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ONSOZ

S. Prusiner’in 1997 yilinda “infeksiyonun yeni bir biyolojik etkeni olarak Prionlar
kesfettigi i¢cin Nobel 0diilii almasindan bu yana prion {izerine yapilan ¢alismalar biiyiik ilgi
uyandirmaktadir. Bugiin prionlar ile ilgili yaklasik 13.000 makale bulunmaktadir. Prionlar,
kisaca, orijinal bir mekanizmayla bir grup ndrodejeneratif hastaliga neden olan esi
goriilmemis infeksiydz patojenlerdir. Prion hastaliklar1 genetik, infeksiydz ya da sporadik
bozukluklar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Tiim prion hastaliklarinda prion proteininin yapisal
degisikligi soz konusu olmaktadir. Koyunlarda Bovine spongiform encephalopathy (BSE) ve
scrapie, insanlarda Creutzfeldt—Jakob disease (CJD) en ¢ok goriillen prion hastaliklaridir.
Prion proteinlerinin fizyolojik rolleri ve hastalik etkeni olan infeksiydz forma doniisiim
mekanizmalar1 glinimiizde belirsizligini korumaktadir. Bu Yiiksek Lisans Tez Projesinde,
Trachemys scripta tiirii su kaplumbagalarinda prion proteinini kodlayan gen bolgesindeki
polimorfizmler ve bu polimorfizmlerin apoptozis ile iliskisi arastirilmistir. Bu ¢alismadan elde

edilen bulgularin, prion biyolojisini anlama agisindan yararl olacagi inancin1 tasimaktayiz.

Mayis 2012 Tugce Birkan
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OZET

Trachemys scripta Tiirii Su Kaplumbagasinda Prion Protein Gen (Prnp)
Polimorfizminin ve Apoptozis ile iliskisinin Belirlenmesi

Tugge Birkan, Mayis 2012, 62 syf.

Prion proteini beyin, kas ve lenfoid sistem gibi bir¢cok farkli dokuda yerlesim gosteren
hiicresel bir glikoproteindir. Bu protein normal hiicresel form (PrP®) ve patolojik izoformu
(PrPSC) olmak {izere iki konformasyonda bulunabilir. Prion hastaliklarinda hiicresel formdaki
prion proteinleri yapisal degisiklik gostererek anormal forma doniisiir. Giiniimiizde prion
proteinlerinin fizyolojik rolleri belirsizligini koruyor olsa da memelilerde PrP®’nin yaygimn
olarak bulunuyor olmasi, bu proteinin sinyal transdiiksiyonu, sinaptik ileti ve programlanmis
hiicre 6liimii gibi 6nemli biyolojik olaylarda rol aldigmi diisiindiirmiistiir. Ote yandan,
memelilerde prion proteinini kodlayan genlerdeki tek nukleotid polimorfizmlerinin prion
hastaliklarina olan duyarlilig1 biiyiik 6lgiide etkiledigi bilinmektedir. Bu ¢alismada, Trachemis
scripta tirii kaplumbagalarda prion proteini kodlayan gen bolgesi (Prnp) polimeraz zincir
reaksiyonu ile ¢ogaltildiktan sonra dizi analizine gonderilmis ve polimorfizmler
belirlenmistir. Ayrica, polimorfik 6rneklere ait apoptotik hiicre yogunlugu TUNEL yodntemi
ile arastinlmistir. Calismamizda L1203V, N205I, V225A, M237V polimorfizmleri
saptanmistir. Bununla beraber incelenen 30 6rnegin 15’inde s6z konusu dort polimorfizm
(L203V, N205I, V225A, M237V) birlikte gézlenmistir. Bir 6rnekte, L203V, N2051, M237V
olmak tizere ii¢ polimorfizm, geri kalan 14 ornekte ise L203V, N205I olmak iizere iki
polimorfizm birlikte izlenmistir. Polimorfik o6rneklerin  TUNEL analizleri sonucunda,
belirlenen dort polimorfizmi de igeren Orneklere ait beyin dokularinda apoptotik hiicre
sayisinin diger polimorfik drneklere gore daha fazla oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar Prnp
polimorfizmlerinin programlanmis hiicre Olimiinii arttirabilecegini ve bu artisin prion

hastaliklara yatkinlik ile iligkili olabilecegini diistindiirmtistiir.

Anahtar Sozciikler: Prion, polimorfizm, apoptozis
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ABSTRACT

Determination of Prion Protein Gene (Prnp) Polymorphism and its Relationship with
Apoptosis in Turtle, Trachemys scripta.

Tugce 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®)
and its pathological isoform (PrP*). 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® 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,
N2051, 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, N2051 and M237V) and in remaining 14 samples L203V,
N2051 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

Xl



1.GIRIS

Prion proteini, memeli dokularinda 6zellikle de néronlarda yogun olarak bulunan bir
hiicre yiizey glikoproteindir. insan ve hayvan prion hastaliklar1 hiicresel fonksiyonlari
etkileyecek proteinlerin li¢ boyutlu yapilarinin degigsmesi sonucunda ortaya cikan “yapisal
degisiklik gosteren” bozukluklar olarak degerlendirilmektedir. Bazi kosullarda prion
proteininin zararsiz formu (PrP®) hastalik etkeni izoforma (PrP*°) doniisebilir. Prion
proteinlerinin bu yapisal doniistim sirasinda kullandigi stratejiler ve prion hastaliklarindaki
patojenik mekanizmalar heniiz tam olarak anlagilamamis olmasma karsin normal ve
anormal formdaki prion proteininin prion hastaliklarin etyolojisinde ve patolojisinde
merkezi bir rol oynadig1 ve prion proteinlerini kodlayan genlerin (Prnp) mutasyonlari ve
polimorfizmlerinin hastaliga duyarlik acisindan 6nemli etkilerinin oldugu bilinmektedir.
Giintimiizde insanlarda 30’dan fazla Prnp mutasyonu saptanmistir. Dolayisiyla prion
hastaliklarinin patogenezinin anlagilmasi agisindan ¢esitli organizmalarda Prnp lokusunun
genomik yapisinin ortaya konmasi énemlidir. Insanlarin yaninda, sigir, fare, sigan, koyun,
geyik, kegi ve zebra baliklarinda Prnp ile ilgili bilgiler elde edilmistir. Ote yandan, prion
proteinleri programlanmis hiicre dliimleri ile yakindan iliskili gdziikmektedir. Ozellikle,
anti-apoptotik etkileri ile noéronlart korudugu ileri siriilmektedir. Norodejeneratif
hastaliklarin yanlis ya da eksik katlanmis proteinlerin sinaptik fonksiyonsuzluk,
ndronapoptozisi ve beyin hasari gibi etkilerinden dolay1 gerceklestigi distiniildiigiinde,
apoptozis ile prion proteini ekspresyonlart ve Prnp polimorfizmleri arasindaki iliski 6nem
kazanmaktadir. Bu Yiiksek Lisans Tez Projesinde Trachemys scripta tiiri su
kaplumbagalarinda prion proteinini kodlayan gen dizisi belirlenmis ve polimorfizmleri
cikartilmistir. Ayrica polimorfik drnekler apoptotik indeks agisindan incelenmis ve elde

edilen bulgular mevcut literatiir ile tartisilmistir.



2.GENEL BILGILER

Proteinler, farkli enzimatik ve yapisal 6zellikleri ile yasamin her alaninda 6n plana
cikmaktadir. Aynm1 zamanda proteinler yasayan hiicrelerin fizyolojik ortamlarinda
savunmasiz kalabilen makromolekiillerdir. Ornegin proteinlerin biyosentezi, hataya son
derece agik bir siiregtir (1). Protein sentezinin hatali iriinleri (eksik translasyonel
polipeptidler, hatali katlanmalar ya da oligomerik protein komplekslerinin bir araya
gelememesi) norodejeneratif hastaliklar ve diyabet gibi bircok bozuklugun ortaya
cikmasinda rol alan protein agregatlarmin olusumuna neden olmaktadir (2, 3).

Alzheimer, Parkinson, Huntington, spinoserebellar ataksi ve bulasict sponjiyoz
(stingerimsi) ensefalopatiler gibi ¢ok sayidaki nérodejeneratif hastalik diistinme ve hareket
yeteneginde, algi, biling ve hafizadaki zayiflamalar ile karakterizedir (4). Norodejeneratif
hastaliklarin Klinik gidisleri farkli olsa da, beyin vakuolasyonu, néron kaybi, sinaptik
anormallikler ve yanlis katlanma gosteren protein kiimelerinin (4) serebral olarak
depolanmasi gibi ortak 6zellikleri vardir (4, 5).

Seyrek goriilen ancak oliimciil olan bu hastaliklar sadece insanlar1 degil ayn1 zamanda
cesitli hayvan tiirlerini de etkilemektedir. Insanlarda kuru, Creutzfeldt-Jakob (CJD),
Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) ve fatal ailesel insomnia (FFI) gibi bulasici
sponjiy0z ensefalopatiler, hayvanlarda scrapie, bovine spongiform ensefalopati (BSE) gibi
bozukluklarda prion proteinleri (PrP) nedensel ajan olarak goziikmektedir (6). Prion
proteinleri ile iliskili hastaliklar kendiliginden ortaya c¢ikabilir, kalitilabilir ya da bir
enfeksiyon ile edinilebilir (5). Ozellikle infektif olanlar, bulasict sponjyioform
ensefalopatiler (transmissible spongiform encephalopathies-TSE) olarak adlandirilan prion
hastaliklaridir (5, 7, 8).



2.1. Yeni Tip Infeksiyoz Ajanlar Olarak Prionlar

Prion hastaliklarina neden olan infeksiy0z ajanin yapist hakkinda uzun siire bilgi
edinilememistir. 1966’da scrapie patojeninin iyonize radyasyona ve 250 ila 280 nm’lik
ultraviyoleye direng gosterdigi belirlenmistir (9, 10). Genel olarak proteinlerin 280 nm’de
UV radyasyonuna 250 nm’den daha fazla hassas olmasi nedeniyle scrapie ajaninin bir
protein olmadigi disiinilmistir (9). 1967 yilinda Griffith infeksiydz ajanmin genetik
materyal igermedigini fakat otokatalitik bir mekanizma ile kendini yenileyen (self-
replikatif) hiicresel bir proteinin degisime ugramis bir modelinden s6z etmistir (9, 10).
1970’lerin sonunda S. Prusiner ve ekibi, hasta hayvanlarin beyninden scrapie’ye neden
olan ajan1 izole etmistir (11). Bu ajanin 1stya direngli oldugu, proteinaz K, iire, kaotropik®
tuzlar, sodyum dodesil siilfat (SDS), nukleaz ya da psoralen gibi DNA’y1 bozan etkenlerle
muamele edildikten sonra aktivitesinin degismedigi goriilmiistiir (11). Aym1 zamanda bu
infeksiydz ajanin oksijen varliginda iyonize radyasyona duyarli oldugu belirlenmistir.
Ozetle bu ajanin lipid iceren hidrofobik protein 6zelligi gosterdigi one siiriilmiistiir (11).
Prusiner, virus olamayan bu scrapie ajanini ‘prion’ (proteinimsi infeksiyoz ajan-partikiil)
olarak isimlendirmistir (12). Aslinda bu ajan PrP (Prion Protein) olarak adlandirilan bir
proteindir. Primer yapisi belirlendikten sonra PrP kodlayan gen belirlenmis ve Prnp olarak
isimlendirilmistir (13-15). PrP geni (Prnp) tiim memeli genomlarinda, kuslarda (16, 17) ve
baliklarda (18) belirlenmistir. Farkli tiirlerde bilinen tiim PrP genlerinde PrP agik okuma
cercevesi (ORF) tek bir ekzonda kodlanir ancak gen 2 ya da 3 ekzon igerebilir (15, 16, 19,
20). insan ve hamsterde Prnp iki ekzon icerir. Buna karsin, fare, koyun ve sigan Prnp’si 3
ekzonludur ve 3. ekzon insan ve hamster Prnp’sindeki ekzon 2 ile analogtur. Protein
kodlayan dizi tiim memelilerde ikinci ekzonda yer alir (21, 22). Diger ekzonlar promotor
ve sonlandirma bolgelerini kapsayan tiriine doniismeyen (untranslated) diziler igerir.

Insan ve farede Prnp sirasiyla 20 ve 2. kromozomlarda yerlesmistir (21). Prnp biiyiik
Olglide beyinde, kismen noéronlarda ve az oranlarda dalak, bobrek, akciger ve kalpte
eksprese edilir (14). Fare Prnp 254 amino asitlik prion proteini (PrP) kodlamaktadir (21).
PrP o6zellikle merkezi sinir sistemi ve lenforetikiiler sistem hiicrelerin membranlarinda
bulunmaktadir (10, 23) ve genel olarak iki yapisal izoformu (PrP® ve yanlis katlanmus
patojenik izoformu olan PrP*°) vardir (24). Normal hiicresel form (PrP®), konak tarafindan

kodlanan kompleks tip iki N-bagli oligosakkarit dizisi i¢eren bir sialoglikoproteindir (23).

! Protein ve nukleik asit gibi yapilar1 bozan biitanol, etanol, fenol, MgCl, gibi bilesikler.
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insan PrP®’ sinde bir a-heliks yapisini olusturan ii¢ peptid dizisi (aA-aB-aC) ve bir p-
heliks yapis1 olusturan iki peptid dizisi ile glikozilfosfatidilinozitol (GPI) igin bir sinyal
dizisi yer alir (Sekil 2.1) (25).

PrP® ‘nin amino terminal kism Cu™, Ni'", Zn™ ve Mn™ gibi metal iyonlarina
baglanacak korunmus 5 tekrarlayan oktapeptid domaini (Pro-His-Gly-Gly-Gly-Trp-Gly-
Glu) icerir (26). Bu oktapeptid yapisi bazt nedenlerden dolayr 6nemlidir. Ornegin, yap
icerisinde yer alan His- amino asidi bakir baglama yetenegine sahiptir (27, 28). Bakir,
PrP®’ nin endositozu igin gereklidir (29, 30). Ote yandan, oktapeptid domaininin tekrarlar
olusturarak biiylimesi gCJD ya da GSS (Gerstmann-Straussler-Scheinker) olarak
siniflandirilan genetik bir prion hastaligina neden olmaktadir (31).

PrP® ‘nin biyosentetik yolu diger salgi ya da membran proteinlerine benzerdir: Bu
protein, graniillii endoplazmik retikulum ribozomlarina baglanarak sentezlenir, Golgi’ye
aktarilir ve hiicre yiizeyine ¢ikar (32). Birgok hiicre yiizey Prp© lipid y1ginlarinda bulunsa
da baz1 proteinler klatrin kapli membran oyuklarina transfer edilerek endositoza gider (33-

35).

