E. U. FEN BILIMLERI ENSTITUSU

EGE UNIVERSITESI

YUKSEK LISANS TEZI

KOYUN (Ovis aries) PRND GENINDEKI
CINSIYETE BAGLI GENETIK FARKLILIKLARIN

ARASTIRILMASI

Erdogan Pekcan ERKAN

Tez Damismani : Do¢. Dr. Cemal UN

Biyoloji Anabilim Dah

Bilim Dah Kodu : 401.02.00
Sunus Tarihi : 14.01.2011

Bornova-iZMiR
2009




EGE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

(YUKSEK LiSANS TEZI)

KOYUN (Ovis aries) PRND GENINDEKI
CINSIYETE BAGLI GENETIK FARKLILIKLARIN

ARASTIRILMASI

Erdogan Pekcan ERKAN

Tez Damismani : Do¢. Dr. Cemal UN

Molekiiler Biyoloji Anabilim Dal

Bilim Dal Kodu : 401.02.00
Sunus Tarihi : 14.01.2011

Bornova-iZMIiR
2011



OZET

ERKAN, Erdogan Pekcan

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Bolimii
Tez Yoéneticisi: Dog. Dr. Cemal UN
Ocak 2011, 51 sayfa

Stanley Prusiner tarafindan “proteinaceous infectious particle” anlamina
gelen bulasic1 etkenleri tanimlamak i¢in kullanilan prion, insanlarda ve
hayvanlarda bulasici siingerimsi ensefalopatileri olarak bilinen bir grup hastaligin
temel etkenidir. Prion proteinlerini kodlayan genlerin kesfi, prionlar iizerindeki
calismalarin ¢ogalmasina ve hiz kazanmasia yol agmistir. Prion gen ailesinin
bilinen dort liyesinden biri olan PRND geni, cinsiyete bagli olarak farkli gen ifadesi
gOstermesinin yani sira, dokuya 6zgii gen ifadesi gostermesi nedeniyle de prion
ailesinin diger iiyelerinden ayrilir. PRND geninin kodladigi Doppel proteininin
erkek lireme sisteminin saglikli gelisimi i¢in kritik bir rol oynadig1 bir ¢cok caligma
ile belirlenmistir. Bunun yani sira, koyunlardaki PRND geni iizerindeki genetik
farkliliklarin koglardaki tireme verimini etkiledigi belirlenmistir. Bu ¢alisma ile 1)
Tiirkiye’deki yerel koyun 1rklarinda PRND geninin yapisal 6zelliklerini
inceleyerek, c¢esitli polymorphism’lerin var olup olmadigimni saptamak, ii)
polymorphism’lerin cinsiyete bagl olarak farklilik gosterebildigi noktasindan yola
cikarak, PRND geninde bu tiir farkliliklarin olup olmadigini tespit etmek ve iii)
elde edilecek sonuglar 1518inda, PRND genindeki polymorphism’lerin fenotipe

olas1 etkilerini tartismak amacglanmustir.

Anahtar sozciikler: PRND geni, Doppel proteini, polimorfizm



ABSTRACT

GENOTYPING SHEEP (Ovis aries) PRND GENE FOR
SEX-DIFFERENTIAL POLYMORPHISMS

ERKAN, Erdogan Pekcan

MSc in Molecular Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Cemal UN
January 2011, 51 pages

Meaning “proteinaceous infectious particle”, the term prion was coined by
Stanley Prusiner to define the infectious agent responsible for a group of animal
and human diseases referred to as “transmissible spongiform encephalopathies”.
The discovery of prion genes enabled and resulted in extensive studies on this
field. PRND, one of the four known members of the prion gene family, is unique
as it shows gender- and tissue-specific gene expression. Several lines of evidence
have shown that the PRND gene product, Doppel, is crucial for the integrity of
male reproductive system. In addition, polymorphisms on ovine PRND gene was
shown to influence ram fertility. The objectives of this study were to i) analyze
ovine PRND gene in local Turkish sheep for potential polymorphisms, ii) to
determine whether observed polymorphisms were sex-differential and iii) to
discuss potential effects of observed polymorphisms on phenotype in light of the
observed data.

Keywords: PRND gene, Doppel protein, polymorphism
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1. GiRiS
1.1 Genetik Polimorfizm Kavrami

Genetik polimorfizm, ya da daha c¢ok bilinen adiyla tek niikleotit
polimorfizmi (ing. single-nucleotide polymorphism; SNP), DNA dizisini
olusturan dort niikleotitten herhangi birisinin 1) bir tiirli olusturan bireyler
arasinda; 1ii) bir bireyin kromozomlar1 arasinda farklilik gostermesi olarak
tanimlanir. SNP’ler genlerin kodlayan bolgelerinde olabilecegi gibi, kodlamayan
bolgeler iizerinde, hatta genler aras1 bolgelerde de SNP’lere rastlamak

mumkuindir.

Herhangi bir SNP sonucunda, iiretilecek protein dizisinde bir degisim
meydana gelmezse bu degisiklik “es anlamli” (Ing. synonymous) olarak
isimlendirilir. Eger degisiklik farkli bir protein dizisinin iiretilmesine yol agarsa,
bu durum “es anlamli olmayan” (Ing. non-synonymous) olarak nitelendirilir. Es
anlamlt olmayan degisiklikler “yanlis anlamli” (missense) ve ‘“anlamsiz”
(nonsense) olmak {izere iki tiirdedir. Missense degisiklikler amino asit farkliligina
yol agarken, nonsense degisiklikler erken bir durdurma kodonun olusmasina
neden olur. Bunlarin yan1 sira, splicing, transkripsiyon etkenlerinin baglanmasi ve
kodlamayan RNA’larin dretimi gibi silirecler de SNP’lerin varligindan
etkilenebilir.

SNP’lerin hastaliklardaki 6nemi bir ¢ok calisma ile ortaya konmustur
(Human Genome Project Information, 2010). Ayrica, tarimda ve hayvancilik
alanlarinda da SNP {izerine ¢aligmalar oldukc¢a 6nemli bir yer tutmaktadir (Un et
al., 2008; Oztabak et al., 2009)

SNP’lerin evrimsel siiregte korunuyor olmasi, onlarn QTL (Ing.
quantitative trait loci) analizlerinde ve “birliktelik” (ing. association)
caligmalarinda molekiiler diizeyde belirtecler olarak kullanilabilmelerine olanak
Verir.

Molekiiler biyoloji alanindaki gelismelerin ve ilerlemenin siirekliligi, bir
cok SNP belirleme yonteminin ortaya c¢ikmasint saglamistir (Sekil 1.1).
Pyrosequencing gibi yeni nesil dizi analizi yontemleri de 6zellikle kiiciik genomik

bolgelerdeki SNP’lerin belirlenmesi i¢in kullanilabilir.



Sekil 1.1 SNP genotyping i¢in kullanilan yontemler.
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1.2 Cinsiyete Bagli Polimorfizmler

Peki, SNP’lerin varlig1 ve etkileri cinsiyete bagh midir? Cesitli calismalar
SNP’lerin varliginin ve etkilerinin cinsiyete bagl farklilik gosterebilecegini
gostermistir. Schuurhof ve arkadaglarinin yeni doganlar iizerinde gerceklestirdigi
bir ¢alismada, interleukin-9 geni tizerindeki polimorfizmlerin bir tiir solunum yolu
sorunu olan “respiratory syncytial virus (RSV)” bronchiolitis hastaligina
yatkinlig1 etkiledigi; bu ¢alismada tanimlanan polimorfizmin erkek ve disi
bireylerde zit etkilere yol actig1 belirlenmistir (Schuurhof et al., 2010). Bunun
yani sira, beta T-hiicre alicis1 genine ait promoter bdlgede yer alan ve autoimmune
hastaliklarla iligkili oldugu bilinen rs180907 kodlu SNP’in erkek ve disilerde
farkli siklikta gézlendigi bildirilmistir (Tripputi et al., 2008). Ayrica, dikkat
eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu (Ing. attention deficit hyperactivity disorder;
ADHD) gibi néropsikolojik hastaliklarda (Rommelse et al., 2008) ve nikotine
hassasiyette (Perkins et al., 2008) de SNP’lerin varliginin ve etkilerinin cinsiyete

gore farklilik gosterdigi belirlenmistir.



1.3 DNA Dizi Analizi Yontemleri

Niikleik asitlerin yapitaslar1 olan niikleotit dizilerinin analizine dair ilk
caligmalar, 6nce bacteriophage MS2 0rtii proteini, sonrasinda bacteriophage MS2
genomunu olusturan RNA dizisini kapsamaktadir (Min Jou et al., 1972; Fiers et
al., 1976). DNA dizilerinin analizi i¢in ¢esitli yontemler gelistirilmeye calisildiysa
da, hi¢ biri Maxam-Gilbert ve Sanger tarafindan gelistirilen iki yontem kadar
etkili olup, genel anlamda kabul gérmemistir. Amerikali iki bilim insan1 olan
Allan Maxam ve Walter Gilbert tarafindan gelistirilen, ve DNA molekiillerinin
kimyasal olarak degisiklige ugratilmasi ve baza 6zgiil olarak kesilmesi ilkesine
dayanan Maxam-Gilbert yontemi (Maxam & Gilbert, 1977) ilk basta biiytik ilgi
gordiiyse de, hemen hemen ayni1 zamanda Frederick Sanger tarafindan gelistirilen
“zincir sonlandirma ydéntemi” (Ing. chain-termination; Sanger ydntemi olarak da
bilinir) daha etkili olmasi, daha az zararli kimyasal kullanimi, ve daha biiyiik
Olcekte kullanilabilir olmasi nedeniyle dizi analizlerinde tercih edilen yontem

olma 6zelligini kazanmustir.

Zincir sonlandirma ya da dideoxy yoOntemi olarak adlandirilan yontem,
DNA polymerase enziminin 1) tek zincirli bir DNA molekiiliinii kalip olarak
kullanarak dogru bir sekilde es zincirini tiretebilme; 1i) 2°, 3* dideoksiniikleotitleri
yapitast  olarak  kullanabilme  Ozelliklerine  dayanarak  gelistirilmistir.
Dideoksiniikleotitlerin 3” ucunda serbest —OH (hidroksil) grubu bulunmaz; DNA
polymerase ancak bir dnceki niikleotite ait serbest 3> OH grubunu kullanarak
zincir  uzamasm  gergeklestirebildiginden, = uzayan  DNA  zincirine
dideoksiniikleotit eklenmesi, zincir uzamasiin sonlanmasina neden olur. Zincir
sonlandirma yonteminde kullanilan DNA polymerase enziminin 5’23’
exonuclease islevi gostermemesi gerekir; bu nedenle DNA polymerase enzimine

ait “Klenow pargas1” kullanilir.



Sekil 1.2 Zincir sonlandirma yontemi ile DNA dizi analizinin agsamalari
(Primrose and Twyman, 2009).
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Yeni nesil dizi analiz yontemlerinin belki de en 6nemlisi, 1998 yilinda Pal
Nyrén ve arkadaslarn tarafindan gelistirilen “pyrosequencing” yontemidir
(Ronaghi et al., 1998). “Dizi analizi ile liretim (synthesis by sequencing)” ilkesine
dayanan bu yontem, DNA zincirine niikleotit eklenmesi sirasinda agiga cikan
pirofosfat molekiillerini tespit etmesi 6zelligi ile dideoksiniikleotit kullanimina
bagli zincir sonlandirilmasini esas alan geleneksel dizi analiz yontemlerinden
ayrilir. Bu yontem ile ancak 300-500 niikleotit arasinda uzunluga sahip DNA

molekiillerinin analiz edilebiliyor olmasi, yontemi sinirlayan en 6nemli etkendir.

Paralel dizi analizi ile biiyiik ¢apta dizi analizlerinin (Ing. high-throughput)
aynt anda yapilabilmesi, geleneksel DNA dizi analizi yontemlerinin yliksek
maliyetinin disiiriilebilmesinin 6niinii agmistir. Bu yontemler arasinda, Lynx
Therapeutics tarafindan gelistirilen “Massively Parallel Signature Sequencing”,
454 Life Sciences tarafindan gelistirilen “454 pyrosequencing”, Illumina
tarafindan gelistirilen “Illumina (Solexa) sequencing” ve Applied Biosystems

tarafindan gelistirilen “SOLID sequencing” sayilabilir.

Heniiz gelistirilmekte olan ileri nesil DNA dizi analizi yontemleri arasinda
yer alan microarray-tabanli dizi analizi yontemi, enzim-tabanl yontemlerin aksine
bir DNA microarray’i kullanir ve bu microarray iizerinde gerceklesen melezlesme
sinyallerinin okunmasi temeline dayanir (Hanna et al., 2000). Diger yeni nesil
yontemler arasinda DNA polymerase enziminin isaretlenmesi, DNA dizilerinin
nanopore’lardan gegisi sirasinda okunmasi (Harvard Nanopore Group, 2010),
atomic force microscopy ya da electron microscopy yontemleriyle DNA
dizilerinde yer alan agir elementlerle isaretlenmis niikleotitlerin belirlenmesi (Xu
et al., 2009) yer almaktadir.



