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ONSOZ

Final raporu sunulmakta olan bu projede prion protein genine ait bir bolge DNA
dizilimi yapilarak ¢ok sayida yerli Turk koyun irklarinda taranmistir. Bu bélgenin 6nemi
koyunlarda o&limcul olan skrapi hastaligina yatkinlik (ya da direnglilik) genotipleri
sergilemesidir. Bulasici olan skrapi bir taraftan koyun endustrisine zarar verirken, diger
taraftan sidirlar aracigi ile insanlarda da o6lumcul bir hastaligin ortaya ¢ikmasina neden
olabilmektedir. Bu nedenle hem insan sagligina hem koyundan baska hayvan sagligina da
etki etmektedir.

Koyunlarda tek tek bu gen bolgesinin genotiplerinin bilinmesinin skrapiye direngli
surller elde ederek saglik problemlerine ¢6zim getirecedi, ekonomiye katkisi olacagi
beklentisi dinyanin her yerinde koyunlarin gen agisindan incelenmesine yol agmistir. S6z
konusu gen bdlgesinin genotip dagilimi ile ilgili veriler ¢ok zengindir. Proje taslaginin
sunulmasina kadar Tlrkiye’den olan yayinlar (2) proje esnasinda da artmistir (5). Zaman
icinde: farkh skrapi soylarinin farkli genotiplerle ilgili olabilecegi; bazi Ulkelerde skrapinin
gorulmemesinin olasi nedenleri arasinda sanilandan baska genotiplerin rol oynamakta
oldugu ve bu gen bdlgesinin islevinin tam olarak bilinmemesi calismalarin hizla devam
etmesine neden olmaktadir. Proje sonuglari bir taraftan Tirkiye’den ve Dinya’dan olan
bilgilere katkida bulunurken, bir taraftan da koyunun ilk evcillestigi merkez (Gulneydogu
Anadolu) civarindan en yaygin (14 irk) ve detayli (655 sekans) olarak yeni bulgulara yol
acacaktir kanisindayiz.

Proje  TUBITAK-MoST isbirligi Programi cercevesinde, Pakistan ile beraber
yurGtulmagstir ve 18 ayda tamamlanmistir. Projenin ilk agsamalarinda Pakistan’da yasanan
dogal felaketler iki Ulke arastirmacilarinin bir araya gelmesini engellediyse de projenin
bitimine yakin (4-14 Ekim 2011) Ust dizeyde yogun bilgi aligverisi baglamistir. Umuyoruz bu
isbirligi kisa surede 6zgun, ilging sonuglar iceren bir yayin olarak ilk Grinunu verecektir. Yeni
ortak projeler tasarlanmigtir, bu projeler aracigiyla igbirliginin devam edecegine
inanmaktayiz.

Projeyi, TUBITAK-MoST isbirligi Programi cergevesinde destekledigi icin Tirkiye
Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu’na tesekkir ederiz. Bu sire icinde dikkatli ve yapici
yonlendirmeleri icin hakemlere ayrica tesekklir etmek isteriz. Sunulan projede kullanilan
koyun érneklerinin neredeyse tamami bir bagka TUBITAK projesi (kisa adi TURKHAYGEN-
I) tarafindan toplanmisti. Bu 6rneklerin kullanilmasina izin verdidi icin, proje yonetim kuruluna
ve Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlidrna, deney asamasinda kisa bir stire bize yardimci
olan Yrd. Dog. Dr. Ebru GOKALP OZKORKMAZ'a ve Giiney Karaman irkina ait drneklemede
bizlere yardimci olan Vet. Hek. Nejdet AKAY’a tesekkir ederiz.

Prof. Dr. inci Togan
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OZET

Koyun ve kegcilerin inkiibasyon stiresi uzun, 6limcul, merkezi sinir sistemini etkileyen
(n6rodejeneratif) bir hastaligi olan skrapi; birgok memeli tirina etkileyen bulagici singerimsi
ensefalopatilerden (Transmissible Spongyform Encephalopathy -TSE) yani prion protein
hastaliklarindan biridir. Koyunda ¢ ekzon ve iki introndan olusan prion protein geninde
uciincti ekzon bolgesinde halen 50’den fazla nokta mutasyonu polimorfizmi (TNP)
g6zlenmistir. Ancak, skrapiye direng / hassasiyeti belirleyen prion protein gen bdlgesindeki
mutasyonlarin 136, 141, 154 ve 171. kodonlarina dayali genotiplerin oldugu bildiriimektedir.
Avrupa-Asya yelpazesinde birikmis verilerin cogunlukla Avrupa’dan oldugu dikkat c¢ekicidir.
Halbuki arkeolojik ve genetik veriler Orta Dogu’'nun koyun evcillestirme merkezi oldugunu
go6stermektedir. Ancak, yapilan galismalar incelendiginde bu bdlgeden verilerin daha sinirh
oldugu gérulmektedir. Bu ¢alismada, skrapi vakasinin rapor edilmedigi Turkiye yerli koyun
irklarinda prion protein gen polimorfizminin 15 farkli populasyonda incelemesi yapilmigtir.
Calismada prion protein gen bdlgesinin 3'Unci ekzon bdlgesine ait 745 bg (baz cifti)
uzunlugundaki bdlgesi 655 bireyde sekanslanarak galisiimigtir. Elde edilen veriler, Turkiye'de
skrapiyi 6nlemeden sorumlu otoriteler, hayvan yetistirme birlikleri ve Universitelerin arastirma
birimlerince kullaniimasi acisindan vyararhdir. Ayrica veriler, Dinya’'daki PrP protein
polimorfizm verilerinin cografi dagiimindaki biaylk boslugu énemli dl¢clide doldurmustur.
Calismada elde edilen detayl veriler fonksiyonu tam olarak bilinmeyen PrP protein
bélgesinin  hangi evrimsel glgcler etkisinde olabilecegi ile ilgili bilgilere katkilarda

bulunmaktadir.

Anahtar kelimeler: yerli koyun irklar, skrapi, prion protein geni, polimorfizm, notralite

testleri, evrimsel etmenler

Xiii



ABSTRACT

Scrapie is an infectious fatal disease of sheep and it is a member of Transmissible
Spongiform Encephalopathies (TSE) (or a prion disease) and affects the central nervous
system. Susceptibility to scrapie is associated with polymorphisms in sheep prion protein
(PrP) gene, based on their genotypes at codons 136, 141, 154 and 171. In Europe-Asia
spectrum, accumulated data is mostly from Europe. Whereas, archeological and genetic
evidences indicated that Middle East is the heart of sheep domestication and all of the sheep
breeds must have went out from this region. Yet, data from this region is preliminary. The
main purpose of the study is to collect an extensive data,covering 14 breeds 15 different
populations represented by 655 individuals where each of which are sequenced for 745 base
pairs of PrP 3™ exon region. It will be a data where individuals were from Turkey from which

scrapie incidence was not reported.

This data is important and useful for the authorities responsible from the risk
management of scrapie in Turkey, for animal breeders association and for research units of
universities. At the same time, it will, considerably, fill the big gap which is present in the data
of geographic distribution of PrP polymorphisms in the world. The detailed data obtained by
the study will contribute to the understanding of evolutionary mechanisms operating on the

PrP gene of which the function is unknown.

Keywords: native sheep breeds, scrapie, prion protein gene, polymorphism, neutrality tests,
evolutionary mechanisms.
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1. GIRIiS

Skrapi, koyun ve kecilerde merkezi sinir sistemini etkileyen 6limcuil bir hastaliktir.
Hastalanan bireylerde hastaligin olusumu prion proteini (PrP)’nin, merkezi sinir sisteminde,
normalde gdzlenmeyen bir izoformunun birikmesi ile iligkilendiriimistir. Skrapi, koyunlarda
once verim azalmasi sonra yarattigi 6limle ekonomik kayba sebep oldugu gibi, skrapili
koyun dokularinin hayvan yemine karigmasi durumunda sigirlarda da olimcul deli dana
(Bovine Spongiform Encephalopathy, BSE) hastaliginin olusmasina ve onlardan da insanlara
oral yolla bulagarak yine o6lumcul prion hastaligi olan Creutzfeld-Jacob hastaligi varyanti
(vCJD)’nin ortaya gikmasina neden olabilmektedir (Collinge, 2001).

Koyunda 13. kromozom Uzerinde yer alan prion proteininin ¢ ekzon ve iki introndan
olusan 256 aminoasit uzunlugunda olan PrP’i kodlayan genin tclincli ekzonunda halen 35
farkl kodonda 50’den fazla nokta mutasyonu (TNP) gézlenmis bulunmaktadir (Alvarez ve
ark., 2011). Ancak, koyun endustrisini, insan ve hayvan saghgini 6zellikle ilgilendirdigine
inanilan mutasyonlarin 136, 154 ve 171. kodonlarda gdrulenler oldudu belirlenmigtir.
Bunlardan 136. kodonun Alanin (A), Valin (V) ya da nadiren Treonin (T), 154. kodonun
Arginin(R) veya Histidin (H), 171. kodonun R, H, Glutamin (Q) veya Lisin (K) isimli
amioasitleri kodlamis oldugu gdézlenmigtir. Bu aminoasitlerin gesitli kombinasyonlari cesitli
haplotipler yaratmaktadir. Goézlem ve deneylerle, gl aminoasit kombinasyonlari
yelpazesinde, ARR haplotipinin koyunlarda skrapiye direngli, diger taraftan VRQ haplotipinin
de skrapiye hassas koyunlarda bulundugu goésterilmistir (Tongue ve ark., 2004, Gama ve
ark., 2006). Gene bu haplotiplerin kombinasyonlari da ¢esitli genotipler (6rn. ARR-ARR veya
ARQ-TRQ gibi) olusturmaktadir. Bu genotipler skrapiye hassasiyette farkliliklar
gostermektedir (Vaccari ve ark., 2001; Tongue ve ark., 2004). ingiltere Ulusal Skrapi Plani
cercevesinde dnceden goézlenmis genotipler risk gruplari olarak siniflandiriimiglardir (Hunter
ve ark., 2007; Dawson ve ark., 1998). Bu planin risk gruplarini baz alan ulkeler, kendi koyun

irklarini skrapiye direnglilik agisindan degerlendirmek ve idare etmek tzere, PrPgen bdlgesi



polimorfizmlerini 6zellikle yukarida belirtilen 3 kodon agisindan taramaktadir. Ayrica, birgok
Ulkede, 6zellikle Avrupa Birligi Ulkelerinde, skrapiye direngli surller olusturmak amaci ile
direncli genotiplerin frekansini arttirici siki seleksiyon programlari uygulanmaktadir (Kao ve
ark., 2001, Sipos ve ark., 2002, Green ve ark., 2007). Bu program ¢ercevesinde ¢ok sayida

birey hem PrP geni hem de skrapi varligi agisindan taranmistir.

Son yillarda biriken gdzlemler farkli skrapi soylarinin, izolatlarinin (atipik skrapi) da
var oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bir dnceki deneylerle tarif edilen (Orn. ARR/ARR genotipinin
direngli oldugu) skrapi soyu klasik skrapi olarak anilmaya baglanmistir. Atipik skrapiye
hassas bireylerin gogunlukla, ilk ve son iki amino asit bolgesi g6z énine alindiginda (ARR ve
ARQ) klasik skrapiye goreceli olarak direncli olan (ALRR/ALHQ, ALRR/AFRQ, AFRQ/ALRQ),
yani onceki seleksiyon programlarinin sikhgini arttirdigi genotiplerde (Benestad ve ark.,
2003, Luhken ve ark., 2008) ortaya c¢ikabileceginin anlasilmasi uygulanmakta olan
programlarin gozden gegcirilmesi gerektigine igaret etmistir. Ayrica, klasik skrapiye hassas
genotiplerin Avrupa’da ylksek olmasinin bir nedeninin bazi verim 06zellikleri ile ilgili
olabilecegi, hastaligin buradaki koyunlarin verimlerini arttirma esnasinda ortaya c¢ikmig
olabilecegini dusundurmektedir. Bir taraftan klasik skrapiye direncli genotiplerin atipik
skrapiye hassas olabilecegi, diger taraftan klasik skrapiye direncli strd yaratirken verimin
azalabilecegdi dusuncesi endise yaratmis ve hem PrP protein geninin polimorfizmlerinin, hem
de skrapi ve verim Ozellikleri iligkilerinin daha kapsamli bir bicimde calisilmasi geregini ortaya
koymustur. Atipik skrapinin kaynagl henuz tam olarak bilinmemekle birlikte, yapilan
calismalar 141. ve 154. kodonlardaki mutasyonlarin birlikte atipik skrapinin kaynagini
olusturdugunu distndurmektedir (Moum ve ark., 2005; Benestad ve ark. 2008, Fediaevsky
ve ark., 2009) . Atipik skrapi icinde farkli genotipteki bireyler de atipik skrapiye hassasiyette

farkhliklar géstererek ayri risk gruplari olusturmaktadir (Fediaaevsky ve ark., 2009).

PrP polimorfizmlerinin tamamina yakinini gorebilmek, polimorfizmlerin hangi verim

Ozellikleri ile iligkili olduguna dair 6n tahminde bulunabilmek igin ¢alisilan koyunlarin var olan



tim koyunlari temsil etmesi gerekir. Son arkaeolojik veriler (Zeder, 2008) koyun igin, tim
dinyada tek bir evcillestirme merkezi oldugunu onun da Glineydogu Anadolu’da oldugunu
gbstermektedir. TUm dinyadaki yerli koyunlar bu bdlgeden gitmistir. O halde merkeze yakin
yerli irklarin ¢aligiimasi polimorfizmlerin tamamina yakinini ortaya koymak acisindan oldukca
onemlidir.  Turkiye'nin, iginde bulundugu bolgenin evcillestirme merkezini icerdigi
disunuldaginde yerli koyun irklarinda yapilacak genetik calismalar literatiirde bulunan gerek
Avrupa gerekse Asya’daki verilerle karsilastirmali olarak calisildiginda PrP haplotiplerinin
ortaya cikislari (bdlgede vylksek haplotip varyasyonu beklenir), yayilislari (goéclerle),
frekanslarin sekillenisi (seleksiyon ile 6rn. et kalitesi genlerinden birine bagh olarak / gevresel
faktorlerle ya da rastlantisal suriklenme ile) yani evrimleri ile ilgili bilgiler verebilecegdi
dusunulmektedir. Bu nedenle, Turkiye vyerli koyun rklarinin Prp gen bodlgesi
polimorfizmlerinin ¢calisiimasinin énemi buyuktir.

Tuarkiye'de yerli koyun irklarinda prion protein genine ait polimorfizmlerin ¢ahgsildigi
degerli galismalar mevcuttur ( Un ve ark., 2008, Luhken ve ark., 2008, Alvarez ve ark., 2011,
Oner ve ark., 2011, Frootan ve ark., 2011). Turkiye’den 10 irk (Akkaraman, Morkaraman,
Daglig, Karayaka, Sakiz, Kivircik, Gékgeada, Hemsin, Tuj ve ivesi) taranmig olmakla beraber
yuksek sayida yerli irka sahip olan Glkemizde (Turkiye’de 15'den fazla) PrP geninin genetik
cesitliliginin tam olarak anlasilabilmesi icin daha ¢ok irk ve bireyin sekanslama ile ¢alisiimasi
gerekmektedir. Bu g¢alismanin birincil amaci, Turkiye yerli koyun irklarinda PrP geni
polimorfizmlerini ve haplotip dagilimlarini cografya ve irk bazinda yansitan verileri
genisletmek oldugu kadar bu gen bdlgesinin genetik cesitliligini ¢cok sayidan bireyin
sekanslari ile ortaya koyarak bu gen bdlgesi igin isleyen evrimsel mekanizmalari/ ¢esitliligin

cografi dagihminin ortaya cikisini arastirmaktir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Prion proteinleri ve Prion gen bdélgesi

Prion proteinleri; merkezi sinir sistemi basta olmak lzere, canlilarda gesitli hiicrelerde
(daha az olarak kalp, bobrek, akciger, pankreas, testis, trombositler ve I6kositlerde)
sentezlenen ve prion ile iligkili protein olarak adlandirilan ve gbérevleri hala tanimlanmamis
(Detweiler and Baylis, 2003) proteinlerdir. Nikleik asitte dedisiklige neden olan pek c¢ok
inaktivasyon proseduriine direng gosteren, protein yapisindaki enfeksiydz partikdlleri ifade
eden “Prion” terimi ilk olarak Prusiner (1982) tarafindan kullaniimistir. Bu proteinin PrP¢
formu, normal hiicresel PrP'yi ifade ederken, PrP°C formu, prion hastaliklari ile iligkili
patojenik PrP’yi ifade etmektedir. PrP’nin normal formu (PrP®), genellikle tek parcali yapiya
sahip bir glikoproteindir. Proteaz enzimine duyarli olan PrP€, glycophosphatidylinositol (GPI)
glycolipid gapa ile hicre membranlarina baglanir. Hicre yuzeyindeki PrP’lerin yari-omru 3-6
saat arasindadir. Ug boyutlu yapisinda a-sarmali bakimindan zengin olan PrP€,
mekanizmasi tam olarak ortaya konulamamis bigcimsel bir degisiklige ugrayarak a-sarmal
bakimindan fakir, aksine B-yapragindan zengin PrP%“ye déniismekte ve enfeksiydz dzellik
kazanmaktadir. PrP®’ nin patolojik formu yapisal olarak ¢ok parcali ve proteaz enzimine
PrP“den daha direnclidir. PrP¢ ve PrP°¢ kimyasal olarak &ézdes olmasina ragmen,
¢ozundarlukleri, ikincil yapilari ve stabiliteleri gibi biyofiziksel dzellikleri birbirinden tamamen
farkhdir. Bu karakteristik 6zellikler, patolojik PrP’nin, bir araya gelerek amyloid fibriller
olusturma yetenegini kazandirmig gibi gérinmektedir ve Alzheimer, Parkinson ve Huntingon
gibi diger proteinlerin hatali katlanmasi (misfolding) hastaliklarinda goérilen anormal protein
birikimi ile benzemektedir(Howlett, 2003). TSE olarak adlandirilan hastaliklarin etkeninin
yalnizca PrP*¢ den ibaret oldugu varsayimi arastiricilar arasinda genis olarak kabul gérse
de, bu konuda ki arastirmalar, PrP“nin PrP°“ ye bigimsel déniisiimiinde baska molekiillerin

kompenent ya da kofaktor olarak gorev yapiyor olabilecegini géstermistir (Thackray ve ark.,



2003 ; Thackray ve ark., 2006; Caughey ve Baron 2006, Michel ve Bakovic 2007, Solforosi

ve ark 2007, Kupfer ve ark. 2009).

Prion hastaliklari insan ve bazi hayvan tirlerinde (Tablo.2.1) Nakledilebilir Singerimsi

Beyin Hastaligr'na (TSE, Transmissible Spongiform Ensefalopati) neden olan ve yaklasik

250 aminoasitten olusan protein yapisindaki hastalik etmenleridir.

Tablo. 2.1. insan ve Hayvanlarda Gériilen Prion Hastaliklar

Tar Hastalik
Koyun, Kegi Skrapi
Sigir BSE( Bovine Spongiform Ensefalopati= Deli Dana Hastaligi)
Mink (vizon) Transmissible Mink Ensefalopati
Geyik Kronik Zayiflama Hastaligi ( Chronic Wasting Disease)
Spongiform encephalopathy
Devekusu (bulasici oldugu hentiz belirlenmemistir)

Kediler ve Hayvanat
Bahcgelerindeki Kedigiller

Feline Spongiform Ensefalopati

Hayvanat Bahcelerindeki
degisik cift tirnakli hayvan

Ekzotik ¢ift tirnakhlarin Spongiform Ensefalopatisi

tarleri
Kuru, Creutzfeld Jacob Hastaligi (CJD)
iatrogenic Creutzfeldt—Jakob Hastaligi (iCJD)
Varyant Creutzfeldt Jacob Hastaligi (vCJD)
insan familial Creutzfeldt—Jakob Hastaligi (fCJD)

sporadic Creutzfeldt—Jakob Hastaligi (sCJD)
Gerstmann Straussler-Scheinker Sendromu

Fatal Familial insomnia

http://www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/pdfs/transmissible spongiform encephalopathy.pdf

(26.02.2012)

Prion proteinin hastalikli izoformu (PrP=), hlcresel izoformu ile ayni amino asit

dizisine ve ayni translasyonel eklemlere (Stahl ve ark., 1993; Prusiner ve ark., 1998;



Castilla ve ark., 2005) sahip olmasina ragmen, koyunlarda gorulen skrapi prion
proteininin (Prusiner, 1982) PrPc molekulinun aksine ikincil B-sheet yapisi bakimindan
zengin oldugu anlasiimistir (Baldwin ve ark., 1993; Pan ve ark., 1993; Safar ve ark.,
1998). PrP° molekiiliiniin Glikozil Fosfatidil Gnositol (Glycosylphosphatidylinositol) yapisi
analiz edildiginde siyalik asit iceren degisik bir yapiya sahip oldugu anlasiimistir (Stahl ve
Prusiner, 1991). Hiicresel PrP izoformu (PrP®) bir posttraslasyonel islem sonucunda yari
omri 4-6 saat olan PrP*® molekiiline dénisir (Borchelt ve ark., 1992). Enfekte hiicrelerde
PrP® molekiillerinin yaklasik olarak %5‘inin PrP*“ye déniistigl belirtiimektedir. Geri kalan
diger molekuller ise yikilmak Gzere endozom ve lizozom gibi organellere génderilir (Borchelt
ve ark., 1990; Arnold ve ark., 1995).

Prion enfeksiyonu ve yayllmasinin mekanizmalari hala tam olarak bilinmemektedir.
Hastalikl protein formunun saglikli proteinlerle etkilesime girerek sekil degistirmelerini
sagladi§i dusinllmektedir (Marino ve ark., 1996). One sirillen hipoteze gore, heniiz
tanimlanmamis hicresel X proteini (muhtemelen GP69) bu iki molekul ile kompleks
olusturarak PrPnin PrP**ye déniismesine sebep olabilecegi diisiiniimektedir (Telling ve
ark., 1995). Diger yandan, PrP® molekiiliiniin ortasinda bulunan bir amino asit dizisinin PrP°
ile olan benzesimi (homolojisi), PrP® molekilinin PrP*“ye dénisimini etkiledigi
gorilmastur (Scott ve ark., 1993; Telling ve ark., 1994, 1995; Steele ve ark., 2006). S6z
konusu bu bélgede tek bir aminoasit farklihgin olmasi halinde meydana gelen dénigimun
engellenmesi, turler arasinda prion enfeksiyon bariyerini agiklamaktadir (Prusiner, 1998).

Bu anormal izoformlarin merkezi sinir sisteminde 6rnegin beyinde toplanmasi ile
amiloid fiberler, fiberlerin birikmesi ile de plaklar olusur. Her fiberin sonu serbest proteinlerin
gelip baglanabildigi bir kalip goérevini Ustlenmistir. BOylece fiberler buylyerek gelisir ve
nérodejeneratif singerimsi yapilarin olusumuna sebep olduklarindan, prion hastaliklari TSE
(Transmissible Spongiform Encephalopathy) olarak isimlendirilmistir (Prusiner ve ark.,1998).

Saglikli organizmalarda prion proteininin kesin fonksiyonu tam olarak bilinmedigi

halde, PrP%lerin hiicre-hiicre iletisimi ve sinyal iletimi lizerinde &nemli bir etkisi oldugu



distndlmektedir (Hu ve ark., 2008). Ayrica prion proteinlerinin bakira gésterdigi baglanti
kurma egiliminden (afinite) dolay1 (Hornshaw ve ark., 1995; Brown ve ark., 1997). PrP® lerin
bakir homeostazisinde etkin bir role sahip oldugu distnulmektedir (Brown ve ark., 1999).
Ayrica bazi bulgular, PrP molekdllerinin uzun sureli hafizanin korunmasinda fonksiyonel
olduklarina da isaret eder (Shorter ve Lindquist, 2005).

Prion hastaliklarinin (TSE), prion genindeki mutasyonlar (%15) sonucunda
meydana gelebildigi gibi enfeksiyon sebebiyle (%5) veya spontan (%80) bir sekilde de
gelisebileceqi bildirilmistir (Frootan, 2009).

Batln tdrlerde gen vyapilari birbirlerine benzer olan PrP geni insanlarda 20.
kromozomun kisa kolunda, sigir ve koyunlarda ise 13. kromozomda yer almaktadir. Bu
turlerin hepsinde PrP geni iki blylk intronla birbirinden ayrilmis (¢ ekzondan olusmaktadir.
Tdm bu tirlerde acgik okuma c¢ergevesi (ORF-open reading frame) bolgesi 3.ekzonda yer
almaktadir. Koyun, keci, sigir ve insanda PrP geninin ekzon, intron ve ORF siralarinin bg

olarak karsilastirmali uzunluklari Tablo.2.2’de verilmistir.

Tablo 2.2. Koyun, kegi, sigir ve insanda PrP geninin ekzon, intron ve ORF siralarinin bg

olarak karsilagtirmali uzunluklar

Tar Ekzon 1 Ekzon 2 Ekzon 3 ORF Intron | Intron 2
Koyun 52 98 4028 768 2421 14 031
Keci 52 98 4019 771 2430 14020
Sigir 53 98 4091 795 2436 13 552
insan 134 99 2354 762 2622 9 975

Koyunlarda 13. kromozomda yer alan PrP geni 52, 98 ve 4028 bg¢'lik ¢ ekzondan ve
bunlari birbirinden ayiran 2421 ve 14031 b¢'lik iki introndan olusmaktadir. 768 b¢’den olugsan
ve 3. ekzonda yer alan ORF bdlgesi 256 amino asitlik prion proteininin primer yapisini
kodlamaktadir(Tranulis, M.A. 2002). Koyunlarda bulunan PrP genin yapi semasi Sekil.2.1 de

verilmistir.




Ekzon 1(52 b) Ekzon 2 (98 bg) Ekzon 3 (4028 bg)

Sekil.2.1. Koyunlarda Prion Protein Geninin Genomik Organizasyonu (Tranulis, M.A. 2002).
ORF: Agik Okuma Kalibi

2.2.Koyunlarda Prion Hastaliklari

2.2.1.Klasik Skrapi

Skrapie, koyun ve kegcilerin, bulasici, beyin dokusunda anormal PrP>C birikimine bagli
kofullasma (vakuolizasyan) ve néro-dejenerasyonlarla karakterize edilen, uzun inkiibasyon
suresine sahip, bilinen en eski ve diinya ¢capinda en yaygin prion hastaligidir (Goldmann ve

ark. 1990, Clouscard ve ark. 1995, Benestad ve ark. 2003).

Bilinen en eski prion hastaligi olan skrapi, yaklasik 280 yildir tim dinyada koyun ve
kegilerde goriilmektedir Hastalik ilk defa 1732 yilinda ingiltere’de rapor edilmistir (Thompson
and Gasser, 2008). Hastaligin ortadan kaldirilmasi konusunda galigsmalarini tamamlamis
olan Avustralya ve Yeni Zelanda haricinde hastaliga Dunya’nin g¢esitli yerlerinde
rastlanmaktadir.

GUnUmuzde, skrapinin anadan yavruya vertikal yolla bulastigi, enfekte hayvanlarin
yavru zarlari ve yavru sularinin gevreyi kontamine ederek hastaligi yatay yolla duyarl
hayvanlara bulastirdigi ve surller arasi temasin bulagsmada etkili oldugu kabul edilmektedir

(Philippe ve ark. 2005).



ingiltere ve daha sonra bircok Avrupa Ulkesinde tespit edilen skrapi hastali§inin,

Ozellikle 2. Dinya savasi yillarinda, merinos gibi ekonomik olarak énemli bazi irklarin, dinya

c¢apinda yayilmasi ile kitalar arasi bir dagilim alani, Sekil 2.2.1.1’de gosterildigi gibi, buldugu

dusunulmektedir (Detwiler ve Baylis 2003, Detwiler 1992).

Sekil 2.2.1.1 1938-1977 yillari arasinda skrapinin ingiltere’den Diinyanin diger bolgelerine

yayihmi (Detwiler ve Baylis 2003).

Farkl

verilmistir.

Tablo.2.2.1.1. Skrapi hastaliginin ilk géraldagu yillar ve bazi Glkeler

ulkelerde skrapi

hastaliginin

ilk defa goéraldugu yillar Tablo.2.2.1.1'de

Ulke Yil Ulke Yil
Avustralya 1952 Yeni Zellanda 1952-1954
Brezilya 1977 Norveg 1958-1959
Kanada 1938 Guney Amerika 1964-1972
Kolombiya 1968-1971 ABD 1947
Kenya 1970 ingiltere 1732




Koyunlarda hastaligin inkibasyon slresi 2-5 yil arasinda olup bir yasin altindaki
kuzularda ender olarak rastlanmaktadir (Dickinson ve ark., 1974). Enfekte prionlar
derideki yaralardan veya bagirsaklardan hayvanin vicuduna girip, oradaki normal
hiicresel proteinlerin konformasyonel degdisimine sebep olabilmektedir (van Keulen ve
ark., 2000). Hastalarda klinik bulgular sabit olmayip hayvanin genotipine bagli olarak
degisiklik gostermektedir. Baslangigta yaygin semptomlardan bazilari, énce verim
azalmasi, ilerleyen dénemlerde surliden ayri olmaya calismak, kas koordinasyonu
bozuklugu (davranis, durus, yuruyus bozukluklari, dudak, bas ve vicutta titremeler),
korllk, titreme ve derinin asiri kaginmasi, tly ve yunlerde dokilme (Foster ve ark., 2001;
Redman ve ark., 2002) (Sekil 2.2.1.2) olarak gdzlenmektedir. Hastaligin geg evrelerinde
ise, hasta koyunun su igcme ve idrara ¢ikma oraninda fark edilen degisiklikler

gOzlenebilmektedir (Gibbs, 1996).

http://www.avma.org/oninews/javma/may02/s050102g.asp http://en.wikipedia.org/wiki/Scrapie

Sekil. 2.2.1.2. Skrapi hastaligina yakalanmis koyunlardan érnekler (28.02.2012)

Skrapinin insan saghgi acisindan dogrudan bir tehdit oldugu konusunda bilimsel
kanitlar olmasa da; 1986 yilinda ortaya ¢ikan deli dana hastali§i (BSE) epidemisi ve BSE'nin

insanlarda teshis edilen vCJD ile baglantisinin ortaya konulmasi, dahasi 1996 yilinda
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BSE’nin deneysel olarak koyunlara bulasabilirliginin kanitlanmasi Avrupa Ulkelerini skrapi

hastaligi ile ilgili eradikasyon programlari olusturmaya zorlamigtir (Palhiére 2011).

Skrapi, hayvancilik sektéri agisindan biylk bir mali kayba neden olmasi disinda,
insan saghgina olan etkilerinden emin olunmamasi nedeniyle de kontrol altina alinmaya
calisilmaktadir. Hastalik etkeninin birgok dezenfektana direngli olmasi, uzun inkibasyon
suresi nedeniyle erken teshisin konulamamasi ve hastalik igin henlz kesin sonug¢ veren bir
tani testinin bulunmamasi, biyopsi disinda immunolojik testlerin kullanilamamasi hastahgin
kontrolinu zorlagtirmaktadir (O’Rourke ve ark.,2002).

Yapilan epidemiyolojik calismalarda; scrapiye direng veya duyarlihgin buyudk olgude
genetik kontrol altinda oldugu, PrP geninde oOzellikle 136, 154 ve 171. kodonlardaki
polimorfizmlerin hastaliga karsi genetik diren¢g konusunda o6nemli rol oynadigi ortaya
konulmustur (Laplanche ve ark. 1993, Clouscardve ark. 1995, Hunter ve ark.1997). Bu
amagcla genetik polimorfizmden yararlanarak Avrupa Birligi basta ingiltere olmak (izere tiim
Uye dUlkelerde uygulanmasi amaglanan ve uzun surecgte skrapi hastaliginin ortadan
kaldirilmasi ve genetik olarak direngli hayvanlarin yetistiriimesini hedefleyen Ulusal Skrapi

Planr’ni hazirlamigtir (Ibeagha-Awemu ve ark., 2008; Dawson ve ark., 1998).

ingiltere’de olugturulan Ulusal Skrapi Plani (National Scrapie Plan-NSP) cercevesinde

en genel 15 genotip ve direng seviyeleri Tablo 2.2.1.2'de gdsterilmistir.
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Tablo.2.2.1.2 Koyunlarda 136, 154 ve 171. kodonlardaki polimorfizme gore kategorize edilen

skrapi gortlme risklerine ait gruplar

ingiliz Ulusal Skrapi Plan1 (NSP)

NSP1 Genetik olarak skrapiye en direncli genotip (ARR/ARR)
NSP2 Genetik olarak skrapiye dayanikli grup, fakat daha sonraki yetistirme

iglerinde  kullanilmalari  halinde seleksiyonlarinda dikkat edilmesi
gereklidir. (ARR/AHQ, ARR/ARH, ARR/ARQ)

NSP3 Genetik olarak skrapiye c¢ok az dayanikli grup. Satiimalari ve
yetistiriimeleri NSP surulerinde sinirlidir. Bu gruptaki koyunlar 6zel olarak
yetigtiriimelidir. (ARQ / ARH, ARQ / AHQ, AHQ /AHQ, ARH/
ARH, AHOQ/ARH, _ARQ/ARQ)

NSP4 Bu gruptaki hayvanlar skrapiye genetik olarak duyarlidirlar ve genel
durumlart  uygun olmadikca ve kontrolli yetistirme programi
uygulanmadik¢a damizlikta kullanilmamalidir. (ARR/VRQO)

NSP5 Skrapiye yuksek dizeyde duyarli genotipler, yetistirme sistemlerinde
damizlik  olarak  kullaniimamali (AHO/VRQ, ARH/VROQ,

ARQ/VRQ, VRO/VRQO)

Bu plan Avrupa Toplulugu‘nun almis oldugu dizenleme kararina (260/2003) gore
etki altindaki surulerden VRQ haplotipinin kaldiriimasi ve ARR/ARR genotipine sahip

koyun sayisinin arttirlmasi amaglayan bir yetistirme programidir.

