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ÖZET 

ERKAN, Erdoğan Pekcan 

Yüksek Lisans Tezi, Biyoloji Bölümü 

Tez Yöneticisi: Doç. Dr. Cemal ÜN 

Ocak 2011,  51 sayfa 

Stanley Prusiner tarafından “proteinaceous infectious particle” anlamına 

gelen bulaĢıcı etkenleri tanımlamak için kullanılan prion, insanlarda ve 

hayvanlarda bulaĢıcı süngerimsi ensefalopatileri olarak bilinen bir grup hastalığın 

temel etkenidir. Prion proteinlerini kodlayan genlerin keĢfi, prionlar üzerindeki 

çalıĢmaların çoğalmasına ve hız kazanmasına yol açmıĢtır. Prion gen ailesinin 

bilinen dört üyesinden biri olan PRND geni, cinsiyete bağlı olarak farklı gen ifadesi 

göstermesinin yanı sıra, dokuya özgü gen ifadesi göstermesi nedeniyle de prion 

ailesinin diğer üyelerinden ayrılır. PRND geninin kodladığı Doppel proteininin 

erkek üreme sisteminin sağlıklı geliĢimi için kritik bir rol oynadığı bir çok çalıĢma 

ile belirlenmiĢtir. Bunun yanı sıra, koyunlardaki PRND geni üzerindeki genetik 

farklılıkların koçlardaki üreme verimini etkilediği belirlenmiĢtir. Bu çalıĢma ile i) 

Türkiye‟deki yerel koyun ırklarında PRND geninin yapısal özelliklerini 

inceleyerek, çeĢitli polymorphism‟lerin var olup olmadığını saptamak, ii) 

polymorphism‟lerin cinsiyete bağlı olarak farklılık gösterebildiği noktasından yola 

çıkarak, PRND geninde bu tür farklılıkların olup olmadığını tespit etmek ve iii) 

elde edilecek sonuçlar ıĢığında, PRND genindeki polymorphism‟lerin fenotipe 

olası etkilerini tartıĢmak amaçlanmıĢtır. 

Anahtar sözcükler: PRND geni, Doppel proteini, polimorfizm  



 

ABSTRACT 

GENOTYPING SHEEP (Ovis aries) PRND GENE FOR                         

SEX-DIFFERENTIAL POLYMORPHISMS 

ERKAN, Erdoğan 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. GĠRĠġ 

1.1 Genetik Polimorfizm Kavramı 

Genetik polimorfizm, ya da daha çok bilinen adıyla tek nükleotit 

polimorfizmi (Ġng. single-nucleotide polymorphism; SNP), DNA dizisini 

oluĢturan dört nükleotitten herhangi birisinin i) bir türü oluĢturan bireyler 

arasında; ii) bir bireyin kromozomları arasında farklılık göstermesi olarak 

tanımlanır. SNP‟ler genlerin kodlayan bölgelerinde olabileceği gibi, kodlamayan 

bölgeler üzerinde, hatta genler arası bölgelerde de SNP‟lere rastlamak 

mümkündür. 

Herhangi bir SNP sonucunda, üretilecek protein dizisinde bir değiĢim 

meydana gelmezse bu değiĢiklik “eĢ anlamlı” (Ġng. synonymous) olarak 

isimlendirilir. Eğer değiĢiklik farklı bir protein dizisinin üretilmesine yol açarsa, 

bu durum “eĢ anlamlı olmayan” (Ġng. non-synonymous) olarak nitelendirilir. EĢ 

anlamlı olmayan değiĢiklikler “yanlıĢ anlamlı” (missense) ve “anlamsız” 

(nonsense) olmak üzere iki türdedir. Missense değiĢiklikler amino asit farklılığına 

yol açarken, nonsense değiĢiklikler erken bir durdurma kodonun oluĢmasına 

neden olur. Bunların yanı sıra, splicing, transkripsiyon etkenlerinin bağlanması ve 

kodlamayan RNA‟ların üretimi gibi süreçler de SNP‟lerin varlığından 

etkilenebilir.  

SNP‟lerin hastalıklardaki önemi bir çok çalıĢma ile ortaya konmuĢtur 

(Human Genome Project Information, 2010).  Ayrıca, tarımda ve hayvancılık 

alanlarında da SNP üzerine çalıĢmalar oldukça önemli bir yer tutmaktadır (Un et 

al., 2008; Oztabak et al., 2009) . 

SNP‟lerin evrimsel süreçte korunuyor olması, onların QTL (Ġng. 

quantitative trait loci) analizlerinde ve “birliktelik” (Ġng. association) 

çalıĢmalarında moleküler düzeyde belirteçler olarak kullanılabilmelerine olanak 

verir.  

Moleküler biyoloji alanındaki geliĢmelerin ve ilerlemenin sürekliliği, bir 

çok SNP belirleme yönteminin ortaya çıkmasını sağlamıĢtır (ġekil 1.1). 

Pyrosequencing gibi yeni nesil dizi analizi yöntemleri de özellikle küçük genomik 

bölgelerdeki SNP‟lerin belirlenmesi için kullanılabilir. 

 

 

 

 



 

ġekil 1.1 SNP genotyping için kullanılan yöntemler. 

 

 

1.2 Cinsiyete Bağlı Polimorfizmler 

Peki, SNP‟lerin varlığı ve etkileri cinsiyete bağlı mıdır? ÇeĢitli çalıĢmalar 

SNP‟lerin varlığının ve etkilerinin cinsiyete bağlı farklılık gösterebileceğini 

göstermiĢtir. Schuurhof ve arkadaĢlarının yeni doğanlar üzerinde gerçekleĢtirdiği 

bir çalıĢmada, interleukin-9 geni üzerindeki polimorfizmlerin bir tür solunum yolu 

sorunu olan “respiratory syncytial virus (RSV)” bronchiolitis hastalığına 

yatkınlığı etkilediği; bu çalıĢmada tanımlanan polimorfizmin erkek ve diĢi 

bireylerde zıt etkilere yol açtığı belirlenmiĢtir (Schuurhof et al., 2010). Bunun 

yanı sıra, beta T-hücre alıcısı genine ait promoter bölgede yer alan ve autoimmune 

hastalıklarla iliĢkili olduğu bilinen rs180907 kodlu SNP‟in erkek ve diĢilerde 

farklı sıklıkta gözlendiği bildirilmiĢtir (Tripputi et al., 2008). Ayrıca, dikkat 

eksikliği ve hiperaktivite bozukluğu (Ġng. attention deficit hyperactivity disorder; 

ADHD) gibi nöropsikolojik hastalıklarda (Rommelse et al., 2008) ve nikotine 

hassasiyette (Perkins et al., 2008) de SNP‟lerin varlığının ve etkilerinin cinsiyete 

göre farklılık gösterdiği belirlenmiĢtir. 

 



 

1.3 DNA Dizi Analizi Yöntemleri 

Nükleik asitlerin yapıtaĢları olan nükleotit dizilerinin analizine dair ilk 

çalıĢmalar, önce bacteriophage MS2  örtü proteini, sonrasında bacteriophage MS2 

genomunu oluĢturan RNA dizisini kapsamaktadır (Min Jou et al., 1972; Fiers et 

al., 1976). DNA dizilerinin analizi için çeĢitli yöntemler geliĢtirilmeye çalıĢıldıysa 

da, hiç biri Maxam-Gilbert ve Sanger tarafından geliĢtirilen iki yöntem kadar 

etkili olup, genel anlamda kabul görmemiĢtir. Amerikalı iki bilim insanı olan 

Allan Maxam ve Walter Gilbert tarafından geliĢtirilen, ve DNA moleküllerinin 

kimyasal olarak değiĢikliğe uğratılması ve baza özgül olarak kesilmesi ilkesine 

dayanan Maxam-Gilbert yöntemi (Maxam & Gilbert, 1977) ilk baĢta büyük ilgi 

gördüyse de, hemen hemen aynı zamanda Frederick Sanger tarafından geliĢtirilen 

“zincir sonlandırma yöntemi” (Ġng. chain-termination; Sanger yöntemi olarak da 

bilinir) daha etkili olması, daha az zararlı kimyasal kullanımı, ve daha büyük 

ölçekte kullanılabilir olması nedeniyle dizi analizlerinde tercih edilen yöntem 

olma özelliğini kazanmıĢtır.  

Zincir sonlandırma ya da dideoxy yöntemi olarak adlandırılan yöntem, 

DNA polymerase enziminin i) tek zincirli bir DNA molekülünü kalıp olarak 

kullanarak doğru bir Ģekilde eĢ zincirini üretebilme; ii) 2‟, 3‟ dideoksinükleotitleri 

yapıtaĢı olarak kullanabilme özelliklerine dayanarak geliĢtirilmiĢtir. 

Dideoksinükleotitlerin 3‟ ucunda serbest –OH (hidroksil) grubu bulunmaz; DNA 

polymerase ancak bir önceki nükleotite ait serbest 3‟ OH grubunu kullanarak 

zincir uzamasını gerçekleĢtirebildiğinden, uzayan DNA zincirine 

dideoksinükleotit eklenmesi, zincir uzamasının sonlanmasına neden olur. Zincir 

sonlandırma yönteminde kullanılan DNA polymerase enziminin 5‟3‟ 

exonuclease iĢlevi göstermemesi gerekir; bu nedenle DNA polymerase enzimine 

ait “Klenow parçası” kullanılır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ġekil 1.2 Zincir sonlandırma yöntemi ile DNA dizi analizinin aĢamaları  

                             (Primrose and Twyman, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Yeni nesil dizi analiz yöntemlerinin belki de en önemlisi, 1998 yılında Pål 

Nyrén ve arkadaĢları tarafından geliĢtirilen “pyrosequencing” yöntemidir 

(Ronaghi et al., 1998). “Dizi analizi ile üretim (synthesis by sequencing)” ilkesine 

dayanan bu yöntem, DNA zincirine nükleotit eklenmesi sırasında açığa çıkan 

pirofosfat moleküllerini tespit etmesi özelliği ile dideoksinükleotit kullanımına 

bağlı zincir sonlandırılmasını esas alan geleneksel dizi analiz yöntemlerinden 

ayrılır. Bu yöntem ile ancak 300-500 nükleotit arasında uzunluğa sahip DNA 

moleküllerinin analiz edilebiliyor olması, yöntemi sınırlayan en önemli etkendir.  

Paralel dizi analizi ile büyük çapta dizi analizlerinin (Ġng. high-throughput) 

aynı anda yapılabilmesi, geleneksel DNA dizi analizi yöntemlerinin yüksek 

maliyetinin düĢürülebilmesinin önünü açmıĢtır. Bu yöntemler arasında, Lynx 

Therapeutics tarafından geliĢtirilen “Massively Parallel Signature Sequencing”, 

454 Life Sciences tarafından geliĢtirilen “454 pyrosequencing”, Illumina 

tarafından geliĢtirilen “Illumina (Solexa) sequencing” ve Applied Biosystems 

tarafından geliĢtirilen “SOLiD sequencing” sayılabilir.  

Henüz geliĢtirilmekte olan ileri nesil DNA dizi analizi yöntemleri arasında 

yer alan microarray-tabanlı dizi analizi yöntemi, enzim-tabanlı yöntemlerin aksine 

bir DNA microarray‟i kullanır ve bu microarray üzerinde gerçekleĢen melezleĢme 

sinyallerinin okunması temeline dayanır (Hanna et al., 2000). Diğer yeni nesil 

yöntemler arasında DNA polymerase enziminin iĢaretlenmesi, DNA dizilerinin 

nanopore‟lardan geçiĢi sırasında okunması (Harvard Nanopore Group, 2010), 

atomic force microscopy ya da electron microscopy yöntemleriyle DNA 

dizilerinde yer alan ağır elementlerle iĢaretlenmiĢ nükleotitlerin belirlenmesi (Xu 

et al., 2009) yer almaktadır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

2. PRION GEN AĠLESĠ 

Bu tezin ilk bölümünde, prion gen ailesine ait bilinen dört genin tanıtılması 

amaçlanmıĢtır. Prion gen ailesinin insanlarda ve diğer canlılardaki yapısal 

özelliklerinin anlaĢılması; benzerliklerin ve farklılıkların tartıĢılması ile evrimsel 

süreçte prion gen ailesinin ve gen ürünleri olan farklı prion proteinlerinin nasıl 

Ģekillendiği, ve bu proteinlerin hücresel görevlerinin neler olduğu daha iyi 

anlaĢılabilecektir. 