2. PRION GEN AILESI

Bu tezin ilk boliimiinde, prion gen ailesine ait bilinen dort genin tanitilmasi
amaclanmistir. Prion gen ailesinin insanlarda ve diger canlilardaki yapisal
Ozelliklerinin anlasilmasi; benzerliklerin ve farkliliklarin tartisilmasi ile evrimsel
siirecte prion gen ailesinin ve gen tirlinleri olan farkli prion proteinlerinin nasil
sekillendigi, ve bu proteinlerin hiicresel gorevlerinin neler oldugu daha iyi

anlasilabilecektir.
2.1 Prion Protein Geni (PRNP)

Insan, fare ve hamster prion proteinlerini kodlayan genler ilk kez 1986
yilinda klonlanmistir (Locht et al., 1986; Baslet et al., 1986; Kretzschmar et al.,
1986; Watts & Westaway, 2007). Fare PRNP geni 2. kromozom {izerinde yer
alirken, insan PRNP geni 20. kromozom iizerinde yer almaktadir. Her iki gen
yapisi da ii¢ exon icermekte, ve tiim acik okuma bélgesi (Ing. open reading frame;
ORF) 3. exon tizerinde bulunmaktadir (Sekil 2.1). PRNP gen yapisinda belirlenen
cesitli polimorfizmlerin insanlarda ve koyun, keci, sigir gibi hayvanlarda prion
hastaliklarma yatkinlik/direng durumunu belirledigi ortaya konmustur. Ornegin,
PRNP geni tizerindeki 129. kodonda belirlenen V129 polimorfizminin insanlara
goriilen variant Creutzfeldt-Jakob hastaligina karsi direng sagladigi bulunmustur
(Watts & Westaway, 2007). Bunun yani sira, PRNP geninde gozlenen gesitli
mutasyonlarin  genetik Creutzfeldt-Jakob hastaligina (gCJD) neden oldugu
bilinmektedir (Sekil 2.1) (Watts & Westaway, 2007).
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2.2 Doppel Protein Geni (PRND)

PRNPY  fare irklarinda yapilan caligmalar sirasinda, bazi1 irklarin
cerebellum’da bulunan Purkinje hiicrelerinin 6liimii ile tanimlanan late-onset
ataxia gosterdigi gozlemlenmistir (Sakaguchi et al., 1996; Rossi et al., 2001;
Watts & Westaway’den, 2007). Bu ilging durum ilk basta PrP® nin Purkinje
hiicrelerinde uzun dénem survival’da islev gorebilecegi seklinde yorumlandiysa
da, gozlenen bu degisik fenotipin aslinda knock-out farelerin iiretiminde
kullanilan genetik miihendisligi tekniklerinin bir yan etkisi olarak olustugu
anlasilmistir. PRNP geninin {i¢iincli exonu iizerinde yer alan splice acceptor
bolgesinin silinmesi, chimeric PRNP/PRND mRNA’siin olusmasina, bdylece
PRND geninin ifadesinin PRNP promoter’indan gergeklestirilmesine neden
olmustur. Yapilan dizi analizleri sonucunda, 20. kromozom iizerinde PRNP
geninin yaklagik 16 kb downstream kisminda bulunan ve PRND olarak
adlandirilan yeni bir gen kesfedilmistir (Moore et al, 1999). Normalde
embriyonik donem sonrasinda yalnizca testislerde ifade edilen Doppel proteini,
sigirlarda bagisiklik sistemine ait ¢esitli hiicre tiplerinde de goriilmiistiir
(Paltrinieri et al., 2004; Paltrinieri et al., 2006). Insan PRND geninde cesitli
polimorfizmler kesfedildiyse de, bu polimorfizmlerin prion hastaliklarina kars
yatkinlik/direng saglayip saglamadigi tam olarak arastirilmamistir. Yapilan
biyoinformatik analizler sonucunda, PRND gen homologlarinin sempanzelerde,

kopeklerde, sigirlarda, koyunlarda ve siganlarda var oldugu belirlenmistir.

Koyunlarda PRND gen yapisin1 belirlemek igin yapilan caligmalar
sonucunda, PRND geninin iki exon ve bu iki exonun arasinda yer alan bir intron
bolgesini igerdigi bulunmustur (Comincini et al., 2001). Asil kodlayan bdlgenin
(CDS) daha biiyiik olan ve 3> UTR’yi de igeren ikinci exon yapisinda oldugu
tespit edilmistir (Comincini et al., 2001). Sigirlardaki ve koyunlardaki birinci
exon yapist % 96 oraninda benzerlik gostermekle birlikte, insan ya da fare dizileri
ile karsilagtirildiginda bu benzerlik ancak % 25 oraninda kalmaktadir (Comincini
et al., 2001). intron yapisi sigirlarda ve koyunlarda % 84 gibi yiiksek bir benzerlik
oranina sahiptir. PRND geninin tiirler arasinda en ¢ok korunan kismi, ikinci exon
bolgesidir. Ikinci exon’un 5° ucundaki niikleotit dizisi sigirlarda ve koyunlarda
oldukca yiiksek derecede benzerlik gostermektedir (yalnizca tek bir niikleotit
farklilig1); genel exon yapist g6z dniine alindiginda iki tiir arasinda niikleotit dizisi
diizeyinde benzerlik % 98 oraninda olup, bu benzerlik amino asit diizeyinde % 95

oranindadir (Comincini et al., 2001).



PRND gen ifadesinin dokulara gore degisimini incelemek i¢in sigirlarda ve
koyunlarda gergeklestirilen RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain
Reaction) ve Northern blot analizleri sonucunda, en yiiksek PRND ifadesinin
testis dokusunda oldugu; beyinde ise PRND ifadesinin olmadigi tespit edilmistir
(Tranulis et al., 2001). Bu iki dokunun yam sira incelenen diger dokular
igerisinde, lenf diigiimlerinde, dalakta, ve ovaryumlarda da diisiik seviyede PRND

ifadesinin oldugu belirlenmistir (Tranulis et al., 2001).
2.3 Shadow of Prion Protein Geni (SPRN)

Marko Premzl ve arkadaglar1 tarafindan PRND gen yapisina benzerlik
gosteren niikleotit dizilerini bulmak amaciyla yapilan biyoinformatik caligmalar
sirasinda, prion proteininin valine amino asitince zengin merkezi “su-sevmeyen”
(Ing. hydrophobic) bdlgesine benzer kisa bir protein kodlayan bir cDNA dizisi
kesfedilmistir (PremzI et al., 2003; Watts & Westaway, 2007). Gen bolgesi SPRN
(shadow of prion protein anlamina gelen), kodladig1 protein ise Shadoo olarak
olarak isimlendirilmistir. Biyoinformatik analizler sonucunda, SPRN gen
homologlarinin sempanzelerde, kopeklerde, sigirlarda, ve siganlarda var oldugu

belirlenmistir.

Insan, fare ve zebra baliginda SPRN gen yapisini tanimlamak igin yapilan
caligmalar sonucunda, her {i¢ tiirde de SPRN geninin iki exon’dan olustugu ve
acik okuma bdlgesinin her ii¢ tiirde de ikinci exon yapist icerisinde yer aldig
belirlenmistir (Premzl et al., 2003) (Sekil 2.2).

Sekil 2.2 Insan, fare ve zebra baligi SPRN genlerine ait intron-exon yapilarinin

gosterimi (Premzl et al., 2003).

A Human SPRN

E1 E2

ORF

B Mouse SPRN
E1 E2

i 1

ORF

C Zebrafish SPRN
E1 EZ

p—  m—

ORF
Iﬂ . 4,56 h.h.




SPRN geninin dokulara gore ifadesini belirlemek amaci ile reverse
transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) yontemi ile yapilan ¢alismalar
sonucunda, test edilen dokular icerisinde gen ifadesinin en yiiksek diizeyde
oldugu dokunun beyin oldugu; beyin haricinde akciger ve karaciger dokularinda
da az da olsa SPRN ifadesinin oldugu belirlenmistir (Premzl et al., 2003).

2.4 Testise Ozgiil Prion Protein Geni (PRNT)

Insan PRNP ve PRND genleriyle ayn1 genomik bolgede yer alan olas1 bir
prion geni, PRND geninden yaklasik 3 kb downstream bolgede kesfedilmistir
(Makrinou et al., 2002). Ug farkl1 splicing es sekline sahip bu gen, gen ifadesinin
testislerle smirli oldugunun bulunmasi nedeniyle PRNT (testis-specific prion)
olarak isimlendirilmistir. PRNT geni iizerinde yapilan c¢alismalar, bu genin
kemirgenlerde olmadigin1 (Premzl et al., 2004, Watts & Westaway, 2007); ve
varliginin primat tiirleriyle smirli olabilecegine isaret etmektedir (Watts &
Westaway, 2007).

Sekil 2.3 Fare PRNP, PRND, ve SPRN genlerinin sematik gosterimi
(Watts & Westaway’den, 2007).
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3. PRION VE PRION-BENZERi PROTEINLERIN YAPISAL
OZELLIKLERI VE GOREVLERI

Bu bdliimde hiicresel prion proteini PrP¢ ve prion gen ailesinin diger
iiyelerinin kodladig1 prion-benzeri 6zellik gdsteren proteinlerin yapisal 6zellikleri

ve gorevleri ele alinacaktir.
3.1 Prion Proteini (PrP®)

C-ucunda bulunan bir adet disiilfit bagi, B ve C sarmallarindaki cysteine
molekiillerini birbirine baglar (Watts & Westaway, 2007). N-ucunda bulunan
sekizli tekrar bolgesi (octarepeat region) bes kez tekrarlanir. Bu sekizli tekrar
bolgesi proteinin islevleri i¢in ¢esitli agilardan dnemlidir. ilk olarak, tekrar bolgesi
icinde bulunan histidine amino asitleri bakir baglama 6zelligine sahip olup, prion
proteininde bulunan dort adet bakir baglama bolgesini olusturur (Hornshaw et al.,
1995; Brown et al., 1997). Ayrica, tekrar bolgesi sayisinda goriilebilecek artiglarin
(en fazla on ii¢ olmak iizere) genetik prion hastaliklar1 olarak bilinen gCJD ve
GSS’ye yol actigr bilinmektedir (Krasemann et al., 1995). Prion proteininin
yapisinda bulunan diger bir bolge, sekizli tekrar bolgesi ve C-ucu arasinda yer
alan su-sevmeyen dizidir (hydrophobic tract). Bu bolge, bir ¢ok canlidaki prion
proteinleri yapisinda korunmus olarak bulunmaktadir (Watts & Westaway, 2007).
Su-sevmeyen dizide meydana gelebilecek genetik degisimlerin, “"prp olarak
adlandirilan bir prion esbi¢iminin olusumunu artirarak nérodejenerasyona neden
olabilecegi gosterilmistir (Hegde et al., 1998; Hegde et al, 1999). Prion
proteininin N-ucunun ilk kisminda yer alan ve bazik nitelikte olan (pozitif yiike
sahip) bolgenin ise proteinin diizglin bir sekilde hiicre igerisinde hareketi i¢in
gerekli oldugu bilinmektedir (Sunyach et al., 2003; Hachiya et al., 2004).



Sekil 3.1 PrP® nin nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy ile agiga ¢ikarilan
tiglinciil yapisinin gosterimi. Alfa sarmallar kirmuzi ile, anti-paralel beta
yapraklar ise turkuaz renkte gosterilmistir. Seker molekiilleri ise renkli, kiiclik

cemberler ile belirtilmistir (Aguzzi et al.’den kopyalanmuistir, 2008).
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Memelilerde bulunan PrP°, hiicre zari ve erken endosome’lar arasinda bir
déngiiye sahip bir zar proteini 6zelligi gosterir (Harris, 2003). PrP© biyosentezi
diger salgilanan proteinler ve zar proteinleri ile benzerlik tasir. Ik asamada ER
igerisinde iiretilen PrPC, ER ve Golgi igerisinde gergeklestirilen sinyal dizisinin
ayrilmasi, N-bagh glikozillenmenin gergeklesmesi, ve GPI baginin eklenmesi gibi
translasyon sonrast degisimlerin ardindan hiicre yiizeyine tasinir. Hiicre ylizeyine
ulastiktan kisa bir siire sonra, muhtemelen clathrin-coated pit’ler ya da caveolae
aracilif1 ile hiicre igerisine geri alinir (Aguzzi et al., 2009). PrP nin hiicre
icerisine geri alinmasinin sinyal iletim yollariyla iligkili hiicresel gorevi ile iliskili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan farkh g¢ahismalarda, PrP¢ geri alimi
sirasinda  tyrosine kinase alicilarinin ve G protein-eslenik  alicilarinin
aktiflesmesinin neurite outgrowth siirecinin uyarilmasinda gerekli oldugu
gosterilmistir (York et al., 2000; Zhang et al., 2000).

