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ÖNSÖZ 

S. Prusiner’in 1997 yılında “infeksiyonun yeni bir biyolojik etkeni olarak Prionları 

keşfettiği için Nobel ödülü almasından bu yana prion üzerine yapılan çalışmalar büyük ilgi 

uyandırmaktadır. Bugün prionlar ile ilgili yaklaşık 13.000 makale bulunmaktadır. Prionlar, 

kısaca, orijinal bir mekanizmayla bir grup nörodejeneratif hastalığa neden olan eşi 

görülmemiş infeksiyöz patojenlerdir. Prion hastalıkları genetik, infeksiyöz ya da sporadik 

bozukluklar olarak karşımıza çıkmaktadır. Tüm prion hastalıklarında prion proteininin yapısal 

değişikliği söz konusu olmaktadır. Koyunlarda Bovine spongiform encephalopathy (BSE) ve 

scrapie, insanlarda Creutzfeldt–Jakob disease (CJD) en çok görülen prion hastalıklarıdır. 

Prion proteinlerinin fizyolojik rolleri ve hastalık etkeni olan infeksiyöz forma dönüşüm 

mekanizmaları günümüzde belirsizliğini korumaktadır. Bu Yüksek Lisans Tez Projesinde, 

Trachemys scripta türü su kaplumbağalarında prion proteinini kodlayan gen bölgesindeki 

polimorfizmler ve bu polimorfizmlerin apoptozis ile ilişkisi araştırılmıştır. Bu çalışmadan elde 

edilen bulguların, prion biyolojisini anlama açısından yararlı olacağı inancını taşımaktayız. 

 

Mayıs 2012                                                                                                        Tuğçe Birkan 
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ÖZET 

 

Trachemys scripta Türü Su Kaplumbağasında Prion Protein Gen (Prnp) 

Polimorfizminin ve Apoptozis ile İlişkisinin Belirlenmesi 

 

Tuğçe Birkan, Mayıs 2012, 62 syf. 

 

Prion proteini beyin, kas ve lenfoid sistem gibi birçok farklı dokuda yerleşim gösteren 

hücresel bir glikoproteindir. Bu protein normal hücresel form (PrP
C
) ve patolojik izoformu 

(PrP
Sc

) olmak üzere iki konformasyonda bulunabilir. Prion hastalıklarında hücresel formdaki 

prion proteinleri yapısal değişiklik göstererek anormal forma dönüşür. Günümüzde prion 

proteinlerinin fizyolojik rolleri belirsizliğini koruyor olsa da memelilerde PrP
C
’nin yaygın 

olarak bulunuyor olması, bu proteinin sinyal transdüksiyonu, sinaptik ileti ve programlanmış 

hücre ölümü gibi önemli biyolojik olaylarda rol aldığını düşündürmüştür. Öte yandan, 

memelilerde prion proteinini kodlayan genlerdeki tek nukleotid polimorfizmlerinin prion 

hastalıklarına olan duyarlılığı büyük ölçüde etkilediği bilinmektedir. Bu çalışmada, Trachemis 

scripta türü kaplumbağalarda prion proteini kodlayan gen bölgesi (Prnp) polimeraz zincir 

reaksiyonu ile çoğaltıldıktan sonra dizi analizine gönderilmiş ve polimorfizmler 

belirlenmiştir. Ayrıca, polimorfik örneklere ait apoptotik hücre yoğunluğu TUNEL yöntemi 

ile araştırılmıştır. Çalışmamızda L203V, N205I, V225A, M237V polimorfizmleri 

saptanmıştır. Bununla beraber incelenen 30 örneğin 15’inde söz konusu dört polimorfizm 

(L203V, N205I, V225A, M237V) birlikte gözlenmiştir. Bir örnekte, L203V, N205I, M237V 

olmak üzere üç polimorfizm, geri kalan 14 örnekte ise L203V, N205I olmak üzere iki 

polimorfizm birlikte izlenmiştir. Polimorfik örneklerin TUNEL analizleri sonucunda, 

belirlenen dört polimorfizmi de içeren örneklere ait beyin dokularında apoptotik hücre 

sayısının diğer polimorfik örneklere göre daha fazla olduğu belirlenmiştir. Bu sonuçlar Prnp 

polimorfizmlerinin programlanmış hücre ölümünü arttırabileceğini ve bu artışın prion 

hastalıklara yatkınlık ile ilişkili olabileceğini düşündürmüştür.  

Anahtar Sözcükler: Prion, polimorfizm, apoptozis 
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ABSTRACT 

 

Determination of Prion Protein Gene (Prnp) Polymorphism and its Relationship with 

Apoptosis in Turtle, Trachemys scripta. 

 

Tuğçe Birkan, May 2012, 62 p. 

 

Prion protein is a glycoprotein which is widely expressed in most tissues, including brain, 

muscle and lymphoid system. It can display two conformations: normal cellular form (PrP
C
) 

and its pathological isoform (PrP
Sc

). During the prion diseases, cellular proteins undergo 

conformational change to abnormal form. Although the physiological roles of prion protein 

still remain unknown, the ubiquitous expression of PrP
C
 in mammals suggests its roles in 

important biological events such as signal transduction, synaptic transmission and 

programmed cell death. On the other hand, it is known that, in mammals, single nucleotide 

polymorphisms in prion protein coding genes are greatly affect susceptibility to prion 

diseases. In the present work, prion protein coding gene (Prnp) was amplified with 

polymerase chain reaction, sequenced and polymorphisms were determined. Also, apoptotic 

cell number of polymorphic samples was measured with TUNEL assay. In our work, L203V, 

N205I, V225A and M237V polymorphisms were determined. In 15 samples, these four 

polymorphisms (L203V, N205I, V225A and M237V) were seen together. In one sample, 

three polymorphisms (L203V, N205I and M237V) and in remaining 14 samples L203V, 

N205I polymorphisms were seen. TUNEL analyses of polymorphic samples were seen that 

the apoptotic cell number was increased in brain tissues of samples that contain four 

polymorphisms. These results indicate that Prnp polymorphisms can increase the 

programmed cell death and this raising may be related with the susceptibility to prion 

diseases. 

Keywords: Prion, polymorphism, apoptosis 
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1.GİRİŞ 

 

 Prion proteini, memeli dokularında özellikle de nöronlarda yoğun olarak bulunan bir 

hücre yüzey glikoproteindir. İnsan ve hayvan prion hastalıkları hücresel fonksiyonları 

etkileyecek proteinlerin üç boyutlu yapılarının değişmesi sonucunda ortaya çıkan “yapısal 

değişiklik gösteren” bozukluklar olarak değerlendirilmektedir. Bazı koşullarda prion 

proteininin zararsız formu (PrP
C
) hastalık etkeni izoforma (PrP

Sc
) dönüşebilir. Prion 

proteinlerinin bu yapısal dönüşüm sırasında kullandığı stratejiler ve prion hastalıklarındaki 

patojenik mekanizmalar henüz tam olarak anlaşılamamış olmasına karşın normal ve 

anormal formdaki prion proteininin prion hastalıkların etyolojisinde ve patolojisinde 

merkezi bir rol oynadığı ve prion proteinlerini kodlayan genlerin (Prnp) mutasyonları ve 

polimorfizmlerinin hastalığa duyarlık açısından önemli etkilerinin olduğu bilinmektedir. 

Günümüzde insanlarda 30’dan fazla Prnp mutasyonu saptanmıştır. Dolayısıyla prion 

hastalıklarının patogenezinin anlaşılması açısından çeşitli organizmalarda Prnp lokusunun 

genomik yapısının ortaya konması önemlidir. İnsanların yanında, sığır, fare, sıçan, koyun, 

geyik, keçi ve zebra balıklarında Prnp ile ilgili bilgiler elde edilmiştir. Öte yandan, prion 

proteinleri programlanmış hücre ölümleri ile yakından ilişkili gözükmektedir. Özellikle, 

anti-apoptotik etkileri ile nöronları koruduğu ileri sürülmektedir. Nörodejeneratif 

hastalıkların yanlış ya da eksik katlanmış proteinlerin sinaptik fonksiyonsuzluk, 

nöronapoptozisi ve beyin hasarı gibi etkilerinden dolayı gerçekleştiği düşünüldüğünde, 

apoptozis ile prion proteini ekspresyonları ve Prnp polimorfizmleri arasındaki ilişki önem 

kazanmaktadır. Bu Yüksek Lisans Tez Projesinde Trachemys scripta türü su 

kaplumbağalarında prion proteinini kodlayan gen dizisi belirlenmiş ve polimorfizmleri 

çıkartılmıştır. Ayrıca polimorfik örnekler apoptotik indeks açısından incelenmiş ve elde 

edilen bulgular mevcut literatür ile tartışılmıştır. 
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2.GENEL BİLGİLER 

 

Proteinler, farklı enzimatik ve yapısal özellikleri ile yaşamın her alanında ön plana 

çıkmaktadır. Aynı zamanda proteinler yaşayan hücrelerin fizyolojik ortamlarında 

savunmasız kalabilen makromoleküllerdir. Örneğin proteinlerin biyosentezi, hataya son 

derece açık bir süreçtir (1). Protein sentezinin hatalı ürünleri (eksik translasyonel 

polipeptidler, hatalı katlanmalar ya da oligomerik protein komplekslerinin bir araya 

gelememesi) nörodejeneratif hastalıklar ve diyabet gibi birçok bozukluğun ortaya 

çıkmasında rol alan protein agregatlarının oluşumuna neden olmaktadır (2, 3).  

Alzheimer, Parkinson, Huntington, spinoserebellar ataksi ve bulaşıcı sponjiyöz 

(süngerimsi) ensefalopatiler gibi çok sayıdaki nörodejeneratif hastalık düşünme ve hareket 

yeteneğinde, algı, bilinç ve hafızadaki zayıflamalar ile karakterizedir (4). Nörodejeneratif 

hastalıkların klinik gidişleri farklı olsa da, beyin vakuolasyonu, nöron kaybı, sinaptik 

anormallikler ve yanlış katlanma gösteren protein kümelerinin (4) serebral olarak 

depolanması gibi ortak özellikleri vardır (4, 5).  

Seyrek görülen ancak ölümcül olan bu hastalıklar sadece insanları değil aynı zamanda 

çeşitli hayvan türlerini de etkilemektedir. İnsanlarda kuru, Creutzfeldt-Jakob (CJD), 

Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) ve fatal ailesel insomnia (FFI) gibi bulaşıcı 

sponjiyöz ensefalopatiler, hayvanlarda scrapie, bovine spongiform ensefalopati (BSE) gibi 

bozukluklarda prion proteinleri (PrP) nedensel ajan olarak gözükmektedir (6). Prion 

proteinleri ile ilişkili hastalıklar kendiliğinden ortaya çıkabilir, kalıtılabilir ya da bir 

enfeksiyon ile edinilebilir (5). Özellikle infektif olanlar, bulaşıcı sponjyioform 

ensefalopatiler (transmissible spongiform encephalopathies-TSE) olarak adlandırılan prion 

hastalıklarıdır (5, 7, 8).  
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2.1. Yeni Tip İnfeksiyöz Ajanlar Olarak Prionlar 

Prion hastalıklarına neden olan infeksiyöz ajanın yapısı hakkında uzun süre bilgi 

edinilememiştir. 1966’da scrapie patojeninin iyonize radyasyona ve 250 ila 280 nm’lik 

ultraviyoleye direnç gösterdiği belirlenmiştir (9, 10). Genel olarak proteinlerin 280 nm’de 

UV radyasyonuna 250 nm’den daha fazla hassas olması nedeniyle scrapie ajanının bir 

protein olmadığı düşünülmüştür (9). 1967 yılında Griffith infeksiyöz ajanın genetik 

materyal içermediğini fakat otokatalitik bir mekanizma ile kendini yenileyen (self-

replikatif) hücresel bir proteinin değişime uğramış bir modelinden söz etmiştir (9, 10). 

1970’lerin sonunda S. Prusiner ve ekibi, hasta hayvanların beyninden scrapie’ye neden 

olan ajanı izole etmiştir (11). Bu ajanın ısıya dirençli olduğu, proteinaz K, üre, kaotropik
1
 

tuzlar, sodyum dodesil sülfat (SDS), nukleaz ya da psoralen gibi DNA’yı bozan etkenlerle 

muamele edildikten sonra aktivitesinin değişmediği görülmüştür (11). Aynı zamanda bu 

infeksiyöz ajanın oksijen varlığında iyonize radyasyona duyarlı olduğu belirlenmiştir. 

Özetle bu ajanın lipid içeren hidrofobik protein özelliği gösterdiği öne sürülmüştür (11). 

Prusiner, virus olamayan bu scrapie ajanını ‘prion’ (proteinimsi infeksiyöz ajan-partikül) 

olarak isimlendirmiştir (12). Aslında bu ajan PrP (Prion Protein) olarak adlandırılan bir 

proteindir. Primer yapısı belirlendikten sonra PrP kodlayan gen belirlenmiş ve Prnp olarak 

isimlendirilmiştir (13-15). PrP geni (Prnp) tüm memeli genomlarında, kuşlarda (16, 17) ve 

balıklarda (18) belirlenmiştir. Farklı türlerde bilinen tüm PrP genlerinde PrP açık okuma 

çerçevesi (ORF) tek bir ekzonda kodlanır ancak gen 2 ya da 3 ekzon içerebilir (15, 16, 19, 

20). İnsan ve hamsterde Prnp  iki ekzon içerir. Buna karşın, fare, koyun ve sıçan Prnp’si 3 

ekzonludur ve 3. ekzon insan ve hamster Prnp’sindeki ekzon 2 ile analogtur. Protein 

kodlayan dizi tüm memelilerde ikinci ekzonda yer alır (21, 22). Diğer ekzonlar promotor 

ve sonlandırma bölgelerini kapsayan ürüne dönüşmeyen (untranslated) diziler içerir.  

İnsan ve farede Prnp sırasıyla 20 ve 2. kromozomlarda yerleşmiştir (21). Prnp büyük 

ölçüde beyinde, kısmen nöronlarda ve az oranlarda dalak, böbrek, akciğer ve kalpte 

eksprese edilir (14). Fare Prnp 254 amino asitlik prion proteini (PrP) kodlamaktadır (21). 