 2.1 Prion Protein Geni (PRNP) 

Ġnsan, fare ve hamster prion proteinlerini kodlayan genler ilk kez 1986 

yılında klonlanmıĢtır (Locht et al., 1986; Baslet et al., 1986; Kretzschmar et al., 

1986; Watts & Westaway, 2007). Fare PRNP geni 2.  kromozom üzerinde yer 

alırken, insan PRNP geni 20. kromozom üzerinde yer almaktadır. Her iki gen 

yapısı da üç exon içermekte, ve tüm açık okuma bölgesi (Ġng. open reading frame; 

ORF) 3. exon üzerinde bulunmaktadır (ġekil 2.1). PRNP gen yapısında belirlenen 

çeĢitli polimorfizmlerin insanlarda ve koyun, keçi, sığır gibi hayvanlarda prion 

hastalıklarına yatkınlık/direnç durumunu belirlediği ortaya konmuĢtur. Örneğin, 

PRNP geni üzerindeki 129. kodonda belirlenen V129 polimorfizminin insanlara 

görülen variant Creutzfeldt-Jakob hastalığına karĢı direnç sağladığı bulunmuĢtur 

(Watts & Westaway, 2007). Bunun yanı sıra, PRNP geninde gözlenen çeĢitli 

mutasyonların genetik Creutzfeldt-Jakob hastalığına (gCJD) neden olduğu 

bilinmektedir (ġekil 2.1) (Watts & Westaway, 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

ġ
ek

il
 2

.1
  

Ġn
sa

n
 p

ri
o
n

 p
ro

te
in

in
in

 y
ap

ıs
ı 

v
e 

P
rP

C
-i

li
Ģk

il
i 

m
u

ta
sy

o
n

la
rı

n
 Ģ

ek
il

se
l 

g
ö

st
er

im
i 

(A
g

u
zz

i 
et

 a
l.

, 
2

0
0
9

).
 

 



 

 2.2 Doppel Protein Geni (PRND) 

PRNP
0/0

 fare ırklarında yapılan çalıĢmalar sırasında, bazı ırkların 

cerebellum‟da bulunan Purkinje hücrelerinin ölümü ile tanımlanan late-onset 

ataxia gösterdiği gözlemlenmiĢtir (Sakaguchi et al., 1996; Rossi et al., 2001; 

Watts & Westaway‟den, 2007). Bu ilginç durum ilk baĢta PrP
C
‟nin Purkinje 

hücrelerinde uzun dönem survival‟da iĢlev görebileceği Ģeklinde yorumlandıysa 

da, gözlenen bu değiĢik fenotipin aslında knock-out farelerin üretiminde 

kullanılan genetik mühendisliği tekniklerinin bir yan etkisi olarak oluĢtuğu 

anlaĢılmıĢtır. PRNP geninin üçüncü exonu üzerinde yer alan splice acceptor 

bölgesinin silinmesi, chimeric PRNP/PRND mRNA‟sının oluĢmasına, böylece 

PRND geninin ifadesinin PRNP promoter‟ından gerçekleĢtirilmesine neden 

olmuĢtur. Yapılan dizi analizleri sonucunda, 20. kromozom üzerinde PRNP 

geninin yaklaĢık 16 kb downstream kısmında bulunan ve PRND olarak 

adlandırılan yeni bir gen keĢfedilmiĢtir (Moore et al., 1999). Normalde 

embriyonik dönem sonrasında yalnızca testislerde ifade edilen Doppel proteini, 

sığırlarda bağıĢıklık sistemine ait çeĢitli hücre tiplerinde de görülmüĢtür 

(Paltrinieri et al., 2004; Paltrinieri et al., 2006). Ġnsan PRND geninde çeĢitli 

polimorfizmler keĢfedildiyse de, bu polimorfizmlerin prion hastalıklarına karĢı 

yatkınlık/direnç sağlayıp sağlamadığı tam olarak araĢtırılmamıĢtır. Yapılan 

biyoinformatik analizler sonucunda, PRND gen homologlarının Ģempanzelerde, 

köpeklerde, sığırlarda, koyunlarda ve sıçanlarda var olduğu belirlenmiĢtir. 

Koyunlarda PRND gen yapısını belirlemek için yapılan çalıĢmalar 

sonucunda, PRND geninin iki exon ve bu iki exonun arasında yer alan bir intron 

bölgesini içerdiği bulunmuĢtur (Comincini et al., 2001). Asıl kodlayan bölgenin 

(CDS) daha büyük olan ve 3‟ UTR‟yi de içeren ikinci exon yapısında olduğu 

tespit edilmiĢtir (Comincini et al., 2001). Sığırlardaki ve koyunlardaki birinci 

exon yapısı % 96 oranında benzerlik göstermekle birlikte, insan ya da fare dizileri 

ile karĢılaĢtırıldığında bu benzerlik ancak % 25 oranında kalmaktadır (Comincini 

et al., 2001). Ġntron yapısı sığırlarda ve koyunlarda % 84 gibi yüksek bir benzerlik 

oranına sahiptir. PRND geninin türler arasında en çok korunan kısmı, ikinci exon 

bölgesidir. Ġkinci exon‟un 5‟ ucundaki nükleotit dizisi sığırlarda ve koyunlarda 

oldukça yüksek derecede benzerlik göstermektedir (yalnızca tek bir nükleotit 

farklılığı); genel exon yapısı göz önüne alındığında iki tür arasında nükleotit dizisi 

düzeyinde benzerlik % 98 oranında olup, bu benzerlik amino asit düzeyinde % 95 

oranındadır (Comincini et al., 2001). 

 



 

PRND gen ifadesinin dokulara göre değiĢimini incelemek için sığırlarda ve 

koyunlarda gerçekleĢtirilen RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain 

Reaction) ve Northern blot analizleri sonucunda, en yüksek PRND ifadesinin 

testis dokusunda olduğu; beyinde ise PRND ifadesinin olmadığı tespit edilmiĢtir 

(Tranulis et al., 2001). Bu iki dokunun yanı sıra incelenen diğer dokular 

içerisinde, lenf düğümlerinde, dalakta, ve ovaryumlarda da düĢük seviyede PRND 

ifadesinin olduğu belirlenmiĢtir (Tranulis et al., 2001).  

 2.3 Shadow of Prion Protein Geni (SPRN) 

Marko Premzl ve arkadaĢları tarafından PRND gen yapısına benzerlik 

gösteren nükleotit dizilerini bulmak amacıyla yapılan biyoinformatik çalıĢmalar 

sırasında, prion proteininin valine amino asitince zengin merkezi “su-sevmeyen” 

(Ġng. hydrophobic) bölgesine benzer kısa bir protein kodlayan bir cDNA dizisi 

keĢfedilmiĢtir (Premzl et al., 2003; Watts & Westaway, 2007). Gen bölgesi SPRN 

(shadow of prion protein anlamına gelen), kodladığı protein ise Shadoo olarak 

olarak isimlendirilmiĢtir. Biyoinformatik analizler sonucunda, SPRN gen 

homologlarının Ģempanzelerde, köpeklerde, sığırlarda, ve sıçanlarda var olduğu 

belirlenmiĢtir. 

Ġnsan, fare ve zebra balığında SPRN gen yapısını tanımlamak için yapılan 

çalıĢmalar sonucunda, her üç türde de SPRN geninin iki exon‟dan oluĢtuğu ve 

açık okuma bölgesinin her üç türde de ikinci exon yapısı içerisinde yer aldığı 

belirlenmiĢtir (Premzl et al., 2003) (ġekil 2.2). 

 

 ġekil 2.2 Ġnsan, fare ve zebra balığı SPRN genlerine ait intron-exon yapılarının  

                                gösterimi (Premzl et al., 2003). 

 

 

 

 



 

SPRN geninin dokulara göre ifadesini belirlemek amacı ile reverse 

transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) yöntemi ile yapılan çalıĢmalar 

sonucunda, test edilen dokular içerisinde gen ifadesinin en yüksek düzeyde 

olduğu dokunun beyin olduğu; beyin haricinde akciğer ve karaciğer dokularında 

da az da olsa SPRN ifadesinin olduğu belirlenmiĢtir (Premzl et al., 2003).  

  2.4 Testise Özgül Prion Protein Geni (PRNT) 

Ġnsan PRNP ve PRND genleriyle aynı genomik bölgede yer alan olası bir 

prion geni, PRND geninden yaklaĢık 3 kb downstream bölgede keĢfedilmiĢtir 

(Makrinou et al., 2002). Üç farklı splicing eĢ Ģekline sahip bu gen, gen ifadesinin 

testislerle sınırlı olduğunun bulunması nedeniyle PRNT (testis-specific prion) 

olarak isimlendirilmiĢtir. PRNT geni üzerinde yapılan çalıĢmalar, bu genin 

kemirgenlerde olmadığını (Premzl et al., 2004, Watts & Westaway, 2007); ve 

varlığının primat türleriyle sınırlı olabileceğine iĢaret etmektedir (Watts & 

Westaway, 2007).  

 

 

ġekil 2.3 Fare PRNP, PRND, ve SPRN genlerinin Ģematik gösterimi  

(Watts & Westaway‟den, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

3. PRION VE PRION-BENZERĠ PROTEĠNLERĠN YAPISAL  

ÖZELLĠKLERĠ VE GÖREVLERĠ 

Bu bölümde hücresel prion proteini PrP
C
 ve prion gen ailesinin diğer 

üyelerinin kodladığı prion-benzeri özellik gösteren proteinlerin yapısal özellikleri 

ve görevleri ele alınacaktır.  

 3.1 Prion Proteini (PrP
C
) 

C-ucunda bulunan bir adet disülfit bağı, B ve C sarmallarındaki cysteine 

moleküllerini birbirine bağlar (Watts & Westaway, 2007). N-ucunda bulunan 

sekizli tekrar bölgesi (octarepeat region) beĢ kez tekrarlanır. Bu sekizli tekrar 

bölgesi proteinin iĢlevleri için çeĢitli açılardan önemlidir. Ġlk olarak, tekrar bölgesi 

içinde bulunan histidine amino asitleri bakır bağlama özelliğine sahip olup, prion 

proteininde bulunan dört adet bakır bağlama bölgesini oluĢturur (Hornshaw et al., 

1995; Brown et al., 1997). Ayrıca, tekrar bölgesi sayısında görülebilecek artıĢların 

(en fazla on üç olmak üzere) genetik prion hastalıkları olarak bilinen gCJD ve 

GSS‟ye yol açtığı bilinmektedir (Krasemann et al., 1995). Prion proteininin 

yapısında bulunan diğer bir bölge, sekizli tekrar bölgesi ve C-ucu arasında yer 

alan su-sevmeyen dizidir (hydrophobic tract). Bu bölge, bir çok canlıdaki prion 

proteinleri yapısında korunmuĢ olarak bulunmaktadır (Watts & Westaway, 2007).  

Su-sevmeyen dizide meydana gelebilecek genetik değiĢimlerin, 
Ctm

PrP olarak 

adlandırılan bir prion eĢbiçiminin oluĢumunu artırarak nörodejenerasyona neden 

olabileceği gösterilmiĢtir (Hegde et al., 1998; Hegde et al., 1999). Prion 

proteininin N-ucunun ilk kısmında yer alan ve bazik nitelikte olan (pozitif yüke 

sahip) bölgenin ise proteinin düzgün bir Ģekilde hücre içerisinde hareketi için 

gerekli olduğu bilinmektedir (Sunyach et al., 2003; Hachiya et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ġekil 3.1 PrP
C
‟nin nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy ile açığa çıkarılan  

   üçüncül yapısının gösterimi. Alfa sarmallar kırmızı ile, anti-paralel beta  

   yapraklar ise turkuaz renkte gösterilmiĢtir. ġeker molekülleri ise renkli, küçük  

   çemberler ile belirtilmiĢtir (Aguzzi et al.‟den kopyalanmıĢtır, 2008). 