Bu plan dikkate alinarak bircok Ulkede ¢alisma yapilmis olup genotip yapilarina
gore tanimlanan bireyler yukaridaki risk gruplarina atanmigtir. Avrupa Birligi Glkelerindeki
koyunlar arasinda yapilan c¢alismalar incelendiginde buyuk farkhliklarin oldugu
belirlenmigtir. Bazi Ulkelerde (6rnedin Almanya, Fransa, Hollanda, Litvanya, Macaristan)
orneklerin %20 - %65‘i cok direncli gruba (NSP1) dahil iken, diger bazi Glkelerde (6rnegin
Danimarka, irlanda, Norveg, Avusturya, isveg) calisilan drneklerin blyik codunlugu
NSP4 ve NSP5 gruplarinda yer aldigi goérilmektedir (Sviland ve ark., 2006). Direncli
sinifina giren ulkelerdeki koyunlarin daha énceki yillarda skrapiye duyarli olabilecegi ve

dogal secimle direncli hale geldigi tahmin edilmektedir. (Woolhouse ve ark., 1998, 2001).
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Ulusal Skrapi planinin dikkate alindigi bazi ilkelerde (6rnedin Fransa, ispanya,
Portekiz, Yunanistan, italya, Slovakya, Almanya) kontrolli yetistirme politikasi 2003 yilindan

beri uygulanmaktadir.

2.2.2. Atipik Skrapi

Norveg'te 1998 yilinda klasik skrapiden farkli bir skrapi tlrl ortaya ¢ikmistir ve

g6zlenmis oldugu Ulke ile gdézlenme yilina atfen, “Nor98” olarak tanimlanmistir.

Nor98, klasik skrapiden epidemiyoloji, klinik gériinim ve hasta hayvan genotipleri

bakimindan farkliliklar géstermektedir (Benestad ve ark., 2003). Epidemiyolojik olarak Nor98,

Avrupa koyun populasyonunda 1/10000 oraninda gortulmektedir. Klasik skrapi “2-5 yaslarda”
ortaya cikarken atipik skrapi 5 yasin Uzerinde olan bireylerde ortaya c¢ikmaktadir (OIE
Terrestrial Manual 2009). Atipik skrapinin ilerlemis yastaki koyunlarda sporadik olarak ortaya
ciktiginin  dusunuldugu bildirilmigtir (Luhken ve ark., 2007). Nor98'de klasik skrapinin
norolojik belirtileri daha zayif olarak goriiliir, PrP*° birikimi sadece merkezi sinir sisteminde
goralur ve bu birikim sonucu beyinde vakuolizasyon yerine daha farkli bicimde ve sik olarak
mikro vakuolizasyon oldugu gériilmektedir (Benestad ve ark., 2003). PrP%® molekiilleri
bakimindan farkliliklara bakildiginda ise; Nor98'’e ait PrP>° molekiilii protein kinazla muamele
edildiginde 7 kDA agirigina yakin ve Western blot'ta hizl ilerleyen bir parca olusturmaktadir
(Klingeborn, 2006). Klasik skrapi de ise goérilen en ufak pargca C-terminal ucu iceren 19-21
kDA agirhgindaki fragmenttir (Hope,1999; Hayashi, 2005) Atipik skrapinin tanisi klasik
skrapiye gore daha zordur.

Arastiricilar, atipik skrapi teshisi koyduklari koyunlarin, klasik skrapiye karsi direncli
kabul edilen genotiplere sahip oldugunu rapor etmislerdir (Benestad ve ark. 2003).Klasik
skrapiye direngli genotipleri arttirma politikasini baslatmis olan Ulkeler bu durumda
politikalarini gézden gegirmeye baslamistir. Ayrica atipik skrapi konusunda arastirmalar
yogunlagmistir.
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Norvec'ten sonra ilerleyen yillarda Almanya ve Fransa (Buschmann ve ark. 2004),
Belcika (De Bosschere ve ark. 2004), isveg (Gavier-Widén ve ark. 2004), ingiltere (Everest
ve ark. 2006), Isvicre (Nentwig ve ark. 2007), ABD (Loiacono ve ark. 2009), ispanya
(Rodriguez-Martinez ve ark. 2010) gibi birgok llkede atipik skrapi vakalari rapor edilmeye
baslanmis ve bu konu Uzerinde yapilan ¢alismalar yogunlasmaya baslamistir. Atipik skrapi
hakkinda birgok soru halen tam olarak yanit bulamamis durumdadir. Hastalijin nedeni,
dagilimi, gorilme sikhigi, hastaligi etkileyen etmenler, hayvanlarda bulagsma durumu ve tirler
aras! bulasma durumu hakkinda net bilgiler henliz bilinmemektedir. Fakat ¢alismalarin pek
cogunda 141. ve 154. kodondaki mutasyonlarin birlikte atipik skrapinin kaynagini olusturdugu

belirtiimektedir(Moum ve ark., 2005; Benestad ve ark., 2008, Fediaevsky ve ark., 2010).

Klasik skrapi kapsaminda oldugu gibi Ulkeler atipik skrapi iginde riskli genotipleri
belirlemek ve yetistirme programlarini dizenlemek istemektedir. Fediaevsky ve ark.,
(2009)Ynin calismasinda Fransa koyun irklari icin hazirlamis oldugu ingiltere Ulusal Skrapi

Planina benzer (Tablo 2.2.2.1) risk tablosu olusturulmustur.

Tablo.2.2.2.1. Fransa’da yapilan bir c¢alismada koyunlarda 136, 141, 154 ve 171.

kodonlardaki polimorfizme goére kategorize edilen atipik skrapi gortlme risklerine ait gruplar

Prp gen bélgesi genotipleri Risk seviyesi
1 ALRR/ALRQ, ALRR/ VLRQ, ALRQ/ALRQ, 0
ALRQ/ALRH, ALRQ/VLRQ
2 ALRR/ALRR, ALRR-ALRH, VLRQ/VLRQ 1
3 ALHQ/ALRH, ALHQ-VLRQ, AFRQ/ALRH, 2
ALRH/ALRH, AFRQ/VLRQ, ALRH-VLRQ
4 ALRR/ALHQ, ALRR/AFRQ, ALHQ/ALRQ, AFRQ/ALRQ 3
5 ALHQ/ALHQ, ALHQ/AFRQ, AFRQ/AFRQ 4
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Atipik skrapi i¢in henlz tim Ulkeler tarafindan kabul edilen bir yetistirme programi

plani mevcut degildir.

2.3. PrP Genotipleri agisindan incelemeleri igeren yayinlardan bazilari

Bircok Ulkede PrP koyunlarda taranmasi (cogunlukla klasik skrapi haplotipleri olarak,
bazen atipik skrapi haplotipleri, pek az olarak da sekanslama ile) yapilmistir (Tablo 2.3.1).
Projenin tamamlanmasi esnasinda da i¢ tane olmak Uzere, Turkiye’den de kapsamli

yayinlar yapiimistir (Alvarez ve ark., 2011; Oner ve ark., 2011; Frootan ve ark., 2011).

Tablo 2.3.1. Diunya'da PrP lokusunun genetik yapisinin c¢alisildigi bircok Ulkede yapilan

yayinlardan ¢alismada yararlaniimis olanlar

Yazar Yayin Adi
Acin ve ark.,2004 Prion protein gene polymorphisms in healthy and scrapie-affected Spanish
sheep

Acutis ve ark.,2004

Low frequency of the scrapie resistance-associated allele and presence of
lysine-171 allele of the prion protein gene in Italian Biellese ovine breed

Alvarez ve ark.,2006

Identification of a new leucine haplotype (ALQ) at codon 154 in the ovine
prion protein gene in Spanish sheep

Alvarez ve ark.,2007

Genetic diversity loss due to selection for scrapie resistance in the rare
Spanish Xalda sheep breed

Alvarez ve ark., 2009

Quantifying diversity losses due to selection for scrapie resistance in three
endangered Spanish sheep breeds using microsatellite information

Alvarez ve ark., 2011

Genetic variability in the prion protein gene in five indigenous Turkish
sheep breeds

Babar ve ark., 2008

Genetic variability at seven codons of the prion protein gene in nine
Pakistani sheep breeds

Babar ve ark., 2009

Frequencies of PrP genotypes and their implication for breeding against
scrapie susceptibility in nine Pakistani sheep breeds

Bossers ve ark., 1999

PrP genotype frequencies of the most dominant sheep breed in a country
free from scrapie

Boulton ve ark., 2010

Associations of PrP genotype with lamb production traits in four
commercial breeds of British upland and crossing sheep

Drogemililler ve ark.,
2001

PrP genotype frequencies in German breeding sheep and the potential to
breed for resistance to scrapie

Francois ve ark., 2003

Breeding Sheep for scrapie resistance

Frootan ve ark., 2011

Prion Protein Coding Gene (PRNP) Variability in Sheep from Turkey and
Iran

Gama ve ark., 2006

Prion protein genetic polymorphisms and breeding strategies in
Portuguese breeds of sheep

Gombojav ve ark., 2003

Amino acid polymorphisms of PrP gene in Mongolian sheep

Gorjanc ve ark., 2010

Inference of genotype probabilities and derived statistics for PrP locus in
the Jezersko—Solcava sheep

Guan ve ark., 2011

Polymorphisms of the prion protein gene and their effects on litter size and
risk evaluation for scrapie in Chinese Hu sheep
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Hagenaars ve ark.,
2010

Scrapie prevalence in sheep of susceptible genotype is declining in a
population subject to breeding for resistance

Han ve ark., 2011

Polymorphism of prion protein gene in sheep of Inner Mongolian, China

Hurtado ve ark., 2002

Genetic susceptibility to scrapie in a population of Latxa breed sheep in the
Basque Country, Spain

lanella ve ark., 2008

Evaluation of PRNP polymorphisms in Brazilian local adapted breeds

Karami ve ark., 2011

Polymorphisms of the prion protein gene Arabi sheep breed in Iran

Kastelic ve Kompan,
2009

The effect of PrP genotype on growth of rams on test station

Kipanyula ve ark., 2009

Prion protein (PrP) gene polymorphism in Red Maasai and Black Head
Persian sheep breeds in Tanzania: Consistent profile regardless of
locations

Lan ve ark., 2006

Prion protein gene (PRNP) polymorphisms in Xinjiang local sheep breeds
in China

L'Homme ve ark., 2008

PrP genotype frequencies of Quebec sheep breeds determined by real-
time PCR and molecular beacons

Lipsky ve ark., 2008

Analysis of prion protein genotypes in relation to reproduction traits in local
and cosmopolitan German sheep breeds

Mazza ve ark., 2010

Co-existence of classical scrapie and Nor98 in a sheep from an Italian
outbreak

Oner ve ark., 2011

Prion protein gene (PrP) polymorphisms in healthy sheep in Turkey

Otelea ve ark., 2011

The scrapie genetic susceptibility of some sheep breeds in southeast
Romanian area and genotype profiles of sheep scrapie infected

Pongolini ve ark., 2009

A new genotyping strategy for efficient scoring of closely positioned SNPs
in the ovine prion protein gene

Roden ve ark., 2006

Breeding programmes for TSE resistance in British sheep |. Assessing the
impact on prion protein (PrP) genotype frequencies

Sawalha ve ark., 2007

Lambs with Scrapie Susceptible Genotypes Have Higher Postnatal
Survival

Sipos ve ark., 2002

PrP Genotyping of Austrian Sheep Breeds

Sirakov ve ark., 2011

Genetic predisposition of some Bulgarian sheep breeds to the scrapie
disease

Tsunoda ve ark., 2010

Prion Protein Polymorphisms and Estimation of Risk of Scrapie in East
Asian Sheep

Un ve ark., 2008

Genotyping of PrP gene in native Turkish sheep breeds

Van Kaam ve ark., 2008

Prion protein gene frequencies in three Sicilian dairy sheep populations

Wang ve ark., 2008

Polymorphisms of the prion protein gene in sheep of Inner Mongolia, China

Wisniewska ve ark.,

Prion protein (PrP) gene polymorphisms and breeding for resistance to

2006 scrapie in Polish Merino sheep
Wisniewska ve ark., Different breeding strategies for scrapie resistance depending on breed-
2009 specific PrP allele and genotype frequencies in the Polish sheep
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3.MATERYAL ve YONTEM

3.1. Hayvan materyali ve genomik DNA izolasyonu:

Calismada Turkiye’nin farkli cografi bolgelerinin ¢cevre kosullarina uyum saglamis,

farkli verim ozellikleri agisindan yetistiriciligi yapilan TURKHAYGEN-I projesi kapsaminda

calisilan 13 yerli koyun irki (Norduz, Cinegapari, Daglig, Herik, Kivircik, Akkaraman-1, Sakiz,

ivesi, Morkaraman, Hemsin, Karagiil, Karayaka ve Gokceada), daha dnceki yillarda Sivas,

Konya ve Ankara civarindan (n=31) toplanmis olan Akkaraman irkina ait 2. bir érnekleme

grubu ve bu proje kapsaminda Konya ve Antalya — Manavgat civarindan toplanmis olan

Glney Karaman (n=45) koyun irkina ait toplam 655 birey DNA kaynagi olarak kullaniimigtir

(Tablo.3.1.1).
Tablo.3.1.1 Calisilan koyun irklari, irklarin kisaltilmis isimleri ve projede irklara ait kullanilan
birey sayilari
IRK Orneklerin hangi proje kapsaminda Ornek
Kisa irk ismi toplandigi Sayisi
Norduz NOR 42
Cinecaparn cic o 44
Daglic DAG TURKHAYGEN-I projesi ke_lpsamlnda 47
Herik HER toplanan ve calisilan bireyler 45
Kivircik KIV (TUBITAK-106G115) 42
Akkaraman-1 AKK-1 48
TUBITAK VHAG 1553 ve ECONOGENE
Akkaraman-2 Projesi 6rnekleri 31
AKK-2
(Ankara-Konya- Sivas civari)
Sakiz SAK 40
Ivesi IVE 47
Morkaraman MOR TURKHAYGEN-I projesi kapsaminda 49
Hemsin HEM toplanan ve calisilan bireyler 42
Karagil KRG 43
Karayaka KRY (TUBITAK-106G115) 43
GoOkceada GOK 47
Konya, Antalya (Manavgat ilcesi)
Guney 2 farkl 6rnekleme
Karaman GK (TUBITAK-106G115) 45
TOPLAM 655
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Calisilan bireylere ait 6rneklemenin yapildigi alanlar Sekil.3.1.1'de goértulmektedir.
Her bir irka ait bireylerden 10 ml kan 6rnedi EDTA igeren tiplere alinmis ve bu kan
orneklerinden standart fenol kloroform DNA izolasyon metoduna goére izole edilmistir

(Sambrook ve ark., 1989).

DENIZ e &=

R e

||Ii'|
Buasra [Karayaka)

;tonr B - ERZURUM
aragul] s, . ~
(Haragull 3 oane Taka

vvvvvv

man

[ i
ANTALYA (Manavg:

AKDENIZ

Sekil.3.1.1.Proje kapsaminda galisilan koyun irklari ve érneklerin toplandigi alanlar

Guney Karaman irkina ait érnekler bu proje kapsaminda toplanmistir. Projenin 6-12
aylik dénemi icerinde Glney Karaman irkina ait 48 bireyden kan o6rnegi alinmistir
(Sekil.3.1.2). Bu drneklerden Fenol-Kloroform ydntemine goére DNA’lar izole edilmis ve
istenen DNA konsantrasyonlarinda hazirlanmis 6rnekler TURKHAYGEN-I kapsaminda

kurulmus olan DNA bankasina da génderilmistir.
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Sekil 3.1.2.Giiney Karaman Irki Orneklemesi (Konya Bahri Dagdas Uluslararasi Arastirma
Enstitisu- Haziran 2011)

Guney Karaman irkina ait bu ornekler Konya Bahri-Dagdas Uluslararasi Tarimsal
Arastirma Enstitist’ndeki sirilerden Haziran ayi (09 Haziran 2011) igerisinde yapilan
ornekleme ile toplanmistir. Enstitl surtsu 2 farkl yerden érnekleme yapilarak olusturulmus
kapali bir sartddr. Bu strtnin bir kismi 2001 yilinda Konya Taskent’ten, diger bir kismi ise
Mersin Mut civarindan 2010 yilinda satin alinmistir.

Projenin 12-18 aylik dénemi igerisinde (17 - 20. Kasim. 2011) Guney Karaman irkina
ait stirtlerden 2. bir 6rnekleme ($ekil 3.1.3) Antalya’nin Manavgat ilgcesi merkez kdylerinden
yapilmistir. Yapilan 6rneklemede sadece 3 farkh vyetistiricide Glney Karaman irkina ait
bireylere rastlanmistir. Bu bireyler fenotipik olarak degerlendirilmis ve saf oldugu disunulen
sadece 9 bireylerden kan 6rnegi alinmis ve bu bireylerin DNA’lar1 izole edilmis bunlarin DNA

lari da DNA bankasina yollanmistir.

Sekil 3.1.3. Guney Karaman Irki ikinci drneklemesi (Antalya — Manavgat 17-20 Kasim 2011)
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3.2. PrP gen bolgesine ait DNA bélgesinin yukseltgenmesi

Turkiye yerli koyun irklarinda prion protein (PrP) geninde DNA dizi analizine dayal
polimorfizmi inceleyebilmek icin yapilan bu proje kapsaminda iki farkli ¢alisma referans
olarak alinmigtir (Babar ve ark., 2009 ; Un ve ark., 2008) .

PZR ile optimizasyon calismalarina dncelikle Un ve ark. (2008)nin calismasinda
kullanilan primerler ile baslanmistir. Calisma sonugclarini proje ortagimiz olan Babar ve
ark.(2009)'nin galigmasinin sonuglari ile karsilagtirabilmek amaci ile ilerleyen donemlerde

Babar ve ark.’nin ¢caligmasinda kullanilan primer bolgesi denenmistir.

3.2.1. PrP Gen Bolgesi’nin PZR ile Gogaltiimasi (Babar ve ark., 2009 tarafindan
onerilen bolgeye gore yapilan caligsmalar), ortaya c¢ikan sorunlar ve yodntem

degistirilmesi

Babar ve ark. (2009)nin yaptigi calismada prion protein geninin 3. ekzon
bdlgesindeki yaklasik 1126’b¢ olan bdlgede calisiimistir. Bu bdlgenin ylkseltgenmesi igin
kullanilan primerler Tablo 3.2.1.1" de verilmistir.

Tablo.3.2.1.1. Babar ve ark. (2009)'nin galismalarinda kullandiklari primerler

Primer Dizilimleri

lleri (F) 5- GAGGAAGAGTTGTGTTACTACT-3'

Geri (R) 5-GTCTGCTTGTCATTTCCCAGTG-3'

lleri- Prp7-U 5-AGCAGTGGTAGGGGGCCTTGGT-3' (i¢ primer)
Geri PrP-L2 5-TTTGGCTTACTGGGCTTGTTCC-3’ (i¢ primer)

Primerlerin yeri veri bankasindan (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) alinan dizi ile
asagida Sekil 3.2.1.1'de gorildigu gibi kontrol edilmistir. Bolge Un ve ark.’nin (2008)

calismasinda kullandiklari primer bdlgesini de icermektedir.
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Ovis sp. gene for prion protein PrP, complete cds (GenBank: D38179.1)

1.Ekzon 2. Ekzon 3. Ekzon

gaattcctttgataaaattcttgttggcattatatgttcagaagatgttaattccttcatttaacagatatcta
ttgtttaccttccctgtgccaggctctgeccdfggcccgctaagaagatagcagcaaacaaagagactcattccct
gctcacattcccacatgaggaaagaggacatgdaccagctattcagaaaattatttcatgatctcagcacctacc
ttggggtcttcccaactggacattagaatcactitcatagggtccatgccagggttcagaaggttccaggaacta
atatcccttataacaacccaataggcagagcttctagggtcctcacaagaacaagcccagttgcaagaatcacta
ctttaaagaagttcaaagcgtggtaaacctaccagatatttatagtttcttccaatttatgatatagtgtaccaa
tcagaggttatttttatcataagcaatgttgctggcatt\fgtatttatcaagttactaggaaatgagccaggaa
ttattttaaggtcaactttgtccttagag(Babar ve ark., 2009)Ileri-GAGGAAGAGTTGTGTTAC

TACTttacctataattactttcatgagatgtatggaatgtgaagaacatttatgacctagaatgtttatagctga

tgccactgctatacagtcattcattatgctgcagactttaagtgatttttacgtgggcatttgatgctgacaccc
tctttattttgcag® *“*°*"agaagtcatcatggtgalUn ve ark.|, 2008) fleri- AAAGCCACATAGGC
AGTTGgatcctggttctctttgtggccatgtggagtgacgtgggcctctgcaagaagcgaccaaaacctggcgga

ggatggaacactggggggagccgatacccgggacagggcagtcctggaggcaaccgctatccacctcagggaggg
ggtggctggggtcagccccatggaggtggctggggccaacctcatggaggtggctggggtcagccccatggtggt
ggctggggacagccacatggtggtggaggctggggtcaaggtggtagccacagtcagt(Babar ve ark.,
2009)Geri PrP-L2 GGAACAAGCCCAGTAAGCCAAAaaccaacatgaagcatgtggcaggagctgctgcagctgg
(Babar ve ark, 2009) lleri- Prp7-U- AGCAGTGGTAGGGGGCCTTGGTggctacatgctgggaag
tgccatgagcaggcctcttatacattttggcaatgactatgaggaccgttactatcgtgaaaacatgtaccgtta

ccccaaccaagtgtactacagaccagtggatcagtatagtaaccagaacaactttgtgcatgactgtgtcaacat
cacagtcaagcaacacacagtcaccaccaccaccaagggggagaacttcaccgaaactgacatcaagataatgga
gcgagtggtggagcaaatgtgcatcacccagtaccagagagaatcccaggcttattaccaaaggggggcaagtgt
gatcctcttttcttcccctectgtgatcUn ve ark., 2008) Geri-CTCCTCATCTTTCCTCAT
ttttctcatagtaggataggggcaaccttcctgttttcattatcttcttaatctttgccaggttgggggagggag

tgtctacctgcagccctgtagtggtggtgtctcatttcttgcttctctcttgttacctgtataataatacccttg
gcgcttacagCACTGGGAAATGACAAGCAGAC - Geri(Babar ve ark., 2009)atgagatgctg
tttattcaagtcccattagctcagtattctaatgtcccatcttagcagtgattttgtagcaattttctcatttgt

ttcaagaacacctgactacatttccctttgggaatagcatttctgccaagtctggaaggaggccacataatattc
attcaaaaaaacaaaactggaaatccttagttcatagacccagggtccaccctgttgagagcatgtgtcctgtgt
ctgcagagaactataaaggatattctgcattttgcaggttacatttgcaggtaacacagccatctattgcatcaa
gaatggatattcatgcaacctttgacttatgggcagaggacattttcacaaggaatgaacataatacgaaaggct
tctgagactaaaaaattccaacatatggaagaggtgcccttggtggcagccttccattttgtatgtttaagcacc
ttcaagtgatattcctttctttagtaacataaagtatagataattaaggtacc//

Sekil.3.2.1.1. Babar ve ark.(2009)'nin ayrica Un ve ark.(2008)'nin kullandigi primerlerin PrP

geni Uzerindeki yeri
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Sari renk ile isaretlenen diziler; Babar ve ark.’nin (2009) kullandigi dis (F ve R)
primerleri, kirmizi renk ile isaretlenen diziler Babar ve ark.’nin kullandigi i¢ primerleri, yesil

renk ile isaretlenen diziler ise, Un ve ark.’nin (2008) kullandidi primerleri ifade etmektedir.

Babar ve ark.(2009)nin PrP gen bdlgesini ylkseltgemede kullanilan reaksiyon

bilesenleri agagida belirtiimigtir (Tablo.3.2.1.2).

Tablo.3.2.1.2. Babar ve ark.(2009)’'na gdre PrP gen bdlgesini PZR ile ylkseltgemek

icin kullanilan reaksiyon bilesenleri

Bilesenler PCR bilesimine konulan Stok Konsantrasyonu
miktar (uL)
1x buffer 2.5 10 X PCR Tamponu
MgCl, 2.0 25mM
dNTP 0.5 10mM
Primer F+R 0.5 10pmol /
Taq enzimi 0.2 5u/pl
DNA 2.5 50-100 ng
d(H,0) 16,8
Toplam Hacim 25 dH,O ile 25 pl'ye
tamamlanir.

PrP gen boélgesinin tek bir primer cifti ile yilkseltgemek icin laboratuvarimizda

kullaniimis olan degistirilmis kosullar ise Tablo.3.2.1.3'te verilmigtir.

Tablo.3.2.1.3. PrP gen boélgesinin tek bir primer cifti ile ylkseltgemek igin laboratuvarimizda

kullaniimis olan degistiriimis PZR ylkseltgeme kosullari

Asamalar Sicaklik Sire Dongii sayisi
1.Basamak 94°C’de (DNA denatiirasyon sicakligi) | 4 dk 1
94°C'de 45 sn
2.Basamak 54°C'de 45 sn 35 déngii
72°C'de 1 dk
3.Basamak 72°C'de 10 dk 1

PZR sonucunda ylkseltgenen prion protein gen bdlgesine ait bantlarin gézlenmesi igin
% 71’lik agaroz jel kullaniimistir. Agaroz jele 5 yL PZR urGnd ve 5 pL yukleme tamponu (1 X

loading dye) birlikte karigtirilarak yuklenmigti. PZR Grini bandin uzunlugunu kontrol
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edebilmek amaci ile 3 pL 1000 bg¢'lik isaretleyici yuklenmistir. Ayrica negatif kontrol

kullaniimistir. Elde edilen ilk jel gérintlsi asagida Sekil 3.2.1.2'de sunulmustur.

8 1 11 12 13 M

Sekil.3.2.1.2. Babar ve ark.(2009)’nin kullandigi primerin degistiriimis kosullar ile ve PZR'da
yiikseltgenmesi sonuclarini gésteren jel goriintiisii (M: GeneRuler™ DNA Ladder Mix, 100-
1000bg)

Basarili bir sekilde gogaltilan érnekler DNA dizi analizine génderilmek amaciyla PCR
temizleme kiti (Roche, High Pure PCR Product Purification Kit) kullanilarak temizlenmistir.
PrP bakimindan genotiplerin belirlenmesi amaciyla elde edilen PCR urlnlerinin DNA sira
analizi otomatik DNA dizi analiz sistemi (ABlI 3100 PRISM) kullanilarak “REFGEN-Gen

Arastirmalari ve Biyoteknoloji” laboratuvarlarinda hizmet alimi seklinde yaptiriimistir.

DNA sira analizlerinde PCR uygulamasinda kullanilan primerlerden yararlaniimistir.
Bu amagla oncelikle hem ileri hem de geri primerlerin kullanildigi én denemeler yapiimis ve
elde edilen sonuglara goére de DNA dizi analizi islemine ileri — geri primerler ile devam edilmis
ve DNA sira analizi bu sekilde tamamlanarak, fenogramlar kullanilarak, PrP genotipleri hem
klasik hem de atipik skrapi igin dnemli oldugu literatirde belirtiimis 4 aminoasit pozisyonu

(kodon) acgisindan belirlenmigtir (Sekil 3.2.1.3).
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Sekil.3.2.1.3. Dagli¢ irkina ait 48 nolu 6rnegin genotipini(ALRQ/ALRQ) belirlemede
kullanilan fenogram.

Optimizasyon c¢alismalari sonrasinda Babar ve ark.(2009)'nin g¢ahstigi primerler
(sadece dis primerler) kullanilarak dizi analizi yapilan 234 bireyde genotipler belirlenmistir
(EK.1). Projenin ilerleyen asamalarinda yeni galisilan bireylerde Babar ve ark.(2009)'nin
primerleri kullanilarak yapilan genotip belirleme c¢alismalarinda PZR ile ylkseltgemede
bireylerin pek c¢odunda sonug¢ alinamamistir. Babar ve ark.(2009)nin primerleri ile
yiikseltgenemeyen bireylerin PZR’u Un ve ark. 'nin (2008) galismasinda kullanilan, 745 bp’lik
bolgenin yikseltgenmesinde kullanilan primerler ile yapildiginda Babar ve ark.’nin primeri ile

yukseltgenemeyen bireylerin hepsinde sonug alindidi belirlenmigstir (Sekil.3.2.1.4).

dag?? dag24 dag23 dagls kiv20 kvl mrkds mrkie dagl7 dag24 dag?3 dag3® kw20 kvl mrk2S mek26

M = = R T =
- :

Cemal Un Primer Babar Primer

Sekil 3.2.1.4. Babar ve ark.(2009)'nin kullandigi primer ile Un ve ark.(2008)'nin kullandig
primerlerin PZR ile yiikseltgenmesi sonuglarini gésteren jel gériintisii (M: GeneRuler™ DNA
Ladder Mix, 100- 10.000bp).
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Ozet olarak, Babar ve ark.(2009)'nin galistigi primer bolgesi ile (sadece dig primerler
kullanilarak) Turkiye yerli koyun irklarinda caligiimasinin gi¢ oldugu belirlenmistir. Ancak,
salt dis primerlerle calismayan 10 birey i¢c ve dis primerlerle denenmistir ve hepsinin ¢alistidi
gOzlenmistir. Ancak, iki primer gifti kullanilarak yapilacak dizi analizi maaliyeti iki misli

arttirdigindan Un ve ark.(2008)'nin primerlerinin kullanilmasi uygun gortimastar.

3.2.2. PrP Gen Bolgesi’nin PZR ile Gogaltiimasi

(Un ve ark., 2008 tarafindan 6nerilen bélgeye gére yapilan galismalar)
Prion protein gen bolgesinin 3. ekzon bélgesinde yer alan Un ve ark. (2008)'nin
calismasinda kullanilan 745 bg’den olugan bolgenin polimeraz zincir reaksiyonu ile

¢ogaltiimasinda kullanilan ileri ve geri primerler asagidaki Tablo.3.2.2.1 verilmistir.

Tablo.3.2.2.1. Un ve ark.(2008)'nin galismasinda kullandiklari primerler

Primer Dizilimleri

fleri (F) 5-AAAGCCACATAGGCAGTTG-3’

Geri (R) 5-AATGAGGAAAGAGATGAGGAG-3’

Un ve ark.(2008)'nin PrP gen bdlgesini yiikseltgemede kullanilan bilesenler agsagida

belirtilmistir (Tablo.3.2.2.2).
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Tablo.3.2.2.2. Un ve ark. (2008)nin calismasinda kullandiklari PZR ile yiikseltgenme

bilesenleri
Bilesenler PCR bilesimine konulan Stok Konsantrasyonu
miktar (pL)
1x buffer 2.5 10 X PCR Tamponu
MgCl, 2.0 25mM
dNTP 0.5 10mM
Primer F+R 0.5 10pmol / pl
Taq enzimi 0.2 5u/pl
DNA 2.5 50-100 ng
d(H,0) 16,8
Toplam Hacim 25 dH,O ile 25 pl'ye
tamamlanir.

PrP gen bdlgesinin (745 bg) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile yukseltgemesi

icin laboratuvarimizda kullanilan kosullar asagidaki tabloda verilmistir (Tablo.3.2.2.3).

Tablo.3.2.2.3. PrP gen bdlgesinin (745 bg) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile

yukseltgemesi icin laboratuvarimizda kullanilan kosullar

Asamalar Sicaklik Sure Ddéngii sayisi
1.Basamak 94°C’de (DNA denatiirasyon sicakhigi) | 2 dk 1
94°C'de 1dk
2.Basamak 57°C'de 1 dk 30 déngii
72°C'de 1dk
3.Basamak 72°C'de 10 dk 1

PZR sonucunda ylkseltgenen prion protein gen bélgesine ait bantlarin gézlenmesi
icin % 1.5’luk agaroz jel kullanilmistir. Agaroz jele 5 yL PZR Uriini ve 5 pL yukleme tamponu
(1 X loading dye) birlikte karistirilarak yuklenmistir. PZR Grind bandin uzunlugunu kontrol
edebilmek amaci ile 3 pyL 1000 bg'lik isaretleyici yuklenmistir. Ayrica negatif kontrol

kullaniimistir. Elde edilen ilk jel géruntisu asagida sunulmustur(Sekil.3.2.2.1).
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Sekil.3.2.2.1. Un ve ark.(2008)'nin kullandigi primerin PZR ile yikseltgenmesi sonuglarini
gosteren jel goriintiisii (Marker: GeneRuler™ DNA Ladder Mix, 100- 1000bg)

Basarili bir sekilde ¢ogaltilan érnekler DNA sira analizine génderilmek amaciyla PCR
temizleme kiti (Roche, High Pure PCR Product Purification Kit) kullanilarak temizlenmistir.
PrP bakimindan genotiplerin belirlenmesi amaciyla elde edilen PCR urlnlerinin DNA sira
analizi otomatik DNA dizi analiz sistemi(ABI 3100 PRISM) kullanilarak “REFGEN-Gen
Arastirmalari ve Biyoteknoloji” laboratuvarlarinda hizmet alimi seklinde yaptiriimistir.