PrP özellikle merkezi sinir sistemi ve lenforetiküler sistem hücrelerin membranlarında 

bulunmaktadır (10, 23) ve genel olarak iki yapısal izoformu (PrP
C
 ve yanlış katlanmış 

patojenik izoformu olan PrP
Sc

) vardır (24). Normal hücresel form (PrP
C
), 

 
konak tarafından 

kodlanan kompleks tip iki N-bağlı oligosakkarit dizisi içeren bir sialoglikoproteindir (23). 

                                                           
1
 Protein ve nukleik asit gibi yapıları bozan bütanol, etanol, fenol, MgCl2 gibi bileşikler. 
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İnsan PrP
C
’

 
sinde bir -heliks yapısını oluşturan üç peptid dizisi (A-B-C) ve bir β-

heliks yapısı oluşturan iki peptid dizisi ile glikozilfosfatidilinozitol (GPI) için bir sinyal 

dizisi yer alır (Şekil 2.1) (25).  

PrP
C
 ‘nin amino terminal kısmı Cu

++
, Ni

++
, Zn

++
 ve Mn

++
 gibi metal iyonlarına 

bağlanacak korunmuş 5 tekrarlayan oktapeptid domaini (Pro-His-Gly-Gly-Gly-Trp-Gly-

Glu) içerir (26). Bu oktapeptid yapısı bazı nedenlerden dolayı önemlidir. Örneğin, yapı 

içerisinde yer alan His- amino asidi bakır bağlama yeteneğine sahiptir (27, 28). Bakır, 

PrP
C
’nin endositozu için gereklidir (29, 30). Öte yandan, oktapeptid domaininin tekrarlar 

oluşturarak büyümesi gCJD ya da GSS (Gerstmann-Sträussler-Scheinker) olarak 

sınıflandırılan genetik bir prion hastalığına neden olmaktadır (31).  

PrP
C
 ‘nin biyosentetik yolu diğer salgı ya da membran proteinlerine benzerdir: Bu 

protein, granüllü endoplazmik retikulum ribozomlarına bağlanarak sentezlenir, Golgi’ye 

aktarılır ve hücre yüzeyine çıkar (32). Birçok hücre yüzey PrP
C 

 lipid yığınlarında bulunsa 

da bazı proteinler klatrin kaplı membran oyuklarına transfer edilerek endositoza gider (33-

35).  

2.2. PrP
C 

Paralog Proteinleri, Doppel ve Shadoo 

PrP
C 

biyolojisi üzerine yapılan çalışmalar sonucunda iki protein paralogu 

keşfedilmiştir. Bunlardan birincisi erkek üreme sisteminin düzgün çalışmasında önemli bir 

rolü olan ve testiste bulunan Doppel’dir
2
 (downstream PrP-like-Dpl) (36, 37). İkincisi 

merkezi sinir sisteminde bulunan ve PrP
C 

ile benzer birçok aktiviteye sahip Shadoo 

(‘shadow of the prion protein
3
’-Sho) proteinidir (38, 39). Doppel proteinin üçüncül yapısı 

PrP
C
’nin C-terminal bölgesine çok benzer ancak N-terminal hidrofobik ve oktapeptid 

tekrarları içermez (39). Her iki protein yaklaşık %25’lik bir amino asit homolojisi gösterir 

(40). 

Memeli prion protein ailesinin üçüncü üyesi olan Sho, bir nöronal glikoproteindir ve 

GPI çapası, bir ya da iki yerde N-glikozilasyon gibi PrP
C
’nin gösterdiği bazı özelliklere 

sahiptir (41). PrP
C 

ve Sho farklı N-terminal bölgeler içerseler de merkezi kısımları nöro-

protektif sağlayacak fonksiyonel olarak oldukça korunmuş bir aktivite domainine 

sahiptirler (41). Sho PrP
C
’de bulunan oktatekrarlardan yoksun olsa da glisin, serin, alanin 

ve arginince zengin bir dizi N-terminal tetratekrarlar içerir (39) (Şekil 2.1).  

                                                           
2
 Almanca suret ya da çift. 

3
 Japonca gölge 
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Şekil 2.1. Prion protein ailesi üyelerinin domain yapılarının şematik gösterimi, Doppel ve PrP

C
’nin C-

terminal domainleri 3 -heliks ve 2 kısa -sheet yapıları oluşturur. Disülfit köprüleri (-S-S-) N-glikozilasyon 

bölgeleri KH şeklinde gösterilmiştir. PrP
C

 ve Shadoo’da tekrarlayan diziler bulunur. PrP
C

’deki 

oktatekrarlar Cu
+2 

bağlama yeteneğine sahipken Shadoo’daki tetratekrarlar arginin ve glisince zengindir. 

Ayrıca oldukça iyi korunmuş hidrofobik kısımlar PrP
C

 ve Shadoo’da gösterilmiştir. GPI, 

glikozilfosfatidilinozitol’ü betimlemektedir [Watts ve Westaway’dan (39) değiştirilerek alınmıştır]. 

 

Doppel geni balıklarda, farelerde, sığır, koyun ve insanlarda belirlenmiştir (42). 

İnsanlarda, Doppel proteini kodlayan genin (Prnd) Prnp’nin 27 kb downstreamında yer 

aldığı, farede ise Prnd’nin, Prnp’nin yaklaşık 16 kb downstreamında olduğu belirlenmiştir. 

(42-44). Her iki gen (Prnp ve Prnd), bir prion gen kompleksini (Prn) oluşturur. Yüksek 

nukleik asit homolojisi göstermeseler de bu genlerin tek bir atasal genin duplikasyonu ile 

ortaya çıktığı ileri sürülmektedir (45, 46). Prion gen ailesinin üçüncü üyesi olan ve Sho’yu 

kodlayan Sprn geni oldukça iyi korunmuştur (38). Sprn geni, Prnp ve Prnd içeren Prn 

genomik lokusun içerisinde yer almaz. Bu gen, farelerde  7., insanlarda 10. kromozom 

üzerinde lokalize olmuştur.  Prnp ve Prnd gibi Sprn geninin açık okuma çerçevesi tek bir 

ekzon içerisinde bulunur (Şekil 2.2). Yapılan çalışmalarda Sprn ekspresyonlarının beyine 

sınırlı olduğu, dolayısıyla Sho proteinin Doppel’den farklı olarak merkezi sinir sistemi ile 

ilişkili olduğu ileri sürülmüştür (39). Farklı organizmalarda Sprn ve Prnp sekans analizleri 

ilkel prion protein geninin Sprn ile ilgili olduğu, Prnp ve Prnd genlerinin daha sonra 

evrildiği ileri sürülmüştür (47). 
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Şekil 2.2. Fare PrP, Doppel ve Shadoo proteinlerini kodlayan genlerin şematik gösterimi. 2. kromozomda 

bulunan Prn lokusu PrP ve Doppel kodlayan Prnp ve Prnd genlerini içerir. Shadoo proteinini kodlayan Sprn 

geni farede 7. kromozomda yer alır [Watts ve Westaway’dan (39) değiştirilerek alınmıştır]. 

 

İnsan Prnp ve Prnd ile aynı genomik kümede (Prnd’nin yaklaşık 3 kb 

downstreamında) yerleşim gösteren hipotetik dördüncü bir prion geni (Prnt) betimlenmiştir 

(48). Prnt’nin kemirgenlerde bulunmadığı, sadece primatlara özgü bir gen olduğu 

belirlenmiş ve  transpoze olabilen bir gen olarak değerlendirilmiştir (47, 49, 50). İnsanda 

genin 3 alternatif splicing izoformu bulunmaktadır (48) ve memelilerde oldukça iyi 

korunduğu ileri sürülmüştür(50). 

2.3.Hücrede PrP
C
’n

 
in Rolü ve Fonksiyonu 

2.3.1.Hücresel Lokalizasyon ve Trafik 

PrP
C
’nin farklı hücresel kısımlarda fonksiyon gösteren çok sayıda membran bileşenleri 

ile ilişkili olduğu bilinmektedir (51). PrP
C
 hücre zarı ve endositik kısımlar arasında sürekli 

olarak döngüsel biçimde yer değiştirir. PrP
C
 trafiği olarak tanımlanabilen bu döngüsel 

süreç, proteinin fizyolojik fonksiyonları için önemli olabilecek internalizasyon yolaklarını 

içeren kompleks bir olaydır (52). PrP
C
 trafiği Golgi komplesi, hücre zarı ve erken 

endozomlar arasında gerçekleşmektedir ve endositik veziküllerin ayrılmasını sağlayan bir 

GTPaz olan dynamin I PrP
C
 trafiğinin ilk adımlarında rol alır (51). Üzerinde tartışmaların 

sürdüğü bu kompleks olayın mekanizmaları konusunda kaveol/raft ve klatrin-bağımlı 

internalizasyon süreçleri ön plana çıkmaktadır (25). PrP
C
’nin internalizasyonunda klatrin- 

ve non-klatrin veziküllerin rolleri ile ilgili tartışmaların (53) kaynağında GPI-çapalı 

proteinlerin internalizasyon için lipit yığınlarını kullanması (54) ve bu proteinlerin 

internalizasyon sırasında transmembran domainlerini kaybederek klatrinler ile etkileşmesi 

yer almaktadır. Öte yandan, PrP
C
’nin lipit yığınları üzerinden internalizasyonu ile birlikte 

bu membran yapılarının dışında da hücre içerisine alındığı gösterilmiştir (35). Ayrıca, PrP
C
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deterjanlara direnç gösteren lipid raftlarından lateral olarak hücre zarının deterjanda 

çözülen kısmına göç ederler ve buralarda klatrin kaplı çukurlardan internalize olurlar (55).  

Yapılan çalışmalarda PrP
C
’nin, 

 
kaveol benzeri lipit yığınlarında, trans-golgi 

şebekesinde ve sitoplazmik endositik kaveol benzeri yapılarda yoğun olarak bulunduğu 

kaveol benzeri yığınlar aracılığı ile hücrenin perisentriolar bölgesine, kaveol içeren erken 

endositik yapılar ile geç endozom/lizozomlara aktarıldığı gösterilmiştir (56, 57). Özetle, 

hücre yüzeyi PrP
C
 temel olarak klatrin bağımlı bir mekanizma ile hücre zarı ve erken 

endozom arasında dönüşüm içerisindedir. Bu yolakta bakır iyonlarının da rolü vardır (58) 

ancak PrP
C
’nin kaveol ve kaveol içeren endositik yapılarda bulunması proteinlerin kaveol 

aracılığı ile de internalize edildiğini ortaya koymuştur (56).  

2.3.2.PrP
C
’nin Hücresel Proteinlerle Etkileşimi 

PrP
C 

hücre yüzeyinde, endositik kısımlarda ve sekretuvar yolakta birçok makromolekül 

ile etkileşmektedir. PrP
C
 laminin reseptör proteini (37-kDa/67-kDa) ile etkileşerek 

internalizasyonunu sağlamaktadır (59). Ayrıca, bazı glikozaminoglikanların (örneğin 

sülfatlanmış GAG’lar) ve nukleik asitlerin PrP
C
 bağladığı gösterilmiştir (60-63). Bu 

glikozaminoglikanların laminin reseptörü ve laminin gibi ekstrasellüler matriks molekülleri 

ile ilişkili olduğu dolayısıyla PrP
C
’nin

 
laminin için yüksek afiniteli bir reseptör de 

olabileceği ve PrP
C
 -laminin etkileşimlerinin nöritogenezde rol aldığı ileri sürülmüştür 

(64). Ayrıca PrP
C
’nin mikrotübüller ile özellikle de tubulin ile ilişkili olduğu ve mikrotübül 

oluşumunu engellediği belirlenmiştir (65). Bu proteinlerin dışında PrP
C
 ile etkileşen -

kristalin, Na+/K+-ATPaz 3 altünitesi, CNPaz, -aktin, -spektrin, kreatin kinaz-, 

sinapsin Ib, Grb2 adaptör proteini ve prion interactor Pint1 gibi çok sayıda molekül 

bulunmaktadır (25, 66). Bu örnekler, nukleik asitlerin (67) hücre zarında ya da 

ekstrasellüler matrikste bulunan protein komplekslerin (68) ve bazı glikozaminoglikanların 

(69) PrP
C
 dönüşümü ile ilişkili olduğunu göstermektedir. 

 

2.3.3.PrP
C
’nin Fizyolojik Rolü 

Başta sinir sistemi ve bağışıklık sistemi olmak üzere birçok organda, kanser 

hücrelerinde ve embriyonik gelişim sürecinde çok sayıda hücresel ve fizyolojik roller 

üstlenmesine karşın PrP
C
’nin fizyolojik rolü günümüzde tam olarak anlaşılamamıştır. 

Hücresel düzeyde PrP
C
, adezyon, farklılaşma, çoğalma, hücre içi sinyal iletimi, bakır ve 
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redoks dengesi, oksidatif stres, anjiyogenez ve hücre ölümü ve yaşamı gibi birçok olayda 

rol aldığı düşünülmektedir (32, 70-72) (Çizelge 2.1).  

PrP
C 

 bakır iyonlarına bağlanabilme yeteneğine sahip bir proteindir (73, 74) ve bakır 

metabolizmasında rol aldığı ileri sürülmektedir. Bakır iyonlarının bağlanması PrP
C
 

molekülünde yapısal değişikliklere neden olduğu ve PrP
C
’deki yanlış katlanmaların ve 

fibrilasyonun bakır iyonları varlığında gerçekleştiği gösterilmiştir. Bunun yanında bakır 

iyonlarının, PrP
C
 agregasyonu üzerine dual bir etkisinin olduğu, fizyolojik sıcaklıklarda 

(37°C’de) bakır iyonlarının agregasyonu üzerine bir etkisi olmazken daha düşük 

sıcaklıklarda agregasyona neden olduğu gösterilmiştir (75). Ek olarak, bakır iyonu 

bağlanmasının PrP
C
’nin endositozunu arttırdığı ortaya konmuştur. PrP

C
’nin bakır 

toksisitesine ve oksidatif strese karşı antioksidan bir etki gösterebileceği ileri sürülmüştür 

(76).  

Oktapeptid tekrar bölgeleri özel glikozaminoglikan bağlama bölgeleri oluşturur (77). 