PrP®nin  hiicresel yapisma (adhesion) ve tanima olaylarinda gorev
alabilecegi ¢esitli ¢alismalar sonucunda ortaya ¢ikarilmistir. Basement membrane
yapisinda yer alan laminin (Graner et al.,, 2000), laminin-alicis1 Onciisii
(Gauczynski et al., 2001; Rieger et al., 1997) ve N-CAM’in PrPC ile etkilesim
gosteren molekiillerden sadece bir kismini olusturmaktadir. Laminin, laminin

alicist ve N-CAM’in hiicresel yapisma/tanima olaylarinda ve hiicre i¢i sinyal



iletiminde gorev aliyor olmasi, PrP%nin bu molekiiller aracilig1 ile hiicresel

olaylar1 diizenleyebilecegi goriisiinii desteklemektedir.

Bagisiklik sistemi prion hastaliklarinin pathogenesis’inde 6nemli bir géreve
sahiptir. PrP® nin bagisiklik sistemi hiicrelerinin ve hematopoietic kok hiicrelerin
(Ing. hematopoietic stem cells, HSCs) yiizeylerinde ifade edildiginin bulunmasi
(Zhang et al., 2006), PrP’nin kék hiicreler i¢in bir yiizey belirteci olarak
kullanilabilecegini isaret etmektedir. Bunun yani sira, PrPnin  HSC’leri
apoptosis’ten koruyarak onlarin uzun donemde kendiliginden yenilenebilme
ozelliklerine katkida bulundugu diisiiniilmektedir (Zhang et al., 2006).

PrP®nin sinir sisteminde gorevleri, gelisimsel siiregler ve farklilasma
siiregleri ile swnirlt degildir. PrPC-deficient fare irklari iizerinde yapilan
caligmalarda, circadian rhythm’lerde ve uykuda diizensizlikler (Tobler et al.,
1996) ve hippocampus’e bagimli konumsal 6grenme giigliikleri (Criado et al.,

2005) gozlenmistir.

3.2 Doppel Proteini (Dpl)

Doppel proteininin ii¢ boyutlu yapist PrP®nin C-ucu bélgesine oldukga
benzemekle birlikte, bu benzerlik amino asit diizeyinde yalnizca % 25 oranindadir
(Watts & Westaway, 2007). Insan ve fare Doppel proteinlerinin NMR analizleri
sonucunda, her iki proteinin oldukca benzer ve kiiresel yapida oldugu, PrP®de
bulunan ikincil yap1 6gelerini bulundurdugu anlasilmistir (Mo et al., 2001; Luhrs
et al., 2003; Watts & Westaway’den, 2007). Doppel’i PrP®’den ayiran en Onemli
yapisal oOzellikler arasinda N-ucundaki sekizli tekrar bdlgelerinin olmamasi,
fazladan bir disulfide bagi, B sarmalindaki bir bozulma sonucu B ve B’ olmak
izere iki ayr1 yapiin olugmasi ve sonug olarak “biikiik” bir sarmal yap1 sayilabilir
(Watts & Westaway, 2007).

Doppel proteini testiste yiiksek seviyede ifade edilirken, diger organlarda
daha az seviyede, beyinde ise cok diisilk seviyede ifade edilir. Doppel’in
fizyolojik islevlerini ortaya c¢ikarmak i¢in PRND™ fare wrklarinda yapilan
caligmalar sonucunda, hem erkek hem disi farelerin viable oldugu, disilerin lireme
ozelliklerinde herhangi bir bozukluk olmadigi, buna karsilik erkek farelerin kisir
oldugu gdzlenmistir (Behrens et al., 2002). PRND™ genotipe sahip erkek farelerde
goriilen bu kisirlik ¢iftlesme davranisindaki bozukluktan ileri gelmemektedir;
erkek farelerden alinan spermatozoa orneklerinde bir c¢ok yapisal bozukluk
bulunmustur (Behrens et al., 2003). Bu yapisal bozukluklar arasinda spermin bag
kismimnin flagellum’a gore yanlis konumlanmasi, flagellum’un diiz olmasi

gerekirken sperm basinin lizerine katlanmasi, sperm baslarinda acrosome



gelisiminin tamamlanmamast yer almaktadir (Behrens et al., 2003). Doppel’in
acrosome islevindeki gorevini daha iyi tanimlamak i¢in yapilan in vitro
fertilization (IVF) deneyleri sonucunda, PRND”" genotipe sahip erkek farelerden
aliman spermlerin zona pellucida’ya yapisabildigi halde, bu bariyerin igerisine
giremedigi gozlenmistir; zona pellucida’nin kismi olarak hasara ugratilmasindan
sonra IVF deneyinin tekrarlanmasi ise fertilizasyon oramini yaklasik % 30
oraninda artirmistir (Behrens et al., 2003). Biitiin bu bulgular, Doppel’in akrozom
islevinde ve sperm olusum siirecinde 6nemli goreve sahip olduguna isaret
etmektedir.

Doppel’in diger hiicresel gorevlerini ortaya ¢ikarmak igin fareler iizerinde
yapilan calismalarda Doppel’in néronlar i¢in toksik 6zellikte oldugu (Cui et al.,
2003) ve PRNP™ farelerde Doppel’in yiiksek diizeyde ifade edilmesinin reactive
HO-1 ve NOS tiirlerinin iiretilmesine neden oldugu kesfedilmistir (Wong et al.,
2001). Qin ve arkadaglarinin neuroblastoma hiicreleri ve astrocyte’ler {lizerinde
yaptiklart ¢alismalarda, Doppel proteininin ektopik ifadesinin caspase-3 ve
caspase-10 aracilig1 ile apoptotik mekanizmalarin uyarilmasina neden oldugu,
PrP% nin yiiksek diizeyde ifade edilmesi ile bu durumun tersine cevirilebildigi
gostermistir (Qin et al., 2006). Bu bulgular, sinir sistemi géz Oniine alindiginda

PrP¢ ve Doppel’in ortiisen islevlere sahip olduguna isaret etmektedir.

Ferrer ve arkadaslarinin Alzheimer modeli iizerinde yaptig1 ¢alismalarda,
senile plaque’lar lizerindeki dystrofic neurite’lerde Doppel immunoreactivity nin
varligina rastlamalari, Doppel’in amyloid birikimlere tepki olarak astrocytic ve
microglial tepki olusumundan sorumlu olabilecegi yoniinde yorumlanmigtir
(Ferrer et al., 2004). Doppel’in hastaliklar iligkisi bu bulgularla sinirli degildir.
Comincini ve arkadaslarinin merkezi sinir sistemi tlimorlerinde Doppel gen
ifadesini inceledigi ¢aligmalarda, Doppel ifadesinin tiimoriin malignancy derecesi
ile paralellik gosterdigi bulunmustur (Comincini et al., 2004). Travaglino ve
arkadaglarinin leukemia hastalarindan aliman kemik iligi Ornekleri tizerinde
gerceklestirdigi caligmalarda, Doppel immunoreactivity’nin hastalarda kontrol
grubuna gore daha yiiksek diizeyde oldugu tespit edilmistir (Travaglino et al.,
2005). Elde edilen bulgular, Doppel’in kan kanserinin (Ing. leukemia) teshis ve

tedavisi i¢in yeni bir biyobelirteg olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
3.3 Shadoo Proteini (Sho)

Shadoo ya da kisa adiyla Sho proteini, genel yapisinin PrP’nin N-ucunu
andirmas1 6zelligiyle Doppel proteininden ayrilir. PrP® de bulunan sekizli tekrar
bolgeleri Sho’da mevcut degildir; bunun yerini glycine, serine, alanine ve
arginine’ce zengin dortlii tekrar bolgeleri almistir (Watts & Westaway, 2007).



Cysteine amino asitlerinin bulunmamasi nedeniyle Sho yapisinda herhangi bir
disiilfit bag1 bulunmaz. Sho ve PrP arasindaki en bliyiik benzerlik, su-sevmeyen
dizi {izerindedir. Bu bolgenin bir ¢ok canlida evrimsel siirecte korunmasi, prion

proteinlerinin islevinde gorev aldigini diisiindiirmektedir.

Sho’nun tiirler arasinda amino asit diizeyinde karsilastirilmasi, proteinin
yapisal acidan 6nemli bolgelerinin ac¢iga ¢ikarilmasina yardimer olmustur (Sekil
3.2). Proteinin N-ucunda yer alan ve 24 amino asitten olusan dizi, Sho’yu ER’ye
yonlendirip, hiicre disina tasinmasini saglar. Proteinin orta kisminda yer alan bir
su-sevmeyen amino asit dizisi, PrP ve PrP-benzeri diger proteinlerde goriilen su-
sevmeyen dizilerle benzerlik gésterir. Sho’nun C-ucunda N-glikozillenme igin bir

bolge ve GPI baglantisi i¢in bir sinyal dizisi bulunmaktadir (Premzl et al., 2003).

Sekil 3.2 Insan, balik, fare, sigan, zebra balig1 ve fugu Sho’nun amino asit dizilerinin

karsilastirilmasi (Premzl et al., 2003 ’ten kopyalanmuistir).
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3.4 Testise Ozgii Prion Proteini

Insanlardaki testise 6zgii prion proteini 94 amino asitten olusmus ve hiicre
digma salgilanan bir glycoprotein’dir. Proteinin N-ucunda yer alan 18 amino
asitlik bir sinyal dizisi, protein islenmesi sirasinda kesilerek atilir. Testise 6zgii
prion proteini, 44. amino asit lizerinde bir N-bagh glikozillenmeye sahiptir.
Yapilan caligmalarda testise Ozgii prion proteini ile prion hastaliklar1 arasinda

herhangi bir iligki bulunamamustir.



3.5 Diger Canlilardaki Prion Proteinleri

Reed Wickner ve arkadaglari, prion-benzeri 6zellik gdsteren proteinlerin
mayalarda (Saccharomyces cerevisiae) da bulundugunu ortaya c¢ikarmigtir
(Wickner, 1994; Edskes et al., 1999; Wickner et al., 1999). Bir baska mantar tiirii
olan Podospora anserina’da prion-benzeri proteinlerin var oldugu belirlenmistir
(Wickner et al., 1999). Wickner ve arkadaslarinin ortaya koydugu bulgularin en
ilging tarafi, mantarlarda belirlenen prion-benzeri proteinlerin normal hiicresel
proteinlerin degisime ugramis hallerini temsil ediyor olmast ve normal
proteinlerle etkilesim sonucu kendilerindeki degisimi aktarma (diger proteinleri
kendi 6zelligine sahip proteinlere doniistiirme) 6zelligine sahip olmalaridir. Bu
anlamda, hiicresel diizeyde genetik bilginin yalnizca niikleik asitler ile degil,

proteinler araciligi ile aktarilabildigi gosterilmistir.



4. PRION HASTALIKLARI

Bu boliimde bilinen prion hastaliklari, insan ve hayvan prion hastaliklar
olmak tlizere iki ana bashk altinda incelenecektir. Prion hastaliklarinin
nedenlerinin 6zellikle molekiiler dilizeyde anlasilmasi, prion hastaliklariin
tedavisi i¢in mevcut yontemlerin iyilestirilmesine, ve yeni ydntemlerin

gelistirilmesine olanak saglayacaktir.
4.1 Insan Prion Hastaliklar1

Insan prion hastaliklarina ait ilk vaka 1920°li yillarda bildirilmistir (Aguzzi
et al., 2009). Creutzfeldt-Jakob hastaligi (Ing. Creutzfeldt-Jakob disease; CJID)
olarak isimlendirilen bu hastaligin yani sira, Gerstmann-Straussler syndrome
(GSS), dliimciil ailesel uykusuzluk (Ing. fatal familial insomnia; FFI), ve kuru

insanlarda goriilen diger prion hastaliklarini olusturur.
4.1.1 Creutzfeldt-Jakob Hastaligi (CJD)

Ilk olarak nedeni bilinmeyen (sporadic) bir hastalik olarak tarif edilen
Creutzfeldt-Jakob hastaligi, gorilme sikligi olduk¢a diisiik olan (yilda
~1/1,000,000) bir ndrodejeneratif hastaliktir. Hastaligin ana belirtisi biligsel
islevlerde ani bir diisiis ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan bunama (ing. dementia)
durumu olup; bu belirtiye ataxia ve myoclonus eslik edebilir. sCJD’nin ortaya
cikmasinda somatik diizeyde PRNP geninde meydana gelebilecek mutasyonlarin
ve farkedilmeyen enfeksiyonlarmn (Aguzzi & Glatzel, 2006) rol oynayabilecegi

S“ve doniiserek

One siiriilmiistiir. Bunlarin disinda, uzun dénemde PrP nin PrP
kiimeler olusturmast sonucunda sCJD’nin olusabilecegi iddia edilmistir. One
stiriilen bu olas1 senaryolardan heniiz hi¢ birisi kanitlanmamis olup, sCJD’nin

kesin neden(ler)i bilinmemektedir.

