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OZET

Bu makalede, prion hastaliklarmin tanusinda kullanilan giincel yontemler hakkinda
bilgiler verilmektedir. Prion hastaliklari, patolojik prionlarmm neden oldugu
norodejeneratif hastaliklardir. Patolojik prionlar (PrPS), konak tarafindan kodlanan
prion proteininin (PrPC), anormal izoformlaridir. PrP®nin, PrP5’e spontan déniistimii,
noronlarda ve farkli dokularda (beyin dokusu, lenf bezleri ve tonsiller gibi) PrPse
birikimine yol agmaktadir. Prion hastaliklarmnin tan1 yontemlerinin bir¢ogu, néronlarda
ve dokulardaki PrPS¢'nin tespitine dayanmaktadir. Giivenilir bir tan1 metodunun 6n
kosulu, bircok ornekte PrPs<’i yiiksek oranda tespit etmesidir. Bu amag¢ dogrultu-
sunda, PrPs<’i tespit etmek icin gesitli yontemler ve prion enfeksiyonuna duyarh hiicre
hatlar1 gelistirilmistir.

Anahtar sozciikler: Prion, insan, hayvan, néron, tan1 yontemleri

SUMMARY

This article gives information about the current methods used in diagnosis of prion
diseases. Prion diseases are neurodegenerative disorders caused by pathogenic prions.
Pathogenic prions are abnormal isoform of prion protein (PrPc), is a host-encoded
molecule. PrP¢ to PrPs spontaneous conversion leads to PrPSc accumulation in neurons
and different tissues (such as brain tissue, lymph nodes and tonsils). Most of the
diagnostic methods for prion diseases are dependent on PrPs detection in neurons and
tissues. High rate PrPsc detection in many different samples is a prerequisite for a
reliable diagnostic method. For this purpose, several methods and cell lines that are
susceptible to prion infection have been developed for detection of PrPSe.
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Bulasici Spongiform Ensefalopatiler (TSE) olarak da
bilinen prion hastaliklari, hem insanlar1 hem de hayvan-
lar1 etkileyen oliimciil norodejeneratif hastaliklardir.
Patojenik mekanizmalar1 farkliik gostermekle birlikte,
Hiicresel Prion Proteininin (PrPc), Scrapie izoformu olan

Prion Proteinine (PrP%) konformasyonel déniisiimii biitiin
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prion hastaliklarinda ortak etiyolojik &zelliktir (1).

PrP¢, immun sistem hiicrelerinde ve merkezi sinir sis-
teminde, yiiksek konsantrasyonlarda eksprese edilen, bir
membran glikoproteindir (2,3). Insan prion proteini, 253
amino aside sahip bir protein olarak, kromozom 20’in kisa

kolunda yer alan PRNP geninde {iretilir (4). PrP“nin mo-
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lekiiler yapisi, N ve C terminal bolgelerinden olugsmakta-
dir. N terminal ucu, son derece esnektir ve genellikle ¢6-
ziiniir proteininin, yapisal olmayan formu olarak sekille-
nir. N terminal ucunun, PrP5nin (3 tabakasmnin yapilan-
dirmasinda gorev aldig diistiniilmektedir. C terminal ucu
ise, 3 adet a heliks ve 2 adet kisa anti-paralel {8 ipliginden
olusan globiiler bir alandir (1). PrP“nin fonksiyonu tam
olarak bilinmemekle birlikte, noronal sinyal trans-
diiksiyon siireglerinde ve metal metabolizmada fonk-
siyonlarinin oldugu ileri siiriilmektedir (5). PrP¢ ve PrPSe
izoformlarinin birbirinden ayirt edilmesinde sahip ol-
duklar1 molekiiler yapilar dikkate alinmaktadir. PrP®nin
%42’si a heliks, %3t B tabaka iken, PrPS“nin %30'u o
heliks, %43’ § tabakasidir (1). Ayrica PrPC¢, proteinaz K'a

duyarli iken, PrP% proteinaz K’a kars: direnglidir (3).

PrP®nin, PrPS“e spontan olarak doniistiigii veya PrP<i
kodlayan gende (insanlarda PRNP geni) meydana gelen
mutasyonlar sonucu, PrP5 sekillendigi varsayilmaktadir.
Fakat mutasyonlar olmadan konformasyonel degisiklikle-

rin nasil gerceklestigi hentiiz bilinmemektedir (4).

Tablo. Prion hastaliklar:

PRION HASTALIKLARI

TSE etiyolojisinde horizantal, vertikal bulasma ve ge-
netik predispozisyon s6z konusudur. Klinik olarak hasta-
Iigin meydana gelmesinden o6nce aylarca veya yillarca
siiren bir inkiibasyon siiresi gozlenmektedir (6). Hastalik,
noronal kayip ve beyinin spongiform dejenerasyonu ile
birlikte aktive olmus astrositler ve mikroglia ile karakteri-
zedir (7). Insan ve hayvanlarda belirlenen prion hastalik-
lar1, Tablo’da gosterilmektedir (8).

