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ONSOZ

Diinya ekonomisi ve insan saglig1 agisindan en onemli kriterlerin basinda tarim ve
hayvancilik endiistrilerinin geldigi bilinen bir gergektir. Tarih boyunca insanoglu
hayvan sagliginin korunmasi, gelistirilmesi ve verimliliklerinin artirilmas1 amaciyla
genetik ozellikleri yliksek canlilarin liretilmesine yonelmistir.

Hastaliklara kars1 genetik direngli hayvanlarin 1slah1 ve seleksiyonu ile ¢iftlik
hayvanlarimin saghk statiileri gelistirilmekte ve verim artis1 saglamaktadir.
Hastaliklara kars1 genetik direncin artmasi kullanilan ilag ihtiyacin1 azaltmakta,
iiretim maliyetlerini diistirmekte ve ilaglara direngli patojenlerin ortaya ¢ikmasini
geciktirmektedir. Genetik direncin seviyesinde olusan bir artig siiriiniin tamaminin
korunmasi anlamina gelmektedir. Kolay iiremeleri ve ¢abuk yetistirilmeleri agisindan
ozellikle tavuklar, verim ozelliklerinin gelistirilmesi amaciyla seleksiyon, 1slah ve
genetik ¢aligmalarda siklikla kullanilmaktadir.

Tiirkiye, sahip oldugu gen kaynaklar1 yoniinden diinyanin en zengin
tilkelerinden birisidir. Ancak, yerli tavuk 1rklar ile ilgili yapilan genetik ¢aligmalar
az sayidadir. Bu calismada, MHC gen bdlgesindeki DNA polimorfizmi yardimi ile
Tiirkiye yerli tavuk irklarindan olan Denizli ve Gerze tavuk irklarmm bir dlgiide
genetik yapilar1 belirlenmeye calisilmistir. Ayrica, ipek yolu iizerinde yer alan ve
Asya ile Avrupa arasinda bir koprii konumunda bulunan Anadolu’ daki tavuk irklari
ile ticari tavuklar arasindaki genetik iligkiler incelenmeye calisiimistir.

Tez konusunun belirlenmesinde, laboratuar calismalarimda ve her alanda
gostermis oldugu yardimlarindan ve desteklerinden dolayi, doktora tez danigsman
hocam Yrd. Dog. Dr. Metin ERDOGAN’a tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Doktora
ogrenciligim boyunca benden yardimlarini esirgemeyen Dog. Dr. Cevdet UGUZ ve
Dog. Dr. Mine DOSAY AKBULUT hocalarima tesekkiirlerimi sunarim. Orneklerin
toplanmas1 asamasindaki yardimlarindan dolayr Denizli 11 Tarm Miidiirligi,
Samsun Veteriner Arastirma Enstitiisii ve Gerze Ilge Tarim Miidiirliigii ¢alisanlarina,
laboratuvar calismalarim esnasinda yardimlarini esirgemeyen Izmir Yiiksek
Teknoloji Enstitiisii, Biyoteknoloji ve Biyomiihendislik Merkezi Arastirma
Laboratuvar’ nda gorevli Evrim BALCI ve Ars. Grv. Mert SUDAGIDAN’a, her
tirli desteklerini benden esirgemeyen arkadaslarim Ars. Grv. Mustafa ESER’e,
Iskender ATAY a ve Nadide SEKMAN’a tesekkiirlerimi sunarim.



Ayrica buglinlere gelmemde biiyilk emek sahibi olan annem Hacer LENGER
basta olmak iizere, her tiirlii sikint1 ve zorluklar1 benimle paylasan ve her zaman bana
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1. GIRIS

1.1. Tavuklarin Kokeni ve Siniflandirilmasi

Kanatli hayvanlarin siiriingenlerden koken aldiklar1 varsayilmaktadir. Arkeolojik
kazilarda, gliniimiizden yiiz yada iki yliz milyon y1l 6nce yagsamis, her iki ¢cenesinde
disler bulunan, bedenleri pullar ile kapli, kuyruk ve kanatlarinda telekler olan, karga
ya da giivercin biiylikliigiindeki kanathi siirlingen hayvanlara (Archaeopterix) ait
fosiller bulunmustur. Bu hayvanlarin tiim kanatlilarin atasi oldugu goriisii yaygindir

(Aksoy, 1999).

Tavuklarin evciltilme tarihi kesin olarak bilinmemekle beraber, koyunlarin
evcillestirilmesiyle ayni zamana rastladigi samilmaktadir (Senkdyli, 2001).
Arkeolojik bulgular, bugiinkii evcil tavugun ilk olarak Giineydogu Asya’ da
evciltildigini gdstermektedir. Evcil tavuklarm M.O. 1400°li yillarda Cin ve
Hindistan’ da yetistirildigi, M.O. 600’lii yillarda Hindistan’dan Misir’a ve daha sonra
da Roma’ya gotiiriildiigii bildirilmektedir (Ak¢apinar ve Ozbeyaz; 1999; Erensayin,
2000; Senkdylii, 2001). Giineydogu Asya ormanlarinda yasayan Gallus gallus veya
Gallus bankiva (kirmizi orman tavugu), Gallus lafayetti (Seylan Orman Tavugu),
Galus sonnerati (gri orman tavugu) ve Gallus various’un (siyah veya yesil orman
tavugu) bugiin bilinen tavuk irklarinin meydana gelmesinde katkist oldugu veya
kokenini olusturdugu diisiiniilmektedir (Erensayin, 2000; Karabayir; 2007). Brahma,
Cochin ve Langshan gibi Asya tavuk irklariin atasi olarak ise Asil (Asael) ya da

Malaya (Malay) tavugu gosterilmektedir (Aksoy, 1999).

Evcil tavuk, zoolojik sistemde, omurgalilarin (vertebrata), kuslar (aves)
simifinin, tavukgiller (gallinacae) takiminin, siiliingiller (phasinidae) familyasinin,
tavuk (gallus) cinsinin, evcil tavuk (Gallus domesticus) tiiriinde yer almaktadir. Evcil
tavuklar diger gallus tiirlerinden, agizlarinda dis bulunmayisi ve baslarinda ibik

olmasi ile ayrilmaktadir (Aksoy, 1999; Erensayin, 2000).



Yabani tavuklar ile giiniimiizdeki evcil tavuklar arasinda verim ozellikleri
bakimindan biiyiik farkliliklar bulunmaktadir. Tavuk wrklarinin ortaya ¢ikmasinda
baslangicta tiiylerin rengi, ibik sekilleri, horozlarin o6tiisii ve doviiskenlikleri gibi
ekonomik olmayan Ozellikler ele alinmistir. Sanayi devrimiyle birlikte hayvancilik
isletmelerinde verimlilik; bakim, besleme, iiriinlerin islenmesi, hastaliklarla savas ve
pazarlama gibi alanlarda elde edilen yeni bilgiler uygulamaya konulmaktadir.
Genetik ve hayvan 1slahi1 alanindaki ilerlemelere paralel olarak, lokal hayvan
irklarindan kiltiir irklarina, tistin verimli soy ve hatlarin elde edilmesine, bu soy ve
hatlar arasinda yapilan birlestirmeler ile de {istliin verimli ve birérnek ticari hayvan

tiplerinin y1ginsal liretimine gecilmistir (Aksoy, 1999).

Tavuk 1rklar1 gelisim durumlarina (lokal yada yerli, gelistirilmis irklar yada
gecit rklari, kiiltiir 1rk1), ilk ¢iktiklar1 bolgeye (Asya, Akdeniz, Amerikan, Ingiliz,
lokal ve bantam), beden agirliklarina (hafif, orta ve agir), verim Ozelliklerine
(yumurtaci, kombine, et¢i, lokal ve bantam), ticari liretim sekline (etci, beyaz ve
kahverengi yumurtaci), saglik koruma, arastirma ve kontrol amact ile iretilmis

oluslarina gore alt1 farkli sekilde siniflandirilmaktadir (Aksoy, 1999).

1.2. Tiirkiye’deki Yerli Tavuk Irklar

Tiirkiye’nin 6nemli yerli tavuk 1rklar1 arasinda Denizli, Gerze, Hac1 Kadin ve Sultan

k1 yer almaktadir (Aksoy, 1999; Ertugrul, 2006; Kaplan, 2009).

1.2.1. Denizli Irka

Denizli ve yoresinden koken almaktadir. Ancak, giiniimiizde Anadolu’nun pek ¢ok
yerinde yetistirilmektedir. Denizli irk1 tavuk ve horozlarin teleklerinin rengi irk
ozelliklerini belirleme yoniinden 6nem tasimaktadir. Horozlarda viicudu orten tiiy ve
telekler siyah; boyun, sirt ve kanatta renkli (demir kir, pamuk kir, al ve siyah)
telekler bulunmaktadir (Kaplan, 2009; Soysal, 2010). Tavuklarin bazilarinin

boynunda goriilebilen eser miktarda renk disinda tamamen siyahtir. Balta ve giil



ibikli varyeteleri bulunmaktadir. Gaga yapisi erkeklerde uzun, kalin ve {ist gaga asagi
dogru egimli, koyu gri renktedir. Disilerde gaga yapist ise erkege gore kalinlig1 ve
egimi daha az, koyu gridir. Horoz ve tavuklarin burun delikleri kiiglik; kulaklar kisa
tiiylerle kapli, kulak loplar1 belirgin, kirmiz1 renkte ya da kirmizi iizerine beyazlik
olabilmektedir. incik, ayak derisi ve pullar1 agik veya ¢ok koyu gri, viicut derisi
beyazdir. Bacaklar yiiksek ve viicut iridir. Horozlar kuyruklarini dik tutmaktadir.
Hem disi hem de erkeklerin gozlerinin etrafinda siyah bir halka bulunmaktadir (Sekil
1.1). Bu 1k, 6zellikle horozlarinin giizel (davudi) sesi ve ¢ok uzun Otiisii (yaklasik

15-16 sn) ile tnlidir (Aksoy, 1999; Kaya, 2008; Soysal, 2010).

Civciv ¢ikim agirligmin 38.5 gram, ergin canli agirhiginin disilerde 1100,
erkeklerde 2050 gram, yumurta kabuk renginin beyaz, yumurta agirliginin 54 gram,
yillik ortalama yumurta veriminin 114 adet ve cinsel olgunluk yasinin 24-25 hafta
oldugu bildirilmistir (TAGEM, 2009; Soysal, 2010).

Sekil 1.1. Denizli Irki Tavuk ve Horoz (Anonim, 2011).

1.2.2. Gerze Irka

Sinop’un Gerze ilgesi ve cevresinden koken almaktadir. Viicut siyah tiiylerle

kaplhidir. Horozlarin parlak kuyruk tiiyleri 1sik altinda yesil-siyah bir goriinim



almaktadir. ibikleri catalli ve boynuza benzemektedir. Gaga yapisi orta uzunlukta,
giiclii ve gri tonlarindadir. Burun delikleri biliyiik ve gaga iizerine c¢ikintihidir.
Kulaklar kisa tiiylerle kapli, kulaklarin altinda her iki tarafta da belirgin beyaz kulak
kiipesi bulunmaktadir (Sekil 1.2.). Incik, ayak derisi ve pullar siyah, beden derisi
beyaz renktedir (Aksoy, 1999; Soysal, 2010).

Civciv ¢ikim agirhgmin ortalama 37 gram, ergin canli agirlhiginin disilerde
1100, erkeklerde 1850 gram, yumurta kabuk renginin beyaz, ortalama yumurta
agirhiginin 49 gram, yillik ortalama yumurta veriminin 88 adet ve cinsel olgunluk
yasinin 24-25 hafta oldugu bildirilmistir (TAGEM, 2009; Soysal, 2010).

Sekil 1.2. Gerze Irki Tavuk ve Horoz

1.2.3. Hac1 Kadin Irki

Orta Anadolu’ ya ait bir lokal 1rk oldugu, degisik varyetelerinin bulunmadigi, siyah
renkli, balta ibikli ve kiiclik bir viicudu yapisina sahip oldugu bildirilmektedir
(Aksoy, 1999). Ancak, Gerze’nin bir varyetesi olabilecegi ifade edilmektedir (Ertugrul,
2006).



1.2.4. Sultan Irka

Istanbul’dan koken alan bir wrktir. Siis amaciyla beslenen, cazip, ¢ekici goriiniislerinden
dolay1 ¢ok sevilen ve ender bulunan tavuk irklarindandir. Beyaz ve karisik renkli olmak

tizere 2 varyetesi bulunmaktadir (Aksoy, 1999).

Ibik ¢ok kiiciik ve V seklinde, gaga kisa ve burun delikleri biiyiiktiir. Basinda
kocaman bir tepelik olup yiizli de tiiylerle kaplidir. Sakal ve kulak loplar1 kiiciik ve
yuvarlak olup, kulak loplar1 tiiylerle ortiilidiir. Viicut kare seklinde olup bacaklar
ayrik ve ayaklarinda bes parmak bulunmaktadir. Ayak ve bacaklari da tiiylerle kapli,
deri beyaz, incik ve ayak derisi ile pullart arduaz mavisi, kulak loblar1 kirmizi, gozler

kizil doru renktedir (Aksoy, 1999).

Et ve yumurta veriminin diigiik, ortalama canli agirligin erkeklerde 2000 gr, disilerde
1500 gr, yamurta kabuk renginin beyaz, yamurta agirliginin 45 gr ve ortalama yillik yumurta
miktarinin 70 adet oldugu bildirilmistir (Ertugrul, 2006).

1.3. Major Doku Uyusum Kompleksi Molekiilleri ve Genleri

Bagisiklik sisteminin kendinden olan1 veya olmayani tanimasi i¢in gerekli olan doku
antijenlerini kodlayan gen bdlgesi, Major Doku Uyusum Kompleksi (Major
Histocompatibility Complex, MHC) olarak adlandirilmaktadir. MHC, biitiin
omurgalilarda bulunan, bagisiklikla ilgili ve bagisiklikla ilgili olmayan fonksiyonlar
olan ve doku uyumunda rol oynayan, bir grup gen olarak tanimlanmaktadir
(Trowsdale, 1995; Gruen, 1997; Giin; 2007; Worley, 2010; Bremdal, 2010). MHC
gen bolgesinde, bagisikliktan sorumlu ¢ok sayida genin yer aldigi gibi immun yanitla
ilgisi tanimlanmamis bazi genler de bulundugu bildirilmektedir (Snell, 1981; Temiz,
2005; Giin; 2007).

MHC proteinleri, ilk olarak doku ve organ nakillerinde belirlenen temel

antijenler olarak tanimlanmistir. Ayni (allograft) veya farkli tiirler (xenograft)



arasinda yapilan organ veya doku yamalar1 reddedilebilmektedir (Alberts, 2008;
Bremdal, 2010). Doku uyusum antijenleri olarak da bilinen bu molekiiller, immun
yanit sirasinda immun sistem hiicreleri arasindaki iligkinin kurulmasinda ve antijen
sunulmasinda 6nemli goérevler istlenmektedir (Salomonsen, 2005; Ahmed, 2007;
Hee, 2010; Chaves, 2010a; Worley, 2010). MHC genleri tarafindan kodlanan MHC
proteinleri, doku uyusum molekiilii olarak adlandirilan hiicre yiizey proteinlerinin en
onemlilerini olusturmaktadir. MHC, ilk olarak farelerdeki doku nakli esnasinda
belirlenmis ve H-2 antijenleri olarak adlandirilmistir. MHC, ikinci olarak tavuklarda
belirlenmistir (Lamont, 1989; Frangoulis, 1999; Alberts, 2008).

Her tiirde MHC gen bdlgesi farkli kromozom iizerinde bulunabilmekte, MHC
lokusundaki gen sayilar1 ve genlerin organizasyonu farkli olabilmektedir. MHC
genlerince kodlanan molekiillere verilen adlar da, tiirlere gore farklilik
gostermektedir. MHC molekiilleri insanda HLA, sigirda BoLA, koyunda OLA,
ke¢ide GLA, atta ELA, domuzda SLA, kopekte DLA, kedide FLA olarak
adlandirilmaktadir. Ancak, fareler i¢cin H-2, rat i¢in RT1 ve tavuklar i¢in B terimleri

kullanilmaktadir (Arda, 1994; Diker, 1998; Kelley, 2004; Bremdal, 2010).

MHC proteinlerinin ii¢ 6nemli 6zellige sahip oldugu bildirilmektedir. Ilk
olarak, MHC proteinleri, T hiicre aracili transplantasyon tepkimelerinde en fazla 6ne
cikan antijenlerdir. Ikinci olarak, T hiicrelerinin biiyiik bir cogunlugu yabanct MHC
proteinlerini tantyabilmektedir. Bunlarm % 0.001’den az1 tipik viral antijene tepki
verirken, % 0.1’ den fazlasi tek bir yabanct MHC antijenine yanit
olusturabilmektedir (Alberts, 2008). Son olarak da, MHC proteinlerini kodlayan
genlerden bazilari, omurgalilarda bilinen en fazla polimorfizmi gostermektedir

(Alberts, 2008; Chaves, 2010a).

MHC gen bolgesi Sif I, II ve III olarak gruplandirilmakta ve benzer
fonksiyona sahip bu gen boélgelerince smf I, II ve III MHC molekiilleri
kodlanmaktadir (Lamont, 1989; Kelley, 2004; Diizgiin, 2006).



Insanda MHC Simif I gen bélgesi HLA-A, HLA-B ve HLA-C olmak iizere ii¢
major proteini; MHC Sinif II gen bolgesi ise HLA-DR, HLA-DQ ve HLA-DP
proteinlerini kodlamaktadir (Sekil 1.3) (Dalva, 2004; Kierszenbaum, 2006; Giin,
2007).

Sekil 1.3. Insan Lokosit Antijen (HLA) Bélgesinin Gen Haritas1 (Dalva, 2004).

Molekiiler biyolojideki hizli gelismeler, Restriksyon Fragmani Uzunluk
Polimorfizimi (RFLP), Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), DNA Dizi Analizi ve
diger yontemlerin gelistirilmesi, genin tanimlanmasina ve haritalanmasina yardimci

olmaktadir (Giin, 2007).

1.3.1. MHC Sinif I Molekiil ve Genleri

MHC sinif T molekiilii, viicuttaki biitiin ¢ekirdekli hiicrelerde bulunmakta (Penny,
1999; Bremdal, 2010) ve endojen antijenlerin islenmesi ve sunulmasindan sorumlu
oldugu bildirilmistir. Siif I geni tarafindan kodlanan 40-45 kDa’ luk bir a zinciri ile
12 kDa’ luk Bp-mikroglobulin (B2.m) proteinden olusmaktadir (Sekil 1.4a ve Sekil
1.5). Bo-mikroglobulin zar1 kat etmedigi ve MHC gen kiimesinde yer almayan farkli
bir gen tarafindan kodlandigi bildirilmektedir (Lamont, 1989; Johnson, 2000). Sinif I
molekiilleri, sitoplazmik ve transmembrandz bilesenlerden meydana geldigi

belirtilmektedir (Choo, 1991; Ewald, 2004; Kaufman, 2008).



Alfa zincirinin zara en uzak olan iki N-ug¢ alan1 gen diizeyindeki polimorfizm
nedeniyle degisken aminoasitler icermektedir. Antijen baglanma bolgesi a-1 ve a-2
arasinda yer almakta ve bu alan peptidi baglayarak sitotoksik T hiicresine
sunmaktadir (Lamont,1989; Diizgiin, 2006; Alberts, 2008; Villanueva, 2010; Chaves,

2010). Sinif I molekiilleri la ve Ib olmak iizere iki kategoride incelenmektedir.
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Sekil 1.4. Sinif I ve Sinif I MHC Proteinleri (Alberts, 2008).

1.3.1.1. MHC Sinif Ia Molekiil ve Genleri

MHC sinif la molekiilleri viicuttaki tiim ¢ekirdekli hiicreler iizerinde yer almaktadir.
Lenfosit ve makrofajlar iizerinde yogun, iskelet kas1 ve diiz kas gibi baz1 dokularda
¢ok az bulundugu veya hi¢ bulunmadigi belirtilmektedir (Diker, 1998; Johnson,
2000).

Doku transplantasyonlarindaki doku reddi olaylar1 c¢ogunlukla simif la
molekiillerine karst olusan immun yanittan kaynaklandigr icin, bunlara
transplantasyon antijenleri de denmektedir. Tiim sinif la molekiillerinin iki peptid
zincirinden olustugu ve tiim memelilerin iki veya li¢ adet MHC Sinif la gen lokusuna

sahip ve ¢ok polimorfik oldugu bildirilmistir (Johnson ve ark., 2000).



1.3.1.2. MHC Simif Ib Molekiil ve Genleri

MHC Sinif Ib lokusundaki genler tarafindan kodlanan ve polimorfik olmayan MHC
siif I molekiilleridirler. Siif Ib molekiilleri, regiilator ve olgunlasmamis lenfositler
ile hematopoetik hiicreler lizerinde bulunmaktadir. Bunlarin molekiiler yapisi, Sinif la
ve CD1 molekiillerine benzemekte ve antijen baglanma bolgesi icermektedir (Diker,

1998).