 

 

Memelilerde bulunan PrP
C
, hücre zarı ve erken endosome‟lar arasında bir 

döngüye sahip bir zar proteini özelliği gösterir (Harris, 2003). PrP
C
 biyosentezi 

diğer salgılanan proteinler ve zar proteinleri ile benzerlik taĢır. Ġlk aĢamada ER 

içerisinde üretilen PrP
C
, ER ve Golgi içerisinde gerçekleĢtirilen sinyal dizisinin 

ayrılması, N-bağlı glikozillenmenin gerçekleĢmesi, ve GPI bağının eklenmesi gibi 

translasyon sonrası değiĢimlerin ardından hücre yüzeyine taĢınır. Hücre yüzeyine 

ulaĢtıktan kısa bir süre sonra, muhtemelen clathrin-coated pit‟ler ya da caveolae 

aracılığı ile hücre içerisine geri alınır (Aguzzi et al., 2009). PrP
C
‟nin hücre 

içerisine geri alınmasının sinyal iletim yollarıyla iliĢkili hücresel görevi ile iliĢkili 

olabileceği düĢünülmektedir. Yapılan farklı çalıĢmalarda, PrP
C
 geri alınımı 

sırasında tyrosine kinase alıcılarının ve G protein-eĢlenik alıcılarının 

aktifleĢmesinin neurite outgrowth sürecinin uyarılmasında gerekli olduğu 

gösterilmiĢtir (York et al., 2000; Zhang et al., 2000).  

PrP
C
‟nin hücresel yapıĢma (adhesion) ve tanıma olaylarında görev 

alabileceği çeĢitli çalıĢmalar sonucunda ortaya çıkarılmıĢtır. Basement membrane 

yapısında yer alan laminin (Graner et al., 2000), laminin-alıcısı öncüsü 

(Gauczynski et al., 2001; Rieger et al., 1997) ve N-CAM‟in PrP
C
 ile etkileĢim 

gösteren moleküllerden sadece bir kısmını oluĢturmaktadır. Laminin, laminin 

alıcısı ve N-CAM‟in hücresel yapıĢma/tanıma olaylarında ve hücre içi sinyal 



 

iletiminde görev alıyor olması, PrP
C
‟nin bu moleküller aracılığı ile hücresel 

olayları düzenleyebileceği görüĢünü desteklemektedir.   

BağıĢıklık sistemi prion hastalıklarının pathogenesis‟inde önemli bir göreve 

sahiptir. PrP
C
‟nin bağıĢıklık sistemi hücrelerinin ve hematopoietic kök hücrelerin 

(Ġng. hematopoietic stem cells, HSCs) yüzeylerinde ifade edildiğinin bulunması 

(Zhang et al., 2006), PrP
C
‟nin kök hücreler için bir yüzey belirteci olarak 

kullanılabileceğini iĢaret etmektedir. Bunun yanı sıra, PrP
C
‟nin HSC‟leri 

apoptosis‟ten koruyarak onların uzun dönemde kendiliğinden yenilenebilme 

özelliklerine katkıda bulunduğu düĢünülmektedir (Zhang et al., 2006). 

PrP
C
‟nin sinir sisteminde görevleri, geliĢimsel süreçler ve farklılaĢma 

süreçleri ile sınırlı değildir. PrP
C
-deficient fare ırkları üzerinde yapılan 

çalıĢmalarda, circadian rhythm‟lerde ve uykuda düzensizlikler (Tobler et al., 

1996) ve hippocampus‟e bağımlı konumsal öğrenme güçlükleri (Criado et al., 

2005) gözlenmiĢtir.  

  

 3.2 Doppel Proteini (Dpl) 

Doppel proteininin üç boyutlu yapısı PrP
C
‟nin C-ucu bölgesine oldukça 

benzemekle birlikte, bu benzerlik amino asit düzeyinde yalnızca % 25 oranındadır 

(Watts & Westaway, 2007). Ġnsan ve fare Doppel proteinlerinin NMR analizleri 

sonucunda, her iki proteinin oldukça benzer ve küresel yapıda olduğu, PrP
C
‟de 

bulunan ikincil yapı öğelerini bulundurduğu anlaĢılmıĢtır (Mo et al., 2001; Luhrs 

et al., 2003; Watts & Westaway‟den, 2007). Doppel‟i PrP
C
‟den ayıran en önemli 

yapısal özellikler arasında N-ucundaki sekizli tekrar bölgelerinin olmaması, 

fazladan bir disulfide bağı, B sarmalındaki bir bozulma sonucu B ve B‟ olmak 

üzere iki ayrı yapının oluĢması ve sonuç olarak “bükük” bir sarmal yapı sayılabilir 

(Watts & Westaway, 2007). 

Doppel proteini testiste yüksek seviyede ifade edilirken, diğer organlarda 

daha az seviyede, beyinde ise çok düĢük seviyede ifade edilir. Doppel‟in 

fizyolojik iĢlevlerini ortaya çıkarmak için PRND
-/-

 fare ırklarında yapılan 

çalıĢmalar sonucunda, hem erkek hem diĢi farelerin viable olduğu, diĢilerin üreme 

özelliklerinde herhangi bir bozukluk olmadığı, buna karĢılık erkek farelerin kısır 

olduğu gözlenmiĢtir (Behrens et al., 2002). PRND
-/-

 genotipe sahip erkek farelerde 

görülen bu kısırlık çiftleĢme davranıĢındaki bozukluktan ileri gelmemektedir; 

erkek farelerden alınan spermatozoa örneklerinde bir çok yapısal bozukluk 

bulunmuĢtur (Behrens et al., 2003). Bu yapısal bozukluklar arasında spermin baĢ 

kısmının flagellum‟a göre yanlıĢ konumlanması, flagellum‟un düz olması 

gerekirken sperm baĢının üzerine katlanması, sperm baĢlarında acrosome 



 

geliĢiminin tamamlanmaması yer almaktadır (Behrens et al., 2003). Doppel‟in 

acrosome iĢlevindeki görevini daha iyi tanımlamak için yapılan in vitro 

fertilization (IVF) deneyleri sonucunda, PRND
-/-

 genotipe sahip erkek farelerden 

alınan spermlerin zona pellucida‟ya yapıĢabildiği halde, bu bariyerin içerisine 

giremediği gözlenmiĢtir; zona pellucida‟nın kısmi olarak hasara uğratılmasından 

sonra IVF deneyinin tekrarlanması ise fertilizasyon oranını yaklaĢık % 30 

oranında artırmıĢtır (Behrens et al., 2003). Bütün bu bulgular, Doppel‟in akrozom 

iĢlevinde ve sperm oluĢum sürecinde önemli göreve sahip olduğuna iĢaret 

etmektedir. 

 Doppel‟in diğer hücresel görevlerini ortaya çıkarmak için fareler üzerinde 

yapılan çalıĢmalarda Doppel‟in nöronlar için toksik özellikte olduğu (Cui et al., 

2003) ve PRNP
-/-

 farelerde Doppel‟in yüksek düzeyde ifade edilmesinin reactive 

HO-1 ve NOS türlerinin üretilmesine neden olduğu keĢfedilmiĢtir (Wong et al., 

2001). Qin ve arkadaĢlarının neuroblastoma hücreleri ve astrocyte‟ler üzerinde 

yaptıkları çalıĢmalarda, Doppel proteininin ektopik ifadesinin caspase-3 ve 

caspase-10 aracılığı ile apoptotik mekanizmaların uyarılmasına neden olduğu, 

PrP
C
‟nin yüksek düzeyde ifade edilmesi ile bu durumun tersine çevirilebildiği 

göstermiĢtir (Qin et al., 2006). Bu bulgular, sinir sistemi göz önüne alındığında 

PrP
C
 ve Doppel‟in örtüĢen iĢlevlere sahip olduğuna iĢaret etmektedir. 

 Ferrer ve arkadaĢlarının Alzheimer modeli üzerinde yaptığı çalıĢmalarda, 

senile plaque‟lar üzerindeki dystrofic neurite‟lerde Doppel immunoreactivity‟nin 

varlığına rastlamaları, Doppel‟in amyloid birikimlere tepki olarak astrocytic ve 

microglial tepki oluĢumundan sorumlu olabileceği yönünde yorumlanmıĢtır 

(Ferrer et al., 2004). Doppel‟in hastalıklar iliĢkisi bu bulgularla sınırlı değildir. 

Comincini ve arkadaĢlarının merkezi sinir sistemi tümörlerinde Doppel gen 

ifadesini incelediği çalıĢmalarda, Doppel ifadesinin tümörün malignancy derecesi 

ile paralellik gösterdiği bulunmuĢtur (Comincini et al., 2004). Travaglino ve 

arkadaĢlarının leukemia hastalarından alınan kemik iliği örnekleri üzerinde 

gerçekleĢtirdiği çalıĢmalarda, Doppel immunoreactivity‟nin hastalarda kontrol 

grubuna göre daha yüksek düzeyde olduğu tespit edilmiĢtir (Travaglino et al., 

2005). Elde edilen bulgular, Doppel‟in kan kanserinin (Ġng. leukemia) teĢhis ve 

tedavisi için yeni bir biyobelirteç olarak kullanılabileceğini göstermektedir. 

 3.3 Shadoo Proteini (Sho) 

Shadoo ya da kısa adıyla Sho proteini, genel yapısının PrP
C
‟nin N-ucunu 

andırması özelliğiyle Doppel proteininden ayrılır. PrP
C
‟de bulunan sekizli tekrar 

bölgeleri Sho‟da mevcut değildir; bunun yerini glycine, serine, alanine ve 

arginine‟ce zengin dörtlü tekrar bölgeleri almıĢtır (Watts & Westaway, 2007). 



 

Cysteine amino asitlerinin bulunmaması nedeniyle Sho yapısında herhangi bir 

disülfit bağı bulunmaz. Sho ve PrP
C
 arasındaki en büyük benzerlik, su-sevmeyen 

dizi üzerindedir. Bu bölgenin bir çok canlıda evrimsel süreçte korunması, prion 

proteinlerinin iĢlevinde görev aldığını düĢündürmektedir.  

Sho‟nun türler arasında amino asit düzeyinde karĢılaĢtırılması, proteinin 

yapısal açıdan önemli bölgelerinin açığa çıkarılmasına yardımcı olmuĢtur (ġekil 

3.2). Proteinin N-ucunda yer alan ve 24 amino asitten oluĢan dizi, Sho‟yu ER‟ye 

yönlendirip, hücre dıĢına taĢınmasını sağlar. Proteinin orta kısmında yer alan bir 

su-sevmeyen amino asit dizisi, PrP ve PrP-benzeri diğer proteinlerde görülen su-

sevmeyen dizilerle benzerlik gösterir. Sho‟nun C-ucunda N-glikozillenme için bir 

bölge ve GPI bağlantısı için bir sinyal dizisi bulunmaktadır (Premzl et al., 2003).  

 

 

ġekil 3.2 Ġnsan, balık, fare, sıçan, zebra balığı ve fugu Sho‟nun amino asit dizilerinin  

   karĢılaĢtırılması (Premzl et al., 2003‟ten kopyalanmıĢtır). 

 

 

 3.4 Testise Özgü Prion Proteini 

Ġnsanlardaki testise özgü prion proteini 94 amino asitten oluĢmuĢ ve hücre 

dıĢına salgılanan bir glycoprotein‟dir. Proteinin N-ucunda yer alan 18 amino 

asitlik bir sinyal dizisi, protein iĢlenmesi sırasında kesilerek atılır. Testise özgü 

prion proteini, 44. amino asit üzerinde bir N-bağlı glikozillenmeye sahiptir. 

Yapılan çalıĢmalarda testise özgü prion proteini ile prion hastalıkları arasında 

herhangi bir iliĢki bulunamamıĢtır. 

