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OZET

NITROSATIF STRES KOKENLIi NORODEJENERATIF
HASTALIKLARIN HUCRESEL SINYAL YOLAKLARININ
ARABIDOPSIS THALIANA KULLANILARAK
ARASTIRILMASI

GOKCE, Azime
Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. A. Hediye CETINEL

Eyliil 2023, 144 sayfa

1,6 milyar yil Once insanlar ve Arabidopsis thaliana evrimsel olarak birbirinden
ayrilmisgtir. Buna ragmen insan genlerinin biliyik kisminin Arabidopsis’te korunmus
ortologlar1 vardir. Ornegin, insanlardaki norodejeneratif hastalik genlerinin Arabidopsis’teki
ortologlartyla benzerlik oran1 %71 iken insan kanser genleriyle benzerlik oran1 %70 olarak
bilinmektedir. Alzheimer (AD) ve Parkinson (PD) gibi norodejeneratif hastaliklarin daha iyi
anlagilmas1 amaciyla yapilan son arastirmalar, bu alanda Arabidopsis’in Onemini agikca
ortaya koymustur. Bu arastirmalarda, AD ve PD hastaliklarina neden olan PreP ve DJ-
1/PARK genlerindeki mutasyonun, bitkilerde de insanlardakine benzer olusumlara neden
olduklarin1 gostermistir. Ancak, bu nérodejeneratif hastaliklar, sadece belirtilen genlerdeki
mutasyonlardan kaynaklanmamaktadir. Son yillarda yapilan arastirmalar insan beyin hiicre
zarindaki  Glutamat  Reseptoriinin =~ (NMDAR’m;  N-metil-D-aspartat  reseptorii)
aktivasyonundaki artisla, sitoplazmada asir1 biriken Ca’*“un tetikledigi, NO (nitrik oksit)
birikiminin mitokondri ve endoplazmik retikulum (ER) stresine ve PDI (protein disiilfit
izomeraz) enziminde meydana getirdigi S-nitrosilasyonun (sistein tioliine NO baglanmasi) yol
actig1 AD ve PD gibi nérodejeneratif hastaliklara neden oldugu bulunmustur. GLR’ler, sadece
memelilerde degil yasamin li¢ domaininde de tanimlanmislardir. Bitkiler iizerinde yapilan
aragtirmalarda, bitki GLR’lerinin; pek ¢ok yolakta rol oynadiklari gosterilmistir. Ancak
bahsedilen GLR aracili NO iligkili nitrosatif stres ve olusacak organellerdeki degisiklikler ile
ilgili bir ¢alisma yoktur. Yapilan bu ¢alismada, insanlarda norodejeneratif hastaliklara neden
olan bir hiicresel yolakta gorev alan gen ve proteinlerin, Arabidopsis’te benzer yolaklarinin
var olup olmadigi, bitkilerde hangi rol ve etki mekanizmasina sahip olduklari, GLR-aracili
NO birikiminin neden oldugu PDI enzimindeki etkisi ve organel stresinin olusum
mekanizmasi, ayrica olusan Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve Reaktif Azot Tiirlerinin (RNS)
hiicreden siiptiriilmesinde etkili antioksidan mekanizma ve hiicrenin redoks dengesi arasindaki
iligki ilk kez aydinlatilmistir.

Anahtar Sozciikler: Antioksidan sistem, Arabidopsis thaliana, Kalsiyum, ER, Glutamat Reseptorleri,
Mitokondri, Nitrik Oksit, Norodejeneratif Hastaliklar, Reaktif Oksijen Tiirleri






ABSTRACT

INVESTIGATION OF CELLULAR SIGNALING
PATHWAYS OF NITROSATIVE STRESS-
INDUCED
NEURODEGENERATIVE DISEASES BY USING
OF ARABIDOPSIS THALIANA

GOKCE, Azime
PhD in Biology,
Supervisor: Prof. Dr. A. Hediye CETINEL

September 2023, 144 pages

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®* 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
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ONSOZ

Hayvanlarin aksine, bitkilerdeki davranisin geleneksel olarak tamamen ya genetik ya da
cevresel olarak belirlendigi varsayilir. Bu sebeple, bitkiler genellikle biligsel olmayan
organizmalar olarak kabul edilir. Ancak, hayvanlara 6zgii oldugu varsayilan bir¢ok karmasik
biligsel yetenegin bitkiler tarafindan da sergilendigini gdsteren, giderek biiyiiyen bir alan ve
bu alanda da pek c¢ok caligma mevcuttur. Bu alanlarin basinda da bitki noérobiyolojisi
gelmektedir. Bu sebeple tez ¢calismamda farkli bakis agis1 gelistiren, bitki ve insan hastaliklar
ile iliskili bir konuyu g¢alismak heyecan verici olmustur. Tez donemim esnasinda kanser
tedavisi gormem, ¢aligmalarimin yavaglamasina sebep olsa da devam etme istegim ile iyilesir
iyilesmez caligmalar tekrar hiz kazandi. Ancak tezimin son yilinda annemi kaybetmis
olmamin verdigi aci ile galismami birakmay1 diisiinsem de her seye ragmen tamamladigim
calismalarin, yani arastirmanin, 0grenmenin, biitiiniin pargasi olmanin, bilimin kendisinin
insan ruhunu iyilestirici bir yan1 oldugunu agikga gostermistir.

Yasanilan tiim zorluklara ragmen tamamlanan bu tez ¢alismasi; beni gordiigiini, her

zaman yanimda oldugunu bildigim merhum annem Kiymet GOKCE’ye ithafen yazilmistir.

IZMIR Azime GOKCE
14.09.2023
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1 GIRIS

Diinya genelinde milyonlarca insanin hayatini olumsuz etkileyen Norodejeneratif
Hastaliklar, periferik sinir sistemi veya merkezi sinir sistemi hiicrelerinin ilerleyici bir sekilde
kaybiyla karakterize edilmis, heterojen bir noérolojik bozukluklar grubudur (Wilson et al.,
2023). Cogu iilkede artan yasam siiresiyle birlikte Norodejeneratif Hastaliklarin yayginliginin
da artmasi beklenirken su anda ise yaklasik 50 milyon kisi bu hastaliklardan etkilenmektedir.

Diinya saglik orgiitiine gore bu saymin 2050 yilina kadar 130 milyona ¢ikmasi tahmin
edilmektedir (Prince et al., 2015).

Tim diinyada giderek artan bir saglik yiikii olusturmus ve yaslanan niifusla birlikte daha
biiylik bir 6neme sahip hale gelmis olan Norodejeneratif hastaliklarin 600°den fazla cesidi
bulunmaktadir. Bunun disinda, ayni anda birden fazla dejeneratif bozukluk birlikte
goriilebilmektedir (Kurosinski et al., 2002). Ornegin Alzheimer hastalarinda(AD), Parkinson
hastalig1 (PD) semptomlar1 da saptanabilmektedir. Pek cok sebeple bu hastaliklarin ortaya
cikabildigi goriilmektedir. Bunlarin basinda genetik mutasyonlar, metabolik bozukluklar ve
cevresel faktorler gibi birgok etken gelmektedir. Ayrica, birbirinden karmagsik hiicresel
mekanizmanin rol oynadigi bu hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek etkin tedaviler heniiz
cok fazla gelistirilememistir. Ozellikle dejenerasyonun gelisimini durdurabilecek ydntemler
ve erken teshisin nasil yapilabilecegi bilinmemektedir. Ancak ortaya c¢ikan semptomlari
ortadan kaldirabilecek ilaglar tedavide kullanilmaktadir (Pleasure, 2010). Bunun sebebi ise,
noronlarin yapisal ve fonksiyonel olarak islevlerini yitirmeye baglamasi ile néron 6liimiine
yol acan, ilerleyici sekilde devam eden bozukluklar olarak bilinen, giliniimiizde tedavisinin
heniiz olmamasindan kaynaklanmaktadir. Alzheimer hastaligi (AD) ve Parkinson hastalig:
(PD) gibi bir¢cok norodejeneratif hastalik, bu nérodejenerasyon siireci ile olusmaktadirlar. Bu
sebeple norodejenerasyonun altinda yatan karmasik mekanizmalar tam olarak aydinlatilmasi

bu hastaliklarin tedavisi i¢in bilyiik 6nem tasimaktadir.

1.1  Norodejeneratif Hastaliklar ile ilgili Genel Bilgiler

Bahsedildigi gibi farkli ndrodejeneratif hastaliklarin farkli beyin bolgelerinde gelistigi
ve farkli etiyolojilere sahip olduklar1 gézlemlenmis, ancak benzer hiicresel ve molekiiler
siireclere etki edebildikleri de bilinmektedir (Teleanu et al., 2022). Bu ortak siireclerden biri
ise, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) diizenlenmemis liretiminden kaynaklanan oksidatif stresin

gozlemlenmesidir (Barnham et al., 2004; Onose et al., 2022). ROS'un memeli, hayvan ve



bitkiler gibi pek ¢ok canlida hiicresel mekanizmalar ile iliskili oldugu bilinmektedir. Bu
molekiiller asir1 tretildiginde molekiillerin oksidatif bozulmasina neden olarak, yaslanma,
kanser, nérodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bircok bozuklugun ilerlemesinde
rol oynayabilirler. Ayrica, artan ROS {iretimi, hiicrenin redoks dengesini oksidatif duruma
kaydirarak islev bozukluguna ve hatta oliimiine yol agabilir. Bununla birlikte, viicut dogal
olarak bu sonuglarin1 dengeleyebilecek birkag mekanizmaya sahiptir. Bunlardan biri de
antioksidanlardir. Bu antioksidanlar, ROS'u tespit edebilir ve etkilenen hiicresel molekiillerin
oksidasyonunu azaltabilir ve bozulmus bir antioksidan sistemi hastalik patogenezine esit

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

1.1.1 Oksidatif Stres ve Noro-dejenerativite

Norodejeneratif hastaliklarin gelisiminde ROS'un roliinii belirlemek igin pek c¢ok
calisma yapilmis ve bu hastaliklarda tetikleyici bir faktdr olmasa da, oksidatif hasar ve
mitokondri ile etkilesimlerinden dolayr hastaligin ilerlemesini kétiilestirebilecegini
gostermistir (Liu et al., 2017; Kazakov et al., 2020). Eslesmemis iki elektronu nedeniyle
oksijen, radikal olusumuna yatkindir. Bu nedenle, ROS'lar oksijenden tiiretilen reaktif
molekiillerin bir sinifi olarak siniflandirilirlar. Bu sinifin tiyeleri, kalan degerlik elektronlari
sebebiyle kisa dmre ve yliksek reaktiviteye sahiptir. Elektron eklenmesi yoluyla oksijenin
indirgenmesi sonucunda birgok ROS olusabilir. Tiim ROS tiirleri arasinda, ‘OH en reaktif
olani ve sitotoksik etkiye sahip olanidir. Hiicresel ROS genellikle digsal ve i¢sel kaynaklardan
tiretilmektedir (Kim et al., 2015; Balogun et al., 2021) (ilerleyen kisimlarda ROS’lar ve
antioksidanlara daha detayli bir sekilde deginilecektir). Ayrica bu molekiiller, lipitler,
proteinler, RNA ve DNA gibi 6nemli hiicresel makromolekiillerde de oksidatif degisikliklere
neden olmaktadir. Protein oksidasyonu da, Ozellikle okside olmus proteinlerin sitotoksik
agregatlar olusturarak toksik bir iglev kazanmasindan dolay1 giderek daha onemli hale
gelmektedirler (Avery 2011; Shefali et al., 2021). Bu nedenle, farkli faktorlerin birikmis
etkileri, beyin icin Ozellikle oksidatif hasara duyarli hale getirilir ve bahsedilen
norodejeneratif hastaliklarda etkilidir (Cobley et al., 2018). Bu Norodejeneratif hastaliklarin

en yaygin goriileni ve ¢alisilanlar1 ise AD ve PD’dir.

1.1.2 Alzheimer Hastahg:

2018 Diinya Alzheimer Raporu’na gore, bu yil icerisinde yaklagik 50 milyon kisiye
demans teshisi koyulmustur. Ayrica bu rapor, kiiresel olarak her {i¢ saniyede bir yeni bir

demans vakasi olacagini belirtmektedir (Ashrafi et al., 2020; Cheignon et al., 2018). AD,



biligsel yeteneklerin kademeli bir sekilde kotlilesmesiyle tanimlanmaktadir. Sinapslarin
bozulmast ve ndronlarin 6liimii sonucunda hipokampiis bolgesinde (duygular, 6grenme,
mekansal yonlendirme ve bellek olusturmadan sorumlu bdlge) beyin atrofisine yol
acmaktadir. AD'nin gelisimi i¢in temel risk faktorii yaslhiliktir ve 85 yasin {izerindeki
bireylerin neredeyse yarisim1 etkiledigi goriilmiistiir. Ayrica, menopoz sirasinda Ostrojen
seviyelerinin diismesi nedeniyle, kadinlarin erkeklere kiyasla AD gelistirme olasiligi daha

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

AD'nin patolojisi, beta-amiloid (Ap) gibi birikmis peptitlerin 6zellikle anormal bir
birikimi ve hiicre i¢i tau norofibriller diigiimlerin (NFT) olusumunu seklindedir. Bu siiregler,
basta oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengesizlik nedeniyle artan oksidanlarin neden
oldugu oksidatif stres tiretiminin artmasiyla ger¢eklesir. Bunun nedeni ya serbest radikal artisi

ya da antioksidan savunmanin azalmasi ile iliskilidir (Huang et al., 2016; Angelova et al.,

2018).

Oksidatif stresin AD ilerlemesine ii¢ ana mekanizma ile aracilik ettigi gézlenmistir. Bu
mekanizmalar, hiicre homeostazini etkileyen ROS iiretimi, Af ve p-tau olusumunun
upregiilasyonlaridir. Bunlar makromolekiil peroksidasyonu, AP metal iyon redoks potansiyeli
ve mitokondriyal islev bozukluguna sebep olur (Cassidy et al., 2020). Ayrica, AD
beyinlerinin, saglikli bir kontrol beynine gore ii¢ katina kadar artmis néronal Cu®* ve Zn*
seviyeleri gosterdigi bildirilmistir. Bu katyonlar, AP peptitlerine baglanabilir, redoks
reaksiyona girebilir ve 6nemli miktarda ROS iiretebilirler. Bu nedenle, artmis oksidasyon ve
artmis ROS {retimi arasinda pozitif bir geri besleme dongiisii olusmaktadir (Cassidy et al.,
2020). ROS indiiklii oksidatif stres, AD patogenezinde B-amiloid birikimi ve bu birikimle
iliskili oldugundan, hastalifin patogenezinde Onemli faktorlerden biri olarak kabul
edilmektedir. Hastaligin erken evrelerinde bile, bu birikimin arttig1 ve mitokondriyal islev
bozukluguna yol agtigr gozlenmistir. Calismalarin sonuglari, Alzheimer hastalarinda f-
amiloid tarafindan indiiklenen oksidatif stres ile, antioksidanlarin savunma mekanizmalari ile
ilgili kusurlarin yiiksek diizeyde OS'ye yol agtigi ve bunun da B-amiloid iiretimini ve
birikimini artirdig1 gézlenmistir (Liu et al.,, 2017; Kim et al., 2015). Boylece yapilan
caligmalar ile noronal bozukluk ve oksidatif dengesizligin, AD'nin baslangict ve ilerlemesi
acisindan biliyilk 6neme sahip oldugu gosterilmistir. Asirt ROS {iretiminin isleyis

mekanizmasini anlamaya yonelik devam eden arastirmalar mevcuttur. Ayrica AD hastalarinda



bu durumun mitokondriyal islev bozukluguna yol actig1 belirlenmistir (Liu et al., 2017; Kim

etal., 2015).

1.1.3 Parkinson Hastahg

Diger norodejeneratif bozukluklarla karsilastirildiginda, Parkinson hastaligi (PD) 60
yasin iizerindeki bireyleri etkileyen en ciddi iki hastaliktan biridir. Istatistiklere gére, PD'nin
50 yasindan once goriilmesi nadirdir. Ancak bu hastaliktan 65 yasin iizerindeki bireylerin
yaklasik %?2'si etkilenirken, bu oran 80 yasin iizerindeki insanlarda iki katindan fazladir (%5)

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

Beyindeki substantia nigra pars kompakta'da dopaminerjik néron kaybmin gézlendigi
durum olarak tanimlanan PD, ROS'un asir1 iiretimiyle iligskilendirilmistir. Bu birikimin bir
nedeni, mitokondriyal islev bozukluklari1 ve inflamasyonla iligkilidir. ROS'un beyinde en ¢ok
iretildigi baslica bolgeler, noéronlardaki mitokondri ve néroglialardir (néron olmayan ancak
onlar1 koruma gorevindeki hiicreler). Asir1t ROS {iretimi ve bunun baslica nedenleri néro
inflamasyon, mitokondriyal islev bozuklugu, yas, demir ve kalsiyum seviyelerinin yiikselmesi
ve dopaminin bozunmasi ile iligkilidir. Ayrica, ¢evresel olarak pestisit ve norotoksinlere
maruz kalindiginda ROS iiretim daha da artabilmektedir. Dopaminerjik néron kaybini
belirleyen kesin siiregler tam olarak aydinlatilamamigstir, ancak ROS'un bunun anahtar
faktorlerinden biri oldugu One siriilmektedir (Liu et al.,, 2017; Kim et al., 2015;
Venkateshappa et al., 2012).