1.3.2. MHC Sinif II Molekiil ve Genleri

MHC simif II genleri, antijen sunan hiicrelerin {izerinde bulunan MHC sinif II
molekiillerini kodlamakta, ekzojen antijenlerin islenmesi ve sunulmasindan
sorumludurlar (Lamont, 1989; Penny, 1999; Bremdal, 2010). Sinif | MHC proteinleri
gibi, sinif 11 MHC proteinleri de zara yakin, korunmus iki Ig benzeri alanlar1 ve zara
uzak iki polimorfik N-u¢ alanlariyla bir heterodimer yapist gostermektedir. MHC
kiimesindeki genler tarafindan kodlanan bu proteinlerdeki iki zincir (a0 ve ) zari
gegcmektedir (Sekil 1.4b ve Sekil 1.5). iki polimorfik alan, bir peptidi baglayarak
yardimct T hiicrelerine sunmaktadir. Cogunlukla B lenfositler, uyarilmig T
lenfositler, makrofajlar, dendritik hiicreler ve langerhans hiicreleri {izerinde

bulunmaktadirlar (Alberts, 2008; Bremdal, 2010; Singh, 2010b; Li, 2010).

Lipid/Glikolipid
veya Lipopeptid

Peptit (8-10 aa)

T—

E

MHC Sinif | CD1 MHC Sinif i

Peptit (>10 aa)

7

Sekil 1.5. MHC Sinif I, Simif IT ve CD1'" in molekiiler yapilar1 (Porcelli, 2005).
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Boliinen hiicrelerde ve 6zel sitokinler ile uyarilmis hiicrelerde sinif II molekiil
yogunlugu artmaktadir. Bir hiicrenin iizerinde fazla sayida simif II molekiilii
bulunmasi, o hiicrenin antijen sunma fonksiyonu oldugunu gostermektedir. Ekzojen
antijenlerin islenmesi ve sunulmasindaki rollerinden dolayi, simif II molekiillerine
immuniteyle iliskili antijenler (la antijenleri), genlerine immun yanit genleri (Ir

genleri) olarak da isimlendirilmektedir.

MHC sinif II molekiilleri a ve B polipeptid zincilerinden olugsmakta ve sirasiyla
34 kDA ve 29 kDA agirliginda olan transmembran glikoproteinleridir. Herbir zincir
al, a2 ve Bl, B2 olarak iki domen icermektedir. Antijen baglayan bolge al ve Bl
arasindaki alandan olusmakta ve bu bolgedeki aminoasit dizileri polimorfizm
gostermektedir (Lamont,1989; Johnson ve ark., 2000; Ahmed, 2007; Kaufman, 2008;
Bremdal, 2010).

MHC smif II molekiillerinin o ve B zincirleri ayri genler tarafindan
kodlanmaktadir. Alfa zincirini kodlayan genler A harfi ile, beta zincirini kodlayan
genler B harfi ile gosterilmektedir. Insanlarda, Sinif II bolgesinde yer alan DR, DQ
ve DP bolgeleri sirasiyla DRA ve DRB, DQA ve DQB, DPA ve DPB olarak
ayrilmaktadir. MHC sinif II molekiillerinin de MHC sinif I molekiilleri gibi yiiksek
polimorfizme sahip oldugu bildirilmektedir (Diker, 1998; Giin, 2007; Bremdal,
2010).

Antijen sunan simf I ve II molekiilleri disinda, MHC bolgesindeki genler
tarafindan kodlanan ve antijen islenmesi ile direk iligkili olan en 6nemli molekiiller
arasinda LMP ve TAP (transporters of antigenic peptides) proteinleri bulunmaktadir.
LMP molekiillerinin fonksiyonu, endojen antijenleri kiiciik peptid parcalarina
ayirmak, TAP proteinlerinin fonksiyonunun ise, hiicre icinde islenen endojen

peptidleri baglanacaklar1 sinif I molekiillerine tasimak oldugu bildirilmektedir
(Diker, 1998).
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1.3.3. MHC Sinif III Molekiil ve Genleri

MHC gen bolgesindeki sinif I ve sinif 11 genleri diginda kalan genlere sinif 111 genleri
denilmektedir. Memelilerde Siif | ve Smuf II gen bolgeleri arasinda bulunan (Sekil
1.3) ve oldukga korunmus olan MHC Simif III gen bolgesinin antijen sunma ile ilgili
gorevleri bulunmamaktadir. Bu nedenle, immunolojik agidan ger¢cek MHC
molekiilleri olarak kabul edilmedigi ve polimorfik bir yapiya da sahip olmadiklar

bildirilmektedir (Diker, 1998; Chaves, 2010a).

Memeli MHC sinden farkli olarak sinif III genleri tavuklarda saptanamamustir,
ancak tavuklarda memelilerden farkli olarak B-G (siif IV) bolgesi bulunmaktadir
(Lamont, 1989; Frangoulis, 1999; Xu, 2007).

Smf III bolgesi kompleman komponentlerini (C4a, C4b, C2 ve faktoér B),
(Kaufman, 2000) timor nekroz faktorlerini (TNF-alfa, TNF-beta), 21-hidroksilaz
koenzimini ve 1s1 sok proteinini (HSP70) kodlayan genleri (Sekil 1.6) icerdigi
bildirilmektedir (Diizgiin, 2006; Giin, 2007; Kaufman, 2008).

Komplement proteinlern ~ Enzim Sitokin st goku proteini

Nonspesifik savunma Stirmd Nonspesifik savunma  Hicre koruyucu
yIKIm|

Sekil 1.6. MHC Sinif IIT molekiil ve genleri (Diker, 1998).

1.4. T Hiicre Reseptor Kompleksi

T hiicre alt gruplarinin her birinde farkli antijen-peptid-MHC kompleksinin
taninmasini saglayan hiicre ylizey reseptorleri bulunmaktadir. MHC sinif 1 ve sinif 11
molekiilleri tarafindan sunulan, 6zgiin antijenik peptidleri taniyan reseptor T hiicre

reseptorii (TCR) olarak adlandirilmaktadir. TCR, antijen sunucu hiicrelerin T
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hiicrelere baglanmasini stabilize ederken, yardimci-reseptdr olarak adlandirilan
yardimct hiicre ylizey molekiilleri ile birlikte hareket ettigi ifade edilmektedir
(Zekarias, 2002; Kierszenbaum, 2006; Bremdal, 2010).

TCR, disilfid baglartyla birbirine tutunan iki transmembran polipeptid
zincirinden (a ve B) olugmaktadir (Sekil 1.7). Smirli sayidaki T hiicrelerinde ise TCR
gamma (y) ve delta (d) zincir bulunmaktadir. Her a ve B zinciri bir degisken (V,, ve

V) ve bir sabit (C, ve Cp) birim icermektedir (Zekarias, 2002; Kierszenbaum, 2006).

(A) ®)
Il : [ | Il
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o3 || ca ~d ¢ || ca
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zincirlerden olusur yanga baglanmig bir ' . CD8 yardlr'vlﬂ
(op veya ) 1 islenmig antiien  ~ A Srfﬁt?ﬁx blﬁ
» biri-
Peptit baglayici yanga \ / Major histokompa- VV \mm baglanir.
o VB e bagla
antijen baglanma i \ Nreet ~ CD4 yardimei tibilite kompleksi \ \
siireci reseptor (sinif ) Dy \
By /oy o \
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Sekil 1.7. Yardimct T Hiicresi Reseptoriiniin Yapis1 (A), Sitolitik T Hiicresi
Reseptoriiniin Yapisi (B) (Kierszenbaum, 2006).

1.5. Yardimer CD4 ve CD8 Reseptorleri

Sitotoksik T hiicreleri saldirilarin1 her zaman bir tehdit niteliginde olan yabanci
antijenleri iireten hiicrelere (virus, bakteri vb.) odaklarken; yardimci T hiicreleri,
viicudun bagisiksal savunmalar1 i¢in gerekli olan ve hiicre dis1 sivilardan yabanci
antijenleri i¢lerine alan hiicrelere odaklamaktadir. Bu nedenle, T hiicrelerinin bu iki
tiir hiicreyi hi¢gbir zaman karistirmamalart ve sitotoksik ile yardimei olma islevlerini
yanlig yonlendirmemeleri gerekmektedir. Bu amagla, antijen reseptorlerine ek olarak

T hiicrelerinin, peptid - MHC kompleksini tamiyan yardimei reseptorleri
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bulunmaktadir. Bu reseptorlerden CD4 ve CDS sirasiyla MHC sinif 11 ve MHC sinif
I molekiilleri ile segici olarak etkilesen T hiicre ylizey proteinleridir. CD4, MHC sinif
II’ nin B, alt birimine, CD8 ise MHC smif I’ in ag alt birimine tutunmaktadir. CD4
yardimc1 T hiicrelerini, CDS8 ise sitotoksik T hiicrelerini uygun hedeflere
yonlendirmektedir (Sekil 1.7) (Zekarias, 2002; Kierszenbaum, 2006; Shiina, 2006;
Alberts, 2008; Singh, 2010b).

1.6. TAP 1, TAP 2 ve Tapasin Proteinleri

Antijen sunan smf I ve II molekiilleri disinda, MHC genleri tarafindan kodlanan
TAP proteinleri, antijen islenmesi ve peptid taginmasi ile direk iliskili olan en 6nemli
molekillerdendir. Polimorfik 6zellikte olan bu molekiiller hiicre iginde bulunmakta
ve endojen antijenlerin islenmesinden sorumlu olduklari bildirilmektedir (Diker,

1998; Sironi, 2008).

Endojen antijenler, sitoplazma icinde serbest olarak bulunmaktadir. Ilk
asamada, ubiquitin proteinleri islenecek olan endojen antijene baglanmakta ve
antijenin etrafin1 zincir gibi sarmakta ve isaretlemektedir. Enfekte olmus konakgi
hiicre i¢inde ubiquitin ile isaretlenmis antijenik proteinler proteozomlarda 8-10
amino asitlik kiiciik peptidlere ayrilarak sitozole verilmektedir. Sitozoldeki bu
par¢alanmis peptidler TAP 1 ve TAP 2 gibi tasiyict proteinlere baglanmaktadir.
Tastyic1 proteinler peptid parcalarint endoplazmik retikulumun lumenine tasimakta
ve lumen igersinde MHC smif I molekiilleri ile TAP molekiilleriyle tasinan
peptitlerin birlesmesi gerceklesmektedir (Diker, 1998; Sandberg, 2001; Antoniou,
2002; Kiper, 2002; Walker, 2005; Villanueva, 2010). Daha sonra bu peptidler MHC
siif I’ proteini ve Po.m ile birlikte CD8(+) T lenfositlere sunulmak iizere hiicre
yiizeyine tasinmaktadir (Ewald, 2004; Villanueva, 2010; Miinz, 2010). Bu nedenle,
TAP molekiillerinin hem hiicresel savunma mekanizmalarinda yer almast hem de
MHC gruplart ile birlikteligi nedeniyle genetik agidan Onemli oldugu ifade
edilmektedir (Kiper, 2002).
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Insanlarda yapilan calismalarda Graves hastaligi, romatoid artrit, diffiiz
panbrongiyolit, hepatit C virlis enfeksiyonu, jiivenil baglangi¢cli psoriazis ve
sarkoidoz gibi pek c¢ok hastalik ile TAP gen polimorfizmi arasinda iligki saptanmistir

(Kiper, 2002).

TAP molekiilii, TAP 1 ve TAP 2 proteinleri tarafindan meydana gelen bir
heterodimerik bir yap1 gdstermektedir. Tasiyict 6zelligini her iki alt {inite varken
gostermektedir. LMP ve TAP molekiillerinin her ikisinde de polimorfizm
saptanmigtir. Polimorfik LMP molekiilleri ayn1 antijeni farkli peptidlere
parcalayabilirlerken, farkli TAP molekilleri de bu farkli peptidleri MHC
molekiillerine tasiyabilmektedirler. Bu nedenle, LMP ve TAP polimorfizmi, hangi
peptidlerin MHC smif I molekiiliine baglanacagin1 ve dolayisiyla hangi peptidlerin
immun yaniti uyaracagini belirlemektedir. Ayni antijene karsi farkli bireylerin
olusturdugu immun yanitin giiciiniin farkli olmas1 bundan kaynaklanmaktadir (Diker,

1998; Kaufman, 2008; Sironi, 2008).

Tapasin, TAP ve simif I molekiilleri arasinda molekiiler bir koprii kurmakta
(McCluskey, 2004) ve MHC sinif I molekiilleri iizerine peptitlerin yiiklenmesinde rol
oynamaktadir (Frangoulis, 1999; Shiina, 2006; Sironi, 2006a).

1.7. MHC Genlerinin Kalitimi

Ayn1 kromozom iizerinde ve birbirine yakin lokuslarda bulunan, dolayistyla bir birim
halinde kalitilan gen gruplar1 haplotip olarak adlandirmaktadir (Basaran, 2003).
MHC haplotipleri de smif I, IT ve III allellerinden olugmakta ve es-baskin (co-
dominant) 6zellik gostermektedir (Temiz, 2005; Yigitbas, 2006). Bir bireyde bulunan
iki haplotip, o bireyin MHC genotipini olusturmaktadir. Haplotipler, Mendel
kurallarma uygun bir kalitim yolu izlemektedir. Basit Mendel kalittmina gore iki
kardeste 2 haplotipin birden benzer olma olasiliginin % 25, bir haplotipin ortak olma

olasiliginin % 50, tamamen farkli haplotip olma olasiliginin ise % 25 olabilecegi
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bildirilmektedir (Temiz, 2005; Elbasi, 2008). Genetik rekombinasyonlarda ve

krossing over gibi durumlarda yaklasik % 2 oraninda istina gozlenmektedir.

Allellerin, popiilasyondaki beklenen frekanslar1 temel alindiginda, MHC
haplotipleri iizerinde rastlanan allel kombinasyonlarinin beklenen teorik degerden
daha az sayida bulundugu goriilmektedir. Bu durum, bazi allellerin birlikteliginin
rastgele olmadigin1 desteklemektedir. Baglant1 esitsizligi (Linkage disequlibrium)
olarak bilinen ve bazi1 haplotiplerin korunma cabasi olarak agiklanmaktadir. Bu

dengesizligin Onemi, transplant dondrlerinin bulunmasinda ortaya ¢ikmaktadir

(Yigitbas, 2006; Elbasi, 2008).

1.8. Polimorfizm

Polimorfizm ¢ok sekillilik anlamina gelmektedir. Genetik polimorfizm ise en az iki
gen tarafindan meydana getirilen ve bir popiilasyon i¢inde ayn1 zamanda farkli olarak
ortaya cikabilen 6zellikler olarak tarif edilebilir. Basit genetik polimorfizmin sebebi,
genetik olaylarin olusumundan sorumlu ve bir lokusta bulunan farkli allellerdir.
Polimorfizmler Biyokimyasal Polimorfizm, immunogenetik Polimorfizm ve DNA
Polimorfizmi olarak 3 sekilde gruplandirilir (Erdogan, 2000). Polimorfizmler,
organizmada patoloji yaratmayan mutasyonlar olarak da tanimlanabilir (Yigitbas,
2006); ancak polimorfizmlere mutasyonlardan daha sik rastlanmaktadir. Bu nedenle,
toplumda %1’den daha yiiksek siklikta bulunan genetik cesitlilik ya da gen
secenekleri polimorfizm olarak tanimlanmaktadir (Ekmekei, 2008). MHC lokusu,
bilinen en polimorfik gen bolgelerindendir (Yigitbas, 2006; Lee, 2010).

MHC smif I ve smif II genleri yiiksek derecede polimorfizm gdstermekte ve
amino asit dizileri bakimindan bireyler arasinda biiyiik farkliliklar bulunmaktadir
(Adams ve Templeton,1998). Bu farkliliklarin en Onemli nedenleri ise nokta

mutasyonlari, gen konversiyonu ve karsilikli rekombinasyondur (Ahmed, 2007).
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Nokta mutasyonlar1, gen konversiyonu ve karsilikli rekombinasyon MHC
polimorfizmine katkida bulunurken, bazi durumlarda insersiyonlar, delesyonlar ve
gen duplikasyonlariin da 6nemli oldugu ifade edilmektedir (Ahmed, 2007; Horton,
2008; Hosomichi, 2008; Burri, 2010; Lee, 2010).

1.8.1. Biyokimyasal Polimorfizm

Elektroforezde protein bantlart farkli hizlarda ilerleme gostermektedir.
Elektroforetik her farkli form, proteini olusturan bir veya birden fazla polipeptid
zincirindeki aminoasit dizisinin farkliligt sonucu olugmaktadir. Nisasta ve
poliakrilamid jel elektroforezisi gibi biyokimyasal ayristirma metodlarinin gelismesi

protein polimorfizmini kesin olarak ortaya ¢ikarmaktadir (Erdogan, 2000).

Protein polimorfizmi, otozomal genler tarafindan determine edilir ve
kodominant basit kalitim yolu izler. Béylece, homozigot yapidaki bir birey iki aynm
allel ve heterozigot bir birey ise iki farkli allel tarafindan belirlenir. Monomerik
kalitim izleyen sistemlerde homozigot bireylerde tek bant, heterozigot bireylerde ise
iki bant goriilmektedir. Dimerik kalitim yolu izleyen sistemlerde homozigot
bireylerde iki bant, heterozigot bireylerde ise iki homozigot bandin arasinda bir

liciincii bant daha sekillenmektedir (Ozbeyaz, 1990; Erdogan, 2000).

1.8.2. immunogenetik Polimorfizm

Immunogenetik polimorfizm eritrosit ve 16kosit (MHC) antijenleri ile

komploment sistemlerini kapsamaktadir (Erdogan, 2000).

Omurgali genomlarindaki bazi lokuslar, ABO kan gruplar1 gibi bazi antijenik
ozellikleri kodlamaktadir. ABO kan gruplar1 polimorfik bir sistem olusturmaktadirlar
(Devrim, 2004). MHC antijenleri hastaliklara diren¢ ve doku reddinde rol oynayan

bir grup gendir. Bu genler immun savunma sisteminde goérevli olan glikoproteinleri
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(hiicre zar1 antijenleri ve bazi serum proteinleri) kodlamaktadir (Ahmed, 2007).
Tavuklarda bu sistem B kompleks olarak isimlendirilmektedir. B kompleksi
igersinde BF (Smif I), BL (Simif II) ve BG (Sinif IV) lokuslar1 bulunmaktadir (Briles,
1950; Lamont, 1989; Zekarias, 2002; Xu, 2007).

1.8.3. DNA Polimorfizm

Polimorfizm ¢alismalari, rekombinant DNA teknolojisinin gelismesi ve PZR
(polimeraz zincir reaksiyonu)’ 1n kesfi sonucu molekiiler teknikler ile daha hizli ve
daha kesin sonuglar alinmaktadir. Son yillarda, ¢esitli molekiiler teknikler (AFLP,
RAPD, RFLP, Mikrosatelitler) gelistirilmistir (Kiraz, 2010).

1.8.3.1. Tek Niikleotid Polimorfizmi (Single Nucleotide Polymorfizm - SNP):

Tek niikleotid polimorfizmi (SNP), genomik DNA’nin bir popiilasyonun
normal bireyleri arasinda farklilik gosterdigi tek baz-cifti degisiklikleridir. Gen
polimorfizmleri popiilasyonda yaygin olarak goriilmekte, etnik ve cografi farkliliklar
gostermektedirler. Bir ¢ok durumda, hiicre metabolizmasi ig¢in Onemli olan
yolaklarda (DNA tamiri, hiicre dongiisii kontrolii, sinyal iletimi vb.) rol alan genler
kritik pozisyonlarda yer almaktadir. Bazi durumda genin kodladigi proteinin
fonksiyonu ya da enzim aktivitesi bu degisikliklerden 6nemli Slgiide etkilenebilir.
Hiicre metabolizmas: i¢in kritik dnem tasiyan proteinlerin fonksiyonun bozulmasi
cesitli hastaliklara yol agmakta veya bazi hastaliklar i¢in riski artirmaktadir. Tek baz
degisimleri ile iliskili olarak ortaya ¢ikan hastaliklara ornek olarak trombofili
verilebilir (Deligezer, 2004). Insan genomunda en ¢ok bulunan genetik cesitlilik tipi,
tek niikleotit polimorfizmleridir (Ekmekgi, 2008).

Bireyler arasinda DNA daki tek niikleotit degisiklikleri olarak adlandirilan
SNP’ ler transisyon, transversiyon olaylar1 sonucu ortaya ¢ikabildigi gibi gesitli

insersiyon ve delesyonlar sonucu da olusabilir (Emir, 2006; Anonim, 2010).
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1.9. Tavuklarda MHC Sistemi

Tavuklarda (Gallus domesticus) kan gruplartyla ilgili yapilan ¢alismalar, B kan
grubu allellerinin bazi 6zellikleri anlasildiktan sonra onem kazanmistir (Aksoy ve
ark. 1998). Landsteiner ve Miller (1924) degisik tavuk eritrositlerinin farkli antijenik
ozelliklere sahip olduklarini belirlemislerdir. Tavuklarda MHC sistemi, baslangigta
bir eritrosit antijeni olarak kesfedildiginden, B kompleks olarak da
isimlendirilmektedir (Briles, 1950; Lamont, 1989; Li, 1997; Yan, 2005). MHC
sistemi, tavuklarda B kan grubu allelleri ile belirlenebilmektedir. Tavuklarda B kan
grubu allellerinin, ana grup doku uyusmasi veya MHC genlerini isaret etme gibi
onemli bir 6zelligi bulunmaktadir (Aksoy ve ark. 1998). Schierman ve Nordskog
(1961), tavuklardaki B sisteminin doku uyusumunu kontrol eden genlerle baglantili

oldugunu bildirmislerdir (Shierman,1961; Shafi, 2002; Shiina, 2006).