Insanlarda prion hastaliklarinin en sik goriilen formu,
her yastaki ve etnik gruptaki, kadin ve erkekleri etkileyen,
sCJD’dir. PRNP geninin, metionin ve valin polimorfik
béliimlerinin, sporadik, iatrojenik ve variant CJD duyarl-
ligimi etkiledigi tespit edilmistir. Kafkas niifusunun %40
ile yapilan bir arastirmada, sCJD hastalarin yaklasik
%60'1min, vCJD hastalarinin %100’ tniin metionin homo-
zigot oldugu tespit edilmistir. Bu durum, prion hastalik-
larinin kalitsal olmayan formlar: arasinda genetik yatkin-
Iik olabilecegini gostermektedir. sCJD'nin, genel oliim

orani her yil yaklasik 1 milyon insanda 1-2 vakadir (9).

Hastalik ad1 Konak Patogenez Mekanizmasi
Kuru Insan Torensel yamyamlik ile enfeksiyon
iCJD Insan Prion ile kontamine HGH, dura mater grefti ile enfeksiyon
vC]D Insan Sigir prionlari ile enfeksiyon
fCJD Insan PrP geninde germline mutasyonlar
sCJD Insan Somatik mutasyon veya PrP< nin, PrPS¢’e spontan dontistimii
GSS Insan PrP geninde germline mutasyonlar
FFI Insan PrP geninde germline mutasyonlar
FSI Insan Somatik mutasyon veya PrP< nin, PrPS¢’e spontan dontistimii
Scrapie Koyun, Keci Genetiksel olarak duyarli hayvanlarda enfeksiyon
BSE Sigir Prion ile kontamine et ve kemik unu ile enfeksiyon
TME Vizon Koyun veya sigir prionlari ile enfeksiyon
CWD Katir geyigi, elk Bilinmiyor
FSE Kedi Prion ile kontamine sigir dokulari, et ve kemik unu ile enfeksiyon
EUE Iri ceylan, Nyala Prion ile kontamine et ve kemik unu ile enfeksiyon
Afrika antilobu

iCJD, iatrojenik Creutzfeldt- Jakob hastaligr (CJD); vCJD, varyant CJD; fC]D, familial (ailesel) C]D; sC]D, sporadik C]D; GSS, Gerstmann-
Striussler-Scheinker hastalig; FFI, fatal familial insomnia; FSI, fatal sporadik insomnia; BSE, bovine spongiform ensefalopati; TME, transmissible
mink ensefalopati; CWD, chronic wasting disease; FSE, feline spongiform ensefalopati; HGH, human growth hormone (insan biiyiime hormonu);

EUE, egzotik toynakli ensefalopatisi



Aile i¢inde genetik olarak ortaya ¢ikan fCJD oraninin
yaklasik %10 ile %20 arasinda oldugu ve fCJD vakalarinin
PRNP geninin, kodon 200 mutasyonlari ile iliskili oldugu
bildirilmistir (9,10). Ayrica Brezilya'da bir ailede, PRNP
geninin kodon 183 mutasyonunun da, f{CJD’e neden ol-
dugu tespit edilmistir. Yapilan arastirmada, ailede 3 kusak
boyunca 17 kisinin hastaliktan etkilenmis olabilecegi be-

lirlenmistir (11).

Britanya’da, 1995 yilinda BSE ile kontamine gidalarin,
insanlar tarafindan tiiketilmesi ile vCJD vakalarmin ortaya
¢iktigr bildirilmistir. Deneysel ¢alismalar sonucu elde edi-
len patolojik ve biyokimyasal kanitlar ile vCJD ve BSE’e
ayni prion ajaninin neden oldugu dogrulanmustir (12).
Ozellikle geng insanlarda goriilen hastaligin bu formu,

20'li yaslarinda, 200 insanin liimiine neden olmustur (9).

Nadiren de olsa, insandan insana prion hastaliklariin
nakli, cerrahi aletlerin yanlis dekontaminasyonu, insan
kadavra dokularindan alman biyolojik tirtinlerin kulla-
nimi ya da kan transfiizyonu ile ger¢eklesmektedir (9). Bu
sekilde nakledilen iCJD, ilk kez Duffy ve ark. tarafindan,
korneal greft uygulamasindan 18 ay sonra, otopsi bulgu-
lar1 ile CJD oldugu tespit edilen 55 yasindaki bir hastada
bildirilmistir (35). Korneal greft donériiniin de, CJD so-
nucu 6ldiigii, otopsi sonucu ile dogrulanmustir. O tarihten
itibaren, kornea grefti ile olas1 CJD nakli riski bulunan 2
vaka sirastyla, Almanya ve Japonya’da bildirilmistir. Al-
man hasta, korneal greft uygulamasindan 30 y1l sonra 46
yasinda Olmiistiir. Japon hastada da CJD varligi, otopsi

sonucu ile dogrulanmistir (13).