Ayrica, ndrodejenerasyon aracili ROS firetimi nedeniyle lipid zarlar1 ve hiicresel
proteinler hasar gorebilir ve bunun sonucunda oksidatif strese yol agabilir. PD ile
Mitokondriyal Kompleks I'in yoklugunun dogrudan iliskili oldugu gézlemlenmistir. Ciinkii
Kompleks I eksikliklerinin PD'ye 6zgii olan ndral apoptoz ile iligkili oldugu gosterilmistir. Bu
kusur, mitokondriyal zar potansiyelini koruma ve oksidatif strese karsi koruyucu bir etkiye
sahip olan belirli proteinlerin mutasyonuna baglanmistir. Bu mutasyonlar hastaligin
baslangiciyla iliskilendirilmis ve muhtemelen mitokondri aktivitesini etkileyerek ROS'un asir1
tretimine ve daha yiliksek oksidatif strese maruz kalinmasina neden olabilecegi

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

Su anda PD i¢in etkili mevcut tedaviler bulunmamaktadir. Ancak, hastaligin evrimiyle

iligkili ROS mekanizmalarinin anlagilmasi1 araciligiyla saglanan bilgiler, semptomlarin



azaltilmasi i¢in tedavilerin gelistirilmesine yardimci olabilecegi bilinmektedir (Liu et al.,
2017). Ayrica, devam eden klinik denemeler, PD patogenezinde ROS mekanizmalarinin daha
derin bir anlayisini yakin zamanda ortaya ¢ikarabilir ve uygun yonetimi igin ¢Oziimler

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

1.1.4 Noro koruma ve Antioksidanlar

Yukarida da bahsedildigi gibi, oksidatif stresin ndrodejeneratif bozukluklardaki roliiniin
onemi ve ndronal hasar ve iliskili hiicre 6liimiinlin temel patolojik mekanizmalarindan biri
oldugu tespit edilmistir. Antioksidanlarin biyolojik ortam i¢indeki oksidatif stresi
degistirebilecedi ve norodejeneratif bozukluklarin semptomlarini azaltabilecegi gozlenmistir.
Ayrica, antioksidanlarin bu tiir bozukluklarin ilerlemesini Onlemek, geciktirmek veya
hafifletmek i¢in etkili oldugu belirtilmistir (Essa et al., 2019; Duhan et al., 2020). Antioksidan
aktivitesi, tek bir bilesik ya da SOD, katalaz (CAT) veya glutatyon peroksidaz (GPX) gibi bir

enzim tarafindan saglanabilir.

Hiicre i¢i ROS dengesinin ayarlanmasinda etkili antioksidanlar ile ilgili pek ¢ok ¢alisma
mevcuttur. Bunlardan biri olan Superoxide dismutase (SOD), bir enzimatik antioksidandir ve
hiicre i¢inde en giiclii antioksidan 6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir. ROS’lara kars1
koruyucu aktiviteye sahiptir. SOD, siiperoksit anyonlarim1 daha az zararli reaktif oksijen
tiirlerine parcalamak ile gorevlidir. Ancak, SOD eksikligi olduk¢a yaygindir. Ciinkii yaglanma
ile biiyiik dlctide iligkili olan bu antioksidan enzimin yaslanma ile birlikte seviyeleri azalirken,
ROS miktar1 artmaktadir. Bu nedenle, bu enzim, yaslanmay1 artiran bir¢ok etkene ve hiicre
apoptozisine karsi hiicre sagligi i¢in ¢ok onemlidir (Ighodaro and Akinloye, 2018). Bu
nedenle, AD (McLimans et al., 2019) ve PD (De Lazzari et al., 2018) dahil olmak iizere cesitli

hastaliklara kars1 etkili miicadelede SOD’un 6nemli bir ara¢ oldugu kanitlanmastir.

Katalaz (CAT), oksijen gerektiren tiim dokularda bulunabilen bir enzimatik
antioksidandir. SOD ile birlikte H,O,'yi H,O ve molekiiler Oz'ye indirger. Bu 0zel
antioksidan, hiicrelerde yiiksek seviyelerde bulunabilir ve siirekli olarak H,O, molekiillerini
arar. Etkinligi oldukca yiiksektir, ¢linkili bir saniye iginde milyonlarca H2O, molekiiliinii
indirebilir. Hiicrelerde bol miktarda bulunabilirken, fareler disinda mitokondri ig¢inde
bulunmaz. Hidrojen peroksit molekiillerinin mitokondriyal par¢alanma siireci bagka bir enzim
olan glutatyon peroksidaz tarafindan devam ettirilir. Bu enzimin eksikligi veya
mutasyonunun, bir¢ok norodejeneratif bozuklukla dogrudan iligkili oldugu goézlenmistir.

Katalazin AD'de ve PD'de 6nemli néro koruyucu etkiler sagladigi bildirilmistir (Haney et al.,



2018). Glutatyon peroksidazinin (GPx) ana aktivitesi mitokondri icinde gerceklesir ve
viicudun ¢esitli bolgelerinde bulunabilirler. Birgok ¢alisma, GPx aktivitesinin diisiik oldugu
hastalarda, disfonksiyonel bir antioksidan koruma aktivitesine sahip olduklarmi ve bu
durumun islevsel proteinlerde oksidatif hasara neden oldugunu 6ne siirmiistiir (Teleanu et al.,
2022). Norodejeneratif belirtileri azaltmada antioksidanlarin etkinligini arastirmak i¢in bir¢ok
calisma yapilmis ancak kanitlar heniiz yetersizdir. Ayrica ROS'un ¢esitli norodejeneratif
durumlardaki tiim rollerini bulmak ve antioksidan temelli terapotik miidahaleler gelistirmek
icin daha kapsamli aragtirmalar c¢ok biiyilkk 6neme sahiptir. Bu sebeple, norodejeneratif
hastaliklarin molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasinda farkli pek ¢ok ¢alisma ve farkl

yontemlerin kullanim1 mevcuttur.

1.2 insan Hastaliklarinin Arastirllmasinda model Organizma Olan Arabidopsis thaliana

Insan hastali§1 arastirmalari ¢ok karmasik bir siirectir. Bunun nedeni; genlerin ve
proteinlerin karmasik hiicresel aglarda nasil etkilesime girdigi biiyiik fonksiyonel genomik
girisimlerle agiklansa da, birgok kompleks hastalik, birden fazla genin ve bu genlerin
birbirleriyle ve ¢evreleriyle etkilesiminin etkisi altinda olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu
nedenle, insan hastaliklar1 arastirmalarinda, yeni tanilarin konulabilmesi, yeni hastalik teshis
araglarinin tasariminin yapilabilmesi ve tedavi stratejilerinde dnemli kesiflerin yapilabilmesi
arastirmalarda, sadece memeli hiicre hatt1 ve insan doku 6rneklerinin degil Saccharomyces
cerevisae, Drosophila melanogaster ve Caenorhabditis elegans gibi birgok model sistemin de
kullanilmasina baglhidir (Xu and Moller, 2011). Son yillarda, bu model sistemler arasina bitki
biyologlarinin model organizmasi olarak bilinen Arabidopsis thaliana’da eklenmistir. Insan
hastalik olusum mekanizmalarinin arastirildigi ¢alismalarda bu model bitkinin kullanilmasi
birgok hastaligin olusum mekanizmasindaki eksiklikleri tamamlamistir. A. thaliana ve insan
genom dizilerinin tamamlanmasi, bu iki organizma arasindaki korunmugsluklar ve ayriliklarin
DNA seviyesinde karsilastirilmasini miimkiin kilmistir. Insanlar ve Arabidopsis, 1,6 milyar
yil Once evrimsel olarak ayrilmasina ragmen insan genlerinin biiyiik g¢ogunlugunun,
Arabidopsis’te korunmus ortologlar1 vardir (Xu and Moller, 2011). Bu durum, 6zellikle insan
hastaliklarinda rol oynadigi dogrulanan ya da farz edilen genlerin gercekte Gyle olup
olmadiklarinin kontrolii igin olduk¢a ©nemlidir. Ornegin, Arabidopsis’in, insanlardaki
norodejeneratif hastalik genlerinin Arabidopsis’teki ortologlariyla benzerlik orant %71 iken
insan kanser genleriyle benzerlik oram %70’tir (Jones et al., 2008). ilgin¢ olarak; bu oran,
diger model organizmalar olan S. cerevisae (%41) ve D. melanogaster (%67)’in

benzerliginden daha yiiksektir. (Jones et al., 2008). Biitiin bunlara ek olarak Arabidopsis ve



insanlarin, fotobiyoloji, protein yikimi, sirkadiyen saat, DNA metilasyonu, RNA susturulmasi
ve G protein sinyallemesi gibi evrensel hiicre mekanizmalarina ait gen aileleri de yliksek
oranda birbirine benzerdir (Jones et al., 2008). Genetik benzerligin yani sira, Arabidopsis’in
insan hastalig1 arastirmalar1 i¢in ideal bir tamamlayici model olusturmasi igin birgok 6zel
avantaja sahiptir. Bu avantajlar (i) Diisiik altyap1 ve isletme maliyetleriyle basit yetigtirme ve
bakim, (ii) transgenik yaklasimlar i¢in hizli ve verimli doniisiim protokolleri, (iii) biiyiik
mutan koleksiyonlar1 ve genomik kaynaklarin bulunmasi ve (iv) az sayida etik kisitlamaya

tabi olmasidir (Xu and Moller, 2011).

Son bulgular ve arastirma faaliyetleri temelinde Arabidopsis’in hastalik arastirmalarinda
bir tamamlayict model organizma olarak degerinin géz ardi edilmemesi gerekmektedir.
Ozellikle Alzheimer hastalig1 ve Parkinson hastaligi gibi ndrodejeneratif hastaliklarla iligkili

molekiiler mekanizmalar1 aydinlatmak i¢in Arabidopsis’in kullanimi s6z konusudur.

Genetik ¢aligmalar, AD ile iliskilendirilen bir dizi geni tanimlamistir (Alikhani et al.,
2009) ve bu genlerin yarisinin Arabidopsis'te ortologlarinin varligi saptanmistir. Bu da en
azindan kismen, bu genlerin fonksiyonunun Arabidopsis ortologlar1 araciligiyla
belirlenebilecegini gostermektedir. Son zamanlardaki ¢aligmalar, insan beyni mitokondrisinde
AP'yi parcalayan bir PITRM1 kodlu insan pre-sekans proteazi (hPreP) Alzheimer hastaligi ile
iligkilendirilmistir (Alikhani et al., 2009) ve Arabidopsis'te de iki PITRM1 ortologu, AtPreP1
ve AtPreP2 belirlenmistir. PreP, ilk olarak Arabidopsis'te mitokondriyal matriks ve kloroplast
stroma metalloendopeptidaz olarak tanimlanmis ve karakterize edilmistir (Glaser and
Alikhani, 2010). PreP'in temel islevi, kloroplast proteinlerinin serbest gecis peptitlerini (TP)
ve mitokondriyal proteinlerin pre-sekanslarini veya sinyal peptitlerini parcalamaktir (Stahl et
al., 2000; Stahl et al., 2002). Kloroplast ve mitokondriyal proteinlerinin biiyiikk ¢ogunlugu
cekirdek tarafindan kodlanir, sitozolde sentezlenir ve daha sonra TP'lerin veya pre-sekanslarin
yonlendirmesiyle kloroplastlara ve mitokondrilere aktarilir. Ardindan, TP'ler veya pre-
sekanslar mitokondriyal isleme peptidazi (MPP) (Gabaldon and Huynen, 2004 ) veya stromal
isleme proteazi (SPP) (Gomez et al., 2003) tarafindan kesilir ve bu serbest gecis peptitleri,
potansiyel zararli etkilerinden dolay1 PreP tarafindan uzaklastirilmalidir. Her iki proteaz da
tercihen P1 konumunda kiigiik yiiksiiz amino asitleri veya serinleri ve P1'0 konumunda temel
amino asitleri kesmeye yatkindir ve neredeyse sadece pre-sekanslarin alfa-helikal yapilarinin

uclarina dogru parcalarlar. AtPreP1 ve AtPreP2 arasindaki yiiksek dizi benzerligi ve kesim



ozgiilliiklerindeki benzerliklere ragmen, her iki proteazin kesim bdlgesi taninmasi farklilik

gosterir (Stahl et al., 2005).

PreP homologlar1 arkealar disinda tiim organizmalarda tanimlanmistir. Baslangicta
insan metal proteazi 1 (hMpl) olarak tanimlanan insan pre-sekans proteazi hPreP, AtPreP'lere
%48 oraninda dizi benzerligi gostermektedir (Alikhani et al., 2009). hPreP proteini
memelilerde mitokondriyal matrikste lokalize olur (Taylor et al., 2003) ve mitokondrilerde
AP'nin pargalanmasindan sorumlu tek proteazdir (Falkevall et al., 2006). Cys90 ve Cys527,
tiim memeli PreP dizilerinde korunur. Ayrica hPreP, oksidatif kosullar altinda disiilfid koprii
olusumu nedeniyle AB'ye karsi aktivitesini kaybeder. Bu durum, Alzheimer hastaligindaki
artan mitokondriyal ROS seviyelerine cevapta hPreP'in inhibisyonu dogrudan fizyolojik
Ooneme sahip olabildigini gostermektedir (Alikhani et al., 2009). Ayrica, AB'nin mitokondriyal
alkol dehidrogenazi ABAD ile de etkilesime girdigi ve artmig ROS iiretimine ve hiicre
6limiine neden oldugu (Lustbader et al., 2004) goriilmiistiir. Bunun disinda, mitokondriyal
matriks proteini olan CypD ile etkilesime girdigi gosterilmistir (Du et al., 2008). Bu nedenle,
ABAD veya CypD ile iliskili AP, hPreP tarafindan parcalanamaz ve sonugta Alzheimer
hastalarinin beyinlerinde plaklarin toksisitesine yol agmaktadir (Alikhani et al., 2009).
Beklenildigi iizere, Arabidopsis'teki PreP ile insanlardaki PreP arasinda farkliliklar
bulunmaktadir. Ancak bitki PreP'leri lizerinde yapilan temel arastirmalar, substrat spesifikligi,
subseliiler lokalizasyonu ve 3D yapisal analizler gibi konularda, insan PreP arastirmalarinin
yoniinii sekillendirmistir ve sonug olarak Alzheimer hastaligi (AD) ile ilgili yeni bulgularin

elde edilmesine yol agmaistir.

AD sonra ikinci en yaygin norodejeneratif bozukluktur PD’dir (de Lau and Breteler,
2006). PD ile iligkilendirilen genetik lezyonlar tanimlanmistir ve bunlar siirekli olarak
genislemektedir. Ilging bir sekilde, Arabidopsis'in, PARK1 ve PARK3 disinda tiim PD ile
iliskilendirilen genlerin ortologlarma sahip oldugu goriilmiistir ve bu sebeple
Arabidopsis‘teki kesiflerin PD'nin molekiiler mekanizmalarini anlamamiza katkida bulundugu
belirtilmistir. Ancak, su ana kadar sadece bir DJ-1/PARK7 ortologu olan AtDJ-la, PD
mekanizmalariyla iliskilendirilmistir (Biskup et al., 2008).

DJ-1 mutasyonlari, otozomal resesif, erken baslangicli PD'ye neden olur (Lev et al.,
2006). DJ-1, beynin dopaminerjik noron hiicre olimi ile iliskilendirilen oksidatif stres
yanitlarinin bir parcasidir. Ayrica sitozoldeki redoks durumu ile diizenlendigi bilinmekle

birlikte (Lev et al., 2006), kesin ¢aligma mekanizmasi hala gizemini korumaktadir. DJ-1'in



Insanlardan farkli olarak tek bir gen tarafindan kodlanmas1 yerine, Arabidopsis’te {i¢ DJ-
1/PARK7 homologu belirlenmistir. Bunlardan ikisi (AtDJ-1b ve AtDJ-1c) kloroplastlara
lokalize olurken, AtDJ-1a insan DJ-1 (hDJ-1) ile benzer sekilde gozlemlenen sitozol ve
cekirdekte lokalize olur (Xu et al., 2010). Memelilerde DJ-1/PARK7’in yanhs ifadesi noéronal
hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Benzer sekilde, bitkilerde de AtDJ-1a kaybi apoptoza yol
acmaktadir. AtDJ-1a, Arabidopsis'te sitozolik siiperoksit dismutaz (SOD) olan CSD1 ve insan
SODI1 ile bitki hiicrelerinde etkilesime girmektedir. Ayrica, insan hiicrelerinde hDJ-1'in
memelilerde SODI ile etkilesime girdigi gosterilmistir (Xu et al., 2010). Benzer yaklagimlar
ayni zamanda bitki hiicrelerinde AtDJ-1a ve memeli hiicrelerinde hDJ-1’in Arabidopsis ve
insan glutatyon peroksidazi (GPX2) ile etkilesime girdigini de gdstermistir (Xu et al., 2010).
Boylece Arabidopsis ve memelilerde ayn1 DJ-1/PARK?7 etkilesim deseninin oldugunu ortaya
koymustur. Bununla birlikte, baz1 farkliliklar da mevcuttur. Bunlardan birisi de Arabidopsis
AtDJ-1a ile etkilesime giren HyO,’nin siipiiriilmesinde yer alan askorbat peroksidaz memeli

hiicrelerinde eksiktir.