B sistemi ile ilgili molekiiler ¢alismalar 1988 yilinda baslamis (Auffray ve ark.,
1988) ve tavuk, MHC’ nin belirlendigi ikinci hayvan tiridir (Lamont,1989;
Frangoulis, 1999 ). Tavuk MHC gen bolgesindeki siif Io ve sif IIf genlerinin

yerleri ilk kez Guillemot ve ark., (1988) tarafindan yapilan ¢alismada gosterilmistir.

Tavuklardaki B kompleksi, T lenfositlere antijen sunan heterodimerik
transmembran glikoproteinlerinden olusmaktadir (Zekerias, 2002). Tavuklar,
yaklasik 92 kb uzunlugunda kii¢iik bir MHC gen paketine sahiptir (Zekerias, 2002;
Burri, 2010). Tavuk MHC genleri 16. kromozom {iizerinde lokalize olmus ve {i¢ sinif
igermektedir (Parmentier, 2004; Walker, 2005; Xu, 2007; Delany, 2009). Sinf I, II
ve IV genleri sirasiyla B-F, B-L ve B-G diye isimlendirilmektedir. Sinif I (B-F)
antijenleri, hemen hemen tiim hiicrelerin iizerinde bulunmaktadir. Simf II (B-L)
antijenleri, monositler, makrofajlar, B hiicreleri ve T hiicrelerinin bir kisminda yer
almaktadir ( Lamont, 1989; Livant ve ark., 2001; Emara, 2002; Zekarias, 2002; Zhou
ve Lamont, 2003; Shiina, 2006; Delany, 2009; Li, 2010). Sinif I molekiilleri 40 ve 11
kDa agirliginda, sinif II molekiilleri 27 ve 30 kDa agirliginda zincirlere sahip
heterodimer yapidadir (Diker, 1998).
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1.9.1. Tavuk MHC Sistemi Molekiil ve Genleri

Smif 1 ve smif II molekiillerini kodlayan tavuk MHC genleri fonksiyon ve yapi
bakimindan memelilerin MHC genlerine ¢ok benzedigi halde, tavuk organizasyonu
tamamen farklilik gostermektedir. Tavuk MHC genleri, memelilerdeki karsiliklartyla
karsilagtirildiginda daha kiigiik oldugu belirlenmistir (Frangoulis, 1999; Kaufman,
2008).

Tavuklarda sinif I ve siif II genleri gibt MHC’ nin genetik olarak bagimsiz bir
baska gen kiimesi de bildirilmistir (Briles, 1993). Bu polimorfik gen kiimesi, Rfp-Y

(restriction fragment polymorphism-Y) olarak isimlendirilmektedir.

MHC genleri, B ve Rfp-Y kompleksleri olarak iki bagimsiz kiimede
toplanmaktadir (Shiina, 2006; Delany, 2009; Hee, 2010; Chaves, 2010b). B ve Y
genetik olarak baglanmamalarina ragmen B ve Y bolgelerinin her ikisi aym
kromozomun iki farkli bolgesinde bulunmaktadir (Lee, 2010). Rfp-Y sisteminin sinif
I ve II genleri hakkinda az sayida bilgi bulunmaktadir (Briles, 1993; Emara, 2002;
Miller, 2004; Shiina, 2006). Rfp-Y bolgesinin MDV (Marek hastalik viriisii) ve RSV
(Rous Sarkoma tiimoér viriisii)” ye direngle iliskili oldugu bildirilmekle beraber

detayli bilgi bulunmamaktadir (Shiina, 2006).

B ve Rfp-Y kompleksleri polimorfik yapidadir ve her ikisi de Sinif I (B-F veya
Y-F) ve Smif II (B-L yada Y-L) lokuslarii igermektedir. Iki kiimedeki genler
arasinda bazi yapisal farkliliklar bulunmaktadir. B kompleksi, memeli Sinif I ve Sinif
II bolgelerine homolog olan B-F ve B-L bolgelerini ve ayrica tavuklara 6zel Smif IV
gen bolgesini igermektedir (Emara, 2002; Zekarias, 2002; O’Neill, 2009).

Bildircin ve tavuk MHC smif 1 ve smif 2 genlerinin filogenik analiz
sonuglarina gore, bu genlerin dizilimlerinin oldukga yakin olduklar1 bildirilmektedir
(Shiina, 2004). Buna karsin tavuk sinif 1 ve sinif 2 proteinleri, bildircinlardaki

karsilig1 olan proteinlere gore daha azdir. Bu antijen sunum repertuarinin bildircinda
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daha genis ve cevresel patojenlere daha iyi adapte olabildiklerini gostermektedir
(Shiina, 2004). Tavuk ve bildircin arasindaki bu farkliligin, bildircinin gogebe
davraniginin ~ sonucu  olarak daha fazla patojene maruz kalmasindan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Tavuk, gb¢ yapmadigi i¢in patojene maruz

kalma ¢esitliligi de azalir (Chaves, 2010a).

Tavuk ve insan smif Il genleri arasinda, %55-65 oraninda yiiksek bir homoloji

bulundugu; smif I genleri arasinda ise %35 oraninda diisiik bir homolojinin oldugu

bildirilmektedir (Lamont, 1989).

Memeli MHC sinden farkli olarak smif III genleri heniiz tavuklarda
saptanamamugtir, ancak tavuklarda farkli olarak B-G (Simuf IV) bolgesi
bulunmaktadir (Lamont, 1989; Frangoulis, 1999; Xu, 2007). B-G genlerinin ¢ogu B-
G bolgesinde, bir kism1 B-F/B-L bolgesinde bulunmaktadir ve ¢ok polimorfiktir. B-
G antijeni 46000 dalton agirligindadir ve sadece eritrositler iizerinde bulunmaktadir
(L1, 1997). Memeli hayvanlarda bu antijene esdeger bir molekiil belirlenememistir
(Arda, 1994; Livant ve ark., 2001; Fulton, 2006). Tavuklarda, B kompleksi iginde
yer alan genlerin organizasyonu da memelilerden oldukga farklilik gostermektedir.
B-F ve B-L genleri farkli bolgelerde kiimelenmedikleri, B-F/B-L bolgesinde karisik
olarak bulundugu bildirilmistir (Diker, 1998).

Y B
MHCI. MHCII & lectin-like NOR BG MHCII MHCI ~ BLA

4 H i K

~10-20 BG >16 diverse genes 19 genes of Minimal MHC CD1

Sekil 1.8. Tavuklarda MHC gen bolgesi (Miller, 2005).
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Tavuklarda B kompleksi igersinde MHC 1 (BF1 ve BF2), MHC II (BLBI ve
BLB2) ve MHC IV (BG) lokuslar1 bulunmaktadir.

MHC | lokusu, BMB1 ve TAP 1 lokuslar1 arasinda yer alan bolge BF1 (BF-I,
B-F minor ve BFa2); TAP 2 ve C4 lokuslar1 arasinda yer alan bolge ise BF2 (B-FIV,
B-F major ve BFal) olarak isimlendirilmektedir. Blec ve Tapasin lokuslar1 arasinda
yer alan MHC 11 lokusu BLB1, Tapasin ve RING3 lokuslari arasinda yer alan MHC
I lokusu ise BLB2 olarak adlandirilmaktadir (Sekil 1.8) (Miller, 2004).

BF\BL bolgesi, MHC igersinde bulunan 12 lokus igermektedir. Bunlar B30.2.-
1 (B30.1, B-BTN1), B30.2-2 (B30.2, B-BTN2), Leu-tRNA, Tapasin (B-TAPBPL),
RING3, DMA (Bma), DMB1 (Bmbl), DMB2 (Bmb2), TAP 1 (Tapl), TAP 2
(Tap2), C4 (complement 4) ve CENP-A (histone H3, B-H3) olarak
isimlendirilmektedir (Kaufman, 1999; Regnier, 2003; Regnier, 2005; Ruby, 2005).

Memeli MHC siyle karsilastirildiginda tavuklarin BF\BL gen bolgesinde LMP
(Large Multifunctional Protease) 2 ve 7 (PSMB8 ve PSMB9) genleri
bulunmamaktadir. Ayrica, memelilerde MHC gen bdlgesi diginda haritalanan Blecl
(B-lec) ve Blec2 (B-NKr) lokuslar1 tavuklarim MHC gen bolgesi igerisinde yer
almaktadir. Insanlarda ve diger memelilerde CD1 ve MHC lokusu farkh

kromozomlar {izerinde bulunmaktadir (Shiina, 2006).

1.9.2 Tavuklardaki TAP Genleri

Tavuklarda TAP genleri, MHC Smuf I bolgesinde, iki smif 1 genlerinin arasinda
yanyana bulunmaktadir (Sekil 1.9) ve TAP 1 ile TAP 2 iki alt tiniteye sahiptir
(Sironi, 2008). insan ve farelerde ise siif 1 genlerinden ¢ok uzakta yer almakta ve
onemli derecelerde rekombinasyonla ayrilmaktadirlar (Kaufman, 2008). memelilerle
karsilastirildiginda tavuk TAP 1, TAP 2 ve Tapasin genleri oldukga polimorfik
ozellik gostermektedir (Kaufman, 2000; Walker, 2005; Kaufman, 2008). iki genin
toplam uzunlugu insanlardaki karsilig1 olan genlerden daha kisadir ve bu farklilik

intron uzunlugundan kaynaklanmaktadir (Sironi, 2008).
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Tavuk TAP 1 geni, insanlardaki karsiligi gibi 11 ekzondan olustugu, fakat
tavuklarda birinci ekzonun insanlardakinden daha kisa oldugu bildirilmistir. Tavuk
TAP 2 geninin ise insanlardaki birinci ve yedinci intronlarin bulunmamasi nedeniyle
birlesmis 9 ekzondan olustugu belirtilmektedir (Sekil 1.10) (Walker, 2005; Shiina,
2006; Sironi, 2008).
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Sekil 1.9. Tavuk MHC gen bolgesideki TAP ve Tapasin genlerinin yerlesimi
(Kaufman, 2000).
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Sekil 1.10. Tavuklarda TAP 1 ve TAP 2 genlerinin organizasyonu (Walker, 2005).

1.9.3. Tavuklardaki Tapasin Geni

Tapasin, endoplazmik retikulumda lokalizedir ve Ig siiperailesinin 48 kDa’ luk bir
transmembran protein iyesidir. TAP ile MHC simf I molekiillerinin montajina
yardimc1 olmak Tapasinin molekiiliiniin fonksiyonlar1 arasinda yer almaktadir
(McCluskey, 2004). Tapasin molekiili MHC sinif 1 ve TAP molekiilleri arasinda bir
koprii konumundadir (Sadasivan, 1996; Androlewicz, 1999; Schoenhals, 1999; Tan,
2002) ve yikimlanmasi durumunda simif 1 ve TAP birlesimi ayrilmaktadir. MHC
sinif 1 molekiilleri tizerine peptitlerin yiiklenmesinde de rol oOynamaktadir

(Frangoulis, 1999; Shiina, 2006; Sironi, 2006a).
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Tavuklarda ekzon 5 ile ekzon 6 arasindaki 448 bp uzunlugunda olan Tapasin
bolgesinin uzunlugu Hindi’de 554 bp, Siiliin’de ise 564 bp uzunlugundadir ve ayni
primer ¢ifti ile farkli tiirlerden amplifike edilebilir. Tavukta, hindi ve siiliinde ekzon
5 ve 6 tarafindan kodlanan boélgeler arasinda homoloji oldugu ve uzunluk
farkliliginin  tamamen 2 niikleotit kiimenin insersiyonuna bagli oldugu
bildirilmektedir (tavuk 264 ve 317. bazlarindan sonra insersiyonlar vardir) (Sironi,
2006a). Ayrica, ilk kiime i¢inde, siiliinlerin 2 extra niikleotid daha sundugu, 251 ve
260. tavuk niikleotitleri arasinda lokalize 8 bazin hindi de mevcut olmadigi, siiliin ve

tavuk da ise var oldugu bildirilmistir (Sironi, 2006a).

Tavuk Tapasin geni insanlardaki karsiligi olan gen gibi 8 ekzondan
olugmaktadir. Ancak, insanlardaki benzerinden iki intron daha kii¢iik oldugu i¢in
daha kisa bir gen dizilimi gostermektedir. Tavuk Tapasin geni MHC gen bolgesinde
sinif II genlerinin arasinda lokalize ve c¢ok polimorfik oldugu bildirilmistir

(Frangoulis, 1999; Kaufman, 2000; Shiina, 2006; Sironi, 2006a).

1.10. Tavuklardaki Hastaliklara Direng¢ veya Yatkinhk

Yapilan ¢aligmalarda tavuk MHC’ sinin bazi enfeksiydz patojenlere karsi direnci
belirledigi bulunmustur (Miller ve ark, 2004; Shiina, 2006; Kaufman, 2008; Schou,
2010; Singh, 2010b; Worley, 2010). Tavuklarda B kan grubu allelleri bakimindan
secilen bazi tavuk soy ve hatlar1 arasinda hastaliklara diren¢ bakimindan
farkliliklarin oldugu ilk kez Hansen ve ark. (1967) tarafindan bildirilmistir (Hansen,
1967; Aksoy, 1998; Shafi; 2002). Bazi hastaliklara kars1 direncli ya da direngsiz olan
aile, soy ya da hatlar bulunmaktadir. Houghton Rhode Island Red irkinin marek
hastaligina kars1 hassas iken, lenfoid 16ykozis hastaligina karsi ise direngli oldugu,
Houghton Light Sussex 1rkinin da eimeria tiirlerine karst direngsiz oldugu
bildirilmektedir. Ayrica, Cornel K hatti tavuklarin Avian Loykozis hastaligina
(Aksoy, 1999), Leghorn irki yumurtact tavuklarin ise Salmonella gallinarum
infeksiyonlarina direngli olduklar1 bildirilmistir (Arda,1994).
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Tavuk MHC genlerinin viral, bakteriyel, paraziter ve otoimmun hastaliklara
diren¢ ve yatkinlikla iligkili bir gen kompleksi oldugu bildirilmektedir (Lamont,
1989; Li, 1997; Frangoulis, 1999; Detilleux, 2001; Ahmed, 2007; Hosomichi, 2008;
Li, 2010; Schou, 2010). Rous Sarkoma tiimor viriisii (RSV), Avian 16ykozis viriis,
infeksiyoz bursal hastalik viriisii (IBDV), Pasteurella multocida, Salmonella
enteritidis, Staphylococcus aureus, kanatli kolerasi, koksidiyoz gibi ¢ok sayida
patojenlerin neden oldugu hastaliklara; tiroiditis ve vitiligo gibi otoimmun
hastaliklara kars1 hastalik direnci veya hassasiyet gelismesi ile MHC arasinda giiglii
bir iliski oldugu bulunmustur (Wigley, 2004; Fulton, 2006; Shiina, 2006; Worley,
2010; Schou, 2010).

MHC genlerinin Marek hastaligina (MDV) diren¢ veya hassasiyetle iliskili
oldugu bildirilmektedir (Lamont, 1989; Macklin, 2002; Emara, 2002; Miller, 2005;
Hosomichi, 2008; O’Neill, 2009; Worley, 2010). Dalgaard ve ark. (2003) tarafindan
yapilan ¢alismada, B kan grubunu dikkate almadan Marek hastaligina direngli fertler
secilmis ve sonugta siirlide By; haplotipine sahip fertlerin hizla arttig1 belirlenmistir.
Tavuklarda, Marek hastaligina direng ile By, Bg, B13, B14 Ve By; haplotipleri arasinda;
duyarhilik ile Bz, Bis ve Big haplotipleri arasinda bir iliski oldugu saptanmistir
(Shiina, 2006). Ozellikle, Big haplotipi Marek’ e duyarliliga, B,; haplotipinin ise

yiiksek dirence neden oldugu bulunmustur.

Collins ve ark. (1977), B,B, ve B,Bs genotipindeki tavuklarda sarkomalarin
hizli sekilde geriledigini, BsBs genotipindeki tavuklarda ise sarkomalarin ilerleyip,
metastaz yaptigi ve tavuklarin 6liimiine neden oldugunu bildirmislerdir. RSV ile
yapilan caligmalarda piliglerin kanat derileri icine enjekte edilen standart RSV
sonrast timor olusumlarini  Ol¢lilmiistir. Bu tavuklarin  By3Bjs  genotipinde
olanlarinda ¢ok iri timdrler, B24B24 genotipindeki tavuklarda ise ¢ok az reaksiyon

gozlenmistir (Collins ve ark., 1977; Brown ve ark., 1982; Bacon ve ark., 2000).

Lamont ve ark. (1987), tavuk koleras1 etkeni Pastorella multocida X73 susunu
diisiik dozlarda tavuklara enjekte etmisler ve B1B; genotipteki hayvanlarda olim

oraninin ¢ok diisik oldugunu belirlenmislerdir. Bir baska c¢alismada, BiB;



25

genotipindeki tavuklarin Salmonella pullorum ve insan serum albuminine kars1 zayif
immun yanit sekillendigi bildirilmistir. Ayrica, B lokusu tavuklarda otoimmun
tiroiditis gelisimini etkilemektedir. Koksidiyoz hastaliginda, BsBs genotipindeki
tavuklarin B;B, genotipindekilere gore daha iyi antikor yanit ve daha az lezyon

sekillenmistir (Arda, 1994; Diker, 1998).

1.11. immun Yamtin Diizenlemesinde MHC ve Hastahk liskisi

Mikroorganizmalara veya diger protein antijenlere karsi immun yanitin uyarilmasi
icin Oncelikle, bunlarin antijen sunan hiicreler tarafindan kisa peptid pargalarina
(antijenik determinant) ayrilmasi gerekmektedir. Bu olaya antijen islenmesi

denilmektedir.
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Sekil 1.11. Islenmis antijenlerin MHC molekiilleri ile birlikte lenfositlere
sunulmasi (Diker, 1998).

Etkili bir immun yanit i¢in antijenlerin hiicre i¢inde islenmesi yeterli degildir.
Bu islenmis antijenlerin, uygun antijen sunan molekiiller ile baglanmasi ve bu
sekilde lenfositlere sunulmasi gerekmektedir (Sekil 1.11). Antijen sunan bu
molekiiller doku uyusum molekiilleri veya doku uyusum antijenleri olarak

adlandirilmaktadir (Diker, 1998; Sandberg, 2001; Miinz, 2010).
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MHC genleri, antijenin nasil islenecegini dolayisiyla antijenin MHC
molekiillerine uyup uymayacagini belirlemekte, antijen isleme ve sunma olaylarin
kontrol etmektedir. Bu nedenle MHC, infeksiyoz veya immunite ile iliskili
hastaliklara direnci veya duyarlilifi belirleyen en Onemli genetik faktorlerden

birisidir (Diker, 1998; O’ Neill, 2009; Hee, 2010; Schou, 2010; Villanueva, 2010).

Bir antijen MHC molekiillerinin oluklarina baglanabilirse immun yanit
sekillenmekte; eger antijen en az bir MHC molekiiliine baglanamazsa immun yaniti
olugsmamaktadir. Bu nedenle, bir antijene karsi immun yanit olusup olusmayacagini
bireyin sahip oldugu MHC genleri belirlemektedir. MHC molekiillerinin immun
sistem hiicreleri lizerindeki miktar1 da immun yanitin giiciinii belirlemektedir. Bir
antijeni sunabilecek MHC molekiilleri bulunsa bile, eger bunlarin antijen sunan

hiicreler iizerindeki sayisi az ise yeterli bir immun yanit olusmamaktadir (Diker,

1998).

MHC molekiilleri, hastaliga yatkinlig1 gosteren bir 6zellik olup, genellikle
hastaligin ortaya ¢ikmasina ¢ok sayida faktoriin beraber bulunmasi neden olmaktadir.
Sunulacak peptidleri ve dolayisiyla olusacak immun yanitin 6zelliklerini, MHC
molekiilleri kadar, antijenlerin islenmesi sirasinda olusan peptidlerin yapisi da
belirlemektedir. Bu nedenle, simif II MHC genleri arasinda yer alan ancak yapisal
olarak onlara benzerlik gostermeyen ve antijen islenmesinde rol alan LMP ve TAP
genlerindeki polimorfizmin de hastaliklar ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir

(Cevirgen, 2005).

MHC’ nin ¢esitli hastaliklarla iliskisi bazen antijen sunumundaki farkliliklar ile
bazen de molekiiler benzerlik veya taklit (mimicking) mekanizmalart ile izah
edilmeye calisilmistir. Hastaliklarla iligkili genler MHC ile birlikte tasinabilmekte,
hastalik ajan1 ile MHC antijeni immiinolojik olarak benzeyebilmekte veya hastalik
ajanlari MHC molekiiliinii taklit edebilmektedir. MHC molekiiliine baglanan peptid
ile MHC molekiiliiniin yeni bir antijenik peptid olusturarak immun sistemi uyarmasi

sonucu hastalik sekillenebilmektedir (Cevirgen, 2005).
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Otoimmun hastaliklarin ¢ogunun MHC ile iligkisi bulundugu bildirilmektedir
(Cevirgen, 2005). Bu hastaliklarin otoimmun kokenli (Miller, 2004; Cevirgen, 2005)
olabildigi gibi viral, alerjik, norolojik ve endokrin vb. kokenli olabilecegide
belirtilmektedir. Hastaliklarin pek ¢cogunda MHC disinda ¢ok sayida gen ve ¢evresel
etkenlerde rol oynamaktadir. Bu nedenle, hastaliklar ile MHC’ nin arasindaki
iliskisini belirlemek zordur. Ancak, bazi MHC gruplariyla hastaliklar arasindaki
kuvvetli iliskiler oldugu bildirilmistir (Sabuncuoglu, 2006). Buna, insanlarda goriilen
ankilozan spondilit ile HLA B27 arasinda bir iliski bulunmaktadir (Basaran, 2003;
Cevirgen, 2005). Insanlardaki R-R tip multiple skleroz’ da DQ antijenlerinin
hastaliga yatkinlik ve direngle ilgili oldugu diisiiniilmektedir (Kus ve ark, 2004).
Ayrica, romatoid artirit, insiiline bagimli diyabet hastali§i (IDDM), Behget hastalig
v.b. hastaliklarinda MHC ile iliskili olduklar1 bildirilmistir (Cevirgen, 2005).