2.2. PrP® Paralog Proteinleri, Doppel ve Shadoo

PrP® biyolojisi iizerine yapilan calismalar sonucunda iki protein paralogu
kesfedilmistir. Bunlardan birincisi erkek {ireme sisteminin diizgiin ¢alismasinda 6nemli bir
rolii olan ve testiste bulunan Doppel’dir® (downstream PrP-like-Dpl) (36, 37). ikincisi
merkezi sinir sisteminde bulunan ve PrP® ile benzer bircok aktiviteye sahip Shadoo
(‘shadow of the prion protein®>-Sho) proteinidir (38, 39). Doppel proteinin iigiinciil yapis
PrP nin C-terminal bdlgesine cok benzer ancak N-terminal hidrofobik ve oktapeptid
tekrarlari igcermez (39). Her iki protein yaklasik %25°lik bir amino asit homolojisi gosterir
(40).

Memeli prion protein ailesinin {i¢lincii iyesi olan Sho, bir néronal glikoproteindir ve
GPI capasi, bir ya da iki yerde N-glikozilasyon gibi PrP®’nin gosterdigi baz1 6zelliklere
sahiptir (41). PrP® ve Sho farkli N-terminal bolgeler igerseler de merkezi kisimlari néro-
protektif saglayacak fonksiyonel olarak olduk¢a korunmus bir aktivite domainine
sahiptirler (41). Sho PrP®’de bulunan oktatekrarlardan yoksun olsa da glisin, serin, alanin

ve arginince zengin bir dizi N-terminal tetratekrarlar icerir (39) (Sekil 2.1).

2 Almanca suret ya da gift.
% Japonca golge
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Sekil 2.1. Prion protein ailesi iiyelerinin domain yapilarinin sematik gosterimi, Doppel ve PrP%nin C-
terminal domainleri 3 a-heliks ve 2 kisa B-sheet yapilari olusturur. Disiilfit kopriileri (-S-S-) N-glikozilasyon

bolgeleri KH seklinde gosterilmisti. PrPC ve Shadoo’da tekrarlayan diziler bulunur. PrP%deki
oktatekrarlar Cu* baglama yetenegine sahipken Shadoo’daki tetratekrarlar arginin ve glisince zengindir.

Ayrica olduk¢a iyi korunmus hidrofobik kisimlar PrP® ve Shadoo’da gosterilmigtir.  GPI,
glikozilfosfatidilinozitol’li betimlemektedir [Watts ve Westaway’dan (39) degistirilerek alinmustir].

Doppel geni baliklarda, farelerde, sigir, koyun ve insanlarda belirlenmistir (42).
Insanlarda, Doppel proteini kodlayan genin (Prnd) Prnp’nin 27 kb downstreaminda yer
aldig, farede ise Prnd’nin, Prnp’nin yaklasik 16 kb downstreaminda oldugu belirlenmistir.
(42-44). Her iki gen (Prnp ve Prnd), bir prion gen kompleksini (Prn) olusturur. Yiiksek
nukleik asit homolojisi gostermeseler de bu genlerin tek bir atasal genin duplikasyonu ile
ortaya ¢iktigi ileri siiriilmektedir (45, 46). Prion gen ailesinin ii¢iincii liyesi olan ve Sho’yu
kodlayan Sprn geni oldukga iyi korunmustur (38). Sprn geni, Prnp ve Prnd iceren Prn
genomik lokusun igerisinde yer almaz. Bu gen, farelerde 7., insanlarda 10. kromozom
tizerinde lokalize olmustur. Prnp ve Prnd gibi Sprn geninin agik okuma g¢ergevesi tek bir
ekzon igerisinde bulunur (Sekil 2.2). Yapilan ¢aligmalarda Sprn ekspresyonlarinin beyine
sinirlt oldugu, dolayisiyla Sho proteinin Doppel’den farkli olarak merkezi sinir sistemi ile
iligkili oldugu ileri siirtilmiistiir (39). Farkli organizmalarda Sprn ve Prnp sekans analizleri
ilkel prion protein geninin Sprn ile ilgili oldugu, Prnp ve Prnd genlerinin daha sonra

evrildigi ileri siiriilmiistiir (47).
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Sekil 2.2. Fare PrP, Doppel ve Shadoo proteinlerini kodlayan genlerin sematik gosterimi. 2. kromozomda
bulunan Prn lokusu PrP ve Doppel kodlayan Prnp ve Prnd genlerini igerir. Shadoo proteinini kodlayan Sprn
geni farede 7. kromozomda yer alir [Watts ve Westaway’dan (39) degistirilerek alinmustir].

Insan Prnp ve Prnd ile aymi genomik kiimede (Prnd’nin yaklasik 3 kb
downstreaminda) yerlesim gosteren hipotetik dordiincii bir prion geni (Prnt) betimlenmistir
(48). Prnt’nin kemirgenlerde bulunmadigi, sadece primatlara 6zgii bir gen oldugu
belirlenmis ve transpoze olabilen bir gen olarak degerlendirilmistir (47, 49, 50). insanda
genin 3 alternatif splicing izoformu bulunmaktadir (48) ve memelilerde oldukga iyi

korundugu ileri siiriilmiistiir(50).

2.3.Hiicrede PrP®’nin Rolii ve Fonksiyonu

2.3.1.Hiicresel Lokalizasyon ve Trafik

PrP% nin farkli hiicresel kisimlarda fonksiyon gsteren ok sayida membran bilesenleri
ile iliskili oldugu bilinmektedir (51). PrP® hiicre zar1 ve endositik kisimlar arasinda siirekli
olarak dongiisel bigimde yer degistirir. PrP® trafigi olarak tanimlanabilen bu déngiisel
siireg, proteinin fizyolojik fonksiyonlari igin dnemli olabilecek internalizasyon yolaklarini
iceren kompleks bir olaydir (52). PrP® trafigi Golgi komplesi, hiicre zari ve erken
endozomlar arasinda gerceklesmektedir ve endositik vezikiillerin ayrilmasini saglayan bir
GTPaz olan dynamin | PrP® trafiginin ilk adimlarinda rol alir (51). Uzerinde tartismalarin
sirdiigii bu kompleks olaym mekanizmalart konusunda kaveol/raft ve Klatrin-bagimh
internalizasyon siirecleri 6n plana ¢ikmaktadir (25). PrP® nin internalizasyonunda klatrin-
ve non-klatrin vezikiillerin rolleri ile ilgili tartismalarin (53) kaynaginda GPl-gapali
proteinlerin internalizasyon igin lipit yiginlarini kullanmasi (54) ve bu proteinlerin
internalizasyon sirasinda transmembran domainlerini kaybederek klatrinler ile etkilesmesi
yer almaktadir. Ote yandan, PrP nin lipit yiginlar1 iizerinden internalizasyonu ile birlikte

bu membran yapilarinin diginda da hiicre igerisine alindigi gosterilmistir (35). Ayrica, Prp©
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deterjanlara direng gosteren lipid raftlarindan lateral olarak hiicre zarimin deterjanda
¢oziilen kismina go¢ ederler ve buralarda klatrin kapl ¢ukurlardan internalize olurlar (55).
Yapilan ¢aligmalarda PrP“nin,  kaveol benzeri lipit yiginlarinda, trans-golgi
sebekesinde ve sitoplazmik endositik kaveol benzeri yapilarda yogun olarak bulundugu
kaveol benzeri yiginlar araciligi ile hiicrenin perisentriolar bolgesine, kaveol igeren erken
endositik yapilar ile ge¢ endozom/lizozomlara aktarildig: gosterilmistir (56, 57). Ozetle,
hiicre yiizeyi PrP® temel olarak klatrin bagimli bir mekanizma ile hiicre zar1 ve erken
endozom arasinda doniisiim igerisindedir. Bu yolakta bakir iyonlarinin da rolii vardir (58)
ancak PrP% nin kaveol ve kaveol igeren endositik yapilarda bulunmas: proteinlerin kaveol

araciligi ile de internalize edildigini ortaya koymustur (56).

2.3.2.PrP®nin Hiicresel Proteinlerle Etkilesimi

PrP® hiicre yiizeyinde, endositik kisimlarda ve sekretuvar yolakta birgok makromolekiil
ile etkilesmektedir. PrP® laminin reseptor proteini (37-kDa/67-kDa) ile etkileserek
internalizasyonunu saglamaktadir (59). Ayrica, bazi glikozaminoglikanlarin (6rnegin
siilfatlanmis GAG’lar) ve nukleik asitlerin PrP® bagladign gosterilmistir (60-63). Bu
glikozaminoglikanlarin laminin reseptdrii ve laminin gibi ekstraselliiler matriks molekiilleri
ile iliskili oldugu dolayisiyla PrP nin laminin icin yiiksek afiniteli bir reseptor de
olabilecegi ve PrP® -laminin etkilesimlerinin néritogenezde rol aldig: ileri siiriilmiistiir
(64). Ayrica PrP® nin mikrotiibiiller ile 6zellikle de tubulin ile iliskili oldugu ve mikrotiibiil
olusumunu engelledigi belirlenmistir (65). Bu proteinlerin diginda PrP ile etkilesen of-
kristalin, Na+/K+-ATPaz o3 altiinitesi, CNPaz, P-aktin, o-spektrin, kreatin kinaz-p,
sinapsin 1b, Grb2 adaptdr proteini ve prion interactor Pintl gibi ¢ok sayida molekiil
bulunmaktadir (25, 66). Bu ornekler, nukleik asitlerin (67) hiicre zarinda ya da
ekstraselliiler matrikste bulunan protein komplekslerin (68) ve baz glikozaminoglikanlarin

(69) PrP® doniisiimii ile iligkili oldugunu gostermektedir.

2.3.3.PrP% nin Fizyolojik Rolii

Basta sinir sistemi ve bagisiklik sistemi olmak tizere bir¢ok organda, kanser
hiicrelerinde ve embriyonik gelisim siirecinde ¢ok sayida hiicresel ve fizyolojik roller
tistlenmesine karsin PrP®’nin fizyolojik rolii glinlimiizde tam olarak anlasilamamustir.

Hiicresel diizeyde PrPC, adezyon, farklilasma, ¢ogalma, hiicre igi sinyal iletimi, bakir ve



redoks dengesi, oksidatif stres, anjiyogenez ve hiicre 6liimii ve yasamu gibi birgok olayda
rol aldig1 diisiiniilmektedir (32, 70-72) (Cizelge 2.1).

PrP® bakir iyonlarma baglanabilme yetenegine sahip bir proteindir (73, 74) ve bakir
metabolizmasinda rol aldigi ileri siiriilmektedir. Bakir iyonlarmin baglanmasi PrP®
molekiiliinde yapisal degisikliklere neden oldugu ve PrP®’deki yanlis katlanmalarin ve
fibrilasyonun bakir iyonlar1 varliginda gergeklestigi gosterilmistir. Bunun yaninda bakir
iyonlarinin, PrP® agregasyonu iizerine dual bir etkisinin oldugu, fizyolojik sicakliklarda
(37°C’de) bakir iyonlarimin agregasyonu iizerine bir etkisi olmazken daha diisiik
sicakliklarda agregasyona neden oldugu gosterilmistir (75). Ek olarak, bakir iyonu
baglanmasinin  PrP“’nin  endositozunu arttirdii  ortaya konmustur. PrP’nin bakir
toksisitesine ve oksidatif strese karsi antioksidan bir etki gdsterebilecegi ileri siirtilmiistiir
(76).

Oktapeptid tekrar bolgeleri 6zel glikozaminoglikan baglama bolgeleri olusturur (77).
Alternatif olarak, PrP, histidin baglayan bakir aracilig1 ile GAG’lara baglanabilir ve PrP©
metabolizmasinda 6nemli olacak PrP-Cu*?-GAG kompleksini olusturur (78). Diger
taraftan bakir iyonu baglanmasimn PrP’nin endositozunu uyardigi ve PrP’nin bakir
iyonlarinin hiicre i¢ine alinimui igin gerekli bir reseptor olabilecegi ileri stiriilmistiir (29).
Bununla birlikte, yapilan calismalarda PrP®nin bakir iyonlarim hiicre yiizeyine
baglanmasini artirmasina karsin hiicre i¢i bakir iyonu konsantrasyonunda bir degisiklik

olmadigi gosterilmistir (79).



Cizelge 2.1. Prion proteinlerinin rolleri

Anti-apoptotik etki

PrP (106-126) peptidi ER stresi, mitokondrial sitokrom ¢ salinim,

Metastaz ve invazivlik, kanser terapilerine direng®

GOREV REFERANS
Oksidatif strese direng/ Noroprotektif etki (80-87)

Norit geligimi (88-91)
Akson geligimi* (92, 93)
N-CAM iizerinden sinir sistemi gelisimi (94)

Hiicre adezyonu (88, 95)
HIV-1 ile iligkili MSS hastaliklarin patogenezi (96)

Monosit migrasyonu® 97)

T hiicreleri iizerine sinyalleme/ T hiicresi aktivasyonu (84, 98, 99)

(86, 100-102)

103
kaspaz 3 aktivasyonu ve hiicre 6liimiine neden olur. (103)
Fagositozun modiilasyonu (104)
Histon H3 ile etkilesimi ve transkripsiyonel diizenleme (105)

(72, 106, 107)

Glikolizin diizenlenmesi* (108)
Embriyogenezde pleitropik etki® (109)
Hematopoetik kok hiicre self-renewal (110, 112)

Sinir rejenerasyonunda sinirlerde artan PrP© aksonal olarak transport edilen PrP¢ miktarini arttirir
(92)

PrP® kan-beyin bariyerini olusturan beyin endotelinde baglanti proteini olarak bulunur ve
monositlerin transendotelyal gociinii diizenler (97).

Prion proteinleri araciligi ile ortaya ¢ikan olaylar, kendi kendine yetebilme, anti-biiyiime sinyallerine
duyarsiz kalma, doku invazyonu ve metastaz, sinirsiz replikatif potansiyel ve apoptosizin
inhibisyonu (112) gibi kanser belirteglerini ortaya ¢ikartacak olaylari desteklemektedir. Cesitli tip
kanserlerde PrP’nin asir1 ekspresyonu hizli hiicre proliferasyonu ve/veya survival artisi ile iligkilidir
(72). Ornegin, asir1 PrP ekspresyonu gastrik kanser hiicre hatlarinda Akt yolaginin aktivasyonuna ve
hiicrelerin adesif, invaziv ve metastatik bir fenotip kazanmasina neden olur (106). Ayrica, Akt
aktivasyonuyla MAP-kinaz ERK1/2 fosforilasyonu iizerinden timor invazyonu ve metastazi igin
O6nemli bir adim olan ekstraselliler matriks yikimindan sorumlu bir proteaz olan
matriksmetaloproteinaz 11’in ekspresyonunu arttirir (106, 113, 114). Ote yandan, metastatik siirecin
gelisiminde PrP® integrina.(v)B3 ekspresyonunu ve aktivasyonunu negatif olarak modiile eder (107).
Glikolizin diizenlenmesi sirasinda PrP®, glukoz transporterl ekspresyonunu Fyn-HIF-2a. yolag
tizerinden modiile eder (108).

Ca'? bagimsiz homofilik hiicre adezyonunu ve sinyallemesini, hiicre zarina E-kaderin salmimim
diizenleyerek Ca*™ bagimli hiicre adezyonunu kontrol eder (95).