 

 



 

 3.5 Diğer Canlılardaki Prion Proteinleri 

Reed Wickner ve arkadaĢları, prion-benzeri özellik gösteren proteinlerin 

mayalarda (Saccharomyces cerevisiae) da bulunduğunu ortaya çıkarmıĢtır 

(Wickner, 1994; Edskes et al., 1999; Wickner et al., 1999). Bir baĢka mantar türü 

olan Podospora anserina‟da prion-benzeri proteinlerin var olduğu belirlenmiĢtir 

(Wickner et al., 1999). Wickner ve arkadaĢlarının ortaya koyduğu bulguların en 

ilginç tarafı, mantarlarda belirlenen prion-benzeri proteinlerin normal hücresel 

proteinlerin değiĢime uğramıĢ hallerini temsil ediyor olması ve normal 

proteinlerle etkileĢim sonucu kendilerindeki değiĢimi aktarma (diğer proteinleri 

kendi özelliğine sahip proteinlere dönüĢtürme) özelliğine sahip olmalarıdır. Bu 

anlamda, hücresel düzeyde genetik bilginin yalnızca nükleik asitler ile değil, 

proteinler aracılığı ile aktarılabildiği gösterilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

4. PRION HASTALIKLARI 

Bu bölümde bilinen prion hastalıkları, insan ve hayvan prion hastalıkları 

olmak üzere iki ana baĢlık altında incelenecektir. Prion hastalıklarının 

nedenlerinin özellikle moleküler düzeyde anlaĢılması, prion hastalıklarının 

tedavisi için mevcut yöntemlerin iyileĢtirilmesine, ve yeni yöntemlerin 

geliĢtirilmesine olanak sağlayacaktır. 

 4.1  Ġnsan Prion Hastalıkları 

Ġnsan prion hastalıklarına ait ilk vaka 1920‟li yıllarda bildirilmiĢtir (Aguzzi 

et al., 2009). Creutzfeldt-Jakob hastalığı (Ġng. Creutzfeldt-Jakob disease; CJD) 

olarak isimlendirilen bu hastalığın yanı sıra, Gerstmann-Straussler syndrome 

(GSS), ölümcül ailesel uykusuzluk (Ġng. fatal familial insomnia; FFI), ve kuru 

insanlarda görülen diğer prion hastalıklarını oluĢturur. 

 4.1.1 Creutzfeldt-Jakob Hastalığı (CJD) 

Ġlk olarak nedeni bilinmeyen (sporadic) bir hastalık olarak tarif edilen 

Creutzfeldt-Jakob hastalığı, görülme sıklığı oldukça düĢük olan (yılda 

~1/1,000,000) bir nörodejeneratif hastalıktır. Hastalığın ana belirtisi biliĢsel 

iĢlevlerde ani bir düĢüĢ ve bunun sonucunda ortaya çıkan bunama (Ġng. dementia) 

durumu olup; bu belirtiye ataxia ve myoclonus eĢlik edebilir. sCJD‟nin ortaya 

çıkmasında somatik düzeyde PRNP geninde meydana gelebilecek mutasyonların 

ve farkedilmeyen enfeksiyonların (Aguzzi & Glatzel, 2006) rol oynayabileceği 

öne sürülmüĢtür. Bunların dıĢında, uzun dönemde PrP
C
‟nin PrP

Sc
‟ye dönüĢerek 

kümeler oluĢturması sonucunda sCJD‟nin oluĢabileceği iddia edilmiĢtir. Öne 

sürülen bu olası senaryolardan henüz hiç birisi kanıtlanmamıĢ olup, sCJD‟nin 

kesin neden(ler)i bilinmemektedir. 

 1980‟lerin baĢlarında sığır süngerimsi ensefalopatisi‟nin (Ġng. Bovine 

spongiform encephalopathy; BSE) ortaya çıkması ile birlikte, bu yeni prion 

hastalığının insanlara bulaĢabileceği ve Creutzfeldt-Jakob hastalığı‟nın yeni bir 

Ģekline (Ġng. “variant” CJD; vCJD) neden olabileceği ileri sürülmüĢtür. Türler 

arası böyle bir geçiĢ deneysel olarak kanıtlanamamıĢsa da, mevcut veriler 

BSE‟nin insanlara vCJD Ģeklinde aktarıldığına iĢaret etmektedir (Aguzzi, 1996; 

Bruce et al., 1997; Hill et al., 1997). 2009 yılına kadar olan süre göz önüne 

alındığında, vCJD‟nin dünya genelinde yaklaĢık 200 insanın hayatını 

kaybetmesine neden olduğu bildirilmektedir (Aguzzi et al., 2009). 

 

 

 



 

 4.1.2  Ölümcül Ailesel Uykusuzluk (FFI) 

Ġlk olarak 1986‟da görülen bir hastalık olan ölümcül ailesel uykusuzluk 

(Ġng. Fatal familial insomnia; FFI), 1992 yılında prion proteini geni üzerindeki 

D178N mutasyonunun ortaya çıkarılması (Medori et al., 1992; Aguzzi et al.‟den, 

2009) ve  hastalığın farelere deneysel olarak aktarılması (Tateishi et al., 1995; 

Aguzzi et al.‟den, 2009) genetik bir tür prion hastalığı olarak tanımlanmıĢtır. 

Çoğunlukla thalamus‟u etkileyen FFI, normal uyku-uyanıklık döngüsünün 

bozulması, dikkat dağınıklığı, sempatik sinir sisteminin aĢırı çalıĢması gibi 

belirtilerle tanımlanır (Collins et al., 2001; Aguzzi et al.‟den, 2009). Bazı 

vakalarda, 129. kodon üzerindeki bir polimorfizmin FFI ile iliĢkili olduğu 

belirlenmiĢse de (Goldfarb et al., 1992; Aguzzi et al.‟den, 2009), farklı çalıĢmalar 

bu durumun bir kesinlik taĢımadığına iĢaret etmektedir (Zarranz et al., 2005; 

Aguzzi et al.‟den, 2009). 

4.1.3  Gerstmann-Straussler Hastalığı (GSS) 

Gerstmann-Straussler hastalığı, ya da Gerstmann-Straussler-Scheinker 

hastalığı (Ġng. Gerstmann-Straussler-Scheinker syndrome; GSS) olarak bilinen 

hastalığa ait ilk kayıtlar 1930‟lara dayanmaktadır (Gerstmann, 1928; Gerstmann et 

al., 1936). GSD‟nin bir prion hastalığı olarak tanımlanması ise ancak 1980‟lerde, 

GSS‟li hastalardan alınan beyin dokusu örneklerinin primat türlerine aktarımı 

sonucu süngerimsi ensefalopati‟nin gözlenmesi sonucu mümkün olmuĢtur 

(Aguzzi et al., 2009). Her ne kadar GSS‟nin bulaĢıcı bir hastalık olduğuna dair 

bulgular varsa da (Hsiao et al., 1989; Tateishi et al., 1988), hastalığa neden olan 

mutasyonların niteliğinin hastalığın bulaĢıcılığını belirlediği düĢünülmektedir. 

GSS‟de belirlenen mutasyonlar ve bu mutasyonların gen yapısı üzerinde yer aldığı 

bölgeler ġekil 2.1 üzerinde belirtilmiĢtir. 

 4.2  Hayvan Prion Hastalıkları 

Hayvanlarda görülen prion hastalıklarının en önemlileri arasında koyunlarda 

görülen scrapie; ve sığırlarda görülen sığır süngerimsi ensefalopatisi (Ġng. Bovine 

spongiform encephalopathy; BSE) yer almaktadır. 

 4.2.1 Scrapie 

  Özellikle koyunları ve keçileri etkileyen bir nörodejeneratif hastalık olan 

scrapie, bulaĢıcı süngerimsi ensefalopatiler (Ġng. Transmissible spongiform 

encephalopathies; TSEs) olarak bilinen hastalıklardan birisidir. Prion proteininin 

pathogenic Ģekli olan PrP
Sc

‟nin hastalık etkeni olduğu düĢünülmektedir. 

Hastalığın ilk belirtilerini huydaki ve davranıĢlardaki değiĢiklik oluĢturmaktadır. 

Sabit nesnelere sürtünme, dengede bozukluk, kilo kaybı, ön ve arka üyeleri ısırma 



 

davranıĢı hastalığın diğer belirtilerini oluĢturur. Bütün bu etkilerin ortaya çıkması, 

hastalık etkeninin canlıya bulaĢmasından sonra oldukça uzun (2 yıldan 5 yıla 

kadar değiĢen) sürebilir. 

Prion proteinini kodlayan gen olan PRNP üzerinde yer alan 136., 154. ve 

171. kodonlardaki farklılıklar sonucu oluĢacak amino asit düzeyindeki 

değiĢimlerin, koyunların scrapie hastalığına yatkınlık derecesini belirlediği ortaya 

konulmuĢtur (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 (Çizelge 4.2). Dolayısıyla PRNP geni için 27 olası 

genotipten söz etmek mümkündür (Çizelge 4.1).  

 

Çizelge 4.1 PRNP genine ait 136., 154. ve 171. kodonlar için olası genotipler ve bu  

   genotiplerin scrapie‟ye yatkınlık/direnç ile iliĢkisi (Cornell Sheep Program,  

   2010). 

 

Kodonlar 

 

Belirlenen scrapie 

direnç indeksi
a
 

136 154 171 

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 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Çizelge 4.2 PRNP geni üzerinde yer alan üç önemli polimorfizm 

    (Hunter et al., 1997‟den alınmıĢtır). 

Kodon Olası amino asitler Tek-harf sembolü 

136 Valine V136 

 Alanine A136 

154 Arginine R154 

 Histidine H154 

171 Arginine R171 

 Glutamine Q171 

 

 

 

 

 

 

 

AV HH RR 11 

VV RR QQ 0 

VV RR QR 6 

VV RR RR 10 

VV RH QQ 0 

VV RH QR 6 

VV RH RR 10 

VV HH QQ 0 

VV HH QR 6 

VV HH RR 10 

a
Index, her bir kodon için belirlenmiĢ değerin 

toplamını 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 büyük 

değerler scrapie‟ye daha yüksek bir direnç 

seviyesini belirtmektedir. 



 

 4.2.2 Sığır Süngerimsi Ensefalopati (BSE) 

Sığır süngerimsi ensefalopati (Ġng. Bovine spongiform encephalopathy; 

BSE) ya da halk arasında bilinen ismiyle “deli dana hastalığı” (Ġng. mad cow 

disease), sığırlarda görülen, beyin ve omuriliğin süngerimsi dejenerasyonuna 

neden olan ve istisnasız ölümle sonuçlanan nörodejeneratif bir hastalıktır. 

Ġngiltere‟de yapılan çalıĢmalar ıĢığında bu epizootiğin normalde herbivor olan 

sığırların, et ve kemikten oluĢan hayvan artıkları ile beslenmesi sonucu hızlı bir 

Ģekilde yayıldığı ortaya konulduysa da, hastalığın ilk olarak nasıl ortaya çıktığı 

hala belirsizliğini korumaktadır.  

 Hastalığın moleküler temelinde, hücresel prion proteininin patojenik Ģekline 

dönüĢmesi yatmaktadır. Bu dönüĢüm PRNP gen yapısında meydana gelecek 

mutasyonlar nedeniyle gerçekleĢebileceği gibi, protein katlanmasında 

kendiliğinden ortaya çıkabilecek bozukluklar sonucunda da ortaya çıkabilir. Richt 

ve Hall tarafından sığırlar üzerinde yapılan çalıĢmalarda, sığır PRNP geninde 

belirlenen E211K mutasyonunun BSE ile iliĢkili olduğu ve bu mutasyonun gCJD 

ile iliĢkili E200K ile benzerlik gösterdiği keĢfedilmiĢtir (Richt & Hall, 2008).  

 4.2.3  Hayvanlarda Görülen Diğer Prion Hastalıkları 

Scrapie ve sığır süngerimsi ensefalopatisinin yanı sıra, çeĢitli geyik türlerinde 

görülen kronik tükenme hastalığı (Ġng. chronic wasting disease; CWD) ve 

kedilerde görülen kedi süngerimsi ensefalopatisi (Ġng. feline spongiform 

encephalopathy; FSE) hayvanlarda görülen diğer prion hastalıkları arasında yer 

alır. 

