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SULTANI CEKIRDEKSIiZ UZUM CESIDINDE ABC
PROTEINLERINDEN MDR ALT AIiLESININ TANELERDE iFADE
ANALIZI

JALILI, Hamed

Yiiksek Lisans Tezi, Bahce Bitkiler Anabilim Dal1
Tez Danismani: Dog. Dr. Birsen CAKIR
22.05.2017, 72 sayfa

ABC Proteinleri/ATP Baglayan Kaset Tasiyicilari/ABC Tasiyicilart  (ABC
Proteins/ATP Binding Cassette Transporters/ABC Transporters) protein ailesi evrimsel olarak
olduk¢a gesitli ve en biiyiikk protein ailelerinden biridir. ABC proteinleri hiicrelerin ve
organellerin membraninda yer alarak i¢ ve dis ¢evre ile olan madde aligverisinden sorumlu olan
proteinlerden olusmaktadir. Bu proteinler kromozom yapisinin diizenlenmesi, protein
sekresyonu, ilag direnci gelistirme, antikor olusumu, fitohormon taginimi ve sinyal iletimi gibi
bir¢cok metabolik yolakta gorev alan proteinleri de igermektedir. Bu tez ¢aligmasinda, genom
projesi tamamlanmis olan Vitis vinifera L. (asma) bitkisinin olast ABCB/MDR gen ailesinin

tiziim tanelerinin gelisimi boyunca ifade profili analiz edilmistir.

Sultaniye ¢ekirdeksiz (Vitis vinifera) ¢esidine ait tanelerde Vitis ABCB/MDR alt ailesine
ait 19 adet genin farkli tane gelisim donemlerinde Real-time PCR teknigi ile ifade profilleri
¢ikarilmstir. VVMDR3, VWMDR12, VVMDR13, VVMDR14, VVWMDR16 ve VVMDR17 genlerinin
ifadesi ¢igeklenmeden 4-6 hafta sonra artis gostermis ve ben diisme donemine dogru ise
azalmistir. VVMDR7, VWMDR10, VVMDR11 ve VWMDR15 genlerinin ifadelesi ¢i¢ceklenme, tane
tutumu ve ben diismeden sonra yiiksek diizeyde seyretmis, ancak olgunlagsma ve ben diisme
doneminde ise minimum diizeyde seyretmistir. VVMDR1, VWMDR2, VVMDRS8 genlerinin
ifadesi ise tane tutumunda ve bendiismeden 6nce yiiksek tespit edilmistir. Ci¢eklenme ve tane
tutumu sirasinda VVMDR genlerinin ifadesinin yiiksek olmasi bu dénemde oksin taginiminda

rol oynayabileceklerini diisiindiirmektedir.

Anahtar sozciikler: ABC, ABCB, MDR, mRNA ifadesi, Vitis vinifera






ABSTRACT

EXPRESSION ANALYSIS OF MDR SUBFAMILY FROM ABC
PROTEINS IN BERRIES OF SULTANA SEEDLESS GRAPE
VARIETY

JALILI, Hamed

MSc in Horticulture
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Birsen CAKIR
22.05.2017, 72 pages

The ABC Proteins / ATP Binding Cassette Transporters / ABC Transporters
protein family is one of the largest and most diverse protein families during the
evolution. ABC proteins consist of proteins that are involved in the exchange of
substances with the internal and external environment of the cell, are localized on the
membranes of cells and organelles. These proteins include proteins involved in many
metabolic pathways such as regulation of chromosome structure, protein secretion,
drug resistance, antibody formation, phytohormone transport and signal transduction.
In this study, the expression profile of the putative ABCB / MDR gene family of the
Vitis vinifera, whose genome project has been completed was analyzed during the
different stages of development in grapes berries. Expression profile of the 19 genes
belonging to Vitis ABCB / MDR sub-family, were obtained by real-time PCR at
different periods of development in Sultaniye ¢ekirdeksiz (Vitis vinifera) berries. The
expression of VVMDR3, VVMDR12, VvMDR13, VvVvMDR14, VVMDR16 and
VVMDR17 genes increased 4-6 weeks after flowering and decreased towards veraison.
Expression of VVMDR7, VVMDR10, VVMDR11 and VVMDR15 genes was high at
flowering, fruit set and after veraison, but decreased at a minimum level during
ripening and over-ripening stage. Expression of VVMDR1, VVMDR2, and VVMDRS
genes was high at fruit set and before fruit set. The high expression of VVMDR genes
during flowering and fruit set suggests that they may play a role in auxin transport
during this period.

Keywords: ABC, ABCB, MDR, mRNA Expression, Vitis vinifera
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1. GIRIS

Vitis vinifera L. (asma) sistematik olarak “Dicotyledoneae” sinifi igerisinde,
“Rhamnales” takiminda, “Vitaceae” ailesinde ve “Vitis” cinsi icerisinde yer alan
cok yillik sarmici bir bitkidir (Keller, 2010). Diinyada yetistiriciligi en yaygin
diizeyde yapilan ve en yiiksek ekonomik degere sahip meyve cesididir. Uziimden
baslica; taze meyve (sofralik iiziim), kuru meyve ve sarap iiretimi amaciyla

yararlanilmaktadir.

Asmada tziim tanelerinin gelisimi ii¢ farkli asamada incelenir (Castellarin
et al., 2011). Birinci asama, ¢igeklenmenin hemen ardindan baslayan ve yaklagik
60 giin siiren bu evrede tane olusumu gerceklesir. Bu evrede taneler hizlica biiyiir

ve organik asit birikimi siirdiigii halde, seker icerigi diisiik kalmaktadir.

Ciceklenmeden 7-10 hafta sonra gerceklesen ikinci agama (Fillion et al.,
1999), liziim gelisiminin duraklama asamasidir. Tane gelisimi belirgin bir sekilde
duraklamakta ve tanelerin organik asit yogunluklart maksimum diizeye
ulasmaktadir. Iklimsel kosullar ve g¢eside gére degismekle birlikte duraklama
evresi, yaklasik 2-3 hafta siirmektedir (Dokoozlian, 2000). Duraklama evresinin
ardindan 24 saat icinde gerceklesen III. asamaya gecis (Coombe, 1992), ben
diisme olarak isimlendirilmekte ve olgunlasmanin baslangicina karsilik
gelmektedir. Bu asamada tanede yiiksek miktarda seker ve amino asit birikimi
baslar. Tat ve aroma veren bilesikler de meyvede birikmektedir. Ayrica tane
yumusamasi da goriiliir. Bu asamadaki biiylime hiicre boliinmesinden ¢ok
hiicrelerin  biiyiimesi ile tamimlanir ve yaklasik olarak 6-8 hafta stirer
(Kennedy,2002). Tane olgunlasmasi boyunca ABA, brassinosteroitler (BR’ler) ve
etilen; olgunlasma zamanimi veya olgunlasmayla iligkili bazi siiregleri tesvik
ederler. Tane olgunlagsmasinin erken asamalar1 boyunca oksin ve sitokininler,

olgunlagsmay1 geciktirici etki gosterebilir.

ABC proteinleri temel olarak hiicrelerin ve organellerin membraninda yer
alarak i¢ ve dis ¢evre ile olan madde alisverisinden sorumlu olan proteinlerden
olugsa da, niikleik asitlerin diizenlenmesi, kromozom yapisinin diizenlenmesi,

fitohormon tasinimi, protein salinim, ilag¢ direnci gelistirme, antikor olusumu ve



sinyal iletimi gibi diger birgok metabolik yolakta gdrev alan proteinleri de
icermektedir (Fath and Kolter, 1993; Higgins, 1992; Higgins and Linton, 2003;
Rea, 2007). ABC proteinlerinden ABCB/MDR alt ailesinin bireyleri memeli
analoglarinda oldugu gibi bitkilerde de ila¢ tasimada gorev aldiklar1 diisiintilmiis,

ancak metabolik olarak degisik roller oynadilar ortaya ¢ikmuistir.

ABCB/MDR alt ailesi bireyleri Arabidopsis thaliana’da herbisit direncinde
gorev aldig1 gibi apikal meristemde oksin tasiniminda goérev alirlar (Dudler and

Hertig, 1992).

Ekonomik degeri yiiksek olan Vitis vinifera’da uzun vadede iiriin veriminin
artirllmasi, biyotik/abiyotik strese dayanikli ¢esitlerin {iretilmesi ve besin
degerlerinin artirmak amaciyla ABCB /MDR alt ailesinin iiziim taneleri ve farkli
organlarda ifade profillerinin ¢ikarilmasi ve karakterize edilmesi gerekmektedir.
Tane gelisimi boyunca VVMDR gen ailesinin, ifadesinin nasil degistiginin
gozlemlenmesi bu hedefe ulasmakta biiyiik bir etken olabilir.

1.1 Biyolojik Membran Yapisi

Biyolojik membranlar, ¢ift tabaka fosfolipitlerden, lipitlerin ara ve ylizey
kisimlarinda bulunan proteinlerden ve bu iki molekiil grubuna baglh
karbonhidratlardan olusmaktadirlar (Purves et al., 2000; Lodish et al., 2003).
Lipitler biyolojik membranlarin ana elemanlaridir ve fosfolipitler asil membran
yapisint olustururlar. Membranlarin bulunduklar1 yap1 ve gorev farkliligi nedeni
ile lipitler, sadece fosfolipit cesitlerinin degil diger lipit ¢esitlerinin de yapiya
katilmas1 ile farklilik gosterebilirler. Fosfolipitlerden olusan  biyolojik
membranlar yapisal olarak i¢ kisimda hidrofobik yag asitlerinden ve dig kisimda

fosfat gruplarindan meydana gelir.
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Sekil 1.1 Fosfolipitlerin Genel Yapisi: Fosfolipitler, hidrofilik ve hidrofobik kisimlardan
olusmaktadir. Hidrofilik kisim zarin disar1 bakan yiizeyini olusturarak fosfat
iceren degisken bir gruptan meydana gelir. Bu gruba bagli zarin igine bakan
hidrofobik kisim, gliserolin iki yag asidine baglanmasi ile olusur. Yag
asitlerinin karbon-karbon baglarinin karakteri ve karbon ayaklarinin uzunlugu
farklilik gosterir.

Secici gegirgen bir karaktere sahip olan membran, su ve iyon gibi hidrofilik
molekiillerin gecisini hizli bir sekilde saglamanin yami sira, diger madde
gecislerini ve sinyal transferini de gergeklestirmektedir (Purves et al., 2000;
Lodish et al., 2003). Membran proteinleri, biyolojik membrani olusturan énemli
molekiillerden biridir. Membranlar da  madde taginimini1 saglayan tasiyici
proteinler, dis ¢evredeki degisimleri saptayan reseptor proteinler, zarin i¢ kismina
bagli enzim yapilar, hiicre-hiicre etkilesiminde gorev yapan ve hiicreleri birbirine
baglayan adhezyon proteinleri, hiicreleri hiicre iskeletleri ile birbirine baglayan
baglant1 proteinleri ve hiicrenin taninmasini saglayan yiizey proteinleri gibi cesitli

metabolik olaylar1 diizenleyen farkli gorevlere sahip proteinler bulunmaktadir
(Purves et al., 2000; Lodish et al., 2003).