Alternatif olarak, PrP
C
, histidin bağlayan bakır aracılığı ile GAG’lara bağlanabilir  ve PrP

C
 

metabolizmasında önemli olacak PrP-Cu
+2

-GAG kompleksini oluşturur (78). Diğer 

taraftan bakır iyonu bağlanmasının PrP
C
’nin endositozunu uyardığı ve PrP

C
’nin bakır 

iyonlarının hücre içine alınımı için gerekli bir reseptör olabileceği ileri sürülmüştür (29). 

Bununla birlikte, yapılan çalışmalarda PrP
C
’nin bakır iyonlarını hücre yüzeyine 

bağlanmasını artırmasına karşın hücre içi bakır iyonu konsantrasyonunda bir değişiklik 

olmadığı gösterilmiştir (79). 
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Çizelge 2.1. Prion proteinlerinin rolleri 

GÖREV REFERANS 

Oksidatif strese direnç/ Nöroprotektif etki (80-87) 

Nörit gelişimi (88-91) 

Akson gelişimi
1
 (92, 93) 

N-CAM üzerinden sinir sistemi gelişimi (94) 

Hücre adezyonu (88, 95) 

HIV-1 ile ilişkili MSS hastalıkların patogenezi (96) 

Monosit migrasyonu
2
 (97) 

T hücreleri üzerine sinyalleme/ T hücresi aktivasyonu (84, 98, 99) 

Anti-apoptotik etki (86, 100-102) 

PrP (106-126) peptidi ER stresi, mitokondrial sitokrom c salınımı, 

kaspaz 3 aktivasyonu ve hücre ölümüne neden olur. 
(103) 

Fagositozun modülasyonu  
(104) 

Histon H3 ile etkileşimi ve transkripsiyonel düzenleme (105) 

Metastaz ve invazivlik, kanser terapilerine direnç
3 

(72, 106, 107) 

Glikolizin düzenlenmesi
4 

(108) 

Embriyogenezde pleitropik etki
5
 (109) 

Hematopoetik kök hücre self-renewal (110, 111) 

1. Sinir rejenerasyonunda sinirlerde artan PrP
C
 aksonal olarak transport edilen PrP

C
 miktarını arttırır 

(92) 
2. PrP

C
 kan-beyin bariyerini oluşturan beyin endotelinde bağlantı proteini olarak bulunur

 
ve 

monositlerin transendotelyal göçünü düzenler (97). 
3. Prion proteinleri aracılığı ile ortaya çıkan olaylar, kendi kendine yetebilme, anti-büyüme sinyallerine 

duyarsız kalma, doku invazyonu ve metastaz, sınırsız replikatif potansiyel ve apoptosizin 

inhibisyonu (112) gibi kanser belirteçlerini ortaya çıkartacak olayları desteklemektedir. Çeşitli tip 

kanserlerde PrP’nin aşırı ekspresyonu hızlı hücre proliferasyonu ve/veya survival artışı ile ilişkilidir 

(72). Örneğin, aşırı PrP ekspresyonu gastrik kanser hücre hatlarında Akt yolağının aktivasyonuna ve 

hücrelerin adesif, invaziv ve metastatik bir fenotip kazanmasına neden olur (106). Ayrıca, Akt 

aktivasyonuyla MAP-kinaz ERK1/2 fosforilasyonu üzerinden tümör invazyonu ve metastazı için 

önemli bir adım olan ekstrasellüler matriks yıkımından sorumlu bir proteaz olan 

matriksmetaloproteinaz 11’in ekspresyonunu arttırır (106, 113, 114). Öte yandan, metastatik sürecin 

gelişiminde PrP
C
 integrin(v)3 ekspresyonunu ve aktivasyonunu negatif olarak modüle eder (107). 

4. Glikolizin düzenlenmesi sırasında PrP
C
, glukoz transporter1 ekspresyonunu Fyn-HIF-2 yolağı 

üzerinden modüle eder (108). 
5. Ca

+2 
bağımsız homofilik hücre adezyonunu ve sinyallemesini, hücre zarına E-kaderin salınımını 

düzenleyerek Ca
+2

 bağımlı hücre adezyonunu kontrol eder (95). 



10 

 

2.3.4.Prion Proteinleri ve Sinyal Transdüksiyonu 

GPI-çapalı proteinlerin hücre içi sinyal iletimi yolaklarında yer alabilmeleri için, bir 

transmembran adaptör protein ile etkileşmesi gerekmektedir. Bu nedenle polipeptid 

zincirleri tamamen ekstrasellüler kısımda yer alan PrP
C
, hücre içi sinyal iletimi 

yolaklarında etki göstermek için transmembran adaptör proteinlere ya da protein 

komplekslerine bağlanırlar (25, 32). Ayrıca, PrP
C
’lerin çoğunlukla hücre yüzeylerinde, 

özellikle de sinyal transdüksiyonu açısından önemli bir hücresel bölge olan lipid raftlarında 

yerleşmiş olması hücre içi sinyal iletiminde rol alabileceklerini düşündürmüştür (115, 116).  

PI3-kinaz/AKT, cAMP/PKA, PKC, Fyn ve ERK1/2 gibi sinyalleme yolakları ya da 

sinyalleme bileşenleri PrP
C
 ekspresyonları, çapraz bağlanmaları ya da bir başka proteinle 

etkileşimleri sonucunda modüle edilmektedir (25) (Şekil 2.3). Yapılan çalışmalar, endojen 

olarak eksprese edilen PrP
C
’nin hücrenin kaderini belirleyen hücre adezyonu, trafiği, 

proliferasyonu, farklılaşması gibi çeşitli hücre içi sinyalleme yolaklarına katıldığını ortaya 

koymuştur. 

 
Şekil 2.3. PrP’nin hücre içi sinyal iletimindeki olası yeri. Nöronal farklılaşan hücrelerde Fyn, kaveolin-1’e 

aracılığı ile PrP
C
’ye bağımlı olarak aktive olur. Bu aktivasyon ERK1/2 yolunu aktive eder. ERK1/2, NADPH 

oksidaza bağımlı bir mekanizma ile ROS üzerinden kontrol edildiği için PrP
C
’nin hücre içi redoks 
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homeostazını sürdürmekte bir rolü olduğu ileri sürülmüştür (117). Fyn kinaz aktivitesi genel olarak nörit 

gelişiminde gerçekleşmesine karşın, PI3-kinaz/AKT yolağı ile Bcl-2 ve Bax ekspresyonlarının Fyn kinaz 

üzerinden düzenlenmesi PrP’nin survival etkisi olarak değerlendirilebilir. Nöron yüzeyinde N-CAM ve PrP
C
 

etkileşimleri Fyn kinaz aktivitesine ve nörit gelişimine neden olur. Öte yandan, stres-inducible protein-1 

(STI1) ile bağlantısı cAMP/PKA ve ERK yolağı üzerinden hücreleri apoptozisten korur (nöroprotektif etki). 

PrP
C
 aynı zamanda laminin ile de bağlanarak MAP-kinaz/ERK yolağında rol alabilir. Endositik hücre içi 

PrP
C
, bir adaptör protein olan Grb2 (growth factor receptor binding protein) bağlanarak RAS aktivitesine 

neden olabilir. Öte yandan, PrP
C
 hücre ölüm mekanizmaları üzerine farklı roller üstlenebilir. Örneğin, 

endoplazmik retikulum stresi durumunda proapoptotik bir role sahipken oksidatif stres-indüklü hücre 

ölümünde anti-apoptotik bir faktör olarak davranır (ayrıntılar için metine bakınız). Oklar aktivasyon, çekiçler 

inhibisyon, kesik çizgiler yolağın hipotetik kısmını göstermektedir [Mehrpour ve Codogno’dan (25) 

değiştirilerek alınmıştır]. 

Nöronal yaşam, nörit büyümesi ve nörotoksisite gibi birçok süreçte PrP
C
’nin 

sinyalleme yolaklarını aktive ettiği ile ilgili çalışmalar bulunmaktadır (32). Örneğin, bir 

nöroektodermal hücre hattında (1C11) PrP
C
’nin antikor aracılığı ile bir non-reseptör tirozin 

kinaz olan fyn’yi uyardığı (88, 118), bu uyarının NADPH oksidaz ve ERK’lerin 

(extracellular-regulated kinazların) aktivasyonlarını ve reaktif oksijen türlerinin sentezini 

arttırdığı gösterilmiştir (117, 119). Bu hücrelerin yüzeylerinde bulunan G protein kenetli 

serotonin reseptörlerinin aktivitesi de PrP’nin antikor ile etkileşimi sonucu değişmektedir  

(120). Hücre yüzey PrP
C
, N-CAM ile etkileşerek aksonal gelişimi kolaylaştırmaktadır. 

PrP
C
’nin N-CAM ile etkileşimi bu molekülleri lipid yığınlarına çeker ve fyn kinaz 

aktivitesine neden olur (94). Kültüre nöronların rekombinant PrP ile muamelesinin de fyn, 

PKC, cAMP/PKA, PI-3 kinaz/AKT ve ERK gibi çeşitli kinazların aktivasyonuyla beraber 

nörit gelişimi ve nöron yaşamını arttırdığı belirlenmiştir (121, 122). Bir başka örnek 

PrP
C
’nin ısı şoku proteinleri ile kompleksler oluşturabilen bir protein olan stres-inducible 

protein-1 (STI1) ile etkileşimidir (123). Bu etkileşimin retinal eksplantlarda anisomycin 

aracılığı ile hücre ölümünden PrP
C
’ye bağımlı korunmayı düzenlediği (124), bu etkinin 

cAMP/PKA yolağı aktivasyonuyla gerçekleştiği ileri sürülmüştür. (125). Bunlardan başka, 

PrP
C
’nin nöroprotektif etkisinde PI3 kinaz/AKT sinyalleme yolağının önemli bir rol 

oynadığı, özellikle AKT’nin farmakolojik olarak inhibisyonunun PrP
C
’nin hücreleri 

oksidatif strese karşı koruma yeteneğini azalttığı belirlenmiştir (126, 127).  

PrP
C
 sinyal transdüksiyonundaki bu pozitif etkilerinin yanı sıra özel sinyalleme 

kaskadlarının aktivasyonları üzerinden nörotoksik etkiler de gösterebilir. Örneğin, PrP
Sc

 ile 

benzer biyokimyasal özellikler gösteren sentetik bir peptid olan PrP106-126’nın sadece 

PrP
C
 içeren kültüre nöronlarda ve nöronal hücre hatlarında toksik olduğu (128) ve bu 

toksik etkinin PrP
C
 -bağımlı bir sinyalleme yolağı tarafından düzenlendiği ileri sürülmüştür 

(129, 130). Bu iddia üzerine PrP106-126’nın p38, ERK1/2 ve JNK1/2 gibi çok sayıda 

kinaz kaskadını aktive ettiği belirlenmiştir (131-133). PrP
C
 aracılığı ile gerçekleşen 
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nörotoksisiteye bir başka örnek,  PrP
C
 ekspresyonunun nöronları ve nöron hücre hatlarını 

bir kinaz inhibitörü olan staurosporine’in apoptotik etkilerine duyarlı hale getirmesidir 

(134-136). Bu etkilerin gerçekleşmesi için PrP
C
’nin endositozu gereklidir (32). 

2.4.PrP
C
 ve Apoptozis 

Çok hücreli organizmalarda homeostazis, hücre çoğalması ile hücre ölümü arasındaki 

denge ile sağlanır (137-139). Apoptozis, hasar görmüş, potansiyel olarak zararlı 

olabilecek, organizmanın ihtiyacı olmayan ya da istenmeyen hücrelerin kendi genetik 

yapısındaki kodlanmış bir program ile kontrol edilen fizyolojik bir hücre ölümü tipidir 

(140). Apoptotik hücre ölümü bir dizi biyokimyasal ve morfolojik değişimi içerir ve hücre 

büzüşmesi, nuklear kondensasyon ve DNA fragmantasyonu ile karakterizedir (141, 142). 

Bu süreçte, sitoplazmada kaspaz aktivasyonu ve mitokondriden sitokrom c salınımı (143-

145), mitokondride Bcl-2 ailesinin pro- ve anti-apoptotik üyelerinin görülmesi (146, 147) 

ve plazma membranında fosfatidilserin eksternalizasyonu da söz konusudur (148). 

Apoptotik süreç, ölüm reseptörleri (TNFα ve reseptörü, FAS/FAS ligandı ve 

TRAIL/TRAIL reseptörü) aracılığı ile olan ekstrinsik ve mitokondriye bağımlı intrinsik yol 

(BCL2 ailesi, BAX, sitokrom C/APAF kompleksi) olmak üzere iki temel mekanizma ile 

gerçekleşmektedir. Her iki yolda da farklı moleküler mekanizmalar sonucu kaspazlar 

(cysteinyl aspartate specific proteinases) aktive olmakta ve hücre ölümü gerçekleşmektedir 

(149, 150). Bununla birlikte, üçüncü olarak hakkında bilgilerin sınırlı olduğu, kaspaz 12’ye 

bağımlı olan intrinsik endoplazmik retikulum yolundan söz edilmektedir (151). 

2.4.1.Ekstrinsik Ölüm Reseptörleri Yolağı  

Ölüm ligandlarının (TNF, FasL, TRAIL) ölüm reseptörlerine [Tip-1 TNF reseptörü-

TNFR1, Fas (APO-1,CD95), DR-3 (TRAMP), DR-4 (TRAIL-R1), DR-5 (TRAIL-R2)] 

bağlanması ile başlayan bir süreçtir (152, 153). Ölüm reseptörleri TNF reseptörü ile ilişkili 

ölüm domaini (TNF receptor-associated death domain-TRADD) ve Fas ile ilişkili ölüm 

domaini (Fas-associated death domain-FADD) gibi bazı adaptör proteinlerin ve kaspaz 

8’in tutulmasını sağlayacak ölüm domainlerini içerir (154). Oluşan ligand-reseptör-adaptör 

protein kompleksi “ölümü uyaran sinyalleme kompleksi” (death-inducing signalling 

complex-DISC) adını alır. DISC “başlatıcı” kaspaz olan kaspaz 8’in aktivasyonunu sağlar 

(155). Aktive kaspaz sonraki kaspazların aktivasyonuna neden olarak apoptozisi başlatır  

(Şekil 2.4).  
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Şekil 2.4. Hücrede görülen apoptotik yollar. Mitokondriyal yolda BH3-only proteinler Bax ve Bak’a 

bağlanarak direkt aktivasyonuna neden olur (I, kesikli çizgiler) ya da Bcl-2 benzeri prosurvival proteinlere 

bağlanarak Bax ve Bak’ı indirekt olarak aktive eder (II) [ Westphal ve arkadaşlarından (159) değiştirilerek 
alınmıştır].  