1980’lerin baslarinda sigir siingerimsi ensefalopatisi’nin (Ing. Bovine
spongiform encephalopathy; BSE) ortaya ¢ikmasi ile birlikte, bu yeni prion
hastaliginin insanlara bulasabilecegi ve Creutzfeldt-Jakob hastaligi’nin yeni bir
sekline (Ing. “variant” CJD; vCJD) neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Tiirler
aras1 boyle bir ge¢is deneysel olarak kanitlanamamigsa da, mevcut veriler
BSE’nin insanlara vCJD seklinde aktarildigina isaret etmektedir (Aguzzi, 1996;
Bruce et al., 1997; Hill et al., 1997). 2009 yilina kadar olan siire géz Oniine
alindiginda, vCJD’nin diinya genelinde yaklagik 200 insanin hayatin
kaybetmesine neden oldugu bildirilmektedir (Aguzzi et al., 2009).



4.1.2  Oliimciil Ailesel Uykusuzluk (FFI)

Ik olarak 1986°da gériilen bir hastalik olan Sliimciil ailesel uykusuzluk
(Ing. Fatal familial insomnia; FFI), 1992 yilinda prion proteini geni iizerindeki
D178N mutasyonunun ortaya ¢ikarilmasi (Medori et al., 1992; Aguzzi et al.’den,
2009) ve hastaligin farelere deneysel olarak aktarilmasi (Tateishi et al., 1995;
Aguzzi et al.’den, 2009) genetik bir tiir prion hastalig1 olarak tanimlanmugtir.

Cogunlukla thalamus’u etkileyen FFI, normal uyku-uyaniklik dongiisiiniin
bozulmasi, dikkat daginikligi, sempatik sinir sisteminin asir1 c¢aligmast gibi
belirtilerle tanimlanir (Collins et al., 2001; Aguzzi et al.’den, 2009). Bazi
vakalarda, 129. kodon iizerindeki bir polimorfizmin FFI ile iliskili oldugu
belirlenmigse de (Goldfarb et al., 1992; Aguzzi et al.’den, 2009), farkli caligsmalar
bu durumun bir kesinlik tagimadigina isaret etmektedir (Zarranz et al., 2005;
Aguzzi et al.’den, 2009).

4.1.3 Gerstmann-Straussler Hastaligi (GSS)

Gerstmann-Straussler hastaligi, ya da Gerstmann-Straussler-Scheinker
hastaligr (Ing. Gerstmann-Straussler-Scheinker syndrome; GSS) olarak bilinen
hastaliga ait ilk kayitlar 1930’lara dayanmaktadir (Gerstmann, 1928; Gerstmann et
al., 1936). GSD’nin bir prion hastalig1 olarak tanimlanmasi ise ancak 1980’lerde,
GSS’li hastalardan aliman beyin dokusu oOrneklerinin primat tiirlerine aktarimi
sonucu siingerimsi ensefalopati’nin gozlenmesi sonucu miimkiin olmustur
(Aguzzi et al., 2009). Her ne kadar GSS’nin bulasict bir hastalik olduguna dair
bulgular varsa da (Hsiao et al., 1989; Tateishi et al., 1988), hastaliga neden olan
mutasyonlarin niteliginin hastaligin bulasiciligini belirledigi diisiiniilmektedir.
GSS’de belirlenen mutasyonlar ve bu mutasyonlarin gen yapisi lizerinde yer aldigi
bolgeler Sekil 2.1 iizerinde belirtilmistir.

4.2 Hayvan Prion Hastaliklar1

Hayvanlarda goriilen prion hastaliklarinin en 6nemlileri arasinda koyunlarda
goriilen scrapie; ve siirlarda goriilen sigir siingerimsi ensefalopatisi (Ing. Bovine
spongiform encephalopathy; BSE) yer almaktadir.

4.2.1  Scrapie

Ozellikle koyunlar1 ve kegileri etkileyen bir ndrodejeneratif hastalik olan
scrapie, bulasic1 siingerimsi ensefalopatiler (Ing. Transmissible spongiform
encephalopathies; TSEs) olarak bilinen hastaliklardan birisidir. Prion proteininin
pathogenic sekli olan PrP*nin hastalik etkeni oldugu diistiniilmektedir.
Hastaligin ilk belirtilerini huydaki ve davranislardaki degisiklik olusturmaktadir.

Sabit nesnelere siirtlinme, dengede bozukluk, kilo kaybi, 6n ve arka tiyeleri 1sirma



davranis1 hastaligin diger belirtilerini olusturur. Biitiin bu etkilerin ortaya ¢ikmasi,
hastalik etkeninin canliya bulasmasindan sonra oldukc¢a uzun (2 yildan 5 yila

kadar degisen) siirebilir.

Prion proteinini kodlayan gen olan PRNP iizerinde yer alan 136., 154. ve
171. kodonlardaki farkliliklar sonucu olusacak amino asit diizeyindeki
degisimlerin, koyunlarin scrapie hastalifina yatkinlik derecesini belirledigi ortaya
konulmustur (Goldmann et al., 1994; Westaway et al., 1994; Tranulis et al.,
1999). 136. kodon alanine (A) ya da valine (V) amino asitlerini; 154. kodon
arginine (R) ya da histidine (H); 171. kodon ise glutamine (Q) ya da arginine (R)
amino asitlerini kodlayabilir (Cizelge 4.2). Dolayisiyla PRNP geni i¢in 27 olasi

genotipten s6z etmek miimkiindiir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 PRNP genine ait 136., 154. ve 171. kodonlar i¢in olasi genotipler ve bu
genotiplerin scrapie’ye yatkinlik/direng ile iliskisi (Cornell Sheep Program,
2010).
Kodonlar Belirlenen scrapie
136 | 154 171 direnc indeksi®
AA | RR QQ 3
AA | RR | QR 9
AA RR RR 13
AA | RH | QQ 3
AA | RH | QR 9
AA RH RR 13
AA HH QQ 3
AA | HH | QR 9
AA HH RR 13
AV | RR | QQ 1
AV | RR | QR 7
AV RR RR 11
AV | RH | QQ 1
AV | RH | QR 7
AV RH RR 11
AV | HH | QQ 1
AV HH QR 7




AV | HH | RR 11
VW | RR | QQ 0
VW | RR | QR 6
W | RR | RR 10
VW | RH | QQ 0
W | RH | QR 6
VW | RH | RR 10
VW | HH | QQ 0
VW | HH | QR 6
VW | HH | RR 10

®Index, her bir kodon i¢in belirlenmis degerin
toplamini ifade eder.: 136. kodon: AA=3, AV=1,
VV=0; 154. kodon: RR=RH=HH=0; 171. kodon:
RR=10, RQ=6, QQ=0. Rakamsal olarak biiyiik
degerler scrapie’ye daha yiikksek bir direng

seviyesini belirtmektedir.

Cizelge 4.2 PRNP geni iizerinde yer alan ii¢ 6nemli polimorfizm
(Hunter et al., 1997°den alinmugtir).
Kodon Olas1 amino asitler Tek-harf sembolii

136 Valine Vg

Alanine Auzs

154 Arginine Riss

Histidine Hiss

171 Arginine Riz

Glutamine Qunt




4.2.2 Sigir Siingerimsi Ensefalopati (BSE)

Sigir siingerimsi ensefalopati (Ing. Bovine spongiform encephalopathy;
BSE) ya da halk arasinda bilinen ismiyle “deli dana hastalig1” (Ing. mad cow
disease), sigirlarda goriilen, beyin ve omuriligin siingerimsi dejenerasyonuna
neden olan ve istisnasiz Olimle sonuglanan norodejeneratif bir hastaliktir.
Ingiltere’de yapilan ¢alismalar 1s131nda bu epizootigin normalde herbivor olan
sigirlarin, et ve kemikten olusan hayvan artiklar1 ile beslenmesi sonucu hizli bir
sekilde yayildig1 ortaya konulduysa da, hastaligin ilk olarak nasil ortaya ¢iktigi

hala belirsizligini korumaktadir.

Hastaligin molekiiler temelinde, hiicresel prion proteininin patojenik sekline
doniismesi yatmaktadir. Bu doniisim PRNP gen yapisinda meydana gelecek
mutasyonlar nedeniyle gerceklesebilecegi gibi, protein katlanmasinda
kendiliginden ortaya ¢ikabilecek bozukluklar sonucunda da ortaya ¢ikabilir. Richt
ve Hall tarafindan sigirlar iizerinde yapilan calismalarda, sigir PRNP geninde
belirlenen E211K mutasyonunun BSE ile iliskili oldugu ve bu mutasyonun gCJD
ile iliskili E200K ile benzerlik gosterdigi kesfedilmistir (Richt & Hall, 2008).

4.2.3  Hayvanlarda Goriilen Diger Prion Hastaliklar

Scrapie ve sigir siingerimsi ensefalopatisinin yam sira, gesitli geyik tiirlerinde
goriilen kronik tiikenme hastaligi (Ing. chronic wasting disease; CWD) ve
kedilerde goriilen kedi siingerimsi ensefalopatisi (Ing. feline spongiform
encephalopathy; FSE) hayvanlarda goriilen diger prion hastaliklar1 arasinda yer

alir.
4.3 Prion Hastaliklarinin Tedavisi

Bilinen biitiin prion hastaliklar1  istisnasiz  bir sekilde oliimle
sonu¢lanmaktadir ve bu hastaliklarin tedavisi i¢in heniiz etkili bir yOntem
gelistirilememistir. Prion hastaliklarinin tedavisinde karsilasilan belki de en temel
sorun, hastaligin belirtilerinin goriilmeye basladigi ana kadar beyin dokusunun
cok fazla hasara ugramis olmasidir. Belirtilerin bdylesine ge¢ goriildiigii bir
hastalig1 tedavi edebilmek pratikte ¢cok zor oldugu i¢in, su ana kadar denenen

yontemler ancak hastaligin gelisimini yavaslatmay1 amaglamaktadir.

Hastaliklarin asamali bir sekilde izlenebilmesi i¢in oldukca yararli araglar
olan biyobelirtecler (Ing. biomarker), prion hastaliklarmin erken teshisi icin
olduk¢a 6nemli bir potansiyele sahiptir. Prion hastaliklariyla iliski biyobelirtegler
iizerine ¢aligmalar yaklasik 20 y1l Oncesine dayanmaktadir (Huzarewich et al.,
2010). Tau proteini ve 14-3-3 protein ailesinin bir {iyesi, siklikla kullanilan ve



kesinlik/dogruluk diizeyi oldukc¢a yiiksek olan iki biyobelirtectir (Green et al.,
2001).

Prion hastaliklarimin ortak ozelliklerinin temelinde PrP®’nin pathogenic
sekli olan PrP** nin beyin dokusu basta olmak iizere hastalikla iliskili diger
dokularda birikmesi yer almaktadir. Dolayisiyla, i) PrPC ii) PrP®-PrP*° déniisiimii
ve iii) PrP* prion hastaliklarinin tedavisi i¢in olasi ii¢ hedeftir. In vitro ve in vivo
deneysel prion modellerinde yapilan ¢alismalarda prion hastaliklarinin tedavisi

i¢in ¢esitli yontemler denenmistir (Cizelge 4.3).