Epidemik bulasici bir hastalik olan Kuru, 1950'lerde
Papua Yeni Gine’deki, Fore kabilesinde tespit edilmistir.
Hastaligin, ritiiel bir ceneaze toreni sirasinda 6len insanin
beyninin kafatasindan ¢ikarihip, pisirilip yenmesi ile in-
sanlara bulastig1 belirlenmistir (14). Kuru, onlarca yil sii-

ren (50 yila kadar) inkiibasyon siiresine sahiptir (15).

En yaygmn ailesel TSE, GSS'dir. Genellikle hayatin
tiglincli veya dordiincii on yilinda meydana gelir. GSS’e
neden olan mutasyon (P102L) ilk kez 1989 yilinda Hsiao
tarafindan belirlenmistir. Daha sonra prion protein geni-
nin farkli kodonlarinda (kodon 102, 105, 117, 145, 198)
meydana gelen bir¢ok mutasyonun da, GSS’e neden ol-
dugu tespit edilmistir (11,15).
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FFI ismi ilk kez, 1986 yilinda Lugaresi ve ark. tarafin-
dan, progresif insomni, otonomik disfonksiyon, dizartri,
tremor ve miyoklonusu olan 52 yasindaki bir hastada
kullanilmistir. Hastanin bes kusak boyunca ki akrabalari
arasinda yapilan arastirmada, 7 kisinin noropatolojik in-
celeme sonucu FFI oldugu, 22 kisinin ise muhtemelen
FFI'dan oldiigii tespit edilmistir (11). Kalitsal bir prion
hastaligt olan FFI, PRNP geninin kodon 178 indeki
missense mutasyonlar ile iligkilendirilmektedir. Bununla
birlikte, PRNP geninde mutasyon sekillenmeden de geli-
sen, sporadik FFI vakalar1 bildirilmistir (16).

HASTALIGIN TANISI

Viriis ve bakteriler tarafindan meydana getirilen has-
taliklardan farkli olarak prion hastaliklarinin, serolojik
veya hiicre kiiltiir analizleri ve PCR gibi yontemler ile
tanimlanmas1 glictiir. Clinkii enfeksiy6z ajan olan
prionun, niikleik asit bileseni yoktur ve normal konak
prion proteininin anormal bi¢imi olarak meydana gel-
mektedir. Enfekte organizma tarafindan yabanci bir orga-
nizma olarak tamimlanmadigr icin, immiinolojik yanit
gozlenmemektedir. Prion hastaliklari, genellikle kliniksel
olarak tanimlanmakta ve beyin dokusunun post-mortem
histopatolojik analizi ile dogrulanmaktadir. Prion hasta-
liklarinin tespitinde suan tek giivenilir molekiiler belirle-
yici, PrPSdir. Hastali§in tanisinda, PrP5“nin merkezi sinir
sisteminde ve lenforetikiiler dokularda varligi arastiril-

maktadir (6).
Tani i¢in Kullanilan Metotlar

1.”Western Blot”: Immiinolojik bir yontem olan “wes-
tern blot” teknigi, beyin ve diger dokulardaki proteinaz K
direncli, PrP fragmentlerinin tespitine dayanmaktadir.
Testin prensibi, monoklonal antikorlarin patolojik prion-
lara selektif olarak baglanmasi ve takiben renk reaksiyonu
vermesidir. Test prosediiriine gore beyin ya da omurilik
parcalar1 homojenize edilerek, proteinaz K ile parca-
lanmakta ve poliakrilamid jele aktarilmaktadir. Ornek
elektroforetif olarak ayrimindan sonra bir membrana
transfer edilmekte ve monoklonal antikorlar kullanilarak
kemiliiminesans yardimiyla patojen prion proteinleri
saptanmaktadir. Patolojik prion proteinleri, proteinaz K
ile parcalanmadiklarindan, protein bantlar1 immiinolojik

olarak isaretlenmekte ve boyanmaktadir (6, 17).
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“Western blot” testinde olusan bantlarin yogunlugu,
protein glikolizasyonunun miktarini gosteren bir degerdir
(6,18). Collinge ve meslektaglari, bant yogunlugunun
sporadik, iatrojenik ve yeni variant CJD (nvCJD)’in ayr1-
minda kullanilabilecegini bildirmistirler (36). Yaptiklari
analizlerde, 4 tip bant olusumunu tespit etmislerdir.
Bovine spongiform ensefalopati (BSE) ile nvCJD'nin ayni
bant drnegini (tip—4), sCJD'nin tip-1 ve tip-2, iCJD’nin ise
tip-3 bandini gosterdiklerini bildirmislerdir (11). “Western
blot” teknigi, sodyum fosfotungstik asit ile PrPS’nin
presipitasyonu gibi ekstraksiyon metotlar1 ile genigletile-
bilmektedir. Hamster beyin homojenatinda, insan sereb-
rospinal sivisinda, beyin dokusunda ve idrarinda mevcut
olan diisiik veya yiiksek konsantrasyonlardaki, PrPS¢lerin
sensitivitesinin, streptomisin presipitasyonu ile dikkat

cekici sekilde arttig: tespit edilmistir (19).

