).
Bu modele gore PrP molekiilii protein X’e baglanarak kompleks bir yap1 olusturur
(Prusiner et al., 1998; Haltia, 2000). PrP* ise bu kompleksle baglantiya gecer ve
PrP’nin PrP*“ye doniisimiini indiikler (Prusiner et al, 1998; Haltia, 2000).
Sonug olarak PrP“’ler PrP*“’ye doniisiir ve protein X bu yapidan ayrilir (Prusiner
et al., 1998). Ayrilan protein X’ler enzim gibi islev gostererek tekrar diger
PrP®’ler ile kompleks olusturabilirler (Prusiner et al., 1998).

TR

PrPC—Pr%‘ot;in X t yp/ ¥F/

Kompleksi

Sekil 1.5. Heterodimer model (Prusiner et al., 1998’den degistirilerek).

Diger model ise “merkez bagimli iiretim” modelidir (Haltia, 2000). Bu
modelde, ancak kiimelesmis PrP° varliginda PrP“lerin doniistirilme islemi
baslatilir (Haltia, 2000). Bu islem srasinda PrP* kiimesi PrP“’lere baglanarak
onlar1 stabil hale getirir ve PrP> kiimeleri birikmeye bagslayarak PrP* gogalimi
gergeklesmis olur (Haltia, 2000) (Sekil 1.6).

Bu iki cogalma mekanizmasi da aslinda temelde ayni mantik ile
alismaktadir. Her ikisinde de PrP*lerin varligi gerekmektedir. Sadece ilk
modelde digerinden farkli olarak bir protein X’in varligr s6z konusudur. Ama
sonugta bu iki ¢ogalma mekanizmasindaki asil temel nokta, bulasici izoform

PrP%®lerin hiicresel izoform olan PrP’leri enfekte etmesidir.
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Sekil 1.6. Merkez bagimli iiretim modeli (Gilch and Schétzl, 2009°den degistirilerek).




2. PRION HASTALIKLARI

Prion hastaliklari, insan ve hayvan prion hastaliklar1 olarak iki ana baghk
altinca incelenecektir. Oncelikle insan prion hastaliklar1 ve genetigine sonrasinda
ise hayvan prion hastaliklar1 ve genetigine deginilecektir. Bu tezin konusunda yer

alan hayvan prion hastaliklarindan scrapie ise daha detayli anlatilacaktir.
2.1.Insan Prion Hastahklar

Insan prion hastaliklar1 Creutzfeldt-Jakob hastaligi (Creutzfeldt-Jakob
disease; CJD), Gerstmann-Straussler sendromu (Gerstmann-Straussler syndrome;
GSS), oliimctl ailesel uykusuzluk (fatal familial insomnia; FFI) ve kuru olarak
siniflandirilirlar (Choi et al., 2009; Prusiner, 1991).

Insan PRNP (prion protein geni) geni 20. kromozom iizerinde yer alir ve iki
ekzondan olusur (Mead, 2006) (Sekil 2.1). Ac¢ik okuma bdlgesi ( open reading
frame, ORF) biiyiik olan ikinci ekzon iizerinde yer alir (Mead, 2006). N-terminal
bolgede dort tane octapeptid ve bir tane nonapeptitden olusan bes tekrar bolgesi
icerir (Mead, 2006). Bu tekrarlardaki farkliliklar polimorfizmler ya da patolojik
mutasyonlar seklinde ortaya ¢ikarlar (Mead, 2006). Fakat bu tekrar bolgelerinde
nokta mutasyonlar1 veya SNP (single nucleotide polymorphism; tek niikleotit
degisimleri)’ler bulunmamaktadir (Mead, 2006). Nokta mutasyonlar1 ve SNP’ler
C-terminal bolgede yer almaktadir (Mead, 2006).

2.1.1. Creutzfeldt-Jakob hastahgi (CJD)
Insan prion hastaliklarindan en ¢ok bilineni CJD’dir. CID sporadik (sCID)i
iatrogenik (1CJD), genetik ya da ailesel (gCJD veya fCJD) ve variant (vCID)

olmak tizere dort gruba ayrilirlar (Ye et al., 2008).

2.1.1.1. Sporadik Creutzfeldt-Jakob hastalig1 (sCJD)

CJD vakalarinin %385’in1 kapsayan norodejeneratif bir hastaliktir (Aguzzi
and Calella, 2009) ve milyonda bir olasilikla goriiliir (Haltia, 2000). Genellikle
orta yasin sonlarinda ortaya ¢ikar ve ardindan oliimle sonlanir (Haltia, 2000). 50
yasin altindaki yas gruplarinda goriilme siklig1 ¢cok az, 30 yas altinda ise oldukca
nadirdir. Buna ragmen cok nadir de olsa genclerde goriildiigii de rapor edilmistir
(Haltia, 2000).
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o T188K E200K
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OPRD P105T Y 145Stop S— E211Q |poass
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! L PIO2L|  |AT17Y LAL76N el
i 5L oo Q160Stop Qelak 253aa
: 219K
ALLTA V161V|H177H S2308
Gl42S  N171S Q212Q
1 G124G
OPRD MI129V R228R
OPRI oktapeptid tekrar insersiyonu
Polimorfizmler OPRD oktapeptid tekrar delesyonu
(Mead, 2006’dan degistirilerek).

Sekil 2.1. PRNP geni iizerinde tanimlanmis veya siipheli patojenik mutasyonlar (iist kstm). Notral ya da prion hastaligi ile iligkili polimorfizmler (alt ksim)



Bu hastalikta gdzlenen ortalama 6liim yas1 65-69 arasinda degismektedir (Haltia,
2000). Belirtiler ortaya ¢iktiktan sonra dort bucuk ay i¢inde hastalik 6liim ile
sonlanir (Haltia, 2000). Hastaligin en belirgin semptomlar1 bunamaya (dementia)
yol acan hafiza problemleri ve yilirime ya da davranislardaki bozukluklardir
(Aguzzi et al., 2008).

2.1.1.2. Iatrogenic Creutzfeldt-Jakob hastalhisi1 (iCJD)

[k iCJD vakast 1974 yilinda bildirilmistir. Bu vakanm CJD’li bir hastadan
alman kornea nakli ile olustugu belirtilmistir (Aguzzi and Calella, 2009). iCJD’nin,
beyin ameliyatlar1 sonrasinda iyi steril edilmemis malzemeler ile ya da kontamine
dura mater (beyin ve omuriligin dig zar1) nakli ile de gergeklestigi
disiiniilmektedir (Aguzzi et al., 2008). iCJD’nin kulugka siiresi 1-16 yil arasinda
degismektedir (Haltia, 2000). 1985’ten beri Amerika, Ingiltere ve Fransa’da en
fazla sayida gozlemlenen iCJD vakasi, hipofiz bezinden elde edilen biiylime
hormonu asis1 enjekte edilen ¢ocuklarda gézlemlenmistir (Haltia, 2000). Bunun
nedeninin de CJD’li hastalarin hipofiz bezleri ile hazirlanan asilardan

kaynaklandig1 diistiniilmiistiir (Haltia, 2000).

2.1.1.3. Genetik va da ailesel Creutzfeldt-Jakob hastaligi
(gCJD va da fCJD)

CJD vakalarinin % 5-15’ini olusturur (Haltia, 2000). Klinik ve patolojik
semptomlar1 ayni1 sCJD’deki gibi bunamaya (dementia) yol agan hafiza
problemleri ve yiiriime ya da davranis bozukluklar1 seklindedir (Haltia, 2000). Bu
iki CJD arasindaki tek fark fCJD’de hastalik belirtilerinin ortaya ¢ikma stiresi
daha erkendir (Haltia, 2000). Bu hastalik ile iliskili mutasyonlar Cizelge 2.1a’da

gosterilmistir.