 4.3 Prion Hastalıklarının Tedavisi 

Bilinen bütün prion hastalıkları istisnasız bir Ģekilde ölümle 

sonuçlanmaktadır ve bu hastalıkların tedavisi için henüz etkili bir yöntem 

geliĢtirilememiĢtir. Prion hastalıklarının tedavisinde karĢılaĢılan belki de en temel 

sorun, hastalığın belirtilerinin görülmeye baĢladığı ana kadar beyin dokusunun 

çok fazla hasara uğramıĢ olmasıdır. Belirtilerin böylesine geç görüldüğü bir 

hastalığı tedavi edebilmek pratikte çok zor olduğu için, Ģu ana kadar denenen 

yöntemler ancak hastalığın geliĢimini yavaĢlatmayı amaçlamaktadır.  

Hastalıkların aĢamalı bir Ģekilde izlenebilmesi için oldukça yararlı araçlar 

olan biyobelirteçler (Ġng. biomarker), prion hastalıklarının erken teĢhisi için 

oldukça önemli bir potansiyele sahiptir. Prion hastalıklarıyla iliĢki biyobelirteçler 

üzerine çalıĢmalar yaklaĢık 20 yıl öncesine dayanmaktadır (Huzarewich et al., 

2010). Tau proteini ve 14-3-3 protein ailesinin bir üyesi, sıklıkla kullanılan ve 



 

kesinlik/doğruluk düzeyi oldukça yüksek olan iki biyobelirteçtir (Green et al., 

2001). 

Prion hastalıklarının ortak özelliklerinin temelinde PrP
C
‟nin pathogenic 

Ģekli olan PrP
Sc

‟nin beyin dokusu baĢta olmak üzere hastalıkla iliĢkili diğer 

dokularda birikmesi yer almaktadır. Dolayısıyla, i) PrP
C
 ii) PrP

C
-PrP

Sc
 dönüĢümü 

ve iii) PrP
Sc

 prion hastalıklarının tedavisi için olası üç hedeftir. In vitro ve in vivo 

deneysel prion modellerinde yapılan çalıĢmalarda prion hastalıklarının tedavisi 

için çeĢitli yöntemler denenmiĢtir (Çizelge 4.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Çizelge 4.3 Prion hastalıklarının tedavisi için denen yöntemlerin sınıflandırılması  

   (Trevitt & Collinge‟den değiĢtirilmiĢtir, 2006). 

 

YaklaĢım/Hedef Kullanılan Yöntem Örnekler 

ÇeĢitli BileĢikler Polysulphated  polyanionic 

bileĢikler 

HPA-23, DS, PPS, heparan 

sulphate ve analogları 

 Polyamine bileĢikler Dendritic polyamine‟ler, 

polysaccharide-oligoamine 

bileĢikleri 

 Tetrapyrrole bileĢikler Phthalocyanine‟ler, 

porphyrin‟ler 

 Tetracyclic bileĢikler IDX, tetracycline, doxycycline 

 Tricyclic bileĢikler Acridine‟ler, phenothiazine‟ler 

 Peptide‟ler β-yaprak kırıcı peptide‟ler 

Tarama Sonucunda 

KeĢfedilen Maddeler 

Hücre kültürü taramaları ÇeĢitli yeni bileĢikler 

 In vitro taramalar ÇeĢitli yeni bileĢikler 

BağıĢıklık Sistemini Hedef 

Alan Yöntemler 

Antikorlar Monoclonal, polyclonal, 

scFv‟ler 

 Aktif / pasif  bağıĢıklık 

kazandırma 

 

 BağıĢıklık  sistemi 

uyarımı/baskılama 

CpG, interferon; NSAID‟ler, 

steroidler 

PrP
C
’yi Hedef Alan 

Yöntemler 

RNAi yöntemi ile PrP
C
‟nin 

susturulması (knock-out) 

 

Diğer YaklaĢımlar PrP-dimer‟lerinin transgenic 

olarak ifade edilmesi 

 

 RNA aptamer‟leri  

 Antiviral maddeler  

 Bakır-aracılığı ile müdahale Bakır chelator‟leri, bakır 

 ÇeĢitli bileĢikler  DMSO, curcumin, statin‟ler 



 

PrP
C
 ifadesinin transgene aracılığı ile susturulması hayvan prion hastalıkları 

için bir çözüm olasılığı taĢısa da, yöntemin insanlarda Ģu aĢamada uygulunması 

mümkün değildir (Whilte & Malucci, 2009). Dolayısıyla, PrP
C
 ifadesini 

susturmak için dıĢarıdan bir müdahale yöntemi geliĢtirmek gereklidir.  RNA 

interference (RNAi) yönteminin keĢfedilmesiyle birlikte, bu yöntemin prion 

hastalıklarının in vivo tedavisi için kullanılması popülerlik kazanmıĢtır. 

Gen ifadesinin transkripsiyon sonrası susturulmasında görev alan doğal bir 

yöntem olan RNAi, bir çok canlının metabolizmasında aktif olarak görev 

yapmaktadır. Hücre içerisindeki RNAi mekanizması hem hücrenin kendisinde 

bulunan microRNA genlerinin ifadesi ile, hem de hücreye dıĢarıdan çift zincirli 

RNA moleküllerinin giriĢi ile tetiklenebilir. RNA moleküllerinin parçalanmasında 

görev alan Dicer enzimi uzun, çift zincirli RNA moleküllerini yaklaĢık 20 

nucleotide uzunluktaki, small interfering RNA‟lara (siRNA) ayırır. siRNA ve 

microRNA molekülleri, RNA-induced silencing complex (RISC) yapısına katılır 

ve kendi dizilerine eĢ özellik gösteren hedef mRNA moleküllerine bağlanarak, 

onların parçalanmasına, kararsızlığına ya da okunmasının engellenmesine neden 

olur (Winter et al., 2009).  

Golding ve arkadaĢlarının keçi ve sığırlarda yaptığı çalıĢmalarda, PrP
C
 

ifadesi embriyonik düzeyde lentivirus aracılığı ile verilen small hairpin RNA‟lar 

(shRNA) aracılığı ile susturulmuĢtur (Golding et al., 2006). Gelecekte bu yöntem 

ile PrP
C
 ifadesi göstermeyen, dolayısıyla da prion hastalıklarına karĢı dirençli 

hayvan ırklarının üretilmesi ve geliĢtirilmesi mümkün olabilir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

5. KULLANILAN YÖNTEMLER 

 5.1   Koyun Kanından Genomik DNA Elde Edilmesi 

10 adet koç ve 10 adet koyundan 2 ml‟lik EDTA‟lı tüplere kan alınmıĢtır. 

Alınan kan örneklerinden, QIAamp Mini DNA Isolation Kit (QIAGEN) 

kullanılarak, belirtilen DNA izolasyon iĢlemine uygun Ģekilde genomik DNA elde 

edilmiĢtir. Elde edilen genomik DNA‟lar, son hacim 50 µl olacak Ģekilde ultrasaf 

su (HyClone) içerisinde çözülmüĢ ve kullanılıncaya kadar -20 °C‟de saklanmıĢtır. 

Elde edilen genomik DNA‟ların kalitesini belirlemek için örnekler agarose gel 

electrophoresis yöntemiyle incelenmiĢtir. Bunun için hazırlanan % 0.8‟lik agarose 

gel,1X LB (10 mM lithium borate, pH 8.5) tampon çözeltisi içerisinde 200 V‟da 

30 dakika boyunca yürütülmüĢtür. 

 5.2   Koyun PRND Gen Dizisinin Ġncelenmesi 

National Center for Biotechnology Information‟a (NCBI; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ait veritabanları kullanılarak koyun (Ovis aries) 

PRND gen dizisi bulunmuĢtur (Accession Number: AF394223.1). Hem NCBI 

veritabanı, hem de çeĢitli yazılımlar (Sequence Scanner, MEGA5) kullanılarak 

PRND gen dizisi incelenmiĢtir (ġekil 5.1). 

 5.3   Primer Tasarımı 

Bu çalıĢmada, koyun PRND genine ait exon ve promoter bölgeleri ve bu 

bölgelerin etrafında kalan bölgelerin (flanking regions) Polymerase Chain 

Reaction (PCR) yöntemi ile çoğaltılması amaçlanmıĢtır. Bu iki bölgeyi özgül 

olarak çoğaltabilmek için gereken iki farklı primer çifti, NCBI veritabanına ait 

Primer/BLAST aracı kullanılarak tasarlanmıĢtır (Çizelge 5.1). 

 

Çizelge 5.1 Tasarlanan primer çiftleri ve özellikleri. Primerlerin PRND gen  

   dizisi üzerinde nereye bağlandığı ġekil 5.1„de gösterilmiĢtir. 

 

Gen Primer Dizi Ürün 

uzunluğu 

PRND exon 2 Forward ACACACAGGAGGGGACATGGGA 
1166 bç 

 Reverse TGGCCATCGGCATCAATCATTTCG 

PRND 

promoter 
Forward CACATTCAGGAAGAGTGATGTACCCC 

1184 bç 

 Reverse AGCAGAGCCTGCTTAGATGGTCTT 

 

 



 

ġekil 5.1 Koyun (Ovis aries) PRND geninin FASTA formatında gösterimi. Exon 1 ve 2  

   dahil olmak üzere tüm kodlayan diziyi (cds) içermektedir (AF394223.1;  

   EntrezGene). 

 