Un ve ark.’nin (2008) calismasinda belirtilen PrP bdlgesinin (745 bg) yikseltgenmesi
sonrasinda bireylerin dizileme analizi ileri (F) ve geri (R ) primerlere gore yapilmistir.
Genotiplerin belirlenmesi 6ncesi tum diziler, BioEdit programinda ClustalWW Multiple
Alignment metoduna (Thompson ve ark., 1994) gore hizalanmistir. Elde edilen dizilimlerden
136, 141, 154 ve 171. kodonlardaki nulkleotid dedisimleri dikkate alinarak genotiplerin

belirlenmesi yapilmistir.

PrP genotiplerinin isimlendiriimesinde DNA dizi analizi sonucunda ilgili kodonlarda
belirlenmis olan genotiplere karsilik gelen aminoasitlerin isimlendiriimesinde standart genetik
kodonlar (Tablo 3.2.2.4) ve kisaltmalar kullaniimigtir. Buna goére haplotip allelleri belirlenirken
aminoasitler tek harflik kodlarina gére kisaltilarak tanimlanmistir. Bu tanimlamada A, Alanin;
V, Valin; H, Histidin; R, Arginine; Q, Glutamin; K, Lisin, L, Lésin ve T, Treonin’e karsilk
olarak kullanilmistir. Ayrica 136/141/154/171 seklindeki kodonlara kargilik gelen aminoasitler

yine bu siraya gore tek harflik kodlara gére isimlendirilmistir.
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Tablo 3.2.2.4. Kodonlarin aminoasit karsiliklari ve kisaltmalari

KODONDAKI IKINCI BAZ

T c A G

TTT Phe (F) TCT Ser(S) TAT Tyr {Y) TGT Cys (C) T

TTC Phe (F) TCC Ser (S) TAC Tyr (Y) TGC Cys (C) c

TTA Leu (L) TCA Ser (S) TAA Stop TGA Stop A

~ TTG Leu (L) TCG Ser(5) TAG Stop TGG T (W) G
< =
o CTT Leu (L) CCT Pro (P) CAT His (H) CGT Arg (R) T 8
% CTC Leu (L) CCC Pro (P) CAC His (H) CGC Arg (R) c g
i CTA Leu (L) CCA Pro (P) CAA Gln (Q) CGA Arg (R) A o
E CTG Leu (L) CCG Pro (P) CAG Gin (Q) CGG Arg (R) G E_
x c:
g ATT lle (1) ACT Thr (T) AAT Asn (N) AGT Ser (S) T “8
% ATC lle (1) ACC Thr (T) AAC Asn (N) AGC Ser (S) C =
o ATA lle (1) ACA Thr (T) AAA Lys (K) AGA Arg (R) A 8:
E ATG Met (M) ACG Thr (T) AAG Lys (K) AGG Arg (R) G E
M~

GTT Val (V) GCT Ala (A) GAT Asp (D) GGT Glv(G) T

GTC Val (V) GCC Ala (A) GAC Asp (D) GGC Gly(G) c

GTA Val (V) GCA Ala (A) GAA Glu (E) GGA Gly(G) A

GTG Val (V) GCG Ala (A) GAG Glu (E) GGG Glv(G) G

Ala, Alanin; Arg, Arginin; Asn, Asparajin; Asp, Aspartik Asit; Cys, Sistin; Glu, Glutamik Asit; Gln,
Glutamin; Gly, Glisin; His, Histidin; lle, Isolésin; Leu, Lésin; Lys, Lisin; Met, Metiyonin; Phe,
Fenilalanin; Pro, Prolin; Ser, Serin; Thr, Treonin; Trp, Triptofan; Tyr, Tirozin; Val, Valin.

3.3. istatistik Analizler

Genotiplerin belirlenmesi sonrasinda her bir irk igin elde edilen haplotip allelleri,
genotipik frekanslar ve gen frekanslari ile Hardy-Weinberg genetik denge kontrold, farkh

istatistik paket programlar kullanilarak hesaplanmistir.

3.3.1. Irklar tanimlama istatistikleri

Genotip frekanslari fj= ny/N formilinden yararlanarak dogrudan sayma yontemi ile
hesaplanmigtir (Un ve ark., 2008). n;;, ij genotipindeki birey sayisini, N toplam birey sayisini

goOstermektedir. Gen frekanslarinin belirlenmesinde PowerStatsV12 (Brenner ve Morris,
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1990) programi (www.promega.com/geneticidtools/powerstats/PowerStatsV12.xIs)
kullaniimistir. Populasyonlarin Hardy-Weinberg dengesinden sapmalarinin hesaplanmasinda
Fis Olcuth (Allendorf ve Luikart, 2007) ile FSTAT programi (Goudet, 1995) kullaniimistir. Allel
frekanslar ise PowerStatsV12 (Brenner ve Morris, 1990) programi ile saptanmigstir. Turkiye
ya da bagka ulkelerin genotip kompozisyonlarini gésteren daire Uzerinde dilimler halinde olan

gosterimler ‘pie chart’ gosterimleri (EK.2.) Microsoft Excel programi ile yapiimistir.

3.3.2. Irklarin Genetik yakinliklarinin dlglimiinde Fst ve

Cok Boyutlu Olgekleme Analizi

Irklarin genetik yakinlklari klasik ve atipik skrapi kodonlari, ayrica sekanslar baz
alinarak Fst dlgutl (Allendorf ve Luikart, 2007) Arlequin 3.11 paket programi (Excoffier ve
ark., 2005) kullanilarak hesaplanmistir. Bu uzakliklar kullanilarak irklar Cok Boyutlu
Olgekleme Analizi (Multi Dimensional Scaling) ile 2 boyutta R programlama dili ortaminda (R

project, www.R-project.org) “cmdscale” komutu (Mardia, 1978; Mardia ve ark..,1979)

kullanilarak gorsellestirilmistir.

3.3.3. Genetik Cesitliligin Dagilim Orgiileri Analizi

Genetik cgesitliligin Tlrkiye tzerinde dagilimini géstermek igin ¢cok boyutlu 6lcekleme
analizi sonucunda ortaya cikan her bir boyut igin U¢ veri seti (klasik ve atipik skrapi kodon
frekanslari ve diziler) tGzerinden sentetik gen haritalari gizilmistir. Haritalar ArcGIS Desktop
10 yaziliminin Arcinfo versiyonunda Spatial Analyst araci kullanilarak Evrensel Kriging
interpolasyon yonteminin “quadratic drift” (Universal Kriging with Quadratic drift) secenekleri

ile olusturulmustur. Harita olusturmada kullanilan irklarin lokasyon bilgileri toplanan bireylerin
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koordinasyonlari (TURKHAYGEN-| kapsaminda veriler toplanmigti) ortalama degerleri

alinarak hesaplamis ve asagida (Tablo.3.3.3.1) ondalik sayi olarak verilmistir.

Tablo 3.3.3.1. Dlnya Jeodetik (1984) sistemine goére irklarin lokasyon bilgileri

Boylam(X;Dogu) | Enlem(Y;Kuzey)
NORDUZ 43.5133333 38.075
GINE CAPARI 27.8333333 37.62666667
DAGLIG 30.4477778 38.41444444
HERIK 35.4966118 40.82033529
KIVIRCIK 27.50695 41.86985
AKKARAMAN-1 32.86665 37.916625
SAKIZ 26.3508125 38.2956625
IVESI 39.0283333 37.07
MORKARAMAN 41.827072 39.841484
HEMSIN 42.0305136 41.19721364
KARAGUL 36.349125 40.394
KARAYAKA 36.6369643 40.46729286
GOKCEADA 25.93656 40.20446
GUNEY KARAMAN 31.87885 36.9704175

3.3.4. Notralite testleri

PrP gen sekanslari kullanilarak Tajima’nin D (Tajima, 1989) ve Fu'nun Fs (Fu, 1997) testi ¢
farkli paket programda hesaplanmistir. Bu programlar MEGA 5 (Tamura ve ark., ., 2011),
Arlequin 3.11 (Excoffier ve ark.,2005) ve DnaSP v.5 (Librado and Rozas, 2009)’ dir. Test
sonuglari ile birlikte verilmeyen anlamlilik degerleri hesaplamasi icin (MEGA 5 ve DnaSP v.5)
sirasilyla Tajima’nin 1989 c¢alismasindaki Tablo-2 ve DnaSP v.5 programi igerisine

uygulanmis ‘Coalescent Simulasyon’ araci kullaniimistir. Ayrica Arlequin programinin
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notralite testleri anlamhlik degerleri hesaplanmasinda ‘coalescent simulasyon’ yaklagimini

kullandigi bilinmektedir.

3.3.5. Lojistik Regresyon Analizi;

“Bu hastaligin bilinmeyen bir cok sorusunun bazi cevaplari karsilastirmali calismalar
ile ortaya cikarilabilir” ve “¢cok sayida sekans ile yapilan incelemeler bazi 6zgun bulgulara yol
acabili’”  kanisiyla lojistik regresyon (Ozdamar, 2002; SAS Windows 9.2) analizi

uygulanmistir.

31



4.BULGULAR VE TARTISMA

4.1. DNA izolasyonu, PZR Uygulamalari ve Sekanslama

Calisilan irklardan Glney Karaman irkina ait bireylerin kan &rnekleri bu proje
kapsaminda toplanmisg ve DNA’lari fenol — kloroform izoamil alkol metoduna gore izole
edilmistir (Sambrook ve ark., 1989). izolasyon sonrasi DNA’lar %0.8’lik agaroz jelde
elektroforez uygulanarak gorilebilir hale getirilerek izolasyonun basaril bir sekilde yapildigi

g6zlenmistir (Sekil.4.1.1).

g S i B S e N -
3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

H__u_,-__'____u_—_—_.__ i
21 22 23 24 25 2627 28 2930 31 32 33 34 35 36 37 38 39 M 40

Sekil.4.1.1.izole edilen Giiney Karaman irkina ait bireylerin DNA'larinin %0.8'lik jelde

gorunumleri

Proje kapsaminda caligilan tim bireyler 136, 141, 154 ve 171. kodonlari da igine alan
745 b¢'lik hedef bdlgenin ¢ogaltiimasi amaciyla PZR yéntemi uygulanmis ve 745 b¢’lik gen

bdlgesi basarih bir sekilde ¢cogaltilmis ve DNA dizilimleri elde edilmistir.

4.2. PrP Gen Bolgesi Gen ve Genotip Frekanslari

Calismada toplam 15 populasyondan (Norduz, Cinecgapari, Daglic, Herik, Kivircik,

Akkaraman (TURKHAYGEN-I drnekleri ve onceki dénemlerde yapilan 6rnekleme), Sakiz,

32



ivesi, Morkaraman, Hemsin, Karagill, Karayaka, Gokceada ve Giiney Karaman) olusan 655

bireyde PrP gen bélgesi polimorfizmleri incelenmistir.

Klasik ve atipik skrapi hastalhigina duyarlihk agisindan énemli olan 136, 141, 154 ve
171. kodonlardaki nikleotidlerin Turkiye koyun irklarinda goérilen polimorfizmleri Tablo

4.2.1’de Ozetlenmistir.

Tablo 4.2.1.Turkiye koyun irklarinda 136, 141, 154 ve 171. kodonlarda gorulen polimorfik
nukleotidler ve kodonlara karsilik gelen aminoasitler. Yaban tipine goére farklilasan

nukleotidler kirmizi olarak yazilmigtir.

KODONLAR DiziLim Aminoasitler
GGA AGT GCC ATG AGC Yabantie) Alanin (A)
136 ACC Treonin (T)
GTC Valine (V)
141 AGG CCT CTT ATA CATUa P Losin (L)
TIT Fenilalanin (F)
154 TAC TAT CGT GAA AACYPanteY Arginin (R)
CAT Histidin (H)
GTG GAT CAG TAT AGTY=nteY Glutamin (Q)
171 CAT Histidin (H)
CGG Arginin (R)
AAG Lysine (K)

Calisilan populasyonlardaki gézlenen varyasyonlarin sonuglari incelendiginde, farkh
ulkelerde gesitli koyun irklariyla yapilmis olan arastirmalarda klasik ve atipik skrapide yaygin
olarak g6zlemlenen varyantlarin (ALRQ, ALRH, ALRR, AFRQ, ALHQ ve VLRQ) tumu bu

arastirmada da 136, 141, 154 ve 171. kodonlarda goruldugi saptanmigtir. Bu allellerin
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diginda nadir olarak goérilen ALRK, TLRQ, TLRH, TLHQ, ALHH, ALHR, AFRH, VLRR ve

VLRH haplotip alleleri yine bu ¢alismada disuk frekanslarda da olsa gézlemlenmistir.

4.2.1. Klasik Skrapi Gen Frekanslari

Once klasik scrapi agisindan (136, 154, 171 inci kodonlar) tum irk 6rnekleri igin
sonuclar birlikte degerlendirildiginde, Turkiye koyun irkindan toplam 655 bireyde 13 farkh

haptotip (Tablo.4.2.1.1), saptanmistir.
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Tablo.4.2.1.1. PrP lokusundaki haplotip frekanslari (klasik skrapi: 136, 154 ve 171. kodonlarina gére).

Haplotip NOR | cIc | DAG | HER | KIV |AKK-1|AKK-2| SAK | IVE | MOR | HEM | KRG | KRY | GOK | &k |Toplam
AHQ 0.0244 0.0682 | 0.0222 | 0.0732 0.1375 0.0102 0.0426 |0.0114 | 0:023
AHR 0.0319 0.002
ARH 0.1585 | 0.0349 | 0.1136 | 0.0222 | 0.0732 | 0.1630 | 0.4038 | 0.0500 | 0.1957 | 0.2041 | 0.1190 | 0.0952 | 0.0930 | 0.0426 | 0.1705 | 0-129
AHH 0.0102 0.001
ARK 0.0233 |0.0114 0.0217 0.0125 | 0.0326 | 0.0204 0.008
TRH 0.0233 0.002
VRH 0.0122 0.001
ARQ 0.7561 | 0.6395 | 0.5795 | 0.7000 | 0.5244 | 0.5652 | 0.5000 | 0.6625 | 0.6630 | 0.6020 | 0.6786 | 0.6905 | 0.5465 | 0.3617 | 0.6818 | ©-609
THQ 0.0125 0.001
TRQ 0.0122 | 0.0233 0.0778 0.0326 0.0125 | 0.0326 | 0.0102 0.1071 0.021
VRQ 0.0465 | 0.0114 0.0488 0.0698 | 0.0106 0.010
ARR 0.0488 | 0.2326 | 0.2159 | 0.1778 | 0.2683 | 0.2174 | 0.0962 | 0.1125 | 0.0761 | 0.1429 | 0.2024 | 0.1071 | 0.2558 | 0.5106 | 0.1364 | 0-194
VRR 0.0116 0.001

n 42 43 44 45 41 46 26 40 46 49 42 42 43 47 44
Haplotipsayisi 5 6 6 5 6 5 3 7 5 7 3 4 6 6 4

Irk kisaltmalari Tablo 3.1.1'de verildigi gibidir.
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Klasik skrapi agisindan 6énemli olan 3 kodona ait haplotip allellerinin 6zetlendigi
Tablo.4.2.1.1'deki sonuglar incelendiginde, Tlrkiye koyun irklarinda en yaygin olan allelin
ARQ oldugu ve frekansinin 0.7561 (NOR) ila 0.3617 (GOK) arasinda degistigi gorilmektedir.
Calisilan koyun irklarinda skrapi hastaligina karsi en direngli allel olarak kabul edilen ikinci
sirada yaygin olan ARR allelinin dagiliminin 0.5106 (GOK) ila 0.0488 (NOR) araliinda,
Uclincu sirada yaygin olan ARH allelinin ise 0.4038 (AKK-2) ila 0.0222 (HER) arasinda
degisim gosterdigi belirlenmistir. Genel olarak tim irklar bir arada degerlendirildiginde ARQ
ARR ve ARH haplotiplerinin diger Ulkelerde c¢esitli koyun irklariyla yapilan calismalarda
oldugu gibi yaygin alleller oldugu belirlenmistir (Lipsky ve ark., 2008; Hagenaars ve ark.,
2010; Tsunoda ve ark., 2010, Lan ve ark., 2006; lanella ve ark., 2011). Calisilan irklardan
sadece Gokgeada irki hari¢ diger tum irklarda ARQ alleli predominant iken, Gokceada
irkinda ARR alleli predominant olarak belirlenmistir. Ozellikle ARQ haplotipinin yaygin allel
olmasi, ARQ allellinin yabani allel oldugu ve bilinen diger haplotip allellerinin de ARQ allelini
kodlayan gen boélgelerinde nokta mutasyonlari sonucu meydana geldigi (Tranulis, 2002)
varsayimini da destekler niteliktedir. Gokceada bir ada populasyonu olarak rastlantisal
genetik salinmadan ¢ok etkilendigi icin ARQ allelini diger irklardan farkli frekans siralamasi

sergilemekte olabilir.

Tarkiye koyun irklarindan 8’inde gobzlemlenen AHQ allellerinin  dagilimi
incelendiginde; en ylksek degerin AHQ alleli icin Sakiz irkinda (0,1375) en dusik degerin
ise Guney Karaman (0,0114) irkinda oldugu belirlenmigtir. Benzer sekilde 8 irkta
gozlemlenen TRQ allelinin ise en ylksek degerinin Karagll irkinda (0,1071) en dusuk

degerinin ise Morkaraman (0,0102) irkinda oldugu goériimektedir.
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Klasik skrapi hastaligina karsi en hassas allel olarak kabul edilen VRQ allelinin
Tarkiye yerli koyun irklarindaki dagiiminin ise 0,0698 (KRY) ila 0.0106 (GOK) arasinda
disiik frekanslarda degisim gésterdigi ve sadece calisilan 5 irkta (CiC, DAG, KIV, KRY ve

GOK) gérildigu belirlenmistir.

Koyunlarda yaygin olarak bulundugu bildirilen 5 haplotip allelinin (ARR; ARQ, ARH,
AHQ ve VRQ) tamami Kivircik ve Gokceada irklarinda saptanmistir. Bu haplotip allelleri
arasinda skrapi hastaligi acisindan en dayanikli oldugu bildirilen ARR allelinin frekansinin
Gokgeada irkinda Kivircik irkina oranla daha ytksek oldugu (0.5106) belirlenmistir. Benzer
sonuca Oner ve ark.(2011)'nin galismasinda da rastlanmaktadir. Skrapi hastaligi agisindan
duyarh allel olarak kabul edilen VRQ allelinin frekansi diger irklara (Kivircik, Karayaka ve
Cine capari) oranla Gokgeada irkinda disik olmakla birlikte (%1,06) bu arastirmada ele
alinan ve VRQ alleline hig¢ rastlanmayan diger irklara gore yuksek sayilabilecek bir orandir.
Ayrica Gokgeada koyun irkinda diger irklarda hig gérilmeyen AHR allelinin (0,0319) oldugu
belirlenmigtir. Literattr verileri incelendiginde bu allele, Aimanya’da yapilan bir galismada ilk
defa Texel, Nolana ve Suffolk irklarinda disik frekanslarda rastlanmaktadir (Kutzer ve ark.,
2002). Ayni calismada, Turkiye koyun irklarindan sadece Karayaka koyun irkinda rastlanan
VRR (0.0116) alleline ilk defa yine ayni irklarda diguk frekanslarda rastlanmaktadir (Kutzer
ve ark., 2002). VRR alleline daha sonra Amerika'da yetistirilen 21 koyun irkinda yapilan bir
calismada bilinmeyen olarak (unknown) tanimlanmis bir grupta dusuk frekanslarda (0.0129)
rastlanmaktadir (DeSilva ve ark., 2003). Kivircik irkinda da birgok koyun irkinda yaygin
olarak g6zlenen ARQ, ARR, ARH, AHQ ve VRQ haplotip allellerin tim( saptanmistir. Ayrica
Kivircik koyun 1irkinda diger 1irklarda hi¢ goérilmeyen VRH allelinin (0.0122) oldugu
belirlenmistir. Bu allele Romanya Turcana koyun irkinda yapilan bir ¢calismada (Cosier ve

ark., 2011)‘da dusuk frekanslarda (0.004) rastlanmaktadir.
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Gokgeada ve Kivircik irklarinda goérilen VRR ve VRH allellerinin yanisira Morkaraman
(AHH), Karayaka (TRH) ve Sakiz(THQ) irklarina ait bireylerde gérilen 3 farkh allel disik
frekanslarda gézlenmistir. Morkaraman irkinda goértilen AHH alleline (0.0102), Sakiz koyun
irkinda (0.0075) (Elmaci ve ark., 2009) ve Cin’de 10 irkta yapilan bir calismada (Chen ve
ark., 2010) Cin merinoslarina ait grupta ( 0.0017) rastlanmistir. Karayaka koyun irkinda
g6zlemlenen TRH allleline (0.0233) ise, EImaci ve ark. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada
Sakiz irkinda (0,0037) dusuk frekanslarda rastlanmistir. Sakiz irkina ait bireylerde
g6zlemlenen THQ alleli (0.0125) ise sadece Sakiz irkinda bu ¢alismada gérilmus, literatlirde
bu allele daha 6nce hig rastlanmamistir. Sakiz irkinda baska higbir irkta gértilmemis olan Y-
kromozom haplotipi H12 ‘nin de var olmasi (Meadows ve Kijas 2009) Sakiz irkinin izole ve

farkli bir irk oldugu yéntnde kanit olusturmaktadir.

Bu proje kapsaminda Uzerinde durulan koyun irklari arasinda en fazla haplotip alleli
Sakiz ve Morkaraman koyun irkinda gozlenmis ve toplam olarak 7 adet haplotip alleli
belirlenmigtir. Sakiz irkinda THQ, Morkaraman irkinda ise AHH alleli hari¢ diger alleller
(ARQ, ARR, AHQ, ARH, ARK ve TRQ) her iki populasyonda farkli frekanslarda gortlen ortak

allellerdir.

Farkli Ulkelerde yetistirilen koyun irklarinda yapilan c¢alismalarin haplotip allellerinin
frekanslari Tablo.4.2.1.2’de verilmistir. Bu sonuclar degerlendirildiginde Asya Ulkelerinde en
yaygin olan allellerin ARR, ARQ ve ARH oldugu, diger allellerin (AHQ ve VRQ) daha dusik
frekanslarda goéruldaga dikkati gekmektedir. AHQ alleli; Pakistan, Cin, Mogolistan ve
Nepal'de nispeten disuk frekanslarda yer almaktadir (0.005 ila 0.030). VRQ allel sonugclari
incelendiginde iran, Cin, Mogolistan, Burma ve Bhutan irklarinda diisiik frekanslarda da olsa
gorulmektedir (0.002 ila 0.031 arasi). Turkiye irklarinda gézlemlenen ARK alleli, yalnizca Cin
ve Mogolistan'’da gorulmis olup diger Asya ulkelerinde gortlmemigtir. Tarkiye yerli

koyunlarinda da goérulen TRQ alleli, Asya ulkelerinden sadece Cin'de gdzlemlenmistir.
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Turkiye yerli koyun irklarinda hi¢ gérilmeyen 2 farkh allel (TRR ve TRK) mevcut olup, bu

alleller sadece Cin’de gozlemlenmistir.

Avrupa irklarinda yapilan c¢alismalarin sonuglari incelendiginde, en yaygin olan
allellerin ARR, ARQ, ARH, AHQ ve VRQ oldugu dikkati gekmektedir. Bu allellerin diginda
disuk frekanslarda gézlemlenen alleller, ALQ, ARK ve TRR allelidir. ALQ alleline sadece
ispanyada yapilan bir calismada rastlanmis diger 5 ¢alismada bu allel gérilmemistir. ARK
alleline italya, Yunanistan ve Romanya’da yapilan c¢alismalarda disik frekanslarda
rastlanmistir. TRR alleline ise sadece Romanya’da yapilan bir ¢alismada rastlanmistir
(Constantinescu ve ark., 2009). TRR alleline birde Asya Ulkelerinden biri olan Cin'de
rastlanmaktadir. Salt Cin ya da ispanya’da gézlenen nadir alleller koyunlarin bu ug bélgelere
gitmesi / varmasi esnasinda ortaya ¢ikmis mutasyonlar olabilir. Hem Cin hem Romanya’da
g6rilen nadir alleller bagimsiz mutasyonlarin ayni sonuglari oldugu gibi Cin ile Romanya

koyunlari agisindan bir bagin varligina da isaret ediyor olabilir.

Guney Amerika Ulkelerinde yapilan calismalarin sonuglari incelendiginde de en
yaygin gorulen allellerin ARR, ARQ, AHQ ve VRQ oldugu ve bagka allel olmadig! dikkat
cekmektedir. izlanda’da yapilan galisma incelendiginde de ARR allelinin hig gérilmedigi en
yaygin olan allellerin sirasiyla ARQ, VRQ ve AHQ oldugu belirlenmistir. Afrika irklarina
bakildiginda gézlemlenen en yaygin allellerin sirasiyla ARQ ve AHQ oldugu dikkati
cekmektedir. Ayrica dusik frekanslarda da olsa ARR ve ARH allellerine de rastlanmistir.
Turkiye irklarinda diger arastirmacilar tarafindan yapilan ¢alisma sonuglari incelendiginde en
yaygin olan allellerin sirasi ile ARQ, ARR, ARH, TRQ, VRQ ve ARK alllelinin goéruldigu

belirlenmisgtir.
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Tablo.4.2.1.2. Farkh Ulkelerde yapilan arastirmalarda elde edilen PrP lokusundaki klasik haplotip frekanslari

Ulke (irk) | Haplotip Allel Frekanslari Kaynak
ASYA
ARR | ARQ | ARH | AHQ VRQ TRQ ALQ ARK TRR TRK
Pakistan (9) 0.06 |0.750| 0.16 | 0.030 - - - - - - Babar ve ark., 2008
Pakistan (9) |0,065|0,733|0,167| 0,025 - - - - - - Babar ve ark., 2009
iran (1) 0,216 0,678 0,10 - 0,006 - - - - - Karami ve ark., 2011
Cin (1) 0,090|0,752|0,126| 0,023 - - - 0,009 - - Lan ve ark., 2006
Cin (1) 0,183|0,577|0,097| 0,005 0,002 0,066 - 0,058 0,005 0,002 Guan ve ark., 2011
Cin (2) 0,067|0,866| - - - - - 0,067 - - Han ve ark., 2011
Cin(3) 0,081/0,842|0,077 - - - - - - - Tsunoda ve ark., 2010
Mogolistan (4) |0,158|0,777|0,038| 0,0112 0,014 - - 0,001 - - Gombojav ve ark., 2003
Mogolistan (3) |0,096|0,844|0,044 - - - - 0,015 - - Wang ve ark., 2008
Mogolistan (1) |0,132]0,770|0,086| 0,006 0,006 - - - - - Tsunoda ve ark., 2010
Vietnam(1) - 1,00 - - - - - - - - Tsunoda ve ark., 2010
Nepal (4) 0,005|0,901|0,079| 0,0150 - - - - - - Tsunoda ve ark., 2010
Myanmar (1) |0,007|0,968|0,013 - 0,013 - - - - - Tsunoda ve ark., 2010
Bhutan(3) 0,042(0,917(0,010 - 0,031 Tsunoda ve ark., 2010
Kuveyt (1) 0.167(0.524|0.310 - - - - - - - Tsunoda ve ark., 2010
AVRUPA
ARR | ARQ | ARH AHQ VRQ TRQ ALQ ARK TRR TRK
Almanya(5) 0,343| 0,556 | 0,013 | 0,0758 0,010 - - - - - Drogemdiller ve ark., 2001
Almanya(9) 0.376| 0.483 | 0.020 | 0,116 0.007 - - - - - Lipsky ve ark., 2008
Almanya (2) |0.168]| 0.727 |0.0015| 0.101 0.0020 Luhken ve ark., 2004
Avusturya (4) ]0,207| 0,680 | 0,029 | 0,0742 0,010 - - - - - Sipos ve ark., 2002
Bulgaristan (8) |0,354| 0,528 | 0,014 | 0,0688 0,048 - - - - - Sirakov ve ark., 2011
Fransa (29) 0,426 | 0,493 - 0,028 0,053 - - - - - Francgois ve ark., 2003
Hollanda(1) 0.479| 0.428 - 0.028 0,065 - - - - - Hagenaars ve ark., 2010
ingiltere(11) |0,499] 0,312 | 0,070 | 0,0855 0,036 - - - - - Roden ve ark., 2006
ingiltere(4) 0,679| 0,209 | 0,018 | 0,0832 0,009 - - - - - Boulton ve ark., 2010
ingiltere (3)  [0,158| 0,547 | 0,053 | 0,165 0,077 Tsunoda ve ark., 2010
iskogya (2) 0,312 0,601 - 0,077 0,01 - - - - - Sawalha ve ark., 2007
italya(3) 0,348| 0,562 | 0,019 | 0,039 0,030 - - - - - Van Kaam ve ark., 2008
italya(1) 0,083| 0,744 | 0,041 | 0,038 0,068 - - 0,025 - - Acutis ve ark., 2004
italya(2) 0,401| 0,577 | 0,001 | 0,0207 - - - - - - Pongolini ve ark., 2009
italya(1) 0,024| 0,658 | 0,023 | 0,041 0,043 - - - - - Mazza ve ark., 2010




Portekiz(16) |0,273| 0,646 | 0,014 | 0,028 0,037 - - - - - Gama ve ark., 2006

Polonya(4) 0,352 0,633 - - 0,015 - - - - - Wisniewska ve ark., 2006

Polonya(4) 0,624 | 0,317 0,027 0,031 - - - - - Wisniewska ve ark., 2009

Romanya(9) |0,251| 0,625 | 0,019 | 0,022 0,157 - - - Otelea ve ark., 2011

Romanya (1) [0.354| 0.540 |0.0063| 0.030 0.0606 - - 0.0079 0.0017 - Constantinescu ve ark., 2010

Slovenya (1) (0,174, 0,632 | 0,083 | 0,074 0,037 - - - - - Gorjanc ve ark., 2010
Slovenya (2) |0,186| 0,655 | 0,045 | 0,083 0,031 - - - - - Kastelic ve Kompan, 2009
Yunanistan (2) |0.110| 0.788 | 0.006 | 0.058 0.026 - - 0.002 - - Ekateriniadou ve ark 2007
Ispanya(2) 0.254| 0.708 - 0,004 0,033 - - - - - Hurtado ve ark., 2002
ispanya (1) 0.185| 0.752 | 0.013 | 0.023 0.0027 Ponz ve ark., 2006
Ispanya(13) [0.1992/0.6942 | 0.035 | 0,028 0.0455 - - - - - Acin ve ark., 2004
Ispanya(2) 0,216 0,700 | 0,042 | 0,0278 0,013 - 0,002 - - - Alvarez ve ark., 2006
Ispanya (1) 0.182| 0.759 | 0.029 | 0.0209 0.010 - - - - - Alvarez ve ark., 2006a
Ispanya(1) 0,227| 0,737 | 0,020 | 0,0026 0,012 - - - - - Alvarez ve ark., 2007

Ispanya(3) 0,292 0,619 | 0,03 0,015 0,044 - - - Alvarez ve ark., 2009

GUNEY AMERIKA

ARR | ARQ | ARH | AHQ VRQ TRQ ALQ ARK TRR TRK
Kanada (7) 0,465|0,498| - 0,007 0,028 - - - - - L’Homme ve ark., 2008
Brezilya (7) 0,227/0,706| - 0,0590 0,008 - - - - - lanella ve ark., 2008
IZLANDA
ARR | ARQ | ARH | AHQ VRQ TRQ ALQ ARK TRR TRK
izlanda (1) - 10.789| - 0.061 0.0730 - - - - - Thorgeirsdottir ve ark 1999
YENI ZELLANDA
ARR | ARQ | ARH | AHQ VRQ TRQ ALQ ARK TRR TRK
Yeni Zellanda (10)[0,471|0,432| - 0,0714 0,025 - - - - - Bossers ve ark., 1999
DOGU AFRIKA
Tanzanya (3) - 10,871| - 0.129 - - - - - - Kipanyula ve ark., 2009
Tanzanya (2) |0.006|0.846(0.0028 0.145 - - - - - - Kipanyula ve ark 2008
TURKIYE
ARR | ARQ | ARH | AHQ VRQ TRQ ALQ ARK TRR TRK
Turkiye (5) 0.140|0.710|0.065 - 0.015 0.045 - 0.025 - - Alvarez ve ark., 2011
Tirkiye (3) 0.320/0.450|0.120| 0.060 0.012 0.010 - 0.001 - - Oner ve ark., 2011
Tirkiye (3) 0.400/0.500[0.020| 0.005 0.017 0.030 - - - Un ve ark., 2008

Turkiye (5) 0.060|0.770|0.100 0.011 0.050 0.005 Frootan ve ark., 2011

ARR | ARQ | ARH |AHQ | VRQ | TRQ | AHH ARK THQ VRR AHR | TRH | VRH Sunulan proje, 2012

Turkiye (14) 0.190/0.600|0.100]0.025| 0.012 | 0.020 | 0.0006 | 0.008 | 0.0008 | 0.0007 | 0.002 | 0.001 |0,0008
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Sunulan projede de en yaygin olarak goézlemlenen alleller, ARQ, ARR ve ARH'tir.
Diger alleller daha dislik frekanslarda gézlemlenmigtir. Turkiye'de yerli irklarda yapilan
¢alisma sonugclarini karsilastirdigimizda en yuksek allel gesitliligi proje kapsaminda ¢alisilan
bireylerde gorulmektedir. Bunun birey sayisinin fazla olmasindan kaynaklandigi

dusinUtlmektedir.