2.1.1.4. Variant Creutzfeld-Jakob hastahs1 (vCJD)

Hayvan prion hastaliklarindan sigirlarda gozlenen sigir siingerimsi
ensefalopatisi (bovine spongiform encephalopathy; BSE) ya da diger adiyla deli
dana hastaligiin insanlara gegerek kazanilmis yeni bir variant Creutzfeldt-Jakob
hastaliginin olusmasi prion hastaliklarinin iizerine dikkat ¢ekmistir (Mead, 2006).
Bu hastalik ilk olarak 1996 yilinda tanimlanmistir (Aguzzi and Calella, 2009).
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Bu hastalikta dikkat c¢ekici nokta hastaligin geng yaslarda ortaya ¢ikmasidir
(Aguzzi and Calella, 2009). sCJD’de 66 olan ortalama yas vCJD’de 29°dur.
Hastalik siiresi ise sCJD’ye kiyasla daha uzundur (4,5 aya kiyasla 14 ay) (Haltia,
2000). Hastalarda bacak bolgelerinde ataksia (kas koordinasyon bozuklugu), aci
ve parestezi (duyarhlik) gibi norolojik semptomlarin goriilmesinden aylar dnce
psikiyatrik semptomlar (depresyon, i¢e kapaniklik) baslar (Haltia, 2000). Tim
vCJD hastalarimmm PRNP geninin 129. kodonunda metionun homozigotlugu
gozlemlenir (Haltia, 2000).

2.1.2. Oliimciil ailesel uykusuzluk (FFI)

FFI nadir goriilen otozomal dominant bir hastaliktir (Haltia, 2000). Bu
hastalik 1986 yilinda bir Italyan ailenin bes iiyesinde goriilmiistiir (Aguzzi et al.,
2008). FFT’l1 hastalarda istem dis1 uyku diizensizlikleri, bunama ve dysautonomia
(istemli hareketlerde diizensizlikler) gibi anormallikler gozlemlenmistir (Haltia,
2000; Aguzzi and Calella, 2009). Bu hastalik PRNP geni tizerindeki D178N nokta
mutasyonu ile birlikte 129. kodonda metionin bulunmasi ile gergeklesir (Watts et
al., 2006) ( Cizelge 2.1b).

2.1.3. Gerstmann-Straussler hastaligi (GSS)

GSS’de nadir goriilen otozomal dominant bir hastaliktir (Haltia, 2000). Bu
hastalik 1le 1lgili ilk kayitlara 1928-1936 yillar1 arasinda Avustralya’da
rastlanilmistir (Aguzzi et al., 2008). Hastaligin siiresi 2-10 yil arasinda degisir ve
temel semptomlar1 ataksia ile bunamadir (Aguzzi and Calella, 2009). Bu hastalik
Cizelge 2.1c’de belirtilen PRNP geni iizerindeki mutasyonlardan 6zellikle 102 ve
198. kodonlardaki mutasyonlar ile iliskilidir (Aguzzi and Calella, 2009).

2.1.4. Kuru

Kuru, Papua Yeni Gine’nin bazi aborjin kabilelerinde 6zellikle Fore ve buna
komsu kabilelerde goriilmiis endemik bir hastaliktir (Aguzzi et al., 2008). Fore
dilinde “kuru” kelimesi “titreme” anlamina gelmektedir (Aguzzi et al., 2008).
Titreme 1ise diger prion hastaliklarinda da gozlenen kas koordinasyon

bozuklugunun en belirgin semptomlarindandir (Aguzzi et al., 2008).

Fore kabilesi tiyeleri Olii akrabalarma saygilarini gostermek ve onlarin

yasmi tutmak i¢in Olim sonrasinda onlar1 tiikketme (cannibalism: yamyamlik)
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ritiielini gelistirmislerdir (Aguzzi et al., 2008). Hastalik bu ritlieller sonucunda
daha fazla bireye aktarilmistir (Aguzzi and Calella, 2009). Bu ritiiellere son
verilmesi ile de hastaligin goriilme siklig1 azalmistir (Aguzzi et al., 2008).

Cizelge 2.1. insan prion proteini ile iliskili mutasyonlar (Aguzzi et al., 2008’den
degistirilerek).

a) Octarepeat  insersiyonu, DI178N-129V,
gCJD’ye neden olan
E208H, E200K, VI180I, TI188K, V210I,

mutasyonlar
T188R-129V, EI196K, E211Q, V203I,
M232R
b)
FFI’ya neden olan D178N-129M
mutasyonlar
c) Octarepeat  insersiyonu,  P102L-129M,

GSS’ye neden olan

mutasyonlar P105L-129V, A117V-129V, G131V-129M,

Y145-129M, HI87R-129V, F189S-129V,
D202N-129V, Q212P, Q217R-129M

2.2. Hayvan Prion Hastaliklar

Hayvan prion hastaliklarindan en c¢ok gozlenenler koyunlarda goriilen

scrapie hastalig1 ve sigirlarda goriilen sigir siingerimsi ensefalopatileridir.
2.2.1. Sigir siingerimsi ensefalopati (BSE)

Sigir siingerimsi ensefalopatileri (bovine spongiform encephalopaty: BSE)
deli dana hastaligi (mad cow disease) olarak da bilinmektedir (Yilmaz, 2002).
Sigirlarda gbzlenen bu hastalik beyinde siingerimsi bozukluklara neden olur ve

diger prion hastaliklar1 gibi 6liimle sonlanir (Y1ilmaz, 2002).

BSE’ye ilk olarak Ingiltere’de 1986 yilinda rastlanilmistir (Richt and Hall,
2008; Taskin vd., 2010). Bu hastaligin ilk olarak nasil ortaya c¢iktig1 hala
bilinmemekle birlikte bunun i¢in 6ne atilan birka¢ teori mevcuttur (Richt and
Hall, 2008). Teorilerden ilki, scrapie’li koyunlar ile hazirlanan yemlerle beslenen
sigirlara bu hastahigin gegmesi seklindedir (Richt and Hall, 2008). Ikincisi ise
tanimlanmamis bir sporadik ya da genetik sigir siingerimsi ensefalopatileridir

(Richt and Hall, 2008). Bir digeri ise insanlardan orijinlenen bulasic1 slingerimsi
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ensefalopatilerin (transmissible spongiform encephalopaties; TSEs) sigirlara
gecmesi seklindedir (Richt and Hall, 2008).

Hastaligin inkiibasyon siiresi 2-8 yil arasinda degismektedir ve genellikle 4-
5 vyasindaki sigirlarda goriilmektedir (CFSPH, 2007a). Hastaligin belirtileri
arasinda yiiriiyliste anormallikler (genellikle arka bacaklarda ataksia), uyarilara
kars1 asir1 duyarlilik, titreme, agresiflik, sinirlilik, huy degisiklikleri, korku ya da
ofke gibi davranig bozukluklar1 yer alir (CFSPH, 2007a). Bunlara ek olarak daha
nadir goriilen bazi degisiklikler ise yon ile kilo kaybi, dis gicirdatma ve siit
iretiminde azalma seklindedir (CFSPH, 2007a). Hastalik koma ve ardindan 6lim
ile sonlanir (CFSPH, 2007a).

Yapilan ¢alismalarda sigir PRNP genini kodlayan bdlgeler iizerinde
gozlenen polimorfizmlerin BSE iizerine ya ¢ok az ya da hicbir etkisinin olmadigi
saptanmistir (Sander et al., 2004; 2005). Sander ve ark. (2004) sigir PRNP geni
iizerinde 60 polimorfizm saptamiglardir. Ancak bunlarin ¢ogunun BSE ile hi¢bir
ilgisinin olmadigini1 goézlemlemisler. Yaptiklar1 c¢aligmalar sonucunda dort
insersiyon/delesyon (indel) icerisinden promotor bolgesinde yer alan 23-bg (baz
cifti) indel’in ve birinci intronunda yer alan 12-b¢ indel’in bu hastalik ile iliskili
oldugunu saptamiglardir (Sander et al., 2004; 2005) (Sekil 2.2).
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2.2.2. Scrapie

TSE hastaliklarindan bir digeri olan scrapie, koyun ve kegileri
etkilemektedir (Hunter et al., 1994; Tranulis et al., 1999; Harrington et al., 2010).
Ik kez 1732 yilinda Ingiltere’de koyun siiriilerinde saptanmis bir hastaliktir
(Detwiler and Baylis, 2003). 19601 yillarin basinda hastaliga otozomal ¢ekinik bir
genin neden oldugu diisiiniildiiyse de sonrasinda bunun maternal (anne kaynakli)
ve bulasici bir hastalik oldugu rapor edilmistir (Belt et al., 1995). Son goriisler ise
genetik faktorlerin rol oynadig: bulasict bir hastalik oldugudur (Belt et al., 1995;
Tranulis, 2002).

