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ÖZET 

 

 

 

 

 

 

 

1,6 milyar yıl önce insanlar ve Arabidopsis thaliana evrimsel olarak birbirinden 

ayrılmıĢtır. Buna rağmen insan genlerinin büyük kısmının Arabidopsis‘te korunmuĢ 

ortologları vardır. Örneğin, insanlardaki nörodejeneratif hastalık genlerinin Arabidopsis‘teki 

ortologlarıyla benzerlik oranı %71 iken insan kanser genleriyle benzerlik oranı %70 olarak 

bilinmektedir. Alzheimer (AD) ve Parkinson (PD) gibi nörodejeneratif hastalıkların daha iyi 

anlaĢılması amacıyla yapılan son araĢtırmalar, bu alanda Arabidopsis‘in önemini açıkça 

ortaya koymuĢtur. Bu araĢtırmalarda, AD ve PD hastalıklarına neden olan PreP ve DJ-

1/PARK genlerindeki mutasyonun, bitkilerde de insanlardakine benzer oluĢumlara neden 

olduklarını göstermiĢtir. Ancak, bu nörodejeneratif hastalıklar, sadece belirtilen genlerdeki 

mutasyonlardan kaynaklanmamaktadır. Son yıllarda yapılan araĢtırmalar insan beyin hücre 

zarındaki Glutamat Reseptörünün (NMDAR‘ın; N-metil-D-aspartat reseptörü) 

aktivasyonundaki artıĢla, sitoplazmada aĢırı biriken Ca
2+

‗un tetiklediği, NO (nitrik oksit) 

birikiminin mitokondri ve endoplazmik retikulum (ER) stresine ve PDI (protein disülfit 

izomeraz) enziminde meydana getirdiği S-nitrosilasyonun (sistein tiolüne NO bağlanması) yol 

açtığı AD ve PD gibi nörodejeneratif hastalıklara neden olduğu bulunmuĢtur. GLR‘ler, sadece 

memelilerde değil yaĢamın üç domaininde de tanımlanmıĢlardır. Bitkiler üzerinde yapılan 

araĢtırmalarda, bitki GLR‘lerinin; pek çok yolakta rol oynadıkları gösterilmiĢtir. Ancak 

bahsedilen GLR aracılı NO iliĢkili nitrosatif stres ve oluĢacak organellerdeki değiĢiklikler ile 

ilgili bir çalıĢma yoktur. Yapılan bu çalıĢmada, insanlarda nörodejeneratif hastalıklara neden 

olan bir hücresel yolakta görev alan gen ve proteinlerin, Arabidopsis‘te benzer yolaklarının 

var olup olmadığı, bitkilerde hangi rol ve etki mekanizmasına sahip oldukları, GLR-aracılı 

NO birikiminin neden olduğu PDI enzimindeki etkisi ve organel stresinin oluĢum 

mekanizması, ayrıca oluĢan Reaktif Oksijen Türleri (ROS) ve Reaktif Azot Türlerinin (RNS) 

hücreden süpürülmesinde etkili antioksidan mekanizma ve hücrenin redoks dengesi arasındaki 

iliĢki ilk kez aydınlatılmıĢtır.  

Anahtar Sözcükler: Antioksidan sistem, Arabidopsis thaliana, Kalsiyum, ER, Glutamat Reseptörleri, 

Mitokondri, Nitrik Oksit, Nörodejeneratif Hastalıklar, Reaktif Oksijen Türleri 

NİTROSATİF STRES KÖKENLİ NÖRODEJENERATİF 

HASTALIKLARIN HÜCRESEL SİNYAL YOLAKLARININ 

ARABİDOPSİS THALİANA KULLANILARAK 

ARAŞTIRILMASI 

GÖKÇE, Azime 

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dalı 

Tez DanıĢmanı: Prof. Dr. A. Hediye ÇETĠNEL 

Eylül 2023, 144 sayfa 
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ABSTRACT 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.6 billion years ago, humans and Arabidopsis thaliana diverged evolutionarily. Despite 

this, there are conserved orthologs of human genes in Arabidopsis. For instance, the similarity 

rate between neurodegenerative disease genes in humans and their orthologs in Arabidopsis is 

known to be 71%, while the similarity rate with human cancer genes is 70%. Recent research 

aimed at better understanding neurodegenerative diseases such as Alzheimer's (AD) and 

Parkinson's (PD) has clearly demonstrated the importance of Arabidopsis in this field. In these 

studies, mutations in the PreP and DJ-1/PARK genes, which cause AD and PD diseases, have 

been shown to lead to similar formations in plants as in humans. However, these 

neurodegenerative diseases are not solely caused by mutations in the mentioned genes. Recent 

studies have found that an increase in the activation of the Glutamate Receptor (NMDAR) in 

the human brain cell membrane, triggering excessive accumulation of Ca
2+

 in the cytoplasm, 

leads to mitochondrial and endoplasmic reticulum (ER) stress caused by NO (nitric oxide) 

accumulation through S-nitrosylation of the protein disulfide isomerase (PDI) enzyme 

(binding of NO to cysteine thiol). This mitochondrial and ER stress has been found to be 

linked to neurodegenerative diseases like AD and PD. GLRs (Glutamate-like receptors) have 

been identified not only in mammals but also in all three domains of life. Studies on plants 

have shown that plant GLRs play roles in many pathways. However, there is no study on the 

GLR-mediated NO-related nitrosative stress and changes in organelles. In this study, we shed 

light on the roles and mechanisms of genes and proteins involved in a cellular pathway 

responsible for neurodegenerative diseases in humans, their orthologs in Arabidopsis, and the 

effects on the PDI enzyme caused by GLR-mediated NO accumulation. We also elucidate the 

mechanisms of organelle stress, as well as the relationship between Reactive Oxygen Species 

(ROS) and Reactive Nitrogen Species (RNS) and their effective antioxidant mechanisms in 

scavenging from cells, and the cell's redox balance. This study provides the first insights into 

these aspects.  

Keywords: Antioxidant System, Arabidopsis thaliana, Calcium, ER, Glutamate Receptors, 

Mithocondri, Nitric Oxide, Neurodegenerative Diseases, Reactive Oxygen Species 

INVESTIGATION OF CELLULAR SIGNALING 

PATHWAYS OF NITROSATIVE STRESS-

INDUCED 

NEURODEGENERATIVE DISEASES BY USING 

OF ARABIDOPSIS THALIANA 

GÖKÇE, Azime 

PhD in Biology, 

Supervisor: Prof. Dr. A. Hediye ÇETĠNEL 

September 2023, 144 pages 
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ÖNSÖZ 

 

Hayvanların aksine, bitkilerdeki davranıĢın geleneksel olarak tamamen ya genetik ya da 

çevresel olarak belirlendiği varsayılır. Bu sebeple, bitkiler genellikle biliĢsel olmayan 

organizmalar olarak kabul edilir. Ancak, hayvanlara özgü olduğu varsayılan birçok karmaĢık 

biliĢsel yeteneğin bitkiler tarafından da sergilendiğini gösteren, giderek büyüyen bir alan ve 

bu alanda da pek çok çalıĢma mevcuttur. Bu alanların baĢında da bitki nörobiyolojisi 

gelmektedir. Bu sebeple tez çalıĢmamda farklı bakıĢ açısı geliĢtiren, bitki ve insan hastalıkları 

ile iliĢkili bir konuyu çalıĢmak heyecan verici olmuĢtur. Tez dönemim esnasında kanser 

tedavisi görmem, çalıĢmalarımın yavaĢlamasına sebep olsa da devam etme isteğim ile iyileĢir 

iyileĢmez çalıĢmalar tekrar hız kazandı. Ancak tezimin son yılında annemi kaybetmiĢ 

olmamın verdiği acı ile çalıĢmamı bırakmayı düĢünsem de her Ģeye rağmen tamamladığım 

çalıĢmaların, yani araĢtırmanın, öğrenmenin, bütünün parçası olmanın, bilimin kendisinin 

insan ruhunu iyileĢtirici bir yanı olduğunu açıkça göstermiĢtir.  

YaĢanılan tüm zorluklara rağmen tamamlanan bu tez çalıĢması; beni gördüğünü, her 

zaman yanımda olduğunu bildiğim merhum annem Kıymet GÖKÇE‘ye ithafen yazılmıĢtır. 

 

 

 

ĠZMĠR       Azime GÖKÇE 

14.09.2023 
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1 GİRİŞ 

Dünya genelinde milyonlarca insanın hayatını olumsuz etkileyen Nörodejeneratif 

Hastalıklar, periferik sinir sistemi veya merkezi sinir sistemi hücrelerinin ilerleyici bir Ģekilde 

kaybıyla karakterize edilmiĢ, heterojen bir nörolojik bozukluklar grubudur (Wilson et al., 

2023). Çoğu ülkede artan yaĢam süresiyle birlikte Nörodejeneratif Hastalıkların yaygınlığının 

da artması beklenirken Ģu anda ise yaklaĢık 50 milyon kiĢi bu hastalıklardan etkilenmektedir. 

Dünya sağlık örgütüne göre bu sayının 2050 yılına kadar 130 milyona çıkması tahmin 

edilmektedir (Prince et al., 2015).  

Tüm dünyada giderek artan bir sağlık yükü oluĢturmuĢ ve yaĢlanan nüfusla birlikte daha 

büyük bir öneme sahip hale gelmiĢ olan Nörodejeneratif hastalıkların 600‘den fazla çeĢidi 

bulunmaktadır. Bunun dıĢında, aynı anda birden fazla dejeneratif bozukluk birlikte 

görülebilmektedir (Kurosinski et al., 2002). Örneğin Alzheimer hastalarında(AD), Parkinson 

hastalığı (PD) semptomları da saptanabilmektedir. Pek çok sebeple bu hastalıkların ortaya 

çıkabildiği görülmektedir. Bunların baĢında genetik mutasyonlar, metabolik bozukluklar ve 

çevresel faktörler gibi birçok etken gelmektedir. Ayrıca, birbirinden karmaĢık hücresel 

mekanizmanın rol oynadığı bu hastalıkların tedavisinde kullanılabilecek etkin tedaviler henüz 

çok fazla geliĢtirilememiĢtir. Özellikle dejenerasyonun geliĢimini durdurabilecek yöntemler 

ve erken teĢhisin nasıl yapılabileceği bilinmemektedir. Ancak ortaya çıkan semptomları 

ortadan kaldırabilecek ilaçlar tedavide kullanılmaktadır (Pleasure, 2010). Bunun sebebi ise, 

nöronların yapısal ve fonksiyonel olarak iĢlevlerini yitirmeye baĢlaması ile nöron ölümüne 

yol açan, ilerleyici Ģekilde devam eden bozukluklar olarak bilinen, günümüzde tedavisinin 

henüz olmamasından kaynaklanmaktadır. Alzheimer hastalığı (AD) ve Parkinson hastalığı 

(PD) gibi birçok nörodejeneratif hastalık, bu nörodejenerasyon süreci ile oluĢmaktadırlar. Bu 

sebeple nörodejenerasyonun altında yatan karmaĢık mekanizmalar tam olarak aydınlatılması 

bu hastalıkların tedavisi için büyük önem taĢımaktadır. 

1.1  Nörodejeneratif Hastalıklar ile İlgili Genel Bilgiler   

 

Bahsedildiği gibi farklı nörodejeneratif hastalıkların farklı beyin bölgelerinde geliĢtiği 

ve farklı etiyolojilere sahip oldukları gözlemlenmiĢ, ancak benzer hücresel ve moleküler 

süreçlere etki edebildikleri de bilinmektedir (Teleanu et al., 2022). Bu ortak süreçlerden biri 

ise, reaktif oksijen türlerinin (ROS) düzenlenmemiĢ üretiminden kaynaklanan oksidatif stresin 

gözlemlenmesidir (Barnham et al., 2004; Onose et al., 2022). ROS'un memeli, hayvan ve 
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bitkiler gibi pek çok canlıda hücresel mekanizmalar ile iliĢkili olduğu bilinmektedir. Bu 

moleküller aĢırı üretildiğinde moleküllerin oksidatif bozulmasına neden olarak, yaĢlanma, 

kanser, nörodejeneratif ve kardiyovasküler hastalıklar gibi birçok bozukluğun ilerlemesinde 

rol oynayabilirler. Ayrıca, artan ROS üretimi, hücrenin redoks dengesini oksidatif duruma 

kaydırarak iĢlev bozukluğuna ve hatta ölümüne yol açabilir. Bununla birlikte, vücut doğal 

olarak bu sonuçlarını dengeleyebilecek birkaç mekanizmaya sahiptir. Bunlardan biri de 

antioksidanlardır. Bu antioksidanlar, ROS'u tespit edebilir ve etkilenen hücresel moleküllerin 

oksidasyonunu azaltabilir ve bozulmuĢ bir antioksidan sistemi hastalık patogenezine eĢit 

derecede katkıda bulunabilir (Misrani et al., 2021; Liu et al., 2018). 

1.1.1 Oksidatif Stres ve Nöro-dejenerativite 

Nörodejeneratif hastalıkların geliĢiminde ROS'un rolünü belirlemek için pek çok 

çalıĢma yapılmıĢ ve bu hastalıklarda tetikleyici bir faktör olmasa da, oksidatif hasar ve 

mitokondri ile etkileĢimlerinden dolayı hastalığın ilerlemesini kötüleĢtirebileceğini 

göstermiĢtir (Liu et al., 2017; Kazakov et al., 2020). EĢleĢmemiĢ iki elektronu nedeniyle 

oksijen, radikal oluĢumuna yatkındır. Bu nedenle, ROS'lar oksijenden türetilen reaktif 

moleküllerin bir sınıfı olarak sınıflandırılırlar. Bu sınıfın üyeleri, kalan değerlik elektronları 

sebebiyle kısa ömre ve yüksek reaktiviteye sahiptir. Elektron eklenmesi yoluyla oksijenin 

indirgenmesi sonucunda birçok ROS oluĢabilir. Tüm ROS türleri arasında, 
.
OH en reaktif 

olanı ve sitotoksik etkiye sahip olanıdır. Hücresel ROS genellikle dıĢsal ve içsel kaynaklardan 

üretilmektedir (Kim et al., 2015; Balogun et al., 2021) (ilerleyen kısımlarda ROS‘lar ve 

antioksidanlara daha detaylı bir Ģekilde değinilecektir). Ayrıca bu moleküller, lipitler, 

proteinler, RNA ve DNA gibi önemli hücresel makromoleküllerde de oksidatif değiĢikliklere 

neden olmaktadır. Protein oksidasyonu da, özellikle okside olmuĢ proteinlerin sitotoksik 

agregatlar oluĢturarak toksik bir iĢlev kazanmasından dolayı giderek daha önemli hale 

gelmektedirler (Avery 2011; Shefali et al., 2021). Bu nedenle, farklı faktörlerin birikmiĢ 

etkileri, beyin için özellikle oksidatif hasara duyarlı hale getirilir ve bahsedilen 

nörodejeneratif hastalıklarda etkilidir (Cobley et al., 2018). Bu Nörodejeneratif hastalıkların 

en yaygın görüleni ve çalıĢılanları ise AD ve PD‘dir. 

1.1.2 Alzheimer Hastalığı          

2018 Dünya Alzheimer Raporu‘na göre, bu yıl içerisinde yaklaĢık 50 milyon kiĢiye 

demans teĢhisi koyulmuĢtur. Ayrıca bu rapor, küresel olarak her üç saniyede bir yeni bir 

demans vakası olacağını belirtmektedir (Ashrafi et al., 2020; Cheignon et al., 2018). AD, 
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biliĢsel yeteneklerin kademeli bir Ģekilde kötüleĢmesiyle tanımlanmaktadır. Sinapsların 

bozulması ve nöronların ölümü sonucunda hipokampüs bölgesinde (duygular, öğrenme, 

mekânsal yönlendirme ve bellek oluĢturmadan sorumlu bölge) beyin atrofisine yol 

açmaktadır. AD'nin geliĢimi için temel risk faktörü yaĢlılıktır ve 85 yaĢın üzerindeki 

bireylerin neredeyse yarısını etkilediği görülmüĢtür. Ayrıca, menopoz sırasında östrojen 

seviyelerinin düĢmesi nedeniyle, kadınların erkeklere kıyasla AD geliĢtirme olasılığı daha 

yüksektir (Cheignon et al., 2018; Rahman et al., 2021). 

AD'nin patolojisi, beta-amiloid (Aβ) gibi birikmiĢ peptitlerin özellikle anormal bir 

birikimi ve hücre içi tau nörofibriller düğümlerin (NFT) oluĢumunu Ģeklindedir. Bu süreçler, 

baĢta oksidanlar ve antioksidanlar arasındaki dengesizlik nedeniyle artan oksidanların neden 

olduğu oksidatif stres üretiminin artmasıyla gerçekleĢir. Bunun nedeni ya serbest radikal artıĢı 

ya da antioksidan savunmanın azalması ile iliĢkilidir (Huang et al., 2016; Angelova et al., 

2018).  

Oksidatif stresin AD ilerlemesine üç ana mekanizma ile aracılık ettiği gözlenmiĢtir. Bu 

mekanizmalar, hücre homeostazını etkileyen ROS üretimi, Aβ ve p-tau oluĢumunun 

upregülasyonlarıdır. Bunlar makromolekül peroksidasyonu, Aβ metal iyon redoks potansiyeli 

ve mitokondriyal iĢlev bozukluğuna sebep olur (Cassidy et al., 2020).  Ayrıca, AD 

beyinlerinin, sağlıklı bir kontrol beynine göre üç katına kadar artmıĢ nöronal Cu
2+

 ve Zn
2+

 

seviyeleri gösterdiği bildirilmiĢtir. Bu katyonlar, Aβ peptitlerine bağlanabilir, redoks 

reaksiyona girebilir ve önemli miktarda ROS üretebilirler. Bu nedenle, artmıĢ oksidasyon ve 

artmıĢ ROS üretimi arasında pozitif bir geri besleme döngüsü oluĢmaktadır (Cassidy et al., 

2020). ROS indüklü oksidatif stres, AD patogenezinde β-amiloid birikimi ve bu birikimle 

iliĢkili olduğundan, hastalığın patogenezinde önemli faktörlerden biri olarak kabul 

edilmektedir. Hastalığın erken evrelerinde bile, bu birikimin arttığı ve mitokondriyal iĢlev 

bozukluğuna yol açtığı gözlenmiĢtir. ÇalıĢmaların sonuçları, Alzheimer hastalarında β-

amiloid tarafından indüklenen oksidatif stres ile, antioksidanların savunma mekanizmaları ile 

ilgili kusurların yüksek düzeyde OS'ye yol açtığı ve bunun da β-amiloid üretimini ve 

birikimini artırdığı gözlenmiĢtir (Liu et al., 2017; Kim et al., 2015). Böylece yapılan 

çalıĢmalar ile nöronal bozukluk ve oksidatif dengesizliğin, AD'nin baĢlangıcı ve ilerlemesi 

açısından büyük öneme sahip olduğu gösterilmiĢtir. AĢırı ROS üretiminin iĢleyiĢ 

mekanizmasını anlamaya yönelik devam eden araĢtırmalar mevcuttur. Ayrıca AD hastalarında 
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bu durumun mitokondriyal iĢlev bozukluğuna yol açtığı belirlenmiĢtir (Liu et al., 2017; Kim 

et al., 2015).  

 

1.1.3 Parkinson Hastalığı 

Diğer nörodejeneratif bozukluklarla karĢılaĢtırıldığında, Parkinson hastalığı (PD) 60 

yaĢın üzerindeki bireyleri etkileyen en ciddi iki hastalıktan biridir. Ġstatistiklere göre, PD'nin 

50 yaĢından önce görülmesi nadirdir. Ancak bu hastalıktan 65 yaĢın üzerindeki bireylerin 

yaklaĢık %2'si etkilenirken, bu oran 80 yaĢın üzerindeki insanlarda iki katından fazladır (%5) 

(Liu et al., 2017; Kim et al., 2015; Rahman et al., 2020).  

Beyindeki substantia nigra pars kompakta'da dopaminerjik nöron kaybının gözlendiği 

durum olarak tanımlanan PD, ROS'un aĢırı üretimiyle iliĢkilendirilmiĢtir. Bu birikimin bir 

nedeni, mitokondriyal iĢlev bozuklukları ve inflamasyonla iliĢkilidir. ROS'un beyinde en çok 

üretildiği baĢlıca bölgeler, nöronlardaki mitokondri ve nöroglialardır (nöron olmayan ancak 

onları koruma görevindeki hücreler). AĢırı ROS üretimi ve bunun baĢlıca nedenleri nöro 

inflamasyon, mitokondriyal iĢlev bozukluğu, yaĢ, demir ve kalsiyum seviyelerinin yükselmesi 

ve dopaminin bozunması ile iliĢkilidir. Ayrıca, çevresel olarak pestisit ve nörotoksinlere 

maruz kalındığında ROS üretim daha da artabilmektedir. Dopaminerjik nöron kaybını 

belirleyen kesin süreçler tam olarak aydınlatılamamıĢtır, ancak ROS'un bunun anahtar 

faktörlerinden biri olduğu öne sürülmektedir (Liu et al., 2017; Kim et al., 2015; 

Venkateshappa et al., 2012).  

Ayrıca, nörodejenerasyon aracılı ROS üretimi nedeniyle lipid zarları ve hücresel 

proteinler hasar görebilir ve bunun sonucunda oksidatif strese yol açabilir. PD ile 

Mitokondriyal Kompleks I'in yokluğunun doğrudan iliĢkili olduğu gözlemlenmiĢtir. Çünkü 

Kompleks I eksikliklerinin PD'ye özgü olan nöral apoptoz ile iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir. Bu 

kusur, mitokondriyal zar potansiyelini koruma ve oksidatif strese karĢı koruyucu bir etkiye 

sahip olan belirli proteinlerin mutasyonuna bağlanmıĢtır. Bu mutasyonlar hastalığın 

baĢlangıcıyla iliĢkilendirilmiĢ ve muhtemelen mitokondri aktivitesini etkileyerek ROS'un aĢırı 

üretimine ve daha yüksek oksidatif strese maruz kalınmasına neden olabileceği 

düĢünülmüĢtür (Liu et al., 2017; Venkateshappa et al., 2012).  

ġu anda PD için etkili mevcut tedaviler bulunmamaktadır. Ancak, hastalığın evrimiyle 

iliĢkili ROS mekanizmalarının anlaĢılması aracılığıyla sağlanan bilgiler, semptomların 
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azaltılması için tedavilerin geliĢtirilmesine yardımcı olabileceği bilinmektedir (Liu et al., 

2017). Ayrıca, devam eden klinik denemeler, PD patogenezinde ROS mekanizmalarının daha 

derin bir anlayıĢını yakın zamanda ortaya çıkarabilir ve uygun yönetimi için çözümler 

sunabilir olduğunu desteklemektedir (Teleanu et al., 2022). 

1.1.4 Nöro koruma ve Antioksidanlar 

Yukarıda da bahsedildiği gibi, oksidatif stresin nörodejeneratif bozukluklardaki rolünün 

önemi ve nöronal hasar ve iliĢkili hücre ölümünün temel patolojik mekanizmalarından biri 

olduğu tespit edilmiĢtir. Antioksidanların biyolojik ortam içindeki oksidatif stresi 

değiĢtirebileceği ve nörodejeneratif bozuklukların semptomlarını azaltabileceği gözlenmiĢtir. 

Ayrıca, antioksidanların bu tür bozuklukların ilerlemesini önlemek, geciktirmek veya 

hafifletmek için etkili olduğu belirtilmiĢtir (Essa et al., 2019; Duhan et al., 2020). Antioksidan 

aktivitesi, tek bir bileĢik ya da SOD, katalaz (CAT) veya glutatyon peroksidaz (GPX) gibi bir 

enzim tarafından sağlanabilir.  

Hücre içi ROS dengesinin ayarlanmasında etkili antioksidanlar ile ilgili pek çok çalıĢma 

mevcuttur. Bunlardan biri olan Superoxide dismutase (SOD), bir enzimatik antioksidandır ve 

hücre içinde en güçlü antioksidan özelliklere sahip olduğu belirlenmiĢtir. ROS‘lara karĢı 

koruyucu aktiviteye sahiptir. SOD, süperoksit anyonlarını daha az zararlı reaktif oksijen 

türlerine parçalamak ile görevlidir. Ancak, SOD eksikliği oldukça yaygındır. Çünkü yaĢlanma 

ile büyük ölçüde iliĢkili olan bu antioksidan enzimin yaĢlanma ile birlikte seviyeleri azalırken, 

ROS miktarı artmaktadır. Bu nedenle, bu enzim, yaĢlanmayı artıran birçok etkene ve hücre 

apoptozisine karĢı hücre sağlığı için çok önemlidir (Ighodaro and Akinloye, 2018). Bu 

nedenle, AD (McLimans et al., 2019) ve PD (De Lazzari et al., 2018) dahil olmak üzere çeĢitli 

hastalıklara karĢı etkili mücadelede SOD‘un önemli bir araç olduğu kanıtlanmıĢtır. 

Katalaz (CAT), oksijen gerektiren tüm dokularda bulunabilen bir enzimatik 

antioksidandır. SOD ile birlikte H2O2'yi H2O ve moleküler O
2
'ye indirger. Bu özel 

antioksidan, hücrelerde yüksek seviyelerde bulunabilir ve sürekli olarak H2O2 moleküllerini 

arar. Etkinliği oldukça yüksektir, çünkü bir saniye içinde milyonlarca H2O2 molekülünü 

indirebilir. Hücrelerde bol miktarda bulunabilirken, fareler dıĢında mitokondri içinde 

bulunmaz. Hidrojen peroksit moleküllerinin mitokondriyal parçalanma süreci baĢka bir enzim 

olan glutatyon peroksidaz tarafından devam ettirilir. Bu enzimin eksikliği veya 

mutasyonunun, birçok nörodejeneratif bozuklukla doğrudan iliĢkili olduğu gözlenmiĢtir. 

Katalazın AD'de ve PD'de önemli nöro koruyucu etkiler sağladığı bildirilmiĢtir (Haney et al., 
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2018). Glutatyon peroksidazının (GPx) ana aktivitesi mitokondri içinde gerçekleĢir ve 

vücudun çeĢitli bölgelerinde bulunabilirler. Birçok çalıĢma, GPx aktivitesinin düĢük olduğu 

hastalarda, disfonksiyonel bir antioksidan koruma aktivitesine sahip olduklarını ve bu 

durumun iĢlevsel proteinlerde oksidatif hasara neden olduğunu öne sürmüĢtür (Teleanu et al., 

2022). Nörodejeneratif belirtileri azaltmada antioksidanların etkinliğini araĢtırmak için birçok 

çalıĢma yapılmıĢ ancak kanıtlar henüz yetersizdir. Ayrıca ROS'un çeĢitli nörodejeneratif 

durumlardaki tüm rollerini bulmak ve antioksidan temelli terapötik müdahaleler geliĢtirmek 

için daha kapsamlı araĢtırmalar çok büyük öneme sahiptir. Bu sebeple, nörodejeneratif 

hastalıkların moleküler mekanizmalarının aydınlatılmasında farklı pek çok çalıĢma ve farklı 

yöntemlerin kullanımı mevcuttur. 

1.2 İnsan Hastalıklarının Araştırılmasında model Organizma Olan Arabidopsis thaliana 

Ġnsan hastalığı araĢtırmaları çok karmaĢık bir süreçtir. Bunun nedeni; genlerin ve 

proteinlerin karmaĢık hücresel ağlarda nasıl etkileĢime girdiği büyük fonksiyonel genomik 

giriĢimlerle açıklansa da, birçok kompleks hastalık, birden fazla genin ve bu genlerin 

birbirleriyle ve çevreleriyle etkileĢiminin etkisi altında olmasından kaynaklanmaktadır. Bu 

nedenle, insan hastalıkları araĢtırmalarında, yeni tanıların konulabilmesi, yeni hastalık teĢhis 

araçlarının tasarımının yapılabilmesi ve tedavi stratejilerinde önemli keĢiflerin yapılabilmesi 

araĢtırmalarda, sadece memeli hücre hattı ve insan doku örneklerinin değil Saccharomyces 

cerevisae, Drosophila melanogaster ve Caenorhabditis elegans gibi birçok model sistemin de 

kullanılmasına bağlıdır (Xu and Moller, 2011). Son yıllarda, bu model sistemler arasına bitki 

biyologlarının model organizması olarak bilinen Arabidopsis thaliana‘da eklenmiĢtir. Ġnsan 

hastalık oluĢum mekanizmalarının araĢtırıldığı çalıĢmalarda bu model bitkinin kullanılması 

birçok hastalığın oluĢum mekanizmasındaki eksiklikleri tamamlamıĢtır. A. thaliana ve insan 

genom dizilerinin tamamlanması, bu iki organizma arasındaki korunmuĢluklar ve ayrılıkların 

DNA seviyesinde karĢılaĢtırılmasını mümkün kılmıĢtır. Ġnsanlar ve Arabidopsis, 1,6 milyar 

yıl önce evrimsel olarak ayrılmasına rağmen insan genlerinin büyük çoğunluğunun, 

Arabidopsis‘te korunmuĢ ortologları vardır (Xu and Moller, 2011). Bu durum, özellikle insan 

hastalıklarında rol oynadığı doğrulanan ya da farz edilen genlerin gerçekte öyle olup 

olmadıklarının kontrolü için oldukça önemlidir. Örneğin, Arabidopsis‘in, insanlardaki 

nörodejeneratif hastalık genlerinin Arabidopsis‘teki ortologlarıyla benzerlik oranı %71 iken 

insan kanser genleriyle benzerlik oranı %70‘tir (Jones et al., 2008). Ġlginç olarak; bu oran, 

diğer model organizmalar olan S. cerevisae (%41) ve D. melanogaster (%67)‘in 

benzerliğinden daha yüksektir. (Jones et al., 2008). Bütün bunlara ek olarak Arabidopsis ve 
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insanların, fotobiyoloji, protein yıkımı, sirkadiyen saat, DNA metilasyonu, RNA susturulması 

ve G protein sinyallemesi gibi evrensel hücre mekanizmalarına ait gen aileleri de yüksek 

oranda birbirine benzerdir (Jones et al., 2008). Genetik benzerliğin yanı sıra, Arabidopsis‘in 

insan hastalığı araĢtırmaları için ideal bir tamamlayıcı model oluĢturması için birçok özel 

avantaja sahiptir. Bu avantajlar (i) DüĢük altyapı ve iĢletme maliyetleriyle basit yetiĢtirme ve 

bakım, (ii) transgenik yaklaĢımlar için hızlı ve verimli dönüĢüm protokolleri, (iii) büyük 

mutan koleksiyonları ve genomik kaynakların bulunması ve (iv) az sayıda etik kısıtlamaya 

tabi olmasıdır (Xu and Moller, 2011).  

Son bulgular ve araĢtırma faaliyetleri temelinde Arabidopsis‘in hastalık araĢtırmalarında 

bir tamamlayıcı model organizma olarak değerinin göz ardı edilmemesi gerekmektedir. 

Özellikle Alzheimer hastalığı ve Parkinson hastalığı gibi nörodejeneratif hastalıklarla iliĢkili 

moleküler mekanizmaları aydınlatmak için Arabidopsis‘in kullanımı söz konusudur. 

Genetik çalıĢmalar, AD ile iliĢkilendirilen bir dizi geni tanımlamıĢtır (Alikhani et al., 

2009) ve bu genlerin yarısının Arabidopsis'te ortologlarının varlığı saptanmıĢtır. Bu da en 

azından kısmen, bu genlerin fonksiyonunun Arabidopsis ortologları aracılığıyla 

belirlenebileceğini göstermektedir. Son zamanlardaki çalıĢmalar, insan beyni mitokondrisinde 

Aβ'yi parçalayan bir PITRM1 kodlu insan pre-sekans proteazı (hPreP) Alzheimer hastalığı ile 

iliĢkilendirilmiĢtir (Alikhani et al., 2009) ve Arabidopsis'te de iki PITRM1 ortoloğu, AtPreP1 

ve AtPreP2 belirlenmiĢtir. PreP, ilk olarak Arabidopsis'te mitokondriyal matriks ve kloroplast 

stroma metalloendopeptidaz olarak tanımlanmıĢ ve karakterize edilmiĢtir (Glaser and 

Alikhani, 2010). PreP'in temel iĢlevi, kloroplast proteinlerinin serbest geçiĢ peptitlerini (TP) 

ve mitokondriyal proteinlerin pre-sekanslarını veya sinyal peptitlerini parçalamaktır (Stahl et 

al., 2000; Stahl et al., 2002). Kloroplast ve mitokondriyal proteinlerinin büyük çoğunluğu 

çekirdek tarafından kodlanır, sitozolde sentezlenir ve daha sonra TP'lerin veya pre-sekansların 

yönlendirmesiyle kloroplastlara ve mitokondrilere aktarılır. Ardından, TP'ler veya pre-

sekanslar mitokondriyal iĢleme peptidazı (MPP) (Gabaldon and Huynen, 2004 ) veya stromal 

iĢleme proteazı (SPP) (Gomez et al., 2003) tarafından kesilir ve bu serbest geçiĢ peptitleri, 

potansiyel zararlı etkilerinden dolayı PreP tarafından uzaklaĢtırılmalıdır. Her iki proteaz da 

tercihen P1 konumunda küçük yüksüz amino asitleri veya serinleri ve P1'0 konumunda temel 

amino asitleri kesmeye yatkındır ve neredeyse sadece pre-sekansların alfa-helikal yapılarının 

uçlarına doğru parçalarlar. AtPreP1 ve AtPreP2 arasındaki yüksek dizi benzerliği ve kesim 
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özgüllüklerindeki benzerliklere rağmen, her iki proteazın kesim bölgesi tanınması farklılık 

gösterir (Stahl et al., 2005). 

PreP homologları arkealar dıĢında tüm organizmalarda tanımlanmıĢtır. BaĢlangıçta 

insan metal proteazı 1 (hMp1) olarak tanımlanan insan pre-sekans proteazı hPreP, AtPreP'lere 

%48 oranında dizi benzerliği göstermektedir (Alikhani et al., 2009). hPreP proteini 

memelilerde mitokondriyal matrikste lokalize olur (Taylor et al., 2003) ve mitokondrilerde 

Aβ'nin parçalanmasından sorumlu tek proteazdır (Falkevall et al., 2006). Cys90 ve Cys527, 

tüm memeli PreP dizilerinde korunur. Ayrıca hPreP, oksidatif koĢullar altında disülfid köprü 

oluĢumu nedeniyle Aβ'ye karĢı aktivitesini kaybeder. Bu durum, Alzheimer hastalığındaki 

artan mitokondriyal ROS seviyelerine cevapta hPreP'in inhibisyonu doğrudan fizyolojik 

öneme sahip olabildiğini göstermektedir (Alikhani et al., 2009). Ayrıca, Aβ'nin mitokondriyal 

alkol dehidrogenazı ABAD ile de etkileĢime girdiği ve artmıĢ ROS üretimine ve hücre 

ölümüne neden olduğu (Lustbader et al., 2004) görülmüĢtür. Bunun dıĢında, mitokondriyal 

matriks proteini olan CypD ile etkileĢime girdiği gösterilmiĢtir (Du et al., 2008). Bu nedenle, 

ABAD veya CypD ile iliĢkili Aβ, hPreP tarafından parçalanamaz ve sonuçta Alzheimer 

hastalarının beyinlerinde plakların toksisitesine yol açmaktadır (Alikhani et al., 2009). 

Beklenildiği üzere, Arabidopsis'teki PreP ile insanlardaki PreP arasında farklılıklar 

bulunmaktadır. Ancak bitki PreP'leri üzerinde yapılan temel araĢtırmalar, substrat spesifikliği, 

subselüler lokalizasyonu ve 3D yapısal analizler gibi konularda, insan PreP araĢtırmalarının 

yönünü ĢekillendirmiĢtir ve sonuç olarak Alzheimer hastalığı (AD) ile ilgili yeni bulguların 

elde edilmesine yol açmıĢtır. 

AD sonra ikinci en yaygın nörodejeneratif bozukluktur PD‘dir (de Lau and Breteler, 

2006). PD ile iliĢkilendirilen genetik lezyonlar tanımlanmıĢtır ve bunlar sürekli olarak 

geniĢlemektedir. Ġlginç bir Ģekilde, Arabidopsis'in, PARK1 ve PARK3 dıĢında tüm PD ile 

iliĢkilendirilen genlerin ortologlarına sahip olduğu görülmüĢtür ve bu sebeple 

Arabidopsis‗teki keĢiflerin PD'nin moleküler mekanizmalarını anlamamıza katkıda bulunduğu 

belirtilmiĢtir. Ancak, Ģu ana kadar sadece bir DJ-1/PARK7 ortoloğu olan AtDJ-1a, PD 

mekanizmalarıyla iliĢkilendirilmiĢtir (Biskup et al., 2008).  

DJ-1 mutasyonları, otozomal resesif, erken baĢlangıçlı PD'ye neden olur (Lev et al., 

2006). DJ-1, beynin dopaminerjik nöron hücre ölümü ile iliĢkilendirilen oksidatif stres 

yanıtlarının bir parçasıdır. Ayrıca sitozoldeki redoks durumu ile düzenlendiği bilinmekle 

birlikte (Lev et al., 2006), kesin çalıĢma mekanizması hala gizemini korumaktadır. DJ-1'in 
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Ġnsanlardan farklı olarak tek bir gen tarafından kodlanması yerine, Arabidopsis‘te üç DJ-

1/PARK7 homoloğu belirlenmiĢtir. Bunlardan ikisi (AtDJ-1b ve AtDJ-1c) kloroplastlara 

lokalize olurken, AtDJ-1a insan DJ-1 (hDJ-1) ile benzer Ģekilde gözlemlenen sitozol ve 

çekirdekte lokalize olur (Xu et al., 2010). Memelilerde DJ-1/PARK7‘in yanlıĢ ifadesi nöronal 

hücre ölümüne neden olmaktadır. Benzer Ģekilde, bitkilerde de AtDJ-1a kaybı apoptoza yol 

açmaktadır. AtDJ-1a, Arabidopsis'te sitozolik süperoksit dismutaz (SOD) olan CSD1 ve insan 

SOD1 ile bitki hücrelerinde etkileĢime girmektedir. Ayrıca, insan hücrelerinde hDJ-1'in 

memelilerde SOD1 ile etkileĢime girdiği gösterilmiĢtir (Xu et al., 2010). Benzer yaklaĢımlar 

aynı zamanda bitki hücrelerinde AtDJ-1a ve memeli hücrelerinde hDJ-1‘in Arabidopsis ve 

insan glutatyon peroksidazı (GPX2) ile etkileĢime girdiğini de göstermiĢtir (Xu et al., 2010). 

Böylece Arabidopsis ve memelilerde aynı DJ-1/PARK7 etkileĢim deseninin olduğunu ortaya 

koymuĢtur. Bununla birlikte, bazı farklılıklar da mevcuttur. Bunlardan birisi de Arabidopsis 

AtDJ-1a ile etkileĢime giren H2O2‘nin süpürülmesinde yer alan askorbat peroksidaz memeli 

hücrelerinde eksiktir. 

SOD aktivasyonu, DJ-1'in ROS detoksifikasyonundaki rolüne dair ipuçları sağlasa da, 

SOD sadece süperoksit anyonunu H2O2'ye dönüĢtürür ve ardından H2O2'nin GPX veya CAT 

tarafından H2O'ya detoksifiye edilmesi gerekmektedir. Yapılan çalıĢmalar ile AtDJ-1a ve 

hDJ-1 sırasıyla AtGPX2 ve GPX2 ile etkileĢime girer. Ancak GPX2 aktivitesinde eĢzamanlı 

bir artıĢ olmadığı görülmüĢtür (Xu et al., 2010), bu da hücresel GPX2 aktivite seviyelerinin 

yeterli olduğunu veya DJ-1/PARK7'nin GPX2'yi sadece SOD‘a bağlamak için bir çerçeve 

proteini olarak iĢlev görebileceğini düĢündürmektedir. Benzer Ģekilde, Arabidopsis'teki ilk 

araĢtırmalara dayanarak, DJ-1'in bitkilerde ve insanlarda SOD, GPX ve muhtemelen APX1 

veya CAT'ı bir araya getiren bir iskelet protein olarak hareket ettiğine dair kanıtlar 

bulunmaktadır. Bu sayede ROS temizlenmesini düzenlenmekte ve böylece kontrol edilerek, 

oksidatif stres kaynaklı hücre ölümünü önlemektedir (Xu and Moller, 2011). 

LRRK2 (PARK8), leucine zengin tekrar reseptör kinaz alt ailesinin bir üyesidir ve PD 

riskinin artmasıyla iliĢkilendirilmiĢtir (Kumari and Tan, 2009). LRRK2 ilk kez AtBRI1 olarak 

Arabidopsis'te tanımlanmıĢ (Li and Chory, 1997), bir brassinosteroid (BR) reseptörüdür. BR, 

insanlarda bulunmasa da, Arabidopsis'teki araĢtırmalar, reseptör kinaz aracılı sinyal iletimini 

anlamak için bir paradigma sunar ve ayrıca PD ile iliĢkilendirilen genler ve hormonlar 

arasındaki olası iliĢkiye dair anlayıĢ geliĢtirilmesine katkı sağlamaktadır (Kim and Wang, 

2010). Sonuç olarak, Arabidopsis geleneksel olarak insan hastalıklarını incelemek için bir 
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model sistem olarak görülmemesine rağmen, yüksek genetik korunma ve temel biyolojik 

süreçlerin benzerliği, Arabidopsis‘in hastalık araĢtırmalarında henüz keĢfedilmemiĢ ve 

tamamlayıcı bir kaynak olduğunu düĢündürmektedir.  

Bahsedilen bu nörodejeneratif hastalıkların giderek artıyor olması, farklı yolaklar ile 

altında yatan mekanizmalar aydınlatılmalıdır. Bu sebeple bahsedilen çalıĢmalara ilave olarak, 

son araĢtırmalar, sadece yukarıda belirtilen genlerde meydana gelen mutasyonların değil 

beyin hücre zarındaki bir Glutamat reseptörünün (NMDAR) aracılık ettiği Nitrik Oksit (NO) 

birikimi teĢvikli Endoplazmik Retikulum (ER) Stresinin ve bu reseptörlerin aktivitesi sonucu 

oluĢan mitokondriyal fonksiyon bozukluğunun da Alzheimer ve Parkinson‘a neden olduğunu 

göstermektedir (Forrester et al., 2006). 

1.3 Glutamat Reseptörleri 

Glutamat, memeli sinir hücrelerinin normal fonksiyon göstermesi için gerekli olan en 

büyük uyarıcı nörotransmitterdir. Bir hücre, doku ya da organı uyarıp çalıĢmasını hızlandıran, 

artıran madde yani; eksitatör olarak iĢlev göstermektedir. Memelilerde glutamat reseptörleri 

(GLR‘ler), sinirsel iletim boyunca glutamatı algılamak için fonksiyon gösteren multimerik 

kanallardır (Armstrong et al., 1998). Bu reseptörlere glutamatın bağlanması ile transmembran 

kanallar açılır ve hücreye katyon giriĢi gerçekleĢir. Bu kanallar, Ca
2+

 ve Na
+
 gibi katyonların 

taĢınması için ligand-kapılı kanal olarak fonksiyon gösterdikleri görülmüĢtür (Scatton, 1993). 

Memelilerin merkezi sinir sisteminde, glutamat tarafından aktive edilen iyonotropik glutamat 

reseptörlerini (iGluR) ve metabotropik glutamat reseptörleri (ayrıca G-proteinine bağlı 

reseptörleri olarak da adlandırılır) olmak üzere iki ana grup bulunur (Asher and Nowak 1988; 

Collingridge and Lester 1989; Monaghan et al., 1989). 
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ġekil 1 Glutamat Reseptör Ailesi (Blackshaw et al., 2011) 

iGluR'ler hızlı uyarıcı nörotransmisyonda görevlidir ve öğrenme, sinaptik plastisite ve 

hafıza gibi daha yüksek beyin fonksiyonlarına katılmaktadırlar. Ayrıca, nöronların presinaptik 

veya postsinaptik membranları arasındaki hızlı uyarıcı sinyal iletiminde rol oynarlar. Bu 

iGluR'lerin büyük bir alt sınıfını oluĢturan N-Metil-D-Aspartat (NMDA) reseptörleri, 

esansiyel ve modülatör alt birimlerin heterolog kompleksidir. Yedi NMDA reseptör alt birimi 

tanımlanmıĢtır ve bu reseptörlerin her biri spesifik etki sağlamaktadır. Bu heterolog yapı, 

bireysel biyolojik ve farmakolojik özellikler gösteren farklı hetoromerlerle sinir sisteminin 

esnek modülasyonuna büyük bir potansiyel sağlamaktadır (Chaffey and Chazot, 2008). 