Ozetle toplam allel sayisi olarak Tirkiye'de 13 allel gdzlenirken ondan sonra gesitliligi
fazla olarak Cin’de 9 ve Romanya’da 7 allel saptanmistir. Bu yiksek cesitliik tam da
beklenildigi gibi evcillesme merkezine yakin, gdclerle zenginlesen ve skrapi geni agisindan
0zel bir seleksiyonun uygulanmadigi Tlrkiye koyun irklarinda sadece 3 kodon boélgesi

incelendiginde gorulmastr

Projede ayrica Azerbaycan’dan (n = 40), iran’dan (Herik - n = 15) ve Irak koyun
irkindan (Hamdani — n = 22) drneklerin g¢alisilacagi belirtilmistir. Bu Ulkelerden 6érneklerin
toplanmasi 2008 — 2009 yillarinda yapiimis olup, DNA 6rnegdi agiz mukozasindan alinan
firca orneklerinden izole edilmigtir. Yaptigimiz tim denemeler sonrasinda bu orneklerde
DNA’larin ¢alismadigi ve ilgili gen bdlgesinin yikseltgenemedigi belirlenmistir. Elde mevcut
olan fircalardan tekrar DNA izole edilmig (Ding, 2003) fakat bu fircalardan izole edilen
DNA’larinda ¢alismadigi belirlenmistir. Bu nedenle iran, Azerbaycan ve Irak koyun irklari ile

Tarkiye yerli koyun irklarinin karsilastiriimasi yapilamamistir.
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4.2.2. Galisilan Irklarda Ornekleme ve Onemi

Klasik skrapi agisindan énemli olan 3 kodona ait haplotip allellerinin Tlrkiye’'nin Dogu,
Kuzey ve Kuzeydogusunda yetistirilien koyun irklarinda yapilan 6nceki galismalar ile bu

¢alisma sonuglarinin kargilastiriimasi Tablo.4.2.2.1’de yapiimistir.

Tablo.4.2.2.1'deki sonugclar incelendiginde, 6 yerli koyun irkinda da yaygin olan alllelin
ARQ oldugu, ARR allelinin ise tim irklarda farkh frekanslarda dagilim gdsterdigi
belirlenmistir. Proje kapsaminda galisilan Morkaraman ve Dagli¢ irkina ait érneklerde AHQ
alleli (sirasiyla 0.0102 ve 0,0682) dusuk frekansta gortulmus olup diger U¢ ¢alismada (Alvarez
ve ark., 2011; Frootan ve ark., 2011, Lihken ve ark., 2008) incelenen popullasyonlardan
sadece Daglhg¢ irkina ait orneklerde (Luhken ve ark., 2008) bu allel gorulmusgtur (0.032). VRQ
alleli sonuglarini inceledigimizde, Akkaraman irkinda 4 calismada da bu allel hi¢
gorilmezken, Karayaka irkinda iki ¢alismada disuk frekanslarda goériimuis, Lihken ve
ark.,’nin (2008) calismasinda kullanilan 6rneklerde VRQ alleline rastlanmamistir. Hemsin
irkinda ise, Alvarez ve ark., 2011’'nin ¢alismasinda VRQ alleli (0.043) gbzlemlenmis, proje
kapsaminda c¢aligilan bireylerin sayisi fazla olmasina ragmen hi¢c VRQ alleli tagiyan bireye
rastlaniimamistir. Morkaraman irkinda 2 ¢alismada (Alvarez ve ark., 2011, Frootan ve ark.,
2011) VRQ alleline sahip bireyler gérulmus, fakat proje kapsaminda galisilan 49 bireyde ve
Lihken ve ark.’nin ¢alismasinda bu allele sahip genotip hi¢ gérilmemistir. Frootan ve ark.,
(2011)nin galismasinda Ivesi irkina ait bireylerde VRQ alleli gértilmesine ragmen, proje
kapsaminda daha fazla birey incelenmis fakat bu allele rastlanmamistir. Luhken ve
ark.(2008)nin calismasinda Daglic irkina ait bireylerde VRQ alleli gorilmezken, proje

kapsaminda c¢alisilan bireylerde VRQ alleli tagiyan bireylere rastlanmistir.
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Tablo.4.2.2.1. Akkaraman, Karayaka, Hemsin, Morkaraman lvesi ve Dagli¢ koyun irklarinda

yapilan ¢alismalar ve sonuglari

Tiirkiye Irklarinda yapilan galigmalar

Irk Allel Alvarez ve Frootan ve Liuhken ve Sunulan
ark., 2011 ark., 2011 ark., 2008 calisma, 2012
AKK1 AKK?2
ARQ 0.786 0.529 0.5532 | 0.5000
ARR 0.048 0.088 0.2128 | 0.0962
AHQ - - - -
Akkaraman VRQ - - - -
ARH 0.119 0.382 0.1702 | 0.4038
TRQ 0.024 - 0.0319 -
ARK 0.024 - 0.0319 -
n 21 17 48 31
ARQ 0.605 0.733 0.5697
ARR 0.211 0.250 0.2558
Karayaka AHQ - - -
VRQ 0.026 - 0.0465
ARH - - 0.0930
TRQ 0.158 - -
ARK - 0.0167 -
TRH - - 0.0233
VRR - - 0.0116
n 19 30 43
ARQ 0.804 0.6786
ARR 0.109 0.2024
AHQ - -
VRQ 0.043 -
Hemsin ARH 0.043 0.1190
TRQ - -
ARK - -
n 23 42
ARQ 0.650 0.6216 0.774 0.5816
ARR 0.150 0.1756 0.226 0.1429
AHQ - - - 0.0102
VRQ 0.025 0.0405 - -
Morkaraman ARH 0.015 0.1216 - 0.2245
TRQ 0.025 0.0270 - 0.0102
ARK - 0.0135 - 0.0204
AHH - - - 0.0102
n 20 37 31 49
ARQ 0.7500 0.6413
ARR 0.0625 0.0761
. AHQ - _
Ivesi VRQ 0.0156 -
ARH 0.1562 0.2391
TRQ - 0.0326
ARK 0.0156 0.0319
n 32 46
ARQ 0.806 0,5795
ARR 0.161 0,2159
AHQ 0.032 0,0682
VRQ - 0,0114
Daghe ARH - 0,1136
TRQ - -
ARK - 0,0114
n 31 44
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ARH alleli sonuglarini karsilastirdigimizda, Alvarez ve ark.(2011) ve Luhken ve
ark.(2008)’nin ¢alismasinda Karayaka irkinda bu allele hi¢ rastlanmazken proje kapsaminda
caligilan (0.0930) bireylerde bu allel gériimustir. Benzer sekilde Dagli¢ irkinin g¢alisildigi
Luhken ve ark.(2008)'nin galismasinda ARH alleli hi¢ gérilmemis fakat proje kapsaminda
calisilan bireylerde nispeten yuiksek sayilabilecek frekansta (0.1136) bu allel gézlemlenmistir.
Farkl c¢alismalarda incelenen populasyonlarin digerlerinde degisen frekanslarda ARH

allelinin varligi dikkati cekmektedir.

TRQ allel sonuglari degerlendirildiginde, Akkaraman irkinda AKK-1 populasyonu ile
Alvarez ve ark.,(2011)nin g¢alismasinda kullanilan poptlasyonda dlslk frekanslarda
gorulmus fakat AKK-2'de bu allele hi¢ rastlanmamistir. Karayaka irkinda Alvarez ve
ark.(2011)nin gcalismasinda nispeten yiksek denilebilecek frekansta (0.158) TRQ alleli
gorulirken proje kapsaminda daha fazla birey ile c¢alisiimasina ragmen bu allele hig
rastlanmamistir. Morkaraman irkinda 3 calismada da TRQ alleline dusuk frekanslarda
rastlanmig, fakat Lihken ve ark.(2008)'nin ¢alismasinda Morkaraman irkinda bu allele hi¢
rastlanmamistir. ivesi irkina ait sonuglar incelendiginde ise TRQ alleli Frootan ve ark.,
(2011)'nin galismasinda goértilmezken bu ¢alisma kapsaminda calisilan bireylerde bu allele

rastlanmaktadir.

ARK alleli Akkaraman irkinda, AKK-1 populasyonu ile Alvarez ve ark.(2011)'nin
calismasinda incelenen populasyonda goérilmis olup; AKK-2 ve Hemsin irklarinda bu allele
rastlanmamigtir. Karayaka irkina ait sonuglar incelendiginde, Luhken ve ark.(2008)'nin
calismasinda ARK alleline sahip bireyler gértlmisken diger iki calismada bu allele
rastlanmamigtir. Morkaraman 1irkinda ARK allel degisimi incelendiginde, Alvarez ve
ark.(2011) ve Luhken ve ark.(2008)nin calismasinda bu allel hig gérilmezken diger iki
calismada bu allele diisik frekanslarda da olsa rastlanmaktadir. ivesi irkinda ise her iki

c¢alismada da bu allele rastlanmaktadir Dagli¢ irkindaki sonuglar incelendiginde, Lihken ve

45



ark. (2008)'nin calismasinda bu allel gérilmezken proje kapsaminda galisilan bireylerde

diusuk frekansta da olsa gézlemlenmisgtir.

Proje kapsaminda ¢aligilan irklarda diger galismalarda gézlemlenmemis 3 allel (TRH,
VRR ve AHH) bulunmustur. TRH ve VRR allellerine proje kapsaminda ¢aligilan Karayaka

populasyonunda, AHH alleline ise Morkaraman irkinda rastlanmigtir.

Tarkiye'nin bati ve kuzey batisinda yetistiriciligi yapilan 3 yerli koyun irkinda yapilan 2
farkli galisma ve proje sonuglarimiz karsilastirildiginda (Tablo.4.2.2.2); 3 yerli koyun irkinda
da yaygin olan allelin ARQ oldugu, ARR allelinin ise tim irklarda farkli frekanslarda (0.5213
ila 0.1125 arasinda), fakat yukarida incelenen diger irklar (Akkaraman, Karayaka, Hemsin,
Morkaraman ivesi ve Dagli¢) ile karsilastirildiginda (0.2558 ila 0.048 arasinda) nispeten daha
yuksek oldugu belirlenmistir. AHQ alleli sonuglari incelendiginde Gokgeada irkinda her Ug
calismada da bu allele sahip bireyler goérulurken, Kivircik ve Sakiz irkina ait bireylerde 2
calismada (Oner ve ark., 2011 ve proje sonuglari) bu allele sahip genotip gérilmesine
ragmen, Un ve ark. (2008)nin galismasinda bu allele rastlanmamistir. VRQ alleli
incelendiginde ise, Gokceada irkinda Un ve ark.,’nin ¢alismasinda bu allele sahip bireylere
rastlanmamisg, diger iki calismada bu allel gérulmustar. Kivircik irkinda t¢ ¢alismada da bu
allel gozlemlenmigtir. Sakiz irkinda ise durum farkli olup proje kapsaminda caligilan
bireylerde VRQ alleline sahip birey gértilmemigken diger iki ¢alismada disik frekanslarda
g6zlemlenmistir. Her ¢ ¢alisgmada ARH allel sonuglari birlikte degerlendirildiginde, Sakiz
irkinda her 3 g¢alismada bu allel gorilmUs olup, diger iki irkta (Gokgeada ve Kivircik) sadece
2 galismada bu allele sahip bireylere rastlanmigtir. Un ve ark.’nin (2008) ¢alismasinda ARH

alleline sahip bireylere rastlanmamistir.
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Tablo.4.2.2.2. Gékgeada, Sakiz ve Kivircik koyun irklarinda yapilan ¢alismalar ve sonuglari

Irk Allel Turkiye Irklarinda yapilan caligmalar
Oner ve ark., 2011 Un ve ark., 2008 Bu calisma, 2012
ARQ 0.4014 0.7419 0.3511
ARR 0.5000 0.2419 0.5213
AHQ 0.0578 0.0161 0.0426
VRQ 0.0238 - 0.0106
Gokgeada ARH 0.0170 - 0.0532
TRQ - - -
ARK - - -
AHR - - 0.0213
n 147 31 47
ARQ 0.5669 0.5114 0.5244
ARR 0.1725 0.4205 0.2683
AHQ 0.0563 - 0.0732
VRQ 0.0035 0.0341 0.0488
Kivircik ARH 0.1972 - 0.0732
TRQ - 0.0341 -
ARK 0.0035 - -
VRH - - 0.0122
n 142 44 41
ARQ 0.3952 0.2941 0.7000
ARR 0.3064 0.5588 0.1125
AHQ 0.0685 - 0.1000
VRQ 0.0081 0.0147 -
ARH 0.1774 0.0588 0.0500
Sakiz
TRQ 0.0444 0.0735 0.0125
ARK - - 0.0125
THQ - - 0.0125
n 124 34 40

Gokgeada irkindaki TRQ ve ARK allel sonuglari degerlendirildiginde, her Ug¢
calismada da bu allellere rastlanmamistir. Kivircik irkinda, Un ve ark.’nin (2008)
calismasinda TRQ alleli gértilmis olup diger iki ¢alismada bu alleli tasiyan bireylere
rastlanmamistir. Ayni sekilde Kivircik irkinda ARK alleline sadece Oner ve ark.‘nin (2011)
calismasinda rastlanmis olup diger iki gcalismada bu allele rastlanmamistir. Sakiz irkinda ise
her U¢ calismada da TRQ alleli gézlemlenmisken, ARK alleline sadece proje kapsaminda
caligilan bireylerde rastlanmistir.

Tarkiye yerli irklarinda yapilan diger g¢alisma sonuglari ile proje sonuglari birlikte

degerlendirildiginde, frekansi genelde yuksek olan alleller daima goézlenirken érneklemeye
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bagh olarak allel sayisi ve dagiliminin degistigi gorulmektedir. Bazi irklarda (6rn:
Morkaraman ARH alleli) nispeten ylksek frekansta olan bir allelin (0.2245) bir baska
calismada yapilan érneklemede frekansinin oldukga distk (0.015) oldugu goriilmektedir. Bu
durum Turkiye yerli irklarinda PrP gen bdlgesi igin saptanan varyasyonunun orneklemeye

gore farkhliklar sergileyecegini géstermektedir.

4.2.3. Klasik Skrapi Genotip Frekanslari

Calismada toplam 14 farkli irktan 655 bireyde PrP gen boélgesi igerisinde klasik skrapi
acisindan onemli olan 136, 154 ve 174. kodonlardaki polimorfizmleri incelenmis olup
(Norduz, Cinegapari, Daglig, Herik, Kivircik, Akkaraman, Sakiz, ivesi, Morkaraman, Hemsin,
Karagul, Karayaka, Gokceada ve Giuney Karaman) bu irklarda 25 farkli genotip
gbzlemlenmis ve klasik skrapi risk gruplarina gére sonuglar Tablo.4.2.3.2'de verilmistir.
Ayrica galigilan irklarin klasik skrapi genotipleri agisindan Hardy —Weinberg dengesinde olup
olmadiklari yéninden sonuclar incelenmis ve dengeden sapmalari ile ilgili olarak Fs ol¢it
degerleri Tablo.4.2.3.1'de sunulmustur.

Tablo.4.2.3.1. Proje kapsaminda calisilan irklarin Hardy-Weinberg dengesinden sapma

durumlarinin F s 6lguti ile incelenmesi.

Klasik Skrapi

Irklar Fis degeri
Norduz 0.601***
Cinecapari 0.312**
Dagli¢ 0.428***
Herik 0.350**
Kivircik 0.551***
Akkaraman-1 0.730***
Akkaraman-2 0.743***
Sakiz 0.347**
Ivesi 0.797***
Morkaraman 0.558***
Hemsin 0.663***
Karagul 0.597***
Karayaka 0.433***
Gokceada 0.617***
Guney Karaman 0.680***

*p<0.05 ; ** p<0.01 ; **p<0.001; NS anlamh degil
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Fis degerleri FSTAT paket programi (Goudet, 1995) ile hesaplanmistir. Bonferroni

dizeltmesi uygulanmistir.

Tablo 4.2.3.1'deki sonugclar incelendiginde tim irklarda degerler pozitif (heterozigot
eksikligi vardir) olup hepsinde sapma anlamhdir (0.01<p<0.001). Go6zlemlerden, ya irk
orneklerinin oldukca izole alt gruplardan olustugu (Wahlung etkisi) ya da az sayida erkek
kullaniilmasindan ve bunun neticesinde irklarin kiglk etkin populasyon sayisinda oldugu
sonucu ¢ikarilabilir. Ayni sekilde anlamh sapmalar Oner ve ark. (2011)'nin galismasinda da

gbzlenmistir.

Genatipler tablosu (Tablo.4.2.3.2) sonuclari incelendiginde, proje kapsaminda caligilan
tim rklarda ARR/ARR, ARR / ARQ ve ARQ/ARQ genotiplerinin farkh frekanslarda dagilim
gosterdigi gézlenmistir. Tarkiye yerli irklarinda en yaygin olarak gézlenen ARQ/ARQ genotipi
olup, bu genotip icin frekansi en ylksek olan irk Norduz (0,6667), en dusuk olan irk ise
Gokgeada (0,2766) irki olmustur. Diger genotipler irklara gére varyasyon goéstermektedir.
Dunya ulkelerinde (Asya, Avrupa ve Afrika) farkli koyun irklarinda ilgili gen boélgesine iligkin
benzer cgaligmalar incelendiginde, irklarin pek gogunda ARQ/ARQ genotipinin oldukca
yuksek frekanslarda goraldigu belirlenmistir (Sipos ve ark., 2002, Acin ve ark., 2004, Lipsky
ve ark., 2008, Kipanyula, ve ark., 2009, Tsunoda ve ark., 2010) . Klasik skrapiye en duyarli
genotip olan VRQ / VRQ genotipinin goruldigu Cinecapari, Kivircik ve Karayaka irkinda
frekanslar sirasi ile 0.0227, 0,0238 ve 0.0233 olarak belirlenmistir. Diinya genelinde ¢aligilan
populasyonlara bakildijinda, Asya ve Afrika kitalarina ait koyun populasyonlarinda
VRQ/VRQ genotip frekanslarinin Avrupa’daki irklara gére géreceli olarak disik ya da bazi
populasyonlarda hi¢ gorilmedigi dikkati cekmektedir (Sipos ve ark., 2002, Acin ve ark., 2004,

Lipsky ve ark., 2008, Kipanyula, ve ark., 2009, Tsunoda ve ark., 2010). Heterozigot olarak
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ARQ/VRQ da skrapiye duyarl bir genotip olup, bu genotipe yine Cinegapari, Kivircik ve
Karayaka irklarinda rastlanmaktadir. ARR/VRQ genotipi iki farkli irkta (Daglic ve Gokgeada) ,

VRQ/ARQ genotipi ise ug irkta (Cinegapari, Kivircik, Karayaka) da gézlenmemistir.

ikinci risk grubuna giren ARR/AHQ genotipi sadece, Daglic koyun irkinda
gorilmektedir. Skrapi hastaldi ile herhangi bir iliskisi hentz bildirilmemis olan genotipler
incelendiginde; ARR/AHR ve AHQ/AHR genotiplerinin sadece Gokgeada irkinda, ARH/TRH
ve VRQ/VRR genotiplerinin ise sadece Karayaka irkinda oldugu saptanmistir. ARH/VRH
genotipi sadece Kivircik irkinda, ARQ/THQ genotipi sadece Sakiz irkinda, ARH/AHH
genotipi sadece Morkaraman irkinda saptanmigtir. Elmaci ve ark.(2009)'nin ¢alismasinda
sadece Kivircik irkinda goérulmuas olan ARQ/ARK genotipi bu calismada Cinecapari, Daglic,

Sakiz ve ivesi irklarinda nispeten diisiik frekanslarda saptanmistir.

Tim sonuglar birlikte degerlendirildiginde, Tarkiye yerli irklarinda 3. risk seviyesinde
olan genotiplerin oldukga yaygin oldugu ardindan 1 ve 2. risk seviyesindeki genotiplerin
yaygin oldugu dikkat cekmektedir. 4. ve 5. risk seviyesindeki genotiplerin dagilimi oldukga
diuslk frekanslarda olup sadece 5 irkta (Daglig, Gokgeada, Cinecgapari, Kivircik, Karayaka)

gorilmektedir.
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Tablo. 4.2.3.2. Turkiye Koyun Irklarinda Klasik Skrapi Genotip Frekanslari ve Risk Gruplarina Dagilimi

Risk NOR | CIC | DAG | HER | KIV |AKK-1|AKK-2| SAK | IVE | MOR | HEM | KRG | KRY | GOK | Gk |Toplam
R1 | ARR/ARR |0,0238|0,1136 | 0,0851 | 0,0889 | 0,1905 | 0,1458 | 0,0645 | 0,0250 | 0,0426 | 0,0612 | 0,1190 | 0,0465 | 0,1395 | 0,4043 | 0,0667 | 9:117
R2 |ARR/ARQ |0,0714|0,2045 | 0,1915 | 0,1556 | 0,1429 | 0,1042 | 0,0323 | 0,1500 | 0,0638 | 0,1633 | 0,1667 | 0,0930 | 0,2326 | 0,1702 | 0,1333 | 0,140
R2 | ARR/ARH 0,0227 0,0208 0,006
R2 | ARR/AHQ 0,0213 0,002
R2 | ARRITRQ 0,0222 0,0250 0,0233 0,005
R3 | ARQ/ARQ | 0,6667 | 0,4545 | 0,4043 | 0,5556 | 0,3810 | 0,4792 | 0,3548 | 0,5000 | 0,5745 | 0,4898 | 0,5952 | 0,5814 | 0,3953 | 0,2766 | 0,6000 | 0498
R3 | AHQ/AHQ | 0,0238 0,0213 0,0476 0,0750 0,0213 0,011
R3 | AHQ/ARH 0,0222 | 0,003
R3 | ARH/ARH | 0,1190 | 0,0227 | 0,1064 0,0476 | 0,1458 | 0,2903 | 0,0500 | 0,1702 | 0,1837 | 0,1190 | 0,0698 | 0,0698 | 0,0426 | 0,1556 | 0:106
R3 | ARQ/AHQ 0,0638 | 0,0444 | 0,0476 0,1250 0,0204 0,019
R3 | ARQ/ARH | 0,0714 0,0444 | 0,0238 0,0968 0,0426 | 0,0204 0,0465 0,023
R3 | ARQ/TRQ | 0,0238 | 0,0455 0,0444 0,0208 0,0213 | 0,0204 0,0465 0,016
R3 | TRQ/TRQ 0,0444 0,0208 0,0213 0,0698 0,011
R4 | ARRIVRQ 0,0213 0,0213 0,002
RS | VRQIVRQ 0,0227 0,0238 0,0233 0,003
RS | ARQ/IVRQ 0,0455 0,0476 0,0698 0,011
RBD | ARR/AHR 0,0213 0.002
RBD | ARH/TRH 0,0465 0,003
RBD | ARH/VRH 0,0238 0,002
RBD | ARK/ARK 0,0208 0,0213 | 0,0204 0.007
RBD | ARQ/ARK 0,0455 | 0,0213 0,0250 | 0,0213 0,008
RBD | ARQ/THQ 0,0250 0,002
RBD | AHQ/AHR 0,0426 0,002
RBD | ARH/AHH 0,0204 0,002
RBD | yRQ/VRR 0,0233 0,002
n 42 44 47 45 42 48 31 40 46 49 42 43 43 47 45

Irk isimleri Tablo.3.1.1'de verildigi gibidir. R1- R5 risk siralamasi en az riskten en fazla riske dogru artarak. RBD: Risk grubu belli degil,
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Proje kapsaminda c¢aligilan irklara ait sonuglar incelendiginde; Cinegapari, Daglig,

Kivirick, Akkaraman-1, Akkaraman2, lvesi, Karagll ve Gliney Karaman irklarinda 171.

kodonda 2 farkli nikleotidte heterozigot olan durumun gorilmesi nedeni ile bu bireylerin

hangi genotiplerde oldugu belirlenememistir (Sekil.4.2.3.1)
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Sekil. 4.2.3.1. Dagli¢ populasyonunda 171. kodonda 2 farkh nikleotidte heterozigot durumun

gorulmesine (MRG ve CRK genotipleri ) ornek.
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Bu bireylerin genotiplerinin olasi halleri asagidaki tabloda (Tablo 4.2.3.3) verilmigtir.

Tablo 4.2.3.3. Proje kapsaminda c¢aligilan bazi bireylerde 171. kodonda 2 nikleotidin

varyasyon gostermesi halindeki olasi genotipler.

ATS KS
136 |aa | 141 |aa | 154 | aa 171 aa | GENOTIPLER | GENOTIPLER
CRK ALRR/ALRH ARR/ARH
CRK |[GCC| A |CTT| L |CGT| R C(A/G)(GIT) H/R | ALRR/ALRQ ARR/ARQ
QR
MRG
MRG K/R| ALRR/ALRK ARR/ARK
GCC| A |CTT| L |CGT| R |(AIC)(AIG)G R/Q | ALRR/ALRQ ARR/ARQ
Q/K | ALRQ/ALRK ARQ/ARK
MAK |GCC| A |CTT| L |CGT| R | MAK (A/C)A(G/T) | H/K | ALRH/ALRK ARH/ARK

Irk isimleri Tablo.3.1.1’de verildigi gibidir. aa: Amino asit;

Aminoasitler de: A: Alanin; L: Lésin; R: Arginin;

H:Histidin; Q: Glutamin; K: Lisin

Atipik skrapi (ATS) ve Klasik skrapi (KS) ile ilgili genotipler (aminoasit cinsinden) son
iki kolonda sunulmustur. Tablo4.2.3.3'te goruldugu gibi 171. kodonda CRK MRG ve MAK
genotiplerinin gorilmesi halinde farkli aminoasitlerin kodlanmasi s6z konusu olmaktadir. Bu
durum bireylerin skrapiye duyarli ya da hassas olmasi halini etkilemektedir. 171. kodona
gore risk sirasiyla; R > Q = H seklindedir. Bu kodonda gorulen heterozigot olma durumuna
gobre genotiplerin belirlenemedigi irklarin dagilimi asagidaki tabloda verilmigtir. Bu kodonda
heterozigot olan genotipler incelendiginde en yaygin olan nikleotid degisiminin CRK oldugu,
Akkaraman-1 populasyonu hari¢ diger 7 populasyonda bu genotipe sahip bireylerin
goruldugu dikkati gekmektedir. MRG genotipine ise Dagli¢, Akkaraman-1 ve Akkaraman-2
populasyonlarinda rastlanmaktadir. MAK genotipi ise sadece Akkaraman-1 populasyonunda
gbzlemlenmistir (Tablo.4.2.3.4).

Tablo 4.2.3.4. CRK, MRG ve MAK genotiplerinin 171. inci kodon ile ilgili olarak gorildigu
irklar ve dagilimlari

Cic DAG KIV AKK-1 | AKK-2 IVE KRG GK
CRK | 0,0227 0,0213 0,0238 0,1290 | 0,0213 | 0,0233 0,0222
MRG 0,0426 0,0208 | 0,0323
MAK 0,0208
n 1 3 1 2 5 1 1 1

Irk kisaltmalari Tablo.3.1.1'de verildigi gibidir.
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Akkaraman-2 populasyonunda CRK genotipinin goérildugl 4 birey (0,1290), MRG

genotipinin goruldiga 1 birey (0.0323) saptanmistir. Akkaraman-1 populasyonunda MRG ve

MAK genotipleri gorulurken CRK genotipine rastlanmamistir.

Tarkiye'deki yerli irklarda genotiplere gore klasik skrapiye olan riskin dagilimini

gorsellestirmek icin Sekil 4.2.3.2’de verilen renk yelpazesi kullaniimis ve bu renklerin

(risklerin) ¢alisilmig birey ve irklara gore nasil dagildig Sekil 4.2.3.3'te gosterilmistir.

ARQ/ARQ
AHQIARH
ARR/AHQ | AHQ/ARQ
ARR/ARH | ARH/ARH | ARRIVRQ
ARR/ARQ | ARHIARQ
ARR/TRQ | AHQ/AHQ
ARQITRQ
TRQITRQ
2 3 4

ARR/AHR
ARKIARK
ARQ/ARK
ARH/IARK
AHQ/AHR

ARH/AHH
ARHI/TRH
ARH/IVRH
ARQITHQ
VRQVRR

RBD

GBD
>

Klasik Skrapi (+)

Sekil. 4.2.3.2. Klasik skrapi acisindan genotiplerin ingiliz Ulusal Planina gore

tanimlanmis risk seviyelerinin renklerle belirtimesi (RBD: Risk grubu belli olmayan

genotipler, GBD: Genotip Belli olmayan genotipler) (Ibeagha-AwemT ve ark., (2008)’'dan

uyarlanmistir).
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Caligilan 655 bireydeki sonuglarin birlikte degerlendiriimesi sonucunda klasik skrapi
acisindan 5. risk seviyesinde olan (VRQ alelini tagiyan) bireylerin Cine c¢apari, Kivircik ve
Karayaka irklarinda disik frekanslarda da olsa goéruldiga, 4. risk seviyesinde olan
(ARR/VRQ) genotipine sahip bireylerin sadece Gokgceada ve Daglic populasyonlarinda
oldugu belirlenmistir. Uguincii risk seviyesindeki genotiplerin yerli irklarimizda en yaygin
oldugu, ardindan 1. ve 2. risk seviyesindeki genotiplerin geldigi gortlmektedir. Risk grubu
belli olmayan grup olarak tanimladigimiz genotiplerin hangi risk grubunda oldugu konusunda
herhangi bir galisma mevcut degildir. Mavi ile gosterdigimiz diger grup ise 171. kodonda 2
farkh nikleotidte heterizogotlugun oldugu grubu gdstermekte olup, bu sonuga daha énceki

galismalarda rastlanmamistir.

4.2.4. Atipik Skrapi Gen Frekanslari

PrP lokusunda atipik skrapi igin; Turkiye yerli koyun irkindan toplam 655 6rnekte 14
adet haplotip alleli (Tablo.4.2.4.1) saptanmistir. Atipik skrapi agisindan 136, 141, 154 ve 171.
kodonlardaki polimorfizme gore kategorize edilen gen frekanslari Tablo.4.2.4.1'de verilmigtir.
Tablodaki sonuclar incelendiginde, Turkiye yerli irklarinda en sik gorilen allelin ALRR, ALRQ
ve ALRH oldugu, frekanslarinin irklara gore farkliliklar gosterdigi belirlenmistir. Bu allelleri
ALHQ ve TLRQ allelleri takip etmekte olup 15 populasyondan 8inde g6zlemlenmektedir.
ALRK alleli 6 populasyonda, VLRQ alleli ise 5 populasyonda gorilmektedir. AFRQ alleli
Kivircilk ve Morkaraman irkinda dusik frekanslarda saptanmistir. ALHR, alleli sadece
Gokgeada irkinda, ALHH Morkaraman irkinda, TLRH ve VLRR alleli Karayaka irkinda, VLRH

Kivircik irkinda ve TLHQ alleli ise Sakiz irkinda saptanmistir.
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Tablo.4.2.4.1. PrP lokusundaki atipik skrapi haplotip allel frekanslari (136, 141, 154 ve 171. kodona gore)

NOR | Gi¢ | DAG | HER | KIV |AKK-1| AKK-2 | SAK WVE | MOR | HEM | KRG | KRY | GOk | ok |ToPlam
AFRQ 0.0122 0.0204 0.002
ALHQ | 0.0244 0.0682 | 0.0222 | 0.0732 0.1375 0.0102 0.0426 | 0.0114 | 0923
ALHR 0.0319 0.002
ALRH | 0.1585 | 0.0349 | 0.1136 | 0.0222 | 0.0732 | 0.1630 | 0.4038 | 0.0500 | 0.1957 |0.,2041 | 0.1190 | 0.0952 | 0.0930 | 0.0426 | 0.1705 | °*%°
ALHH 0,0102 0.001
ALRK 0.0233 | 0.0114 0.0217 0.0125 | 0.0326 | 0.0204 0.009
TLRH 0.0233 0.002
VLRH 0.0122 0.001
ALRQ | 0.7561 | 0.6395 | 0.5795 | 0.7000 | 0.5122 | 0.5652 | 0.5000 | 0.6625 | 0.6630 | 0.5816 | 0.6786 | 0.6905 | 0.5465 | 0.3617 | 0.6818 | 0
TLHQ 0.0125 0.001
TLRQ | 0.0122 | 0.0233 0.0778 0.0326 0.0125 | 0.0326 | 0.0102 0.1071 0.021
VLRQ 0.0465 | 0.0114 0.0488 0.0698 | 0.0106 0.010
ALRR | 0.0488 | 0.2326 | 0.2159 | 0.1778 | 0.2683 | 0.2174 | 0.0962 | 0.1125 | 0.0761 | 0.1429 | 0.2024 | 0.1071 | 0.2558 | 0.5106 | 0.1364 | ****
VLRR 0.0116 0.001
n 42 43 44 45 41 46 26 40 46 49 42 42 43 47 44

Irk kisaltmalari Tablo.3.1.1' de verildigi gibidir.
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Klasik skrapi agisindan Avrupa, Asya, Amerika, Afrika ve Yeni Zellanda ’da
yetistirilen koyun irklarindaki gen ve genotip frekanslari detayli incelenmis, risk faktorleri
acisindan hastaligin incelendigi 200’un Uzerinde calismaya rastlanmaktadir. Oysaki atipik

skrapi konusunda henuz yeterince calisma yoktur. Yapilan kaynak arastirmasinda 20-25

arasinda makaleye rastlanmis (Tablo.4.2.4.2) bunlardan sadece 3 ¢alismada (Tablo 4.2.4.3)

gen frekanslari 5 farkh tGlkede yetistirilen koyun irklarindaki ortalamalari verilmistir.