Hastaligi belirtileri koyundan koyuna de§ismesine ragmen ilk semptomlar
genelde davranista gozlenir ve bu semptomlar igerisinde ortak olami kasmntidir
(CFSPH, 2007b). Kasmti1 nedeni ile hayvan siirtiiniir ve kendi kendini 1sirir
(CFSPH, 2007b). Hastalik ilerledik¢ce asir1 heyecan ve yiiriiylis bozukluklari
gozlenir (CFSPH, 2007b). Diger semptomlar arasmnda kas koordinasyon
bozuklugu, korliik, titreme ve sonrasinda ise kilo kayb1 gozlenir (CFSPH, 2007b).
Cogu hayvanda semptomlarin baslangicindan itibaren 2-6 hafta igerisinde hastalik
oliim ile sonlanirken bu siire alt1 aya kadar da uzayabilmektedir (CFSPH, 2007b)

Koyun PRNP geni 13. kromozom iizerinde yer alir ve 52, 98 ve 4028 be¢’lik
ii¢ ekzondan olusur (Tranulis, 2002). 768 b¢’lik agik okuma bdlgesi tigiincii ekzon
iizerinde yer alir ve 256 aminoasitlik bir protein kodlar (Tranulis, 2002) (Sekil
2.3).

Scrapie ile iliskili olan en 6nemli polimorfizmler ORF’de yer alan 136, 154
ve 171. kodonlarda gergeklesen polimorfizmlerdir (Hunter, 1997; Thorgeirsdottir
et al,, 1999; Arnold et al., 2002). Saptanmis diger polimorfizmler ise nadiren
goriilmiis ve ayrica scrapie ile iliskileri bulunamamistir (Billinis et al., 2004). 136.
kodona ya alanin (A) ya da valin (V) aminoasitlerinden biri gelebilir (Hunter et
al., 1993). 154. kodona ise ya arginin (R) ya da histidin (H) aminoasitlerinden biri
gelebilir (Tranulis et al., 1999). 171. kodona ise glutamin (Q), histidin (H) veya
arginin (R) aminoasitlerinden biri gelebilir (Hunter et al., 1994; Baylis et al.,
2004) (Sekil 2.4). 136. kodondaki valin scrapie’ye duyarllikla iligkili iken alanin
ise dayanilikla iliskilidir (Detwiler and Baylis, 2003; Baylis et al., 2004; CFSPH,
2007b). 154. kodondaki arginin scrapie’ye karsi duyarhlikla iliskili iken histidin
dayanilikla iliskilidir (Detwiler and Baylis, 2003; Baylis et al.,, 2004; CFSPH,
2007b). 171. kodondaki glutamin ile histidin scrapie’ye duyarlilikla iligkili iken
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Exon 1 (52 bg) Exon 2 (98 bg) (768 bg) Exon 3 (4028 bg)
A —
B I~ Poly A
‘— Alternatif poly A bolgesi
R154H
o Al136V Q171R
Hastalikla iliskili
polimorfizmler
&
1 Scrapie ile ¢ok az iliskisi olan ‘ ‘ 256
veya iligkisinin olup olmadig1
bilinmeyen polimorfizmler M1121 R151C R211Q
N176K
G127S H143r Ql71H
Q171K
L141F
A136T M138T

S137A

Sekil 2.3. A) Koyun PRNP geni. ORF: A¢ik okuma bdlgesi B) Alternatif poly A bdolgesi.
C) Scrapie hastalig ile iliskili polimorfizmler iist kisimda, hastalikla iliskisi tam
olarak bilinmeyen polimorfizmler alt kisimdadir (Tranulis, 2002’den
degistirilerek).

. et (R

Sekil 2.4. Koyun PRNP geninin 136, 154 ve 171. kodonlarindaki alternatif aminoasitler.

i
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arginin ise dayamklilikla iligkilidir (Detwiler and Baylis, 2003; Baylis et al., 2004;
CFSPH, 2007b).

136, 154 ve 171. kodonlardaki degisen bu amino asitler ile toplamda 12 allel
olusturulabilirken bunlardan sadece bes tanesi anlamli bir degerde goriilmiistiir
(Baylis et al., 2004). Bu bes allel ARR (A;36R154R171), ARQ, AHQ, ARH ve VRQ
seklindedir. Bu bes allel baz alinarak olusturulan kombinasyonlardan ise en ¢ok
gozlenen 15 PrP genotipi elde edilerek scrapie risk gruplar1 olusturulmustur
(Arnold et al., 2002; Garcia-Crespo et al., 2004) (Cizelge 2.2). R1-R5 arasinda
olusturulan bu risk gruplart igerisinde yer alan farkli genotipler, scrapie
hastaligina kars1 duyarlilikta degiskenlik gostermektedirler (Baylis et al., 2004).
R1 grubunda yer alan ARR/ARR genotipi scrapie’ye karsi en dayanikli
genotipken VRQ/VRQ genotipi ise en duyarl olan genotiptir (Arnold et al., 2002)
(Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Scrapie risk gruplari ve genotipleri (Garcia-Crespo et al., 2004’den
degistirilerek).

Risk Gruplari Genotip
R1 ARR/ARR

R2 ARR/AHQ
AHQ/AHQ
R3 ARR/ARQ
ARR/ARH
ARQ/AHQ
AHQ/ARH
R4 ARH/ARH
ARQ/ARH
ARQ/ARQ
ARR/VRQ
AHQ/VRQ
RS ARH/VRQ
ARQ/VRQ

VRQ/VRQ
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Bu hastalik ile miicadele etmek icin yapilan scrapie kontrol calismalari
bircok tilkede uygulanmaktadir. Bu programlarin temel amaci hastaliga dayanikli
ARR frekansini arttirmak ve duyarli olan VRQ allelinin frekansini ise azaltmaktir.
Fakat bu allel seciliminin, diger koyun karakteristiklerini etkileyen genlere negatif
bir etkisi olabilir mi? Post rengi geni haritalama ¢alismalar1 PRNP geni ile post
karakterleri arasinda bir iligki oldugunu desteklemektedir (Sawalha et al., 2009).
Koyunlardaki post rengi karakterleri 14. kromozom iizerinde yer alan Extension
geni ve 13. kromozom iizerinde yer alan Agouti geni tarafindan kontrol
edilmektedir (Véage et al., 2003; Sawalha et al., 2009). Buradan anlayacagimiz
gibi post karakterlerini kontrol eden major genlerden biri olan Agouti geni de
PRNP geni ile ayn1 kromozom {izerinde yer almaktadir. Bu veriler de PRNP ve
Agouti genleri arasmda bir iliski (linkage disequilibrium) olabilecegini
gostermektedir (Sawalha et al., 2009). Bunu destekler nitelikte olan bir caligmada
da PRNP geni ve post karakterleri arasinda bir iliski oldugu gosterilmistir
(Sawalha et al., 2009).