 

2.4.2.İntrinsik Mitokondriyal Yolak 

Onarılamayan genetik hasarlar, hipoksi, sitosolik Ca
+2 

iyonunda aşırı artış ve yoğun 

oksidatif stres intrinsik mitokondriyal yolağı tetikleyen bazı faktörlerdir (156). Bu yolak 

mitokondriyal geçirgenliğin artması ve sitokrom-c gibi bazı pro-apoptotik moleküllerin 

sitoplazmaya çıkışı ile ilişkilidir (157). Bcl-2 ailesine ait bir grup protein bu süreç 

içerisinde yer almaktadır. Bcl-2 ailesi mitokondri dış zarında por oluşturan Bax ve Bak 

proteinlerini, pro-apoptotik BH3-only proteinleri (Bad, Bid, Bik, Bim, Puma, Noxa ve Bik) 

ve Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Bfl-1 ve Mcl-1 gibi anti-apoptotik proteinleri içerir (158, 159) 

(Şekil 2.5). Bu protein ailesi dört Bcl-2 homoloji domaini (BH1-BH4) ile karakterizedir 

(160).  
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Şekil 2.5. BCL-2 protein ailesi üyeleri ve domain yapıları [Lomonosova ve Chinnadurai’den (160) 

alınmıştır]. 

 

Anti-apoptotik proteinler sitokrom c salınımını bloke ederek apoptozisi düzenlerken 

pro-apoptotik olanlar sitokrom c salınımını arttırırlar. Pro- ve anti-apoptotik proteinler 

arasındaki denge durumu apoptozisin gerçekleşip gerçekleşmeyeceğini belirler.  

Sitoplazmaya salınan sitokrom c, Apaf1 (Apoptotic protease activating factor 1) ve kaspaz 

9 ile birleşerek apoptozom adı verilen bir kompleks oluşturur. Apoptozom, kaspaz 3’ün 

aktivasyonuna neden olur (161). İntrinsik ve ekstrinsik yollar kaspaz 3’te birleşir ve 

apoptozisten sorumlu kaspaz aracılığı ile aktive olmuş deoksiribonukleaz inhibitörlerin 

aktivitelerini bozar (156). Bunun yanında diğer kaspazlar, protein kinazların, sitoiskelet 

proteinlerinin, DNA tamir proteinlerinin ve endonukleaz inhibitörlerinin bozulmasına 

neden olur (156).  

PrP
C
’nin hücreleri oksidatif stresten koruduğu ve apoptozisi engellediği ifade 

edilmektedir (71). PrP
C
’nin STI1 ile etkileşimi hücreleri apotozisten koruyacak 

nöroprotektif sinyaller oluşturur (71, 124). Bu nöroprotektif sinyaller cAMP/PKA yolağı 



15 

 

üzerinden gerçekleşmektedir (124). Üstelik endojen PrP, kültüre nöronları oksidatif strese, 

beyin dokularını iskemiye, hipoksiye veya travmaya karşı korur (37, 71, 162). 

PrP’nin N terminalindeki oktapeptid bölge hem anti-apoptotik Bcl-2 ailesi üyelerinde 

hem de Bcl-2 ailesinin proapoptotik Bax ve Bak üyelerinde bulunan Bcl-2 homoloji 

domain-2 (BH2) ile büyük ölçüde amino asit dizi benzerliği gösterir. Bu benzerliğin 

PrP’nin hücre ölümü ya da yaşamında bir rol oynadığı düşünülmüştür (51). Bax nöronlarda 

önemli bir pro-apoptotik proteindir. Aktive olduğunda yapısal değişikliğe giderek 

oligomerize olur ve mitokondri dış zarını sitokrom c ve diğer apoptojenik faktörler için 

geçirgen hale getirir (163, 164). Aşırı miktarda eksprese edildiğinde Bax insan 

nöronlarında hücre ölümüne neden olmaktadır. BH2 domaini ise Bcl-2’nin Bax ile 

etkileşimini düzenleyerek anti-apoptotik bir etki yaratır (51). PrP’ler  direkt olarak Bax ile 

etkileşir ve Bax’ın yapısal değişiklik geçirerek pro-apoptotik bir proteine dönüşümünü, 

sitokrom c salınımını ve kaspaz aktivasyonunu inhibe ederek Bax-aracılığıyla gerçekleşen 

apoptozise engel olur (165-168). Aşırı miktarda PrP içeren hücrelerin TRAIL-R/DR4/DR5 

(TNF ile ilişkili apoptozisi indükleyen ligand reseptörü) ve TNF aracılı apoptozise dirençli 

oldukları bildirilmiştir (169). 

İntrinsik yolağın anahtar molekülleriyle etkileşimler ekstrinsik (TNF, TRAIL) 

yolağının pro apoptotik sinyallere PrP aracılığı ile direnç göstermesini hala 

açıklayamamaktadır (170). Bununla birlikte, hücresel prion proteinleri ekspresyonlarının 

otofajiye bağımlı hücre ölümünü modüle ettiği yönünde bilgiler de mevcuttur (171). 

PrP’nin anti-apoptotik (pro-survival) etkilerine karşın apoptotik mekanizmalarda rol 

aldığına dair çalışmalar da vardır Yakın zamanda yapılan bir çalışmada CD95/Fas 

etkileşimi ile PrP
C
’nin T lenfoblastoid CEM hücrelerinin mitokondrilerinde raft-benzeri 

mikrobölgelere yerleştiği ve apoptozis ile ilişkili sinyalleme olaylarında rol oynayabileceği 

ortaya konmuştur (172). Öte yandan, PrP’nin tubulin proteinlerine bağlanarak mikrotubul 

oluşumuna engel olduğu ve sitosolik PrP’nin neden olduğu mikrotubul yıkımı ile apoptozis 

arasında bir ilişki olduğu ileri sürülmüştür (173).  

Sitoplazmik PrP’nin kümelenmesinin veya PrP
Sc

 replikasyonunun endoplazmik 

retikulum stresi, mitokondriyal transmembran potansiyelin kaybı ve kaspaz 3’ün 

aktivasyonu ile ilişkili olarak apoptozise neden olduğu belirlenmiştir (174-176). Öte 

yandan, prion proteininin glikozilasyonu ile apoptozis arasında bir korelasyon olduğu, non-

glikolize PrP formların hücre içinde ekspresyonlarının mitokondri membran potansiyelini 
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düşürdükleri, ROS üretimini arttırdıkları, Bcl-xL düzeyini düşürerek ve kaspaz 9 

aktivitesini arttırarak apoptozise neden oldukları belirlenmiştir (177, 178).  

2.5.Prion Hastalıklarının Mekanizması ve PrP
Sc  

Konformasyonel hastalıklar olarak da adlandırılan protein yanlış katlanma 

bozukluklarının temel nedeni proteinlerin -sheet agregatları oluşturacak şekilde yanlış 

katlanmasıdır (179). Proteinlerin yanlış katlanması bulaşıcı sponjiyoform (süngerimsi) 

ensefalopatiler (transmissible spongiform encephalopathies-TSE) olarak adlandırılan prion 

hastalıklarında yoğun olarak görülen bir durumdur (180). TSE’ler insan ve hayvanları 

etkileyebilen bir grup infeksiyöz nörodejeneratif hastalıktır. Özellikle, beyin 

vakoulizasyonu, astrogliosis, nöron apoptozisi ve merkezi sinir sisteminde yanlış 

katlanmış, proteazlara dirençli prion proteinlerinin (PrP
Sc

) yığılımı ile karakterizedir (181, 

182).  

Prion hastalıklarındaki prion protein (PrP
Sc

) agregatları Alzheimer’s hastalığında (AD) 

amiloid-beta (A), tip 2 diyabette islet amiloid polipeptid (IAPP), sekonder amiloidozda 

serum amiloid A (SAA) ekstrasellüler olarak yığılım gösterirken, Parkinson hastalığında 

alfa-sinuklein (-syn), amiotropik lateral sklerozisde (ALS) süperoksit dismutaz-1 (SOD) 

ve TAR DNA-binding protein (TDP-43), taupatilerde ya da AD’de tau ve Huntington 

hastalığında huntingtin (Htt) intrasellüler olarak görülen diğer yanlış katlanmış 

agregatlardır (183, 184). 

Proteinler çeşitli nedenlerden dolayı yanlış katlanabilir (179): 

1. Doğru katlanma yapamayan bir proteinin üretimini başlatacak gen dizisindeki 

somatik mutasyonlar; 

2. Doğru katlanma yeteneği olmayan modifiye proteinlerin üretimini, 

transkripsiyonunu ya da translasyonunu başlatacak süreçlerlerdeki hatalar; 

3. Katlanma ve şaperon proteinlerinde bozukluklar; 

4. Proteinlerin posttranslasyonel modifikasyonlarında veya trafiğinde hatalar; 

5. Çevresel değişikliklerden kaynaklanan yapısal modifikasyonlar; 

6. “Tohumlama” (seeding) ve karşılıklı tohumlama (cross-seeding) mekanizmaları ile 

protein yanlış katlanmasının indüksiyonu. 

PrP
Sc

 prion enfekte hücrelerde, özellikle nöronlarda üretilir. Yapılan çalışmalar 

PrP
C
’nin PrP

Sc
 üretimi için gerekli olduğunu göstermiştir (185-188). Bununla birlikte, 

PrP
Sc

’nin PrP
C
’den mi, immatür katlanmamış PrP’den mi yoksa her ikisinden mi üretildiği 
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ve başka moleküllerin yeni prionların üretiminde rol alıp almadığı bilinmemektedir (21, 

189). PrP
C
 ile PrP

Sc
’nin amino asit sayıları aynıdır ancak, her iki proteinin yapısında 

önemli farklılıklar bulunmaktadır. Örneğin, PrP
C
 daha az -sheet yapı içerirken (PrP

C
 %3, 

PrP
Sc

 %43), daha fazla oranda -heliks yapısı içerir (PrP
C
 %42, PrP

Sc
 %30) (190). Öte 

yandan, oldukça kolay çözülebilen ve proteinaz K’ya duyarlı olan PrP
C
’ye karşılık PrP

Sc
 

göreceli olarak proteinaz K’ya dirençlidir ve hızlı bir şekilde amiloid fibrilleri oluşturmak 

için kümelenir (21, 181). İnfeksiyöz PrP
Sc

 proteinlerinin konak PrP
C
 moleküllerini yeni 

PrP
Sc

 molekülleri oluşturmak için yapısal değişikliğe indüklemesindeki mekanizma tam 

olarak aydınlatılamamıştır. PrP’deki -helikslerin -sheet dizilere dönüşmesinin PrP
Sc

 

üretiminde anahtar bir adım olduğu düşünülmektedir (21). Öte yandan, bu değişim 

sürecindeki yapısal ve kimyasal dinamikler hala belirsizliğini korumaktadır. Örneğin, 

PrP
C
’deki molekül içi disülfit köprülerinin PrP

Sc
’ye dönüşüm sırasında sağlam mı kaldığı 

yoksa proteinin yeniden düzenlenmesine olanak sağlamak için kırılması mı gerektiği 

konusunda bir bilgi yoktur (189).    

İnsan prion hastalıklarında en çok PrP
Sc

 tip1 (21 kDa) ve PrP
Sc

 tip 2 (19 kDa) içeren 

PrP27-30 görülür. Bunun yanında PrP11, PrP7-8, PrP14, PrP-CTF12/13, PrP16-17 ve 

PrP17.5-18 gibi proteinaz K’ya dirençli türler de belirlenmiştir (191-197). 

2.6.Prion Hipotezi 

Prion hipotezi ya da “protein-only” hipotezi viruslar ya da nukleik asitler yerine 

proteinlerin infeksiyöz olduğunu ve kalıtsal bilgi taşıyabileceğini ileri sürmektedir (198). 

Bir proteinin kendini çeşitli şekillerde çoğaltabilen konformasyonlara yanlış olarak 

katlanmasının maya, mantar ve son yıllarda insanlarda prion kalıtımının orijini olabileceği 

düşünülmüştür (199, 200).  

Protein-only hipoteze göre, infektif patojen, asıl proteinde (PrP
C
’de) görülmeyen 

özellikler içeren, proteinaz K’ya direnç ve toksisite gibi yeni özellikler kazanmış farklı 

TSE’lerde serebral kümelenmeler oluşturan, yanlış katlanmış PrP
Sc

’dir (201, 202). Prion 

çoğalması, normal hücresel prion proteinin (PrP
C
) infeksiyöz izoformuna (PrP

Sc
) 

dönüşümünü içerir (203, 204). Anormal PrP
Sc

’nin diğer PrP
C
’leri de patolojik forma 

sokacak bir değişime sürükleyecek yapısal bir kalıp olarak görev yaptığına ve böylelikle 

otokatalitik bir mekanizmayla kendini çoğalttığına inanılmaktadır (5, 8, 204). Viruslar ya 

da nukleik asitlerden çok proteinlerin infeksiyöz özellikte olduğunu ve kalıtsal bilgi 

taşıdığını ileri sürmesi nedeniyle protein only model moleküler biyolojide yeni açılımlar 
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ortaya koymuştur (5, 205). Günümüzde protein-only hipotezini destekleyen çok sayıda 

çalışma ortaya konmuştur (5). 

2.6.1.PrP
C
’nin PrP

Sc
’ye Dönüşüm Modelleri 

Prion çoğalmasını açıklayan iki yaygın hipotez model bulunmaktadır: Bunlardan 

birincisi, Nukleasyon-bağımlı polimerizasyon modeli (NBP), PrP
C
 ile PrP

Sc
 arasında 

termodinamik bir eşitlik olduğunu ileri sürmektedir (206). PrP
C
’nin dönüşümü sonrasında 

monomerik PrP
Sc

 öncülerinin ekleneceği, bir nukleus olarak görev yapacak kritik 

büyüklükte bir PrP
Sc

 oligomeri oluşumu görülür. Termodinamik dengenin bu şekilde 

bozulması sonucunda monomerik PrP
Sc

 konsantrasyonu kritik düzeyin üzerine çıkarsa 

nukleasyon mekanizması devreye girer. Oligomerler nukleus olarak görev yapar ve 

monomerik PrP
Sc

’leri çağırarak PrP
Sc

’nin hızlı bir şekilde çoğalmasını sağlar (206) (Şekil 

2.6).  