SOD aktivasyonu, DJ-1'in ROS detoksifikasyonundaki roliine dair ipuglar1 saglasa da,
SOD sadece siiperoksit anyonunu H,0,'ye doniistiiriir ve ardindan H,O,'nin GPX veya CAT
tarafindan H,O'ya detoksifiye edilmesi gerekmektedir. Yapilan calismalar ile AtDJ-la ve
hDJ-1 sirasiyla AtGPX2 ve GPX2 ile etkilesime girer. Ancak GPX2 aktivitesinde eszamanli
bir artis olmadig1 goriilmistiir (Xu et al., 2010), bu da hiicresel GPX2 aktivite seviyelerinin
yeterli oldugunu veya DJ-1/PARK7'nin GPX2'yi sadece SOD’a baglamak igin bir gergeve
proteini olarak islev gorebilecegini diistindliirmektedir. Benzer sekilde, Arabidopsis'teki ilk
arastirmalara dayanarak, DJ-1'in bitkilerde ve insanlarda SOD, GPX ve muhtemelen APX1
veya CAT" bir araya getiren bir iskelet protein olarak hareket ettigine dair kanitlar
bulunmaktadir. Bu sayede ROS temizlenmesini diizenlenmekte ve bdylece kontrol edilerek,

oksidatif stres kaynakli hiicre 6liimiinii 6nlemektedir (Xu and Moller, 2011).

LRRK2 (PARKS), leucine zengin tekrar reseptor kinaz alt ailesinin bir {iyesidir ve PD
riskinin artmasiyla iligskilendirilmistir (Kumari and Tan, 2009). LRRK2 ilk kez AtBRI1 olarak
Arabidopsis'te tanimlanmis (Li and Chory, 1997), bir brassinosteroid (BR) reseptoriidiir. BR,
insanlarda bulunmasa da, Arabidopsis'teki aragtirmalar, reseptor kinaz aracili sinyal iletimini
anlamak i¢in bir paradigma sunar ve ayrica PD ile iligkilendirilen genler ve hormonlar
arasindaki olas1 iligkiye dair anlayis gelistirilmesine katki saglamaktadir (Kim and Wang,

2010). Sonug olarak, Arabidopsis geleneksel olarak insan hastaliklarini incelemek i¢in bir
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model sistem olarak goriilmemesine ragmen, yiiksek genetik korunma ve temel biyolojik
siireclerin benzerligi, Arabidopsis’in hastalik arastirmalarinda heniiz kesfedilmemis ve

tamamlayici bir kaynak oldugunu diisiindiirmektedir.

Bahsedilen bu noérodejeneratif hastaliklarin giderek artiyor olmasi, farkli yolaklar ile
altinda yatan mekanizmalar aydinlatilmalidir. Bu sebeple bahsedilen ¢aligmalara ilave olarak,
son arastirmalar, sadece yukarida belirtilen genlerde meydana gelen mutasyonlarin degil
beyin hiicre zarindaki bir Glutamat reseptoriiniin (NMDAR) aracilik ettigi Nitrik Oksit (NO)
birikimi tesvikli Endoplazmik Retikulum (ER) Stresinin ve bu reseptorlerin aktivitesi sonucu
olusan mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun da Alzheimer ve Parkinson’a neden oldugunu

gostermektedir (Forrester et al., 2006).

1.3 Glutamat Reseptorleri

Glutamat, memeli sinir hiicrelerinin normal fonksiyon gdstermesi i¢in gerekli olan en
biiyilik uyarici ndrotransmitterdir. Bir hiicre, doku ya da organi uyarip ¢aligmasini hizlandiran,
artiran madde yani; eksitator olarak islev gostermektedir. Memelilerde glutamat reseptorleri
(GLR’ler), sinirsel iletim boyunca glutamati algilamak igin fonksiyon gdsteren multimerik
kanallardir (Armstrong et al., 1998). Bu reseptorlere glutamatin baglanmasi ile transmembran
kanallar agilir ve hiicreye katyon girisi gerceklesir. Bu kanallar, Ca’* ve Na* gibi katyonlarin
taginmasi i¢in ligand-kapili kanal olarak fonksiyon gdsterdikleri goriilmiistiir (Scatton, 1993).
Memelilerin merkezi sinir sisteminde, glutamat tarafindan aktive edilen iyonotropik glutamat
reseptorlerini (iIGIUR) ve metabotropik glutamat reseptorleri (ayrica G-proteinine baglh
reseptorleri olarak da adlandirilir) olmak iizere iki ana grup bulunur (Asher and Nowak 1988;

Collingridge and Lester 1989; Monaghan et al., 1989).

Glutamate

lon channel-associated G protein-coupled

lonotropic (iGIuR) Metabotropic (mGIluR)

I | I |
NMDA AMPA Kainate Group | | |Group Il| |Group Il

NR1 GluR1 KA1,2 mGIuR1| |mGIuR2| |mGIuR4

NR2A,B, GluR2 GluR5 MGIuR5 | | mGIuR3| | mGIuR6

c,D GIuR3 GIluR6 mGIuR7

NR3A,B GluR4 GIuR7 mGIuR8
[ i | l

Fast Slow Slow
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Sekil 1 Glutamat Reseptor Ailesi (Blackshaw et al., 2011)

iGluR'ler hizl1 uyarict nérotransmisyonda gorevlidir ve 6grenme, sinaptik plastisite ve
hafiza gibi daha yiiksek beyin fonksiyonlarina katilmaktadirlar. Ayrica, néronlarin presinaptik
veya postsinaptik membranlari arasindaki hizli uyarici sinyal iletiminde rol oynarlar. Bu
iGluR'lerin biiyikk bir alt smifin1 olusturan N-Metil-D-Aspartat (NMDA) reseptorleri,
esansiyel ve modiilator alt birimlerin heterolog kompleksidir. Yedi NMDA reseptor alt birimi
tanimlanmistir ve bu reseptorlerin her biri spesifik etki saglamaktadir. Bu heterolog yapi,
bireysel biyolojik ve farmakolojik 6zellikler gosteren farkli hetoromerlerle sinir sisteminin
esnek modiilasyonuna biiyiik bir potansiyel saglamaktadir (Chaffey and Chazot, 2008).
NMDA reseptorlerini iceren ¢aligmalar yogun bir sekilde siirdiiriilmektedir. Bunun sebebi
ise, sinapslarda uzun siireli degisimleri tetikleyerek, ©grenme ve hafiza gibi fizyolojik
islevlerde Onemli rol oynamalarindan kaynaklanmaktadir. Ancak, bu reseptorlerin asirt
uyarilmasi durumunda; Alzheimer, Parkinson, Huntington, amiotropik lateral sklerozis gibi

istenmeyen norodejeneratif hastaliklara da yol agmaktadir (Wu and Zhuo, 2009).

Bunun disinda, memelilerdeki iGluR’ler ilging olarak yasamin ii¢ domaininde de
tanimlanmuslardir. Ornegin, hayvanlarda bu reseptérlerin varligi ktenoforlardan omurgalilara
kadar goriilmektedir. Ayrica, iGluR'lerin hidra (Pierobon, 2012) gibi eski filumlarda ndronal
sinyal verme, gelisme ve esneklik i¢in temel olusturdugu da goriilmiistiir ve daha gelismis
nematod ve omurgali filumlarinda korunmus oldugu diisiiniilmektedir. Ilging olarak,
Chlamydomonas, klorofitler, yosunlar, egrelti otlari, gymnospermler ve ¢igekli bitkilerin

genomlarinda da glutamat reseptor benzeri kanallarda bulunmustur (De Bortoli et al., 2016).

Sinir sistemi veya noron benzeri elektriksel sinyallesmeye izin veren herhangi bir
yaptya sahip olmamasiyla karakterize edilen bitkilerde, GLR'lerin kesfi ¢ok biiyiik yanki
olusturan beklenmedik bir kesif olarak goriilmiistiir (Lam et al., 1998). Kesfinden bu yana ve
asir1 6zellesmis hayvan akrabalarinin aksine, bitki GLR'lerinin ¢esitli hiicresel siireglerde ve
hiicre ve bitki fizyolojisinin farkli yonlerinde rol aldig: gosterilmistir. Ornegin, GLR'ler bitki
fizyolojisi ile iliskili olarak pek ¢ok yolak ile iligkilendirilmistir. Bunlara; absisik asit (ABA)
biyosentezi ve sinyallesme (Kang and Turano, 2003; Kang et al., 2004; Kong et al., 2015),
karbon ve azot metabolizmas1 (Kang and Turano, 2003; Kang et al., 2004), kok
gravitropizmasi (Miller et al., 2010), yan kok baslatma (Vincill et al., 2013), kok gelisimi
(Singh et al., 2016), su kayb1 (Kang et al., 2004; Lu et al., 2014), dogustan bagisiklik tepkileri
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(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 tiipii biiylimesi (Michard et al.,
2011; Wudick et al., 2018), yara sonucu yapraktan yapraga elektriksel sinyallesme (Mousavi
et al., 2013), tohum ¢imlenmesi (Kong et al., 2015), yaprak biti beslenmesine tepki (Vincent

et al., 2017) ve yosun sperm sinyallesmesi (Ortiz-Ramirez et al., 2017) 6rnek verilebilir.

Model bitki Arabidopsis thaliana’nin genomunda insan iyonotropik glutamat
reseptorleri (iGluR'ler) ile karsilastirilabilir sekilde 20 glutamat reseptor geni: glutamat
benzeri reseptorler (AtGLR'ler) tanimlanmistir. Yukarida bahsedilen pek c¢ok bitki fizyolojisi
ile iligkili yolagin yan1 sira AtGLR’ler ligand baglama aktivitesi ile iliskilidir, bu da bitki ve
hayvan glutamat reseptorleri arasindaki evrimsel iligkiyi dogrular niteliktedir. Bununla
birlikte, hayvan agonistlerinin ve antagonistlerinin Arabidopsis tizerindeki etkisi, bu iki
organizmanin arasinda bir iliski oldugunu disiindiirmektedir. Ayrica, bu glutamat
reseptorlerinin  (bitki/hayvan), norodejeneratif hastaliklarin erken teshisinde Onemli rol
oynadiklarinin diisiiniilmesi ile fluoresans rezonans enerji transferi (FRET) yaklagimi
kullanilarak belirlenmeye ¢alisilmasi da bir gosterge niteligindedir. Ayrica, bitki glutamat
kanallar1 sadece plazma zariyla sinirli degil, ayn1 zamanda mitokondri, kloroplastlar ve
vakuolar membranlarda bulunabilirler (Teardo et al., 2014). Bu sebeple de daha detayli
calismalara gerek duyulmus ve farkli acilardan glutamat reseptorlerini ele alan bir dizi
bilimsel laboratuvar ve enstitii bu alanlarda calismalarim1 siirdiirmektedir. Ancak, bitki
glutamat reseptorlerinin hayvan glutamat reseptorleriyle karsilastirilabilir olduguna dair
bircok mevcut kanit, arastirmacilarin glutamat reseptorleri hakkinda ilging gercekleri ortaya

cikarmak i¢in uzun siiredir ¢aba sarf etmesine neden olmustur.

1.3.1 Bitki GLR'leri: Evrimsel Kimlik Dogrulama

Arabidopsis’e ait 20 AtGLR, ii¢ evrimsel sinifa ayrilmistir (Chiu et al., 2002). Yapilan
caligmalar, amino asit dizilimi ve potasyum kanallari, glutamat/4-aminobutanoik asit (GABA)
ve asetilkolin reseptorleri gibi ¢esitli kanallarin dizilimleri, bitki GLR'lerinin hayvan
iyonotropik glutamat reseptorleriyle ayni oldugunu gostermistir. Filogenetik bir agag
kullanilarak elde edilen sonugclar ile bitki ve hayvan GLR'lerinin ortak bir atadan tiiredigi
dogrulanmigtir (Chiu et al., 1999; Chiu et al.,, 2002). Ayrica, Arabidopsis glutamat
reseptorlerinin kalsiyum sensorii ve GABA protein reseptorleri gibi farkli tiirlerin glutamat
reseptorleri arasindaki evrimsel iliskiyi belirlemek i¢in uzun N terminal bolgesi kullanilmistir

(Turano et al., 2002; Nagata, 2004). Price et al. (2012)’ye gore, evrimsel olarak bitki
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GLR'leri, okaryotik diger GLR'lerden eski bir zaman diliminde ayrilmistir. Bu nedenle, ortak
literatiir, bitki homolog GLR'lerinin, metazoan glutamat reseptorlerinden farkli bir evrimsel

konuma yerlestirilmesi gerektigini onermektedir.

1.3.2 Arabidopsis thaliana’nin Glutamat Reseptorlerinin Yapisi

Hayvan glutamat reseptorleriyle benzer sekilde AtGLR'ler de 800-960 amino asit i¢ceren
ve her reseptdr basina yaklastk 100 kDa molekiil agirhigina sahip alti korunmus alan
icermektedir (Lam et al., 1998). Bu yapilar S1 ve S2 bdlgelerine sahiptir ve ligandlara izin
vererek M1'den M4'e kadar transmembran alanlara sahip bir por bolgesi (P) icerir. Boylece
iyon gecisinin diizenlemesine yardimci olur (Davenport, 2002). iGluR'lerde oldugu gibi, S1
ve S2 bolgeleri, ligandlar ona baglandiginda konformasyonel degisikliklere ugramaktadir
(Sobolevsky et al., 2009). Hem bitki hem de hayvanlarin N-terminal bolgesi plazma zarinin
disinda yer almaktadir. Bu acidan bakildiginda, bu reseptdrlerin bitkilerde ve hayvanlarda
benzer bir yol izledigi diisiiniilmektedir. Yapilan arastirmalardan birinde, NMDAR (NR 1, 2
ve 3) alt birimlerinin NMDA reseptorlerinin islevsel olarak aktif oldugunu gdstermis (Ulbrich
and Isacoff, 2008) ve reseptor kompleksleri endoplazmik retikulum icinde bir araya
getirilerek bu reseptdrlerin N-terminal bdlgeleriyle etkilesime girdigi goriilmiistiir (Mabh,
2005; Penn et al., 2008). Ayrica, AtGLR’ler de tipki hayvan iGluR'lerinde oldugu gibi, N-
terminal bolgesi araciligiyla diger glutamat reseptdrleriyle etkilesim kurdugu bilinmektedir
(Traynelis et al., 2010). Birgok calisma, glutamat reseptorlerinin homo-/hetero-imerik sekilde
var oldugunu gostermistir. Stephens et al. (2008)’de yapilan bir ¢alismada ise, heteromerik
kanallar nedeniyle "A" kanallarinin Glu uygulamasiyla, "B" kanallarinin farkli (Ala, Cys, Gly
ve Glu) amino asitlerle ve "C" kanallarinin alt1 ligandla (Ala, Asn, Cys, Glu, Gly ve Ser)
tetiklendigini gosterilmistir. Kanal aktivasyonunun dogasi temelinde, en az bir alt {initenin
kanalin islevi i¢in 6nemli oldugu dogrulanmistir. Ciinkii kanallar "A", "B" ve "C" sirasiyla
AtGIuR-3.3, AtGIuR-3.4 ve hem AtGIuR-3.3/3.4 alt tinitelerini igeriyor ve bu nedenle, tim
kanallar Glu tarafindan tetiklenip belki de AtGIuR-3.3 6nemli bir alt tnitedir seklinde

yorumlanmasina sebep olmustur.

FRET yontemleri kullanarak, AtGLR'lerin (3.2 ve 3.4) homo-/hetero-
multimerizasyonunu tiitiin yapraklarinda ifade oldugu gdosterilmistir (Vincill et al., 2012).
Diger yaklagimlar, maya iki hibrit (Y2H) sistemi gibi, AtGluR'lerin plazma membraninda

homo-/heteromerik iiretiminin etkilesimini dogrulamistir (Price and Okumoto, 2013).
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Baska bir caligmada ise, glutamat reseptorlerinin korunmus zar motiflerinin (M1'den
M4'e) yani sira, membranin dis bolgesinde bulunan iki ayri ligand baglanma alanindan
olustugu gosterilmistir (Lam et al., 1998). S1 ve S2, bir alanin iki varsayimsal substrat
baglama bolgesidir ve ligand baglanmasinda dogrudan rol alirlar (Lam et al., 1998; Traynelis
et al.,, 2010). Literatiir, ligand baglandiginda ligand baglanma alaninin konformasyonel
degisiklikler gosterdigini ortaya koymustur. Ornegin, bir 'veniis-sinegi tuzag' benzeri bir
hareket gegirirler. Bu nedenle, glutamat reseptorlerinin, 6zellikle agonistler i¢in oldukga iyi

calistig1 goriilmiistiir (Mayer, 2016; Pohlsgaard et al., 2011; Twomey and Sobolevsky, 2018).