Sawalha ve ark. (2009) gore post karakterleri ve PRNP geni arasinda bir
korelasyon bulunmaktadir. Yaptiklar1 ¢alismada Badgerfaced Welsh Mountain ve
Shetland koyun wklarmi kullanmislardir (Sekil 2.5). Badgerfaced Welsh Mountain
irkin1 Torddu ve Torwen, Shetland 1rkin1 ise Katgomet ve Gulgomet olarak iki
farkli alt kategori i¢inde toplamislardir. Torddu ve Katgomet alt kategorileri irk
bazinda farkli olmalarina ragmen fenotipik olarak benzerdir: agik renkli dorsal
ylizey ve koyu renkli abdominal yiizey. Ayni sekilde Torwen ve Gulgomet alt
kategorileri de wk bazinda farkli olmalarina ragmen fenotipik olarak benzerdir:
koyu renkli dorsal ylizey ve a¢ik renkli abdominal yiizey. Fenotipik olarak benzer
alt kategoriler genotipik olarak da benzer ¢ikmustir (Torddu-Katmoget: ¢ogunlukla
VRQ/VRQ genotipli ve Torwen-Gulgomet: cogunlukla ARR/ARR genotipli).
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Sekil 2.5. Badgerfaced Welsh Mountain ve Shetland koyunlarinda post rengi karakterleri.
Torddu Welsh Mountain (a) ve Katmoget Shetland (c) koyunlarinin dorsali agik,
abdominali koyu renklidir. Torwen Welsh Mountain (b) ve Gulgomet Shetland
(d) koyunlarmin dorsali koyu, abdominali agik renklidir (Sawalha et al., 2009).
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3. TEZIN AMACI

Bu tezin amaci, Tirkiye’de yetistiricilii yapilan Bandirma, Sakiz,
Morkaraman ve Kivircik koyun wklarmin PrP genotipleri ile post rengi

karakterlerinin karsilastirilarak aralarinda bir korelasyon olusturulmasidir.
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4. MATERYAL VE METOT

4.1. Kullanilan Materyal

4.1.1. Bandirma koyunu

Siyah bagli Alman et koglar1 ile Kivircik koyunlarmin ¢iftlesmesi ile
olusmus melez bir wktir (Yeniyurt, 2012a). Giliney Marmara bdlgesinde
yetistiriciligi yapilmaktadir (Yeniyurt, 2012a). Bu wkin bas ve ayak bolgeleri
siyah olup viicudun diger kisimlar1 beyaz renktedir. Et {iretimi bakimindan ise
olduk¢a verimli bir wktir (Yeniyurt, 2012a). Yeni dogan kuzularin ise hayatta
kalma oran1 %95 gibi oldukca yiiksek bir degerdedir (Yeniyurt, 2012a).

Sekil 4.1. Bandirma koyunu (Yeniyurt, 2012a’dan degistirilerek).
4.1.2. Sakiz koyunu

Anavatani Tiirkiye olan bu wk koyunlar1 adin1 Ege Denizi’ndeki Sakiz
Adasr’ndan almistir (Yeniyurt, 2012b). Bu wk Cesme koyunu olarak da
bilinmektedir. Cesme, Karaburun, Izmir, Aydin, Soke ile Marmara ve Ege

sahillerinde yetistiriciligi yapilmaktadir (Yeniyurt, 2012b).

G0z, agiz, burun ucu, kulak ve ayaklarda siyah lekeler bulunmaktadir. Bu
lekeler disinda kalan viicut bolgeleri ise beyaz renktedir (Yeniyurt, 2012b).
Ozellikle siit ve dol verimi yiiksek oldugu igin yetistiriciligi yapilan bir wktir
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(Yeniyurt, 2012b). Yeni dogan kuzularm ise hayatta kalma orani Bandirma
koyununa benzer olarak %93 gibi oldukca yiiksek bir degerdedir (Yeniyurt,
2012b).

Sekil 4.2. Sakiz koyunu (Yeniyurt, 2012b’den degistirilerek).

4.1.3. Morkaraman koyunu

Morkaraman wrkinin anavatani Tiirkiye’dir (Yeniyurt ve Demirtas, 2012b).
Dogu Anadolu bolgesinde (Sivas ve Malatya'nin dogusundan baslayarak Erzurum,
Agri, Van, Kars ve Mus illerinde) nadiren de Orta Anadolu bolgesinde
yetistiriciligi yapilmaktadir (Yeniyurt ve Demirtas, 2012b).

Bu wkin post rengi kizildan mora kadar degisen bir¢ok renk tonundan
olusmaktadir (Yeniyurt ve Demirtas, 2012b). Gz, agiz ve burun etrafi daha agik,
bas ve ayaklar viicuda nazaran daha koyu renklidir (Yeniyurt ve Demirtas,
2012b). Siit verimi yliksektir ancak oncelikle et verimi i¢in yetistiriciligi yapilan
bir wrktir (Yeniyurt ve Demirtag, 2012b). Yeni dogan kuzularin hayatta kalma
orani Bandirma ve Sakiz irkina benzer olarak %91,3 gibi oldukg¢a yiiksek bir
degerdedir (Yeniyurt ve Demirtas, 2012b).
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Sekil 4.3. Morkaraman koyunu (Yeniyurt ve Demirtas, 2012b’den degistirilerek).
4.1.4. Kivircik koyunu

Anavatam Tiirkiye'dir (Yeniyurt ve Demirtas, 2012a). Ulkemizde basta
Trakya bolgesi olmak {izere Marmara bolgesi ve kuzey Ege bolgesinde
yetistirilmektedir(Yeniyurt ve Demirtas, 2012a). Oncelik sirasma gore et, siit,
yapagi'dir (Yeniyurt ve Demirtas, 2012a).

Viicut genellikle beyaz olup siyah ve alacalara rastlanmaktadir (Yeniyurt ve
Demirtas, 2012a). Eti lezzetli bir irktir ve ¢ok tercih edilir (Yeniyurt ve Demirtas,
2012a). Mor karaman wrkinda oldugu gibi et verimini siit verimi takip etmektedir
(Yeniyurt ve Demirtag, 2012a). Yeni dogan kuzularin hayatta kalma orani1 diger
iic rka benzer olarak %96,4 gibi oldukca yiiksek bir degerdedir (Yeniyurt ve
Demirtas, 2012a).

Sekil 4.4. Kivircik koyunu (Yeniyurt ve Demirtas, 2012a’dan degistirilerek).
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4.2. Koyun Kanindan Genomik DNA Eldesi

Analizler icin Bandirma (54 adet) ve Sakiz (32 adet) wrklarindan toplam 84
adet kogun genomik DNA’s1 kullanilmistir. Bunun i¢in kog¢ kanlar1 2 ml’lik
EDTA’D tiiplere alinmistir. DNA izolasyonu QIAamp Mini DNA Isolation Kit
(QIAGEN) kullanilarak yapilmistir. Kitin maniieline uygun olarak yapilan
izolasyon islemi sonucunda, son hacim 200 pl olacak sekilde ultra saf su
icerisinde ¢oziinmiis genomik DNA elde edilmis ve -20 °C’de saklanmistir.
izolasyon isleminin dogrulugunu kamitlamak iizere elde edilen genomik DNA’lar
% 0,8’lik agaroz jel elektroforezi yontemiyle incelenmistir. Elektroforez islemi 1X
LB (10 mM lithium borate, pH 8,5) tampon ¢ozeltisinde, 200 V’da, 30 dakika
boyunca gergeklestirilmistir.