Tablo 4.2.4.2. Atipik skrapiye yonelik galismalar

Calismanin Adi Ulke Yazar
Quantitative estimation of genetic
risk for atypical scrapie in French Fediaevsky ve ark., 2010
sheep and potential consequences Fransa Genetics Selection Evolution 2010, 42:14
of the current breeding programme
for resistance to scrapie on the risk
of atypical scrapie
Putative emergence of classical Orge ve ark., 2010
scrapie in a Portekiz Journal of General Virology (2010), 91,
background of enzootic atypical 1646-1650
scrapie
A descriptive study of the Fediaevsky ve ark.,2008
prevalence of atypical and 20 Avrupa Birligi BMC Veterinary Research 2008, 4:19
classical scrapie in sheep in 20 Ulkesi
European countries
Which PrP haplotypes in a French Moreno ve ark., 2007
sheep population are the most Fransa Arch Virol (2007) 152: 1229-1232
susceptible to atypical scrapie?
Similar Biochemical Signatures
and Prion Protein Genotypes in Fransa ve Arsac ve ark., 2007
Atypical Scrapie and Nor98 Cases, Norveg Emerging Infectious Diseases, Vol. 13, No.
France and Norway 1, January 2007
Recognition of the Nor98 variant of
scrapie in the Swedish sheep isvec Gavier-Wideén ve ark., 2004
population J Vet Diagn Invest 16:562-567 (2004)
Identification of putative atypical Portekiz Orge ve ark., 2004
scrapie in sheep in Portugal Journal of General Virology (2004), 85,
3487-3491
PrP genotypes of atypical scrapie Saunders ve ark., 2006
cases in Great Britain ingiltere Journal of General Virology (2006), 87,
3141-3149
Clinical findings in two cases of Konold ve ark., 2007
atypical scrapie in sheep: a case UK BMC Veterinary Research 2007, 3:2
report
The stability and aggregation of Fitzmaurice ve ark., 2008
ovine prion protein associated with USA Biochem. J. (2008) 409, 367-375
classical and atypical scrapie
correlates with the ease of
unwinding of helix-2
A Case—Control Study on the Fransa Fediaevsky ve ark., 2009
Origin of Atypical Scrapie in Emerging Infectious Diseases, Vol. 15, No.
Sheep, France 5, May 2009
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Co-existence of classical scrapie italya Mazza ve ark., 2010

and Nor98 in a sheep from an Research in Veterinary Science 88 (2010)
Italian outbreak 478-485
Atypical scrapie in sheep from a UK Simmons ve ark., 2009
UK research flock which is free BMC Veterinary Research 2009, 5:8

from classical scrapie

The prevalence of atypical scrapie
in sheep from 11 Avrupa Birligi Fediaevsky ve ark., 2010
positive flocks is not higher than in Ulkesi BMC Veterinary Research 2010, 6:9
the general sheep population in 11
European countries

Atypical/Nor98 scrapie in the ispanya Rodriguez-Martinez ve ark., 2010
Basque Country: a case report of BMC Veterinary Research 2010, 6:17
eight outbreaks
The natural atypical scrapie UK Simmons ve ark., 2010
phenotype is preserved on BMC Veterinary Research 2010, 6:14

experimental transmission and
sub-passage in PRNP homologous

sheep
Diagnosis of the first cases of Polonya Polak ve ark., 2009
scrapie in Poland Vet J. 2010 Oct;186(1):47-52. Epub 2009
Aug 27.
Epidemiological and genetical Liahken ve ark., 2007
differences between classical and Almanya Vet. Res. 38 (2007) 65-80

atypical scrapie cases

Tablo.4.2.4.3. Farkh Ulkelerde yapilan arastirmalarda elde edilen PrP lokusundaki Atipik

Skrapi icin haplotip frekanslari

Ulke
(irk) Atipik Skrapi Haplotip Alel Frekanslari Kaynak
AVRUPA
ALRR | ALRQ | ALRH | ALHQ | AFRQ VLRQ
Fransa, Norveg, Benestad ve ark.,
Almanya, ingiltere | 0.237 | 0.168 | 0.012 | 0.310 0.261 0.012 2008
Norveg 0.239 1 0.301 | 0.032 | 0.218 0.136 0.074 Moum ve ark. ,2005
YENI ZELLANDA
Yeni Zellanda [ 0.471]0.407] - ] 0.071 | 0.025 | 0.025 | Bossers ve ark., 1999

Avrupa (lkelerindeki (Fransa, Norveg, Almanya, ingiltere) irklarda yapilan calisma
sonuclari incelendiginde en yaygin haplotiplerin ALRR, ALRQ, ALHQ, AFRQ, ALRH ve
VLRQ oldugu gorulmektedir. Yeni Zellanda da ise ALRH haplotipi hari¢c Avrupa’'daki diger
haplotiplerin hepsi goridlmuastur. Tarkiye yerli koyun irklarinda elde edilen sonuglar
incelendiginde 14 farkli haplotip allelinin goérildigu, en yaygin allelerin ALRR, ALRQ ve
ALRH oldugu saptanmistir. ALHQ ve TLRQ allellerinin c¢ahgilan 15 populasyondan 8’inde
g6rildigu, ALRK allelinin 6 populasyonda (CIC, DAG, AKK-1, SAK, IVE, MOR), VLRQ
allelinin ise 5 populasyonda (CiC; DAG, KIV, KRY, GOK) oldudu belirlenmistir. AFRQ ve
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ALHH allellerinin sadece Morkaraman irkinda oldugu, ALHR allelinin sadece Gokg¢eada’'da
irkinda oldugu, TLRH ve VLRR allellerinin sadece Karayaka irkinda oldugu, VLRH allelinin

Kivircik ve TLHQ allelinin ise sadece Sakiz irkinda oldugu gérilmustir.

4.2.5. Atipik Skrapi Genotip Frekanslari

Calismada toplam 14 farkli irktan 655 bireyde PrP gen bdlgesi icerisinde atipik skrapi
acisindan 6nemli olan 136, 141, 154 ve 174. kodonlardaki polimorfizmleri incelenmis olup
(Norduz, Cinegapari, Daglig, Herik, Kivircik, Akkaraman, Sakiz, ivesi, Morkaraman, Hemsin,
Karagul, Karayaka, Gokceada ve Glney Karaman) bu irklarda 28 farkli genotip
gozlemlenmis ve atipik risk gruplarina (Fediaevsky ve ark., 2009) goére sonugclar

Tablo.4.2.5.2'de verilmistir.

Irklar atipik skrapi genotipleri agisindan Hardy —Weinberg dengesinde olup olmadiklari
yoniinden incelenmigler ve dengeden sapmalari ile ilgili olarak F;s Olcit degerleri
Tablo.4.2.5.1. da sunulmustur.

Tablo.4.2.5.1.Proje kapsaminda c¢aligilan irklarin Hardy-Weinberg dengesinden sapma
durumlarinin F s 6lgutd ile incelenmesi.

ATIPIK SKRAPI

Irklar Fis degeri
Norduz 0.601***
Cinecapari 0.312**
Daglig 0.428**
Herik 0.350**
Kivircik 0.523***
Akkaraman-1 0.730***
Akkaraman-2 0.743***
Sakiz 0.340**
Ivesi 0.710***
Morkaraman 0.569***
Hemsin 0.663***
Karagul 0.597***
Karayaka 0.433***
Gokceada 0.617***
Guney Karaman 0.680***

*p<0.05 ; ** p<0.01 ; ***p<0.001; NS anlaml degil
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Fis degerleri FSTAT paket programi (Goudet, 1995) ile hesaplanmistir. Bonferroni
dizeltmesi uygulanmistir. Tablo.4.2.5.1’deki sonuglar incelendiginde klasik skrapide oldugu
gibi tum irklarda degerler pozitif (heterozigot eksikligi vardir) olup hepsinde sapma anlamhdir

(0.01<p<0.001).

Genotiplere iliskin sonuglar incelendiginde (Tablo.4.2.5.2), proje kapsaminda ¢aligilan
tim rklarda 0 ve 1. risk grubuna giren ALRR/ALRR, ALRR/ALRQ ve ALRQ/ALRQ
genotiplerinin farkli frekanslarda dagilim gésterdigi gbézlenmistir. Diger genotiplerin irklara
gbre varyasyon gdsterdigi belirlenmistir. Atipik skrapiye en duyarli genotip olan ALHQ/ALHQ
genotipine Norduz, Daglig, Kivircik Sakiz ve Gokgeada irklarinda degisen frekanslarda
(0.075 ila 0.0213) rastlanmistir. Atipik skrapiye en duyarli olan genotiplerden AFRQ/AFRQ
genotiplerine proje kapsaminda c¢alisilan sadece Morkaraman irkinda bir bireyde
rastlanmistir. Uglincl risk grubuna giren 4 genotipten 3’0 (ALRR/ALHQ, ALRQ/ ALHQ,
ALRQ/AFRQ) Daglig, Herik, Kiviricikk Sakiz ve Morkaraman irklarinda degisen frekanslarda

gorilmektedir.

Atipik Skrapi hastaligi ile herhangi bir iligkisi heniz bildirilmemis olan genotipler
incelendiginde; ALRH/ALHH genotipinin sadece Morkaraman irkinda, ALRH/TLRH ve
VLRQ/VLRR genotiplerinin ise sadece Karayaka irkinda oldugu saptanmigtir. ALRH/VLRH

genotipi sadece Kivircik irkinda, ALRQ/TLHQ genotipi sadece Sakiz irkinda saptanmistir.
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Tablo.4.2.5.2. Turkiye Koyun Irklarinda Atipik Skrapi Genotip Frekanslari ve Risk Gruplarina Dagilimi

Risk | Genotip NOR | Gi¢ | DAG | HER | KIV |AKK-1|AKK-2| SAK | IVE | MOR | HEM | KRG | KRY | GOK | Gk |Toplam
0 | ALRQ/ALRH |0,071 0,044 | 0,024 0,115 0,043 0,020 0,047 0,022
0 | ALRQ/ALRQ | 0,667 0,465 |0,432 (0,556 | 0,366 | 0,489 | 0,423 |0,550|0,587 | 0,469 | 0,595 | 0,581 | 0,419 | 0,277 | 0,614 | 0,500
0 | ALRQ/VLRQ 0,047 0,049 0,070 0,011
0 | ALRR/ALRQ |0,0710,209|0,227 0,156 | 0,146 | 0,106 | 0,038 | 0,150 | 0,065 | 0,143 |0,167 | 0,093 | 0,209 | 0,149 | 0,136 | 0,140
0 | ALRR/VLRQ 0,021 0,002
1 | ALRR/ALRH 0,023 0,021 0,020 0,021 0,006
1 | ALRR/ALRR |0,024|0,116 0,091 /0,089 |0,195| 0,149 | 0,077 | 0,025|0,043 /0,061 |0,119 | 0,070 |0,163| 0,426 | 0,068 | 0,117
1 | VLRQ/NVLRQ 0,023 0,024 0,003
2 | ALHQ/ALRH 0,023 | 0,002
2 | ALRH/ALRH |0,119/0,023|0,114 0,049 | 0,149 | 0,346 |0,050|0,174 /0,184 |0,119 | 0,070 | 0,070 | 0,043 | 0,159 | 0,106
3 |ALRQ/ALHQ 0,068 | 0,044 | 0,049 0,100 0,020 0,019
3 | ALRQ/AFRQ 0,024 0,002
3 | ALRR/ALHQ 0,023 0,002
4 | ALHQ/ALHQ | 0,024 0,023 0,049 0,050 0,021 0,011
4 | AFRQ/AFRQ 0,020 0,002

RBD | ALHQ/ALHR 0,043 0,003

RBD | ALRH/ALHH 0,020 0,002

RBD | ALRH/ALRK 0,021 0,002

RBD | ALRH/TLRH 0,047 0,003

RBD | ALRH/VLRH 0,024 0,002

RBD | ALRL/ALRL 0,021 0,022 | 0,020 0,005

RBD | ALRQ/ALRK 0,047 0,023 0,025 | 0,022 0,008

RBD | ALRQ/TLHQ 0,025 0,002

RBD | ALRQ/TLRQ | 0,024 | 0,047 0,044 0,021 0,022 | 0,020 0,047 0,016

RBD | ALRR/TLRQ 0,022 0,025 0,023 0,005

RBD | TLRQ/TLRQ 0,044 0,021 0,022 0,070 0,011

RBD | VLRQ/VLRR 0,023 0,002
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Atipik skrapi agisindan tim sonuglar birlikte degerlendirildiginde, Ttrkiye yerli irklarinda

0 ve 1. risk seviyesinde olan genotiplerin olduk¢a yaygin oldugu, ardindan 3 risk

seviyesindeki genotiplerin yaygin oldugu dikkat c¢ekmektedir.

4. risk seviyesindeki

genotiplerin dagilmi olduk¢ca diuslk frekanslarda olup sadece 5 irkta (Norduz, Daglig,

Kivircik, Sakiz ve Gékgeada) gortulmektedir.

Tarkiye'deki yerli irklarda genotiplere goére atipik skrapiye olan riskin dagihimini

gorsellestirmek igin tipki klasik skrapide oldugu gibi Sekil 4.2.5.1'de verilen renk yelpazesi

kullaniimis ve bu renklerin (risklerin) caligsiimis birey ve irklara goére nasil dagildigi Sekil

4.2.5.2'de gosterilmigtir.

ALRR-ALRR
ALRR-ALRH
VLRQ-VLRQ

ALHQ-ALRH
ALHQ-VLRQ
AFRQ-ALRH
ALRH-ALRH
AFRQ-VLRQ
ALRH-VLRQ

ALRR-ALHQ
ALRR-AFRQ
ALHQ-ALRQ
AFRQ-ALRQ

ALRR/ALHR
ALRRI/TLRQ
ALRQ/TLRQ
TLRQ/TLRQ
ALRKIALRK
ALRQ/ALRK

ALRHI/ALRK
AFRQ/AFRQ
ALHQ/ALHR
ALRHI/ALHH
ALRH/ITLRH
ALRHIVLRH
ALRQ/TLHQ
VLRQ/VLRR

RBD GBD
>

Atipik skrapi (+)

Sekil. 4.2.5.1. Atipik skrapi ag¢isindan genotiplerin tanimlanmig risk seviyelerinin

renklerle belirtiimesi (RBD: Risk grubu belli olmayan genotipler, GBD: Genotip Belli

olmayan genotipler) (Fediaevsky ve ark., (2009)’dan uyarlanmigtir).
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ERZINCAN

«TUNCELI .

NEVSEHIR KAYS ERI

EGIRDIR

s‘”l“ ARSARAY
NjGDE

Sekil.4.2.5.2. Farkli renkler ile belirtilen risk yelpazesine gore Turkiye’deki yerli irklarin atipik skrapi risk haritasi

(RO:EH ,R1: 3 ,R2:,RrR3:C, R4, rRBD: [ Risk grubu belli olmayan genotip  GBD:Ill Genotip Belirlenemeyen Grup)
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Atipik skrapi acisindan sonuglarin birlikte degerlendiriimesi sonucunda 4. risk
seviyesinde olan bireylerin Norduz, Dagli¢, Kivircik, Gok¢eada ve Sakiz irklarinda distk
frekanslarda da olsa gorildigu, 3. risk seviyesinde olan genotiplere sahip bireylerin sadece
Daglig, Kivircik, Sakiz ve Herik populasyonlarinda oldugu belirlenmistir. Sifir ve birinci risk
seviyesindeki genotiplerin yerli irklarimizda en yaygin oldugu (%50'den fazla), 2. risk
seviyesindeki genotiplerin geldigi goérulmektedir. Risk grubu belli olmayan grup olarak
tanimladigimiz genotiplerin atipik skrapi agisindan hangi risk grubunda oldugu konusunda
herhangi bir calisma mevcut degildir. Mavi ile gosterdigimiz diger grub ise 171. kodonda 2
farkli nukleotidte heterizogotlugun oldugu grubu géstermekte olup, bu sonuga daha énceki

calismalarda rastlanmamistir.

Atipik skrapide klasik skrapiden farkl olarak 141. kodonun mutasyonu dikkate
alinarak gen ve genotip frekanslari hesaplanmig ve tum yorumlar bu kodondan

kaynaklanabilecek degisimler Uzerine yukarida tekrar yorumlanmistir.

Tarkiye’de yerli irklar agisindan klasik skrapi riski (3. derece risk agirlikli), atipik skrapi
riski ( en az risk grubu agirlikli)’nden daha fazla oldugu sdylenebilir. Ayrica Avrupa’da atipik
skrapi rastlanma sikli§i da klasik skrapiye oranla 10000 kat az oldugundan Turkiye'de klasik

skrapi riskini distinmenin yeterli olabilecegi sonucu ¢ikmaktadir.

4.2.6. PrP boélgesinin 136., 141., 154. ve 171. kodonlarin digsinda kalan

kodonlarina ait polimorfizmler

Bu arastirmada atipik ve klasik skrapi hastaldi ile iligkisi oldugu bildirilen 136., 141.,
154 ve 171. kodonlarin yani diger kodonlarda gotzlemlenen Tek Nukleotid Polimorfizm
(TNP)’lerinin oldugu belirlenmistir. 14 1rk, 15 populasyon 655 bireyde c¢alisilan proje
kapsaminda 54 farkl polimorfizm oldugu belirlenmistir. Un primerleri ile 745 bg'lik bir bolge
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calisildiginda gozlenen polimorfizmler ve frekanslari EK.3’te 6zetlenmigtir.

Babar ve

ark.(2009)'nin primerleri ile ylkseltgenen 224 bireye ait ilave polimorfizmler ve frekanslari da

EK.4'te 6zetlenmistir. Yerli irklarda belirlenmis olan bu polimorfizmlerin literatlr verileri ile

karsilsatirilmasi Tablo4.2.6.1'de verilmistir.

Tablo.4.2.6.1. Turkiye yerli koyun irklarinda gortlen polimorfizmler ve diger ¢alismalar ile

karsilastiriimasi

Polimorfizmler

Makale

G7S, L11P, L13F,
A16T, D20D, R40P,

G81G

Q101R Acin ve ark., 2004; Goldmann ve ark., 2005; Lan ve ark., 2006; Babar
ve ark., 2009; Guan ve ark., 2011
Q101N: Alvarez ve ark., 2006

M112T Goldmann ve ark., 1991; Laplanche ve ark., 1993; lkeda ve ark.,

1995; Bossers ve ark., 1996; Bossers ve ark., 1999; Bossers ve ark.,
2000; Gombojav ve ark., 2004; Goldmann ve ark., 2005; Lan ve ark.,
2006; Saunders ve ark., 2006; Vaccari ve ark., 2007; Mcintyre ve
ark., 2008; Laegreid ve ark., 2008; Un ve ark., 2008; Babar ve ark.,
2008; Babar ve ark., 2009; Saunders ve ark., 2009; Alvarez ve ark.,
2011;; Frootan ve ark., 2011; Guan ve ark., 2011; Andrade ve ark.,
2011

H114R, 127(RKC)

G127S

Gombojav ve ark., 2004; Lan ve ark., 2006; Wang ve ark., 2008;
Alvarez ve ark., 2011; Oner ve ark., 2011; Frootan ve ark., 2011;
Guan ve ark., 2011

G127v

Gombojav ve ark., 2004; Lan ve ark., 2006; Wang ve ark., 2008;
Alvarez ve ark., 2011; Oner ve ark., 2011; Karami ve ark., 2011,
Frootan ve ark., 2011; Andrade ve ark., 2011

M132I, L133M

A136T

Un ve ark., 2008

Al136V

Laplanche ve ark., 1993; Clouscard ve ark., 1995; Ikeda ve ark.,
1995; Bossers ve ark., 1996; Bossers ve ark., 2000; Hurtado ve ark.,
2002; Brandsma ve ark., 2004; Acin ve ark., 2004; Gombojav ve ark.,
2004; Diaz ve ark., 2005; Goldmann ve ark., 2006; Gama ve ark.,
2006; Alvarez ve ark., 2006; Alvarez ve ark., 2007; Arsac ve ark.,
2009; Alvarez ve ark., 2009; Pongolini ve ark., 2009a; Pongolini ve
ark., 2009b; Boulton ve ark., 2010; Mazza ve ark., 2010; Andrade ve
ark., 2011

S138N

Thorgeirsdottir ve ark., 1999; Tranulis ve ark., 1999; Bossers ve ark.,
2000; Goldmann ve ark., 2005; Wang ve ark., 2008; Andrade ve ark.,
2011

R138M: Un ve ark., 2008

S138R: DeSilva ve ark., 2003; Goldmann ve ark., 2005; Guan ve
ark., 2011

S138S: Traoré ve ark., 2012

A138Y, S138Y, P140H

H143R

Heaton ve ark., 2003; DeSilva ve ark., 2003; Acutis ve ark., 2004;
Goldmann ve ark., 2005; Wang ve ark., 2008; Alvarez ve ark., 2011,
Oner ve ark., 2011; Frootan ve ark., 2011; Otelea ve ark., 2011;
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Andrade ve ark., 2011; Traoré ve ark., 2012

G145V Frootan ve ark., 2011
G145S: Oner ve ark., 2011

N146S Zhang ve ark., 2004; Lan ve ark., 2006; Un ve ark., 2008; Babar ve
ark., 2009; Alvarez ve ark., 2011; Frootan ve ark., 2011; Karami ve
ark., 2011

R151R -

H151C: Goldmann ve ark., 2005

R151G: Acin ve ark., 2004; Goldmann ve ark., 2005; Traoré ve ark.,
2012

R151H: Acin ve ark., 2004; Goldmann ve ark., 2005

R151C: Thorgeirsdottir ve ark., 1999; Tranulis ve ark., 1999; Bossers
ve ark., 2000; Goldmann ve ark., 2005; Andrade ve ark., 2011

Y158S -

Y172D Acin ve ark., 2004; Goldmann ve ark., 2005; Serrano ve ark., 2007,
Un ve ark., 2008; Alvarez ve ark., 2011; Oner ve ark., 2011; Karami
ve ark., 2011

S173I -
S173N: Karami ve ark., 2011

H180Q -
H180Y: DeSilva ve ark., 2003; Acutis ve ark., 2004; Goldmann ve
ark., 2005; Wang ve ark., 2008; Andrade ve ark., 2011

1185T Otelea ve ark., 2011

1185F, V187A -

Q189L Zhang ve ark., 2004; Gombojav ve ark., 2004; Lan ve ark., 2006;
Wang ve ark., 2008; Babar ve ark., 2009; Alvarez ve ark., 2011; Oner
ve ark., 2011

T193lI -

T196P -
T196S: DeSilva ve ark., 2003; Goldmann ve ark., 2005; Wang ve
ark., 2008

T204A, 1208L -
V213G

V213E: Alvarez ve ark., 2011

218N, T219I, T219A,
Y221D, S222E

R223K Wang ve ark., 2008

R231R Un ve ark., 2008; Babar ve ark., 2009

R231G, R231W, -
A233E, S234C, V235V

L237L Goldmann ve ark., 2005; Traoré ve ark., 2012

S239F, V243G,S248P | -

54 polimorfizm

Tabloda Kirmizi ile igaretli olanlar, karsilarinda yazih olan c¢alisma(lar)da da
g6zlenmis olduklari anlamina gelmektedir. Siyah ile isaretli olup karsisinda makale ismi

yazmayanlar simdiye kadar higbir calismada gbézlenmemis olanlardir. Mavi ile isaretli olanlar
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ise, o kodonda daha 6nceden gorilen bir polimorfizmin oldugunu; fakat bu polimorfizmin

farkl bir aminoasit dedisiminden kaynakh oldugunu géstermektedir.

Vaccari ve ark., (2007)'nin yaptiklari ¢alismada 137, 142 ve 176. kodonlarinda
bulunan polimorfizmlerin skrapiye direng sagliyor olabilecegini iddia etmektedir. Ancak, bu
bahsettigi aminoasitler Turk ve Pakistan’da bulunan, iki skrapiye rastlanmayan Uulkede,
goérilmemektedir. Ayni gézlem Frootan ve ark.(2011) tarafindan yapilan ¢alismada Turk ve
iran koyunlarinda da gdézlenmemigtir. Frootan ve ark.(2011) tarafindan 146. kodonda
gbzlenen kecgide de direnglilie katkida bulundugu bildirilmis mutasyon (N146S) Turk
irklarinin birgogunda ve Iran’da bulunmaktadir Ancak, Pakistan'da ivesi'de 5 bireyden
birinde gézlenmigtir (Babar ve ark., 2009). Bu sonuglar su asamada direng igin 136, 141, 154
ve 171. kodonlarin disinda olan kodonlar agisindan aday polimorfizmlerin yeni gdzlemlerle

desteklenmedigini gostermektedir.

4.2.7. Un ve ark. (2008)’nin kullandigi primer bolgesi icin

g6zlenen mutasyonlarin dagihim modeli

Aminoasit diziliminde, mutasyonlarin frekanslari, bu asamada sadece var olup
olmadiklari, 5’lik aminoasit pencerelerinde gozlendi. G6zlenen mutasyonlara 136, 141, 154,
171. mutasyonlari da katildi. Mutasyon dagilimi Tablo.4.2.6.1 goérilen frekans dagilim

tablosunda verilmistir.
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Tablo 4.2.6.1. Aminoasitlere ait kodonlarda gézlenen mutasyonlarin 248 kodonluk dizide 5'lik

pencerelerde (sonuncu pencere 3'luktir) dagilhimi.

Gorulen Mutasyonlar Frekanslar

1 14
2 7
3+ 8

Dagilimin ortalamasi 1.26 varyasyonu 1.72 olarak bulundu. Bu durumda
mutasyonlarin rastlantisal dagiimis olabilecegi (Poisson dagihimina goére varyasyonun
ortalamaya esite yakin olmasi nedeniyle ) sdylenebilir. Rastlantisal dagilimdan olan sapma
da istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.11). Bu kaba analizle PrP geni icin bir

seleksiyon baskisi varsa bunun aa bélgesi boyunca oldukga homojen dagildigi sdylenebilir.

4.2.7. PrP bolgesine bagh olarak irklar arasinda gozlenen genetik farklar ve

irk benzerliklerinin gorsellestiriimesi

4.2.7.1. Fst Olgutune gore irklar arasindaki ikili genetik farklar
Irklar arasindaki ikili genetik farklar cesitli genetik belirtecler kullanilarak Fst élguti

cinsinde hesaplanmistir (Tablo 4.2.7.1.1, Tablo 4.2.7.1.2.).
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Tablo 4.2.7.1.1. Irklar arasi Fst genetik uzaklik degerleri.

NOR
NOR  0.00000
CiC  0.04085
DAG 0.03426
HER  0.02465

K1V 0.07868
AKK-1  0.03369
AKK-2 0.07816

SAK  0.02465

iVE 0.00000

MOR  0.01372

HEM  0.01393
KRG  0.00000
KRY  0.06343
GOK  0.25782

GK 0.00000

ci¢
0.04085
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.08812
0.00777
0.02127
0.01137
0.00000
0.00995
0.00000
0.10063
0.00726

DAG
0.03426
0.00000
0.00000
0.00828
0.00000
0.00000
0.04111
0.00000
0.00897
0.00000
0.00000
0.01746
0.00000
0.08869
0.00000

HER
0.02465
0.00000
0.00828
0.00000
0.02646
0.01173
0.11992
0.00360
0.02208
0.02813
0.00000
0.00000
0.01800
0.15772
0.01176

KIV
0.07158
0.00000
0.00000
0.01998
0.00000
0.00000
0.06221
0.01158
0.04486
0.01684
0.01328
0.04919
0.00000
0.04535
0.02760

AKK-1

0.03369
0.00000
0.00000
0.01173
0.00000
0.00000
0.02725
0.01433
0.00239
0.00000
0.00000
0.01474
0.00000
0.09227
0.00000

AKK-2

0.07816
0.08812
0.04111
0.11992
0.06423
0.02725
0.00000
0.08573
0.02647
0.00420
0.06703
0.08717
0.05612
0.17952
0.03321

SAK
0.02465
0.00777
0.00000
0.00360
0.00782
0.01433
0.08573
0.00000
0.01936
0.01997
0.01121
0.01083
0.02112
0.14929
0.00912

iIVE
0.00000
0.02127
0.00897
0.02208
0.03995
0.00239
0.02647
0.01936
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.02993
0.19949
0.00000

MOR
0.00848
0.01097
0.00000
0.02579
0.01804
0.00000
0.00864
0.02013
0.00000
0.00000
0.00000
0.01292
0.00652
0.14180
0.00000

HEM
0.01393
0.00000
0.00000
0.00000
0.00701
0.00000
0.06703
0.01121
0.00000
0.00000
0.00000
0.00002
0.00000
0.13586
0.00000

KRG
0.00000
0.00995
0.01746
0.00000
0.04283
0.01474
0.08717
0.01083
0.00000
0.00943
0.00002
0.00000
0.03525
0.20654
0.00000

KRY
0.06343
0.00000
0.00000
0.01800
0.00000
0.00000
0.05612
0.02112
0.02993
0.00887
0.00000
0.03525
0.00000
0.06242
0.01491

GOK GK
0.25782 0.00000
0.10063 0.00726
0.08869 0.00000
0.15772 0.01176
0.05100 0.02214
0.09227 0.00000
0.17952 0.03321
0.14929 0.00912
0.19949 0.00000
0.15090 0.00000
0.13586 0.00000
0.20654 0.00000
0.06242 0.01491
0.00000 O0.17277
0.17277 0.00000

Ust capraz klasik skrapi allel frekanslarina goére; alt capraz atipik skrapi allel frekanslarina gére hesaplanan Fst genetik uzakliklari

gOstermektedir. Hesaplama sonucu negatif ¢ikan degerler sifir olarak degistirilmistir. Tabloda kullanilan irk isimleri igin olan kisaltmalar

Tablo.3.1.1'deki gibidir.
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Tablo 4.2.7.1.2. PrP gen sekanslarina goére hesaplanan irklar arasi Fst genetik uzaklik degerleri.

NOR
cic
DAG
HER
KIV
AKK-1
AKK-2
SAK
IVE
MOR
HEM
KRG
KRY
GOK
GK

NOR
0.00000
0.04322
0.02491
0.02597
0.03153
0.01381
0.19804
0.08535
0.01009
0.01292
0.01480
0.01100
0.03319
0.14085
0.00676

ci¢

0.00000
0.05345
0.03144
0.03369
0.04129
0.30852
0.16839
0.07627
0.03949
0.07045
0.02298
0.00686
0.07617
0.03067

DAG

0.00000
0.02208
0.00200
0.00094
0.13928
0.03229
0.01190
0.02898
0.00888
0.01066
0.03241
0.09365
0.01519

HER

0.00000
0.02067
0.01811
0.24793
0.08809
0.04304
0.01994
0.03586
0.01013
0.02247
0.10252
0.02671

KIvV

0.00000
0.00846
0.17972
0.06475
0.03101
0.03237
0.02145
0.00912
0.01252
0.06949
0.02170

AKK-1

0.00000
0.16090
0.06200
0.01209
0.01974
0.00093
0.00254
0.01839
0.09336
0.01247

AKK-2

0.00000
0.11595
0.12271
0.18725
0.11725
0.19795
0.25078
0.29989
0.16830

SAK

0.00000
0.04810
0.07529
0.04104
0.08131
0.13471
0.19577
0.07629

IVE

0.00000
0.02612
0.00531
0.02472
0.05617
0.15631
0.01321

MOR

0.00000
0.02171
0.01345
0.03423
0.10775
0.01927

HEM

0.00000
0.01456
0.04604
0.12777
0.01595

KRG

0.00000
0.01021
0.08257
0.01051

KRY

0.00000
0.06104
0.02711

GOK GK

0.00000
0.10750  0.00000

Degerler Un primer bolgesi sekanslarina haplotip ¢dziimlemesi (haplotype reconstruction) uygulandiktan sonraki 1310 sekans (zerinden

Tajima-Nei modeline (Model testi sonucunda secildi) gére Arlequin 3.11 (Excoffier ve ark.,, 2005) programinda hesaplanmistir. Tabloda

kullanilan irk isimleri kisaltmalar Tablo.3.1.1'deki gibidir.
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Bu ikili uzakliklarin yorumunun tablolardan anlasiimasi zordur. O nedele bunlar Cok
Boyutlu Olgekleme (Multidimensional Scaling) ile grafik haline getirilmistir. Sunulan
calismada elde edilen klasik skrapi, atipik skrapi haplotip frekanslari ve bolgeye ait sekanslar
ayri ayri kullaniimigtir. Her veri AKK-2 ile ve onsuz analiz ediimis Cok Boyutlu Olgekleme

sonuglari iki boyutta gizilmis sekillerde (Sekil 4.2.7.1. 1 - 6) sunulmustur.
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Sekil 4.2.7.1.1. Klasik skrapi frekanslarina gore calisilan irklar ve Cok Boyutlu Olgekleme

Analizi sonucunda ilk iki eksende sergiledikleri benzerlikler. Irk ismi kisaltmalari

Tablo3.1.1'deki gibidir.