Evrimsel siire¢ temelinde, transmembran bolgeler ve ligand baglanma bolgeleri bitkiler
ve hayvanlar arasindaki ayrilmadan Once evrimlesmistir. Glutamat reseptorleri iizerinde
homoloji ¢aligmalar1 yapmis farkli bilim insan1 gruplar bitki ve hayvan glutamat reseptorleri
arasinda yaklasik %50-60 benzerlik oldugunu gostermis ve M2 bolgesinin M3 bdlgesine gore
daha diisitk homoloji (%61) gosterdigini belirlemislerdir (Chiu et al., 2002; Nagata, 2004).
Ayrica, bir ¢alisma ile 20 AtGluR'un {i¢ kladinda M1, M2 ve M3 bdélgelerinin yiiksek diizeyde
korundugunu, S1 ve S2 bolgelerinin ise farkliliklar gosterdigini bildirmislerdir (Chiu et al.,
2002). Bu sonuglar, bu reseptorlerin, amino asitler veya diger molekiiller de dahil olmak {izere

kendi ligandlarin1 baglama kapasitesine sahip oldugunu gostermektedir.

AtGLR’ler tam olarak karakterize edilmemis olmalarina ragmen (Forde and Roberts,
2014), birgok calisma bitki glutamat reseptorlerine glutamat ve diger amino asitlerin
baglanmas1 sonucunda, hiicre zar1 depolarizasyonunun artan potansiyeline sahip oldugunu
ortaya koymustur. Bu durum iyon gegirgenliginin artabilecegini ve bitkilerde amino asit kapili
kalsiyum iyon kanallarinin varligini géstermistir (Vincill et al., 2012; Dennison and Spalding,
2000; Qi et al., 2006). Ayrica Vincill et al. (2012)’de, bitki glutamat reseptorlerinin amino asit
kapili kanallar olusturma yetenegine sahip oldugu one siiriilmiis ve aspartik asit (Asn), glisin
(Gly) ve serin (Ser)'in AtGIuR-3.4 ile baglandigini memeli hiicrelerinde ifade edildiginde
kanitlanmistir. Bir¢ok arastirma grubu bitki ligand baglanma alaninin (LBD) memeli LBD's1
ile benzer oldugunu ortaya ¢ikarmak igin aktif olarak ¢alismaktadir. Tapken et al. (2013)’da,
AtGLR-1.4'te amino asitler T501, R506 ve D499'da yapilan kii¢iik bir degisikligin, Xenopus
yumurtaliklarinda ifade edildiginde ligand kapili kanal aktivitesini baskiladigini gosterilmis
ve bunlarin AtGLR'lerde korunmus amino asitler oldugunu agik¢a ifade edilmistir. Ayrica,
hayvan iGluR'lar gibi, alfa-amin ve karboksil primer amino asit gruplarinin, bitki GLR'larinda

baglanma i¢in temel oldugu goriinmektedir (Traynelis et al., 2010; Tapken et al., 2013).
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Standley ve Baudry (2000) ¢alismalarinda, amino asit zincirinin glikolizasyonlarinin, reseptor
baglanma fenomeninde degisikliklere neden olabilecegi ve bitki ve hayvan glutamat

reseptorlerinde benzer islevlere sahip olabilecegini belirtmistir.

1.3.3 Glutamat Reseptorlerinin Aktivitesi

Bitkilerde glutamat aktivitesini ilk kez, 1s1tk kosullarinda 6,7-dinitrokuinozalin-2,3-
diyon (DNQX) adli iGIluR antagonisti kullanilarak hipokotil gelisiminde tespit edilmistir
(Lam et al., 1998). Glutamat ve glisin, hayvan-GluR ile benzer sekilde hipokotil gelisimini
basartyla kontrol etmisken, hayvan-GluR'lar inhibitéri DNQX, hipokotil uzamasini
azaltmistir (Dubos et al., 2003). Michard et al. (2011)’da yapilan ¢alismalarda ise polen
tiiplerinde (pt) glutamat reseptorlerini dogrulamak amaciyla 6-siyano-7-nitrokuinozalin-2,3-
diyon (CNQX), DNQX ve 2-amino-5-fosfonovalerat (AP5) antagonistlerini kullanilarak,
tiitlin bitkisinin biilylimesinde dnemli bir azalma oldugunu bildirilmistir. Ayrica, D-Serin adli
agonist, tiitlin bitkisinde pt proliferasyonunu tesvik etmistir. Meyerhoff et al. (2005)’a gore,
glutamat bagimli kalsiyum sinyalleri, A. thaliana mezofil hiicrelerinde 5,7-dinitro-1,4-
dihidro-2,3-kuinozalin-diyon (MNQX, DNQX ve CNQX) antagonistleri ile muamelesi

nedeniyle azalmistir.

Bu ¢alismalar disinda, Teardo et al. (2010) tarafindan 1spanakta yapilan biyokimyasal
ve elektrofizyolojik deneyler, kloroplastlarda GluR'lar hakkinda bilgi saglamistir. A.
thaliana'da potansiyel bir glutamat ligand1 ile GluR'larin etkilesimini ortaya koyulmustur (Li
et al., 2013). GluR'ln A. thaliana'daki roliinii belirlemek amaciyla yapilan baska bir ¢alisma
ise, BMAA [S(+)-beta-metil-alfa, beta-diaminopropanoik asit] kullanilmig ve A. thaliana
fidelerinde, kontrol bitkisine gore hipokotil uzamasi ve kotiledon agilmasmin engellenmesi
tespit edilmistir (Brenner et al., 2000). Bir¢cok ¢alisma, amino asitlerin A. thaliana GLR'lar
igin Ozgiilliigiinii aydmlatmistir. Ilging olarak, AtGLR-1.4, yedi amino asit (triptofan,
metiyonin, fenilalanin, 18sin, tirozin, asparajin ve treonin) ile ¢alisirken, AtGluR-3.4 iigiiyle
(Asn, Ser ve Gly) etkilesime girmistir (Vincill et al., 2012; Tapken et al., 2013). Her
reseptoriin farkli bir amino asit ile calisabilecegi bu sekilde goriilmistiir. Tapken et al.
(2013)’da ise, AtGIuR-1.4'in secici olmayan bir katyon kanali olarak islev gérdiigiinii ortaya
koyulmustur. Bir diger ilging caligma ise, Vincill et al. (2012), AtGluR-3.4'{in Ca®*
gecirgenligine yiliksek hassasiyet gostermesi ortaya koyulmustur. Tiim bu sonuclar, hayvan

GluR'larina benzer sekilde bitki glutamat reseptorlerinin de glutamat ve amino asitlerin
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membran depolarizasyonuna ve Ca”* akisina tam katilim sagladigini gostermektedir (Price et
al., 2012).

AtGLR'ler ile ilgili literatlirde yapilan ¢alismalar, hayvan glutamat reseptorii agonistleri
ve antagonistlerinin bitkiler iizerinde de tipk1 hayvanlardaki gibi neredeyse ayni etkiye sahip
oldugunu gdstermistir. Onceki calismalar degerlendirildiginde, glutamatin 6zel bir agonist
oldugu diistiniilityordu. Ancak Dubos et al. (2013) ¢alismasinda, glutamatin yani sira glisinin
de neredeyse tiim AtGLR'lerde etkili onemli bir bilesen oldugunu ortaya ¢ikarilmistir. Ayrica
ayni calismada, neredeyse tiim AtGLR’lerde glutamat baglanmasi igin yiiksek derecede
korunan treoninin (Thr) fenilalanin (Phe) ile yer degistirebilecegini onermislerdir. , AtGluR-
1.1 tlizerinde yapilan bir ¢calisma da antisens AtGluR-1.1'in yaban tip ile karsilagtirildiginda
K*/Na™ya karst hiper duyarli olmadigmni, ancak yiiksek Ca?* konsantrasyonlarinin kok
gelisimini inhibe ettigini gdstermistir (Kang and Turano, 2003). Ilgin¢ olarak, glutamatin
gercek bir ligand olmadigi, ancak BMAA'min karbon ve azot algilama siirecine katilan
AtGIuR-1.1 ligandi oldugunu belirtmislerdir. Ayrica, Walch-Liu et al. (2006), disaridan
uygulanan glutamatin A. thaliana kok gelisiminde onemli bir degisiklige neden oldugunu

gostermistir.

AtGLR'lere agonist (BMAA) ve antagonist (DNQX) etkisi, antagonistin hipokotil
uzamasini engelledigini ortaya koyarken (Lam et al., 1998), agonistin hipokotil uzamasini
tesvik ettigini gostermistir (Lam et al., 1998; Brenner et al., 2000). Glu ve Gly disinda, bir
dizi amino asidin (serin (Ser), metiyonin (Met), asparajin (Asn), alanin (Ala), glutatyon ve
sistein (Cys)) AtGLR'ler iizerinde etkili oldugunu gdstermektedir (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 tiiplerinde Ca®* konsantrasyonunu
artirmada en etkili amino asit olarak bulunmus, ancak antagonist CNQX uygulandiginda

polen tiipli deformasyonu gézlemlenmistir (Michard et al., 2011).

Ancak, AtGIuR-1.3 tizerinde agonist/antagonist etkisi heniiz tam olarak anlasilmamustir.
Bunun disinda metiyonin, triptofan, tirozin, 16sin ve fenilalanin gibi amino asitler tarafindan
indiiklenen depolarizasyon, metiyoninin yalnizca bir azot molekiili olarak degil, ayni
zamanda bir sinyallesme molekiilii olarak da diisiiniildiigii olasiligin1 desteklemektedir
(Tapken et al., 2013). DNQX, CNQX ve MK-801 (non-kompetitif NMDA reseptorii agik
kanal blokorii) AtGluR-1.4 icin antagonist olarak bildirilmistir ve bu, hayvan antagonistleriyle
benzerdir (Kang et al., 2004; Vatsa et al., 2011). Elektrofizyolojik kanitlar, Met'in AtGIuR-
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3.1/3.5’te Ca”* saglamak igin bir agonist olarak cahistigini gostermistir (Kong et al., 2016).
Diger AtGLR'lerde oldugu gibi, farkli amino asitlerin agonist olarak hizmet ettigi AtGluR-3.2
icin de benzer bir etki gozlemlenmistir ve D-serin en uygun agonist olarak bulunmustur

(Gangwar et al., 2021).

Bunlara ek olarak, Glu, GABA, aspartat ve malat AtGLR-3.4 iizerinde agonist olarak
islev gOstermistir. Antagonistlerin etkisini gérmek i¢in, farkli hayvan antagonistleri olarak
DNQX, CNQX ve MNQ uygulanmis ve bu antagonistlerin Glu bagimh Ca® akisi
siireclerinde duyarli olduklar1 goriilmiistiir (Meyerhoff et al., 2005). Amino asitler disinda,
diger poliaminler ve kanamisin de glutamat reseptor agonistleri olarak kabul edilmektedir
(Dubos et al., 2005). Tapken ve Hollmann'in (2008) ¢alismasi, AtGluR-1.1 por bdlgelerinin
Na*, Ca®* ve K* iyon gecirgenligine izin verdigini gostermistir. Bu akimlar, glutamat tetikli
ca?t girislerine uygunluk gostermistir. BMAA ile ilgili durum farklidir. Ciinkii, hayvan iGL-
rec'nin bir agonisti olarak islev gordiigii icin BMAA'nin uygulamasi bazi ¢eliskiler gosterir,
¢linkii hem agonist (Brenner et al., 2000) hem de antagonist (Walch-Liu and Forde, 2007;

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

Ayrica, agonist (L-glutamat) kok biiylimesinin iyilestirilmesine yardimci olur. Walch-
Liu ve Forde (Walch-Liu and Forde, 2007; Brenner et al., 2009) farkli antagonistler (DNQX,
AP-5 ve MK-801) kullanarak bitki biiyiimesi lizerinde herhangi bir etkinin gozlenmedigini
gostermiglerdir. Bu da, Dubos et al. (2003), DNQX'in ligandin baglanma bdlgelerine
baglanarak Ap-5 benzeri bir sekilde L-glutamatin o baglanma bdlgesine baglanmasini taklit
edebilecegini ve biiyiimeyi durdurabilecegini gostermistir. Ancak, DNQX, CNQX, memantin
ve MK-801'in AtGLR {izerindeki etkilerini gozlemleyen bir¢ok arastirma grubu vardir (Lam
etal., 1998; Kang et al., 2004; Meyerhoff et al., 2005; Vatsa et al., 2011).

1.3.4 AtGLR Genlerinin Fonksiyon, Ekspresyon ve Uygulamalar:

Yapilan ekspresyon caligmalari ile, bitki glutamat reseptdr genlerinin kokler, yapraklar
ve lireme organlar1 gibi bitki organlarinda basariyla ifade edildigini gostermistir (Chiu et al.,
2002; Meyerhoff et al., 2005; Weiland et al., 2015). Onceleri Klad I ve 111 genlerin neredeyse
tim bitki kisimlarinda ifade edildigi diisiiniilmiistiir. Ancak daha sonra bu genlerin tam
bitkilerde tanimlandig1r gézlemlenmistir (Pina et al., 2005). Ayrica bu ifade ve fonksiyonel

uygulamalar, birka¢ arastirmacinin gozlemleri temelinde agiklanmastir.
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Klad I
AtGLR-1.1

AtGIuR-1.1 geninin, A. thaliana'da absisik asit (ABA) biyosentezini diizenlemede
potansiyel aktivite rolii oldugu rapor edilmistir (Kang et al., 2004). AtGluR-1.1 ayn1 zamanda
bitki biiylimesi i¢in énemli olan C, N ve su dengesini de diizenlemektedir. GUS ifadesi ilk
olarak 7 giinliikk Arabidopsis bitkilerinin stipiillerinde gozlemlenmistir. Daha sonra yaprak
kenarlarinda ve yan kok hiicrelerinde ifadesi bulunmustur. Ancak, AtGluR-1.1 ¢igceklerde ve

tireme organlarinda diisiik bir ifade diizeyine sahip olsada varligi belirlenmistir (Chiu et al.,
2002).

AtGLR-1.2 ve 1.3

Bir ¢alismada, GluR-1.2 ve -1.3'in soguk stresi nedeniyle A. thaliana'da soguga
dayaniklilig1 diizenledigini ve bu genlerin ayni1 zamanda soguk stresi sirasinda downstream
CBF/DREBI yolu tizerinde kritik bir rol oynadigini gostermislerdir. GluR-1.2 ve -1.3 ile bir
floresan etiketi baglanarak Nicotiana benthamiana'nin plazma zarinda artan bir floresan

gbzlendigi ve ifadesinin arttig1 goriilmiistiir (Zheng et al., 2018).
AtGLR-1.4

GFP isaretli AtGluR-1.4"in ifadesi, yaban tip A. thaliana’nin plazma zarinda incelendi.
Ayni zamanda kirmizi floresan protein (RFP) ile etiketlenmis bir plazma zari isaretleyicisi
olan StREM1.3 de es zamanli olarak kullanilmistir (Tapken et al., 2013). Ancak, Roy et al
(2008)’da ayni bitkinin farkli hiicrelerinde ve farkli bitkilerde AtGluR-1.4'in farkli ifadesi
tespit edilmistir. Ayrica, amino asit sinyaliyle yaprak hiicrelerinde Ca®* depolarizasyonunun

olusabilecegi diistinlilmektedir.
Klad 11

AtGLR-2.1

Glutamat reseptoriiniin filogenetik ve ifade analizine dayanarak, bir clade-Il geni olan
GLR-2.1'in ifadesinin 5 giinliikk bitkilerin siirgiiniinde ve GLR-1.1 ile benzerlik sekilde
radikulada gozlemlendigi rapor edilmistir (Chiu et al., 2002). Ayrica, GLR-2.1, 3 giinliik
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tohumlugun kdokiinde, kok ucu disindaki tim hiicrelerde ifade olmustur. Bununla birlikte,
tireme organlarinda diisiik bir ifade belirlenirken, siliqua veya ¢iceklerde boyle bir ifade
gbzlemlenmemistir. Roy et al. (2008)’da, AtGLR-2.1'in 4 haftalik yaprak dokusunda ifade
oldugu bulunmustur. Bitkilerde glutamat 6n uygulamasi, gen ifadesinin up-regiilasyonunu ve

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

AtGLR-2.2

AtGLR-2.2 ifadesi kokte rapor edilirken, iireme organlarinda ve yapraklarda
gozlenmemistir (Chiu et al., 2002). Benzer baska bir calismada, AtGLR-2.2'nin kokte ifade
edildigi ancak bitkinin yaprak, govde ve yaprak sap1 kisminda bulunmadig1 gézlemlenmistir

(Roy et al., 2008).
AtGLR-2.3

AtGLR-2.3 ifadesi olduke¢a farklidir. Ciinkii 8 haftalik bitkilerde sinirlidir ve bu siireden
sonra, kok dokusunda goriilmiistiir (Chiu et al., 2002). AtGILR-2.3, ciceklerde ve siliquelarda
ifade edilmezken, gelismekte olan bitkinin yapraklarinda eksik bir ifade tespit edilmistir (Roy
et al., 2008).

AtGLR-2.4

AtGLR-2.4 kokte ve siliquelarda ifade olmus, ancak govde, yaprak sapt ve yaprak
dokularinda ifade tamamen durmustur (Chiu et al., 2002; Roy et al., 2008; Weiland et al.,
2015).

AtGLR-2.5

mRNA ifade analizine dayanarak, AtGLR-2.5'in tiim bitki dokularinda ifade edildigi
rapor edilmistir (Chiu et al., 2002).

AtGLR-2.6

Kokte ifade edilirken (Chiu et al., 2002), yaprak, goévde ve yaprak sapi kisminda
olmadigi goriilmistiir (Roy et al., 2008).
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AtGLR-2.7

Cicekler disinda tiim bitki kisimlarinda AtGLR-2.7'nin daha yiiksek ifade oldugu
gozlemlenmistir (Chiu et al., 2002; Gilliham et al., 2006).