4.3. PCR-RFLP Analizleri

Scrapie hastaligina iligkin 136., 154. ve 171. kodonlardaki polimorfizimlerin
belirlenmesinde PCR (Polimerase Chain Reaction) ve RFLP (Restriction

Fragment Length Polymorphism) analizleri kullanilmastir.
4.3.1. PCR analizi

PCR islemi ikiye ayrilarak gergeklestirilmistir (PCR-A ve PCR-B olarak
anilacaktir). PCR-A ve PCR-B tepkimesine iligkin kosullar Cizelge 4.1°de
belirtilmigtir. PCR mastermix soliisyonu hazirlanarak 0,2 pl’lik tiiplere
dagitilmistir. Her bir tepkime i¢in 1 U DreamTaq Green Polymerase (Fermentas),
1X Reaction Buffer (Fermentas), 0.2 mM dNTP karigimi (Fermentas), 0.2 uM
forward-reverse primer (IONTEK) ve yaklasik 100 ng DNA kullanilmistir. Bu
karisim {izerine toplam hacim 25 ul olacak sekilde ultra saf su eklenmistir. Her iki
PCR islemi i¢cin aynm1 karisim kullanilmistr. PCR-A  i¢in  F1  5'-
GTGTACTACAGACCCGTGGA-3’, R1 5-CATTTGCTCCACCACTCGCT-3'
ve PCR-B i¢in F2 “GGCCTTGGTGGCTACATGCT-3', R2 5'-
TGCACAAAGTTGTTCTGGTTAGTA-3" primerleri (Gracia-Crespo et al.,
2004) kullanilarak smrast ile 159 ve 161 bg¢ uzunluklarinda PCR iiriinleri elde
edilmistir (Sekil 4.5). PCR {iriinlerinin dogru sekilde ¢ogaltildigini saptamak i¢in
agaroz jel elektroforez yontemi kullanilmistir [% 3’Lik agaroz jel, 1X LB (10 mM
lithtum borate, pH 8.5) tampon ¢6zeltisi, 180 V, 45 dakika].
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Cizelge 4.1. A) PCR-A kosullar1 B) PCR-B kosullari.

A) B)

94 °C — 4 dk 94 °C — 4 dk

94 °C —30 sn 94 °C —30 sn

55°C—-30sn 35 dongii 57°C—-30sn 35 dongii
72 °C —30 sn 72 °C —30 sn

72 °C - 10 dk 72 °C - 10 dk

4°C - 4°C -

ATGGTGAAAAGCCACATAGGCAGTTGGATCCTGGTTCTCTTTGTGGCCATG
TGGAGTGACGTGGGCCTCTGCAAGAAGCGACCAAAACCTGGCGGAGGATG
GAACACTGGGGGGAGCCGATACCCGGGACAGGGCAGTCCTGGAGGCAACC
GCTATCCACCTCAGGGAGGGGGTGGCTGGGGTCAGCCCCATGGAGGTGGC
TGGGGCCAACCTCATGGAGGTGGCTGGGGTCAGCCCCATGGTGGTGGCTGG
GGACAGCCACATGGTGGTGGAGGCTGGGGTCAAGGTGGTAGCCACAGTCA
GTGGAACAAGCCCAGTAAGCCAAAAACCAACATGAAGCATGTGGCAGGAG
CTGCTGCAGCTGGAGCAGTGGTAGGGGGEETTGGTGGCTACATGETGGGAA
GTGCCATGAGCAGGCCTCTTATACATTTTGGCAATGACTATGAGGACCGTT
ACTATCGTGAAAACATGTACCGTTACCCCAACCAAGTGTACTACAGACCAG
TGGATCAGTATAGTAACCAGAAAAACTTTGTGCATGACTGTGTCAACATCA
CAGTCAAGCAACACACAGTCACCACCACCACCAAGGGGGAGAACTTCACC
GAAACTGACATCAAGATAATGGHEEOERGIGEICEAGEAAENGE 1GCATCAC
CCAGTACCAGAGAGAATCCCAGGCTTATTACCAAAGGGGGGCAAGTGTGA
TCCTCTTTTCTTCCCCTCCTGTGATCCTCCTCATCTCTTTCCTCATTTTTCTCA
TAGTAGGATAG

Sekil 4.5. National Center for Biotechnology Information”’a  (NCBI;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ait veritabanindan alinmis koyun (Ovis
aries) PRNP gen dizisinin FASTA formatindaki gosterimi (Erigim
Numarast: AF195247.1). Gri — F1 primer, kirmizi — R1 primer, yesil — F2
primer ve sar1 — R2 primer, turuncu renkle isaretli kodonlar sirasiyla 136.,
154. ve 171. kodonlar1 gostermektedir.

4.3.2. RFLP analizi

Oncelikle RFLP islemi i¢in master mix soliisyonu hazirlanmis ve 0,5 ml’lik
tiiplere dagitilmistir. Her bir tepkime icin 0,5 pl kesim enzimi, 2 pl Reaction
Buffer (Fermentas), 5 ul PCR firiinii kullanilmistir. Bu karisim {izerine toplam

hacim 20 pl olacak sekilde ultra saf su eklenmistir.

171. kodon tizerinde yer alan PrP polimorfizmlerini belirlemek i¢in PCR-A
tirtinii Bs/l (Fermentas) fast digest enzimi ile (57 °C’de 10 dk.) ve PCR-B iiriinii
Accl (Fermentas) fast digest enzimi ile (57 °C’de 90 dk.) muamele edilmistir. 136
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ve 154. kodonlarda yer alan PrP polimorfizimlerini belirlemek i¢in ise PCR-B
irtinii BspHI (Fermentas) fast digest enzimi ile (57 °C’de 10 dk.) muamele
edilmistir. RFLP yontemi ile elde edilen bu kesim iiriinleri agaroz jel elektroforez
yontemi ile goriintiilenmistir [% 3’liik agaroz jel, 1X LB (10 mM lithium borate,
pH 8.5) tampon ¢ozeltisi, 150 V, 90 dakika].

4.4. Polimorfizmlerin Belirlenmesi

Accl (GT|MKAC) enzimi 171. kodondaki hem arjinin (R) hem de glutamin
(Q) aminoasidini kodlayan diziyi keserken histidin (H) aminoasidini kodlayan
diziyi kesmez. Bs/l (CCNNNNN |[NNGG) enzimi 171. kodondaki R aminoasidini
kodlayan diziyi keserken Q ve H aminoasidini kodlayan diziyi kesmez. BspHI
(TJCATAQG) enzimi ise 136 ve 154. kodondaki valin (V) aminoasidini kodlayan
diziyi keserken alanin (A) aminoasidini kodlayan diziyi kesmez. Bu bilgiler
dogrultusunda farklt uzunluklardaki RFLP iirlinii fragmanlarma iliskin jel
gortintiileri Cizelge 4.2 kullanilarak yorumlanmis ve bireysel polimorfizmler

belirlenmistir.

Cizelge 4.2. PrP gen polimorfizmlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan PCR-RFLP modeli
(Garcia-Crespo et al., 2004).

136. ve 154. PCR-B 171. PCR-A PCR-B
Kodonlar BspHI Kodon Bsll Accl
AR/ AR 162 RR 81, 58, 20* 136, 28%*
AH/ AH 80, 82 QQ 101, 58 136, 25%*
VR / VR 132, 30 HH 101, 58 161
AR/ AH 162, 80, 82 RQ 101, 81, 58, 20* 136, 25%*
VR / AR 162, 132, 30 RH 101, 81, 58, 20* 161, 136, 25*
VR / AH 132, 80, 82, 30 QH 101, 58 161, 136, 25*

* Bu bantlar,% 3’liik agaroz jelde her zaman goriilmezler.

4.5. Kullanilan Populasyon Genetigi Programlari

Bandirma ve Sakiz wrklarindan elde edilen RFLP verileri GenAlex v6.3
(Peakell and Smouse, 2006) programi kullamilarak  yorumlanmistir.
Orneklenemeyen Morkaraman ve Kivircik wklarmna ait allel ve genotip frekanslari
icin literatiir verisi kullamilmistir. Dort wk arasindaki allelik ve genotipik
karsilagtirmalar icin ise Arlequin v3.5 (Excoffier and Lischer, 2010) programi

kullanilmastir.
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5. BULGULAR
5.1. Bandirma Irki Koyunlarinin Polimorfizmleri

Sekil 5.1a ve Sekil 5.1b, sirasiyla PCR-A ve PCR-B analizleri sonrasinda
Bandirma koyun wkma ait PRNP geninin 159 ve 161 bg’lik bolgelerini
gostermektedir. PCR-RFLP analizleri sonrasinda goézlenen polimorfizimler
Cizelge 4.2 kullanilarak belirlenmistir. PCR-A iirliniiniin BslI (Sekil 5.2a), PCR-B
irtiniiniin BspHI (Sekil 5.2b) ve Accl (Sekil 5.2¢) enzimleri ile kesilmesi
sonrasinda elde edilen gel goriintiileri ARQ, ARR ve VRQ allellerinin bu koyun
irkinda mevcut oldugunu gostermektedir (Cizelge 5.1a). Bandirma koyun irkinin
genotipleri ise ARQ/ARQ, ARR/ARQ, ARR/ARR ve ARQ/VRQ seklindedir
(Cizelge 5.1b).