Membranlarda yapisal olarak iki ¢esit protein yapt bulunur. Bunlar
“periferal” ve “integral” proteinlerdir. Periferal proteinler membran {izerinde
bulunan fosfolipitlerin fosfat tasiyan gruplar1 ya da diger membran proteinleri ile
iligkili olup membranin hidrofobik i¢ kismi ile etkilesim halinde olmayan
proteinlerdir. Integral proteinlerse, fosfolipitler gibi hidrofilik ve hidrofobik
karakterde bolgelere sahip ve membran igerisine gomiilii halde bulunan
proteinlerdir. Hidrofilik amino asitlerin olusturdugu protein domainleri
membranin i¢ veya dis kismimna bakan ylizeylerde bulunurken, hidrofobik
karakterli aminoasitlerin olusturdugu protein domainleri membranin igerisine
gomiili halde bulunurlar. Bir integral protein olan “transmembran” proteinler
membranin her iki ylizeyiyle de etkilesime girme yetenegine sahiptirler. Bu
yapilar dis ¢evre ile membran arasinda sinyal ve madde tasinimindan sorumlu
proteinlerdir. Ancak membrana gomiilii olarak bulunan ve membranin tek yiizii ile
etkilesen integral proteinler de vardir (Alberts et al., 2007; Chapman, 1988;
Gennis,1989; Lodish et al., 2013; Sadava et al., 2011a). Karbonhidratlar ise
membranin ilizerinde bulunan diger bir yapidir. Bu yapilar lipitlere baglanarak
glikolipitleri, proteinlere baglanarak glikoproteinleri olustururlar ve hiicre
membraninin dis kisminda yer alarak hiicrenin diger hiicre ve molekiiller
tarafindan taninmasinda ve sinyal iletiminde rol alirlar (Alberts et al., 2007,
Chapman, 1988; Gennis, 1989; Lodish et al., 2013; Sadava et al., 2011a).
Karbonhidrat, lipit ve proteinler membran igerisinde bireysel veya birlikte ¢esitli
yapilar olustururlar. Bu yapilar hiicre membranindan madde tasinmasi,
reseptorlerle dis cevrenin ve diger hiicrelerin taninmasi, hiicre yapisinin
korunmasi i¢in hiicre iskeletinin olusturulmasi ve membranin i¢ kismina bagl

yapilar ile metabolik olaylarin diizenlenmesi gibi olaylarda gorev alirlar.



Karbonhidratlar

| Periferal proteinler |

I Integral proteinler |

| Hidrofobik domeyn | /

A

Hidrofobik i¢ kisim |

| Hidrofilik domeyn
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Sekil 1.2 Biyolojik Membran Yapisi: “Integral” ve “Periferal” Proteinler: Membran
proteinleri membranin igerisinde (integral) ve membranin yiizeyinde

bulunabilirler (periferik).

1.2 ABC Proteinleri

Membran proteinleri igerisinde yer alan ATP Baglayan Kaset Tasiyicilari/
ABC Proteinleri/ ABC Tastyicilart (ATP Binding Cassette Transporters/ ABC
Proteins/ ABC Transporters) siiper ailesi, en biiyiilk protein ailelerinden biridir

(Higgins, 1992; Higgins and Linton, 2003).

Bu proteinler en az gelismis mikroorganizmadan insana kadar tiim tiirlerde
bulunur ve ¢esitli fizyolojik olaylarda rol oynamaktadirlar. Bu yiizden oldukga
tibbi ve ekonomik Oneme sahiptirler. ABC tasiyicilart mikroorganizmalarda,
antibiyotik ve antifungal diren¢ merkeziyken insanlarda ise, sistik fibroz, tanca
hastalig1, “obstetrik cholestases” gibi genetik hastaliklarla ve kanser ilaglarina

dayaniklilikla iliskilendirilirler.

Besinlerin alimimina da aracilik eden bu tasiyict protein sistemlerinin
fizyolojisi, 1970'lerde bakterilerde (6zellikle, E. coli ve Salmonella typhimurium)
detayli olarak incelenmistir. Biitin E.coli genomunun yaklasik % 5 i ABC
tastyicilarin  bilesenlerini  kodlamaktadir (Verrier et al., 2008). Bitki ABC

tastyicilart yag asitleri, kiitikiiler lipidler, oksin, agir metaller, ksenobiotikler ve



sekonder metabolitler dahil olmak iizere bir ¢cok molekiiliin tasima sistemlerinde

yer alirlar.

Temelde sitoplazma ile dis ¢evre arasinda kanal olusturan ve ATP Baglayan
Kaset Tastyicilar ailesine ait olan bu proteinler; ATP’ nin baglanmasi ve hidrolizi
sonucu ortaya c¢ikan enerjiyi kullanarak madde konsantrasyon farkini
gozetmeksizin maddelerin her iki yonde tasinmasini saglarlar (Fath ve Kolter,
1993; Theodoulou, 2000; Jones, O'Mara et al., 2009; Rees, Johnson et al., 2009;
Licht and Schneider, 2011). Tasinimi dis ¢evreden igeriye veya tam tersi yonde
gerceklestirebilirler. Fakat heniiz ayn1 tasiyicinin her iki yonde de tasima yaptigi
gosterilmemistir (Higgins, 1992; Higgins and Linton, 2003).

Membran iizerinde madde taginmasindan sorumlu olan bu proteinler diger
yandan evrimsel siirecte yliksek oranda cesitlenmis ve bu ABC tasiyicilar ailesi
icerisinde; besin alimi, ozmotik denge saglanmasi, hiicre boliinmesi, antibiyotik
ve toksik maddelere direng saglanmasi, kolesterol ve yag tasimim trafiginin
diizenlenmesi, kok hiicre gelisimi ve bakteriyel bagisiklik saglanmasi, DNA
tamiri, RNA translasyonu ve hiicre bagisikliginin saglanmasi gibi bir¢ok hiicresel
olaylarda rol alan proteinler yer alirlar (Higgins, 1992; Theodoulou, 2000;
Higgins and Linton, 2003; Jones, O'Mara et al., 2009; Rees, Johnson et al., 2009;
Licht and Schneider, 2011).

Arkea, bakteria ve oOkarya alemlerinin tiimiinde bulunan ABC tasiyici
proteinleri yapisal olarak, iki “Transmembran Domain” (TMD) ve iki “Niikleotid
Baglanma Domain’den” (NBD) olusur (Oswald, Holland et al. 2006; Licht and
Schneider, 2011). Yapilan DNA ve protein dizi analiz sonuglarinda, bu domainler
tek gen lizerinden kodlanarak sentezlenebilecegi gibi birden fazla gen tarafindan
kodlanarak da sentezlenebilecegi goriilmiistiir (Higgins, 1992; Fath and Kolter,
1993; Theodoulou, 2000; Licht and Schneider, 2011). Buna bagl olarak; ABC

tasiyici protein ailesi yapisal olarak {i¢ gruba ayrilmaktadir;

Birinci grupta, ayni gen iizerinde iki adet TMD ve NBD kodlanan tam
molekiil ABC tastyicilari yer alir. Ikinci grupta ise, TMD ve NBD’nin sadece bir

kopyasmmi aymi gen iizerinde kodlayan yarim molekiil ABC tasiyicilar



bulunmaktadir. Bu farkli genomik organizasyonlar; proteinlerin monomerik,
homo-heterodinamik veya tetramerik yapida olmasina neden olur. Son grupta ise
sadece NBD tasiyan ve diger metabolik olaylarda rol alan ¢6ziiniir ABC tasiyici
proteinleri bulunur (Linton, Rosenberg et al., 2003; Varadi, Tusnady et al., 2003;
Oswald, Holland, et al., 2006; Rees, Johnson at al., 2009).

1.2.1 ABC tasiyic1 proteinlerinin yapisal organizasyonu

ABC proteinlerinin yapisinda bulunan TMD ve NBD proteinin aktif
olabilmesi i¢in degisik gorevler iistlenmislerdir. Tasiyicinin membran yiizeyinde
kanal yapis1 olusturarak maddelerin gegisini saglayan bolge NBD adin1 alir. TMD
ise yiksek hidrofobik karaktere sahip heliks yapilardan olusmustur.
Transmembran heliks yapi, membran {izerinde bes ila on aras1 bir hat ¢izerek, bir
kanal yapisi olusturur. Olusan bu yapidan dolayr TMD; peptit, vitamin, ilag
hormon , toksik madde, amino asit ve inorganik asitler gibi degisik bircok
maddenin segici sekilde taginimini gergeklestirir (Locher, 2004; Oswald et al.,
2006; Licht and Schneider, 2011). TMD’nin oldukg¢a farklilasmis yapisina
ragmen; NBD, TMD ile %30- %50 aras1 dizi benzerligine sahip olup, hidrolizin
gerceklestigi ve ABC proteinlerinin gérev yapmasi icin gerekli olan ATP’nin
baglandigr yerdir. NBD (200 amino asitlik bir bolge) P-loop/Walker A
(GXXGXGK(S/T) ve Walker B [(hidrofobik amino asit)s (D/E)] motiflerine
sahiptir. Bu dizilerin arasinda; ABC tasiyici proteinlerinin imzast olan C motifi
bulunur. Tim ATP hidrolizi gergeklestiren proteinlerde bulunan Walker A ve
Walker B motiflerinin yani sira, C-motifi sadece ABC tasiyict proteinlerine
6zeldir. Bu li¢ motifin disinda, Q loop ve H motifi ad1 verilen iki tane birbirinden
degisik korunmug bolge bulunmaktadir. Burada; Walker A motifi ATP nin a ve 3-
fosfatlarina baglanir, Walker B motifinin sahip oldugu p-katlanma (sheet) Mg*™*
iyonlarint dengeleyerek ATP molekiiliiniiniin sabitlenmesinde rol oynar. Walker
B’ nin sonrasinda ortaya ¢ikan glutamik asit ise ATP hidrolizini, H motifi ve C
motifi ise y-fosfat1 stabil hale getirerek niikleotid baglanma bdlgesini meydana
getirirler (Higgins, 1992; Theodoulou, 2000; Oswald et al. 2006; Rea, 2007).
Sadece disaridan iceriye dogru madde tasiniminda rol oynayan ABC
tastyicilarinda Substrat Baglanma Proteini (Substrate Binding Protein/SBP)

mevcuttur. TMD yapisi, tasinacak maddeye direk baglanmaz. Bu protein



tasinacak olan maddeye baglanarak, TMD’ye aktarilmasini saglar. Yapilarinda iki
globiiler domain mevcuttur (Higgins, 1992; Fath and Kolter, 1993; Licht and
Schneider, 2011). SBP Gram-negatif bakterilerde, periplazmik bir boslukta yer
almasina ragmen, arkea ve Gram-pozitif bakterilerde lipit bir ¢apa yardimiyla
membrana tutunarak gorevini gerceklestirir (Higgins, 1992; Fath and Kolter,
1993).

Bakteri veya hayvanlarda bitkilere nazaran daha az sayida ABC tasiyicisi
bulundugu goriilmektedir. Diger yandan genom biiyiikliigi ile karsilagtirildiginda
bakterilerin daha fazla ABC tasiyict proteinlere sahip oldugu goriilmektedir.
Arabidopsis thaliana ve Oryza sativa genomlarin da 120’nin tizerinde ABC
tasiyict protein mevcuttur (Sanchez-Fernandez et al., 2001; Garcia et al., 2004).
Bu proteinlerin bitkilerde sayica fazla olusu, bitkinin biyotik ve abiyotik streslere
karg1 savunma gelistirmesi, i¢ ve dis kaynakli toksinlerin atiliminin saglanmasi,
yogun metabolizma ve fotosentez sonucu olusan {iriinlerin ¢esitliligi gibi olaylarin
ABC proteinleri  tarafindan  diizenlenmesinden dolayr  kaynaklandigi

sanilmaktadir.

ABC Tastyict protein ailesi bitkilerde, proteinlerin yapisal farkliliklarina ve
hiicre de aldig1 goreve gore 13 farkli alt aileye ayrilrilir (Sanchez-Fernandez et al.,
2001; Rea et al Licht and Schneider, 2011). Bu siniflandirmaya gére; MDR
(Multidrug Resistance homologlar1), MRP (Multidrug Resistance Associated
homologlar1), PDR (Pleiotropic Drug Resistance homologlar1) ve AOH (ABCALI
homologlar1) tam molekiil ABC tasiyicilarini; PMP (Peroxisomal Membrane
Protein homologlar1), WBC (White Brown Complex homologlari), ATH (ABC2
homologlar1), ATM (Mitokondriyal ABC tasiyicilar1 homologlari) ve TAP
(Antjjen iiretimi ile ilgili tasiyicilarin homologlar1) ise yarim molekiil ABC
tastyicilarini; membrana bagli olmayan ve RLI (RNaz L inhibitér homologlari),
GCN (maya GCN-20 homologlar) ve SMC (kromozom yapisal onarim
homologlar1) alt aileleri de tliglincli grubu meydana getirir. Bu gruplara dahil
olmayan ve yapisal farkliliklari bulunan diger alt aileyi de NAP (Non Intrinsic
ABC tasiyicilan) olusturur.