AtGLR-2.8

Kok ve siirgiinlerle birlikte, yapraklarin i¢indeki vaskiiler demetler etrafindaki yaprak
mezoefil hiicrelerinde yiiksek bir ifade gdstermistir ve GUS boyama ve ifadesi yapraklarda

yaslanma ile birlikte artmistir (Weiland et al., 2015; Gilliham et al., 2006).
AtGLR-2.9

Diger Clade II reseptorlerine benzer sekilde, AtGLR-2.9 geni de kdkte ifade olmustur
(Weiland et al., 2015). Ancak gen 2.9'un yapraklarda, daha diisiik ifade edildigini ya da

tamamen durdugunu gézlemleyen bir ¢calisma yoktur (Roy et al., 2008).

Klad 111

AtGLR-3.1

AtGLR-3.1'in ifadesini ve islevini anlamak i¢in Kong et al. (2016)’da AtGLR-3.1 ve 3.5
ile bir yesil floresan protein (GFP) etiketi birlestirilmis ve bu proteinlerin plazma zarinda
bulundugu, ayrica bekgi hiicrelerinde de ifade edildigi belirlenmistir. Ayrica, bu reseptorlerin
fidelerde de ifade edildigi bulunmustur. Baska bir g¢alismada ise, AtGLR-3.1'in bek¢i
hiicrelerinde artan ifadeyi mezofil hiicrelerinin takip ettigini 6ne silirmiislerdir (Cho et al.,
2009). Ayrica, AtGLR-3.1'in diizensiz ifadesinin, sitoplazmik Ca®"yi etkilemeden stoma

kapanmasini degistirdigi gozlenmistir.
AtGLR-3.2

Bu reseptoriin ifadesi bitkinin tiim kisimlarinda belirlenmistir ve kok hiicrelerinde
yilksek oranda ifade oldugu goriilmiistiir (Vincill et al.,, 2012). Egzojen Ca®" artiginin,
AtGLR-3.2'nin fonksiyonunu gostermis ve asir1 ifade edilen AtGLR-3.2 transgenik bitkilerde

indiiklenen Ca?* yoksun durumu diizeltmistir.
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AtGLR-3.3

Li et al. (2013) tarafindan, disaridan uygulanan GSH'nin AtGluR-3.3"i aktive ettigi ve
yapraklarin erken transkripsiyonel siirecine katildigi belirlenmistir. Ancak bu durumun
altindaki genetik siire¢ ve genin bagimsiz ifadesi heniiz bilinmemektedir. Ayrica, atglr-3.3
mutantlarinda kok gravitropizminin amino asit tarafindan diizenlenen Ca®* sinyallemesinin

azalmasina neden olabilecegi diistiniilmektedir (Miller et al., 2010).
AtGLR-3.4

Diger AtGLR'lardan farkli olarak, AtGLR-3.4 Ozellikle bekgi hiicrelerinde, iletim
demetlerinde, koklerde, mezofil hiicrelerinde ve govdede giiclii bir sekilde ifade oldugu
goriilmiistiir. AtGLR-3.4, soguk ve dokunma gibi abiyotik uyaranlara kars1 Ca®* bagimh bir
sekilde tepki vermektedir. Farkli ifadenin yani sira korteks, kok epidermisi ve tiiylerde de
zayif bir ifade gozlenir. Ancak, soguk ifadesi lantanyum (Ca®* kanal bloklayici) eklenerek
durdurulmustur. Dahasi, AtGLR-3.4’teki bir mutasyon, ABA'ya kars1 hassasiyeti artirmig ve

tohum ¢imlenmesi iizerinde etkisi oldugu goriilmiistiir (Cheng et al., 2018).
AtGLR-3.5

AtGLR-3.5'in ifadesi c¢ogunlukla Arabidopsis tohumlarinda g¢imlenme esnasinda
goriilmiistiir, bu esnada bu reseptor Ca** konsantrasyonunu artirmistir. Ancak kuru ve olgun
tohumlarda ©nemli bir ifade goriilmemistir. Ancak, AtGLR-3.5’teki baskilanma Ca?*
sinyallemesinin iizerinde etkili olmustur ve ABA'ya karsi daha duyarlidir, bu da tohum
¢imlenmesinde gecikmeye neden olmustur. Bununla birlikte, AtGLR-3.5'in yliksek ifadesi
ABA'ya kars1 daha az hassas ve erken ¢imlenmeye neden olmustur. AtGLR-3.5'in ifadesi,
GUS geni ile transgenik bitki olusturularak dogrulanmistir ve ¢imlenen embriyonun

kotiledonlarinda ifade edildigi tespit edilmistir (Kong et al., 2015).

AtGLR-3.6

AtGLR-3.6'nin ifadesinin koklerin gelisimsel evrelerinde arttigi gosterilmistir. Singh et
al. (2016)’da, olgun kok dokularindan daha erken kok dokularma artan yiiksek bir ifade
diizeyi bildirilmistir. Kok biiylimesini AtGLR-3.6'nin asir1 ifadesi olmasi tesvik etmistir.
Ayrica, KRP4 (kip iliskili protein) AtGLR-3.1 ile iligkili kok meristemini korumakta dnemli
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bir rol oynamistir. Aynm1 zamanda ana ve yan koklerin olusumunu hiicre dongiistinii
diizenleyerek etkilemistir. Hatta, AtGLR-3.6/3.3'in jasmonat yolaklar1 aracilifiyla yaprak
yara sinyallemesinde rol oynayabilecegi One siirlilmiistiir. Diger arastirmalar, AtGLR-
3.6/3.3'n, afitlerin beslenme bdlgelerinde Ca** seviyelerini artirmada 6nemli bir rol

oynadigimi gostermistir (Vincent et al., 2017).
AtGLR-3.7

Bu reseptor lizerine yapilan arastirmalar, muhtemelen her bitki hiicresinde ifade
edildigini ve Arabidopsis'te dnemli bir iyon tasiyict islevi gordiigiinii ortaya koymustur (Roy
et al.,, 2008). Daha ileri aragtirmalar, AtGLR-3.7'nin tuz stresine kalsiyum sinyallesmesi
araciligiyla tepki verdigini ve tohum ¢imlenmesi ve diizenlemesinde rol oynadigini
gostermistir (Wang et al., 2019; Kwaaitaal et al., 2011). Ayrica, AtGLR-3.7'nin asir1 ifadesi

kok biiylimesinde belirgin bir artisa neden olmustur.

1.3.5 Cevresel Strese Yanitta AtGLR Genleri

1.3.5.1 Tuz Stresi

Tuz stresi altinda bitki davranisi ve adaptasyon mekanizmalar1 degismektedir ve bu
cogunlukla Ca?* sinyalleme a1 aracilifiyla gergeklesmektedir (Meyerhoff et al., 2005;
Sivaguru et al., 2003; Saddhe et al., 2019). Yapilan bir ¢alismada, AtGLR-3.7'nin tuz stresi
kosullarinda tohum ¢imlenmesi sirasinda 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (Cheng et al.,
2016). Ayrica, tuz stresinin Arabidopsis yabani tip ve mutant bitkiler {izerindeki etkisinin
aragtirildigi ¢alismada atglr-(3.4-1/2) mutant bitkilerinin ¢gimlenmede yabani tip bitkilere gore
daha hassas oldugunu gostermistir (Chen et al., 2021). Yapilan ¢alismada, NaCl'nin yaban tip
bitki tiiriinde Ca®" akis1 olusturdugu ve bunun hayvan glutamat reseptor antagonisti (DNQX)
eklenerek engellendigi gozlenmistir. Ancak, NaCl tarafindan tetiklenen Ca®* artis1 mutasyona
ugramis AtGIuR'ler (3.4-1/2) tarafindan etkisiz hale getirilmistir. Ayrica, tuz stresine maruz
birakilan mutant tohumlarda daha fazla Nat+ birikimi gozlenmis ve AtGLR-3.4'ln asirt
ekspresyonu, absisik aside kars1 yiiksek diren¢ gostermistir (Chen et al., 2021). Wang et al.
(2019) tarafindan da, benzer sekilde, AtGLR-3.7 (14-3-3) gibi diger proteinlerle birlikte tuz
stresi altinda Arabidopsis'te potansiyel bir rol oynadigi ve Ca?* sinyal yolunu etkiledigi
bildirilmistir. Bu bulgular sonucunda, tuz kosullarinda tohum ¢imlenmesinin, AtGluR-3.4/3.7

tarafindan modiile edilen Ca®* girisi tarafindan diizenlendigi ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle,
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Clade I11 geni olan GIuR-3.7, A. thaliana'da tuz stresinde dnemli bir rol oynamaktadir (Hu et
al., 2013).

1.3.5.2 Soguk Stresi

Cevresel streslerden bir digeri olan soguk stresi de bitkileri olumsuz yonde etkileyen
baska bir faktordiir. 1999 yilindaki bir ¢alismada, 1spanak ve Arabidopsis gibi 1liman iklim
bolgelerine ait bitkilerin diisiik sicakliklara maruz kaldiklarinda soguga dayaniklilik
gosterdikleri ilk kez bildirilmistir (Thomashow, 1999). Bu fenomen soguga dayaniklilik
olarak bilinmektedir. Plazma membraninin yani sira kloroplast da diisiik sicakliklarda bir
algilama rolii oynar. Daha 6nce Meyerhoff et al. (2005)’da, Arabidopsis'te osmotik stres
nedeniyle AtGLR-3.4'lin ABA bagimsiz bir sekilde ifade edildigi ve hizli sinyal iletiminde

Ca®* iyonu sagladigi 6ne siiriilmiistiir.

Transgenik bitkilerde, soguk ve glutamat uygulamalari, antagonistler (DNQX/CNQX)
tarafindan engellenen Ca®* iyon kanallarini indiikleyebilmistir. Hu et al. (2013)‘da yapilan
calismaya gore ise, soguk stresi sirasinda fitohormonlarin bitkilere karsi etkinliklerinin ve
tepkilerinin degistigi gosterilmistir. Farkli pek ¢ok arastirma, membran proteinlerinin soguk
stresini algiladigini ve muhtemelen Ca®* sinyal iletim yollarin1 etkinlestirdigini ortaya
koymustur. Bu sinyaller, transkripsiyonel diizenleme kaskadini aktive ederek soguk stresiyle
basa ¢ikmaya ve hayatta kalmalarina olanak tanir (Ding et al., 2018; Hasanuzzaman et al.,
2019). Bu nedenle, soguk sicaklik kosullarina maruz kalan bitkiler soguk kosullara
dayaniklilik gelistirirken, gen ifadesinde ve Ca?* sinyal iletim yollarinda biiyiik bir degisiklik
meydana gelir. Ayrica, Zheng et al. (2018)’da AtGLR-1.2 ve -1.3 mutanlarinin Arabidopsis'te
soguk stresine karsi pozitif bir rol oynadiklari ve bitki hormonu jasmonatin etkisiyle, AtGLR-
1.2/-1.3 mutanlarinin soguk stresine olan etkinliklerinin azaldig1 ortaya ¢ikartilmistir. Ayrica
donma ortaminda, bu mutanlarin C-repeat binding factor/DRE binding factor 1
(CBF/DREBI) transkripsiyonel diizenleyici yolundaki ifadesi, yabani tip bitkiye kiyasla daha
distiktiir. Kisacasi, Zheng et al. (2018)’da, AtGLR-1.2/1.3"in endojen jasmonat birikimini

tetikleyerek soguga dayaniklilig1 artirabilecegi one siirtilmiistiir.

1.3.5.3 Biyotik Stres

Bitkiler, bocekler, zararlilar ve diger otcullar gibi rakiplere karsi cesitli savunma
taktikleri gelistirerek kendilerini savunmaktadirlar. Bitkiler, otgullari tespit etmek i¢in hem

kimyasal hem de mekanik yontemler kullanirlar. Son zamanlarda bir¢cok calisma, bitkilerin
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otcul saldirilarindan korunmak i¢in olusturduklar1 erken savunma sinyallerine odaklanmis ve
gercek zamanli sinyal izleme ve bitki-otcul etkilesimlerle yaygin olarak iliskilendirilen iyon
kanallarin1 modiile etmek icin genetik olarak kodlanmis nanosensérler kullanilmistir (Gandhi
et al., 2021). Ayrica, birgok calisma, Glu reseptorlerinin bitkileri bocek yaralanmalarindan
korudugunu gostermistir. Bocek aktivitesi nedeniyle Glu reseptorleri Ca®* akisini artirarak,
bitkilerin hayatta kalmasi i¢in savunma sinyallerini degistirmistir (Dennison and Spalding,

2000; Vatsa et al., 2011).

A. thaliana'min tirtil tarafindan yaralandigi bir ¢alismada, AtGLR-3.3"in, tirtillarin
neden oldugu ylizey potansiyelini azaltmak igin Ca®* iyon akigini indiikledigi ve bitkilerde
savunma sinyalini degistirmede potansiyel bir rol oynadigr bulunmustur (Mousavi et al.,
2013). Glu reseptorleri, yaralanma ile aktive edildigi i¢in bitki savunma sinyallemesinde yer
alirlar (Toyota et al., 2018). Ayrica, son arastirmalar, GLR-3.3/3.6'nin bitkileri yara olusturan
organizmalara kars1 savunmak icin Ca®* iyon akisini diizenledigini gostermektedir (Gandhi et
al., 2021; Shao et al., 2020). ik olarak, Kang et al. (2006) tarafindan yapilan arastirmalar,
transgenik Arabidopsis bitkilerinde asir1 ifade edilen turp GLR'Sinin, bazi1 savunma ile iliskili
genlerin artan ifadesiyle etkileserek patojen mantarlara karsi direnci hizlandirdigimi
gostermistir. Sonraki ¢alismalar, iGIuR antagonistlerinin A. thaliana fidelerinde (Kwaaitaal et
al., 2011) ve tiitiin slispansiyon kiiltiiriinde (Vatsa et al., 2011) bagisiklik tepkisine katildigini
gostermistir. atglr-3.3 mutantlarinda, bakteriyel bir patojene (Pseudomonas syringae) karsi
enfeksiyonla miicadelede savunma ile iligkili gen ifadesi etkinliginde eksik kalarak
bagisikliga duyarliligi artirmistir (Li et al., 2013). Hemen hemen tiim AtGLR genleri savunma
mekanizmasina katkida bulunsa da, AtGLR-3.3, bu enfeksiyonla miicadelede bagisiklig
artirmada etkili oldugunu goéstermistir (Qi et al., 2006). Baska bir ¢alisma ise, Ca®* girigiyle
iligkili glutamat reseptorlerinin bitki savunmasinda downstream sinyallesme siireglerini
baglatmak i¢in Onemli oldugunu One siirmistir. AtGluR-3.3'tin, Hyaloperonospora
arabidopsis (oomiset patojen) enfeksiyonuna karsi direnci saglamada 6nemli oldugu
bulunmustur (Manzoor et al., 2013). Yapilan tim bu caligmalar ile, Clade III geninin,
beslenen bocekler ve zararlilar tarafindan mekanik yaralanmaya karsit savunma
mekanizmasinda tamamen rol oynadigi bulunmustur (Mousavi et al., 2013; de Bruxelles and

Roberts, 2001).
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1.3.5.4 Kuraklik Stresi

Bitki verimliligi etkileyen gevresel engellerin basinda kuraklik gelmektedir. Ciinkii bu
stres farkli fizyolojik siirecleri etkileyerek mahsul verimini azaltmaktadir (Laxa et al., 2019;
Yoshida et al., 2016). Bitkilerde kuraklik boyunca morfolojik diizeyden molekiiler diizeye
kadar su kithg gozlenmistir. Kuraklik stresi bitkilerin fotosentetik yeteneklerini siddetli bir
sekilde etkiler ve metabolik aktiviteleri dengesizlestirmektedir. Stresle karsit karsiya
kaldiklarinda, bitkiler kurak kosullara kars1 direnebilmek ve uyum saglayabilmek i¢in farkli
stratejiler gelistirmislerdir (Laxa et al., 2019; Yoshida et al., 2016). Stomalarin kapanmasi
konusunda yapilan bir¢ok tarastirma sonucunda, stomalarin kuraklik stresine etkisi
bulunmustur. Stomalarin hareketinin, su eksikliklerini ve stres sirasinda gaz aligverisini
kontrol etmek i¢in ana faktdrlerden biri oldugu kanitlanmistir. Bu hareketlerin ise, Ca2+, H,S
(Hidrojen siilfiir), ROS, ABA ve NO gibi farkli sinyal molekiillerinin koordinasyonu ile
diizenlendigi bilinmektedir (Qiu et al., 2020; Laxa et al., 2019; Yoshida et al., 2016). Yoshida
et al. (2016)’da, glutamat (Glu) adli sinyal molekiiliiniin, Arabidopsis ve Vicia faba'da
stomalarin kapanmasindan sorumlu oldugu gosterilmistir. Ayrica, glutamat ile stomalarin
kapanmasi arasindaki tam iliskiyi ortaya koyabilmek i¢in EGTA (hiicre dist Ca?* baglayici)
ve BAPTA-AM (hiicre i¢i baglayici) gibi farkl Ca®* selatorleri kullanilmistir. Bu selatorlerin
glutamat tarafindan indiiklenen stomalarin kapanmasini engelledigi ve bunun icin sitozole
Ca?* akisinin gerekliligini gosterdigi bulunmustur. Ayrica, Glu'ya bagimlhi Ca®* akisimin Ca®*
bagimli protein kinazi tetikledigi ve stomalarin kapanmasini destekleyen SLAC aktivitesini
aktive ettigi gozlenmistir (Yoshida et al., 2016). Arabidopsis disinda, Brassica'da Glu
uygulamasi, Ca®* sinyalini tetikleyerek, kuraklik stresine bagl prolin birikimini artirmis ve
kurakliga toleransini desteklemistir (La et al., 2019). Ayrica, Philippe et al. (2019)’da,
Medicago truncatula'da hayvan glutamat reseptdor antagonistleri olan AP-5 ve DNQX
kullanilarak, bu antagonistlerin NO birikimini azalttigi ve stomalarin kapanmasi iizerinde etki
sahibi olduklar1 bildirilmistir. Ayrica, piringten elde edilen iki glutamat reseptorii (GLR1 ve
GLR?2), Arabidopsis'te kuraklik tolerans1 gostermistir (Lu et al., 2014).