2.3.4.Prion Proteinleri ve Sinyal Transdiiksiyonu

GPl-¢apali proteinlerin hiicre i¢i sinyal iletimi yolaklarinda yer alabilmeleri i¢in, bir
transmembran adaptor protein ile etkilesmesi gerekmektedir. Bu nedenle polipeptid
zincirleri tamamen ekstraselliller kissmda yer alan PrP®, hiicre igi sinyal iletimi
yolaklarinda etki gOstermek i¢in transmembran adaptor proteinlere ya da protein
komplekslerine baglanirlar (25, 32). Ayrica, PrP%lerin gogunlukla hiicre yiizeylerinde,
ozellikle de sinyal transdiiksiyonu agisindan 6nemli bir hiicresel bolge olan lipid raftlarinda
yerlesmis olmasi hiicre igi sinyal iletiminde rol alabileceklerini diistindiirmiistiir (115, 116).

PI13-kinaz/AKT, cAMP/PKA, PKC, Fyn ve ERK1/2 gibi sinyalleme yolaklar1 ya da
sinyalleme bilesenleri PrP® ekspresyonlari, ¢apraz baglanmalar1 ya da bir baska proteinle
etkilesimleri sonucunda modiile edilmektedir (25) (Sekil 2.3). Yapilan ¢alismalar, endojen
olarak eksprese edilen PrP nin hiicrenin kaderini belirleyen hiicre adezyonu, trafigi,
proliferasyonu, farklilagmasi gibi ¢esitli hiicre i¢i sinyalleme yolaklarina katildigini ortaya

koymustur.
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Sekil 2.3. PrP’nin hiicre igi sinyal iletimindeki olas1 yeri. Noronal farklilasan hiicrelerde Fyn, kaveolin-1’e
araciligl ile PrP®’ye bagimli olarak aktive olur. Bu aktivasyon ERK1/2 yolunu aktive eder. ERK1/2, NADPH
oksidaza bagimli bir mekanizma ile ROS iizerinden kontrol edildigi igin PrPnin hiicre i¢i redoks
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homeostazini siirdiirmekte bir rolii oldugu ileri siiriilmistiir (117). Fyn kinaz aktivitesi genel olarak norit
gelisiminde gergeklesmesine karsin, PI3-kinaz/AKT yolag: ile Bel-2 ve Bax ekspresyonlarinin Fyn kinaz
iizerinden diizenlenmesi PrP’nin survival etkisi olarak degerlendirilebilir. Noron yiizeyinde N-CAM ve PrP®
etkilesimleri Fyn kinaz aktivitesine ve norit gelisimine neden olur. Ote yandan, stres-inducible protein-1
(STI1) ile baglantist cAMP/PKA ve ERK yolag tizerinden hiicreleri apoptozisten korur (néroprotektif etki).
PrP® ayni zamanda laminin ile de baglanarak MAP-kinaz/ERK yolaginda rol alabilir. Endositik hiicre igi
PrPC, bir adaptdr protein olan Grb2 (growth factor receptor binding protein) baglanarak RAS aktivitesine
neden olabilir. Ote yandan, PrP® hiicre 6liim mekanizmalar iizerine farkli roller iistlenebilir. Oregin,
endoplazmik retikulum stresi durumunda proapoptotik bir role sahipken oksidatif stres-indiiklii hiicre
oliimiinde anti-apoptotik bir faktor olarak davranir (ayrintilar i¢in metine bakiniz). Oklar aktivasyon, ¢ekigler
inhibisyon, kesik ¢izgiler yolagin hipotetik kismimi gostermektedir [Mehrpour ve Codogno’dan (25)
degistirilerek alinmistir].

Noronal yasam, norit biyiimesi ve ndrotoksisite gibi birgok siirecte PrP®’nin
sinyalleme yolaklarmi aktive ettigi ile ilgili calismalar bulunmaktadir (32). Ornegin, bir
néroektodermal hiicre hattinda (1C11) PrP® nin antikor araciligi ile bir non-reseptdr tirozin
kinaz olan fyn’yi uyardigi (88, 118), bu uyarinin NADPH oksidaz ve ERK’lerin
(extracellular-regulated kinazlarin) aktivasyonlarini ve reaktif oksijen tiirlerinin sentezini
arttirdign gosterilmistir (117, 119). Bu hiicrelerin yiizeylerinde bulunan G protein kenetli
serotonin reseptorlerinin aktivitesi de PrP’nin antikor ile etkilesimi sonucu degismektedir
(120). Hiicre yiizey PrP®, N-CAM ile etkileserek aksonal gelisimi kolaylastirmaktadir.
PrP®nin N-CAM ile etkilesimi bu molekiilleri lipid yiginlarina ¢eker ve fyn kinaz
aktivitesine neden olur (94). Kiiltiire néronlarin rekombinant PrP ile muamelesinin de fyn,
PKC, cAMP/PKA, PI-3 kinaz/AKT ve ERK gibi ¢esitli kinazlarin aktivasyonuyla beraber
norit gelisimi ve noron yasamini arttirdigi belirlenmistir (121, 122). Bir baska 6rnek
PrP® nin 1s1 soku proteinleri ile kompleksler olusturabilen bir protein olan stres-inducible
protein-1 (STI1) ile etkilesimidir (123). Bu etkilesimin retinal eksplantlarda anisomycin
aracihgr ile hiicre dlimiinden PrP’ye bagimli korunmay: diizenledigi (124), bu etkinin
cAMP/PKA yolag: aktivasyonuyla gergeklestigi ileri siiriilmiistiir. (125). Bunlardan baska,
PrP® nin noroprotektif etkisinde PI3 kinaz/AKT sinyalleme yolagimin 6nemli bir rol
oynadigi, ozellikle AKT’nin farmakolojik olarak inhibisyonunun PrP®’nin hiicreleri
oksidatif strese karsi koruma yetenegini azalttigi belirlenmistir (126, 127).

PrP® sinyal transdiiksiyonundaki bu pozitif etkilerinin yami sira 6zel sinyalleme
kaskadlarinin aktivasyonlari iizerinden norotoksik etkiler de gosterebilir. Ornegin, PrP* ile
benzer biyokimyasal 6zellikler gosteren sentetik bir peptid olan PrP106-126’nin sadece
PrP® iceren kiiltiire noronlarda ve noronal hiicre hatlarinda toksik oldugu (128) ve bu
toksik etkinin PrP® -bagiml1 bir sinyalleme yolag tarafindan diizenlendigi ileri siiriilmiistiir
(129, 130). Bu iddia tizerine PrP106-126’nmin p38, ERK1/2 ve JNK1/2 gibi ¢ok sayida

kinaz kaskadini aktive ettigi belirlenmistir (131-133). Prp© araciligr ile gergeklesen
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ndrotoksisiteye bir baska drnek, PrP® ekspresyonunun néronlart ve néron hiicre hatlarin
bir kinaz inhibitorii olan staurosporine’in apoptotik etkilerine duyarli hale getirmesidir

(134-136). Bu etkilerin gerceklesmesi i¢in PrP® nin endositozu gereklidir (32).

2.4.PrP® ve Apoptozis

Cok hiicreli organizmalarda homeostazis, hiicre ¢ogalmasi ile hiicre dliimii arasindaki
denge ile saglanir (137-139). Apoptozis, hasar gormiis, potansiyel olarak zararh
olabilecek, organizmanin ihtiyaci olmayan ya da istenmeyen hiicrelerin kendi genetik
yapisindaki kodlanmis bir program ile kontrol edilen fizyolojik bir hiicre 6liimi tipidir
(140). Apoptotik hiicre dlimii bir dizi biyokimyasal ve morfolojik degisimi igerir ve hiicre
biiziismesi, nuklear kondensasyon ve DNA fragmantasyonu ile karakterizedir (141, 142).
Bu siiregte, sitoplazmada kaspaz aktivasyonu ve mitokondriden sitokrom ¢ salinimi (143-
145), mitokondride Bcl-2 ailesinin pro- ve anti-apoptotik iiyelerinin goriilmesi (146, 147)
ve plazma membraninda fosfatidilserin eksternalizasyonu da s6z konusudur (148).
Apoptotik siireg, Oliim reseptorleri (TNFo ve reseptorii, FAS/FAS ligandi ve
TRAIL/TRAIL reseptorii) araciligi ile olan ekstrinsik ve mitokondriye bagimli intrinsik yol
(BCL2 ailesi, BAX, sitokrom C/APAF kompleksi) olmak tizere iki temel mekanizma ile
gerceklesmektedir. Her iki yolda da farkli molekiiler mekanizmalar sonucu kaspazlar
(cysteinyl aspartate specific proteinases) aktive olmakta ve hiicre 6limii gerceklesmektedir
(149, 150). Bununla birlikte, ii¢iincii olarak hakkinda bilgilerin sinirli oldugu, kaspaz 12’ye

bagimli olan intrinsik endoplazmik retikulum yolundan s6z edilmektedir (151).

2.4.1.Ekstrinsik Oliim Reseptorleri Yolag

Oliim ligandlarimin (TNFa, FasL, TRAIL) 6liim reseptorlerine [Tip-1 TNF reseptorii-
TNFR1, Fas (APO-1,CD95), DR-3 (TRAMP), DR-4 (TRAIL-R1), DR-5 (TRAIL-R2)]
baglanmasi ile baslayan bir siirectir (152, 153). Oliim reseptorleri TNF reseptorii ile iliskili
oliim domaini (TNF receptor-associated death domain-TRADD) ve Fas ile iliskili 6liim
domaini (Fas-associated death domain-FADD) gibi bazi adaptér proteinlerin ve kaspaz
8’in tutulmasini saglayacak 6liim domainlerini igerir (154). Olusan ligand-reseptor-adaptor
protein kompleksi “6liimii uyaran sinyalleme kompleksi” (death-inducing signalling
complex-DISC) adin1 alir. DISC “baslatic1” kaspaz olan kaspaz 8’in aktivasyonunu saglar

(155). Aktive kaspaz sonraki kaspazlarin aktivasyonuna neden olarak apoptozisi baslatir
(Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Hiicrede goriilen apoptotik yollar. Mitokondriyal yolda BH3-only proteinler Bax ve Bak’a
baglanarak direkt aktivasyonuna neden olur (I, kesikli ¢izgiler) ya da Bcl-2 benzeri prosurvival proteinlere
baglanarak Bax ve Bak’1 indirekt olarak aktive eder (II) [ Westphal ve arkadaglarindan (159) degistirilerek
almmustir].

2.4.2 Intrinsik Mitokondriyal Yolak

Onarilamayan genetik hasarlar, hipoksi, sitosolik Ca* iyonunda asir1 artis ve yogun
oksidatif stres intrinsik mitokondriyal yolag: tetikleyen bazi faktorlerdir (156). Bu yolak
mitokondriyal gecirgenligin artmasi ve sitokrom-c gibi bazi pro-apoptotik molekiillerin
sitoplazmaya ¢ikis1 ile iliskilidir (157). Bcl-2 ailesine ait bir grup protein bu siireg
icerisinde yer almaktadir. Bcl-2 ailesi mitokondri dis zarinda por olusturan Bax ve Bak
proteinlerini, pro-apoptotik BH3-only proteinleri (Bad, Bid, Bik, Bim, Puma, Noxa ve Bik)
ve Bcl-2, Bcl-X,, Bcel-W, Bfl-1 ve Mcl-1 gibi anti-apoptotik proteinleri igerir (158, 159)
(Sekil 2.5). Bu protein ailesi dort Bel-2 homoloji domaini (BH1-BH4) ile karakterizedir
(160).
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1. Anti-apoptotik proteinler, BH1-4-Bc¢l-2,Bcl-X; , MCL-1, A1, Bel-w
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3. Pro-apoptotik proteinler, BH3-only- BIK, BID, BIM,BAD,PUMA,
NOXA,HRK

| [ BIK

Sekil 2.5. BCL-2 protein ailesi iiyeleri ve domain yapilari [Lomonosova ve Chinnadurai’den (160)
alinmugtir].

Anti-apoptotik proteinler sitokrom ¢ salintmini bloke ederek apoptozisi diizenlerken
pro-apoptotik olanlar sitokrom ¢ salimimini arttirirlar. Pro- ve anti-apoptotik proteinler
arasindaki denge durumu apoptozisin gerceklesip gerceklesmeyecegini belirler.
Sitoplazmaya salinan sitokrom c, Apafl (Apoptotic protease activating factor 1) ve kaspaz
9 ile birleserek apoptozom adi verilen bir kompleks olusturur. Apoptozom, kaspaz 3’iin
aktivasyonuna neden olur (161). Intrinsik ve ekstrinsik yollar kaspaz 3’te birlesir ve
apoptozisten sorumlu kaspaz araciligi ile aktive olmus deoksiribonukleaz inhibitorlerin
aktivitelerini bozar (156). Bunun yaninda diger kaspazlar, protein kinazlarin, sitoiskelet
proteinlerinin, DNA tamir proteinlerinin ve endonukleaz inhibitorlerinin bozulmasina
neden olur (156).

PrP“nin hiicreleri oksidatif stresten korudugu ve apoptozisi engelledigi ifade
edilmektedir (71). PrP®nin STI1 ile etkilesimi hiicreleri apotozisten koruyacak

noroprotektif sinyaller olusturur (71, 124). Bu noroprotektif sinyaller cAMP/PKA yolagi
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lizerinden gerceklesmektedir (124). Ustelik endojen PrP, kiiltiire ndronlar1 oksidatif strese,
beyin dokularini iskemiye, hipoksiye veya travmaya karsi korur (37, 71, 162).

PrP’nin N terminalindeki oktapeptid bolge hem anti-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerinde
hem de Bcl-2 ailesinin proapoptotik Bax ve Bak iiyelerinde bulunan Bcl-2 homoloji
domain-2 (BH2) ile biiyiik dlgiide amino asit dizi benzerligi gosterir. Bu benzerligin
PrP’nin hiicre 6liimii ya da yasaminda bir rol oynadigi diisiiniilmiistiir (51). Bax noronlarda
onemli bir pro-apoptotik proteindir. Aktive oldugunda yapisal degisiklige giderek
oligomerize olur ve mitokondri dis zarim sitokrom c¢ ve diger apoptojenik faktorler igin
gecirgen hale getirir (163, 164). Asirt miktarda eksprese edildiginde Bax insan
ndronlarinda hiicre 6liimiine neden olmaktadir. BH2 domaini ise Bcl-2’nin Bax ile
etkilesimini diizenleyerek anti-apoptotik bir etki yaratir (51). PrP’ler direkt olarak Bax ile
etkilesir ve Bax’in yapisal degisiklik gegirerek pro-apoptotik bir proteine doniisiimiinii,
sitokrom ¢ salintmini ve kaspaz aktivasyonunu inhibe ederek Bax-araciligiyla gerceklesen
apoptozise engel olur (165-168). Asir1 miktarda PrP igeren hiicrelerin TRAIL-R/DR4/DR5
(TNF ile iliskili apoptozisi indiikleyen ligand reseptorii) ve TNF aracili apoptozise direngli
olduklari bildirilmistir (169).

Intrinsik yolagin anahtar molekiilleriyle etkilesimler ekstrinsik (TNF, TRAIL)
yolaginin pro apoptotik sinyallere PrP araciligt ile diren¢ gostermesini hala
aciklayamamaktadir (170). Bununla birlikte, hiicresel prion proteinleri ekspresyonlarinin
otofajiye bagimli hiicre 6liimiinii modiile ettigi yoniinde bilgiler de mevcuttur (171).

