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OZET

Tavukguluk endiistrisini tehdit eden hastaliklardan birisi olan Marek Hastaligi (MH), alfa-herpesviruslerden biri olan
Marek Hastalik Viriisiit (MHV)’niin neden oldugu, bulagici ve kanserojen bir hastaliktir. MH’ye karsi dayanikliligi
arttirmak i¢in baslica yontem giinliik civeivlerin agilanmasidir. Asilama sonucunda bagisiklik sisteminde meydana gelen
yetersizliklerden dolayrt MH ile miicadelede diger bir yontem MH’ye genetik olarak direngli tavuklarin yetistirilmesidir.
Bu ¢aligmada, tavuklarda ENOI, TPT1 ve RBBP4 genlerinin MH’ye kars1 dayaniklihga katki saglayip saglamadigi
allele 6zgii ekspresyon teknigi kullanilarak arastirilmistir. Arastirmada, materyal olarak MH’ye dayanikli (hat 6) ve
duyarli (hat 7) tavuk hatlarinin resiprokal melezlenmesi sonucunda elde edilen F| délleri kullanilmistir. Tavuklarin Bursa
fabricius, timus ve dalak organlarindan RNA izole edilmis ve pirosekanslama yontemi ile her bir allelin ekspresyon
seviyesi belirlenmistir. Arasgtirma sonuglart, 7PT/ ve RBBP4 genlerinin cis-acting elemente sahip oldugunu, ancak bu
cis-acting elementlerin MH na kars1 direng olusturmada rol oynamadigini ortaya koymustur.
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ABSTRACT

Marek’s disease (MD), one of the most threatening diseases to poultry industry, is contagious disease of domestic
chickens induced by the Marek’s disease virus (MDV), a highly infectious and naturally oncogenic alphaherpesvirus.
Enhancing resistance to MD in poultry is an attractive method to augment MD vaccines. Because the inadequacy in
immune system occurs as a result of vaccine, the other method for avoiding from MD is to breed the chickens that are
resistant to MD. In this study, ENO1, TPTI and RBBP4 genes in chickens were screened whether they played a role in
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resistance to MD by using allele-specific expression (ASE). The F, progeny of reciprocal intermatings between highly
inbred chicken line 6 (MD resistant) and line 7 (MD susceptible) were sampled for this study. RNA was isolated from
three organ tissues (Bursa fabricius, thymus and spleen) and the relative expression levels of each allele were monitored
by using pyrosequencing method. The results suggested that 7P71 and RBBP4 genes have the cis-acting regulatory
elements but these cis-acting elements do not play any role in conferring genetic resistance to MD.

Keywords: ENOI; TPT1; RBBP4; ASE; Pyrosequencing; Genetic resistance

1. Giris

Modern  hayvancilik  faaliyetleri  sayesinde,
tiketicilerin yiiksek kaliteli ve daha gilivenli
hayvansal {riinlere artan istekleri basariyla
karsilanabilmektedir. Tavukculuk endiistrisi de
bu egilimin yiksek seviyede gerceklestirildigi
bir hayvancilik faaliyetidir. Diger tiirlerle
kiyaslandiginda tavukguluktaki biiyiimenin ana
nedeni ekonomik degeri yiiksek olan ozelliklerin
1slahinda saglanan biiyiik ilerlemelerdir. Bu amacla,
son yillarda yapilan 1slah ¢aligmalari sonucunda
genetik potansiyeli daha iyi ticari tavuk hatlar1 elde
edilmistir (Havenstein et al 2003).

Hayvansal tiretimin arttirilabilmesi igin ¢esitli
hastaliklara karst direngli, gevre kosullarma uyum
saglamis, yiksek verimli hatlarin gelistirilebilmesi
gerekmektedir. Ticari tavuk hatlarmin gelistirilmesinde
bu hatlarin Marek Hastaligi (MH)’ na kars1 genetik
olarak direngli olmasi arzu edilmektedir. MH
tavukculukta ekonomik kayiplara neden olan en
onemli hastaliklarin basinda gelmektedir. MH,
Marek Hastalig1 Viriisi (MHV)’nden kaynaklanan,
kanserojen ve timor olusturan bir T hiicre lenfoma
hastaligidir (Marek 1907). Hastalik ozellikle
evcil tavuklarda goriilmesine ragmen g¢ok nadir
olarak hindi ve bildircinlart da etkileyebilmektedir
(Nair et al 2008). Bu hastalik periferal sinirlerde,
yumurtaliklarda, i¢ organlarda, gonadlarda, iriste,
kaslarda ve deride meydana gelen yapisal
bozukluklar, timorler ve Olim ile Kkarakterize
edilmektedir.