Ote yandan tiim ABC tasiyicilar ile ayn1 isme sahip olan bitki ABC tasiyici
proteinlerinde de ayni siniflandirilma sistemi kullanilmaktadir. Bu siiflandirma
sisteminde HUGO (human genome organization) tarafindan onaylanmis
(omurgali ve omurgasiz gruplart i¢in kullanilan) alt aile siniflandirmasi
kullanilmaktadir. Bitkilerde ABCH alt ailesine ait protein yapilar1 simdilik
goriilmemistir (Verrier et al., 2008).

Burada her iki siniflandirma yani harflendirme ile yapilan (ABCA-I)
smiflandirma ve parantez igerisindeki ABC proteinlerinin hiicrede bulunma
yerlerine ve gordiikleri ise gore smiflandirma yapilmstir. I¢ ige verilerek eski ve

yeni siniflandirmalart karsilastiriimistir.

1.2.2 ABCA alt ailesi

Arabidopsis thaliana genomunda ABCA/AOH (ABCA1 Homologlari) alt
ailesine ait bir adet AtAOH1 (AtABCA1) bulunur. Diger yandan Oryza sativa
veya maya genomuna bakildiginda ise herhangi bir karsiligina rastlanmamistir
(Sanchez-Fernandez et al., 2001; Garcia et al., 2004). NBD’den sonra genis bir
baglayic1 (L-domain) yapiya sahip olmasina ragmen, yapisal olarak tam-molekiil
ve ileri yonlii bir protein olup yaklasik 1800 aa igerir. Insanda ABCA1 lipit
tasinimindan sorumludur ve mutasyonu lipoprotein birikiminden kaynakli
“Tangier” hastaligina neden olmaktadir (Bodzioch et al., 1999). AOH’in tohum
olgunlagsmasinda ve ¢imlenme sirasinda bitkilerde de insanda oldugu gibi lipit

taginimindan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (Rea et al., 2003).

Sekil 1.3 ABCA/AOH Alt Ailesinin Topolojisi: ABCA Alt Ailesi hiicre membran

iizerinde yer alan tam-molekiil ve ileri yonlii bir protein ailesidir.
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ABCA/ATH (ABC2 Homologlar1) alt ailesi yarim molekiil tasiyicilardan
meydana gelir. Okaryotik ABCA alt ailesi her ne kadar tam molekiil tastyicilart
icerse de ATH proteinlerinin islevsel benzerliklerinin olmasindan dolay1 bu grupta
yer alirlar. Oryza sativa genomunda 6 adet ve Arabidopsis thaliana genomunda
11 adet ATH geni bulunur. ATH proteinleri tasima isinde ve ayni1 zamanda ilag
direnci ile ilgili fonksiyonlarda da rol alir (Sanchez-Fernandez et al., 2001; Rea et
al., 2003; Rea, 2007).

Sekil 1.4 ABCA/ATH Alt Ailesinin Topolojisi: ABCA alt ailesine ait hiicre
membraninda lokalize olan yarim molekiil ileri yonlit ATH tasiyici protein

grubunu igerir.

1.2.3 ABCB alt ailesi

(ABCB /MDR /PGP (Multidrug Resistance Homologlari) / (permeability
glycoprotein / P-glycoprotein) alt ailesi bitkilerde, ABC tasiyicilar1 igerisinde
ikinci en biiyiik alt aileyi ve en biiylik tam-molekiil (full transporter) alt ailesini
olusturmaktadir. Arabidopsis thaliana genomunda 22 ve Oryza sativa genomunda
24 adet temsil edilmektedir (Garcia et al., 2004). Insan kanser hiicrelerinde
fazlaca ifade edildiginde kanser ilaglarina karsi hiicreyi koruyarak ilag direnci

olusturdugundan dolay1 bu isim verilmistir.

TMD1-NBD1-TMD2-NBD2 yapisina sahip MDR alt ailesi, ileri yonlii ve
yaklagtk 1200 amino asit uzunlugunda olan proteinleri igerir. Memeli
analoglarinda oldugu gibi bitkilerde de MDR alt ailesinin bireylerinin ilag
tasimada gorev aldigr disiiniilmiis ancak, metabolik olarak degisik roller aldig
kanmtlanmistir. Coptis japonica’da yapilan g¢alismalarda CjMDR1 proteininin
“berberin” tagimiminda rol aldig1 ve bir dkaryotik ABC tasiyicisinin igeri yonli

taginim yaptig1 belirtilmistir.
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Arabidopsis thaliana’da herbisit direncinde gorev aldigi diisiiniilen
AtABCBI’in aslinda apikal meristemde oksin tasiniminda gorev aldigi

goriilmiistiir (Dudler and Hertig, 1992).

Sekil 1.5 ABCB Alt Ailesinin Topolojisi; ABCB alt ailesi hiicre membrani iizerinde yer

alan tam-molekiil (full transporter) ve ileri yonlii proteinleri igermektedir.

fleri yonlii yarim molekiil tastyicilari olan ABCB/ATM (ABC transporter of
mitochondria)/(mitochondrial transporters) protein ailesi mitokondri membrani
tizerinde gorev yaparlar. Demir atiliminda, Arabidopsis thaliana genomunda 3
tane ve Oryza sativa genomunda bulunan 1 tane ATM rol almaktadir
(Theodoulou, 2000; Rea et al., 2003; Garcia et al., 2004).

Sekil 1.6 ABCB/ATM Alt Ailesinin Topolojisi: ABCB alt ailesine ait, ileri yonlii yarim

molekiil ATM tasiyicilart mitokondri membrani iizerinde yer alirlar.

Bir diger ileri yonlii yarim molekiil tasiyicist ABCB/TAP (Transporter
Associated with antigen Processing) (Antijen Uretimi ile ilgili Tasiyicilarin
Homologlar) alt ailesidir. Arabidopsis thaliana ve Oryza sativa genomlarinda
3’er adet birey bulunduran TAP, endoplazmik retikulum zarindan antijenik
peptitlerin salgilanmasindan sorumludur (Theodoulou, 2000; Rea et al., 2003;
Garcia et al., 2004).
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Sekil 1.7 ABCB/TAP Alt Ailesinin Topolojisi; TAP proteinleri ABCB alt ailesine ait ileri

yonlii yarim molekiil tagiyicilardir.

1.2.3.1 Oksin tasinimi

Oksin (indol-3-asetik asit; IAA) bitki gelisiminin diizenlenmesinde 6nemli
bir sinyal molekiildiir. Oksin islevselligi, bitkide sentezlendigi dokular igerisinde
maximum konsantrasyonda olmasina ya da hiicreler arasindaki dagiliminin farkl
olmasina baglidir. Oksin dagiliminin farkli olmasi, biyosentezi ve inaktif formdan
aktif forma dontigimii ve hiicreler arasindaki tagmimina baghdir. Bitki
dokularinda Polar oksin tasmimi (PAT) 6zel olarak diizenlenmistir ve bitki
dokularinda bulunan diger herhangi bir sinyal molekiilii i¢in buna benzer bir yap1
tespit edilmemistir. Arabidopsis thaliana model bitki sisteminde molekiiler
biyolojik ve genetik yoOntemler, oksin tasinimmin aydinlatilmasina
onemli katkilarda bulunmustur. Oksinin hiicreler arasi, uzun veya kisa
mesafelerde taginimui pasif ve aktif olarak, gergeklesir. Bitki gelisimi sirasinda,
oksinin aktif bir sekilde hiicreden hiicreye tasinmasinin, plazma membraninda
bulunan igeri (influx) ve disar1 (efflux) yonli tasiyicilar ile gerceklestigi

goriilmektedir.
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Sekil 1.8 Hiicreler arasi Oksinin tasimim: Oksinin hiicreler arasi, uzun veya kisa

mesafelerde taginimu pasif ve aktif olarak gerceklesir.

1.2.3.1.1 ABCB proteinlerinin oksin tasinnmindaki rolii

ABCB proteinleri ABC proteinlerinin ikinci alt ailesi olup bitkilerde 6nemli
gelisimsel islevler dahil, bir ¢cok fizyolojik olaylarin kontroliinde gorev alirlar.
Oksin, bitkinin biiyiime ve gelismesini diizenleyen, cevresel sinyallere cevap
veren 6nemli hormonlardandir. indol-3-asetik asit (IAA) bitkilerde en ¢ok bulunan
oksinin dogal formu olup, bir¢ok fizyolojik olayda yer alan bir fitohormondur.
Embriyojenez, hiicre boliinmesi, hiicre uzamasi, yanal kok gelisimi, apikal
meristem hakimiyeti, gravitropizm, fototropizm ve diger gelisimsel ve fizyolojik

olayda rol oynar (Benjamin and Scheres, 2008).

Oksin yaprak primordiasinda ve geng yapraklarda sentezlendiginden, diger
organlara taginmalidirlar. Bitkide oksin formunun programlanmas: siirgiinden
gelen oksinin kdk ucuna polar tasinmasi ve kok ucunun yeniden yonlendirilmesi
icin gereklidir. Bu islemler ¢ok sayida genin kontrolii altindadir. Oksin gradienti,
dogrudan oksin taginiminda etkili olur ve oksinin biyolojik islevleri i¢in ¢ok

onemlidir.
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Sekil 1.9 ABCB ve PIN proteinlerinin oksin tasimmmindaki rolleri: ABCB proteinleri ve
PIN proteinlerinin oksin taginiminda gorevleri farklidir. ABCB proteinleri hiicre
membraninda simetrik olarak lokalize olurlar ve temel oksin tastyicilart olarak
islev goriirler. Ayrica hiicresel oksin homeostazisini de diizenlerler. PIN
proteinleri ise asimetrik olarak lokalize olmalarindan dolay1 gelisimsel ve

cevresel nedenlerle dogrudan oksin taginimina aracilik ederler.

Dokular arasinda dogrudan oksin taginimi ve oksin gradientinin olugmast,
farkli oksin tasiyicilarinin ig birligi ile ger¢eklesmektedir. Bugiine kadar yapilan
calismalarda ii¢ tip oksin tasiyicis saptanmistir; AUXIN RESISTANT 1 / LIKE
AUX1s (AUX1/LAXs); Oksin iceriye (influx) tasiniminda rol oynarken, PIN ve
ABCB/MDR/PGP proteinleri; Oksin ¢ikiginda (efflux) rol oynarlar (Zazimalova et
al., 2010; Petrasek et al., 2009). PIN ve ABCB aileleri esas olarak “efflux”

proteinlerini kodlarken, AUX / LAX ailesi ise influx proteinlerini kodlarlar.

Ik belirlenen PIN PINFORMED1 (PIN1) genidir (Goto et al., 1987, Okada
et al.,, 1991). PINFORMED (PIN) protein ailesi bitki hiicrelerinin zarinda yer
alarak sekonder tasiyici olarak islev yaptiklar diisiiniilmektedir. PIN proteinlerine
ilave olarak, AUXIN RESISTANT 1/LIKE AUX1 (AUX1 / LAX) ve ABCB

proteinleri de oksin taginim mekanizmasinda gérev almaktadir.

ABCB alt ailesinin en az 5 {iyesinin oksin veya oksin tiirevlerinin hiicresel
taginiminda aracilik ettigi rapor edilmistir (Cho M, and Cho H., 2013). Bu
genlerin tekil mutant fenotipleri PIN (PIN-FORMED) mutantlar1 kadar oksin



15

tasiniminda rol almasa da, bazi doku larda oksinin dogrudan taginmasina belli
olgiide katki saglarlar. Bunlar arasindan ABCB1, ABCB4 ve ABCB19 iyi bir oksin
tasiyicilar olarak karakterize edilmistir (Titapiwatanakun B, Murphy AS., 2009).
Ancak son ¢alismalarda ABCB14 ve ABCB15 gibi diger ABCB proteinlerinin de
polar oksin tagiimu ile iligkili oldugu gosterilmistir (Kaneda M, et al., 2011). Bu
bulgular daha farklt ABCB proteinlerinin de oksin tagimasina dahil olabilecegini
gostermektedir. Diger taraftan, ABCB4, ABCB14 ve ABCB19 proteinlerinin oksin
tasinimi disinda fonksiyonel aktiviteleri oldugu gosterilmistir. Bu sonuglar, ABCB

proteinlerinin ¢esitli molekiiler fonksiyonlarinin oldugunu gosterir.
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Sekil 1.10 ABCB Proteinlerinin Genel Yapisi: ABCB proteinleri hiicre membraninda

simetrik olarak lokalize olur ve oksin homeostazini diizenlerler.