PrP’nin anti-apoptotik (pro-survival) etkilerine karsin apoptotik mekanizmalarda rol
aldigina dair calismalar da vardir Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada CD95/Fas
etkilesimi ile PrP®’nin T lenfoblastoid CEM hiicrelerinin mitokondrilerinde raft-benzeri
mikrobolgelere yerlestigi ve apoptozis ile iligkili sinyalleme olaylarinda rol oynayabilecegi
ortaya konmustur (172). Ote yandan, PrP’nin tubulin proteinlerine baglanarak mikrotubul
olusumuna engel oldugu ve sitosolik PrP’nin neden oldugu mikrotubul yikimu ile apoptozis
arasinda bir iliski oldugu ileri siiriilmiistiir (173).

Sitoplazmik PrP’nin kiimelenmesinin veya PrP> replikasyonunun endoplazmik
retikulum stresi, mitokondriyal transmembran potansiyelin kaybi ve kaspaz 3’iin
aktivasyonu ile iliskili olarak apoptozise neden oldugu belirlenmistir (174-176). Ote
yandan, prion proteininin glikozilasyonu ile apoptozis arasinda bir korelasyon oldugu, non-

glikolize PrP formlarin hiicre iginde ekspresyonlarinin mitokondri membran potansiyelini
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diisiirdiikleri, ROS {iretimini arttirdiklari, Bcl-xL diizeyini diisiirerek ve kaspaz 9

aktivitesini arttirarak apoptozise neden olduklar1 belirlenmistir (177, 178).

2.5.Prion Hastaliklarimin Mekanizmasi ve Prp>

Konformasyonel hastaliklar olarak da adlandirilan protein yanlhis katlanma
bozukluklarinin temel nedeni proteinlerin B-sheet agregatlari olusturacak sekilde yanlis
katlanmasidir (179). Proteinlerin yanlis katlanmasi bulasici sponjiyoform (siingerimsi)
ensefalopatiler (transmissible spongiform encephalopathies-TSE) olarak adlandirilan prion
hastaliklarinda yogun olarak goriilen bir durumdur (180). TSE’ler insan ve hayvanlari
etkileyebilen bir grup infeksiydz ndrodejeneratif hastaliktir. Ozellikle, beyin
vakoulizasyonu, astrogliosis, ndéron apoptozisi ve merkezi sinir sisteminde yanlis
katlanmus, proteazlara direncli prion proteinlerinin (PrP*°) yigilimi ile karakterizedir (181,
182).

Prion hastaliklarindaki prion protein (PrP*) agregatlar1 Alzheimer’s hastaliginda (AD)
amiloid-beta (ApB), tip 2 diyabette islet amiloid polipeptid (IAPP), sekonder amiloidozda
serum amiloid A (SAA) ekstraselliiler olarak yigilim gosterirken, Parkinson hastaliginda
alfa-sinuklein (a-syn), amiotropik lateral sklerozisde (ALS) siiperoksit dismutaz-1 (SOD)
ve TAR DNA-binding protein (TDP-43), taupatilerde ya da AD’de tau ve Huntington
hastaliginda huntingtin (Htt) intraselliiler olarak goriillen diger yanhs katlanmig
agregatlardir (183, 184).

Proteinler ¢esitli nedenlerden dolay1 yanlis katlanabilir (179):

1. Dogru katlanma yapamayan bir proteinin iiretimini baslatacak gen dizisindeki

somatik mutasyonlar;

2. Dogru katlanma yetenegi olmayan modifiye proteinlerin  {iretimini,
transkripsiyonunu ya da translasyonunu baglatacak stireglerlerdeki hatalar;
Katlanma ve saperon proteinlerinde bozukluklar;

Proteinlerin posttranslasyonel modifikasyonlarinda veya trafiginde hatalar;

Cevresel degisikliklerden kaynaklanan yapisal modifikasyonlar;

o 0ok~ w

“Tohumlama” (seeding) ve karsilikli tohumlama (cross-seeding) mekanizmalari ile
protein yanlis katlanmasinin indiiksiyonu.

PrP> prion enfekte hiicrelerde, o6zellikle néronlarda iiretilir. Yapilan calismalar
PrP®’ nin PrP* iiretimi igin gerekli oldugunu gostermistir (185-188). Bununla birlikte,

PrP>*’nin PrP“’den mi, immatiir katlanmamis PrP’den mi yoksa her ikisinden mi iiretildigi

16



ve baska molekiillerin yeni prionlarin tiretiminde rol alip almadigi bilinmemektedir (21,
189). PrP® ile PrP*nin amino asit sayilari aymdir ancak, her iki proteinin yapisinda
énemli farkliliklar bulunmaktadir. Ornegin, PrP¢ daha az B-sheet yapr icerirken (PrP® %3,
PrP*° %43), daha fazla oranda a-heliks yapisi icerir (PrP® %42, PrP> %30) (190). Ote
yandan, oldukca kolay ¢ozilebilen ve proteinaz K’ya duyarli olan PrP®’ye karsilik PrP*
goreceli olarak proteinaz K’ya direnglidir ve hizli bir sekilde amiloid fibrilleri olusturmak
icin kiimelenir (21, 181). infeksiydz PrP> proteinlerinin konak PrP® molekiillerini yeni
PrP>® molekiilleri olusturmak igin yapisal degisiklige indiiklemesindeki mekanizma tam
olarak aydmlatilamanustir. PrP’deki a-helikslerin B-sheet dizilere déniismesinin PrP>°
iiretiminde anahtar bir adim oldugu diisiiniilmektedir (21). Ote yandan, bu degisim
siirecindeki yapisal ve kimyasal dinamikler hala belirsizligini korumaktadir. Ornegin,
PrP® deki molekiil ici disiilfit kopriilerinin PrPSC’ye dontisiim sirasinda saglam mi kaldigt
yoksa proteinin yeniden diizenlenmesine olanak saglamak igin kirilmasi mi gerektigi
konusunda bir bilgi yoktur (189).

insan prion hastaliklarinda en ¢ok PrP* tipl (21 kDa) ve PrP> tip 2 (19 kDa) igeren
PrP27-30 goriilir. Bunun yaninda PrP11, PrP7-8, PrP14, PrP-CTF12/13, PrP16-17 ve
PrP17.5-18 gibi proteinaz K’ya direngli tiirler de belirlenmistir (191-197).

2.6.Prion Hipotezi

Prion hipotezi ya da “protein-only” hipotezi viruslar ya da nukleik asitler yerine
proteinlerin infeksiyéz oldugunu ve kalitsal bilgi tasiyabilecegini ileri sirmektedir (198).
Bir proteinin kendini g¢esitli sekillerde g¢ogaltabilen konformasyonlara yanlis olarak
katlanmasinin maya, mantar ve son yillarda insanlarda prion kalittminin orijini olabilecegi
diistiniilmiistiir (199, 200).

Protein-only hipoteze gore, infektif patojen, asil proteinde (PrP“’de) goriilmeyen
ozellikler igeren, proteinaz K’ya direng ve toksisite gibi yeni o6zellikler kazanmis farkl
TSE’lerde serebral kiimelenmeler olusturan, yanlis katlanmis PrPdir (201, 202). Prion
cogalmasi, normal hiicresel prion proteinin (PrP®) infeksiydz izoformuna (PrP>)
doniisiimiinii icerir (203, 204). Anormal PrP**nin diger PrP“’leri de patolojik forma
sokacak bir degisime siiriikleyecek yapisal bir kalip olarak gorev yaptigina ve boylelikle
otokatalitik bir mekanizmayla kendini ¢ogalttigina inamlmaktadir (5, 8, 204). Viruslar ya
da nukleik asitlerden ¢ok proteinlerin infeksiyoz Ozellikte oldugunu ve kalitsal bilgi

tasidigint ileri slirmesi nedeniyle protein only model molekiiler biyolojide yeni acilimlar
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ortaya koymustur (5, 205). Gilinimiizde protein-only hipotezini destekleyen ¢ok sayida
caligma ortaya konmustur (5).

2.6.1.PrP®’nin PrP**ye Déniisiim Modelleri

Prion ¢ogalmasmi agiklayan iki yaygin hipotez model bulunmaktadir: Bunlardan
birincisi, Nukleasyon-bagimh polimerizasyon modeli (NBP), PrP® ile PrP* arasinda
termodinamik bir esitlik oldugunu ileri siirmektedir (206). PrP nin déniisiimii sonrasinda
monomerik PrP* nciilerinin eklenecegi, bir nukleus olarak gdrev yapacak kritik
biiyiikliikte bir PrP* oligomeri olusumu gériiliir. Termodinamik dengenin bu sekilde
bozulmast sonucunda monomerik PrP* konsantrasyonu kritik diizeyin iizerine ¢ikarsa
nukleasyon mekanizmasi devreye girer. Oligomerler nukleus olarak gorev yapar ve
monomerik PrP**leri cagirarak PrP*>nin hizl1 bir sekilde cogalmasini saglar (206) (Sekil
2.6).

Prpse
PrP5¢| Prps« PrPs¢ | PrPS | Prpse
hizlh prpse vavas e s hizl1 Prpse | prpse DSe
: — | Pr ¢ PrP5¢| PrP < r r Prp
PrPS¢| Prpse PrP5¢ | PrPS¢| Prp5se

Nukleus

Sekil 2.6. Prion proteininin self replikasyonunda onerilen nukleasyon bagimli model (NBP). PrP“’nin
PrP>ye doniisiimii sirasindaki hiz kisitlayan adim oligomerik bir PrP*® nukleusun olusumudur. Bu nukleus
daha sonra monomerik PrP*° molekiilleri oligomere ekleyecek reaksiyonu hizlandurir.

Tiim prion hastaliklarindaki prion protein (PrP>%) agregatlar1 nukleasyon ile iliskili bir
mekanizma ile olusmaktadir. PrP®’nin PrPSC’ye déniisiimii sirasmda PrP*° oligomerlerinin
olusumu hiz kisitlayict basamagi olusturur. Bu nukleus olusumu asamasi, termodinamik
olarak uygun olmayan uzun bir lag fazina (gecikme evresine) neden olur. Agregasyon
stiirecindeki gecikme evresi daha once olusmus agregatlar ya da nukleuslar-(“kaynak”lar)
aracihigr ile ortadan kaldirilabilir. Nukleus olusumunun ardindan agregat gelisimi soluble
protein monomerlerinin eklenmesiyle katlanarak artar. Soluble proteinlerin toplanarak

agregatlar haline doniigsmesi siirecine “seeding” (tohumlama) adi verilir (184).
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Kahp-destekli (template-assisted) ya da heterodimer model olarak adlandirilan
ikinci model, bir PrP*® homodimeri seklinde yeniden katlanma gdsterecek PrP¢ - Prp*
heterodimerleri olusumunu igeren ve PrP®’nin PrP**ye déniisiimiin kinetik olarak kontrol
edildigi bir siirectir (181, 204, 207). Monomerik PrP*® molekiilii olusumu yiiksek bir

kinetik bariyer nedeniyle (aktivasyon enerjisinin yiiksek olmasi nedeniyle) engellenir.

yavas — \ ) PLPS Inzh PiP% | PrP¥

Sekil 2.7. PrP% nin PrPSC’ye doniisiimiinde kalip destekli model.

Bu modelde bir kez PrP> molekiilii olustugu zaman bir PrP® molekiilii ile etkilesir ve
bir heterodimer yapi olusur. Bu heterodimer, daha sonra iki PrP** molekiiliine déniisiir.
PrP*° olusumu sirasinda yiiksek aktivasyon enerjisi bariyeri saperon proteinleri yardimiyla
ya da kalitsal TSE’lerde goriilen mutasyonlar ile asilir (208). Bu modelde doniisiim
reaksiyonu icin hiz kisitlayic1 adim, sonradan PrP®’ye baglanarak heterodimer olusturacak
PrP* monomerinin olusumudur. Ardindan, PrP>, PrP®nin PrP*“ye déoniisiimiinii
hizlandirir ve boylece daha sonra iki PrP>* monomer molekiiliine ayrilacak bir homodimer
olusumunu baslatir (Sekil 2.7) (181, 204).

Bu bilgilerin 15181 altinda planladigimiz bu Yiiksek Lisans Tez Projesinde ilgili
literatiirin ¢ok az oldugu Trachemis scripta tiri su kaplumbagalarinda prion proteini
kodlayan genin analizini yapmak ve polimorfizmlerini belirlemek amaglanmistir. Ayrica,
bu polimorfizmler ile apoptozis arasinda bir iliskinin olup olmadigimi ortaya koymak,

projenin diger bir amacini olusturmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvan Materyali

Yapilan yiiksek lisans tez projesinde materyal olarak Ege Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun izni (Say1: 2009-102) gercevesinde ithal olarak temin
edilen su kaplumbagalar1 kullanildi.

Trachemys scripta tirii kaplumbagalarda prion proteinini kodlayan genin dizisi
bilinmekle (209) beraber bu genlerin polimorfik analizleri ile ilgili literatiir bilgisi
bulunmamaktadir. Bu nedenle noérodejeneratif hastaliklar agisindan 6nemli olan prion
proteinlerinin polimorfik analizi i¢in bu tiir secildi ve ¢alismada kullanilacak hayvan sayisi

otuz olarak belirlendi.

3.1.1. Trachemys scripta elegans Wied 1839°un Sistematigi ve Ozellikleri

Alem: Animalia

Sube: Chordata

Sumif: Reptilia

Takim: Testudines

Familya: Emydidae

Cins: Trachemys

Tiir: Trachemys scripta

Alttiir: Trachemys scripta elegans

Semiakuatik canlilar olan bu tiiriin ayirict 6zelligi, Kafalarinin yan tarafindaki kirmizi
seritler olmasidir. Anavatanlar1 Kuzey Amerika’nin giiney bdlgeleri olan, Florida ve
Meksika’dir. Hem hayvansal hem bitkisel besinleri tiiketebilirler. Disileri 25-33 cm,
erkekleri ise 20-25 cm kadar biiyiiyebilirler.

Calismada kullanilmas: i¢in temin edilen ithal su kaplumbagalari, diseksiyonlari

gerceklestirilene kadar 100 X 30 cm‘lik 2 adet akvaryuma her biri 15 adet olacak sekilde
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yerlestirildi. Akvaryumdaki ortam, dogal ortamlarina uygun olarak hazirlanip zeminine
kiigiik taslar konuldu. Kaplumbagalarin tirmanmalar1 ve kuru alan ihtiyacglar i¢in kayalar
eklendi. Ayrica akvaryumlar giin 15181 alacak sekilde konumlandirildi. Akvaryumdaki
suyun oksijen diizeyinin yliksek tutulmasi i¢in hava kompresorii kullanildi ve su sicakligini
tiir i¢in uygun olan 26-28°C’de tutabilmek amaciyla 1siticilar takildi. Beslenmelerinde ise

tiire uygun hazir yemler kullanildi.