Bu sekilde ilk eksende en Dogu’daki irkla (NOR) en Batrdaki irkin (GOK) ayrildigi
gorilmektedir. Ikinci eksende de Akkaraman koyunlarinin da katkida bulunarak
olusturulduguna inanilan HER ile Akkaraman’in daha o6nceki yillarda ve AKK-1e gére daha
yaygin alandan toplanmis 6rnegi (AKK-2) birbirlerinden ayrilmaktadir. Genel olarak, irklar
(IVE, GK, MOR, AKK-1, DAG, KRY, KIV, CIC, HEM, SAK, KRG) skrapi frekanslari
bakimindan birbirlerine benzemekte topluca bir dbek olusturmakta ancak GOK, bir ada

populasyonu olarak, buylk olaslilikla rastlantisal siriklenmeden, diger populasyonlardan
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ayrilmaktadir. Bu gruptan ikinci farkli grup Akkaraman irkinin eski érnegi olarak toplanmig
olan AKK-2 ve daha az derecede NOR ile HER ayriimaktadir. iki Akkaraman o&rnegi
birbirinden farkh gérinmektedir. Ayni irktan iki drnek kullaniimasinin amaci, yerli irklarimizin,
orneklerin toplandiklari yerlere ya da vyillara goére farkh frekanslar sergiliyebilecegini
gbstermektir. Daha énce ayni irklarin farkli ¢galismalarda kullaniimis érneklerinde 6zellikle
nadir gorinen allelleri agisindan farkli oldugu sunulan calismanin “Klasik Skrapi Gen
Frekanslar” bashgi altinda vurgulanmistir. AKK-2 2000 yili civarinda toplanmig drnekleri
icermektedir. AKK-2 nin diger tum 6rneklerden farkli gérinmesi irk érneklerinin yillar iginde
de hizla degisebilecegini akla getirmektedir. Zaten yerli irklarimiz izole olmus homojen irklar
olmadigindan her bagimsiz érnek icin baska frekanslar sergilemekleri beklenmektedir. Ama
Pazar ekonomisiyle ayrica zamansal boyutta da hizla degisiyor olabilirler Skrapi bulagmasina
hazirlikli olmak igin bir strateji gelistirilecekse 6rneklemeye ve genetik yapinin zamansal
degisim hizi da 6nemsenmelidir. Irklarin 6rneklerinin yaygin alandan ¢ok sayida bireyle
temsil edilmeli ve sonuglar yillar bazinda tekrarlanmalidir.. Irklar AKK-2 ¢ikartilarak bir kez
daha analiz edildiginde (Sekil 4.2.7.1.2.) rklar arasinda GOK gene farkli olarak g6zlenmekte
irklar 6begi de biraz daha sacgilmis olarak ama benzer sekilde bir arada gruplanmis olarak

gorilmektedir.
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Sekil 4.2.7.1.2. Klasik skrapi frekanslarina gore calisilan irklar ve Cok Boyutlu Olgekleme
Analizi sonucunda ilk iki eksende sergiledikleri benzerlikler. Irk kisaltmalari Tablo.3.1.1'deki

gibidir Bu sekilde AKK-2 drnekleri kullaniimamistir.

Klasik skrapi kodonlarina (136, 154 ve 171. kodonlar) sadece bir kodonun

eklenmesiyle olusan atipik skrapi (141. kodon) ile ilgili irk benzerlik iligkilerini sergileyen

sekiller (Sekil 4.2.7.1.3-4) tamamen klasik skrapinin sonuglarina benzemektedir.
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Sekil 4.2.7.1.3. Atipik skrapi frekanslarina gore calisilan irklar ve Cok Boyutlu Olgekleme

Analizi sonucunda ilk iki eksende sergiledikleri benzerlikler. Irk kisaltmalari Tablo3.1.1" deki

gibidir
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Sekil 4.2.7.1.4. Atipik skrapi frekanslarina gore calisilan irklar ve Cok Boyutlu Olgekleme
Analizi sonucunda ilk iki eksende sergiledikleri benzerlikler. Irk kisaltmalari Tablo3.1.1 deki

gibidir. Bu sekilde AKK-2 drnekleri kullaniimistir.
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Ancak, 3 ya da 4 kodona dayali benzerlikler yerine, 745 bc¢ benzerlikleri

kullanildiginda iliskiler yine degismemis GOK ve varsa AKK-2 farklihgini korumustur (Sekil

4.2.7.1.5-6).
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Sekil 4.2.7.1.5. Bolgenin sekanslarina gére galisilan irklar ve Cok Boyutlu Olgekleme Analizi

sonucunda ilk iki eksende sergiledikleri benzerlikler. Irk kisaltmalari Tablo3.1.1" deki gibidir.
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Sekil 4.2.7.1.6. Bolgenin sekanslarina gére galisilan irklar ve Cok Boyutlu Olgekleme Analizi
sonucunda ilk iki eksende sergiledikleri benzerlikler. Irk kisaltmalari Tablo3.1.1° deki gibidir.

Bu sekilde AKK-2 érnekleri kullaniimamistir.

AKK-2 drnekleri kullaniimadigi durumda SAK ayrilmaktadir. Cografi olarak iki yakin irk birinci

eksene gore (ama ikinci eksene gore degil) birbirinden en farkl olarak géztukmustur.

Sonuglar su sekilde 6zetlenedbilir,

1) Calisilan irk drnekleri PrP Gen bdlgesi hangi parametreyle calisilirsa galisilsin GOK
(bir ada populasyonu) diger irklardan farkli ¢ikmaktadir. Projede sunulan &nceki
analizlerde de sadece bu irkta ARR frekansi ARQ frekansindan ylksekti Sadece bu
irkta AHR (sunulan ¢alismada ve bir dnceki projede) gortlmekteydi.

2) Skrapi / atipik skrapi ile iligkili oldugu dusunulen kodonlar ya da proteini kodlayan
bdlgenin neredeyse tamamina ait sekans, irk benzerligi ile ilgili farkli sonuglar
vermemektedir. Turkiye igin, ayni irkin farkh iki 6rnegdi farkh iki irkin érneginden daha
blyuk genetik fark gosterebilir. O nedenle bir irka ait frekanslarin uygulama igin

kullaniminda dikkatli olunmalidir.

4.2.8. PrP Bolgesi Genetik Gesitliliginin Dagihim Orglleri

Klasik skrapi ve atipik skrapi frekanslari ile PrP bdélgesinin sekansi igin olusturulmus
Cok Boyutlu Olgekleme sonuglari sentetik haritalar olusturmak igin kullaniimistir. Tirkiye
haritasi Gzerinde farkli genetik gesitlilik élgllerine gore ortaya gikan érguler gézlenmistir. Cok
Boyutlu Olgekleme sekillerinin ilk eksenlerine gbre ortaya ¢ikan sentetik haritalar Sekil 4.2.8.

1-3 ‘te verilmigtir.
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IF{CIK

GUNEY KARAMAN
L

Sekil 4. 2. 8. 1. Klasik skrapi ile ilgili kodonlara gére Turkiye’de gézlenen genetik dagilim
orglerini sergilemekte olan sentetik harita. Irklar icin Cok Boyutlu Olgeklemenin birinci
eksenindeki degerler kullaniimistir. Harita ArcGIS Kriging yontemine gére hazirlanmigtir. Irk
kisaltmalari Tablo.3.1.1’ de belirtilmigtir. AKK-2 irk 6rnegi olarak ¢ok aykiri goérindiaginden

analizlere katilmamigtir.

. KIVIRCIK

GUNEY KARAMAN
*

Sekil 4. 2. 8. 2. Atipik skrapi ile ilgili kodonlara gére Turkiye’de gozlenen genetik dagilim
orgulerini sergilemekte olan sentetik harita. Irklar icin Cok Boyutlu Olgeklemenin birinci
eksenindeki deg@erler kullaniimigtir. Harita ArcGIS Kriging yontemine gére hazirlanmistir. Irk
kisaltmalari Tablo.3.1.1’ de belirtilmigtir. AKK-2 irk érnegi olarak ¢ok aykiri goérindiaginden

analizlere katilmamigtir.
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KIVIRCIK

ARKARAMAN-1
*

GUNEY KARAMAN
*

Sekil4. 2. 8. 3. PrP bdlgesi sekanslarina gore Turkiye’de gézlenen genetik dagihm érgulerini
sergilemekte olan sentetik harita. Irklar icin Cok Boyutlu Olgeklemenin birinci eksenindeki
degerler kullaniimigtir. Harita ArcGIS Kriging yontemine gore hazirlanmigtir. Irk kisaltmalar
Tablo.3.1.1' de belirtiimistir. AKK-2 irk drnegi olarak ¢ok aykiri gérindiginden analizlere

katilmamistir.

Her U¢ haritada da ard arda gelen farklh koyulukda genetik cesitlilik zonlari oldugu
g6zlenmektedir. Zonlara goére genetik cesitlilik agisindan Kuzeybati ve Glineydogu en farkli
irklarin oldugu boélgelerdir. Aradaki irklar icin ani degisimler gézlenmemekte, ara irklar, en
farkli irklarin gesitli oranlarda karigimlari olarak gozlenmektedirler. iki odaktan Kuzeybati
odagl daha 6nce klasik skrapi ve atipik skrapi risk gruplari frekanslarinda hassas irklarin
goruldigu vyerleri hatirlatmaktadir. Koyu zonlar yuksek risk gruplarinin bulundugu ya
Avrupa’dan olan karisimi (6rn. Merinos), ya da Avrupa’ya atalik etmis skrapiye yatkin koyun
irklarini (KRY da gozlenen klasik skrapi allelerinden VRR’nin Texel, Suffolk ve ABD de
irklarda go6zlendigi hatirlanmalidir), acik renkli zonlar da Asya’dan gelen yagh kuyruklu olup
yiksek risk katagorisi icermeyen (VRQ az ve skrapi hastaligi bidiriimemis) ekonomik verim
Ozellikleri goreceli az marjinal ¢evre kogsumlarina uyumlu irklari sergilemekte olabilir. Bu
yorum dogru ise Turkiye’de gérilen PrP geni genetik ¢esitliligi koyunlarin gogleri ile
sekillenmistir denebilir. Skrapi hastaliginin gérinmesi durumunda seleksiyon basinci altinda

su anda gézlenen gegisli yayilim (cline) degisecektir.

79



4.2.9. PrP bolgesi lizerinde rol oynayan etmenlere agiklik getirmek igin
yapilmis ¢calismalar
Calismada 745 niikleotid uzunlugunda ve protein (riini olan bir bolgeye (Un bolgesi)
ait 655 sekans bdlgesi elde etmis olarak polimorfizmlere detayli olarak bakma olanagi elde
edilmistir. Batln testler daha az sayida bireyde (n=224) ancak daha uzun (897 bc¢) nikleotid

uzunlugunda bir bélge (Babar bolgesi) icin de yapildi.

Sekanslar 3 ayri paket program (DnaSP, Arlequin 3.11 ve Mega 5) 3 ayri algoritma ile
iki ayr1 notralite testinden gegirildi (Tablo.4.2.9.1). Testler Tajima’nin D Testi (Tajima, 1989)
ve Fu'nun Fs Testi (Fu, 1997) olarak bilinmektedir. Bilindigi gibi PrP gen bolgesi otozomal
kromozom bélgesidir. Bazi heterozigot bdlgeler nedeniyle sekanslar her kromozom icgin
tanimlanamamaktadir. Arlequin ve DnaSP paket programlari olasiliklarla iki kromozomun
sekanslamalarini ¢ézmektedir. Sunulan raporda bu islem ‘sekans g¢ézimlemesi’ olarak
kullaniimistir.

Tablo.4.2.9.1. Nukleotid dizileri kullanilarak hesaplanan Noétralite test sonuglari

Noétralite Testleri Babar bolgesi Un bolgesi
(n=224; n=448") (n=655;n=1310"
MEGA 5 paket Tajima’nin D -1.130043 NS* -2.356929***
programi ile Fu'nun Fs - -
Arlequin 3.11 paket | Tajima’nin D -1.11280 NS° -1.92718%+*3
programi ile Fu'nun Fs -26.59249*++3 -26.33287**+3
DnaSP v 5.1 paket | Tajima’nin D -1.34226 NS* -2.01375**°
programi ile Fu'nun Fs -76.076%*3 -287.064*3

*p<0.05 ; ** p<0.01 ; ***p<0.001; NS anlaml degil

'DnaSP programinda haplotip ¢oéziimlemesi yapildiktan sonraki érnek sayisi. Arlequin ve

DnaSP programlarindaki hesaplamalarda kullanilan érnek sayisi.




“Anlamlilik degerleri 6lglimii igin Tajima’nin (1989) calismasindaki beta dagiiminana bagl
“Confidence limit of D" tablosu (Tablo-2) kullanilimistir.

 Anlamlilim degerleri ‘Coalescent Simulasyon’ ile hesaplanmistir.

DnaSP programinda haplotip ¢dzimlemesi (haplotype reconstruction) 100 tekrarli
MCMC algoritmasina dayali PHASE (Stephens ve ark., 2001; Stephens and Donelly 2003)

algoritmasi ile yapiimigtir.

Bu tabloya gére (Tablo.4.2.9.1) Un bdlgesi igin yapilan testler, tim algoritmalarda,
en az 0.01 diuzeyinde anlamli yani nétraliteden sapmis olarak bulunmustur. Daha az sayida
bireyle caligilan Babar bélgesinde ise Fu' nun kistasina gdre nétraliteden sapma ancak
Tajima’nin D istatistiginde sapma (degerler gene negatif) ama anlamh olmayan sapma
bulunmustur. Bu durum birey sayisinin azligindan kaynaklanmaktadir. Final raporu sunulan
projede, ¢ok sayida bireyden sekans elde edilmis olmasinin 6nemi bodylece ortaya

cikmaktadir.

Bir sekans bdlgesinin noétraliteden sapmis olmasi iki olasiligi akla getirmektedir:
Calisilan bireyler bir populasyon genlesmesine isaret etmektedir ya da calisilan bdlge
Uzerinde varyasyonu arttirma yonunde bir pozitif seleksiyon vardir (Jobling ve ark., 2004).
Her ne kadar 5000 yil kadar 6nce ginumuiz koyunlarinin biylk bir genlesmeden gegtigi
kabul edilse de (Chessa ve ark., 2009). EK.3'te mutasyonlarin pek azinin sessiz, biylk
¢ogunlugunun aminoasit degisimine sebep olan mutasyonlar oldugunu gérmek bu bdélgede
de tipki MHC lokusu gibi (Jobling ve ark., 2004) varyasyon arttirici pozitif seleksiyonun
calistigi yonundeki savi desteklemektedir. Sekanslari bu ydnden inceleme fikri Pakistan
ekibinin fikridir. Bulunan sonu¢ da PrP geni calismalarinda 6zgun bir bilgidir. Savin

sinanmasi igin daha detayl arastirmalar Pakistan ekibi tarafindan yapiimaktadir.
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4.2.10. Skrapi genotiplerinin ¢evre etmenleri ve irklarin verim 6zellikleri ile

iligkisi

Projenin sunum asamasinda PrP polimorfizmleri sikhginin irklarin verim 6zellikleri ile
ilgili olabilece@i bu nedenle risk yelpazesinde bulunan iki u¢ haplotip sikhdini, VRQ'dan
arinma ve ARR'yi arttirma, calismalarinda irklarin verimlerinin de degisebilecedi endisesi
vardi (DeVries ve ark., 2004; Alexander ve ark., 2005; Benkel ve ark., 2007). Son yayinlarda
(Alvarez ve ark., 2011) artik bu yénde bir endise olmadigi belirtiimektedir. Sunulan proje
kapsaminda “irklarin verim 6zellikleri ile ARR ve VRQ haplotip sikligi arasinda bir baglanti

var mi?” sorusunu sinamak icin lojistik regresyon analizi yéntemi kullanildi.

Tarkiye’den veriler katiimadan (verim yonleri tam tanimlanmamis oldugu igin)
literatlirde verim ydnu bilinen genis bir cografyayi temsil eden Tablo.4.2.10.1’ de belirtilen (22
ulkenin (156 Irk) ARR (skrapiye direng) ve VRQ (skrapiye hassasiyet) ile iligkili allel sikliklari
ile cevresel degiskenler (sicaklik, yagis) ya da verim (et, sit vb) o6zellikleri agisindan
incelenmistir. Kullanilan irklarin verim 6zelliklerine ait bilgiler literatiirden (Tablo.4.2.10.1) ve

http://www.sheep101.info/ (28.02.2012) adresinden, gevresel degiskenler ile ilgili bilgiler ise

(Ulkelerin 10 yillik sicaklik ve yagdis ortalamasi) http://www.climatetemp.info/ (28.02.2012)

adresinden alinmigtir.
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Tablo.4.2.10.1. Lojistik Regresyon Analizinde kullanilan Ulke, Irk Sayisi ve Verim yonleri

Ulke IRK sayisi Calisma Verim yoni
Hollanda 1 Hagenaars ve ark., 2010 Et
Lipsky ve ark., 2008, Et, yapagi
St
Almanya Drogemdiller ve ark., 2001 Et
9 Yapag
Et, yapagdi
Avusturya Yapagi
4 Sipos ve ark., 2002 Et
Polonya 5 Wisniewska Et
and Mroczkowski, 2009 Et, yapagi
Yapagi
Kanada 5 Homme ve ark., 2008 Et
Et, yapagi
4 Tsunoda ve ark., 2010 Et
Mogolistan Wang ve ark., 2008 Verimi belli
olmayan grup (0)
Et, yapagdi
Vietnam 1 Tsunoda ve ark., 2010, Verimi belli
olmayan grup (0)
Nepal 4 Tsunoda ve ark., 2010 Yapagi
Et
Burma 1 Tsunoda ve ark., 2010 Verimi belli
olmayan grup (0)
Yeni Zellanda 1 Bossers ve ark., 1999 Et
Bulgaristan 6 Sirakov et al., 2011 Et, yapagdi
Sit
Yapagi
italya 1 Acutis ve ark., 2004 Et, yapagdi
ingiltere 14 Tsunoda ve ark., 2010, Et, yapagdi
Roden ve ark., 2006 Et, sit
Yapagi
Fransa 29 Francois ve ark., 2003 Et
Sit
Yapagi
(Et agirlikh)
15 Acin ve ark., 2004 Sat
ispanya Hurtado ve ark., 2002 Et
Et, sut
(Sut agirhkli)
Portekiz 16 Gama ve ark., 2006 Et, yapagdi
Et, yapagi
(Esit sayilabilir)
Tanzanya 3 Kipanyula ve ark., 2009 Et
Bhutan 3 Tsunoda ve ark., 2010 Yapagi
Kuveyt 1 Tsunoda ve ark., 2010 Et
4 Tsunoda ve ark., 2010 Et, yapagdi
Cin Lan ve ark., 2006 Yapagi
Et
Yunanistan 1 Billinis ve ark., 2004 Sit
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Lojistik regresyon analizi bagimh degiskenin iki kategorili bir degisken olmasi
durumunda ¢oklu regresyon modelinin bir tlrl olarak distnulebilir ve biyolojik arastirmalarda
sikga kullanilir. Bu c¢alismada bagimh degiskenler ve bagimsiz dediskenler asagidaki
Tablo.4.2.10.2'de verilmistir. Bagimsiz dediskenlerden is1 ve yagmur i¢in niUmerik degerler
mevcutken verim degerleri katagorik olarak belirtilebilmektedir. Metodun gereksinimi olarak
bu degerlerle ilgili bir referans katagori belirlenmesi gerekmektedir. Bu analizde referans

katagori verim yonu belli olmayan irklar olarak segilmigtir.

Tablo.4.2.10.2. Lojistik regresyon modeline gore incelenen bagimli ve bagimsiz degiskenler.

Degiskenler | Kategori
Bagimh Degigken
ARR 22 ulkeye ait 156 irk frekansi
VRQ 22 ulkeye ait 156 irk frekansi

Bagimsiz Degiskenler

0-Verimi belli olmayanlar
1-Et

2-Sit

Verim Yonu 3-Yapagi

4-Et-sut

5-Sit — yapagi

6-Et Yapagi

7-Et-sut — yapagi

S; - Aralik - Ocak - Subat
S,-Mart-Nisan-Mayis
Ortalama Sicakhk Ss-Haziran -Temmuz-AgJustos
S,-Eylul-Ekim-Kasim

Y -Aralik - Ocak - Subat

Y ,-Mart-Nisan-Mayis
Ortalama Yagis Y 3-Haziran -Temmuz-Agustos
Y 4-EylUl-Ekim-Kasim

ARR frekanslarindan vyararlanarak yapilan lojistik regresyon analizinde yukarida
belirtilen bagimsiz degiskenlerden hi¢ birinin dnemli bulunmadigi gorilmugtur. Diger bir
aciklama ile; verimi belli olanlar ile verimi belli olmayan irklar arasinda ARR frekans farki
verim yonudnd belirten hi¢ bir bilesenle ya da sicaklikla (verim ydniinden ve yagistan

bagimsiz olarak) ya da mevsimsel yagmurlarla (verim yoninden ve sicakliktan bagimsiz
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olarak) iligkili bulunmamigtir. VRQ alleli i¢in yapilan logistik analiz sonuglari ise asagidaki

tabloda verilmigtir (Tablo.4.2.10.3).

Tablo.4.2.10.3. VRQ alleli frekanslarinda gorllen degismenin verim parametreleri ve gevre

etmenleri ile iliskisinin lojistik regresyon analizi ile irdelenmesi

Bagimsiz Kategori OR Cl (%95) P degeri
Degiskenler (95%)
0-Verimi belli olmayanlar Referans alinan grup
1-Et >999.999 | 0.926 - >999.999 0.0523
2-Sit 572.275 | 0.235 ->999.999 0.1106
Verim Yonu 3-Yapag 932.458 | 0.440 - >999.999 0.0802
4-Et-sit 534.454 | 0.191 - >999.999 0.1208
5-Sit — yapagi 240.826 | 0.083 - >999.999 0.1775
6-Et Yapagi 428.762 | 0.176 - >999.999 0.1278
7-Et-sit — yapagi >099.999 | 1.824 - >999.999 0.0367
S; - Aralik - Ocak - Subat | 1.211 0.800 - 1.832 0.3661
S,-Mart-Nisan-Mayis 1.369 0.488 - 3.845 0.5508
Ortalama Ss-Haziran -Temmuz- 1.026 0.571 - 1.846 0.9313
Sicakhk Agustos
S4-Eylul-Ekim-Kasim 0.539 0.240 - 1.211 0.1347
Y,-Aralik - Ocak - Subat 0.915 0.853 - 0.981 0.0129
Y,-Mart-Nisan-Mayis 1.083 1.018 - 1.152 0.0110
Ortalama Yagis Y 3;-Haziran -Temmuz- 0.964 0.942 - 0.987 0.0019
Agustos
Y 4-Eylil-Ekim-Kasim 1.088 1.023 - 1.157 0.0072

OR: Odds orani, Cl: Guven Araligi (%95)

Bu asamada ilk olarak 22 tlkeden 156 farkli irk icin katagorize edilmis VRQ alleline
iliskin olarak yukarida s6zli edilen 3 temel degisken (verim ydnd, mevsimsel ortalama
sicaklik, mevsimsel ortalama yagis) ele alinarak, SAS programinda ikili olabilirlik orani segim
kriteri (binary logit) kullanilarak ele alinan 3 temel degisken icerisinden 6nemli olanlar
belirlenmeye calisilimistir. Elde edilen sonuglar Tablo.4.2.10.3'teki gibidir. U¢c bagimsiz
degiskenden olusan modelin uyum iyiligini gésteren olabilirlik orani (Likelihood Ratio, 3 =
56.52, anlamhhk dizeyi; <0.0001) test sonucunun anlamh bulundugu anlasiimaktadir
Sonuglar incelendiginde ele alinan tim degiskenlerden ortalama yagisa ait olan degiskenler
ile verim yonline ait olan degiskenlerden sadece bir tanesinin (et-sut-yapagi) %5e goére

dnemli bulundugu gézlenmistir. Ug degiskenden 2 tanesinin anlamli olmasinin anlasiimasinin
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ardindan, modelin gézlemlere uyum iyiligini arttirmak amaci ile, diger bir degisle daha iyi bir
model kurmak amaci ile ortalama sicaklik verileri modelden cikarilmis ve SAS programinda
veriler tekrar analiz edilmistir. Verim siniflarindan sadece biri anlamli sonug verdigi halde,
kategorik veriler igin kural geregi olarak tim verim siniflari modele dahil edilmistir. Sicaklik

degiskeni olmadan yapilan lojistik analiz sonuclari Tablo.4.2.10.4'te verilmistir.

Tablo.4.2.10.4. VRQ alleli frekanslarinda gorilen degdismenin verim parametreleri ve

yagmurla iligkisinin lojistik regresyon analizi ile irdelenmesi

Bagimsiz Kategori OR Cl (%95) P degeri
Degiskenler (95%)
0-Verimi belli olmayanlar Referans alinan grup
1-Et 774.251 | 6.675 - >999.999 0.0061
Verim Yoni 2-St 181.376 | 1.653 - >999.999 0.0300
3-Yapagi 264.207 | 2.666 - >999.999 0.0174
4-Et-sit 84.340 0.440 - >999.999 0.0981
5-Sit — yapagi 60.348 0.339 ->999.999 0.1209
6-Et Yapagdi 174.380 | 1.601 - >999.999 0.0310
7-Et-sut — yapagi 593.581 | 3.466 ->999.999 0.0149
Y;-Aralik - Ocak - Subat 0.916 0.876 - 0.959 0.0001
Y ,-Mart-Nisan-Mayis 1.094 1.042 - 1.148 0.0003
Ortalama Yagis Y ;-Haziran -Temmuz- 0.969 0.955 - 0.984 <.0001
Adustos
Y 4-EylUl-Ekim-Kasim 1.055 1.023 -1.089 0.0007

OR: Odds orani, CI: Guiven Araligi (%95)

Sicaklik badimsiz degiskeni olmadan yapilan analiz sonuglari incelendiginde,
degiskenlerden sadece 2’si harig (et-sut ve sut-yapagdi) diger timdnin énemli bulundugu ve
modele dahil edilmesinin uygun oldugunu gdérmekteyiz. Gene kategorize grup igin kural
olarak tum verim siniflari modele dahil edilmektedir. iki bagimsiz degiskenden olusan
modelin uyum iyiligini gésteren olasilik (likelihood ) test sonucunun (x°=49.64, anlamhilik
dizeyi <.0001 ) anlamh bulundugu anlasiimaktadir. VRQ verilerine ve 2 degisken ele
alinarak bulunan modelin dogru siniflandirma orani da % 80 olarak belirlenmigtir. Bagimsiz
degiskenlerden ortalama yagis degerlerini inceledigimizde, Y, (Mart-Nisan-Mayis) ve Y, (

Eylul-Ekim-Kasim) dénemlerindeki OR degderlerinin 1’den biylk olmasi nedeniyle yadis artigi
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VRQ allel frekanslarinda da artisa; diger iki ddonemdeki OR degerlerinin 1'den kiguk olmasi
ise, yagis artisi sonucunda frekanslarda disise neden oldugu dikkati cekmektedir. Bu sonucg
dikkate alinarak Y; ve Y3 doénemleri ¢ikarilarak yeni bir analiz yapilmis ve sonucu asagida
verilmistir. ki bagimsiz degiskenden olugan modelin uyum iyiligini gdsteren olasilik
(likelihood) test sonucunun (yx°=27.78, anlamliik diizeyi 0,0010) anlamli bulundugu ve

modelin dogru siniflama oranin % 75 oldugu gdzlenmisgtir.

Tablo.4.2.10.5. Farkh ulke verilerinde (22 Ulke) VRQ alleli frekanslarinda logistik regresyon
analizi sonuglari

Bagimsiz Kategori OR ClI (%95) P degeri
Degiskenler (95%)
0-Verimi belli olmayanlar Referans alinan gru
Verim Yonu 1-Et 26.107 | 1.328 - 513.046 0.0318
2-Sut 11.860 | 0.568 - 247.734 0.1107
3-Yapag! 8.869 |0.443 - 177.675 0.1535
4-Et-sut 3.127 | 0.077 - 126.559 0.5459
5-Sit — yapagi 2.829 | 0.073 - 109.885 0.5776
6-Et Yapagi 6.276 | 0.302 - 130.256 0.2352
7-Et-sit — yapagi 15.466 | 0.511 - 468.494 0.1156
Y ,-Mart-Nisan-Mayis 1.003 0.982 - 1.024 0.7967
Ortalama Yagis Y 4-Eylul-Ekim-Kasim 1.034 1.010 - 1.060 0.0060

OR: Odds orani, CI: Guven Araligi (%95)

Tablodaki sonuclar incelenirken (Tablo.4.2.10.5), oncelikle go6zlenen anlamlilik
degerlerine bakilarak ilgili degisken kategorisinin anlaml olup olmadigina bakiimaktadir.
Anlamli olan (%5e gore) dediskenlerin belirlenmesinin ardindan Y, ve Y, yagis
doénemlerinde verim yonu ile skrapi VRQ allelinin profilini belirlemeye yarayacak olan 1'den
buyuk degerler yorumlamaya calisiimaktadir. 4. yagis doneminde (Eylul-Ekim-Kasim) yagis
miktarindaki her 1 birimlik artis VRQ allelinin frekansini yaklasik %3.4 oraninda
arttirmaktadir. Et verim yonli irklarda ise VRQ allelinin gorilme orani hi¢ verim yonu belli
olmayan gruba gore 26.11 kat daha fazla iken, sit verim yonli olan koyunlarda VRQ allelinin

gorilme olasiligi hi¢ verim ydnu belli olmayan irka gére 11.860 kat daha fazladir. Kombine
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verim (et, sut ve yapagdi) yonlu irklarda VRQ alleli goérilme olasiligi verim yonua belli olmayan

iIrklara oranla 15.47 kat daha fazladir.

Bu sonuglar gergevesinde olusturulan yorumlar su sekilde 6zetlenebilir:

1)

2)

Yagis gercekten VRQ allelinin frekans degisimine etki ediyor olabilir. Eger nemli bir
ortam skrapinin bulasmasinda rol oynayan ajanin ortamdan daha hizla uzaklasmasina
katkida bulunuyorsa skrapinin daha seyrek gérilecegi bir ortam (VRQ nun daha az
negatif secilime maruz kalacagdi bir ortam) yaratarak VRQ artisi ile ilgili sonucu
yaratabilir.

ilk bakista VRQ allelinin verim &zellikleri ile ilgili olmasi heyecan vericidir. O zaman
skrapiye hassasiyet irkin verim yonU keskinlestikge artiyor anlamina gelebilir. Ancak
tum verim yonleri ile artiyor olmasi verim yonU bilinen ve bilinmiyenler arkasindaki
baska bir degiskenin disunitlmesini de gerektirmektedir. Gercekten verim ydéni
bilinmeyen Ulkeler (Mogolistan, Vietnam ve Burma) gibi Asya Ulkeleridir. Asya’da VRQ
alleli hic gérilmemektedir (Babar ve ark.,2009) ya da gergekten ¢ok disuktir ( Bkz.
Tablo. 4.2.1.2). Bu irklar skrapinin yayilmasi ile ilgili oldugu dustnulen Merinos
(Detwiler ve Baylis 2003) katkisina maruz kalmamis ve hic VRQ bulastirimamis
olabilir. Ya da ekonomik ydnden énemli irklar (tim verim parametreleri ile iligkili olarak)
secilim esnasinda genelde kaybettikleri gevre etmenlerine direng gibi, PrP de de VRQ
artisi ile iligkili olabilir. PrP haplotiplerinde skrapiye yatkinhidin hangi etmenlere ve nasil
bagll olabilecegi sorusuna cevap aramak icin ilk defa lojistik regresyon metodunun

kullaniimasi ve yaklagimin sonuglari projenin konuya 6zgun katkisini olusturmaktadir.
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4.2.11. Gen Bankasinda spermalari ve dokulari saklanan bireylerin kullanimi ile

ilgili olarak dneriler

Hemen hemen tamami TURKHAYGEN-I 6rneklerinden olusan koyunlarin dokulari

Lalahan Hayvancillk Merkez Arastirma Enstitisi ve TUBITAK Marmara Arastirma

Merkezi'nde gen bankalarinda saklanmaktadir. ilerde bu koyunlar irkin baslatimasinda ya da

guclendiriimesinde kullanilacak olursa Avrupa Birliginin 727/2007 dizenleme kararina gore

skrapi agisindan risksiz olan erkeklerin listesi ve kullaniimamasi tavsiye edilen disilerin listesi

Tablo 4.2.11. 1' de ve Tablo 4.2.1

1. 2’ de da verilmigir.

Tablo 4.2.11.1.Klasik skrapi riskini azaltmak icin kullanilmasi tavsiye edilen erkekler ve

banka kodlari

ARR/ARR Genotipli Erkek Bireyler
Birey | Birey Kodu
Norduz
NOR 12 \ Ovis-Nor-01-03-2009-65-275E-01
Cine Capan
CiC 14 Ovis-Ci¢-01-03-2008-09-961E-03
cic 17 Ovis-Cic¢-01-03-2008-09-968E-03
cic 21 Ovis-Cig¢-01-03-2008-09-976E-03
Daghg¢
DAG 44 Ovis-Dag-01-03-2007-03-44E-10
DAG 49 Ovis-Dag-01-03-2007-03-49E-03
Herik
HER 33 \ Ovis-Her-01-03-2009-05-33E-05
Kivircik
KIV2 Ovis-Kiv-03-03-2008-39-02E-03
KIV7 Ovis-Kiv-03-03-2008-39-07E-05
KIV13 Ovis-Kiv-03-03-2008-39-13E-05
KIV16 Ovis-Kiv-03-03-2008-39-16E-09
KIV17 Ovis-Kiv-03-03-2008-39-17E-09
KIv21 Ovis-Kiv-03-03-2008-39-21E-03
Akkaraman
AKK 34 Ovis-Akk-01-03-2007-42-34E-09
AKK 37 Ovis-Akk-01-03-2007-42-37E-12
AKK 41 Ovis-Akk-01-03-2007-42-41E-16
AKK 49 Ovis-Akk-01-03-2007-42-49E-24
Karagul
KRG 43 \ Ovis-Krg-01-03-2009-60 43E-02
Morkaraman
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MRK 14 | Ovis-Mrk-04-03-2008-25-265E-05
Hemsin
HEM 26 Ovis-Hem-01-03-2008-08-TR084359E-16
HEM 31 Ovis-Hem-01-03-2008-08-TR085737E-03
Karayaka
KRY 34 Ovis-Kry-01-03-2007-60-34E-09
KRY 44 Ovis-Kry-01-03-2007-52-44E-19
Gokceada
GOK 2 Ovis-Gokga-04-03-2007-17-02E-02
GOK 7 Ovis-Gokga-04-03-2007-17-07E-02
GOK 13 Ovis-Gokga-04-03-2007-17-13E-04
GOK 14 Ovis-G0Okga-04-03-2007-17-14E-04
GOK 17 Ovis-G0Okga-04-03-2007-17-17E-04
GOK 19 Ovis-G0Okga-04-03-2007-17-19E-04
GOK 21 Ovis-Gokga-04-03-2007-17-21E-04
GOK 22 Ovis-Gokga-04-03-2007-17-22E-04
GOK 23 Ovis-Gokga-04-03-2007-17-23E-04
GOK 24 Ovis-Gokga-04-03-2007-17-24E-04
Guney Karaman
GK7 Ovis-GK-05-03-2011-TR42-9893E-01
GK 17 Ovis-GK-05-03-2011-TR42-9950E-01
GK 31 Ovis-GK-05-03-2011-TR42-8734E-01

Guney Karaman o6rneklerinin dokulari bankada degildir ancak Bahri Dagdas Uluslar

Arasi Tarimsal Arastirma Enstitisu koyunculuk isletmesinden bu bireyler bulunabilir.