NMDA reseptörlerini içeren çalıĢmalar yoğun bir Ģekilde sürdürülmektedir.  Bunun sebebi 

ise, sinapslarda uzun süreli değiĢimleri tetikleyerek,  öğrenme ve hafıza gibi fizyolojik 

iĢlevlerde önemli rol oynamalarından kaynaklanmaktadır. Ancak, bu reseptörlerin aĢırı 

uyarılması durumunda; Alzheimer, Parkinson, Huntington, amiotropik lateral sklerozis gibi 

istenmeyen nörodejeneratif hastalıklara da yol açmaktadır (Wu and Zhuo, 2009).  

Bunun dıĢında, memelilerdeki iGluR‘ler ilginç olarak yaĢamın üç domaininde de 

tanımlanmıĢlardır. Örneğin, hayvanlarda bu reseptörlerin varlığı ktenoforlardan omurgalılara 

kadar görülmektedir. Ayrıca, iGluR'lerin hidra (Pierobon, 2012) gibi eski filumlarda nöronal 

sinyal verme, geliĢme ve esneklik için temel oluĢturduğu da görülmüĢtür ve daha geliĢmiĢ 

nematod ve omurgalı filumlarında korunmuĢ olduğu düĢünülmektedir. Ġlginç olarak, 

Chlamydomonas, klorofitler, yosunlar, eğrelti otları, gymnospermler ve çiçekli bitkilerin 

genomlarında da glutamat reseptör benzeri kanallarda bulunmuĢtur (De Bortoli et al., 2016).  

Sinir sistemi veya nöron benzeri elektriksel sinyalleĢmeye izin veren herhangi bir 

yapıya sahip olmamasıyla karakterize edilen bitkilerde, GLR'lerin keĢfi çok büyük yankı 

oluĢturan beklenmedik bir keĢif olarak görülmüĢtür (Lam et al., 1998). KeĢfinden bu yana ve 

aĢırı özelleĢmiĢ hayvan akrabalarının aksine, bitki GLR'lerinin çeĢitli hücresel süreçlerde ve 

hücre ve bitki fizyolojisinin farklı yönlerinde rol aldığı gösterilmiĢtir. Örneğin, GLR'ler bitki 

fizyolojisi ile iliĢkili olarak pek çok yolak ile iliĢkilendirilmiĢtir. Bunlara; absisik asit (ABA) 

biyosentezi ve sinyalleĢme (Kang and Turano, 2003; Kang et al., 2004; Kong et al., 2015), 

karbon ve azot metabolizması (Kang and Turano, 2003; Kang et al., 2004),  kök 

gravitropizması (Miller et al., 2010), yan kök baĢlatma (Vincill et al., 2013), kök geliĢimi 

(Singh et al., 2016), su kaybı (Kang et al., 2004; Lu et al., 2014), doğuĢtan bağıĢıklık tepkileri 



12 
 

(Kang et al., 2004; Kwaaitaal et al., 2011; Li et al., 2013; Manzoor et al., 2013; Forde ve 

Roberts, 2014), stomatal kapanma (Cho et al., 2009), polen tüpü büyümesi (Michard et al., 

2011; Wudick et al., 2018), yara sonucu yapraktan yaprağa elektriksel sinyalleĢme (Mousavi 

et al., 2013), tohum çimlenmesi (Kong et al., 2015), yaprak biti beslenmesine tepki (Vincent 

et al., 2017) ve yosun sperm sinyalleĢmesi (Ortiz-Ramírez et al., 2017) örnek verilebilir.  

Model bitki Arabidopsis thaliana‘nın genomunda insan iyonotropik glutamat 

reseptörleri (iGluR'ler) ile karĢılaĢtırılabilir Ģekilde 20 glutamat reseptör geni: glutamat 

benzeri reseptörler (AtGLR'ler) tanımlanmıĢtır. Yukarıda bahsedilen pek çok bitki fizyolojisi 

ile iliĢkili yolağın yanı sıra AtGLR‘ler ligand bağlama aktivitesi ile iliĢkilidir, bu da bitki ve 

hayvan glutamat reseptörleri arasındaki evrimsel iliĢkiyi doğrular niteliktedir. Bununla 

birlikte, hayvan agonistlerinin ve antagonistlerinin Arabidopsis üzerindeki etkisi, bu iki 

organizmanın arasında bir iliĢki olduğunu düĢündürmektedir. Ayrıca, bu glutamat 

reseptörlerinin (bitki/hayvan), nörodejeneratif hastalıkların erken teĢhisinde önemli rol 

oynadıklarının düĢünülmesi ile fluoresans rezonans enerji transferi (FRET) yaklaĢımı 

kullanılarak belirlenmeye çalıĢılması da bir gösterge niteliğindedir. Ayrıca, bitki glutamat 

kanalları sadece plazma zarıyla sınırlı değil, aynı zamanda mitokondri, kloroplastlar ve 

vakuolar membranlarda bulunabilirler (Teardo et al., 2014). Bu sebeple de daha detaylı 

çalıĢmalara gerek duyulmuĢ ve farklı açılardan glutamat reseptörlerini ele alan bir dizi 

bilimsel laboratuvar ve enstitü bu alanlarda çalıĢmalarını sürdürmektedir. Ancak, bitki 

glutamat reseptörlerinin hayvan glutamat reseptörleriyle karĢılaĢtırılabilir olduğuna dair 

birçok mevcut kanıt, araĢtırmacıların glutamat reseptörleri hakkında ilginç gerçekleri ortaya 

çıkarmak için uzun süredir çaba sarf etmesine neden olmuĢtur. 

1.3.1 Bitki GLR'leri: Evrimsel Kimlik Doğrulama 

Arabidopsis‘e ait 20 AtGLR, üç evrimsel sınıfa ayrılmıĢtır (Chiu et al., 2002). Yapılan 

çalıĢmalar, amino asit dizilimi ve potasyum kanalları, glutamat/4-aminobutanoik asit (GABA) 

ve asetilkolin reseptörleri gibi çeĢitli kanalların dizilimleri, bitki GLR'lerinin hayvan 

iyonotropik glutamat reseptörleriyle aynı olduğunu göstermiĢtir. Filogenetik bir ağaç 

kullanılarak elde edilen sonuçlar ile bitki ve hayvan GLR'lerinin ortak bir atadan türediği 

doğrulanmıĢtır (Chiu et al., 1999; Chiu et al., 2002). Ayrıca,  Arabidopsis glutamat 

reseptörlerinin kalsiyum sensörü ve GABA protein reseptörleri gibi farklı türlerin glutamat 

reseptörleri arasındaki evrimsel iliĢkiyi belirlemek için uzun N terminal bölgesi kullanılmıĢtır 

(Turano et al., 2002; Nagata, 2004). Price et al. (2012)‘ye göre, evrimsel olarak bitki 
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GLR'leri, ökaryotik diğer GLR'lerden eski bir zaman diliminde ayrılmıĢtır. Bu nedenle, ortak 

literatür, bitki homolog GLR'lerinin, metazoan glutamat reseptörlerinden farklı bir evrimsel 

konuma yerleĢtirilmesi gerektiğini önermektedir. 

1.3.2 Arabidopsis thaliana’nın Glutamat Reseptörlerinin Yapısı 

Hayvan glutamat reseptörleriyle benzer Ģekilde AtGLR'ler de 800-960 amino asit içeren 

ve her reseptör baĢına yaklaĢık 100 kDa molekül ağırlığına sahip altı korunmuĢ alan 

içermektedir (Lam et al., 1998). Bu yapılar S1 ve S2 bölgelerine sahiptir ve ligandlara izin 

vererek M1'den M4'e kadar transmembran alanlara sahip bir por bölgesi (P) içerir. Böylece 

iyon geçiĢinin düzenlemesine yardımcı olur (Davenport, 2002). iGluR'lerde olduğu gibi, S1 

ve S2 bölgeleri, ligandlar ona bağlandığında konformasyonel değiĢikliklere uğramaktadır 

(Sobolevsky et al., 2009). Hem bitki hem de hayvanların N-terminal bölgesi plazma zarının 

dıĢında yer almaktadır. Bu açıdan bakıldığında, bu reseptörlerin bitkilerde ve hayvanlarda 

benzer bir yol izlediği düĢünülmektedir. Yapılan araĢtırmalardan birinde, NMDAR (NR 1, 2 

ve 3) alt birimlerinin NMDA reseptörlerinin iĢlevsel olarak aktif olduğunu göstermiĢ (Ulbrich 

and Isacoff, 2008) ve reseptör kompleksleri endoplazmik retikulum içinde bir araya 

getirilerek bu reseptörlerin N-terminal bölgeleriyle etkileĢime girdiği görülmüĢtür (Mah, 

2005; Penn et al., 2008). Ayrıca, AtGLR‘ler de tıpkı hayvan iGluR'lerinde olduğu gibi, N-

terminal bölgesi aracılığıyla diğer glutamat reseptörleriyle etkileĢim kurduğu bilinmektedir 

(Traynelis et al., 2010). Birçok çalıĢma, glutamat reseptörlerinin homo-/hetero-imerik Ģekilde 

var olduğunu göstermiĢtir. Stephens et al. (2008)‘de yapılan bir çalıĢmada ise, heteromerik 

kanallar nedeniyle "A" kanallarının Glu uygulamasıyla, "B" kanallarının farklı (Ala, Cys, Gly 

ve Glu) amino asitlerle ve "C" kanallarının altı ligandla (Ala, Asn, Cys, Glu, Gly ve Ser) 

tetiklendiğini gösterilmiĢtir. Kanal aktivasyonunun doğası temelinde, en az bir alt ünitenin 

kanalın iĢlevi için önemli olduğu doğrulanmıĢtır. Çünkü kanallar "A", "B" ve "C" sırasıyla 

AtGluR-3.3, AtGluR-3.4 ve hem AtGluR-3.3/3.4 alt ünitelerini içeriyor ve bu nedenle, tüm 

kanallar Glu tarafından tetiklenip belki de AtGluR-3.3 önemli bir alt ünitedir Ģeklinde 

yorumlanmasına sebep olmuĢtur. 

FRET yöntemleri kullanarak, AtGLR'lerin (3.2 ve 3.4) homo-/hetero-

multimerizasyonunu tütün yapraklarında ifade olduğu gösterilmiĢtir (Vincill et al., 2012). 

Diğer yaklaĢımlar, maya iki hibrit (Y2H) sistemi gibi, AtGluR'lerin plazma membranında 

homo-/heteromerik üretiminin etkileĢimini doğrulamıĢtır (Price and Okumoto, 2013). 
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BaĢka bir çalıĢmada ise, glutamat reseptörlerinin korunmuĢ zar motiflerinin (M1'den 

M4'e) yanı sıra, membranın dıĢ bölgesinde bulunan iki ayrı ligand bağlanma alanından 

oluĢtuğu gösterilmiĢtir (Lam et al., 1998). S1 ve S2, bir alanın iki varsayımsal substrat 

bağlama bölgesidir ve ligand bağlanmasında doğrudan rol alırlar (Lam et al., 1998; Traynelis 

et al., 2010). Literatür, ligand bağlandığında ligand bağlanma alanının konformasyonel 

değiĢiklikler gösterdiğini ortaya koymuĢtur. Örneğin, bir 'venüs-sineği tuzağı' benzeri bir 

hareket geçirirler. Bu nedenle, glutamat reseptörlerinin, özellikle agonistler için oldukça iyi 

çalıĢtığı görülmüĢtür (Mayer, 2016; Pohlsgaard et al., 2011; Twomey and Sobolevsky, 2018). 

Evrimsel süreç temelinde, transmembran bölgeler ve ligand bağlanma bölgeleri bitkiler 

ve hayvanlar arasındaki ayrılmadan önce evrimleĢmiĢtir. Glutamat reseptörleri üzerinde 

homoloji çalıĢmaları yapmıĢ farklı bilim insanı grupları bitki ve hayvan glutamat reseptörleri 

arasında yaklaĢık %50-60 benzerlik olduğunu göstermiĢ ve M2 bölgesinin M3 bölgesine göre 

daha düĢük homoloji (%61) gösterdiğini belirlemiĢlerdir  (Chiu et al., 2002; Nagata, 2004). 

Ayrıca, bir çalıĢma ile 20 AtGluR'un üç kladında M1, M2 ve M3 bölgelerinin yüksek düzeyde 

korunduğunu, S1 ve S2 bölgelerinin ise farklılıklar gösterdiğini bildirmiĢlerdir (Chiu et al., 

2002). Bu sonuçlar, bu reseptörlerin, amino asitler veya diğer moleküller de dahil olmak üzere 

kendi ligandlarını bağlama kapasitesine sahip olduğunu göstermektedir. 

AtGLR‘ler tam olarak karakterize edilmemiĢ olmalarına rağmen (Forde and Roberts, 

2014), birçok çalıĢma bitki glutamat reseptörlerine glutamat ve diğer amino asitlerin 

bağlanması sonucunda, hücre zarı depolarizasyonunun artan potansiyeline sahip olduğunu 

ortaya koymuĢtur. Bu durum iyon geçirgenliğinin artabileceğini ve bitkilerde amino asit kapılı 

kalsiyum iyon kanallarının varlığını göstermiĢtir (Vincill et al., 2012; Dennison and Spalding, 

2000; Qi et al., 2006). Ayrıca Vincill et al. (2012)‘de, bitki glutamat reseptörlerinin amino asit 

kapılı kanallar oluĢturma yeteneğine sahip olduğu öne sürülmüĢ ve aspartik asit (Asn), glisin 

(Gly) ve serin (Ser)'in AtGluR-3.4 ile bağlandığını memeli hücrelerinde ifade edildiğinde 

kanıtlanmıĢtır. Birçok araĢtırma grubu bitki ligand bağlanma alanının (LBD) memeli LBD'si 

ile benzer olduğunu ortaya çıkarmak için aktif olarak çalıĢmaktadır. Tapken et al. (2013)‘da, 

AtGLR-1.4'te amino asitler T501, R506 ve D499'da yapılan küçük bir değiĢikliğin, Xenopus 

yumurtalıklarında ifade edildiğinde ligand kapılı kanal aktivitesini baskıladığını gösterilmiĢ 

ve bunların AtGLR'lerde korunmuĢ amino asitler olduğunu açıkça ifade edilmiĢtir. Ayrıca, 

hayvan iGluR'lar gibi, alfa-amin ve karboksil primer amino asit gruplarının, bitki GLR'larında 

bağlanma için temel olduğu görünmektedir (Traynelis et al., 2010; Tapken et al., 2013). 
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Standley ve Baudry (2000) çalıĢmalarında, amino asit zincirinin glikolizasyonlarının, reseptör 

bağlanma fenomeninde değiĢikliklere neden olabileceği ve bitki ve hayvan glutamat 

reseptörlerinde benzer iĢlevlere sahip olabileceğini belirtmiĢtir. 

1.3.3 Glutamat Reseptörlerinin Aktivitesi 

Bitkilerde glutamat aktivitesini ilk kez, ıĢık koĢullarında 6,7-dinitrokuinozalin-2,3-

diyon (DNQX) adlı iGluR antagonisti kullanılarak hipokotil geliĢiminde tespit edilmiĢtir 

(Lam et al., 1998). Glutamat ve glisin, hayvan-GluR ile benzer Ģekilde hipokotil geliĢimini 

baĢarıyla kontrol etmiĢken, hayvan-GluR'lar inhibitörü DNQX, hipokotil uzamasını 

azaltmıĢtır (Dubos et al., 2003). Michard et al. (2011)‘da yapılan çalıĢmalarda ise polen 

tüplerinde (pt) glutamat reseptörlerini doğrulamak amacıyla 6-siyano-7-nitrokuinozalin-2,3-

diyon (CNQX), DNQX ve 2-amino-5-fosfonovalerat (AP5) antagonistlerini kullanılarak, 

tütün bitkisinin büyümesinde önemli bir azalma olduğunu bildirilmiĢtir. Ayrıca, D-Serin adlı 

agonist, tütün bitkisinde pt proliferasyonunu teĢvik etmiĢtir. Meyerhoff et al. (2005)‘a göre, 

glutamat bağımlı kalsiyum sinyalleri, A. thaliana mezofil hücrelerinde 5,7-dinitro-1,4-

dihidro-2,3-kuinozalin-diyon (MNQX, DNQX ve CNQX) antagonistleri ile muamelesi 

nedeniyle azalmıĢtır. 

Bu çalıĢmalar dıĢında, Teardo et al. (2010) tarafından ıspanakta yapılan biyokimyasal 

ve elektrofizyolojik deneyler, kloroplastlarda GluR'lar hakkında bilgi sağlamıĢtır. A. 

thaliana'da potansiyel bir glutamat ligandı ile GluR'ların etkileĢimini ortaya koyulmuĢtur (Li 

et al., 2013). GluR'ın A. thaliana'daki rolünü belirlemek amacıyla yapılan baĢka bir çalıĢma 

ise,  BMAA [S(+)-beta-metil-alfa, beta-diaminopropanoik asit] kullanılmıĢ ve A. thaliana 

fidelerinde, kontrol bitkisine göre hipokotil uzaması ve kotiledon açılmasının engellenmesi 

tespit edilmiĢtir (Brenner et al., 2000). Birçok çalıĢma, amino asitlerin A. thaliana GLR'ları 

için özgüllüğünü aydınlatmıĢtır. Ġlginç olarak, AtGLR-1.4, yedi amino asit (triptofan, 

metiyonin, fenilalanin, lösin, tirozin, asparajin ve treonin) ile çalıĢırken, AtGluR-3.4 üçüyle 

(Asn, Ser ve Gly) etkileĢime girmiĢtir (Vincill et al., 2012; Tapken et al., 2013). Her 

reseptörün farklı bir amino asit ile çalıĢabileceği bu Ģekilde görülmüĢtür. Tapken et al. 

(2013)‘da ise, AtGluR-1.4'ün seçici olmayan bir katyon kanalı olarak iĢlev gördüğünü ortaya 

koyulmuĢtur. Bir diğer ilginç çalıĢma ise, Vincill et al. (2012), AtGluR-3.4'ün Ca
2+

 

geçirgenliğine yüksek hassasiyet göstermesi ortaya koyulmuĢtur. Tüm bu sonuçlar, hayvan 

GluR'larına benzer Ģekilde bitki glutamat reseptörlerinin de glutamat ve amino asitlerin 
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membran depolarizasyonuna ve Ca
2+

 akıĢına tam katılım sağladığını göstermektedir (Price et 

al., 2012). 

AtGLR'ler ile ilgili literatürde yapılan çalıĢmalar, hayvan glutamat reseptörü agonistleri 

ve antagonistlerinin bitkiler üzerinde de tıpkı hayvanlardaki gibi neredeyse aynı etkiye sahip 

olduğunu göstermiĢtir. Önceki çalıĢmalar değerlendirildiğinde, glutamatın özel bir agonist 

olduğu düĢünülüyordu. Ancak Dubos et al. (2013) çalıĢmasında, glutamatın yanı sıra glisinin 

de neredeyse tüm AtGLR'lerde etkili önemli bir bileĢen olduğunu ortaya çıkarılmıĢtır. Ayrıca 

aynı çalıĢmada, neredeyse tüm AtGLR‘lerde glutamat bağlanması için yüksek derecede 

korunan treoninin (Thr) fenilalanin (Phe) ile yer değiĢtirebileceğini önermiĢlerdir. , AtGluR-

1.1 üzerinde yapılan bir çalıĢma da antisens AtGluR-1.1'in yaban tip ile karĢılaĢtırıldığında 

K
+
/Na

+
'ya karĢı hiper duyarlı olmadığını, ancak yüksek Ca

2+
 konsantrasyonlarının kök 

geliĢimini inhibe ettiğini göstermiĢtir (Kang and Turano, 2003). Ġlginç olarak, glutamatın 

gerçek bir ligand olmadığı, ancak BMAA'nın karbon ve azot algılama sürecine katılan 

AtGluR-1.1 ligandı olduğunu belirtmiĢlerdir. Ayrıca, Walch-Liu et al. (2006), dıĢarıdan 

uygulanan glutamatın A. thaliana kök geliĢiminde önemli bir değiĢikliğe neden olduğunu 

göstermiĢtir. 

AtGLR'lere agonist (BMAA) ve antagonist (DNQX) etkisi, antagonistin hipokotil 

uzamasını engellediğini ortaya koyarken (Lam et al., 1998), agonistin hipokotil uzamasını 

teĢvik ettiğini göstermiĢtir (Lam et al., 1998; Brenner et al., 2000). Glu ve Gly dıĢında, bir 

dizi amino asidin (serin (Ser), metiyonin (Met), asparajin (Asn), alanin (Ala), glutatyon ve 

sistein (Cys)) AtGLR'ler üzerinde etkili olduğunu göstermektedir (Stephens et al., 2008; 

Vincill et al., 2012; Dennison and Spalding, 2000; Qi et al., 2006; Tapken et al., 2013; Li et 

al., 2013). Arabidopsis'te, agonist olan D-Ser, polen tüplerinde Ca
2+

 konsantrasyonunu 

artırmada en etkili amino asit olarak bulunmuĢ, ancak antagonist CNQX uygulandığında 

polen tüpü deformasyonu gözlemlenmiĢtir (Michard et al., 2011). 

Ancak, AtGluR-1.3 üzerinde agonist/antagonist etkisi henüz tam olarak anlaĢılmamıĢtır. 

Bunun dıĢında metiyonin, triptofan, tirozin, lösin ve fenilalanin gibi amino asitler tarafından 

indüklenen depolarizasyon, metiyoninin yalnızca bir azot molekülü olarak değil, aynı 

zamanda bir sinyalleĢme molekülü olarak da düĢünüldüğü olasılığını desteklemektedir 

(Tapken et al., 2013). DNQX, CNQX ve MK-801 (non-kompetitif NMDA reseptörü açık 

kanal blokörü) AtGluR-1.4 için antagonist olarak bildirilmiĢtir ve bu, hayvan antagonistleriyle 

benzerdir (Kang et al., 2004; Vatsa et al., 2011). Elektrofizyolojik kanıtlar, Met'in AtGluR-
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3.1/3.5‘te Ca
2+

 sağlamak için bir agonist olarak çalıĢtığını göstermiĢtir (Kong et al., 2016). 

Diğer AtGLR'lerde olduğu gibi, farklı amino asitlerin agonist olarak hizmet ettiği AtGluR-3.2 

için de benzer bir etki gözlemlenmiĢtir ve D-serin en uygun agonist olarak bulunmuĢtur 

(Gangwar et al., 2021). 

Bunlara ek olarak, Glu, GABA, aspartat ve malat AtGLR-3.4 üzerinde agonist olarak 

iĢlev göstermiĢtir. Antagonistlerin etkisini görmek için, farklı hayvan antagonistleri olarak 

DNQX, CNQX ve MNQ uygulanmıĢ ve bu antagonistlerin Glu bağımlı Ca
2+

 akıĢı 

süreçlerinde duyarlı oldukları görülmüĢtür (Meyerhoff et al., 2005). Amino asitler dıĢında, 

diğer poliaminler ve kanamisin de glutamat reseptör agonistleri olarak kabul edilmektedir 

(Dubos et al., 2005). Tapken ve Hollmann'ın (2008) çalıĢması, AtGluR-1.1 por bölgelerinin 

Na
+
, Ca

2+
 ve K

+ 
iyon geçirgenliğine izin verdiğini göstermiĢtir. Bu akımlar, glutamat tetikli 

Ca
2+

 giriĢlerine uygunluk göstermiĢtir. BMAA ile ilgili durum farklıdır. Çünkü, hayvan iGL-

rec'nin bir agonisti olarak iĢlev gördüğü için BMAA'nın uygulaması bazı çeliĢkiler gösterir, 

çünkü hem agonist (Brenner et al., 2000) hem de antagonist (Walch-Liu and Forde, 2007; 

Brenner et al., 2009) olarak benzer bir etkinlik sergilemektedir.  

Ayrıca, agonist (L-glutamat) kök büyümesinin iyileĢtirilmesine yardımcı olur. Walch-

Liu ve Forde (Walch-Liu and Forde, 2007; Brenner et al., 2009) farklı antagonistler (DNQX, 

AP-5 ve MK-801) kullanarak bitki büyümesi üzerinde herhangi bir etkinin gözlenmediğini 

göstermiĢlerdir. Bu da, Dubos et al. (2003), DNQX'in ligandın bağlanma bölgelerine 

bağlanarak Ap-5 benzeri bir Ģekilde L-glutamatın o bağlanma bölgesine bağlanmasını taklit 

edebileceğini ve büyümeyi durdurabileceğini göstermiĢtir. Ancak, DNQX, CNQX, memantin 

ve MK-801'in AtGLR üzerindeki etkilerini gözlemleyen birçok araĢtırma grubu vardır (Lam 

et al., 1998; Kang et al., 2004; Meyerhoff et al., 2005; Vatsa et al., 2011). 

1.3.4 AtGLR Genlerinin Fonksiyon, Ekspresyon ve Uygulamaları 

Yapılan ekspresyon çalıĢmaları ile, bitki glutamat reseptör genlerinin kökler, yapraklar 

ve üreme organları gibi bitki organlarında baĢarıyla ifade edildiğini göstermiĢtir (Chiu et al., 

2002; Meyerhoff et al., 2005; Weiland et al., 2015). Önceleri Klad I ve III genlerin neredeyse 

tüm bitki kısımlarında ifade edildiği düĢünülmüĢtür. Ancak daha sonra bu genlerin tam 

bitkilerde tanımlandığı gözlemlenmiĢtir (Pina et al., 2005). Ayrıca bu ifade ve fonksiyonel 

uygulamalar, birkaç araĢtırmacının gözlemleri temelinde açıklanmıĢtır.  
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Klad I 

AtGLR-1.1 

AtGluR-1.1 geninin, A. thaliana'da absisik asit (ABA) biyosentezini düzenlemede 

potansiyel aktivite rolü olduğu rapor edilmiĢtir (Kang et al., 2004). AtGluR-1.1 aynı zamanda 

bitki büyümesi için önemli olan C, N ve su dengesini de düzenlemektedir. GUS ifadesi ilk 

olarak 7 günlük Arabidopsis bitkilerinin stipüllerinde gözlemlenmiĢtir. Daha sonra yaprak 

kenarlarında ve yan kök hücrelerinde ifadesi bulunmuĢtur. Ancak, AtGluR-1.1 çiçeklerde ve 

üreme organlarında düĢük bir ifade düzeyine sahip olsada varlığı belirlenmiĢtir (Chiu et al., 

2002). 

AtGLR-1.2 ve 1.3 

Bir çalıĢmada, GluR-1.2 ve -1.3'ün soğuk stresi nedeniyle A. thaliana'da soğuğa 

dayanıklılığı düzenlediğini ve bu genlerin aynı zamanda soğuk stresi sırasında downstream 

CBF/DREB1 yolu üzerinde kritik bir rol oynadığını göstermiĢlerdir. GluR-1.2 ve -1.3 ile bir 

floresan etiketi bağlanarak Nicotiana benthamiana'nın plazma zarında artan bir floresan 

gözlendiği ve ifadesinin arttığı görülmüĢtür (Zheng et al., 2018). 

AtGLR-1.4 

GFP iĢaretli AtGluR-1.4'ün ifadesi, yaban tip A. thaliana‘nın plazma zarında incelendi. 

Aynı zamanda kırmızı floresan protein (RFP) ile etiketlenmiĢ bir plazma zarı iĢaretleyicisi 

olan StREM1.3 de eĢ zamanlı olarak kullanılmıĢtır (Tapken et al., 2013). Ancak, Roy et al 

(2008)‘da aynı bitkinin farklı hücrelerinde ve farklı bitkilerde AtGluR-1.4'ün farklı ifadesi 

tespit edilmiĢtir. Ayrıca, amino asit sinyaliyle yaprak hücrelerinde Ca
2+

 depolarizasyonunun 

oluĢabileceği düĢünülmektedir. 

Klad II 

AtGLR-2.1 

Glutamat reseptörünün filogenetik ve ifade analizine dayanarak, bir clade-II geni olan 

GLR-2.1'in ifadesinin 5 günlük bitkilerin sürgününde ve GLR-1.1 ile benzerlik Ģekilde 

radikulada gözlemlendiği rapor edilmiĢtir (Chiu et al., 2002). Ayrıca, GLR-2.1, 3 günlük 
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tohumluğun kökünde, kök ucu dıĢındaki tüm hücrelerde ifade olmuĢtur. Bununla birlikte, 

üreme organlarında düĢük bir ifade belirlenirken, siliqua veya çiçeklerde böyle bir ifade 

gözlemlenmemiĢtir. Roy et al. (2008)‘da, AtGLR-2.1'in 4 haftalık yaprak dokusunda ifade 

olduğu bulunmuĢtur. Bitkilerde glutamat ön uygulaması, gen ifadesinin up-regülasyonunu ve 

amino asit birikimini artırmıĢtır (Qiu et al., 2020). 

AtGLR-2.2 

AtGLR-2.2 ifadesi kökte rapor edilirken, üreme organlarında ve yapraklarda 

gözlenmemiĢtir (Chiu et al., 2002). Benzer baĢka bir çalıĢmada, AtGLR-2.2'nin kökte ifade 

edildiği ancak bitkinin yaprak, gövde ve yaprak sapı kısmında bulunmadığı gözlemlenmiĢtir 

(Roy et al., 2008). 

AtGLR-2.3 

AtGLR-2.3 ifadesi oldukça farklıdır. Çünkü 8 haftalık bitkilerde sınırlıdır ve bu süreden 

sonra, kök dokusunda görülmüĢtür (Chiu et al., 2002). AtGlLR-2.3, çiçeklerde ve siliquelarda 

ifade edilmezken, geliĢmekte olan bitkinin yapraklarında eksik bir ifade tespit edilmiĢtir (Roy 

et al., 2008). 

AtGLR-2.4 

AtGLR-2.4 kökte ve siliquelarda ifade olmuĢ, ancak gövde, yaprak sapı ve yaprak 

dokularında ifade tamamen durmuĢtur (Chiu et al., 2002; Roy et al., 2008; Weiland et al., 

2015). 

AtGLR-2.5 

mRNA ifade analizine dayanarak, AtGLR-2.5'in tüm bitki dokularında ifade edildiği 

rapor edilmiĢtir (Chiu et al., 2002). 

AtGLR-2.6 

Kökte ifade edilirken (Chiu et al., 2002), yaprak, gövde ve yaprak sapı kısmında 

olmadığı görülmüĢtür (Roy et al., 2008). 
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AtGLR-2.7 

Çiçekler dıĢında tüm bitki kısımlarında AtGLR-2.7'nin daha yüksek ifade olduğu 

gözlemlenmiĢtir (Chiu et al., 2002; Gilliham et al., 2006). 

AtGLR-2.8 

Kök ve sürgünlerle birlikte, yaprakların içindeki vasküler demetler etrafındaki yaprak 

mezoefil hücrelerinde yüksek bir ifade göstermiĢtir ve GUS boyama ve ifadesi yapraklarda 

yaĢlanma ile birlikte artmıĢtır (Weiland et al., 2015; Gilliham et al., 2006). 

AtGLR-2.9 

Diğer Clade II reseptörlerine benzer Ģekilde, AtGLR-2.9 geni de kökte ifade olmuĢtur 

(Weiland et al., 2015). Ancak gen 2.9'un yapraklarda, daha düĢük ifade edildiğini ya da 

tamamen durduğunu gözlemleyen bir çalıĢma yoktur (Roy et al., 2008). 

Klad III 

AtGLR-3.1 

AtGLR-3.1'in ifadesini ve iĢlevini anlamak için Kong et al. (2016)‘da AtGLR-3.1 ve 3.5 

ile bir yeĢil floresan protein (GFP) etiketi birleĢtirilmiĢ ve bu proteinlerin plazma zarında 

bulunduğu, ayrıca bekçi hücrelerinde de ifade edildiği belirlenmiĢtir. Ayrıca, bu reseptörlerin 

fidelerde de ifade edildiği bulunmuĢtur. BaĢka bir çalıĢmada ise, AtGLR-3.1'in bekçi 

hücrelerinde artan ifadeyi mezofil hücrelerinin takip ettiğini öne sürmüĢlerdir (Cho et al., 

2009). Ayrıca, AtGLR-3.1'in düzensiz ifadesinin, sitoplazmik Ca
2+

'yi etkilemeden stoma 

kapanmasını değiĢtirdiği gözlenmiĢtir. 

AtGLR-3.2 

Bu reseptörün ifadesi bitkinin tüm kısımlarında belirlenmiĢtir ve kök hücrelerinde 

yüksek oranda ifade olduğu görülmüĢtür (Vincill et al., 2012). Egzojen Ca
2+

 artıĢının, 

AtGLR-3.2'nin fonksiyonunu göstermiĢ ve aĢırı ifade edilen AtGLR-3.2 transgenik bitkilerde 

indüklenen Ca
2+

 yoksun durumu düzeltmiĢtir. 
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AtGLR-3.3 

Li et al. (2013) tarafından, dıĢarıdan uygulanan GSH'nin AtGluR-3.3'ü aktive ettiği ve 

yaprakların erken transkripsiyonel sürecine katıldığı belirlenmiĢtir. Ancak bu durumun 

altındaki genetik süreç ve genin bağımsız ifadesi henüz bilinmemektedir. Ayrıca, atglr-3.3 

mutantlarında kök gravitropizminin amino asit tarafından düzenlenen Ca
2+

 sinyallemesinin 

azalmasına neden olabileceği düĢünülmektedir (Miller et al., 2010). 

AtGLR-3.4 

Diğer AtGLR'lardan farklı olarak, AtGLR-3.4 özellikle bekçi hücrelerinde, iletim 

demetlerinde, köklerde, mezofil hücrelerinde ve gövdede güçlü bir Ģekilde ifade olduğu 

görülmüĢtür. AtGLR-3.4, soğuk ve dokunma gibi abiyotik uyaranlara karĢı Ca
2+

 bağımlı bir 

Ģekilde tepki vermektedir. Farklı ifadenin yanı sıra korteks, kök epidermisi ve tüylerde de 

zayıf bir ifade gözlenir. Ancak, soğuk ifadesi lantanyum (Ca
2+

 kanal bloklayıcı) eklenerek 

durdurulmuĢtur. Dahası, AtGLR-3.4‘teki bir mutasyon, ABA'ya karĢı hassasiyeti artırmıĢ ve 

tohum çimlenmesi üzerinde etkisi olduğu görülmüĢtür (Cheng et al., 2018). 

AtGLR-3.5 

AtGLR-3.5'in ifadesi çoğunlukla Arabidopsis tohumlarında çimlenme esnasında 

görülmüĢtür, bu esnada bu reseptör Ca
2+

 konsantrasyonunu artırmıĢtır. Ancak kuru ve olgun 

tohumlarda önemli bir ifade görülmemiĢtir. Ancak, AtGLR-3.5‘teki baskılanma Ca
2+

 

sinyallemesinin üzerinde etkili olmuĢtur ve ABA'ya karĢı daha duyarlıdır, bu da tohum 

çimlenmesinde gecikmeye neden olmuĢtur. Bununla birlikte, AtGLR-3.5'in yüksek ifadesi 

ABA'ya karĢı daha az hassas ve erken çimlenmeye neden olmuĢtur. AtGLR-3.5'in ifadesi, 

GUS geni ile transgenik bitki oluĢturularak doğrulanmıĢtır ve çimlenen embriyonun 

kotiledonlarında ifade edildiği tespit edilmiĢtir (Kong et al., 2015). 

AtGLR-3.6 

AtGLR-3.6'nın ifadesinin köklerin geliĢimsel evrelerinde arttığı gösterilmiĢtir. Singh et 

al. (2016)‘da, olgun kök dokularından daha erken kök dokularına artan yüksek bir ifade 

düzeyi bildirilmiĢtir. Kök büyümesini AtGLR-3.6'nın aĢırı ifadesi olması teĢvik etmiĢtir. 

Ayrıca, KRP4 (kip iliĢkili protein) AtGLR-3.1 ile iliĢkili kök meristemini korumakta önemli 
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bir rol oynamıĢtır. Aynı zamanda ana ve yan köklerin oluĢumunu hücre döngüsünü 

düzenleyerek etkilemiĢtir. Hatta, AtGLR-3.6/3.3'ün jasmonat yolakları aracılığıyla yaprak 

yara sinyallemesinde rol oynayabileceği öne sürülmüĢtür. Diğer araĢtırmalar, AtGLR-

3.6/3.3'ün, afitlerin beslenme bölgelerinde Ca
2+

 seviyelerini artırmada önemli bir rol 

oynadığını göstermiĢtir (Vincent et al., 2017). 

AtGLR-3.7 

Bu reseptör üzerine yapılan araĢtırmalar, muhtemelen her bitki hücresinde ifade 

edildiğini ve Arabidopsis'te önemli bir iyon taĢıyıcı iĢlevi gördüğünü ortaya koymuĢtur (Roy 

et al., 2008). Daha ileri araĢtırmalar, AtGLR-3.7'nin tuz stresine kalsiyum sinyalleĢmesi 

aracılığıyla tepki verdiğini ve tohum çimlenmesi ve düzenlemesinde rol oynadığını 

göstermiĢtir (Wang et al., 2019; Kwaaitaal et al., 2011). Ayrıca, AtGLR-3.7'nin aĢırı ifadesi 

kök büyümesinde belirgin bir artıĢa neden olmuĢtur. 

1.3.5 Çevresel Strese Yanıtta AtGLR Genleri 

1.3.5.1 Tuz Stresi 

 

Tuz stresi altında bitki davranıĢı ve adaptasyon mekanizmaları değiĢmektedir ve bu 

çoğunlukla Ca
2+

 sinyalleme ağı aracılığıyla gerçekleĢmektedir (Meyerhoff et al., 2005; 

Sivaguru et al., 2003; Saddhe et al., 2019). Yapılan bir çalıĢmada, AtGLR-3.7'nin tuz stresi 

koĢullarında tohum çimlenmesi sırasında önemli bir rol oynadığı gösterilmiĢtir (Cheng et al., 

2016). Ayrıca, tuz stresinin Arabidopsis yabani tip ve mutant bitkiler üzerindeki etkisinin 

araĢtırıldığı çalıĢmada atglr-(3.4-1/2) mutant bitkilerinin çimlenmede yabani tip bitkilere göre 

daha hassas olduğunu göstermiĢtir (Chen et al., 2021). Yapılan çalıĢmada, NaCl'nin yaban tip 

bitki türünde Ca
2+

 akıĢı oluĢturduğu ve bunun hayvan glutamat reseptör antagonisti (DNQX) 

eklenerek engellendiği gözlenmiĢtir. Ancak, NaCl tarafından tetiklenen Ca
2+

 artıĢı mutasyona 

uğramıĢ AtGluR'ler (3.4-1/2) tarafından etkisiz hale getirilmiĢtir. Ayrıca, tuz stresine maruz 

bırakılan mutant tohumlarda daha fazla Na+ birikimi gözlenmiĢ ve AtGLR-3.4'ün aĢırı 

ekspresyonu, absisik aside karĢı yüksek direnç göstermiĢtir (Chen et al., 2021). Wang et al. 

(2019) tarafından da, benzer Ģekilde, AtGLR-3.7 (14-3-3) gibi diğer proteinlerle birlikte tuz 

stresi altında Arabidopsis'te potansiyel bir rol oynadığı ve Ca
2+

 sinyal yolunu etkilediği 

bildirilmiĢtir. Bu bulgular sonucunda, tuz koĢullarında tohum çimlenmesinin, AtGluR-3.4/3.7 

tarafından modüle edilen Ca
2+

 giriĢi tarafından düzenlendiği ortaya çıkmıĢtır. Bu nedenle, 



23 
 

Clade III geni olan GluR-3.7, A. thaliana'da tuz stresinde önemli bir rol oynamaktadır (Hu et 

al., 2013). 

1.3.5.2 Soğuk Stresi 

Çevresel streslerden bir diğeri olan soğuk stresi de bitkileri olumsuz yönde etkileyen 

baĢka bir faktördür. 1999 yılındaki bir çalıĢmada, ıspanak ve Arabidopsis gibi ılıman iklim 

bölgelerine ait bitkilerin düĢük sıcaklıklara maruz kaldıklarında soğuğa dayanıklılık 

gösterdikleri ilk kez bildirilmiĢtir (Thomashow, 1999). Bu fenomen soğuğa dayanıklılık 

olarak bilinmektedir. Plazma membranının yanı sıra kloroplast da düĢük sıcaklıklarda bir 

algılama rolü oynar. Daha önce Meyerhoff et al. (2005)‘da, Arabidopsis'te osmotik stres 

nedeniyle AtGLR-3.4'ün ABA bağımsız bir Ģekilde ifade edildiği ve hızlı sinyal iletiminde 

Ca
2+

 iyonu sağladığı öne sürülmüĢtür. 

Transgenik bitkilerde, soğuk ve glutamat uygulamaları, antagonistler (DNQX/CNQX) 

tarafından engellenen Ca
2+

 iyon kanallarını indükleyebilmiĢtir. Hu et al. (2013)‗da yapılan 

çalıĢmaya göre ise, soğuk stresi sırasında fitohormonların bitkilere karĢı etkinliklerinin ve 

tepkilerinin değiĢtiği gösterilmiĢtir. Farklı pek çok araĢtırma, membran proteinlerinin soğuk 

stresini algıladığını ve muhtemelen Ca
2+

 sinyal iletim yollarını etkinleĢtirdiğini ortaya 

koymuĢtur. Bu sinyaller, transkripsiyonel düzenleme kaskadını aktive ederek soğuk stresiyle 

baĢa çıkmaya ve hayatta kalmalarına olanak tanır (Ding et al., 2018; Hasanuzzaman et al., 

2019). Bu nedenle, soğuk sıcaklık koĢullarına maruz kalan bitkiler soğuk koĢullara 

dayanıklılık geliĢtirirken, gen ifadesinde ve Ca
2+

 sinyal iletim yollarında büyük bir değiĢiklik 

meydana gelir. Ayrıca, Zheng et al. (2018)‘da AtGLR-1.2 ve -1.3 mutanlarının Arabidopsis'te 

soğuk stresine karĢı pozitif bir rol oynadıkları ve bitki hormonu jasmonatın etkisiyle, AtGLR-

1.2/-1.3 mutanlarının soğuk stresine olan etkinliklerinin azaldığı ortaya çıkartılmıĢtır. Ayrıca 

donma ortamında, bu mutanların C-repeat binding factor/DRE binding factor 1 

(CBF/DREB1) transkripsiyonel düzenleyici yolundaki ifadesi, yabani tip bitkiye kıyasla daha 

düĢüktür. Kısacası, Zheng et al. (2018)‘da, AtGLR-1.2/1.3'ün endojen jasmonat birikimini 

tetikleyerek soğuğa dayanıklılığı artırabileceği öne sürülmüĢtür. 

1.3.5.3 Biyotik Stres 

Bitkiler, böcekler, zararlılar ve diğer otçullar gibi rakiplere karĢı çeĢitli savunma 

taktikleri geliĢtirerek kendilerini savunmaktadırlar. Bitkiler, otçulları tespit etmek için hem 

kimyasal hem de mekanik yöntemler kullanırlar. Son zamanlarda birçok çalıĢma, bitkilerin 
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otçul saldırılarından korunmak için oluĢturdukları erken savunma sinyallerine odaklanmıĢ ve 

gerçek zamanlı sinyal izleme ve bitki-otçul etkileĢimlerle yaygın olarak iliĢkilendirilen iyon 

kanallarını modüle etmek için genetik olarak kodlanmıĢ nanosensörler kullanılmıĢtır (Gandhi 

et al., 2021). Ayrıca, birçok çalıĢma, Glu reseptörlerinin bitkileri böcek yaralanmalarından 

koruduğunu göstermiĢtir. Böcek aktivitesi nedeniyle Glu reseptörleri Ca
2+

 akıĢını artırarak, 

bitkilerin hayatta kalması için savunma sinyallerini değiĢtirmiĢtir (Dennison and Spalding, 

2000; Vatsa et al., 2011). 