Cizelge 4.3 Prion hastaliklariin tedavisi i¢in denen yontemlerin siniflandirilmasi
(Trevitt & Collinge’den degistirilmistir, 2006).
Yaklasim/Hedef Kullanilan Yontem Ornekler
Cesitli Bilesikler Polysulphated polyanionic HPA-23, DS, PPS, heparan
bilesikler sulphate ve analoglar1
Polyamine bilesikler Dendritic polyamine’ler,
polysaccharide-oligoamine
bilesikleri
Tetrapyrrole bilesikler Phthalocyanine’ler,
porphyrin’ler
Tetracyclic bilesikler IDX, tetracycline, doxycycline
Tricyclic bilesikler Acridine’ler, phenothiazine’ler
Peptide’ler B-yaprak kirict peptide’ler
Tarama Sonucunda Hiicre kiiltiirii taramalari Cesitli yeni bilesikler
Kesfedilen Maddeler

In vitro taramalar

Cesitli yeni bilesikler

Bagisiklik Sistemini Hedef

Alan Yontemler

Antikorlar

Monoclonal, polyclonal,

scFv’ler

Aktif / pasif bagigiklik

kazandirma

Bagisiklik sistemi

CpG, interferon; NSAID’ler,

uyarimi/baskilama steroidler
PrP®yi Hedef Alan RNAi yontemi ile PrP®nin
Yontemler susturulmasi (knock-out)
Diger Yaklasimlar PrP-dimer’lerinin  transgenic

olarak ifade edilmesi

RNA aptamer’leri

Antiviral maddeler

Bakir-araciligi ile miidahale

Bakar chelator’leri, bakir

Cesitli bilesikler

DMSO, curcumin, statin’ler




PrPC ifadesinin transgene araciligi ile susturulmasi hayvan prion hastaliklar
i¢cin bir ¢6zlim olasilig1 tagisa da, yontemin insanlarda su asamada uygulunmasi
miimkiin degildir (Whilte & Malucci, 2009). Dolayisiyla, PrP® ifadesini
susturmak i¢in disaridan bir miidahale yontemi gelistirmek gereklidir. RNA
interference (RNAi) yonteminin kesfedilmesiyle birlikte, bu yontemin prion

hastaliklarinin in vivo tedavisi igin kullanilmasi popiilerlik kazanmustir.

Gen ifadesinin transkripsiyon sonrasi susturulmasinda gorev alan dogal bir
yontem olan RNAi, bir ¢ok canlinin metabolizmasinda aktif olarak gorev
yapmaktadir. Hiicre igerisindeki RNAi1 mekanizmasi hem hiicrenin kendisinde
bulunan microRNA genlerinin ifadesi ile, hem de hiicreye disaridan ¢ift zincirli
RNA molekiillerinin girisi ile tetiklenebilir. RNA molekiillerinin par¢alanmasinda
gorev alan Dicer enzimi uzun, ¢ift zincirli RNA molekiillerini yaklasik 20
nucleotide uzunluktaki, small interfering RNA’lara (siRNA) ayirir. siRNA ve
microRNA molekiilleri, RNA-induced silencing complex (RISC) yapisina katilir
ve kendi dizilerine es 6zellik gosteren hedef mRNA molekiillerine baglanarak,
onlarin parcalanmasina, kararsizlifina ya da okunmasinin engellenmesine neden
olur (Winter et al., 2009).

Golding ve arkadaslarinin keg¢i ve sigirlarda yaptigr ¢aligmalarda, Prp°©
ifadesi embriyonik diizeyde lentivirus araciligi ile verilen small hairpin RNA’lar
(shRNA) araciligi ile susturulmustur (Golding et al., 2006). Gelecekte bu yontem
ile PrPC ifadesi gostermeyen, dolayisiyla da prion hastaliklarina karsi direngli

hayvan irklarinin iiretilmesi ve gelistirilmesi miimkiin olabilir.



5. KULLANILAN YONTEMLER
5.1 Koyun Kanindan Genomik DNA Elde Edilmesi

10 adet kog ve 10 adet koyundan 2 ml’lik EDTA’] tiiplere kan alinmistir.
Almman kan oOrneklerinden, QIAamp Mini DNA Isolation Kit (QIAGEN)
kullanilarak, belirtilen DNA izolasyon islemine uygun sekilde genomik DNA elde
edilmistir. Elde edilen genomik DNA’lar, son hacim 50 pl olacak sekilde ultrasaf
su (HyClone) icerisinde ¢oziilmiis ve kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanmuistir.
Elde edilen genomik DNA’larin kalitesini belirlemek i¢in 6rnekler agarose gel
electrophoresis yontemiyle incelenmistir. Bunun i¢in hazirlanan % 0.8’lik agarose
gel,1X LB (10 mM lithium borate, pH 8.5) tampon ¢ozeltisi igerisinde 200 V’da
30 dakika boyunca yliriitiilmiistiir.

5.2 Koyun PRND Gen Dizisinin incelenmesi

National Center  for  Biotechnology  Information’a  (NCBI;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ait veritabanlar1 kullanilarak koyun (Ovis aries)
PRND gen dizisi bulunmustur (Accession Number: AF394223.1). Hem NCBI
veritabani, hem de ¢esitli yazilimlar (Sequence Scanner, MEGAS) kullanilarak
PRND gen dizisi incelenmistir (Sekil 5.1).

5.3 Primer Tasarimi

Bu ¢alismada, koyun PRND genine ait exon ve promoter bdlgeleri ve bu
bolgelerin etrafinda kalan bolgelerin (flanking regions) Polymerase Chain
Reaction (PCR) yontemi ile ¢ogaltilmasi amaglanmigtir. Bu iki bolgeyi 6zgiil
olarak ¢ogaltabilmek icin gereken iki farkli primer ¢ifti, NCBI veritabanina ait
Primer/BLAST araci kullanilarak tasarlanmistir (Cizelge 5.1).

Cizelge 5.1 Tasarlanan primer giftleri ve dzellikleri. Primerlerin PRND gen

dizisi iizerinde nereye baglandig Sekil 5.1°de gosterilmistir.

Gen Primer Dizi Uriin
uzunlugu

PRND exon 2 | Forward ACACACAGGAGGGGACATGGGA

1166 b
Reverse TGGCCATCGGCATCAATCATTTCG ¢

PRND Forward CACATTCAGGAAGAGTGATGTACCCC
promoter 1184 bg

Reverse AGCAGAGCCTGCTTAGATGGTCTT



Sekil 5.1 Koyun (Ovis aries) PRND geninin FASTA formatinda gésterimi. Exon 1 ve 2
dahil olmak iizere tiim kodlayan diziyi (cds) igermektedir (AF394223.1;

EntrezGene).

GAAT TEACATECACCARCAGTCATETACCCEACACTCCACGGGAATGTGCTTCCACACTCTTGTGCCTGGAAACCTTCTAGG
CATGCCCTGTGTACCTCTTCATCTAGCTGTTCATTTATATCCTCCTTAATCAAACAGAAATAGTAAGTTTAAAATATTTTTA
ATAAATAAGATAAATTAAAGTCACCTCTCAAGTCCTTCTGGCCTTTTACCAAGTCTTCACATGGTGTTTATTGGTGTTATTA
GTAAAGAGTAATGAAAGGGCCATCTGTCTCAAGGCAAAGAAGGACTTGGAACCCCTGATTGGTCCTGCCAGAGGAAAGGCTC
CCATATTTGGAAAGCAGCAGGAATGCACCTCCCCCCTGCAGCTCCTACATAGCTAGGCAGGTCCAGGAGTATGTGCAGAAGG
TGCACAAGAGGACAGTGTGCCCGTGGCTCCAGAGGTGCGTCAGAGAGATCCTAAGGTATGTGGGGAGCAGAGTTTATGTGTG
ATAACCATTTCTGTGGCCAGGGCTGTTCATTTTTAATACCACTACAAACCATGCAGTGATTTCTTGAATCTCACCTCCTGGG
ATGGGTCCCAAGTCTGGGGACACTTGAGAGAAGATTCAAACATCACTGGAGTTCCTGTCTATGTTTTGGTGCTGTAATAAAA
TGCTAGCTTAAGGGTTGGCTGGTTAGGATTTTCTTTTGCTTTTAAGCCTTTGCCTCTGAAGACTAATCTATTTCTCAAGGTC
TCTATGCTTTTATTTTTTAATTTGATGCATGCATAATTTATGCTATTATTCTTATTTAAAGCT TGTCTGAGCTCACTGTGAT
TGGTGGGCAATGATGAATGGGATGCTGGAAGGCTAGGTGCTCAGGCTGCTGCCTGGCACACTCATGCCCACCGTGGGCCAGT
GACTAGGTGATGTCTGCATGTAAAGAGAGGTCAGCAGAGGCCTCTTTGCAGAAGTCCAGAGAAGCATGGATGTGCATGCAGT
TAGGTTGCATTTTGCCTATTTTTCTGCATAAGAAGCTGTGTCACACTAGAGTTGAATATTTTGACCAAAGAAGTACCAATCA
TTTTAAGGAATTCTGCAGGAGGGTATCTTAGGGCCTAAGCAAGATAAACTTGTCAACCTCCTTCAGCTCTGGCACTGGTGAA
CTCAGGARATCTCCTAGRAGACCATCTAACCACGCTCTGCTATTGTAACTCTCTGTGTATTCCTGATCCACATGGACAAAGG
TCCAGGTGCTGAATATCCTGAATATTTGACCTTAAGAGATGGAGTTCCACAATAGCTATTGTAGT TTCAGGAACCAGTTGTG
ACTAACTACCAGACTGGGGGCCTTAAGGAGGAGGGATATTTCCTGAGGTCATCAGCAGTCTTTCAGATGTCTTGGGGCCAGA
TTGACTCTTGGTGCTTCCCCAAGCCCTCTTGTCCTTCCTCTTATTTCATTTCCTCTGAAATTCTTCACAGGCTCTGCTGTTC
ACTTAACTGAGGGGCCATCAGAGCTGCTATTCACTTAACCTCATGCCCAGTGACTCARAAGCACCATCCCCTTCAGCAGCTC
AAAAGGGTAATGGGACATGGCCCTTGGGTACCTGGGAAAAGCATCACAGAGCTGGATTCAAATCTGCCCCCATTCTCTGCTG
TTGTGTGGCCTCAGGAAAATTACTTAACTTCTGAAACCCAATACAACT TTATAAAGTGAGGATAATAACATATCTACCCCAT
GTGAGAATTAAGTTAGGCAATGTCAGCAGCTGGCATGGTATGTGCAATAAGAAGCTGGTTGAGGGAGGAGGGTGGGACCCCA
CTCTCCCCAGGATGTGATTAGAAAAGATATCCATGAATAATCAAATTGCCTGTTGCAACTTCTGATCTGTCTGAGAAAACCA
AGATCACCATCCTGAATGGTGTAATTTCAGGCCAGAGCAAGAAACTTGGTTTTGACTTAACCCTATGCAGACCAAGCCTGGG
AAAACAGTTATGTTTCAGGAAAAATGTAAAAGGTGCAAGAATGACATTCCTCTCARAGAGTCTTCTACACACAGGAGGGGAC
ATGGGAGACTCAGAACTCCACTGAGGAAGTTAACTGCTCCAGCCTTTTCTGTTGCAGATTCCGACACAATGAGGAAACATCT
GGGTGGATGCTGGTTGGCCATTGTCTGTGTCCTGCTCTTTAGCCAACTCTCCTCAGTCAAGGCGAGAGGCATAAAGCACAGA
ATCAAGTGGAACCGGAAGGTCTTGCCAAGTACCTCCCAGGTCACGGAGGCCCACACTGCGGARATCCGCCCAGGGGCCTTCA
TCAAGCAAGGCCGAAAGCTGGATATCAACTTTGGAGTGGAGGGCAATAGGTACTATGAGGCCAACTATTGGCAGTTTCCTGA
CGGCATCCATTACAACGGCTGCTCCGAGGCCAATGTCACCAAGGAAAAGTTTGTCACCAGCTGCATTAATGCCACCCAGGTG
GCAAATCAAGAGGAACTGTCCCGTGAGAAACAAGACAACAAGCTTTACCAGCGGGTCCTGTGGCAGCTGATCAGGGAGCTCT
GCTCCATCAAGCACTGTGACTTTTGGTTGGAARAGGGGAGCAGGACTTCAGGTCACTCTGGACCAGCCCATGATGCTCTGCCT
GCTGGTTTTCATTTGGTTTATTGTGAAATAAGCTTGCAGGCAAGTTGGCAGCCACAGAGATCAATAGGCAAGCAAACCATAR
GCAAGTTATTCCAGTTCTTCTCCTCTAACCCCAAACCCCACGTGTTCTGAAGGTACCARAGAACAGTGTGATTGATTCTTTA
GCGCTTGAAATAGCACTCCCAAGTATTCATTCAGGTGTTTGATTATATTTGATAAATGTGTGGGTATCAATCCTCTCCAGGT
TCTACCTAAAGTTGGCTTGTTCATCATTGCATTCTCAACTCTGGTGTAGCATCTGGCCCACCATATTATGCAATAAATGTTT
GGTAAGCAGATAARAGAATGTGCCAGGGACCATACCAAGCACTTCACAATGCTTCCTGACAACTCTCAGAGGTAGGTGTAAT
AAGTGTTATTCTCTTGGTATAGATGAGAAAATTGAGGCTCCAAGAAGTAAAATAGTAAAGTAGTTAGAAAGTATCAGCCATA
ATTCAACCCTGGCTTATCTAACCCAGATTCCTGCTCTGTACATTTCTACTTTTGGAAATACGAAATGATTGATGCCGATGGC
CACATTTTTGATAACTTATTACATGGAAGTTAATTAGTTTAATTAAAGTAAGATATAATGAAGGAATTAAGCTAAAATATAA
ATAAAATCTAGACAAATGTCCATATTGCCTAGTAAGGAAGTATTACCAGCTTGATTCCTGGAGTAGTCTAGATCTATGGCAT
AAAGATGTTTTTTCACAAGAAGTATAAGTATTTGCTACTCGCATCTCTGAAGTAGTTAATGTATTTAAGAAACTATTTCTAA
ATGATAAATTTCCTTTCTAATGTTCCTCCAACCGTGTGTGCATGTTTTTAGGTATACATGCATACAAGCATCTTTAAATATA
TTCCCTTTATACAGGTGCTCCATACAATCTCCAGTCATTCTTTTACTGCTACTTTGGTGAGGGGCCATCATTTCCATGAACC
ACTTACAGCTTCAAAAACACAATTCCTCAGTAGAAAGGTTAAAAATAAAATATATATTTAAGAAGATCAATTAATGTATTCA
TACATGCCCTAATTAAGAATTATCATTAGTTAAACTACATTTATATTACAAAATATCAATACAGT TTAAATAAAAATAATGA
ATCTAATACTCTAARAGATGCCCCCAGAGGCTCTCTGAGGATATGCTCAGAGTACCCAGCCCCCACCCTCAGGAGTTGTTGA
ACCATATTTGGTGATAAAAGTTGCTGAGTATTATCAATTGTCTGTATGGGTGAAAAAATGTGCATTGTCAGATGATTTTATC
CAAAGTATTTTAARATGTGAGTGTTGATAATGGTACCTCTTGTTCTGAACCTCCACTGCTAATCAGTGTTCTTCTCAAGGAT
ACAGTTGGAAGGTTTTTATATAGAAAGCCAGTGTCTTTCCTCATTTCATTAATAGTTCCAGAAACCAGATTTAAGTGGGTGT
GTAGTGAATTGGTATATAGTGATTTAAATGTCAAATTTATTATTGGAACTTTAAATTGATTCCATATTTATTTGAACATCCT
TGCTCATGTTTATGAATTATGAGATCCAGTCAAGGCTTTGTGAGTCTAGTTTTTCACTTTAACAAAGGTTGGTCAAGTGCCT
ACTATGTATAAGACATTGTGAAGGATTTCTGAATTATTCTTGATGGAGTCATTTTAAAAGTGAATAATTTCACCAACCATTG
ATTTCTTGTCTCTTCTAAGCATTCATTTAAAAATATGTTTATTGTAAAAATGGCACTAAAATTACAACAGAAATCCAAAACC
AAACACTGCCCACAGTTCCAGCATCTGATTGTCAGTGTTCTCATTTTGCCCTATAACCTCCTGGTCCTTACCATTTGCATAT
ACAAATGTACATATTTGCAATAATAATTTAAGTGATCATATATATTCTAAATTTTTGCTCAACTTTGTTCTATGCTTTTTTC
ATTTTTCTATGATTTAGGGGTTCTTGCCTCCTGCTGCCTTCCCCAACCCACTCTCCTTCCTGCCTGAGATGTAGCCTCCATG
CTTTCATTGTGCTCAGATAGTTTTTTGTTTGATCACTTAAAAAAAATACTGTAATCTGGAGGGGTGGTATGGGGAGGGGAGA
GGGAGGGGGCTTCAGGATGGGARACATGTGTATACCTGTGGCAGAT TCATGTTGATGTATGGCAGAACCAATACAGAATTGT
GAAGTAATTAACCTCCAATTAAAATAAATCAATTTATATTAAAAAAATACTGTAATCATACAACTCGCATTTATTCTTCTGC
AG