Tavuklarda B;; antijeni tasiyan tavuklarin marek hastaligina, B, antijeni
tastyanlarin lenfoid leukozis hastaligima direncli, B; antijeni yoniinden homozigot
olan tavuklarin ise marek hastaligina ve bakteriyel enfeksiyonlara daha duyarli

olduklari bildirilmistir (Arda, 1994).

Bir hastalik ile MHC antijeni arasinda iliski Rolatif Risk ile tespit edilmektedir.
Rolatif risk, hastalikla iligkili MHC antijenine sahip bir bireyde, bu antijene sahip
olmayan bir bireye oranla bu hastalifin goriilme ihtimalini ifade etmekte ve

asagidaki formiille hesaplanmaktadir.

Rolatif Risk=p*xc™ /p~xc*

Burada;
¢ = Belirli MHC antijeninden yoksun kontrollerin sayisi
¢ = Belirli MHC antijenine sahip kontrollerin say1si
p* = Belirli MHC antijenine sahip hastalarin sayisi

p = Belirli MHC antijeninden yoksun hastalarin sayisidir
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Hesaplanan rakamla antijeninin hasta popiilasyonundaki siklig1 arasinda pozitif
bir korelasyon bulunmaktadir. Rolatif risk arttikca hasta popiilasyonunda antijen

daha fazla goriilmektedir (Temiz, 2005; Yesilli, 1993).

Bu arastirma Denizli ve Gerze yerli tavuk irklarindaki MHC bolgesinde
bulunan TAP 1, TAP 2 ve Tapasin gen bdlgelerindeki polimorfizmleri belirlemek,
yerli tavuk 1rklar1 ve bu irklar ile ticari tavuk tipleri arasindaki MHC gen
bolgesindeki farkliliklarin ortaya koymak amaciyla yapilmistir. Ayrica, yerli tavuk
irklariin MHC gen bolgesinde yapilacak diger genetik ¢alismalara da alt yapi

olusturmas1 amaclanmustir.
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2. MATERYAL ve METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Hayvan Materyali

Bu arastirmada, 30 adet Denizli irki, 30 adet Gerze 1rki, 10 adet Lohmann-LSL beyaz

yumurtaci, 10 adet Brown nick kahverengi yumurtact ve 10 adet broiler olmak tizere

toplam 90 tavuk kullanilmistir.

2.1.2. Teknik Aletler

Arastirmanin laboratuar uygulamalar1 sirasinda kullanilan laboratuar malzemeleri

sunlardir:

2.1.2.1. Mikropipet

Tiim sulandirmalar ve aplikasyonlar i¢in 0,5 - 10, 10 - 100 ve 100 - 1000 pl’ lere

ayarlanabilen THERMO-Finnpipette mikro pipetleri kullanilmistir.

2.1.2.2. Ultra Saf Su Cihazi

Primerlerin, DNA’larin ve PCR reaksiyonlar i¢in gerekli olan ultra saf su Milli-Q

Synthesis (MILLIPORE) cihazindan saglanmstir.

2.1.2.3. Gii¢c Kaynad

Elektroforez calismasinda Thermo (4000 P, Power Supply) programlanabilir giic

kaynagi kullanilmustir.
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2.1.2.4. Yatay Elektroforez Sistemi

Elde edilen DNA’ larin elektroforezde yiiriitiilmeleri i¢in EC 320 ve EC 330

(Thermo) elektroforez jel sistemleri kullanilmistir.

2.1.2.5. PCR Cihaz1

Uygun primerler kullanilarak, istenen DNA bolgelerinin ¢ogaltilmasi Eppendorf
(Mastercycler, ep gradient S) PCR cihazi ile gergeklestirilmistir.

Resim 2.1. PCR cihaz1 (Eppendorf, Mastercycler, ep gradient S).

2.1.2.6. Jel Goriintiileme Sistemi

DNA izolasyonu ve PCR sonucu elde edilen DNA’ larin elektroforez sonrasi
goriintiilenmesi amaciyla VILBER LOURMAT Biovision (VILBER LOURMAT,

Marne-la-Vall’ee Cedex, France) jel goriintiileme sistemi kullanilmustir.
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2.1.2.7. NanoDrop-Spektrofotometre

DNA’larin miktarin1 ve safligin1 belirlemede NanoDrop 8000 spektrofotometre
cihaz1 (Thermo Scientific) kullanilmig ve 1.8 ile 2 ng/ul aras1 degerler PCR {iriinleri

igin uygun miktarlar kabul edilmistir.

2.1.2.8. DNA Dizileme Cihaz1

PCR ile ¢ogaltilan DNA’ lara ait baz dizilimlerini belirlemek icin 3130x Genetic

Analyzer (Applied Biosystems) cihazindan yararlanilmistir.

Resim 2.2. DNA dizileme cihazi (3130x Genetic Analyzer).

2.2. Metod

2.2.1. Kanlarin Ahnmasi, Hazirlanmasi ve islenmesi

Her tavugun kanat venasindan (Vena cephalica antebrachii), igerisinde antikoagulant
(EDTA) bulunan, iki adet 5 mI’lik tiiplere kan 6rnekleri alinmis ve tiiplerin {izerine

tavugun 1rki, cinsiyeti ve numarast yazilmistir. Kan Ornekleri laboratuara
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getirildikten sonra DNA izolasyonu yapilincaya kadar - 20 °C’ de derin dondurucuda

saklanmistir.

Resim 2.3. Kanat venasindan (Vena cephalica antebrachii) kan alimi.

2.2.2. Kandan DNA izolasyonu

Kandan DNA izolasyonu fenol - kloroform yontemi ile Sambrook ve Russel (2001)’
e gore elde edilmistir. Bu yonteme gore ihtiya¢ duyulan stok soliisyonun yapisi ve

yontem asagidaki gibidir.

TNE Soliisyonu

Tris-HCI, pH 8 1,5ml
1 M NaCl 3mi
0,5 M EDTA, pH 8 300 pl
Ultra distile su 25,2 ml

1,5 mI’lik mikro santrifiij tiiplere sirasiyla her tavuga ait 100 pl kan 6rnegi, 300
ul TNE soliisyonu, 30 ul Tris-HCI (pH 8), 5 ul proteinaz K (10 mg/ml) ve 10 pl %
20’lik SDS soliisyonu eklenmis ve daha sonra tiipler 50-55 °C’ de bir gece

karistirilarak bekletilmistir.
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Ertesi giin tiiplere 445 pl fenol (pH 8) eklenmis ve 10 dakika hafifce
karistirtlmistir. Daha sonra 3000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilmis ve istteki sivi

kisim (siipernatant) baska bir mikro santrifiij tiipiine dikkatlice aktarilmistir.

Her tiiptin tizerine 445 ul fenol / kloroform (1:1) eklenmis, 10 dakika hafifce
karistirilmis ve 3000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden
sonra siipernatantlar yeni mikro santrifiij tiiplerine aktarilmistir. Daha sonra her tiipe
445 ul Kloroform / izoamilalkol (24:1) eklenmis, 10 dakika karistirilmis ve 3000
rpm’ de 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatantlar baska mikro santrifiij tiiplerine
aktarilmig ve tizerlerine - 20 °C de bekletilmis 890 ul % 100 etanol eklenmistir. Ttiim
ornekler 10.000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilerek DNA peletleri elde edilmistir.

DNA peletlerini yikamak i¢in tiiplerin igerisindeki etanol tiiplerin
kenarlarindan dokiilmiis, peletlerin iizerine - 20 °C de bekletilmis 890 pl %70’ lik
etanol eklenmis ve 10.000 rpm’ de 10 dakika tekrar santrifiij edilmistir. Daha sonra
tiiplerin igerisindeki etanoller tiiplerin kenarlarindan dokiilmiis ve oda sicakliginda
etanollerin u¢masi igin bekletilmistir. Peletleri ¢6zdiirmek amaciyla tizerlerine 100 ul
ultra saf su eklenerek 1 gece 4 °C’ de bekletilmistir. Ertesi giin % 0.6 lik agarose
jelde DNA larin hepsi kontrol edilmistir.

2.2.3. Jel Elektroforez

Agaroz jeli (% 0,6’ lik) hazirlamak i¢in 100 ml 1XTBE ve 0,6 g agaroz karistirilmas,
mikrodalga firinda eritilmis ve tarak bulunan elektroforez jel tepsisine dokiilmiistiir.
Jelin katilagmast i¢in 30 dakika oda sicakliginda, 30 dakika da 4 °C’ de
bekletilmistir. Daha sonra jeldeki tarak uzaklastirilmis ve elektroforez tanki 1XTBE

soliisyonu ile doldurulmustur.

Her kuyucuga 2 pl 6x loading dye ve 10 ul DNA o6rneginden olusan karigim
eklenmis ve 120 volt da 30 dakika yiiriitiilmiistiir. DNA’ lar1 goriintiilemek i¢in jeller
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% 2’lik ethidium bromid icersinde 30 dakika bekletilmis ve jel goriintiileme sistemi
ile kontrol edilmistir. Istmanin oldugu bantlar pozitif, is1manin goriillmedigi bantlar
ise negatif olarak degerlendirilmistir. DNA 6rnekleri, PCR ve DNA dizileme analizi

yapilincaya kadar -35 °C’ de saklanmistir.

2.2.4. DNA’larin Cogaltilmasi

En uygun MgCl; ve yapisma sicakliklarinin belirlenmesi amaciyla TAP 1, TAP 2 ve
Tapasin bolgelerinin ayr1 ayr1 optimizasyonu yapilmistir. Bu amagla, MgCl,
konsantrasyonu 1 mM, 1,5 mM ve 3 mM olacak sekilde ii¢ farkli PCR protokolii
hazirlanmistir. Gradientli PCR cihazi yapigsma sicakligi 55 ile 70 °C’ ler arasinda

olacak sekilde ayarlanmis ve her protokol i¢in 6 6rnek hazirlanmstir.

Elde edilen PCR iiriinleri (% 0,6’ lik) agarose jelde yiirGitiilmiis, ethidium
bromide ile boyanmis ve olusan 1simalar degerlendirilerek uygun MgCl, ve yapigsma
sicakliklar1 belirlenmistir. Optimizasyonlar sonrast MgCl, konsantrasyonu TAP 1
gen bolgesi i¢cin 1,5 mM, TAP 2 ve Tapasin gen boélgeleri i¢in ise 3 mM
bulunmustur. Yapigma 1silari ise Tapasin gen bolgesi i¢in 63 °C, TAP 1 ve TAP 2

gen bolgeleri igin 65 °C olarak belirlenmistir.

2.2.4.1. TAP 1 Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi

TAP 1 gen bolgesi igin ileri 5’-CGAAGAGCCCACAGCCTT-3’, geri 5’-
ACCGTCAGCACTGGGGACC-3’ primeri se¢ilmistir (Sironi, 2008). Bu primerler
TAP 1 geninin ekzon 6 ile ekzon 7 (Genbank: AL023516.3) arasindaki 431 bp
uzunlugundaki bir bolgeyi ¢ogaltmak i¢in kullanilmistir. DNA’larin ¢ogaltilmasi igin
10x Buffer soliisyonundan 5 pl, 25 mM* lik MgCl; soliisyonundan 3 pl, 25 M’lik
dNTP’ den 0.20 ul, 10 pmol’ liik forvard ve reverse primer karisimindan 1.5 ul, Taq
polimeraz 0.5 ul ve 34,8 ul ultra distile su, 6rnek sayist kadar hazirlanarak bir mikro
santriflij tiipi igerisinde Karigtirtlmigtir. Daha sonra 0,2 ml’lik per tiiplerine 45 pl

hazirlanan karisim ve 5 pl DNA 6rnegi eklenmistir.
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PCR cihaz1 6nce denatiirasyon i¢in 95 °C” de 10 dakika, daha sonra 95 °C’ de
30 sn, primerlerin baglanmasi igin (hibridizasyon-annealing) 65 °C’ de 1 dakika,
polimerizasyon (extension) 72 °C” de 1 dakika olacak sekilde 35 dongii; son olarak
da 72 °C’ de 10 dakika ve 4 °C’ de bekletilecek sekilde programlanmustir.

2.2.4.2. TAP 2 Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi

TAP 2 gen bolgesi i¢in ileri 5>-AGGGCCATTTTTCTCCTCAT-3" ve geri 5°-
TGCATTGCTCAGAAGGTCAC-3’ primeri segilmis (Sironi, 2008). Bu primerler
TAP 2 geninin ekzon 4 ile ekzon 6 (Genbank: AL023516.3) arasindaki 399 bp
uzunlugundaki bir bolgeyi ¢cogaltmak i¢in kullanilmistir. DNA’larin ¢ogaltilmasi i¢in
5 ul buffer soliisyonu, 6 ul MgCl, (25 mM), 0.20 ul dNTP (25 M) karigimi, 1.5 pl 10
pmol’ likk forvard ve reverse primer karisimi, 0.5 pl Taq polimeraz ve 31,8 ul
deiyonize su, 6rnek sayisi kadar hazirlanarak bir mikro santrifiij tlipii igerisinde
karistirtlmistir. Daha sonra 0,2 ml’lik per tiiplerine 45 ul hazirlanan karigim ve 5 pl
DNA o6rnegi eklenmistir.

PCR cihaz1 once 95 °C’ de 10 dk, sonra 95 °C” de 30 sn, 65 °C’ de 1 dk ve 72
°C’ de 1 dk olacak sekilde 40 dongii, 72 °C’ de 10 dk ve 4 °C’ de bekletilecek sekilde

programlanmustir.

2.2.4.3. Tapasin Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi

Tapasin gen bolgesi i¢in ileri 5’-GGGACACAGTGATGGACAGC-3’ ve geri 5’-
GTAGAGCCAACGGATGAGGC-3’ primeri segilmis (Sironi, 2006a). Bu primerler
Tapasin geninin ekzon 5 ile ekzon 6 (Genbank: AL023516-AJ004999) arasindaki
448 bp uzunlugundaki bir bélgeyi ¢ogaltmak igin kullanilmistir. DNA’ larin PCR ile
¢ogaltilmasi i¢in 5 pl buffer soliisyonu, 6 ul MgCl, (25 mM), 0.20 ul dNTP (25 M)
karigimi, 1.5 pl 10 pmol” lik forvard ve reverse primer karisimi, 0.5 pl Taq

polimeraz ve 31,8 pul deiyonize su, rnek sayisi kadar hazirlanarak bir mikro santrifiij
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tiipl icerisinde karistirilmistir. Daha sonra 0,2 ml’lik per tiiplerine 45 pl hazirlanan

karisim ve 5 ul DNA 6rnegi eklenmistir.

PCR cihaz1 6nce 95 °C’ de 10 dk, sonra 95 °C’ de 30 sn, 63 °C’ de 1 dk ve 72
°C’ de 1dk olacak sekilde 35 dongii, daha sonra 72 °C’de 10’ dk’ ve 4 °C’ de
bekletilecek sekilde programlanmustir.

2.2.5. PCRiiriinlerinin Temizlenmesi

PCR fiiriinleri agarose jelde kosturulmus ve %?2 ethidium bromide ile boyanmuistir.
Daha sonra jelde yiiriitiilen PCR iriinleri jelden kesilerek Silica Bead DNA Gel
Extraction Kit (Fermentas) ile temizlenmistir. Tiim uygulamalar oda sicakliginda ve

santrifiijlerin hepsi 12000 g den fazla bir degerde yapilmistir.

Temiz bir bisturi veya jilet yardimiyla DNA pargalarini igeren jel pargalari, jel
miktarint minimize etmek ig¢in, DNA ya miimkiin oldugunca yakin yerden
kesilmistir. Jel parcalari, dnceden darasi alinmig, 1,5 ml mikro santrifiij tiiplerine
yerlestirilmis ve tartilarak jelin agirligi kaydedilmistir. Daha sonra jelin {izerine 4,5:1
oraninda binding buffer ve 0,5 kat TBE conversion buffer eklenmis ve jel karisimi 5
dakika 55 °C’ de, jel pargalar1 tamamen ¢oziiniinceye kadar bekletilmistir. Erime

sirecini kolaylastirmak icin birka¢ dakikada bir tiipler alt-list edilmistir.

Soliisyonun rengi kontrol edilmis ve sar1 bir rengin olusmasi DNA baglanma
pH’ smin uygun oldugunu gostermektedir. Eger soliisyonun rengi turucu veya
menekse rengi ise 10 pul 3M sodyum asetat (pH 5.2) eklenerek karistirilmis ve

karisimin renginin sar1 olmasi saglanmaistir.

DNA / binding buffer karigimina 2 pl silica powder suspansiyonu eklenmis ve
karistirtlmistir.  Silicalarin DNA lara baglanmasi i¢in 55 °C’ de 10 dakika
karistirilarak bekletilmistir. Daha sonra karisim 10 saniye 14000 rpm’ de santrifiij

edilmis ve iistteki s1v1 dikkatli bir sekilde uzaklastirilarak atilmistir. Uzerine 4 °C’ de
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bekletilmis 500 pl yikama soliisyonu eklenerek peletler 10 dakika santrifiij

edilmistir. Siipernatant atilmis ve bu islem {i¢ kez tekrarlanmistir.

Son yikamadan sonra peletlerin {izerine 30 pl steril ultra saf su eklenmis ve tiip
55 °C’ de 10 dakika bekletilmistir. Daha sonra tiip santrifiij edilerek siipernatantlar
yeni bir tlipe aktarilmistir. Silika tozu kalintilarin1 uzaklastirmak i¢in tiip tekrar 30
saniye santrifiij edilerek siipernatanlar yeni bir tiipe aktarilmig ve dizileme analizine

kadar ornekler -20 °C’ de saklanmustir.

2.2.6. DNA Dizileme Analizi

Sephadex kolon yardimiyla temizlenen PCR iiriinleri BigDye Terminator V3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystem) kullanilarak PCR (Cycle Sequence) yapilmistir.
Bunun igin, 2 ul DNA, 1 ul primer (3,2 pmol/ ml), 1 ul BigDye Terminator V1.1,
V3.1 5xSequencing Buffer, 2 ul BigDye Terminator V3.1 Cycle Sequencing RR-

100, 4 pl ultra saf su bir mikro santrifiij tiiptinde karistirilmistir.

Daha sonra karisim PCR cihazina yerlestirilmis ve cihaz 96 °C de 1 dakika da 1
dongti, 96 °C de 10 saniye, 50 °C de 5 saniye, 60 °C de 4 dakika da 30 dongii ve 4 °C
de bekletilecek sekilde programlanmaigtir.

DNA dizileme o6ncesi 10 pl PCR fdiriinlerini saflastirmak i¢in Sefadex G-50
(Sigma-Aldrich) kolonlar kullanilmistir. Bu amagla, 1gr Sephadex G-50 ile 15 ml
ultra saf su 5 dakika kuvvetlice ¢alkalanmis ve bos spin kolonlara 650 ul eklenmistir.
Yarim saat beklendikten sonra 4800 rpm’ de 2 dakika santrifiij edilmistir.
Siipernatantlar uzaklastirildiktan sonra 10 pl per iiriinleri Sephadex kolonun ortasina

konulmus ve 5400 rpm” de 2 dakika santrifiij edilmistir.

Kolondan gecen PCR friinlerinden 10 pl 96’ Ik pleytlerin dip kismina

aktarilmistir. Pleytlerde ayni hizada olmayan ornekler Hi-Di TM formamide
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(Applied Biosystems) ile tamamlanmistir. Daha sonra pleyt dizileme cihazina (3130x

Genetic Analyzer, Applied Biosystems) yerlestirilmistir.

Polimer olarak 7 ml 3130 pop-7 TM Performance optimized Polymer’dan, anot
ve katot kutuplar1 igin 25 ml EDTA’li Genetic Analyzer 10x Running Buffer

kullanilmistir.

DNA dizileme analizleri izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Biyoteknoloji ve

Biyomiihendislik Merkezi Arastirma Laboratuvari’ nda yapilmistir.

2.2.7. istatistik Analiz

2.2.7.1. Genetik Uzaklhiklarin Hesaplanmasi

TAP 1 ve TAP 2 gen bolgelerine ait dizileme sonuglari Blast programinda
karsilastirilmis ve Galllus gallus’a ait TAP 1 ve TAP 2 gen bolgeleriyle uyumlu
bulunmustur. Elde edilen tiim dizileme sonuglari Bio Edit program: kullanilarak

diizeltilmistir.

Tavuk popiilasyonlar1 arasindaki genetik uzakliklarin tahmininde Tamura-Nei
(1993)’nin Maximum Composite Likelihood yontemi kullanilmistir. Bu model
kullanilarak yapilan kiimeleme analizinde, dendogramlar i¢in Nei ve Kumar (2000)
tarafindan verilen Neighbor-Joining Tree metodu uygulanmistir. Bu amagla Mega 4

bilgisayar paket programindan (Tamura, 2004, 2007) yararlanilmistir.