2. ELISA: Bu yontemde, monoklonal antikorla kapl
pleytlere diliie edilmis 6rnek uygulanmakta ve antikora
bagli bir deteksiyon sistemi ile PrPS miktar1 belirlenmek-
tedir (18). Proteinaz ile muamele islemini iceren Ornek
hazirlama asamasini, presipitasyon ve analiti zenginles-
tirmek igin gerceklestirilen santrifiij adimlar1 takip eder.
Renk doniistiiriici enzim ile birlegsmis antikorun kullanil-
dig1 sandvi¢ ELISA ile tamimlama yapilir. Tanimlama
kemiliiminesans ile gergeklesir. Kemiltiminesans ile ta-

nmimlamada, “cut-off” degerleri kullanlir (6).

Sandvig ELISA yontemi ile 1 LDso (6ldiiriicii etkili doz)
BSE enfektivitesinden daha az oranda PrPSc igeren 6rnek-
lerdeki ve klinik semptom baslangicindan &nce, BSE'li
sigir beyinlerindeki PrPS¢ varligi tespit edilebilmektedir
(18). ELISA testleri, yiiksek sensivite ve spesifitiye sahip
olup scrapie, BSE ve CWD'in siirveyans programlarindaki
¢ok sayidaki numunenin taranmasi igin kullanilmaktadir
(12).

3. Immunhistokimya (IHC): Amiloid plak birikimi,
astrogliosis ve noral hiicrelerin kaybolmas1 gibi prion
hastaliklart igin tipik olan o6zellikler, beyin kesitlerinin,
IHC analizi ile tespit edilebilmektedir (17). IHC, formalin
ile fiske edilmis, dondurulmus ve parafine gomiilii doku
orneklerindeki, PrP5“nin in situ belirlenmesine ve prion
hastaliklarinda olusan amiloid plaklarin, Alzheimer gibi

norodejeneratif hastaliklarda olusan noritik plaklardan

ayrimina, imkan saglamaktadir (6, 20). Beyindeki, PrP
immunpozitif amiloid plaklar, baz1 prion hastaliklar icin
son derece spesifik bir tan1 6zelligidir. Biitiin Gerstmann-
Straussler-Scheinker hastalarinda ve bazi CJD hastala-
rinda, PrP immunpozitif amiloid plaklar bulunmaktadir.
vCJD’de spongiform vakuoller ile ¢evrelenmis florid
plaklar, diger insan prion hastaliklarinda bulunmamakta-
dir. Bu plaklar, vCJD’i diger prion hastaliklarindan ayiran
bir patogenezdir. Benzer florid plaklarin, BSE ile enfekte
maymunlarda bulunmasi, vCJD ve BSE’e ayn prion tiirii-
niin neden oldugu hipotezinin ortaya ¢ikmasma neden
olmustur (6).

IHC, sadece PrP5'nin varligin tespit etmez. Ayni za-
manda PrPSnin beyin ve lenfoid dokulardaki dagilimini
da ortaya cikarir. Astrositik marker protein olan Glial
Fibriller Asidik Proteine (GFAP), karg:1 antikorlar kullana-
rak yapilan immunhistokimyasal boyama ile astrositik
glikozun, beyin dokusundaki derecesi belirlenebilmekte-
dir. Baz1 prion tiirlerinin (vCJD, scrapie ve CWD), yogun
lenfotropizme sahip olmasi nedeniyle, immunhistokim-
yanin TSE’lerin preklinik tanisinda kullanilmasi 6neril-
mektedir. Yakin ge¢miste yapilan bir ¢alismada, IHC ile
oral olarak CWD prionlarina maruz kalan bir geyigin,
lenfoid dokularinda, 42 giin sonra patolojik PrP proteini
saptanmustir. Yapilan diger bir ¢alismada bir sigir, 100 gr
BSE’li beyin ile oral olarak enfekte edilmis ve farkli za-
manlarda analizler yapilmistir. Klinik olarak belirtilerin
goriilmesinden ¢ok kisa bir siire &nce histolojik olarak po-
zitif sonug elde edilmis iken, immunhistokimyasal tek-
nikler ile 6 ay 6nceden, PrP* birikimi tespit edilmistir (6).