PCR-A
a) M12 3 456 78 910111213141516 )M

(453) (111) (223)(339) (7) (405) (93) (113) (247)(322) (262)(164) (54) (390)(245) (106)
500 be

200 b
¢ — vttt e e e WD e o~ WS o Gy - s GmD

100 be

b) PCR-B
M12 3456 78 910111213141516()M

- (453) (111) (223) (339) (7) (405) (93) (113)(247)(322) (262)(164) (54) (390)(245) (106)
500 be

200 b
4 e andbadl L ——

100 be

Sekil 5.1. Koyun PRNP geninin a) 159 b¢’lik (PCR-A) bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi
sonucunda elde edilen jel goriintiisii b) 161 bg’lik (PCR-B) bolgesinin PCR ile
¢ogaltilmas1 sonucunda elde edilen jel goriintiisi [M: Marker, (-): Negatif
kontrol] (Ornek numaralarinin ayrmtili bilgisi icin Ek 1’e bakiniz).
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Bsll
M12 3456 78 910111213141516¢-)M
(453) (111) (223) (339) (7) (405) (93) (113) (247)(322) (262) (164) (54) (390)(245) (106)
700 be
400 bg¢
200 be
150 be

100 bg wes
75 bg

50 be

25 b

BspHI
M12 3456 78 910111213141516 (M

(453) (111) (223)(339) (7) (405) (93) (113) (247)(322) (262)(164) (54) (390)(245) (106)

Accl
1 M2 3 456 7 8 910111213141516 ()M

@53)  (111)(223) (339) (7) (405) (93) (113) (247)(322) (262)(164) (54) (390) (245) (106)
700 bg¢
400 b¢

d - 200 be
100 b¢
50 bg

25 be

Sekil 5.2. a) PCR-A iiriiniiniin RFLP (Bs/l enzimi ile) islemi sonucunda elde edilen jel
goriintlisii b) PCR-B iiriiniiniin RFLP (BspHI enzimi ile) islemi sonucunda elde
edilen jel goriintiisii ¢) PCR-B iiriiniiniin RFLP (A4ccl enzimi ile) islemi
sonucunda elde edilen jel goriintiisii [M: Marker, (-): Negatif kontrol] (Ornek
numaralarinin ayrintili bilgisi i¢in Ek 1’e bakimiz).
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Cizelge 5.1. Bandirma koyunlarindaki a) alleller b) genotipler ve risk gruplari.

a)
ALLEL ALLEL SAYISI
ARR 31
ARQ 76
VRQ 1
TOPLAM 108
b)
GENOTIP GENOTIP SAYISI RiSK GRUBU
ARR/ARR 5 R1
ARR/ARQ 21 R3
ARQ/ARQ 27 R4
ARQ/VRQ 1 R5
TOPLAM 54

5.2.Sakiz Irki Koyunlarimin Polimorfizmleri

Sekil 5.3a ve Sekil 5.3b, sirasiyla PCR-A ve PCR-B analizleri sonrasinda
Sakiz koyun wkmna ait PRNP geninin 159 ve 161 bg¢’lik bdlgelerini
gostermektedir. PCR-RFLP analizleri sonrasinda goézlenen polimorfizimler
Cizelge 4.2 kullanilarak belirlenmistir. PCR-A {iriiniiniin Bs/I (Sekil 5.4a), PCR-B
irtiniiniin  BspHI (Sekil 5.4b) ve Accl (Sekil 5.4c) enzimleri ile kesilmesi
sonrasinda elde edilen gel goriintiileri ARR, ARQ, ARH, AHQ ve VRQ
allellerinin bu koyun wrkinda mevcut oldugunu gostermektedir (Cizelge 5.2a).
Sakiz koyun rkinda en fazla gbdzlenen genotipler ise ARR/ARH, ARR/ARQ,
ARQ/ARQ ve ARH/ARH seklindedir (Cizelge 5.2b).
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123 456 7 8 91011121314151617(-)M

(1195)(1184) (1198) (1200)(1202)(1204) (1254)(1255) (1257§2238) (2241)(2244)(2245)(2246) (2247)(2251) (2252)

PCR-B

U
? 2 3456 7 8 91011121314151617(-)M

(1195)(1184) (1198) (1200)(1202)(1204) (1254)(1255) (1257§2238) (2241)(2244)(2245)(2246)(2247)(2251)(2252)

Sekil 5.3. Koyun PRNP geninin a) 159 b¢’lik (PCR-A) bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi
sonucunda elde edilen jel goriintiisii b) 161 bg’lik (PCR-B) bolgesinin PCR ile
¢ogaltilmasi sonucunda elde edilen jel goriintiisii [M: Marker, (-): Negatif
kontrol] (Ornek numaralarinin ayrmtili bilgisi icin Ek 1’e bakiniz).
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Bsll
a) M12 3 456 78 91011121314151617 )M

(1195)(1184) (1198) (1200)(1202)(1204) (1254)(1255) (1257)2238) (2241)(2244)(2245)(2246) (2247) (2251)2252)

700 be
400 be

. -

200 b
150 be

75 be

50 be

BspHI
M12 3 456 78 91011121314151617 ()M

(1195) (1184) (1198) (1200)(1202)(1204) (1254)(1255) (1257x2238) (2241)(2244)(2245)(2246) (2247) (2251)2252)

Accl

M12 3456 7 8 91011121314151617 )M

(1195)(1184) (1198) (1200)(1202)(1204) (1254)(1255) (1257)2238) (2241)(2244)(2245)(2246) (2247) (2251)2252)

Sekil 5.4. a) PCR-A iiriiniiniin RFLP (Bs/l enzimi ile) islemi sonucunda elde edilen jel
gOriintlisii b) PCR-B iiriiniiniin RFLP (BspHI enzimi ile) islemi sonucunda elde
edilen jel goriintiisi ¢) PCR-B iriininin RFLP (A4ccl enzimi ile) islemi
sonucunda elde edilen jel goriintiisii [M: Marker, (-): Negatif kontrol] (Ornek
numaralarinin ayrintili bilgisi i¢in Ek 1’e bakimiz).
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Cizelge 5.2. Sakiz koyunlarindaki a) alleller b) genotipler ve risk gruplari.

a)
ALLEL ALLEL SAYISI
ARR 21
ARQ 21
ARH 18
AHQ
VRQ 1
TOPLAM 64
b)
GENOTIP GENOTIP SAYISI RiSK GRUBU
ARR/ARH 8 R3
ARR/ARQ 7 R3
ARQ/ARQ 6 R4
ARH/ARH 5 R4
ARR/ARR 3 R1
ARQ/AHQ 2 R3
AHQ/VRQ 1 R4

TOPLAM 32
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6. SONUC VE TARTISMA

GenAlex programi kullanilarak bes farkli istatistiksel analiz yapilmstir.
Bunlardan ilki aminoasit, allel ve genotip frekansi hesaplamalaridir. Ikincisi,
populasyonlar i¢i rastgele tiremenin olup olmadigini gésteren null-hipotezi testidir
(Hardy-Weinberg dengesi). Uciinciisii, frekanslar {izerinden hesaplamas1 yapilan
ve populasyonlar arasi genetik c¢esitliligi veya heterozigotlugu gosteren Fsr
hesaplamasidir. Bir digeri, populasyonlar arasi genetik benzerligi veren Nei
Genetik Benzerlik analizidir. Sonuncusu ise populasyonlar arasi molekiiler
varyans1 gosteren AMOVA testidir. Tiim istatistiksel hesaplamalar % 99 giiven

araligi kullanilarak elde edilmistir.