 
Şekil 2.6. Prion proteininin self replikasyonunda önerilen nukleasyon bağımlı model (NBP). PrP

C
’nin 

PrP
Sc

’ye dönüşümü sırasındaki hız kısıtlayan adım oligomerik bir PrP
Sc

 nukleusun oluşumudur. Bu nukleus 

daha sonra monomerik PrP
Sc

 molekülleri oligomere ekleyecek reaksiyonu hızlandırır.  

 

Tüm prion hastalıklarındaki prion protein (PrP
Sc

) agregatları nukleasyon ile ilişkili bir 

mekanizma ile oluşmaktadır. PrP
C
’nin PrP

Sc
’ye dönüşümü sırasında PrP

Sc
 oligomerlerinin 

oluşumu hız kısıtlayıcı basamağı oluşturur. Bu nukleus oluşumu aşaması, termodinamik 

olarak uygun olmayan uzun bir lag fazına (gecikme evresine) neden olur. Agregasyon 

sürecindeki gecikme evresi daha önce oluşmuş agregatlar ya da nukleuslar-(“kaynak”lar) 

aracılığı ile ortadan kaldırılabilir. Nukleus oluşumunun ardından agregat gelişimi soluble 

protein monomerlerinin eklenmesiyle katlanarak artar. Soluble proteinlerin toplanarak 

agregatlar haline dönüşmesi sürecine “seeding” (tohumlama) adı verilir (184). 
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Kalıp-destekli (template-assisted) ya da heterodimer model olarak adlandırılan 

ikinci model, bir PrP
Sc

 homodimeri şeklinde yeniden katlanma gösterecek PrP
C
 - PrP

Sc
 

heterodimerleri oluşumunu içeren ve PrP
C
’nin PrP

Sc
’ye dönüşümün kinetik olarak kontrol 

edildiği bir süreçtir (181, 204, 207). Monomerik PrP
Sc

 molekülü oluşumu yüksek bir 

kinetik bariyer nedeniyle (aktivasyon enerjisinin yüksek olması nedeniyle) engellenir. 

 
Şekil 2.7. PrP

C
’nin PrP

Sc
’ye dönüşümünde kalıp destekli model.  

Bu modelde bir kez PrP
Sc

 molekülü oluştuğu zaman bir PrP
C
 molekülü ile etkileşir ve 

bir heterodimer yapı oluşur. Bu heterodimer, daha sonra iki PrP
Sc

 molekülüne dönüşür. 

PrP
Sc

 oluşumu sırasında yüksek aktivasyon enerjisi bariyeri şaperon proteinleri yardımıyla 

ya da kalıtsal TSE’lerde görülen mutasyonlar ile aşılır (208). Bu modelde dönüşüm 

reaksiyonu için hız kısıtlayıcı adım, sonradan PrP
C
’ye bağlanarak heterodimer oluşturacak 

PrP
Sc

 monomerinin oluşumudur. Ardından, PrP
Sc

, PrP
C
’nin PrP

Sc
’ye dönüşümünü 

hızlandırır ve böylece daha sonra iki PrP
Sc

 monomer molekülüne ayrılacak bir homodimer 

oluşumunu başlatır (Şekil 2.7) (181, 204).   

Bu bilgilerin ışığı altında planladığımız bu Yüksek Lisans Tez Projesinde ilgili 

literatürün çok az olduğu Trachemis scripta türü su kaplumbağalarında prion proteini 

kodlayan genin analizini yapmak ve polimorfizmlerini belirlemek amaçlanmıştır. Ayrıca, 

bu polimorfizmler ile apoptozis arasında bir ilişkinin olup olmadığını ortaya koymak, 

projenin diğer bir amacını oluşturmaktadır. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. Hayvan Materyali 

Yapılan yüksek lisans tez projesinde materyal olarak Ege Üniversitesi Hayvan 

Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun izni (Sayı: 2009-102) çerçevesinde ithal olarak temin 

edilen su kaplumbağaları kullanıldı.   

Trachemys scripta türü kaplumbağalarda prion proteinini kodlayan genin dizisi 

bilinmekle (209) beraber bu genlerin polimorfik analizleri ile ilgili literatür bilgisi 

bulunmamaktadır. Bu nedenle nörodejeneratif hastalıklar açısından önemli olan prion 

proteinlerinin polimorfik analizi için bu tür seçildi ve çalışmada kullanılacak hayvan sayısı 

otuz olarak belirlendi. 

3.1.1. Trachemys scripta elegans Wied 1839’un Sistematiği ve Özellikleri 

Alem: Animalia 

Şube: Chordata 

Sınıf: Reptilia 

Takım: Testudines 

Familya: Emydidae 

Cins: Trachemys 

Tür: Trachemys scripta 

Alttür: Trachemys scripta elegans 

 Semiakuatik canlılar olan bu türün ayırıcı özelliği, kafalarının yan tarafındaki kırmızı 

şeritler olmasıdır. Anavatanları Kuzey Amerika’nın güney bölgeleri olan, Florida ve 

Meksika’dır. Hem hayvansal hem bitkisel besinleri tüketebilirler. Dişileri 25-33 cm, 

erkekleri ise 20-25 cm kadar büyüyebilirler.  

Çalışmada kullanılması için temin edilen ithal su kaplumbağaları, diseksiyonları 

gerçekleştirilene kadar 100 x 30 cm‘lik 2 adet akvaryuma her biri 15 adet olacak şekilde 



21 

 

yerleştirildi. Akvaryumdaki ortam, doğal ortamlarına uygun olarak hazırlanıp zeminine 

küçük taşlar konuldu. Kaplumbağaların tırmanmaları ve kuru alan ihtiyaçları için kayalar 

eklendi. Ayrıca akvaryumlar gün ışığı alacak şekilde konumlandırıldı. Akvaryumdaki 

suyun oksijen düzeyinin yüksek tutulması için hava kompresörü kullanıldı ve su sıcaklığını 

tür için uygun olan 26-28ºC’de tutabilmek amacıyla ısıtıcılar takıldı. Beslenmelerinde ise 

türe uygun hazır yemler kullanıldı. 

3.2. Dokuların Eldesi  

Kaplumbağaların disekte edilmesinde kullanılan anestezik madde ketamin-xylasine 

kombinasyonu olup intramuskuler olarak 5/2 mg/kg dozda verildi (210). Sonrasında 

kaplumbağalar dekapite edilerek DNA izolasyonunda kullanılmak üzere akciğer ve 

karaciğer dokusu, TUNEL işleminde kullanılmak üzere de beyin dokusu çıkarıldı. DNA 

izolasyonunda kullanılacağı için akciğer ve karaciğer dokusu kısa süreliğine +4 °C’de 

saklandı. TUNEL işleminde kullanılacak olan beyin dokuları ise tespit edildi. Fiksasyon 

için %10’luk nötral formalin
4
 kullanıldı. Dokular 1 gün fiksatifte bekletildi. Daha sonra 

%70’lik alkole alındı ve parafine gömülünceye kadar +4 ºC’de muhafaza edildi. 

3.3. Parafine Gömme ve Kesit Alma 

+4 ºC’de %70’lik alkolde saklanan beyin dokuları, artan alkol serisinden (2 x 30 dk 

%75’lik etil alkol, 2x30 dk %80’lik etil alkol, 2x1saat %90’lik etil alkol, 2x1 saat %96’lık 

etil alkol, 2x1 saat %100’lük etil alkol) geçirilerek dehidratasyonu yapıldı. Daha sonra 

dokular ksilenden geçirilerek şeffaflaştırıldı ve parafine gömüldü. Elde edilen bloklardan 

mikrotom (Leica RM 2125RT) kullanılarak 5 µm kalındığında kesitler alındı. Kesitler 

lamlar üzerine su içinde açılarak yerleştirildi ve 45 °C ye ayarlanmış ısıtıcı tabla üzerinde 

kurutuldu. Bu aşamada polizinli lamlar kullanıldı. Ardışık kesitler 7 farklı lam üzerine 

gruplar halinde (1. kesit 1. lama, 2. kesit 2. lama, 8. kesit 1. lama, 9. kesit 2. lama şeklinde) 

alınarak aynı bölgelerin farklı lamlar üzerinde yakalanması amaçlandı. Hazırlanan 

lamlardan seçilen bir grup, ksilol ile deparafinize edildi ve azalan alkol serilerinden 

geçirilerek rehidrate edildi. Genel histolojik yapıyı görmek ve apoptotik hücreleri 

belirlemek için kesitler hematoksilen-eozin (H-E) ile boyandı. 

                                                           
4
 %10 nötral formalin: 10 ml formol, 90 ml phosphate buffered saline (PBS 10X pH 7.4 için: Na2HPO4 2,725 

gr, NaH2PO4 0,8 gr, NaCl 22,5 gr, 250 ml distile su. 1M NaOH ile pH 7.4 ayarlanır. 
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3.4. Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick End Labeling 

(TUNEL) Uygulaması 

Apoptotik hücrelerin beyin dokusundaki yerleşimlerinin ve yoğunluklarının 

belirlenmesi için TUNEL yöntemi kullanıldı. Bu yöntem, apoptotik süreçte oluşan DNA 

kırıklarını saptamak için uygulanmaktadır. TUNEL işlemi için, In situ Cell Detection Kit, 

POD (Roche, Cat. No. 11 684 817 910) kullanıldı. Polilizinli lamlara alınan beyin dokusu 

kesitleri TUNEL uygulanması için bir gece süresince 60º C sıcaklıkta etüvde bekletildi. 

Ardından şefaflaştırma (2x30 dk ksilol) yapıldı. Azalan alkol serisinden geçirilerek 

rehidratasyon sağlandı. Kesitler distile suda 5 dk bekletilip, PBS (pH 7.4) ile yıkandı (2x5 

dk). Kesitlere oda sıcaklığında proteinaz K
5
 ile 20 dk muamele edilerek DNA’ya bağlı olan 

protein molekülleri uzaklaştırıldı ve ardından PBS ile yıkandı. Negatif kontrol olarak 

kullanılacak olan kesitler belirlendi. Bütün kesitler hidrofobik pap pen ile yuvarlak içine 

alındı. Her bir kesit için 50 µl olacak şekilde TUNEL reaksiyon karışımı (45µl işaretleme 

(label) solüsyonu + 5µl TdT enzim solüsyonu) hazırlanıp kesitlerin üzerine konuldu. 

Negatif kontrol için ayrılan kesitlerin üzerine ise yine her bir kesit için 50 µl olacak şekilde 

TdT enzim solüsyonu içermeyen işaretleme solüsyonu eklendi (Şekil 3.1), 37 ºC’lik etüvde 

nem odası içerisinde 1 saat inkübe edildi. Süre sonunda reaksiyonu durdurmak için PBS ile 

2-3 kez yıkama yapıldı. Kesitlerin tamamına bundan sonra basamakta, her bir kesit için 50 

µl olacak şekilde Converter-POD konuldu ve 37 ºC’lik etüvde yarım saat inkübe edildi. 

PBS ile 2 kez yıkandı. Bu işlemin ardından kesitlere DAB substrattan
6
 (Roche, Cat. No. 11 

718 096 001) kesit başına 50 µl eklenerek reaksiyon gerçekleşene kadar oda sıcaklığında 

karanlık ortamda bekletildi. Reaksiyon görüldükten (kahverengi renk oluşumu) hemen 

sonra PBS ile 2 kez yıkama yapıldı.  Karşıt boyama için, hazırlanan %0.5’lik metil yeşili
7
 

boyası kullanıldı. Kesitler metil yeşilinde 7-10 dk bekletilip, distile su ile yıkandı. 30 

saniye n-butanol ile muamele edilip ksilolden geçirildi. Lamel ile kapatılarak ışık 

mikroskobunda incelemeye hazır hale getirildi. İncelenen kesitlerin Nikon
®

 E4500 fotoğraf 

makinesi ile fotoğrafları alındı ve Adobe
®

 Photoshop CS5 yazılımı ile düzenlemeleri 

gerçekleştirildi. 

 

                                                           
5
  Proteinaz K: PBS içinde 20µg/ml olacak şekilde hazırlandı, pH 7.4 

6
 DAB substrat: %10 DAB/metal konsantresi, %90 peroksit tampon olacak şekilde hazırlandı. 

7
 %0.5’lik metil yeşili: 0.1 M sodyum asetat tamponu içinde pH 4.0 olacak şekilde hazırlandı. Filtre kağıdı ile 

süzülerek kullanıldı. 
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Şekil 3.1. Kaplumbağa beyin dokularında TUNEL uygulaması. Pozitif kontrolde (B) çok sayıda apoptotik 

hücreye rastlanırken, negatif kontrolde (A) apoptotik hücreye rastlanmamıştır. Oklar apoptotik hücreleri 

göstermektedir. 10X büyütme. Barlar 50 µm. 

 

3.5. DNA İzolasyonu 

Genomik DNA, kaplumbağaların akciğer ve karaciğer dokularından High Pure PCR 

Template Preparation Kit (Roche, Cat. No. 11 796 828 001) ile elde edildi. Eppendorf tüpü 

içerisine akciğer/karaciğer dokusundan 25-50 mg alınarak üzerine dokuyu parçalayarak 

genetik materyalin serbest kalmasını sağlayacak olan Lysis Bufferdan 200 µl ve üzerine 40 

µl proteinaz K eklenerek 1 saat süresince 55°C’de inkübe edildi (Doku bu süre içinde 

parçalanmamışsa inkübasyon süresi uzatıldı.). Lizis olan dokunun üzerine 200 µl binding 

buffer ilave edilip 70°C’de 10 dk inkübe edildi. 10 dk’nın sonunda 100 µl isopropanol 

ilave edilerek hızlıca karıştırıldı. Karışım buradan kit içeriğinde yer alan ve toplama tüpleri 

içine yerleştirilmiş filtre tüplerine aktarılıp, 8000g’de 1 dk santrifüjlendi. Santrifüj sonrası 

filtrenin altındaki toplama tüpü içindeki sıvı ile birlikte atıldı ve yeni toplama tüpü 

yerleştirildi. Bu işlem sonrasında ekstraksiyonu yapılmış olan DNA’nın yıkanması için 

gerekli basamaklara geçildi. Üzerine 500 µl removal buffer eklenip 8000g’de 1 dk 

santrifüjlendi. Toplama tüpü yenisiyle değiştirilip filtre üzerine 500 µl yıkama tamponu 

ilave edilip ve 8000g’de 1 dk santrifüj edilip, bu işlem 2 kere tekrarlandı. Bununla birlikte 

DNA’nın yıkanması gerçekleştirilmiş oldu. Yıkama tamponu sonrasında toplama tüpü 

değiştirildi ve yüksek hızda 10 sn kadar kalan tamponun uzaklaştırılması için 

filtre+toplama tüpü santrifüjlendi. Daha sonra toplama tüpü atılarak filtrenin altına 

eppendorf tüpü yerleştirildi ve 70°C’de tutulan elution bufferdan 200 µl ilave edilerek 

8000g’de 1 dk santrifüjlendi.  Santrifüj sonrası filtredeki DNA, elution buffer ile beraber 

eppendorf içine aktarılmış olduğu için filtre atıldı. Eppendorf içinde kalan DNA, PCR’da 

A 
B 
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kullanılmak üzere saklanmak için -20°C’de tutuldu. Elde edilen DNA’ların miktarı ve 

saflığı spektrofotometre (Nanodrop 2000c) yardımıyla ölçüldü ve uygun olduğu görüldü. 