Genetik uzaklik degerleri TAP 1 ve TAP 2 bolgeleri i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmus,
daha sonra bu iki bolge birlestirilerek (TAP 1 + TAP 2) genetik uzaklik degerleri
tekrar hesaplanmistir (Nei & Kumar 2000; Tamura, 2004; 2007).
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Genetik uzaklik degerlerine iliskin Phylogeny sonuglar1 Neighbor-Joining Tree
(Interior-Branch Test ve Bootstrap Test) yontemi kullanilarak TAP 1, TAP 2 ve TAP
1+ TAP 2 igin elde edilmistir.

Tavuk popiilasyonlar1 arasindaki niikleotid farkliliklar1 (m) ve popiilasyon
mutasyon oranint (6) ve Tajima D yi hesaplamak i¢in “Tajima's Neutrality Test”
uygulanmistir (Tajima, 1989; 1993; Nei & Kumar, 2000). Bu amagla Mega 4

bilgisayar paket programindan (Tamura, 2007) yararlanilmistir.

Popiilasyonlarin ge¢miste secilime ugraylp ugramadigini belirlemek igin
notralite testleri kullanilmaktadir (Koban ve ark., 2008). DNA polimorfizmden dogal
seleksiyonu belirlemek i¢in c¢ogunlukla Tajima D testinden yararlanilmaktadir
(Innan, 2000; McVean, 2002; Winter, 2005). Bir DNA dizisinin dogal olup
olmadigini bilmek igin yapilmaktadir (Winter, 2005). Niikleotid datalar i¢in Tajima
Testi en popiiler testlerden biridir (Nielsen, 2001).

Tajima Notrality Test’ inde her bir 6rnek igin niikleotid farkliliklar (w) ile
toplam polimorfik bolge sayilari (S) karsilagtirilmaktadir (Tajima, 1989). Niikleotid
farkliliklar iki dizi arasindaki her 6rnek igin niikleotid farkliliklarin ortalama sayisi

olarak tanimlanmistir (Tajima, 1989).

Tajima D degeri, yeni mutasyonlar yiiksek miktarda gorildiigiinde, segici
siipirme (selective sweep) yada poplilasyon genislemesi (population expansion)
durumlarinda negatif; yeni mutasyonlar ¢cok az miktarda goriildiigiinde, dengeli
secilim (balancing selection) ve popiilasyon azalmasi (population decline)
durumlarinda ise pozitif deger almaktadir (Innan, 2000; McVean, 2002; Koban ve
ark., 2008).

Tajima Notrality Test’ i kullanarak, her bir 6rnege ait TAP 1, TAP 2
bolgelerine ait niikkleotid dizileri i¢in toplam polimorfik bolge sayist (S), farklilik

gosteren sitelerin orani (ps), niikleotid farkliliklar (m) ve popiilasyon mutasyon
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oranini (¢) ve Tajima D hesaplanmigtir (Wang, 2010). Daha sonra TAP 1 ve TAP 2

bolgelerini birlestirerek ayn1 hesaplamalar tekrar edilmistir.

n = Toplam 6rnek sayist

m = Toplam baz uzunlugu

S = Toplam polimorfik bolge sayisi

0 = Popiilasyondaki mutasyon oranini

n = niikleotid farkliliklar.
0 = pslay,
ps = S/m, farklilik gosteren sitelerin orani

n—1
a = Z 1/l
i=1

toplam farklilik / karsilastirilan 6rnek cifti

dizinin uzunlugu
Karsilastirilan 6rnek ¢ifti = n.(n-1) / 2

D = Tajima test istatistigi

n—S/a1

b= JVar (m=S/aq)
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3. BULGULAR

3. 1. DNA izolasyonu ve Optimizasyon

Fenol-kloroform yontemiyle elde edilmis, DNA ornekleri %0,6 ‘lik agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilmiis ve jel goriintiileme sistemiyle goriintiilenmistir (Sekil
3.1.). Daha sonra her 6rnek 50 ng olacak sekilde sulandirilmig ve her gen bolgesi icin
gradiyentli PCR cihazinda optimizasyonlar1 yapilmistir. Optimizasyonlar sonunda
TAP 1 gen bolgesi i¢cin MgCl, konsantrasyonu 1,5 mM, TAP 2 ve Tapasin gen
bolgeleri icin ise 3 MM bulunmustur. TAP 1 ve TAP 2 gen bdlgeleri i¢in yapisma

1181 65 °C, Tapasin gen bolgesi i¢in 63 °C olarak belirlenmistir.

Sekil 3. 1. DNA o6rneklerine ait agaroz jel elektroforez goriintiisii.

3. 2. TAP 1 Gen Bolgesi

TAP 1 geninin, ekzon 6 ile ekzon 7 (Genbank: AL023516.3) arasindaki bolge
cogaltilmig ve 431 bp uzunlugunda bir bant elde edilmistir (Sekil 3. 2.).
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Sekil 3. 2. TAP 1 Gen Bolgesine Ait Jel Elektroforez Goriintiisii

3. 2. 1. DNA Dizileme Analizi

Tavuklarin TAP 1 gen bolgelerine ait DNA dizileme analizi sonuglar1 Blast
programinda karsilastirilmis ve Bio Edit Programi kullanilarak tiim dizilimler
hizalanmigtir. Analizler sonucu Denizli’de 15, Gerze’de 7, kahverengi yumurtacida
8, beyaz yumurtacida 8 ve broilerde 10 polimorfik bolge tespit edilmistir (Tablo
3.1).

13) R o m m W om omm @M .
GGG AGAGEAGET GACALN GG AT GT GG ARGGATCATAGAGEETT AL C': EACACAGEG ACAT GG ATGRE0 ATGGRF 00T GC“J‘ 'E‘i o0 '3‘.|' GACACAGOAGEG MEG AT GT AG
] N P
i \ i '\ \
AL '\ m M /um' "\
L ' J_L., J_un_\_ .L.A.
jadll il mn .'f:n 211 il W
GAACACAGGE AL ACTRTG M0 TR TR ACT GTRAC AGGE AGACAT GG GRACAT GLGG C':C C C L TG '3 CaET ".' G \ :-G ‘:u' G365 'EG

i ML\ i MJMJLJMLJLJLI /' | ‘L" | IML

Sekil 3. 3. TAP 1’¢ ait DNA dizi analizi goriintiisii
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Tablo 3. 1. 85 tavuk 6rnegine ait TAP 1 bolgesi tizerinde bulunan 15 SNP pozisyonu
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3. 2. 2. Genetik Uzaklik ve Kiimeleme Analizi

TAP 1 bolgesi ele alinarak hesaplanan popiilasyonlarin kendi iglerindeki genetik uzaklik
degerleri Tablo 3.2’ de verilmistir ve genetik uzaklik degerleri 0,0056 ile 0,0087
arasinda degismektedir. En diisiik genetik uzaklik degeri 0,0056 ile Gerze irkinda, en
yiiksek ise 0,0087 ile Denizle irkinda bulunmustur. Incelenen tiim popiilasyonlar
icindeki ortalama evrimsel farklilasma katsayist 0,0075 olarak hesaplanmistir. Bu
sonuglar, Gerze irkinin diger irklara oranla daha homojen yapida oldugunu, dar bir
bolgede yetistirilmis ve yakin akraba olabileceklerini diistindiirmektedir. Genetik
uzaklik degerinin Denizli irki igerisinde 0,0087 olarak tahmin edilmesi, bu irkin
digerlerine oranla daha heterojen yapida oldugunu ve popiilasyon icerisinde yakin

akraba olma olasiliginin diisiik oldugunu akla getirmektedir.

Tablo 3. 2. Popiilasyon i¢i evrimsel farklilasmanin tahmin edilmesi.

Popiilasyon n D £ S.E.

Kahverengi Y. 10 0,0075 £+ 0,0028
Broiler 10 0,0081 + 0,0028
Beyaz Y. 10 0,0076 £+ 0,0028
Gerze 28 0,0056 + 0,0023
Denizli 27 0,0087 + 0,0028

Populasyonlar i¢cindeki

ortalama farklilagsma 85 0,0075+0,0022

TAP 1 gen boélgesi i¢in popiilasyonlar arasindaki genetik uzaklik degerleri Tablo
3.3 de verilmistir. Genetik uzaklik degerleri en diisiik Gerze ve broilerler arasinda
(0,0069 + 0,0025), en yiiksek ise Denizli ile broilerler arasinda (0,0137 + 0,0039)
tahmin edilmistir. Bu sonuglar, broilerlerin Gerze irkina daha yakin, Denizli irkina ise
cok uzak olduklarii gostermektedir. Gerze’ nin genetik bakimdan en uzak oldugu grup
Denizli olarak (0.0127 + 0,0038) tahmin edilirken, Denizli’ nin genetik bakimdan en

yakin oldugu popiilasyon beyaz yumurtacilar (0,0112 + 0,0034) olarak hesaplanmuistir.
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Popiilasyonlar aras1 ortalama uzaklik degeri 0,0099 + 0,0027 olarak bulunmustur (Tablo
3.3).

Tablo 3. 3. Popiilasyonlar arasindaki farklilagsmanin tahmin edilmesi.

Popiilasyon Kahverengi Y. Broiler Beyaz Y. Gerze Denizli

Kahverengi Y. 0,0031 0,0027 0,0029 0,0039

Broiler 0,0092 0,0032 0,0025 0,0039

Beyaz Y. 0,0082 0,0097 0,0029 0,0034

Gerze 0,0078 0,0069 0,0082 0,0038

Denizli 0,0135 0,0137 0,0112 0,0127

Popiilasyonlar arasi1 Ortalama Farklilagsma 0,0099 + 0,0027

Tiim popiilasyonlar lizerinden hesaplanan evrimsel farklilagma kat sayis1 0,2422 +

0,0562 olarak tahmin edilmistir .

Genetik uzaklik degerleri yardimiyla Neighbor-Joining aga¢ yontemi kullanilarak
cizilen Interior-Branch Test ( Saitou & Nei, 1987; Rzhetsky & Nei; 1992; Dopazo,
1994; Tamura, 2004; 2007) ve Bootstrap Test (Felsenstein, 1985; Saitou & Nei, 1987;
Tamura, 2004; 2007) sonuglar1 sirasiyla Sekil 3.4 ve Sekil 3.5 de verilmistir. Bu
filogenik agaclarda iki biiyiik kiime goriilmektedir ve cogunlukla bu biiyiik kiimelerden
birini Gerze 1rki ve broilerler, diger biiyilik kiimeyi ise Denizli irk1 ve yumurtaci tavuklar

olusturmaktadir.

3.2.3. Tajima Test Istatistikleri

1ncelenen 85 adet tavuk tizerinden TAP 1 gen bolgesine gore hesaplanan Tajima Test
Istatistikleri Tablo 3. 4’ de verilmistir.

Tablo 3. 4. Incelenen tavuk 1rklarindaki TAP 1 gen bdlgesine gore hesaplanan
Tajima Notraliti Test sonuglar1 (Tajima, 1989; Nei & Kumar, 2000; Tamura, 2007).

n S Ps 0 n D
85 14 0,0326 0,0065 0,0097 1,3913
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3. 3. TAP 2 Gen Bolgesi

TAP 2 geninin, ekzon 4 ile ekzon 6 (Genbank, AL023516.3) arasindaki bolge
cogaltilmis ve 399 bp uzunlugunda bir bant elde edilmistir (Sekil 3. 6.).

Sekil 3. 6. TAP 2 Gen Bolgesine Ait Jel Elektroforez Goriintiisii

3. 3. 1. DNA Dizileme Analizi

Aragtirma materyalini olusturan tavuklarin TAP 2 gen bolgelerine ait DNA dizileme
analizi sonuglar1 Bio Edit Programi yardimiyla tiim dizilimler hizalanmistir. Analizler
sonunda Denizli’de 16, Gerze’de 14, kahverengi yumurtacida 5, beyaz yumurtacida 9 ve
broilerde 13 polimorfik bolge tespit edilmistir (Tablo 3. 5.).

3. 3. 2. Genetik Uzaklik ve Kiimeleme Analizi

TAP 2 bolgesi ele alinarak hesaplanan popiilasyonlarin kendi iglerindeki genetik uzaklik
degerleri Tablo 3.6° de verilmistir En diisiik genetik uzaklik degeri 0,0048 ile
kahverengi yumurtacilarda, en yiiksek ise 0,0175 ile Denizle irkinda bulunmustur.
Incelenen tiim popiilasyonlar igindeki ortalama evrimsel farklilasma katsayis1 0,0125
olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar, kahverengi yumurtacilarin TAP 2 gen bolgesi
bakimindan diger irklara oranla daha homojen yapida oldugunu ve yakin akraba
olabileceklerini gostermektedir. Denizli irkin ise digerlerine oranla daha heterojen
yapida oldugunu ve popiilasyon icerisindeki orneklerin yakin akraba olma olasiliginin

diisiik oldugunu gdstermektedir.
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Tablo 3. 5. 87 tavuk 6rnegine ait TAP 2 bdlgesi tizerinde bulunan 18 SNP pozisyonu
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Tablo 3. 6. Popiilasyon i¢i evrimsel farklilasmanin tahmin edilmesi.

Popiilasyon n D=+ S.E.

Kahverengi Y. 10 0,0048 +0,0023
Broiler 10 0,0139 £0,0041
Beyaz VY. 10 0,0113 +0,0043
Gerze 28 0,0149 +0,0045
Denizli 29 0,0175 £+ 0,0049

Popiilasyonlar i¢indeki

ortalama farklilagsma 87 0,0125 % 0,0031

TAP 2 gen bolgesi icin popiilasyonlar arasindaki genetik uzaklik degerleri
Tablo 3. 7° de verilmistir. Genetik uzaklik degerleri en diisiik kahverengi yumurtaci
ve broiler popiilasyonlari arasinda (0,0132 + 0,0039), en yiiksek ise Denizli ile beyaz
yumurtact popiilasyonlari arasinda (0,0248 + 0,0062) tahmin edilmistir. Gerze’ nin
genetik bakimdan en yakin popiilasyon broiler (0.0160 =+ 0,0046), en uzak
popiilasyon ise Denizli (0.0220 £ 0,0056) olarak tahmin edilmistir. Gerze 1rki i¢in bu
sonuglar TAP 1 ile benzerlik gostermektedir. Denizli irkinin genetik bakimdan en
yakin oldugu popiilasyonlar broiler (0,0203 + 0,0051) ve kahverengi yumurtact
populasyon (0,0204 + 0,0055) olarak hesaplanmistir. Popiilasyonlar arasi ortalama
uzaklik degeri 0,0188 + 0,0046 bulunmustur (Tablo 3.7.). Tim popiilasyonlar
tizerinden hesaplanan evrimsel farklilasma kat sayis1 0,3361 + 0,0343 olarak tahmin

edilmistir .

Tablo 3. 7. Popiilasyonlar arasindaki evrimsel farklilagmanin tahmin edilmesi. ( Dik
ticgen evrimsel farklilagsma, ters dik licgen standart hata)

Popiilasyon Kahverengi Y. Broiler Beyaz. Gerze Denizli
Kahverengi Y. 0,0039 0,0049 0,0052 0,0055
Broiler 0,0132 0,0050 0,0046 0,0051
Beyaz Y. 0,0146 0,0182 0,0053 0,0062
Gerze 0,0176 0,0160 0,0190 0,0056
Denizli 0,0204 0,0203 0,0248 0,0220

Popiilasyonlar aras1 Ortalama Farklilasma 0,0188 + 0,0046
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Genetik uzaklik degerleri yardimiyla Neighbor-Joining aga¢ yontemi
kullanilarak ¢izilen Interior-Branch Test (Saitou & Nei, 1987; Rzhetsky & Nei;
1992; Dopazo, 1994; Tamura, 2004; 2007) ve Bootstrap Test (Felsenstein, 1985;
Saitou & Nei, 1987; Tamura, 2004; 2007) sonuglar1 sirasiyla Sekil 3.7 ve Sekil 3.8’
de verilmistir. Bu filogenik agaclarda iki biiyiik kiime goriilmektedir ve ¢ogunlukla
bu biiyiik kiimelerden birini Gerze 1rk1 ve broilerler, diger biiyiik kiimeyi ise Denizli
k1 ve yumurtaci tavuklar olusturmustur. Ancak, Denizli irkindan 5 6rnek birinci

kiimede yer aldig1 goriilmektedir.

3. 3.3. Tajima Test Istatistikleri

Incelenen 87 adet tavuk iizerinden TAP 2 gen bolgesine gore hesaplanan Tajima test

istatistikleri Tablo 3. 8’ de verilmistir.

Tablo 3. 8. incelenen tavuk 1rklarindaki TAP 2 gen bdlgesine gore hesaplanan
Tajima Notraliti Test sonuglar1 (Tajima, 1989; Nei & Kumar, 2000;
Tamura, 2007).

n S Ps 0 T D
87 18 0,0533 0,0106 0,0183 2,1317
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Sekil 3. 8. Tavuk popiilasyonlar1 arasindaki TAP 2 gen bolgesine gore ¢izilen
Conducting Bootstrap Test filogenik agaci.
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3.4. TAP 1 ve TAP 2 Gen Bolgeleri

Popiilasyonlarin kendi iglerindeki en diisiik genetik uzaklik degeri 0,0063 ile
kahverengi yumurtacilarda, en yiiksek ise 0,0123 ile Denizle irkinda hesaplanmistir
(Tablo 3. 9.). incelenen tiim popiilasyonlar igindeki ortalama evrimsel farklilasma
katsayist 0,0096 olarak tahmin edilmistir. Bu sonuglar, kahverengi yumurtacilarin
diger irklara oranla daha homojen yapida oldugunu ve yakin akraba olabileceklerini,

Denizli irkin ise daha heterojen yapida oldugunu gostermektedir.

Tablo 3. 9. TAP 1 ve TAP 2 gen bolgeleri birlikte ele alinarak popiilasyon igi
evrimsel farklilasmanin tahmin edilmesi.

Popiilasyon n D+ S.E.

Kahverengi Y. 10 0,0063 +0,0018
Broiler 10 0,0106 +0,0022
Beyaz Y. 10 0,0092 £+ 0,0023
Gerze 26 0,0095 +0,0023
Denizli 26 0,0123 £ 0,0025
Popiilasyonlar i¢indeki 82 0,0096 = 0,0017

ortalama farklilagsma

TAP 1 + TAP 2 gen bdlgesi bakimindan popiilasyonlar aras1 genetik uzaklik
degerleri en diisiik Gerze ve broiler popiilasyonlari arasinda (0,0108 + 0,0023), en
yiiksek ise Denizli ile beyaz yumurtact popiilasyonlar1 arasinda (0,0175 + 0,0033)
tahmin edilmistir (Tablo 3. 10.). Gerze’ nin genetik bakimdan en yakin popiilasyon
broiler (0.0108 + 0,0023), en uzak popiilasyon ise Denizli (0.0171 £ 0,0032) olarak
tahmin edilmistir. Denizli irkinin genetik bakimdan en yakin oldugu popiilasyonlar
broiler (0,0167 £+ 0,0030) ve kahverengi yumurtaci populasyon (0,0167 + 0,0031)
olarak hesaplanmistir. Popiilasyonlar arasi ortalama uzaklik degeri 0,0138 + 0,0025
bulunmustur (Tablo 3. 10.). Tim popiilasyonlar iizerinden hesaplanan evrimsel

farklilagma kat sayis1 0,3055 + 0,0309 olarak tahmin edilmistir .
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Tablo 3. 10. TAP 1 ve TAP 2 gen boélgelerine gore popiilasyonlar arasindaki
evrimsel farklilasmanin tahmin edilmesi (Dik tiggen evrimsel
farklilasma, ters dik liggen standart hata).

Popiilasyon Kahverengi Y. Broiler Beyaz Y. Gerze Denizli
Kahverengi Y. 0,0023 0,0024 0,0026 0,0031
Broiler 0,0109 0,0027 0,0023 0,0030
Beyaz Y. 0,0109 0,0133 0,0026 0,0033
Gerze 0,0120 0,0108 0,0125 0,0032
Denizli 0,0167 0,0167 0,0175 0,0171
Popiilasyonlar aras1t Ortalama Farklilasma 0,0138 +0,0025

Genetik uzaklik degerleri yardimiyla Neighbor-Joining aga¢ yontemi
kullanilarak ¢izilen Interior-Branch Test (Saitou & Nei, 1987; Rzhetsky & Nei;
1992; Dopazo, 1994; Tamura, 2004; 2007) ve Bootstrap Test (Felsenstein, 1985;
Saitou & Nei, 1987; Tamura, 2004; 2007) sonuglar1 sirasiyla Sekil 3. 9 ve Sekil 3.
10> da verilmistir. Bu filogenik agaclarda iki biiylik kiime goriilmektedir ve
cogunlukla bu biiyiik kiimelerden birini Gerze, broiler ve kahverengi yumurtacilar
olusturmaktadir. Bu kiime iki kiimeye ayrilmakta ve bu kiimelerden birinde Gerze ve
broilerler, digerinde ise kahverengi yumurtacilar bulunmaktadir. Diger biiyiik

kiimeyi ise Denizli irk1 ve beyaz yumurtaci tavuklar olusturmustur.

Incelenen 82 adet tavuk iizerinden TAP 1 ve TAP 2 gen bolgeleri birlikte ele

alinarak hesaplanan Tajima test istatistikleri Tablo 3. 11’ de verilmistir.