4. “Bioassay”: Deneysel olarak hayvanlarin enfekte
edilerek, diagnostik ve arastirma uygulamalar ile prion
tirtintin tanimlanmasini amaglayan bir metottur. Bu me-
tot ile dokulardaki PrP% enfektivitesi hakkinda 6nemli
bilgiler elde edilmistir. “Biyoassay” analizleri uzun siir-
mekte (BSE'nin, RIII faresindeki inkiibasyonu 408 giindiir)
ve yogun is giicii gerektirmektedir. Sonuglar: yorumlamak
her zaman kolay degildir. Homolog tiirler arasinda yapi-
lan, “bioassay” ¢alismalari en duyarh yontemdir. Ornegin,
BSE igin dana “bioassay”leri, fare “bioassay”lerinden daha
duyarlidir. Deneysel olarak enfekte edilebilecek tiir ¢esi-
dinin smurl olmasi insan, koyun, geyik, elk ve biiyiikbas

PrP genlerini tasiyan, transgenik farelerin iiretilmesini



saglamistir (7). Transgenik fareler, BSE prionlar1 ile
enfekte olmaya karsi, sigirlardan 10 kat, RIII farelerden
1000 kat daha duyarli sigir PrP’leri eksprese ederler (6).
Ayrica, dogal konaga genetik yakinliklarindan dolay1
inkiibasyon siireleri kisalmigtir (7). Bu 6zellikleri trans-
genik fareleri, insan ve sigir prionlarin tanimlanmasinda

onemli kilmaktadir (6).

5. Hiicre Kiltiir Teknikleri: Hiicre kilttiir modelleri,
prion enfeksiyon ¢alismalarinda PrPS olusumunun mole-
kiiler mekanizmasinin ve hiicre otonom modelinde
PrPnin, PrP5“e doniisiimiinde, PrP'nin amino asit dizile-
rinin ve yapisal kisimlarinin daha iyi anlasilmasini sagla-
mak i¢in tasarlanmaktadir. Prion enfeksiyon mekanizmasi
calismalarinda, farkli duyarli hiicreler (N2a; fare noro-
blastoma, PC12; rat feokromositoma gibi) kullanilmak-
tadir. Norohipotalmik hiicre olan GT1, yiiksek seviye-
lerdeki PrP¢ ekspresyonlar1 gosterir ve prion hastalikla-
rina, diger hiicrelerden daha duyarlidir. Priona hassas
farkli hiicrelerin bulunmasi, prion enfeksiyonlarinin aras-
tirllabilecegi yeni hiicre kiiltiir modellerinin gelistirilme-
sini kolaylastirmaktadir. Prion enfekte beyinlerden elde
edilen primer kiiltiirler, devamli pasajlanan hiicreleri ko-
laylikla saglamaktadir. Ornegin, ScHB (scrapie ile enfekte
hamster beyin hiicresi) ve SMB (scrapie ile enfekte fare
beyin hiicresi) prion ile enfekte hayvanlardan iiretilmistir.
Giiniimiizde insan embriyonik kok hiicreleri, prion hasta-
liklarinin enfeksiyon mekanizmalarinin aydinlatilmasinda

kullanilmaya baslamistir (17).

Enfektivite ve oldiiriicii etkili dozun tespit ¢alismala-
rinda, hiicre kiltiirleri de kullanilmaktadir. Prion ile
enfekte hayvanlarin beyin homojenatlari, pasajlanmadan
1-2 giin once kiiltiir ortamma eklenir. Her hiicrenin
enfektivitesi veya PrPS iiretimi, prion ile enfeksiyon ora-
nina gore belirlenir. Enfektivite, hiicreler intraserebral
inokiilasyon ile deney hayvanlarinin beyinlerine enjekte
edildikten sonra olgiiliir. Deney hayvanlar1 beynine en-
jekte edilmeden once hiicreler, tekrar eden donma-erime
cevrimi ile lize edilir. 1 y1l boyunca PrP5¢ tespit edilen hiic-
reler ve hayvanlar “western blot” ile kontrol edilir. Yapi-
lan gozlemlerden sonra LDso dozu, lizat enjekte edilen

hayvanlarin hayatta kalma egrisinden elde edilir (17).

6. Histo Blot: Bu yontem ile anatomik doku korunarak,
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dokulardaki duyarl proteinler belirlenir. Bu yontemin bir
dezavantaji, fikse edilmemis materyale ihtiya¢ duyulma-
sidir. Beyindeki kiigiik miktarlardaki, PrP5'nin tanimlan-
masi i¢in kullanisli bir metottur. Taze, fikse edilmemis
beyin dokulari, nitroseliilloz membran iizerinde kurutulur
ve PrP¢i elimine etmek icin proteinaz K ile muamele edi-
lir. Guanidin hidroklorid ile proteinaz direngli PrPS
denatiire edilir ve immunhistokimyasal yontemle, PrPS
belirlenir (21, 22).