Oksinin disar1 taginim mekanizmasinda gorev alan PIN ve ABCB proteinleri
arasinda olan etkilesim, oksin taginiminin diizenlenmesini saglar. Bu proteinler
bagimsiz olarak oksin taginmasina aracilik ederler. PIN1 ve AtABCB19 bir
kompleks olusturdugunda, sinerjik bir etki gosterir (Blakeslee et al., 2007, Rojas-
Pierce et al., 2007). Bununla birlikte, PIN2 ve AtABCB1 veya AtABCB19 arasinda
olan bir etkilesim oksin tasinmasina engel olmustur (Blakeslee et al., 2007, Rojas-
Pierce et al., 2007).
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Oksin, bitkilerde uzun mesafelere tasinma floem i¢inde konjuge bigimde ve
kisa mesafelere ise polar oksin taginma (PAT) yoluyla iki sekilde tasinir. PAT,
hiicre i¢i aktif bir tagima tiiri olup plazma membraninda olan ii¢ farkli protein
ailesi tarafindan kontrol edilir. Bugiline kadar yapilan calismalarda, ABCB
proteinlerinin “efflux” tasiyici olarak islevi oldugu belirtilmis fakat ABCB mutant
fenotipleri ABCB proteinlerinin doku olusumu, hiicre gelismesi ve hiicre

boliinmesi gibi olaylarin diizenlenmesinde etkili oldugunu gostermistir (Cho M,
and Cho H., 2013).

PIN protein ailesinin alt gruplari oksin tasunimin yam sira fonksiyonel
benzerlik tasirlar.  Ancak ABCB proteinlerinin yalniz bir alt grubu oksin
tasinimindaki rolii belirtilmis ve bu oksin tasiyan AtABCB proteinlerinin ayni

filogenetik dala ait olmadig1 kanitlanmigtir.(Noh and ark., 2001).

AtABCBgenlerinin tekli mutanlar1 genellikle PIN mutantlarina gore daha
hafif fenotipler gostermektedirler. MDR1 mutantlar1 kotiledonlarda, ilk gercek
yapraklarda, hipokotil ve koklerde “epinasti” gostermektedirler (Noh et al., 2001).

AtABCB4 mutantlar1 yabani tiplerinden farkli olarak daha uzun sacgak
koklere sahiptirler. AtABCB14 mutantlar1 ¢igek saplarmin vaskiiler gelis imleri
yetersizdir (Kaneda M, et al., 2011). AtABCB1 ve AtABCB19’nin ¢ift mutantlarini
tasiyan bitkiler ciicelesme gostermislerdir (Noh et al. 2001). Arabidopsis sagak
koklerinde sagak koklerine 6zgli At-ABCB genlerinin asir1 ifadesinin sagak
koklerinin biiylimesinde azalmalara neden oldugu gosterilmistir (Lee SH, Cho H-
T., 2009). PIN genlerinin asir1 ifadesine bakildiginda ise bitkilerde sagak koklerin
biliylimesinin engellenmesine (PINS5 harig) biiyiik etkisi oldugu goriilmiistiir (Cho
M, et al., 2007; Ganguly et al., 2010). Bu c¢alismalarda, oksinin sa¢ak koklerin
biliylimesinin diizenlemesi iizerine olumlu etkisi oldugu ve ABCB1, ABCB4 ve
ABCB19‘un oksinin disar1 tasinmasinda PIN proteinlerinden daha az etkili oldugu
gosterilmistir (Cho M, et al., 2007; Ganguly et al., 2010.

Sacak kok hiicrelerinin oksinin disar1 tasiniminda nispeten daha az etkili
olmalarma ragmen, At-ABCB genlerinin tekli mutantlarinda oksin taginiminin

olduk¢a fazla etkilendigi anlagilmistir. ABCB19 kok merkezi ve vaskiiler
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dokularda lokalize olmaktadir (Zazimalova et al., 2010). ABCB19 proteininin
siirgin ve kok uglarinda apikal dokularda lokalize olmasi, , oksinin basipetal
akisinin saglanmasinda rol oynadigin1 gostermektedir (Zazimalova et al., 2010).
Ayrica ABCB14 ve ABCBI15, cicek sapinin vaskiiler dokularinda lokalize olarak
bu dokularda polar oksin taginimini etkilemektedirler (Kaneda M, et al., 2011).
Bunun yani1 sira, ABCB1 ve ABCB4 siirgiin ucunda oksin taginimini

kolaylastirmaktadir.

ABCBI, kok apikal bolgesinde, kok korteks hiicrelerinde ve epidermisinde
ifade olur. Kok ucundan siirgiin ucuna oksin akiginin saglanmasinda gorev alir
(Geisler et al., 2005). ABCB4 kok epidermisinde ifade olur ve siirgiin ucuna oksin

tasimimina aracilik eder (Lewis et al., 2007).

Surgun ucu:

ABCB19
ABCB14
ABCB15 Kotiledon:
amE—— ABCB19
g \ Y
Hipokotil:
ABCB19
ABCB19
ABCB14
ABCB15
¥
ABCB19

Kok:
ABCB1
ABCB19
ABCB4a

Sekil 1.11 ABCB Proteinlerinin Polar Oksin Tasinim

ABCB19 tekli ve ABCB1- ABCB19 da gerceklesen ikili mutasyonlarinin kok
ucundaki oksin taginiminin azalmasina, PIN1 mutasyonundan daha biiylik
etkisinin oldugu goriilmiistiir (Blakeslee et al., 2007). ABCB19 gibi diger ABCB
proteinlerinin de PIN proteinlerinin hiicre igi ile iletisim kurmasina ve/veya hiicre
i¢i dagiliminda 6nemli bir rolleri nin yani sira hiicre membrani i¢ine sterollerin

tasiniminda da rol aldiklar disiiniilmektedir. Bu konuda mayada yapilan
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caligmalarda, ABC proteinlerinib ER (endoplazmik retikulum)’den hiicre
membranina steroliin tasiniminit gergeklestirdigi kanitlanmistir (Li Y, Prinz WA.,
2004; Cabrito et al., 2011). ABCB1, ABCB4 ve ABCB19’un insan MDR’leri ile
yapisal benzerlige sahip oldugu ve bunun oksin tasinmasini kolaylastirdigi, ayrica,

ABCB14 ve ABCB15’1n de oksin taginimini sagladigi bilinmektedir.

1.2.4 ABCC alt ailesi

ABCC/MRP (Multidrug Resistance Proteins) alt ailesi de biiyiikk tam
molekiil tastyicilarint igerir. MRP alt ailesi ileri yonlii proteinleri igermesi ile
MDR alt ailesine benzerlik gosterir. Ortalama olarak 1500 (MDR’den daha fazla
sayida) amino asitten meydana gelirler. Yapisinda bulunan ii¢ degisik ekstra
protein domaini bulunur. Bunlardan birincisi; TMD domeyni (TMDO) ve ucunda
yaklasik 200 amino asitlik bir bolge vardir. Tasinacak maddelerin dogru olarak
hedeflenmesi ve kanal yapisi igerisindeki hareketinin saglanmasinda TMDO
domeyninin rol aldig1 gosterilmistir. Linker -L- domeyni (baglayic1), birinci NBD
domeyninden (NBD1) sonra bulunur. C ucundaki ilave uzamalar ise ii¢lincii yap1
olarak bilinir (TMDO-TMD1-NBD1-L-NBD2-TMD2-C) (Theodoulou, 2000; Rea
et al.,, 2003; Schulz and Kolukisaoglu, 2006; Rea, 2007). Sistik fibrozis
hastaligina; bu alt ailede yer alan ve insanda CI” iyon kanali olarak gdrev yapan
ABCC7 (CFTR/ Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator)
proteininin gegirdigi nokta mutasyon sebep olmaktadir (Gadsby et al., 2006).

Ilgili maddelerin tasima isinde gdrev almalarinin yam sira ABCC/MRP alt
ailesinde bulunan proteinler, diger tasiyicilarin fonksiyonlarmma da yardimei
olurlar. Memeli analoglarinda oldugu gibi glutatyon konjugatlarinin taginmasinda
gorev alan bu proteinler bitkilerde MRP alt ailesinde bulunur. Arabidopsis
thaliana’da tonoplast iizerinde lokalize olan AtABCCI1 ve AtABCC2 proteinleri
ksenobiyotiklerin vakuol i¢eresinde depolanmasini saglarlar (Geisler et al., 2005).
Ayrica AtABCC2’nin yaprak yaslanmasi sirasinda endojen kaynakli toksinlerin
depolanmasinda gorev yaptigi gozlemlenmistir (Liu et al., 2001). Arabidopsis
thaliana’da AtABCC4 ve AtABCCS5 proteinlerinin stomalarda bekg¢i hiicrelerinin

zarinda lokalize olarak stomalarin fizyolojisinin kontroliinde rol oynarlar. Ayrica
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bu genlerin sondiiriilmesiyle yapilan deneylerde bitkinin kurakliga direncinin

azaldig belirtilmistir (Gaedeke et al. 2001).

TMD TMD | TMD lllllllPl'lwllunllillllllllllllll

Sekil 1.12 ABCC/MRP Alt Ailesinin Topolojisi: ABCC/MRP ailesi ileri yonlii bityiik tam
molekiil proteinleri igermektedir. Yapisal olarak ii¢ degisik ekstra protein

domeynini igerir (TMDO0-TMD1-NBD1-L-NBD2-TMD2-C).
1.2.5 ABCD alt ailesi

Peroksizom zarinda bulunan ABCD/PMP (Peroxisomal Membrane Protein)
proteinleri, yag asitlerinin ve Acetyl-CoA nin taginiminda gorev alirlar. ABCD alt
ailesi Oryza sativa’da 2 tam molekiil ve 1 yarim molekiil, Arabidopsis thaliana’da
1 yarim molekiil ve 1 tam molekiil ile temsil edilmektedir. ileri yonlii tam molekiil
bir tasiyict olan AtABCDI1 tonoplastta yer alir (Theodoulou, 2000; Rea et al.,
2003; Garcia et al., 2004; Yazaki et al., 2009).

Peroksizomal Membran

Sekil 1.13 ABCD/PMP Alt Ailesinin Topolojisi: ABCD/PMP peroksizom zarinda

lokalize olan tam ve yarim molekiil proteinleri igerir.
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1.2.6 ABCE alt ailesi

Tasima isinde gérev yapmayan, ¢oziiniir durumda olup zarda bulunmayan
ve TMD bulundurmayan diger bir alt ailedir. ABCE/RLI (RNaz-L Inhibitér) 2
NBD’nin fiizyonu ile olusur. RLI sadece Okarya ve arkealarda goriilmektedir.
Arabidopsis thaliana ve Oryza sativa genomlarinda ikiser adet RLI geni bulunur.
Genel olarak RNA interferans ve RNA susturulmasinda bu alt ailenin bireylerinin
gorev aldigi diistintilmektedir. Arabidopsis thaliana da AtABCE2’nin hemen
hemen tiim dokularda ifade oldugu ve gorev aldigi gosterilmistir (Sarmiento et al.
2006).

Sekil 1.14 ABCE/RLI Alt Ailesinin Topolojisi: ABCE/RLI proteinleri, ¢oztiniir durumda

ve tagima isinde gérev almazlar. Yapisal olarak sadece 2 NBD’den olusurlar.

1.2.7 ABCF alt ailesi

ABCF/GCN (General Control Non-repressible proteins) (Maya GCN-20
Homologlari) alt ailesi proteinleri insanda enfeksiyon sonrasi protein sentezinin
artirllmasinda gorev alirlar. Arabidopsis thaliana ve Oryza sativa genomlarinda
5’er adet GCN mevcuttur. AtABCF1, AtABCF4 ve AtABCF5’in yaprak ve kokte,
AtABCF’nin ise kok, polen ve anterlerde yiiksek derecede ifade oldugu

gosterilmis fakat fizyolojik gorevleri ise heniiz kanitlanmamistir (Yazaki et al.,
2009).
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Sekil 1.15 ABCF/GCN Alt Ailesinin Topolojisi: ABCF/GCN proteinleri ¢oziiniir sekilde

bulunurlar ve sadece 2 NBD’den meydana gelirler.