Tablo 3. 11. Incelenen tavuk irklarinda TAP 1 ve TAP 2 gen bolgeleri birlikte
ele alinarak hesaplanan Tajima Notraliti Test sonuglari (Tajima,
1989; Nei & Kumar, 2000; Tamura, 2007).

n S Ps 0 n D
82 32 0,0417 0,0084 0,0136 1,9558
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Sekil 3. 10. Tavuk popiilasyonlar: arasindaki TAP 1 ve TAP 2 gen bolgelerine gore

cizilen Conducting Bootstrap Test filogenik agaci.
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3. 5. Tapasin Gen Bolgesi

Bu primerler Tapasin geninin ekzon 5 ile ekzon 6 (Genbank, AL023516 - AJ004999)
arasindaki 448 bp uzunlugundaki bir bélgeyi ¢ogaltmak icin kullanilmistir (Sekil 3.
11.). PCR sonrasi yapilan DNA dizileme analizi sonunda Tapasin gen bdlgesine ait
piklerde ¢akigsmalar gozlenmistir. Bu nedenle, tekrar kan oOrneklerinden DNA
izolasyonu yapilmis, PCR’ da ¢ogaltilmis ve DNA dizileme analizleri yapilmistir.
Ancak, tekrarlanan analizlerde de saglikli sonuglar alinamamasi1 nedeniyle bu gen

bolgesine ait istatistik analizlere ¢alismada yer verilmemistir.

Sekil 3. 11. Tapasin Gen Bolgesine Ait Jel Elektroforez Goriintiisii
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4. TARTISMA

MHC bdélgesindeki polimorfizm ile omurgalilardaki immun tepki arasinda bir iliski
oldugu bildirilmistir (Sironi, 2006a). Tavuk MHC’ sinin oldukga basit (Burri, 2010),
memeli homologlarmma gore daha kiigiik ve diisiik rekombinasyon sikligi ile
karakterizedir (Kaufman ve ark., 1999a, 1999b). MHC sistemi ile yapilan
caligmalarda farkli gen bolgeleri kullanilmistir. Bu arastirmada, TAP 1 gen bolgesi
icin 6. ekzondan 7.ekzona, TAP 2 gen bdlgesi igin 4. ekzondan 6.ekzona ve Tapasin
gen bolgesi i¢in ise 5. ekzondan 6.ekzona kadar olan bdlge incelenmistir. incelenen
tim wrklarda TAP 1 431 bp, TAP 2 399 bp ve Tapasin 448 bp uzunlugunda oldugu
belirlenmisgtir. TAP 1, TAP 2 ve Tapasin gen bolgeleri i¢in elde edilen baz
uzunluklar1 yapilan c¢alismalarla (Sironi, 2006a; 2006b; 2008) uyumluluk
gostermektedir. Ancak, Tapasin gen bolgesinin dizileme analizlerinde baz
dizilimlerinde kesin sonuglar elde edilememistir. Bu ya elde edilen DNA’lardaki bir
kontaminasyondan  veya  heterozigot  bireylerde ~ DNA  dizilimlerinin
okunamamasindan kaynaklanmaktadir. Kontaminasyon olabilecegi diisiiniilerek
tekrar DNA izolasyonu ve dizileme analizleri yaptirilmistir. Fakat problem

¢oziilememis ve bu nedenle Tapasin gen bolgesi ile tartisma yapilamamustir.

Tavuklarda 431 bp uzunlugunda olan TAP 1 bdlgesi, hindi ve bildircin’ da
daha kisa oldugu ve hindide 206 bp uzunlugunda oldugu bildirilmistir (Sironi; 2008).
Bu uzunluk farkliligin nedeni tavuk TAP 1 gen bdlgesindeki 225 baz ciftinden
kaynaklandig1 ve bunun Hindide 111 ve 112. niikleotitlere karsilik gelen bolgede
oldugu ifade edilmistir (Sironi, 2006b).

Tavuklarda 399 bp uzunlugunda olan TAP 2 bolgesi, siiliinde 399, hindide 404
ve be¢ tavugunda (Guinea fowl) 437 bp uzunlugundadir (Sironi, 2006b; 2008).
Tavuk ve Hindi TAP 2 gen bolgesi uzunluk farkliliginin nedeni (399 bp ve 404 bp),
Hindide 5 Ekstra niikleotit bulunmasi1 (Hindi’de 344-348. niikleotit) ve bdlgenin
tavuktaki 343 ve 344 niikleotitlere karsi gelen bolgede lokalize oldugu ifade
edilmistir (Sironi, 2006b).
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Insanlarin TAP 2 de bulunan 11 ekzon ile karsilastirildiginda, tavuk TAP 2’
sinin yalnizca 9 ekzona sahip oldugu, bu farkliligin ekzonlarin birlesmesiyle
sonuglanan 2 intronun delesyonundan kaynaklandig: bildirilmektedir. TAP 2 igin bu
ekzon yapisinin, ayni zamanda diger bildircin ve o6rdek gibi kus tiirlerinde de

bulundugu tahmin edilmektedir (Walker, 2005).

Yapilan ¢aligmalar tavuklarin TAP 1 ve TAP 2 gen bolgelerinde yiiksek
polimorfizm bulundugunu gostermektedir (Walker, 2005; Sironi, 2006b; Sironi,
2008). Bu arastirmada TAP 1 ve TAP 2 gen boélgelerindeki ortalama niikleotid
cesitliligi karsilagtinnldiginda yumurtact tavuklarin broilerlere oranla daha diisiik
niikleotid polimorfizm gosterdigi belirlenmistir. Bu sonuglar Sironi ve ark. (2006a)
yapmis olduklar1 calisma ile benzerlik gostermektedir. Yumurtacilarin broilerlere
gore da daha diisiik polimorfizm gostermesi yumurtact tavuklar arasindaki kan
yakinligiin daha fazla oldugunu veya bu gen bolgesi bakimindan siki bir seleksiyon

uygulandigini akila getirmektedir.

Incelenen tavuk irklarinda TAP 1 gen bdlgesindeki polimorfik bélgelerin 68,
89, 96, 111, 113, 116, 136, 146, 197, 210, 250, 274, 367, 368, 372. niikkleotidlerde
(Tablo 3. 1.), TAP 2 gen bolgesindeki polimorfik bélgelerin ise 70, 89, 98, 117, 131,
134, 143, 157, 180, 188, 206, 212, 248, 261, 267, 271, 300, 336. niikleotidlerde
(Tablo 3. 5.) oldugu bulunmustur. TAP 1 gen bolgesinde Denizli’de 15, Gerze’de 7,
kahverengi yumurtacilarda 8, beyaz yumurtacilarda 8 ve broilerlerde 10; TAP 2
bolgesinde ise Denizli’de 16, Gerze’de 14, kahverengi yumurtacilarda 5, beyaz
yumurtacilarda 9 ve broilerlerde 13 polimorfik bolge belirlenmistir. Bu degerler
Sironi ve ark. (2006b) tarafindan bildirilen degerden diisiik bulunmustur. Bu farklilik
Sironi ve ark. (2006b) baz1 baz giftlerini kesin olarak belirleyememelerinden ve

bunlar1 polimorfik olarak kabul etmelerinden kaynaklanmaktadir.

Hosomichi ve ark. (2008) yapmis olduklar1 bir ¢alismada TAP 1 ve TAP 2
bolgelerine ait tek niikleotid polimorfizm yiizdelerini sirasiyla 4,39 ve 4,42 olarak
bildirilmistir. Bu arastirmada ise TAP 1 ve TAP 2 bolgelerine ait tek niikleotid
polimorfizm yiizdeleri sirasiyla 3,48 ve 4,51 olarak bulunmustur. Bu farklilik
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Hosomichi ve ark. (2008) calismalarinda secilen bolgenin TAP 1 (4848 bp) ve TAP
2 (3121 bp) gen bolgeleri igin daha uzun bir baz dizilimine sahip olmasindan

kaynaklanmaktadir.

Singh (2010) ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 bir ¢alismada MHC Sinif 1
bolgesi ele alinarak tavuk, Guinea fowl (beg tavugu), bildircin, 6rdek ve kaz tiirleri
arasindaki genetik uzakliklar hesaplanmis ve calisma sonucunda tavuklarin
popiilasyon i¢i uzakliginin 0,092 oldugunu; tavuk ile beg¢ tavugu, bildircin, 6rdek ve
kaz arasindaki genetik uzakligin sirasiyla 0,325, 0,307, 0,534 ve 0,509 oldugu
bildirilmistir (Singh; 2010a).

Bu arastirmada incelenen tiim gruplar arasinda, popiilasyon i¢i genetik uzaklik
degeri en yiiksek TAP 1 bolgesi icin 0,0087, TAP 2 bolgesi i¢in 0,0175, TAP 1 ve
TAP 2 bolgelerinin birlesimi ele alinarak TAP 1 + TAP 2 boélgesi igin 0,0123 ile
Denizli irkinda bulunmustur. Popiilasyon i¢i en diigiik genetik uzaklik degeri TAP 1
bolgesi i¢in 0,0056 ile Gerze rkinda, TAP 2 ve TAP 1 + TAP 2 gen bolgeleri igin
0,0048 ve 0,0063 ile kahverengi yumurtacilarda bulunmustur. Bu sonuglar Kaya ve
Yildiz’mn (2008) bildirdigi sonuglarla benzerlik gostermektedir.

Kaya ve Yildiz (2008) yaptiklar1 c¢alismada, Denizli tiiriindeki genetik
farkliligin Gerze tiiriindeki genetik farkliliktan daha yiiksek oldugu bildirilmislerdir.
Ayrica yapilan calismada Denizli ve Gerze irklarinin kendi alt popiilasyonlari
arasindaki genetik mesafeler kii¢iikkken, Denizli ve Gerze irklar1 arasindaki genetik
mesafenin, kendi alt popiilasyonlar1 arasindaki uzakliktan daha fazla oldugu

bildirilmistir (Kaya ve Yildiz; 2008).

Bu sonuglar, TAP 1 gen bélgesi bakimindan Gerze irkinin, TAP 2, TAP 1 +
TAP 2 gen bolgeleri bakimindan kahverengi yumurtacilarin diger irklara oranla daha
homojen yapida oldugunu, dar bir bolgede yetistirilmis ve yakin akraba
olabileceklerini, TAP 1, TAP 2, TAP 1 + TAP 2 gen bdélgeleri bakimindan Denizli

iwkinin ise digerlerine oranla daha heterojen yapida oldugunu ve popiilasyon
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icerisindeki  Orneklerin yakin akraba olma olasiliginin  diisik oldugunu

distindiirmektedir.

TAP 1 gen bolgesi bakimindan popiilasyonlar arasi genetik uzaklik degerleri
(Tablo 3.3.) en diisiik Gerze ve broiler arasinda (0,0069 £+ 0,0025), en yiiksek ise
Denizli ile broiler arasinda (0,0137 + 0,0039) tahmin edilmistir. Bu sonuglar,
broilerlerin Gerze irkina daha yakin, Denizli irkina ise ¢ok uzak olduklarini
gostermektedir. Gerze’ nin genetik bakimdan en uzak oldugu grup Denizli olarak
(0.0127 = 0,0038) tahmin edilirken, Denizli’ nin genetik bakimdan en yakin oldugu
popiilasyon beyaz yumurtacilar (0,0112 + 0,0034) olarak hesaplanmistir.

Popiilasyonlar arasi ortalama uzaklik degeri 0,0099 + 0,0027 olarak bulunmustur.

TAP 2 gen bolgesi bakimindan popiilasyonlar arasi genetik uzaklik degerleri
(Tablo 3.7.) en diisiik kahverengi yumurtaci ve broiler popiilasyonlari arasinda
(0,0132 + 0,0039), en yiiksek ise Denizli ile beyaz yumurtaci popiilasyonlar1 arasinda
(0,0248 + 0,0062) tahmin edilmistir. Gerze’ nin genetik bakimdan en yakin
popiilasyon broiler (0.0160 =+ 0,0046), en uzak popiilasyon ise Denizli (0.0220 +
0,0056) olarak tahmin edilmistir. Gerze irki i¢in bu sonuglar TAP 1 ile benzerlik
gostermektedir. Denizli rkinin genetik bakimdan en yakin oldugu popiilasyonlar
broiler (0,0203 + 0,0051) ve kahverengi yumurtacit populasyon (0,0204 + 0,0055)
olarak hesaplanmistir. Popiilasyonlar arasi ortalama uzaklik degeri 0,0188 + 0,0046

bulunmustur.

TAP 1 + TAP 2 gen bolgesi bakimindan popiilasyonlar arasi genetik uzaklik
degerleri (Tablo 3.10.) en diisiik Gerze ve broiler popiilasyonlar1 arasinda (0,0108 +
0,0023), en yiiksek ise Denizli ile beyaz yumurtaci popiilasyonlar arasinda (0,0175 +
0,0033) tahmin edilmistir. Gerze’ nin genetik bakimdan en yakin popiilasyon broiler
(0.0108 + 0,0023), en uzak popiilasyon ise Denizli (0.0171 + 0,0032) olarak tahmin
edilmistir. Denizli irkinin genetik bakimdan en yakin oldugu popiilasyonlar broiler
(0,0167 £+ 0,0030) ve kahverengi yumurtact populasyon (0,0167 + 0,0031) olarak
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hesaplanmistir. Popiilasyonlar arasi ortalama uzaklik degeri 0,0138 + 0,0025

bulunmustur

Genetik uzaklik degerlerine iligskin Phylogeny sonuglari Neighbor-Joining Tree
yontemi kullanilarak Interior-Branch Test ve Bootstrap Test sonuglarinda da Denizli
ve Gerze wrklarinin birbirlerinden ¢ok farkli lokalize olduklar1 goriilmektedir. Bu
filogenik agaclarda iki biiylik kiime goriilmektedir ve bu biiyiik kiimelerden birini
Gerze 1rki ve broilerler, diger biiyiik kiimeyi ise Denizli irk1 ve yumurtaci tavuklar

olusturmaktadir.

Gerze ve Denizli wrklarmin genetik uzaklik degerleri ve filogenik agac
sonuglarina gore Gerze 1rki ile Denizli irki tavuklarin farkli irklar olabilecegi, bunlar
arasindaki karigmanin ¢ok az olabilecegini akla getirmektedir. Gerze irkinin
broilerlere daha yakin olmasi, et¢i tavuk irklarinin daha cok Asya kdkenli olmasi
nedeniyle Gerze irkinin Asya tavuk wrklartyla akraba olabilecegini; Denizli irkinin
yumurtaci tavuklara daha yakin bulunmasi, yumurtacilarin daha ¢ok Akdeniz kokenli
olmast nedeniyle Denizli irkinin Akdeniz tavuk irklariyla akraba olabilecegini

diistindiirmektedir.

Sonugta, burada sunulan sonuglar, tavuk TAP genleri ve bu genlerin

polimorfizm seviyeleri hakkinda yapisal bilgileri saglamaktadir (Sironi, 2008).
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5. SONUCLAR

Denizli, Gerze, Lohmann-LSL beyaz yumurtaci, Brown nick kahverengi yumurtaci
ve broilerlerde TAP 1 ve TAP 2 genlerindeki niikleotid farkliliklarin belirlenmesi,
popiilasyon i¢i ve popiilasyonlar arasi uzaklik degerlerinin hesaplanmasi, Tajima test
istatistikleri ve filogenik aga¢ metoduyla irklarin siniflandirilmasi amaciyla yapilan
bu arastirmadan elde edilen bulgulara dayanarak asagida belirtilen sonuglara

varilmstir.

Incelenen tiim 1rklarda TAP 1 431 bp, TAP 2 399 bp ve Tapasin 448 bp
uzunlugunda oldugu belirlenmistir. Ancak, Tapasin gen bdlgesinin dizileme
analizlerinde baz dizilimlerinde kesin sonuglar elde edilememistir. Bu ya elde edilen
DNA’lardaki bir kontaminasyondan veya heterozigot bireylerde DNA dizilimlerinin

okunamamasindan kaynaklanmaktadir.

Yapilan arastirmada tavuklarin TAP 1 ve TAP 2 gen bélgelerinin yiiksek
polimorfizm gosterdigi belirlenmistir. Bu arastirmada TAP 1 ve TAP 2 gen
bolgelerindeki ortalama niikleotid ¢esitliligi karsilagtirildiginda yumurtaci tavuklarin

broilerlere oranla daha diistlik niikleotid polimorfizm gdsterdigi belirlenmistir.

Incelenen tavuk irklarinda TAP 1 gen bolgesindeki polimorfik bdlgelerin 68,
89, 96, 111, 113, 116, 136, 146, 197, 210, 250, 274, 367, 368, 372. niikleotidlerde,
TAP 2 gen bolgesindeki polimorfik bolgelerin ise 70, 89, 98, 117, 131, 134, 143,
157, 180, 188, 206, 212, 248, 261, 267, 271, 300, 336. niikleotidlerde oldugu
bulunmustur. TAP 1 gen bolgesinde Denizli’de 15, Gerze’de 7, kahverengi
yumurtacilarda 8, beyaz yumurtacilarda 8 ve broilerlerde 10; TAP 2 bélgesinde ise
Denizli’de 16, Gerze’de 14, kahverengi yumurtacilarda 5, beyaz yumurtacilarda 9 ve

broilerlerde 13 polimorfik bolge belirlenmistir.

Arastirmada TAP 1 ve TAP 2 bdolgelerine ait tek niikleotid polimorfizm

yiizdeleri sirasiyla 3,48 ve 4,51 olarak bulunmustur.
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Bu aragtirmada incelenen tiim gruplar arasinda, popiilasyon i¢i genetik uzaklik
degeri en yiiksek TAP 1 bolgesi i¢in 0,0087, TAP 2 bolgesi i¢in 0,0175, TAP 1 ve
TAP 2 bolgelerinin birlesimi ele alinarak TAP 1 + TAP 2 bdlgesi i¢in 0,0123 ile
Denizli irkinda bulunmustur. Popiilasyon i¢i en diisiik genetik uzaklik degeri TAP 1
bolgesi i¢in 0,0056 ile Gerze irkinda, TAP 2 ve TAP 1 + TAP 2 gen bdlgeleri i¢in
0,0048 ve 0,0063 ile kahverengi yumurtacilarda bulunmustur.

Bu sonuglar, TAP 1 Gen bolgesi bakimindan Gerze irkinin, TAP 2, TAP 1 +
TAP 2 gen bolgeleri bakimindan kahverengi yumurtacilarin diger irklara oranla daha
homojen yapida oldugunu, dar bir bolgede yetistirilmis ve yakin akraba
olabileceklerini, TAP 1, TAP 2, TAP 1 + TAP 2 gen boélgeleri bakimindan Denizli
wkinin ise digerlerine oranla daha heterojen yapida oldugunu ve popiilasyon
icerisindeki  Orneklerin yakin akraba olma olasiliginin diisik oldugunu

distindiirmektedir.

Incelenen tiim popiilasyonlar i¢indeki ortalama evrimsel farklilasma katsayis
TAP 1, TAP 2 ve TAP 1 + TAP 2 boélgeleri icin sirasiyla 0,0075, 0,0125, 0,0096

olarak hesaplanmustir.

TAP 1 gen bolgesi bakimindan popiilasyonlar aras1 genetik uzaklik degerleri en
diisiik Gerze ve broiler arasinda (0,0069 £ 0,0025), en yiiksek ise Denizli ile broiler
arasinda (0,0137 £+ 0,0039) tahmin edilmistir. Bu sonuglar, broilerlerin Gerze irkina
daha yakin, Denizli irkina ise ¢ok uzak olduklarmi goéstermektedir. Gerze’ nin
genetik bakimdan en uzak oldugu grup Denizli olarak (0.0127 + 0,0038) tahmin
edilirken, Denizli’ nin genetik bakimdan en yakin oldugu popiilasyon beyaz
yumurtacilar (0,0112 £ 0,0034) olarak hesaplanmistir. Popiilasyonlar arasi ortalama
uzaklik degeri 0,0099 + 0,0027 olarak bulunmustur.

TAP 2 gen bolgesi bakimindan popiilasyonlar aras1 genetik uzaklik degerleri en
diisiik kahverengi yumurtaci ve broiler popiilasyonlar1 arasinda (0,0132 £ 0,0039), en
yiiksek ise Denizli ile beyaz yumurtaci popiilasyonlari arasinda (0,0248 + 0,0062)

tahmin edilmistir. Gerze’ nin genetik bakimdan en yakin popiilasyon broiler (0.0160
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+ 0,0046), en uzak popiilasyon ise Denizli (0.0220 £+ 0,0056) olarak tahmin
edilmistir. Gerze irki i¢in bu sonuglar TAP 1 ile benzerlik gostermektedir. Denizli
irkinin genetik bakimdan en yakin oldugu popiilasyonlar broiler (0,0203 + 0,0051) ve
kahverengi yumurtact populasyon (0,0204 + 0,0055) olarak hesaplanmistir.

Popiilasyonlar arasi ortalama uzaklik degeri 0,0188 & 0,0046 bulunmustur.

TAP 1 + TAP 2 gen bdlgesi bakimmdan popiilasyonlar arasi genetik uzaklik
degerleri en diisiik Gerze ve broiler popiilasyonlar1 arasinda (0,0108 + 0,0023), en
yiiksek ise Denizli ile beyaz yumurtaci popiilasyonlar1 arasinda (0,0175 £ 0,0033)
tahmin edilmistir. Gerze’ nin genetik bakimdan en yakin popiilasyon broiler (0.0108
+ 0,0023), en uzak popiilasyon ise Denizli (0.0171 + 0,0032) olarak tahmin
edilmistir. Denizli irkinin genetik bakimdan en yakin oldugu popiilasyonlar broiler
(0,0167 + 0,0030) ve kahverengi yumurtaci populasyon (0,0167 + 0,0031) olarak
hesaplanmistir. Popiilasyonlar arasi ortalama uzaklik degeri 0,0138 + 0,0025

bulunmustur

Neighbor-Joining aga¢ ydntemi kullanilarak ¢izilen Interior-Branch Test ve
Bootstrap Test filogenik agaclara gore, iki biiyiik kiime goriilmektedir ve bu biiyiik
kiimelerden birini Gerze 1rki ve broilerler, diger biiyiik kiimeyi ise Denizli irki ve

yumurtaci tavuklar olusturmaktadir.