7. Cell Blot: Lamel {izerinde gelisen hiicrelerin, nitro-
seliiloz membrana transfer edilerek, proteinaz K direngli
PrP’lerin, “western blot” ile belirlenmesini kapsayan bir
yontemdir (17). Coklu bagimsiz hiicre kiiltiirlerindeki pri-
on enfeksiyonlarmin belirlenmesinde ve PrP% seviyeleri-

nin karsilastirilmasinda duyarli ve hizli bir yontemdir (23).

8. Slot Blot: Bu yontemde, nitroseliiloz membrandan
hiicre lizat1 filtre edilir, anti-PrP antikorlar kullanarak,
proteinaz K direngli PrP belirlenir (17). Slot blot anali-
zinde, amiloid reaksiyonu sirasinda béliinen oligomerler
ile ortamda artan olusumlarin belirlenmesi igin spesifik

prion aptameri olan SAF-93 kullanilir (24).

9. Pet Blot: 1nk1’jbasyon siiresinin erken evrelerinde,
PrPSe varliginin belirlenebildigi oldukca duyarh ve spesi-
fik bir yontemdir. Deneysel olarak enfekte edilen farede,
intraserebral inokiilasyondan 30 giin sonra, klinik belirti-
ler ortaya ¢ikmadan 145 giin 6nce beyindeki PrPS varlig;,
PET blot yontemi ile tespit edilmistir. Bu yontemde
formalinle fikse edilmis, parafin bloklarda saklanan doku,
yogun bigcimde proteinaz K ile muamele edilir ve daha
sonra direkt olarak nitroseliiloz membrana taginir.
Membrandaki PrP%, yiiksek derecede duyarlik gosteren,
spesifik antikorlar kullanilarak belirlenir (21).

10. Protein Misfolding Siklik Amplifikasyon (PMCA):
Konsept olarak DNA'min polimer zincir reaksiyonu ile
amplifikasyonuna benzemektedir (17). PMCA teknolojisi,
in vivo PrP% replikasyonunun hizlandirilmis sikluslarin
iceren bir metotdur. Her siklus, 2 asamadan (inkiibasyon
ve sonikasyon) olusmaktadir. Ik asamada diisiik oranda
PrP5 ve yiiksek oranda PrP¢ iceren 6rnek, PrPSc polimer-
lerinin gelismesini tesvik etmesi igin inkiibe edilir. ikinci
asamada ise polimerleri yikmak icin 6rnege ultrason uy-

gulanarak, konvertor tinitelerin sayis1 artirilir. Bu 2 asama,
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her siklusta uygulanarak, elde edilen PrPSc miktar: artirilir
(25). Siklik amplifikasyondan sonra drnekte yeni sekillen-
dirilen proteinlerin, %97’sinden fazlas1 PrP% oldugu tespit
edilmistir (26).

Dokulardaki ve biyolojik sivilardaki belirlenemeyen,
prion proteinleri ile enfekte presemptomatik hamsterlarin
kanindaki prion bu yontem ile tespit edilmistir (17). Ay-
rica siit ve idrar gibi cesitli sekresyonlardaki ve hayvanlar
tarafindan kontamine edildigi varsayilan toprak ve sudaki
PrP%, PMCA yontemi ile belirlenebilmektedir (12).

11. Konformasyon Bagh immunassay (CDI): Bu yon-
teminde, PrPS“i selektif olarak ¢okeltmek icin, doku
homojenatlar1 sodyum fosfotungstik asit ile inkiibe edilir.
PrP¢ ve PrP’i birbirinden ayirmak icin denatiirasyon,
proteinaz K yerine guanidin hidroklorid ile yapilmaktadir
(27). Tespit edici antikor, enfekte olmamis formda (PrPc)
her zaman goriilen ama enfeksiyoz formun (PrP5) sadece
denatiirasyon sirasinda goriilen, konformasyon bagimli
epitopu (antijen molekiiliindeki kimyasal ug¢ yapilar) be-
lirlemek icin kullamilir. Antikor baglanma miktar,
denatiire PrP5 ve dogal PrP5 arasindaki sinyal farklilikla-
rina bagli olarak degisir. Sinyal farkliliklari, doku homo-
jenatlarindaki PrPS“nin tanimlayici bir kriteri olarak kul-

lanilir (6).

12. Genisletilmis Disosiyasyon Lanthanide Floresan
Immunassay (DELFIA): Bu yontemde, guanidin hidro-
Kloriir ile PrPS ekstraksiyonu gergeklestirilir (17). PrP’i
farkli
konsantrasyonda uygulanir. Serbest PrP, monoklonal an-

¢ozlindiirmek igin guanidin hidrokloriir, iki
tikor ile yakalanir. Monoklonal antikor ve PrP kompleksi,
europium ile isaretlenmis olan antikorlar ile belirlenir.
Zaman ayriml floresans kullanarak, iki farkli konsantras-
yonda (¢oziinen ve ¢Oziinmeyen) hazirlanan ornegin
kantitasyonu yapilir (28). Coziinmeyen PrP'nin, total PrP
konsantrasyonuna orani bu yoéntem icin belirleyici bir
kriterdir (17). Bu yontem ile 10 pikograma kadar PrP be-
lirlenebilmektedir (28).