Sekil 5.2 Primerlerin PRND gen dizisi tizerinde baglandig1 bolgeler.
a) Promoter bolgesini ¢ogaltmak i¢in kullanilan primer ¢iftleri, PRND gen dizisi
iizerinde 6. ve 1189. bazlar arasindaki bdlgeyi ¢ogaltmaktadir. b) Exon 2’yi
cogaltmak icin kullanilan primer ¢iftleri, PRND gen dizisi tizerinde 2035. ve

3200. bazlar arasindaki bolgeyi cogaltmaktadir.

a

0 950 1900 2850 3800 4750

b
0 950 1900 2850 3800 4750

)

5.4 Koyun PRND Geninin PCR ile Cogaltilmasi

Koyun PRND genine ait exon 2 ve promoter bdlgeleri, iki farklt PCR iglemi
ile gogaltilmigtir. Her iki tepkime i¢in PCR kosullar1 Cizelge 5.2°de belirtilmistir.
Pipetleme hatalar1 ve olas1 kontaminasyonlar1 engellemek i¢in her PCR 6ncesinde
“mastermix” hazirlanmis ve esit hacimde olacak sekilde 0.2 upl hacimli
mikrotiiplere dagitilmistir. Her bir tepkime, icerisinde 1 U DreamTaq Green
Polymerase (Fermentas), 1X Reaction Buffer (Fermentas), 0.2 mM dNTP karisimi1
(Fermentas), 0.2 pM forward ve reverse primer (IONTEK), ve 50-100 ng DNA
olacak sekilde hazirlanmig; bu karigim iizerine toplam hacmi 25 pl’ye
tamamlayacak kadar ultrasaf su (HyClone) eklenmistir. Elde edilen PCR
trtinlerinin kalitesini ve dogrulugunu belirlemek i¢in Ornekler agarose gel
electrophoresis yontemiyle incelenmistir. Bunun i¢in hazirlanan %1.5’lik agarose
gel,1X LB (10 mM lithium borate, pH 8.5) tampon ¢ozeltisi igerisinde 200 V’da
30 dakika boyunca yiiriitilmiistiir. Elde edilen PCR fiiriinleri, dizi analizine
gonderilinceye kadar -20 °C’de saklanmustir.



Cizelge 5.2 Kullanilan PCR kosullari.
Exon 2 Promoter Bolgesi

Kosul Siire

94 °C 2 2’

94 °C I 12» 1’ 12>

59 °C 1’ 12> 1’ 12” 30 dongii
72 °C 12’ 1’ 12>

72 °C 10° 10°

4°C 00 00

5.5 PCR Uriinlerinin Dizi Analizi

PCR iriinlerinin dizi analizi, RefGen Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji
Sirketi tarafindan gergeklestirilmistir. Dizi analizi i¢in kullanilan yontem ile ilgili

ayrintil bilgiye, Girig boliimiinde yer alan*“Dizi analizi yontemleri” baslig altinda

ulasilabilir.

5.6 Dizi Analizi Sonuglarinin Yorumlanmasi

Dizi analizi sonucunda elde edilen chromatogram’lar, Sequence Scanner
v1.0 (Applied Biosystems, USA) yazilimi araciligi ile goriintiilenmis ve kontrol
edilmistir. Elde edilen diziler, novoSNP (VIB & University of Antwerp) yazilimi

kullanilarak olas1 SNP’lerin varligi i¢in incelenmistir.




6. SONUCLAR VE TARTISMA

Sekil 6.1 Koyun PRND genine ait exon ve promoter bolgelerinin PCR ile ¢ogaltiimasi
sonucu elde edilen iiriinlerinin gel goriintiisii. Ex:Exon, Pr:Promoter, D:Disi,

E:Erkek, M: 100 bp DNA marker, (-):Negatif kontrol.

M ExD1 ExD2 ExD3 ExD4 ExD5 () M PrD1 PrD2 PrD3 PrD4 PrD5S () M

M ExEl ExE2 ExE3 ExE4 ExES () M PrE1 PrE2 PrE3 PrE4 PrE5 () M




Sekil 6.2 PCR iirtinlerinin dizi analizi sonuglarinin incelenmesi. Kirmizi renk diisiik
kaliteli (daha az giivenilir) nucleotide’leri ifade ederken, mavi renk ise yliksek

kalitede nucleotide’leri ifade etmektedir.
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Sekil 6.3

Farkl1 nitelikte DNA dizilerine ait chromatogram’larin
karsilastirilmasi. a) Degerlendirilebilir ve iyi kalitede bir dizi analizi

sonucu. b) Degerlendirilemeyecek ve kotii kalitede bir

analiz sonucu.
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Cizelge 6.1

Koyun PRND geni iizerinde bulunan tek niikleotit degisimleri.

Cinsiyet Bolge Konum Degisim Degisim
(Promoter/Exon) | (Niikleotit) Tiirit

Disi Exon 2196 G>A Es anlamli

Disi Exon 2269 A>T Es anlamli

Disi Promoter 212 A>C -

Disi Promoter 214 C>A -

Disi Promoter 216 A>G -

Disi Promoter 217 G>T -
Erkek Exon 2196 G>A Es anlamli
Erkek Promoter 212 A>C -
Erkek Promoter 214 C>A -
Erkek Promoter 216 A>G -
Erkek Promoter 217 G>T -

Sekil 6.4

a

PRND geni promoter bdlgesinin transkripsiyon etkenleri i¢in analizi.

a) Disilerdeki PRND promoter bdlgesini, b) erkeklerdeki PRND promoter

bolgesini gostermektedir.
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Sekil 6.5 PRND geni promoter bélgesinin disi ve erkeklerde ¢oklu hizalama sonucu.

pri1i?  priz  prig  pr247  pr3 pral  pra2a praso pro
(797 bp) (753 bp) (776 bp) (785 bp) (767 bp) (705 bp) (769 bp) (777 bp) (758 bp)

prii 0995 0978 0096 0979 0990 0895 0988 0989 0960
(773bp) 100% 100% 100%  S9%  99%  B9% 98 99% 99 %
prii7T 0078 1000 0991 0083 0894 0087 008 0068
(797 bp) 100% 100% @ $9%  99°%  99% 9% 99%  99%
priz 0978 095 0679 08% 0983 09061 0063
(752 bp) 100%  90% 100%  99% 100% 90% 100%
pria 0081 00090 0895 0088 0000 0.060
(776 bp) 90% 90% 09% S0%  00% 09%
praar7 0871 0001 09882 0000 0045
(785 bp) @9, 099%  90% Q9% 00%
pr3 0895 0088 0080 0060
(767 bp) 99% 100%  99%  99%
prai 0800 0007  0.894
(705 bp) 90% 00% 09%
praza 0087 0982
(769 bp) 9% 09 %
praso 0.956

{777 bp) 09 %



2000’11 yillarin basinda ortaya ¢ikan ve toplumda “deli dana hastalig1”
olarak bilinen si8ir siingerimsi ensefalopati salginina, hastalik tasiyan hayvanlar
kullanilarak elde edilen yemlerin diger hayvanlar1 beslemek i¢in kullanilmasinin
neden oldugu bilinmektedir. Yakin zamanda basta baliklar olmak iizere diger
canl tilirlerinde de prion-benzeri proteinlerin var oldugunun belirlenmesi, prion
hastaliklarinin bir kez daha tiirler arasi bir aktarima ugrayip ugramayacagi
sorusunu beraberinde getirmektedir. Bu nedenle prion gen ailesinin ve prion
proteinlerinin evrimsel siirecte nasil sekillendigi ve degisime ugradigmin aciga
cikarilmasi, bu hastaligin bulasic1 dogasinin molekiiler diizeyde anlasilmasina

yardimei1 olacaktir.

Prion protein ailesi amino asit diizeyinde oldukca farkli olmakla birlikte,
protein yapilarinda korunmus bir ¢ok temel 6zellik bulunmaktadir. Biitiin prion
proteinleri GPI-bagina sahip olup, hiicre disinda yerlesim gosterir. Ayrica biitiin
prion proteinlerinde N-glikozillenme bdlgeleri bulunur. Bir diger ortak 6zellik ise
protein yapilarinda bulunan disiilfit bagidir. Doppel proteininde iki adet disiilfit
bag1 bulunmasi, biiylik olasilikla bu proteinin diger prion proteinlerine gore daha
kararli yapida olmasina katkida bulunur. Ayrica, fazladan bir disiilfit baginin
Doppel’in PrP® nin patojenik doniisiimiine benzer bir donlisliim siireci gegirmesini
engelledigi iddia edilebilir. Doppel’in herhangi bir prion hastaligr ile iliskili
olmamasi da bu goriisii desteklemektedir. Kurbaga prion proteini hari¢ bilinen
biitiin prion proteinlerinin yapisinda tekrar bolgeleri (dortlii, altili ya da sekizli)
bulunur. Prion proteinlerinin belki de en karakteristik 6zelligi, protein yapilarinin
ortasinda yer alan ve PrP®-PrP*® doniisiimii i¢in gerekli olan su-sevmeyen amino
asit dizisidir. Biitlin bu 6zellikler g6z 6niine alindiginda, Doppel proteini PrPC’nin
yalnizca C-ucu kismina benzer ve yapisinda tekrar bolgelerinin ve su-sevmeyen
bolgenin olmamasi nedeniyle diger prion proteinlerinden ayrilir (Premzl et al.,
2004).