GAATTCACATTCAGGAAGAGTGATGTACCCCACACTCCACGGGAATGTGCTTCCACACTCTTGTGCCTGGAAACCTTCTAGG

CATGCCCTGTGTACCTCTTCATCTAGCTGTTCATTTATATCCTCCTTAATCAAACAGAAATAGTAAGTTTAAAATATTTTTA

ATAAATAAGATAAATTAAAGTCACCTCTCAAGTCCTTCTGGCCTTTTACCAAGTCTTCACATGGTGTTTATTGGTGTTATTA

GTAAAGAGTAATGAAAGGGCCATCTGTCTCAAGGCAAAGAAGGACTTGGAACCCCTGATTGGTCCTGCCAGAGGAAAGGCTC

CCATATTTGGAAAGCAGCAGGAATGCACCTCCCCCCTGCAGCTCCTACATAGCTAGGCAGGTCCAGGAGTATGTGCAGAAGG

TGCACAAGAGGACAGTGTGCCCGTGGCTCCAGAGGTGCGTCAGAGAGATCCTAAGGTATGTGGGGAGCAGAGTTTATGTGTG

ATAACCATTTCTGTGGCCAGGGCTGTTCATTTTTAATACCACTACAAACCATGCAGTGATTTCTTGAATCTCACCTCCTGGG

ATGGGTCCCAAGTCTGGGGACACTTGAGAGAAGATTCAAACATCACTGGAGTTCCTGTCTATGTTTTGGTGCTGTAATAAAA

TGCTAGCTTAAGGGTTGGCTGGTTAGGATTTTCTTTTGCTTTTAAGCCTTTGCCTCTGAAGACTAATCTATTTCTCAAGGTC

TCTATGCTTTTATTTTTTAATTTGATGCATGCATAATTTATGCTATTATTCTTATTTAAAGCTTGTCTGAGCTCACTGTGAT

TGGTGGGCAATGATGAATGGGATGCTGGAAGGCTAGGTGCTCAGGCTGCTGCCTGGCACACTCATGCCCACCGTGGGCCAGT

GACTAGGTGATGTCTGCATGTAAAGAGAGGTCAGCAGAGGCCTCTTTGCAGAAGTCCAGAGAAGCATGGATGTGCATGCAGT

TAGGTTGCATTTTGCCTATTTTTCTGCATAAGAAGCTGTGTCACACTAGAGTTGAATATTTTGACCAAAGAAGTACCAATCA

TTTTAAGGAATTCTGCAGGAGGGTATCTTAGGGCCTAAGCAAGATAAACTTGTCAACCTCCTTCAGCTCTGGCACTGGTGAA

CTCAGGAAATCTCCTAGAAGACCATCTAAGCAGGCTCTGCTATTGTAACTCTCTGTGTATTCCTGATCCACATGGACAAAGG

TCCAGGTGCTGAATATCCTGAATATTTGACCTTAAGAGATGGAGTTCCACAATAGCTATTGTAGTTTCAGGAACCAGTTGTG

ACTAACTACCAGACTGGGGGCCTTAAGGAGGAGGGATATTTCCTGAGGTCATCAGCAGTCTTTCAGATGTCTTGGGGCCAGA

TTGACTCTTGGTGCTTCCCCAAGCCCTCTTGTCCTTCCTCTTATTTCATTTCCTCTGAAATTCTTCACAGGCTCTGCTGTTC

ACTTAACTGAGGGGCCATCAGAGCTGCTATTCACTTAACCTCATGCCCAGTGACTCAAAAGCACCATCCCCTTCAGCAGCTC

AAAAGGGTAATGGGACATGGCCCTTGGGTACCTGGGAAAAGCATCACAGAGCTGGATTCAAATCTGCCCCCATTCTCTGCTG

TTGTGTGGCCTCAGGAAAATTACTTAACTTCTGAAACCCAATACAACTTTATAAAGTGAGGATAATAACATATCTACCCCAT

GTGAGAATTAAGTTAGGCAATGTCAGCAGCTGGCATGGTATGTGCAATAAGAAGCTGGTTGAGGGAGGAGGGTGGGACCCCA

CTCTCCCCAGGATGTGATTAGAAAAGATATCCATGAATAATCAAATTGCCTGTTGCAACTTCTGATCTGTCTGAGAAAACCA

AGATCACCATCCTGAATGGTGTAATTTCAGGCCAGAGCAAGAAACTTGGTTTTGACTTAACCCTATGCAGACCAAGCCTGGG

AAAACAGTTATGTTTCAGGAAAAATGTAAAAGGTGCAAGAATGACATTCCTCTCAAAGAGTCTTCTACACACAGGAGGGGAC

ATGGGAGACTCAGAACTCCACTGAGGAAGTTAACTGCTCCAGCCTTTTCTGTTGCAGATTCCGACACAATGAGGAAACATCT

GGGTGGATGCTGGTTGGCCATTGTCTGTGTCCTGCTCTTTAGCCAACTCTCCTCAGTCAAGGCGAGAGGCATAAAGCACAGA

ATCAAGTGGAACCGGAAGGTCTTGCCAAGTACCTCCCAGGTCACGGAGGCCCACACTGCGGAAATCCGCCCAGGGGCCTTCA

TCAAGCAAGGCCGAAAGCTGGATATCAACTTTGGAGTGGAGGGCAATAGGTACTATGAGGCCAACTATTGGCAGTTTCCTGA

CGGCATCCATTACAACGGCTGCTCCGAGGCCAATGTCACCAAGGAAAAGTTTGTCACCAGCTGCATTAATGCCACCCAGGTG

GCAAATCAAGAGGAACTGTCCCGTGAGAAACAAGACAACAAGCTTTACCAGCGGGTCCTGTGGCAGCTGATCAGGGAGCTCT

GCTCCATCAAGCACTGTGACTTTTGGTTGGAAAGGGGAGCAGGACTTCAGGTCACTCTGGACCAGCCCATGATGCTCTGCCT

GCTGGTTTTCATTTGGTTTATTGTGAAATAAGCTTGCAGGCAAGTTGGCAGCCACAGAGATCAATAGGCAAGCAAACCATAA

GCAAGTTATTCCAGTTCTTCTCCTCTAACCCCAAACCCCACGTGTTCTGAAGGTACCAAAGAACAGTGTGATTGATTCTTTA

GCGCTTGAAATAGCACTCCCAAGTATTCATTCAGGTGTTTGATTATATTTGATAAATGTGTGGGTATCAATCCTCTCCAGGT

TCTACCTAAAGTTGGCTTGTTCATCATTGCATTCTCAACTCTGGTGTAGCATCTGGCCCACCATATTATGCAATAAATGTTT

GGTAAGCAGATAAAAGAATGTGCCAGGGACCATACCAAGCACTTCACAATGCTTCCTGACAACTCTCAGAGGTAGGTGTAAT

AAGTGTTATTCTCTTGGTATAGATGAGAAAATTGAGGCTCCAAGAAGTAAAATAGTAAAGTAGTTAGAAAGTATCAGCCATA

ATTCAACCCTGGCTTATCTAACCCAGATTCCTGCTCTGTACATTTCTACTTTTGGAAATACGAAATGATTGATGCCGATGGC

CACATTTTTGATAACTTATTACATGGAAGTTAATTAGTTTAATTAAAGTAAGATATAATGAAGGAATTAAGCTAAAATATAA

ATAAAATCTAGACAAATGTCCATATTGCCTAGTAAGGAAGTATTACCAGCTTGATTCCTGGAGTAGTCTAGATCTATGGCAT

AAAGATGTTTTTTCACAAGAAGTATAAGTATTTGCTACTCGCATCTCTGAAGTAGTTAATGTATTTAAGAAACTATTTCTAA

ATGATAAATTTCCTTTCTAATGTTCCTCCAACCGTGTGTGCATGTTTTTAGGTATACATGCATACAAGCATCTTTAAATATA

TTCCCTTTATACAGGTGCTCCATACAATCTCCAGTCATTCTTTTACTGCTACTTTGGTGAGGGGCCATCATTTCCATGAACC

ACTTACAGCTTCAAAAACACAATTCCTCAGTAGAAAGGTTAAAAATAAAATATATATTTAAGAAGATCAATTAATGTATTCA

TACATGCCCTAATTAAGAATTATCATTAGTTAAACTACATTTATATTACAAAATATCAATACAGTTTAAATAAAAATAATGA

ATCTAATACTCTAAAAGATGCCCCCAGAGGCTCTCTGAGGATATGCTCAGAGTACCCAGCCCCCACCCTCAGGAGTTGTTGA

ACCATATTTGGTGATAAAAGTTGCTGAGTATTATCAATTGTCTGTATGGGTGAAAAAATGTGCATTGTCAGATGATTTTATC

CAAAGTATTTTAAAATGTGAGTGTTGATAATGGTACCTCTTGTTCTGAACCTCCACTGCTAATCAGTGTTCTTCTCAAGGAT

ACAGTTGGAAGGTTTTTATATAGAAAGCCAGTGTCTTTCCTCATTTCATTAATAGTTCCAGAAACCAGATTTAAGTGGGTGT

GTAGTGAATTGGTATATAGTGATTTAAATGTCAAATTTATTATTGGAACTTTAAATTGATTCCATATTTATTTGAACATCCT

TGCTCATGTTTATGAATTATGAGATCCAGTCAAGGCTTTGTGAGTCTAGTTTTTCACTTTAACAAAGGTTGGTCAAGTGCCT

ACTATGTATAAGACATTGTGAAGGATTTCTGAATTATTCTTGATGGAGTCATTTTAAAAGTGAATAATTTCACCAACCATTG

ATTTCTTGTCTCTTCTAAGCATTCATTTAAAAATATGTTTATTGTAAAAATGGCACTAAAATTACAACAGAAATCCAAAACC

AAACACTGCCCACAGTTCCAGCATCTGATTGTCAGTGTTCTCATTTTGCCCTATAACCTCCTGGTCCTTACCATTTGCATAT

ACAAATGTACATATTTGCAATAATAATTTAAGTGATCATATATATTCTAAATTTTTGCTCAACTTTGTTCTATGCTTTTTTC

ATTTTTCTATGATTTAGGGGTTCTTGCCTCCTGCTGCCTTCCCCAACCCACTCTCCTTCCTGCCTGAGATGTAGCCTCCATG

CTTTCATTGTGCTCAGATAGTTTTTTGTTTGATCACTTAAAAAAAATACTGTAATCTGGAGGGGTGGTATGGGGAGGGGAGA

GGGAGGGGGCTTCAGGATGGGAAACATGTGTATACCTGTGGCAGATTCATGTTGATGTATGGCAGAACCAATACAGAATTGT

GAAGTAATTAACCTCCAATTAAAATAAATCAATTTATATTAAAAAAATACTGTAATCATACAACTCGCATTTATTCTTCTGC

AG 

 

 

 

 



 

ġekil 5.2 Primerlerin PRND gen dizisi üzerinde bağlandığı bölgeler.  

   a) Promoter bölgesini çoğaltmak için kullanılan primer çiftleri, PRND gen dizisi  

   üzerinde 6. ve 1189. bazlar arasındaki bölgeyi çoğaltmaktadır. b) Exon 2‟yi 

    çoğaltmak için kullanılan primer çiftleri, PRND gen dizisi üzerinde 2035. ve  

   3200. bazlar arasındaki bölgeyi çoğaltmaktadır. 

a 

      

  0                   950               1900              2850               3800              4750 

 

b 

      

  0                   950               1900              2850               3800              4750 

 

 

 5.4   Koyun PRND Geninin PCR ile Çoğaltılması 

Koyun PRND genine ait exon 2 ve promoter bölgeleri, iki farklı PCR iĢlemi 

ile çoğaltılmıĢtır. Her iki tepkime için PCR koĢulları Çizelge 5.2„de belirtilmiĢtir. 

Pipetleme hataları ve olası kontaminasyonları engellemek için her PCR öncesinde 

“mastermix” hazırlanmıĢ ve eĢit hacimde olacak Ģekilde 0.2 µl hacimli 

mikrotüplere dağıtılmıĢtır. Her bir tepkime, içerisinde 1 U DreamTaq Green 

Polymerase (Fermentas), 1X Reaction Buffer (Fermentas), 0.2 mM dNTP karıĢımı 

(Fermentas), 0.2 µM forward ve reverse primer (ĠONTEK), ve 50-100 ng DNA 

olacak Ģekilde hazırlanmıĢ; bu karıĢım üzerine toplam hacmi 25 µl‟ye 

tamamlayacak kadar ultrasaf su (HyClone) eklenmiĢtir. Elde edilen PCR 

ürünlerinin kalitesini ve doğruluğunu belirlemek için örnekler agarose gel 

electrophoresis yöntemiyle incelenmiĢtir. Bunun için hazırlanan %1.5‟lik agarose 

gel,1X LB (10 mM lithium borate, pH 8.5) tampon çözeltisi içerisinde 200 V‟da 

30 dakika boyunca yürütülmüĢtür. Elde edilen PCR ürünleri, dizi analizine 

gönderilinceye kadar -20 °C‟de saklanmıĢtır. 

 

 

 

 

 



 

Çizelge 5.2 Kullanılan PCR koĢulları. 

 

 Exon 2 Promoter Bölgesi 

KoĢul Süre 

94 °C 2‟ 2‟ 

94 °C 1‟ 12‟‟ 1‟ 12‟‟  

30 döngü 59 °C 1‟ 12‟‟ 1‟ 12‟‟ 

72 °C 1‟ 12‟ 1‟ 12‟‟ 

72 °C 10‟ 10‟ 

4 °C ∞ ∞ 

 

 5.5   PCR Ürünlerinin Dizi Analizi 

 PCR ürünlerinin dizi analizi, RefGen Gen AraĢtırmaları ve Biyoteknoloji 

ġirketi tarafından gerçekleĢtirilmiĢtir. Dizi analizi için kullanılan yöntem ile ilgili 

ayrıntılı bilgiye, GiriĢ bölümünde yer alan“Dizi analizi yöntemleri” baĢlığı altında 

ulaĢılabilir. 

 5.6   Dizi Analizi Sonuçlarının Yorumlanması 

 Dizi analizi sonucunda elde edilen chromatogram‟lar, Sequence Scanner 

v1.0 (Applied Biosystems, USA) yazılımı aracılığı ile görüntülenmiĢ ve kontrol 

edilmiĢtir. Elde edilen diziler, novoSNP (VIB & University of Antwerp) yazılımı 

kullanılarak olası SNP‟lerin varlığı için incelenmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

6. SONUÇLAR VE TARTIġMA 

 

ġekil 6.1 Koyun PRND genine ait exon ve promoter bölgelerinin PCR ile çoğaltılması  

                             sonucu elde edilen ürünlerinin gel görüntüsü. Ex:Exon, Pr:Promoter, D:DiĢi,  

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

100 bç 

500 bç 

100 bç 

500 bç 

1200 bç 

1200 bç 



 

 

ġekil 6.2 PCR ürünlerinin dizi analizi sonuçlarının incelenmesi. Kırmızı renk düĢük 

    kaliteli (daha az güvenilir) nucleotide‟leri ifade ederken, mavi renk ise yüksek  

   kalitede nucleotide‟leri ifade etmektedir. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ġekil 6.3   Farklı nitelikte DNA dizilerine ait chromatogram‟ların  

                               karĢılaĢtırılması. a) Değerlendirilebilir ve iyi kalitede bir dizi analizi  

     sonucu. b) Değerlendirilemeyecek ve kötü kalitede bir  

                              analiz sonucu. 
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Çizelge 6.1    Koyun PRND geni üzerinde bulunan tek nükleotit değiĢimleri. 