Tajima Notraliti Test sonuglarina gére TAP 1, TAP 2, TAP 1 + TAP 2 gen
bolgelerine ait degerler sirasiyla, © degeri i¢in 0,0097, 0,0183, 0,0136; 6 degeri i¢in
0,0065, 0,0106, 0,0084; D degeri i¢in 1,3913, 2,1317, 1,9558 bulunmustur.

Gerze ve Denizli wklariin genetik uzaklik degerleri ve filogenik agac
sonuclarina gore Gerze 1rki ile Denizli 1rki tavuklarin farkli irklar olabilecegi, bunlar
arasindaki karigsmanin ¢ok az olabilecegini akla getirmektedir. Gerze irkinin
broilerlere daha yakin olmasi, et¢i tavuk irklarinin daha ¢ok Asya kokenli olmasi
nedeniyle Gerze irkinin Asya tavuk irklariyla akraba olabilecegini; Denizli irkinin

yumurtaci tavuklara daha yakin bulunmasi, yumurtacilarin daha ¢ok Akdeniz kdkenli
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olmast nedeniyle Denizli irkinin Akdeniz tavuk irklariyla akraba olabilecegini

distindiirmektedir.

Denizli ve Gerze yerli tavuk irklarinda daha 6nce bu tip bir calisma
yapilmamistir. Bu c¢alisma Denizli ve Gerze yerli tavuk irklarindaki MHC
bolgesindeki TAP 1, TAP 2 ve Tapasin gen bdlgelerindeki polimorfizmleri
belirlemek, yerli tavuk irklar1 ve bu irklar ile ticari tavuk tipleri arasindaki MHC gen
bolgesindeki polimorfizmin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Ayrica, yerli tavuk
wrklarinin MHC gen bolgesinde yapilacak diger genetik caligmalara alt yap:
olusturacaktir. Ayrica bu c¢alismanin yerli tavuk irklarindaki, MHC gen bolgesinde
belirlenen bu farkliliklar ile hastaliklara direng/yatkinlik arasindaki iligkileri

aciklamaya yonelik ileriki ¢alismalara zemin olusturacag: diisiiniilmektedir.

Hastaliklara direng ile iliskisi oldugu belirlenecek genlerin damizlik ticari tavuk
stirilerine aktarilarak hastaliklara direngli yeni hatlar olusturulmasina olanak
saglayacagi, yerli tavuk irklarimiza ait bir veri bankasmin olusturulmasina katki
saglayacag diisiiniilmektedir. Bu ¢alismanin tavuklarda hastaliklara direng ve MHC
gen bolgesinde yapilacak diger genetik ¢aligmalara alt yapi1 olusturacag: gibi diger
evcil hayvan tiirlerinde yapilacak hastaliklara genetik direng ile ilgili calismalara da

alt yap1 olusturacaktir.
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OZET

Bu ¢alismada 30 Denizli, 30 Gerze, 10 Lohmann-LSL beyaz yumurtaci, 10 Brown
nick kahverengi yumurtact ve 10 broiler tavuguna ait, TAP 1 gen bdlgesi igin 6.
ekzondan 7.ekzona, TAP 2 gen bolgesi igin 4. ekzondan 6. ekzona ve Tapasin gen
bolgesi i¢in ise 5. ekzondan 6. ekzona kadar olan bélge incelenmistir. Incelenen tiim
wklarda TAP 1 431 bp, TAP 2 399 bp ve Tapasin’ in 448 bp uzunlugunda oldugu
belirlenmistir. Ancak, Tapasin gen bolgesinin dizileme analizlerinde baz
dizilimlerinde kesin sonuclar elde edilememistir. TAP 1 gen bolgesinde Denizli’de
15, Gerze’de 7, kahverengi yumurtacilarda 8, beyaz yumurtacilarda 8 ve broilerlerde
10; TAP 2 gen bolgesinde ise Denizli’de 16, Gerze’de 14, kahverengi yumurtacilarda

5, beyaz yumurtacilarda 9 ve broilerlerde 13 polimorfik bdlge belirlenmistir.

incelenen tiim gruplar arasinda, popiilasyon ici genetik uzaklik degeri en
yilksek TAP 1 bolgesi i¢in 0,0087, TAP 2 bolgesi i¢in 0,0175, TAP 1 + TAP 2
bolgesi i¢in 0,0123 ile Denizli irkinda bulunmustur. Popiilasyon i¢i en diisiik genetik
uzaklik degeri TAP 1 bolgesi i¢in 0,0056 ile Gerze rkinda, TAP 2 ve TAP 1 + TAP
2 gen bolgeleri icin sirasiyla 0,0048 ve 0,0063 ile kahverengi yumurtacilarda
bulunmustur. Bu sonuglar, TAP 1 Gen bolgesi bakimindan Gerze irkinin, TAP 2,
TAP 1 + TAP 2 gen bolgeleri bakimindan kahverengi yumurtacilarin diger irklara
oranla daha homojen yapida oldugunu, dar bir bolgede yetistirilmis ve yakin akraba
olabileceklerini, TAP 1, TAP 2, TAP 1 + TAP 2 gen bélgeleri bakimindan Denizli
irkiin ise digerlerine oranla daha heterojen yapida oldugunu ve popiilasyon
icerisindeki Orneklerin yakin akraba olma olasihiginin diisiik olabilecegini

diistindiirmektedir.

TAP 1 gen bolgesi bakimindan popiilasyonlar aras1 genetik uzaklik degerleri en
diisiik Gerze ve broiler arasinda (0,0069 + 0,0025), en yiiksek ise Denizli ile broiler
arasinda (0,0137 + 0,0039) tahmin edilmistir. TAP 2 gen bdlgesi bakimindan
popiilasyonlar arasi genetik uzaklik degerleri en diisiik kahverengi yumurtact ve
broiler popiilasyonlar1 arasinda (0,0132 + 0,0039), en yiiksek ise Denizli ile beyaz
yumurtact popiilasyonlar1 arasinda (0,0248 + 0,0062) tahmin edilmistir. TAP 1 +
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TAP 2 gen bolgesi bakimindan popiilasyonlar arasi genetik uzaklik degerleri en
diisiik Gerze ve broiler popiilasyonlart arasinda (0,0108 £+ 0,0023), en yiiksek ise
Denizli ile beyaz yumurtacit popiilasyonlar1 arasinda (0,0175 £+ 0,0033) tahmin

edilmistir.

Neighbor-Joining aga¢ ydntemi kullanilarak cizilen Interior-Branch Test ve
Bootstrap Test filogenik agaclara gore, iki biiyiik kiime goriilmektedir ve bu biiyiik
kiimelerden birini Gerze irk1 ve broilerler, diger biiyiik kiimeyi ise Denizli 1irki ve
yumurtact tavuklar olusturmaktadir. Tajima Notraliti Test sonuglarina gore TAP 1,
TAP 2, TAP 1 + TAP 2 gen bolgelerine ait degerler sirasiyla, © degeri i¢in 0,0097,
0,0183, 0,0136; 6 degeri icin 0,0065, 0,0106, 0,0084; D degeri i¢in 1,3913, 2,1317,
1,9558 bulunmustur.

Gerze ve Denizli wrklarmin genetik uzaklik degerleri ve filogenik agag
sonugclar1 bu iki 1rkin birbirinden farkli irklar olabilecegi ve farkli bolgelerden kdken

alma ihtimalini akla getirmektedir.

Bu ¢alisma Denizli ve Gerze yerli tavuk irklarindaki MHC boélgesindeki TAP
1, TAP 2 ve Tapasin gen bolgelerindeki polimorfizmleri belirlemek, yerli tavuk
wrklart ve bu wrklar ile ticari tavuk tipleri arasindaki MHC gen bolgesindeki
farkliliklar ortaya koymak amaciyla yapilmistir. Ayrica, yerli tavuk irklarinin MHC
gen bolgesinde yapilacak diger genetik ¢alismalara alt yapi olusturacaktir. Sonuglar,
tavuk TAP genleri ve bu genlerin polimorfizm seviyeleri hakkinda yapisal bilgileri

saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: MHC, Polimorfizm, TAP, Tapasin, Tavuk, Denizli irki,

Gerze 1rki.
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SUMMARY

In this study, the region which belongs to 30 Denizli, 30 Gerze, 10 Lohmann—-LSL
white egg layer, 10 Brown nick layer and 10 Broiler chicken, was investigated for
TAP 1 gene region from exon 6 till exon 7, for TAP 2 gene region from exon 4 till
exon 6 and for Tapasin gene region from exon 5 till exon 6. In all strains that were
examined, TAP 1, TAP 2 and Tapasin lengths were determined respectively 431 bp,
399 bp and 448 bp. However, In the sequence analyses of Tapasin gene region, in
base sequences, the exact result could not be obtained. In TAP 1 gene region,
polymorphic regions were identified as below numbers; In Denizli 15, Gerze 7,
Brown egg layer 8, white egg layer 8 and broilers 10 and in TAP 2 gene region in

Denizli 16, Gerze 14, Brown Egg Layer 5, White Egg Layer 9 and Broilers 13.

In all groups that were investigated, in population the highest value of genetic
distance was recorded in Denizli race, as stated respectively for TAP 1 region
0,0087, for TAP 2 region 0,0175, for TAP 1 + TAP 2 region 0,0123. Intra population
the lowest value of genetic distance for TAP 1 region was in Gerze race as with
0,0056, and for TAP 2 and TAP 1 + TAP 2 regions was found in Brown egg layer
respectively 0,0048 and 0,0063. These results shows that for TAP 1 gen region Gerze
race, and for TAP 2, TAP 1 + TAP 2 gen regions, Brown egg layers have more
homogeneous structure than other races and this suggest that they were brought up in
a narrow region and they can be related closely, in TAP 1, TAP 2, TAP 1 + TAP 2
gen regions Denizli race have more heterogenic structure than other races and this

suggest that near relation probability for these samples in intrapopulation is very low.

In TAP 1 gene region, genetic distance values between populations were
(0,0069 £ 0,0025) the lowest between Gerze and broiler, however the highest was
(0,0137 + 0,0039) estimated between Denizli and broiler. In TAP 2 gene rejion,the
lowest values of genetic distance was estimated between Brown egg layer and broiler
population (0,0132 £ 0,0039), the highest value of genetic distance was estimated
between Denizli and White Egg Layer population (0,0248 + 0,0062). In TAP 1 +
TAP 2 gen region, the lowest values of genetic distance between populations
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estimated between Gerze and Broiler (0,0108 £ 0,0023 ), and the highest value
estimated between Denizli and White Egg Layer populations (0,0175 + 0,0033).

According to the Interior-Branch Test and Bootstrap Test phylogenetic trees
that were crossed by using Neighbor- Joining tree method, two big cluster were
visible, Gerze race and broilers are one of these big cluster, and the other big cluster
Is constituted with Denizli race and egg layer chickens. According to the Tajima
Neutrality Test results, values which are belong to the TAP 1, TAP 2, TAP 1 + TAP
2 gen regions are found respectively, for « value 0,0097, 0,0183, 0,0136; for 6 value
0,0065, 0,0106, 0,0084; for D value 1,3913, 2,1317, 1,9558.

The values of genetic distance for Gerze and Denizli races and their
phylogenetic tree results suggest that these two races are probably different races and

results connote the possibility of having their origins from different regions .

The present study is aimed to identify polymorphism in TAP 1, TAP 2,
Tapasin gene regions of MHC region in Denizli and Gerze indigenous chicken races,
and also aimed to demonstrate the differences of MHC gene region between
indigenous chicken races and commercial chicken species. Moreover, this study can
be an initial guide for the future genetic studies and investigations that will be in Mhc
gene region of indigenous chicken races. Results provide structural informations

about chicken TAP genes and their polymorphism levels

Key Words: MHC, Polymorphism, TAP, Tapasin, Chicken, Denizli race,

Gerze race .



72

KAYNAKLAR

ADAMS, L.G., TEMPLETON, JW. (1998). Genetic Resistance To Bacterial
Diseases Of Animals. Rev. sci. tech. Off. int. Epiz. 17 (1): 200-219.

AHMED, K.A., SAXENA, V. K., SAXENA, M., ARA, A, PRAMOD, AB,
RAJARAM, M.L., DORMAN, K.S., MAJUMDAR, S., RASOOL, T.J. (2007).
Molecular Cloning and Sequencing of MHC Class Il Beta 1 Domain of Turkey
Reveals High Sequence Identity With Chicken. Blackwell Publishing Ltd,
International Journal of Immunogenetics 34, 97-105.

AKCAPINAR, H., OZBEYAZ, C. (1999) Hayvan Yetistiriciligi Temel Bilgileri.
Ankara. Sy: 14. ISBN: 975-96978-0-7.

AKSOY, T. (1999). Tavuk Yetistiriciligi. Ankara. Sy: 13-41. ISBN: 975-95417-0-X.

AKSOY, T., ERTUGRUL, O., ATASOY, F., GURLER, M., ERDOGAN, M.
(1998). Denizli Tavuklarmin B Kan Grubu Allelleri Uzerinde Bir Arastirma.
Tiibitak Proje No : VHAG 1173.

ALBERTS, B., JOHNSON, A., LEWIS, J., RAFF, M., ROBERTS, K., WALTER, P.
(2008). Hiicrenin Molekiiler Biyolojisi. Dordiincii Baskidan Ceviri. Garland
Science. Taylor & Francis Group. Sy:1392-1410.

ANDROLEWICZ, M.J. (1999). The Role of Tapasin in MHC Class | Antigen
Assembly. Immunologic Research 20:79-88.

ANONIM (2010). SNP. Erisim tarihi: 09.12.2010. Erisim:
[http://yunus.hacettepe.edu.tr/~mergen/derleme/d_snp.pdf].

ANONIM (2011). Erisim tarihi: 15.01.2011. Erisim:
[http://wvww.pamukkale.gov.tr/tr/content.asp?id=560].

ANTONIOU, AN., FORD, S., PILLEY, E.S., BLAKE, N., POWIS, S.J. (2002)
Interactions Formed By Individually Expressed TAP1 and TAP2 Polypeptide
Subunits. Blackwell Science Ltd, Immunology, 106, 182-189.

ARDA, M., MINBAY, A., AYDIN, N., AKAY, O., iZGUR, M., DIKER, K.S.
(1994). immunoloji. Medisan yayinevi. Ankara. Sy: 9-10; 193-200; 209-216.

BACON, L.D., HUNT, H.D., CHENG, H.H. (2000). A Review of the Development
of Chicken Lines to Resolve Genes Determining Resistance to Diseases.
Poultry Science 79: 1082-1093.

BASARAN, N. (2003). Tibbi Genetik. Nobel & Giines Tip Kitabevi. Sekizinci
Baski.Bursa. Sy: 349-352.



73

BREMDAL, K.B. (2010). Evolution Of MHC Genes And MHC Gene Expression.
Uppsala University. ISSN: 1651-6214. ISBN: 978-91-554-7792-9.

BRILES, W. E., McGIBBON, W. H., IRWIN, M. R. (1950). On Multiple Alleles
Effecting Cellular Antigens in The Chicken. Genetics. 35: 633-652.

BRILES, W.E.,, GOTO, R.M., AUFFRAY, C., MILLER, M.M. (1993). A
polymorphic system related to but genetically independent of the chicken
major histocompatibility complex. Immunogenetics 37:408-414.

BROWN, D.W., COLLINES, W.M., WARD, P.H. (1982). Complementetion of
Major Histocompatibility Haplotypes in Regression of Rous Sarcoma Virus-
Induced Tumors in Noninbred Chickens. Poultry Sci. 61: 409-413. Atfen:
AKSOY, T., ERTUGRUL, O., ATASOY, F., GURLER, M., ERDOGAN, M.
(1998). Denizli Tavuklarmin B Kan Grubu Allelleri Uzerinde Bir Arastirma.
Tiibitak Proje No : VHAG 1173.

BURRI, R.,, SALAMIN, N., STUDER, R.A., ROULIN, A.,, FUMAGALLI, L.
(2010). Adaptive Divergence of Ancient Gene Duplicates in the Avian MHC
Class II B. Molecular Biology and Evolution, 27(10): 2360-2374.

CHAVES, L.D. (2010a). The Major Histocompatibility Complex of the Turkey. A
Dissertation Submitted To The Faculty of the Graduate School of the
University of Minnesota.

CHAVES, L.D., FAILE, G.M., KRUETH, S.B., HENDRICKSON, J.A., REED,
K.M. (2010b). Haplotype Variation, Recombination, and Gene Conversion
Within the Turkey MHC-B Locus. Immunogenetics. 62:465-477.

CHOO, S.Y. (1991). Immunogenetics of the HLA System. Yonsei Medical Journal.
Vol. 32,1-8.

COLLINS, W.M,, BRILES, W.E., ZSIGRAY, R.M., DUNLOP, W.R., CORBETT,
A.C., CLARK, K.K., MARKS, J.L., MCGRAIL, T.P. (1977). The B Locus
(MHC) in the Chicken: Association with the Fate of RSV-Induced Tumors.
Immunogenetics 5: 333-343.

CEVIRGEN, T. (2005). Multipl Myelomlu Hastalarda HLA Sinif-I ve HLA Simif-II
Alel Sikhiginin  Arastirilmasi.  Hacettepe Universitesi, Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Immiinoloji Programu, Yiiksek Lisans Tezi.

DALGAARD, T.S., HOJSGAARD, S., SKJODT, K., JUUL-MADSEN, H.R. (
2003). Differences in Chicken Major Histocompatibility Complex(MHC) Class
Io Gene Expression Between Marek’s Disease -Resistant and- Susceptible
MHC Haplotypes. Scandinavian Journal of Immunology 57: 135-143.



74

DALVA, K. (2004). Her Yerde Karsimda; Nedir Bu HLA Tiplendirimi?. XXXI.
Ulusal Hematoloji Kongresi. Antalya IV. Hematoloji Ilk Basamak Kursu
Kitabi. Sy: 42-52.

DELANY, M.E., ROBINSON, C.M., GOTO, R.M., MILLER, M.M. (2009).
Architecture and Organization of Chicken Microchromosome 16: Order of the
NOR, MHC-Y, and MHC-B Subregions. The Journal of Heredity 100(5): 507—
514.

DEVRIM, A.K., KAYA, N. (2004). Genetik Polimorfizm ve Mikrosatellitler. Kafkas
Univ. Vet. Fak. Derg. 10(2): 215-220.

DOPAZO, J. (1994) Estimating Errors and Confidence Intervals for Branch Lengths
in Phylogenetic Trees By A Bootstrap Approach. Journal of Molecular
Evolution 38:300-304.

DETILLEUX, J. (2001). Genetic Improvement of Resistance to Infectious Diseases
in Livestock. The American Dairy Science Association, 84: 39-46.

DIKER, K.S. ( 1998). Immunoloji. Medisan yaymevi. Ankara. Sy: 73-85; 105-112.

DELIGEZER, U., AKISIK, E.E., DALAY, N. (2004). Gen Polimorfizm Analizinde
LightCycler Floresan PCR Tekniginin Kullanilmasi. Tiirk Onkoloji Dergisi,
Cilt:19, Sayz: 4, sy: 134-139.

DUZGUN, N. ( 2006). Transplantasyon Immiinolojisi. Erisim tarihi: 7.11.2006
Erisim : [http://www.medicine.ankara.edu.tr/dahili_tip/nefroloji//files/
Tximmunoloji.doc].

ELBASI, M.O. (2008). Major Histokompatibilite Kompleksinin =~ Fetusun
Yasamindaki Rolii. Marmara Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitlisti, I¢
Hastaliklar1 Anabilim Dali, Immiinoloji Bilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi.

EKMEKCI, A., KONAC, E., ONEN, H.i. (2008) Gen Polimorfizmi ve Kansere
Yatkinlik. Marmara Medical Journal 21(3); 282-295.

EMARA, M. G., KIM, H., ZHU, J.,, LAPIERRE, R. R.,, LAKSHMANAN, N.,
LILLEHOQOJ, H. S. (2002). Genetic Diversity at the Major Histocompatibility
Complex (B) and Microsatellite Loci in Three Commercial Broiler Pure Lines.
Poultry Science 81: 1609-1617.

EMIR, F., OZDEN, A. (2006). Genetik Polimorfizm ve Polimorfizm Calismalari.
Giincel Gastroenteroloji 10/1 sy:24-28.

ERDOGAN, M. (2000). Baz1 Képek Irklarinda Kan Protein Polimorfizmi ve Irklar
Aras1 Genetik Mesafelerin Tahmin Edilmesi. Ankara Universitesi, Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Zootekni Anabilim Dali, Doktora Tezi.



75

ERENSAYIN, C. (2000). Bilimsel, Teknik, Pratik Tavuk¢uluk. 2. Baski. Nobel
Yayin Dagitim, Ankara. Cilt: 1, Sy: 35-40. ISBN: 975-591-162-6.

EWALD, S.J., LIVANT, E.J. (2004). Distinctive Polymorphism of Chicken B-FlI
(Major Histocompatibility Complex Class 1) Molecules. Poultry Science 83:
600-605.