A. thaliana'nın tırtıl tarafından yaralandığı bir çalıĢmada, AtGLR-3.3'ün, tırtılların 

neden olduğu yüzey potansiyelini azaltmak için Ca
2+

 iyon akıĢını indüklediği ve bitkilerde 

savunma sinyalini değiĢtirmede potansiyel bir rol oynadığı bulunmuĢtur (Mousavi et al., 

2013). Glu reseptörleri, yaralanma ile aktive edildiği için bitki savunma sinyallemesinde yer 

alırlar (Toyota et al., 2018). Ayrıca, son araĢtırmalar, GLR-3.3/3.6'nın bitkileri yara oluĢturan 

organizmalara karĢı savunmak için Ca
2+

 iyon akıĢını düzenlediğini göstermektedir (Gandhi et 

al., 2021; Shao et al., 2020). Ġlk olarak, Kang et al. (2006) tarafından yapılan araĢtırmalar, 

transgenik Arabidopsis bitkilerinde aĢırı ifade edilen turp GLR'sinin, bazı savunma ile iliĢkili 

genlerin artan ifadesiyle etkileĢerek patojen mantarlara karĢı direnci hızlandırdığını 

göstermiĢtir. Sonraki çalıĢmalar, iGluR antagonistlerinin A. thaliana fidelerinde (Kwaaitaal et 

al., 2011) ve tütün süspansiyon kültüründe (Vatsa et al., 2011) bağıĢıklık tepkisine katıldığını 

göstermiĢtir. atglr-3.3 mutantlarında, bakteriyel bir patojene (Pseudomonas syringae) karĢı 

enfeksiyonla mücadelede savunma ile iliĢkili gen ifadesi etkinliğinde eksik kalarak 

bağıĢıklığa duyarlılığı artırmıĢtır (Li et al., 2013). Hemen hemen tüm AtGLR genleri savunma 

mekanizmasına katkıda bulunsa da, AtGLR-3.3, bu enfeksiyonla mücadelede bağıĢıklığı 

artırmada etkili olduğunu göstermiĢtir (Qi et al., 2006). BaĢka bir çalıĢma ise, Ca
2+

 giriĢiyle 

iliĢkili glutamat reseptörlerinin bitki savunmasında downstream sinyalleĢme süreçlerini 

baĢlatmak için önemli olduğunu öne sürmüĢtür. AtGluR-3.3'ün, Hyaloperonospora 

arabidopsis (oomiset patojen) enfeksiyonuna karĢı direnci sağlamada önemli olduğu 

bulunmuĢtur (Manzoor et al., 2013). Yapılan tüm bu çalıĢmalar ile, Clade III geninin, 

beslenen böcekler ve zararlılar tarafından mekanik yaralanmaya karĢı savunma 

mekanizmasında tamamen rol oynadığı bulunmuĢtur (Mousavi et al., 2013; de Bruxelles and 

Roberts, 2001). 
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1.3.5.4 Kuraklık Stresi 

Bitki verimliliği etkileyen çevresel engellerin baĢında kuraklık gelmektedir. Çünkü bu 

stres farklı fizyolojik süreçleri etkileyerek mahsul verimini azaltmaktadır (Laxa et al., 2019; 

Yoshida et al., 2016). Bitkilerde kuraklık boyunca morfolojik düzeyden moleküler düzeye 

kadar su kıtlığı gözlenmiĢtir. Kuraklık stresi bitkilerin fotosentetik yeteneklerini Ģiddetli bir 

Ģekilde etkiler ve metabolik aktiviteleri dengesizleĢtirmektedir. Stresle karĢı karĢıya 

kaldıklarında, bitkiler kurak koĢullara karĢı direnebilmek ve uyum sağlayabilmek için farklı 

stratejiler geliĢtirmiĢlerdir (Laxa et al., 2019; Yoshida et al., 2016). Stomaların kapanması 

konusunda yapılan birçok taraĢtırma sonucunda, stomaların kuraklık stresine etkisi 

bulunmuĢtur. Stomaların hareketinin, su eksikliklerini ve stres sırasında gaz alıĢveriĢini 

kontrol etmek için ana faktörlerden biri olduğu kanıtlanmıĢtır. Bu hareketlerin ise, Ca
2+

, H2S 

(Hidrojen sülfür), ROS, ABA ve NO gibi farklı sinyal moleküllerinin koordinasyonu ile 

düzenlendiği bilinmektedir (Qiu et al., 2020; Laxa et al., 2019; Yoshida et al., 2016). Yoshida 

et al. (2016)‘da, glutamat (Glu) adlı sinyal molekülünün, Arabidopsis ve Vicia faba'da 

stomaların kapanmasından sorumlu olduğu gösterilmiĢtir. Ayrıca, glutamat ile stomaların 

kapanması arasındaki tam iliĢkiyi ortaya koyabilmek için EGTA (hücre dıĢı Ca
2+

 bağlayıcı) 

ve BAPTA-AM (hücre içi bağlayıcı) gibi farklı Ca
2+ 

Ģelatörleri kullanılmıĢtır. Bu Ģelatörlerin 

glutamat tarafından indüklenen stomaların kapanmasını engellediği ve bunun için sitozole 

Ca
2+ 

akıĢının gerekliliğini gösterdiği bulunmuĢtur. Ayrıca, Glu'ya bağımlı Ca
2+

 akıĢının Ca
2+ 

bağımlı protein kinazı tetiklediği ve stomaların kapanmasını destekleyen SLAC aktivitesini 

aktive ettiği gözlenmiĢtir (Yoshida et al., 2016). Arabidopsis dıĢında, Brassica'da Glu 

uygulaması, Ca
2+ 

sinyalini tetikleyerek, kuraklık stresine bağlı prolin birikimini artırmıĢ ve 

kuraklığa toleransını desteklemiĢtir (La et al., 2019). Ayrıca, Philippe et al. (2019)‘da, 

Medicago truncatula'da hayvan glutamat reseptör antagonistleri olan AP-5 ve DNQX 

kullanılarak, bu antagonistlerin NO birikimini azalttığı ve stomaların kapanması üzerinde etki 

sahibi oldukları bildirilmiĢtir. Ayrıca, pirinçten elde edilen iki glutamat reseptörü (GLR1 ve 

GLR2), Arabidopsis'te kuraklık toleransı göstermiĢtir (Lu et al., 2014). 

Görüldüğü üzere bitki GLR‘leri ile pek çok çalıĢma geçekleĢtirilmiĢ ve farklı fizyolojik 

ve hücresel süreçlerde görev aldığı belirlenmiĢtir. Ayrıca yapılan son çalıĢmalar da 

memelilerde GLR‘nin kalsiyum aracılığı ile NO birkimine neden olduğu gösterilmiĢtir. 



26 
 

1.4 GLR aracılı NO artışı 

Beyindeki büyük uyarıcı nörotransmitter olan Glutamat‘ın bir alt grubu olan NMDA-tip 

reseptörlerin aĢırı aktivasyonu, reseptörle iliĢkili kanal aracılığıyla sitoplazma içine aĢırı Ca
2+ 

giriĢine neden olmaktadır. AĢırı Ca
2+

‘da, hücre ölümüyle sonuçlanan aĢırı NO üretimine 

neden olur. (Bonfoco et al., 1995; Lafon-Cazal et al., 1993; Lipton et al., 1993). Hücrelerarası 

Ca
2+

, kalmodulin (CaM)+ Ca
2+ 

Ģeklinde, nöronal nitrik oksit sentaz (nNOS) aktivitesiyle L-

arginin‘den NO‘in oluĢumunu hedefler ve böylece NO üretiminde aĢırı artıĢ gözlenir. NMDA 

reseptör aktivitesinin aĢırı artıĢı, nörotoksik olabilmektedir. Çünkü örneğin, PDI gibi 

proteinlerin S-nitrosilasyonu, nöronal hasar ve ölüme, hatta PDI‘daki bu hasarda, Parkinson‘a 

neden olmaktadır. 

NO hem bitkilerde hem de insanlarda çok sayıda fizyolojik yolağı düzenleyen ve 

hücresel sinyal yolaklara aracılık eden bir moleküldür (Forrester et al., 2006; Barroso et al., 

2006). NO, beyinde, nörotransmisyon, nöromodulasyon ve sinaptik plastisitede görev alırken 

bitkilerde tohum çimlenmesi, primer ve lateral kök büyümesi, çiçeklenme gibi fizyolojik 

yolaklarda sinyal molekülü olarak görev yapmaktadır (Shapiro, 2005). Ancak her iki 

organizmada da NO ve NO-kökenli reaktif azot türlerinin (RNS) aĢırı üretimi veya kontrol 

edilemeyen sentezi, hücrede ―Nitrosativ Stres‖ e neden olmaktadır (Barroso et al., 2006). 

1.5 NO Sinyalinin Oluşumu ve Temeli 

Son 20 yıl içinde hayvanlardaki NO sinyalizasyonu ile ilgili yapılan araĢtırmalar son 

derece verimli olmuĢ ve bilim insanlarını sinyal iletiminin yeni kavramlarını belirlemiĢlerdir. 

NO, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimatik aktivitesi aracılığıyla L-arginin amino asitinden 

üretilmektedir. Bu üretim sonrası, NO, proteinlerin post-translasyonel modifikasyonları 

yoluyla çoğunlukla etki gösterir. Üç ana süreç tanımlanmıĢtır. Bunlar; S-nitrosilasyon, metal 

nitrosilasyon ve tirozin nitratasyon‘dur. Bu NO'ya bağımlı post-translasyonel 

modifikasyonlara duyarlı yüzden fazla protein ve tüm önemli hücresel aktivitelerde yer alan 

proteinler tespit edilmiĢtir. Bitki ve hayvanlarda etkili olan yolaklardan bahsedilecektir. 

1.5.1 S -nitrosilasyon 

S-nitrosilasyon, NO'nun (veya türetilerinin) proteinlerin sistein sülfürleri ile kovalent 

olarak etkileĢime girer ve S-nitrosotiyollerin oluĢtuğu bir süreçtir (Stamler et al., 2001; Hess 

et al., 2005). Ancak, NO'nun nasıl hedef proteinleri S-nitrosile ettiği tam olarak 

anlaĢılamamıĢtır. Aday mekanizmalar arasında, nitrozonyum katyonunun (NO+, NO'nun oto-
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oksidasyonundan kaynaklanan) tiyolat üzerinde elektrofilik bir saldırısı, NO'nun NAD+ gibi 

elektron alıcılarının varlığında tiyolat ile doğrudan etkileĢimi ve NO'nun oto-indirgenmesi 

veya diazot trioksit ayrıĢması sonucu oluĢan nitroksil anyonları ile karmaĢık kimyasal 

süreçlerin olabileceği düĢünülmektedir (Gow et al., 1997; Hanafy et al., 2001; Foster and 

Stamler, 2004). Ġlginç bir Ģekilde, S-nitrosilasyonu kolaylaĢtırabilecek birincil peptit dizileri 

tanımlanmıĢtır. Bunlar asidik/bazik motiflerin yanı sıra sistein arttığı çevreleyen hidrofobik 

motifleri içerir (Hess et al., 2005; Greco et al., 2006). 

Metal nitrosilasyonla benzer Ģekilde, S-nitrosilasyon da post-translasyonel 

modifikasyonun geri dönüĢümlü bir Ģeklidir. De-S-nitrosilasyon, kimyasal olarak enzimlerin 

yardımı olmadan veya tiyoredoxin ve tiyoredoxin redüktaz aracılığıyla enzimatik olarak 

gerçekleĢir (Jaffrey et al., 2001; Benhar et al., 2008). 

1.5.2 Metal nitrosilasyonu 

NO, bir radikal olarak, elektron verebilme özelliğine sahiptir. Bu nedenle geçiĢ metalleri 

ile reaksiyona girer. NO'nun demir-kükürt kümelerinin, hem ve çinko parmak proteinlerinin 

merkezleri ile kovalent etkileĢimi, protein aktivitesinde artıĢ veya azalmaya neden olur. Metal 

nitrosilasyon yoluyla düzenlenen proteinler arasında NO için hedef olan, çözünür guanilat 

siklaz (sGC; Denninger and Marletta, 1999) olarak bilinir. sGC, GTP'yi pirofosfat ve 3',5'-

siklik GMP (cGMP) olarak adlandırılan iyi tanımlanmıĢ bir ikinci haberciye dönüĢtürür. 

NO'nun sGC hem ile etkileĢimi, ferroz demiri ve enzimin histidin 105 arasındaki bağın 

açılmasına yol açar, böylece cGMP sentezinin katalizini birkaç yüz kat artıran 

konformasyonel bir değiĢikliği tetikler (Cary et al., 2006; Roy and Garthwaite, 2006). OluĢan 

cGMP, hedef proteinlere bağlanır: cGMP bağımlı protein kinazlar (PKG'ler), siklik-nükleotid-

kapılı kanallar (cCNGC'ler) ve siklik-nükleotid fosfodiesterazlar, böylece hücreye özgü son 

çıktılar oluĢturur (Beck et al., 1999). NO/cGMP sinyalizasyonu aracılığıyla düzenlenen 

fizyolojik tepkilerin örnekleri, sinir iletimi, geliĢim, düz kasların gevĢemesi ve kan basıncı 

düzenlemesi gibi bölümlerde görülebilmektedir (Denninger and Marletta, 1999; Krumenacker 

et al., 2004). 

1.5.3 Tirozin nitrasyonu 

Tirozin nitrasyonu, NO kaynaklı iki ana tür aracılığıyla gerçekleĢir. Peroksinitrit 

(ONOO
-
), NO ve süperoksit (O

2∙-
) gibi reaktif oksijen türleri arasındaki hızlı reaksiyon sonucu 

oluĢan bir türüdür ve nitroso-peroksokarboksilat (ONOOCO
2-

) ise fizyolojik konsantrasyonda 
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ONOO ile CO2 arasındaki reaksiyon sonucu oluĢan bir diğer türüdür (Radi, 2004). Nitrasyon, 

tirozin artıklarının fenolik halkasının hidroksil grubuna göre orto konumunda bulunan iki 

eĢdeğer karbon atomundan birinde meydana gelir ve protein 3-nitrotirozin (3-NO2-Tyr) 

oluĢumuna yol açar (Radi, 2004).  BaĢlangıçta 3-NO2-Tyr astım gibi inflamatuar hastalıklar 

sırasında NO'ya bağımlı oksidatif stresle iliĢkilendirilmiĢtir (Schopfer et al., 2003). Gerçekten 

de, tirozin nitrasyonu genellikle protein fonksiyonlarının kaybı ile iliĢkilendirilmiĢtir. Ayrıca 

hedef proteinler arasında Mn süperoksit dismutaz, sitokrom P450, tirozin hidroksilaz, 

glutamin sentaz, glutatyon redüktaz, aktin ve diğer sitoskeletonla iliĢkili proteinler yer 

almaktadır (Greenacre and Ischiropoulos, 2001; Gow et al., 2004). Bu sürecin genellikle geri 

dönüĢümsüz olduğu ve proteinlerin 20S proteazom tarafından parçalanma duyarlılığını 

artırabileceği kabul edilmektedir (Mannick and Schonhoff, 2002). Ancak, birkaç memeli 

dokusunda protein nitrasyonunu tersine çeviren denitraz aktivitelerinin tanımlanması, tirozin 

nitrasyonunun da geri dönüĢümlü bir süreç olabileceğini göstermektedir (Gorg et al., 2007). 

Bu son bulgu, 3-NO2-Tyr oluĢumunun sinyal iletiminde rol oynayabileceği olasılığını ortaya 

çıkarmaktadır. Bu yönüyle, tirozin nitrasyonunun protein tirozin fosforilasyonu ile iliĢkisi 

önemlidir. Aslında, yapılan birçok çalıĢmaya göre, tirozin nitrasyonunun hücre sinyallemesi 

üzerindeki önemi, esas olarak tirozin artıklarının fosforilasyona uğramasının engellenmesinde 

ve/veya fosfatazların inhibisyonunda yatmaktadır. Bu da protein kinazlarının baskın bir 

Ģekilde aktive olmasına izin vermektedir (Minetti et al., 2002). ONOO
-
 tarafından c-Src 

tirozin kinazlarının aktive edilmesini açıklayan ilk mekanizma, in vitro olarak bir C-terminal 

tirozin arttığı nitrasyonunun normalde c-Src'nin inaktif bir konformasyona katlanmasına 

yardımcı olan fosforilasyonunu önleyebileceğidir (Klotz et al., 2002). Ancak Ģu anda, bu 

sürecin canlı organizmada gerçekleĢip gerçekleĢemeyeceği belirsizliğini korumaktadır. 

Bahsedilenler doğrultusunda Nitrosativ stresin tüm canlılarda gözlenen belirteçlerinden 

biri ―Protein Tirozin Nitrasyonu‖dur (Corpas et al., 2006). Diğer bir deyiĢle, tirozin 

amionoasidinin aromatik halkasındaki ekivalent iki karbondan birine NO2‘nin bağlanmasıdır. 

Tirozin nitrasyonu‖, proteinlerin konformasyonel yapısını ve enzimlerin katalitik aktivitesini 

değiĢtirebilir (Radi, 2004). Diğer yandan, sinyal iletim yolaklarını da etkileyebilir. Diğer 

belirteç ise ―Protein S-nitrosilasyonu‖dur. Bu post-transkripsiyonel modifikasyon, proteinin 

sistein (Cys) aminoasidine NO grubunun bağlanmasıyla oluĢur ve tirozin nitrasyonuna benzer 

olarak proteinlerin fonksiyonunu değiĢtirir. 
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1.6 NO ve Ca
2+

 Arasındaki Etkileşim 

ġu ana kadar yapılan çalıĢmalarda, NO'nun, Ca
2+

 homeostazının genel kontrolünü 

sağlayan temel habercilerden biri olarak kabul edildiği ve neredeyse tüm Ca
2+

 kanalları ve 

taĢıyıcılarının kontrolü altında olduğu bilinmektedir. NO'nun Ca
2+

 kanalı ve taĢıyıcılarının 

aktiviteleri üzerindeki etkileri, iki etki mekanizmasına ayrılabilir: cGMP'ye bağımlı olan ve 

cGMP'ye bağımlı olmayan mekanizmalar. cGMP'ye bağımlı yolun temelindeki moleküler 

mekanizmalar karmaĢıktır ve en az üç süreç bildirilmiĢtir. Ġlk olarak, cGMP, döngüsel 

nükleotit bağlayıcı bölgelerine sahip CNGC'leri doğrudan aktive edebilir ve sitosolik serbest 

Ca
2+

 konsantrasyonunu ([Ca
2+

]cyt) artırabilir (Hanafy et al., 2001; Ahern et al., 2002). Ġkinci 

olarak, cGMP'nin etkileri PKG'lerin aktive edilmesi yoluyla iletilmiĢ olabilir (Clementi and 

Meldolesi, 1997; Clementi, 1998; Ahern et al., 2002). PKG'lerin intrasellüler Ca
2+

 üzerinde 

farklı etkileri vardır ve bu etkiler hedef kanal, uyaran ve hücre tiplerine bağlı olarak [Ca
2+

]cyt'ı 

artırabilir veya azaltabilir. Örneğin, hepatositlerde PKG'lerin inositol 1,4,5-trifosfat (IP3) 

reseptörünü fosforile etmesi, IP3'e bağımlı Ca
2+

 salınımını potansiyalize ederken, düz kas 

hücrelerinde tersi bir etki gözlenir (Clementi, 1998; Murthy and Makhlouf, 1998). PKG'ler 

tarafından modüle edilen diğer Ca
2+

-geçirgen kanallar ve Ca
2+

 taĢıyıcıları arasında voltaj-

gated Ca
2+

 kanalları (L-, N-, P/Q- ve T-tipi), depo-operatörlü Ca
2+

 kanalları (SOCC'ler), 

mekano-duyarlı Ca
2+

-geçirgen non-selektif katyon kanalları (MSNSC'ler), 

sarkoplazmik/endoplazmik retikulum Ca
2+

-ATPaz (SERCA) ve plazma membranı Ca
2+

 

pompası (PMCA) bulunur (Clementi, 1998; Wang et al., 2000; Chen et al., 2002; Yao and 

Huang, 2003; Grassi et al., 2004). Üçüncü olarak, PKG aktivasyonunun NO tarafından 

indüklenen siklik ADP-riboz (cADPR) sentezinde kritik bir adım olduğu bulunmuĢtur 

(Willmott e al., 1996; Reyes-Harde et al., 1999; Leckie et al., 2003). cADPR, öncülü NAD+ 

tarafından ADP-ribozil siklaz tarafından sentezlenir ve bu da PKG tarafından indüklenen 

fosforilasyon yoluyla aktive edilebilir. cADPR, ryanodin reseptörleri (RYR'ler) aktivasyonu 

yoluyla hayvan hücrelerinin çeĢitli tiplerinde endoplazmik retikulumdan Ca
2+

 salınımını 

teĢvik eden bir Ca
2+

 mobilize ikinci habercidir (Fliegert et al., 2007). NO'nun cGMP'ye 

bağımlı olmayan etkisi, Ca
2+

 homeostazı üzerinde, Ca
2+

 kanallarının ve taĢıyıcılarının 

doğrudan S-nitrosilasyonu yoluyla gerçekleĢmektedir. Voltaj-gated Ca
2+

 kanalları, RYR'ler, 

NMDA reseptörleri, geçici reseptör potansiyel kanalları (TRPC) ve CNGC'ler, aktive edilme 

veya inhibisyonla sonuçlanan Ģekilde geri dönüĢümlü olarak S-nitrosile edilebileceği 

gösterilmiĢtir (Yoshida et al., 2006; Tjong et al., 2007). 
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NO'nun gen ifadesi ve hem cGMP aracılı hem de doğrudan S-nitrosilasyon yollarının 

varlığı, Ca
2+

-bağımlı sinyal iletim süreçlerini modüle etme olasılıklarını geniĢletir ve 

zenginleĢtirir (Peunova and Enikolopov, 1993). Ayrıca, NOS tarafından NO üretimi için 

[Ca
2+

]cyt'nin artması gerektiği göz önünde bulundurulduğunda, NO'nun bazı Ca
2+

 kanallarının 

inhibisyonuyla Ca
2+

 giriĢini zayıflatma ve SERCA ve/veya PMCA'nın aktive edilmesiyle 

sitosolik serbest Ca
2+

'ın uzaklaĢtırılmasını baĢlatabilir. Böylece, hücreleri NO'nun zararlı 

etkilerinden korumaya yardımcı olur. Bu süreçlerin patofizyolojik önemi, nöronal 

uyarılabilirliğin veya hipertansiyonun modülasyonu gibi birkaç örnek üzerinde vurgulanmıĢ 

olsa da, muhtemelen normal ve bozulmuĢ hücre fonksiyonları için yeni rollerin yolunu 

açmıĢtır. Mekanik açıdan bakıldığında, NO/Ca
2+

 yollarının plastisitesi özellikle aynı kanallar 

üzerinde her iki yolun etkili olduğu durumlarda ilginçtir. cGMP bağımlı yolunun genellikle 

düĢük NO seviyelerinde gerçekleĢtiğini, S-nitrosilasyonun ise daha yüksek NO seviyelerini 

gerektirdiğini ve cGMP ile indüklenen etkilere göre daha yavaĢ kinetiklerle ilerlediği birkaç 

çalıĢma ile desteklemiĢtir (Denninger and Marletta, 1999; Hanafy et al., 2001). Ancak, bu 

konu hala tartıĢmalıdır. 

1.7 Bitkilerde NO sinyali 

Son yıllarda, NO'nun çeĢitli bitki fizyolojisi ile ilgili süreçlerde çok yönlü bir role sahip 

olarak tanındığı bilinmektedir. NO sentezi için çeĢitli yollar önerilmiĢtir: nitrat redüktaz ve 

muhtemel NOS benzeri enzimleri içeren enzimatik olmayan yollar ve enzimatik yollar gibi 

(Kaiser and Huber, 2001; Crawford, 2006; Corpas et al., 2006; Besson-Bard et al., 2008; 

Wilson et al., 2008). Önemli ve hala net olarak açıklanamayan bir soru, NO'nun iĢaretlenme 

eylemlerinin moleküler mekanizmalarıdır. Yüzden fazla proteinin S-nitrosilasyon ve metal 

nitrosilasyonu yoluyla düzenlendiği iddia edilmiĢ ve dıĢarıdan NO uygulaması çalıĢmalarında 

mikroarray analizleri ile up ve down regüle olarak düzenlenen çok sayıda gen tanımlanmıĢtır. 

Ancak, birkaç istisna dıĢında, bu post-transkripsiyonel ve post-translasyonel değiĢikliklerin 

fizyolojik önemi henüz belirlenmemiĢtir. Bu yaklaĢımlarla paralel olarak, son yıllarda bir dizi 

çalıĢmadan elde edilen kanıtlar, NO'nun etkilerinin bir kısmının serbest Ca
2+

'ın mobilizasyonu 

yoluyla, protein kinaz aktivitelerinin modülasyonu ile ve ROS ile etkileĢime girerek 

gerçekleĢtiğini göstermiĢtir (Astier et al., 2012). 

Pek çok sinyal, ıĢık, bitki hormonları, biyotik ve abiyotik streslerin de dahil olduğu, 

hücre içi [Ca
2+

] üzerinde geçici ve özgün değiĢikliklere neden olmaktadır. Son yıllarda, bu 

değiĢiklikleri yönlendiren bileĢenlerin arasında NO'nun da yer aldığı giderek daha fazla 
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çalıĢma ile gösterilmektedir. Hatta, NO üretimi, hücre içi Ca
2+

 dalgalanmalarının kontrolü 

altında olduğundan, NO aynı zamanda bitkilerde hücre içi Ca
2+

 değiĢikliklerini çözümlemeye 

katkıda bulunan bir Ca
2+

 sensörü olarak da iĢlev görebilir (Astier et al., 2012). 

Bahsedilen bu karmaĢık sinyal yollarının yanı sıra ROS ve RNS‘lerin, bitki hücrelerinde 

sinyal olarak birbirini etkilemesi de bu karmaĢık etkileĢim ağının en temelidir. ROS ve RNS 

arasındaki etkileĢim, bitki hücrelerinin stres durumlarında daha hassas ve etkili bir savunma 

mekanizması geliĢtirmesini sağlar. Ayrıca, ROS ve NO'nun protein ve gen ifadesindeki 

değiĢiklikler üzerinde etkili olması, bitkilerin stresle baĢa çıkma yeteneğini artırabilir. ROS ve 

RNS arasındaki bu etkileĢim, bitki biyolojisindeki temel araĢtırma alanlarından biridir ve 

bitkilerin sağlığı, büyümesi ve stresle baĢa çıkma mekanizmalarında etkili iki moleküldür. 

1.8 ROS ve RNS arasındaki etkileşim: Nitro-oksidatif stres 

Oksijen ve azot açısından zengin bir ortamın kaçınılmaz yan ürünleri ROS ve 

RNS‘lerdir. Bitki biyolojisinde oksidatif stres kavramı, ROS üretimi ile antioksidan savunma 

mekanizmaları arasındaki dengesizlikten kaynaklanan hücresel hasarı açıklamak için yaygın 

olarak kullanılır. Bugüne kadar yapılan pek çok araĢtırma makalesi, stresi algılama, sinyal 

iletimi ve belirli antioksidanların stresle iliĢkili genlerin ve antioksidan metabolitlerin 

ifadesini açıklığa kavuĢturmak amacıyla yüksek bitkiler üzerinde etkilerini farklı 

perspektiflerden incelemiĢtir. 

1990'ların sonlarında, bazı bitki araĢtırmacıları daha önce hayvan hücrelerinde 

enzimatik olarak üretildiği ve kardiyovasküler, immün ve sinir sistemlerinde geniĢ bir iĢlev 

yelpazesine katıldığı gösterilen NO molekülünü incelemeye baĢlamıĢlardır. Günümüzde 

NO‘in, fizyolojik ve stresle iliĢkili süreçlere katılımıyla yüksek bitkilerde önemli iĢlevlere 

sahip olduğu kanıtlanmıĢtır. NO, ONOO-, azot dioksit (.NO2), diazot trioksit (N2O3) ve S-

nitrozoglütatyon (GSNO) gibi bir grup molekülle iliĢkilendirilen serbest bir radikaldir ve bu 

moleküller farklı biyomoleküllerin, baĢta nitratlama (Corpas et al., 2013) ve proteinlerin S-

nitrosilasyonu (Astier and Lindermayr, 2012; Astier et al., 2012) gibi post-translasyonel 

modifikasyonlarını düzenleyebilir. 

ROS ve RNS metabolizması arasındaki etkileĢim, bu iki molekül ailesinin, normal 

koĢullar altında yüksek bitkilerin hücresel sinyalleĢme süreçlerinde yer aldığı gösterilmiĢtir. 

Ancak olumsuz çevresel koĢullar altında, bitki hücrelerinde bu moleküllerin aĢırı üretimi ile 

karakterize olabilir ve bu moleküller DNA, RNA, Protein ve lipitler gibi biyomoleküllerde 
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hasar oluĢturabilme yeteneğine sahiptir. En sık incelenenler arasında ise proteinler yer 

almaktadır. Aynı moleküllerin bir kısmı, bu hasarı azaltmak için sinyalleĢme iĢlevine de sahip 

olabilir. Süperoksit radikali (O
2.-

) ile nitrik oksit arasındaki etkileĢimle ONOO
-
, yani güçlü bir 

oksidanın oluĢumu, ROS ve RNS arasındaki etkileĢimin iyi bir örneği olarak verilebilir. Bu 

süreç yoluyla proteinlerin tirozin nitratlanmasını düzenleyebilir ve bu durum, yüksek 

bitkilerde nitrosatif stresin etkin bir biyobelirteci olabilir (Corpas et al., 2007). Sonraki 

çalıĢmalar, bu hipotezin daha önce hayvan sistemlerinde gözlemlendiği gibi doğrulandığını 

göstermiĢtir. Bu nedenle, farklı model bitkilerde çeĢitli abiyotik/biyotik stres koĢullarının, 

genellikle iĢlev kaybıyla sonuçlanan protein tirozin nitratlamasında bir artıĢa neden olduğu 

belirlenmiĢtir (Romero-Puertas et al., 2007; Valderrama et al., 2007; Cecconi et al., 2009; 

Corpas et al., 2011). Örneğin, fotosentez karbon assimilasyonunda yer alan ferredoksin-

NADP redüktaz (FNR) ve karbonik anhidraz (CA) enzimleri, yüksek sıcaklık stresi altında 

tirozin nitratlanmasıyla her iki enzimin aktivitesi inhibe olmuĢtur (Chaki et al., 2011, 2013). 

Benzer Ģekilde, azot metabolizmasında yer alan NADP bağımlı izositrat dehidrogenaz enzimi, 

kök yaĢlanması sırasında Tyr392'de nitratlama sonucu düzenlenir ve böylece antioksidatif 

sisteme NADPH sağlama iĢlevi azalır (Begara-Moraleset al., 2013). 

Ayrıca, diğer çalıĢmalar, sinyal iĢlevi olan bu süreçlerin içinde yer alan protein S-

nitrosilasyonunun da göz önünde bulundurulması gerektiğini göstermektedir. Örneğin, 

sitoplazmik redoks durumu tarafından düzenlenen konformasyona sahip olan protein NPR1 

(patojenlere karĢı duyarsızlaĢtırılmıĢ gen1'in ifadesinin eksikliği) ve transkripsiyon faktörü 

TGA1 (aynı zamanda bir DNA bağlayıcı protein olan TGA1 benzeri protein) sistematik 

kazanılmıĢ direnç (SAR) sırasında salisilik asit bağımlı gen ifadesini düzenlemek için gerekli 

bileĢenlerdir. Her iki öğe, GSNO tarafından S-nitrosile edilebilir ve böylece, NPR1'in 

varlığında TGA1'in DNA bağlama aktivitesini artırır (Tada et al., 2008; Lindermayr et al., 

2010). 

Ayrıca, antioksidan enzim peroksiseredoksinin de ROS ve RNS arasındaki bağlantıyı 

göstermektedir. Bu enzim ONOO-'yi detoksifiye etme kapasitesine sahiptir, ancak S-

nitrosilasyon süreciyle aktivitesi inhibe olabilmektedir (Romero-Puertas et al., 2007). Aynı 

Ģekilde, patojenlere yanıt olarak süperoksit radikalini üreten AtRBOHD olarak da bilinen 

Arabidopsis NADPH oksidazı ve Cys890'da S-nitrosilasyonla inhibe olabilmektedir (Yun et 

al., 2011). 
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Son zamanlarda elde edilen yeni veriler ise belirli çevresel stres koĢullarında hem ROS 

hem de RNS metabolizmalarının oksidatif ve nitrosatif streslere neden olabileceğini 

göstermektedir (Valderrama et al., 2007; Molassiotis and Fotopoulos, 2011; Bai et al., 2011). 

Bu fenomen, pek çok çalıĢma ile desteklenmiĢtir. Örneğin, düĢük sıcaklık (Airaki et al., 

2012), arsenik (Leterrier et al., 2012), tuzluluk (Valderrama et al., 2007; Tanou et al., 2012) 

ve kuraklık (Signorelli et al., 2013) gibi stres koĢulları altındaki bitkilerle ilgili olarak 

açıklanmıĢtır. Böylece, bazı streslerin hem oksidatif hem de nitrosatif stresi içerdiğini 

göstermiĢtir. Diğer durumlarda, NO ve ROS arasındaki üretim dengesi sonuçları 

belirleyebilir. Örneğin, soya fasulyesi hücre süspansiyonlarında, aĢırı duyarlı hücre ölümünün 

oluĢması için uygun bir dengenin (ROS olarak O
2.-

 ve H2O2) ve NO üretiminin gerektiği 

gözlenmiĢtir. Aslında yüksek seviyelerde NO gözlemlense bile, uygun bir oksidatif patlamaya 

sahip olmadan hücre ölümü gerçekleĢmemiĢtir (Delledonne et al., 2001). 

Ayrıca, ROS ve RNS metabolizmaları arasındaki etkileĢimde önemli rol oynayabilecek 

anahtar unsurlar S-nitrosoglutation (GSNO) ve onun parçalanmasını katalize eden S-

nitrosoglutation redüktaz (GSNOR) olabilir (Leterrier et al., 2011; Malik et al., 2011). GSNO, 

indirgenmiĢ glutatyon (GSH) ile NO'nun S-nitrosilasyon reaksiyonuyla oluĢan ve hücre 

boyunca NO'nun taĢıyıcısı olarak kabul edilir ve hücresel bir NO rezervi olarak görülür. Bu 

doğrudan bir reaksiyon değildir, N2O3 oluĢumu yoluyla veya reaksiyon sırasında oluĢan bir 

glutatyonil radikalinin NO'ya eklenmesi yoluyla gerçekleĢiyor gibi görünmektedir (Keszler et 

al., 2010; Broniowska et al., 2013). Glutatyon, bitki hücrelerinde; temel, çözünür, düĢük 

molekül ağırlıklı antioksidanlardan biri ve temel non-protein tiyoldür. Bu sebeple hücrenin 

redoks durumunun düzenleyicisidir. ĠndirgenmiĢ glutatyonun oksitlenmiĢ glutatyon (GSSG) 

oranı (GSH/GSSG), hücrenin fizyolojik durumunun etkin bir göstergesi olarak kabul edilir 

(Foyer and Noctor, 2011). Ayrıca genellikle bu oran oksidatif stres koĢullarında azalmaktadır. 

Son veriler, GSNO içeriğinin oksitlenmiĢ glutatyon içeriği (GSSG) ile aynı düzeyde olduğunu 

göstermiĢtir (Airaki et al., 2011). Bu nedenle, GSH/GSNO oranı, hücrenin redoks durumunun 

dengeye katkıda bulunan yeni bir unsuru olarak kabul edilmiĢtir. Bu durum hem ROS hem de 

RNS metabolizması arasında net bir bağlantı olduğunu açıkça göstermektedir. Ayrıca bunun 

dıĢında GSNOR, GSNO'nun GSSG ve NH3'ye NADH bağımlı olarak indirgenmesini 

katalizler. Dolayısıyla bu enzim GSNO'nun hücresel düzeyini ve hücrelerde NO'nun etkilerini 

düzenler, bu da farklı pek çok çalıĢma tarafından desteklenmektedir (Feechan et al., 2005; Lee 

et al., 2008; Chaki et al., 2009; Yun et al., 2011; Espunya et al., 2012; Leterrier et al., 2012 

gibi). Bu nedenle, son zamanlarda ROS ve RNS metabolizmalarının yüksek bitkilerde stres 
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durumlarında olan iliĢkisini içeren bu karmaĢık ve geliĢmekte olan araĢtırma alanı için "nitro-

oksidatif stres" terimi,  daha uygun bir terim olarak kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Ancak, bu 

moleküllerin bir kısmının açıkça sinyal iĢlevine sahip olduğunu unutmamak önemlidir. 

1.8.1 Stres Koşullarında Oluşan ROS ve RNS’nin Düzenlenmesi 

Pek çok farklı stres faktörü tarafından indüklenen ROS birikimi antioksidanlar 

tarafından hücreden süpürülürler. Bunlar; süperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POX), 

askorbat peroksidaz (APX), glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon redüktaz (GR),  

glutatyon−S− transferaz (GST) ve katalaz (CAT) gibi çeĢitli süpürücülerin görev aldığı 

enzimatik antioksidan sistem ve askorbat (ASH), indirgenmiĢ glutatyon (GSH),karotenoidler, 

flavonoidler ve α-tocopherol gibi enzimatik olmayan düĢük moleküler metabolitler tarafından 

hücreden temizlenmektedir (Mittler et al., 2004; Gill et al., 2011).  

 

Metal içeren bir enzim olan SOD, süperoksit radikalinin hidrojen peroksite ve oksijene 

dismutasyonunu katalizler. OluĢan bu H2O2‗ye dismutasyon, Fenton Reaksiyonu ile hidroksil 

radikalini oluĢturur. SOD, metal kofaktörlerine göre (i)Cu/ZnSOD, (ii)MnSOD, (iii)FeSOD 

olmak üzere üç gruba ayrılmıĢtır. Bitkilerde baĢlıca sitosol ve kloroplastta bulunan 

Cu/ZnSOD, kofaktör olarak bakır ve çinkoyu kullanırlar. MnSOD ise, kofaktör olarak 

mangana sahiptir ve mitokondri ve peroksizomlarda bulunur. FeSOD ise, hayvanlarda 

bulunmamaktadır ve baskın bir Ģekilde kloroplastlarda bulunurlar. (Kliebenstein et al., 1998). 

Bahsedilen bu farklı SOD izoformlarının aktivitelerinin farklı düzenlenmesi ile bitkilerde 

süperoksit radikallerinin süpürülmesi gerçekleĢmektedir (Wang et al., 2005). Farklı 

kompartmanlarda yer almalarının dıĢında SOD izozimleri ayrıca, KCN ve hidrojen peroksite 

karĢı duyarlılıkta da farklılık gösterirler. MnSOD bu inhibitörlere direnç gösterir. Cu/ZnSOD 

ise, her ikisine de duyarlıdır. FeSOD farklı olarak, KCN ye dirençli ve hidrojen peroksite 

duyarlıdır (McKersie, 2000). 

CAT enzimi, stres koĢullarında ROS detoksifikasyonunu sağlamada görevli hem içeren 

tetramerik bir yapıdadır. H2O2‘ in, oksijen ve suya parçalanmasını sağlar (Matsumura et al., 

2002). Bitkilerde üç izozimi belirlenen CAT enzimi; CAT1 ve CAT2 peroksizomlarda ve 

sitosolde H2O2‘ in süpürülmesinde iĢleve sahiptir. Ancak bunun dıĢında, CAT2 çoğunlukla 

vasküler dokularda bulunmaktadır. CAT3 ise, tohumlarda ve genç fidelerde bulunan 

mitokondriyal bir CAT izozimidir. Abiyotik stres boyunca peroksizomlarda yağ asitlerinin β- 



35 
 

oksidasyonu süresince, pürin katabolizmasında ve fotorespirasyonda H2O2‘ in süpürülmesinde 

bitki CAT‘larının görevli olduğu görülmüĢtür (Willekens et al., 1995). Kloroplastlarda 

katalazın bulunmaması durumunda Kalvin Döngüsündeki tiol bağlı enzimler zarar 

görebilmektedir. Ayrıca katalazın hidrojen peroksite karĢı afinitesi diğer enzimlere göre daha 

düĢüktür. 

Bitki, hayvan ve mikroorganizmalarda bulunan Peroksidazlar (POX), hidrojen peroksit 

ile çeĢitli indirgeyiciler arasında indirgenme ve yükseltgenme reaksiyonlarını katalizleyen 

enzim gurubudur. Askorbatperoksidaz ve sınıf3 bitki peroksidazları (guasiol tip peroksidazlar; 

GPX) antioksidan sistemle iliĢkili önemli bitki peroksidazlarıdır. 

APX, bitki hücrelerinin çoğunlukla sitosolünde ve kloroplastlarında bulunur. H2O2‗i 

süpürmekten sorumlu önemli enzimlerdir. Askorbatın H2O2 tarafından oksidasyonunu 

katalizler ve monodehidroaskorbat radikalini (MDA) oluĢtururlar. 4 farklı APX‘in varlığı 

hücrede tespit edilmiĢtir. Bunlar: sitosolik (cAPX) ve glioksizom membranına (gmAPX) bağlı 

kloroplast stromasındaki çözünebilir (sAPX)ve tillakoide bağlı (tAPX) olan APX‘tir (Campa, 

1991). Oksidatif stresle baĢa çıkabilmek için askorbat-glutatyon döngüsü enzimleri büyük 

önem taĢımaktadırlar. APX, askorbik asiti (Asc) elektron verici olarak kullanarak H2O2‗ yi 

indirger (Bowler et al., 1992). Önemli bir diğer döngüde su-su döngüsüdür. Cu/ZnSOD, O
2•-

‗yi H2O2‘ye çevirmesinin ardından tAPX tarafından H2O2 su‘ya dönüĢtürür (Asada, 2006).  

Bu döngü esnasında monodehidro askorbat redüktaz (MDHAR), NAD(P)H veya 

ferrodoksinin indirgeyici gücüyle (Miyake and Asada 1994; Rizhsky et.al., 2003), AsA‘nın 

oksitlenmiĢ bir formu olan monodehidro askorbat (MDHA)‘ı AsA‘ya geri dönüĢtürür 

(Miyake and Asada, 1994; Sano et al.,2005; Asada, 2006; Rizhsky et. al., 2003). MDHA 

moleküllerinin AsA ya çevrilemeyenleri rastgele reaksiyona girerek bir AsA ve bir tane de 

dehidroaskorbat (DHA) oluĢturmaktadır. Burada oluĢan AsA ise redoks reaksiyonlarında 

kullanıma hazır hale gelir. Fakat,  DHA‘nın (AsA‘nın en fazla oksitlenmiĢ formu) ise 

indirgenerek tekrar kullanılabilir hale gelmesi gerekir. Bu da dehidroaskorbat redüktaz 

(DHAR) tarafından gerçekleĢmektedir. DHAR bu reaksiyon boyunca indirgeyici güç olarak 

GSH‘ ı kullanmaktadır. Böylece hücrede en bol bulunan iki redoks çiftinin havuzları ROS‘ un 

süpürülmesi için birbirine bağlanmaktadır. GSH‘ın oksitlenmiĢ formu olan GSSH, DHAR 

tarafından oluĢturulmuĢtur ve glutatyon redüktaz (GR) enzimi ile NAD(P)H kullanılarak 

tekrar GSH‘ a geri dönüĢtürülmektedir. 
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Antioksidan mekanizmanın diğer yarısını oluĢturan enzimatik olmayan antioksidanlara 

ise GSH, AsA,  α-tokoferol, karotenoidler, fenolikler, flavonoidler örnek verilebilir. Bu 

enzimatik olamayan antioksidanlar sadece hücreyi hasarlardan korumakla kalmaz aynı 

zamanda da bitki büyüme ve geliĢmesinde hücre elongasyonu, mitoz, senesens ve hücre 

ölümü gibi olaylarda önemli rollere sahiptirler ( de Pinto and De Gara, 2004).  

Hücrenin sitosol, kloroplast, vakuol, endoplazmik retikulum ve mitokondri gibi birçok 

bölmesinde bulunan Glutatyon, sistein içeren bir tripep olmasından dolayı bitkilerdeki çok 

önemli metabolitlerden biridir (Jimenez et al., 1997). Hücrede redoks dengesinin 

korunmasında büyük öneme sahiptir. GSH‘ın okside formu olan GSSG‘nin GSH‘ a oranı 

H2O2‘nin parçalanması sırasında önemli rol oynamaktadır (Shao et al., 2008). Glutatyonun 

indirgenmiĢ formu potansiyel olarak hidrojen peroksidi, tekli oksijeni ve hidroksil radikali 

gibi diğer radikalleri de süpürebilmektedir (Noctor and Foyer, 1998). Bunun dıĢında,  AsA–

GSH döngüsünde indirgenmiĢ AsA‘ın yenilenmesinde GSH‘ın rolü önemlidir (Halliwell and 

Foyer, 1976).  

Askorbik asit (AsA), doğal formda bol bulunan potansiyel bir oksidandır (Smirnoff, 

2000). Suda çözünebilen bu molekül birçok hücre tipinde, orgenallerde ve apoplastta bulunur. 

AsA mitokondrilerde, hem L-galakton-ƴ-lakton dehidrogenaz ile hem de AsA‘in okside 

formundan yenilenmektedir. Ayrıca, enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlarda elektron 

vericisi olduğu için en güçlü ROS süpürücü olarak kabul edilmektedir. AsA, doğrudan 

süperoksiti, hidroksil radikallerini ve tekli oksijeni baskılayabilir, bunun dıĢında da hidrojen 

peroksiti APX aracılı suya indirgeyebilmektedir (Foyer et al.,1997). Bu görevlerinin dıĢında 

AsA, prostetik geçiĢli metal iyonları taĢıyan enzimlerin aktivitesinin korunmasında da önemli 

bir role sahiptir (Noctor and Foyer, 1998).  