1970’lerden  beri MH, Oncelikli  olarak
civcivlerin asilanmasiyla kontrol altinda tutulmaya
calistlmaktadir. Ancak agilamaya ragmen MH’nin
neden oldugu yillik kayip, et ve yumurta {iretiminin
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azalmast sonucu diinya c¢apmnda milyarlarca
dolara ulagmaktadir (Purchase 1985). Asilama ile
MH belirtileri ve goriilme sikligi biiyilk oranda
azaltilmasmma ragmen MHV’nin ¢ogalmasi ve
yayilmasi engellenememekte ve olusan yetersiz
bagigiklik nedeniyle tehdit olmaya devam
etmektedir (Purchase & Okazaki 1971; Witter et al
1980; Schat et al 1981; Calnek 1998; Osterrieder et
al 2006). Asillama sonrast MHV’nin daha viriilent
hatlarinin periyodik olarak ortaya ¢ikist ile MH
kontrolii daha etkili ve yeni asilarin gelistirilmesini
zorunlu kilmaktadir (Schat et al 1991; Witter
1997). Bu nedenle hastaliklara karsi dayanikliliga
katk1 saglayan genlerin belirlenmesi ve bu genler
bakimindan seleksiyon yapilmasit zorunlu hale
gelmistir. Molekiiler genetik alanindaki gelismeler
sayesinde hastaliklara kars1 direncli olan genotipler
belirlenebilmektedir. Kantitatif 6zellik lokuslarmin
(QTL) ve tarimsal 6nemi olan 6zellikleri belirleyen
genlerin tanimlanmas1 ve markere dayali seleksiyon
(MAS) yoluyla hastaliklara karsi genetik direnci
artirmak miimkiin olabilecektir.

MH’ye karsi dayanikliliga katki sagladig
belirlenen ilk genler, B kompleksi olarak bilinen
ve tavuk bagisiklik sistemi ile iliskili olan major
histokompatibilite kompleks (MHC) genleridir
(Bacon & Witter 1994a; 1994b). Yapilan ¢alismalar
B?" alleline sahip tavuklarin MH’ye karsi daha
dayanikli oldugunu, B’, B’, B°, B”, B”, B” ve B%
allellerinin ise MH’ye karst duyarlilikla iligkili
oldugunu gosterilmistir (Cheng 2003). Aym1 B
haplotipine sahip tavuk hatlarinin MH’ye karst
dayanikliliklarinin  farkli oldugu tespit edilince
MHC olmayan genlerin de MH ile iligkili oldugu
anlagilmistir (Lee et al 1981). Yapilan c¢alismalar
sonucunda birgok QTL lokusunun MH’ye karsi
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dayanikliliklailiskili oldugu tespit edilmistir (Vallejo
etal 1998; Yonash etal 1999; Cheng etal 2007). QTL
lokuslarinin yani sira bazi genlerin de MH’ye kars1
dayanikliliga katki sagladig1 ortaya koyulmustur. ilk
olarak tavuklarda biiylime hormonu geninin (GH/)
MH’ye karst dayaniklilikla iligkili oldugu tespit
edilmistir (Liu et al 2001). Daha sonra kok hiicre
antijeni 2 (SCA2 veya LY6FE) geninin tavuklarda
MHYV enfeksiyonundan sonra tiimérlerin olugma
oran1 ve tiimorlerin hayatta kalabilme o6zellikleri
ile iliskili oldugu tespit edilmistir (Liu et al 2003).
CD79B geninin MHV enfeksiyonuna yanit veren bir
cis-acting mekanizmasina sahip oldugu ve biiyiime
hormonu geni (GH]) ile birlikte MH’ye kars1 direng
olusturmada rol aldig1 ortaya konulmustur (Meydan
et al 2011). RNA dizilemesi sonucunda 3773 gende
bulunan 1089 SNP’nin MHV enfeksiyonundan
sorumlu oldugu belirlenmistir (MacEachern et al
2012). Son olarak da yumurtact tavuklarda 434,
broylerde ise 548 genin MHV enfeksiyonundan
sonra ekspresyon seviyelerinin degistigi ortaya
konulmustur (Perumbakkam et al 2013).

Son yillarda Allele Ozgii Ekspresyon (ASE)
olarak adlandirilan bir teknik dikkat cekmekte olup,
bu teknik ile heterozigot olduguna karar verilmis
SNP bolgeleri igin her allellin ekspresyon seviyesi
Olciilebilmektedir. Herhangi bir gende allele
Ozgli farkli ekspresyon gozlemlendiginde allelik
varyasyon cis-acting etkinin yansimasi oldugundan
(Stamatoyannopoulos 2004), o gen igin polimorfik
bir cis-acting elementinin mevcut oldugu rahatlikla
sOylenebilir. Aslinda bu durum ASE yaklagiminin
esasini olusturmaktadir. Ciinkii her iki allel de bir
diploid hiicrede yer aldigindan, alleller arasindaki
farkli ekspresyon seviyesi mutlaka bir cis-acting
elementin etkisine bagli olmalidir (Cheung et al
2010; MacEachern et al 2012).