1.2.8 ABCG alt ailesi

ABCG/WBC (White-Brown Complex) alt ailesi, Arabidopsis thaliana ve
Oryza sativa genomlarinda sirasiyla 29 ve 30 adet iiye ile temsil edilirler
(Sanchez-Fernandez et al., 2001; Garcia et al. 2004). WBC o&karyotik
siiflandirmada ters yonelime sahip (NBD-TMD) ve yarim molekiil yapisinda
olan ABCG alt ailesi igerisinde bulunmaktadir. ABCG alt ailesi bitki ABC tasiyici

protein ailesinin en biiyiik alt ailesini olusturur.

WBC alt ailesi Drosophila’da renk pigmentlerinin tasiyicisi olarak
tanimlandig1 i¢in bu sekilde nitelendirilmistir. ABCG alt ailesi, Insanda fosfolipit
ve kolesterol tasiniminda bitkilerde ise insandaki homologlari ile benzer gorevler
yapmaktadir AtABCG11 ve AtABCGI12’nin Arabidopsis thaliana’da yaprak
yiizeyinde bulunan kutikula tabakasina lipit taginiminda rol aldig1 gosterilmistir
(Theodoulou., 2000). Ayrica AtABCG11’in normal bitki gelisimini kontrol ettigi
gosterilmistir (Bird et al., 2007). Transgenik bitkilerde AtABCG19’un yiiksek
ifadesi, diren¢ gelismesini saglamistir (Mentewab and Stewart 2005). Gossypium
hirsutum’da GhWBC1’in ¢igek ve tohumlarda ifade oldugu ve baskilandiginda ise
tohum sayisinin azaldigi gorilmiistir (Zhuet al. 2003). NtWBC1’in Nicotina
tabacum’da ise segici bir sekilde ¢icegin stigma ve anterlerinde ifade oldugu
gosterilmistir (Otsu et al. 2004).
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Sekill.16 ABCG/WBC Alt Ailesinin Topolojisi: ABCG/WBC yarim molekiil yapisinda

olan ters yonlii (NBD-TMD) bir protein ailesidir ve lipit taginiminda gorev alir.

ABCG alt ailesi iginde degerlendirilen PDR (Pleiotropic Drug Resistance)
proteinleri ise tam molekiil proteinlerdir. Suan i¢in bitkiler ve mayalar disinda
diger organizmalarda Ornekleri mevcut degildir. PDR proteinleri ters yonlii
ortalama 1500 amino asit biiyiikliigiindedir (NBD1-TMD1-NBD2-TMD?2). Oryza
sativa ve Arabidopsis thaliana genomlarinda sirasiyla 23 ve 15 adet PDR geni
mevcuttur. Gen duplikasyonu ile PDR’nin evrimsel olarak WBC (White Brown
Complex Homologlar1) alt ailesinden olustugu diisiiniilmektedir. SpTUR2
Spirodella polyrhiza’da karakterize edilen ilk PDR’dir. Bu proteinin abiyotik
strese yanit olarak absisik asit (ABA) ve soguk ile kontrol edildigi
gbzlemlenmistir (Smart and Fleming 1996). OsPDR9 Oryza sativa’da, abiyotik
strese cevap veren diger bir proteindir. Koklerde ozmotik ve tuz stresleri ile bu
proteinlerin ifadesinin kontrol edildigi gozlemlenmistir (Moons 2003).
Arabidopsis thaliana’da kursun stresinde AtABCG40 nin ifadesinin arttigi ve
rekombinant olarak sentezlendigi bitkilerde yiiksek kursun direnci gelistigi
gozlemlenmistir (Lee et al. 2005). Demir yoksunlugunda Nicotina tabacum’da
NtPDR3’iin ifadesinin arttig1 ve bu proteinin demir aliminda goérevli olas1 bir

tastyict oldugu diisiiniilmektedir (Ducos et al. 2005; Yazaki et al., 2009).

Ote yandan PDR proteinlerinin biyotik strese kars1, bitki savunmasinda da
rol aldigr gosterilmistir. Nicotina plumbaginifolia’da ifade olan NpPDRI1’in
sclareol taginiminda rol aldig1 gosterilmistir (Stukkens et al. 2005). Ayrica PDR
alt ailesinden AtPDR12, OsPDR9 ve NpPDR1’in salisilik asit ve etilene verdigi

ve hormonlar ile kontrol edildigi gozlenmistir. AtPDR12’nin patojen direncinde
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gorev aldigi, fungus varliginda ifadesinin yiiksek oranda arttigi gosterilmistir

(YYazaki et al., 2009).

PM

Sekil 1.17 ABCG/PDR Alt Ailesinin Topolojisi: ABCG/PDR proteinleri ters yonlii ve

tam molekiil yapidadir.

1.2.9 ABCI alt ailesi

ABCI/SMC (Structural maintenance of chromosomes) (Kromozom Yapisal
Onarim Homologlar1) ise son c¢oziiniir ABC protein alt ailesini olusturur.
Yapisindaki NBD’nin parcalanmis sekilde bulunmasindan dolay: ve iki “Walker”
dizisi arasinda ABC imzasi1 tasimadigi i¢in ABC proteinleri igerisinde tam protein
olarak tanimlanmaz. DNA hasar1, tamiri ve kromozomun yapisal kontroliinde rol
alir. Arabidopsis thaliana genomu 3 tane SMC igerir ve bu proteinlerin
fonksiyonlart heniiz aydinlatilmamistir (Sanchez-Fernandez et al. 2001; Rea et al.
2003; Rea 2007; Verrier et al. 2008).

Sekil 1.18 ABCI/SMC Alt Ailesinin Topolojisi: ABCI/SMC proteinleri ¢oziiniir sekilde

bulunur. DNA hasar1 ve kromozom yapisal kontroliinde rol almaktir.
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Sadece bir tane NBD tasiyan ABCI/NAP (Non-intrinsic ABC Protein)
proteinleri kendi aralarinda ve diger alt iiyeler ile hi¢bir benzerlik bulundurmazlar.
Bu alt ailede farkli goérevler alabilen proteinler bulunmaktadir. Plastitlere lokalize
olan ABC tasiyict proteini AtABCI8, plastidlerde tanimlanmayan bir TMD ile
kanal olusturarak klorofil onciilii protoporfirin IX’un kloroplast zarindan
stromalara taginimindan gorevli oldugu bilinmektedir. Mitokondrinin i¢ zarinda
lokalize olan AtABCIL ise, sitokrom-c olgunlasmasinda homologu olan AtABCI2
ile etkilesir (Xu and Moller 2004; Yazaki et al. 2009).

Sekil 1.19 ABCI/NAP Alt Ailesinin Topolojisi: ABCI/NAP proteinleri bir adet NBD

tagir ve farkli gérevler almaktadirlar.

1.2.10 Asma (Vitis vinifera L.)

Vitis vinifera L. hem yetistiricilik agisindan hem de ekonomik agidan
diinyada en &nemli bitki tiirlerinden biridir (Vivier and Pretorius, 2002). Uziim
taneleri, taze meyve veya sarap, meyve suyu, seklinde de tiiketilebilir. Uziim
taneleri fenolik bilesikler bakimindan oldukca zengindir (Fraige, Pereira-Filho,
and Carrilho, 2014). Bu bilesikler, sarap rengi, oksidasyon reaksiyonlari,
proteinler ile etkilesime girmeleri nedeniyle iiziim ve sarabin temel kalite
faktorlerindendir (Figueiredo-Gonzalez, Martinez-Carballo, et al., 2012). Buna ek
olarak, polifenollerin insan sagligi ftzerinde, anti iltihap, antimikrobiyal,
yaglanmaya karsit1 (anti-aging) ve kardiyovaskiiler hastaliklara karsi cesitli
etkilerinin oldugu da bilinmektedir (Ivanova et al., 2011). Polifenolik bilesikler
esas olarak {iziim tanelerinin kabuk ve tohumlarinda mevcutturlar (Gémez
Gallego et al., 2011; Liang, Owens, Zhong, and Cheng, 2011). Bitki sekonder
metabolitlerinin membrandan tasinimi yeni gelisen bir aragtirma alanidir (Yazaki,

K. 2005). Yapilan c¢alismalar sonucunda (ABC) ATP-baglayic1 kaset
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tastyicilarinin bazi bitki sistemlerinde bu taginim mekanizmasinda yer aldigi

gorilmistir.
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Sekil 1.20 Uziim Tane Morfolojisi: Uziim tanesinin kisimlarini; kabuk (exocarp), et

(mesocarp ve endocarp), ve ¢ekirdek olusturur.

Cogu metabolik islevlerde goérev alan, ozellikle madde tasinmasindan
sorumlu olan ABC proteinlerinin fonksiyonlarinin anlasilmasi agisinda asmanin
gelisim donemleri 6nemlidir. Asmada tane gelisimi ii¢ farkli asamada gozlemlenir
(Castellarin et al., 2011) (Sekil 1.21). Birinci asama ¢igcek olusumu ve meyve
tutumunun ardindan iki ay siiren ve hizli tane gelisimi gozlenen evredir. Bu
evrede hem hiicre boliinmesi hem de hiicreler icerisinde organik madde birikimine
bagl hiicre biiyiimesi gergeklesir. ikinci aym sonuna dogru hiicre boliinmesi
yavaglarken taneler yesil renkte, sert bir forma biiriiniirler. Tane icerisinde organik

madde depolanmasina ragmen seker miktar1 diisiiktiir (Dokoozlian, 2000).

Ikinci asama iklim sartlarina bagl olarak ciceklenmeden 8-10 hafta sonra
yaklasik 2-3 haftalik bir siireyi kapsayacak sekilde baslar. Bu asamada tane
gelisimi gozle goriiliir sekilde duraklar. Taneler yesil renklerini kaybetmeye ve
farkli cesitlerde renk maddeleri olan antosiyaninleri biriktiremeye basladiklar

donem “ben diisme” olarak adlandirilir (Dokoozlian, 2000).
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Uciincii asama, ciceklenmeden 13-14 hafta sonra baslayip, tanede yiiksek
miktarda seker ve aminoasit birikimi basladigt donemdir. Bu déonemde meyve
yumusamasi da goriiliir. Bu asamadaki biliylime hiicre bdliinmesinden ¢ok,

hiicrelerin biiyiimesi olarak adlandirilir ve yaklasik olarak 6-8 hafta siirer
(Kennedy, 2002).

Ksilem Akist Durur
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Sekil 1.21 Asmada Tane Gelisim Asamalari: Gelisim doneminde {i¢ asama gorilir ve 2.
asamada bir duraklama gerceklesir. Ben diisme 3. asamanin basladigi ve seker

miktarinin  artmaya bagladigit donemdir. Sekil Jordan Koutroumanidis,

Winetitles tarafindan.
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Tezin Amaci

Bu tezde laboratuar ekibimiz tarafindan daha 6nceden biyoinformatik olarak
belirlenmis ABC kaset tasiyicilarindan VVABCB/VVMDR alt ailesine ait 19 adet
genin sultani ¢ekirdeksiz (Vitis vinifera L.) c¢esidinde farkli tane gelisim
donemlerinde Real Time PCR teknigi ile ifade profillerinin ¢ikarilmasi

hedeflenmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Bitki materyali

ABC kaset tasiyicilarindan VVABCB/VVMDR ailesinin 19 geninin iiziimde
farkli gelisim donemlerinde ifade degisimlerini incelemek amaciyla iiziim taneleri
Vitis vinifera L. cv. Sultani Cekirdeksiz asma ¢esidinden alinmistir. Taneler 2
haftalik araliklarla c¢iceklenmeden (13.05.2008) asir1 olgunlasmaya kadar
(17.09.2008) olan zamanda toplanmistir (Cizelge 2.1). Tanelerde VVMDR gen
ailesinin ifade analizlerini gerceklestirmek i¢in toplandiktan sonra sivi azot

igerisine batirilip kuru buz igerisinde taginarak, -80 °C’de depolanmustir.