 

Cinsiyet Bölge 

(Promoter/Exon) 

Konum 

(Nükleotit) 

DeğiĢim DeğiĢim 

Türü 

DiĢi Exon 2196 G > A EĢ anlamlı 

DiĢi Exon 2269 A > T EĢ anlamlı 

DiĢi Promoter 212 A > C - 

DiĢi Promoter 214 C > A - 

DiĢi Promoter 216 A > G - 

DiĢi Promoter 217 G > T - 

Erkek Exon 2196 G > A EĢ anlamlı 

Erkek Promoter 212 A > C - 

Erkek Promoter 214 C > A - 

Erkek Promoter 216 A > G - 

Erkek Promoter 217 G > T - 

 

 

ġekil 6.4 PRND geni promoter bölgesinin transkripsiyon etkenleri için analizi.  

  a) DiĢilerdeki PRND promoter bölgesini, b) erkeklerdeki PRND promoter  

  bölgesini göstermektedir. 
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ġekil 6.5  PRND geni promoter bölgesinin diĢi ve erkeklerde çoklu hizalama sonucu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

2000‟li yılların baĢında ortaya çıkan ve toplumda “deli dana hastalığı” 

olarak bilinen sığır süngerimsi ensefalopati salgınına, hastalık taĢıyan hayvanlar 

kullanılarak elde edilen yemlerin diğer hayvanları beslemek için kullanılmasının 

neden olduğu bilinmektedir. Yakın zamanda baĢta balıklar olmak üzere diğer 

canlı türlerinde de prion-benzeri proteinlerin var olduğunun belirlenmesi, prion 

hastalıklarının bir kez daha türler arası bir aktarıma uğrayıp uğramayacağı 

sorusunu beraberinde getirmektedir. Bu nedenle prion gen ailesinin ve prion 

proteinlerinin evrimsel süreçte nasıl Ģekillendiği ve değiĢime uğradığının açığa 

çıkarılması, bu hastalığın bulaĢıcı doğasının moleküler düzeyde anlaĢılmasına 

yardımcı olacaktır. 

Prion protein ailesi amino asit düzeyinde oldukça farklı olmakla birlikte, 

protein yapılarında korunmuĢ bir çok temel özellik bulunmaktadır. Bütün prion 

proteinleri GPI-bağına sahip olup, hücre dıĢında yerleĢim gösterir. Ayrıca bütün 

prion proteinlerinde N-glikozillenme bölgeleri bulunur. Bir diğer ortak özellik ise 

protein yapılarında bulunan disülfit bağıdır. Doppel proteininde iki adet disülfit 

bağı bulunması, büyük olasılıkla bu proteinin diğer prion proteinlerine göre daha 

kararlı yapıda olmasına katkıda bulunur. Ayrıca, fazladan bir disülfit bağının 

Doppel‟in PrP
C
‟nin patojenik dönüĢümüne benzer bir dönüĢüm süreci geçirmesini 

engellediği iddia edilebilir. Doppel‟in herhangi bir prion hastalığı ile iliĢkili 

olmaması da bu görüĢü desteklemektedir. Kurbağa prion proteini hariç bilinen 

bütün prion proteinlerinin yapısında tekrar bölgeleri (dörtlü, altılı ya da sekizli) 

bulunur. Prion proteinlerinin belki de en karakteristik özelliği, protein yapılarının 

ortasında yer alan ve PrP
C
-PrP

Sc
 dönüĢümü için gerekli olan  su-sevmeyen amino 

asit dizisidir. Bütün bu özellikler göz önüne alındığında, Doppel proteini PrPC‟nin 

yalnızca C-ucu kısmına benzer ve yapısında tekrar bölgelerinin ve su-sevmeyen 

bölgenin olmaması nedeniyle diğer prion proteinlerinden ayrılır (Premzl et al., 

2004). 

KarĢılaĢtırmalı genomik, gen dizilerinin incelenmesi için oldukça yararlı bir 

yöntemdir (Premzl & Gamulin, 2007). Lee ve arkadaĢları tarafından prion gen 

ailesi üzerinde yapılan ilk karĢılaĢtırmalı genomik incelemede, prion gen ailesi 

üyelerinin iki ya da üç exon‟dan oluĢan benzer bir gen düzenleniĢine sahip 

olduğu, ve evrimsel süreçte PRNP genlerinde önemli miktarda transposable 

element birikimi gerçekleĢtiği bulunmuĢtur (Lee et al., 1998). Ayrıca, memeli 

PRNP ve SPRN genlerine ait promoter bölgelerinin CpG adaları içerdiği, buna 

karĢın dokuya özgü gen ifadesi gösteren PRND ve PRNT genlerine ait promoter 

bölgelerinde CpG adalarının bulunmadığı ortaya çıkarılmıĢtır (Lee et al., 1998; 

Comincini et al., 2001). Bu bulgular göz önüne alındığında, epigenetik 

mekanizmaların prion gen ailesi üyelerinin ifadelerinde farklı göreve sahip olduğu 



 

ve cinsiyete bağlı olarak farklı gen ifadesi gösteren PRND ve PRNT genlerinin 

ifadelerinin düzenlenmesinde rol oynamadığı söylenebilir.  

PRNP geni ile aynı genomik bölgede bulunan ve Doppel proteinini 

kodlayan PRND‟nin evrimsel süreçte PRNP‟den eĢlenerek ortaya çıktığı 

düĢünülmektedir (Mastrangelo & Westaway, 2001). Yakın zamanda keĢfedilen ve 

PRNP geninin paralogu olan SPRN‟nin varlığı bir çok canlıda belirlenmiĢtir 

(Premzl et al., 2003). Shadoo proteinini kodlayan SPRN gen dizisi, evrimsel 

süreçte PRNP‟ye göre daha fazla korunmuĢtur. Prion gen ailesinin en yeni üyesi 

olan PRNT‟nin, Ģu ana kadar yalnızca insanlarda var olduğu (Makrinou et al., 

2002) bilinmekte, elde edilen bulgular bu genin PRND’den eĢlenerek ortaya 

çıktığını iĢaret etmektedir (Premzl et al., 2004).Yapılan diğer çalıĢmalar, PRNP ve 

SPRN genlerinin memelilerde ve balıklarda, PRND geninin yalnızca memelilerde, 

PRNT geninin ise yalnızca primat türlerinde var olduğuna iĢaret etmektedir 

(Premzl et al., 2004; Choi et al., 2006; Rivera-Milla et al., 2006) 

Premzl ve arkadaĢları tarafından memeli prion genleri üzerinde yapılan 

karĢılaĢtırmalı incelemeler, SPRN ve PRNP genlerine ait birbirinden farklı 

özellikte genomik bölgeler olduğunu göstermektedir (Premzl et al., 2004). Elde 

ettikleri bulgular, SPRN‟ye ait genomik bölgede herhangi bir transposable 

element‟in olmadığını; buna karĢılık PRND genini de içeren PRNP genomik 

bölgesinin ~%50 oranında transposable element içerdiğini göstermektedir (Premzl 

et al., 2004). Bu bulgular ıĢığında, beyine özgü ifadeye sahip SPRN gen yapısının 

evrimsel süreçte daha çok korunduğu, buna bağlı olarak SPRN gen ürününün 

omurgalı sinir sistemlerinde korunmuĢ, temel bir iĢleve sahip olduğu iddia 

edilebilir. ÇeĢitli omurgalı türlerine ait PRNP genlerinin nükleotit dizilerinin ve 

içeriklerinin farklı olduğunun bulunması ve PRNP gen düzenlenmelerindeki 

farklılıklar (exon/intron sayı ve yapılarındaki farklılıklar), PRNP genomik 

bölgesinin kuvvetli bir evrimsel baskıya uğramadan farklılaĢtığına iĢaret 

etmektedir (Premzl et al., 2004). Bütün bu sonuçlar göz önüne alınarak, prion gen 

ailesi üyelerinin SPRN geninin atasal Ģeklinden farklılaĢarak ve eĢlenerek 

türevlendiği görüĢü öne sürülmüĢtür (Premzl et al., 2004) (ġekil 6.4). 

 

 

 

 

 

 



 

ġekil 6.6 Prion gen ailesinin evrimi için öne sürülen bir model (Premzl et al., 2004). 

. 

Dokuya özgü PRND gen ifadesinin nasıl düzenlendiğini ortaya çıkarmak 

için yapılan fare modelleri üzerinde gerçekleĢtirilen incelemelerde, embriyonik 

dönemde dorsal root ganglia ve spinal cord‟da Brn-3a ve Brn-3b transkripsiyon 

etkenlerinin PRND gen ifadesinin düzenlenmesinde görev aldığı (Calissano et al., 

2004) ve iki cis-acting element‟in (CCAAT box ve E box) PRND gen ifadesi için 

gerekli olduğu (Nagyova et al., 2004) ortaya çıkarılmıĢtır. Del Vecchio ve 

arkadaĢlarının sığır PRND genine ait promoter bölgesinin iĢlevsel haritasını ortaya 

çıkarmak için yaptığı çalıĢmalar sonucunda, promoter bölgesinde bir çok CCAAT 

bağlayıcı öğelerin bulunduğu keĢfedilmiĢtir (Del Vecchio et al., 2005). Bu 

bağlanma bölgelerine NFY gibi aktifleĢtirici özellikte transkripsiyon etkenlerinin 

yanı sıra, CDP ve SATB1 gibi baskılayıcı transkripsiyon etkenlerinin de 

bağlanabilecek olmasının, PRND gen ifadesinin hassas bir Ģekilde düzenlenmesi 

için önemli olduğu düĢünülmektedir (Del Vecchio et al., 2005). Sığır PRND 

genine ait promoter bölgesinde Genesis transkripsiyon etkeninin bağlanabileceği 

bir yerin var olduğunun bulunması, PRND gen ifadesinin Sertoli hücrelerinde 

neden yüksek düzeyde olduğunu açıklayabilir; keza Sertoli hücrelerinde Genesis 

ifadesi gerçekleĢmez (Sutton et al., 1996). Yine de PRND gen ifadesinin 

düzenlenmesine iliĢkin elde edilen bulgular, gen ifadesinin embriyonik dönem 

sonrasında neden testislerle sınırlandığını açıklayamamaktadır. 

Prion gen ailesinin bir üyesi olan PRND geni ve kodladığı Doppel proteini 

üzerinde yapılan kapsamlı çalıĢmalar ıĢığında, yapı-iĢlev iliĢkileri ve hastalıklarla 



 

bağlantısı baĢta olmak üzere bir çok önemli bulgu elde edilmiĢtir. DiĢi üreme 

sistemi için görünürde gerekli olmayan Doppel proteininin erkek üreme 

sisteminin sağlıklı ve doğru bir Ģekilde geliĢimi için kilit bir göreve sahip 

olduğunun bulunması, ve PRND geni üzerindeki çeĢitli polimorfizmlerin özellikle 

erkek hayvanlardaki üreme potansiyeli ile yüksek derecede iliĢkili olması 

nedeniyle ekonomik değere sahip hayvan türlerinde bu genin doğru Ģekilde 

tanımlanıp incelenmesi hayvancılık için oldukça önem taĢımaktadır. BaĢta 

Ġngiltere, Portekiz ve Amerika olmak üzere bir çok ülkedeki hayvan yetiĢtirme 

programlarında, hayvansal ürünlerin eldesinde verimin artırılması ve hayvanların 

hastalıklara karĢı daha dirençli hale getirilmesine yönelik yetiĢtiricilik 

programlarında moleküler biyoloji ve genetik bilimlerinden yoğun bir Ģekilde 

yararlanılmaktadır. Ne yazık ki ülkemizde benzer özellikteki çalıĢmalardan söz 

etmek mümkün değildir.  