3.2. Dokularin Eldesi

Kaplumbagalarin disekte edilmesinde kullanilan anestezik madde ketamin-xylasine
kombinasyonu olup intramuskuler olarak 5/2 mg/kg dozda verildi (210). Sonrasinda
kaplumbagalar dekapite edilerek DNA izolasyonunda kullanilmak iizere akciger ve
karaciger dokusu, TUNEL isleminde kullanilmak iizere de beyin dokusu c¢ikarildi. DNA
izolasyonunda kullanilacag: i¢in akciger ve karaciger dokusu kisa siireligine +4 °C’de
saklandi. TUNEL isleminde kullanilacak olan beyin dokulari ise tespit edildi. Fiksasyon
icin %10’luk notral formalin® kullanildi. Dokular 1 giin fiksatifte bekletildi. Daha sonra

%70’lik alkole alind1 ve parafine gomiiliinceye kadar +4 °C’de muhafaza edildi.

3.3. Parafine Gomme ve Kesit Alma

+4 °C’de %70’lik alkolde saklanan beyin dokulari, artan alkol serisinden (2 x 30 dk
%75°1ik etil alkol, 2x30 dk %80’lik etil alkol, 2x1saat %90’lik etil alkol, 2x1 saat %96’lik
etil alkol, 2x1 saat %100’lik etil alkol) gecirilerek dehidratasyonu yapildi. Daha sonra
dokular ksilenden gecirilerek seffaflagtirildi ve parafine gomiildii. Elde edilen bloklardan
mikrotom (Leica RM 2125RT) kullanilarak 5 pm kalindiginda kesitler alindi. Kesitler
lamlar iizerine su i¢inde agilarak yerlestirildi ve 45 °C ye ayarlanmuis 1sitici tabla {izerinde
kurutuldu. Bu asamada polizinli lamlar kullanildi. Ardisik kesitler 7 farkli lam {izerine
gruplar halinde (1. kesit 1. lama, 2. kesit 2. lama, 8. kesit 1. lama, 9. kesit 2. lama seklinde)
almarak aym1 bolgelerin farkli lamlar {izerinde yakalanmasi amaclandi. Hazirlanan
lamlardan secilen bir grup, ksilol ile deparafinize edildi ve azalan alkol serilerinden
gecirilerek rehidrate edildi. Genel histolojik yapiyr gérmek ve apoptotik hiicreleri

belirlemek igin kesitler hematoksilen-eozin (H-E) ile boyandi.

#9410 notral formalin: 10 ml formol, 90 ml phosphate buffered saline (PBS 10X pH 7.4 i¢in: Na,HPO, 2,725
gr, NaH,PO, 0,8 gr, NaCl 22,5 gr, 250 ml distile su. IM NaOH ile pH 7.4 ayarlanir.
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3.4. Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick End Labeling

(TUNEL) Uygulamasi

Apoptotik  hiicrelerin  beyin dokusundaki yerlesimlerinin ve yogunluklarinin
belirlenmesi i¢in TUNEL yontemi kullanildi. Bu yontem, apoptotik siirecte olusan DNA
kiriklarmi saptamak i¢in uygulanmaktadir. TUNEL islemi i¢in, In situ Cell Detection Kit,
POD (Roche, Cat. No. 11 684 817 910) kullanildi. Polilizinli lamlara alinan beyin dokusu
kesitleri TUNEL uygulanmasi i¢in bir gece siiresince 60° C sicaklikta etiivde bekletildi.
Ardindan sefaflagtirma (2x30 dk ksilol) yapildi. Azalan alkol serisinden gegirilerek
rehidratasyon saglandi. Kesitler distile suda 5 dk bekletilip, PBS (pH 7.4) ile yikandi (2x5
dk). Kesitlere oda sicakhiginda proteinaz K> ile 20 dk muamele edilerek DNA’ya bagli olan
protein molekiilleri uzaklastirildi ve ardindan PBS ile yikandi. Negatif kontrol olarak
kullanilacak olan kesitler belirlendi. Biitiin kesitler hidrofobik pap pen ile yuvarlak i¢ine
alindi. Her bir kesit i¢in 50 pl olacak sekilde TUNEL reaksiyon karisimi (45ul isaretleme
(label) soliisyonu + 5ul TdT enzim soliisyonu) hazirlanip kesitlerin iizerine konuldu.
Negatif kontrol i¢in ayrilan kesitlerin lizerine ise yine her bir kesit i¢in 50 ul olacak sekilde
TdT enzim soliisyonu igermeyen isaretleme soliisyonu eklendi (Sekil 3.1), 37 °C’lik etiivde
nem odasi igerisinde 1 saat inkiibe edildi. Siire sonunda reaksiyonu durdurmak i¢in PBS ile
2-3 kez yikama yapildi. Kesitlerin tamamina bundan sonra basamakta, her bir kesit i¢in 50
ul olacak sekilde Converter-POD konuldu ve 37 °C’lik etiivde yarim saat inkiibe edildi.
PBS ile 2 kez yikand:. Bu islemin ardindan kesitlere DAB substrattan® (Roche, Cat. No. 11
718 096 001) kesit basima 50 ul eklenerek reaksiyon gerceklesene kadar oda sicakliginda
karanlik ortamda bekletildi. Reaksiyon goriildiikten (kahverengi renk olusumu) hemen
sonra PBS ile 2 kez yikama yapildi. Karsit boyama igin, hazirlanan %0.5’lik metil yesili’
boyasi kullanildi. Kesitler metil yesilinde 7-10 dk bekletilip, distile su ile yikandi. 30
saniye n-butanol ile muamele edilip ksilolden gecirildi. Lamel ile kapatilarak 1sik
mikroskobunda incelemeye hazir hale getirildi. incelenen kesitlerin Nikon® E4500 fotograf
makinesi ile fotograflari alindi ve Adobe® Photoshop CS5 yazilim ile diizenlemeleri

gergeklestirildi.

> Proteinaz K: PBS iginde 20pug/ml olacak sekilde hazirlandi, pH 7.4

® DAB substrat: %10 DAB/metal konsantresi, %90 peroksit tampon olacak sekilde hazirlandi.

7940.5°1ik metil yesili: 0.1 M sodyum asetat tamponu icinde pH 4.0 olacak sekilde hazirland:. Filtre kagidi ile
stiziilerek kullanildi.
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Sekil 3.1. Kaplumbaga beyin dokularinda TUNEL uygulamasi. Pozitif kontrolde (B) ¢ok sayida apoptotik
hiicreye rastlanirken, negatif kontrolde (A) apoptotik hiicreye rastlanmamustir. Oklar apoptotik hiicreleri
gostermektedir. 10X biiylitme. Barlar 50 pm.

3.5. DNA izolasyonu

Genomik DNA, kaplumbagalarin akciger ve karaciger dokularindan High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche, Cat. No. 11 796 828 001) ile elde edildi. Eppendorf tiipii
icerisine akciger/karaciger dokusundan 25-50 mg alinarak iizerine dokuyu parcalayarak
genetik materyalin serbest kalmasini saglayacak olan Lysis Bufferdan 200 pl ve {izerine 40
pl proteinaz K eklenerek 1 saat siiresince 55°C’de inkiibe edildi (Doku bu siire i¢inde
parcalanmamigsa inkiibasyon siiresi uzatildi.). Lizis olan dokunun iizerine 200 pl binding
buffer ilave edilip 70°C’de 10 dk inkiibe edildi. 10 dk’nmin sonunda 100 pl isopropanol
ilave edilerek hizlica karistirildi. Karisim buradan kit igeriginde yer alan ve toplama tiipleri
icine yerlestirilmis filtre tiiplerine aktarilip, 8000g’de 1 dk santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi
filtrenin altindaki toplama tiipii igindeki sivi ile birlikte atildi ve yeni toplama tiipii
yerlestirildi. Bu islem sonrasinda ekstraksiyonu yapilmis olan DNA’nin yikanmasi igin
gerekli basamaklara gecildi. Uzerine 500 pl removal buffer eklenip 8000g’de 1 dk
santriflijlendi. Toplama tilipli yenisiyle degistirilip filtre tizerine 500 pl yikama tamponu
ilave edilip ve 8000g’de 1 dk santriflij edilip, bu islem 2 kere tekrarlandi. Bununla birlikte
DNA’nin yikanmasi gergeklestirilmis oldu. Yikama tamponu sonrasinda toplama tiipi
degistirildi ve yiikksek hizda 10 sn kadar kalan tamponun wuzaklastirilmasi igin
filtrettoplama tipii santrifiijlendi. Daha sonra toplama tiipii atilarak filtrenin altina
eppendorf tiipli yerlestirildi ve 70°C’de tutulan elution bufferdan 200 pl ilave edilerek
8000g’de 1 dk santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi filtredeki DNA, elution buffer ile beraber
eppendorf i¢ine aktarilmis oldugu i¢in filtre atildi. Eppendorf iginde kalan DNA, PCR’da
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kullanilmak tizere saklanmak icin -20°C’de tutuldu. Elde edilen DNA’larin miktar1 ve

saflig1 spektrofotometre (Nanodrop 2000c¢) yardimiyla 6l¢iildii ve uygun oldugu gorildii.

3.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyon islemi ilk kez 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan bulunan,
DNA’daki 6zgiil bolgelerin ¢ogaltilmasinda kullanilan bir yontemdir. PCR ydnteminin
uygulanmasi i¢in; kalip DNA molekiilii, mevcut DNA’ya uygun dizayn edilmis primer
cifti, deoksiniikleotidler, DNA polimeraz enzimi ve magnezyumlu reaksiyon tamponu
gerekmektedir. Islem temel olarak 3 basamaktan olusmaktadir:

- Denatiirasyon: Cogaltilacak olan DN A’nin yiiksek sicaklikta denatiire olmasi,

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

sicaklikta baglanmasi,

- Extension: Taq DNA polimeraz enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik

olan 72°C ‘de primerlerin uzamasi ile tamamlayici zincir sentezi.

Calismamizda PCR islemi ile gogaltilacak olan PrP kodlama bolgesini (GenBank
ulasgtm numarast AJ245488.1) cogaltmak i¢in kullanilan 2 c¢ift primer asagidaki gibi

tasarlandi1 ve Genartek firmasindan temin edildi (Sekil 3.2).

1- niikleotid 96-459’den i¢in kullanilan primer dizileri asagidaki sekilde dizayn edildi:
Forward primer: 5’-TTGTGATGTGGAGCGACGTTTCCT-3’
Reverse primer: 5’-CCTGCCATGGCTTTCATGTTGGTT-3’

2- niikleotid 436-908°den i¢in kullanilan primer dizileri ise asagidaki sekilde dizayn
edildi:

Forward primer: 5°-AACCAACATGAAAGCCATGGCAGG-3’

Reverse primer: 5’-GTTTGCACAGATCAGCAGCACAGT-3’
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GEETALAGETEEAGEC G T O O A A TEC O AGA CT TATCATCATC G ALGGTACCEE TTR
AT TeEATAGTCG T CT TTT I T E TEATETCCACEEACETT TCC T TTTCCA LA DA R GE AR GG ETR
ALGETEERGECEE TEEEARC RO ARG CA MG ALTCCCRL CTATCCCAGC AR CCCCE GO TRACCCCCR
A TCC TEECTAT oA R C T A TACCCCCATA L TCCTGUCTACCCCCCC AR TCCCECCTATCCC
CCTAATCCCGECTACC O CACAA TCCCACT TACCCCAC A ACCCTAGC TACCCCCAGRAT COTEE CTACC
CTGEETGEETEETGEGCAGC A TAC AL CCC A CTEET G GEARC AL RO TTCALD AR CCAGR LS CCC TE AR
GCCTEATRAARC CCRA N AC L RO AR GO CA T G CAEGR CCA G LA ECCET GE TEEET 0
AT TA TGO TR AA G T AL TE TCAGE AL TG A TEARTTT TEACC T CCT GARGA T ECC
AGTEETGEARCER AR CTCCARTCGCTATCCCARCCAR T GTACTACARGEALR TR CARTEACCEC TCCET
TCCAGRGEERAGETTTET G GECAC TGO CT CAL AR TR CEAR TACR AR AT TEATC CCLA DT GAR
AT oA A T T A A T A A T AGA G TC AT A G ARG TEATCCACGEAGRTE TG AT GCAGCALT
ATCAGC AL TR CAGCTGECC TCT G T T CARAC TACTC T TEACCCCTCGCTCAT GO TEATTATCAT GCET
TETCATTTTTT T TG TR T AT TAR R BSOS T TCAGC CTERAC TG TG TG TGATCTGT GEARRCET
TeAACEEAL T AL TCTATAT AR M AGCCTCTC TG TTGERAGGTCTCTCR

Sekil 3.2. Trachemys scripta PRNP geninin FASTA formatinda gosterimi (GenBank AJ245488.1) ve
primerlerin PRNP gen dizisi {izerinde baglandig yerler (Yesil renk; 1.Primer ¢ifti. Kirmiz1 renk; 2. Primer
cifti).

PCR islemi, 0,2 ml’lik pcr tiplerinde; 50-100 ng genomik DNA, 1 Unite Taq
polimeraz, 200mM dNTP mix’i, 5’er uM forward ve reverse primer, 1,5 mM MgCl, ve
tizerine 25 pl’ye tamamlayacak kadar ultra pure su eklenerek gerceklestirildi.

PCR ¢ogaltim isleminin kosullar1 2 dakika 94 °C’de denatiirasyon asamasi, 35 siklus
boyunca 94 °C’de 1 dakika, 56 °C’de 1 dakika primer baglanmasi, 72 °C’de 1 dakika DNA
uzamasi asamasi ve son siklus sonunda 10 dakika 72 °C’de bekleme seklindedir. PCR
iiriinleri daha sonra %2’lik agaroz jelde® TBE Buffer iginde, 110 V’da 20 ile 40 dk.
yiiriitiilerek etidyum bromiir yardimiyla goriintiilendi. PCR {irtinleri DNA dizileme islemi
icin hizmet alim1 yapilan firmalara gdnderilmeden once saflastirildi. Saflagtirma GF-1 PCR
Clean-Up Kit (Vivantis, Cat. No. GF-PC-050) kullanilarak, kit ile beraber verilen yonteme
uygun sekilde yapildi. Saflastirilan 6rnekler daha sonra kontrol amagli olarak agaroz jelde

yiiriitiiliip goriintiilendi. Ornekler dizi analizine gdnderilinceye kadar -20 °C’de saklandh.