Cizelge 2.1. Orneklerin alinma tarihleri
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2.1.2 RNA izolasyonunda kullanmilan cozeltiler ve kimyasallar

RNA Izolasyon Tamponu: 1 litre RNA izolasyon tampon igin 5 M Sodyum
Perklorit Monohidrat (NaClO4.H20) ve 0,3 M TRIS-Base hazirlandiktan sonra 8.3
pH’a ayarlanarak otoklavlanir. Sonrasinda % 1 SDS (Sodium dodecyl sulfate)
eklenir, karistirilip 1sitilarak ¢oziindiriilir. % 2 PEG-40 (Polyethylene glycol) ve
% 8,5 PVPP (Polyvinylpolypyrrolidone) eklenip karistirilarak tampon hazirlanir.

Fenol: Kloroform: izoamil Alkol (Sigma, P2069): Bu ¢ozelti, Genomik
DNA izolasyonu gibi pH’1 yiiksek olmasi gereken analizlerde; Equlibration
Buffer (2 M (NH4)2S04) ile fenolik fazin pH’1 8 civarina yiikseltilmelidir (Fenolik
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faz sar1 ya da kahverengi ise kullanilmamalidir). Bunun i¢in Equlibration
Buffer’in tamami Fenol-Kloroform-izoamilalkol soliisyonuna katarak yavasca
karistirtlir ve minimum 2-4 saat bekletilir. Fazlar ayrildiktan sonra ancak DNA
izolasyonu i¢in kullanilabilir. Tampon ekleme isleminden sonra 1siktan koruyarak
-20°C de 1 il saklanabilir. Fenol-Kloroform-izoamilalkol’iin pH’1 pH kagitlari

kullanilarak ol¢iilebilir.

TE Tamponu (Tris-EDTA): 10 mM Tris-HCI pH 7,4 ile 1 mM EDTA, pH

8,0 esit hacimlerde karistirilir.

Etanol (Riedel, 071029): Farkli konsantrasyonlarda hazirlanarak kullanilmistir (%
70, % 75, % 90 ve % 100).

2.2 Yontem

2.2.1 Vitis vinifera L. tanelerinden toplam RNA izolasyonu

1. S1v1 azot igerisinde tane Ornekleri ezilerek pudra seklinde hazirlanir.

2. Her 6rnekten 2 gr alinip, 50 ml falkon tiipler igerisine konulur.

3. RNA izolasyon Tamponundan her birine 10 ml eklenir.

. Tampon her zaman karistirilarak alinmalidir ¢iinkii igerisindeki

PVPP ¢okerek homojenligi bozmaktadir.

4. %1 (100 ul) B-Mercaptoethanol karisima eklenir ve 15-20 sn vortekslenir.

5. Ornekler galkalanmali etiivde 37 °C’de 180 rpm hizda maximum 1.5 saat siire

ile karistirilarak inkiibe edilir.

6. Etiivden alman her bir 6rnek 10 sn vorteks yapilir. Coziinmeyen yapilarin
karisimdan uzaklastirilmasi icin filtre ile siizilmelidir. Bunun i¢in 50 ml’lik
enjektoriin i¢ kismina yerlestirilen steril pamuk ile hazirlanan kolondan yeni bir

falkon tiipe siiziiliir .
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. Pamuklarin her defasinda steril ve kalinliginin 1-2 mm olmasina
dikkat edilmelidir.

7. Stiziilen 6rneklerin hacimlerinin 2.5 kati1 kadar saf etanol ilave edilirek alt-tist

edilerek karistirilir ve 20 °C’de bir gece bekletilir.

8. Ertesi glin 6rnekler 6nceden +4 °C’ye sogutulmus santrifiijde 5000 rpm’ de 30

dk siire ile santrifiijlenir.

9. Sonrasinda falkon tiipteki iist faz atilir ve pelet tizerine 2 ml %70’lik etanol

ilave edilerek 5 dakika santrifiij yapilir.

10. Ust faz dokiiliir ve peletde alkol kalmissa pipetle alkol almir ve alkol

ucurulmasi i¢in bekletilir.

11. 1,5 ml DEPC’li dH20 pelete eklenerek pipetle pelet ¢oziiliir ve 750 ul olacak

sekilde iki ependorf tiipe bdliiniirek buza alinir.

12. Tiipler 30 sn siireyle ikiser defa vorteks yapilir.

13. Tiiplere (750 pl) Fenol:Kloroform:izoamil Alkol (25:24:1-v/v/Vv) ilave edilir

ve 30 sn vortekslenir.

14. Ornekler dnceden +4 °C’ye sogutulmus olan santrifiijde 10.000 rpm de 7 dk

santrifiijlenir.

15. Santriflij sonrasi olusan {li¢ fazin en {ist faz1 yeni bir tlipe alinir. Sonrasinda

13. asama tekrar edilir.

16. Ust faz yeni bir tiipe almir ve iizerine 650 ul Kloroform:izoamil Alkol (24:1-

v/v) eklenerek 20 sn vorteks ile karigtirilir.

17. Ust faz yeni bir tiipe almir ve iist fazin hacminin 1/10’u kadar NaOAc 3 M
ilave edilir ve pipet ile iyice karistirtlir. Tiiplerin agzina kadar saf alkol ile

doldurularak alt tst edilir.
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18. Tiipler -80°C’ye konularak en az 1,5 saat beklenir.

19. -80°C’den alinan tiipler, +4 °C’ye sogutulmus santrifiije yerlestirilerek 10.000
rpm’de 20 dk santrifiijlenir.

20. Ust faz dokiiliirek ve pelet iizerine 500 ul % 70’lik etanol ilave edilip 10.000
rpmde 7 dk siireyle santrifiijlenir.

21. Ust faz dokiilerek kalan alkol pelete dokunulmadan pipet ile uzaklastirilir
tiipler agz1 agik olarak 5-10 dakika kurumaya birakilir.

22. Sonrasinda 200 pul DEPC’li dH20 eklenir, pelet pipet yardimiyla iyice ¢oziiliir

ve tizerine 100 pl LiCl eklenerek iyice karigtirilir.

23. Tiipler en az 16 ve en ¢ok 20 saat +4 °C’de bekletilir.

24. Tipler +4 °C’den aliarak 6nceden +4 °C’ye sogutulmus santrifiijde 10.000
rpm’de 40 dk siireyle santrifiij edilir.

25. Ust faz dokiiliir ve pelet iizerine 500 pl % 70’lik etanol ilave edilerek 10.000
rpm’ de 5 dk siireyle santrifiijlenir.

26. Ust faz dokiilerek kalan alkol pelete dokunulmadan pipet ile uzaklastirilir
tiipler agz1 agik olarak 5-10 dakika kurumaya birakilir.

27. Sonrasinda pelet tizerine 30 ul DEPC’li dH20 eklenerek pelet ¢oziiliir.

28. Izole edilen RNA’dan 2pl alinarak izolasyon, % 1’lik agaroz jelde kontrol

edilir.

2.2.2 Toplam RNA’ya DNase uygulanmasi

Jele yliklenerek miktar1 ve kalitesi kontrol edilmis toplam RNA’dan
genomik DNA’y1 uzaklastirmak i¢in DNase enzimi uygulanir. Bu uygulamada
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DNase I RNase Free (Thermo) enzimi kullanilmistir ve iireticinin protokolii

izlenmistir. Bu reaksiyon Cizelge 2.2’¢ gore gerceklesmistir:

Cizelge 2.2. Toplam RNA’ya DNase Uygulanmasi
g P y yg

Asama Prosediir

1 RNA 1ug
10 X reaction buffer with MgCl. 1 uL
DNase I, RNase-free (#EN0521) 1 uL (1 u)
Water, nuclease-free total 10 uL

37°C ‘de 30 dk inkiibe edilir.

2 EDTA 50 mM I pL
65°C*de 10 dk inkiibe edilir

2.2.3 cDNA sentezi

Real Time PCR’mn ilk asamasi olarak, orneklere ait ¢cDNA sentezi
yapilmistir. Toplam RNA igerisinde bulunan mRNA’lar ¢cDNA sentezi igin
kullanilmigtir. Farkli gelisim donemlerinden alinan 6rneklerdeki RNA’lardan
‘Thermo-cDNA  Synthesis Kit> kullanilarak asagidaki iiretici protokolii

izlenmistir.

1-Jel iizerinde yiiriitillerek belirlenen mRNA bantlarinin oranina goére 500 ng
RNA kullanilacak sekilde BiO ID software programi kullanilarak her bir 6rnek

analize alinir.

2- Reaksiyon toplam RNA ve 1 ul oligo(dT):s primeri son hacim 12 ul olacak
sekilde dH20 ile tamamlanarak hazirlanir ve 65 °C’de 5 dakika siireyle su

banyosunda inkiibe edilir. Inkiibasyon isleminden sonra tiipler hemen buza alinir.

3- Sonrasinda her bir reaksiyon i¢in 4 pl 5X reaksiyon tamponu, 1 pl RiboLock
RNase Inhibitor, 2 pl ANTP karigimi ve 1 pl RevertAid Revers Transcriptase

RNA bagimlit DNA polimeraz igeren Revers transkripsiyon karisimi hazirlanir.
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4- Revers transkripsiyon karisimi vorteksle iyice karistirildiktan ve kisa bir spin

atildiktan sonra her bir reaksiyona 8 ul eklenir.

5- Reaksiyon 42 °C’de su banyosunda 1 saat siire inkiibe edilir. Inkiibasyon

isleminden sonra tiipler hemen buza alinir.

6- Uretilen cDNA sonraki islemlerde kullanilmak i¢in -20 °C’ye kaldirilir.

e Uretilen cDNA MRNA miktarmm belirlenmesi icin kullanilacaksa en
fazla bir kez dondurulup ¢o6ziindiiriilmelidir. Aksi takdirde igerdigi transkript

miktar1 degisebilir.

2.2.4 Primerler

VVMDR ailesine ait 19 birey i¢in primer giftleri tasarlanmistir (Cizelge 2.3).
Gen ifadelerinin tesbiti amaciyla interal kontrol olarak VvActin geni

kullanilmastir.

Reaksiyonda kullanilan primerler; baz sayis1 (Mer) dikkate alinarak ve son

konsantrasyon 10 pg/ul olacak sekilde sulandirilip hazirlanmistir.
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Cizelge 2.3. Calismada Kullamlan 19 VVABCB/VVMDR Primerlerinin dizilimi.

Sira | Primer ad1 Primer sekansi ™™ (bp)
1 VVMDR1F ATGGATTTCAGGCTTTGGTC 58°C 20
VVMDRI1R GCCTCCCTCCATACCAGTAA 62°C 20
2 VVMDR2F TGGTGAGCTACTTGCAAAGG 60°C 20
VVMDR2R GGCTCGATGTTCCTACCAAT 60°C 20
3 VVMDR3F CCTGGCAGCATCTATAAGCA 60°C 20
VVMDR3R CTTGAAGTTGGGAAAGCACA 58°C 20
4 VVMDR4F GCAAAGATGGAGCAACAGAA 58°C 20
VVMDR4R AGGATTGTTGGGTCCTTGAG 60°C 20
5 VVMDRS5F CGAGCTGTCCTAAAGAACCC 62°C 20
VVMDR5R CTGTTGTTCGGTTCACCATC 60°C 20
6 VVMDRG6F GGAGTTGGGATTTCAGCATT 58°C 20
VVMDR6R TTGAAGAATCAGCACCTTGG 58°C 20
7 VVMDRT7F TGCCAAAGGTCTTGCTGTAG 60°C 20
VVMDR7R ACCCAAGATGAAGGAAATGC 58°C 20
8 VVMDRS8F TTGGATGGCCTATATGCTGA 58°C 20
VVMDRSR GGGAAGATGGTTCTTGGAAA 58°C 20
9 VVMDRIF GAGGAGGCAGATAGCTTTGG 62°C 20
VVMDR9R CCCATGAAGCATTAGGGTTT 62°C 20
10 VVMDR10F TTTCATTCTTGGTGTGGCAT 56°C 20
VVMDR10R GAACCAGCCTACCTCCATGT 62°C 20
11 VVMDRI11F GCTGCATATTGCGTATGCTT 58°C 20
VVMDR11R ACTGTACCAAGCCCTATGCC 62°C 20
12 VVMDR12F CCTCACCCTCATCCTCATCT 62°C 20
VVMDR12R ATGCAACCTTCTGCTGACTG 60°C 20
13 VVMDR13F ATTGTTGGGATGTTGCTTGA 56°C 20
VVMDR13R GAACCCAGCAAGCCATAACT 60°C 20
14 VVMDR14F GCAGCAGATGGGTCTAGTGA 62°C 20
VVMDR14R CAGTGGTATGGCCTTCCTTT 60°C 20
15 VVMDR15F CTTACGGCGCATCTGATAAA 58°C 20
VVMDR15R CTCCTCTGTCACCTCACCAC 64°C 20
16 VVMDR16F CCTGATGGACCCAAGAGTTT 60°C 20
VVMDR16R GGTTGAAAGCCTGTGTGCTA 60°C 20
17 VVMDR17F TCCACCAAGATGAGGATCAA 58°C 20
VVMDR17R CTCGCTAATGGCATCTTGAA 58°C 20
18 VVMDR18F ACTCCTTCGTGGGAGAGAGA 62°C 20
VVMDR18R AACGCCCATATTCCAAGAAC 58°C 20
19 VVMDR19F AATGGGTCTTGTAGCTTGGG 60°C 20
VVMDR19R GGTTGCAGATTCAGAAGCAA 58°C 20
20 VVACt751F GTTGCAATTCAAGCTGTGCT 60°C 20
VVACt857R AATTGCAATTCAAGCTTGCAT 60°C 21
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2.2.5 Real Time PCR Uygulamalari

Real Time PCR uygulama reaksiyonlar1 Rotor Gene Q Real Time PCR
cihazinda gergeklestirilmistir. Ege Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez
Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir. Denemeler ihtiya¢g duyuldugunda RNA
izolasyonu, Real Time PCR uygulamalar1 vb. yeterli sayida tekrar edilmistir.