Gortildiigii tizere bitki GLR’leri ile pek ¢ok calisma gegeklestirilmis ve farkli fizyolojik
ve hiicresel siireglerde gorev aldigr belirlenmistir. Ayrica yapilan son ¢alismalar da

memelilerde GLR nin kalsiyum aracilig1 ile NO birkimine neden oldugu gosterilmistir.
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1.4 GLR aracili NO artis1

Beyindeki biiyiik uyarici norotransmitter olan Glutamat’in bir alt grubu olan NMDA-tip
reseptorlerin asir1 aktivasyonu, reseptorle iligkili kanal araciligiyla sitoplazma igine agir Ca*
girisine neden olmaktadir. Asiri Ca*"’da, hiicre Oliimiiyle sonuc¢lanan asirt NO {iretimine
neden olur. (Bonfoco et al., 1995; Lafon-Cazal et al., 1993; Lipton et al., 1993). Hiicrelerarasi
Ca®*, kalmodulin (CaM)+ Ca?* seklinde, noronal nitrik oksit sentaz (nNOS) aktivitesiyle L-
arginin’den NO’in olusumunu hedefler ve boylece NO {iretiminde asir1 artig gézlenir. NMDA
reseptor aktivitesinin asir1 artigi, norotoksik olabilmektedir. Ciinkii 6rnegin, PDI gibi
proteinlerin S-nitrosilasyonu, néronal hasar ve 6liime, hatta PDI’daki bu hasarda, Parkinson’a

neden olmaktadir.

NO hem bitkilerde hem de insanlarda ¢ok sayida fizyolojik yolagi diizenleyen ve
hiicresel sinyal yolaklara aracilik eden bir molekiildiir (Forrester et al., 2006; Barroso et al.,
2006). NO, beyinde, nérotransmisyon, néromodulasyon ve sinaptik plastisitede gorev alirken
bitkilerde tohum ¢imlenmesi, primer ve lateral kok biiylimesi, c¢iceklenme gibi fizyolojik
yolaklarda sinyal molekiilii olarak gorev yapmaktadir (Shapiro, 2005). Ancak her iki
organizmada da NO ve NO-kokenli reaktif azot tiirlerinin (RNS) asir1 iiretimi veya kontrol

edilemeyen sentezi, hiicrede “Nitrosativ Stres” e neden olmaktadir (Barroso et al., 2006).

1.5 NO Sinyalinin Olusumu ve Temeli

Son 20 yil i¢inde hayvanlardaki NO sinyalizasyonu ile ilgili yapilan arastirmalar son
derece verimli olmus ve bilim insanlarini sinyal iletiminin yeni kavramlarini belirlemislerdir.
NO, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimatik aktivitesi araciligiyla L-arginin amino asitinden
tiretilmektedir. Bu iiretim sonrasi, NO, proteinlerin post-translasyonel modifikasyonlari
yoluyla ¢ogunlukla etki gosterir. Ug ana siire¢ tanimlanmistir. Bunlar; S-nitrosilasyon, metal
nitrosilasyon ve tirozin nitratasyon’dur. Bu NO'ya bagimli post-translasyonel
modifikasyonlara duyarli ylizden fazla protein ve tiim 6nemli hiicresel aktivitelerde yer alan

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

1.5.1 S -nitrosilasyon

S-nitrosilasyon, NO'nun (veya tiiretilerinin) proteinlerin sistein siilfiirleri ile kovalent
olarak etkilesime girer ve S-nitrosotiyollerin olustugu bir siiregtir (Stamler et al., 2001; Hess
et al., 2005). Ancak, NO'nun nasil hedef proteinleri S-nitrosile ettigi tam olarak

anlagilamamistir. Aday mekanizmalar arasinda, nitrozonyum katyonunun (NO+, NO'nun oto-
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oksidasyonundan kaynaklanan) tiyolat iizerinde elektrofilik bir saldirisi, NO'nun NAD+ gibi
elektron alicilarinin varliginda tiyolat ile dogrudan etkilesimi ve NO'nun oto-indirgenmesi
veya diazot trioksit ayrismasi sonucu olusan nitroksil anyonlar1 ile karmasik kimyasal
stireclerin olabilecegi diisiiniilmektedir (Gow et al., 1997; Hanafy et al., 2001; Foster and
Stamler, 2004). Ilging bir sekilde, S-nitrosilasyonu kolaylastirabilecek birincil peptit dizileri
tanimlanmistir. Bunlar asidik/bazik motiflerin yani sira sistein arttig1 ¢evreleyen hidrofobik

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

Metal nitrosilasyonla benzer sekilde, S-nitrosilasyon da post-translasyonel
modifikasyonun geri doniigiimlii bir seklidir. De-S-nitrosilasyon, kimyasal olarak enzimlerin
yardimi olmadan veya tiyoredoxin ve tiyoredoxin rediiktaz araciligiyla enzimatik olarak

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

1.5.2 Metal nitrosilasyonu

NO, bir radikal olarak, elektron verebilme 6zelligine sahiptir. Bu nedenle gegis metalleri
ile reaksiyona girer. NO'nun demir-kiikiirt kiimelerinin, hem ve ¢inko parmak proteinlerinin
merkezleri ile kovalent etkilesimi, protein aktivitesinde artis veya azalmaya neden olur. Metal
nitrosilasyon yoluyla diizenlenen proteinler arasinda NO igin hedef olan, ¢oziiniir guanilat
siklaz (SGC; Denninger and Marletta, 1999) olarak bilinir. sGC, GTP'yi pirofosfat ve 3',5'-
siklik GMP (cGMP) olarak adlandirilan iyi tanimlanmis bir ikinci haberciye doniistiirtir.
NO'nun sGC hem ile etkilesimi, ferroz demiri ve enzimin histidin 105 arasindaki bagin
acilmasma yol acar, bdylece cGMP sentezinin Kkatalizini birka¢ yiiz kat artiran
konformasyonel bir degisikligi tetikler (Cary et al., 2006; Roy and Garthwaite, 2006). Olusan
cGMP, hedef proteinlere baglanir: cGMP bagimli protein kinazlar (PKG'ler), siklik-niikleotid-
kapili kanallar (cCNGC'ler) ve siklik-niikleotid fosfodiesterazlar, boylece hiicreye 6zgii son
ciktilar olusturur (Beck et al., 1999). NO/cGMP sinyalizasyonu araciligiyla diizenlenen
fizyolojik tepkilerin ornekleri, sinir iletimi, gelisim, diiz kaslarin gevsemesi ve kan basinct
diizenlemesi gibi boliimlerde goriilebilmektedir (Denninger and Marletta, 1999; Krumenacker
et al., 2004).

1.5.3 Tirozin nitrasyonu

Tirozin nitrasyonu, NO kaynakli iki ana tiir araciligiyla gerceklesir. Peroksinitrit
(ONOO), NO ve siiperoksit (0*") gibi reaktif oksijen tiirleri arasindaki hizli reaksiyon sonucu
olusan bir tiiriidiir ve nitroso-peroksokarboksilat (ONOOCO?) ise fizyolojik konsantrasyonda
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ONOQO ile CO; arasindaki reaksiyon sonucu olusan bir diger tiiriidiir (Radi, 2004). Nitrasyon,
tirozin artiklarmin fenolik halkasinin hidroksil grubuna gore orto konumunda bulunan iki
esdeger karbon atomundan birinde meydana gelir ve protein 3-nitrotirozin (3-NO,-Tyr)
olusumuna yol acgar (Radi, 2004). Baslangicta 3-NO,-Tyr astim gibi inflamatuar hastaliklar
sirasinda NQO'ya bagimli oksidatif stresle iliskilendirilmistir (Schopfer et al., 2003). Ger¢cekten
de, tirozin nitrasyonu genellikle protein fonksiyonlarinin kaybi ile iligkilendirilmistir. Ayrica
hedef proteinler arasinda Mn siiperoksit dismutaz, sitokrom P450, tirozin hidroksilaz,
glutamin sentaz, glutatyon rediiktaz, aktin ve diger sitoskeletonla iliskili proteinler yer
almaktadir (Greenacre and Ischiropoulos, 2001; Gow et al., 2004). Bu siirecin genellikle geri
dontigiimsiiz oldugu ve proteinlerin 20S proteazom tarafindan parcalanma duyarliligini
artirabilecegi kabul edilmektedir (Mannick and Schonhoff, 2002). Ancak, birka¢ memeli
dokusunda protein nitrasyonunu tersine ¢eviren denitraz aktivitelerinin tanimlanmasi, tirozin
nitrasyonunun da geri donlisiimlii bir siire¢ olabilecegini gostermektedir (Gorg et al., 2007).
Bu son bulgu, 3-NO,-Tyr olusumunun sinyal iletiminde rol oynayabilecegi olasiligin1 ortaya
cikarmaktadir. Bu yoéniiyle, tirozin nitrasyonunun protein tirozin fosforilasyonu ile iligkisi
onemlidir. Aslinda, yapilan birgok ¢alismaya gore, tirozin nitrasyonunun hiicre sinyallemesi
tizerindeki 6nemi, esas olarak tirozin artiklarinin fosforilasyona ugramasinin engellenmesinde
ve/veya fosfatazlarin inhibisyonunda yatmaktadir. Bu da protein kinazlarmin baskin bir
sekilde aktive olmasina izin vermektedir (Minetti et al., 2002). ONOO" tarafindan c-Src
tirozin kinazlarinin aktive edilmesini agiklayan ilk mekanizma, in vitro olarak bir C-terminal
tirozin arttigi nitrasyonunun normalde c-Src'nin inaktif bir konformasyona katlanmasina
yardimc1 olan fosforilasyonunu onleyebilecegidir (Klotz et al., 2002). Ancak su anda, bu

stirecin canli organizmada gerceklesip gergeklesemeyecegi belirsizligini korumaktadir.

Bahsedilenler dogrultusunda Nitrosativ stresin tiim canlilarda gézlenen belirte¢lerinden
biri “Protein Tirozin Nitrasyonu”dur (Corpas et al., 2006). Diger bir deyisle, tirozin
amionoasidinin aromatik halkasindaki ekivalent iki karbondan birine NO;’nin baglanmasidir.
Tirozin nitrasyonu”, proteinlerin konformasyonel yapisin1 ve enzimlerin katalitik aktivitesini
degistirebilir (Radi, 2004). Diger yandan, sinyal iletim yolaklarim1 da etkileyebilir. Diger
belirte¢ ise “Protein S-nitrosilasyonu”dur. Bu post-transkripsiyonel modifikasyon, proteinin
sistein (Cys) aminoasidine NO grubunun baglanmasiyla olusur ve tirozin nitrasyonuna benzer

olarak proteinlerin fonksiyonunu degistirir.
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1.6 NO ve Ca** Arasindaki Etkilesim

Su ana kadar yapilan calismalarda, NO'nun, Ca?* homeostazimn genel kontroliinii
saglayan temel habercilerden biri olarak kabul edildigi ve neredeyse tiim Ca®" kanallar1 ve
tastyicilarinin kontrolii altinda oldugu bilinmektedir. NO'nun Ca*" kanali ve tastyicilarinin
aktiviteleri tizerindeki etkileri, iki etki mekanizmasina ayrilabilir: cGMP'ye bagimli olan ve
cGMP'ye bagimli olmayan mekanizmalar. cGMP'ye bagimli yolun temelindeki molekiiler
mekanizmalar karmasiktir ve en az ii¢ siire¢ bildirilmistir. Ik olarak, cGMP, déngiisel
niikleotit baglayic1 bolgelerine sahip CNGC'leri dogrudan aktive edebilir ve sitosolik serbest
Ca*" konsantrasyonunu ([Ca**]ey) artirabilir (Hanafy et al., 2001; Ahern et al., 2002). ikinci
olarak, cGMP'nin etkileri PKG'lerin aktive edilmesi yoluyla iletilmis olabilir (Clementi and
Meldolesi, 1997; Clementi, 1998; Ahern et al., 2002). PKG'lerin intraselliiler Ca®" iizerinde
farkli etkileri vardir ve bu etkiler hedef kanal, uyaran ve hiicre tiplerine bagli olarak [Caz+]cyt'1
artirabilir veya azaltabilir. Ornegin, hepatositlerde PKG'lerin inositol 1,4,5-trifosfat (IP3)
reseptoriinii fosforile etmesi, IP3'e bagimli Ca** salimmimi potansiyalize ederken, diiz kas
hiicrelerinde tersi bir etki gozlenir (Clementi, 1998; Murthy and Makhlouf, 1998). PKG'ler
tarafindan modiile edilen diger Ca2+-gegirgen kanallar ve Ca tastyicilart arasinda voltaj-
gated Ca’* kanallar1 (L-, N-, P/Q- ve T-tipi), depo-operatorlii Ca®* kanallar1 (SOCC'ler),
mekano-duyarli Ca®*-gecirgen non-selektif  katyon kanallar1 (MSNSC'ler),
sarkoplazmik/endoplazmik retikulum Ca?*-ATPaz (SERCA) ve plazma membrani Ca®*
pompasit (PMCA) bulunur (Clementi, 1998; Wang et al., 2000; Chen et al., 2002; Yao and
Huang, 2003; Grassi et al., 2004). Ugiincii olarak, PKG aktivasyonunun NO tarafindan
indiiklenen siklik ADP-riboz (cADPR) sentezinde kritik bir adim oldugu bulunmustur
(Willmott e al., 1996; Reyes-Harde et al., 1999; Leckie et al., 2003). cADPR, onciilii NAD+
tarafindan ADP-ribozil siklaz tarafindan sentezlenir ve bu da PKG tarafindan indiiklenen
fosforilasyon yoluyla aktive edilebilir. cADPR, ryanodin reseptorleri (RYR'ler) aktivasyonu
yoluyla hayvan hiicrelerinin ¢esitli tiplerinde endoplazmik retikulumdan Ca** salinimini
tesvik eden bir Ca?* mobilize ikinci habercidir (Fliegert et al., 2007). NO'nun cGMP'ye
bagimli olmayan etkisi, Ca®* homeostaz1 iizerinde, Ca®" kanallarinin ve tastyicilarinin
dogrudan S-nitrosilasyonu yoluyla gergeklesmektedir. Voltaj-gated Ca?* kanallari, RYR'ler,
NMDA reseptorleri, gegici reseptor potansiyel kanallart (TRPC) ve CNGCl'ler, aktive edilme
veya inhibisyonla sonuglanan sekilde geri doniisiimlii olarak S-nitrosile edilebilecegi

gosterilmistir (Yoshida et al., 2006; Tjong et al., 2007).
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NO'nun gen ifadesi ve hem cGMP aracili hem de dogrudan S-nitrosilasyon yollarinin
varligi, Ca2+-bag1mh sinyal iletim siireclerini modiile etme olasiliklarini genisletir ve
zenginlestirir (Peunova and Enikolopov, 1993). Ayrica, NOS tarafindan NO iiretimi icin
[Ca2+]cyt'nin artmasi gerektigi goz oniinde bulunduruldugunda, NO'nun baz1 Ca*" kanallarinin
inhibisyonuyla Ca?* girisini zayiflatma ve SERCA ve/veya PMCA'nin aktive edilmesiyle
sitosolik serbest Ca?"'in uzaklastirilmasim baslatabilir. Boylece, hiicreleri NO'nun zararl
etkilerinden korumaya yardimeci olur. Bu siireglerin  patofizyolojik ©Onemi, noronal
uyarilabilirligin veya hipertansiyonun modiilasyonu gibi birka¢ ornek {lizerinde vurgulanmis
olsa da, muhtemelen normal ve bozulmus hiicre fonksiyonlart i¢in yeni rollerin yolunu
acmistir. Mekanik agidan bakildiginda, NO/Ca* yollariin plastisitesi 6zellikle ayn1 kanallar
tizerinde her iki yolun etkili oldugu durumlarda ilgingtir. cGMP bagimli yolunun genellikle
diisik NO seviyelerinde gerceklestigini, S-nitrosilasyonun ise daha yiiksek NO seviyelerini
gerektirdigini ve cGMP ile indiiklenen etkilere gore daha yavas kinetiklerle ilerledigi birkag
calisma ile desteklemistir (Denninger and Marletta, 1999; Hanafy et al., 2001). Ancak, bu

konu hala tartismalidir.