13. Kapiller Jel Elektroforez: Floresan isaretli sentetik
PrP peptid ile doku orneklerinde mevcut olan PrP’nin,
antikora baglanmak icin yaptiklar1 miicadeleyi belirle-
meye dayanan bir yaklasimdir. Serbest peptid ve antikor
peptid pikleri, kapiller elektroforez ile birbirlerinden ayirt

edilmektedir (17). Ultrasantrifiigasyon yontemleri ile be-
yinden ekstrakte edilen prion proteini, sodyum lauroyl
sarkozin ve proteinaz K ile muamele edilir. Son santrifiij-
den sonra elde edilen pelet, siispanse edilerek, sodyum
dodesil siilfat ve 2-merkaptoetanol ile muamele edilir ve
kaynatilirarak, elektroforez islemine tabi tutulur. Schmerr
ve ark. yaptiklar1 calismada bu yontemin, scrapie teghisi
igin “western blot” yontemine gore yaklasik 100 kat daha
az 6rnek miktarma ihtiya¢ duydugunu bildirmislerdir (29).

14. Floresan Korelasyon Spektroskopi (FCS): Soliisyon
iginde lazer 1smlar1 arasindan gegen, floresan isaretli mo-
lekiilleri belirlemeye dayanan bir metottur. Analiz soliis-
yonu, PrPSc agregatlarina kuvvetli bir sekilde baglanan,
fliorofor ile isaretli anti-PrP antikorlarini icermektedir.
Anti-PrP antikoru veya rekombinant PrP ile isaretlenmis
PrPS¢, rolatif floresan yogunluguna gore tespit edilir (17,
18). Anti-PrP antikorlar1 baglanan PrP%, monomerik
PrP%nin arka planinda kolayca goriilebilmektedir. Bu

4

metodun, “western blot” metodundan yaklasik 20 kat
daha duyarli oldugu bildirilmistir. CJD hastalarmin
%20’sinin serebrospinal sivisinda ilk kez bu yontem ile

PrP* tespit edilmistir (18).

15. Multispektral Ultraviyole Floresan Spektroskopi
(MUFS): Bu yontemde proteinler, ultraviyole radyasyon
ile uyarilarak, spesifik floresan emisyon tarzlarina gore
belirlenirler. Bu sekilde hiicresel prion proteinini, patolojik
prion proteininden ve farkli PrP% formlarindan ayirmak

mimkiin olmaktadir (18).

16. Aptamer: Aptamer, spesifik bicimde hedef proteine
baglanan DNA veya RNA molekiilleridir (17). PrP¢
ve/veya PrP%nin de, kimyasal olarak sentezlenen, stabi-
lize ve mobilize edilen spesifik niikleik asit aptamerlerinin
oldugu bildirilmistir (30). Weiss ve ark. (1997) yaptiklar:
calismada, G kuartet motiflerine sahip RNA aptamer-
lerinin, PrP’nin amino ucuna baglandigini tespit etmis-
lerdir (31). In vitro prion analizlerinde, PrP5’nin spesifik
baglanma aptamerinin, PrP'nin proteinaz direngli form-
larinin bir araya gelmesini engelledigi belirlenmistir (17).
Bu tespite dayanarak, RNA, DNA ve peptid aptamerle-
rinin, prion hastaliklarinin tanisinda ve tedavisinde yararl

olabilecegi diistiniilmektedir (30).

17. Fourier Transform Infrared (FT-IR) Spektroskopi:



Kan ve noronol dokudaki patolojik prion proteinin, belir-
lenmesi i¢in umut veren bir biyofiziksel yontemdir (32).
Bu yontem, infrared spektrumundaki ¢ok degiskenli ana-
lizlerin birlesmis oldugu tanimlayici bir metottur (17). FT-
IR ile prion proteinlerinin ii¢ boyutlu yapist belirlenmek-
tedir. Pan ve ark. bu ydntemle yaptiklari ¢alismada,
PrP®nin, %42’sinin a heliks, %3’tiniin B-sheet formunda
iken PrP5nin %30'unun a heliks, %43’tiniin 3-sheet for-
munda oldugunu tespit etmislerdir (37). Gasset ve ark.
PrP’nin, proteinaz direngli ¢ekirdegi olan PrP27-30'un,
%54'tiniin B-sheet, %25inin a heliks yapisinda oldugunu
bildirmiglerdir (38). FT-IR ile PrPS ve PrP27-30 karak-
terizasyonunun yapilabilmesi, antikorlardan bagimsiz
olarak, memeli tiirii ve spesifik TSE kisitlamalari olmadan,
molekiiler sus tiplemesinin bu yonteminle yapilmasina

imkan vermektedir (32).