2.2.6 Orneklerin Cihaza Yiiklenmesi

Her bir primere ait 6rnekleri igceren cDNA’lar ile T.S Maxima SYBER
Green qPCR Master Kit icerikleri karisimi cihaza ait 72’lik platelere
yerlestirilerek Real Time PCR reaksiyonu gergeklestirilmistir. RT-PCR

reaksiyonu her bir gen i¢in 3 defa tekrarlanmistir.

Real Time Reaksiyonu i¢in; 1pL ¢cDNA, 12,5 pL SYBR® Green Master
Mix, 2 uL Forward ve 2 uL. Reverse primer ve 7,5 uL dH2O tiiplere total hacim
25 uL olacak sekilde amplifikasyon gerceklestirilmistir.

Reaksiyon Olciilerini degerlendirilmesi ve standart egrisinin ¢izilebilmesi
icin 6 logaritmik konsantrasyon 1:1, 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000 ve 1:100000
oranlarinda hazirlanmis ve her bir primer i¢in ayr1 standart egrisi RT-PCR
programinda ¢izilmistir (Sekil 2.1). Iyi bir standart egrisi icin R veya R? degeri 1
veya le yakin ve R >0.990 veya R?>0.980 olmalidir.

_ Cycling A.Green (Page 1):
=iy R=0.99982
e R72=0.99964
M=3.674
. B=35.958
Dy Efficiency=0.87
Bl
" b
"\\
CT \\
L
27 \
'\
2 Ry
~
T
Concentration

Sekil 2.1 Standart Egrisi
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2.2.7 Verilere Ait Analizler:

RT-PCR islemi sonrasinda, her Orne8in uygulandigi primere ait pik
profilleri belirlenmistir ve bu pik profillerine gére Ct (Cycle Threshold) degerleri
hesaplanmistir. Bu Ct degerlerine dayanarak sonuglar grafik olarak gosterilmistir.
Ct Tekrarlar1 arasinda gozlemlenen degerlerde anlaml bir fark olursa R veya R?
degerini diisiirecektir. Her bir 0rnege ait olan pik profili, Threshold ¢izgisini
belirli bir yerde kesip, ’Ct’’ degerini olusturur. Ct degerlerine dayanarak sonuglar

grafik olarak gosterilmistir (Sekil 2.2).

[11:]

08

o Threshold

506

i Ct

UE'. T

fos 2 P
Cycle

04

03

02

0.1

e

g 5 10 15 2 o F:3 30 ki 4 4

Sekil 2.2 RT-PCR grafigi
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3. BULGULAR
3.1 Toplam RNA’larin izolasyonuna Ait Bulgular

Uziim tanelerinden alinarak -80 °C’de saklanan ornekler sivi azotta havan

ve havan topu yardimiyla toz haline getirilerek RNA izolasyonu yapilmistir.

Toplam oOrneklere ait RNA izolasyonu islemi her bir Ornek igin
tekrarlanarak yeteri miktarda (yaklasik 100 ng/ul ) toplam RNA elde edilene
kadar devam edilmistir. Bu islemlerin sonucunda RNA’ lar gen ekspresyonu
analizlerinde kullanilmak igin, kalite kontrol amacli elektroforez yontemiyle

agaroz jelde yuritilmistir (Sekil 3.1).

10 12 12 14 14 16 16 18 18

Sekil 3.1 Tanelerde farkh gelisim donemlerine ait toplam RNA jel goriintiisii: 0 (Cigeklenme),
2 (Tane tutumu), 4, 6, 8, 10 (Bendiisme) , 12, 14, 16 (Olgunlagsma) ve 18 (Asiri

Olgunlasma) hafta ¢igeklenmeden sonra toplanan 6rneklere ait toplam RNA jel goriintiisii
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3.1.1 VWMDR gen ailesinin tanelerde farkh gelisim donemlerinde

ifade analizi

VVMDR alt ailesinin tane gelisim donemlerinde mRNA profili incelenmistir.

VvMDRI1 Relative Expression
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Sekil 3.2 Tanelerde Farkh Gelisim Doneminde VVMDR1 Geninin ifade Analizi

VVMDRI1 geninin ifadesi tane tutumunda hafif bir artig géstermis ve bu artis
ciceklenmeden 6 hafta sonra en az 2 katina ¢ikarak maksimum diizeye ulasmistir.
Bu genin ifadesi g¢igceklenmeden 8 hafta sonra baskilanarak yeniden tane
tutumundaki diizeyine ulagmis ve olgunlasma donemine kadar benzer diizeyde

seyretmistir. ifadenin asir1 olgunlasma doneminde yeniden baskilandig

gozlemlenmistir.



39

VvMDR2 Relative Expression
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Sekil 3.3 Tanelerde Farkh Gelisim Doneminde VVMDR2 Geninin ifade Analizi

VVMDR?2 geninin ifade analizinin sonuglarina gore, ¢iceklenmeden sonra 2.
ve 6. haftalarda bu genin ifadesinde en az 5 kat artis goriilmiis ve bu artig tane
tutumundan hemen sonra ve ¢igeklenmeden 8 hafta sonra ani olarak azalma

gostermistir.  VVMDR2 geninin ifadesi ben diismeden sonra diisiik seviyelerde

seyretmektedir.
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VvMDR3 Relative Expression
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Sekil 3.4 Tanelerde Farkh Gelisim Doneminde VVMDR3 Geninin ifade Analizi

VVMDR3 geninin ifade analizinin sonuglarina gore, ¢iceklenmeden 4 ve 6
hafta sonra bu genin ifadesinde onemli artiglar gozlemlenmistir. Bu artis
¢igeklenmeden 6 hafta sonra maximum seviyeye ulagmis (en az 2,5 kat) ancak
cigeklenmeden 8 hafta sonra ani olarak baskilanmistir. Ben diismeden olgunlagsma
zamanina kadar benzer ve diisiik diizeyde seyretmis ve olgunlasma déneminde

yeniden bir artig géstermis ve asir1 olgunlagsma doneminde yeniden baskilanmustir.
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VvMDR4 Relative Expression
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Sekil 3.5 Tanelerde Farkh Gelisim Doneminde VVMDR4 Geninin ifade Analizi

VVMDR4 geninin ifade analizinin sonuglara gore ¢iceklenmeden sonra 4,
8 ve 10. haftalarda bu genin ifadesinde biiyiik artis oldugunu gézlemlenmektedir.
Bu genin ifadesi ben diismeden 2 hafta 6nce maximum seviyeye ulasarak diger
zamanlara gore 5 kat artmistir VVMDR4 geninin ifadesi bu ii¢ zaman diginda

diisiik seviyelerde seyretmektedir.
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VvMDRS5 Relative Expression
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Sekil 3.6 Tanelerde Farkh Gelisim Doneminde VVMDRS5 Geninin ifade Analizi

VVMDRS5 geninin ifadesi tane tutumunda ani bir artis (140 kat) gostermis ve
sonra ani bir diisiis ile azalmistir. Bu genin ifadesi ben diismeden 6nce minimum
diizeye ulagsmis ve ben diismede hafif bir diizeyde artis gostermistir. Ben
diismeden sonra, asir1 olgunlasma donemine kadar minimum diizeyde kalmistir.

VVMDRS5 geninin ifadesi asir1 olgunlasma doneminde yeniden hafif bir artig

gostermistir.
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VvMDRS6 Relative Expression
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Sekil 3.7 Tanelerde Farkh Gelisim Doneminde VVMDR6 Geninin ifade Analizi

VVMDRG6 geninin ifade profili sonuclarina gore, tane tutumunda VVMDRG6
geninin ifadesi baskilanmis ve ifade diizeyi ben diisme agamasina kadar minimum
diizeyde seyretmistir. Ben diisme asamasinda ani bir artis gostermis ve bu genin
ifadesinin kademeli olarak olgunlasma donemine kadar azalmis ve asiri

olgunlagsma doneminde ise hafif artig gostermistir.
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VvMDR7 Relative Expression
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Sekil 3.8 Tanelerde Farkh Gelisim Doneminde VVMDR7 Geninin ifade Analizi

VVMDRY7 geninin ifadesi ¢igeklenmeden itibaren 6. haftaya kadar kademeli
olarak azalma gostermistir. Ciceklenmeden 6 hafta sonra aliman orneklerde
VVMDR?7 geninin ifadesi yeniden artig gostermis ve ben diisme asamasina kadar
(¢igeklenmeden 10 hafta sonra) ani olarak baskilanmistir. Ben diismeden iki hafta
sonra VWMDR?7 geninin ifadesi ani bir artis gostermis ve olgunlagsma doneminde
yeniden minimum diizeye ulagsmistir. Asir1 olgunlasma doneminde bu genin

yeniden ifadesinin arttig1 goriilmiistiir.
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VvMDRS8 Relative Expression
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Sekil 3.9 Tanelerde Farkh Gelisim Déneminde VVMDRS Geninin ifade Analizi

VVMDR8 geninin ifade analizinin sonuglarina gore, ¢igeklenmede ¢ok diisiik
seviyede olan VVMDRS ifadesi tane tutumunda ani olarak artmis ve 2 hafta sonra
ise ani olarak azalmigtir. Bu genin ifadesi ¢iceklenmeden 6 hafta sonra yeniden
artarak en yiliksek diizeye ulagmistir. VVMDRS geninin ifadesinin olgunlasma ve
asirt olgunlasma doneminde yeniden arttigini ve benzer diizeyde oldugu

gOriilmiistiir.
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VVMDR9 Relative Expression

14

12 T
§ 10
3 s
=
=
B
T T
4 = =
&
i . i -
0 2 4 6 8 10 ¢ 12 14 16 £ 18 %
[5) © 5] = =
& = m 20 =
S, e = S ©
Hafta ¢igeklenmeden sonra ;:,—}
|

Sekil 3.10 Tanelerde Farkh Gelisim Doneminde VVMDRY Geninin ifade Analizi

VVMDR9 geninin ifadesi ¢igeklenmeden itibaren 4 haftaya kadar azalmis ve
6. hafta ¢igeklenmeden sonra aniden artis gostermistir. Bu artis bendiismeye kadar
baskilanmis ve olgunlasmadan oOnce, ¢igeklenmeden 12 hafta sonra alinan
orneklerde artarak maksimum diizeye (12 kat) ulasmis ve bu artis olgunlasmaya
dogru dereceli olarak azalmistir. VWMDRY geninin ifadesinin asir1 olgunlagsma
doneminde yeniden arttigin1 ve bu artisin ¢igeklenme donemindeki ifade diizeyi

ile benzer oldugu gézlemlenmistir.
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VvMDRI10 Relative Expression
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Sekil 3.11 Tanelerde Farkh Gelisim Déneminde VVMDR10 Geninin ifade Analizi