3.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

Polimeraz zincir reaksiyon işlemi ilk kez 1985 yılında Kary Mullis tarafından bulunan, 

DNA’daki özgül bölgelerin çoğaltılmasında kullanılan bir yöntemdir.  PCR yönteminin 

uygulanması için; kalıp DNA molekülü, mevcut DNA’ya uygun dizayn edilmiş primer 

çifti, deoksinükleotidler, DNA polimeraz enzimi ve magnezyumlu reaksiyon tamponu 

gerekmektedir. İşlem temel olarak 3 basamaktan oluşmaktadır: 

- Denatürasyon: Çoğaltılacak olan DNA’nın yüksek sıcaklıkta denatüre olması, 

- Anneling: Primerlerin DNA’daki hedef bölgeye hibridizasyonuna olanak verecek 

sıcaklıkta bağlanması, 

- Extension: Taq DNA polimeraz enziminin en yüksek aktivite gösterdiği sıcaklık 

olan 72°C ‘de primerlerin uzaması ile tamamlayıcı zincir sentezi. 

Çalışmamızda PCR işlemi ile çoğaltılacak olan PrP kodlama bölgesini (GenBank 

ulaşım numarası AJ245488.1) çoğaltmak için kullanılan 2 çift primer aşağıdaki gibi 

tasarlandı ve Genartek firmasından temin edildi (Şekil 3.2). 

1- nükleotid 96-459’den için kullanılan primer dizileri aşağıdaki şekilde dizayn edildi: 

Forward primer: 5’-TTGTGATGTGGAGCGACGTTTCCT-3’ 

Reverse primer: 5’-CCTGCCATGGCTTTCATGTTGGTT-3’ 

2- nükleotid 436-908’den için kullanılan primer dizileri ise aşağıdaki şekilde dizayn 

edildi: 

Forward primer: 5’-AACCAACATGAAAGCCATGGCAGG-3’ 

Reverse primer: 5’-GTTTGCACAGATCAGCAGCACAGT-3’ 
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Şekil 3.2. Trachemys scripta PRNP geninin FASTA formatında gösterimi (GenBank AJ245488.1) ve 

primerlerin PRNP gen dizisi üzerinde bağlandığı yerler (Yeşil renk; 1.Primer çifti. Kırmızı renk; 2. Primer 

çifti). 

 

PCR işlemi, 0,2 ml’lik pcr tüplerinde; 50-100 ng genomik DNA, 1 Unite Taq 

polimeraz, 200mM dNTP mix’i, 5’er µM forward ve reverse primer, 1,5 mM MgCl2 ve 

üzerine 25 µl’ye tamamlayacak kadar ultra pure su eklenerek gerçekleştirildi. 

PCR çoğaltım işleminin koşulları 2 dakika 94 ºC’de denatürasyon aşaması, 35 siklus 

boyunca 94 ºC’de 1 dakika, 56 ºC’de 1 dakika primer bağlanması, 72 ºC’de 1 dakika DNA 

uzaması aşaması ve son siklus sonunda 10 dakika 72 ºC’de bekleme şeklindedir. PCR 

ürünleri daha sonra %2’lik agaroz jelde
8
 TBE Buffer içinde, 110 V’da 20 ile 40 dk. 

yürütülerek etidyum bromür yardımıyla görüntülendi. PCR ürünleri DNA dizileme işlemi 

için hizmet alımı yapılan firmalara gönderilmeden önce saflaştırıldı. Saflaştırma GF-1 PCR 

Clean-Up Kit (Vivantis, Cat. No. GF-PC-050) kullanılarak, kit ile beraber verilen yönteme 

uygun şekilde yapıldı. Saflaştırılan örnekler daha sonra kontrol amaçlı olarak agaroz jelde 

yürütülüp görüntülendi. Örnekler dizi analizine gönderilinceye kadar -20 ºC’de saklandı. 

3.7. DNA Dizileme 

DNA dizileme işlemi, DNA dizilerinin baz (adenin, guanin, sitozin ve timin) sıralarının 

belirlenmesini sağlayan bir yöntemdir. PCR reaksiyonu yardımıyla istenilen gen bölgesi 

uygun primerler kullanılarak çoğaltılır. Dizileme cihazında anot ve katot kutuplar arasında 

uzanan kapiller, polimerle doldurulduktan sonra negatif yüklü saflaştırılmış PCR ürünü 

örneğini elektrokinetik yöntemle çekerek pozitif yüklü anoda doğru yürütür. Kapillerin 

                                                           
8
 100 ml agaroz jel hazırlamak için; 2 gr agaroz 100 ml TBE Buffer içinde hafifçe çalkalayarak mikrodalga 

fırına koyulur. Tamamen eriyene kadar çalkalayarak ısıtılır. Etidyum bromür eklenip çalkayarak çözeltiye 

dağılması sağlanır. Biraz soğuduktan sonra traye dökülüp, taraklar yerleştirilir ve jelin polimerize olması için 

15-20 dk beklenir. Daha sonra taraklar çıkarılır. Boy marker’ı ve örnekler yükleme tamponu (Loading dye) 

ile karıştırılarak kuyulara yüklenir. 
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anot ucuna yakın bir bölgesinde bulunan lazer lambasından gelen ışıkla uyarılan floresan 

boyaların geri yansıttığı ışık detektör tarafından kaydedilir. Kaydedilen veriler dizileme 

cihazının yazılımı ile değerlendirilerek bir grafikle görüntülenir. Dizileme sonucunun 

okunabildiği grafik, gözle ya da çeşitli yazılımlarla incelenebilir.  

Çalışmada sekanslama işlemi 1. Primer çifti kullanılarak çalışılan 30 örnek için 

Genartek Firması (İzmir) ve geri kalan 30 örnek için İontek Firması (İstanbul) tarafından 

hizmet alımı şeklinde yapıldı. Saflaştırılıp firmalara gönderilen PCR ürünleri forward 

primer kullanılarak sekanslandı. Prion protein gen dizilerinin karşılaştırılması 

“ChromasPro
®

” yazılımı kullanılarak yapıldı. 
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4.BULGULAR 

 

4.1.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Bulguları 

İki farklı primer çifti kullanılarak yapılan PCR uygulamalarında çoğaltılması beklenen 

bölgelerin büyüklüklerine uygun agaroz jel görüntüleri elde edilmiştir (Şekil 4.1, 4.2) 

 
Şekil 4.1. 1.primer çifti ile gerçekleştirilen Trachemys scripta PRNP geninin ilk ~400 bp’lik kısmının PCR 

ile çoğaltılması sonucu elde edilen ürünlerin agaroz jel görüntüsü. M: 100 bp DNA Marker, N(-): Negatif 

Kontrol. 

 
Şekil 4.2. 2. primer çifti ile gerçekleştirilen Trachemys scripta PRNP geninin son ~500 bp’lik kısmının PCR 

ile çoğaltılması sonucu elde edilen ürünlerin agaroz jel görüntüsü. M: 100 bp DNA Marker, N(-): Negatif 

Kontrol 
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4.2.Kaplumbağa PrP Geninde Görülen Polimorfizmler 

Kaplumbağa prion protein gen bölgesi PCR ile çoğaltıldıktan sonra, dizi analizine 

gönderilerek olası polimorfizmler için incelenmiştir. Daha önce kaplumbağa prion protein 

geninde yapılmış herhangi bir polimorfizm çalışması olmaması nedeniyle PCR ürünleri 

direkt olarak dizi analizi yöntemiyle incelenmiş ve mevcut tek nükleotid değişimlerinin 

belirlenmesi amaçlanmıştır.  

DNA dizi analizi için kullanılan Sanger metodu ile elde edilen sekansların ilk ve son 

kısımlarında yer alan nükleotit dizilerinin analiz sonuçlarının kalitesi düşük olduğundan bu 

sekanslar değerlendirmeye alınmamıştır (Şekil 4.3). Kullanılan primer çiftleri, kaplumbağa 

prion protein gen bölgesinin mümkün olan en geniş nükleotit dizisini analiz edebilmek için 

çoğaltacak şekilde tasarlanmıştır.  

 

 

 
Şekil 4.3. Kaplumbağa prion protein gen dizisine ait DNA sekans kromatogramları. a) Düşük kalitede olan 

ve değerlendirmeye alınmayan sekans görüntüsü. b) Yüksek kalitede olan ve değerlendirmeye alınan sekans 

görüntüsü.  

 

a 

b 
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Kullanılan yöntem ile kaplumbağa prion genine ait DNA dizilerinin çoğaltıldığını 

doğrulamak için PCR ürünlerinin dizi analizlerinden elde edilen sonuçlar, NCBI’ye ait 

varolan tüm nükleotit dizilerini içeren Blastn (nukleotid blast algoritması) yazılımı 

kullanılarak veritabanları ile karşılaştırılmıştır. Elde edilen sonuçlar, çoğaltılan DNA 

dizilerinin kaplumbağa prion genine ait olduğunu doğrulamaktadır (Şekil 4.4). 
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Şekil 4.4. Elde edilen sekans sonuçlarının blastn programı ile doğrulanması. Sonuçların Trachemys scripta 

prion protein gen dizisi ile uyumu görülmektedir.  

Çalışmamızda elde ettiğimiz PCR ürünlerinin dizi analizi sonuçlarına göre, hiçbir 

bireyde insersiyon ve/veya delesyon şeklindeki mutasyonlar görülmemiştir. İzlenilen 

değişiklikler tek nükleotid değişimi adıyla da bilinen SNP’lerdir.  

Prion protein gen sekanslarını elde ettiğimiz 30 adet kaplumbağanın dizi analizi 

sonuçları incelendiğinde; C658T, C664T, C670A, C823A sessiz mutasyonları; 203. 
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kodonda Lösinden Valine (L203V) , 205. kodonda Asparajinden İzolösine (N205I), 225. 

kodonda Valinden Alanine (V225A) ve 237. kodonda Metiyoninden Valine (M237V) 

amino asit dönüşümleri belirlenmiştir (Çizelge 4.1).  

Çalışmada en yaygın görülen polimorfizm olan L203V ve N205I, 30 örneğin 

tamamında da izlenmiştir. Bunu takiben M237V polimorfizmi 16 örnekte; V225A 

polimorfizmi ise 15 örnekte görülmüştür. 

Bu verilerle beraber sekansları incelenen 30 örneğin 15’inde söz konusu dört 

polimorfizm (L203V, N205I, V225A, M237V) birlikte gözlenmiştir (Şekil 4.5). Bir 

örnekte, L203V, N205I, M237V olmak üzere üç polimorfizm, geri kalan 14 örnekte ise 

L203V, N205I olmak üzere iki polimorfizm birlikte izlenmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

Bölge 
Nükleotid 

Konumu 
Değişim 

Kodon 

Konumu 

Kodon 

Gösterimi 

Değişim 

Türü 

ORF 658 C > T 202 TGC →  TGT Eş anlamlı 

ORF 659, 661 C > G,  C > G 203 CTC → GTG L > V 

ORF 664 C > T 204 AAC → AAT Eş anlamlı 

ORF 666 A >  T 205 AAC → ATC N > I 

ORF 670 C > A 206 ACC → ACA Eş anlamlı 

ORF 726 T > C 225 GTC → GCC V > A 

ORF 761 A > G 237 ATG → GTG M > V 

ORF 823 C > A 257 CTC → CTA Eş anlamlı 

Çizelge 4.1. Kaplumbağa prion protein geni üzerinde bulunan tek nükleotid değişimleri ve bu değişimlerin 

kodonlarının gösterimi. 
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Şekil 4.5. Kaplumbağa prion proteinin amino asit dizilimiyle, 4 polimorfik bölgenin bulunduğu 

kaplumbağanın geninin kodladığı amino asit diziliminin karşılaştırılması.  

 

Söz konusu dört amino asit pozisyonunda görülen tek nükleotid değişimleri için; 3 allel 

ve 5 genotip belirlenmiştir. Bu allellerin frekansları Çizelge 4.2’de, genotiplerin frekansları 

ise Çizelge 4.3’de verilmektedir. 

 

Allel Frekans  

VIAV 0,350 

VIVM 0,616 

VIVV 0,033 

 

 

Genotip Frekans 

VIAV/VIAV 0,200 

VIVM/VIVM 0,466 

VIVV/VIVM 0,033 

VIVV/ VIAV 0,033 

VIVM/VIAV 0,266 

 

Kaplumbağa prion proteini, memeli prion proteinlerine %40, kuş prion proteinlerine ise 

%58 oranında homoloji göstermektedir (212). Memeli prion protein genindeki çok sayıda 

polimorfizm, memelilerde çeşitli prion hastalıklarına neden olabilmektedir (Şekil 4.6) 

Çizelge 4.2. Çalışmamızda polimorfik 203, 205, 225, 237 amino asit pozisyonları için 3 farklı allel 

görülmüştür. 

Çizelge 4.3. Çalışmamızda polimorfik L203V, N205I, V225A, M237V kodonları için 5 faklı genotip 

saptanmıştır. 
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Şekil 4.6. İnsanlarda kalıtsal prion hastalıklarına neden olan PrP mutasyonları (üst kısım) ve olası PrP 

polimorfizmlerinin (alt kısım) fare, koyun, geyik ve çalışmamız ile karşılaştırılması. Parantezlerdeki 

numaralar insan kodonları ile uyumlu amino asitleri göstermektedir. İnsan, fare, koyun ve geyik 

polimorfizmleri Colby ve Prusiner (214) ve Mead’dan (215) alınmıştır.  