1.7 Bitkilerde NO sinyali

Son yillarda, NO'nun ¢esitli bitki fizyolojisi ile ilgili siireglerde ¢cok yonlii bir role sahip
olarak tanindigi bilinmektedir. NO sentezi i¢in ¢esitli yollar Onerilmistir: nitrat rediiktaz ve
muhtemel NOS benzeri enzimleri igeren 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). Onemli ve hala net olarak agiklanamayan bir soru, NO'nun isaretlenme
eylemlerinin molekiiler mekanizmalaridir. Yiizden fazla proteinin S-nitrosilasyon ve metal
nitrosilasyonu yoluyla diizenlendigi iddia edilmis ve disaridan NO uygulamasi ¢aligmalarinda
mikroarray analizleri ile up ve down regiile olarak diizenlenen ¢ok sayida gen tanimlanmaistir.
Ancak, birkag istisna diginda, bu post-transkripsiyonel ve post-translasyonel degisikliklerin
fizyolojik 6nemi heniiz belirlenmemistir. Bu yaklagimlarla paralel olarak, son yillarda bir dizi
calismadan elde edilen kanitlar, NO'nun etkilerinin bir kisminin serbest Ca*"'in mobilizasyonu
yoluyla, protein kinaz aktivitelerinin modiilasyonu ile ve ROS ile etkilesime girerek

gerceklestigini gostermistir (Astier et al., 2012).

Pek cok sinyal, 151k, bitki hormonlari, biyotik ve abiyotik streslerin de dahil oldugu,
hiicre i¢i [Ca®'] iizerinde gecici ve 0zgiin degisikliklere neden olmaktadir. Son yillarda, bu

degisiklikleri yonlendiren bilesenlerin arasinda NO'nun da yer aldigi giderek daha fazla
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calisma ile gosterilmektedir. Hatta, NO {iiretimi, hiicre i¢i Ca** dalgalanmalarinin kontrolii
altinda oldugundan, NO ayn1 zamanda bitkilerde hiicre ici Ca* degisikliklerini ¢oziimlemeye

katkida bulunan bir Ca** sensdrii olarak da islev gorebilir (Astier et al., 2012).

Bahsedilen bu karmasik sinyal yollarinin yani sira ROS ve RNS’lerin, bitki hiicrelerinde
sinyal olarak birbirini etkilemesi de bu karmasik etkilesim aginin en temelidir. ROS ve RNS
arasindaki etkilesim, bitki hiicrelerinin stres durumlarinda daha hassas ve etkili bir savunma
mekanizmasi gelistirmesini saglar. Ayrica, ROS ve NO'nun protein ve gen ifadesindeki
degisiklikler iizerinde etkili olmasi, bitkilerin stresle basa ¢ikma yetenegini artirabilir. ROS ve
RNS arasindaki bu etkilesim, bitki biyolojisindeki temel arastirma alanlarindan biridir ve

bitkilerin sagligi, bliyiimesi ve stresle basa ¢itkma mekanizmalarinda etkili iki molekiildiir.

1.8 ROS ve RNS arasindaki etkilesim: Nitro-oksidatif stres

Oksijen ve azot agisindan zengin bir ortamin kaginilmaz yan frlinleri ROS ve
RNS’lerdir. Bitki biyolojisinde oksidatif stres kavrami, ROS iiretimi ile antioksidan savunma
mekanizmalar1 arasindaki dengesizlikten kaynaklanan hiicresel hasar1 agiklamak i¢in yaygin
olarak kullanilir. Bugiline kadar yapilan pek cok arastirma makalesi, stresi algilama, sinyal
iletimi ve belirli antioksidanlarin stresle iligkili genlerin ve antioksidan metabolitlerin
ifadesini agikliga kavusturmak amaciyla yiiksek bitkiler iizerinde etkilerini farkh

perspektiflerden incelemistir.

1990'larin  sonlarinda, bazi bitki arastirmacilari daha oOnce hayvan hiicrelerinde
enzimatik olarak {iretildigi ve kardiyovaskiiler, immiin ve sinir sistemlerinde genis bir islev
yelpazesine katildigir gosterilen NO molekiiliinii incelemeye baglamiglardir. Giinlimiizde
NO’in, fizyolojik ve stresle iligkili siireglere katilimiyla yiliksek bitkilerde onemli islevlere
sahip oldugu kanitlanmistir. NO, ONOO-, azot dioksit (.NO,), diazot trioksit (N,O3) ve S-
nitrozogliitatyon (GSNO) gibi bir grup molekiille iliskilendirilen serbest bir radikaldir ve bu
molekiiller farkli biyomolekiillerin, basta nitratlama (Corpas et al., 2013) ve proteinlerin S-
nitrosilasyonu (Astier and Lindermayr, 2012; Astier et al., 2012) gibi post-translasyonel

modifikasyonlarini diizenleyebilir.

ROS ve RNS metabolizmasi arasindaki etkilesim, bu iki molekiil ailesinin, normal
kosullar altinda yiiksek bitkilerin hiicresel sinyallesme siireglerinde yer aldigi gosterilmistir.
Ancak olumsuz ¢evresel kosullar altinda, bitki hiicrelerinde bu molekiillerin asir1 iiretimi ile

karakterize olabilir ve bu molekiiller DNA, RNA, Protein ve lipitler gibi biyomolekiillerde
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hasar olusturabilme yetenegine sahiptir. En sik incelenenler arasinda ise proteinler yer
almaktadir. Ayni molekiillerin bir kismi, bu hasar1 azaltmak i¢in sinyallesme islevine de sahip
olabilir. Stiperoksit radikali (02") ile nitrik oksit arasindaki etkilesimle ONOO', yani giiglii bir
oksidanin olusumu, ROS ve RNS arasindaki etkilesimin iyi bir 6érnegi olarak verilebilir. Bu
siire¢ yoluyla proteinlerin tirozin nitratlanmasini diizenleyebilir ve bu durum, yiiksek
bitkilerde nitrosatif stresin etkin bir biyobelirteci olabilir (Corpas et al., 2007). Sonraki
caligmalar, bu hipotezin daha 6nce hayvan sistemlerinde gézlemlendigi gibi dogrulandigini
gostermistir. Bu nedenle, farklt model bitkilerde gesitli abiyotik/biyotik stres kosullarinin,
genellikle iglev kaybiyla sonuglanan protein tirozin nitratlamasinda bir artisa neden oldugu
belirlenmistir (Romero-Puertas et al., 2007; Valderrama et al., 2007; Cecconi et al., 2009;
Corpas et al., 2011). Ornegin, fotosentez karbon assimilasyonunda yer alan ferredoksin-
NADP rediiktaz (FNR) ve karbonik anhidraz (CA) enzimleri, yiiksek sicaklik stresi altinda
tirozin nitratlanmasiyla her iki enzimin aktivitesi inhibe olmustur (Chaki et al., 2011, 2013).
Benzer sekilde, azot metabolizmasinda yer alan NADP bagimli izositrat dehidrogenaz enzimi,
kok yaslanmasi sirasinda Tyr392'de nitratlama sonucu diizenlenir ve bdylece antioksidatif

sisteme NADPH saglama islevi azalir (Begara-Moraleset al., 2013).

Ayrica, diger ¢alismalar, sinyal islevi olan bu siireclerin iginde yer alan protein S-
nitrosilasyonunun da goéz 6niinde bulundurulmasi gerektigini gdstermektedir. Ornegin,
sitoplazmik redoks durumu tarafindan diizenlenen konformasyona sahip olan protein NPR1
(patojenlere karsi duyarsizlastirilmis genl'in ifadesinin eksikligi) ve transkripsiyon faktorii
TGA1 (aym1 zamanda bir DNA baglayic1 protein olan TGA1 benzeri protein) sistematik
kazanilmis diren¢ (SAR) sirasinda salisilik asit bagimli gen ifadesini diizenlemek igin gerekli
bilesenlerdir. Her iki 6ge, GSNO tarafindan S-nitrosile edilebilir ve bdylece, NPR1'in
varliginda TGA1'in DNA baglama aktivitesini artirir (Tada et al., 2008; Lindermayr et al.,
2010).

Ayrica, antioksidan enzim peroksiseredoksinin de ROS ve RNS arasindaki baglantiy1
gostermektedir. Bu enzim ONOO-'yi detoksifiye etme kapasitesine sahiptir, ancak S-
nitrosilasyon siireciyle aktivitesi inhibe olabilmektedir (Romero-Puertas et al., 2007). Aym
sekilde, patojenlere yanit olarak siiperoksit radikalini iireten AtRBOHD olarak da bilinen
Arabidopsis NADPH oksidazi ve Cys890'da S-nitrosilasyonla inhibe olabilmektedir (Yun et
al., 2011).
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Son zamanlarda elde edilen yeni veriler ise belirli ¢evresel stres kosullarinda hem ROS
hem de RNS metabolizmalarinin oksidatif ve nitrosatif streslere neden olabilecegini
gostermektedir (Valderrama et al., 2007; Molassiotis and Fotopoulos, 2011; Bai et al., 2011).
Bu fenomen, pek ¢ok calisma ile desteklenmistir. Ornegin, diisiik sicaklik (Airaki et al.,
2012), arsenik (Leterrier et al., 2012), tuzluluk (Valderrama et al., 2007; Tanou et al., 2012)
ve kuraklik (Signorelli et al., 2013) gibi stres kosullart altindaki bitkilerle ilgili olarak
aciklanmistir. BOylece, bazi streslerin hem oksidatif hem de nitrosatif stresi igerdigini
gostermistir. Diger durumlarda, NO ve ROS arasindaki firetim dengesi sonuglar
belirleyebilir. Oregin, soya fasulyesi hiicre siispansiyonlarinda, asir1 duyarl hiicre dliimiiniin
olusmast icin uygun bir dengenin (ROS olarak 0% ve H,0,) ve NO iiretiminin gerektigi
gbzlenmistir. Aslinda yiiksek seviyelerde NO gozlemlense bile, uygun bir oksidatif patlamaya

sahip olmadan hiicre 6liimii ger¢ceklesmemistir (Delledonne et al., 2001).

Ayrica, ROS ve RNS metabolizmalari arasindaki etkilesimde énemli rol oynayabilecek
anahtar unsurlar S-nitrosoglutation (GSNO) ve onun par¢alanmasini Kkatalize eden S-
nitrosoglutation rediiktaz (GSNOR) olabilir (Leterrier et al., 2011; Malik et al., 2011). GSNO,
indirgenmis glutatyon (GSH) ile NO'nun S-nitrosilasyon reaksiyonuyla olusan ve hiicre
boyunca NO'nun tasiyicisi olarak kabul edilir ve hiicresel bir NO rezervi olarak goriiliir. Bu
dogrudan bir reaksiyon degildir, NoO3 olusumu yoluyla veya reaksiyon sirasinda olusan bir
glutatyonil radikalinin NO'ya eklenmesi yoluyla gerceklesiyor gibi goriinmektedir (Keszler et
al., 2010; Broniowska et al., 2013). Glutatyon, bitki hiicrelerinde; temel, ¢oziiniir, diisiik
molekiil agirliklt antioksidanlardan biri ve temel non-protein tiyoldiir. Bu sebeple hiicrenin
redoks durumunun diizenleyicisidir. Indirgenmis glutatyonun oksitlenmis glutatyon (GSSG)
orani (GSH/GSSG), hiicrenin fizyolojik durumunun etkin bir gostergesi olarak kabul edilir
(Foyer and Noctor, 2011). Ayrica genellikle bu oran oksidatif stres kosullarinda azalmaktadir.
Son veriler, GSNO igeriginin oksitlenmis glutatyon icerigi (GSSQG) ile aynm: diizeyde oldugunu
gostermistir (Airaki et al., 2011). Bu nedenle, GSH/GSNO orani, hiicrenin redoks durumunun
dengeye katkida bulunan yeni bir unsuru olarak kabul edilmistir. Bu durum hem ROS hem de
RNS metabolizmasi arasinda net bir baglanti oldugunu agik¢a gostermektedir. Ayrica bunun
disinda GSNOR, GSNO'nun GSSG ve NH3'yve NADH bagimli olarak indirgenmesini
katalizler. Dolayisiyla bu enzim GSNO'nun hiicresel diizeyini ve hiicrelerde NO'nun etkilerini
diizenler, bu da farkli pek ¢ok calisma tarafindan 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 metabolizmalariin yiiksek bitkilerde stres
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durumlarinda olan iligkisini i¢ceren bu karmasik ve gelismekte olan aragtirma alani igin "nitro-
oksidatif stres" terimi, daha uygun bir terim olarak kullanilmaya baslanmistir. Ancak, bu

molekiillerin bir kisminin agik¢a sinyal islevine sahip oldugunu unutmamak énemlidir.

1.8.1 Stres Kosullarinda Olusan ROS ve RNS’nin Diizenlenmesi

Pek c¢ok farkli stres faktorii tarafindan indiiklenen ROS birikimi antioksidanlar
tarafindan hiicreden siipiiriiliirler. Bunlar; siiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POX),
askorbat peroksidaz (APX), glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon rediiktaz (GR),
glutatyon—S— transferaz (GST) ve katalaz (CAT) gibi ¢esitli siipiiriiciilerin gorev aldigi
enzimatik antioksidan sistem ve askorbat (ASH), indirgenmis glutatyon (GSH),karotenoidler,
flavonoidler ve a-tocopherol gibi enzimatik olmayan diisitk molekiiler metabolitler tarafindan

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

Metal igceren bir enzim olan SOD, siiperoksit radikalinin hidrojen peroksite ve oksijene
dismutasyonunu katalizler. Olusan bu H,0,‘ye dismutasyon, Fenton Reaksiyonu ile hidroksil
radikalini olusturur. SOD, metal kofaktorlerine gore (i)Cu/ZnSOD, (ii)MnSOD, (iii)FeSOD
olmak {lizere ili¢ gruba ayrilmistir. Bitkilerde baslica sitosol ve kloroplastta bulunan
Cu/ZnSOD, kofaktor olarak bakir ve ¢inkoyu kullanirlar. MnSOD ise, kofaktor olarak
mangana sahiptir ve mitokondri ve peroksizomlarda bulunur. FeSOD ise, hayvanlarda
bulunmamaktadir ve baskin bir sekilde kloroplastlarda bulunurlar. (Kliebenstein et al., 1998).
Bahsedilen bu farklt SOD izoformlarinin aktivitelerinin farkli diizenlenmesi ile bitkilerde
stiperoksit radikallerinin siiptiriilmesi gerceklesmektedir (Wang et al., 2005). Farkl
kompartmanlarda yer almalarinin disinda SOD izozimleri ayrica, KCN ve hidrojen peroksite
kars1 duyarlilikta da farklilik gosterirler. MnSOD bu inhibitérlere direng gosterir. Cu/ZnSOD
ise, her ikisine de duyarlidir. FeSOD farkli olarak, KCN ye direngli ve hidrojen peroksite
duyarlidir (McKersie, 2000).

CAT enzimi, stres kosullarinda ROS detoksifikasyonunu saglamada gorevli hem iceren
tetramerik bir yapidadir. H,O,’ in, oksijen ve suya parg¢alanmasini saglar (Matsumura et al.,
2002). Bitkilerde ii¢ izozimi belirlenen CAT enzimi; CAT1 ve CAT2 peroksizomlarda ve
sitosolde H,O,’ in siipiiriilmesinde isleve sahiptir. Ancak bunun disinda, CAT2 ¢ogunlukla
vaskiiler dokularda bulunmaktadir. CAT3 ise, tohumlarda ve gen¢ fidelerde bulunan

mitokondriyal bir CAT izozimidir. Abiyotik stres boyunca peroksizomlarda yag asitlerinin p3-
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oksidasyonu siiresince, plirin katabolizmasinda ve fotorespirasyonda H,O5’ in siipiiriilmesinde
bitki CAT’larinin gorevli oldugu gorilmiistir (Willekens et al., 1995). Kloroplastlarda
katalazin bulunmamasi durumunda Kalvin Dongiisiindeki tiol baghh enzimler =zarar
gorebilmektedir. Ayrica katalazin hidrojen peroksite karsi afinitesi diger enzimlere gére daha

diistiktiir.

Bitki, hayvan ve mikroorganizmalarda bulunan Peroksidazlar (POX), hidrojen peroksit
ile ¢esitli indirgeyiciler arasinda indirgenme ve ylikseltgenme reaksiyonlarini katalizleyen
enzim gurubudur. Askorbatperoksidaz ve sinif3 bitki peroksidazlari (guasiol tip peroksidazlar;

GPX) antioksidan sistemle iligkili 6nemli bitki peroksidazlaridir.