Karsilastirmali genomik, gen dizilerinin incelenmesi i¢in olduk¢a yararl bir
yontemdir (Premzl & Gamulin, 2007). Lee ve arkadaglar tarafindan prion gen
ailesi lizerinde yapilan ilk karsilastirmali genomik incelemede, prion gen ailesi
tiyelerinin iki ya da li¢ exon’dan olusan benzer bir gen diizenlenisine sahip
oldugu, ve evrimsel siiregte PRNP genlerinde 6nemli miktarda transposable
element birikimi gerceklestigi bulunmustur (Lee et al., 1998). Ayrica, memeli
PRNP ve SPRN genlerine ait promoter bolgelerinin CpG adalar igerdigi, buna
karsin dokuya 6zgii gen ifadesi gosteren PRND ve PRNT genlerine ait promoter
bolgelerinde CpG adalarinin bulunmadig: ortaya ¢ikarilmistir (Lee et al., 1998;
Comincini et al., 2001). Bu bulgular goz Oniine alindiginda, epigenetik

mekanizmalarin prion gen ailesi iiyelerinin ifadelerinde farkli géreve sahip oldugu



ve cinsiyete bagli olarak farkli gen ifadesi gosteren PRND ve PRNT genlerinin

ifadelerinin diizenlenmesinde rol oynamadig1 sdylenebilir.

PRNP geni ile aym1 genomik bdlgede bulunan ve Doppel proteinini
kodlayan PRND’nin evrimsel siiregte PRNP’den eslenerek ortaya ¢iktigi
diistiniilmektedir (Mastrangelo & Westaway, 2001). Yakin zamanda kesfedilen ve
PRNP geninin paralogu olan SPRN’nin varligi bir ¢ok canlida belirlenmistir
(Premzl et al., 2003). Shadoo proteinini kodlayan SPRN gen dizisi, evrimsel
siirecte PRNP’ye gore daha fazla korunmustur. Prion gen ailesinin en yeni iiyesi
olan PRNT’nin, su ana kadar yalnizca insanlarda var oldugu (Makrinou et al.,
2002) bilinmekte, elde edilen bulgular bu genin PRND 'den eslenerek ortaya
ciktigini isaret etmektedir (Premzl et al., 2004).Yapilan diger ¢alismalar, PRNP ve
SPRN genlerinin memelilerde ve baliklarda, PRND geninin yalnizca memelilerde,

PRNT geninin ise yalnizca primat tiirlerinde var olduguna isaret etmektedir
(Premzl et al., 2004; Choi et al., 2006; Rivera-Milla et al., 2006)

Premzl ve arkadaslari tarafindan memeli prion genleri ilizerinde yapilan
karsilastirmali incelemeler, SPRN ve PRNP genlerine ait birbirinden farkl
ozellikte genomik bolgeler oldugunu gostermektedir (Premzl et al., 2004). Elde
ettikleri bulgular, SPRN’ye ait genomik bdlgede herhangi bir transposable
element’in olmadigini; buna karsilik PRND genini de igeren PRNP genomik
bolgesinin ~%50 oraninda transposable element igerdigini gostermektedir (Premzl
et al., 2004). Bu bulgular 15181nda, beyine 6zgii ifadeye sahip SPRN gen yapisinin
evrimsel siirecte daha ¢ok korundugu, buna bagli olarak SPRN gen f{irliniiniin
omurgalt sinir sistemlerinde korunmus, temel bir isleve sahip oldugu iddia
edilebilir. Cesitli omurgal: tiirlerine ait PRNP genlerinin niikleotit dizilerinin ve
iceriklerinin farkli oldugunun bulunmasi ve PRNP gen diizenlenmelerindeki
farkliliklar (exon/intron say1 ve yapilarindaki farkliliklar), PRNP genomik
bolgesinin kuvvetli bir evrimsel baskiya ugramadan farklilagtigina isaret
etmektedir (Premzl et al., 2004). Biitiin bu sonuclar g6z oniine alinarak, prion gen
ailesi lyelerinin SPRN geninin atasal seklinden farklilasarak ve eslenerek

tiirevlendigi goriisii 6ne siirlilmiistiir (Premzl et al., 2004) (Sekil 6.4).



Sekil 6.6 Prion gen ailesinin evrimi i¢in dne siiriilen bir model (Premzl et al., 2004).

ANCESTOR
A0 &TP SPEN RASSFZ  SLC23A1
I S IO S IO e

.,

s .,
/" SPRNA SPRNE

[ 1 1 - . L R |
SPANA SPANBI --_-_-_""---__SPRNEZ
[T [
MAMMALS
SPANA SPANB1 SPANB2
e
?
SPRN _~PRNP PRND
—[TETET (T e
SPRN _~PRNP _~PAND PANT
N R T E e R
FISH
SPANA SPRANB1 SPANE2
| - 1 | — [ —=
SPRNA _,—s‘iﬁ;n-e Pre-ike SPANB sﬂ’;l;]\ stPre-a
e i s s S I i S N e IR s N

Dokuya 6zgli PRND gen ifadesinin nasil diizenlendigini ortaya ¢ikarmak
icin yapilan fare modelleri lizerinde gerceklestirilen incelemelerde, embriyonik
dénemde dorsal root ganglia ve spinal cord’da Brn-3a ve Brn-3b transkripsiyon
etkenlerinin PRND gen ifadesinin diizenlenmesinde gorev aldigi (Calissano et al.,
2004) ve iki cis-acting element’in (CCAAT box ve E box) PRND gen ifadesi igin
gerekli oldugu (Nagyova et al., 2004) ortaya c¢ikarilmistir. Del Vecchio ve
arkadaglarinin sigir PRND genine ait promoter bolgesinin islevsel haritasini ortaya
cikarmak i¢in yaptig1 ¢alismalar sonucunda, promoter bolgesinde bir cok CCAAT
baglayict 6gelerin bulundugu kesfedilmistir (Del Vecchio et al., 2005). Bu
baglanma bolgelerine NFY gibi aktiflestirici 6zellikte transkripsiyon etkenlerinin
yan1 sira, CDP ve SATBI1 gibi baskilayici transkripsiyon etkenlerinin de
baglanabilecek olmasinin, PRND gen ifadesinin hassas bir sekilde diizenlenmesi
icin 6nemli oldugu diisliniilmektedir (Del Vecchio et al., 2005). Sigir PRND
genine ait promoter bolgesinde Genesis transkripsiyon etkeninin baglanabilecegi
bir yerin var oldugunun bulunmasi, PRND gen ifadesinin Sertoli hiicrelerinde
neden yiiksek diizeyde oldugunu agiklayabilir; keza Sertoli hiicrelerinde Genesis
ifadesi gergeklesmez (Sutton et al., 1996). Yine de PRND gen ifadesinin
diizenlenmesine iligkin elde edilen bulgular, gen ifadesinin embriyonik donem

sonrasinda neden testislerle sinirlandigini agiklayamamaktadir.

Prion gen ailesinin bir {iyesi olan PRND geni ve kodladigi Doppel proteini

izerinde yapilan kapsamli ¢aligmalar 15181nda, yapi-islev iligkileri ve hastaliklarla



baglantis1 basta olmak {izere bir ¢ok onemli bulgu elde edilmistir. Disi iireme
sistemi i¢in gorlniirde gerekli olmayan Doppel proteininin erkek {ireme
sisteminin saglikli ve dogru bir sekilde gelisimi igin kilit bir goreve sahip
oldugunun bulunmasi, ve PRND geni tizerindeki ¢esitli polimorfizmlerin 6zellikle
erkek hayvanlardaki iireme potansiyeli ile yiiksek derecede iliskili olmasi
nedeniyle ekonomik degere sahip hayvan tiirlerinde bu genin dogru sekilde
tanimlanip incelenmesi hayvancilik i¢in olduk¢a Onem tasimaktadir. Basta
Ingiltere, Portekiz ve Amerika olmak iizere bir ¢ok iilkedeki hayvan yetistirme
programlarinda, hayvansal iirlinlerin eldesinde verimin artirilmasi ve hayvanlarin
hastaliklara karst daha direngli hale getirilmesine yonelik yetistiricilik
programlarinda molekiiler biyoloji ve genetik bilimlerinden yogun bir sekilde
yararlanilmaktadir. Ne yazik ki iilkemizde benzer 6zellikteki ¢alismalardan sz
etmek miimkiin degildir.

Koyun PRNP geni iizerindekibir ¢cok ¢alisma, bu genin olduk¢a polimorfik
bir nitelige sahip oldugunu ortaya koymus; Ozellikle 136., 154. ve 171.
kodonlarda goézlenen polimorfizmlerin scrapie hastaligina yatkinligi belirledigi
kanitlanmistir (Baylis and Goldmann, 2004). PRNP ile karsilastirildiginda, PRND
geninin koyunlarda daha diisiik seviyede polimorfik oldugu gézlenmistir (Alvarez
et al., 2006; Pereira et al., 2009). Sigirlar ve koyunlar goz Oniine alindiginda,
PRND geni tizerinde belirlenen RS0H ve N110H polimorfizmlerinin herhangi bir
prion hastaligi ile iligkili olmadig1 belirlenmistir (Comincini et al., 2001); gene de
110. kodonda gozlenen bu degisim protein yapisindaki N-glikozillenme bdlgesini
etkileyebilecegi i¢in 6nemlidir. Kegilerde yapilan ¢aligmalarda ise PRND geninin
sigirlara ve koyunlara kiyasla daha polimorfik oldugu belirlenmistir (Uboldi et al.,
2005; Mesquita et al., 2010).

Portekiz’de bulunan c¢esitli koyun irklarinda yapilan calismalardan elde
edilen sonuglar i) PRND genine ait 26. kodonda gozlenen bir es anlamli
polimorfizm ile lireme potansiyelinin iligkili olduguna (Pereira et al., 2009), ii)
PRND genine ait 26. kodon ile PRNP geni iizerindeki 154. ve 171. kodonlar
arasinda anlamli  bir baglanti dengesizligi (Ing. linkage disequilibrium)
bulunduguna (Mesquita et al., 2010) isaret etmektedir. Ayrica, PRND G allelinin
PRNP ARR alleli ile anlamli diizeyde baglantili oldugu (D '=1.000, r’=0.026,
P=0.000); PRND A allelin varligi ise PRNP ARQ ve AHQ allelleri ile anlamli
diizeyde (D '=0.488 ve 0.189, r>=0.009 ve 0.023, P=0.004 ve 0.000) iliskili oldugu
bulunmustur (Mesquita et al., 2010). Diger bir deyisle, PRND geni i¢in homozigot

nitelikte olan bireyler, scrapie’ye en direngli grupta yer almaktadir.



Bu calismada, koyun PRND genine ait ikinci exon ve promoter bolgeleri
PCR ile ¢ogaltildiktan sonra, dizi analizine gonderilerek olas1 polimorfizmler i¢in
incelenmistir. lkinci exon’un tercih edilmesinin nedeni, Doppel proteinini
kodlayan asil bolgenin ikinci exon yapisinda yer almasidir. Promoter bolgesinin
de calismaya dahil edilmesiyle, promoter yapisinda go6zlenebilecek olasi
degisimlerin dokuya 6zgli gen ifadesi lizerindeki etkisi de arastirilmistir. PRND
geni ile iligkili onceki calismalar PCR sonrasi restriksiyon enzim kesimleriyle
yapilan analizlerle simirli kalmistir. Bu yontem olduk¢ca yaygin olarak
kullanilmasima ragmen, polimorfizmlerin her zaman restriksiyon enzim kesim
bolgelerini  etkilememesi nedeniyle ilgilenilen gen yapisindaki Dbiitiin
polimorfizmlerin ortaya ¢ikarilmasi amaci igin yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle
bu ¢aligmada PCR firiinlerini dogrudan dizi analizi yontemi ile inceleyerek, daha

once bulunamayan farkliliklarin ortaya cikarilmasi hedeflenmistir.

Geleneksel zincir sonlandirmasina dayali DNA dizi analizi yontemleri ile
elde edilen sonuglarin hem ilk hem de son kisimlarinda yer alan niikleotit
dizilerinin saglikli analiz sonuglar1 vermedigi bilinmektedir (Sekil 6.3). Miimkiin
olan en genis niikleotit dizisini analiz edebilmek i¢in, kullanilan primer ciftleri
koyun PRND genine ait promoter ve ikinci exon bolgeleri ve her iki bolgenin
etrafinda yer alan yaklasik 1200 niikleotitlik bir DNA dizisini ¢ogaltacak sekilde

tasarlanmistir.