Koyun PRNP geni üzerindekibir çok çalıĢma, bu genin oldukça polimorfik 

bir niteliğe sahip olduğunu ortaya koymuĢ; özellikle 136., 154. ve 171. 

kodonlarda gözlenen polimorfizmlerin scrapie hastalığına yatkınlığı belirlediği 

kanıtlanmıĢtır  (Baylis and Goldmann, 2004). PRNP ile karĢılaĢtırıldığında, PRND 

geninin koyunlarda daha düĢük seviyede polimorfik olduğu gözlenmiĢtir (Alvarez 

et al., 2006; Pereira et al., 2009). Sığırlar ve koyunlar göz önüne alındığında, 

PRND geni üzerinde belirlenen R50H  ve N110H polimorfizmlerinin herhangi bir 

prion hastalığı ile iliĢkili olmadığı belirlenmiĢtir (Comincini et al., 2001); gene de 

110. kodonda gözlenen bu değiĢim protein yapısındaki N-glikozillenme bölgesini 

etkileyebileceği için önemlidir. Keçilerde yapılan çalıĢmalarda ise PRND geninin 

sığırlara ve koyunlara kıyasla daha polimorfik olduğu belirlenmiĢtir (Uboldi et al., 

2005; Mesquita et al., 2010). 

Portekiz‟de bulunan çeĢitli koyun ırklarında yapılan çalıĢmalardan elde 

edilen sonuçlar i) PRND genine ait 26. kodonda gözlenen bir eĢ anlamlı 

polimorfizm ile üreme potansiyelinin iliĢkili olduğuna (Pereira et al., 2009), ii) 

PRND genine ait 26. kodon ile PRNP geni üzerindeki 154. ve 171. kodonlar 

arasında anlamlı bir bağlantı dengesizliği (Ġng. linkage disequilibrium) 

bulunduğuna (Mesquita et al., 2010) iĢaret etmektedir. Ayrıca, PRND G allelinin 

PRNP ARR alleli ile anlamlı düzeyde bağlantılı olduğu (D’=1.000, r
2
=0.026, 

P=0.000); PRND A allelin varlığı ise PRNP ARQ ve AHQ allelleri ile anlamlı 

düzeyde (D’=0.488 ve 0.189, r
2
=0.009 ve 0.023, P=0.004 ve 0.000) iliĢkili olduğu 

bulunmuĢtur (Mesquita et al., 2010). Diğer bir deyiĢle, PRND geni için homozigot 

nitelikte olan bireyler, scrapie‟ye en dirençli grupta yer almaktadır. 



 

Bu çalıĢmada, koyun PRND genine ait ikinci exon ve promoter bölgeleri 

PCR ile çoğaltıldıktan sonra, dizi analizine gönderilerek olası polimorfizmler için 

incelenmiĢtir. Ġkinci exon‟un tercih edilmesinin nedeni, Doppel proteinini 

kodlayan asıl bölgenin ikinci exon yapısında yer almasıdır. Promoter bölgesinin 

de çalıĢmaya dahil edilmesiyle, promoter yapısında gözlenebilecek olası 

değiĢimlerin dokuya özgü gen ifadesi üzerindeki etkisi de araĢtırılmıĢtır. PRND 

geni ile iliĢkili önceki çalıĢmalar PCR sonrası restriksiyon enzim kesimleriyle 

yapılan analizlerle sınırlı kalmıĢtır. Bu yöntem oldukça yaygın olarak 

kullanılmasına rağmen, polimorfizmlerin her zaman restriksiyon enzim kesim 

bölgelerini etkilememesi nedeniyle ilgilenilen gen yapısındaki bütün 

polimorfizmlerin ortaya çıkarılması amacı için yetersiz kalmaktadır. Bu nedenle 

bu çalıĢmada PCR ürünlerini doğrudan dizi analizi yöntemi ile inceleyerek, daha 

önce bulunamayan farklılıkların ortaya çıkarılması hedeflenmiĢtir. 

Geleneksel zincir sonlandırmasına dayalı DNA dizi analizi yöntemleri ile 

elde edilen sonuçların hem ilk hem de son kısımlarında yer alan nükleotit 

dizilerinin sağlıklı analiz sonuçları vermediği bilinmektedir (ġekil 6.3). Mümkün 

olan en geniĢ nükleotit dizisini analiz edebilmek için, kullanılan primer çiftleri 

koyun PRND genine ait promoter ve ikinci exon bölgeleri ve her iki bölgenin 

etrafında yer alan yaklaĢık 1200 nükleotitlik bir DNA dizisini çoğaltacak Ģekilde 

tasarlanmıĢtır. 

Kullanılan yöntem ile koyun PRND genine ait DNA dizilerinin 

çoğaltıldığını doğrulamak için PCR ürünlerinin dizi analizlerinden elde edilen 

sonuçlar nucleotide blast algoritması (blastn) kullanılarak NCBI‟ye ait mevcut 

tüm nükleotit dizilerini içeren veritabanları ile karĢılaĢtırılmıĢtır. Elde edilen 

sonuçlar, çoğaltılan DNA dizilerinin koyun PRND genine ait olduğunu 

doğrulamaktadır (ġekil 6.7).   

ÇalıĢmamızda kullanılan Türk koyun ırkları ele alındığında, elde ettiğimiz 

dizi analizi sonuçları PRND genine ait ikinci exon üzerindeki 26. ve 50. 

kodonlarda Pereira ve arkadaĢları tarafından bildirilen değiĢimlerin mevcut 

olduğunu (Pereira et al., 2009) göstermektedir (Çizelge 6.1). Bu iki değiĢimin 

görülme sıklığı diĢilerde daha yüksek olmakla birlikte, bu çalıĢmadaki örneklemin 

küçüklüğü nedeniyle istatistiksel açıdan anlamlı bir değerlendirme yapmak 

mümkün değildir. Bu çalıĢma çerçevesinde yapılan PRND gen analizine, PRNP 

geni dahil edilmediğinden, Pereira ve Mesquita tarafından bildirilen PRND ve 

PRNP allel bağlantısı (Mesquita et al., 2010; Pereira et al., 2009) 

doğrulanamamıĢtır. Gene de, PRNP ve PRND gen allelleri arasındaki bağlantı 

düzeyinin yüksek oluĢu göz önüne alındığında Portekiz‟deki koyun ırklarında 



 

 ġekil 6.7 Elde edilen dizi analizi sonuçlarının veritabanları ile karĢılaĢtırılması. 

 

 



 

belirlenen bu bağlantının Türkiye‟deki ırklar için de geçerli olabileceği iddia 

edilebilir. 

PRND geni üzerinde Ģu ana kadar yapılan çalıĢmalar ikinci exon bölgesiyle 

sınırlı kalmıĢtır. Promoter bölgesindeki olası SNP‟lerin cinsiyete bağlı farklı gen 

ifadesinden sorumlu olabileceği hipotezinden yola çıkarak, PRND genine ait 

promoter bölgesi ve bu bölgenin çevreleyen kısım PCR ile çoğaltılıp, dizi 

analizine gönderilmiĢtir. Promoter bölgeleri üzerinde bulunan dört adet SNP‟nin 

her iki cinsiyette de aynı konumda olduğu bulunmuĢtur (Çizelge 6.1). Ayrıca 

promoter bölgelerine ait nükleotit dizileri cinsiyetler arasında karĢılaĢtırıldığında 

oldukça yüksek düzeyde bir benzerlik görülmektedir (ġekil 6.5). Promoter 

bölgelerine ait diziler, transkripsiyon etkenlerini bağlama özellikleri için 

MatInspector  yazılımı ile incelenmiĢtir. Elde edilen sonuçlar, hem PRND genine 

ait promoter bölgesini oluĢturan 390 nükleotitlik kısımda, hem de bu bölgenin 

etrafındaki bölgelerde 200‟den fazla transkripsiyon etkeni bağlama bölgesi 

olduğunu göstermektedir (ġekil 6.4). Olası transkripsiyon etkenleri arasında en 

dikkat çekici olan ve “SOX/SRY-sex/testis determining and related HMG box 

factors” olarak adlandırılan transkripsiyon etkeninin PRND promoter bölgesi 

üzerindeki 229. ve 253. nükleotitler arasındaki kısma bağlandığı düĢünülmektedir. 

Bu transkripsiyon etkeninin PRND geninin dokuya özgül ve hatta cinsiyete özgül 

gen ifadesindeki farklılıklarla iliĢkili olup olmadığını belirlemek için “yeast two-

hybrid” gibi DNA-protein etkileĢimlerini inceleyebilecek bir analiz yönteminin 

kullanılması yararlı olabilir. 

Yakın zamanda sinir sistemi hücrelerindeki mikroRNA seviyelerindeki 

bozuklukların hem insan hem de hayvan prion hastalıklarıyla iliĢkili olduğu 

bulunmuĢtur (Saba et al., 2008). Bununla birlikte, mikroRNA‟ların prion 

genlerinin ifadesini nasıl etkilediği üzerine yapılmıĢ bir çalıĢma bulunmamaktadır. 

Cinsiyete ve dokuya özgü PRND gen ifadesinde mikroRNA düzenlemesinin 

incelenmesi, bu genin neden ve nasıl dokuya özgü ifade gösterdiğini açıklamakta 

yardımcı olabilir. 

 

 

 

 

 

 



 

7. ÖNERĠLER 

Avrupa Birliği‟nin 2003 yılında aldığı karar doğrultusunda, çiftlik 

hayvanlarını scrapie‟den arındırmak için çeĢitli yetiĢtirme programları 

kurulmasına karar verilmiĢtir (EU, 2003). Bu durum, ülkemizde prion 

hastalıklarının moleküler düzeyde incelenmesini, çiftlik hayvanlarının prion 

hastalıklarına karĢı direnç düzeylerinin belirlenmesini ve elde edilen sonuçlara 

göre gerekli yetiĢtiricilik programlarının oluĢturulmasını gerektirmektedir. 

Türkiye‟de prion genetiği ve hayvan prion hastalıkları üzerindeki sınırlı sayıda 

çalıĢmalarda, Türkiye‟deki çeĢitli yerel koyun ırklarında PRNP genotiplerinin 

belirlenmesi (Ün et al., 2008), Türkiye‟deki sığır ırklarında PRNP genine ait 

promoter bölgesindeki polimorfizmlerin belirlenmesi (Ün et al., 2008) ve Anadolu 

su bufalosunda PRNP genine ait promoter ve intron bölgelerindeki indel 

polimorfizmlerin belirlenmesi (Öztabak et al., 2009) gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Türkiye‟de PRND geni üzerinde yapılan bu ilk araĢtırma ile Türkiye‟deki koyun 

ırklarında PRND geninin durumu belirlenerek, mevcut çalıĢmaları tamamlayıcı ve 

destekleyici bulgular elde edilmiĢtir. 

Bu çalıĢmadaki örneklemin finansal yetersizlikler nedeniyle küçük boyutlu 

oluĢu, çalıĢmanın belki de tek olumsuz yönünü oluĢturmaktadır. Daha kapsamlı 

bir projelendirme ile, Türkiye‟deki farklı bölgelerde yetiĢtiriciliği yapılan koyun 

ırklarının tamamı incelenerek PRND ve PRNP genlerinin bir arada analizi 

mümkün olacaktır. Üreme potansiyeli ayrıca test edilerek, genetik analizlerden 

elde edilecek sonuçlarla birlikte değerlendirilip, Türkiye‟deki koyun ırklarının 

genetik yapısı, scrapie‟ye karĢı direnç durumu gibi hayvancılık sektörünü 

yakından ilgilendiren üretim değiĢkenleri tespit edilmesi ile Avrupa Birliği‟nin 

çiftlik hayvanlarını scrapie‟den arındırmak için aldığı karar doğrultusunda önemli 

adımlar atılmıĢ olacaktır. 
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