α-tokoferoller, tüm bitkilerde sentezlenen lipofilik antioksidanlardan biridir. Görevleri 

arasında membranları stabilize etmek, oksidatif stres ürünleriyle, çözünür lipidleri ve birçok 

ROS‘u da süpürmek sayılabilir (Wang and Quinn, 2000). Bitkiler abiyotik strese maruz 

kaldıklarında fotosentetik bitki dokularında α-tokoferol seviyeleri artmaktadır ( Munne–Bosch 

and Algere, 2003). 

Plastidlerde fotosentetik ve fotosentetik olmayan bitki dokularında bulunan 

Karotenoidler, bir lipofilik antioksidandır. Sadece bitkilerde değil mikroorganizmalarda da 

bulunurlar. Karotenoidler, antioksidan aktiviteleri ile LPO üretim reaksiyonu ile zincir 
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reaksiyonlarını sonlandırmak, sıcaklık ile üretilen O
2
‘nin süpürülmesi, uyarılmıĢ klorofil 

(Chl*) ve 3Chl* reaksiyonu ile üretilen O
2
‘nin formasyonunu engelleyerek ve son olarak 

ksantofil döngüsü vasıtasıyla yüksek enerji ile uyarımının giderilmesi Ģeklinde fotosentetik 

mekanizmayı korurlar (Parihar et al., 2014).  

Flavonoidler, çoğunlukla bitkilerin yapraklarında, çiçeğe ait organlarda ve polenlerde 

yaygın olarak bulunur. Flavonlar, flavonlar, izoflavonlar ve antosiyaninler olmak üzere 

yapılarına göre gruplandırılmıĢlardır. Flavonoidler, çiçeklerde pigmentasyon, meyve ve 

tohumda üreme ve geliĢme, bitki patojenlerine karĢı savunma, aĢırı enerji ile uyarılma 

durumunda fotosentetik mekanizmayı hasara karĢı koruma ve ikincil ROS süpürücü sistem 

olarak ( Fini et al., 2011) süper oksit süpürülmesinde ve kloroplastik membranların dıĢ 

zarlarında hasarı yatıĢtırmada görevlidirler ( Agati et al., 2012). 

Sonuç olarak tüm bu enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlar ROS ve RNS 

moleküllerinin zararlı etkilerini ortadan kaldırmak için hücrenin pek çok farklı yerinde 

lokalize olarak farklı döngüler aracılığı ile iĢlev görürler. Bilindiği üzere eğer hücre içindeki 

ROS ve RNS gibi moleküllerin miktarı stres aracılığı ile artar ve antioksidanlar ile 

süpürülmez ve üretim ile süpürülme dengesi bozulmuĢ olursa tüm canlılarda hücresel 

hasarlara neden olur. Bu moleküller proteinlerin, lipidlerin, karbohidratların ve DNA‘nın 

hasarına yol açarak hücre ölümlerine neden olmaktadırlar. Bu moleküllerin nükleik asitlerin 

zarar görmesine, proteinlerin oksidasyonuna ve lipid peroksidasyonuna yol açması gibi birçok 

hücresel fonksiyonu etkileyebildiği görülmüĢtür (Foyer and Noctor, 2005). Daha önce de 

bahsedildiği gibi memelilerde nörodejeneratif hastalıklar da bu Ģekilde ortaya çıkmaktadır.  

Bu moleküllerin detoksifikasyonunun öneminin çok büyük olduğu böylece 

görülmektedir. ROS molekülleri ayrıca, mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi farklı 

hücresel kısımların çeĢitli metabolik yolaklarında yan ürün olarak da açığa çıkmaktadır (del 

Rio et al., 2006; Navrot et al., 2007). Bu sebeple ROS miktarının organellerde artıĢı ile de 

organel stresine yol açtığı bilinse de RNS‘ler ile ilgili bilgiler henüz net değildir. Ancak 

NO‘in miktarının Glutamat Reseptörleri aracılığıyla Ca
2+

‘nin artması sonucunda birikimi 

artan NO‘in teĢvik ettiği mitokondri ve ER stresinin de Alzheimer ve Parkinson‘a neden 

olduğu bulunmuĢtur (Forrester et al., 2006). Ancak bitkilerde NO artıĢı ile oluĢan organel 

stresi ile ilgili literatürde bir bilgi bulunmamaktadır. 
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1.9 GLR İlişkili Nörodejeneratif Hastalıklarda Organellerin Rolü 

Ġnsanlarda NO‘in aĢırı üretiminin bir sonucu olarak özellikle ER‘deki proteinlerin S-

nitrosillenmesi, Alzheimer ve Parkinson gibi nörodejeneratif hastalıkların patojenitesine 

neden olmaktadır (Uehara et al., 2006). S-nitrosillenen bu proteinlerden biri, protein disülfit 

izomeraz (PDI)‘dır. PDI‘nın ER içindeki görevi, ER ye bağlı ribozomlarda sentezlenen 

proteinlerin lümen içinde doğru katlanması için, katlanan proteinlere, disülfit bağı eklemektir. 

Ancak hücrede mitokondriyal hasar ya da nöronal glutamat reseptörü (NMDAR) 

aktivasyonundaki artıĢa bağlı nNOS aktivitesindeki artıĢ, hücre içindeki NO üretimini artırır. 

Artan NO, PDI proteinin sistein-tiol grubuna bağlanır, enzimatik aktivitesini inhibe eder. Bu 

durum, ER‘de polyubiquitinleĢmiĢ proteinlerin birikimine neden olur. ER‘de protein 

katlanması bozulur ve UPR (katlanmamıĢ protein yanıtı) aktive olur. Son olarak nöronal 

hücre ölümüne bağlı PD hastalığı oluĢur. Uehara et al. (2006)‘da AD ve PD hastalarının 

beyinlerinde S-nitrosile olmuĢ PDI moleküllerinin biriktiği tespit edilmiĢtir. Bu sonuçlar, 

ER‘de, PDI proteininin NO-aracılı S-nitrosillenmesinin, insanlarda nörodejeneratif 

hastalıklara neden olduğunu göstermektedirler. Ancak bu mekanizma hala tam olarak 

aydınlatılmamıĢtır. 

1.9.1 Mitokondriyal Stres ve Nörodejeneratif Hastalıklar 

Nöronlar metabolik olarak aktif hücrelerdir ve bu sebeple yüksek miktarda enerjiye 

ihtiyaç duyarlar. Hücrenin enerji sentez merkezi olarak bilinen mitokondri, oksidatif 

fosforilasyon ile ATP sentezinde görevlidir. Ancak sadece enerji sentez merkezi değil; 

kalsiyum homeostazisi,  hücre çoğalması,  hücre  büyümesi, aracı metabolizma ve apoptoz 

gibi birçok hücresel fonksiyon için kritik role sahiptir  (Han et al., 2011). Mitokondriyal 

disfonksiyon sürecinde bahsedilen bu hücresel düzenler bozulur ve hücre apoptotik ya da 

nekrotik yola girer. 

Enerji üretimi için gerekli olan oksidatif fosforilasyon mitokondrinin iç zarının iki 

tarafında bir potansiyel fark oluĢturulması gerekir. Elektron taĢıma sistemi (ETS), bu 

potansiyel farkı NADH ve FADH2'nin verdiği yüksek enerjili elektronlardan enerji alarak 

protonları (H+) mitokondri matriksinden zarlar arası bölgeye taĢır. Bunu gerçekleĢtiren ETS 

elemanları; kompleks I, kompleks II, kompleks III, kompleks IV ve kompleks V‘dir. 

Herhangi bir sebeple bu komplekslerden birinin ç inhibe olması durumunda, mitokondriyal 

denge bozularak disfonksiyona uğramaktadır. Bu bozulma ise spesifik olarak belirli 

hastalıklarda gözlemlenmiĢtir. 
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ROS ve RNS‘lerin aĢırı miktarda oluĢması birçok nörodejeneratif hastalıkta nöron 

hasarına ve ölümüne sebebiyet verebilmektedir. Nitrosatif stresin nöronal bozukluk ve ölüme 

sebebiyet veren önemli bir faktör olduğu görülmüĢtür (Lipton, 2006). Aslında son zamanlara 

kadar yapılan çalıĢmalarda nörodejeneratif hastalıklar için düĢünülen en büyük risk faktörü 

yaĢlanma olarak kabul görülmüĢtür (Evans et al., 1989). Bu süreçte mitokondrinin, 

mitokondriyal DNA‘daki (mtDNA) mutasyonların ve ROS‘ların birikmesi sonucu, 

yaĢlanmanın gerçekleĢmesini sağladıkları düĢünülmektedir. Ayrıca bir çalıĢma ile beyindeki 

sitokrom oksidaz aktivitesinin, yaĢlanmayla birlikte biriken mtDNA‘daki nokta 

mutasyonlarıyla ters orantılı olduğunun keĢfi mitokondriyal bozukluk ve nörodejenerasyonun 

birbiri ile iliĢkili olduğunu gösteren baĢka bir kanıttır (Lin et al., 2002). 

Daha önce de bahsedildiği gibi AD, temel olarak hiperfosforile tau proteinlerinin 

kümelenmesi ve amiloid-beta peptidlerden oluĢan (Aβ) (Glenner and Wong 1984) 

ekstraselüler amiloid plaklar sonucu ortaya çıkan intraselüler nörofibriler düğümler ile 

karakterizedir (Nukina and Ihara 1986). Nöronal hücre ölümünün temel sebeplerinden en 

önemlisi; bozulmuĢ Aβ metabolizması, Aβ peptid agregasyonunun tetiklenmesi ve sinaptik 

zarara, nörofibriller düğümlere, inflamatuar cevaba, artan oksidatif strese, hücre ölümüne ve 

sonuç olarak da AD‘ye neden olur. Bu teori yerini giderek artan kanıtlar ile Ca
2+

 

homeostazisinin bozulması, Aβ‘ların salgı yolaklarında birikmesi sonucunda mitokondriyal 

disfonksiyona neden olmasıdır. Bu mitokondride Aβ varlığı ve artan ROS gibi intraselüler 

lezyonlarla bağlantılı olduğu Ģeklindedir (Manfredi and Beal 2000; Reddy and Beal 2005; 

Reddy and Beal 2008). Bu yüzden AD ile mitokondri iliĢkilendirilmiĢtir.  

Beyin, nörotransmisyon için yüksek miktarda enerjiye ihtiyacı duymasından dolayı 

mitokondriler sinapslarda çok miktarda bulunmaktadır. Bu sebeple AD‘li beyinlerde yapılan 

çalıĢmalarda mitokondri sayılarında azalma ve azalmıĢ enerji metabolizması en erken teĢhis 

edilen bozulmalar olarak görülmüĢtür (Hirai et al., 2001). Bunlara ek olarak AD‘li kiĢilerin 

beyinlerinde alfa-ketoglutarat dehidrogenaz ve pirüvat dehidrogenazın (Sorbi et al., 1983; 

Gibson et al., 1998), ayrıca sitokrom c oksidazın da aktivitesinin azaldığı gösterilmiĢtir. 

Literatürdeki sonuçların hepsi değerlendirildiğinde, tüm enzimlerin fonksiyonlarının Aβ 

varlığında bozunmaya uğraması sebebiyle, kademeli amiloid teorisi ve mitokondriyal 

disfonksiyon arasında bir iliĢki olduğu önerilmiĢtir (Casley et al., 2002). 

Dünya popülasyonunda en sık görülen ikinci nörodejeneratif hastalık olan PD‘nin 

oluĢumunda, substantia nigra pars kompakta olarak bilinen bölgedeki dopaminerjik nöronların 
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kaybı ve intrasitoplazmik inklüzyonlar olan, fibriller α-sinüklein'den oluĢan Lewy cisimcikleri 

etkilidir (Spillantini et al., 1997). Yapılan çalıĢmalarada mitokondriyal disfonksiyonun PD ile 

bağlantılı olduğu görülmüĢtür (Chen and Chan, 2009). PD hastalarından alınan örneklerde 

mitokondrideki kompleks I‘in bozulduğu gösterilmiĢtir (Mann et al.,1994). Bu hastalık ile 

ilgili yapılan çalıĢmalarda α-sinüklein‘deki mutasyonlar (Polymeropoulos et al., 1997) ve 

ardından da parkin mutasyonlarının (Kitada et al., 1998) belirlenmesi gerçekleĢmiĢtir. Ayrıca 

α-sinüklein‘in Lewy cisimciklerinin ana yapısını oluĢturduğu tespit edilmiĢ, bu sebeple α-

sinüklein‘in agregat oluĢumunda temel ve tek sebep olduğu düĢünülmüĢ olsa da, daha sonra 

oksidatif stres ve α-sinüklein kümelenmesi arasında ciddi bir bağlantı olduğu görülmüĢtür 

(Convey et al., 2001). Ardından redoks sensörü olan DJ1‘de, fosfataz ve tensin homoloğu 

indüklü kinaz 1‘de (PTEN indüklü kinaz 1) gözlemlenen mutasyonların tespiti (Valente et al., 

2004), oksidatif stresin ve mitokondriyal disfonksiyonun PD patogenezinde öncül role sahip 

olduğu fikrini güçlendirmiĢtir. Ayrıca kompleks I‘deki bozulma ile birlikte glutatyon 

azalmasının, kompleks I inhibisyonu ile oksidatif stresin birbiriyle alakalı ve eĢ zamanlı 

gerçekleĢen olaylar olduğunu göstermiĢtir (Wood-Kaczmar et al., 2008). Bunun dıĢında, 

kompleks I‘in inhibisyonu sadece mitokondriyal ATP üretiminde düĢüĢe sebep olmakla 

kalmaz, lipid peroksidasyonuna ve süperoksit radikallerin oluĢumuna da sebep olur. Oksijen 

radikalleri ve intraselüler ATP kaybının yapılan çalıĢmalarda görülmesi de bu durumun hücre 

ölümüne sebebiyet vermesini açıklar niteliktedir.  

Bahsedilen mekanizmalar dıĢında son yıllarda mitokondriyal disfonksiyonun Glutamat 

Reseptörleri ile iliĢkisi araĢtırılmasının gerekliliği vurgulanmaktadır. Nörodejenerasyon, 

oksidatif stres ve inflamasyonda mitokondriyal disfonksiyon çoğunlukla aydınlatılmıĢken, son 

zamanlarda, yapılan çalıĢmalar ile glutamat kaynaklı nörotoksisiteye iliĢkin çoklu 

mekanizmalar aydınlatılmaya çalıĢılmaktadır (Manucha, 2017).  

Glutamat iletiminin, Ca
2+

 homeostazı ve mitokondriyal fonksiyona güçlü bir Ģekilde 

bağlı olduğu bilinmektedir (Samaili et al., 2011). Ayrıca, apoptoz normal hücresel beyin 

geliĢimi ve/veya bakımı için bir düzenlenmiĢ süreçtir. Ancak nörodejenerasyonlu hastalarda 

mitokondriyal solunum (Brown and Vilalta, 2015) mekanizmasının açık bir Ģekilde deregüle 

olduğu ve oksidatif stresin arttığı gözlenmiĢtir. Bu sebeple, nörotoksisite için çeĢitli hipotezler 

önerilmiĢtir. Bu hipotezler, glutamat aracılı uyarıcı toksisiteye bağlı mitokondriyal iĢlev 

bozuklukları ve oksidatif stresi içeren hipotezlerdir. Bu bağlamda, glutamat aracılı uyarıcı 

toksisite, oksidatif stres ve mitokondriyal iĢlev bozuklukları; serebral iskemi, travmatik beyin 
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yaralanması, PD, AD, Huntington hastalığı ve amiyotrofik lateral sklerozda nöronal ölüme 

yol açan ortak bileĢenlerdir (Chabrier et al., 1999). Sorokina et al. (2010)‘da yapılan 

çalıĢmada, NO'nun doymamıĢ yağ asitlerini okside ettiği, serum albuminin hidrolitik olarak 

uzaklaĢtırıldıktan sonra onları bağlama yeteneği gösterilmiĢtir. Böylece serum albuminin, 

glutamat nörotoksisitesini artırdığını ve nöronal membranlardaki diğer serbest radikallerin 

toksik etkilerinin kötüleĢmesine sebep olduğunu öne sürmüĢlerdir. Ayrıca, NO hem tek baĢına 

hem de süperoksit anyonu ve peroksinirit ile birlikte nörodejenerasyonun baskın bir 

etkileyicisi olarak ortaya çıkmaktadır (Chabrier et al., 1999). Bu sebeple, baĢlıca 

nörodejeneratif hastalıkların etiyolojisi hala tam olarak bilinmemekle birlikte, artan kanıtlar, 

bu hastalıkların temelinde yatan oksidatif stres sürecinde glutamat ve mitokondrilerin önemli 

rol oynadığını göstermektedir (Cassano et al., 2016). Ayrıca, eldeki verilere ıĢığında özellikle 

dikkat çeken nokta, NO yolaklarının, glutamat tarafından indüklenen apoptozda 

mitokondriyal iĢlev bozukluğu ile iliĢkilendirilmiĢ olmasıdır (Manucha, 2017).  

 Glutamatın nörotransmitter olarak rolü potansiyel olarak uyarıcı toksiktir. Birçok 

nörotransmitter potansiyel olarak uyarıcı toksik hücre hasarına neden olabilirken, glutamatın 

güçlü etkisi nedeniyle temel katkı sağlayan olarak kabul edilir. Çünkü iGluR aracılığıyla 

hücre içi kalsiyumu artar ve bu nedenle seviyelerini düzenlemek için karmaĢık bir mekanizma 

etkindir. Bu bağlamda, özellikle merkezi sinir sisteminde NO'nun oynadığı merkezi rol, 

mevcut literatürde yerini almıĢtır (Krishnamurthy and Laskowitz, 2016). Merkezi sinir 

sisteminde NO'nun salınımı için en yüksek uyarı, glutamat tarafından NMDA reseptörlerinin 

aktivasyonu ile gerçekleĢir. Dawson et al. (1991) tarafından yapılan bir çalıĢmada, glutamatın 

nörotoksisitesinin NO aracılıklı olduğu belirlenmiĢtir. Nörotoksisite ile iliĢkilendirilen serbest 

radikal oluĢumunu ve NO'nun reaktif bir serbest radikal olduğunu bu çalıĢmada öne 

sürmüĢlerdir. Son çalıĢmalar ile NO‘in mitokondriyal solunumu inhibe edebilmesi ve 

hücrelerin oksidatif stresle baĢa çıkma yeteneğini azaltabiliyor olması bunu kanıtlar 

niteliktedir. Özellikle yüksek konsantrasyonlarda NO, mitokondriyal solunum zincirinin 

kompleks I, II, III, IV ve V geri dönüĢümsüz olarak inhibe ederken, fizyolojik düzeyde NO 

sitokrom oksidazı geri dönüĢümlü olarak azaltmaktadır (Dai et al., 2013).  

Nörotoksisite mekanizmaları, glutamatın NMDA reseptörlerini aktive etmesi, nNOS ve 

iNOS tarafından NO'nun üretilmesi, DNA'ya oksidatif zarar verilmesi ve DNA hasar algılama 

enzimi olan poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) aktivasyonunu gerçekleĢmesi sürecini 

içermektedir. Bu bağlamda, mitokondrilerden çekirdeğe bir mitokondriyal protein olan 
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apoptoz indüksiyon faktörünün (AIF) transloke olması ile PARP aktivasyonuna bağlı olarak 

artan eksitotoksisite nedeniyle hücre ölümünde önemli bir rol oynar (Wang et al., 2003).  

Ayrıca, mitokondriyal disfonksiyonun tetikleyicisi olarak Ca
2+

‘nin mitokondrideki 

birikimi önemli bir role sahip olabilmektedir. Nöronlardaki aĢırı Ca
2+

 artıĢı, glutamatın 

nörotoksisitesi ile iliĢkili mitokondriyal kalsiyum alımına bağlı olsa da, mitokondriyal 

toksisite için NO üretimi de gereklidir. NMDA reseptör aktivasyonu tarafından sağlanan Ca
2+

 

artıĢı böylece NO ile iliĢkilidir ve böylece birlikte mitokondriyal membran potansiyelinin 

bozulmasına ve hücre ölümüne sebep olabilmektedir (Duchen, 2004).  

Sonuç olarak, temel nörodejeneratif hastalıkların etiyolojisi halen bilinmemekle birlikte, 

son yapılan çalıĢmalar ile birlikte artan kanıtlar glutamat ve mitokondrilerin bu hastalıkların 

temelinde yatan oksidatif stres sürecinde önemli rol oynadığını göstermektedir. Ayrıca, 

mevcut bilgiye göre, mitokondriyal disfonksiyonla iliĢkilendirilen NO yolaklarının 

nörotoksisiteden kaynaklanan apoptozda ortaya çıkan yeni rolü ise halen tartıĢılmaktadır. Tüm 

literatür değerlendirildiğinde, kanıtlar NO yolaklarının modülasyonunun apoptoz inhibitörü 

olarak nöronlarda oksidatif hasarı önleyebileceğini göstermektedir. Ancak, NO aracılı 

sinyallemenin beyindeki ortaya çıkan yönleri ve bunların nörotoksisiteyle ve nörodejeneratif 

hastalıkların geliĢimiyle nasıl iliĢkili olabileceği konusunda tartıĢmalar uzun süre devam 

edecek gibi görünmektedir (Manucha, 2017). 

1.9.2 Endoplazmik Retikulum Stresi ve Nörodejeneratif Hastalıklar 

ER, salgılanmak üzere belirlenen, hücre zarı, golgi ve lizozomlar için sentez ve 

katlanma yeri olan proteinlerin yeridir (Oyadomari et al., 2002; Schröder and Kaufman,2005). 

ER; yeni sentezlenen proteinlerin katlanması ve birleĢtirilmesi, glikolizasyon, disülfit 

bağlarının oluĢumu gibi pek çok önemli iĢleve sahiptir. Proteinler doğru yapıya katlanmalı ve 

ER'de uygun Ģekilde düzenlenmelidir. Eğer proteinler katlanamaz veya yanlıĢ katlanırsa 

golgiye ulaĢtırılamaz. Bu anormal proteinlerin ER'de birikir. Böylece ER fonksiyonu bozulur. 

Tüm bunların sonucu olarak hücrenin hayatta kalması tehdit altına girebilir. Stresli ortamlara 

uyum, hücresel protein üretiminin ve profilinin yeniden programlanmasını gerektirir (Kosová 

et al., 2011), bu da protein sentezi yükünü artırır. Bu tür koĢullarda, katlanmamıĢ veya hatalı 

katlanmıĢ proteinler ER lümeninde birikerek ER stresine neden olur. ER stresi, 

anormal/katlanmamıĢ proteinlerin tanınması, protein katlama kapasitesinin indüksiyonu ve 

nihayetinde protein bozunum süreçlerini içeren katlanmamıĢ protein yanıtı (UPR) tarafından 

algılanır (Iwata ve Koizumi, 2012; Howell, 2013). ER ayrıca hücresel Ca
2+

 depolama görevi 
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de üstlenir ve sarkoplazmik/endoplazmik retikulum Ca
2+

-ATPazı (SERCA) aracılığıyla 

Ca
2+

'yi ER lümenine pompalar ve inositol 1, 4, 5-trisfosfat (inositol trifosfat [IP3] reseptörü 

ve/veya ryanodin reseptörü [RyR]) tarafından ise ER'den Ca
2+

 salarak, Ca
2+

 homeostazında 

önemli bir rol oynamaktadır (Oyadomari et al., 2002; Schröder and Kaufman,2005). Yeni 

sentezlenen proteinlerin katlanması ve disülfit bağlarının oluĢumu gibi ER fonksiyonları için 

ER'deki bu yüksek Ca
2+

 konsantrasyonu gereklidir. Çünkü calretikulin, calneksin ve protein 

disülfit izomerazı gibi birkaç ER Ģaperonunun fonksiyonları yüksek Ca
2+

 konsantrasyonuna 

bağlıdır. Bu nedenle, ER'deki Ca
2+

 homeostazının bozulması ER‘nin iĢlevini bozmaktadır 

(Schröder and Kaufman,2005). Ayrıca bunun dıĢında, fazla miktarda NO'nun ER‘deki Ca
2+

 

homeostazını bozduğu bildirilmiĢtir. ER'nin iĢlevini düzgün Ģekilde yerine getirebilmesi, 

hücrenin hayatta kalması için esastır ve iĢlevinin bozulması hücresel hasara ve apoptoza yol 

açmaktadır. ER'deki protein olgunlaĢma süreçleri karmaĢıktır ve çeĢitli hücresel stresler 

tarafından kolaylıkla bozulabilmektedir. Sitosolik Ca
2+

 homeostazının bozulması da ER'deki 

Ca
2+

 homeostazını ve Ca
2+

 bağımlı protein katlanma süreçlerini etkiler. Pek çok hastalıkta, 

redoks düzenlemesinin bozulması veya artan ROS üretimi ER stresi yolunun aktive olmasında 

rol oynayabilir. Birçok sistein, S-S bağları oluĢturmak için ER'de oksitlenir. Ancak bu 

reaksiyonda oluĢan elektronlar moleküler oksijene aktarılır. Bu nedenle, bu reaksiyonlar 

hücrenin indirgeyici kapasitesini artırmaz. Ayrıca, yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin S-S bağları 

sitosole geri taĢınmadan önce indirgenmesi gerekir. Bu nedenle, ER büyük miktarda 

indirgeyici kapasite tüketir ve ER fonksiyonları hücre içi redoks durumlarına bağlıdır. 

Oksidatif stresin hem ER stresini indükleyici hem de hızlandırıcı olduğu düĢünülmektedir 

(Schröder and Kaufman,2005).  

ER fonksiyonu bozulduğunda ve ER'de katlanmamıĢ veya yanlıĢ katlanmıĢ proteinler 

biriktiğinde, ER stres yanıtı yolu aktive olur (Credle et al., 2005). Ardından ER 

fonksiyonlarını düzeltmek veya sürdürmek için çalıĢır. ER zarında 3 adet ER stres sensörü 

bulunmaktadır (Ire1, ATF6 ve PERK) (Yoshida et al., 1998). Stres altında olmayan durumda, 

ER Ģaperonu BiP3, ER stres sensörünün ER lümen bölgesine bağlanmıĢtır. ER'de 

katlanmamıĢ veya yanlıĢ katlanmıĢ proteinler biriktiğinde, BiP ER stres sensörlerinden ayrılır 

ve o anormal proteinlere bağlanır (Bertolotti et al., 2000). BiP'nin ayrılması ER stres 

sensörlerinin aktive olmasını tetikler. Böylece, Ire1 ve PERK dimer oluĢumuyla aktive olur, 

bunun ardından otofosforile olurlar ve ATF6'nın aktif olmayan formu (p90ATF6) golgiye 

taĢınır. Site-1 proteaz (S1P) ve Site-2 proteaz (S2P) tarafından 2 basamaklı bir kesilmeyle 

aktive edilirler. Böylece ATF6 aktif formu (p50ATF6) oluĢur. p50ATF6 aktif formu nükleusa 
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taĢınır ve ER stresle iliĢkili genlerin transkripsiyonel aktivatörü olarak iĢlev görürler (Shen et 

al., 2002). ER stres yanıtı evreleri 4 baĢlık altında toplanabilmektedir (Yoshida et al., 2003). 

Ġlk evre, PERK tarafından aktive edilen eIF-2α (ökaryotik baĢlatma faktörü 2'nin α alt birimi) 

fosforilasyonu aracılığıyla yeni sentezlenen proteinlerin yükünün azaltılması sonucu 

translasyonel zayıflamayı içerir (Harding et al., 2000). Ġkinci evre, ER'deki katlanma 

aktivitesini artırmak için BiP gibi ER Ģaperonlarının indüksiyonunu içerir. Üçüncü evre, 

katlanmamıĢ veya yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin sitozolde ubikuitin-proteazom sistemi 

aracılığıyla ER'de parçalanmasıdır. Bu sistem ER stresi ile iliĢkili bozulma (ERAD) olarak 

adlandırılır. Eğer ER fonksiyonunu kurtarmak için uyarıcılar çok Ģiddetli ise, hasarlı hücreleri 

uzaklaĢtırmak için apoptoz yolakları aktive olur. ER stres koĢullarında, bu 4 yanıt evresi 

zamanla değiĢen bir geçiĢ gösterebilmektedir (Yoshida et al., 2003). 

Eğer ER fonksiyonları ciddi Ģekilde bozulursa, hasarlı hücreleri ortadan kaldırarak 

bütün vücudu korumak amacıyla apoptozis yolakları aktive olur. ER stres aracılı apoptozisin 

bilinen yolakları; C/EBP homolog protein (CHOP) geninin transkripsiyonel aktivasyonu 

(Oyadomari and Mori, 2004), Ire1-TRAF2-ASK1-MAP kinaz yolağının aktive olması 

(Matsukawa et al., 2004) ve ER ile iliĢkili caspase-12'nin aktive olması Ģeklinde gerçekleĢir 

(Nakagawa et al., 2000).   

NO'nun aĢırı üretimi, pek çok hastalıkta NO aracılı apoptozun sıkça gözlendiği 

durumlarla iliĢkilendirilmiĢtir. NO'nun proteinler ve nükleik asitlerle reaksiyonlara girerek 

apoptoza neden olan çeĢitli sitotoksik etkileri olduğu bilinmektedir. Ancak hücre ölümü 

kaskadı tam olarak aydınlatılamamıĢtır. Genel olarak, NO'nun p53 indüksiyonu ve poli (ADP-

riboz) polimeraz (PARP) aktivasyonu yoluyla hücre ölümüne yol açan DNA hasarını 

indüklediği düĢünülmektedir (Harris and Levine, 2005). Stresiz koĢullarda, p53 hızla 

parçalanır, hücrelerdeki p53 protein düzeyi çok düĢüktür. DNA hasarına yanıt olarak p53, 

ciddi DNA hasarı durumunda programlanmıĢ hücre ölümünü indükler. P53 birikimi 

tarafından indüklenen apoptoz, mitokondri yolakları aracılığıyla gerçekleĢir (Messmer and, 

Brüne, 1996). Ancak, NO'nun p53-eksik mikroglia hücre hatlarında bile apoptozu 

indüklediğini bulunmuĢtur. Ayrıca, pankreas β hücreleri ve makrofajlar gibi hücre tiplerinde 

bile Ģiddetli DNA hasarı oluĢturmasa da düĢük konsantrasyonlardaki NO'nun apoptozu 

indüklediğini bulunmuĢtur (Oyadomari et al., 2001). ER stres yolu, en azından bazı hücre 

tiplerinde, NO tarafından indüklenen apoptozda rol oynamaktadır (Oyadomari et al., 2002). 
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NO'nun ER stres yolunu nasıl aktive ettiği hakkında bazı çalıĢmalar mevcuttur. Bu 

çalıĢmalarda görülmüĢtür ki; Kalretikülin, Ca
2+

 bağlayıcı bir ER Ģaperonudur ve aĢırı 

ekspresyonu ER'deki Ca
2+

 içeriğini artırır böylece hücreleri NO aracılı apoptozdan korur 

(Oyadomari et al., 2001). Daha önce belirtildiği gibi, protein katlanması için ER 

Ģaperonlarının bazıları Ca
2+

 bağımlı proteinlerdir, bu nedenle ER'deki Ca
2+

 homeostasisinin 

korunması büyük önem taĢır. NO'nun, kanal benzeri alan içindeki tirozin nitratlama yoluyla 

SERCA'nın Ca
2+

-ATPaz aktivitesini inhibe ettiği ve S-nitrosilasyon yoluyla RyR1 ve RyR2 

aktivitelerini artırdığı rapor edilmiĢtir (Xu et al., 1999).  Böylece NO, SERCA aracılığıyla 

sitozolden Ca
2+

 alımını inhibe ederek veya RyR aracılığıyla sitosole Ca
2+

 salınımını aktive 

ederek ER Ca
2+

 seviyesini azalttığı düĢünülmektedir (Gotoh and Mori, 2006).  

UPR sinyal yolağı memeli ve mayalarda yoğun olarak karakterize edilmiĢtir. BiP, IRE1, 

ATF6, Kalretikulin ve PDI gibi bazı yolak homologları bitkilerde de tanımlanmıĢtır (PERK‘in 

homoloğuna bitkilerde rastlanmamıĢtır) (Lu and Christopher, 2008). ER‘de aĢırı miktardaki 

katlanmamıĢ proteinler BiP‘e bağlanır. BiP, dimerizasyonuna ve aktivasyonuna neden olan 

bir protein kinaz-ribonükleaz olan IRE1 hibrit lümen sensöründen serbest bırakılır. 

Memelilerde BiP‘in serbest bırakılması UPR ile düzenlenmiĢ genlerin aktivasyonuna aracılık 

eden ATF6 transkripsiyon faktörünü de aktive eder (Lee et al., 2002). Bitkilerde ATF6 

benzeri transkripsiyon faktörü olarak AtbZIP60 bulunmaktadır (Iwata ve Kouzumi, 2005). 

Ancak XBP1 transkripsiyon faktörü ve translasyonel düzenleyici PERK (Harding et al., 2000) 

Arabidopsis‘te bulunmamaktadır.  

ER stresi, hayvan sistemlerinde, çeĢitli hastalıklarda rol oynadıkları için ROS 

metabolizması gibi diğer metabolik süreçlerle yoğun bir Ģekilde iliĢkilendirilmiĢtir. Bununla 

birlikte, bitkilerde araĢtırmalar daha çok ER stresinin algılanma mekanizmasının 

aydınlatılmasına ve çeĢitli UPR ve ERAD bileĢenlerinin tanımlanmasına odaklanmıĢtır (Iwata 

and Koizumi, 2005; Liu ve Howell, 2010; Srivastava et al., 2013). Bitkilerde ROS-redoks 

düzenlemesinde ER stresi ile ilgili bilgiler, hayvan ve maya sistemleriyle karĢılaĢtırıldığında 

henüz baĢlangıç aĢamasındadır. Hayvan sistemlerine benzer Ģekilde, bitkilerde de ER stresi 

oksidatif yükü artırır ve ER stresin Ģiddetine bağlı olarak oksidatif strese neden olabilir 

(Ozgur et al., 2014). Ayrıca, ER stresi, NADPH oksidaz aracılığıyla ROS sinyalleĢmesini 

tetikler, antioksidan savunmayı indükler ve glutatyonun redoks durumunu değiĢtirir (Ozgur et 

al., 2014; Uzilday et al., 2018). Bunun dıĢında, özellikle mitokondri gibi farklı hücresel 

bölmelerde ROS birikiminin fazlalığı UPR'yi tetikleyebilir (Ozgur et al., 2015). Bu bulgular, 
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bitkilerde ER stresi ile ROS birikimi arasında karĢılıklı bir iliĢki olduğunu gösterir. Böylece 

bu durumun pozitif bir geri besleme mekanizması olarak değerlendirilebileceğini 

göstermektedir.  

Hayvanlarda, nitrosatif stres ve ER stresi arasındaki iliĢkiye dair doğrudan kanıtlar 

mevcuttur. Diyabet hastalığına sahip bireylerin kalplerinde, hücresel metabolizmayı, oksidatif 

stresi ve immün homeostazı düzenleyen bir transkripsiyon faktörü, nitrosatif stres ve ER stresi 

yanıtlarını da iletmesi örnek olarak verilebilmektedir (Guo et al., 2014). Ayrıca, PDI'nin 

NO'nun bir tiolle S-nitrosilasyonunun artması, proteinin yanlıĢ katlanmasını ve 

nörodejenerasyonu teĢvik etmiĢtir (Uehara, 2007).  

Bahsedildiği gibi fazla miktarda NO ve RNS, AD ve PD gibi nörodejeneratif 

bozuklukların (NDD) patogeneziyle de iliĢkilendirilnektedir (Calabrese et al., 2000). Sonraki 

bulgular, apoptozun bu bozuklukların temel süreçlerinden biri olduğunu göstermiĢtir 

(Mattson, 2000). Uehara et al. (2007)‘a göre, NO aracılı S-nitrosilasyonun PDI fonksiyonunu 

inhibe ettiği ve böylece de ER‘de düzensiz protein katlanmasına neden olduğu, sonuç olarak 

ise nöronal hücre ölümünü teĢvik eden ER stresine yol açtığı gösterilmiĢtir. Böylece, bu 

bulgular, NDD'de düzensiz protein S-nitrosilasyonunun (nitrosatif stresin) rolüne iliĢkin 

kanıtlar sunmaktadır. Bu kanıtlar ER disfonksiyonunun NO kaynaklı hücresel stresi 

nörodejenerasyonla birleĢtiren kritik bir ortak faktör olarak hizmet edebileceğini 

göstermektedir.  

NO aracılı nöromodülasyonu ve nörodejenerasyonda NMDAR, merkezi bir rol 

içermektedir. NMDAR'ların aktive edilmesi, Ca
2+

 akıĢını tetikler ve bunun sonucunda 

nöronlarda baskın NO sentezleyici enzim olan nNOS aktive olur (Dawson et al., 1991). Bu 

aktivite ile birçok protein S-nitrosile edilir (Jaffrey, et al., 2001) bu da nöronal hücre ölümünü 

kolaylaĢtırır. 

Ayrıca, PD'nin en iyi kabul görmüĢ laboratuvar modeli, mitokondriyal kompleks I'in 

inhibitörleri olan rotenon veya 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) ile 

mitokondriyal disfonksiyonun indüklenmesine dayanmaktadır (Zhang et al., 2006). Daha önce 

de bahsedildiği gibi ROS üretimi ve ATP tükenmesi sonucu ortaya çıkar. Rotenon veya 

MPTP ile kompleks 1'in inhibisyonu, yalnızca ROS üretimine değil, aynı zamanda belirgin bir 

RNS artıĢına da yol açar (Chung et al., 2004; He et al., 2003). Bu artıĢın nedeni, nöronal 

depolarizasyon ve ATP tükenmesi ile tanımlanırken aynı zamanda voltaj bağımlı Ca
2+

 giriĢine 
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de bağlı olabilir (Abou-Sleiman et al., 2006). Ancak mitokondriler kendileri de hem kalsiyum 

hem de NO (NOS ve nitrittten elde edilen) kaynakları olarak hizmet edebilir (Kozlov et al., 

1999). NO'nun kendisi, S-nitrosilasyon yoluyla, kompleks 1'in iyi karakterize edilmiĢ bir 

inhibitörü olarak da etki gösterebilmektedir (Clementi et al., 1998). Bu olaylar, RNS üretimi, 

mitokondriyal disfonksiyon ve nihayetinde hücre ölümü için bir kısır döngü oluĢturur. 

Böylece, mitokondriyal NO üretiminin düzenlenmemiĢ veya aĢırı protein S-nitrosilasyonu ile 

(mitokondriyal ROS üretimi tarafından indüklenen protein oksidasyonuna ek olarak) nöronal 

hücre ölümüne katkıda bulunduğunu göstermektedir.  

PDI'lar, tiol/disülfit oksidoreduktazların çeĢitli bir ailesidir ve her biri iki tioredoksin 

(Trx) alanına sahiptir (Ellgaard and Ruddock, 2005). Uehara et al. (2007)‘a göre, PDI'ın 

mitokondriyal disfonksiyonu (rotenon) veya NMDAR aktivasyonunu takiben S-nitrosile 

edildiği (SNO-PDI) ve SNO-PDI'nın tanımlanan iĢlevlerini yerine getirmediği belirlenmiĢtir. 

Nöronlarda PDI'ın S-nitrozilasyonu, synphilin katlanmasında (PD'nin bir özelliği) hatalı 

oluĢumuna neden olur. Ayrıca, SNO-PDI molekülü ile ER stresi ve sonraki UPR yolunun 

aktivite olmasına neden olmaktadır. Bu bulgularla uyumlu olarak, PDI‘ın aĢırı ekspresyonu, 

NMDAR'a bağlı ER stresine, poliübikitinilasyona ve apoptoza karĢı koruma sağlar. Bu 

koruma, PDI'ın aktif bölge sisteinlerine bağlıdır. Bu nedenle, NMDAR aktivasyonu ve 

mitokondriyal disfonksiyon gibi iki paradigmatik nörotoksik uyaranı PDI'ın S-nitrozilasyonu 

ile bağlantılı hale getirmiĢlerdir (Uehara et al., 2007). Bu bulguların insan NDD etiyolojisi 

için doğrudan önemlidir. SNO-PDI'ın PD veya AD hastalarının beyinlerinde bulunduğu ve 

normal beyinlerde ise bulunmadığını göstererek kanıtlanmıĢtır. Ayrıca, PDI ve diğer birkaç 

redoks enzimi gibi çift sisteini bulunan proteinlerin NO tarafından modifikasyonunun bir 

nitroksil disülfide (SNO2; ġekil 1) dönüĢebileceği önerilmiĢtir (Uehara et al., 2007). Ayrıca, 

PDI'nın redoks döngüsünde sınırlayıcı bir adımı olan PDI'nın Ero1'e bağımlı oksidasyonu 

(Mezghrani et al., 2001; Molteni et al., 2004), SNO-PDI, katlanmayan protein ve Ero1 

tarafından yeniden üretilmeyen bir durumda bağlı kalabilir. Bu analiz, ROS'un (oksidatif 

stres) ve RNS'nin (nitrosatif stres) ER'de önemli ölçüde farklı etkilere sahip olabileceğini 

düĢündürmektedir. Bu durumun en büyük çıkarımı ise, PDI'nın ROS'a bağımlı oksidasyonu, 

muhtemelen aktif bölge disülfiti üretmesi ve böylece Ero1 için bir substrat olarak kalması 

Ģeklinde iĢlevsel olması iken, Nitrosatif stresin, ER stresinin daha olası bir nedeni 

olabileceğinin düĢünülmesidir. Bu sebepler doğrultusunda, bu farklılıklara neden olan 

biyokimyasal ve hücresel özellikler, aynı zamanda ER'deki S-nitrosilasyonun rolleri, 

gelecekteki araĢtırmalar için ilgi çekici konular olarak araĢtırılmaya devam edecektir. 
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ġekil 2 NMDAR iliĢkili NO artıĢının Organellere Etkisi (Forrester et al., 2006) 

Daha önce de bahsedildiği gibi, bitki biyolojisinde yapılan araĢtırmalar bu hücresel 

yolakta görev alan bazı genlerin ve proteinlerin (NMDAR, PDI, BiP, IRE1, Kalretikulin gibi) 

ortologlarının Arabidopsis‘te de bulunduğunu kanıtlamıĢtır. Bitkilerde Ca
2+

 kanalları ile ilgili 

pek çok çalıĢma bugüne kadar yapılmıĢ olsa da GLR ile iliĢkili çalıĢmalar henüz yenidir ve 

bahsedilen yolak ile ilgili bir çalıĢma literatürde yoktur. Bilindiği gibi, bitki geliĢimi sırasında 

Ca
2+

 sinyallemesinin temel rolü ve (a)biyotik stres tepkileri, olası Ca
2+

 taĢıma sistemlerinin 

moleküler yapısının keĢfi ve karakterizasyonu onlarca yıldır çalıĢılmakta ve halen devam 

etmektedir. Ġlginç olarak, 2014 yılında ilk kez Forde ve Roberts tarafından bitki bağıĢıklık 

tepkileri sırasında Ca
2+

 akıĢına GLR‘lerin etkisi araĢtırılmıĢtır. ġu ana kadar ki AtGLR'lerin 

fizyolojik sonuçları Ca
2+

 salınması ile bağlantılıdır. Benzer Ģekilde, bazı uyaranların Ca
2+

 

aracılı bir yanıtı tetiklediği ve membran voltajındaki değiĢikliklerin hem sinyal verme (voltaj 

kapılı kanallar aracılığıyla) hem de yanıt (potansiyelin artması) sırasındaki süreçte önemli bir 

rol oynadığı görülmüĢtür (Hedrich, 2012). Bitkilerin, nöronlar gibi özel hücrelere sahip 

olmasalar da elektrik sinyalleri üretip yayabilen, uyarılabilir hücreleri olduğu bulunmuĢtur 

(Gallé et al., 2015; Hedrich et al., 2016). Aslında, bitkilerdeki biyo-elektrik fenomeni, bir 

asırdan daha uzun bir süre önce yaygın bir Ģekilde karakterize edilmiĢtir. (Bose, 1913). 