Tablo 4.2.11.2. Klasik skrapi riskini azaltmak igin kullaniimamasi tavsiye edilen digiler ve

banka kodlari

VRQ Alelini tagiyan
(ARQ/VRQ, ARR/VRQ, VRR/VRQ, VRQ/VRQ Genotipli)
Digi Bireyler
Birey | Birey Kodu
Cine Capari
cic2 Ovis-Ci¢-01-03-2008-09-585-01
CiC 28 Ovis-Ci¢-01-03-2008-09-536-01
Kivircik
KIV 38 Ovis-Kiv-03-03-2008-39-38-06
KIV 44 Ovis-Kiv-03-03-2008-39-44-08
Karayaka
KRY 6 Ovis-Kry-01-03-2007-60-06-42
KRY 14 Ovis-Kry-01-03-2007-60-14-35
KRY 18 Ovis-Kry-01-03-2007-60-18-39
KRY 23 Ovis-Kry-01-03-2007-60-23-16
Dagli¢
DAG 15 | Ovis-Dag-01-03-2007-03-38-15
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DNA bankasi ornekleri ile ilgili yapilan oneriler mutlak suretle baknadan sorumlu

otoriteye ve kurumlara iletilecektir. Bu sekilde banka materyali ile yapilacak her tirlG siri

yonetimi faaliyetinde skrapi riskinin azaltiimasina katkida bulunulacagi distnitlmektedir.

5. Galigmanin Butuinlestirilmis Sonuglari

1)

2)

3)

4)

Calisilan populasyonlardaki goézlenen varyasyonlarin sonuglari incelendiginde, farkl
Ulkelerde cgesitli koyun irklariyla yapilmis olan arastirmalarda klasik ve atipik skrapide
yaygin olarak goézlemlenen varyantlarin (ALRQ, ALRH, ALRR, AFRQ, ALHQ ve VLRQ)
tumu bu arastirmada da 136, 141, 154 ve 171. kodonlarda goéruldigu saptanmistir. Bu
allellerin disinda nadir olarak goérilen ALRK, TLRQ, TLRH, TLHQ, ALHH, ALHR, AFRH,
VLRR ve VLRH haplotip alleleri yine bu c¢alismada dusik frekanslarda da olsa
g6zlemlenmisgtir.

Klasik skrapi direnci ile ilgili oldugu kabul edilen 136, 154 ve 171. kodonlarla saptanan
haplotipler iginde Tirk koyun irklarinda en sik rastlanan haplotip ARQ (0.609) dur. Sonra
sirastyla ARR (0.194), ve ARH (0.124) alleleri en sik rastlanan haplotiplerdir. Caligsmada
g6zlenmis olan diger 10 allelin feranslari 0.05 den azdir. Sonuclar en sik rastlanan
allellerin siklik siralamasi agisinda Turkiye’den koyunlarla ilgili yapilmis dnceki yayinlarla
ortismektedir. Ancak, gozlenen allel sayilari (sunulan ¢alismada 13 — bundan 6nceki 5
yayinda toplam 7) agisindan ¢alismalarin sonuglari oldukga farkhdir.

Ayni irkin bagimsiz o6rnekleri 6rnedin Akkaraman (Alvarez ve ark. 2011, sunulan
calismada AKK-1 ve AKK-2) icin en sik rastlanan allel (ARQ) frekansi caligmalar
arasinda ¢ok farklilik (0.500-0.786) go6stermektedir. Kayith yetistiricilik yapilmayan, irklar
arasinda izolasyon olmayan ulkemizde, irklar homojen bir yapiya sahip olmadiklarindan
farkli drnekler icin farkl gézlemler beklenmelidir.

Ayrica 2000 yillarinda 6rneklenmis AKK-2 6rneg@inin 2007 den bu yana o6rneklenmis

calisma orneklerinin neredeyse hepsinden (irk 6beginden) Cok Boyutlu Olgekleme
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5)

6)

7)

8)

9)

Analizinde ayri durmasi irklarin yillar icinde pazar ekonomisinin ya da rastlantisal
surtklenmenin etkisinde dnemli genetik yapi degisikligine ugradigina isaret etmektedir.
Yukarda sunulan bilgi ve duslnceler i1sidinda Turkiye’den yapilan g¢alismalarda en sik
rastlanan alleller ve goreceli siralamalari en guvenilir degerlerdir. Buna gore Turkiye'de
klasik skrapi agisindan agirlikli olarak ARQ homozigot ve ARQ heterozigot genotipleri
cogunluktadir ve Turkiye igin koyunlar klasik skrapi agisindan 3. risk (5 skalasinda)
seviyesindedir.

Turkiye, koyun evcillesme merkezini topraklarinda barindiran, gdglerle gen havuzlari

zenginlesen ve koyun irklari tUzerinde yodun seleksiyon baskisi olmayan bir tlkeden

beklenecegi gibi klasik skrapi ile ilgili gézlenen haplotipleri sayisi (13) agisindan diinyada
en zengin Ulke konumundadir.

PrP bolgesinin geri kalan kismi igin yayinlanmig yaygin bilgi olmadigindan kesin birgey

sOylenemezse de, sadece 3 kodona goére yapilan yukardaki karsilastirma sonucu,

bdlgenin gerisi icin de gecerli olabilir. Buna gore, dinyada koyunda PrP genetik
cesitliliginin gdzlenecedi sicak nokta (hot spot) Turkiye ve civaridir.

Risk durumlari bilinmeyen ¢ok sayida genotipin (klasik ya da atipik skrapi igin) biriktigi

c¢alismada gozlenmistir. Farkl genotiplerde koyunlari farkli PrP soylarina maruz birakarak

yasarliliklari ve genotipleri ile olan iligkilerine bakmak icin en zengin genotip varligi

Turkiye'de mevcuttur.

Irklar icin yorumlarin, 6rnekleme farklarinda degisebilecedi icin, dikkatle yapilmasi

gerekliligi vurgulanmis olsa bile boélgesel gruplar icin ¢cikarimlar yapilabilir.

a) Turkiye'de klasik skrapi acgisindan en riskli genotipleri (VRQ/VRQ) igeren irklar
Kivircik, Cinecapari ve Karayaka olarak goézlenmistir. VRQ heterozigotlari da (ikinci
olarak en fazla risk iceren grup) disunuldiginde Gokgceada ve Dagli¢ da ilk Ugll
gruba eklenebilir. Aslinda rklar arasinda gen aligveriginin yiksek oldugu

(mikrosattelitlere bagh laboratuvarimizda yapilmis yeni bir hesaplamayla bir irk igin
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her generasyonda 5 den fazla birey aligverisi oldugu hesaplanmistir) tlkemizde bu 5
irk yaygin bir bolge olarak kuzey bati Turkiye'yi isaret etmektedir.

b) Sentetik haritalarda da (sekanslar i¢cin de) ayni yaygin Kuzeydogu boélgesi koyu
golgeler olarak isaretlemektedir.

c) Genis capli mikrosatellit calismasi (Peter et al., 2007) Turkiye’den c¢alisiimis Kivircik
ve Dagli¢ irklarini Avrupa irklari 6begine koymustur.

d) Turkiye'de sadece Karayaka'da bulunan VRR allelinin ilk defa Texel, Nolano, Suffolk
gibi Avrupa’dan irklarda (Kutzer ve ark., 2002) ayni sekilde Gokgeada da bulunan
AHR allelinin de Avrupa’dan koyunlarda bulunmus olmasi (Kutzer ve ark., 2002) bu
irklarin Avrupa 1irklari ile benzestigini ve bdlge olarak koyunlarin (farkli dozlarda da
olsa) Turkiye’deki diger irklardan ayrildigi savini guglendirmektedir.

e) Agirlikli olarak yagl kuyruklu olan (Akkaraman, Morkaraman, Ivesi, Norduz, Giiney
Karaman, Karagul ve hatta Hemsin) irklarin hi¢ birinde Pakistan’da da goérilmemis
olan Asya’da genelde duslk frekansda gozlenen VRQ alleline rastlanmamistir. Bu
grup da sentetik haritalarda (sekanslarla da) acik renkli gblgelerle ifade edilmistir.

f) Sonug olarak, Turkiye'de kokeni ayri, ama kesin gizgilerle ayrilmayan, kuyruk yapisi
ile oldukga oértlsen, iki koyun grubunun varligi (Sakiz irki bu egilime VRQ acisindan
uymamakla beraber) PrP gen cesitliligi ile de genel olarak desteklenmistir. Bu iki
gruptan ilki VRQ allelini icermesi nedeniyle ikinci gruptan daha fazla klasik skrapi riski
icermektedir.

10) Klasik skrapiye direncle ilgili oldugu kabul edilen haplotiplerinin disindaki kodonlara: 137,
141, 146, 177 (Vaccari ve ark. 2007; Frootan ve ark., 2011) ait direng yarattigi distnulen
polimorfizmler skrapinin rapor edilmedigi Turkiye ve Pakistan’da hi¢ goriimedigi ya da
seyrek goruldiginden direng ile ilgili olma olasiliklar diguktar.

11) Calismalar arttikga yeni bir haplotipin gdézlenme olasili1 dismesine ragmen c¢alismada

sadece Sakiz irkinda Kklasik skrapi haplotipleri acisindan yeni bir haplotip: THQ
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gOzlenmistir. Bu da gesitli caligmalarda ( 6rn. Meadows ve Kijas, 2009) Sakiz’'in farkh
daha izole bir irk oldugu savini desteklemektedir.

12) Gokgeada irki da Cok Degiskenli Olgekleme Analizinde daima diger irklardan farkl olarak
g6zlenmistir bu farkhihgin diger irklarda degil de Goékgeada’da gorulmesinin nedeninin
onun genetik agidan, bir ada populasyonu olarak, rastlantisal siriiklenmeden etkilenmis

olmasiyla acgiklanabilir.

13) Projenin uygulamali bir ¢iktisi olmustur. doku drnekleri TURKHAYGEN-I cercevesinde
kurulmus DNA bankasinda bulunan (Guney Karaman irki harig) koyun ornekleri, Avrupa
Birligi dizenleme kararlari ¢ergevesinde klasik skrapiye direngli sirl yaratma esnasinda
kullaniimalari istenen erkekler ve kullanilmamasi istenen disiler olarak belirlenmistir.

14) Literaturde atipik skrapi genotipleri ile ilgili bilgiler hentz birikmemistir. Sunulan ¢alisma
atipik genotip frekanslarini rapor etmek agisindan belki de énde gelen calismalardandir.

15) Turkiye koyunlari atipik skrapiye direnglilik agisindan 0 ve 1. risk grubundadir (4
uzerinden ve en riskli grup 4 tar).

16) Turkiye'de bulunan koyunlarda atipik skrapi agisindan goérilen en riskli genotipleri iceren

irklar Sakiz, Kiviricik, Dagli¢c Gékgeada ve Norduz irklaridir.

17) Atipik ve Klasik skrapi agisindan en az riskli irklar Akkaraman, Guliney Karaman, Karagdl,
Hemsin ve ivesi olarak gozlenmektedir. Atipik skrapinin seyrek goriilmesi nediniyle
Avrupa Birliginde uygulanan klasik skarapiye direncli strl gelistirme kurallari Kivircik,
Karayaka, Cine Capari, Gokgeada ve Dagli¢ icin uygulanabilir.

18) PrP boélgesinin, sergiledigi 6zellikler (mutasyonlarin gogunun aminoasit degisimine sebep
olmus olmasi) ve ilk notralite testleri sonuglarina gére amino asit gesitliligini arttirici bir
seleksiyon altinda oldugu anlasiimaktadir. Bu durum PrP bdélgesinin hala tam bilinmeyen
fonksiyonu (htcreler arasi sinyal ve uzun donemli hafizada rol oynadigi 6nerilmektedir)

ile ilgili galismalarda yardimci olabilir.
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19) Onceki calismalardan elde edilen verilerle yapilan lojistik regresyon analizlerinde klasik
skrapinin hastalik riskiyle en yiksek iliskisi oldugu dusindlen VRQ allelinin irklarin et, st
gibi cesitli verim 6zellikleri ile iligkili oldugunun bu ¢alisma ile gézlenmesi yeni sorulara yol
acmaktadir. Ekonomik olarak énemli irklar Avrupa’da gelistirilmis irklardir. Hepsi ortak bir
gen havuzundan gelmistir. Gene ortak 6zellikleri olarak zorlu ¢evre kosullarina (marjinal)
dayanikliliklari azdir. Bu ¢cercevede skrapiye de hassas olmalari beklenebilir.

a) Bir olasilik, VRQ allelinin verimle iligkili olmadan havuzda var olup, ekonomik olarak
secilmis direnci dusuk irklar isaretlemesi ve skrapi hassasiyetiyle iligkili olmasidir.

b) Bu durumda genellikle skrapinin rapor edilmedigi gelismekte olan Ulkelerin irklari
VRQ igermeyen ikinci bir gen havuzunun drinleri olup, genetik g¢esitliligin genelde
yuksek olmasi ile genelde hastaliklara direngli ve VRQ nun olmamasi ile de ayrica
korunmakta olup gergekten skrapisiz irklar olabilir. Yani skrapinin gortlmemesi belki
de gercek bir olgudur.

c) Lojistik regresyon bize VRQ ile ayrilan iki farkli koyun gen havuzunun varligina
(Avrupa ve Asya) isaret ediyor olabilir. Bu iki gen havuzunun bir kavugma yerinin de
Turkiye olmus olmasi kuvvetle olasidir.

20) Sunulan calisma esnasinda PrP bolgesi genetik profilinin; i)bir taraftan bilinmeyen
goérev(ler) nedeniyle amino asit cesitliligini arttrma yoninde pozitif bir seleksiyon
etkisinde ii) diger taraftan klasik skrapinin var oldugu durumda ARR allelini arttirma VRQ
allelini azaltma (daha nadir goérilen atipik skrapi varliginda bagka alleler icin) yéninde
aritma yapan bir dogal seleksiyon, iii) skrapiye direncli striler olusturmak icin Avrupa (ve
bir dlciide de Amerika’da (Alvarez ve ark., 2011)) insan eliyle ydrutilen aritma yapan
seleksiyon, iv) rastlantisal suriklenme ve v) en az iki (Asya ve Avrupa) gen havuzu
arunlerinin -~ (irklarinin)  birbiri ile karisimi  (g6¢) sonunda ortaya c¢ikmig olacagi

anlasiimistir.
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21)PrP  geninin  fonksiyonunun ve skrapiyle iligkisinin anlagiimasinda protein
modellemelerinin, yani sira tim genomu tarayan tek ntkleotid polimorfizmleri (TNP)' nden

elde edilmis verilerin rol oynayacagi dngorilebilir.
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EK.1.

Tablo.E.1 Babar ve ark.(2009)'nin galistigi dis primerler kullanilarak dizi analizi yapilan farkli

irklardan 234 bireyde belirlenen klasik ve atipik skrapi genotipleri

NORDUZ:
ATS KS
Birey No| 136 |aa | 141 | aa| 15 |aa | 171 | aa |GENOTIPLER | GENOTIPLER
NOR12 [GCC| A [CTT| L |CGT| R |[CGG| R | ALRR/ALRR | ARR/ARR
NOR13 |[GCC| A |CTT| L [CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
NOR14 |[GCC| A |CTT| L |[CGT| R |CRG|Q/R| ALRR/ALRQ | ARR/ARQ
NOR15 [GCC| A [CTT| L |[CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
NOR17 [GCC| A [CTT| L |[CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
NOR18 [GCC| A [CTT| L [CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
NOR19 |[GCC| A |CTT| L [CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
NOR20 |[GCC| A |CTT| L [CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
NOR23 [GCC| A [CTT| L |CGT| R |CRG|Q/R| ALRR/ALRQ | ARR/ARQ
NOR25 [GCC| A [CTT| L |[CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
NOR26 |[GCC| A |CTT| L |[CGT| R |CAK|H/Q| ALRH/ALRQ | ARH/ARQ
NOR27 |RCC|A/T|CTT| L |[CGT| R |CAG| Q | ALRQ/TLRQ | ARQ/TRQ
NOR28 |[GCC| A |CTT| L [CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
NOR30 [GCC| A [CTT| L |[CGT| R |[CAG| Q | ALHQ/ALHQ | AHQ/AHQ
NOR31 [GCC| A [CTT| L |CGT| R |CAK [H/Q| ALRH/ALRQ | ARH/ARQ
NOR34 |[GCC| A |CTT| L [CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
NOR35 |[GCC| A |CTT| L [CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
NOR36 |[GCC| A |CTT| L [CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
NOR37 [GCC| A [CTT| L |[CGT| R |CAT| H | ALRH/ALRH | ARH/ARH
NOR38 |[GCC| A [CTT| L [CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
NOR39 |[GCC| A |CTT| L [CGT| R |CAT| H | ALRH/ALRH | ARH/ARH
NOR41 |[GCC| A |CTT| L [CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
NOR43 [GCC| A [CTT| L |[CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
CINE CAPARI:
ATS KS
Birey No | 136 | aa | 141 154 | aa| 171 | aa |GENOTIPLER | GENOTIPLER
CIC1 |[GCC| A |CTT|L|CGT|R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
CIC2 |GTC| V |CTT|L|CGT|R |CAG| Q | VLRQ/VLRQ | VRQ/VRQ
CIC3 |GCC| A |CTT|L|CGT| R [CRG| Q/R | ALRR/ALRQ | ARR/ARQ
CIC4 |GCC| A [CTT|L|CGT| R |CRG| Q/R | ALRR/ALRQ | ARR/ARQ
CIC5 |GCC| A |CTT|L|CGT| R |MAG| K/Q | ALRQ/ALRK | ARQ/ARK
CIC6 |GCC| A |CTT|L|CGT|R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
CIC7 |GCC| A |CTT|L|CGT|R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
CIC8 |GCC| A |CTT|L|CGT|R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
CIC9 |[GCC| A |CTT|L|CGT|R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
CIC10 |GCC| A |CTT|L|CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
CIC11 |GCC| A |CTT|L|CGT| R [CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
CIC12 |GCC| A |CTT|L|CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
CIC13 |GCC| A |CTT|L|CGT| R |CRG| Q/R | ALRR/ALRQ | ARR/ARQ
CIC14 |GCC| A |CTT|L|CGT| R |CGG| R | ALRR/ALRR | ARR/ARR
CIC15 |GCC| A |CTT|L|CGT| R [CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
CIC16 |GCC| A |CTT|L|CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
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CIC17 |GCC| A |CTT|L|CGT| R |CGG| R | ALRR/ALRR ARR/ARR
CIC18 |GCC| A |CTT|L|CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
CIC19 |GCC| A |CTT|L|CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
CIC21 |GCC| A |CTT|L|CGT| R |CGG| R | ALRR/ALRR ARR/ARR
CIC23 |GCC| A |CTT|L|CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
CIC24 |GCC| A |CTT|L|CGT| R |[MAG| K/Q | ALRQ/ALRK ARQ/ARK
CIC25 |GCC| A |CTT|L|CGT| R |CRG| Q/R | ALRR/ALRQ ARR/ARQ
CIC27 |GCC| A |CTT|L|CGT| R |CRG| Q/R | ALRR/ALRQ ARR/ARQ
CIC28 |GYC|A/V|CTT|L|CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/VLRQ ARQ/VRQ
CIC29 |GCC| A |CTT|L|CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
CIC30 |GCC| A |CTT|L|CGT| R |CGG| R | ALRR/ALRR ARR/ARR
CIC31 |[GCC| A |CTT|L|CGT| R |CAT |H/R| ALRR/ALRH ARR/ARH
CIC34 |RCC|A/T|CTT|L|CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/TLRQ ARQ/TRQ
CIC39 |GCC| A |[CTT|L|CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
CIC40 |GCC| A |CTT|L|CGT| R |CRG| Q/R | ALRR/ALRQ ARR/ARQ
DAGLIC
ATS KS
Birey No| 136 | aa| 141 | aa| 154 | aa | 171 | aa |GENOTIPLER | GENOTIPLER
DAG4 |GCC| A [CTT| L |CGT| R |CRG|Q/R| ALRR/ALRQ ARR/ARQ
DAG5 |GCC| A |CTT| L |[CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
DAG6 |GCC| A |CTT| L |[CGT| R |CGG| R | ALRR/ALRR ARR/ARR
DAG7 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CRG|[/R| ALRR/ALRQ ARR/ARQ
DAG13 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
DAG14 |GCC| A |[CTT| L |[CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
DAG17 |GCC| A |[CTT| L |[CAT| H |CAG| Q | ALHQ/ALHQ AHQ/AHQ
DAG24 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |CAT| H | ALRH/ALRH ARH/ARH
DAG27 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |[CRG|Q/R| ALRR/ALRQ ARR/ARQ
DAG33 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
DAG32 |[GCC| A |[CTT| L |CGT| R |CGG| R | ALRR/ALRR ARR/ARR
DAG34 |GCC| A |[CTT| L |[CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
DAG36 |GCC| A |CTT| L |CGT| R [CAG |Q/R| ALRR/ALRQ ARR/ARQ
DAG37 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |CRG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
DAG38 |GCC| A |CTT| L |[CGT| R |[CRG|Q/R| ALRR/ALRQ ARR/ARQ
DAG39 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
DAG40 |GCC| A |[CTT| L |CRT|R/H|CAG| Q | ALHQ/ALRQ AHQ/ARQ
DAG41 |GCC| A |[CTT| L |[CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
DAG43 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |[CRG|Q/R| ALRR/ALRQ ARR/ARQ
DAG44 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |CGG| R | ALRR/ALRR ARR/ARR
DAG45 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
DAG47 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |[MAG |K/Q| ALRQ/ALRK ARQ/ARK
DAG48 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
DAG49 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |CGG| R | ALRR/ALRR ARR/ARR
DAG55 |GCC| A |CTT| L |[CGT| R |[CRG|Q/R| ALRR/ALRQ ARR/ARQ
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HERIK:

ATS KS
Bireyno| 136 | aa | 141 | aa| 154 | aa | 171 | aa | GENOTIPLER | GENOTIPLER
HER1 |GCC| A |CTT| L |[CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
HER2 |GCC| A |[CTT| L [CGT| R |CRG|Q/R| ALRR/ALRQ | ARR/ARQ
HER3 |GCC| A |CTT| L [CRT|R/H|CAG| Q | ALHQ/ALRQ | AHQ/ARQ
HER4 |GCC| A |CTT| L [CGT| R |CRG|Q/R| ALRR/ALRQ | ARR/ARQ
HER5 |GCC| A |[CTT| L |[CGT| R |CGG| R | ALRR/ALRR | ARR/ARR
HER6 |GCC| A |[CTT| L [CGT| R |CAG| Q | ALRH/ALRH | ARH/ARH
HER7 |GCC| A |[CTT| L [CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
HER8 |GCC| A |[CTT| L [CGT| R [CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
HER10 |GCC| A |CTT| L |[CGT| R |CRG|Q/R| ALRR/ALRQ | ARR/ARQ
HER11 |[RCC|A/T|CTT| L |[CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/TLRQ | ARQ/TRQ
HER 12 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
HER13 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |CRG|Q/R| ALRR/ALRQ | ARR/ARQ
HER 14 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
HER 15 |GCC| A |[CTT| L |[CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
HER 16 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |[CRG|Q/R| ALRR/ALRQ | ARR/ARQ
HER 17 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |CRG|Q/R| ALRR/ALRQ | ARR/ARQ
HER19 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
HER20 |GCC| A |CTT| L |[CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
HER21 |GCC| A |CTT| L |[CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
HER23 |GCC| A |CTT| L |[CGT| R |CGG| R | ALRR/ALRR | ARR/ARR
HER24 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CRG|Q/R| ALRR/ALRQ | ARR/ARQ
HER26 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
HER27 |RCC|A/T|CTT| L |[CGT| R |CRG|Q/R| ALRR/TLRQ | ARR/TRQ
HER28 |GCC| A |CTT| L |[CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
HER29 |GCC| A |CTT| L |[CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
HER30 |GCC| A |[CTT| L |[CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
HER31 [GCC| A |[CTT| L |CGT| R |CAK|H/Q| ALRH/ALRQ | ARH/ARQ
HER32 |[GCC| A [CTT| L |CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
HER33 |GCC| A [CTT| L |[CGT| R |CGG| R | ALRR/ALRR | ARR/ARR
HER 34 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
HER 36 |GCC| A |[CTT| L |[CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
HER37 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
HER38 |GCC| A |CTT| L |[CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
HER39 |GCC| A |CTT| L |[CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
HER40 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAK |H/Q| ALRH/ALRQ | ARH/ARQ
HER41 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
HER42 |GCC| A [CTT| L |CRT|R/H|CAG| Q | ALHQ/ALRQ | AHQ/ARQ
HER43 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
HER44 |RCC|A/T|CTT| L |[CGT| R |CAG| Q | ALRQ/TLRQ | ARQ/TRQ
HER45 |[ACC| T |CTT| L |CGT| R |[CAG| Q | TLRQ/TLRQ | TRQ/TRQ
HER48 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
HER49 |[ACC| T [CTT| L |CGT| R |[CAG| Q | TLRQ/TLRQ | TRQ/TRQ

KIVIRCIK:

ATS KS
Bireyno| 136 | aa | 141 |aa | 154 |aa | 171 | aa | GENOTIPLER | GENOTIPLER
KIV3 |GYC|A/V|CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/VLRQ | ARQ/VRQ
KIV4 |GCC| A |[CTT| L |[CGT| R |CAK |HQ| ALRH/ALRQ | ARH/ARQ
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KIV7 |GCC| A |[CTT| L |[CGT| R |CGG| R | ALRR/ALRR ARR/ARR
KIVO9 |GCC| A |CTT|L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ATIQ
KIVI0O |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CRG|Q/R| ALRR/ALRQ ARR/ARQ
KIV1l |GCC| A |CTT| L [CGT| R |CRG|Q/R| ALRR/ALRQ ARR/ARQ
KIV12 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
KIV13 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CGG| R | ALRR/ALRR ARR/ARR
KIV14 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
KIV15 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
KIV16 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CGG| R | ALRR/ALRR ARR/ARR
KIV17 |[GCC| A |CTT| L |[CGT| R |CGG| R | ALRR/ALRR ARR/ARR
KIVi8 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CRG|Q/R| ALRR/ALRQ ARR/ARQ
KIV20 |GYC|A/V|CTT| L |CGT| R |CAT| H | ALRH/VLRH ARH/VRH
KIV21 |GCC| A |CTT| L |[CGT| R [CGG| R | ALRR/ALRR ARR/ARR
KIV22 |GCC| A |CTT| L |[CGT| R |CRG|Q/R| ALRR/ALRQ ARR/ARQ
KIV28 |GCC| A |CTT| L [CRT|R/H|CAG| Q | ALRQ/ALHQ ARQ/AHQ
KIV31 |GCC| A |CTT| L |[CGT| R |[CRG |Q/R| ALRR/ALRQ ARR/ARQ
KIV39 |GCC| A |CTT| L |[CGT| R |[CGG| R | ALRR/ALRR ARR/ARR
KIV44 |GYC|A/VI|CTT| L |CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/VLRQ ARQ/VRQ
KIV45 |[GCC| A |CTT| L |[CGT| R |[CAT| H | ALRH/ALRH ARH/ARH
KIV47 |GCC| A |CTT| L |[CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
KIV50 |[GCC| A |CTT| L |[CAT| H |[CAG| Q | ALHQ/ALHQ AHQ/AHQ
AKKARAMAN:
ATS KS
Bireyno| 136 |aa | 141 | aa| 154 | aa | 171 | aa | GENOTIPLER | GENOTIPLER
AKK3 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
AKK13 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
AKK 14 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |CRG |Q/R| ALRR/ALRQ ARR/ARQ
AKK 16 |[GCC| A |[CTT| L |CGT| R [CRG |Q/R| ALRR/ALRQ ARR/ARQ
AKK 19 |[GCC| A |[CTT| L |COT| R |CGG| R | ALRR/ALRR ARR/ARR
AKK25 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |AAG |Q/R| ALRR/ALRQ ARR/ARQ
AKK27 |GCC| A [CTT| L |[CRT|R/H|CAG| Q | ALRQ/ALHQ ARQ/ARH
AKK28 |GCC| A [CTT| L |[CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
AKK30 |[GCC| A |[CTT| L |[CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
AKK31 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
AKK33 |GCC| A |[CTT| L |[CGT| R [MRG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
AKK36 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |MAK |K/R| ALRR/ALRK ARR/ARK
AKK37 |GCC| A |[CTT| L [CGT| R |CGG |K/H| ALRH/ALRK ARH/ARK
AKK38 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |[CAG| R | ALRR/ALRR ARR/ARR
AKK39 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
AKK41 |[GCC| A |[CTT| L |[CGT| R |CGG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
AKK48 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |[CRG| R | ALRR/ALRR ARR/ARR
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SAKIZ:

ATS KS
Bireyno| 136 | aa | 141 |aa | 154 | aa | 171 | aa | GENOTIPLER | GENOTIPLER
SAK2 |GCC| A |CTT| L |CRT|R/H|CAG| Q | ALHQ/ALRQ | AHQ/ARQ
SAK6 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CRG|Q/R| ALRR/ALRQ | ARR/ARQ
SAK7 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
SAK8 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
SAK9 |GCC| A |CTT| L |CRT|R/H|CAG| Q | ALHQ/ALRQ | AHQ/ARQ
SAK11 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
SAK12 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
SAK14 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
SAK15 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
SAK 16 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |MAG|K/Q| ALRQ/ALRK | ARQ/ARK
SAK 18 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CRG|Q/R| ALRR/ALRQ | ARR/ARQ
SAK19 |GCC| A |CTT| L |CAT| H |CAG| Q | ALHQ/ALHQ | AHQ/AHQ
SAK20 |RCC|AT|CTT| L |cGT| R |CRG|QR| ALRR/TLRQ | ARR/TRQ
SAK22 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
SAK23 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
SAK24 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
SAK25 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
SAK28 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CRG|Q/R| ALRR/ALRQ | ARR/ARQ
SAKO |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
SAK4 |GCC| A |CTT| L |[CGT| R |CGG| R | ALRR/ALRR | ARR/ARR
SAK8 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CRG|Q/R| ALRR/ALRQ | ARR/ARQ
SAK49 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ

KARAGUL:

ATS KS
Bireyno| 136 | aa| 141 | aa| 154 | aa| 171 | aa | GENOTIPLER | GENOTIPLER
KRG4 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
KRG5 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
KRG6 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CRG|Q/R| ALRR/ALRQ | ARR/ARQ
KRG13 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
KRG16 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
KRG17 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CGT| R | ALRR/ALRR | ARR/ARR
KRG18 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
KRG19 |ACC| T |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | TLRQ/TLRQ | TRQ/TRQ
KRG20 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAT| H | ALRH/ALRH | ARH/ARH
KRG21 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ |ARQ/ARQ
KRG22 |ACC| T |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | TLRQ/TLRQ | TRQ/TRQ
KRG 25 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CRG|Q/R| ALRQ/ALRR | ARQ/ARR
KRG32 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |CAT| H | ALRH/ALRH | ARH/ARH
KRG34 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ
KRG35 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ | ARQ/ARQ

118



KRG36 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
KRG37 |GCC| A |[CTT| L |[CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
KRG38 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
KRG41 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |[CGG| R | ALRR/ALRR ARR/ARR
KRG42 |GCC| A |[CTT| L |[CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
KRG45 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
KRG46 |GCC| A |[CTT| L |[CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
KRG49 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |CRG|Q/R| ALRR/ALRQ ARR/ARQ
IVESI:
ATS KS
Bireyno| 136 |aa | 141 | aa| 154 |aa | 171 | aa |GENOTIPLER | GENOTIPLER
IVE5 |[GCC| A |[CTT| L |CGT| R [CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
IVE7 |GCC| A |[CTT| L |[CGT| R |CAT| H | ALRH/ALRH ARH/ARH
IVE9 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
Q/R
IVE12 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |[CRG ALRR/ALRQ ARR/ARQ
IVE13 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
IVE16 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
IVE19 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
IVE21 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |[CAT| H | ALRH/ALRH ARH/ARH
IVE24 |GCC| A |CTT| L |CGT| R [CAT| H | ALRH/ALRH ARH/ARH
IVE34 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CRG|Q/R| ALRR/ALRQ ARR/ARQ
IVE37 |RCC|A/T|CTT| L |CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/TLRQ ARQ/TRQ
IVE38 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
IVE42 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
IVE43 |GCC| A |CTT| L |[CGT| R |CGG| R | ALRR/ALRR ARR/ARR
MORKARAMAN:
ATS KS

Bireyno| 136 | aa| 141 |aa | 154 | aa | 171 | aa | GENOTIPLER | GENOTIPLER
MOR1 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
MOR2 |GCC| A |TTT| F |CGT| R |CAG| Q | AFRH/AFRQ ARH/ARQ
MOR3 |GCC| A [CTT| L |CRT|R/H|CAG| Q | ALHQ/ALRQ AHQ/ARQ
MOR4 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
MOR5 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
MOR6 |ACC| T |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/TLRQ ARQ/TRQ
MOR11 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CRG|Q/R| ALRR/ALRQ | ARR/ARQ
MOR12 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CRG|Q/R| ALRR/ALRQ ARR/ARQ
MOR13 |GCC| A |[CTT| L |CGT| R |CAT| H | ALRH/ALRH ARH/ARH
MOR15 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CRG|Q/R| ALRR/ALRH ARR/ARH
MOR25 |GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAT| H | ALRH/ALRH ARH/ARH
MOR 46 [GCC| A |CTT| L |CGT| R |CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
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HEMSIN:
ATS KS
Bireyno| 136 |aa | 141 | aa| 154 | aa| 171 |aa | GENOTIPLER | GENOTIPLER

HEM 36 |GCC| A |[CTT| L |[CGT| R |[CAG| Q | ALRQ/ALRQ ARQ/ARQ
n=birey sayisi, NOR= Norduz, CIC= Cinecapari, DAG=Dagli¢, HER= Herik, KIV=Kivircik,

AKK= Akkaraman, SAK=Sakiz, IVE= ivesi, MOR= Morkaraman, HEM=Hemsin,
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EK.2.