ENOI geni enolaz enziminin izoenzimlerinden
olan o-enolaz enzimini kodlamaktadir. o-enolaz
genellikle olgun dokularda bulunmaktadir. ENOI
geni ayrica T ve B hiicreleri gibi hematopoetik
(kan yapict) hiicrelerin yiizeyinde bulunmaktadir.
ENOI ekspresyonu ile tiimor olusumu arasindaki
dogrudan iligki nedeni ile ENOI, bircok kanser
ve norolojik hastalik i¢in tanimlayici bir marker

olarak Onerilmektedir (Tanaka et al 1995). MHV
proteinleri ile tavuk proteinlerinin etkilesimini
ortaya koyan c¢aligmalar sonucunda o-enolaz ile
MDV004 proteininin (136 amino asitten olusan bir
MHYV proteini) etkilesime girdigi belirlenmis ve
MH’ye kars1 dayaniklilik ile ilgili aday gen olarak
gosterilmistir (Niikura et al 2004).

TPT! geni, TCTP proteininin sentezinden
sorumludur. TCTP proteininin biyolojik aktivitesi
hiicre biiylimesi ve farklilagmast ile iligkilidir
ve kanser hiicre hatlarinin mitogenik aktivitesi
ile baglantilidir. Ayrica TCTP’nin B hiicresi
bliyime faktorii gibi davranma 6zelligi oldugu
da bildirilmektedir (Yubero et al 2009). MHV
proteinleri ile tavuk proteinlerinin etkilesimini
ortaya koyan calismalar sonucunda TCTP proteini
ile R-LORF12 proteininin (115 amino asitten olugan
bir MHV proteini) etkilesime girdigi belirlenmis ve
MH’ye kars1 dayaniklilik ile ilgili aday gen olarak
gosterilmistir (Niikura et al 2004).

RBBP4  geni  retinoblastoma  baglanma
proteini  4’i  kodlamaktadir.  Retinoblastoma,
retina hiicrelerinde hizli sekilde gelisen bir
kanserdir. Ayrica, bu protein hiicre ¢ogalmasi icin
retinoblastoma  proteinine dogrudan baglanan
birg¢ok hiicre proteinin i¢inde yer almaktadir (Neer
et al 1994). MHV proteinleri ile tavuk proteinlerinin
etkilesimini ortaya koyan caligmalar sonucunda
RBBP4 proteini ile USI proteininin (179 amino
asitten olusan bir MHV proteini) etkilesime girdigi
belirlenmis ve MH’ye karst dayaniklilik ile ilgili
aday gen olarak gosterilmistir (Niikura et al 2004).

Bu calismada, timor olusumu ile ilgili olan ve
MH’ye karsi dayanikliligin belirlenmesine yonelik
calismalar i¢in aday gen olarak gosterilen ENOI,
TPTI ve RBBP4 genleri lizerinde bulunan 5 farkli
SNP’teki allellerin ekspresyon seviyesi farkliliklari,
pirosekanslama teknigi ile belirlenmistir. Allellerin
ekspresyon seviyesi farkliliklaria bakilarak MHV
infeksiyonuna cevap veren cis-acting elementlerin
bulunmas1 ve dolayisiyla MH’ye kars1 direnglilige
katki saglayan genlerin tespit edilmesi bu calismanin
amacini olusturmaktadir.
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2. Materyal ve Yontem

2.1. Canli materyal ve ornekleme

Arastirmanin materyalini, Amerika Tarim Bakanlig1
(USDA), Kanatli Hastaliklar1 ve Kanser Laboratuvari
(ADOL) biinyesinde bulunan kiimeslerde akrabali
yetistirilmis MH’ye dayanikli (hat 6) ve duyarli (hat
7) hatlarin resiprokal melezlenmesi sonucunda elde
edilen F, dolleri olusturmustur. Hat 6 (¢) X hat 7
(&) giftlestirmesinden 60 tavuk, hat 7 (9) X hat 6
(&) ¢iftlestirmesinden 60 tavuk olmak iizere toplam
120 F, tavugu materyal olarak kullanilmistir. Hem
hat 6 (?) X hat 7 (&) hem de hat 7 (?) X hat 6 ()
ciftlestirmeleri sonucunda elde edilen F, ddllerinin
yarist (30 tavuk) kontrol grubu olarak ayrilmis,
diger yarisma (30 tavuk) ise 2 haftalik yastayken
2000 pfu JM hattt MHV enfekte edilmistir. Her
bir muamele grubundan 6 tavuk MHV enfekte
edildikten sonra farkli zaman noktalarinda (1., 4.,
11. ve 15. giinlerde) CO, uygulamast ile 6ldiiriilmiis
ve Bursa fabricius, timus ve dalak organlar
alimarak RNAlater (Ambion, Austin, TX) igerisine
konulmustur. Uzerinde durulan  SNP’lerdeki
allellerin  6ncelikle MHV cogalmasinda erken
sitolitik donem olan 4. giin ve MHV ¢ogalmasinda
ikinci sitolitik donem olan 15. giindeki ekspresyon
seviyeleri belirlenmistir. ENOI, TPT1-1, TPTI-2 ve
RBBP4-1 genlerinde bulunan allellerin ekspresyon
seviyelerinde 4. ve 15. glinlerde énemli farkliliklar
gozlenmedigi i¢in 1. ve 11. giindeki ekspresyon
seviyeleri verilmemistir. Ancak RBBP4-2 geninde
bulunan allellerin ekspresyon seviyeleri 4. ve 15.
giinde 6nemli farkliliklar gosterdigi ig¢in 1. ve 11.
giindeki ekspresyon seviyeleri de sunulmustur.
Tavuklarin Orneklenmesi ve yapilan her tirli
islem, Kanath Hastaliklar1 ve Kanser Laboratuvari
protokolleri dogrultusunda uygulanmustir.