Bitkilerdeki aksonlara en yakın yapı, elektrik sinyallemesi için düĢük dirençli bir yol 

sergileyen, simplastik bir doku olan floemdir. Bir çalıĢmada, tırtıl kaynaklı yaralanmadan 

sonra Arabidopsis yapraklarında, yanıt olarak floem boyunca bir elektrik sinyalini oluĢturmak 

ve yaymak için AtGLR'lerin çok önemli rolü olduğu gösterilmiĢtir (Mousavi et al., 2013) Bu 
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sonuçlar, AtGLR'lerin elektrik sinyalinin Ģeklini ve yoğunluğunu düzenleyebileceğini, 

organlara yayılmasını kontrol edebildiğini, böylece nöronlarda olduğu kadar karmaĢık 

olabilen AtGLR aracılı elektrik sinyallerinin düzenlemesini sağladığını göstermiĢtir (Wudick 

et al., 2018). Bu da bitki ve hayvanlar arasında pek çok ortak yolağın olduğunun kanıtıdır. En 

büyük kanıt olarak ise, Vatsa et al. (2011)‘de yapılan çalıĢmada ilk kez GLR aracılı NO 

artıĢının bitkilerde de gerçekleĢtiği belirlenmiĢtir.  

Özetle; bilindiği üzere Arabidopsis thaliana bitki biyolojisinin model organizması 

olarak pek çok çalıĢmada kullanılmaktadır. Bunun dıĢında, son yıllarda özellikle insan 

hastalıklarının temelini oluĢturan moleküler mekanizmaların anlaĢılmasında da çok değerli bir 

araç olarak gösterilmektedir. A. thaliana ve insan genomları karĢılaĢtırıldığında, insan 

hastalıklarına neden olan genlerin yüksek yüzdesinin Arabidopsis‘te de var olduğu 

tanımlanmıĢtır (Xu and Moller, 2011). Arabidopsis‘in kullanıldığı bilimsel çalıĢmalardan elde 

edilen sonuçlarla, insanlardaki nörodejeneratif hastalıkların oluĢumuna neden olan hücresel 

yolaklardaki eksiklikler tamamlanmaya çalıĢılmaktadır. Yapılan araĢtırmalar, PreP (Pre-

sequence Proteaz)  ve DJ-1/PARK (Parkinson iliĢkili gen DJ-1) genlerindeki mutasyonların 

yanında beyin hücre zarındaki NMDAR (Glutamat reseptörü) aracılıklı NO birikiminin teĢvik 

ettiği, PDI  (Protein Disülfit Ġzomeraz) enziminin inhibisyonuyla oluĢan mitokondri ve 

endoplazmik retikulum (ER) stresinin insanlarda Alzheimer ve Parkinson‘a neden olduğunu 

göstermiĢtir. (Uehara et al., 2006). Diğer yandan Lam et al., (1998) tarafından Arabidopsis 

hücre zarında da insanlardaki NMDAR-benzeri GLR reseptörlerinin olduğu keĢfedilmiĢtir. 

Hatta bu reseptörlerden GLR3.4.1‘in aktivasyon eksikliğine bağlı olarak sitosole giren Ca
2+

 

miktarının azaldığı bulunmuĢtur (Cheng et al., 2018). Ancak GLR aktivasyonuna bağlı olarak 

NO miktarındaki değiĢimin hücre içi ROS-RNS üretimini ve antioksidan savunma sistemini 

nasıl etkilediği bilinmemektedir. Ayrıca bu reseptördeki aktivasyon kaybının, hücrede 

metabolik faaliyetlerin en yoğun olduğu iki organel olan mitokondri ve ER stresi üzerindeki 

etkilerinin de neler olduğu konusu henüz netlik kazanmamıĢtır. Bu nedenle araĢtırmamızda A. 

thaliana‘daki GLR 3.4 reseptöründeki aktivasyon azalmasının, hücre içi ROS/RNS dengesi, 

antioksidan savunma sistemi ve ER/Mitokondri organel stresleri üzerindeki etkisi 

araĢtırılmıĢtır. Bu amaçla araĢtırmamızda bitki materyali olarak AtGLR3.4 (atglr3.4-1 ve 

atglr3.4-2) olgun rozet yaprakları kullanılmıĢtır.  
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GEREÇ VE YÖNTEM 

2.1 Bitki Materyali ve Temini  

Bu çalıĢma da bitki materyali olarak Arabidopsis thaliana Col. (yabani tip) ve 

Arabidopsis thaliana GLR3.4 (Glutamat reseptörü nakavt mutantları) kullanılmıĢtır. Bitki 

tohumları ABRC (Arabidopsis Biological Resource Center)‘den temin edilmiĢtir. Bu 

mutantların kodları Ģu Ģekildedir; atglr3.4-1 (SALK_079842), atglr3.4-2 (SALK_016904). Bu 

mutant bitkilerin kullanım amacı; AtGLR3.4; diğer AtGLR'lere benzer Ģekilde, fidenin tüm 

dokularında ifade olmasıdır. Bir AtGLR3.4-GUS hattında, kotiledonlarda ve genç köklerde 

yüksek bir ekspresyon gösterirken, yetiĢkin bitkilerdeki ekspresyon, mezofil hücrelerine, 

vasküler demetlere ve geliĢen yaprakların hidatodlarına kadar geniĢler. Kök dokularındaki 

(korteks, epidermis, kök tüyleri) AtGLR3.4 ekspresyonu, yaprak ve gövdelerdeki güçlü 

ekspresyonuna kıyasla daha zayıftır (Meyerhoff et al., 2005). Bununla birlikte, en yoğun GUS 

boyaması rozet yapraklarında gözlenmiĢtir (Manzoor et al., 2013). Bu sebeple de 

çalıĢmamızda A. thaliana GLR3.4 mutantlarının (atglr3.4-1 ve atglr3.4-2) olgun rozet 

yaprakları kullanılmıĢtır. Bunun dıĢında, mutantların bir diğer kullanılma nedeni bu 

mutantlarda, GLR aktivasyon eksikliğine bağlı olarak sitosole giren Ca
2+

 miktarlarının az 

olması ve buna bağlı olarakta L-arginin kaynaklı ve kalmodulin bağımlı bir mekanizma ile 

üretilen NO miktarının az olmasıdır (Cheng et al., 2018 Adams et al., 2015). 

2.2 Tohum Sterilizasyonu 

Arabidopsis thaliana hem yaban tip hem de mutant tohumların yüzey sterilizasyonu için 

tohumlar 1 dk boyunca %70 etanolde bekletilmiĢ ve 5 kez steril deiyonize su ile yıkanmıĢtır. 

Ardından 10 dk boyunca %4 sodyum hipoklorit çözeltisi ile yüzey sterilizasyonuna 

bırakılmıĢtır. Sonrasında 5 kez steril deiyonize su ile yıkama gerçekleĢtirilmiĢtir. 

2.3 Bitkilerin Yetiştirilmesi ve Stres Uygulamaları 

Arabidopsis thaliana yabani tip ve atglr3.4 mutant tohumları hidroponik ortamda yarım 

kuvvet Hoagland çözeltisinde büyütülmüĢtür (Hoagland and Arnon, 1950). Her birinde 54 

adet tohum yetiĢtirilebilen platformlara tohumlar ekilmiĢ ve hidroponik ortamda 16/8 saat 

(aydınlık/karanlık) fotoperiyotta, 25
o
C sıcaklıkta, %60-70 nem içeren ortamda 21 gün 

boyunca yetiĢtirilmiĢtir. Ardından 21 günlük bitkilere foliar olarak sprey ile uygulamalar 

yapılmıĢtır (Uygulamalar aĢağıda verilen tablo.1‘deki gibidir). Ardından hasadı 

gerçekleĢtirilen bitki örnekleri yapılacak analizler için -80
o
C‘de saklanmıĢtır.  



51 
 

 

ġekil 2.1 Hidroponik ortamda yetiĢtirilen A.thaliana Col-0 ve atglr3.4 mutantları. 

Tablo.1 Stres uygulamaları 

Uygulanan 

kimyasallar 

Uygulama Şekli Uygulama 

Miktarı 

Kullanılan 

Ekotipler 

Uygulama 

grupları 

Referans 

Saf Su 

(C) 

Spreyleme 

yöntemi (Diğer 

kimyasallar ile 

aynı sürede) 

Kontrol  A. thaliana 

Col 

 atglr3.4-1 

atglr3.4-2 

Col.C 

atglr3.4-1 C 

atglr3.4-2 C 

Ahlfors et al., 

2009 

Sodyum 

Nitropürosit 

(SNP) (S) 

Spreyleme 

yöntemi  

(3 saat boyunca) 

  

0,5 mM A. thaliana 

Col 

 atglr3.4-1 

 atglr3.4-2 

Col. S 

atglr3.4-1 S 

atglr3.4-2 S 

  

Ahlfors et al., 

2009 

Rotenone (R) Spreyleme 

yöntemi  

(10 saat boyunca) 

80 µM  A. thaliana 

Col 

atglr3.4-1 

atglr3.4-2 

 Col. R 

atglr3.4-1 R 

atglr3.4-2 R 

  

Li et al., 2014 

Tunikamisin 

(Tm) 

Spreyleme 

yöntemi  

(10 saat boyunca) 

20 µg ml–1 A. thaliana 

Col 

atglr3.4-1 

atglr3.4-2 

 Col. T 

atglr3.4-1 T 

atglr3.4-2 T 

Beaugelin et 

al., 2020 
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SNP+Rotenon 

(S+R) 

Spreyleme 

yöntemi  

(3 saat SNP 

uygulaması 

ardından 10 saat 

Rotenon) 

0,5 mM SNP+ 

40 µM 

Rotenone 

A. thaliana 

Col 

atglr3.4-1 

atglr3.4-2 

Col. S+R 

atglr3.4-1 S+R 

atglr3.4-2 S+R 

  

Ahlfors et al., 

2009 

Li et al., 2014 

SNP+Tunika

misin (S+Tm) 

Spreyleme 

yöntemi  

(3 saat SNP 

uygulaması 

ardından 10 saat 

Tuniksmisin) 

0,5 mM SNP+ 

20 µg ml–1 

A. thaliana 

Col 

atglr3.4-1 

atglr3.4-2 

Col. S+R 

atglr3.4-1 S+R 

atglr3.4-2 S+R 

  

Beaugelin et 

al., 2020 

Ahlfors et al., 

2009 

 

2.4 NO İlişkili Yöntemler 

2.4.1 NO Miktarının Belirlenmesi 

NO içeriği Zhou et al., (2005)‘e göre belirlenmiĢtir. 0,6 gr ağırlığındaki yaprak 

örneğinin homojenizasyonu, 3 ml, %4‘lük çinko diasetat içeren pH:3,6 50 mM soğuk asetik 

asit ile yapılmıĢtır. +4 
o
C‘de, 10000 g‘de, 15 dakika süresince hazırlanan homojenatların 

santrifüjü gerçekleĢtirilmiĢ ve süpernatantlar alındıktan sonra pelletler, 1 ml ekstraksiyon 

tamponu ile tekrar yıkanmıĢ ve santrifüj edilmiĢtir. 0,1 g charcoal toplanan süpernatantlara 

eklenmiĢtir. Sonrasında, süpernatantlar vortekslenmiĢ ve filtrasyonları gerçekleĢtirilmiĢtir. 1 

ml Greiss reagent, süzülen 1 ml örneğe eklenmiĢ ve karıĢtırıldıktan sonra oda sıcaklığında, 30 

dakika süreyle inkübasyon gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġnkübe edilen örneklerin ölçümü, 540 nm 

dalga boyunda gerçekleĢtirilmiĢtir. 

2.4.2 NOS Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

Sigma Nitrik Oksit Sentaz tanımlama sistemi adı verilen kit kullanımı ile NOS aktivitesi 

ölçülmüĢtür. ĠĢleyiĢ olarak kit, radyometrik olmayan bir metotla hücrelerarası NO üretimini 

ölçer. Bu amaçla 4,5-diamino-floorescein (DAF-2DA)‘i kullanır. DAF-2DA, hücrelerarası 

esteraz aktivitesiyle DAF-2‘ye hidrolize edildiği hücrelere hızla geçer. Sırasıyla floresan 

triazoflorosen‘i oluĢturmak için NOS ile üretilmiĢ NO ile reaksiyona girmektedir. 450-495 nm 

(excitation) ve 505-550 nm (emission) dalga boyunda gerçekleĢtirilen ölçümler ile fluorescent 

ürünü belirlenmiĢtir.  
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2.4.3 SNO İçeriğinin Belirlenmesi 

Lin et. al., (2012)‘ye göre, Saville-Griess assay kullanılarak belirlenmiĢtir. Saville-

Griess assay ile S-NO köprüleri merkürik klorid ile kırılması sağlanarak sülfanilamid ile 

salınan NO reaksiyona girecektir. Sıvı azottan geçirilmiĢ olan yapraklar 50 mM Tris-HCl 

pH:8, 1 mM proteaz inhibitör fenilmetanosülfonil florid (PMFS) ve 150 mM NaCl içeren 

ekstraksiyon tamponu kullanılarak homojenize edilmiĢ ve ardından 20 dakika boyunca buz 

üzerinde inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonrasında örnekler 10000 rpm‘de 15 dakika 

santrifüj edilmiĢ, alınan süpernatant %1‘lik sülfanilamid ve % 0,1‘lik etilendiamin ile 20 

dakika süreyle karanlıkta inkübe edilmiĢtir. Son olarak ise, 540 nm dalga boyunda ölçümler 

gerçekleĢtirilerek SNO içeriği belirlenmiĢtir.  

2.4.4 GSNOR Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

Bitki yapraklarının homojenizasyonu 20 mM Tris-HCl (pH:7.5), 2 mM dithiothreitol 

(DTT), 0,2 mM NADH,  0,5mM EDTA, %0,2 Triton X-100 ve %10 gliserol içeren 

homojenizasyon tamponunun kullanımıyla gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen homojenatlar 

27000g‘de, 4oC‘de, 25 dakika boyunca santrifüj edilmiĢ ve ardından örneklere 0,4 mM 

GSNO eklenmesiyle reaksiyon baĢlatılmıĢtır. GSNOR aktivitesi, 340 nm‘de NADH 

oksidasyonunun izlenmesiyle belirlenmiĢtir. Aktivite, 1 mg protein baĢına dakikada nmol 

olarak tüketilen NADH olarak ifade edilmiĢtir (Barroso et al., 2006). 

2.5 ROS’ların Belirlenmesi ile İlgili Yöntemler 

2.5.1  H2O2 radikal miktarı  

H2O2 miktarı Cheeseman (2006)‘ ya göre bazı farklılıklara gidilerek belirlenmiĢtir. 

H2O2 analizinde 100 μM sorbitol, 250 μM ferrous amonyum sülfat ve 100 μM xylenol orange, 

25 mM H2SO4 içinde çözülmektedir. Farklı olarak, bu yöntemde ferrous amonium 

sulphate/xylenol orange (FOX) tamponuna %1 etanol (EtOH) eklenerek hazırlanmıĢtır. 

Analiz edilecek örnekler sıvı azot içinde muhafaza edilmiĢtir. Soğuk aseton (-20 
o
C) ile 

hazırlanmıĢ 25 mM H2SO4 kullanılarak 0,1 g ağırlığındaki yaprak örneğinin homojenizasyonu 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Homojenatlar 4000 g‘de, 4 
o
C‘de, 5 dakika süreyle santrifüj edilmiĢtir. 1 

ml eFOX tamponu, elde edilen süpernatanttan alınan 50 μl örnek üzerine eklenmiĢtir. 

OluĢturulan karıĢım 30 dakikalık bekleme süresinin sonunda 550 ve 800 nm dalga boyunda 

ölçülmüĢ, absorbans farkı alınmıĢ ve hesaplanmıĢtır. 
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2.5.2 Hidroksil radikal (
.
OH) süpürme aktivitesi 

Süpürme aktivitesinin belirlenmesi Chung et. al (1997)‘a göre gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Deoksiriboz ile Fe
+3

/askorbat / EDTA/H2O2 sisteminden üretilen 
.
OH ve örnek arasındaki 

rekabetin ölçülmesiyle 
.
OH süpürme aktivitesi belirlenmiĢtir. Reaksiyon karıĢımı; 0,30 ml 

0,02 M sodyum fosfat tamponu (pH:7,0), 0,15 ml 10 mM FeS04, 0,15 ml 10 mM H2O2, 0,15 

ml 10 mM 2-deoksiriboz, 0,15 ml 10 mM EDTA, 0,525 ml H2O ve 0,075 ml örnek ile 

oluĢturulmuĢtur ve elde edilen karıĢımın 37 °C'de 2 saat süreyle inkübasyonu 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 750 ml % 2.8 trikloroasetik asit ve 50 mM NaOH içerisinde 0.75 ml % 

1.0 TBA‘nın test tüplerine ilave edilmesi ile oluĢturulan karıĢım 20 dakika süreyle 

kaynatılmıĢtır. KarıĢım buzda soğutulduktan sonra ölçümler 520 nm‘de gerçekleĢtirilmiĢtir.   

2.5.3  O
2.-

 miktarının belirlenmesi 

Oracz et al., (2007)‘ye göre süperoksit anyon radikal miktarı belirlenmiĢtir. 0,2 gr 

ağırlığındaki bitki örneği, 4 ml 50 mM Na-P tamponu (pH 7.8) kullanılarak, 4 ºC‘ de 

homojenize edilmiĢtir ve elde edilen homojenatların 16000 g‘ de 15 dakika süreyle santrifüjü 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Sonrasında alınan 1 ml süpernatantın; 25 ºC‘de, 30 dakika süreyle, 1mM 

hidroksilamin içeren 50 mM Na-P tamponunda inkübe olması sağlanmıĢtır. OluĢturulan 

reaksiyon karıĢımının 0,5 ml‘sinin, 0,5 ml 7 mM 2-naphtylamine ve 0,5 ml 17 mM 

sülfanilamid kullanılarak, tekrar 25 ºC‘de ve 30 dakika boyunca inkübasyonu 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġnkübasyonun ve takip eden (13000 g‘de 10 dakika) santrifüjün ardından 

540 nm‘deki absorbansa göre ölçümler yapılmıĢtır. Süperoksit anyon miktarının 

hesaplanması, sodyum nitrit kullanılarak elde edilen kalibrasyon eğrisi kullanılarak, eriĢilen 

absorbanslar üzerinden gerçekleĢtirilmiĢtir. 

2.6 Antioksidan Enzim Ekstraksiyonu ve Aktivite Analizleri 

Proteaz aktivitesinin minimum seviyede tutulması amacıyla analizler +4 °C' de 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Protein ve enzim ekstraktları 0,1 gr bitki örneklerinin 0,5 ml ekstraksiyon 

tamponunda (50 mM Tris-HCl pH 7.8, 0,1 mM etilendaimin tetra asetik asit (EDTA), 0,2% 

(v/v) Triton-X100, 1 mM fenilmetilsulfonil florid (PMSF) ve %2 (w/v) PVPP) homojenize 

edilmesi ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Askorbat peroksidaz aktivitesi analizi için ise ayrıca 

homojenizasyon tamponuna 5 mM askorbik asit eklenmiĢtir. Sonrasında homojenizasyonu 

yapılan örnekler 14000 g' de 10 dk. santrifüj edilmiĢtir. Ardından elde edilen süpernatantlar 

protein miktarı ve enzim aktivitesi belirlenmede kullanılmıĢtır. Protein miktarı bovin serum 

albümin (BSA) standart olarak kullanılarak Bradford (1976)' a göre gerçekleĢtirilmiĢtir.  
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2.6.1 NOX Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

NADPH oksidaz aktivitesinin belirlenmesi Jiang ve Zhang (2002)‘ye göre 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 100 μM NADPH ve 0,5 mM XTT içeren 50 mM Tris-HCl tamponu (pH 

7,5) reaksiyon karıĢımı olarak kullanılmıĢtır. XTT‘nin redüksiyonu 470 nm‘de izlenmiĢtir. 50 

U SOD, reaksiyon dıĢı oluĢabilecek renk değiĢiminin belirlenmesi için kullanılmıĢtır. 

2.16x104 M
-1

 cm
-1

 ekstinksiyon kat sayısı kullanılarak O
2.-

 üretimi belirlenmiĢtir.   

2.6.2 SOD İzozim ve Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

Total SOD aktivitesi NBT'nin fotokimyasal redüksiyonu ile belirlenmiĢtir ve ölçümler 

560 nm'de gerçekleĢtirilmiĢtir. SOD aktivitesini unit 25
o
C‘ de 1 dakika 1 µmol substratı ürüne 

dönüĢtüren enzim göstermektedir (Beauchamp ve Fridovich, 1971). SOD izozimlerinin 

belirlenmesi için ekstraktlar sabit akımla +4
o
C‘de (100 mA) %12,5‘lik ayırma jeli ve %5‘lik 

hizalama jeli ile elektroforetik olarak ayrılmıĢtır. SOD aktivitesi, Beauchamp ve Fridovich‘e 

(1971) göre riboflavin ve nitrobluetetrazolium (NBT) boyası ile belirlenmiĢtir. 

2.6.3 CAT Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

Katalaz enzim aktivitesi ölçümleri Bergmeyer (1970)'e göre belirlenmiĢtir ve H2O2'nin 

süpürülmesi 240 nm'de ölçülmüĢtür. 1 mmol H2O2'yi 1 dakikada süpüren katalaz miktarı 1 U 

olarak hesaplanmıĢtır.  

2.6.4 POX Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

Peroksidaz (POX) aktivitesi Herzog ve Fahimi (1973) tarafından kullanılan metoda göre 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 465 nm'deki absorbans 3 dakika boyunca gözlenmiĢ ve dakikada 1 mmol 

H2O2'yi süpüren peroksidaz miktarı 1 U olarak hesaplanmıĢtır. 

2.6.5 APX Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi Nakano ve Asada (1981)'ya göre 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Ölçüm askorbatın azalmasına bağlı olarak 290 nm'deki absorbansta 

belirlenmiĢtir. Oksitlenen askorbat miktarı ekstinksiyon katsayısı 2.8 mM-1 cm-1 kullanılarak 

hesaplanmıĢtır. Dakikada 1 mmol askorbatı oksitleyen APX miktarı 1 U olarak 

hesaplanmıĢtır. 
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2.6.6 GR Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

Glutatyon redüktaz (GR) aktivitesi Foyer ve Halliwell (1976)'e göre ölçülmüĢtür. 

NADPH oksidasyonu 340 nm'de belirlenmiĢtir. Ekstinksiyon katsayısı 6.2 mM-1 cm-1 

kullanılarak oksitlenen NADPH miktarı tespit edilmiĢtir. Dakikada 1 mmol NADPH 

oksitleyen GR miktarı 1 U olarak hesaplanmıĢtır. 

2.7 Redoks İlişkili Enzim Aktivite Analizleri 

2.7.1 GSH/GSSG Oranının Belirlenmesi 

ĠndirgenmiĢ (GSH) ve okside olmuĢ (GSSG) glutatyon miktarı Griffith (1980)‘e göre 

belirlenmiĢtir. 0,5 g ağırlığındaki yaprak örneği sıvı azot kullanılarak toz haline getirildikten 

sonra 2,5 M‘lık HClO2 (1 ml-soğuk) ile homojenize edilmiĢtir. 10 dakika boyunca 16000 g' de 

santrifüj edilen homojenata DTNB ve GR eklenmesi ile GSH ve GSSG, 412nm‘deki değiĢim 

hesaplanarak belirlenmiĢtir. 

2.7.2 Askorbat Miktarının Belirlenmesi 

Fe+3 iyonlarının Fe+2 iyonlarına indirgenmesi esasına göre askorbat miktarı 

belirlenmiĢtir (Law et al., 1983). Bu amaç için 0,1g yaprak örneği %10'luk TCA içinde 

homojenize edilmiĢtir. Ardından santrifüj edilerek süpernatantlar kullanılmıĢtır. 400 µL 

süpernatant üzerine, 5 M NaOH, %10'luk TCA, 150 mM NaPO4 tamponu (pH 7.4), 10 mM 

ditiotreitol, %44'lük H3PO4, %0,5'lik N-etilmaleimid ve %3'lük FeCl3 ilave edildikten sonra 

37 °C‘de 60 dakika inkübe edilen karıĢım 525 nm'de spektrofotometrik olarak absorbans 

ölçümü gerçekleĢtirilmiĢtir. 

2.7.3 GST ve GPX Aktivitelerinin Belirlenmesi 

Homojenatlar antioksidan enzim ekstraksiyonu ile elde edilmiĢtir ve her iki aktivite 

tayini de bu homojenatlar kullanılarak belirlenmiĢtir. Ölçümler Habig et al., (1974)‘e göre 

yapılmıĢtır. GST enzim aktivitesinde hasat edilen örneklerde 0,1M Na-fosfat (pH 6.5), 1mM 

GSH, 1mM CDNB içeren reaksiyon karıĢımı kullanılmıĢtır. 0,2 mm NADPH, 1mM sodyum 

azid, 1 mm GSH, 1 U glutatyon redüktaz ve 2 mm H2O2 içeren reaksiyon karıĢımı ile GPX 

aktivitesi belirlenmiĢtir. Absorbanstaki azalma 340 nm'de ölçülmüĢtür. Bir GPX aktivitesi 

birimi, 1 mmol NADPH min
-1

'in oksidasyonunu katalize eden enzim miktarı olarak 

tanımlanmıĢtır. 
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2.7.4 NAD/NADH Oranının Belirlenmesi 

Bu yöntem etanol varlığında diklorofenolindofenolünün (DCPIP) fenazin metasülfat 

(PMS)-ile indirgenmesi prensibine dayanmaktadır. 0.1M Hepes (pH:7.5) ve 2 mM EDTA‘da 

taze olarak Alkol dehidrogenaz (ADH) çözdürülmüĢtür. 20µl nötralize süpernatant, 0,1 ml, 

0,1 M Hepes (pH:7,5), 2 mM EDTA, 10 µL 20Mm PMS, 25 µL dIH2O, 20µL 1,2 mM DCPIP 

ve 10 µl ADH ile karıĢtırılmıĢ ve 15 µL saf etanolün eklenmesiyle reaksiyon baĢlatılmıĢtır. 

Azalma, 600 nm‘de takip edilmiĢtir. 0-40 pmol aralığında hazırlanan NAD+ ya da NADH 

standardına göre içerik hesaplanmıĢtır (Queval and Noctor, 2007). 

2.7.5 MDHAR Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

Arrigoni et al., (1981)‘e göre enzim aktivitesi belirlenmiĢtir. Reaksiyon karıĢımı içerik 

olarak 50 mM Potasyum-Fosfat (K-P) tampon (pH 7 ),  1 mM Askarbik Asit (AsA), 0,2 mM 

NADH ve 1 unit Askorbat oksidaz (AO)‗dan oluĢmaktadır. Monodehidro Askorbat (MDA), 

Askorbat Oksidaz‘ın Askorbatı kullanması ile oluĢur ve sonrasında Monodehidro Askorbat 

Redüktaz, NADPH‘ı kullanarak MDHA‘ı, Askorbata dönüĢtürür. NADH ölçümü 340 nm‘de 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 6,2 mM
-1

 cm
-1

, NADH‘ın ekstinksiyon katsayısıdır. 

2.7.6 DHAR Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

Nakano ve Asada (1981)‘ya göre Dehidroaskarboat Redüktaz  (DHAR) enzim aktivitesi 

ölçülmüĢtür. 50 mM Potasyum-Fosfat (K-P) tampon (pH:7,0 ), 0,2 mM Dehidro askorbat, 2,5 

mM Glutatyon (GSH)  ve 0,1 mM EDTA içeren reaksiyon karıĢımı kullanılmıĢtır. Yöntem, 

DHAR enziminin Glutatyon kullanarak dehidroaskorbatı askorbata dönüĢtürmesine ve 265 

nm‘de askorbatın ölçülmesine dayanmaktadır. Askorbatın ekstinksiyon katsayısı 0,98 mM
-1

 

cm
-1

‘dir. 

2.8 Lipid peroksidasyon (TBARS) Miktarı 

Malondialdehit (MDA) içeriği, Madhava Rao ve Sresty (2000)'e göre ölçülmüĢtür. 

Lipid peroksidasyonunun son ürünü olan MDA'nın miktarının belirlenmesi için thiobarbiturik 

asit (TBA) reaksiyonu kullanılmıĢtır. 532 nm‘deki absorbansa göre MDA konsantrasyonu 

hesaplanmıĢtır. 600 nm'de non-spesifik türbidite ölçülmüĢtür ve 532 nm'deki absorbanstan 

çıkartılmıĢtır. Ekstinksiyon katsayısı 155 mM
-1

 cm
-1

 kullanılarak MDA konsantrasyonu 

hesaplanmıĢtır.  
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2.9 Protein Oksidasyonu 

DNPH indirgenmesi metodu kullanılarak karbonil gruplarının seviyesinin belirlenmesi 

prensibi ile proteinler üzerindeki oksidatif hasar Levine (1994)‘e göre ölçülmüĢtür. 

Spektrofotometrik ölçümler 370 nm dalga boyunda gerçekleĢtirilmiĢtir. 

2.10 RT-PCR ile Gen ifadelerinin Ölçülmesi 

Kantitatif RT-PCR (Real Time Polymerase Chain Reaction) çalıĢmaları, farklı abiyotik 

stres koĢulları altındaki genlerin ifadelerini karĢılaĢtırmak üzere gerçekleĢtirilmiĢtir. Qiagen 

RNeasy® Plant Mini Kit kullanılarak stres grupları ve kontrol grubuna ait bitki dokuları 

üzerinden gerçekleĢtirilen total RNA izolasyonu aĢağıdaki protokol doğrultusunda 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

1- 0,2 gr ağırlığındaki kök ve yaprak doku örnekleri sıvı azot kullanılarak toz haline 

getirilmiĢ ve üzerine 450 μl RLT tamponu ilave edilerek vortekslenmiĢtir. 

2- Spin kolon içeren tüp içerisine elde edilen homojenat yerleĢtirilmiĢ ve 2 dakika 

süreyle santrifüj edildikten sonra alınan süpernatantlar ayrı bir tüpe alınmıĢtır. 

3- Üzerlerine 0,5 hacim etanol eklenmiĢ ve örnek RNAeasy mini spin kolona transfer 

edilmiĢtir.  

4- 10.000 rpm'de 15 saniye boyunca santrifüjlenmiĢ ve biriken kısım atılmıĢtır. 

5- 700 μL RW1 tamponu spin kolon üzerine eklenmiĢtir. 

6- 10.000 rpm'de 15 saniye santrifüjlenmiĢ ve biriken kısım atılmıĢtır. 

7- 500 μL RPE tamponu kolon üzerine ilave edilmiĢ ve 10.000 rpm'de 15 saniye boyunca 

santrifüjlenmiĢtir. Biriken kısım tekrar atılmıĢtır. 

8- Spin kolon maksimum hızda santrifüjlenerek membran kurutulmuĢ ve üzerine RNaz 

içermeyen su eklenerek RNA kolondan santrifüj yapılarak alınmıĢtır.  

Olası DNA kontaminasyonunu gidermek üzere elde edilen RNA‘lara DNaseI 

(Fermentas) ile muamele edilmiĢtir. DNA‘dan uzaklaĢtırılmıĢ total RNA örneklerinin kalite 

(1.8-2.0) ve miktar tayinlerinin 260/280 nm‘de spektrofotometrik olarak belirlenmesinin 

ardından cDNA sentezine geçilmiĢtir. cDNA sentezi üretici direktiflerine uygun bir Ģekilde 

Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche) kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Housekeeping gen olarak kullanılan Actin1 geni primeriyle klasik PCR yapılmıĢtır ve 
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hazırlanmıĢ olan cDNA‘ların sentezleri olup olmadığının kontrolü gerçekleĢtirilmiĢtir. %2‘lik 

agaroz jelde PCR ürünleri ayrıĢtırılmıĢ ve tüm örneklerin kontrolü sağlanmıĢtır. 

Elde edilen cDNA‘lardan farklı dilüsyonlar (1/50, 1/100, 1/200 vb.) hazırlanarak qRT-

PCR çalıĢmasına geçilmiĢtir. ÇalıĢmalara baĢlamadan önce, en iyi sonucu veren cDNA 

dilüsyonu qRT-PCR uygulamasıyla tespit edilmiĢtir. PCR‘lar ABI Step-One Plus cihazı ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir ve ABI-SYBR Green Master Mix kullanılarak da PCR reaksiyonları 

hazırlanmıĢtır. Stresle birlikte ifadesi değiĢmeyen housekeeping geni Actin1 (ACT1) ile her 

bir hedef genin normalizasyonu sağlanmıĢ ve ifade seviyeleri karĢılaĢtırılmıĢtır. qPCR 

analizleri için StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems) kullanılmıĢtır. 

Ortaya koyulan data, cihazda bulunan StepOne™/StepOnePlus™Software v2.3 kullanılarak 

―comparative Ct‖ yöntemine göre değerlendirilmiĢtir ve gen ifadeleri bağıl olarak 

belirlenmiĢtir.  

qRT-PCR Ġstatistik Analizi; 

Kantifikasyon döngüsü (Cq) değerleri ölçüldükten sonra, ―2-ΔΔCq (Livak) Yöntemi‖ 

kullanılarak test örneğindeki hedef genlerin ekspresyon düzeyi, kontrol örneği baz alınarak 

belirlenmiĢtir. Amplifikasyon verimliliğinin hem hedef hem de housekeeping geninde %100 

olmasına dikkat edilmiĢtir (Guénin et al., 2009). Her bir numunenin kendisi ve üç kopya ile üç 

farklı deney seti tüm testler için oluĢturulmuĢtur.  

2.11 İstatistiksel Analizler 

Deneyler iki kez tekrarlanmıĢtır ve tüm analizler için her deneyden üç biyolojik tekrar 

(n = 6) kullanılmıĢtır. Sonuçlar, mean ± standard error of the mean Ģeklinde ifade edilmiĢtir. 

Grupların normal dağılıma sahip olup olmadığı, Shapiro-Wilk testi ile test edilmiĢ ve 

ardından tek yönlü ANOVA analizi yapılmıĢtır. Gruplar arasındaki varyansın eĢitliği-

homojenliği, Levene's testi ile belirlenmiĢtir. Gruplar arasındaki farklar, varyanslar eĢitse 

Tukey testi, eĢit değilse Games-Howell testi kullanılarak belirlenmiĢtir. Gen ifadesi 

sonuçlarında her genotip kendi kontrolüne göre kıyaslanmıĢtır. 
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3 BULGULAR  

3.1 NO İlişkili Bulgular 

3.1.1 NO Miktarı 

Normal koĢullarda, GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu NO miktarında %14, GLR 3.4.2 

yoksunluğu ise %13 azalmaya neden olmuĢtur. NO donörü SNP‘nin dıĢarından uygulanması 

(Nitrosatif Stres oluĢturmak amacıyla), Col.‘un NO miktarını, kontrole göre %13 artırmıĢtır. 

SNP-uygulanmıĢ atglr3.4.1 ve atglr3.4.2 mutantlarının NO miktarları ise kontrollerine göre 

sırasıyla %30 ve %25 artmıĢtır. Tüm genotiplerin NO miktarları karĢılaĢtırıldığında üç 

genotipin de NO miktarının aynı olduğu gözlenmiĢtir. ER stres indükleyicisi Tunikamisin 

(Tm)‘nin dıĢarıdan uygulanması Col.‘un NO miktarını, kontrole göre, %10 artırmıĢtır. Ancak 

aynı koĢullar altında GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 genlerinin yoksunluğu NO miktarında kayda 

değer bir değiĢikliğe sebep olmamıĢtır. SNP altında Tm uygulaması ise kontrole göre Col.‘de 

NO miktarını %23 oranında artırmıĢtır. GLR 3.4.1 yoksunluğu NO miktarındaki bu artıĢı 

belirgin oranda etkilememiĢtir. Ancak bunun aksine GLR 3.4.2 yoksunluğu, S+Tm 

uygulanmıĢ Col.‘e göre NO miktarını ayrıca %10 daha artırmıĢtır. Oksidatif stres 

indükleyicisi rotenon (R)‘un dıĢarıdan uygulanması Tm uygulamasına benzer olarak NO 

miktarını artırmıĢtır. DıĢarıdan R uygulaması, kontrole göre, Col.‘un NO miktarını %10 

artırmıĢtır. GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunluğu NO miktarındaki bu artıĢı etkilememiĢtir. 

SNP altında R uygulaması Col.‘un NO miktarını %30 artırmıĢtır. GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 

yoksunluğu S+R teĢvikli NO miktarındaki bu artıĢı değiĢtirmemiĢtir. cPTIO‘nun dıĢarıdan 

uygulanması (NO süpürücüsü) ise Col. kontrole göre kıyaslandığında NO miktarı % 15 

azalmıĢtır (ġekil 3.1).  
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ġekil 3.1 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, S+R 

ve cPTIO uygulamalarının NO içeriği üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir (p<0,05). 

3.1.2 NOS Aktivitesi 

Kontrol koĢulları altında, Col. ile karĢılaĢtırıldığında, atglr3.4.1 ve atglr3.4.2 

mutantlarında NOS aktivitesi %10 azalmıĢtır. DıĢarıdan SNP uygulaması, Col.‘un NOS 

aktivitesini kontrole göre %30 azaltmıĢtır. SNP‘ye bağlı NOS aktivitesindeki bu azalmayı 

GLR3.4 1‘in yoksunluğu değiĢtirmemiĢtir, ancak GLR3.4.2 geninin yoksunluğu NOS 

aktivitesini Col+SNP‘ye göre %15 artmıĢtır. DıĢarıdan Tm‘nin uygulaması Col.‘un NOS 

aktivitesini, kontrole göre, %14 artırmıĢtır. Col.‘deki Tm-teĢvikli bu artıĢ, GLR3.4.1 ve 

GLR3.4.2 yoksunluğundan olumsuz etkilenmiĢtir. Ayrıca atglr3.4 mutantlarında NOS 

aktivitesi Col+Tm‘ye göre %30 azalmıĢtır. SNP+Tm uygulaması ise kontrole göre Col.‘un 

NOS aktivitesini %11 artırmıĢtır. Aynı koĢullardaki GLR 3.4.1 yoksunluğu bu artıĢ oranını 

değiĢtirmemiĢtir. Ancak GLR 3.4.2 yoksunluğu NOS aktivitesinde %10 azalmaya neden 

olmuĢtur (Col. S+Tm‗ye göre). DıĢarıdan R uygulaması, kontrole göre, Col.‘un NOS 

aktivitesini sadece %6 artırmıĢtır. Col. ile karĢılaĢtırdığımızda GLR 3.4.1 yoksunluğu NOS 

aktivitesini %20 azaltırken GLR 3.4.2 yoksunluğu ise yalnızca %8 azalmaya sebep olmuĢtur. 

SNP+R uygulaması Col.‘un NOS aktivitesini kontrol ile aynı seviyede tutmuĢtur. GLR 3.4.1 

yoksunluğu bu aktiviteyi değiĢtirmezken, GLR 3.4.2 yoksunluğu Col. SNP+R‘ye göre NOS 

aktivitesini %7 azaltmıĢtır. cPTIO‘nun dıĢarıdan uygulanması ise Col. kontrole göre 

kıyaslandığında NOS aktivitesini % 28 azalmıĢtır (ġekil 3.2). 

 

ġekil 3.2 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+T, S+R ve 

cPTIO uygulamalarının NOS aktivitesi üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir (p<0,05). 
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3.1.3 SNO İçeriği 

Normal koĢullar altında, GLR 3.4.1 yoksunluğu, SNO miktarında %81‘lik belirgin bir 

artıĢa sebep olurken GLR 3.4.2 yoksunluğu herhangi bir değiĢime neden olmamıĢtır. SNP‘nin 

dıĢarından uygulanması, Col.‘un SNO miktarını kontrole göre %50 artırmıĢtır. SNP‘ye bağlı 

SNO miktarındaki bu artıĢ, GLR3.4.1 geninin yoksunluğu ile %39 ve GLR3.4.2 

yoksunluğunda %33 oranında azalmıĢtır. Tunikamisinin dıĢarıdan uygulanması Col.‘un SNO 

miktarını, kontrole göre, %11 artırmıĢtır. Ancak aynı koĢullar altında GLR 3.4.1 geninin 

yoksunluğu bu artıĢı %26 azaltırken, GLR 3.4.2 yoksunluğu ise SNO miktarını %32 

artırmıĢtır. SNP altında Tm uygulaması ise kontrole göre Col.‘de SNO miktarında büyük 

oranda artıĢa sebep olmuĢtur. Bu oran %99 olarak belirlenmiĢtir. GLR 3.4.1 yoksunluğu SNO 

miktarındaki bu artıĢı %24 oranında azaltırken, GLR 3.4.2 yoksunluğu, S+Tm uygulanmıĢ 

Col.‘e göre SNO miktarını %58 oranında azaltmıĢtır. Rotenonun dıĢarıdan uygulanması 

kontrole göre, Col.‘un SNO miktarında sadece %6‘lık bir artıĢa sebep olurken, GLR 3.4.1 

yoksunluğu SNO miktarını değiĢtirmemiĢ, ancak GLR 3.4.2 yoksunluğu ise %61‘lik bir artıĢa 

sebep olmuĢtur. SNP altında R uygulaması Col.‘un SNO miktarını %73 artırmıĢtır. GLR 3.4.1 

yoksunluğu S+R uygulanmıĢ Col.‘ünkine göre SNO miktarını %22 ve GLR 3.4.2 yoksunluğu 

da %35 artırmıĢtır. cPTIO‘nun dıĢarıdan uygulanması ise Col. kontrole göre SNO miktarının 

%50 artmasına sebep olmuĢtur (ġekil 3.3).  

 

ġekil 3.3 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, S+R 

ve cPTIO uygulamalarının SNO içeriği üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir (p<0,05). 
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3.1.4 GSNOR Enzim Aktivitesi 

Herhangi bir uygulama yapılmayan koĢullarda, GLR3.4.1 yoksunluğu, GSNOR 

aktivitesinde % 35 ve GLR 3.4.2 yoksunluğu ise %50 daha az aktiviteye sebep olmuĢtur. 

SNP‘nin dıĢarından uygulanması ise Col.‘un GSNOR aktivitesinde belirgin bir değiĢikliğe 

sebep olmazken, GLR3.4.1 yoksunluğu %46 azalmaya ve GLR 3.4.2 yoksunluğu ise GSNOR 

aktivitesinde %15 azalmaya sebep olmuĢtur. DıĢarıdan Tunikamisin (Tm) uygulanması 

GSNOR aktivitesinde büyük artıĢlara neden olmuĢtur. Örneğin, Col.‘un GSNOR aktivitesini 

kontrole göre 4 kat artırmıĢtır. Aynı koĢullar altında GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 genlerinin 

yoksunluğu ise GSNOR aktivitesinin %19 azalmasına sebep olmuĢtur. SNP altında Tm 

uygulaması ise kontrole göre Col.‘ün GSNOR aktivitesinde 3,7 katlık bir artıĢa sebep 

olmuĢtur.  Ancak GLR3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunluğu, S+Tm uygulanmıĢ Col.‘e göre 

GSNOR aktivitesini sırasıyla %28,5 ve %46,5 azaltmıĢtır. Rotenon (R) un dıĢarıdan 

uygulanması Tm uygulamasına benzer olarak GSNOR aktivitesini belirgin Ģekilde artırmıĢtır. 

DıĢarıdan R uygulaması, kontrole göre, Col.‘un GSNOR aktivitesini 3,2 kat artırmıĢtır. GLR 

3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunluğu GSNOR aktivitesindeki bu artıĢı yaklaĢık % 6 oranında 

azaltmıĢtır. SNP altında R uygulaması Col.‘un GSNOR aktivitesini 3,1 kat artırmıĢtır. GLR 

3.4.1 yoksunluğu S+R teĢvikli GSNOR aktivitesindeki bu artıĢı değiĢtirmemiĢtir. Bunun 

aksine GLR 3.4.2 yoksunluğu S+R uygulanmıĢ Col.‘ünkine göre GSNOR aktivitesini %12 

daha fazla artırmıĢtır. cPTIO‘nun dıĢarıdan uygulanması ise Col. kontrole göre GSNOR 

aktivitesini 4 kat artırmıĢtır (ġekil 3.4).  
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ġekil 3.4 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, S+R 

ve cPTIO uygulamalarının GSNOR aktivitesi üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir 

(p<0,05). 