Bandirma ve Sakiz wrklarinin aminoasit frekanslar1 Cizelge 6.1°de, allel ve
genotip frekanslar1 ise Cizelge 6.2°de gosterilmistir. Goriildiigli {izere Bandirma
wrkinin 154 ve 171. kodonlarinda histidin aminoasidi gézlenmezken Sakiz wrkinin
154 ve 171. kodonlarinda histidin aminoasidi gézlenmektedir. Ayrica Bandirma
k1 154. kodonda arginin aminoasidi i¢in monomorfiktir. Bandirma irkinda en
cok gozlenen allel ARQ iken Sakiz rkinda en ¢ok gozlenen alleller ARQ ve ARR
olmustur. ARQ/ARQ ve ARR/ARQ Bandirma wrkinda, ARR/ARH ve ARR/ARQ

ise Sakiz irkinda en ¢ok gdzlenen genotiplerdir.

Cizelge 6.1. Populasyonlara ait aminoasit frekanslari.

Kodon Aminoasit Bandirma Sakiz
Alanin 0,991 0,984

136
Valin 0,009 0,016
Arginin 1,000 0,953

154
Histidin 0,000 0,047
Arginin 0,278 0,328
171 Histidin 0,000 0,281

Glutamin 0,713 0,391
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PrP genotiplerine ait null-hipotezi analizi Ki-Kare (Chi-Squared) testi
kullanilarak hesaplanmistir. Bandirma irkinin hem her bir kodonu hem de genotipi
icin Ki-Kare testi istatistiksel anlamda 6nemsizdir (P>0,01) (Cizelge 6.3). Bu
durumda null-hipotezi (Hy) kabul edilir ve Bandirma ki rastgele tireme egilimi
gostermektedir. Sakiz irkinin hem genotip P degeri hem de 171. kodon P degeri
istatistiksel anlamda 6nemli (P<0,01) iken 136 ve 154. kodon P degerleri
istatistiksel anlamda 6nemsizdir (P>0,01) (Cizelge 6.3). Kendi i¢inde ¢elisen bu
durumun Orneklem yetersizligi nedeni ile olustugu diisiiniilmektedir. Diger
istatistiksel analizler populasyonlarm Hardy-Weinberg dengesinde oldugu

goriildiikten sonra yapilmustir.

Hardy-Weinberg dengesi sonuglarina goére Bandirma ve Sakiz ki

bireylerinde beklenen ve elde edilen genotip degerleri Grafik 6.1°de gosterilmistir.

Allel frekanslar1 kullanilarak hesaplanan Bandirma ve Sakiz wklar1 arasi
total genetik cesitlilik (Fst) degeri 0.035 ve genotip frekanslar1 kullanilarak
hesaplanan Fsr degeri ise 0.094 olarak bulunmustur. Alleller ve geneotipler ile
hesaplanmis Nei Genetik Benzerlik analizi degerleri ise sirasiyla 0.963 ve 0.798
olarak hesaplanmistir. Her iki Fst degerinin sifira ve yine her iki Nei Genetik
Benzerlik analizinin bire yakin olmas iki 1irk arasinda istatistiksel anlamda 6nemli
bir fark olmadigini, diger bir degisle iki wkin genetik acidan oldukca benzer

olduklarmi ifade etmektedir.
Populasyonlar arast genetik varyanst veren AMOVA sonuglar1 ise
istatistiksel anlamda 6nemsizdir (P>0,01). Her iki rkin bireyleri genetik agidan

oldukca benzerdir ve sadece % 27’lik bir farklilik gosterir.

Cizelge 6.3. Populasyonlara ait Ki-Kare testi P degerleri.

Populasyon Kodon P Degeri Genotip P Degeri
136 0,945
Bandirma 154 Monomorfik 0,934
171 0,714
136 0,928
Sakiz 154 0,781 0,000
171 0,003
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Grafik 6.1. Bandirma (a) ve Sakiz (b) wklarna ait elde edilen ve beklenen genotip
degerleri.

Benzer fenotipe sahip Bandirma ve Sakiz irklari arasinda yapilan bu
calismaya farkli fenotipe sahip Morkaraman ve Kivircik wklarmin da dahil
edilmesi PrP genotipleri ile post rengi karakterleri arasindaki korelasyonun daha
iyi saptanabilmesi ag¢isindan onemlidir. Bu amagcla, bu ¢alismadan ve literatiirden
(Frootan et al, 2012; Un et al., 2008a) elde edilen veri (Bkz. Cizelge 6.2)
Arlequin programina girilerek dort ik arasindaki genetik farklilik/benzerlik
hesaplanmis ve ulasilan sonuglara gore PrP genotipleri ile post rengi karakterleri

arasinda ne gibi bir korelasyon oldugu saptanmaya ¢aligilmistir.
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Elde edilen allelik Fsr P degerlerine (Cizelge 6.4) gore sadece benzer post
karakterlerine sahip Bandirma ve Sakiz irklar1 benzerken (0,0036 = 0,0001), farkl

post karakterlerine sahip irklar arasinda allelik a¢idan benzerlik saptanmamustir.

Genotipik Fst P degerlerine (Cizelge 6.5) gore Bandirma ve Sakiz wklart
arasinda (0,00082 + 0,0001; P<0,01) yine benzerlik saptanmakla beraber Cizelge
6.5’in tamami incelendiginde ise genotipik Fsy P degerleri arasinda bir ¢eliski
oldugu ortaya c¢ikmaktadir: Bandirma irkinin, Morkaraman ve Kivircik irkina
genotipik olarak benzer olmadigi, Sakiz irkinin ise Morkaraman ve Kivircik irkina
genotipik olarak benzer oldugu gozlemlenmektedir. Fakat Bandirma ve Sakiz ki
arasindaki benzerlik nedeni ile Sakiz wkinin da Morkaraman ve Kivircik wkina
genotipik acidan benzer olmasi beklenmemektedir. Bu ¢eliskinin nedeni, Hardy-
Weinberg dengesinde oldugu gibi yetersiz oOrneklemden kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Cizelge 6.4. Allelik Fgr P degerleri ve standart sapma matrisi, giiven araligi 0,01.

Bandirma Sakiz Morkaraman Kivirak
Bandirma *
Sakiz 0,00036+0,0001 *
Morkaraman | 0,23307+0,0012  0,01605+0,0004 *
Kivircik 0,06223+0,0008  0,01817+0,0004  0,05606+0,0007 *

Cizelge 6.5. Genotipik Fgr P degerleri ve standart sapma matrisi, giiven araligi 0,01.

Bandirma Sakiz Morkaraman Kivirak
Bandirma *
Sakiz 0,00082+0,0001 *
Morkaraman | 0,10870+0,0010  0,00346+0,0002 *
Kivircik 0,11557+0,00010  0,00308+0,0002  0,03991+0,0007 *

Bu c¢alismada post rengi karakterleri agisindan benzerlik sergileyen
Bandirma ve Sakiz wrklar1 arasinda istatistiksel anlamda 6nemli derecede genetik
benzerlik oldugu bulunmustur. Ayni sekilde Bandwrma wki ile post rengi

karakterleri agisindan farklilik sergileyen Morkaraman ve Kivircik irklari arasinda
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istatistiksel anlamda genetik farklilik oldugu saptanmistir. Benzer fenotipe sahip
wklarm benzer PrP genotipleri ve farkli fenotipe sahip wklarn farkli PrP
genotipleri sergilemesi, PRNP geni ile post rengi karakterleri arasinda bir
korelasyon olabilecegini gostermekle beraber, post rengi karakterleri ve PrP
genotipleri arasinda dogrudan iliski kurmak zordur. Bu tiir bir iliski i¢in daha
fazla renk varyasyonu igeren c¢ok sayida materyalde benzer c¢aligsmalar
yapilmalidir.