3.7. DNA Dizileme

DNA dizileme islemi, DNA dizilerinin baz (adenin, guanin, sitozin ve timin) siralarinin
belirlenmesini saglayan bir yontemdir. PCR reaksiyonu yardimiyla istenilen gen bolgesi
uygun primerler kullanilarak ¢ogaltilir. Dizileme cihazinda anot ve katot kutuplar arasinda
uzanan kapiller, polimerle doldurulduktan sonra negatif yiiklii saflastirilmis PCR iiriini

ornegini elektrokinetik yontemle ¢ekerek pozitif yiiklii anoda dogru yiiriitiir. Kapillerin

8 100 ml agaroz jel hazirlamak igin; 2 gr agaroz 100 ml TBE Buffer i¢inde hafifce calkalayarak mikrodalga
firina koyulur. Tamamen eriyene kadar galkalayarak isitilir. Etidyum bromiir eklenip calkayarak ¢ozeltiye
dagilmasi saglanir. Biraz soguduktan sonra traye dokiiliip, taraklar yerlestirilir ve jelin polimerize olmasi icin
15-20 dk beklenir. Daha sonra taraklar ¢ikarilir. Boy marker’t ve drnekler yiikleme tamponu (Loading dye)
ile karistirilarak kuyulara yiiklenir.
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anot ucuna yakin bir bolgesinde bulunan lazer lambasindan gelen 1sikla uyarilan floresan
boyalarin geri yansittigl 151k detektor tarafindan kaydedilir. Kaydedilen veriler dizileme
cihazinin yazilimi ile degerlendirilerek bir grafikle goriintiilenir. Dizileme sonucunun
okunabildigi grafik, gézle ya da ¢esitli yazilimlarla incelenebilir.

Calismada sekanslama islemi 1. Primer ¢ifti kullanilarak c¢alisilan 30 &rnek igin
Genartek Firmasi (Izmir) ve geri kalan 30 6rnek icin lontek Firmasi (Istanbul) tarafindan
hizmet alimi1 seklinde yapildi. Saflastirilip firmalara gonderilen PCR iiriinleri forward
primer kullanilarak sekanslandi. Prion protein gen dizilerinin karsilastiriimasi

“ChromasPro™” yazilimi kullanilarak yapildi.
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4 BULGULAR

4.1.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Bulgulari
Iki farkli primer cifti kullamlarak yapilan PCR uygulamalarinda ¢ogaltilmasi beklenen
bolgelerin biiylikliiklerine uygun agaroz jel goriintiileri elde edilmistir (Sekil 4.1, 4.2)

Sekil 4.1. 1.primer ¢ifti ile gerceklestirilen Trachemys scripta PRNP geninin ilk ~400 bp’lik kisminin PCR
ile ¢ogaltilmas1 sonucu elde edilen iiriinlerin agaroz jel goriintiisii. M: 100 bp DNA Marker, N(-): Negatif
Kontrol.

Sekil 4.2. 2. primer ¢ifti ile gergeklestirilen Trachemys scripta PRNP geninin son ~500 bp’lik kisminin PCR
ile ¢ogaltilmasi sonucu elde edilen iirlinlerin agaroz jel goriintiisi. M: 100 bp DNA Marker, N(-): Negatif
Kontrol



4.2 Kaplumbaga PrP Geninde Goriilen Polimorfizmler

Kaplumbaga prion protein gen bodlgesi PCR ile ¢ogaltildiktan sonra, dizi analizine
gonderilerek olasi polimorfizmler i¢in incelenmistir. Daha 6nce kaplumbaga prion protein
geninde yapilmis herhangi bir polimorfizm ¢alismasi olmamasi nedeniyle PCR iiriinleri
direkt olarak dizi analizi yontemiyle incelenmis ve mevcut tek niikleotid degisimlerinin
belirlenmesi amacglanmustir.

DNA dizi analizi i¢in kullanilan Sanger metodu ile elde edilen sekanslarin ilk ve son
kisimlarinda yer alan niikleotit dizilerinin analiz sonug¢larinin kalitesi diisiik oldugundan bu
sekanslar degerlendirmeye alinmamustir (Sekil 4.3). Kullanilan primer giftleri, kaplumbaga
prion protein gen bolgesinin miimkiin olan en genis niikleotit dizisini analiz edebilmek i¢in

cogaltacak sekilde tasarlanmistir.

ﬁchms§m~2~F o
File Edit Analysis Options View Window Help
FEBE NH TSP X et o ¥ |, f——
W2n =8 el )
20 30 40 50 60 70 80 90
CGCCCE 766 6TGGG GT6 66C C ACG ST GG GCT A T6€C C CI 666 6 M 6 16 C 1661 CAT GG T66C 6 CA 16 ATl
| I
AT | JVC I ' AL
! I J
7 »
& chromasPro - 1-F: o™
File Edit Analysis Options View Window Help
SH B S NMTHE T X—tt Y —
W:n B8 IR |
170 180 190 200 210 220 230
L ] s RN RN R RN L] LI LI L N B B B BN B B B ) LB AN B B ] 5 LI ) L] LI | LA | L] L] LI ] 1
T6 ccecITCCGTTICC G G GG 6GEGITTGTGCGGGE CTGTGE G T T c 6 TG cce T c IT6 2

T

Sekil 4.3. Kaplumbaga prion protein gen dizisine ait DNA sekans kromatogramlari. a) Diisiik kalitede olan
ve degerlendirmeye alinmayan sekans goriintiisii. b) Yiiksek kalitede olan ve degerlendirmeye alinan sekans
gOrlintiisi.
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Kullanilan yontem ile kaplumbaga prion genine ait DNA dizilerinin ¢ogaltildigini
dogrulamak i¢in PCR firiinlerinin dizi analizlerinden elde edilen sonuglar, NCBI’ye ait
varolan tiim niikleotit dizilerini igeren Blastn (nukleotid blast algoritmasi) yazilimi
kullanilarak veritabanlar1 ile karsilagtinlmistir. Elde edilen sonuglar, ¢ogaltilan DNA

dizilerinin kaplumbaga prion genine ait oldugunu dogrulamaktadir (Sekil 4.4).
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ﬂihil?i?l425IembIAJ245433.l| Trachemya acripta mANA for pricn protein (prop gens)
Length=559

Sort aligmmenta for this subject aequence by:
Z wvalue BScore Percent identity
Query start positicn Subject start positicn

Score = 1328 bita {1472), Expect = 0.0
Identitiea = T€1/774 (98%), Gap3 = 3/774 (0%)
Strand=Plus/Flus

fuery 2 CETAARCETCEACECCCTCECRACRCACCARCCARCCECARTCCCRACTATCCCAGCRAL €1

FEEEEEEE TR EEE e e e e e e e e
Sbjct 137 GETARAGETGEACECCETEECARCACAGCARCCAACCECAATCCCAACTATCCCAGCRAC 194

fuery &2 CCCEGCTACCCCCAARRTCCTGEECTATCCCAGARACCCTAGctacooocataateotgon 121
R N R R RN RN RRRRRRRRRRN
Sbjet 197 CCCEECTACCCCCAAAATCCTEECTATCCCAGARACCCTAGCTACCCCCATAATCCTGCOC Zhe

fuery 122 tacccococssfooogoctatoooootaatooogyotacooooEcEatoCCEgETaC
FEPEEEEEEEE L EEEE e e e e e 111
Sbjot 257 TACCCCCCCARTCCCECCTATCCCCCTRATCCCEECTACCCCCACAATCCCAGTTAC

Cag

[l

fuery 132 zggeaccotagotacococaBRATCCTEECTACCCTRETCGETEETEEECARCACTACRRAC 241
R N R N RN RN RN RRRRRRRRRNY

Sbjet 317  ARGAARCCCTAGCTACCCCCAGARTCCTIGECTACCCTGRIGETEETEEECAGCACTACRAC 378

fuery 42 CCAECTGCIGECCCARCARACTTCRARRACCACARCCCCTCEARECCTCATARRCCCARE 301

CEEELEEEEEEEEE e e PP L LT LT
Sbjct 377 CCRAGCTEGTGECCEARCARLCTTCARRARCCACAACCCCTECAACCCTCATARACCCRRAE 438

fuery 302 ACCARCATCRARCCCATCCCANCAARMCC-CECCCCACCCCECCETEETCEETERECCTAGE 3]
FECEEEEEErreeer e ree o tve teeee e terr e ey
Sbjet 437 ACCAACATGARACCCATCECACCACCACCAGCCECA-GECECCETEETCEETEECCTAGE 495

fuery 381 TGECTAIGCCCIGEERACTGCARTCTCACEARTCCECATGARTTTTCGACCCTICCTGARGE 420

FECEETTEEEEEEE T et e ee e e e ey
Sbjeot 496 TGECTATGCCCTCCEAACTGCARTCTCACCARTCCGCATGARTTTTCACCETCCTGARGE 555

fuery 421 GOECCAGCTGEIGCAACCARRRCTCCAATCECTATCCCARCCARCTETACTACRRCCARTE 420
CEELCEEEE PR E e et e e e e e e e e e e b e e e e
Sbjct 5RE GCECCACTGEICCAACEARARCTCCRAATCECTATCCCARCCRACTCTACTRCRAGGRRATE £15

fuery 431 CRATEACCECTCCEITCCAGAGGEARGETTTETCCEECACTCIETCAATATCACAETCRAC 540

FECEEEEEEEEEE e e e e e e ee e e e e b el 1
Sbjot  £l& CAATGACCECTCCEITCCAGACCEAACETTTETCCGECACTGCCTCARCAACACCETGAC &75

fuery 541 CGRATACRRRRTTCATCCCARTCRARRTCARRATCTEACCCAGETACARGTCRERAGTCAT &00
CEEEEEEEEEEEE e e e ee e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct €78 CERATACRRARATTEATCCCARTCRRARTCAAMATETEACCCACETACARCTCREAGTCAT 735

fuery &01 CAAGCARACTGATCCAGCAGATCTGCATCCAGCAATATCACGCAATACCACCTGECCTCTCEE 4610

CEELEEEEE PR e e et e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 736 GRAGCRACTGATCCAGEACATETCCATECACCAATATCAGCRATACCAECTEECCTCIGE 785

fuery &8l TCEICARRCTACTCTICTEACCCCICGECTCATGETCATTATCATGCTTGICAttEtretEl 720
FEVEEEEETEEETE e e e et e e e e v e e e e e e e e e ey
Sbjet 796 TEICARARCTACTCTCTCACCCCTCCCTCATGCTGATTATCATGCTTGEICATITTITIITICT 255

fuery 721 AATGCATTARGRAAACCACTCTCAGCCTCAACTCTECTCCTCATGETETCCARAC 774

CEVEEEEETEETEE e et e e e e e e e e e e e
Sbict 258 AATECATTARGARAGCACTCTCAGCCTEAACTETECTECTEAT-CTETECARAC 803

Sekil 4.4. Elde edilen sekans sonuglarinin blastn programu ile dogrulanmasi. Sonuglarin Trachemys scripta
prion protein gen dizisi ile uyumu goriilmektedir.

Calismamizda elde ettigimiz PCR {iriinlerinin dizi analizi sonuglarina gore, higbir
bireyde insersiyon ve/veya delesyon seklindeki mutasyonlar goriilmemistir. izlenilen
degisiklikler tek niikleotid degisimi adiyla da bilinen SNP’lerdir.

Prion protein gen sekanslarini elde ettigimiz 30 adet kaplumbaganin dizi analizi

sonuglart incelendiginde; C658T, C664T, C670A, C823A sessiz mutasyonlari; 203.
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kodonda Losinden Valine (L203V) , 205. kodonda Asparajinden izolosine (N205I), 225.
kodonda Valinden Alanine (V225A) ve 237. kodonda Metiyoninden Valine (M237V)

amino asit doniisiimleri belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Calismada en yaygin goriilen polimorfizm olan L203V ve N205I, 30 Ornegin

tamaminda da izlenmistir. Bunu takiben M237V polimorfizmi 16 Ornekte; V225A

polimorfizmi ise 15 6rnekte gorilmiistiir.

Bu verilerle beraber sekanslar1 incelenen 30 Ornegin 15’inde s6z konusu dort
polimorfizm (L203V, N205I, V225A, M237V) birlikte gozlenmistir (Sekil 4.5). Bir
ornekte, L203V, N205I, M237V olmak {izere ii¢ polimorfizm, geri kalan 14 ornekte ise

L203V, N205I olmak tizere iki polimorfizm birlikte izlenmistir.

Cizelge 4.1. Kaplumbaga prion protein geni iizerinde bulunan tek niikleotid degisimleri ve bu degisimlerin

kodonlarinin gosterimi.

Bolge Niikleotid Degisim Kodon t(OdO.n . Deg"is_i'm
Konumu Konumu Gosterimi Tiirii
ORF 658 C>T 202 TGC — TGT Es anlaml1
ORF 659, 661 C>G, C>G 203 CTC —» GTG L>V
ORF 664 C>T 204 AAC — AAT Es anlaml1
ORF 666 A>T 205 AAC — ATC N>
ORF 670 C>A 206 ACC — ACA Es anlamli
ORF 726 T>C 225 GIC — GCC V>A
ORF 761 A>G 237 ATG — GTG M >V
ORF 823 C>A 257 CTC — CTA Es anlamli
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Score = 544 kits (1401), Expect = 0.0, Method: Compositicnal matrix adjust.
Identities = 266/270 (99%), Positiwes = 268/270 (99%), Gaps = 05270 (0%)

fuery 1 MGRYELTCWIVVLLVVMWSOV S F SEKGHGEGGEENTGSNENFNYESNEGYPQNEPGYFEN 60
MGRYELTCWIVVLLVVMWSOVSF SEKGEGE N T GSNENFNY FSNEGY PN PG Y FEN
Sbjct 1 MGRYELTCWIVVLLVVMWSOV S F SEKGEGEEGEEENTGSHENFNYESNEGYPQNEPGYFEN 60

Query &1 BSYPHMEAYFFNPAYPENPEY PHNESY FENEPSYPONPEY PRGEERHYNPAGGETNFENQE 120
BSYPHMEAYFFNPAYPFNPGY PHNESYFRNESY PONPEY PEGEERHYNPAGGETHFENQE
Sbjct 61 BSYPHMFAYFFNEPAYPENPEY PHNESY FENESYPONPEY PRGEERHYNPAGGETNFENQE 120

fuery 121 PWEPDEPKTNMERMAGRRARGAVVEGLGGYALGSAMSCGMRMNFORFEERQWRNENSHRYE 180
EWEFDEPETNMERMAGAL AR GEVVEELEEYALGSAMS GMRMNFORPEERQWWNEN SNRYF
Sbjct 121 PWEPDEPKTNMERMAGRRARGAVVEGLGGYALGSAMSGMRMNFOREEERQWWNENSHNRYE 180
fuery 181 NQVYYKEYNDRSVEEGRFVRDCLNNTVIEYKIDENENQNVIQVEVEVMEQVIGEMCMOQY 240
NOVYYKEYNDRSVEEGRFVEDC+N TVIEYKIDENENQNVIQVE RVMEQVIQEMC+QQY
Sbict 181 NQVYYEEYNDRSVEEGRFVRDCVNITVIEYEIDENENQNVIQVEARVMEQVIQEMCVOQY 240
fuery 241 QQYQLASGVELLSOPSIMLIIMLVIFEVMH 270

ROYQLASEVELLSDPSIMLI IMLVIFFVHHA
Sbjct 241 QQYQLASGVELLSDPSIMLITMLVIFEVMH 270

Sekil 4.5. Kaplumbaga prion proteinin amino asit dizilimiyle, 4 polimorfik bélgenin bulundugu
kaplumbaganin geninin kodladigi amino asit diziliminin kargilagtirilmasi.