3.2 ROS’ların Belirlenmesi 

3.2.1 H2O2 Miktarı 

Normal koĢullarda, GLR 3.4.1 yoksunluğu, H2O2 miktarında herhangi bir değiĢime 

neden olmazken GLR 3.4.2 yoksunluğu %17 artıĢa neden olmuĢtur. DıĢarıdan SNP 

uygulanması, Col.‘un H2O2 miktarını kontrole göre %14 artırmıĢtır. SNP‘ye bağlı H2O2 

miktarındaki bu artıĢ, GLR3.4.1 geninin yoksunluğu ile daha çok artmıĢtır. Örneğin SNP 

uygulaması ile GLR 3.4.1 yoksunluğu H2O2 miktarını %38, GLR 3.4.2 yoksunluğu ise %11 

daha fazla artırmıĢtır. Tunikamisin (Tm) uygulanması, Col.‘un H2O2 miktarını, kontrole göre, 

%47 artırmıĢtır, ancak GLR 3.4.1 yoksunluğu bu artıĢı değiĢtirmezken, GLR 3.4.2 

yoksunluğu H2O2 miktarını %25 artırmıĢtır. SNP altında Tm uygulaması ise kontrole göre 

Col.‘de H2O2 miktarını %36 artırmıĢtır. GLR 3.4.1 yoksunluğu H2O2 miktarındaki bu artıĢı 

belirgin oranda etkilememiĢtir. Ancak GLR 3.4.2 yoksunluğu, S+Tm uygulanmıĢ Col.‘e göre 

H2O2 miktarını %15 artırmıĢtır. Rotenon uygulaması, kontrole göre, Col.‘un H2O2 miktarını 

%43 artırmıĢtır. GLR 3.4.1 yoksunluğu % 28 daha fazla artıĢa sebep olurken GLR 3.4.2 

yoksunluğundaki artıĢ kayda değer değildir. SNP altında R uygulaması Col.‘un H2O2 

miktarını %63 artırmıĢtır. GLR 3.4.1 yoksunluğu S+R teĢvikli H2O2 miktarındaki bu artıĢı 

değiĢtirmemiĢtir. Bunun aksine GLR 3.4.2 yoksunluğu S+R uygulanmıĢ Col.‘ünkine göre 

H2O2 miktarını %29 azaltmıĢtır. cPTIO ise Col. kontrole göre H2O2 miktarını %38 artırmıĢtır 

(ġekil 3.5).  
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ġekil 3.5 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, S+R 

ve cPTIO uygulamalarının H2O2 miktarı üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir (p<0,05). 

3.2.2 Hidroksil Radikal (
.
OH) Süpürme Aktivitesi 

Normal koĢullarda, GLR 3.4.1 yoksunluğu, 
.
OH süpürme aktivitesinde herhangi bir 

değiĢime neden olmazken GLR 3.4.2 yoksunluğu %50 azalmaya neden olmuĢtur. DıĢarıdan 

SNP uygulanması, Col.‘un 
.
OH süpürme aktivitesini kontrole göre %78 artırmıĢtır. SNP‘ye 

bağlı 
.
OH süpürme aktivitesindeki bu artıĢ, GLR3.4.1 yoksunluğu ile %29 daha da artarken, 

GLR 3.4.2 yoksunluğu ile %21 azalmıĢtır. Tunikamisin (Tm)‘nin dıĢarıdan uygulanması ise, 

Col.‘un 
.
OH süpürme aktivitesini kontrole göre 2,4 kat artırmıĢtır. Ancak, aynı koĢullar 

altında GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu 
.
OH süpürme aktivitesini %10 azaltırken, GLR 3.4.2 

geninin yoksunluğunda %40 artırmıĢtır. SNP altında Tm uygulaması ise kontrole göre Col.‘de 

.
OH süpürme aktivitesini %28 artırmıĢtır. S+Tm uygulanmıĢ Col.‘e göre, GLR 3.4.1 

yoksunluğu 
.
OH süpürme aktivitesini belirgin oranda etkilemiĢ ve 4,1 kat artırmıĢtır. Ancak 

GLR 3.4.2 yoksunluğu, S+Tm uygulanmıĢ Col.‘e göre 
.
OH süpürme aktivitesini %10 

azaltmıĢtır. Rotenon (R) un dıĢarıdan uygulaması, kontrole göre, Col.‘un 
.
OH süpürme 

aktivitesini %10 artırmıĢtır. GLR 3.4.1 yoksunluğu 
.
OH süpürme aktivitesinde 2,5 katlık bir 

artıĢa sebep olurken GLR 3.4.2 yoksunluğu ise yaklaĢık 3 kat artıĢa sebep olmuĢtur. SNP 

altında R uygulaması Col.‘un 
.
OH süpürme aktivitesini 2,1 kat artırmıĢtır. Ancak GLR 3.4.1 

yoksunluğu S+R teĢvikli 
.
OH süpürme aktivitesinde %14 artıĢ gösterirken GLR 3.4.2 

yoksunluğu, S+R uygulanmıĢ Col.‘unkine göre, 
.
OH süpürme aktivitesini yaklaĢık 2,4 kat 

kadar artırmıĢtır. Benzer Ģekilde cPTIO uygulanması ise Col. kontrole göre 
.
OH süpürme 

aktivitesini 3,1 kat artırmıĢtır (ġekil 3.6).  
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ġekil Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, S+R ve 

cPTIO uygulamalarının 
.
OH miktarı üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir (p<0,05). 

3.2.3 Süper Oksit (O
2.-

) Miktarı 

Normal koĢullarda, GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 genlerinin yoksunluğu, O
2.-

 miktarında 

sırasıyla %25 ve %16 artıĢa neden olmuĢtur. SNP uygulanması, Col.‘un O
2.-

 miktarını 

kontrole göre %48 artırmıĢtır. GLR3.4.1 ve GLR 3.4.2 genlerinin yoksunluğu ise SNP‘ye 

bağlı O
2.-

 miktarında belirgin bir değiĢikliğe sebep olmamıĢtır. Bunun dıĢında Tunikamisin 

(Tm) uygulaması ile Col.‘un O
2.-

 miktarı, kontrole göre, yaklaĢık 2 kat artmıĢtır. Ayrıca, aynı 

koĢullar altında O
2.-

 miktarındaki bu artıĢta GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 genlerinin yoksunluğu 

belirgin bir değiĢikliğe neden olmamıĢtır. SNP varlığında Tm uygulaması ise kontrole göre 

Col.‘de O
2.-

 miktarını %89 artırmıĢtır. Ancak GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunluğu, S+Tm 

uygulanmıĢ Col.‘e göre O
2.-

 miktarını %33 azaltmıĢtır. DıĢarıdan Rotenon (R) uygulanması 

kontrole göre, Col.‘ün O
2.-

 miktarını %30 artırmıĢtır. Ancak, GLR 3.4.1 yoksunluğu O
2.-

 

miktarını % 22 artırırken GLR 3.4.2 yoksunluğu O
2.-

 miktarını değiĢtirmemiĢtir. SNP 

varlığında R uygulaması Col.‘un O
2.-

 miktarını %59 artırmıĢtır. Ayrıca GLR 3.4.1 ve GLR 

3.4.2 yoksunluğu S+R uygulanmıĢ Col.‘e göre O
2.-

 miktarını %9 artırmıĢtır. Benzer Ģekilde 

cPTIO uygulanması ise Col. kontrole göre O
2.-

 miktarını %45 artırmıĢtır (ġekil 3.7).   

 

ġekil 3.7 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, S+R 

ve cPTIO uygulamalarının O
2.-

 içeriği üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir (p<0,05). 
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3.3 Antioksidan Enzim Aktivitesi 

3.3.1 NOX Enzim Aktivitesi 

Kontrol koĢullarında GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunluğu NOX aktivitesinde yaklaĢık 

2,5 kat artıĢa neden olmuĢtur. DıĢarıdan SNP uygulanan gruplarda ise Col.‘un NOX 

aktivitesinde kontrole göre 3,2 katlık bir artıĢ görülmüĢtür. SNP‘ye bağlı NOX aktivitesinde, 

GLR3.4.1 yoksunluğu belirgin bir değiĢikliğe neden olmamıĢtır. Bunun aksine GLR 3.4.2 

geninin yoksunluğu ise %49 azalıĢa neden olmuĢtur. Tunikamisin (Tm)‘nin dıĢarıdan 

uygulanması Col.‘un NOX aktivitesini, kontrole göre, 2,8 kat artırmıĢtır. Bu artıĢ, aynı 

koĢullar altında GLR 3.4.1‘in yoksunluğu ile %32 artıĢa ve GLR 3.4.2 yoksunluğu ile de 

NOX aktivitesinin %56 artıĢına sebep olmuĢtur. SNP varlığında Tm uygulaması ise kontrole 

göre Col.‘de NOX aktivitesini %29 artırmıĢtır. GLR 3.4.1 yoksunluğu NOX aktivitesinde 

belirgin bir farka neden olmamıĢtır. Ancak GLR 3.4.2 yoksunluğu, S+Tm uygulanmıĢ Col.‘e 

göre NOX aktivitesinde %18 azalmaya neden olmuĢtur. DıĢarıdan R uygulaması, kontrole 

göre, Col.‘un NOX aktivitesini yaklaĢık 2 kat artırmıĢtır. GLR 3.4.1 yoksunluğunda ise NOX 

aktivitesinde, Col. R‘nin üzerine, %62‘lik bir artıĢ daha görülürken, GLR 3.4.2 

yoksunluğunda ise %63‘lük bir azalma görülmüĢtür. SNP altında R uygulaması Col.‘un NOX 

aktivitesini 2 kat artırmıĢtır. GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunluğu S+R teĢvikli NOX 

aktivitesini S+R uygulanmıĢ Col.‘ünkine göre sırasıyla %29 ve % 40 azaltmıĢtır. Bunun 

aksine cPTIO uygulanması ise Col. kontrole göre NOX aktivitesini %87 artırmıĢtır (ġekil 

3.8). 

 



68 
 

ġekil 3.8 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, S+R 

ve cPTIO uygulamalarının NOX aktivitesi üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir 

(p<0,05). 

3.3.2 SOD Aktivitesi 

Kontrol koĢullarında, GLR 3.4.1 yoksunluğu SOD aktivitesinde %64, GLR 3.4.2 

yoksunluğu ise %30 artıĢa neden olmuĢtur. SNP‘nin dıĢarından uygulanması Col.‘un SOD 

aktivitesinde herhangi bir değiĢikliğe neden olmamıĢtır. Ancak, GLR 3.4.1 yoksunluğu SOD 

aktivitesinde %66 azalmaya sebep olmuĢtur. Benzer Ģekilde GLR 3.4.2 yoksunluğu ise SOD 

aktivitesini %55 azaltmıĢtır. Tunikamisin (Tm)‘nin dıĢarıdan uygulanması Col.‘un SOD 

aktivitesini, kontrole göre, %22 azaltmıĢtır. Aynı koĢullar altında GLR 3.4.1 yoksunluğu ise 

SOD aktivitesindeki bu azalıĢı %58 artırmıĢtır. Benzer Ģekilde GLR 3.4.2 yoksunluğu SOD 

aktivitesini %96 artırmıĢtır. SNP varlığında Tm uygulaması ise kontrole göre Col.‘de SOD 

aktivitesini %80 artırmıĢtır. GLR 3.4.1 yoksunluğu SOD aktivitesini %12 azaltırken GLR 

3.4.2 yoksunluğu, S+Tm uygulanmıĢ Col.‘e göre SOD aktivitesini %31 azaltmıĢtır. DıĢarıdan 

R uygulaması, kontrole göre, Col.‘un SOD aktivitesini %88 artırmıĢtır. Ancak, GLR 3.4.1 ve 

GLR 3.4.2 yoksunluğu SOD aktivitesinde belirgin bir artıĢa neden olmamıĢtır. SNP altında R 

uygulaması Col.‘un SOD aktivitesinde herhangi bir değiĢikliğe sebep olmamıĢtır. Ancak GLR 

3.4.1 yoksunluğu S+R teĢvikli SOD aktivitesini % 13, GLR 3.4.2 yoksunluğu ise S+R 

uygulanmıĢ Col.‘unkine göre SOD aktivitesini %34 azaltmıĢtır. Bunun aksine cPTIO 

uygulanmasında Col. kontrole göre SOD aktivitesi %10 artmıĢtır (ġekil 3.9). 

ġekil 3.9 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, S+R ve 

cPTIO uygulamalarının SOD aktivitesi üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir (p<0,05).   
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3.3.3 CAT Aktivitesi 

Normal koĢullarda, GLR 3.4.1 yoksunluğu, CAT aktivitesinde %38 artıĢ ve GLR 3.4.2 

yoksunluğu da %40 artıĢa neden olmuĢtur. DıĢarıdan SNP uygulanan gruplarda, Col.‘un CAT 

aktivitesinde kontrole göre %32 artıĢ görülmüĢtür. SNP‘ye bağlı CAT aktivitesindeki bu artıĢı 

GLR3.4.1ve GLR 3.4.2 genlerinin yoksunluğu sırasıyla %11 ve %20 azalmıĢtır. Tunikamisin 

(Tm)‘nin dıĢarıdan uygulanması Col.‘un CAT aktivitesini, kontrole göre, %22 artırmıĢtır. 

Ancak aynı koĢullar altında GLR 3.4.1‘in yokluğu %13 azalıĢa neden olurken GLR 3.4.2 

genlerinin yoksunluğu ise CAT aktivitesinde %14 artıĢa neden olmuĢtır. SNP varlığında Tm 

uygulaması ise kontrole göre Col.‘de CAT aktivitesini %52 arttırmıĢtır. Bunun dıĢında, GLR 

3.4.1 yoksunluğu CAT aktivitesinde belirgin bir farka neden olmamıĢtır. Ancak GLR 3.4.2 

yoksunluğu, S+Tm uygulanmıĢ Col.‘e göre CAT aktivitesinde yaklaĢık 4 kat artıĢa neden 

olmuĢtur. DıĢarıdan R uygulaması, kontrole göre, Col.‘un CAT aktivitesini yaklaĢık 2 kat 

arttırmıĢtır. GLR 3.4.1 yoksunluğu CAT aktivitesinde sadece %34, GLR 3.4.2 yoksunluğunda 

%61 azalmaya sebep olmuĢtur. SNP altında R uygulaması Col.‘un CAT aktivitesini %18 

azaltmıĢtır. Bunun aksine GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu S+R teĢvikli CAT aktivitesini S+R 

uygulanmıĢ Col.‘unkine göre yaklaĢık 3,2 kat arttırırken GLR 3.4.2 yoksunluğu herhangi bir 

değiĢikliğe neden olmuĢtur. Bunun aksine cPTIO uygulanması ise Col. kontrole göre CAT 

aktivitesini %18 arttırmıĢtır (ġekil 3.10). 

 

ġekil 3.10 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, 

S+R ve cPTIO uygulamalarının CAT aktivitesi üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir 

(p<0,05). 
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3.3.4 POX Aktivitesi  

Normal koĢullar altında, GLR 3.4.1 yoksunluğu POX aktivitesinde belirgin bir farklılık 

göstermemiĢtir. Ancak GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu %37 daha yüksektir. SNP‘nin 

dıĢarından uygulanması, Col.‘un POX aktivitesini %24 artırmıĢtır. Bu artıĢ, GLR 3.4.1 

yoksunluğu ile %18 ve GLR 3.4.2 yoksunluğu ile de %22 oranında POX aktivitesini daha da 

artırmıĢtır. Tunikamisin (Tm)‘nin dıĢarıdan uygulanması Col.‘un POX aktivitesini kontrole 

göre değiĢtirmemiĢtir. Ancak aynı koĢullar altında GLR 3.4.1 yoksunluğu %10 azalmaya 

sebep olurken, GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu POX aktivitesini değiĢtirmemiĢtir. SNP 

varlığında Tm uygulaması ise kontrole göre Col.‘de POX aktivitesini %14 azaltmıĢtır. Ancak 

GLR 3.4.1 yoksunluğu POX aktivitesindeki bu azalmayı %28 azaltırken, GLR 3.4.2 

yoksunluğu S+Tm uygulanmıĢ Col.‘e göre POX aktivitesini %13 artırmıĢtır. DıĢarıdan R 

uygulaması, kontrole göre, Col.‘un POX aktivitesinde belirgin bir değiĢiklik göstermemiĢtir. 

Ancak GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu POX aktivitesini %30 artırırken, GLR 3.4.2 

yoksunluğu bir değiĢikliğe sebep olmamıĢtır. SNP altında R uygulaması Col.‘un POX 

aktivitesinde %20 azaltmıĢtır. Ancak GLR 3.4.1 yoksunluğu S+R teĢvikli POX aktivitesini 

%38 artırmıĢtır. GLR 3.4.2 yoksunluğu ise S+R uygulanmıĢ Col.‘unkine göre POX 

aktivitesini yalnızca %7 artırmıĢtır. Bunun aksine cPTIO uygulanması ise Col. kontrole göre 

POX aktivitesini %10 artırmıĢtır (ġekil 3.11). 

 

ġekil 3.11 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, 

S+R ve cPTIO uygulamalarının POX aktivitesi üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir 

(p<0,05). 
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3.3.5 APX Aktivitesi 

Kontrol koĢullarında GLR 3.4.1 yoksunluğu APX aktivitesini %40 azaltırken bunun 

aksine GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu %14 artırmıĢtır. SNP‘nin dıĢarından uygulanması 

Col.‘un APX aktivitesini %22 azaltmıĢtır. Bu azalıĢ, GLR 3.4.1 yoksunluğu ile APX 

aktivitesinde %33 azalmaya sebep olurken, GLR 3.4.2 yoksunluğu ise %46 artıĢa neden 

olmuĢtur. Tunikamisin (Tm)‘nin dıĢarıdan uygulanması Col.‘un APX aktivitesini yaklaĢık 

olarak 3 kat artırmıĢtır. Ancak, aynı koĢullar altında GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 genlerinin 

yoksunluğu APX aktivitesinin sırasıyla %57 ve %35 azalmasına sebep olmuĢtur. SNP 

varlığında Tm uygulaması ise kontrole göre Col.‘de APX aktivitesini %27 artırmıĢtır. Benzer 

Ģekilde bu artıĢ, GLR 3.4.1 yoksunluğu ile APX aktivitesini %40 artırırken en büyük artıĢ 

S+Tm uygulanmıĢ Col.‘e göre APX aktivitesinin yaklaĢık 3 kat arttığı GLR 3.4.2 

yoksunluğunda belirlenmiĢtir. DıĢarıdan R uygulaması, kontrole göre, Col.‘un APX 

aktivitesinde %43 azalmaya sebep olmuĢtur. Benzer Ģekilde GLR 3.4.1 yoksunluğu bu azalıĢı 

%31 oranında daha da azaltmıĢtır. Ancak GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu APX aktivitesini 

%27 artırmıĢtır. SNP altında R uygulaması Col.‘un APX aktivitesinde %87 artıĢa sebep 

olmuĢtur. Ayrıca bu artıĢ, hem GLR 3.4.1 hem de GLR 3.4.2 yoksunluğu ile S+R uygulanmıĢ 

Col.‘unkine göre APX aktivitesini yaklaĢık 2 kat artırmıĢtır. Bunun aksine cPTIO 

uygulanması ise Col. kontrole göre APX aktivitesini %47 azalmıĢtır (ġekil 3.12). 

 

ġekil 3.12 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, 

S+R ve cPTIO uygulamalarının APX aktivitesi üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir 

(p<0,05).  
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3.3.6 GR Aktivitesi 

Normal koĢullarda GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 genlerinin yoksunluğu GR aktivitesini 

sırasıyla %20 ve %60 artırmıĢtır. SNP‘nin dıĢarından uygulanması Col.‘un GR aktivitesini 

%29 azaltmıĢtır. GLR 3.4.1 yoksunluğu GR aktivitesinde yalnızca %4, GLR 3.4.2 

yoksunluğu ise %12 artıĢa neden olmuĢtur. DıĢarıdan Tunikamisin (Tm) uygulanması Col.‘un 

GR aktivitesini %20 artırmıĢtır. Aynı koĢullar altında GLR 3.4.1 yoksunluğu GR 

aktivitesindeki bu artıĢı %76, GLR 3.4.2 yoksunluğu ise %12 daha fazla artırmıĢtır. SNP 

varlığında Tm uygulaması ise kontrole göre Col.‘de GR aktivitesini %18 azaltmıĢtır. Ancak 

bu azalıĢ, GLR 3.4.1 yoksunluğu ile GR aktivitesini %61 artırırken, yine S+Tm uygulanmıĢ 

Col.‘e göre GR aktivitesinin, GLR 3.4.2 yoksunluğunda yaklaĢık 2,3 kat arttığı görülmüĢtür. 

DıĢarıdan R uygulaması, kontrole göre, Col.‘un GR aktivitesinde %72 artıĢa sebep olmuĢtur. 

Bu artıĢ GLR 3.4.1 yoksunluğu ile %26 azalırken, GLR 3.4.2 yoksunluğu GR aktivitesini 

%10 artırmıĢtır. SNP altında R uygulaması Col.‘un GR aktivitesinde %7 azalmaya sebep 

olmuĢtur. Ancak GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunluğu S+R uygulanmıĢ Col.‘ünkine göre GR 

aktivitesini sırasıyla % 58 ve %36 artırmıĢtır. Bu artıĢlara benzer olarak cPTIO uygulanması 

ise Col. kontrole göre GR aktivitesini %83 artırmıĢtır (ġekil 3.13). 

 

ġekil 3.13 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, 

S+R ve cPTIO uygulamalarının GR aktivitesi üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir 

(p<0,05). 
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3.4 Redoks İlişkili Enzim Aktivite Analizleri 

3.4.1 GSH/GSSG Oranı 

Total Glutatyon miktarı, kontrol koĢullarında, GLR 3.4.1 geninin yoksunluğunda 

herhangi bir değiĢime neden olmazken GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu %26 azaltmıĢtır. 

SNP‘nin dıĢarından uygulanması Col.‘un total Glutatyon miktarını %26 azaltmıĢtır. Bu azalıĢ 

üzerinden de GLR 3.4.1 yoksunluğu ile %23, GLR 3.4.2 yoksunluğu ile de %40 artmıĢtır. 

Tunikamisin (Tm) uygulanması ise Col.‘un total Glutatyon miktarını %10 artırmıĢ ve GLR 

3.4.1 yoksunluğu total Glutatyon miktarını %28 azaltırken GLR 3.4.2 yoksunluğu ise bir 

değiĢikliğe sebep olmamıĢtır. SNP varlığında Tm uygulaması ise kontrole göre Col.‘de total 

Glutatyon miktarını %17 azaltmıĢtır. Bunun aksine, GLR 3.4.1 yoksunluğu total Glutatyon 

miktarındaki bu azalmayı %31 artırmıĢ ancak S+Tm uygulanmıĢ Col.‘e göre GLR 3.4.2 

geninin yoksunluğu ile de bir değiĢikliğe sebep olmamıĢtır. DıĢarıdan R uygulaması, kontrole 

göre, Col.‘un total Glutatyon miktarında %24 artıĢa sebep olmuĢtur. Bu artıĢ GLR 3.4.1 

geninin yoksunluğu ile değiĢmeyip kontrolü ile aynı seviyede kalırken, GLR 3.4.2 geninin 

yoksunluğu ile yaklaĢık %30 artırmıĢtır. SNP altında R uygulaması Col.‘un total Glutatyon 

miktarını %13 artıĢa sebep olmuĢtur. Ancak GLR 3.4.1 yoksunluğu %14 azalmaya sebep 

olurken GLR 3.4.2 yoksunluğu S+R uygulanmıĢ Col.‘ünkine göre total Glutatyon miktarını 

%12 artırmıĢtır. DıĢarıdan cPTIO uygulanması ise Col. kontrole göre kıyaslandığında total 

Glutatyon miktarında kayda değer herhangi bir değiĢime yol açmamıĢtır (ġekil 3.14). 

 

ġekil 3.14 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, 

S+R ve cPTIO uygulamalarının total glutatyon içeriği üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark 

belirtmektedir (p<0,05). 
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3.4.2 Askorbat Miktarı 

Normal koĢullarda, GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu askorbat miktarını %13 ve GLR 

3.4.2 geninin yoksunluğu ise %23 azaltmıĢtır. DıĢarından SNP uygulanması, Col.‘de düĢüĢe 

sebep olmuĢtur. Col.‘un askorbat miktarı %37 azalırken, bu azalma GLR 3.4.1 

yoksunluğunda %37 üzerinden ayrıca %24‘tür. Ancak GLR 3.4.2 yoksunluğu ile bir 

değiĢiklik tespit edilmemiĢtir. Tunikamisin (Tm) uygulanması Col.‘un askorbat miktarını 

%18 artırmıĢtır. Aynı koĢullar altında GLR 3.4.1 yoksunluğu askorbat miktarındaki bu artıĢı 

%11 azaltırken, GLR 3.4.2 yoksunluğu ile %37 azalmıĢtır. SNP varlığında Tm uygulaması 

kontrole göre Col.‘de askorbat miktarını %80 azaltmıĢtır. GLR 3.4.1 yoksunluğu ile S+Tm 

uygulanmıĢ Col.‘e göre askorbat miktarını %64, GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu ise yaklaĢık 2 

kat artırmıĢtır. DıĢarıdan R uygulaması, kontrole göre, Col.‘un askorbat miktarını sadece %6 

artırmıĢtır. Bu artıĢ, GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu ile askorbat miktarı %12 oranında 

azalırken, GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu ile %56 azalmıĢtır. SNP altında R uygulaması 

Col.‘un askorbat miktarını %46 azaltmıĢtır. Ancak GLR 3.4.1 yoksunluğu askorbat miktarını 

%90 ve GLR 3.4.2 yoksunluğu ise %48 artırmıĢtır. DıĢarıdan cPTIO uygulanması ise Col. 

kontrole göre kıyaslandığında askorbat miktarını %36 azalmıĢtır (ġekil 3.15). 

ġekil 3.15 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, S+R ve 

cPTIO uygulamalarının askorbat miktarı üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir 

(p<0,05). 
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3.4.3 GST Aktivitesi 

Normal koĢullarda GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu GST aktivitesini %33 azaltmıĢtır. 

Ancak GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu %60 artırmıĢtır. DıĢarından SNP uygulanması, Col.‘un 

GST aktivitesi %98 artırmıĢtır. GST aktivitesindeki bu artıĢ GLR 3.4.1 yoksunluğu ile %21 

azalırken, GLR 3.4.2 yoksunluğu ile %51 azaltmıĢtır. Tunikamisin (Tm) uygulanması Col.‘un 

GST aktivitesini %70 artırmıĢtır. Aynı koĢullar altında bu artıĢ, GLR 3.4.1 yoksunluğunda 

GST aktivitesini %38 ve GLR 3.4.2 yoksunluğu %50 daha da azaltmıĢtır. SNP varlığında Tm 

uygulaması ise kontrole göre Col.‘de GST aktivitesini %25 artırmıĢtır. Bu artıĢ GLR 3.4.1 

yoksunluğu ile S+Tm uygulanmıĢ Col.‘e göre %57 iken, GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu %81 

daha da artmıĢtır. DıĢarıdan R uygulaması, kontrole göre Col.‘un GST aktivitesini %13 

artırmıĢtır. Bu artıĢ GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu da değiĢmezken, GLR 3.4.2 geninin 

yoksunluğu GST aktivitesini %18 azaltmıĢtır. SNP altında R uygulaması Col.‘un GST 

aktivitesini %48 azaltmıĢtır. Ancak GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunluğu S+R uygulanmıĢ 

Col.‘unkine göre GST aktivitesini sırasıyla 2,9 ve 3,1 kat artırmıĢtır. DıĢarıdan cPTIO 

uygulanması ise Col. kontrole göre kıyaslandığında GST aktivitesini %54 artırmıĢtır (ġekil 

3.16). 

 

ġekil 3.16 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, 

S+R ve cPTIO uygulamalarının GST aktivitesi üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir 

(p<0,05). 
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3.4.4 GPX Aktivitesi  

Kontrol koĢullarında, GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu ile GPX aktivitesi değiĢmemiĢtir. 

Ancak GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu GPX aktivitesini %14 azaltmıĢtır. DıĢarından SNP 

uygulanması Col.‘un GPX aktivitesini %51 artırmıĢtır. GPX aktivitesindeki bu artıĢ GLR 

3.4.1 yoksunluğu ile değiĢmezken, GLR 3.4.2 yoksunluğu ile yaklaĢık %23 artmıĢtır. 

Tunikamisin (Tm) uygulanması Col.‘un GPX aktivitesini %71 artırmıĢtır. Aynı koĢullar 

altında GLR 3.4.1 yoksunluğu bu artıĢı %15 daha da artırırken, GLR 3.4.2 yoksunluğu ise 

GPX aktivitesini %50 azaltmıĢtır. SNP varlığında Tm uygulaması ise kontrole göre Col.‘de 

GPX aktivitesini %16 artırmıĢtır. Bu artıĢ GLR 3.4.1 yoksunluğu ile S+Tm uygulanmıĢ Col.‘e 

göre %36 iken GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu ile yaklaĢık 2 kattır. DıĢarıdan R uygulaması, 

kontrole göre, Col.‘un GPX aktivitesini 2,6 kat artırmıĢtır. Ancak bu artıĢ GLR 3.4.1 geninin 

yoksunluğu da %35 azalırken, GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu ile GPX aktivitesi %15 daha da 

artmıĢtır. SNP altında R uygulaması Col.‘un GPX aktivitesini değiĢtirmemiĢtir. Ancak GLR 

3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunluğu S+R uygulanmıĢ Col.‘unkine göre GPX aktivitesini sırasıyla 

2,9 ve 2,1 kat artırmıĢtır. DıĢarıdan cPTIO uygulanması ise Col. kontrole göre 

kıyaslandığında GPX aktivitesini %51 artırmıĢtır (ġekil 3.17). 

ġekil 3.17 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, S+R ve 

cPTIO uygulamalarının GPX aktivitesi üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir (p<0,05). 
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3.4.5NAD/NADH Oranı 

Normal koĢullarda, GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu ile NAD/NADH oranı 

değiĢmemiĢtir. Ancak GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu ile bu oran %14 artmıĢtır. DıĢarından 

SNP uygulanması, Col.‘un NAD/NADH oranı 2,6 kat artırmıĢtır. Ancak NAD/NADH oranı 

GLR 3.4.1 yoksunluğu ile %61, GLR 3.4.2 yoksunluğu ile de %55 azalmıĢtır. Tunikamisin 

(Tm) uygulanması Col.‘un NAD/NADH oranını 2,3 kat artırmıĢtır. Aynı koĢullar altında 

NAD/NADH oranındaki bu artıĢı GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 genlerinin yoksunluğu sırasıyla 

%45 ve %40 oranında azaltmıĢtır. SNP varlığında Tm uygulaması kontrole göre Col.‘de 

NAD/NADH oranını değiĢtirmemiĢtir. GLR 3.4.1 yoksunluğu ile S+Tm uygulanmıĢ Col.‘e 

göre NAD/NADH oranı %22 artarken, GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu Col. gibi bir 

değiĢikliğe sebep olmamıĢtır. DıĢarıdan R uygulaması, kontrole göre, Col.‘un NAD/NADH 

oranını %41 artırmıĢtır. Ancak GLR 3.4.1 yoksunluğu da bu artıĢ %29 azalırken, GLR 3.4.2 

yoksunluğu ile NAD/NADH oranında %17 azalma gözlenmiĢtir. SNP altında R uygulaması 

Col.‘un NAD/NADH oranını %72 artırmıĢtır. Ancak GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 

yoksunluğunda, S+R uygulanmıĢ Col.‘e göre NAD/NADH aynı oranda, %38, azalmıĢtır. 

DıĢarıdan cPTIO uygulanması ise Col. kontrole göre kıyaslandığında NAD/NADH oranını 

değiĢtirmemiĢtir (ġekil 3.18). 

ġekil 3.18 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, S+R ve 

cPTIO uygulamalarının NAD/NADH içeriği üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir 

(p<0,05).  
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3.4.6 MDHAR Aktivitesi 

Kontrol koĢullarında, GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu MDHAR aktivitesini %36, GLR 

3.4.2 geninin yoksunluğu ise %25 artırmıĢtır. DıĢarından SNP uygulanması, Col.‘un MDHAR 

aktivitesini 3,3 kat artırmıĢtır. Bu artıĢ, GLR 3.4.1 yoksunluğu ile %35 azalırken, GLR 3.4.2 

yoksunluğu ile değiĢmemiĢtir. Tm uygulanması Col.‘un MDHAR aktivitesini 2,2 kat 

artırmıĢtır. Aynı koĢullar altında GLR 3.4.1 yoksunluğu MDHAR aktivitesini %56 azaltırken 

GLR 3.4.2 yoksunluğu %13 artırmıĢtır. Kontrole göre, SNP varlığında Tm uygulaması 

Col.‘de MDHAR aktivitesini %52 artırmıĢtır. GLR 3.4.1 yoksunluğu ile S+Tm uygulanmıĢ 

Col.‘e göre MDHAR aktivitesi %16 azalırken, GLR 3.4.2 geninin yoksunluğunda belirgin bir 

değiĢik görülmemiĢtir. DıĢarıdan R uygulaması, kontrole göre, Col.‘un MDHAR aktivitesini 

değiĢtirmemiĢtir. Ancak GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu MDHAR aktivitesini %47 oranında 

artırırken, GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu %10 azaltmıĢtır. SNP altında R uygulaması Col.‘un 

MDHAR aktivitesini %10 azaltmıĢtır. Ancak GLR 3.4.1 yoksunluğu MDHAR aktivitesini 

değiĢtirmemiĢtir. Bunun aksine GLR 3.4.2 yoksunluğu MDHAR aktivitesini %24 artırmıĢtır. 

cPTIO uygulanması ise Col. kontrole göre kıyaslandığında MDHAR aktivitesi %41 artmıĢtır 

(ġekil 3.19). 

 

ġekil 3.19 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, S+R ve 

cPTIO uygulamalarının MDHAR aktivitesi üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir 

(p<0,05). 
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3.4.7 DHAR Aktivitesi 

Normal koĢullarda, GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu DHAR aktivitesini %13 ve GLR 

3.4.2 geninin yoksunluğu ise %23 azaltmıĢtır. DıĢarından SNP uygulanması, Col.‘de 

azalmaya sebep olmuĢtur. Col.‘un DHAR aktivitesini %37 azalırken, SNP uygulanmıĢ Col.‘e 

göre, GLR 3.4.1 yoksunluğu ile azalım %24‘tür. Ancak GLR 3.4.2 yoksunluğu ile bir 

değiĢiklik tespit edilmemiĢtir. Tunikamisin (Tm) uygulanması Col.‘un DHAR aktivitesini 

%18 artırmıĢtır. Aynı koĢullar altında GLR 3.4.1 yoksunluğu DHAR aktivitesindeki bu artıĢı 

%11 azaltırken GLR 3.4.2 yoksunluğunda ise %37 azalmıĢtır. SNP varlığında Tm uygulaması 

kontrole göre Col.‘de DHAR aktivitesini %80 azaltmıĢtır. GLR 3.4.1 yoksunluğu ile S+Tm 

uygulanmıĢ Col.‘e göre DHAR aktivitesi %64, GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu ise yaklaĢık 2 

kat artırmıĢtır. DıĢarıdan R uygulaması, kontrole göre, Col.‘un DHAR aktivitesini sadece %6 

artırmıĢtır. GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu ile %12 oranında DHAR aktivitesini azaltırken, 

GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu ile %56 azalmıĢtır. SNP altında R uygulaması Col.‘un DHAR 

aktivitesini %46 azaltmıĢtır. Ancak GLR 3.4.1 yoksunluğu DHAR aktivitesini %90 ve GLR 

3.4.2 yoksunluğu ise %48 artırmıĢtır. DıĢarıdan cPTIO uygulanması ise Col. kontrole göre 

kıyaslandığında DHAR aktivitesini %36 azalmıĢtır (ġekil 3.20). 

ġekil 3.20 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, S+R ve 

cPTIO uygulamalarının DHAR aktivitesi üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir 

(p<0,05). 
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3.6 Lipid Peroksidasyon (TBARS) Miktarı 

Normal koĢullarda, GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu TBARS miktarını 

%10 artırmıĢtır. DıĢarından SNP uygulanması, Col.‘un TBARS miktarını %34 artırmıĢtır. 

Ancak bu artıĢ GLR 3.4.1 yoksunluğu ile %24 ve GLR 3.4.2 yoksunluğu ile de %31 

azalmıĢtır. Tunikamisin (Tm) uygulanması Col.‘un TBARS miktarını %18 artırmıĢtır. Aynı 

koĢullar altında GLR 3.4.1 yoksunluğu TBARS miktarını %26 daha fazla artırırken GLR 

3.4.2 yoksunluğu %20 azalmaya sebep olmamıĢtır. SNP varlığında Tm uygulaması kontrole 

göre Col.‘de TBARS miktarını %12 artırmıĢtır. GLR 3.4.1 yoksunluğu ile S+Tm uygulanmıĢ 

Col.‘e göre TBARS miktarını %19, GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu ise %7 artırmıĢtır. 

DıĢarıdan R uygulaması, kontrole göre, Col.‘un TBARS miktarını %11 artırmıĢtır. Ancak 

GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu %12 oranında TBARS miktarını artırırken, GLR 3.4.2 geninin 

yoksunluğu ile de %22 azalmıĢtır. SNP altında R uygulaması Col.‘un TBARS miktarını 

değiĢtirmemiĢtir. Ancak GLR 3.4.1 yoksunluğu TBARS miktarını %13 azaltmıĢ ve GLR 

3.4.2 yoksunluğu ise değiĢtirmemiĢtir. DıĢarıdan cPTIO uygulanması ise Col. kontrole göre 

kıyaslandığında TBARS miktarı %11 azalmıĢtır (ġekil 3.21). 

 

ġekil 3.21 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, 

S+R ve cPTIO uygulamalarının TBARS miktarı üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir 

(p<0,05). 
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3.6 Protein Oksidasyonu 

Normal koĢullarda, GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu protein oksidasyonunu 

sırasıyla %35 ve %95 artırmıĢtır. DıĢarından SNP uygulanması, Col.‘un protein 

oksidasyonunu %48 artırmıĢtır. Bununla birlikte bu artıĢ GLR 3.4.1 yoksunluğu yaklaĢık 3 

kat daha ve GLR 3.4.2 yoksunluğu ile %11 daha fazla artıĢa sebep olmuĢtur. Tunikamisin 

(Tm) uygulanması Col.‘un protein oksidasyonunu %20 artırmıĢtır. Aynı koĢullar altında GLR 

3.4.1 yoksunluğu protein oksidasyonunu %37 daha artırırken GLR 3.4.2 yoksunluğu ile 

değiĢiklik görülmemiĢtir. SNP varlığında Tm uygulaması kontrole göre Col.‘de protein 

oksidasyonunu %51 artırmıĢtır. GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu S+Tm 

uygulanmıĢ Col.‘e göre protein oksidasyonunu sırasıyla %32 ve %14 azaltmıĢtır. DıĢarıdan R 

uygulaması, kontrole göre, Col.‘un protein oksidasyonunu sadece %7 artırmıĢtır. Bu artıĢ 

GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu ile 1,5 kat daha artarken, GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu ile 

%21 daha artmıĢtır. SNP altında R uygulaması Col.‘un protein oksidasyonunu %24 

artırmıĢtır. Ancak GLR 3.4.1 yoksunluğu protein oksidasyonunu %40 ve GLR 3.4.2 

yoksunluğu %34 artırmıĢtır. DıĢarıdan cPTIO uygulanması ise Col. kontrole göre 

kıyaslandığında protein oksidasyonunu %31 artırmıĢtır (ġekil 3.22). 

 

ġekil 3.22 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, 

S+R ve cPTIO uygulamalarının protein oksidasyonu üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark 

belirtmektedir (p<0,05). 
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3.7 Gen İfadelerinin Belirlenmesi  

3.7.1 ER-İlişkili Genlerin Belirlenmesi 

Normal koĢullarda ile, dıĢarıdan SNP uygulanan gruplar kıyaslandığında, Col.‘un 

bZIP28 transkripsiyonu 1,6 katına çıkmıĢtır. Bununla birlikte bZIP28 transkripsiyonu GLR 

3.4.1 yoksunluğunda 1,5 kat daha artmıĢtır. Ancak GLR 3.4.2 yoksunluğu belirgin bir 

değiĢikliğe neden olmamıĢtır. DıĢarıdan Tunikamisin (Tm) uygulanması Col.‘un bZIP28 

transkripsiyonunu yaklaĢık 2 katına çıkarmıĢtır. Aynı koĢullar altında GLR 3.4.1 yoksunluğu 

bu genin transkripsiyonunu 5 kat daha artırmıĢ ancak GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu 

değiĢtirmemiĢtir. SNP varlığında Tm uygulaması kontrole göre Col.‘de bZIP28 

transkripsiyonu 1,6 katına çıkarmıĢtır. GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu S+Tm 

uygulanmıĢ Col.‘e göre benzer seviyede kalmıĢtır. DıĢarıdan R uygulaması, kontrole göre, 

Col.‘un bZIP28 transkripsiyonunu 2,3 katına çıkarırken, en büyük artıĢ, GLR 3.4.1 geninin 

yoksunluğu ile yaklaĢık 7,5 kattır. Ayrıca, GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu bZIP28 

transkripsiyonu 1,3 katına çıkmıĢtır. SNP altında R uygulaması Col.‘un bZIP28 

transkripsiyonunu 1,5 katına çıkarırken, GLR 3.4.1 yoksunluğu bu genin transkripsiyonu S+R 

uygulanmıĢ Col.‘e göre yaklaĢık 6 kat daha çıkarmıĢtır. GLR 3.4.2 yoksunluğu belirgin bir 

artıĢa sebep olmamıĢtır. DıĢarıdan cPTIO uygulanması ise Col. kontrole göre kıyaslandığında 

bZIP28 transkripsiyonu 2 katına çıkarmıĢtır (ġekil 3.23). 

 

ġekil 3.23 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, 

S+R ve cPTIO uygulamalarının bZIP28 transkripsiyonu üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark 

belirtmektedir (p<0,05). 



83 
 

DıĢarıdan SNP uygulaması, Col.‘un bZIP60 transkripsiyonu 1,6 katına çıkmıĢtır. 

Bununla birlikte GLR 3.4.1 yoksunluğunda bu genin ifadesi 6 kat azaltırken, GLR 3.4.2 

yoksunluğu azalmaya neden olmamıĢtır. DıĢarıdan Tunikamisin (Tm) uygulanması Col.‘un 

bZIP60 transkripsiyonunu yaklaĢık 2,6 katına çıkarmıĢtır. Aynı koĢullar altında bu genin 

transkripsiyonunu GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunluğu ile az azalmıĢtır. SNP varlığında Tm 

uygulaması kontrole göre Col.‘de bZIP60 transkripsiyonu 1,6 katına çıkarmıĢtır. GLR 3.4.1 

ve GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu S+Tm uygulanmıĢ Col.‘e göre az miktarda artırmıĢtır. 

DıĢarıdan R uygulaması, kontrole göre, Col.‘un bZIP60 transkripsiyonunu 1,3 katına 

çıkartmıĢ ve hem GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu hem de GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu 

bZIP60 transkripsiyonu Col.‘e benzer seviyededir. SNP altında R uygulaması Col.‘un bZIP60 

transkripsiyonunu 1,2 katına çıkarırken, GLR 3.4.1 yoksunluğu bu genin transkripsiyonu S+R 

uygulanmıĢ Col.‘e göre yaklaĢık 2 katına çıkarmıĢ ancak GLR 3.4.2 yoksunluğu belirgin bir 

artıĢa sebep olmamıĢtır. DıĢarıdan cPTIO uygulanması ise Col. kontrole göre kıyaslandığında 

bZIP60 transkripsiyonu 1,2 katına çıkarmıĢtır (ġekil 3.24). 

 

ġekil 3.24 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, 

S+R ve cPTIO uygulamalarının bZIP60 transkripsiyonu üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark 

belirtmektedir (p<0,05). 

DıĢarıdan SNP uygulaması, Col.‘un IRE1A transkripsiyonunu 8 katına çıkmıĢtır. Bu 

artıĢ GLR 3.4.1 yoksunluğunda bu genin ifadesi 4 kat azaltmıĢ ve GLR 3.4.2 yoksunluğu ile 

yaklaĢık 10 kat azalmıĢtır. DıĢarıdan Tunikamisin (Tm) uygulanması Col.‘un IRE1A 

transkripsiyonunu yaklaĢık 12 katına çıkarmıĢtır. Aynı koĢullar altında bu genin 

transkripsiyonunu GLR 3.4.1 yoksunluğu ile 3 kat azalmıĢ hatta, GLR 3.4.2 yoksunluğu ile de 

kontrol seviyesinde kalmıĢtır. SNP varlığında Tm uygulaması kontrole göre Col.‘de IRE1A 
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transkripsiyonu 13 katına çıkarırken, GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu S+Tm 

uygulanmıĢ Col.‘e göre azalırken kendi kontrolleri seviyesinde kalmıĢtır. DıĢarıdan R 

uygulaması, kontrole göre, Col.‘un IRE1A transkripsiyonunu 15 katına çıkarken, GLR 3.4.1 

geninin yoksunluğu ile de azalmıĢ, ancak GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu değiĢtirmemiĢtir. 