2.2. RNA izolasyonu ve cDNA elde edilmesi

Bu calisma kapsaminda Bursa fabricius, timus
ve dalak organlarindan RNA izolasyonu, RNA
Miniprep Kit (Stratagene, Santa Clara, CA)
kullanilarak gergeklestirilmistir. RNA o6rnekleri
kullanilincaya kadar 4 °C’de muhafaza edilmistir.

Elde edilen RNA’nin miktar ve kalitesi Agilent
Bioanalyzer 2100 kullanilarak dl¢iilmiistiir.

RNA orneklerinden ¢cDNA elde edilmesi icin
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA) kullanilmistir.
RNA’dan cDNA elde edilip edilmedigi, edildiyse
kontaminasyon olup olmadig1 standart kontrol
geni olarak kullanilan Beta-Actin geninin PCR’da
cogalip ¢ogalmadigina bakilarak saptanmistir. Elde
edilen cDNA’lar, PCR ve pirosekanslama iglemine
kadar 4 °C’de muhafaza edilmistir.

2.3. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve
pirosekanslama

Bu ¢alismada tiimér olusumu ile ilgili olan ve
MH’ye kars1 dayanikliligin belirlenmesine yonelik
calismalar i¢in aday gen olarak gosterilen 7PT/
ve RBBP4 genleri igin 2 SNP, ENOI geni igin
ise 1 SNP olmak iizere toplam 5 SNP iizerinde
durulmustur . Bu SNP’lerde T ve G (ENOI), Ave G
(TPTI1-1),Ave T (TPTI-2),Cve T (RBBP4-1)ile C
ve A (RBBP4-2) allelleri bulunmaktadir. Elde edilen
cDNA’larda bulunan séz konusu SNP’leri igeren
bolgeler Cizelge 1°de verilen ileri (forward) ve ters
(reverse) primerler kullanilarak PCR ydntemiyle
gogaltilmigtir. Cizelge 1’de verilen primerler, bu
¢alisma i¢in Pyrosequencing Assay Design Software
(version 1.0; Biotage, Uppsala, Sweden) programi
kullanilarak tasarlanmistir. Her bir SNP bolgesi icin
elde edilen PCR iirtinii, SNP’lerin ilgili genlerdeki
niikleotit pozisyonu ve referans dizilere ait GenBank
erisim numaralart Cizelge 2’de verilmistir.

cDNA’larda iizerinde durulan bolgelerin PCR
ile ¢ogalip cogalmadigi kontrol edildikten sonra
pirosekanslama iglemine ge¢ilmis ve Cizelge
I’de wverilen dizileme primerleri kullanilmistir.
Pirosekanslama islemi igin PSQ™ 96MA System
(Biotage, Uppsala, Sweden) cihazi ve {retici
firmadan temin edilen PSQ™ 96 SNP Reagent Kit
(Biotage, Uppsala, Sweden) kullanilmis ve elde
edilen sonuglar PSQ™ 96MA Software (version
2.1; Biotage, Uppsala, Sweden) programi ile
degerlendirilmisgtir.
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Cizelge 1- PCR ve pirosekanslama icin kullanilan ileri, ters ve dizileme primerleri

Table 1- Forward, reverse and sequencing pirmers used for PCR and pyrosequencing

Gen Ileri (forward) primer Ters (reverse) primer Dizileme (sekans) primeri
ENOI AAGGGCAGCTGAAGGAAAAA CCACACAAAACCCCACTGAGAC GAGAGGACCTGCAAACT
TPTI-1 GACAGAGGGTCAAATTGATGACT CTTGTACGACTCTTTTGTGAAGC GGTTTATCACTATATCCACA
TPTI-2 CGGCAATGTTTAACAACTGACT TTAGACAACCTACATGACAGATGG  ATTTGGAGTGGAGGC
RBBP4-1  TCTTTCAATCCCTACAGTGAGTTT ATAGTTTCATTGTGGGGAGACC GGTTCCTCAAGTCCCA
RBBP4-2  TGGGGCCACAAAGTTGTAAAGG  CAGTTTGCCCACGTCTCATTTACT CCAGCGATGTACCAC