Sawalha ve ark. (2009) bulgular1 ile bu tezde elde edilen sonuglar
dogrultusunda koyun PRNP geni ve post rengi karakterleri arasinda bir
korelasyonun olabilecegi, PRNP geni ile ne gibi baska kantitatif karakterler
arasinda bir iliski olabilecegi sorusunu akla getirmektedir. Ornegin Iskog¢ Siyah
Yiiz (Scottish Blackface) koyunlarinda PrP genotipleri ve viicut agirlig1 arasinda
bir iligki oldugu bulunmustur (Sawalha et al., 2008). Buna ek olarak ARQ alleline
sahip kuzularm hayatta kalma sanslarinin daha yiliksek oldugu gosterilmistir
(Sawalha et al., 2007). Bandirma ve Sakiz koyunlarinda en ¢ok gozlenen allelin
ARQ olusu Sawalha ve ark. (2007) desteklemektedir ¢iinkii bu iki koyun irkinin
en Oonemli Ozelliklerinden birisi yeni dogan kuzularin hayatta kalma yiizdesinin
oldukca yiiksek olmasidir. Buna ek olarak yeni dogan kuzularin hayatta kalma
yiizdesi yiiksek olan Kivircik, Sakiz ve Imroz gibi koyun rklarinmn materyal
olarak kullanildig1 bagka bir calismada yine en fazla gozlenen ARQ alleli
olmustur (Un et al., 2008a). Ayrica yapilan bazi ¢alismalarda (Hoekstra and
Nachman, 2003; Gratten et al., 2008) vahsi memeli populasyonlarinda post
karakterleri ile fiziksel saglik arasinda da bir iliski bulunmustur. Bu 6rnekler
dogrultusunda sdyleyebiliriz ki PrP genotiplerindeki degisim post rengi
karakterlerini etkileyebilirken, post karakterlerindeki degisiklikler de diger bazi
kantitatif karakterleri etkileyebilmektedir.

Avrupa Birligi 2003 yilinda scrapie hastaligma kars1 dayanikli koyun
yetistirme programlart kurulmasina karar verilmistir (EU, 2003). Bu karar
dogrultusunda koyun wrklarinda scrapie hastaligma kars1 daha direngli olan ARR
allelinin arttirilmas1  hedef alinmigtir. Fakat yukarida verilen Ornekler
dogrultusunda sdyleyebiliriz ki ARR allelinde yapilan bu gibi bir degisiklik ile
diger bircok kantitatif karakter etkilenebilmektedir. Kisacasi Avrupa Birligi
(2003) tarafindan alman bu karar, bircok agidan degerlendirildikten sonra
uygulanmas1 gerekli olan bir durum gibi goziikmektedir. Ciinkii allel bazinda bir
degisim, hayvanlarin sagligindan (Hoekstra and Nachman, 2003; Gratten et al.,
2008) yeni dogan kuzularin hayatta kalma sanslarina (Sawalha et al., 2007) kadar
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bircok farkli konuda etki gosterebilmektedir. Ayrica Sawalha ve ark. (2009)
bulgular1 ile bu tezde elde edilen sonuglar dogrultusunda allel bazindaki
degisiklikler post rengi karakterlerini etkileyebilmektedir. Buna bagl olarak allel
bazindaki farkliliklar hayvanlarin sagliklarini etkileyebilir, yeni dogan kuzularda
hayatta kalma sanslarin1 degistirebilir ve post karakterlerdeki degisimle beraber
fenotipik kayiplara bile neden olabilir. Burada dikkat edilmesi gereken husus, her
bir detaymn ve tiim olas1 etkilesimlerin dikkate almarak en uygun yetistirme

programlarinin bulunmasidir.

Avrupa Birligi’nin 2003 yilinda aldig:1 kararin Tirkiye’de uygulanabilmesi
icin Oncelikle koyun wklarinin scrapie hastaligma kars1 diren¢ diizeylerinin
belirlenmesi ve sonrasinda ise bu diizeylere uygun yetistirme programlarinin
gergeklestirilmesi gerekmektedir. Ayrica Tiirkiye’de uygulanacak yetistirme
programlarina destek olabilecek ve prion genetigi i¢in veri olusturacak ¢aligmalar
yetersiz sayidadir. Bu nedenle, Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan koyun irklarinda
PrP genotiplerinin belirlenmesi (Un et al., 2008a), sigir rklarinda PRNP genine
ait promotor bdlgesindeki polimorfizmlerin belirlenmesi (Un et al., 2008b) ve
Anadolu montofununda PRNP genine ait promotor ve intron bdlgelerindeki indel
polimorfizmlerin belirlenmesi (Oztabak et al., 2009) gibi prion hastaliklar1 ile

iligkili ¢alismalarin da arttirilmasi gerekmektedir.

Sawalha ve ark. (2009) bahsettigi gibi genotip-fenotip arasi korelasyon
calismalarinda daha kesin sonuglara ulasabilmek i¢in 6rneklem genisliginin
oldukc¢a fazla olmas1 gerekmektedir. Bu nedenle ileriki ¢alismalarda daha 1yi bir
korelasyonun kurulabilmesi i¢in 6rneklem genisliginin arttirilmas: gerekmektedir.
Ayrica Tiirkiye’deki tiim koyun mklarinin bu ¢alismaya dahil edilmesi ile hem
genis ¢apta bir korelasyon calismasi yapilabilece§i hem de yetistirme

programlarina veri saglanacag diisiiniilmektedir.
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EKLER

Ek 1 Materyal Olarak Kullanilan Koyunlara Ait DNA Numaralar: ile
Laboratuar Ornek Numaralar1, Genotipleri, Risk Gruplar1 ve Toplam

Ornek Sayilari
Ek 1(a) Bandirma Koyunu

Ek 1(b) Sakiz Koyunu
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a) Bandirma

ORNEK NO (DNANO) | GENOTiP | RIK | ORNEK
SAYISI

1(453), 16(106), 19(236),
30(225), 53(976-8) ARR/ARR Rl >
4(339), 5(7), 9(247), 10(322),
12(164),  13(54),  15(245),
17(70), 20(180-7), 21(320),
23(47). 27(149). 31(264). | ARR/ARQ R3 21
35(449), 38(100), 40(259-7).
44(359). 45(545-7), 47(813-
8), 48(818-8), 51(892-8)
2(111), 3(223), 6(405), 7(93),
8(113), 11(262). 14(390).
18(360), 22(31),  24(48).
25(87), 26(117), 28(157).
20(174), 32(266), 33(273).| ARQ/ARQ R4 27
34(372). 36(485), 37(495).
39(217-6), 41(278), 42(294).
43(308), 46(753-8), 49(821-
8), 50(866-8), 52(910-8)
54(449) ARQ/VRQ RS 1
TOPLAM 54

b) Sakiz

ORNEK NO (DNANO) | GENOTIP ORNEK

GRUPLARI
SAYISI

5(1202). 10(2238), 31(2249) | ARR/ARR R 3
9(1257). 17(2252). 19(1196).
20(1197), 25(1212). | ARR/ARQ R3 7
20(2243). 30(2248)
1(1195). 3(1198), 4(1200),
7(1254). 23(1208), 24(1209) | ARQARQ R4 6
2(1184), 6(1204), 12(2244),
14(2246), 16(2251)., | ARR/ARH R3 8
18(1194), 26(2232), 28(2242)
8(1255). 11(2241), 13(2245),
21(1201), 22(1205) ARH/ARH R4 >
15(2247). 32(2250) ARQ/ALIQ R3 2
27(2239) AHQ/VRQ R4 I
TOPLAM 32
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