SNP altında R uygulaması Col.‘un IRE1A transkripsiyonunu 11 katına çıkarırken, GLR 3.4.1 

yoksunluğu bu genin transkripsiyonunu S+R uygulanmıĢ Col.‘e göre 0,4 kat daha az 

artırmıĢtır. DıĢarıdan cPTIO uygulanması ise Col. kontrole göre kıyaslandığında IRE1A 

transkripsiyonu 12 katına çıkarmıĢtır (ġekil 3.25). Yapılan uygulamalar ile IRE1B geninin 

transkripsiyonu IRE1A ile benzer artıĢ ve azalıĢlara sebep olmuĢtur (ġekil 3.26). 

 

ġekil 3.25 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, 

S+R ve cPTIO uygulamalarının IRE1A transkripsiyonu üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark 

belirtmektedir (p<0,05). 
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ġekil 3.26 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, 

S+R ve cPTIO uygulamalarının IRE1B transkripsiyonu üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark 

belirtmektedir (p<0,05). 

DıĢarıdan SNP uygulaması, Col.‘un BĠP3 transkripsiyonunu 4,8 katına çıkmıĢtır. GLR 

3.4.1 yoksunluğunda bu genin ifadesi atarken, GLR 3.4.2 yoksunluğu belirgin bir değiĢikliğe 

neden olmamıĢtır. Tunikamisin (Tm) uygulanması Col.‘un BĠP3 transkripsiyonunu 4 katına 

çıkarmıĢtır. Aynı koĢullar altında bu genin transkripsiyonunu GLR 3.4.1 yoksunluğu 3 kat 

daha attırmıĢtır ancak, GLR 3.4.2 yoksunluğu ile belirgin bir değiĢiklik olmamıĢtır. SNP 

varlığında Tm uygulaması kontrole göre Col.‘de BĠP3 transkripsiyonu 4 katına çıkmıĢ, GLR 

3.4.1 ile bu artıĢ aynı seviyede iken GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu S+Tm uygulanmıĢ Col.‘e 

göre 4 kat azalıĢa sebep olmuĢtur. DıĢarıdan R uygulaması, Tm uygulaması ile benzer 

seviyelerde değiĢikliklere sebep olmuĢtur. SNP altında R uygulaması Col.‘un BĠP3 

transkripsiyonunu 4 katına çıkarmıĢtır. GLR 3.4.1 yoksunluğu bu genin transkripsiyonunu 

S+R uygulanmıĢ Col. ile benzer seviyede kalmasına sebep olmuĢtur. DıĢarıdan cPTIO 

uygulanması ise Col. kontrole göre kıyaslandığında BĠP3 transkripsiyonu 5 katına çıkarmıĢtır 

(ġekil 3.27).  

 

ġekil 3.27 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, 

S+R ve cPTIO uygulamalarının BIP3 transkripsiyonu üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark 

belirtmektedir (p<0,05). 

DıĢarıdan SNP uygulaması, Col.‘un ERO1 transkripsiyonunda normal koĢullara göre 

büyük oranda azalıĢ belirlenmiĢtir. Ancak GLR 3.4.1 yoksunluğunda bu genin ifadesi 1,6 kat 

artırırken, GLR 3.4.2 yoksunluğu ile de artmıĢtır. Tunikamisin (Tm) uygulanması Col.‘un 
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ERO1 transkripsiyonunu 2 katına çıkarmıĢtır. Aynı koĢullar altında bu genin 

transkripsiyonunu GLR 3.4.1 yoksunluğu ile 2,5 katına çıkarmıĢtır ancak, GLR 3.4.2 

yoksunluğu ile 2 kat azalmıĢtır. SNP varlığında Tm uygulaması kontrole göre sadece Tm 

uygulaması ile benzer Ģekilde değiĢtirmiĢtir. DıĢarıdan R uygulaması, kontrole göre, Col.‘un 

ERO1 transkripsiyonunu azaltırken, GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu ile yaklaĢık 9 katına ve 

GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu ile de 4 katına çıkmıĢtır. SNP altında R uygulaması ERO1 

transkripsiyonunu dıĢarıdan sadece R uygulaması ile benzer Ģekilde değiĢtirmiĢtir. DıĢarıdan 

cPTIO uygulanması ise Col. kontrole göre kıyaslandığında ERO1 transkripsiyonu azaltmıĢtır 

(ġekil 3.28). 

 

ġekil 3.28 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, 

S+R ve cPTIO uygulamalarının ERO1 transkripsiyonu üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark 

belirtmektedir (p<0,05). 

DıĢarıdan SNP uygulaması, Col.‘un CNX transkripsiyonunu yaklaĢık 8 kat azaltmıĢtır. 

Bu azalıĢ GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu ile CNX transkripsiyonunda 4 kat artıĢa sebep 

olmuĢtur. Ancak GLR 3.4.2 yoksunluğunda bu genin ifadesi 2,6 kat artırmıĢtır. Tunikamisin 

(Tm) uygulanması Col.‘un CNX transkripsiyonunu 1,2 katına çıkarmıĢtır. Aynı koĢullar 

altında bu genin transkripsiyonunu GLR 3.4.1 yoksunluğu ile 6 katına ve GLR 3.4.2 

yoksunluğu ile 3 katına çıkmıĢtır. SNP varlığında Tm uygulaması kontrole göre Col.‘de 1,13 

artmıĢtır.  GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu Col. S+Tm‘ye göre 4 katına ve GLR 3.4.2 geninin 

yoksunluğu ile de 3 katına çıkarmıĢtır. DıĢarıdan R uygulaması, kontrole göre, Col.‘un CNX 

transkripsiyonunu azaltırken, GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu ile artıĢa sebep 

olmuĢtur. SNP altında R uygulaması kontrole göre, Col.‘un CNX transkripsiyonunu 

azaltırken, GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunluğu bu genin transkripsiyonunu S+R uygulanmıĢ 
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Col.‘e göre yaklaĢık 2 katına çıkarmıĢtır. DıĢarıdan cPTIO uygulanması ise Col. kontrole göre 

kıyaslandığında CNX transkripsiyonunu azaltmıĢtır (ġekil 3.29). 

 

ġekil 3.29 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, 

S+R ve cPTIO uygulamalarının CNX transkripsiyonu üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark 

belirtmektedir (p<0,05). 

DıĢarıdan SNP uygulaması, Col.‘un, GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu PDI5 

transkripsiyonunda normal koĢullara göre azalmaya sebep olmuĢtur. Tunikamisin (Tm) 

uygulanması Col.‘un PDI5 transkripsiyonunu 2,6 artırırken, GLR 3.4.1 yoksunluğu 

değiĢikliğe sebep olmazken, bu artıĢ GLR 3.4.2 yoksunluğu ile yaklaĢık 5 kat daha artmıĢtır. 

SNP varlığında Tm uygulaması kontrole göre Col.‘de PDI5 transkripsiyonunda 4 katına 

çıkarken, GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu Col. S+Tm‘ye göre 1,5 katına çıkartırken, GLR 

3.4.2 geninin yoksunluğu ile de yaklaĢık 2 kat azalmıĢtır. DıĢarıdan R uygulaması, kontrole 

göre, Col.‘un PDI5 transkripsiyonunda azalma görülmüĢtür. SNP altında R uygulaması PDI5 

transkripsiyonunda R uygulaması ile benzer Ģekilde azalmıĢtır. DıĢarıdan cPTIO uygulanması 

ise Col. kontrole göre kıyaslandığında PDI5 transkripsiyonunu azaltmıĢtır (ġekil 3.30). 
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ġekil 3.30 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, 

S+R ve cPTIO uygulamalarının PDI5 transkripsiyonu üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark 

belirtmektedir (p<0,05). 

3.7.2 Mitokondri-İlişkili Genlerin İfadesi 

DıĢarıdan SNP uygulaması, Col.‘un, UPOX transkripsiyonunu 11 katına çıkarmıĢtır. Bu 

artıĢ, GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu ile 2 katına çıkarmıĢtır. GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu 

ile UPOX transkripsiyonunda yaklaĢık 10 kata kadar azaltmıĢtır. Tunikamisin (Tm) 

uygulanması Col.‘un UPOX transkripsiyonunu 12 kat artırırken, GLR 3.4.1 yoksunluğu Tm 

uygulanmıĢ Col.‘e göre 4 katına çıkarmıĢtır. GLR 3.4.2 yoksunluğu ise değiĢikliğe sebep 

olmamıĢtır. SNP varlığında Tm uygulaması kontrole göre Col.‘de UPOX transkripsiyonunda 

13 katına çıkartırken, GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu ile azalırken, GLR 3.4.2 geninin 

yoksunluğu ile bir değiĢiklik gözlenmemiĢtir. DıĢarıdan R uygulaması, kontrole göre, Col.‘un 

UPOX transkripsiyonunda 21 kat artıĢa sebep olurken,  GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu Col. 

S+R‘ye göre yaklaĢık 3 kat artmıĢ ancak GLR 3.4.2 ile kontrol seviyesinde kalmıĢtır. SNP 

altında R uygulaması UPOX transkripsiyonunda 8 kat artıĢa sebep olmuĢtur. Ancak GLR 

3.4.1 geninin yoksunluğu Col. S+R‘ye göre yaklaĢık 6 katına çıkmıĢ, GLR 3.4.2 ile kontrol ile 

aynı seviyede kalmıĢtır. DıĢarıdan cPTIO uygulanması ise Col. kontrole göre kıyaslandığında 

UPOX transkripsiyonunu 10 katına çıkarmıĢtır (ġekil 3.31). 
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ġekil 3.31 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, 

S+R ve cPTIO uygulamalarının UPOX transkripsiyonu üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark 

belirtmektedir (p<0,05). 

DıĢarıdan SNP uygulaması, Col.‘un, AOX1 transkripsiyonunu 14 katına çıkarmıĢtır. Bu 

artıĢ GLR 3.4.1 geninin yoksunluğunda yaklaĢık 7 kat azalmıĢtır. Ancak, GLR 3.4.2 geninin 

yoksunluğu AOX1 transkripsiyonunda normal koĢullara göre değiĢikliğe sebep olmamıĢtır. 

Tunikamisin (Tm) uygulanması Col.‘un AOX1 transkripsiyonunu 16 kat artırırken, kontrole 

göre GLR 3.4.1 yoksunluğu Tm uygulanması ile yaklaĢık 2,5 kat azalmıĢ ancak GLR 3.4.2 

yoksunluğu ile azalarak kontrol seviyesinde kalmıĢtır. SNP varlığında Tm uygulaması 

kontrole göre Col.‘de AOX1 transkripsiyonunda 11 katına çıkartırken, GLR 3.4.1 ve GLR 

3.4.2 yoksunluğu ile yaklaĢık 10 kat azalarak kontrol seviyesinde kalmıĢtır. Uygulamalar 

arasında en büyük artıĢ dıĢarıdan R uygulaması ile, kontrole göre, Col.‘un AOX1 

transkripsiyonundur. Bu artıĢ 18,5 kattır. GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu ise bu artıĢı yaklaĢık 

2,5 kat azaltmıĢ ancak GLR 3.4.2 yoksunluğu AOX1 transkripsiyonunu azaltarak kontrol 

seviyesine getirmiĢtir. SNP altında R uygulaması AOX1 transkripsiyonunda 14 kat artıĢa 

sebep olmuĢtur. Ancak bu artıĢ GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu ile yaklaĢık 2,5 kat azalırken, 

azalarak kontrol seviyesinde kalmıĢtır. DıĢarıdan cPTIO uygulanması ise Col. kontrole göre 

kıyaslandığında AOX1 transkripsiyonunu 18 katına çıkarmıĢtır (ġekil 3.32). 
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ġekil 3.32 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, 

S+R ve cPTIO uygulamalarının AOX1 transkripsiyonu üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark 

belirtmektedir (p<0,05). 

DıĢarıdan SNP uygulaması, Col.‘un, UCP1 transkripsiyonunu 16 katına çıkarmıĢtır. Bu 

artıĢ GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu ile yaklaĢık 1,5 kat azalırken, GLR 3.4.2 geninin 

yoksunluğu UCP1 transkripsiyonunu azaltarak kontrol seviyesine getirmiĢtir. Tunikamisin 

(Tm) uygulanması Col.‘un UCP1 transkripsiyonunu 16 kat artırırken, bu artıĢ GLR 3.4.1 

yoksunluğu ile 1,6 kat daha da artırmıĢ ancak GLR 3.4.2 yoksunluğu ise azaltarak kontrol 

seviyesine getirmiĢtir. DıĢarıdan R uygulaması ile tunikamisin uygulamasında artıĢlar tüm 

gruplar da aynı Ģekilde belirlenmiĢtir. SNP varlığında Tm uygulaması kontrole göre Col.‘de 

UCP1 transkripsiyonunda yaklaĢık 14 katına çıkartırken, bu artıĢ GLR 3.4.1 yoksunluğu ile 

2,6 kat azalmasına sebep olurken GLR 3.4.2 yoksunluğu ise bu artıĢı azaltarak kontrol 

seviyesine getirmiĢtir. SNP altında R uygulaması UCP1 transkripsiyonunda 12 kat artıĢa 

sebep olmuĢtur. GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu ile bu artıĢ 1,3 katına çıkmıĢ ancak GLR 3.4.2 

yoksunluğu ile azaltarak kontrol seviyesinde kalmıĢtır. DıĢarıdan cPTIO uygulanması ise Col. 

kontrole göre kıyaslandığında UCP1 transkripsiyonunu 15 katına çıkarmıĢtır (ġekil 3.33). 
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ġekil 3.33 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, 

S+R ve cPTIO uygulamalarının UCP1 transkripsiyonu üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark 

belirtmektedir (p<0,05). 

SNP uygulaması, Col.‘un, SDH2E transkripsiyonunu 13 katına çıkarmıĢtır. GLR 3.4.1 

ve GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu SDH2E transkripsiyonunu azaltarak kontrol seviyesine 

kalmasına sebep olmuĢtur. Tunikamisin (Tm) uygulanması Col.‘un SDH2E transkripsiyonunu 

yaklaĢık 4 kat artırırken, bu artıĢ GLR 3.4.1 yoksunluğu ile yaklaĢık 2 kat azalmıĢ ve GLR 

3.4.2 yoksunluğu ile azaltarak kontrol seviyesinde kalmıĢtır. SNP varlığında Tm uygulaması 

kontrole göre Col.‘de SDH2E transkripsiyonunu yaklaĢık 6 katına çıkartırken, kontrole göre 

GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunluğu azaltarak kontrol seviyesine gelmiĢtir. DıĢarıdan R 

uygulaması, kontrole göre, Col.‘un SDH2E transkripsiyonunda 12 kat artıĢa sebep olurken,  

GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu ile bu artıĢ yaklaĢık 5 kat azalırken GLR 3.4.2 geninin 

yoksunluğu SDH2E transkripsiyonunu azaltarak kontrol seviyesine gelmiĢtir. SNP altında R 

uygulaması SDH2E transkripsiyonunda 13 kat artıĢa sebep olmuĢtur. GLR 3.4.1ve GLR 3.4.2 

geninin yoksunluğu ile bu artıĢ azaltarak kontrol seviyesine gelmiĢtir. DıĢarıdan cPTIO 

uygulanması ise Col. kontrole göre kıyaslandığında SDH2E transkripsiyonunu 9 katına 

çıkarmıĢtır (ġekil 3.34). 
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ġekil 3.34 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, 

S+R ve cPTIO uygulamalarının SDH2E transkripsiyonu üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark 

belirtmektedir (p<0,05). 

DıĢarıdan SNP uygulaması, Col.‘un, COX5B transkripsiyonunu 4 katına çıkarmıĢtır. Bu 

artıĢ, GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu ile yaklaĢık 1,5 kat azalmasına sebep olmuĢtur. GLR 

3.4.2 geninin yoksunluğu ise COX5B transkripsiyonunu 4 kat azaltarak kontrol seviyesine 

getirmiĢtir. Tunikamisin (Tm) uygulanması Col.‘un COX5B transkripsiyonunu yaklaĢık 5 kat 

artırırken, kontrole göre GLR 3.4.1 yoksunluğu Tm uygulanması ile yaklaĢık 7 kat artırmıĢ ve 

bu artıĢ GLR 3.4.2 yoksunluğu ile yaklaĢık 1,4 kat daha artırmıĢtır. SNP varlığında Tm 

uygulaması kontrole göre Col.‘de COX5B transkripsiyonunu yaklaĢık 4 katına çıkartırken, bu 

artıĢı GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunluğu azaltarak kontrol seviyesine getirmiĢtir. DıĢarıdan 

R uygulaması, kontrole göre, Col.‘un COX5B transkripsiyonunda 6 kat artıĢa sebep olurken,  

GLR 3.4.1 yoksunluğu kontrole göre 8 katına çıkarmıĢ ancak GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu 

kontrole göre değiĢmemiĢtir. SNP altında R uygulaması COX5B transkripsiyonunda 4 kat 

artıĢa sebep olmuĢtur. Bu artıĢı GLR 3.4.1 yoksunluğu 1,5 kat daha fazla artırmıĢ, ancak GLR 

3.4.2 geninin yoksunluğu azaltarak kontrol seviyesine getirmiĢtir. DıĢarıdan cPTIO 

uygulanması ise Col. kontrole göre kıyaslandığında COX5B transkripsiyonunu 4 katına 

çıkarmıĢtır (ġekil 3.35). 
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ġekil 3.35 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, 

S+R ve cPTIO uygulamalarının COX5B transkripsiyonu üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark 

belirtmektedir (p<0,05). 

DıĢarıdan SNP uygulaması, Col.‘un, CI7B transkripsiyonunu 13 katına çıkartmıĢtır. 

Ancak bu artıĢ, GLR 3.4.1 geninin yoksunluğu ile 4 kat azaltmıĢtır. Bunun dıĢında, GLR 3.4.2 

geninin yoksunluğu CI7B transkripsiyonunu azaltarak kontrol seviyesine getirmiĢtir. 

Tunikamisin (Tm) uygulanması Col.‘un CI7B transkripsiyonunu 16 kat artırırken, bu artıĢ 

GLR 3.4.1 yoksunluğu ile yaklaĢık 3 kat azaltmıĢ, GLR 3.4.2 yoksunluğu ile de azaltarak 

kontrol seviyesine inmiĢtir. SNP varlığında Tm uygulaması kontrole göre Col.‘de CI7B 

transkripsiyonunu yaklaĢık 11 katına çıkartırken, GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunluğu ile bu 

artıĢ azaltarak kontrol seviyesine inmiĢtir. DıĢarıdan R uygulaması, kontrole göre, Col.‘un 

CI7B transkripsiyonunda 14 kat artıĢa sebep olurken, bu artıĢ GLR 3.4.1 yoksunluğu kontrole 

göre azalmıĢ ancak GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu ile azaltarak kontrol seviyesine getirmiĢtir. 

SNP altında R uygulaması CI7B transkripsiyonunda 13 kat artıĢa sebep olmuĢtur. GLR 3.4.1 

yoksunluğu ile bu artıĢ 2 kat azalmaya sebep olurken GLR 3.4.2 geninin yoksunluğu ile 

azaltarak kontrol seviyesine getirmiĢtir. DıĢarıdan cPTIO uygulanması ise Col. kontrole göre 

kıyaslandığında COX5B transkripsiyonunu 12 katına çıkarmıĢtır (ġekil 3.36). 
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ġekil 3.36 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarına egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, 

S+R ve cPTIO uygulamalarının CI7B transkripsiyonu üzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark 

belirtmektedir (p<0,05). 
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4. TARTIŞMA 

Bilindiği üzere Arabidopsis thaliana bitki biyolojisinin model organizması olarak pek 

çok çalıĢmada kullanılmaktadır. Bunun dıĢında, son yıllarda özellikle insan hastalıklarının 

temelini oluĢturan moleküler mekanizmaların anlaĢılmasında da çok değerli bir araç olarak 

gösterilmektedir. A. thaliana ve insan genomları karĢılaĢtırıldığında, insan hastalıklarına 

neden olan genlerin yüksek yüzdesinin Arabidopsis‘te de var olduğu tanımlanmıĢtır (Xu and 

Moller, 2011). Arabidopsis‘in kullanıldığı bilimsel çalıĢmalardan elde edilen sonuçlarla, 

insanlardaki nörodejeneratif hastalıkların oluĢumuna neden olan hücresel yolaklardaki 

eksiklikler tamamlanmaya çalıĢılmaktadır. Yapılan araĢtırmalar, PreP (Pre-sequence Proteaz)  

ve DJ-1/PARK (Parkinson iliĢkili gen DJ-1) genlerindeki mutasyonların yanında beyin hücre 

zarındaki NMDAR (Glutamat reseptörü) aracılıklı NO birikiminin teĢvik ettiği, PDI  (Protein 

Disülfit Ġzomeraz) enziminin inhibisyonuyla oluĢan mitokondri ve endoplazmik retikulum 

(ER) stresinin insanlarda Alzheimer ve Parkinson‘a neden olduğunu göstermiĢtir. (Uehara et 

al., 2006). Diğer yandan Lam et al., (1998) tarafından Arabidopsis hücre zarında da 

insanlardaki NMDAR-benzeri GLR reseptörlerinin olduğu keĢfedilmiĢtir. Hatta bu 

reseptörlerden GLR3.4.1‘in aktivasyon eksikliğine bağlı olarak sitosole giren Ca
2+

 miktarının 

azaldığı bulunmuĢtur (Cheng et al., 2018). Ancak GLR aktivasyonuna bağlı olarak NO 

miktarındaki değiĢimin hücre içi ROS-RNS üretimini ve antioksidan savunma sistemini nasıl 

etkilediği bilinmemektedir. Ayrıca bu reseptördeki aktivasyon kaybının, hücrede metabolik 

faaliyetlerin en yoğun olduğu iki organel olan mitokondri ve ER stresi üzerindeki etkilerinin 

de neler olduğu konusu henüz netlik kazanmamıĢtır. Bu nedenle araĢtırmamızda A. 

thalina‘daki GLR 3.4 reseptöründeki aktivasyon azalıĢının, hücre içi ROS/RNS dengesi, 

antioksidan savunma sistemi ve ER/Mitokondri organel stresleri üzerindeki etkisi 

araĢtırılmıĢtır. Bu amaçla araĢtırmamızda bitki materyali olarak AtGLR3.4 (atglr3.4-1 ve 

atglr3.4-2) olgun rozet yaprakları kullanılmıĢtır.  

GLR 3.4 reseptörlerinin hücre içi NO miktarı üzerindeki etkisi:  

ÇalıĢmamızda, GLR3.4.1 ve GLR3.4.2 yoksunluğu NO miktarında belirgin bir 

azalmaya neden olmuĢtur. Benzer olarak NO süpürücüsü olan cPTIO uygulanması da pek çok 

çalıĢmada olduğu gibi (ör: Xiong et al., 2009; Perlikowski et. al., 2022) NO miktarını 

azaltmıĢtır. Hatta bu azalma oranının, GLR3.4.1 ve GLR3.4.2 yoksunluğuna bağlı NO 

miktarındaki azalma oranına benzer oranda olması dikkat çekicidir. Ayrıca, SNP-teĢvikli 

nitrosatif stres, Tunikamisin-teĢvikli ER stresi ve Rotenon-teĢvikli mitokondriyal stres 

Col.‘un NO miktarında yaklaĢık %13 artıĢa neden olmuĢtur. Bu stresler altındaki atglr3.4.1 ve 

atglr3.4.2 mutantlarının NO miktarı ise, Col.‘ünkiyle benzer orandadır. Dolayısıyla GLR 3.4 
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aktivasyonun azalması nitrosatif, ER ve mitokondriyal strese bağlı NO miktarındaki azalmayı 

değiĢtirmemiĢtir. Diğer yandan bu çalıĢmada, tek baĢına streslerle (nitrosatif, ER, 

mitokondriyal stresler) karĢılaĢtırıldığında nitrosatif+ER stresi ve nitrosatif+mitokondriyal 

stresin birlikte uygulanması, Col.‘de NO miktarını daha çok artırmıĢtır. Bununla birlikte NO 

miktarındaki bu artıĢ oranının, Col.‘de ve atglr3.4 mutantlarında da aynı olduğu tespit 

edilmiĢtir.  

Bitki sistemlerinde NO üretimi nitrat bağımlı yolak ve L-arginin bağımlı yolak ile 

gerçekleĢir. NO'nun temel olarak memeli hücrelerinde NOS enzimleri ailesi aracılığıyla 

üretildiği bilinmektedir. NOS enzimi, L-arginin'den NO'nun üretimini katalize eder 

(Domingos et al., 2015). Bitkilerde NOS varlığı veya benzer enzimler hakkında daha az kanıt 

vardır, ancak Guo et al., (2003) Arabidopsis thaliana'da memelilere benzer Ģekilde AtNOS1 

geninin varlığını tanımlamıĢtır. AtNOS1, nitrik oksit iliĢkili-1 geni olarak adlandırılmıĢtır 

(Crawford et al., 2006). ÇalıĢmamızda, GLR3.4.1 ve GLR3.4.2 yoksunluğu, kontrol 

koĢullarında NOS aktivitesinin azalmasına sebep olmuĢtur. Bu durum normal koĢullar altında 

GLR mutantlarındaki NO miktarındaki azalmanın nedeni olabilir. Benzer Ģekilde, kontrol 

koĢulları ile karĢılaĢtırıldığında, nitrosatif stres altında NOS aktivitesi tüm genotiplerde 

azalmıĢtır. Sonuçlarımıza paralel olarak Xiong et al. (2009)‘da SNP uygulaması ile NOS 

aktivitesinin azaldığı belirtilmiĢtir. Bilindiği gibi NOS tarafından baĢlatılan NO üretimi 

sonucu artan NO seviyesi, NOS aktivitesini geri besleme yoluyla düzenlenmektedir. Artan 

NO düzeyleri NOS aktivitesini inhibe eder. Bu geri besleme mekanizması, hücresel NO 

seviyelerinin dengelenmesine ve kontrol edilmesine yardımcı olur. Bu sebeple, çalıĢmamızda 

SNP verilmesi ile artan NO miktarının NOS aktivitesinin azalmasına sebep olabileceğini 

göstermektedir. Hem bitkilerde hem de memelilerde yapılan çalıĢmalar ile bu geri besleme 

mekanizması açıkça görülmüĢtür (Assreuy et al., 1993; Ravi et al., 2003; Xiong et al., 2009). 

Nitrosatif stres ile karĢılaĢtırdığımızda, ER stresi ve mitokondriyal stres altındaki Col. 

genotipinde NOS aktivitesi belirgin olarak artmıĢtır. Aksine, Col. genotipi ile 

karĢılaĢtırıldığında atglr3.4.1 ve atglr3.4.2 mutantlarında NOS aktivitesi belirgin olarak 

azalmıĢtır. Yine literatür ile uyumlu olarak (Xiong et al., 2009) cPTIO uygulaması da NOS 

aktivitesini azaltmıĢtır. Iova et al., (2023)‘de bahsedildiği gibi; Col.‘deki ER stresi, 

fonksiyonlarda bozulmaya ve dolayısıyla Ca
2+

 salınımına yol açarak NO seviyesini 

düzenlemek amacıyla NOS'u aktive etmiĢ olabilir, bu da NO miktarındaki artıĢın nedeni 

olabilir. Col.‘ün aksine GLR mutantlarındaki NOS aktivitesindeki azalmaya karĢılık NO 

miktarındaki artıĢ, ER stresi altındaki atglr3.4.1 ve atglr3.4.2 mutantlarındaki farklı bir NO 
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sentez yolağının (nitrat redüktaz gibi) aktif olabileceğini göstermektedir. Diğer yandan 

sıçanlarda yapılan bir çalıĢmada ise, mtNOS‘un kompleks I ile fonksiyonel olarak iliĢkili 

olduğu gösterilmiĢtir. Bu çalıĢmada, Kompleks I aktive olduğunda mtNOS yüksek aktivite 

göstermiĢtir (Parihar et al., 2007). Bu bağlamda, çalıĢmamızda mitokondriyal stres altında 

gözlenen NOS aktivitesindeki azalma, rotenonun Kompleks I üzerindeki inhibe edici 

etkisinden kaynaklanabilir. ER stresine benzer olarak, mitokondriyal stres altındaki 

mutantlarda gözlenen NOS aktivitesindeki azalmaya rağmen, NO miktarında meydana gelen 

artıĢ, mutantlarda aktif hale gelen baĢka bir NO sentez yolağının olduğunu gösterebilir.  

S-Nitrosoglutatyon (GSNO), NO'nun depolanma ve taĢınma Ģeklidir. Bu Ģekilde NO 

sinyalini diğer proteinlere aktarabildiğinden (trans-nitrosilasyon) NO sinyallemesinde çok 

önemli bir iĢleve sahiptir. GSNO seviyesi ve dolayısıyla S-nitrosillenmiĢ proteinlerin seviyesi, 

GSNO-redüktaz (GSNOR) tarafından düzenlenir. GSNOR, memelilerde, mayalarda ve 

bitkilerde oldukça korunmuĢ bir enzimdir ve nitrosatif stres altındaki hücreleri korumak için 

gereklidir (Corpas et al., 2011). Bu enzim, S-nitrozotiol (SNO) seviyesini düzenler ve NO 

sinyalinin ayarlanmasında dengeleyici bir rol oynamaktadır (Lindermayr, 2018). NO in vivo 

ortamda çok kısa bir yarı ömre sahipken, SNO'lar genellikle daha kararlıdır. SNO'lar da 

NO'nun taĢınması ve depolanması yanı sıra, hücre sinyallemesinde ve stres koĢullarında yer 

alan posttranslasyonel modifikasyonlarda rol alabilir (Lindermayr and Durner, 2009). Bu 

çalıĢmada, kontrol koĢulları altında GLR3.4.2 yoksunluğu SNO miktarını değiĢtirmezken 

GLR3.4.1 noksanlığı ise SNO miktarını yaklaĢık 2 kat artırmıĢtır. Bunun aksine aynı 

koĢullarda GSNOR aktivitesi GLR3.4.2 yoksunluğunda değiĢmezken, GLR3.4.1 

yoksunluğunda ise azalmıĢtır. Normal koĢullarda, hücreler arası SNO içeriğinin GSNOR 

aktivitesi ile ters iliĢkili olduğu daha önce birçok çalıĢmada ifade edilmiĢtir (Rusterucci et al., 

2007; Lee et al., 2008). Bu bağlamda GLR mutantlarında NO dengesinin sürdürülebilirliğinde 

GSNOR aktivitesi ile SNO miktarı arasındaki antagonist iliĢkinin önemli rol oynadığı 

söylenebilir. Beklenilenin aksine, atglr3.4.1 mutantında, nitrosatif, ER ve mitokondriyal stres 

koĢullarının sebep olduğu GSNOR aktivitesi azalmasına rağmen SNO miktarı da azalmıĢtır. 

Burada GSNOR ve SNO arasında stres koĢulları altında pozitif bir korelasyonun olduğu 

görülmüĢtür. Benzer bir sonuç Frungillo et al. (2013) tarafından da besin stresi altındaki A. 

thaliana‘da elde edilmiĢtir. Ancak ilginç bir Ģekilde, adı geçen stres koĢulları altındaki 

atglr3.4.2 mutantlarında SNO ve GSNOR arasında negatif bir iliĢki tespit edildi. Örneğin bu 

mutant ER stresi altında SNO miktarını artırırken GSNOR miktarını belirgin olarak azalttı. 

Bu azalmanın nedeni ER stresi altındaki atglr3.4.2 mutantlarındaki aĢırı H2O2 birikimi 
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olabilir. Paraquat-teĢvikli oksidatif stres altındaki A. thaliana‘da, H2O2 miktarındaki artıĢ 

GSNOR aktivitesinde azalmaya neden olmuĢtur (Kovacs et al., 2016). Benzer olarak Bai et al. 

(2012)‘da soğuk stresi altındaki Burmese grape‘de GSNOR aktivitesindeki azalıĢ H2O2 

miktarındaki artıĢla iliĢkilendirmiĢtir. Bununla birlikte Saccharomyces cerevisiae‘deki alkol 

dehidrogenaz (YADH1)‘da spesifik sistein (Cys) aminoasitlerinin oksidatif 

modifikasyonlarından dolayı H2O2 tarafından inhibe edilir. Bu enzim yapısal olarak GSNOR 

ile iliĢkilidir. H2O2 uygulamasından sonra YADH1‘in Cys43 ve Cys153 oksitlenir. 

YADH1‘in bu sisteinleri, A. thaliana GSNOR‘unda sırasıyla Cys47 ve Cys177‘e karĢılık 

gelmektedir ( Men and Wang, 2007). Bu bilgiler atglr3.4.2 mutantlarındaki GSNOR üzerinde 

H2O2‘nin inhibe edici etkisi olabileceği hipotezini desteklemektedir.  

ROS‘ların belirlenmesi:  

AtGLR3.4, glutamat reseptör benzeri kanallar, Ca
2+

‗a geçirgenlikleri ile dikkat 

çekmektedir (Vincill et al. 2012). Bilindiği gibi Ca
2+

 birçok hücresel fonksiyonun 

düzenlenmesinde ikincil mesajcı olarak rol oynamaktadır (Berridge, 2012). Ca
2+

, ROS‘larla 

birlikte diğer birçok sistem ve yolak ile iĢ birliği içindedir. Dolayısıyla hücre içindeki Ca
2+

 

miktarındaki değiĢiklik bu sistem ve yolakların fonksiyonlarında da değiĢikliklere neden 

olmaktadır (Ermak and Davies, 2002). Örneğin, ROS sinyali ve Ca
2+

 sinyali arasında çift 

yönlü bir etkileĢim vardır. Ca
2+

 sinyali ROS üretimi için gerekli iken ROS‘larda kalsiyum 

sinyalini düzenleyebilirler. Bunun için Ca
2+

‘un artmıĢ seviyesi ROS-oluĢturan enzimleri ve 

serbest radikallerin oluĢumunu aktive eder (Görlach et al. 2015). Ca
2+

‘a ek olarak, NO‘nun da 

bitkilerde H2O2 üretimi için gerekli olduğu, bununla birlikte H2O2‘nin de özellikle stoma 

kapanmasında NO sentezini teĢvik ettiği bilinmektedir (Lu et al., 2009; Liao et al.2012). Bu 

nedenle H2O2 ve NO arasındaki etkileĢim bitkilerdeki birçok fizyolojik ve biyolojik cevabın 

hedefi olabilir. ÇalıĢmamızda, Col. ile karĢılaĢtırıldığında, normal koĢullarda atglr3.4.1 ve 

atglr3.4.2 mutantlarında; özellikle H2O2 ve O
2.-

 miktarlarında belirgin bir artıĢ gözlenmiĢtir. 

Bu mutantların aynı koĢullar altındaki NOX aktivitesinde de benzer bir artıĢın gözlenmesi, 

O
2.-

 radikalindeki artıĢın NOX aracılı olduğu ve buna paralel olarak H2O2 miktarındaki artıĢın 

da NOX aktivitesine bağlı olduğu söylenebilir. Diğer yandan, mutant bitki hücrelerindeki bu 

aĢırı ROS birikiminin diğer bir sebebi, mutantlardaki GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 reseptörlerinin 

aktivitesindeki azalmaya bağlı meydana gelen olası kalsiyum miktarındaki azalmaya bağlı 

olabileceği, NO miktarındaki azalmanın ROS birikiminin diğer bir sebebi olabileceği 

söylenebilir.  
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Nitrosatif stres altında tüm genotiplerin H2O2 miktarı artsa da en yüksek artıĢ atglr3.4.1 

mutantında gözlenmiĢtir. Benzer olarak Recalde et al., (2018)‘da nitrosatif strese maruz 

bırakılan buğdayda H2O2 miktarının arttığı bulunmuĢ ve bu artıĢ, SNP uygulanmasına bağlı 

NO miktarındaki artıĢ ile iliĢkilendirilmiĢtir. Ayrıca, nörodejeneratif hastalıklarda oksidatif 

stresin etkilerinin araĢtırıldığı bir çalıĢmada, NMDAR reseptörlerinin aktivitesindeki artıĢa 

bağlı olarak hücredeki aĢırı NO birikiminin nöronlarda ROS birikimine sebep olduğu 

gösterilmiĢtir (Singh et al. 2019). Bu bağlamda, çalıĢmamızda NMDAR benzeri glutamat 

reseptörlerinden GLR3.4.1 VE GLR3.4.2‘nin yoksunluğuna karĢılık dıĢarıdan SNP 

uygulamasına bağlı aĢırı NO birikiminin bu reseptörlerin mutantlarında aĢırı ROS birikimine 

sebep olabileceği söylenebilir. 

Nitrosatif stresle karĢılaĢtırıldığında ER stresi ve mitokondriyal stres, tüm genotiplerin 

H2O2 miktarını daha fazla artırmıĢtır. Bu stresler altındaki genotipler birbirleriyle 

karĢılaĢtırıldığında, en yüksek H2O2 miktarı, ER stresi altında atglr3.4.2 mutantlarında elde 

edilmiĢtir. Mitokondriyal streste ise atrglr3.4.1‘de elde edilmiĢtir. Özellikle ER stresi altında 

H2O2 miktarındaki artıĢ, ER protein katlanma esnasında disülfid bağların oluĢturulmasına 

bağlı ER lümenindeki ERO1 tarafından katalizlenen H2O2 üretimiyle ya da NOX-bağlı NO 

miktarındaki azalmayla iliĢkilendirilebilir (Sevier and Kaiser, 2008). Bu sonucu atglr 

3.4.2‘nin ERO1 genini aĢırı ifadesi de desteklemektedir. Ayrıca Choy et al., (2017), farelerde 

ER stresi ile artan O2 radikalinin NO ile tepkimeye girerek ONOO- oluĢturduğunu, bu 

durumunda NOS aktivitesinde artıĢa sebep olduğunu bulmuĢtur. Bu durum, bizim 

çalıĢmamızdaki ER stres teĢvikli O
.-2

 radikal miktarındaki artıĢ ile, aynı koĢullardaki NOS 

aktivitesini ve NO miktarındaki artıĢı da açıklamaktadır. 

H2O2‘e benzer olarak mitokondriyal stres altında tüm genotiplerin O
.-2

 radikal miktarı 

artmıĢtır. Özellikle mitokondriyal streste atglr 3.4.1‘in hem H2O2 hem de O
.-2

 radikal 

miktarının diğer genotiplerden daha fazla olması dikkat çekicidir. ÇalıĢmamızda, Rotenon 

uygulamasıyla ETS bileĢenlerinden NADH dehidrogenaz kompleksi (Kompleks I) inhibe 

edilmiĢtir (Newhouse et al., 2004;  Radad et al., 2006). Kompleks I mitokondrilerdeki 

ROS‘ların ana kaynağıdır ve aktivitesinin manipülasyonu canlıların ömürlerini değiĢtirebilir. 

Normal Ģartlar altıdan kompleks I içindeki elektronlar Koenzim-Q aracılığıyla Kompleks III‘e 

taĢınır. Ancak bazı koĢullar altında Ubiquinol‘den Kompleks I‘e taĢınır ki bu durum Ters 

Elektron TaĢınımı olarak bilinir ve ROS oluĢumuna neden olur. Rotenon, Kompleks I‘i 

inaktive ederek ters elektron akıĢına, dolayısıyla da hücre içindeki ROS miktarının artıĢına 



100 
 

neden olur. Rotenon uygulanmıĢ tüm genotiplerde radikal miktarlarındaki artıĢın sebebi 

budur. Diğer GLR mutantlarıyla karĢılaĢtırıldığında özellikle atglr3.4.1 mutantının daha fazla 

radikal biriktirmesi, bu mutantın Kompleks I‘inin rotenona daha duyarlı olduğunu 

gösterebilir. Benzer durum nitrosatif stresin mitokondriyal ve ER stresi ile birlikte 

uygulandığı gruplarda da gözlenmiĢtir. 

Hidroksil radikali, neredeyse bütün makromoleküller ile etkileĢime girerek yapısal 

değiĢimlere neden olduğu için oksidatif hasardan sorumlu en önemli ROS‘lardan biridir. Bu 

çalıĢmada, R uygulaması ile OH
.
 süpürülme aktivitesinin yeterli olmadığı görülmektedir. Bir 

çalıĢmada, Kompleks-I‘in rotenon ile inhibisyonu sonucu O2 miktarının artması ile 
.
OH 

oluĢması görülmüĢ ve rotenon indüklü stresin NOS inhibitörü ile azaldığı belirlenmiĢtir 

(Madathil et al., 2013). Bu bağlamda çalıĢmamızda artan NOS aktivitesi 
.
OH süpürme 

aktivitesinin azalmasına sebep olmuĢ olabilir. NO miktarının az olduğu atglr3.4 mutantlarında 

ise bu süpürülme aktivitesinin çok yüksek olması bu durumu desteklemektedir. Benzer durum 

ER stresli koĢullarda da söz konusudur.  

Antioksidan enzim aktiviteleri: 

Pek çok farklı stres faktörü tarafından indüklenen ROS birikimi, antioksidanlar 

tarafından hücreden süpürülür. Bunlar; SOD, POX, APX, GR ve CAT gibi çeĢitli 

süpürücülerin görev aldığı enzimatik antioksidan sistemleridir ve askorbat, glutatyon gibi 

enzimatik olmayan düĢük moleküler metabolitler tarafından hücreden temizlenmektedirler. 

Böylece oksidatif denge de sağlanır (Mittler et al., 2004; Gill et al., 2011). SOD, hücrede O
2.-

‗
nin H2O2‘ ye dönüĢümünü sağlar ve CAT‘da H2O2‘yi süpürür (Mittler, 2011). POX, H2O2 ile 

çeĢitli indirgeyiciler arasında indirgenme ve yükseltgenme reaksiyonlarını katalizler ve APX, 

hücre içindeki, özellikle kloroplast ve sitoplazmadaki, önemli H2O2 süpürücülerindendir 

(Asada, 2006). Antioksidan enzimler, oksidatif stresi azaltmak ve hücre bileĢenlerini serbest 

radikal hasarına karĢı korumak için bir dizi koordineli mekanizma üzerinden etkileĢebilirler.  

NOX, oksidatif sinyal boyunca sinyal iletim ve algılanmasından sorumlu ana ROS 

üreticilerinden biridir. Normal koĢullar altında, GLR3.4.1 ve GLR3.4.2 yoksunluğunun NOX 

aktivitesinde önemli bir artıĢa sebep olduğu görülmektedir. A. thaliana‘da tanımlanan NOX 

genlerinden özellikle RBOHC tarafından üretilen ROS‘ların, Ca
2+

 kanallarını aktive ettiği 

bilinmektedir. (Foreman et al., 2003). Bu bağlamda, çalıĢmamızda GLR3.4.1 ve GLR3.4.2 

yoksunluğuna bağlı sitoplazmik Ca
2+

 miktarındaki azalmanın telafi edilmesi amacıyla bu 
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mutantlarda NOX aktivitesi artırılarak Ca
2+

 kanallarının aktivitesi artırılmıĢ olabilir. Aynı 

koĢullar altında NOX aktivitesindeki artıĢa bağlı olarak üretilen süperoksit radikal 

miktarındaki artıĢ, tüm genotiplerde bu radikalin süpürücüsü olan SOD aktivitesinin 

artmasına neden olmuĢtur. Hatta en yüksek SOD aktivitesi, NOX aktivitesinin de en yüksek 

olduğu atglr3.4.1 ve atglr3.4.2 mutantlarında gözlenmiĢtir. Mutantlardaki SOD aktivitesindeki 

bu artıĢın nedeni, bu enzimde meydana gelen SNO aracılı S-nitrosilasyon ve tirozin 

nitrasyonu gibi bir posttranslasyonel modifikasyon olabilir ki GLR mutantlarının SNO 

miktarlarının Col.‘den fazla olması bu hipotezi desteklemektedir.  

Oksidatif sinyalleme sürecinde ana ROS üreticisi olarak bilinen NADPH oksidaz 

(NOX), Arabidopsis‘in sinyal üretiminde önemli görevlere sahiptir (Wrzaczek et al., 2013). 