Cizelge 2- Her bir SNP bélgesi icin elde edilen PCR
iiriinii, SNP’lerin niikleotit pozisyonu ve referans
dizilerin GenBank erisim numaralari

Table 2- The PCR product of each SNP region,
nucleotide position of SNPs and GenBank accession
numbers of the reference sequences

Gen PCR SNP GenBank erigim
tirtinii pozisyonu numarasi
ENOI 147 bg 1440 NM_ 205120
TPTI-1 154 be 275 NM 205398
TPTI-2 129 be 749 NM 205398
RBBP4-1 158 bg 976 NM 204852
RBBP4-2 124 bg 2188 NM 204852

2.4. Istatistik analizler

Kontrol ve MHV enfekte F  gruplari arasindaki
ve ciftlestirme kombinasyonlart arasindaki farkin
karsilastirilmasinda  t-testi, organlar arasindaki
farklarin  karsilastirilmasinda  varyans  analizi
teknigi kullanilmistir. Varyans analizi sonucunda
farkli gruplarin belirlenmesinde ise Tukey testi
kullanilmustir.

3. Bulgular ve Tartisma

RNA izolasyonu sonucunda izole edilen RNA
molekiillerinin  ortalama ve standart hatasi
292.4426.8 ng pL! olarak hesaplanmis olup izole
edilen RNA molekiillerine ait RIN (RNA integrity
number) degerleri 7.5 ile 10 arasindadir. Kontrol
amacli Beta-actin geninin PCR ile g¢ogaltilmasi
islemi sonucunda, sadece elde edilen cDNA’larda
amplifikasyon meydana gelmis, NT, No-RT ve

NT-PCR negatif kontrol drneklerinde herhangi bir
¢ogalma olmamistir (Sekil 1). Bu durum cDNA
elde edilmesi sirasinda herhangi bir problemle
karsilasilmadigimi ve kontaminasyon olmadigim
gostermektedir. Elde edilen cDNA’larda yapilan
PCR sonucunda, tzerinde durulan ENOI, TPTI
ve RBBP4 genlerindeki SNP bdlgelerine ait PCR
iiriinleri Sekil 2’de goriilmektedir.

M 1 2 3 4 5 6 NT No NT gDNA

RT PCR

Sekil 1- Beta-Actin genine ait PCR iiriinlerinin
% 2'lik agaroz jelde kontrol edilmesi;1-6 numaral
ornekler: RNA’dan elde edilen ¢cDNA ornekleri;
NT, cDNA elde edilmesi sirasinda tiipe herhangi bir
RNA ornegi koyulmayan negatif kontrol ornegi;
No-RT, cDNA elde edilmesi sirasinda Reverse
Transkriptaz enzimi koyulmayan negatif kontrol
ornegi; NT-PCR, PCR islemi sirasinda herhangi bir
c¢DNA ornegi koyulmayan negatif kontrol drnegi,
M, 100 b¢ DNA ladder

Figure 1- Checking of PCR products belonging to
Beta-actin gene on 2% agarose gel; line 1-6: cDNA
samples converted from RNA; NT, negative control
sample containing no RNA template during the
c¢DNA obtaining, No-RT, negative control sample
containing no Reverse Transcriptase enzyme during
the cDNA obtaining; NI-PCR, negative control sample
containing no ¢cDNA sample during PCR; M, 100 bp
DNA ladder

Tarim Bilimleri Dergisi — Journal of Agricultural Sciences

21 (2015) 449-458 453



Tavuklarda Marek Hastaligi'na Karsi Direncli Genlerin SNP Genetik Markerlerinden Yararlanilarak Belirlenmesi, Meydan et al

M ENO1

TPT1-1 TPT1-2 REEP4-1 REEP4-2

Sekil 2- ENO1, TPT1 ve RBBP4 genlerinde bulunan
SNP bélgelerine ait PCR iiriinleri