ERTUGRUL, O. (2006). Anadolunun Ozgiin Hayvanlar1. Sultan Tavugu. Veteriner
Hekimler Dernegi Dergisi. Cilt: 77, Sayi: 2, Sy: 73-76.

FELSENSTEIN, J. (1985) Confidence Limits on Phylogenies: An Approach Using
The Bootstrap. Evolution 39:783-791.

FRANGOULIS, B., PARK, I., GUILLEMOT, F., SEVERAC, V., AUFFRAY, C,,
ZOOROB, R. (1999). Identification of the Tapasin Gene in the Chicken Major
Histocompatibility Complex. Immunogenetics. 49: 328-337.

FULTON, J.E., JUUL-MADSEN, H.R., ASHWELL, C.M., MCCARRON, A.M.,
ARTHUR, J.A., O’'SULLIVAN, N.P., TAYLOR JR, R.L. ( 2006). Molecular
Genotype ldentification Of The Gallus Gallus Major Histocompatibility
Complex. Immunogenetics 58: 407—421.

GRUEN, J.R., WEISSMAN, S.M. (1997). Evolving Views of the Major
Histocompatibility Complex. Blood. 90: 4252-4265.

GUILLEMOT, F., BILLAULT, A., POURQUIE, O., BEHAR, G., CHAUSSE,
AM., ZOOROB, R., KREIBICH, G., AUFFRAY, C. (1988). A Molecular
Map of the Chicken Major Histocompatibility Complex: the Class II B Genes
are Closely Linked to the Class | Genes and the Nucleolar Organizer. The
EMBO Journal. 7: 2775-2785.

GUN, F.D. (2007). Meme Kanseri Patogenezinde MHC Siif-2 Molekiillerinin Rolii.
Mersin Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, Uzmanlk
tezi.

HANSEN, M.P., ZANT, J.N., LAW, G.R.J. (1967). Differences in Susceptibility to
Marek’s Disease in Chickens Carrying Two Different B Blood Group Alleles.
Poultry Sci. 46: 1268. Atfen: AKSOY, T., ERTUGRUL, O., ATASOY, F.,
GURLER, M., ERDOGAN, M. (1998). Denizli Tavuklarinin B Kan Grubu
Allelleri Uzerinde Bir Arastirma. Tiibitak Proje No : VHAG 1173.

HEE, C.S., GAO, S., LOLL, B., MILLER, M.M., UCHANSKA-ZIEGLER, B.,
DAUMKE, O., ZIEGLER, A. (2010). Structure of a Classical MHC Class |
Molecule that Binds ‘‘Non-Classical’’ Ligands. PLoS Biology, Vol: 8, Issue:
12, 1-12.

HORTON, R., GIBSON, R., COGGILL, P., MIRETTI, M., ALLCOCK, R.J,
ALMEIDA, J., FORBES, S., GILBERT, J.G.R., HALLS, K., HARROW, J.L.,



76

HART, E., HOWE, K., JACKSON, D.K., PALMER, S., ROBERTS, A.N.,
SIMS, S., STEWART, C.A., TRAHERNE, JA., TREVANION, S,
WILMING, L., ROGERS, J., JONG, P.J., ELLIOTT, J.F., SAWCER, S,
TODD, J.A.,, TROWSDALE, J., BECK, S. (2008). Variation Analysis and
Gene Annotation of Eight MHC Haplotypes: The MHC Haplotype Project.
Immunogenetics 60:1-18.

HOSOMICHI, K., MILLER, M.M., GOTO, R.M., WANG, Y., SUZUKI, S,
KULSKI, J.K., NISHIBORI, M., INOKO, H., HANZAWA, K., SHIINA, T.
(2008). Contribution of Mutation, Recombination, and Gene Conversion to
Chicken Mhc-B Haplotype Diversity. The Journal of Immunology 181;3393-
3399.

JOHNSON, A.G., ZIEGLER, R.J., LUKASEWYCZ, O.A., HAWLEY, L.B. (2000).
Mikrobiyoloji ve Immunoloji. Nobel Tip Kitabevleri. Istanbul. Sy:277-278.

KAPLAN, G., AKSOY, F.T. (2009). Denizli Irk1 Bir Tavuk Siiriisiinde Telek Rengi
Ozellikleri ve Canli Agirhgin Incelenmesi. Ankara Univ. Vet. Fak. Derg. 56,
297-303.

KARABAYIR, A. (2007). Tavukguluk. Istanbul. Sy: 14-15. ISBN: 978-9944-425-
25-4.

KAUFMAN, J. (1999a). Co-Evolving Genes in MHC Haplotypes: The “Rule” for
Nonmammalian Vertebrates? Immunogenetics. 50: 228-236.

KAUFMAN, J., MILNE, S., GOBEL, T.W., WALKER, B.A., JACOB, J.P,
AUFFRAY, C., ZOOROB, R., BECK, S. (1999b). The Chicken B Locus is a
Minimal Essential Major Histocompatibility Complex. Nature 401; 923-925.

KAUFMAN, J. (2000). The Simple Chicken Major Histocompatibility Complex:
Life and Death in the Face of Pathogens and Vaccines. The Royal Society. 355,
1077-1084.

KAUFMAN, J. (2008) The Avian MHC. Avian Immunology, Editérler, DAVISON,
T.F., KASPERS, B., SCHAT, K.A. Elsevier, Ltd. 161-184. ISBN: 978-0-12-
370634-8.

KAYA, M., YILDIZ, M.A. (2008). Genetic Diversity Among Turkish Native
Chickens, Denizli and Gerze, Estimated by Microsatellite Markers. Biochem
Genet. 46: 480-491.

KELLEY, J., WALTER, L., TROWSDALE, J. ( 2004). Comparative Genomics Of
Major Histocompatibility Complexes. Immunogenetics. Vol:56: 683-695.

KIERSZENBAUM, A.L. (2006). Histoloji ve Hiicre Biyolojisi. Palme Yayincilik.
Ankara.ISBN:9944-341-02-9. Sy: 267-281.



77

KIPER, N., GOCMEN, A., OZCELIK, U., YALCIN, E. (2002). Cocukluk Cag1 Kist
Hidatik Hastaligima Karst Genetik Yatkinlikta TAP-1 ve TAP-2 Gen

Polimorfizminin Roliiniin Belirlenmesi. Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma
Kurumu. Proje No: SBAG-2279.

KIRAZ, S., EKINCI, M.S., OZKOSE, E., AKYOL, 1. (2010). Genetik Polimorfizmin
Belirlenmesinde Kullanilan Molekiiler Teknikler. Erisim:
http://zootekni2007.yyu.edu.tr/pdfler/GEN9.pdf.

KUS, N.S., ZORLU, Y., COKER, L, SENER, U., ALTINEL, O. ( 2004). R-R Tip
Multipl Distribution of HLA DQ Antigens in R-R Type Multiple Sclerosis
Patients. (Skleroz Hastalarinda HLA DQ Antijenlerinin Dagilim1). SSK
Tepecik Hast. Derg. 14(2):95-100.

LAMONT, S.J. (1989). The Chicken Major Histocompatibility Complex in Disease
Resistance and Poultry Breeding. Journal of Dairy Science. Vol:72, 1328-1333.

LI, L., JOHNSON, L.W., EWALD, S.J. (1997). Molecular Characterization of Major
Histocompatibility Complex (B) Haplotypes in Broiler Chickens. Animal
Genetics 28: 258-267.

LI, X.X., HAN, L.X., HAN, J.L. (2010). No Specific Primer Can Independently
Amplify the Complete Exon 2 of Chicken BLB1 or BLB2 Genes. International
Journal of Poultry Science 9 (2): 192-197.

LIVANT, EJ., ZHENG, D., JOHNSON, L.W., SHI, W., EWALD, S.J. (2001).
Three New MHC Haplotypes in Broiler Breeder Chickens. Animal Genetics,
32:123-131.

MACKLIN, K.S., EWALD, S.J., NORTON, R.A. (2002). Major Histocompatibility
Complex Effect on Cellulitis Among Different Chicken Lines. Avian
Pathology 31, 371- 376. ISSN 0307-9457, 1465-3338.

MCCLUSKEY, J., ROSSJOHN, J., PURCELL, A.W. (2004). TAP Genes and
Immunity. Current Opinion in Immunology 16:651-659.

MILLER, M.M., BACON, L.D., HALA, K., HUNT, H.D., EWALD, S.J,
KAUFMAN, J., ZOOROB, R., BRILES, W.E. (2004). 2004 Nomenclature for
the Chicken Major Histocompatibility ( B and Y ) Complex. Immunogenetics.
56: 261-279.

MILLER, M.M. (2005). Mapping MHC Genes Linked with Resistance to Tumors
Induced by Marek’s Disease Virus Infections. International Workshop on
Animal Genome November 9, 2005.

MUNZ, C. (2010). Antigen Processing for MHC Presentation by Autophagy.
Biology Reports 2:61; 1-4.



78

NEI, M. & KUMAR, S. (2000) Molecular Evolution and Phylogenetics. Oxford
University Press, New York.

O’NEILL, A.M., LIVANT, E.J., EWALD, S.J. (2009). The Chicken BF1 (Classical
MHC Class I) Gene Shows Evidence of Selection for Diversity in Expression
and in Promoter and Signal Peptide Regions. Springer, Immunogenetics
61:289-302.

OZBEYAZ, C. (1990). Tiirkiye Esmer ve Holstayn Sigir Irklarinda Protein
Polimorfizmi ve Ebeveyn Kontroliindeki Onemi. Ankara Universitesi, Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Doktora Tezi. Atfen: ERDOGAN, M. (2000). Baz1 Kopek
Irklarinda Kan Protein Polimorfizmi ve Irklar Arasi Genetik Mesafelerin

Tahmin Edilmesi. Ankara Universitesi, Saghik Bilimleri Enstitiisii, Zootekni
Anabilim Dali, Doktora Tezi.

PARMENTIER, H.K., BAELMANS, R., SAVELKOUL H.F.J., DORNY, P,
DEMEY, F., BERKVENS, D. ( 2004). Serum haemolytic complement
activities in 11 different MHC (B) typed chicken lines. Veterinary Immunology
and Immunopathology. 100: 25-32.

PENNY, L.A., ARMSTRONG, D., BRAMLEY, T.A., WEBB, R., COLLINS, R.A,,
WATSON, E.D. (1999). Immune Cells and Cytokine Production in the Bovine
Corpus Luteum Throughout the Oestrous Cycle and after Induced Luteolysis.
Journal of Reproduction and Fertility, 115; 87-96.

PORCELLI, S.A. (2005). Bird Genes Give New Insights into the Origins of Lipid
Antigen Presentation. PNAS. Vol:102. No:24. 8399-8400.

REGNIER, V., NOVELLI, J.,, FUKAGAWA, T., VAGNARELLI, P., BROWN, W.
(2003). Characterization of Chicken CENP-A and Comparative Sequence
Analysis of Vertebrate Centromere-Specific Histone H3-like proteins. Gene
316, 39-46.

REGNIER, V., VAGNARELLI, P.,, FUKAGAWA, T., ZERJAL, T., BURNS, E.,
TROUCHE, D., EARNSHAW, W., BROWN, W. (2005). CENP-A is Required
for Accurate Chromosome Segregation and Sustained Kinetochore Association
of BubR1. Molecular and Cellular Biology 25, 3967-3981.

RUBY, T., BED’HOM, B., WITTZELL, H., MORIN, V., OUDIN, A., ZOOROB, R.
(2005). Characterisation of a Cluster of TRIM-B30.2 Genes in the Chicken
MHC B Locus. Immunogenetics. 57; 116-128.

RZHETSKY, A. & NEI, M. (1992) A Simple Method for Estimating and Testing
Minimum Evolution Trees. Molecular Biology and Evolution 9:945-967.

SABUNCUOGLU, Y. (2006). Vitiligolu Olgularda MHC Gen Polimorfizmleri.
Trakya Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji Anabilim Dall,
Yiiksek Lisans Tezi.



79

SADASIVAN, B., LEHNER, P.J., ORTMANN, B., SPIES, T., CRESSWELL, P.
(1996). Roles for Calreticulin and a Novel Glycoprotein, Tapasin, in the
Interaction of MHC Class | Molecules with TAP. Immunity, Vol. 5, 103-114.

SAITOU, N. & NEI, M. (1987) The Neighbor-Joining Method: A New Method for
Reconstructing Phylogenetic Trees. Molecular Biology and Evolution 4:406-
425.

SALOMONSEN, J., SORENSEN, M.R., MARSTON, D.A., ROGERS, S.L.,
COLLEN, T., HATEREN, AV., SMITH, A.L.,, BEAL, R.K., SKJODT, K.,
KAUFMAN, J., (2005). Two CD1 Genes Map to the Chicken MHC, Indicating
that CD1 Genes are Ancient and Likely to have been Present in the Primordial
MHC. PNAS, vol. 102, no. 24, 8668-8673.

SAMBROOK, J., RUSSELL, D. (2001). Moleculer Cloning. Cold Spring Harbor
Laboratory Press.

SANDBERG, J.K., GLAS, R. (2001). Antigen Processing. Encyclopedia of Life
Sciences, Nature Publishing Group, 1-6.

SCHIERMAN, L.W., NORDSKOG, A.W. (1961). Relationship of Blood Type to
Histocompatibility in Chickens. Science 134:1008-1009. Atfen: SHIINA, T.,
HOSOMICHI, K., HANZAWA, K. (2006). Comparative Genomics of the
Poultry Major Histocompatibility Complex. Animal Science Journal 77: 151-
162.

SCHOENHALS, G.J., KRISHNA, R.M., GRANDEA, A.G., SPIES, T,
PETERSON, P.A., YANG, Y., FRUH, K. (1999). Retention of Empty MHC
Class | Molecules by Tapasin is Essential to Reconstitute Antigen Presentation
in Invertebrate Cells. The EMBO Journal VVol.18 No.3, 743-753.

SCHOU, T.W., LABOURIAU, R., PERMIN A., CHRISTENSEN J.P., SORENSEN,
P., CU, H.P., NGUYEN, V.K., JUUL-MADSEN, H.R. (2010). MHC Haplotype
and Susceptibility to Experimental Infections (Salmonella Enteritidis, Pasteurella
Multocida or Ascaridia Galli) in a Commercial and an Indigenous Chicken
Breed. Veterinary Immunology and Immunopathology 135, 52-63.

SHAFI, S.S., JOSHI, C.G. (2002). Molecular characterization of B-Lb Il family
(class Il MHC) alleles in three strains of poultry and its association with
immune response. Department of Animal Genetics and Breeding College of
Veterinary Science and Animal Husbandry, Gujarat Agricultural University,
Anand  Campus,  Anand. Erisim: [http://openmed.nic.in/2249/01/
Dr. Shanaz Shafi M.V.Sc. Thesis.pdf]. Erisim tarihi: 09.11.2007.

SHIINA, T., SHIMIZU, S., HOSOMICHI, K., KOHARA, S., WATANABE, S.,
HANZAWA, K., BECK, S., KULSKI, J.K., INOKO, H. (2004). Comparative



80

Genomic Analysis of Two Avian (Quail and Chicken) MHC Regions. The
Journal of Immunology, 172: 6751-6763.

SHIINA, T., HOSOMICHI, K., HANZAWA, K. (2006). Comparative Genomics of
the Poultry Major Histocompatibility Complex. Animal Science Journal 77:
151-162.

SINGH, S.K., MEHRA, S., SHUKLA, S.K., KUMAR, V., TIWARI, A., MEHRA,
M., GOYAL, G., MATHEW, J., SHARMA, D. (2010a). Nucleotide Sequence
Variation in MHC Class | Region in Guinea Fowl. International Journal of
Poultry Science 9 (3): 236-239. ISSN:1682-8356.

SINGH, S.K., MEHRA, S., KUMAR, V., SHUKLA, S.K., TIWARI, A., MEHRA,
M., GOYAL, G., MATHEW, J., SHARMA, D. (2010b). Sequence Variability
in the BLB2 Region Among Guinea Fowl and Other Poultry Species.
International Journal of Genetics and Molecular Biology Vol. 2 (3), pp. 048-
051.

SIRONI, L., LAZZARI, B., RAMELLI, P.,GORNI, C., MARIANI, P. (2006 a).
Single Nucleotide Polymorphism Discovery in the Avian Tapasin Gene.
Poultry Science 85: 606-612.

SIRONI, L., LAZZARI, B., STELLA, A., RAMELLI, P., MARIANI, P. (2006 b).
Avian TAP1 and TAP2 genes: polymorphisms and haplotypes. EPC 2006, XII
European Poultry Conference, Verona, Italya, 10-14 September 2006.

SIRONI, L., LAZZARI, B., RAMELLI, P.,STELLA, A., MARIANI, P. (2008).
Avian TAP Genes: Detection of Nucleotide Polymorphisms and Comparative
Analysis Across Species. Genetics and Molecular Research 7 (4): 1267-1281.

SNELL, G.D. (1981). Studies in Histocompatibility. Science. 213: 172-178.

SOYSAL, M.I. (2010). Tiirkiye Yerli Evcil Hayvan Genetik Kaynaklar1. Tekirdag.
Sy: 225-228; 352-354.

SENKOYLU, N. (2001). Modern Tavuk Uretimi. 3. Baski. Anadolu Matbaas1. Sy:1-
5. ISBN: 975-93691-2-5.

TAGEM (2009). Tiirkiye Evcil Hayvan Genetik Kaynaklari. Ankara. Sy: 84-85.

TAJIMA, F. (1989) Statistical Methods to Test for Nucleotide Mutation Hypothesis
By DNA Polymorphism. Genetics 123:585-595.

TAJIMA, F. (1993) Simple Methods for Testing Molecular Clock Hypothesis.
Genetics 135:599-607.



81

TAMURA, K., NEI, M. & KUMAR, S. (2004) Prospects for Inferring Very Large
Phylogenies By Using The Neighbor-Joining Method. PNAS 101:11030-
11035.

TAMURA, K., DUDLEY, J., NEI, M. & KUMAR, S. (2007) MEGA4: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) Software Version 4.0. Molecular
Biology and Evolution 10.1093/molbev/msm092.

TAN, P., KROPSHOFER, H., MANDELBOIM, 0. BULBUC, N,
HAMMERLING, G.J.,, MOMBURG], F. (2002). Recruitment of MHC Class |
Molecules by Tapasin into the Transporter Associated with Antigen
Processing-Associated Complex Is Essential for Optimal Peptide Loading. The
Journal of Immunology. 168: 1950-1960.

TEMIZ, N. (2005). Akdeniz Bolgesinde HLA (Human Leucocyte Antigens) Tipleri
ve Sikligmin Saptanmasi. Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi.

TROWSDALE, J. (1995). “ Both man & bird & beast” : Comparative Organization
of MHC Genes. Immunogenetics. 41: 1-17.

VILLANUEVA, A.B., BLICKWEDEHL, J., McEVOY, S., GOLDING, M.,
GOLLNICK, S.0., BANGIA, N. (2010). What is the Role of Alternate
Splicing in Antigen Presentation by Major Histocompatibility Complex Class |
Molecules? Humana Press, Immunol Res 46: 32-44.

WALKER, B.A., HATEREN, A., MILNE, S., BECK, S., KAUFMAN, J. (2005).
Chicken TAP Genes Differ From Their Human Orthologues in Locus
Organisation, Size, Sequence Features and Polymorphism. Immunogenetics 57:
232-247.

WIGLEY, P. ( 2004). Genetic resistance to Salmonella infection in domestic
animals. Research in Veterinary Science 76: 165-1609.

WORLEY, K., COLLET, J., SPURGIN, L.G., CORNWALLIS, C., PIZZARI, T.,
RICHARDSON, D.S. (2010). MHC Heterozygosity and Survival in Red
Junglefowl. Molecular Ecology 19, 3064-3075.

XU, R, LI, K., CHEN, G., XU, H., QIANG, B., LI, C., LIU, B. (2007).
Characterization of Genetic Polymorphism of Novel MHC B-LB1I Alleles in
Chinese Indigenous Chickens. Journal of Genetics and Genomics, Vol.34
No.2: 109-118.

YAN, R.Q., LI, X.S., YANG, T.Y., XIA, C. (2005). Characterization of BF2 and
B2m in Three Chinese Chicken Lines. Veterinary Immunology and
Immunopathology. 108: 417-425.



82

YESILLI, O. (1993). Pemfigus vulgarisde Human Lokosit Antijenleri. C.U.
Uzmanlik Tezi. Adana. 40: 12-21s. Atfen: TEMIZ, N. (2005). Akdeniz
Bolgesinde HLA (Human Leucocyte Antigens) Tipleri ve Sikliginin
Saptanmasi. Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi.

YIGITBAS, E. (2006). Tiirk Popiilasyonunda Yiiksek Rezolusyon MHC Class-I
Related Chain A (MICA) Genotiplemesi, HLA-B — MICA Haplotiplerinin
Incelenmesi ve Yeni MICA Alellerinin Arastirilmasi. Hacettepe Universitesi,
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tiimdér Biyolojisi ve Immiinolojisi Programu,
Doktora Tezi.

ZEKARIAS, B., TER HUURNE, A.A.H.M., LANDMAN, W.J.M., REBEL, J.M.J.,
POL, JM.A., GRUYS, E. (2002). Immunological Basis of Differences in
Disease Resistance in the Chicken. INRA, EDP Sciences, Vet. Res. 33: 109—
125.

ZHOU, H., LAMONT, S.J. (2003). Chicken MHC class | and Il gene effects on
antibody response kinetics in adult chickens. Immunogenetics. Vol:55: 133-
140.



	kapak
	ÖNSÖZ
	Giriş