Avrupa
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Hollanda

Koyu mavi= ARR
Kirmizl = ARQ
Yesi = ARH
Mor = AHG
Aclk mavi= VRQ

— ’ﬂ'l'

Koyu mavi=* ARR

AI Kirmizl = ARQ
manya YeSil > ARH

Mor = AHG
Aclk mavi= VRQ

Drogemuiiller ve ark., 2001
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Koyu mavi= ARR
AI Kirmizl = ARG
manya Yesi 2 ARH
Mor = AHG
Aclk mavi= VR@Q

Lipsky ve ark_, 2008

Avusturya

Koyu mavi=* ARR
Kirmizl = ARQ
Yesil = ARH
Mor = AHQ
Aclk mavi= VRQ
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Turkiye (Un ve ark.,
2008)

Koyu mavi= ARR
Kirmizl 2 ARG
Yesil = ARH
Mor 2 AHQ
Aclk mavi= VRQ

Turkiye (Alvarez
ve ark., 2011)

Koyu mavi= ARR
Kirmlzl = ARG
Yesil = ARH
Mor = AHG
Aclk mavi= VRQ
Turuncw = TR@
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Turkiye (Oner ve
ark., 2011)

Koyu mavi=> ARR
Kirmizl = ARQ
Yesil 2 ARH
Mor = AHQ
Aclk mavi=> VR@
Turuncu = TR

Turkiye (Frootan
ve ark., 2011)

Koyu mavi=* ARR
Kirmizl = ARG
Yesi 2 ARH
Mor = AHQ@
Aclk mavi® VRQ
Turuncu = TR@
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Yunanistan

Koyu mavi= ARR
Kirmizl = ARQ
Yesil = ARH
Mor = AHR
Aclk mavi—= VR@
Turuncu = TR@

Billinis ve ark, 2004" s
& 3::] & . > ARK

Bulgaristan

Koyu mavi=* ARR
Kirmizl = ARQ
YeSil = ARH
Mor 2 AHG

Sirakov ve ark., 2011 Aclk mavi=* VRQ
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Slovenya
Gorjanc ve ark_, 2010

T e

Koyu mavi—= ARR
Kirmizl = ARG
Yesil = ARH
Mor =2 AHQ
Aclk mavi2 VRQ

Polonya

Koyu mavi= ARR
Kirmizl 2 ARQ
Yesil = ARH
Mor =2 A

Aclk mavi@ VRQ

Wisniewska ve ark , 2009
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{
.

Romanya

e

Otelea ve ark., 2011

el
Acutis ve ark., 2004

‘& ltalya
f\\j

“ |

o =]
Van Kaam ve(acg\
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ingiliere

Roden ve ark., 2006

Boulton ve ark., 2010
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{
\

iskogyu

Sawalha ve ark_, 2007

uafaefec] i fusgor]

Fransa

Koyu mavi— ARR
Kirmlzl = ARG

Yesil = ARH
_ Mor = AHQ
Francois ve ark., 2003 Aclk mavi= VRQ
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ispa nya (Hurtado ve ark.,
2002)

Koyu mavi—= ARR
Kirmizi = ARG
Yesil = ARH

Mor = AHQ

Acik mavi= VRQ

Koyu mavi=» ARR
Kirmizi = ARG
Yesil = ARH

Mor = AHQ
Aok mavi= VRQ
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ispu nya (Alvarez ve ark., o
2006)

%

Portekiz

Gama ve ark, 2006 f

ooonom . S
Koyu mavi= ARR
Kirmizl = ARG
Yesil 2 ARH
Mor = AHG
Aclk mavi= VRQ
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Afrika

Tanzanya

Koyu mavi=* ARR
Kirmizl = ARQ
YeSil = ARH
Mar = AHQ
Aclk mavi= VRQ

Kipanyula ve ark., 2009
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Giney Amerika

Kanada

L'Homme ve ark., 2008

Koyu mavi=* ARR
Kirmizl =* ARQ
YeSil 2* ARH
Mor = AHQ
Aclk mavi= VRQ
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Brezilya

lanella ve ark , 2008

Orta Asya
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Koyu mavi= ARR
Kirmlzl = ARQ
Yesil 2 ARH
Mor = AHG

ck mavi= VRQ

Babar ve ark_, 2008

lran

Karami ve ark., 2011

Koyu mavi—= ARR
Kirmizl = ARQ
Yesil = ARH
Mor = AHQ

Aclke mavi= VRG
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Asya

Tsunoda ve ark_, 2010

Gombojav ve ark., 2003

T »@
o
00

Mogolistan
e =
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Viyetnam

s ;w‘r\\“*;
% . L
I‘.I -
-
Lol
%
»\ld:._\\t
Koyu mavi=* ARR ? \"“-..
Kirmizl = ARQ ¢
Yesi > ARH { 3
Mor = AHG »f’ 3 3

>V
b bl * ‘“ﬁ w‘&ﬁfsumda ve ark., 2010
L

Nepal ve Burma

Ry

3
Koyu mavi= ARR -:V ?-\,\L
Kirmlzl = ARQ 4 o L\M
Yesil = ARH s
Mor = AHQ

Aclk mavi= YRQ TMEMD i

e t—y
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Bhutan ve Kuveyt

Kaoyu mavi—= ARR
Kirmizl 2 ARG
Yesil = ARH
Mor = AHQ
Ack mavi=* VRQ@

Koyu mavi—= ARR
Kirmizl = ARQ
fesil = ARH
Mor =2 AHQ
Ack mavi= VRQ
Turuncu = TR@
= AlQ
= ARK

= TRR

Aclke mor = TRK

Tsunoda ve ark_, 2010

Guan ve ark., 2011
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Yeni Zellanda

Bossers ve ark_, 1999

", ;

ot

Koyu mavi=>* ARR
Kirmizl = ARQ
Yesil = ARH
Mor = AHQ
Aclk mavi2 VRQ@
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EK.3

Tablo.EK.3.1. Calismada 136, 141, 154 ve 171 kodonlarin diginda goézlenen polimorfik niikleotidler, aminoasit kompozisyonuna yansimalari

polimorfizmlerin irk ve bireylerdeki (parantez igindeki sayilar) dagilimi (frekans olarak).

G7S L11P L13F A16T D20D R40Q G81G Q101R M112T
CRA Sessiz CRG AYG
IRK n (GGC /IAGC) | (CTGI/CCG) (CTC/TTC) (GCCIACC) (GAC/IGAT) (CGA/CAA) (GGT/GGA) | (CAGICGG) | (ATG/IACG)
G)1(S) L)/ (P L)/ (F) (A) 1 (T) (D) /(D) (R)/(P) (G)/(G) (Q)(R) (M) /(T)

NOR 42 - - - - 0.0238 (1) - - - 0.0238 (1)

cic 44 - - - - - - - - 0.0223(1)
DAG 47 - - - 0.0213(1) - - - - 0.0425(2)
HER 45 - - - 0.0222 (1) - - - - -

KIV 42 - - - - - 0.0238(1) - 0.0238 (1) 0.0476(2)
AKK-1 48 - - - - - - - - -
AKK-2 31 - 0.0127 (1) 0.0127 (1) 0.0127 (1) - - - 0.0253 (2) -

SAK 40 - - - - - - - - -

IVE 47 - - 0.0426 (2) - - - - - 0.0425 (2)
KRG 43 0.0930 (4) - - - - - - - -
MOR 49 - - - - - - - - 0.0408(2)
HEM 42 - - - - - - - - -
KRY 43 - - - - - - 0.0233(1) - -
GOK 47 - - - - - - - - -

GK 45 - 0.0222 (1) - 0.0222 (1) - - - - 0.0667(3)

TOPLAM | 683 - - - - -
4 2 3 4 1 1 1 3 13
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Tablo.EK.3.1. devami

H114R G127S G127V 127(RKC) M132I L133M S138N S138Y
CRT RGC GKC RKC* ATK MTG ARC
IRK n (CAT / CGT) (GGCIAGC) (GGCIGTC) (AGC / GTC) (ATG/ATT) (CTG/ATG) | (AGCIAAC) | (AGC/TAC)
(H)/(R) (G)1(S) G) 7 (V) (S)1(V) (M) /(1) (L) 7 (M) (S)71(N) (S) 1(Y)
(GGC / ATC)
G) /()
NOR 42 - 0.0476 (2) 0.0238(1) - - - 0.0238 (1) -
cic 44 - 0.1136 (5) - - - - - -
DAG 47 - 0.0425 (2) - - - - - -
HER 45 - - - - - - - -
KIV 42 - - - - - - 0.0238 (1) -
AKK-1 48 - - 0.0253(2) - - - 0.0208 (1) -
AKK-2 31 - -
SAK 40 - - - - - - - -
IVE 47 0.0213(1) 0.0851 (4) - - - - 0.0213 (1) -
KRG 43 - 0.0697 (3) - - 0.0233 (1) 0.0697 (3) 0.0930 (4) 0.0233 (1)
MOR 49 - - 0.0408(2) 0.0204(1) - - 0.0816 (4) -
HEM 42 - 0.0476 (2) 0.0238(1) - - - 0.0952 (4) -
KRY 43 - - 0.0233(1) - - - - -
GOK 47 - - - - - 0.1489 (7) - -
GK 45 - 0.1333 (6) 0.0222(1) - 0.0222(1) 0.0222 (1) - -
TOPLAM 683 1 24 8 1 2 11 16 1
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Tablo.EK.3.1. devami

P140H H143R G145V N146S R151R Y1585 Y172D S173l
CMT CRT GKC ART CGW KAT
IRK n | (CCT/CAT) | (CAT/CGT) | (GGCIGTC) | (AAT/AGT) | (CGTICGA) | (TAC/TCC) | (TAT/GAT) | (AGT/ATT)
(P)/ (H) (H)/(R) (G) 1 (V) (N)/(S) (R)/(R) \/(S) (Y)/ (D) S) /7 ()
NOR | 42 - 0.0238 (1) - 0.0238 (1) - - - -
Gic 44 - - - - - - - -
DAG | 47 - 0.0213 (1) - 0.0638 (3) - - 0.0213(1) -
HER | 45 - 0.0222 (1) - 0.2000(9) - - - -
KIV 42 - 0.0238 (1) - 0.0238 (1) - - - -
AKK-1 | 48 - - 0.0126 (1) | 0.0379(3) - - - -
AKK-2 | 31 0.0379 (3) - - 0.0506 (4)
SAK | 40 - - - 0.0250(1) - - - -
VE 47 - 0.0213 (1) - 0.0426(2) - - 0.0213 (1) -
KRG | 43 - - - 0.0233 (1) - - - -
MOR | 49 - - - 0.0612(3) - - - -
HEM | 42 - - - 0.0952(4) - - - -
KRY | 43 - - 0.0465 (2) | 0.0233(1) - 0.0233 (1) - 0.0233(1)
GOK | 47 | 0.1276 (6) - - - 0.0213(1) - 0.0213(1) -
GK 45 - - - 0.0444(2) - -
TOPLAM | 683 6 8 3 31 1 1 7 1
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Tablo.EK.3.1. devami

H180Q 1185T 1185F V187A Q189L T193l T196P T204A 1208L V213G
CAK AYC WTC GYC CWA AYC MCC
IRK n (CAT/ (ATC/ (ATC/ | (GTCIGCC) (CAA/ (ACC/ | (ACC/CCC) (ACT/ (ATA/ (GTG/
CAG) ACC) TTC) (V)1 (A) CTA) ATC) M/ (P) GCT) TTA) GGG)
H)/(Q) (1) (1) )/ (F) (Q) (L) (M (1) (M (A) (0 /(L) V)1 (G)
NOR 42 - - 0.0238(1) - 0.0238(1) - - - - -
cic 44 - - - - - 0.0455 (2) - - - -
DAG 47 - - - 0.0213(1) | 0.0213(1) - - - - 0.0213(1)
HER 45 - - - - - - - - - -
KIV 42 - - - - - - - - - -
AKK-1 48 - - - - 0.0208 (1) - - - - -
AKK-2 31 - - 0.0126(1) 0.0967(3) - - - - -
SAK 40 - - - - - - - - - -
IVE 47 - - - - 0.0213 (1) - - - - -
KRG 43 [ 0.0233(1) - - - - - - - - 0.0233(1)
MOR 49 - - - - - - 0.0204 (1) - - -
HEM 42 - 0.0238 (1) - - - - - 0.0476 (2) - -
KRY 43 - - - - - - 0.0233(1) - - -
GOK 47 | 0.0638(3) - - - - - - - 0.0426 (2) -
GK 45 - - - 0.0444(2) - - 0.0222(1) - - -
TOPLAM | 655 4 1 2 3 7 2 3 2 2 2
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Tablo.EK.3.1. devami
1218N T219I T219A Y221D S222E R223K R231R R231G R231W
MGG SGG
IRK n | (ATC/AAC) | (ACC/ ATC) | (ACC/GCC) | (TAC/ GAC) | (CAGIGAG) | (AGA/AAA) | (AGG/ CGG) | (AGG/ GGG) | (AGG/TGG)
(1) / (N) M7 M/ (A) (Y) /(D) (S)1(E) R)/ (K) (R)Y(R) R (G) (R) (W)
NOR | 42 - - - - 0.0238 (1) | 0.0476(2) | 0.1667(7) - -
ci¢ 44 - - - - - - 0.0454(2) - }
DAG | 47 | 0.0213(1) - - - - - 0.2553(12) - -
HER | 45 - - - - - - 0.1778(8) - -
KIV 42 - - - - - - 0.1905(8) 0.0238(1) -
AKK-1 | 48 - - - - - - 0.229(11) - 0.0126 (1)
AKK-2 | 31 - - - - - - 0.516(16) - -
SAK | 40 - - - - - - 0.4750(19) | 0.0250(1) -
iVE 47 - - - - - - 0.2127(10) - 0.0638 (3)
KRG | 43 - 0.0233(1) - - - - 0.2093(9) - -
MOR | 49 - - - - - - 0.2653(13) | 0.0204(1) -
HEM | 42 | 0.0238(1) - - - - - 0.1428(6) - -
KRY | 43 - - - - - - 0.0697(3) - -
GOK | 47 | 0.0851(4) - - - - 0.0213(1) | 0.0851(4) - -
GK 45 - 0.0222(1) 0.0667(3) - 0.1333(6) - -
TOPLAM | 683 6 1 1 3 1 3 134 2 4
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Tablo.EK.3.1. devami
A233E S234C V235V L237L S239F V243G S248P
IRK CTS TYT
n (GCAIGAA) | (AGT/TGT) | (GTG/GTT) | (CTCI/CTG) | (TCT/TTT) | (GTG/GGG) | (TCT/CCT)
(A) 1(E) (8)/(C) M/ (V) (L)1 (L) S)/ (F) M)/ (G) S)/(P)
NOR 42 - - - 0.261(11) 0.0238 (1) 0.0476(2) -
cic 44 - - - 0.114 (5) 0.0682 (3) - -
DAG 47 - - - 0.297(14) - - -
HER 45 - - - 0.222(10) - - -
KIV 42 - - 0.0714(3) 0.357(15) - - 0.0238 (1)
AKK-1 48 - - - 0.292(14) - - -
AKK-2 31 0.0126 (1) 0.677(21)
SAK 40 - - - 0.525(21) - - -
IVE 47 - - - 0.382(18) 0.0426 (2) - -
KRG 43 - 0.0465 (2) - 0.256(11) - 0.0465 (2) -
MOR 49 - - 0.0408(2) 0.286(14) 0.0204(1) - -
HEM 42 - - - 0.214(9) - 0.0238 (1) 0.0714 (3)
KRY 43 - - - 0.163(7) - 0.0465 (2) 0.0233 (1)
GOK 47 - - - 0.085(4) - 0.1064(5) -
GK 45 - - - 0.200(9) - - -
TOPLAM | 683 |1 2 5 183 7 12 5
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EK.4

Tablo.EK 4.1. Babar Primerleri ile Calisilan 224 Bireyin Ek Polimorfizmleri ve Frekanslari

1’ (silent) 2’ 3
IRK n TTY WTG ARA
(TTC/TTT) (TTG/ ATG) (AGA /AAA)
(FIF) L (Losin) /M | R(Arginin) /K(Lisin)
Fenilalanin (Methionin)
NOR 23 0,6087 - -
cic 32 0,5625 0,0937 0,0937
DAG 24 0,4583 - -
HER 42 0,6428 - -
KIV 22 0,7272 - -
AKK1 17 0,4117 - -
SAK 22 0,5454 - -
IVE 14 0,8571 - -
KRG 16 0,6250 - -
MOR 11 0,6363 - 0,1818
HEM 1 1 - -
TOPLAM 224

ilave polimorfizm
giriilen bilgeler

3|

IRE. 3.

Babar ve ark., 2009 I I

3.ekzon bilgesi
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Tablo.EK 4.1. devami: (3.ekzon ilave polimorfizmleri ve frekanslari)
V2L R40Q Q101R M112T H114R G127S G127V 127 S138N
STG CRA CRG AYG CRT RGC GKC RKC ARC
IRK n | (GTG/ICTG) | (CGAICAA) | (CAG/CGG) | (ATG/ACT) | (CAT/CGT) | (GGC/IAGC) | (GGCIGTC) | (GGCI/ATC) | (AGC/IAAC)
V) /() R)1(Q) Q7 (R) (M) /(T) H)/(R) (G)1(S) (G) 1 (V) G) /1) (S)1(N)
(AGC
IGTC)
(S) (V)
NORDUZ 23 - - - 0,0435 - 0,0435 0,0435 0,0434** -
CINECAPARI | 32 - - - 0,0313 - 0,1563 - - -
DAGLIC 24 - - - 0,0833 - - - - -
HERIK 42 - - - - - - - - -
KIVIRCIK 22 - 0,0455 0,0455 0,0455 - - - - 0,0455
AKKARAMAN | 17 - - - - - - - - -
SAKIZ 22 0,1363 - - - - - - - -
IVESI 14 - - - 0,0714 0,0714 - - - -
KARAGUL 16 - - - - - - - - -
MORKARAMAN | 11 - - - 0,091 - - 0,1818 0.091* -
HEMSIN 1 - - - - - - - - -
TOPLAM 224
H143R N146S T193I R231R R231G V235V L237L L237L S239F
CRT ART AYC MGG) SGG (Silent) CTS TYT
n | (CAT/CGT) | (AAT/AGT) (ACC/ (AGG/CGG) | (CGG/GGG) | (GTGIGTT) (Silent) (CTC/ (TCT/TTT)
IRK (H)/ (R) (N)/(S) ATC) (R)/ (R) (R)/ (G) V)1 (V) (CTCICTG) CTA) (S)/(F)
M/ L/ L)/ (L)

NORDUZ 23 0,0435 0,0435 - 0,2608 - - 0,3478 - 0,0435
CINECAPARI | 32 - - 0,0625 0,0625 - - 0,1250 - 0,0937
DAGLIG 24 - 0,0416 - 0,2083 - - 0,2500 - -
HERIK 42 0,0238 0,2143 - 0,1905 - - 0,2381 - -
KIVIRCIK 22 - 0,0455 - 0,2727 0,0455 0,1364 0,4091 0,0910 -

AKKARAMAN | 17 - 0,1765 - 0,2352 - - 0,2353 - -
SAKIZ 22 - - - 0,4091 - - 0,4545 - -
IVESI 14 - 0,0714 - 0,3571 - - 0,3571 - 0,0714

KARAGUL 16 - 0,0625 - 0,2500 - - 0,2500 - -

MORKARAMAN | 11 - 0,091 - 0,0909 - 0,1818 0,0909 - 0,0909
HEMSIN 1 - 1 - - - - - - -
TOPLAM 224

148




TUBITAK
PROJE OZET BILGI FORMU

Proje No: 1080708

Proje Bashg@i: “Tirkiye ve Pakistan Yerli Koyun Irklarinda Prion Protein Geni Polimorfizmleri

Taranmasl!”

Proje Yiriitiiclisii ve Aragtirmacilar:

Prof. Dr. inci Z. TOGAN, Prof. Dr. M. ihsan SOYSAL, Prof. Dr. Muhittin OZDER, Yrd. Dog. Dr.
Emel OZKAN, Begiim UZUN, Sevgin DEMIRCI

Projenin Yirituldiagi Kurulus ve Adresi:
Orta Dogu Teknik Universitesi. Fen Edebiyat Fakiltesi. Biyoloji Bolumii.
ODTU Universiteler Mah., Dumlupinar Blv., No:1. 06800 Cankaya Ankara/TURKIYE

Destekleyen Kurulug(larin) Adi ve Adresi: TUBITAK.

Projenin Basglangi¢ ve Bitig Tarihleri: 01.07.2010/01.01.2012

Oz

Calismada Turkiye’nin yerli irklarindan 14 irk 655 bireyle temsil edilmisdir. Her birey igin,
prion protein (PrP) bdlgesinin 248 aminoasit (aa) kodlayan kisminin dizi analizi yapiimistir. Klasik
ve atipik skrapi agisindan Akkaraman, Giiney Karaman, Hemsin, ivesi ve Karagiil koyunlarinin en
az risk tasiyan irklar oldugu anlasiimistir. Testler, fonksiyonu tam bilinmeyen PrP bdlgesinin
amino asit gesitliligini arttirrmi1 yoniinde bir secilim baskisi altinda olabilecegini, karsilastirmali
analizler de dlnyada skrapinin gértlmedigi koyun irklarinin ortak ayri bir gen havuzundan gelmis

olabilecegini géstermektedir
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Projenin Amaci ve Onemi

Skrapi, koyunculukta ekonomik maliyeti ylksek yikima yol agan dolayli bulasimi ile insan
sagligini da tehdit eden bir hastaliktir. Onceki ¢alismalar koyun siiriilerinde prion proteinine
(PrP) bagli genotiplerin yonetiimesi ile hastaligin koyunlarda olusmasinin engellenecegini
gOstermistir.

Projenin amaglari su sekilde siralanabilir:

1) Tirkiye’de goruldiglu bildiriimemis olan ve en az iki tipi bulunan bu hastalia karsi
koyunlarimizin ne kadar yatkin oldugunun saptanmasina ¢ok sayida irk, birey ve PrP
gen bolgesi sekanslari kullanarak katkida bulunmak

2) Sonuclarin farkli érneklerle yinelenebilirligini gérmek

3) En fazla risk altinda olan irklari saptamak

4) Turkiye dahil bazi Ulkelerde gbérilmemis olmasinin nedeni icin éneride bulunmak
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oldugunu anlamaya ¢alismak
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) Turkiye'deki skrapi idare politikalari i¢in altlik olugturacak olmasi
i) Genin hangi evrimsel etmenler altinda oldugu sorusuna, Tirkiye’den, genetik bir
sicak noktadan, dizi analizleriyle katkida bulunacak olmasi

Proje ile Elde Edilen veya Beklenen Bilimsel. Teknolojik. Ekonomik ve Sosyal Kazanimlar

Bilim insani donanimina katkilar: )

Proje ile Turkiye’de 3 Universitenin (Namik Kemal Universitesi, Orta Dogu Teknik
Universitesi, Yildinrm Beyazit Universitesi) elemanlari (Dr. Emel Ozkan, Dr. Ebru Gokalp,
Sevgin Demirci ve Begim Uzun) otozomal bélge dizilemesi, redaksiyonu ve analizini 6grendi ve




pekistirdi. Sentetik Harita elde edilmesi 6grenildi (Sevgin Demirci). Sekans dizileri tzerinde
notralite testi yapimi égrenildi (Dr. Emel Ozkan, Sevgin Demirci). Lojistik Regresyon analizi
dgrenildi (Dr. Emel Ozkan)

Ekonomik kazanim olarak; DNA bankasinda ileride kayip irki baslatmak ya da irki
guclendirmek igin saklanan dokular skrapiye diren¢ saglayacak sekilde siniflandirildi, ayrica
skrapi yonetiminin 6zellikle Turkiye’nin Kuzeybati bdlgesindeki irklarda uygulanmasinin
gerekliligi vurgulanarak, yonetim planinda bir éncelik olusturuldu (skrapi riski var ama heniiz
yonetim plani yok).

Bilimsel olarak PrP proteinin tipki MHC gibi amino asit gesitliliginin artmasi yoninde bir]
secilim baskisi altinda olabilecedi ilk analizlerde gozlendi. Detayli calismalar devam etmekte.
Ozellikle bu bulgunun etki parametresi yiksek bir dergide yayini igin ¢alismalara baslandi.

Proje icin TUBITAK Desteginin Onemi (En fazla 150 kelime)

TUBITAK tarafindan desteklenen projeler yurt ici projeler arasinda ‘sayginh@i yiksek’
olarak kabul edildigi icin Namik Kemal Universitesi geng arastirmacisinin 18 ay sireyle ODTU
de galismasina misade etti/ tesvik etti.

Projenin sagladiyi imkanlar ile her iki Gniversitede bulunan arastirmacilar bilgi
aligverisinde bulundu, su anda manda ile ilgili gelistiriimekte olan proje igin ayni ekip olarak|
calismalara basladilar.
Projenin sagladigi imkanlar ile RBI'in 8inci kiresel toplantisina katilindi, sunum yapildi ve
toplantinin tim katilimcilari nezdinde iyi bir izlenim yaratildi.

RBI toplantisi vesilesiyle Tirkiye'ye davet ettigimiz TUBITAK proje partnerimiz Dr.
Masroor Babar ile denk, bilimsel olarak tamamlayici bir ortakligin var oldugu anlasildi.

Tlrkiye’deki toplantilarimizda ve Pakistan ziyaretimizde:

1) Verilerimizi notralite testleri ile inceleme fikri (Dr. Babar tarafindan verildi) gelisti

2) Verilerimizin zenginligi ve bulunmazhigi (ilke konumu ve sekans sayisinin ¢ok olmasi,
sekans reduksiyonlarinin 6zenli yapilmis olmasi nedenleriyle) partnerlerimiz tarafindan
onaylandi.

3) Pakistan ekibi TNP (Tek Niikleotid Polimorfizmi) calisma cihazina sahiptir(illumina).
Koyun igin 200 tane secilmis TNP ile olusturulmus cipleri de hazir (maliyeti 20.000
dolar). Yazilimlari kullanmayi ¢ézip ortak olarak kullanmayi 6nermektedirler.

4) Pakistan Manda yetistiriciliginde en dnde olan ulkedir. Turkiye’de baslatilan galismalarda
birlikte ¢caligiimasi planlandi.

5) PrP nin insanlarda ve diger canllarda iki Ulke ekiplerinin ¢aligiimalarina devam etmesi,
bu konuda s6z sahibi ekip olma hedefi belirlendi.

Tim bu ortakliklar TUBITAK-MoST destegiyle basladi.

ARDEB BASARI OYKUSU

1. Proje yuriticisu iletisim bilgileri:
Adi — Soyadi  :inci Z. TOGAN
Unvani :Prof. Dr.

Telefon :0.312.210.5167
E-posta adresi :togan@metu.edu.tr




PROJE SONUCLARI

Proje’de Pakistan ve Tirkiye yerli koyun irklarindan 6zenli 6rnekleme ile
sec¢ilmis olan bireylerin PrP geninde DNA dizi analizine dayali polimorfizm taramasinin
yapilacagi, bu irklarda PrP haplotip frekans dagilimlarinin saptanacagi ongorilmiistiir.

Projede Turkiye’nin farkl cografi bolgelerinin gevre kosullarina uyum saglamis, farkli
verim Ozellikleri acisindan vyetistiriciligi yapilan 14 vyerli koyun rklarindan (Norduz,
Cinecapari, Daglig, Herik, Kivircik, Akkaraman (AKK-1, AKK-2), Sakiz, ivesi, Morkaraman,
Hemsin, Karagul, Karayaka, Gokgeada ve Guney Karaman) toplam 655 bireyde calisiimigtir.
Calismada 745 bg¢ uzunluktaki PrP gen bdlgesinin dizilimi yapilmig, klasik ve atipik skrapiye
diren¢ ya da hassasiyet gostermesi agisindan énemli olan kodonlar (136, 141, 154 ve 171)
dikkate alinarak irklarin haplotip frekans dagilimlari ortaya konulmustur. Calismada elde
edilen tim sonugclar, Avrupa, Asya, Gliney Amerika, Yeni Zellanda, izlanda ve proje ortagd!

Pakistan yerli koyun irklarinda elde edilen sonuglar ile karsilastiriimistir.

Calisma sonrasi elde edilen verilerden yararlanarak irk igi alt gruplarda PrP
genotipi acgisindan gozlenebilecek farka yaklasik bir ol¢iit olugturulacagi ve irkin ayri
zamanlarda toplanmig orneklerinin sonuglari nasil etkilediginin arastirilacagi
belirtilmigtir

Ayni irkin bagimsiz 6érnekleri 6rnegin Akaraman (Alvarez ve ark. 2011, sunulan
calismada AKK-1 ve AKK-2) icin en sik rastlanan allel (ARQ) frekansi calismalar arasinda
cok farkhhk (0.500-0.786) gdstermektedir. Kayitl yetistiricilik yapilmayan, irklar arasinda
izolasyon olmayan Ulkemizde, irklar homojen bir yapiya sahip olmadiklarindan farkli érnekler
icin farkli gozlemler beklenmelidir. Ayrica 2000 yillarinda 6rneklenmis AKK-2 6rneginin 2007
den bu yana 6rneklenmis caligsma oOrneklerinin neredeyse hepsinden (irk 6beginden) Cok

Boyutlu Olgekleme Analizinde ayri durmasi irklarin yillar icinde pazar ekonomisinin ya da



rastlantisal suriklenmenin etkisinde 6nemli genetik yapi degisikligine ugradigina isaret
etmektedir.

Proje sonucunda olusturulacak detayh verilerin; her iki Ulke otoritelerinin,
yetigstirme birliklerinin, Universite arastirma birimlerinin kullanimina sunulacagi
amaglar kisminda bildirilmistir.

Tarkiye ekibi olarak projenin 6n sonuglari 2 farkh bilimsel toplantida sunulmustur.
Projenin rapor asamasinin tamamlanmasi sonrasinda, Parkistan ve Turkiye'ye ait tim
sonugclarin birlikte degerlendirildigi bir arastirma makalesinin hazirlanmasina baglanmis olup

bu makalenin uluslararasi saygin bir dergide basilmasi planlanmaktadir.

Calismanin ortak olarak yapilmasinin yararlari ve Pakistan ile isbirliginin
Tlirkiye ekibine sagladigi kazanglar

Proje sonucunda Orta Dogu ve Pakistan’a ait yerli koyun irklarinda fazla sayida
bireyde PrP gen boélgesi dizi analizine dayali polimorfizm taramasi yapiimis ve oldukga
kapsamlh veri olusturulmustur. Bu verilerden yararlanarak irklarin segilimi ve ndrtalitesi
acisindan degerlendiriimesi yapilacaktir. Pakistan ekibinin Turkiye ekibine kazandirdigi yeni
ve olumlu bir katki notralite ve segilim agisindan irklarin anlamlandirilmasi olmustur. Diger bir
onemli katki ise skrapiye direng kazandirabilecek farkli polimorfizmlerin gorilmesi nedeni ile
Pakistan ve Turkiye’ de skrapi hastaliginin gdzlemlenmemis olabilecegi fikri olmugtur.
Pakistan’a yapilan ziyarette Prof. Babar ve ekibinin yerli koyun irklarinda bir TNP (Tek
nikleotid polimorfizmi) -cip kullanimini olusturmayi planladigi ve bu konuda 6nemli bir
asamay kat ettikleri gortlmasgtir. Tdrkiye’de de koyunlarda TNP ¢alismasina hiz verilmesi
gerektigi ve bu konuda ekibimizi ortak kabul edeceklerini belirtmiglerdir. Ayrica yapilan
ziyaret sonrasi Pakistan’da manda yetistiriciliine olduk¢ca énem verildigi gbézlemlenmistir.
Tarkiye’de de manda vyetistiriciligi, konusunda ortak c¢alismalarinin yapilmasinin dogru

olacagi dusinilmektedir. Son olarak PrP calismalarinin insan ve kegide de yapilmasi ve



PrP ¢alismalari agisindan bilinen bir grup (iki Glkenin ortakliginda tek grup) olunmasi hedef

olarak kabul edilmistir.

Proje yuruttcusu iletisim bilgileri:
Adi — Soyadi: inci Z. TOGAN
Unvani :Prof. Dr.
Telefon :0.312.210.5167
E-posta adresi :togan@metu.edu.tr