Kullanilan yontem ile koyun PRND genine ait DNA dizilerinin
cogaltildigint dogrulamak i¢in PCR iiriinlerinin dizi analizlerinden elde edilen
sonuglar nucleotide blast algoritmasi (blastn) kullanilarak NCBI’ye ait mevcut
tiim nikleotit dizilerini igeren veritabanlar1 ile karsilastirilmistir. Elde edilen
sonuglar, c¢ogaltilan DNA dizilerinin koyun PRND genine ait oldugunu
dogrulamaktadir (Sekil 6.7).

Caligmamizda kullanilan Tiirk koyun irklart ele alindiginda, elde ettigimiz
dizi analizi sonuglart PRND genine ait ikinci exon Tlzerindeki 26. ve 50.
kodonlarda Pereira ve arkadaglar1 tarafindan bildirilen degisimlerin mevcut
oldugunu (Pereira et al., 2009) gostermektedir (Cizelge 6.1). Bu iki degisimin
goriilme siklig1 disilerde daha yiiksek olmakla birlikte, bu ¢alismadaki 6rneklemin
kiiglikligli nedeniyle istatistiksel agidan anlamli bir degerlendirme yapmak
miimkiin degildir. Bu ¢alisma gergevesinde yapilan PRND gen analizine, PRNP
geni dahil edilmediginden, Pereira ve Mesquita tarafindan bildirilen PRND ve
PRNP allel baglantist (Mesquita et al, 2010; Pereira et al., 2009)
dogrulanamamistir. Gene de, PRNP ve PRND gen allelleri arasindaki baglanti

diizeyinin yliksek olusu goz oniine alindiginda Portekiz’deki koyun irklarinda



Sekil 6.7 Elde edilen dizi analizi sonuglarinin veritabanlar ile karsilagtiriimasi.

gblAF354223.1| Owvis aries doppel protein (Prnd) gene, 2xons 1 and Z and complete
cds
Length=49%22

GENE ID: 4432194 PEND | prion protein 2 (dublet) [Ovis aries]
(10 or fewsr PubMed links)

Score = 1514 bits (1678), Expect = 0.0
Identities = 3BE/S907 (9B%), Gaps = 14/%07 (1%)
Strand=Plus/Plus

Query 1é GARGT--ACTGCTC-AGCCTTITCT T TGCAGATTCCGACACARTGA

il
TEeer  reerer e rrer e e e e e e e e e enrnd
Sbject 2076 GRAAGTTAACTGCICCAGCCITITCIGTIGCAGATICCGACACARTGA

Query 73 TGEGATGCTIGETTGECCATIGTCTIGIGTCCIGCTCTTTAGCCARCTCTCCTCAGTCRAAGGC 132
TERETETER e e et e e e e e e e e e e e e e e et

Sbjecr 2136 TGGATGCIGGITGGCCATIGTICTGIGTCCIGCTCTTTAGCCRACTCTCCTCAGTCAAGEC 2185

Query 133 GAGRGGCATAA NG ACAGARTCARGTGEARCCGGARGETCTTGCCARGTACCTCCCAGET 182
TERETRTER e e et e e e e e e e e e e e e rernnl

Sbjct Z215%6 GAGAGGCATARAGCACAGRATCAAGTGGAACCGGEAAGETCTITGCCRAGTACCTCCCAGET 2255

Query 193 CACGEAGGECCCACACTGCGEARATCCGCCCAGGGECCTTCATCAAGCARGGCCGRARAGCT 252
TERETETER e e et e e e e e e e e e e e e e e et

Sbject 2256 CACGEAGGCCCACACTGCGGARATCCGCCCAGGGEGCCTTCATCAAGCARGGCCGRARGCT 2315

Query 253 GERTATCRAACTTIGGAGIGGAGGGCAATAGGTACTATGAGGCCARCTATTIGGCAGTTIICC 31z
TERETETER e e et e e e e e e e e e e e e e e et

Sbjct 2316 GEATATCARACTTIGGAGTGGAGEGCAATAGGTACTATEAGGCCAACTATTGGCAGTTICC 2375

Query 313 TERCGGCATCCATTACARCEGCTGCTCCEAGECCAATGTCACCAAGEARAAGTTTIGTICAC 372
TERETETER e e et e e e e e e e e e e e e e e et
Sbject 2376 TGERACGGCATCCATTACAACGGCTGCTICCGAGECCAATETCACCAAGGARAAGTTTGICAC 2435

CAGCTGCATTAATGCCACCCAGETGECARATCAAGAGCGRAACTGTCCOGTGRAGRARACAAGE 432
TEETEET e e et errerrntl II FEELERTERT R E el
CAGCTGCATTAATECCACCCAGETGECARATCALGAGERAACTGTCCOGTGAGRRRCALGE 2445

Query 373

Sbjct 2436

Query 433 CARCAAGCTTTACCAGCGGETICCIGTGGCAGCTGATCAGGRAGCTCTGCTCCATCARGCE 482
TERETETER et || FEEEEETER e et || Il

Sbjct 2486 CARCAAGCTTITACCAGCGGETICCIGIGGCAGCIGATCAGEGAGCTCTGCTCCATCARAGCA 2555

Query 493 CTIGTGACTTTTGGITECARRGEEGAECAGGRCTTCAGGTCACTCTGEACCAGCCCATGAT 552
TERETETER e e et e e e e e e e e e e e e e e et

Sbject 2556 CIGTGACTITITGGITGEARAGGEGRGCAGGACTTCAGESTCACTCTGGACCAGCCCATGAT 2615

Query 553 GCICTGCCTGCTGETITICATITGGTTTATTGTGAARTARGCTTGCAGGCARGTTIGGCAG €12
TERETETER e e et e e e e e e e e e e e e e e et
Sbject 2616 GCTCTGCCTGCTGGTITICATTITGGTITIATTCTGARATARGCTTGCAGGCARGTTGGCAG 2675

Query 613 CCACAGAGATCAARTAGECAAGCARLCCATAAGC-AGTTATTCCAGTICTICTCCTCTARC €71
FEETERTER e et e e et r e ter e e et II

Sbject 2676 CCRCAGRGATCARTAGECAAGCARRCCATARGCARGTTATICCAGITCITCICCICTE 2735

Query €72 CCCAAACCCCACGTGTICTGAAGGTACCARAGRAACAGTGTGATTGATTCTTTAGCGCTIG 731
FEETEETERT e e e e e e e e et e b e e e e e et

Sbject 2736 CCCAAACCCCACGTIGTIICTGAAGGTACCAARGRAACAGTGTGATTGATTCTITTAGCGCTIIG 2745

Query 732 AR TAGCACTCCCAAGTATTCATTCA-GIGTTTGATTATATTIGAT-AATGIGIGEGTAT  TES

TERETETER e et e e e veer v e e e et el
Sbjct 2756 ARATAGCACTCCCAAGTATICATTCAGGIGITIGATTATATTIGATAAATGIGIGGGIAT 2855

Query 790 C-ATCCTCTCCAGETTCTACCTARAGT--GCT--GTCATCRA-TGCA-TCTCCACTCTIGET 842
FRrreEr e el Il FERED TEEE 1 | || Il

Sbjct 2856 CAATCCTCTCCAGGTICTACCTAARGTTGGCTTGTITCATCATTGCATTCTCRACTCTGET 2915

Query &43 GIRGCATCTGG-COACCRTATTATGCARTRARATGITIGGTARGCAGATRARRAGGATIGEC 01
FLEErereerr reerrrrrereerrerrereerrrerereerreerereerr el

Sbjoct Z9le GIAGCATCTGGCCCACCAIATTATGCAARTRARTGITIGGTARGUAGATARARGRATGIGC 2975

Query 902 CAGGGAC 908

Sbject 2976 CAGGGAC Z9B2



belirlenen bu baglantinin Tiirkiye’deki irklar i¢in de gegerli olabilecegi iddia
edilebilir.

PRND geni iizerinde su ana kadar yapilan ¢alismalar ikinci exon bdlgesiyle
sinirlt kalmistir. Promoter bolgesindeki olast SNP’lerin cinsiyete bagh farkli gen
ifadesinden sorumlu olabilecegi hipotezinden yola ¢ikarak, PRND genine ait
promoter bolgesi ve bu bolgenin ¢evreleyen kisim PCR ile cogaltilip, dizi
analizine gonderilmistir. Promoter bolgeleri iizerinde bulunan dort adet SNP’nin
her iki cinsiyette de aymi konumda oldugu bulunmustur (Cizelge 6.1). Ayrica
promoter bdlgelerine ait niikleotit dizileri cinsiyetler arasinda karsilastirildiginda
oldukca yliksek diizeyde bir benzerlik gorilmektedir (Sekil 6.5). Promoter
bolgelerine ait diziler, transkripsiyon etkenlerini baglama &zellikleri igin
Matlnspector yazilimi ile incelenmistir. Elde edilen sonuglar, hem PRND genine
ait promoter bolgesini olusturan 390 niikleotitlik kisimda, hem de bu bolgenin
etrafindaki bolgelerde 200°den fazla transkripsiyon etkeni baglama bdlgesi
oldugunu gostermektedir (Sekil 6.4). Olas1 transkripsiyon etkenleri arasinda en
dikkat ¢ekici olan ve “SOX/SRY-sex/testis determining and related HMG box
factors” olarak adlandirilan transkripsiyon etkeninin PRND promoter bolgesi
tizerindeki 229. ve 253. niikleotitler arasindaki kisma baglandig: diisiiniilmektedir.
Bu transkripsiyon etkeninin PRND geninin dokuya 6zgiil ve hatta cinsiyete 6zgiil
gen ifadesindeki farkliliklarla iliskili olup olmadigini belirlemek i¢in “yeast two-
hybrid” gibi DNA-protein etkilesimlerini inceleyebilecek bir analiz yonteminin

kullanilmas: yararli olabilir.

Yakin zamanda sinir sistemi hiicrelerindeki mikroRNA seviyelerindeki
bozukluklarin hem insan hem de hayvan prion hastaliklartyla iliskili oldugu
bulunmustur (Saba et al., 2008). Bununla birlikte, mikroRNA’larin prion
genlerinin ifadesini nasil etkiledigi tizerine yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Cinsiyete ve dokuya 6zgli PRND gen ifadesinde mikroRNA diizenlemesinin
incelenmesi, bu genin neden ve nasil dokuya 6zgii ifade gosterdigini agiklamakta

yardimci olabilir.



7. ONERILER

Avrupa Birligi’nin 2003 yilinda aldigi karar dogrultusunda, c¢iftlik
hayvanlarimi  scrapie’den armmdirmak i¢in g¢esitli yetistirme programlari
kurulmasina karar verilmistir (EU, 2003). Bu durum, iilkemizde prion
hastaliklarinin molekiiler diizeyde incelenmesini, ¢iftlik hayvanlarmin prion
hastaliklarina karst direng diizeylerinin belirlenmesini ve elde edilen sonuglara
gore gerekli yetistiricilik programlarinin olusturulmasini  gerektirmektedir.
Tiirkiye’de prion genetigi ve hayvan prion hastaliklar tizerindeki sinirli sayida
calismalarda, Tirkiye’deki ¢esitli yerel koyun irklarinda PRNP genotiplerinin
belirlenmesi (Un et al., 2008), Tiirkiye’deki sigir irklarnda PRNP genine ait
promoter bdlgesindeki polimorfizmlerin belirlenmesi (Un et al., 2008) ve Anadolu
su bufalosunda PRNP genine ait promoter ve intron bolgelerindeki indel
polimorfizmlerin belirlenmesi (Oztabak et al., 2009) gerceklestirilmistir.
Tiirkiye’de PRND geni iizerinde yapilan bu ilk arastirma ile Tiirkiye’deki koyun
irklarinda PRND geninin durumu belirlenerek, mevcut calismalari tamamlayici ve

destekleyici bulgular elde edilmistir.

Bu calismadaki 6rneklemin finansal yetersizlikler nedeniyle kii¢iik boyutlu
olusu, caligmanin belki de tek olumsuz yoniinii olusturmaktadir. Daha kapsamli
bir projelendirme ile, Tiirkiye’deki farkli bolgelerde yetistiriciligi yapilan koyun
irklarinin tamami incelenerek PRND ve PRNP genlerinin bir arada analizi
miimkiin olacaktir. Ureme potansiyeli ayrica test edilerek, genetik analizlerden
elde edilecek sonuclarla birlikte degerlendirilip, Tiirkiye’deki koyun irklarinin
genetik yapisi, scrapie’ye karsi diren¢ durumu gibi hayvancilik sektoriinii
yakindan ilgilendiren {iiretim degiskenleri tespit edilmesi ile Avrupa Birligi’nin
ciftlik hayvanlarini scrapie’den arindirmak i¢in aldigi karar dogrultusunda 6nemli

adimlar atilmis olacaktir.
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