Nitrosatif stres altında Col. ve atglr3.4.1‘in NOX aktivitesinin arttığı görülmüĢtür. Benzer 

Ģekilde Tewari et al. (2008)‘da SNP uygulamasının, Panax ginseng bitkisinde NOX 

aktivitesini artırdığı ve bu artıĢın NO süpürücüsünün dıĢarıdan uygulanması ile azaldığı 

bulunmuĢtur. Buna göre çalıĢmamızda adı geçen genotiplerdeki SNP‘ye bağlı NO‘deki artıĢın 

bir prooxidant olan NOX‘u uyardığı söylenebilir. Ancak ATGLR3.4.2 yoksunluğunda, SNP 

teĢvikli NO üretimi artmasına rağmen diğer genotiplere benzer Ģekilde NOX aktivitesi 

uyarılmamıĢ, aksine inhibe olmuĢtur. SNP uygulamasına cevapta Col.‘un SOD ve CAT enzim 

aktiviteleri değiĢmezken, APX, GR, DHAR enzim aktiviteleri azalmıĢtır. Hatta Col.‘de 

antioksidan olan askorbat ve glutatyon seviyeleri de azalmıĢtır. Bu durum H2O2 

üretilmesinden ve süpürülmesinden sorumlu bu enzimlerin ya da antioksidanların NO ile 

aktive olan POX ve MDHAR enzimleri ile iliĢkili olmadığını göstermektedir. Benzer Ģekilde, 

dıĢarıdan SNP uygulamasına bağlı olarak kabak bitkisinin genç yapraklarında SOD, DHAR 

ve MDHAR aktiviteleri değiĢmemiĢ, ancak CAT, APX ve POX aktiviteleri artmıĢtır (Kim et 

al., 2015). Yapılan diğer çalıĢmalarda, in vitro koĢullarda SNP-bağlı NO üretimindeki artıĢın 

CAT‘ın hem nitratlanmasına, hem S-nitrosillenmesine, hem de tirozin nitrasilasyonuna neden 

olacağı, bunlarında CAT aktivitesini inhibe ettiği gösterilmiĢtir (Clark et al., 2000; Ortega-

Galisteo et al., 2012; Martí et al., 2011; Chaki et al., 2015). BaĢka bir çalıĢmada, yine bizim 

çalıĢmamıza benzer olarak artan konsantrasyonlarda SNP‘nin GR aktivitesini azalttığı 

görülmüĢtür (Astaneh et al., 2022). Jain and Bhatla (2018) ise ayçiçeği fidelerinin 

kotiledonlarında NO uygulaması ile tirozin nitrasyonunun sitoplazmik peroksidazın 

aktivitesinde bir artıĢa neden olduğunu göstermiĢtir. NO aracılı Post-Translasyonel 

Modifikasyonların (PTM) farklı SOD izoformları üzerindeki etkisini analiz etmek için yapılan 

çalıĢmalarda ise, S-nitrozilasyon SOD aktivitelerini etkilemezken, nitrasyon ile Mn-SOD1, 
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Fe-SOD3 ve CuZn-SOD3 aktivitesini farklı derecelerde inhibe etmiĢtir (Holzmeister et al., 

2015). Bu durum APX‘te de görülmüĢtür. Tirozin nitrasyonu ile APX‘in azaldığı bulunmuĢtur 

(Begara-Morales et al., 2014). Bu bağlamda, Col. genotipinde SNP-bağlı NO miktarındaki 

artıĢ sonucu antioksidan enzimlerde meydana gelebilecek olası tirozin nitrasyonu, S-

nitrosilasyon gibi post transkripsiyonel modifikasyonlar, antioksidan enzimlerin aktivitelerini 

baskılamıĢ ya da aksine artırmıĢ olabilir. Nitrosatif stres koĢulları altındaki Col.‘un SNO 

miktarındaki artıĢ da bu hipotezimizi desteklemektedir. Diğer yandan, çalıĢmamızda Col.‘e 

benzer olarak nitrosatif stres altında atglr3.4.1 ve atglr3.4.2 mutantlarında da POX ve 

MDHAR aktiviteleri artmıĢtır. Ancak diğer tüm antioksidan enzim aktiviteleri ve 

antioksidanların miktarları ya değiĢmemiĢ ya da azalmıĢtır. Diğer bir deyiĢle Col. gibi GLR 

mutantlarında da aĢırı NO üretimine bağlı olarak antioksidan savunma sistemi baskılanmıĢtır. 

Bununla birlikte, çalıĢmamızda ilginç olarak özellikle atglr3.4.2 ve Col.‘ün askorbat glutatyon 

döngü bileĢenlerinden APX, MDHAR, DHAR enzim aktiviteleri ile askorbat miktarları 

birbirine benzerdir. Ancak atglr3.4.1 mutantında adı geçen tüm bileĢenlerin aktiviteleri ya da 

miktarları Col. ve atglr3.4.2‘den daha düĢüktür. Bu durum, atglr3.4.1‘in SNP-bağlı NO 

üretimine karĢı askorbat-glutatyon döngüsünün baskılanmasında rolü olabileceğini 

gösterebilir.  

ÇalıĢmamızda, Tm-teĢvikli ER stresi Col.‘de NOX aktivitesini artırarak NOX aracılı 

ROS birikimine sebep olmuĢtur. Ozgur et al. (2014)‘da dıĢarıdan Tm uygulamasının 

Arabidopsis thaliana‘nın hem NOX aktivitesini artırdığı hem de bu enzimin kodlanmasından 

sorumlu RBOHD ve RBOHF genlerinin ifadesinde artıĢa neden olduğu bulunmuĢtur. 

ÇalıĢmamızda, Tm teĢvikli ER stresi ile Col.‘un CAT aktivitesinde artıĢ gözlenirken SOD 

aktivitesinde belirgin bir değiĢim gözlenmemiĢtir. Bunun aksine GLR mutantlarında Col.‘e 

göre daha yüksek SOD ve CAT aktivitesi gözlenmiĢtir. Bu durum mitokondrinin elektron 

taĢınımında bozulmaya neden olan yanlıĢ ya da katlanmamıĢ proteinlerin proteolitik 

parçalanması için gerekli daha yüksek ATP gereksiniminin neden olduğu süperoksit radikal 

üretiminden kaynaklı olabilir. Özellikle Col.‘de görüleceği gibi, Tm teĢvikli ER stresi APX 

aktivitesi üzerinde belirgin bir etkiye sahiptir. Hatta Tm uygulanmıĢ Col.‘un APX aktivitesi 

diğer antioksidan enzimlerden daha yüksek bir aktiviteye sahiptir. Benzer olarak GLR 

mutantlarındaki APX aktivitesi de diğer H2O2 süpürücü enzimlerin aktivitesinden daha 

yüksektir. Tüm genotiplerde ER stresiyle APX aktivitesi artmıĢ olsa da ER stres teĢvikli en 

yüksek APX aktivitesi Col.‘de gözlenmiĢtir. Ayrıca ER stresi altında APX‘in substratı olan 

askorbatın yenilenmesi bilindiği gibi DHAR aracılı GSH havuzuna bağlıdır. Ve 
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çalıĢmamızda, Tm teĢvikli ER stresiyle birlikte Col.‘de Askorbatın belirgin miktarda arttığı, 

buna paralel olarak da DHAR, MDHAR ve total glutatyon miktarlarının arttığı bulunmuĢtur. 

Bu bağlamda, çalıĢmamızda, Col.‘de ER stresi boyunca APX‘in ROS süpürme aktivitesi, 

artan GSH sentezi ve GR aktivitesi ile desteklendiği açıkça görülmektedir. Col. genotipine 

benzer Ģekilde mutantlarda da GR aktivitesi, buna bağlı olarak GSH sentezi artmıĢ ve 

askorbatın yenilenmesi için de DHAR aktivitesi ve total glutatyon miktarı  artmıĢtır. Ancak 

mutantlarda gözlenen bu artıĢların hiçbiri Col.‘de gözlenen kadar olmamıĢtır. Bu durum, GLR 

mutantlarında daha fazla katlanmamıĢ ya da yanlıĢ katlanmıĢ protein birikimine, diğer bir 

deyiĢle daha Ģiddetli bir ER stresine iĢaret ediyor olabilir. Hatta GLR mutantlarındaki 

katlanmamıĢ/yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin birikiminden dolayı aktif olan ERO1 geninin 

ifadesindeki artıĢ da bu hipotezimizi desteklemektedir. Bununla birlikte ER stresinin bir 

sonucu olarak, proteinlerdeki yanlıĢ disülfit bağlarını yeniden düzenlemek veya indirgemek 

için glutatyona ihtiyaç vardır. Bu ihtiyacın yüksekliğine bağlı olarak, GSH tükenmesini 

engellemek için de glutatyon havuzu dolu olmalıdır (Tu ve Wiesman, 2004). ÇalıĢmamızda, 

diğer genotiplerle kıyaslandığında ER stresi altındaki Col.‘un, hem GR aktivitesi hem de 

toplam GSH miktarının belirgin olarak daha çok artması, GSH tükenmesinin büyük oranda 

Col.‗de daha fazla engellendiğini göstermektedir.  

ÇalıĢmamızda, rotenon-teĢvikli mitokondriyal streste hem ETS bileĢenlerinden 

kompleks I‘in inhibe edilmesi hem de NOX aktivitesinin artması tüm genotiplerde belirgin bir 

O2
-.
 ve H2O2 birikimine sebep olmuĢtur. Bunun sonucu olarak O2

-.
miktarının süpürülmesinden 

sorumlu SOD enzimi tüm genotiplerde artmıĢtır. Bu reaksiyonun sonunda açığa çıkan H2O2 

molekülünün aĢırı birikiminin engellenmesinden sorumlu enzimin Col.‘de CAT, atglr3.4.1 

mutantında ise POX olduğu gözlenmiĢtir. atglr3.4.2 mutantlarında ise H2O2 süpürücü tüm 

enzimlerin aktivitesi ya azalmıĢ ya da hiç değiĢmemiĢtir. Dolayısıyla iki mutant hücre, 

mitokondriyal stres sırasındaki H2O2 birikimine karĢı farklı cevaplar vermiĢlerdir. ROS 

süpürücüsü antioksidanlar olan askorbat ve glutatyon miktarları incelendiğinde hem bir 

antioksidan hem de APX‘in substratı olarak askorbatın rejenerasyonu için Col.‘de DHAR ve 

GR aktivitesinin arttığı, atglr3.4.1 mutantında ise bu enzimlere (DHAR ve GR) ek olarak 

MDHAR aktivitesinin de arttığı gözlenmiĢtir. Özellikle DHAR ve GR enzimlerinin, bitki 

hücrelerinin askorbat ve glutatyon havuzunun redoks durumunun korunmasında ve stres 

toleransında hayati rol oynadığı bilinmektedir (Noctor et al. 2012). Buna karĢılık, 

çalıĢmamızda Col. ve atglr3.4.1‘in aksine atglr3.4.2 mutantlarında benzer bir durumun 

gözlenmemesi, aksine tüm antioksidan enzim ve antioksidanlarda belirgin bir inhibisyonun 
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gözlenmesi, Rotenon-teĢvikli mitokondriyal streste antioksidan savunma sistemi ile 

AtGLR3.4.2 reseptörünün arasında bir iliĢki olabileceğini gösterebilir. Bununla birlikte 

hücrede redoks dengesinin korunmasında, GSH‘ın okside formu olan GSSG‘nin GSH‘ a oranı 

H2O2‘nin parçalanması sırasında önemli rol oynamaktadır (Shao et al., 2008). Ayrıca, GSH‘ın 

indirgenmiĢ AsA‘nın yenilenmesinde de önemli rol oynadığı bilinmektedir (Halliwell and 

Foyer, 1976). Buna göre, çalıĢmamızda hem Col. hem de atglr3.4.1 mutantında rotenon 

teĢvikli mitokondriyal stres sırasındaki GSH tükenmesini engellemek için, DHAR ve GR 

aktivitesindeki artıĢa paralel olarak, total glutatyon miktarı artırılmıĢtır. Ancak atglr3.4.2 

mutantında DHAR, MDHAR, GR ve askorbat miktarı azalarak glutatyon havuzunun dolması 

engellenmiĢ ve buna bağlı olarak hücrenin redoks dengesinin bozulmasına neden olmuĢtur. 

Bu durumun, AtGLR3.4.2 reseptörünün rotenon-teĢvikli oksidatif stres altında hücrede aĢırı 

ROS birikiminin engellenmesinde ve hücre içi redoks dengesinin sağlanmasında önemli rol 

oynadığı söylenebilir. 

Redoks iliĢkili enzim aktiviteleri: 

Glutatyon, sistein içeren bir tripeptittir. Hücrenin sitosol, vakuol, kloroplast, 

endoplazmik retikulum ve mitokondri gibi birçok bölmesinde bulunmasından dolayı çok 

önemli metabolitlerden biridir (Jimenez et al., 1997). Hücrede redoks dengesinin 

korunmasında, GSH‘ın okside formu olan GSSG‘nin GSH‘a oranı, H2O2‘nin parçalanması 

sırasında önemli rol oynamaktadır (Shao et al., 2008). Hücrede glutatyonu substrat olarak 

kullanan enzimler de önemli fonksiyonlara sahiptirler. Bu enzimler daha önce bahsedilen 

DHAR ve GR enzimleri ile birlikte GST ve GPX enzimleridir. Bu enzimler doğrudan 

glutatyon ile iliĢkili ve oksidatif stres ile mücadelede etkin bileĢenlerdir. Bu çalıĢmamızda 

hem Tunikamisin kaynaklı ER stresinde hem de nitrosatif stres altında Col.‘un GST aktivitesi 

artmıĢtır. Benzer olarak, aynı koĢullarda GLR mutantlarının da GST aktivitesi artmıĢtır. 

Ancak her iki stres koĢulunda da en yüksek GST aktivitesi Col.‘de gözlenmiĢtir. Bu sonuçlar 

AtGLR 3.4.1 ve AtGLR 3.4.2 reseptörlerinin ER ve mitokondriyal stres koĢullarındaki 

glutatyon iliĢkili hücre içi redoks dengesinin korunmasında rol oynadıklarına iĢaret edebilir. 

Rotenon teĢvikli mitokondriyal streste ise her üç genotipin GST‘sinde de belirgin bir değiĢime 

rastlanmamıĢtır. Diğer yandan memelilerde yapılan araĢtırmalarda GST‘lerin S-glutanilasyon 

ile PDI‘ların aktivitesini düzenlediklerini ve bu nedenle GST ile ER stresi arasında yakın bir 

iliĢki olduğu bilinse de bitkilerde bu anlamda henüz yeterince çalıĢma olmadığı için henüz 

böyle bir iliĢkinin bulunabileceğini söylemek güçtür.  
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Glutatyon iliĢkili enzimlerden bir diğeri olan GPX‘ler yalnızca hücre içindeki glutatyon 

dengesinin sağlanmasında değil, aynı zamanda bir substrat olarak, H2O2 için CAT ile rekabet 

ederek oksidatif strese karĢı koruyucudur (Dixon et al., 1998). ÇalıĢmamızda GST enzimine 

benzer olarak GPX enzimi de hem nitrosatif stres hem ER stresi ve hem de mitokondriyal 

stres koĢulları altındaki Col.‘de artmıĢtır. Benzer olarak, aynı koĢullarda GLR mutantlarında 

da GPX aktivitesi artmıĢtır ancak nitrosatif ve mitokondriyal streste en yüksek GPX aktivitesi 

atglr3.4.2 mutantında, ER stresi altında ise en yüksek aktivitenin atglr3.4.1 mutantında olduğu 

gözlenmiĢtir. Col.‘deki ER stres teĢvikli GPX aktivitesindeki artıĢ sonucuna paralel olarak 

Uzilday et al. (2018)‘da GPX‘i kodlayan bazı GPX genlerinin (GPX 2,3,4,5,6,8) ifadelerinin 

tunikamisin-teĢvikli ER stresi altında arttığını bulmuĢlardır. Molina-Jimenez et al., (2005)‘da 

yapılan çalıĢmada da bizim sonuçlara paralel olarak GPX aktivitesinin Rotenon uygulaması 

ile arttığı bulunmuĢtur. ÇalıĢmamızda, Tm-teĢvikli ER stresi altında, özellikle atglr3.4.1 

mutantında GPX aktivitesinin fazla olması, bu mutanttaki daha yüksek ERO1 aktivitesi 

kaynaklı ER stresi boyunca üretilen H2O2 miktarının fazla olması olabilir. Bu mutantta H2O2 

süpürücüsü CAT aktivitesinin diğer genotiplerden düĢük olması bu mutantın H2O2 

süpürücüsü olarak GPX‘i kullandığını iĢaret edebilir. Bununla birlikte, rotenon uygulamasıyla 

atglr3.4.2 mutantlarındaki GPX aktivitesi, rotenon uygulaması sonrası oluĢan artmıĢ ROS 

miktarı ile iliĢkilendirilebilir. Rotenon uygulaması sonrasında tüm genotiplerde artan GPX, 

tüm genotiplerde artan H2O2‘yi göstermektedir.  

Nicotinamide adenin dinukleotit (NAD), ROS süpürülmesi ve oluĢumu ile sinyalde ve 

çevresel streslere adaptasyonu kontrol eden sistemde hayati öneme sahiptir ve yaĢayan birçok 

canlı organizmadaki temel metaboliti temsil eder (Berger et al., 2004; Noctor et al., 2006). 

Son yıllarda NAD biyosentetik genlerinin karakterizasyonu, çeĢitli geliĢimsel yolaklarda 

NAD biyosentezinin önemine dikkat çekmiĢtir (Hunt et al., 2007). Mitokondri solunum 

kapasitesi azaldığında, enerji elde edimindeki baĢarısızlığı telafi etmek için ikincil pentoz 

fosfat yolu ve alternatif alkolik fermantasyon etkinleĢtirilebilir. NAD tüketen bu olayların ise 

biyotik ve abiyotik stres yanıtlarında rol oynadığı iyi bilinmektedir. Azalan NAD tüketimi 

bitki metabolizmasını etkileyebilir. Bu nedenle, NAD homeostazisinin bozulması streslere 

verilen yanıtta etki gösterir. Örneğin çalıĢmamızda da ER stresine bağlı mitokondrinin 

elektron taĢınımında bozulmaya neden olan yanlıĢ ya da katlanmamıĢ proteinlerin proteolitik 

parçalanması için gerekli daha yüksek ATP gereksiniminden dolayı tüm genotiplerin 

NAD/NADH oranı kontrolleriyle kıyaslandığında artmıĢtır. Ancak en yüksek artıĢ Col.‘de 

gözlenmiĢtir. Buna karĢın GLR mutantları Col. ile karĢılaĢtırıldığında daha düĢük 
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NAD/NADH oranına sahiplerdir. Bu durum ER stresinin enerji metabolizması üzerindeki 

etkisini gösterdiği gibi ER-stres iliĢkili daha farklı prosesleri desteklemek için oluĢturulan 

enerjinin aktif ve daha iyi kullanılabilirliğini de iĢaret etmektedir.  

Bununla birlikte NAD‘ın, mitokondriyal abiyotik strese maruz kalan bitkilerdeki redoks 

durumunun kontrolünde önemli rol oynadığı bilinmektedir (Kasimova et al. 2006; 

Schwarzländer et al. 2009). Mitokondrilerde NADH dehidrogenazların devreye girmesi 

NADH‘dan verimli ATP‘nin üretilmesine neden olur. ÇalıĢmamızda, mitokondriyal stres 

amacıyla uygulanan rotenonun, ETS bileĢenlerinden Kompleks I‘i inhibe etmesinin ATP 

üretimi için gerekli NADH‘ın ortamda birikimine neden olduğu bilinmektedir. Buna göre 

bizim çalıĢmamızda da Col. genotipinin NADH miktarı mitokondriyal stres koĢulları altında 

artmıĢtır. Ancak mutantlarda benzer bir artıĢ gözlenememiĢtir. Bu durum, Douce ve 

Neuburger (1989) tarafından da daha önce belirtildiği gibi, mutantlarda kompleks I‘den 

bağımsız olarak NADH‘ı oksitleme kapasitesi olan alternatif enzimlerin devreye girmiĢ 

olabileceğini düĢündürmektedir. Sonuç olarak GLR mutantlarında Col.‘e göre NAD/NADH 

oranında belirgin azalmaya neden olan NAD tüketimi elde edilmiĢtir. NAD‘ın belirgin 

tüketimi, NAD/NADH oranının daha da azalmasına neden olmaktadır. Bu durum, bu 

mutantlarda NAD üretiminin yanı sıra bunların uygun Ģekilde kanalize edilmesi veya 

tüketilmesinin, bitkilerin bu streslere toleransının sağlanmasından sorumlu farklı 

mekanizmaların etkinleĢtirilmesi açısından önemli olduğunu düĢündürmektedir. Tüm bu 

bahsedilen durumlar nitrosatif stres altında da benzer Ģekilde değiĢim göstermiĢtir. 

Hem lipid peroksidasyonu (TBARS) (Mittler, 2002) hem de protein oksidasyonu 

(Levine et al. 1994), oksidatif stres sonucu ortaya çıkan önemli stres belirteçleridir. Serbest 

radikaller hem lipitlerde hem de proteinlerde oksidatif hasara neden olabilir. Bunun dıĢında, 

lipid peroksidasyonu ile oluĢan ürünler, proteinlerin oksidatif modifikasyonlarını 

artırabilmektedir. Böylece, lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonu hücre içi redoks 

dengesizliği ve oksidatif stresin göstergeleri olarak kabul edilmektedir. Bu çalıĢmada da stres 

koĢulları altında protein oksidasyonunun arttığı tespit edilmiĢtir. Stres altındaki gruplarda 

bizim çalıĢmamız ile benzer Ģekilde, ER stresinin katlanmamıĢ proteinlerin oksitlenmesine 

sebep olmasından dolayı protein oksidasyon seviyelerinde artıĢ olduğu gözlenmiĢtir (Ozgur et 

al., 2014). Ayrıca, Barreiro et al., (2005), nitrosatif stres altında proteinlerin oksitlendiğini 

göstermiĢtir. Bilindiği gibi, ROS sinyallemesi ile Ca
2+

 akıĢları düzenlenmektedir (Suzuki et 

al.,2011). Daha önce de bahsedildiği gibi, ROS ve Ca
2+

 sinyalleri arasında çift yönlü bir 

https://link.springer.com/article/10.1007/s12298-010-0033-7#ref-CR35
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etkileĢim vardır. Ca
2+

 sinyali ROS üretimi için gerekli iken, ROS‘larda Ca
2+

 sinyalini 

düzenleyebilirler. (Görlach et al. 2015). Ca
2+

‘a ek olarak NO‘in de bitkilerde H2O2 üretimi 

için gerekli olduğunu, bununla birlikte H2O2‘nin de özellikle stoma kapanmasında NO 

sentezini teĢvik ettiği bilinmektedir (Lu et al., 2009; Liao et al.2012). ÇalıĢmamızda, TBARS 

miktarı normal koĢullar altında GLR3.4 yoksunluğu ile artmıĢtır. atglr3.4.1 ve atglr3.4.2 

mutantlarında Ca
2+

 eksikliğinin olması, ROS miktarının artması ve ROS süpürücü antioksidan 

enzim aktivitelerinin yeterli olmaması ile iliĢkili olabilir. ÇalıĢmamızda, benzer çalıĢmalarda 

olduğu gibi, TBARS miktarı nitrosatif stres altında (Antoniou et al., 2013; Rolly et al., 2019) 

artmıĢtır. Ancak GLR3.4 yoksunluğunda ise azalmıĢtır NO‘in dıĢarıdan verilmesi gerekli olan 

NO miktarını sağlanmakta yeterli olduğundan olabilmektedir. ÇalıĢmamızda, rotenon-teĢvikli 

mitokondriyal streste ve ER stresi altında da TBARS miktarı artmıĢ ve bu artıĢ GLR3.4.1 

yoksunluğunda artarken GLR3.4.2 yoksunluğu ile azalmıĢtır. Pek çok çalıĢmada ise Tm 

(Ozgur et al., 2014) ve R uygulaması ile TBARS miktarının (Tamilselvam et al., 2013; 

Gonzalez-Burgos et al., 2017) arttığı bilinmektedir. Bu artıĢlarda ise GLR3.4.2‘nin etkili 

olabileceği düĢünülmektedir. ÇalıĢmamızda, stresin önemli belirteci olan TBARS miktarı, 

ROS süpürücü antioksidan enzim aktivitelerinin ROS süpürülmesinde yeterli 

olmamamasından kaynaklı olarak ROS miktarının yükseliĢi nedeniyle artmıĢtır. 

ER iliĢkili gen ifadeleri: 

Gen ifadesi analizlerine gelindiğinde ilk olarak ER iliĢkili genlerden bahsedilecektir. ER 

stresi sinyalinin algılanması, ardından bu sinyalin iletilmesinden sorumlu iki ayrı yol 

bilinmektedir. Bunlar; IRE1-bZIP60 ve bZIP28 yolaklarıdır (Deng et al., 2013; Iwata and 

Koizumi, 2005). KatlanmamıĢ proteinlerin ER lümeninde birikmesi sonucu BIP proteinleri 

IRE1‘den ayrılır ve IRE1‘in otofosforile olarak aktif hale gelir. Bu durumda IRE1 bZIP60 

mRNA‘sının splayzlanmasını sağlar ve aktif bZIP60 üretimi gerçekleĢir (Nagashima et al., 

2016). Ayrıca bZIP60‘ın ER stresi ile iliĢkili BiP3 gen ifadesinin düzenlenmesinden sorumlu 

olduğu bilinir (Iwata and Koizumi, 2005; Howell, 2013). bZIP28 ise Arabidopsis’te ER stres 

yanıtını düzenleyen transkripsiyon faktörüdür (Tajima et al., 2008). ÇalıĢmamızda, ER stresi 

ile birlikte bZĠP28 ve bZĠP60 transkripsiyonunun daha önceki çalıĢmalara (Ozgur et al., 2014; 

2015) benzer Ģekilde arttığı görülmüĢtür. Tüm stres koĢullarında arttığı görülen bZĠP28, 

GLR.3.4.1 yoksunluğu ile daha da artmıĢtır. Benzer Ģekilde ortamdan NO‘in süpürülmesi ile 

de artmıĢtır. Bu sebeple bZĠP28 transkripsiyonundan GLR.3.4.1‘in sorumlu olabileceğinden 

söz edilebilmektedir.  bZĠP60 transkripsiyonunda ise uygulanan stresler ile birlikte artan 
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ifadenin GLR.3.4yoksunluğu ile azaldığı bu azalıĢın özellikle GLR.3.4.1 yoksunluğu ile 

olduğu görülmüĢtür. Ancak nitrosatif stres altında Tm ve R uygulamasının bZĠP60 

transkripsiyonunun GLR.3.4.1 yoksunluğu ile daha da arttığı görülmüĢtür.  bZĠP60 

transkripsiyonunda GLR.3.4.1 yoksunluğu etkilidir. 

Arabidopsis‘ de bilinen, 3 BiP geni tespit edilmiĢtir (Maruyama et al., 2014). 

ÇalıĢmalardan birinde, tütün bitkisinde BiP gen ifadesinin artırılması ile kuraklığa tolerans 

sağladığı göstermiĢtir (Alvim et al., 2001). Ayrıca bu genlerden BiP3‘ ün sadece ER stresi 

altında ifade olduğu görülmüĢtür (Noh et al., 2003). Bunun dıĢında, bZIP28 tarafından 

aktifleĢtirilen UPR‘nin düzenleyicileri arasında BiP3‘ün de olduğu bilinmektedir (Srivastava 

et al., 2013). Yapılan çalıĢmalar ile ER stresi altında Arabidopsis‘te BiP3 ifadesindeki artıĢın, 

bZIP28 ve bZIP60‘a bağlı olduğu belirlenmiĢtir (Howell, 2013). Benzer Ģekilde bu çalıĢmada 

da BiP3 aktivitesi bZIP28 ve bZIP60 gibi stres altında artmıĢtır. Nitrosatif stres, ER ve 

mitokondriyal stres altında artan BiP3 ifadesindeki artıĢın, GLR.3.4.1 yoksunluğu ile çok 

daha fazla arttığı görülmüĢtür. Benzer Ģekilde organel kaynaklı ROS‘a BiP3‘ün daha fazla 

yanıt verdiği görülmüĢtür (Ozgur et al., 2015). Ayrıca GLR.3.4.1 yoksunluğu ile daha da 

artan BiP3 ifadesinin, GLR.3.4.2 yoksunluğu ile de kontrol seviyesinde kaldığı görülmüĢtür. 

Nitrosatif stres altında T ve R uygulaması ile artan bu genin ifadesinde GLR.3.4.1 yoksunluğu 

etkili değilken GLR.3.4.2 yoksunluğu ile azalmıĢtır. GLR.3.4.1 ve GLR.3.4.2 yoksunluğunun 

bu genin ifadesi üzerinde farklı etkiye sahip olduğu söylenebilmektedir. 

Bahsedildiği gibi, ER stresi altında BiP3 ifadesinin uyarılması UPR‘nin uyarılmasında 

anahtar rol oynamaktadır. Ayrıca, BiP3 ifadesinin uyarılması, IRE1B aktivitesine bağlıdır 

(Deng et al. 2011). Böylece UPR, sinyal ileticileri olan bZIP28, IRE1A ve IRE1B gibi 

genlerin ifadelerinin uyarılması ile baĢlamaktadır. IRE1A ve IRE1B‘nin transkripsiyonu 

benzer Ģekilde tüm stresler altında büyük oranda artmıĢtır. IRE1A ve IRE1B‘nin 

transkripsiyonu, özellikle ER ve mitokondriyal streste büyük oranda artmıĢtır. Benzer Ģekilde 

ortamdan NO‘in süpürülmesi de bu gende artıĢa sebep olmuĢtur. IRE1, mayalar, bitkiler ve 

metazoalarda homologları bulunan en korunmuĢ UPR dalı olduğu için stres altında hem 

memelilerde (Cheng et al., 2014) hem de bitkilerde (Ozgur et al., 2017) ifadesinin arttığı 

bilinmektedir. Ancak, IRE1A ve IRE1B‘nin transkripsiyonundaki bu büyük artıĢ GLR.3.4 

yoksunluğu ile azalmıĢtır. Bu azalmaya en büyük etki GLR.3.4.2 yoksunluğudur. ER ve 

mitokondriyal stres altında IRE1B‘nin transkripsiyonu, IRE1A‘dan farklı olarak GLR.3.4.1 

yoksunluğu ile değiĢmemiĢtir. Hatta nitrosatif stres altında R uygulaması ile GLR.3.4.1 
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yoksunluğu IRE1B‘nin transkripsiyonunun artmasına sebep olmuĢtur. Böylece görülmektedir 

ki IRE1 transkripsiyonundaki değiĢikliklerde GLR.3.4 yoksunluğu önemli bir etkiye sahiptir.  

Bu genlerin dıĢında ER stresi ile iliĢkili genlerden, CNX‘in ifadesinin bZIP28‘ e bağlı 

olduğu bilinmektedir (Liu and Howell, 2010). ER‘ de bulunan kalneksin (CNX) kalretikulin 

ile ortak çalıĢarak özellikle glikoproteinlerin katlanmasında rol oynar. Yapılan çalıĢmalar, ER 

stresi oluĢturan Tm ve DTT aracılı bu genin ifadesinin artırdığını göstermiĢtir (Kamauchi et 

al., 2005). Ayrıca, abiyotik streslerin CNX ifadesinin değiĢtirdiği bilinmektedir (Nouri and 

Komatsu, 2010). Bunun dıĢında, karaciğer hücrelerinde yapılan bir çalıĢma ER stresi ile 

CNX‘in azaldığını göstermiĢtir (Robin et al., 2018). Ayrıca, baĢka bir çalıĢmada, BiP1'in çok 

yüksek ifade olduğu tohumlarda, düĢük CNX ifadesi görülmüĢtür ve indüklenmiĢ bir ER 

stresi yanıtı göstermiĢtir (Wakasa et al., 2010). ÇalıĢmamızda ise, ER stresi ve nitrosatif stres 

altında T uygulaması CNX transkripsiyonunun kontrol ile aynı seviyede kalmasına neden 

olmuĢtur. Nitrosatif stres, mitokondriyal stres ve nitrosatif stres altında R uygulaması ise 

CNX transkripsiyonunun azalmasına sebep olmuĢtur. Ayrıca NO süpürülmesi de bu genin 

ifadesini azaltmıĢtır. Ancak tüm stres koĢullarında GLR.3.4 yoksunluğu, CNX 

transkripsiyonunun artmasına sebep olmuĢtur. Bu artıĢta özellikle GLR.3.4.1 yoksunluğunun 

rolü yüksektir. 

CNX/CRT kompleksi ile bağlantılı proteinlerden PDI, disülfid bağların oluĢumundan 

sorumludur. Ayrıca, en önemlisi de proteinlerin doğal konformasyonlarında katlanması için 

gerekli olan izomerizasyon iĢleminde rol almasıdır. Arabidopsis genomunda 12 adet PDI 

kodlandığı ve bunlardan 9 tanesinin ER ile iliĢkili sinyal peptidleri içerdiği bulunmuĢtur (Lu 

and Christopher, 2008). Yapılan pek çok çalıĢmada, ER stresi ile PDI transkripsiyonunun 

arttığı belirlenmiĢtir (Lu and Christopher, 2008; Ozgur et al., 2017). Benzer Ģekilde bu 

çalıĢmada da ER stresi ve nitrosatif stres altında T uygulaması PDI5 transkripsiyonunu 

artırmıĢtır. ER stresi altında PDI5 transkripsiyonundaki artıĢı GLR.3.4.1 yoksunluğu 

değiĢtirmezken, GLR.3.4.2 yoksunluğu bu artıĢı çok daha fazla artırmıĢtır. Bunun aksine, 

nitrosatif stres altında T uygulamasında PDI5 transkripsiyonundaki artıĢı GLR.3.4.1 

yoksunluğu artırırken, GLR.3.4.2 yoksunluğu azaltmıĢtır. Bu sebeple GLR.3.4 yoksunluğu 

farklı koĢullarda farklı etkilere sahiptir. 

ER içindeki protein katlama ve disülfit bağlarının düzenlenmesi süreçlerinde PDI ve 

ERO1 arasında kritik bir iĢ birliği mevcuttur. PDI'ların disülfit bağlarının oluĢturmasına 

ERO1yardımcıdır (Gross et al., 2006). Mayalarda yapılan çalıĢmada, disülfid bağ oluĢumunda 
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oksidasyonda görevli redoks elemanı ER oksidoredüktazdır ve Arabidopsis‘te iki homoloğu 

mevcuttur (Banhegyi et al., 2012).   ERO, ER‘nin redoks durumunu düzenler ve katlanmamıĢ 

proteinlere yanıt verir (Dixon et al., 2003; Onda et al., 2009). Bu sebeple ER stresi altında 

ERO1‘in arttığı görülmüĢtür (Ozgur et al., 2015). Benzer Ģekilde bu çalıĢmada da ER stresi 

altında ERO1 transkripsiyonu artmıĢtır. Ancak bu artıĢ, GLR.3.4.1 yoksunluğu ile daha da 

artmaktadır. Mitokondriyal stres ile azalan ERO1 transkripsiyonu yine GLR.3.4.1 yoksunluğu 

ile artmıĢtır. Nitrosatif stres altında R uygulamasında da benzer durum görülmüĢtür. 

Mitokondri iliĢkili gen ifadeleri:  

Mitokondriyal stres ile iliĢikli olarak, elektron taĢıma zinciri ve oksidatif fosforilasyon 

ile hücresel enerji üretimini sağlayan protein-kofaktör komplekslerinin (Kompleks I, II, III ve 

IV) önemi bilinmektedir. Bu sebeple çalıĢmamızda; AOX1, UPOX, UCP, SDH2E, COX5b ve 

CI76 gen ifadeleri belirlenmiĢtir. Mitokondriyal stres ile iliĢkili genlerin baĢında en çok 

çalıĢılan AOX gelmektedir. Bitkilerde mitokondriyal solunum, sitokrom yolu ve AOX olarak 

adlandırılan alternatif bir yol mevcuttur (Juszczuk and Rychter, 2003). Eğer AOX miktarında 

azalma görülürse, bitkilerin oksidatif strese hassasiyetini artmıĢtır (Maxwell et al., 1997). 

AOX, Krebs döngüsünün sürdürülmesi veya oksidatif strese karĢı hücrelerin korunmasında 

önemli role sahiptir (Vanlerberghe et al., 1997). Ayrıca AOX1a ile indüklenmiĢ olduğu 

gözlemlenen, mitokondriyal protein kodlayan gen (Clifton et al., 2006); oksidatif stres 

tarafından up-regüle olan UPOX‘tur. Bu iki genin transkripsiyonunun Cd gibi (Keunen et al., 

2013) abiyotik streslerle ya da rotenon uygulaması ile arttığı belirlenmiĢtir (Ho et al., 2008). 

Bu çalıĢmada da benzer Ģekilde, tüm stres koĢulları altında özellikle rotenon uygulaması ile ve 

nitrosatif stres altında R uygulaması ile AOX1 transkripsiyonu artmıĢtır. Ancak, GLR.3.4 

yoksunluğu bu transkripsiyonun azalmasına sebep olmuĢtur. Özellikle GLR.3.4.2 yoksunluğu 

ile kontrol seviyesine inmiĢtir. Ortamdan NO‘in süpürülmesi de bu genin transkripsiyonu 

artmıĢtır. Benzer koĢullarda, UPOX transkripsiyonu da benzer oranda artmıĢtır. Ancak, 

GLR.3.4.1 yoksunluğu AOX transkripsiyonundaki bu artıĢı daha da artırarak bu artıĢta görevli 

olduğunu göstermiĢtir. SDH2E transkripsiyonu ise stres koĢullarında AOX ile benzer Ģekilde 

artmıĢtır. Mitokondriyal stres, nitrosatif stres ve ikisinin birlikte uygulandığı koĢullarda ifade 

büyük oranda artmıĢtır. Ancak bu artıĢ hem GLR.3.4.1 hem de GLR.3.4.1 yoksunluğunda 

azalmıĢtır. CI76 transkripsiyonu da tüm stres koĢullarında artmıĢ ve hem GLR.3.4.1 hem de 

GLR.3.4.2 yoksunluğunda azalmıĢtır. Ancak GLR.3.4.2 yoksunluğunda kontrol 
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seviyesindedir. Pek çok çalıĢma da mitokondriyal streste ve abiyotik streslerde benzer Ģekilde 

bu genlerin transkripsiyonu da artıĢlar belirlenmiĢtir. 

COX5b transkripsiyonu stres uygulamaları ile artmıĢtır. En büyük artıĢ mitokondriyal 

stres ile gerçekleĢmiĢtir. Bitki ya da hayvanlar ile yapılan pek çok çalıĢmada rotenon 

uygulaması COX geninin artıĢına sebep olduğu belirlenmiĢtir (Lee et al., 2008; Wang et al., 

2022). Bu genin nitrosatif stres altında artıĢı GLR.3.4 yoksunluğu ile azalmıĢtır. Ancak hem 

ER hem de mitokondriyal streste GLR.3.4.1 yoksunluğu COX5b transkripsiyonunda artıĢa 

sebep olmuĢtur. NO‘in süpürülmesi ise bu genin ifadesini artırmıĢtır. Nitrosatif stres altında T 

uygulaması ile artan COX5b transkripsiyonu GLR.3.4 yoksunluğu ile azalmıĢ, R uygulaması 

ile sadece GLR.3.4.2 yoksunluğu ile azalmıĢtır. Bu durumda GLR.3.4 yoksunluğu farklı 

koĢullarda farklı etkilere sebep olmuĢtur. 

Bu genler dıĢında Uncoupling proteins (UCP), mitokondriyal iç zarda proton 

elektrokimyasal gradyanı dağıtan proton sızıntısını katalizler. Bu Ģekilde ATP sentaz 

kompleksini ve böylece oksidatif fosforilasyonu kısaltır (Vercesi et al., 2006). Yapılan bir 

çalıĢmada ise A. thaliana'da UCP gen ailesinin altı olası üye üyesinin genomik yapısını ve 

ifade profillerini belirlenmiĢtir (Borecky´ et al., 2006). Ayrıca, hem AOX (Maxwell et al., 

1999) hem de UCP (Pastore et al., 2007), mitokondriyal ROS oluĢumunun riskini azalttığı 

görülmüĢtür. Cd stresi ile UCP transkripsiyonunun arttığı belirlenmiĢtir (Keunen et al., 2013). 

Ayrıca memeli hücre hatlarında da mitokondriyal stres altında transkripsiyonunun arttığı 

belirlenmiĢtir (Hirschenson et al., 2022; Hwang et al., 2014). Bu çalıĢmada da ER, 

mitokondriyal stres ve nitrosatif stres altında R uygulamasının UCP transkripsiyonunu 

artırdığı ve bu artıĢın GLR.3.4.1 yoksunluğu ile daha da arttığı belirlenmiĢtir. Bu sebeple, 

UCP transkripsiyonunun ifade olmasında GLR.3.4.1‘in rol oynadığı söylenebilir. 
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5. SONUÇ 

GLR; memelilerde (iGluR'ler), hafıza ve öğrenme gibi biliĢsel süreçlerde görev aldıkları 

gibi, faaliyetlerindeki aĢırılık ya da azlık, depresyona psikoz patolojisine ve hatta 

nörodejeneratif hastalıklara neden olmaktadır. GLR‘ler, sadece memelilerde değil yaĢamın üç 

domaininde de tanımlanmıĢlardır. Bitkiler üzerinde yapılan araĢtırmalarda, bitki GLR‘lerinin; 

karbon ve azot metabolizmasından, tohum çimlenmesine kadar pek çok yolakta rol 

oynadıkları gösterilmiĢtir. Ayrıca, GLR'lerin, Ca
2+

 taĢıyan ilk moleküler mekanizmalardan 

biri olduğu bulunmuĢtur. Model bitki Arabidopsis thaliana‘da yapılan araĢtırmalar, bazı 

(a)biyotik stres faktörlerinin Ca
2+

 aracılı bir yanıtı tetiklediği membran voltajında 

değiĢikliklere neden olduğu ve böylece hem stres sinyali oluĢturma (voltaj kapılı kanallar 

aracılığıyla) hem de strese yanıt verme (su potansiyelinin artması) süreçlerinde önemli bir rol 

oynadığı görülmüĢtür. Bu da, bir elektrik sinyalini oluĢturmak ve iletmek için GLR'lerin çok 

önemli olduğunu göstermiĢtir. Son yıllarda insanlarda yapılan bir dizi çalıĢmada ilk defa 

beyin hücre zarındaki iGluR‘ler aracılığıyla hücre içine Ca
2+

 giriĢinin arttığı ve bunun NO 

(nitrik oksit) birikimine neden olduğu bulunmuĢtur. Hücrede NO değiĢiminin ise ER‘de strese 

neden olduğu belirlenmiĢtir. Ancak, bahsedilen bu GLR-aracılı yolağın bitkilerde var olup 

olmadığı henüz bilinmemektedir. Bu çalıĢma ile GLR-aracılı NO miktarının eksikliğinin ya 

da birikiminin, hücredeki ROS ve RNS düzenlenmesi ile hücre redoks dengesi üzerindeki 

etkisi ilk defa araĢtırılmıĢtır. Bununla birlikte GLR-aracılı bu değiĢimin ER ve mitokondride 

strese neden olup olmadığı da ilk kez bu çalıĢma ile belirlenmiĢtir. ġekil 5.1‘de araĢtırmanın 

temel sonuçları memeli hücrelerindeki yolak ile karĢılaĢtırılarak Ģematik olarak gösterilmiĢtir. 
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ġekil 5.1 AtGLR3.4 yoksunluğunda hücre içindeki RNS sentezi, ROS üretimi, ROS düzenlenmesi, Asc-

GSH döngüsü, Redox dengesinin korunması ve Endoplazmik retikulum ve mitokondrideki stres ile iliĢkili gen 

ifadelerinin Ģematik gösterimi. (A) Memeli beyin hücre membranında lokalize olan ve sitoplazmaya Ca
+2

 

giriĢinden sorumlu olan NMDAR glutamat reseptörlerinin ifadesindeki artıĢ, hücre içi Ca
+2

 miktarını arttırak 

NOS aracılı NO miktarında artıĢa neden olur. Artan NO, ER üzerindeki Ca
+2

 kanallarının inaktivasyonuna neden 

olarak katlanmamıĢ/yanlıĢ katlanmıĢ protein kaynaklı ER ve mitokondride stres meydana gelir. Bu durum 

insanlarda nörodejenaratif hastalıklara yol açar. (B) Bitkilerde 20 glutamat reseptöründen biri hem 

memelilerdeki NMDAR glutamat reseptörüne benzemekte hem de NMDAR lar gibi hücre içi Ca
+2

 sinyalinde 

görev almaktadır:ATGLR3.4. Bu reseptörün yoksunluğu, hücre içi Ca
+2

 miktarını azaltır buna bağlı olarak 

aktivitesi azalan NOS daha az NO üretir. Azalan NO, ER deki Ca
+2

 kanallarından CNX (kalneksin)‘in ifadesini 

arttırır. Bunun sonucu olarak ER ve sitoplazma içindeki Ca
+2

 dengesizliği, ER ve mitokondri stres genlerinin 

ifadelerindeki artıĢtan da anlaĢılacağı üzere bu iki organelde strese neden olur. Buna karĢın atglr3.4 mutantı 

SOD, CAT, POX, GPX ve Askorbat/Glutatyon döngü enzimlerinin aktivitelerini arttırarak ROS miktarlarını 

düzenler. Diğer yandan glutatyon ve askorbat havuzlarını doldurarak ve NAD/NADH oranını arttırarak hücre içi 

redoks dengesini korurlar.  

 

A B 
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