S6z konusu dort amino asit pozisyonunda goriilen tek niikleotid degisimleri igin; 3 allel
ve 5 genotip belirlenmistir. Bu allellerin frekanslar1 Cizelge 4.2°de, genotiplerin frekanslari
ise Cizelge 4.3de verilmektedir.

Cizelge 4.2. Calisgmamizda polimorfik 203, 205, 225, 237 amino asit pozisyonlari igin 3 farkli allel
gorilmiistiir.

Allel Frekans
VIAV 0,350
VIVM 0,616
VIVV 0,033

Cizelge 4.3. Calismamizda polimorfik L203V, N205I, V225A, M237V kodonlar1 i¢in 5 fakli genotip
saptanmugtir.

Genotip Frekans
VIAV/VIAV 0,200
VIVM/VIVM 0,466
VIVVIVIVM 0,033
VIVV/ VIAV 0,033
VIVM/VIAV 0,266

Kaplumbaga prion proteini, memeli prion proteinlerine %40, kus prion proteinlerine ise
%S58 oraninda homoloji gostermektedir (212). Memeli prion protein genindeki ¢ok sayida

polimorfizm, memelilerde ¢esitli prion hastaliklarina neden olabilmektedir (Sekil 4.6)
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Sekil 4.6. insanlarda kalitsal prion hastaliklarina neden olan PrP mutasyonlari (iist kistm) ve olasi PrP
polimorfizmlerinin (alt kisim) fare, koyun, geyik ve c¢alismamuz ile karsilastirilmasi. Parantezlerdeki
numaralar insan kodonlar1 ile uyumlu amino asitleri gdstermektedir. Insan, fare, koyun ve geyik
polimorfizmleri Colby ve Prusiner (214) ve Mead’dan (215) alinmustir.

Calismamiz sonucunda elde ettigimiz polimorfik bélgelerin (Cizelge 4.1), insan prion
proteininde homolojilerinin bulunmasi amaciyla Blastp (protein blast olgaritmas1) yazilimi
kullanilarak insan ve kaplumbaga prion proteinlerinin amino asit dizileri karsilastirilmistir
(Sekil 4.7). Bu karsilastirmaya istinaden, belirledigimiz tek nokta degisikliklerinden 3
tanesi, insanlarda hastaliga neden olabilecegi diisiiniilen prion proteinindeki polimorfik
amino asit dizileriyle homoloji gosteren korunmus bolgelerdedir. Bu polimorfik bdlgeler

asagidaki gibidir (Sekil 4.6’da kirmiz1 ile gosterilmistir):

a) Kaplumbagadaki polimorfik 203.kodon (L>V), insanda 180. kodona denk
gelmektedir. Insanda 180. kodondaki V>I degisimi ailesel Creutzfeldt-Jakob
hastaligiyla iligkili polimorfizmlerdendir (211-213).
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b) Kaplumbagadaki polimorfik 225.kodon (V>A), insanda 203. kodona denk
gelmektedir. Insanda 203. kodondaki V>I degisimi Creutzfeldt-Jakob hastalifiyla
iliskili polimorfizmlerdendir (214, 215).

c) Kaplumbagadaki polimorfik 206.kodon (sessiz mutasyon), insanda 183. kodona
denk gelmektedir. Insanda 183. kodondaki T>A degisiminin prion hastaliklariyla
ilgili oldugu diistiiniilmektedir (216, 217).

>[jemb|EA3315E3.1| pricn protein [Trachemys scriptal

Length=27T0
Score = 113 bits (2832), Expect = 5e-34, Metheod: Compositicnal matrix adjust.
Identities = 105/273 (38%), Poaitiwes = 150/273 (55%), Gapa = 33/273 (12%)
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KP EFPETHME MAGARRAGAVVEELGEY LGSAMS ++F E +++ EN +EYFNQ
Sbjct 123 EFPDEPETNMERMAGARZRARAGRVVEELGEYALGSAMSGMEMNFDRPEERQWWHNENSNEYEND 182
Query 161 VYYRPMDEYS-NONNFVHDCVHITIEQHTVITITEGENFTETOVEMMEEVVEQMCITQYE 219
VYY+ ++ 3 + FV DCH+N T+ ++ + + +N T+ +VH+MHVHHMCE QY+
Sbjct 133 VYYEEYNDRSVPEGRFVEDCLNNTVIEYEI-DENENQNVICGVEVEVHMEQVIQEMCMODYD 241
Query 220 BESQAYYERGSSMVLFSSEFEVILLISFLIFLIV 252
+ A 3+ L5 F ++L+I +IF ++
Sbjct 242 QYQLA———-- SEVELLSDPSLMLITMLVIFFVM 269

Sekil 4.7. Insan ve kaplumbaga prion proteinlerinin amino asit dizilerinin blastp ile karsilagtirilmasi. Query:
Insan amino asit dizisi, Sbjct: Kaplumbaga amino asit dizisi.

4.3.Histolojik Bulgular

4.3.1.Hematoksilen-Eozin Uygulamasi

Omurgalilarda beyin, 6n beyin (prosecephalon), orta beyin (mesencephalon), arka
beyin (rhombecephalon) olmak iizere 3 ana béliimden olusur (Sekil 4.8). On beyin
telencephalon ve diencephalon olarak iki parcaya ayrilirken, orta beyin tek parcadan
meydana gelir. Arka beyin ise, metencephalon ve myelencephalon olarak iki par¢adan
meydana gelir. Tiim omurgalilarda, orta beyin (mesencephalon), dnbeyin ile arka beyin

arasinda, duyusal, motor ve biitiinleyici pargalar1 baglar.
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Sekil 4.8. Kaplumbagalarda beynin dorsalden goriiniimii. OB:Olfactory bulb, T:Telencephalon,
D:Diencephalon, OT:Optic tectum, Cb:Cerebellum, H:Hindbrain veya Rhombencephalon) Butler ve
Hodos’dan (218) alinmustir.

Bu Yiiksek Lisans Tez Projesi i¢in kaplumbaga beyin dokusundan alinan kesitler, orta
beyne ait optic tectum bolgesinden gegmektedir. Siiriingenlerde optic tectum; superficial
(ylizeysel), central (merkezi) ve periventrikiiler olmak tizere 3 bdlge olarak ele alinr.
Memelilerle aradaki tek fark ise stratum opticum memelilerin aksine en yiizeyde yer

almasidir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Kaplumbagalarda optic tectum ve kisimlari. A ve B; Optic tectum kisimlari, Reiner ve
Beinfeld’tan (219) alinmigtir. C; Optic tectum kisimlarinin TUNEL uygulamasinda gosterimi , D; Optic
tectum kisimlarinin H-E boyasinda gosterimi. SO; Stratum opticum, SGF; Stratum griseum et fibrosum
superficiale, SGC; Stratum griseum centrale, SGP; Stratum griseum profundum, 4X biiyiitme. Barlar
50um

4.3.2.TUNEL Uygulamasi

Otuz o6rnegin 15’inde s6z konusu dort polimorfizm (L203V, N2051, V225A, M237V)
birlikte gozlenmistir. Bir 6rnekte, L203V, N205I, M237V olmak iizere ii¢ polimorfizm,
geri kalan 14 6rnekte ise L203V, N2051 olmak tizere iki polimorfizm birlikte izlenmistir.

Apoptotik hiicreleri saptamak i¢in yapilan TUNEL uygulamalarinda, dort polimorfik
dizinin (L203V, N205I, V225A, M237V) belirlendigi 6rneklerin beyin dokularinda (optic
tectum), iki polimorfik dizinin (L203V, N2051) belirlendigi 6rneklerin dokularina kiyasla
daha ¢ok apoptotik hiicre bulundugu gdzlenmistir (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11). Ug polimorfik
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dizinin (L203V, N205I, M237V) bulundugu tek 6rnegin dokusu ise, drnek sayisinin az
olmasi nedeniyle degerlendirmeye alinmamustir.

Optic tectumda belirlenen apoptotik hiicreler genellikle superficial bolgede daha sonra
central bolgede ve en az periventrikiiler bolgede saptanmustir. Yani igerden yilizeye dogru

gidildik¢e apoptotik hiicre sayisinda artis oldugu belirlenmistir.

il et R L STy i S — X e

Sekil 4.10. Dort polimorfik dizinin (L203V, N205I, V225A, M237V) belirlendigi 3 farkli 6rnegin (A-C)
optic tectumlarindaki apoptotik hiicreler. Oklar apoptotik hiicreleri gostermektedir. Barlar; A-C’de 50um, D-
F’de 30 um.
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Sekil 4.11. ki polimorfik dizinin (L203V, N2051) belirlendi
apoptotik hiicreler. Oklar apoptotik hiicreleri gdstermektedir. Barlar; A-
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5. TARTISMA

Cesitli protein yanlis katlanma bozukluklari arasinda yer alan Alzheimer hastaligi, B-
amiloid peptidi ve tau’dan olusan plaklarin olusumu ile karakterizedir. Huntington
hastaligi, huntingtin genindeki CAG tekrarlar1 sonucunda huntingtin proteindeki kalitsal
poli-glutamin yigilimi sonucu mutant protein olusumu ve norotoksisite ile kendini gosterir.
Parkinson hastaliginda alfa-sinuklein, Lewis cisimleri adi verilen hiicre i¢i inkliizyonlarda
kiimelenir. Genel olarak prion hastaliklarinda, PrP® nin anormal otokatalitik formu olan
PrP**ye doniisiimii ile birlikte giden diffiiz birikintilerin, amiloid fibril ya da plaklarin
kiimelenmesi s6z konusudur. Bu hastaliklarda protein yanlis katlanmasi ve
kiimelenmesinin 6nemi biliniyor olmasina karsin proteinlerin yanlis katlanmasindaki
mekanizmalarin neler oldugu ve ndrodejenerasyonu nasil gergeklestirdikleri heniiz
bilinmemektedir (220).

Prion gen ailesinin PrP> gibi prion hastaliklar ile iliskili izoformlarin 6nciisii olan
PrP® molekiiliinii kodlayan Prnp, erkek iireme sisteminde rol alan, testise simrl1 bir protein
olan Doppel’i kodlayan Prnd ve PrP benzeri bir protein olan Shadoo’yu kodlayan Sprn
olmak iizere iig iiyesi vardir (39). Insan Prnp ve Prnd ile aym genomik kiimede (Prnd ‘nin
yaklasik 3 kb downstreaminda) yerlesim gosteren hipotetik dordiincii bir prion geni (Prnt)
betimlenmistir (48). Giiniimiizde PrP’nin fonksiyonlar: tam olarak bilinmemektedir.
Yapilan c¢alismalarda Prnp nakavt farelerin prion hastaliklarina direncli oldugu ve
infeksiy6z prionlarin bu farelerde ¢cogalmadigi gosterilmistir (221, 222). Bu nedenle, prion
hastaliklarinin olugsmasinda PrP nin gerekliligi 6n plana ¢ikmaktadir (185, 223). Bununla
birlikte, PrP nin farkli tiirler arasinda olduk¢a iyi bir bicimde korunmus olmasi bu
proteinin yararli 6zelliklerinin olacagini ortaya koymaktadir.

Insan, hamster ve fare prion proteinlerini kodlayan genler ilk olarak 1986 yilinda
klonlanmustir (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 6zellikler adina bir degisiklik olusturmaz, ancak insan ve fare prion genlerinde
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kodon 129 polimorfizmlerin insanlarda Alzheimer, Down sendromu ve Wilson hastaligi
gibi bozukluklarda hastalik duyarlilig: ile iliskili olabilmektedir (39, 225-231). Prnp 129
tek nukleotid polimorfizmlerinin (SNP’lerinin) yaslh bireylerde uzun siireli hafiza iizerine
negatif etki gosterdigi belirlenmistir (232, 233). Ayrica, Prnp deki E219K, D178N, E200K
ve P102L gibi ¢esitli mutasyonlarin genetik CJD (gCJD) ve iliskili hastaliklara neden
oldugu belirlenmistir (234-236).

Prnp’deki genetik polimorfizmlerin hangi mekanizmalarla merkezi sinir sistemi
fonksiyonlarin1 ve hastalik fenotiplerini degistirdigi konusu giinlimiizde belirsizligini
korumaktadir. Caligmamizda en yaygin goriilen polimorfizm olan L203V ve N205I, 30
ornegin tamaminda da izlenmistir. Bunu takiben M237V polimorfizmi 16 6rnekte; V225A
polimorfizmi ise 15 6rnekte goriilmiistiir. Bununla beraber, 30 6rnegin 15’inde s6z konusu
dort polimorfizm (L203V, N205I, V225A, M237V) birlikte gbézlenmistir. Bir Ornekte,
L203V, N2051, M237V olmak {iizere ii¢ polimorfizm, geri kalan 14 6rnekte ise L203V,
N205TI olmak tizere iki polimorfizm birlikte izlenmistir.

Memeli tirlerinde prionlarin  bulasiciligi  konak ile enfekte edicideki prion
proteinlerinin primer yapisina bagli olan bir “tiir bariyeri” ile siirlandirilir. Tiir
bariyerinin biyolojik etkisi inkiibasyon periyodu ile artarken hastaliga egilim ile azalir
(237). Genel olarak prionlar, 6zel bir konaga ve iligkili birkag tiire sinirlidir. Ancak
prionlar zaman zaman tiir bariyerini gecerek yeni konaklari enfekte edebilirler. Bir prion
bir tiire gecis yaptiginda yeni bir prion tipini olusturabilir (238). Yeni tip prionlar farkli
zamanlarda ve beynin farkli bolgelerini etkileyerek hastaliga neden olabilir. Bu nedenle her
an yeni bir tlire bulasabilecek bir yanlis katlanmis prion proteini olugsma olasilig1 vardir.

Tiir bariyeri, donor ve alici hayvanlardaki PrP amino asit dizisi degisikliginden biiyiik
Olgiide etkilenir (239). Transgenik farelerle yapilan ¢alismalarda tiir bariyerinin farkli
tiirlerdeki prion proteinleri arasindaki dizi homolojisi ile iliskili oldugu ortaya konmustur
(240). Baz1 amino asitlerin PrP’de yapisal degisiklik yaptigi ve proteini hastalik ile iliskili
forma doniistiirdiigii bilinmektedir. Ustelik, PrP igerisindeki amino asit yer degisimleri
prion hastaliklarinda tiir bariyerini kontrol etmektedir. Koyunlarda kodon 136Ala>Val ya
da kodon 141Leu>Phe biiylik olgiide proteaza direngli form olusumu ile iligkilidir.
Bununla birlikte, kodon 171 GIn>Arg, kodon 154 Arg>His ve kodon 112 Met>Thr
polimorfizmleri proteaza direngli form olusumunda etkin degildir (241). insan PrP’de
M109, PrP®nin PrP*“ye déniisiimii sirasinda f-sheet yapisinin artmasina neden olan
onemli bir amino asittir (242). Bunun yaninda, PrP’de 90 ile 120. amino asitler arasindaki

40



amino asit bolgesi hem PrP* olusumu hem de tiir i¢i TSE bulasiciligi acisindan énemlidir
(243). Dolayisiyla Prnp de goriilen polimorfizmler hastaligin duyarlilig: ya da direnci ile
iliskili olabilmektedir. Calismamizda kaplumbaga amino asit dizisiyle insan amino asit
dizisi arasinda homoloji gosteren korunmus bolgeler incelendiginde: insanda ailesel
Creutzfieldt-Jakob hastaligiyla iliskisi olan V1801, kaplumbagada L203V polimorfizm ile;
prion hastaliklariyla iliskili olan T183A, kaplumbagada 206. kodondaki esanlamli
mutasyon ile; Creutzfeldt-Jakob hastaligiyla iligkili olan V2031, kaplumbagada V225A
polimorfizmi ile denk distiigii belirlenmistir. Kaplumbagalarda heniiz tanimlanmis bir
prion hastaligi bulunmadigindan bu polimorfizmlerin prion hastaliklarina duyarliliga veya
direnglilige neden olup olmadig1 hakkinda herhangi bir kesin yargiya varilamamaktadir.