Figure 2- PCR products of the SNPs regions in ENOI,
TPT1 and RBBP4 gene

Uzerinde durulan bdlgelerin PCR ile ¢ogaltildig
belirlendikten sonra pirosekanslama islemine
gecilmis ve ENOI, TPT] ve RBBP4 genlerinde
bulunan allellerin ekspresyon seviyeleri izlenmistir.
Arastirma materyali dayanikli ve duyarli tavuk
hatlarinin F, délleri oldugu i¢in her bir SNP bolgesi
heterozigot durumdadir ve DNA molekiiliinde bu
allellerin nispi frekans1 % 50 : % 50’dir. Arastirma
materyali RNA’dan elde edilen cDNA oldugu
icin bu allellerin ekspresyon seviyeleri cis-acting
mekanizmasinin oldugu durumlarda degisebilir.
Daha once yapilmis calismalar (Cowles et al 2002;
Yan et al 2002; Bray et al 2003; Serre et al 2008),
allellerin ekspresyon seviyeleri arasinda 1.5 kat
(% 40 : % 60) veya daha fazla farklilik oldugunda
burada kesin bir cis-acting mekanizmasinin
varligindan bahsedilebilecegini ortaya koymustur.
Dolayistyla allellerin oranlart 1.5 kat veya daha
fazla degisiyor ise burada cis-acting element
bulundugu ve allellerin ekspresyon seviyeleri
arasinda biyolojik bir farkliligin oldugu séylenebilir.
Cis-acting  elementlerin  etkiledigi  allelerin
ekspresyon seviyeleri, MHV enfeksiyonundan
sonra degisiyorsa, bu genin MH’ye karst direng
olusturmada rol oynadig1 disiiniilir.

Pirosekanslama sonuglarina gore, hem kontrol
hem de MHV enfekte edilmis gruplarda, her
bir ciftlestirme kombinasyonu, organ ve zaman
noktasinda iizerinde durulan SNP’lerden T ve G
(ENOI), A ve G (TPTI-1) ile C ve T (RBBP4-1)
allellerinin ekspresyon seviyeleri arasinda biyolojik
acidan herhangi bir farklilik goriilmemistir (Cizelge

3). Ayrica her bir giftlestirme kombinasyonu, zaman
noktast ve organ bakimindan, kontrol ve MHV
enfekte edilmis F  gruplar arasinda bir farklilik
tespit edilmemistir. Yani MHV enfeksiyonunun
allellerin ekspresyon sevileri iizerine herhangi bir
etkisinin olmadigi, dolayisiyla bu allellerin MH ile
iliskili olmadig1 ortaya koyulmustur.

TPTI genindeki T ve A (TPTI-2) allellerine
ait ekspresyon seviyeleri arasinda bazi organ ve
zaman noktalarinda biyolojik farkliliklar (1.5 kat
civari) tespit edilmistir. Hat 6 (?) X hat 7 (&)
ciftlestirme kombinasyonundan 4. gilinde alinan
timus organindan elde edilen cDNA’da, bu allellerin
ekspresyon seviyeleri kontrol grubu igin % 39.1 T :
% 60.9 A, MHV enfekte edilmis grup igin ise
% 39.3 T : % 60.7 A olarak tespit edilmistir. Ayrica
hat 7 (9) X hat 6 (&) giftlestirme kombinasyonundan
15. giinde alinan dalaktan elde edilen cDNA’da, bu
allellerin ekspresyon seviyeleri kontrol grubu igin
% 399 T : % 60.1 A, MHV enfekte edilmis grup
icinise % 37.9 T : % 62.1 A olarak tespit edilmistir
(Cizelge 3). Bahsi gecen alleller arasindaki bu
farkliliklar 1.5 kat civarindadir. Dolayisiyla bu gen
icin bir cis-acting element bulundugu sdylenebilir.
Ancak kontrol ve MHV enfekte edilmis F, gruplar
arasinda bir farklilik goériilmemis, yani MHV enfekte
edilmesi T veya A allelinin ekspresyon seviyesini
degistirmemistir. Bu sonuglara gore; TPT1 geni
icin bir cis-acting mekanizmasi oldugu, ancak bu
mekanizmanin MH’na kars1 direng olusturmada rol
oynamadigi ortaya ¢ikmaktadir.

RBBP4 genindeki C ve A (RBBP4-2) allellerine
ait ekspresyon seviyeleri arasinda da bazi organ ve
zaman noktalarinda biyolojik farkliliklar (1.5 kat
veya fazlasi) tespit edilmistir. Hat 7 () X hat 6 (&)
ciftlestirme kombinasyonundan 15. giinde alinan
Bursa fabricius organindan elde edilen cDNA’da,
bu allellerin ekspresyon seviyeleri kontrol grubu
i¢in % 35.6 C : % 64.4 A, MHYV enfekte edilmis grup
icin ise % 35.7 C : % 64.3 A olarak tespit edilmistir.
Ayrica yine hat 7 () X hat 6 (&) ciftlestirme
kombinasyonundan 15. giinde alinan timustan
elde edilen cDNA’da, bu allellerin ekspresyon
seviyeleri kontrol grubu i¢in % 36.4 C : % 63.6
A, MHV enfekte edilmis grup igin ise % 35.6 C :

454

Tarim Bilimleri Dergisi — Journal of Agricultural Sciences

21 (2015) 449-458



Identification of the Genes that Confer Genetic Resistance to Marek’s Disease in Chicken Using SNP Markers, Meydan et al