VVMDR10 geninin ifadesinin ¢igeklenme zamaninda maksimum diizeyde
arttig1 ve olgunlagsmadan once ifadesinin yiikseldigi gozlemlenmistir. Ben diisme,

olgunlagma ve asir1 olgunlagsma donemlerinde bu genin ifadesi diisiik diizeyde

seyretmistir.
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VvMDR11 Relative Expression
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Sekil 3.12 Tanelerde Farkh Gelisim Déneminde VVMDR11 Geninin ifade Analizi

VVMDR11 geninin ifadesinin ¢iceklenme ve bendiismeden Once onemli
diizeyde arttigt ve olgunlagsmaya dogru azaldigi gozlemlenmistir. Olgunlagma

doneminden sonra asir1 olgunlasma donemine kadar ise VVMDR11 geninin

ifadesinin arttig1 goriilmiistiir.
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Sekil 3.13 Tanelerde Farkh Gelisim Déneminde VVMDR12 Geninin ifade Analizi

VVMDR12 geninin ifadesinin tane tutumundan sonra artarak en iist diizeye
ulastig1 ve bu ifadenin ben diismeye dogru azaldigi gorilmiistiir. Olgunlasma

donemine dogru VVMDR12 geninin ifadesinin kademeli olarak arttigi ve asirt

olgunlagsma doneminde ise yeniden azaldig1 gozlemlenmistir.
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Sekil 3.14 Tanelerde Farkh Gelisim Déneminde VVMDR13 Geninin ifade Analizi

VVMDR13 geninin ifade analizinin sonuglarina gore, bu genin ifadesinin
ciceklenmen itibaren ¢igeklenmeden 6 hafta sonrasina kadar arttigi (7 kat) ve
sonra kademeli olarak azaldigi goriilmiistiir. Olgunlagmadan 6nce minimum
diizeye inen VVMDR12 geni ifadesi olgunlasma doneminde yeniden artmis ve asir1

olgunlagsma doneminde ise azalmistir.
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Sekil 3.15 Tanelerde Farkl Gelisim Déneminde VVMDR14 Geninin ifade Analizi

VWMDR14 geninin ifadesinin ¢igeklenme zamanindan itibaren kademeli
olarak arttig1 ve ¢iceklenmeden sonra 6. haftada maksimum diizeye ulastig
gozlemlenmistir. VVMDR14 geninin ifadesi ben diismeye dogru azalmig ve

olgunlagsma doneminde yeniden artig gostermistir.
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Sekil 3.16 Tanelerde Farkh Gelisim Déneminde VVMDR15 Geninin ifade Analizi

VVMDR15 geninin ifadesi ise ¢igeklenme doneminde ¢ok yiiksek olup tane
tutumuna dogru azalmig ve tekrar ben diismeden Once artmistir. Ben diisme
doneminde ¢ok diisiik diizeyde olan ifade olgunlagmadan 6nce ve asir1 olgunlagsma

doneminde yeniden artis gdstermistir.
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Sekil 3.17 Tanelerde Farkh Gelisim Déneminde VVMDR16 Geninin ifade Analizi

VWVMDR16 geninin ifadesi ¢iceklenme zamanindan itibaren kademeli olarak
ciceklenmeden 6 hafta sonrasmna kadar artmis ve sonra bu ifade ben diisme
donemine dogru azalma gostermistir. VVMDRI16 geni ifadesinin olgunlagma

doneminde yeniden arttig1 goriilmiistiir.
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Sekil 3.18. Tanelerde Farkh Gelisim Déneminde VVMDR17 Geninin ifade Analizi

VVMDR17 geninin ifadesi ¢igeklenmeden 4 hafta sonra en iist diizeye
ulasmis ve ben diismeye dogru kademeli olarak azalmistir. VVMDR17 ifade

profilinin olgunlasmaya dogru yeniden artis gosterdigi gézlemlenmistir.
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Sekil 3.19 Tanelerden Farkh Gelisim Déoneminde VVMDR18 Geninin ifade Analizi

VWMDRI18 geninin ifadesi ise tane tutumundan sonra artis gdstermis ve
diger donemlerde diisiik ve benzer diizeyde seyretmistir. Bu genin ifadesi tane

tutumunda ve bendiisme zamanlarinda en diisiik seviyededir.
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Sekil 3.20 Tanelerde Farkh Gelisim Déneminde VVMDR19 Geninin ifade Analizi

VWMDR19 geninin ifadesinin ¢i¢eklenmeden 2 hafta sonra, ve

ciceklenmeden 8 hafta sonra ve olgunlasma doneminden hemen Once arttigi

gOriilmiistiir.
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4. TARTISMA

Bu proje ¢alismasinda, ABC kaset tasiyicilarindan ABCB alt ailesine ait
olan MDR grubunun, 19 tyesinin gen ifade profilleri, iiziim tanelerinde farkli
gelisme donemlerinde incelenmistir. VVMDR proteinlerinin ifade profillerine
bakarak bazi VVMDR genlerinin benzer bir ifadeye sahip olduklari

gozlemlenmistir
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Sekil 4.1 VWMDR3, VVMDR12, VWMDR13, VWMDR14, VWMDR16 ve VVMDR17
Genlerinin Tane Gelisim Donemlerine Gore ifade Profilleri: Uziim tanelerinin
gelisimi boyunca VVMDR3, VMDR12, VvMDR13, VVMDR14, VVMDR16 ve

VVMDR17 genlerinin ifadeleri benzer bir sekilde artis ve azalis gostermektedir.

Meyve olgunlagmasi bir ¢ok bitki hormonu tarfindan kontrol edilen bir
siire¢ olup, olgunlagsma siirecinde bu farkli hormonlarin molekiiler etkilesimleri
hakkinda bilgilerimiz hala yetersizdir (Bottcher C. ve Davies C., 2012).
Bendiisme doneminde meydana gelen bircok degisiklik, ayn1 zamanda gen

expresyonlarinda meydana gelen belirgin degisiklerden kaynaklanmaktadir.
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Bendiismede meydana gelen degisikliklerin sebebi bilinmese de, oksin
seviyelerinde bir azalma veya ABA seviyelerinde artistan meydana gelmekte ve
bu olaylar ilgili genlerin ifadesindeki degisikliklerin koordinasyonuyla
gerceklesmektedir (Robinson and DAVIES. 2000).

Uziim taneleri gelisimlerinin erken evrelerinde yiiksek miktarda oksin
icerirler. Ancak oksin seviyeleri ben diisme ile diisiik seviyelere iner ve
olgunlagsma boyunca diislik kalir (Cawthon ve Morris 1982). Cilek (Archbold ve
Dennis., 1984) ve Uziim (Symons GM et al. 2012) gibi non-klimakterik
meyvelerde olgunlagsma oncesi ve sirasinda oksin konsantrasyonlar1 genel olarak
diistik bulunmustur. Arabidopsiste ABCB1, ABCB4 ve ABCB19 birer oksin
tastyicilart olarak karakterize edilmistir (Titapiwatanakun B, Murphy AS., 2009).
Ancak son ¢alismalarda ABCB14 ve ABCB15 gibi diger ABCB proteinlerinin de
polar oksin taginimi ile iligkili oldugu gosterilmistir (Kaneda M, et al., 2011). Bu
bulgular diger ABCB proteinlerinin de oksin taginimina dahil olabilecegini

gostermektedir.

Bu calismada elde edilen sonuclara gére, VVMDR3, VWMDR12, VVMDR13,
VVMDR14, VVWMDR16 ve VVMDR17 genleri tane gelisimi boyunca benzer bir gen
ifadesine sahiptir. Bu genler ¢igeklenmeden 4-6 hafta sonra artig géstermis ve ben
diisme donemine dogru bu genlerin ifadesi azalmistir. Olgunlasma déneminde ise
bu genlerin ifadesinin arttif1 ve asir1 olgunlasma doneminde ise azaldigi
gbzlemlenmistir. Arabidopsis thaliana da ABCB1, ABCB4 ve ABCB19 genlerinin
oksin tasiyicilarint kodladigi kanitlanmigtir (Titapiwatanakun B et al. 2009). Bu
gen ifadelerinin tane tutumundan itibaren yiiksek olmasi, benzer sekilde oksin
hormonu taginiminda etkili rol oynayabileceklerini ve hiicre bolinmesi ve biiyiimesi
ile iligkili olabileceklerini diisiindlirmektedir. Ayrica olgunlasma doneminde
VVMDR3’iin yiiksek ifade profili ABA tasiniminda rol oynayabilecegi hipotezini

one siirmemize neden olmustur
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Sekil 4.2 VWMDR7, VWMDR10, VVMDR11 ve VWMDR15 Genlerinin Tane Gelisim
Dénemlerine Gore ifade Profilleri: VWMDR7, VMDR10, VMDR11 ve
VVMDR15 genleri ifadeleri bazi gelisme donemlerinde benzer ifade profili

gOstermistir.

VWMDR7, VVMDR10, VvVvMDR11l ve VVMDR15 genlerinin ifadeleri
cigeklenme, tane tutumu ve ben diismeden Once ve sonra yiiksek diizeyde
seyretmis, ancak olgunlagsma ve ben diisme doneminde ise minimum diizeydedir.
Ciceklenme doneminde ifade artis1 tanelerdeki oksin hormonu birikimi ile dogru

orantil1 oldugundan bu genler oksin taginiminda rol oynayabilir.



60

30.00
g e VYMDR1 s V3MDR?, eV MDRS
8 2500
3
S 20.00
[
[y
©
£
£ 15.00
5
Q
8
©
€ 10.00
73
g
g
[
g 500
£
0.00 — = g
o) S g B g
0z 2t 4 6 8 10 £ 12 14 16 £18 £
5 g = & E
~ = 5 g =0
& = = ) ©
o [ . o =
= Hafta ¢iceklenmeden sonra = Z

Sekil 4.3 VWMDR1, VWMDR2, VVMDRS8 Genlerinin Tane Gelisim Donemlerine Gore
ifade Profilleri: VVWMDR1, VWMDR2, VWMDRS8 genleri ifadeleri bazi gelisme

donemlerinde benzer ifade profili gostermistir.

VWMDR1, VVMDR2, VVMDR8 genlerinin ifadesi tane tutumunda ve
bendiismeden oOnce yiiksek c¢ikmistir.  Bu genlerin ifadeleri olgunlagma

doneminde azalmistir.
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SONUC

Tez calismasi analiz sonuglarina goére Vitis vinifera L. ABCB/MDR ailesine
ait olarak belirlenen 19 iiyesinin gen ifadeleri; meyve tanesinin 10 farkli gelisim

doneminde Real-time PCR ydntemi ile incelenmistir.

Vitis vinifera L. ABCB/MDR genlerinin ifade grafiklerine dayanarak bazi
MDR genlerinin benzer ekspresyon profili gosterdikleri goriilmiistiir. MDR1
geninin oksin taginiminda rol oynadigi gosterilmistir. VVMDR2 ve VVMDRS8
genlerinin MDR1 genine benzer ifadeye sahip olmasi, VWMDR2 ve VvMDRS8
genlerinin oksin taginiminda rol oynadiklarin1 diigiindiirmektedir. Ayrica MDR14
genin oksin tasinmasinda gorevli oldugu saptanmis olmasi ve VVMDRS3,
VWMDR12, VWMDR13, VWMDR16 ve VVMDR17 genleri ile benzer bir ifadeye
sahip olmast bu genlerin de oksin tasimmminda rol oynadiklarini

diistindiirmektedir.

Tanede incelenen tiim VVMDR genlerinin ifadeleri olgunlasma ve asir1
olgunlasma donemlerinde azalmigtir. VVMDR3, geninin ifadesi ise bundan farkli

olarak olgunlagsma doneminde artmistir.

Sonug olarak, tane gelisim donemi boyunca olan mRNA ifade analizlerinin
sonuglart ABCB/MDR proteinlerinin gelisim dénemlerinde rolleri ve yer aldiklari
fizyolojik olaylarin belirlenmesi agisindan bir 6n bilgi saglamaktadir. Bu genlerin

fitohormon tasiniminda etkili rol oynayabilecegi diistiniilmektedir.
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