 

Çalışmamız sonucunda elde ettiğimiz polimorfik bölgelerin (Çizelge 4.1), insan prion 

proteininde homolojilerinin bulunması amacıyla Blastp (protein blast olgaritması) yazılımı 

kullanılarak insan ve kaplumbağa prion proteinlerinin amino asit dizileri karşılaştırılmıştır 

(Şekil 4.7). Bu karşılaştırmaya istinaden, belirlediğimiz tek nokta değişikliklerinden 3 

tanesi, insanlarda hastalığa neden olabileceği düşünülen prion proteinindeki polimorfik 

amino asit dizileriyle homoloji gösteren korunmuş bölgelerdedir. Bu polimorfik bölgeler 

aşağıdaki gibidir (Şekil 4.6’da kırmızı ile gösterilmiştir): 

a) Kaplumbağadaki polimorfik 203.kodon (L>V), insanda 180. kodona denk 

gelmektedir. İnsanda 180. kodondaki V>I değişimi ailesel Creutzfeldt-Jakob 

hastalığıyla ilişkili polimorfizmlerdendir (211-213). 
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b) Kaplumbağadaki polimorfik 225.kodon (V>A), insanda 203. kodona denk 

gelmektedir. İnsanda 203. kodondaki V>I değişimi Creutzfeldt-Jakob hastalığıyla 

ilişkili polimorfizmlerdendir (214, 215). 

 

c) Kaplumbağadaki polimorfik 206.kodon (sessiz mutasyon), insanda 183. kodona 

denk gelmektedir. İnsanda 183. kodondaki T>A değişiminin prion hastalıklarıyla 

ilgili olduğu düşünülmektedir (216, 217).  

 
Şekil 4.7. İnsan ve kaplumbağa prion proteinlerinin amino asit dizilerinin blastp ile karşılaştırılması. Query: 

İnsan amino asit dizisi,  Sbjct: Kaplumbağa amino asit dizisi. 

 

4.3.Histolojik Bulgular 

4.3.1.Hematoksilen-Eozin Uygulaması 

Omurgalılarda beyin, ön beyin (prosecephalon), orta beyin (mesencephalon), arka 

beyin (rhombecephalon) olmak üzere 3 ana bölümden oluşur (Şekil 4.8). Ön beyin 

telencephalon ve diencephalon olarak iki parçaya ayrılırken, orta beyin tek parçadan 

meydana gelir. Arka beyin ise, metencephalon ve myelencephalon olarak iki parçadan 

meydana gelir. Tüm omurgalılarda, orta beyin (mesencephalon), önbeyin ile arka beyin 

arasında, duyusal, motor ve bütünleyici parçaları bağlar.  
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Şekil 4.8. Kaplumbağalarda beynin dorsalden görünümü. OB:Olfactory bulb, T:Telencephalon, 

D:Diencephalon, OT:Optic tectum, Cb:Cerebellum, H:Hindbrain veya Rhombencephalon) Butler ve 
Hodos’dan (218) alınmıştır. 

 

Bu Yüksek Lisans Tez Projesi için kaplumbağa beyin dokusundan alınan kesitler, orta 

beyne ait optic tectum bölgesinden geçmektedir. Sürüngenlerde optic tectum; superficial 

(yüzeysel), central (merkezi) ve periventriküler olmak üzere 3 bölge olarak ele alınır. 

Memelilerle aradaki tek fark ise stratum opticum memelilerin aksine en yüzeyde yer 

almasıdır (Şekil 4.9).  
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Şekil 4.9. Kaplumbağalarda optic tectum ve kısımları. A ve B; Optic tectum kısımları, Reiner  ve 

Beinfeld’tan (219) alınmıştır. C; Optic tectum kısımlarının TUNEL uygulamasında gösterimi , D; Optic 

tectum kısımlarının H-E boyasında gösterimi. SO; Stratum opticum, SGF; Stratum  griseum  et fibrosum  

superficiale, SGC; Stratum  griseum  centrale, SGP; Stratum  griseum  profundum,   4X büyütme. Barlar 

50µm 

 

4.3.2.TUNEL Uygulaması 

Otuz örneğin 15’inde söz konusu dört polimorfizm (L203V, N205I, V225A, M237V) 

birlikte gözlenmiştir. Bir örnekte, L203V, N205I, M237V olmak üzere üç polimorfizm, 

geri kalan 14 örnekte ise L203V, N205I olmak üzere iki polimorfizm birlikte izlenmiştir. 

Apoptotik hücreleri saptamak için yapılan TUNEL uygulamalarında, dört polimorfik 

dizinin (L203V, N205I, V225A, M237V) belirlendiği örneklerin beyin dokularında (optic 

tectum), iki polimorfik dizinin (L203V, N205I) belirlendiği örneklerin dokularına kıyasla 

daha çok apoptotik hücre bulunduğu gözlenmiştir (Şekil 4.10 ve Şekil 4.11). Üç polimorfik 

C D

) 

A

) 

B 
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dizinin (L203V, N205I, M237V) bulunduğu tek örneğin dokusu ise, örnek sayısının az 

olması nedeniyle değerlendirmeye alınmamıştır.  

Optic tectumda belirlenen apoptotik hücreler genellikle superficial bölgede daha sonra 

central bölgede ve en az periventriküler bölgede saptanmıştır. Yani içerden yüzeye doğru 

gidildikçe apoptotik hücre sayısında artış olduğu belirlenmiştir. 

  

  

  
Şekil 4.10. Dört polimorfik dizinin (L203V, N205I, V225A, M237V) belirlendiği 3 farklı örneğin (A-C) 

optic tectumlarındaki apoptotik hücreler. Oklar apoptotik hücreleri göstermektedir. Barlar; A-C’de  50µm, D-

F’de 30 µm. 

 

C F 

B E 

A D 
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Şekil 4.11. İki polimorfik dizinin (L203V, N205I) belirlendiği 3 farklı örneğin (A-C) optic tectumlarındaki 

apoptotik hücreler. Oklar apoptotik hücreleri göstermektedir. Barlar; A-C’de  50µm, D-F’de 30 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

C F 

B E 
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5.TARTIŞMA 

 

Çeşitli protein yanlış katlanma bozuklukları arasında yer alan Alzheimer hastalığı, β-

amiloid peptidi ve tau’dan oluşan plakların oluşumu ile karakterizedir. Huntington 

hastalığı, huntingtin genindeki CAG tekrarları sonucunda huntingtin proteindeki kalıtsal 

poli-glutamin yığılımı sonucu mutant protein oluşumu ve nörotoksisite ile kendini gösterir. 

Parkinson hastalığında alfa-sinuklein, Lewis cisimleri adı verilen hücre içi inklüzyonlarda 

kümelenir. Genel olarak prion hastalıklarında, PrP
C
’nin anormal otokatalitik formu olan 

PrP
Sc

’ye dönüşümü ile birlikte giden diffüz birikintilerin, amiloid fibril ya da plakların 

kümelenmesi söz konusudur. Bu hastalıklarda protein yanlış katlanması ve 

kümelenmesinin önemi biliniyor olmasına karşın proteinlerin yanlış katlanmasındaki 

mekanizmaların neler olduğu ve nörodejenerasyonu nasıl gerçekleştirdikleri henüz 

bilinmemektedir (220).  

Prion gen ailesinin PrP
Sc

 gibi prion hastalıkları ile ilişkili izoformların öncüsü olan 

PrP
C
 molekülünü kodlayan Prnp, erkek üreme sisteminde rol alan, testise sınırlı bir protein 

olan Doppel’i kodlayan Prnd ve PrP benzeri bir protein olan Shadoo’yu kodlayan Sprn 

olmak üzere üç üyesi vardır (39). İnsan Prnp ve Prnd ile aynı genomik kümede (Prnd’nin 

yaklaşık 3 kb downstreamında) yerleşim gösteren hipotetik dördüncü bir prion geni (Prnt) 

betimlenmiştir (48). Günümüzde PrP
C
’nin fonksiyonları tam olarak bilinmemektedir. 

Yapılan çalışmalarda Prnp nakavt farelerin prion hastalıklarına dirençli olduğu ve 

infeksiyöz prionların bu farelerde çoğalmadığı gösterilmiştir (221, 222). Bu nedenle, prion 

hastalıklarının oluşmasında PrP
C
’nin gerekliliği ön plana çıkmaktadır (185, 223). Bununla 

birlikte, PrP
C
’nin farklı türler arasında oldukça iyi bir biçimde korunmuş olması bu 

proteinin yararlı özelliklerinin olacağını ortaya koymaktadır.  

İnsan, hamster ve fare prion proteinlerini kodlayan genler ilk olarak 1986 yılında 

klonlanmıştır (15, 224). Prnp’nin 129. kodonu polimorfiktir ve metionin ya da valin 

kodlar. 129 metionin veya 129 valin, proteinin normal formunda biyokimyasal etkiler ya 

da fenotipik özellikler adına bir değişiklik oluşturmaz, ancak insan ve fare prion genlerinde 
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kodon 129 polimorfizmlerin insanlarda Alzheimer, Down sendromu ve Wilson hastalığı 

gibi bozukluklarda hastalık duyarlılığı ile ilişkili olabilmektedir (39, 225-231).  Prnp 129 

tek nukleotid polimorfizmlerinin (SNP’lerinin) yaşlı bireylerde uzun süreli hafıza üzerine 

negatif etki gösterdiği belirlenmiştir (232, 233). Ayrıca, Prnp deki E219K, D178N, E200K 

ve P102L gibi çeşitli mutasyonların genetik CJD (gCJD) ve ilişkili hastalıklara neden 

olduğu belirlenmiştir (234-236). 

Prnp’deki genetik polimorfizmlerin hangi mekanizmalarla merkezi sinir sistemi 

fonksiyonlarını ve hastalık fenotiplerini değiştirdiği konusu günümüzde belirsizliğini 

korumaktadır. Çalışmamızda en yaygın görülen polimorfizm olan L203V ve N205I, 30 

örneğin tamamında da izlenmiştir. Bunu takiben M237V polimorfizmi 16 örnekte; V225A 

polimorfizmi ise 15 örnekte görülmüştür. Bununla beraber, 30 örneğin 15’inde söz konusu 

dört polimorfizm (L203V, N205I, V225A, M237V) birlikte gözlenmiştir. Bir örnekte, 

L203V, N205I, M237V olmak üzere üç polimorfizm, geri kalan 14 örnekte ise L203V, 

N205I olmak üzere iki polimorfizm birlikte izlenmiştir. 

Memeli türlerinde prionların bulaşıcılığı konak ile enfekte edicideki prion 

proteinlerinin primer yapısına bağlı olan bir “tür bariyeri” ile sınırlandırılır. Tür 

bariyerinin biyolojik etkisi inkübasyon periyodu ile artarken hastalığa eğilim ile azalır 

(237). Genel olarak prionlar, özel bir konağa ve ilişkili birkaç türe sınırlıdır. Ancak 

prionlar zaman zaman tür bariyerini geçerek yeni konakları enfekte edebilirler. Bir prion 

bir türe geçiş yaptığında yeni bir prion tipini oluşturabilir (238). Yeni tip prionlar farklı 

zamanlarda ve beynin farklı bölgelerini etkileyerek hastalığa neden olabilir. Bu nedenle her 

an yeni bir türe bulaşabilecek bir yanlış katlanmış prion proteini oluşma olasılığı vardır.  

Tür bariyeri, donör ve alıcı hayvanlardaki PrP amino asit dizisi değişikliğinden büyük 

ölçüde etkilenir (239). Transgenik farelerle yapılan çalışmalarda tür bariyerinin farklı 

türlerdeki prion proteinleri arasındaki dizi homolojisi ile ilişkili olduğu ortaya konmuştur 

(240). Bazı amino asitlerin PrP’de yapısal değişiklik yaptığı ve proteini hastalık ile ilişkili 

forma dönüştürdüğü bilinmektedir. Üstelik, PrP içerisindeki amino asit yer değişimleri 

prion hastalıklarında tür bariyerini kontrol etmektedir. Koyunlarda kodon 136Ala>Val ya 

da kodon 141Leu>Phe büyük ölçüde proteaza dirençli form oluşumu ile ilişkilidir. 

Bununla birlikte, kodon 171 Gln>Arg, kodon 154 Arg>His ve kodon 112 Met>Thr 

polimorfizmleri proteaza dirençli form oluşumunda etkin değildir (241). İnsan PrP’de 

M109, PrP
C
’nin PrP

Sc
’ye dönüşümü sırasında -sheet yapısının artmasına neden olan 

önemli bir amino asittir (242). Bunun yanında, PrP’de 90 ile 120. amino asitler arasındaki 
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amino asit bölgesi hem PrP
Sc

 oluşumu hem de tür içi TSE bulaşıcılığı açısından önemlidir 

(243). Dolayısıyla Prnp de görülen polimorfizmler hastalığın duyarlılığı ya da direnci ile 

ilişkili olabilmektedir. Çalışmamızda kaplumbağa amino asit dizisiyle insan amino asit 

dizisi arasında homoloji gösteren korunmuş bölgeler incelendiğinde: insanda ailesel 

Creutzfieldt-Jakob hastalığıyla ilişkisi olan V180I, kaplumbağada L203V polimorfizm ile; 

prion hastalıklarıyla ilişkili olan T183A, kaplumbağada 206. kodondaki eşanlamlı 

mutasyon ile; Creutzfeldt-Jakob hastalığıyla ilişkili olan V203I, kaplumbağada V225A 

polimorfizmi ile denk düştüğü belirlenmiştir. Kaplumbağalarda henüz tanımlanmış bir 

prion hastalığı bulunmadığından bu polimorfizmlerin prion hastalıklarına duyarlılığa veya 

dirençliliğe neden olup olmadığı hakkında herhangi bir kesin yargıya varılamamaktadır. 