Cizelge 3- Enfekte edilmemis ve MHYV ile enfekte edilmis hat 6 (?) X hat 7 (&) ve hat 7 (?) X hat 6 () F,
dollerinde Bursa fabricius, timus ve dalak icin ENOI1, TPTI1-1, TPT1-2, RBBP4-1 ve RBBP4-2 genlerine ait
allellerin degisik zaman noktalarindaki ekspresyon seviyeleri (%)

Table 3- The expression levels of alleles (%) of the ENOI, TPTI-1, TPT1-2, RBBP4-1 and RBBP4-2 genes in the

Bursa fabricius, thymus, and spleen at various time points in uninfected and MDV-infected line 6 (?) X line 7 (3)
F,and line 7 (Y) X line 6 (3) F, progeny

. hat6(Q)Xhat7(<§)F1 hat6(Q)Xhat7(<§)F1
i Bursa Timus Dalak Bursa Timus Dalak
%G %T %G %T %G %T %G %T %G %T %G %T
ENOI 4U 554 446 523 477 495 505 51.6 48.4 52.5 475 484 51.6
41 533 467 524 476 505 495 52.9 47.1 51.6 484 492 508

15U 512 488 51.5 485 51.0 49.0 52.5 475 510 49.0 469 53.1
151 544 456 495 505 489 511 53.1 47.0 526 474 481 5109

%A %G %A %G %A %G %A %G %A %G %A %G

TPTI-1 4U 575 425 548 452 552 448 56.6 434 580 421 563 437
41 579 422 541 459 564 43.6 56.0 440 569 43.1 563 438

15U 565 435 547 453 556 445 57.3 427 563 437 578 423

151 578 422 575 425 565 435 56.0 440 569 43.1 56.1 439

%T %A %T %A %T %A %T %A %T %A %T %A
TPTI-2 4U 437 563 39.1* 60.9% 409 59.1 42.8 572 435 56.5 405 595
B 41 436 564 3934 60.7° 40.6 594 41.1 589 426 574 41.1 589

15U 455 545 439 561 41.0 59.0 41.5 585 413 58.7 39.9% 60.1°

IS 404 596 41.6 584 426 574 42.6 574 414 58.6 379 62.1°

%T  %C  %T  %C %T  %C %T %C %T %C  %T %C

RBBP4-1 4U 506 494 508 492 474 527 50.5 495 518 482 46.6 535
41 49.1 509 494 50.6 483 51.8 49.2 509 499 50.1 485 515

I5SU 497 503 512 488 465 53.6 48.3 51.7  48.0 520 473 527

151 492 508 489 51.1 477 523 50.9 49.1 477 523 48.0 520

A% C% A% C% A% C% A% C% A% C% A% C%
RBBP4-2 1U 53.0 47.0 506 494 51.8 482 50.6 495 497 503 503 49.7
11 48.1 519 46.0 540 510 49.0 52.1 48.0 509 49.1 502 498
4U 56.2 438 549 451 53.4  46.6 42.1! 57.0 422! 57.8 49.52 50.5
41 50.5 495 528 472 520 48.0 41.6' 584 429! 57.1 49.12 509
11U 51.7 484 469 532 513 487 50.8 492 512 48.8 53.8 46.2
111 512 48.8 479 52.1 52.1 479 51.2 48.8 509 49.1 484 516
15U  49.00 51.0 53.9* 46.1 50.8 49.2 356" 64.48 3641 63.65 51.32 487
151 45.1* 549 54.0* 46.0 477 523 35.74%  64.3% 35.6*°" 64.4°% 50.32 49.7
Biiyiik harfler, ayn ¢iftlestirme kombinasyonu, ayn1 organ ve ayni zaman noktasindaki siitunlarm (allellerin ekspresyon seviyelerinin)
biyolojik acgidan (1.5 kat) karsilastirilmast i¢in kullanilmustir. Kiigiik harfler ise ayni organ ve ayni zaman noktasinda ¢iftlestirme
kombinasyonlari bakimindan karsilastirilma igin kullanilmigtir. Ust simge olarak yazilan rakamlar, ayni giftlestirme kombinasyonu ve
ayni zaman noktasindaki organlarin karsilastirilmasi igin kullanilmistir. 1U, 1. giinde enfekte edilmemis kontrol grubu; 11, 1. giinde
MHYV ile enfekte edilmis grup; 4U, 4. giinde enfekte edilmemis kontrol grubu; 41, 4. giinde MHV ile enfekte edilmis grup; 11U, 11.
giinde enfekte edilmemis kontrol grubu; 111, 11. giinde MHYV ile enfekte edilmis grup; 15U, 15. giinde enfekte edilmemis kontrol
grubu; 151, 15. giinde MHYV ile enfekte edilmis grup