18. “Flow Microbead Immunoassay” (FMI): Mikro-
boncuklara kovalent olarak baglanmis anti-PrP antikorla-
rinin kullanildig1 bir metottur (17). Mikro-boncuklar ile
bloklanan  oOrneklerin, floresan yogunlugu, “flow
cytometer” ile belirlenir. Floresan yogunlugu, PrPS kon-
santrasyonu ile dogru orantili olarak artis gosterir (33). Bu
metot ile sigir etindeki 7 pmol / 7 nmol ve kemik unun-
daki %0,3’den daha yiiksek konsantrasyondaki rekombi-

nant PrP/ PrPS belirlenebilmektedir (17).

19. Biomarkerlar: PrPS, TSE'nin post-mortem tanisi
i¢in uygun bir isarettir. Ciinkii enfekte insanlarin ve hay-
vanlarin Santral Sinir Sistemlerinde (SSS) yiiksek konsant-
PrpPse

preklinik tanida sinurli olarak kullanilabilmektedir. Ciinkii

rasyonda, PrP% bulunmaktadir. Bununla birlikte,

PrPss, SSS diginda, 6zellikle viicut sivilarinda (kan, idrar
gibi), oldukca diisiik konsantrasyonda bulunmaktadir.
Prion ile enfekte insanlarin ve hayvanlarin idrarlarinda,
proteinaz direngli PrP kokenli molekiiller belirlenmistir.

Fakat giivenilir rutin bir test hentiiz gelistirilememistir (6).

Farkli RNA goriintiileme teknolojileri kullanilarak,
yeni bir transkriptin eritroid farklilasma faktoriinii kodla-
dig1 (EDRF) ve bu faktdr ekspresyonunun scrapie ile
enfekte farede, hastaligin gelisimi sirasinda asamali olarak
azaldig belirlenmistir. BSE ile enfekte biiyiik bas serumla-
rinda belirlenen niikleik asitlerin, hastaligin gelisimi ile
beraber ortaya ¢iktig: ile ilgili benzer yaklasimlar bulun-
maktadir (6).
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20. Elektrokardiyografi (EKG): TSE’lerin tarisindaki
diger bir invazif olmayan test, yiiksek c¢Oziiniirliikteki
elektrokardiyografidir. EKG ile enfeksiyonun erken saf-
halarinda kalp hizinda belirgin degisimlerin olup olma-
dig1 arastirilmistir. EKG, deneysel olarak BSE ajamu ile
enfekte edilen 150 sigirda denenmis ve 8 ay sonra 6len 2
hayvanda Solunum Siniis Aritmi (SSA) seviyelerinin art-

masina bagl olarak, hastalik tespit edilmistir (6).

21. Elektroensefalogram (EEG): EEG uygulamasi ya-
pilan CJD hastalarinin %75-85'inde, hastaligin ileri asa-
Tipik
EEG bulgusu periyodik, bifazik veya trifazik, senkronize

malarinda tipik tanisal bulgular elde edilmistir.

keskin dalga kompleksleridir (11). Hastaligin erken evre-
sinde, EEG ile yaygin diizensiz teta ve delta dalgalar ile
birlikte bilateral alfa ve aralikli yiiksek amplitiidlii ritmik
delta aktivitesinin tespit edilebilecegi bildirilmistir (10).

22. Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRI): CJD tani-
sinda, diftizyon agirlikli MRI goriintiilemenin en duyarlh
teknik oldugu diisiiniilmektedir. T2 agirlikli MRI ile bazal
vCJD'li

hastalarda, MRI ile talamusun pulvinar g¢ekirdeginde,

ganglion anormallikleri belirlenebilmektedir.
bilateral sinyal artis1 tesptit edilmistir. Bu bulgu, vCJD igin
%78 oraninda duyarli ve %100 oraninda 6zgiil bir bulgu

olarak degerlendirilmektedir (34).
SONUC

Mevcut tan1 yontemleri, PrP¢ ve PrP* proteinleri ara-
sindaki fizikokimyasal farkliliklara dayanmaktadir. Tamn
yontemleri arasindaki temel faklilik, saptama seviyelerin-
den kaynaklanmaktadir., Hastaligin preklinik safhasinda
PrP5 birikiminin diisiik bir kinetige sahip olmasi, tan
yontemlerinin inkiibasyon periyodunun erken safhala-
rinda kullanilmasinmi simirlandirmaktadir. Bu kisiltlamalar
dikkate almarak, yeni diagnostik tekniklerde, PrPS“nin
tanimlanmasi igin viicut sivilarindaki duyarhiligin ve
spesifitenin artirilmasi ve PrP5 varligini temsil eden yeni

gostergelerin belirlenmesi hedeflenmektedir (6).
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