TSE patogenezinin anlaşılması ve bir prion pasajının bir türden diğerine geçme riskinin 

belirlenmesi açısından, prion proteinini kodlayan genin yapısının ve proteinin farklı 

türlerdeki amino asit dizisinin araştırılması oldukça önemlidir. Prion hastalıklarında 

genetik duyarlılığı ortaya koymak için düzenleyici bölgelerde ve fonksiyonel 

domainlerdeki dizi varyasyonlarını belirlemek yararlı olmaktadır. Günümüzde Prnp geni 

hamster, insan (22), fare, koyun, buzağı, keçi (244, 245), ve kanguru (246) gibi sınırlı 

sayıda memelide karakterize edilmiştir. İlk memeli olmayan PrP, piliç beyninden ekstrakte 

edilmiş ve primer yapısı fare PrP proteini ile %35’den az homoloji gösterdiği belirlenmiştir 

(247). Bununla birlikte diğer bazı kuş türlerinde analiz edilen PrP geninin memelilerle 

genellikle %30’luk bir nukleotid homolojisi olduğu gösterilmiştir (248). Öte yandan, 

Trachemys scripta PrP’sinin memeli PrP’si ile %38-42 homoloji gösterdiği ve PrP’nin 

memeli ve kuşlarda belirlenen tüm yapısal özelliklerinin kaplumbağalarda da korunduğu 

saptanmıştır (209). Bununla birlikte, daha önce yaptığımız bir çalışmada Testudo graeca 

türü kara kaplumbağalarında prion protein gen bölgesini PCR ile çoğaltmak amacıyla 

Trachemys scripta türü su kaplumbağasının prion gen dizisi (209) dikkate alınarak 

hazırlanmış 3 farklı primer çifti kullanılmıştır. Ancak, dizayn edilen bu primerlerle kara 

kaplumbağalarında Prnp çoğaltmak mümkün olmamıştır. Bu bulgu Testudo graeca ile 

Trachemys scripta arasında prion geni nükleotid diziliminde önemli derecede bir farklılık 

olduğunu düşündürmüştür.  

Daha önce sığırlar ile yapılan çalışmalarda Prnp geninin promotor ve intron 1 

bölgelerinde polimorfizmlerin olduğu gösterilmiştir (249-252). Yaptığımız çalışmada 

Trachemys scripta türüne ait prion protein geninde çeşitli polimorfizmlere rastlanmıştır. 

Bu polimorfizmlerin kaplumbağaların TSE’ye dirençli ya da duyarlı olması ile bir ilişkisi 
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olabilir. Ancak, kaplumbağa türlerinin Prnp genleri hakkında bilinenler çok azdır ve bu 

konuda yeterli literatür bulunmamaktadır. Öyle ki koyun prion genlerindeki SNP’lerin bu 

hayvanların scrapie’ye duyarlılığı ya da direnç göstermeleri ile yakından ilişkili olduğu 

bilinmektedir (253, 254). 

Yapılan çalışmalarda Trachemys scripta PrP’sinin N-terminal dizisinin endoplazmik 

retikulum sinyal peptidine uygun olarak 28 amino asitten oluştuğu belirlenmiştir. Bu bulgu 

daha önce aynı tür ile yapılmış analiz sonuçlarına uygundur (209). Kaplumbağa PrP’sinin 

N-terminalinin en belirgin özelliği, 10 ardışık hekzatekrarlardan oluşmasıdır. Kuşlarda N-

terminal bölge 6.5-9 hekzatekrar içerirken memeli PrP proteinleri 5 oktatekrar içermektedir 

(16, 26, 255).  Kaplumbağa ve kuş hekzapeptid tekrarları ortak bir konsensus dizisine 

(XNPXYP) sahiptir, ancak kuşlarda iki Gln-Asn yerdeğişimi söz konusudur (209).  

Kaplumbağa PrP proteininin hidrofobik 135-150. bölgeleri oldukça iyi korunmuştur ve 

çalışmamızda bu bölgede polimorfizm görülmemiştir.  Bu bölge ve öncesindeki 7 amino 

asit dizisi (insanlarda 106-128) olası yapısal değişiklik gösteren bölge olarak 

değerlendirilmektedir. N-terminal delesyon eğer bu hidrofobik bölgeyi içeriyorsa protein 

yapısal değişime gitmemektedir (256).  

5.1.Prion Polimorfizmleri ve Apoptozis Arasındaki İlişki 

PrP’nin N-terminalinde yer alan oktapeptid bölgesi hem anti-apoptotik hem de pro-

apoptotik proteinlerin yapısında yer alan BH2 domaini ile büyük ölçüde amino asit dizi 

homolojisi gösterir. Bu homoloji PrP’nin hücre ölümü ya da survivali ile yakından ilişkili 

olabilir (51). Örneğin, PrP’lerin Bax ile etkileşerek apoptozise engel olduğu bilinmektedir 

(165-168). Bununla birlikte PrP, primer insan nöron kültürlerinde Bax aracılığı ile 

apoptozise engel olurken bazı hücre kültür hatlarında [fare N2a, insan BE(2)-M17, insan 

SK-N-SH, insan embriyonik böbrek 293] anti-apoptotik etki gösteremez (257). PrP’nin 

hücreye özgü bu nöroprotektif fonksiyonu izorform özgüllüğüne, hücresel 

lokalizasyonuna, sinyalleme yolaklarının ya da PrP ile etkileşen proteinlerin varlığı ya da 

yokluğuna bağlı olabilir (257). Öte yandan, bir murin nöronal hücre hattında PrP’nin aşırı 

ekspresyonunun apoptozise duyarlılığı arttırdığı ileri sürülmüştür (258). Ayrıca Bcl-2 

proteininin C-terminali mayalarda PrP ile etkileşebildiğinin gösterilmesi, PrP’nin Bcl-2 

ailesinin bir üyesi olarak görev yaptığını düşündürmüştür (259, 260).  

PrP
C
’nin farzedilen nöroprotektif aktivitesinin prion hastalıkları sırasında nörotoksik 

etkiye nasıl değiştiği konusunda bir bilgi bulunmamaktadır. Mevcut bulgular PrP
C
’nin aşırı 
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ekspresyonunun p53’e bağımlı olarak farklı hücre tiplerinde apoptotik uyarıya duyarlı hale 

getirdiğini ileri sürmüştür (135). Öte yandan, apoptozise giden, PrP
C
’den yoksun 

hücrelerde PrP
C
 ekspresyonu antiapoptotik etkiler yaratabilmektedir. Bu nedenle PrP

C
 

ekspresyonunun varlığı/yokluğu ve/veya düzeyleri PrP
C
’nin pro- ve antiapoptotik etkileri 

arasındaki değişimleri belirlemesi açısından önemlidir (261).  

Apoptozisin inhibisyonu, kanserin ayırıcı özelliklerinden bir tanesidir (112, 262). Prion 

proteinlerinin kanser gelişiminde hücre çoğalmasını arttırdığı ve apoptozisi inhibe ettiği 

ileri sürülmüştür ancak bu süreçte PrP proteinlerinin anti-apoptotik etkilerinin altında yatan 

mekanizmalar tam olarak aydınlatılamamıştır (72). PrP
C
’nin bakır iyonlarına bağlanarak 

PI3K/AKT yolağını aktive ettiği ve tümörlerde proliferasyonu ve hücre yaşamını arttırdığı 

gösterilmiştir (113, 127). PrP
C
 neoplastik dokularda büyük ölçüde artış göstermektedir 

(263). Ancak, nörodejeneratif hastalıklarla ilişkili polimorfizmlerin kanser ile bir ilişkisinin 

olup olmadığı tam olarak bilinmemektedir. Buna karşın kodon 129 polimorfizminin 

kolorektal kanser için bir risk faktörü olamayacağı gösterilmiştir (263). Gerçekten PrP
C
 

gastrik neoplastik dokularda aşırı miktarlarda bulunarak kanser hücrelerinde Bcl-2 

üzerinden apoptozisi engellemektedir (113, 264).  

Daha önce Prnp polimorfizmleri ile apoptozis arasındaki olası ilişkiyi inceleyen bir 

çalışma yapılmamıştır. Yaptığımız çalışmada belirlenen dört polimorfizmi de içeren 

örneklere ait beyin dokularının optic tectumlarında apoptotik hücre sayısının diğer 

polimorfik örneklere oranla daha fazla olduğunu belirledik. Prnp’de görülen 

polimorfizmlerin PrP
C
’nin hastalık yapıcı forma (PrP

Sc
) dönüşümünü sağlaması ve oluşan 

prion hastalıklarının nöronal apoptozisi indükleyecek nörodejeneratif karakterde olması 

nedeniyle polimorfik bireylerde apoptotik hücre sayısının belirlenmesi anlamlı bir 

parametre olabilir. Dolayısıyla belirlenen polimorfizmlerin apoptozis ile ilişkisi, aynı 

zamanda bu polimorfizmlerin PrP’nin nörodejeneratif hastalığa neden olacak yapısal 

dönüşüme eğilimini de açıklayabilir. Bununla birlikte, nöronal apoptozisin biyopatolojik 

nedenlerden gerçekleştiği ve proteaza dirençli PrP
RES

 (PrP
Sc

) kümelenmesi ile ilişkili 

olmadığı bildirilmiştir (265). Ancak, nörotoksik bir mekanizmayla sitosolik PrP
Sc 

yığınları 

kaspaza bağımlı nöron apoptozisini aktive etmektedir (266). Ayrıca özellikle hipokampüs 

ve serebellumdaki nöronların apoptozisi ile bu bölgedeki PrP
C 

ekspresyonları arasında bir 

ilişki olduğu ve dolayısıyla PrP
C
’nin nöron survivalinde önemli bir fonksiyon gösterdiği 

belirtilmiştir (267). 
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER: 

 

Kırktan fazla PrP geninin dizi analizi sonuçları, bu genin memelilerde büyük ölçüde 

korunduğunu ortaya koymuştur. Bu durum PrP proteinin önemli bazı fonksiyonlarının 

evrimsel süreçte korunduğunu düşündürmektedir. Bununla birlikte bireylerde ve türlerde 

PrP dizilerindeki varyasyonlar prion infeksiyonlarına duyarlılığı büyük ölçüde 

arttırmaktadır (267). Prnp genindeki mutasyonlar ailesel prion hastalıkları oluşumunda 

önemli bir yer tutmaktadır (26). İnsan Prnp polimorfizmleri prion hastalıklarının sporadik, 

kalıtsal ve infeksiyöz formlarına duyarlılığı etkileyebilir. Günümüzde  prion hastalıkları ile 

ilişkili insan PrP geninde en az 30 farklı mutasyon belirlenmiştir (26). Prion proteini 

memelilerde büyük ölçüde korunmuş olmasına karşın günümüzde bu küçük proteinin 

fonksiyonlarının neler olduğu tam olarak anlaşılamamıştır. Bunun yanında, yapılan birçok 

çalışma PrP
C
’nin nöron gelişimi ve nöron korunmasında bir rolü olduğunu ortaya 

koymuştur. Hatta bu proteinin nöronların dışında, lenfositler ve antijen sunan hücreler gibi 

immun sistem hücrelerinde de yoğun olarak bulunması, bağışıklık sisteminin düzenlenmesi 

üzerine bir etkilerinin olduğu düşüncesini doğurmuştur. PrP yapısının ve fonksiyonunun 

ayrıntılı olarak belirlenmesi ve PrP
C
’nin PrP

Sc
’ye dönüşüm mekanizmalarının tam olarak 

aydınlatılması, özellikle nörodejeneratif hastalıkların etki mekanizmasının ve bu 

hastalıklara karşı yeni tedavi stratejilerinin geliştirilmesi açısından önemli olacaktır. 

Günümüzde, birçok terapötik strateji PrP
Sc

 inhibisyonu üzerine yoğunlaşmıştır (268). PrP
C
 

fonksiyonlarındaki değişiklikler prion-indüklü patolojilerde önemli bir rol oynuyorsa, 

PrP
C
’nin biyolojik aktivitelerini düzenleyen hücresel yolakların hedeflenmesi alternatif bir 

yaklaşım olabilir. Örneğin, çalışmamızda Prnp polimorfizmleriyle programlanmış hücre 

ölümü arasında bir ilişki olduğu belirlenmiştir. Bu bulgu, prion hastalıklarının tedavisinde 

apoptotik (ve/veya otofajik) yolakların kontrolüne yönelik stratejilerin geliştirilmesi 

açısından önemli olabilir. PrP
C
’nin normal fonksiyonunu anlamak için ileri süreçlerde PrP 

ile etkileşen ilişkili moleküllerin belirlenmesi zorunlu hale gelecektir. Bu hedeflerin 

gerçekleştirilmesinde maya ve Droshophila gibi genetik analizlere uygun model sistemler 

kullanılabilir. Bununla birlikte, prion proteininin fonksiyonal özelliklerinin anlaşılması ve 
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patolojisindeki mekanizmaların ortaya çıkarılması için farklı türlerde organizmalarda 

proteomik ve genomik analizlere gereksinim vardır. Sonuç olarak, yaptığımız çalışmada 

bir su kaplumbağası olan Trachemys scripta’nın prion protein kodlayan gen bölgesi PCR 

ile amplifiye edilmiş ve dizi analizi ile polimorfik bölgeler belirlenmiştir. Öte yandan, 

nörodejeneratif hastalıklara yatkınlığı arttıran Prnp polimorfizmlerinin beyin dokusunda 

apoptotik hücre sayısının artışı ile bir ilişkisinin olabileceği ilk kez bu çalışma ile 

vurgulanmıştır.  

Bu çalışmadan elde edilen bulgular sonucunda, özellikle, prion proteinlerinin hücre 

fizyolojisi (yaşam, proliferasyon, göç ya da ölüm gibi) üzerine etkilerinin araştırılması 

önemli bir hedef olabilir. Ayrıca, memelilerde Prnp’nin büyük ölçüde beyinde, kısmen 

nöronlarda ve az oranlarda dalak, böbrek, akciğer ve kalpte eksprese edildiği bilinmektedir 

fakat henüz reptillerde çeşitli dokularda ekspresyon düzeyleri hakkında yapılmış bir 

çalışma bulunmamaktadır. Öte yandan, prion patolojilerine yatkınlığın proteinde meydana 

gelen katlanmalar ve Prnp’deki polimorfizmler ile birlikte bu proteinin hücre içi sinyal 

iletimini ve dolayısıyla apoptotik mekanizmaları tetikleyebilecek bir glikozilasyon 

değişikliğine gidip gitmediğinin araştırılması da son derece önemli gözükmektedir. 
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