% 64.4 A olarak tespit edilmistir (Cizelge 3). Bahsi MHV enfekte edilmis ve edilmemis F, gruplart
gegen c¢iftlestirme kombinasyonu, organ ve zaman  arasinda herhangi bir farklilik gériilmemistir. Bu
noktalarinda, alleller arasindaki farkliliklar 1.5 durum RBBP4 genine ait cis-acting elementin
kattan daha fazla oldugu i¢in RBBP4 genine ait bir ~ MH’na kars1 direng olusturmada rol oynamadigini
cis-acting element bulundugu soylenebilir. Ancak  gostermektedir. C ve A (RBBP4-2) allellerinin
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ekspresyon seviyeleri hat 6 (2) X hat 7 (&) ve hat
7 (?) X hat 6 (3) ciftlestirme kombinasyonlari
bakimindan karsilastirildigi zaman, Bursa fabricius
ve timustan izole edilen RNA’larda allellerin
ekspresyon seviyeleri arasinda 15. giinde onemli
bir farklilik oldugu goriilmiistiir (P<0.05; Cizelge
3). Ayrica hat 7 () X hat 6 () ciftlestirmesinin
kontrol ve MHV enfekte edilmis F, gruplarinda 4.
ve 15. gilinlerde alllellerin ekspresyon seviyeleri
Bursa fabricius ve timustan izole edilen RNA’larda
birbirine benzerlik gosterirken, dalakta farklilik
gostermistir (P<0.05; Cizelge 3). Bu farkliligin
nedeni Bursa fabricius ve timusun dalaga gore daha
yiliksek seviyede B hiicresi ve T hiicresi igermesi,
4. glinlin MHYV ¢ogalmasinda erken sitolitik donem
olmast ve 15. giinlin MHV c¢ogalmasinda ikinci
sitolitik donem olmasi ile a¢iklanabilir.

ASE ile ilgili olarak yapilan oncii ¢aligmada
CEPH familyasina ait 96 hiicre hattinda bulunan
13 genden 6’sinda allellerin 6nemli Slglide farkll
eksprese edildigi (1.3 ile 4.3 kat) bulunmustur (Yan
et al 2002). Bray et al (2003) tarafindan yapilan
calismada hiicre hatt1 yerine insan beyni dokusu
kullanilmis ve g¢alisilan 15 genden 7’°sinde allellerin
onemli ol¢iide farkli eksprese edildigi bulunmustur.
ASE ile ilgili bagka bir c¢alismada ise akrabali
yetistirilmis 4 farkli fare hattindan 2 set F| dolleri
elde edilmis ve 69 gen degerlendirildikten sonra,
4 gende bulunan allellerin 6nemli Slglide farkli
eksprese edildigi (1.5 kat veya daha fazla) ortaya
konulmustur (Cowles et al 2002). ASE yaklasimi
ile 80 insanin genomu kullanilarak yiiriitiilen bagka
bir ¢calismada ise 1380 gen iizerinde bulunan 2968
SNP’teki allellerin ekspresyon seviyeleri tespit
edilmis ve 2 allel arasinda 1.5 kat (% 60 : % 40)
veya daha fazla farklilik oldugunda kesin bir cis-
acting mekanizmasi oldugu ortaya konulmustur
(Serre et al 2008). Bu caligmada da kontrol ve MHV
enfekte edilmis F gruplari igin bazi giftlestirme
kombinasyonu, organ ve zaman noktalarinda, 7P7-
2 ve RBBP4-2 genlerinde bulunan SNP’lerdeki
allellerin 6nemli Ol¢iide farkli eksprese edildigi
(1.5 kat veya daha fazla) ve bu genler icin birer cis-
acting mekanizmasi oldugu ortaya konulmustur

4. Sonuclar

Dayanikliliga katk1 saglayan genlerin
belirlenmesiyle MH’ye karst direngli bireylerin
gelistirilmesine yonelik c¢aligmalar hizla artmigtir.
Ozellikle son yillarda ASE goriintiilenmesinin
hastaliklara kars1 direng olusturmaya katki saglayan
genlerin belirlenmesi i¢in gilivenilir ve etkili bir
yontem oldugu kanitlanmistir. Bu c¢alismada da
pirosekanslama yontemi ile her bir allelin ekspresyon
seviyesine (ASE) bakilarak MHV infeksiyonuna
cevap veren cis-acting elementlerin bulunmasi
amaglanmistir. BOylece tiimor olusumu ile ilgili
olan ve MH’ye kars1 dayaniklilik ile ilgili aday gen
olarak gosterilen 7PT1, ENOI ve RBBP4 genlerinin
tavuklarda MH’ye karst direng olusturmaya
katki saglayan genler arasinda degerlendirilip
degerlendirilemeyecekleri iizerinde durulmustur.
Sonu¢ olarak TPTI ve RBBP4 genlerinin cis-
acting elemente sahip oldugu, ancak bu cis-acting
elementlerin MH’ye kars1 direng olusturmada rol
oynamadig belirlenmistir.
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