TSE patogenezinin anlagilmasi ve bir prion pasajinin bir tiirden digerine gegme riskinin
belirlenmesi agisindan, prion proteinini kodlayan genin yapisinin ve proteinin farkli
tirlerdeki amino asit dizisinin arastiritlmasi olduk¢a Onemlidir. Prion hastaliklarinda
genetik duyarliligit ortaya koymak i¢in diizenleyici bolgelerde ve fonksiyonel
domainlerdeki dizi varyasyonlarini belirlemek yararli olmaktadir. Giiniimiizde Prnp geni
hamster, insan (22), fare, koyun, buzagi, keci (244, 245), ve kanguru (246) gibi simrh
sayida memelide karakterize edilmistir. Ik memeli olmayan PrP, pili¢ beyninden ekstrakte
edilmis ve primer yapisi fare PrP proteini ile %35’den az homoloji gosterdigi belirlenmistir
(247). Bununla birlikte diger bazi kus tiirlerinde analiz edilen PrP geninin memelilerle
genellikle %30’luk bir nukleotid homolojisi oldugu gdsterilmistir (248). Ote yandan,
Trachemys scripta PrP’sinin memeli PrP’si ile %38-42 homoloji gosterdigi ve PrP’nin
memeli ve kuglarda belirlenen tiim yapisal 6zelliklerinin kaplumbagalarda da korundugu
saptanmustir (209). Bununla birlikte, daha once yaptigimiz bir ¢alismada Testudo graeca
tirii kara kaplumbagalarinda prion protein gen bolgesini PCR ile ¢ogaltmak amaciyla
Trachemys scripta tiiri su kaplumbagasinin prion gen dizisi (209) dikkate alinarak
hazirlanmig 3 farkli primer ¢ifti kullanilmistir. Ancak, dizayn edilen bu primerlerle kara
kaplumbagalarinda Prnp cogaltmak miimkiin olmamistir. Bu bulgu Testudo graeca ile
Trachemys scripta arasinda prion geni niikleotid diziliminde 6énemli derecede bir farklilik
oldugunu diistindiirmiistiir.

Daha once sigirlar ile yapilan galismalarda Prnp geninin promotor ve intron 1
bolgelerinde polimorfizmlerin oldugu gosterilmistir (249-252). Yaptigimiz calismada
Trachemys scripta tiiriine ait prion protein geninde ¢esitli polimorfizmlere rastlanmistir.
Bu polimorfizmlerin kaplumbagalarin TSE’ye direngli ya da duyarli olmasi ile bir iliskisi
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olabilir. Ancak, kaplumbaga tiirlerinin Prnp genleri hakkinda bilinenler ¢ok azdir ve bu
konuda yeterli literatiir bulunmamaktadir. Oyle ki koyun prion genlerindeki SNP’lerin bu
hayvanlarin scrapie’ye duyarlilifi ya da direng gostermeleri ile yakindan iligkili oldugu
bilinmektedir (253, 254).

Yapilan ¢alismalarda Trachemys scripta PrP’sinin N-terminal dizisinin endoplazmik
retikulum sinyal peptidine uygun olarak 28 amino asitten olustugu belirlenmistir. Bu bulgu
daha 6nce ayn tiir ile yapilmis analiz sonuglarina uygundur (209). Kaplumbaga PrP’sinin
N-terminalinin en belirgin 6zelligi, 10 ardisik hekzatekrarlardan olusmasidir. Kuslarda N-
terminal bolge 6.5-9 hekzatekrar icerirken memeli PrP proteinleri 5 oktatekrar icermektedir
(16, 26, 255). Kaplumbaga ve kus hekzapeptid tekrarlari ortak bir konsensus dizisine
(XNPXYP) sahiptir, ancak kuslarda iki GIn-Asn yerdegisimi s6z konusudur (209).

Kaplumbaga PrP proteininin hidrofobik 135-150. bolgeleri olduk¢a 1y1 korunmustur ve
caligmamizda bu bolgede polimorfizm goriilmemistir. Bu bolge ve 6ncesindeki 7 amino
asit dizisi (insanlarda 106-128) olas1 yapisal degisiklik gosteren bolge olarak
degerlendirilmektedir. N-terminal delesyon eger bu hidrofobik bdlgeyi igeriyorsa protein

yapisal degisime gitmemektedir (256).

5.1.Prion Polimorfizmleri ve Apoptozis Arasindaki fliski

PrP’nin N-terminalinde yer alan oktapeptid bolgesi hem anti-apoptotik hem de pro-
apoptotik proteinlerin yapisinda yer alan BH2 domaini ile biiyiik 6l¢iide amino asit dizi
homolojisi gdsterir. Bu homoloji PrP’nin hiicre 6liimii ya da survivali ile yakindan iligkili
olabilir (51). Ornegin, PrP’lerin Bax ile etkileserek apoptozise engel oldugu bilinmektedir
(165-168). Bununla birlikte PrP, primer insan ndron kiiltirlerinde Bax araciligi ile
apoptozise engel olurken bazi hiicre kiiltiir hatlarinda [fare N2a, insan BE(2)-M17, insan
SK-N-SH, insan embriyonik bobrek 293] anti-apoptotik etki gosteremez (257). PrP’nin
hiicreye 0zgli bu noroprotektif fonksiyonu izorform Ozgiilligiine, hiicresel
lokalizasyonuna, sinyalleme yolaklarinin ya da PrP ile etkilesen proteinlerin varlig1 ya da
yokluguna bagli olabilir (257). Ote yandan, bir murin néronal hiicre hattinda PrP’nin asir1
ekspresyonunun apoptozise duyarhiligi arttirdigi ileri striilmistir (258). Ayrica Bcl-2
proteininin C-terminali mayalarda PrP ile etkilesebildiginin gosterilmesi, PrP’nin Bcl-2
ailesinin bir tiyesi olarak gorev yaptigini diistindiirmiistiir (259, 260).

PrP% nin farzedilen néroprotektif aktivitesinin prion hastaliklari sirasinda nérotoksik

etkiye nasil degistigi konusunda bir bilgi bulunmamaktadir. Mevcut bulgular PrP©’nin agiri
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ekspresyonunun p53°e bagimli olarak farkli hiicre tiplerinde apoptotik uyariya duyarli hale
getirdigini ileri sirmistir (135). Ote yandan, apoptozise giden, PrP“’den yoksun
hiicrelerde PrP® ekspresyonu antiapoptotik etkiler yaratabilmektedir. Bu nedenle PrP®
ekspresyonunun varligi/yoklugu ve/veya diizeyleri PrP®’nin pro- ve antiapoptotik etkileri
arasindaki degisimleri belirlemesi agisindan 6nemlidir (261).

Apoptozisin inhibisyonu, kanserin ayirici 6zelliklerinden bir tanesidir (112, 262). Prion
proteinlerinin kanser gelisiminde hiicre ¢ogalmasini arttirdig1 ve apoptozisi inhibe ettigi
ileri stirtilmiistiir ancak bu siirecte PrP proteinlerinin anti-apoptotik etkilerinin altinda yatan
mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamustir (72). PrP®’nin bakir iyonlarina baglanarak
PI3K/AKT yolagini aktive ettigi ve timorlerde proliferasyonu ve hiicre yasamini arttirdigi
gosterilmistir (113, 127). PrP® neoplastik dokularda bityiik 6lgiide artis gdstermektedir
(263). Ancak, norodejeneratif hastaliklarla iligkili polimorfizmlerin kanser ile bir iliskisinin
olup olmadigi tam olarak bilinmemektedir. Buna karsin kodon 129 polimorfizminin
kolorektal kanser icin bir risk faktdrii olamayacag gosterilmistir (263). Gergekten PrP©
gastrik neoplastik dokularda asir1 miktarlarda bulunarak kanser hiicrelerinde Bcl-2
tizerinden apoptozisi engellemektedir (113, 264).

Daha 6nce Prnp polimorfizmleri ile apoptozis arasindaki olasi iligkiyi inceleyen bir
calisma yapilmamistir. Yaptigimiz calismada belirlenen dort polimorfizmi de igeren
orneklere ait beyin dokularmin optic tectumlarinda apoptotik hiicre sayisinin diger
polimorfik Orneklere oranla daha fazla oldugunu belirledik. Prnp’de goriilen
polimorfizmlerin PrP% nin hastalik yapici forma (PrP*>%) déniisiimiinii saglamasi ve olusan
prion hastaliklarinin néronal apoptozisi indiikleyecek ndrodejeneratif karakterde olmasi
nedeniyle polimorfik bireylerde apoptotik hiicre sayisinin belirlenmesi anlamli bir
parametre olabilir. Dolayisiyla belirlenen polimorfizmlerin apoptozis ile iliskisi, ayni
zamanda bu polimorfizmlerin PrP’nin nérodejeneratif hastaliga neden olacak yapisal
doniisiime egilimini de agiklayabilir. Bununla birlikte, néronal apoptozisin biyopatolojik
nedenlerden gergeklestigi ve proteaza direngli PrPR&® (PrP%%) kiimelenmesi ile iliskili
olmadig: bildirilmistir (265). Ancak, norotoksik bir mekanizmayla sitosolik PrP* yiginlar
kaspaza bagimli néron apoptozisini aktive etmektedir (266). Ayrica 6zellikle hipokampiis
ve serebellumdaki néronlarin apoptozisi ile bu bolgedeki PrP© ekspresyonlar arasinda bir
iliski oldugu ve dolayisiyla PrP“’nin néron survivalinde dnemli bir fonksiyon gosterdigi

belirtilmistir (267).
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6. SONUC ve ONERILER:

Kirktan fazla PrP geninin dizi analizi sonuglari, bu genin memelilerde biiyiik Olciide
korundugunu ortaya koymustur. Bu durum PrP proteinin 6nemli bazi fonksiyonlarmnin
evrimsel siirecte korundugunu diisiindiirmektedir. Bununla birlikte bireylerde ve tiirlerde
PrP dizilerindeki varyasyonlar prion infeksiyonlarina duyarliign biliyiik 06l¢iide
arttirmaktadir (267). Prnp genindeki mutasyonlar ailesel prion hastaliklar1 olusumunda
onemli bir yer tutmaktadir (26). Insan Prnp polimorfizmleri prion hastaliklarmin sporadik,
kalitsal ve infeksiy6z formlara duyarliligi etkileyebilir. Giiniimiizde prion hastaliklari ile
iligkili insan PrP geninde en az 30 farkli mutasyon belirlenmistir (26). Prion proteini
memelilerde biiyiik Olgiide korunmus olmasina karsin giiniimiizde bu kiigiik proteinin
fonksiyonlarinin neler oldugu tam olarak anlagilamamistir. Bunun yaninda, yapilan birgok
calisma PrP®nin ndron gelisimi ve néron korunmasinda bir rolii oldugunu ortaya
koymustur. Hatta bu proteinin ndronlarin disinda, lenfositler ve antijen sunan hiicreler gibi
immun sistem hiicrelerinde de yogun olarak bulunmasi, bagisiklik sisteminin diizenlenmesi
iizerine bir etkilerinin oldugu diisiincesini dogurmustur. PrP yapisinin ve fonksiyonunun
ayrintili olarak belirlenmesi ve PrP® nin PrPSC’ye donilisim mekanizmalarinin tam olarak
aydinlatilmasi, oOzellikle norodejeneratif hastaliklarin etki mekanizmasinin ve bu
hastaliklara kars1 yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi agisindan onemli olacaktir.
Giiniimiizde, bir¢ok terapétik strateji PrP*° inhibisyonu iizerine yogunlasmustir (268). PrP®
fonksiyonlarindaki degisiklikler prion-indiiklii patolojilerde onemli bir rol oynuyorsa,
PrP® nin biyolojik aktivitelerini diizenleyen hiicresel yolaklarin hedeflenmesi alternatif bir
yaklasim olabilir. Ornegin, ¢alismamzda Prnp polimorfizmleriyle programlanmus hiicre
olimii arasinda bir iliski oldugu belirlenmistir. Bu bulgu, prion hastaliklarinin tedavisinde
apoptotik (ve/veya otofajik) yolaklarin kontroliine yonelik stratejilerin gelistirilmesi
acisindan 6nemli olabilir. PrP® nin normal fonksiyonunu anlamak igin ileri siireglerde PrP
ile etkilesen iliskili molekiillerin belirlenmesi zorunlu hale gelecektir. Bu hedeflerin
gerceklestirilmesinde maya ve Droshophila gibi genetik analizlere uygun model sistemler
kullanilabilir. Bununla birlikte, prion proteininin fonksiyonal 6zelliklerinin anlagilmasi ve
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patolojisindeki mekanizmalarin ortaya ¢ikarilmasi ic¢in farkli tiirlerde organizmalarda
proteomik ve genomik analizlere gereksinim vardir. Sonu¢ olarak, yaptigimiz ¢alismada
bir su kaplumbagasi olan Trachemys scripta’nin prion protein kodlayan gen bolgesi PCR
ile amplifiye edilmis ve dizi analizi ile polimorfik bdlgeler belirlenmistir. Ote yandan,
norodejeneratif hastaliklara yatkinligi arttiran Prnp polimorfizmlerinin beyin dokusunda
apoptotik hiicre sayisinin artist ile bir iligkisinin olabilecegi ilk kez bu calisma ile
vurgulanmistir.

Bu calismadan elde edilen bulgular sonucunda, 6zellikle, prion proteinlerinin hiicre
fizyolojisi (yasam, proliferasyon, go¢ ya da olim gibi) {izerine etkilerinin arastirilmasi
onemli bir hedef olabilir. Ayrica, memelilerde Prnp’nin biiyiik 6l¢iide beyinde, kismen
ndronlarda ve az oranlarda dalak, bobrek, akciger ve kalpte eksprese edildigi bilinmektedir
fakat heniiz reptillerde cesitli dokularda ekspresyon diizeyleri hakkinda yapilmis bir
calisma bulunmamaktadir. Ote yandan, prion patolojilerine yatkinligin proteinde meydana
gelen katlanmalar ve Prnp’deki polimorfizmler ile birlikte bu proteinin hiicre igi sinyal
iletimini ve dolayisiyla apoptotik mekanizmalar1 tetikleyebilecek bir glikozilasyon

degisikligine gidip gitmediginin arastirilmasi da son derece 6nemli gdzitkmektedir.
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