APX, bitki hiicrelerinin ¢ogunlukla sitosoliinde ve kloroplastlarinda bulunur. H,O,‘1
siiptirmekten sorumlu Onemli enzimlerdir. Askorbatin H,0O; tarafindan oksidasyonunu
katalizler ve monodehidroaskorbat radikalini (MDA) olustururlar. 4 farkli APX’in varligi
hiicrede tespit edilmistir. Bunlar: sitosolik (cAPX) ve glioksizom membranina (gmAPX) bagh
kloroplast stromasindaki ¢oziinebilir (sAPX)ve tillakoide bagli (tAPX) olan APX’tir (Campa,
1991). Oksidatif stresle basa ¢ikabilmek i¢in askorbat-glutatyon dongiisii enzimleri biiyiik
Oonem tasimaktadirlar. APX, askorbik asiti (Asc) elektron verici olarak kullanarak H,0,° yi
indirger (Bowler et al., 1992). Onemli bir diger dongiide su-su déngiisiidiir. Cu/ZnSOD, 0>
‘yi HyO7’ye ¢evirmesinin ardindan tAPX tarafindan H,O, su’ya donistiiriir (Asada, 2006).
Bu dongii esnasinda monodehidro askorbat rediiktaz (MDHAR), NAD(P)H veya
ferrodoksinin indirgeyici giiciiyle (Miyake and Asada 1994; Rizhsky et.al., 2003), AsA’nin
oksitlenmis bir formu olan monodehidro askorbat (MDHA)’1 AsA’ya geri doniistiiriir
(Miyake and Asada, 1994; Sano et al.,2005; Asada, 2006; Rizhsky et. al., 2003). MDHA
molekiillerinin AsA ya cevrilemeyenleri rastgele reaksiyona girerek bir AsA ve bir tane de
dehidroaskorbat (DHA) olusturmaktadir. Burada olusan AsA ise redoks reaksiyonlarinda
kullanima hazir hale gelir. Fakat, DHA’nin (AsA’nin en fazla oksitlenmis formu) ise
indirgenerek tekrar kullanilabilir hale gelmesi gerekir. Bu da dehidroaskorbat rediiktaz
(DHAR) tarafindan gerceklesmektedir. DHAR bu reaksiyon boyunca indirgeyici gii¢ olarak
GSH’ 1 kullanmaktadir. Boylece hiicrede en bol bulunan iki redoks ¢iftinin havuzlar1t ROS’ un
stiptiriilmesi i¢in birbirine baglanmaktadir. GSH’1n oksitlenmis formu olan GSSH, DHAR
tarafindan olusturulmustur ve glutatyon rediiktaz (GR) enzimi ile NAD(P)H kullanilarak

tekrar GSH’ a geri dontistiiriilmektedir.
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Antioksidan mekanizmanin diger yarisini olusturan enzimatik olmayan antioksidanlara
ise GSH, AsA, o-tokoferol, karotenoidler, fenolikler, flavonoidler 6rnek verilebilir. Bu
enzimatik olamayan antioksidanlar sadece hiicreyi hasarlardan korumakla kalmaz aym
zamanda da bitki bliylime ve gelismesinde hiicre elongasyonu, mitoz, senesens ve hiicre

oliimii gibi olaylarda 6nemli rollere sahiptirler ( de Pinto and De Gara, 2004).

Hiicrenin sitosol, kloroplast, vakuol, endoplazmik retikulum ve mitokondri gibi bircok
bolmesinde bulunan Glutatyon, sistein i¢eren bir tripep olmasindan dolay1 bitkilerdeki ¢ok
onemli metabolitlerden biridir (Jimenez et al.,, 1997). Hiicrede redoks dengesinin
korunmasinda biiyilk 6neme sahiptir. GSH’1n okside formu olan GSSG’nin GSH’ a orani
H202’nin pargalanmasi sirasinda 6nemli rol oynamaktadir (Shao et al., 2008). Glutatyonun
indirgenmis formu potansiyel olarak hidrojen peroksidi, tekli oksijeni ve hidroksil radikali
gibi diger radikalleri de siipiirebilmektedir (Noctor and Foyer, 1998). Bunun disinda, AsA-
GSH dongiisiinde indirgenmis AsA’in yenilenmesinde GSH’1n rolii 6nemlidir (Halliwell and

Foyer, 1976).

Askorbik asit (AsA), dogal formda bol bulunan potansiyel bir oksidandir (Smirnoff,
2000). Suda ¢oziinebilen bu molekiil birgok hiicre tipinde, orgenallerde ve apoplastta bulunur.
AsA mitokondrilerde, hem L-galakton-y-lakton dehidrogenaz ile hem de AsA’in okside
formundan yenilenmektedir. Ayrica, enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlarda elektron
vericisi oldugu icin en giicli ROS siipiiriicii olarak kabul edilmektedir. AsA, dogrudan
stiperoksiti, hidroksil radikallerini ve tekli oksijeni baskilayabilir, bunun disinda da hidrojen
peroksiti APX aracili suya indirgeyebilmektedir (Foyer et al.,1997). Bu gorevlerinin disinda
AsA, prostetik gecisli metal iyonlar1 tagiyan enzimlerin aktivitesinin korunmasinda da 6nemli

bir role sahiptir (Noctor and Foyer, 1998).

a-tokoferoller, tiim bitkilerde sentezlenen lipofilik antioksidanlardan biridir. Gorevleri
arasinda membranlar stabilize etmek, oksidatif stres iiriinleriyle, ¢oziiniir lipidleri ve birgok
ROS’u da siipiirmek sayilabilir (Wang and Quinn, 2000). Bitkiler abiyotik strese maruz
kaldiklarinda fotosentetik bitki dokularinda a-tokoferol seviyeleri artmaktadir ( Munne—Bosch
and Algere, 2003).

Plastidlerde fotosentetik ve fotosentetik olmayan bitki dokularinda bulunan
Karotenoidler, bir lipofilik antioksidandir. Sadece bitkilerde degil mikroorganizmalarda da

bulunurlar. Karotenoidler, antioksidan aktiviteleri ile LPO iiretim reaksiyonu ile zincir
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reaksiyonlarim sonlandirmak, sicaklik ile iiretilen O®nin siipiiriilmesi, uyarilms klorofil
(Chl*) ve 3Chl* reaksiyonu ile iiretilen O nin formasyonunu engelleyerek ve son olarak
ksantofil dongilisli vasitasiyla yiiksek enerji ile uyariminin giderilmesi seklinde fotosentetik

mekanizmayi korurlar (Parihar et al., 2014).

Flavonoidler, ¢ogunlukla bitkilerin yapraklarinda, ¢igege ait organlarda ve polenlerde
yaygin olarak bulunur. Flavonlar, flavonlar, izoflavonlar ve antosiyaninler olmak iizere
yapilarina gore gruplandirilmiglardir. Flavonoidler, ¢iceklerde pigmentasyon, meyve ve
tohumda iireme ve gelisme, bitki patojenlerine karsi savunma, asir1 enerji ile uyarilma
durumunda fotosentetik mekanizmay1 hasara kars1 koruma ve ikincil ROS siipiiriicii sistem
olarak ( Fini et al.,, 2011) siiper oksit siipiiriilmesinde ve kloroplastik membranlarin dis

zarlarinda hasar1 yatistirmada gorevlidirler ( Agati et al., 2012).

Sonug¢ olarak tiim bu enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlar ROS ve RNS
molekiillerinin zararli etkilerini ortadan kaldirmak i¢in hiicrenin pek cok farkli yerinde
lokalize olarak farkli dongiiler aracilif ile islev goriirler. Bilindigi iizere eger hiicre icindeki
ROS ve RNS gibi molekiillerin miktar1 stres aracilii ile artar ve antioksidanlar ile
slipiiriilmez ve iretim ile slpirilme dengesi bozulmus olursa tiim canlilarda hiicresel
hasarlara neden olur. Bu molekiiller proteinlerin, lipidlerin, karbohidratlarin ve DNA’nin
hasarina yol agarak hiicre 6liimlerine neden olmaktadirlar. Bu molekiillerin niikleik asitlerin
zarar gormesine, proteinlerin oksidasyonuna ve lipid peroksidasyonuna yol agmasi gibi birgok
hiicresel fonksiyonu etkileyebildigi goriilmiistiir (Foyer and Noctor, 2005). Daha 6nce de
bahsedildigi gibi memelilerde ndrodejeneratif hastaliklar da bu sekilde ortaya ¢ikmaktadir.

Bu molekiillerin  detoksifikasyonunun 6neminin ¢ok biiylik oldugu bdylece
goriilmektedir. ROS molekiilleri ayrica, mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi farkli
hiicresel kisimlarin ¢esitli metabolik yolaklarinda yan {iriin olarak da agiga ¢ikmaktadir (del
Rio et al., 2006; Navrot et al., 2007). Bu sebeple ROS miktarinin organellerde artisi ile de
organel stresine yol actigi bilinse de RNS’ler ile ilgili bilgiler heniiz net degildir. Ancak
NO’in miktarinin Glutamat Reseptorleri araciligiyla Ca’*’nin artmasi sonucunda birikimi
artan NO’in tesvik ettigi mitokondri ve ER stresinin de Alzheimer ve Parkinson’a neden
oldugu bulunmustur (Forrester et al., 2006). Ancak bitkilerde NO artis1 ile olusan organel

stresi ile ilgili literatiirde bir bilgi bulunmamaktadir.
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1.9 GLR (ligkili Nérodejeneratif Hastahklarda Organellerin Rolii

Insanlarda NO’in asir1 iiretiminin bir sonucu olarak &zellikle ER’deki proteinlerin S-
nitrosillenmesi, Alzheimer ve Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklarin patojenitesine
neden olmaktadir (Uehara et al., 2006). S-nitrosillenen bu proteinlerden biri, protein disiilfit
izomeraz (PDI)’dir. PDI’'nin ER igindeki gorevi, ER ye bagli ribozomlarda sentezlenen
proteinlerin liimen i¢inde dogru katlanmasi i¢in, katlanan proteinlere, disiilfit bagi eklemektir.
Ancak hiicrede mitokondriyal hasar ya da noronal glutamat reseptori (NMDAR)
aktivasyonundaki artisa bagli nNOS aktivitesindeki artis, hiicre igindeki NO {iretimini artirir.
Artan NO, PDI proteinin sistein-tiol grubuna baglanir, enzimatik aktivitesini inhibe eder. Bu
durum, ER’de polyubiquitinlesmis proteinlerin birikimine neden olur. ER’de protein
katlanmas1 bozulur ve UPR (katlanmamis protein yanit1) aktive olur. Son olarak ndronal
hiicre 6liimiine bagli PD hastaligi olusur. Uehara et al. (2006)’da AD ve PD hastalarinin
beyinlerinde S-nitrosile olmus PDI molekiillerinin biriktigi tespit edilmistir. Bu sonuglar,
ER’de, PDI proteininin NO-aracili S-nitrosillenmesinin, insanlarda norodejeneratif
hastaliklara neden oldugunu gostermektedirler. Ancak bu mekanizma hala tam olarak

aydimnlatilmamistir.

1.9.1 Mitokondriyal Stres ve Norodejeneratif Hastaliklar

Noronlar metabolik olarak aktif hiicrelerdir ve bu sebeple yiiksek miktarda enerjiye
thtiya¢ duyarlar. Hiicrenin enerji sentez merkezi olarak bilinen mitokondri, oksidatif
fosforilasyon ile ATP sentezinde gorevlidir. Ancak sadece enerji sentez merkezi degil;
kalsiyum homeostazisi, hiicre ¢gogalmasi, hiicre biiyiimesi, aract metabolizma ve apoptoz
gibi bir¢ok hiicresel fonksiyon igin kritik role sahiptir (Han et al., 2011). Mitokondriyal
disfonksiyon siirecinde bahsedilen bu hiicresel diizenler bozulur ve hiicre apoptotik ya da

nekrotik yola girer.

Enerji tretimi igin gerekli olan oksidatif fosforilasyon mitokondrinin i¢ zarmnin iki
tarafinda bir potansiyel fark olusturulmasi gerekir. Elektron tasima sistemi (ETS), bu
potansiyel farki NADH ve FADH,'nin verdigi yiiksek enerjili elektronlardan enerji alarak
protonlar1 (H+) mitokondri matriksinden zarlar arasi bolgeye tasir. Bunu gergeklestiren ETS
elemanlar;; kompleks I, kompleks II, kompleks III, kompleks IV ve kompleks V’dir.
Herhangi bir sebeple bu komplekslerden birinin ¢ inhibe olmasi durumunda, mitokondriyal
denge bozularak disfonksiyona ugramaktadir. Bu bozulma ise spesifik olarak belirli

hastaliklarda gozlemlenmistir.
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ROS ve RNS’lerin asir1 miktarda olugmasi bircok noérodejeneratif hastalikta ndron
hasarma ve oliimiine sebebiyet verebilmektedir. Nitrosatif stresin néronal bozukluk ve 6liime
sebebiyet veren onemli bir faktor oldugu gorilmistiir (Lipton, 2006). Aslinda son zamanlara
kadar yapilan ¢alismalarda norodejeneratif hastaliklar i¢in diisiiniilen en bliyiik risk faktorii
yaglanma olarak kabul goriilmistir (Evans et al., 1989). Bu siiregte mitokondrinin,
mitokondriyal DNA’daki (mtDNA) mutasyonlarin ve ROS’larmm birikmesi sonucu,
yaslanmanin gerceklesmesini sagladiklar1 diisiiniilmektedir. Ayrica bir ¢alisma ile beyindeki
sitokrom oksidaz aktivitesinin, yaslanmayla birlikte biriken mtDNA’daki nokta
mutasyonlartyla ters orantili oldugunun kesfi mitokondriyal bozukluk ve ndrodejenerasyonun

birbiri ile iligkili oldugunu gosteren baska bir kanittir (Lin et al., 2002).

Daha once de bahsedildigi gibi AD, temel olarak hiperfosforile tau proteinlerinin
kiimelenmesi ve amiloid-beta peptidlerden olusan (AB) (Glenner and Wong 1984)
ekstraseliiler amiloid plaklar sonucu ortaya ¢ikan intraseliiler norofibriler diigiimler ile
karakterizedir (Nukina and lhara 1986). Noronal hiicre dliimiiniin temel sebeplerinden en
Oonemlisi; bozulmus AP metabolizmasi, AP peptid agregasyonunun tetiklenmesi ve sinaptik
zarara, norofibriller diigiimlere, inflamatuar cevaba, artan oksidatif strese, hiicre dliimiine ve
sonu¢ olarak da AD’ye neden olur. Bu teori yerini giderek artan kanitlar ile Ca®*
homeostazisinin bozulmasi, Af’larin salgi yolaklarinda birikmesi sonucunda mitokondriyal
disfonksiyona neden olmasidir. Bu mitokondride AP varligi ve artan ROS gibi intraseliiler
lezyonlarla baglantili oldugu seklindedir (Manfredi and Beal 2000; Reddy and Beal 2005;
Reddy and Beal 2008). Bu ylizden AD ile mitokondri iligkilendirilmistir.

Beyin, norotransmisyon i¢in yiiksek miktarda enerjiye ihtiyaci duymasindan dolay1
mitokondriler sinapslarda ¢ok miktarda bulunmaktadir. Bu sebeple AD’li beyinlerde yapilan
calismalarda mitokondri sayilarinda azalma ve azalmis enerji metabolizmasi en erken teshis
edilen bozulmalar olarak goriilmiistiir (Hirai et al., 2001). Bunlara ek olarak AD’li kisilerin
beyinlerinde alfa-ketoglutarat dehidrogenaz ve piriivat dehidrogenazin (Sorbi et al., 1983;
Gibson et al., 1998), ayrica sitokrom ¢ oksidazin da aktivitesinin azaldigi gosterilmistir.
Literatlirdeki sonuglarin hepsi degerlendirildiginde, tiim enzimlerin fonksiyonlarmin A
varliginda bozunmaya ugramasi sebebiyle, kademeli amiloid teorisi ve mitokondriyal

disfonksiyon arasinda bir iligki oldugu 6nerilmistir (Casley et al., 2002).

Diinya popiilasyonunda en sik goriilen ikinci norodejeneratif hastalik olan PD’nin

olusumunda, substantia nigra pars kompakta olarak bilinen bdlgedeki dopaminerjik néronlarin
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kaybi ve intrasitoplazmik inkliizyonlar olan, fibriller a-siniiklein'den olusan Lewy cisimcikleri
etkilidir (Spillantini et al., 1997). Yapilan ¢alismalarada mitokondriyal disfonksiyonun PD ile
baglantili oldugu gorilmiistiir (Chen and Chan, 2009). PD hastalarindan alinan 6rneklerde
mitokondrideki kompleks I’in bozuldugu gosterilmistir (Mann et al.,1994). Bu hastalik ile
ilgili yapilan caligmalarda o-siniiklein’deki mutasyonlar (Polymeropoulos et al., 1997) ve
ardindan da parkin mutasyonlarinin (Kitada et al., 1998) belirlenmesi ger¢eklesmistir. Ayrica
a-siniiklein’in Lewy cisimciklerinin ana yapisini olusturdugu tespit edilmis, bu sebeple a-
siniiklein’in agregat olusumunda temel ve tek sebep oldugu diistiniilmiis olsa da, daha sonra
oksidatif stres ve a-siniiklein kiimelenmesi arasinda ciddi bir baglant1 oldugu goriilmiistiir
(Convey et al., 2001). Ardindan redoks sensorii olan DJ1’de, fosfataz ve tensin homologu
indiiklii kinaz 1°de (PTEN indiiklii kinaz 1) gdzlemlenen mutasyonlarin tespiti (Valente et al.,
2004), oksidatif stresin ve mitokondriyal disfonksiyonun PD patogenezinde 6nciil role sahip
oldugu fikrini giiclendirmistir. Ayrica kompleks I’deki bozulma ile birlikte glutatyon
azalmasinin, kompleks I inhibisyonu ile oksidatif stresin birbiriyle alakali ve es zamanl
gerceklesen olaylar oldugunu gostermistir (Wood-Kaczmar et al.,, 2008). Bunun disinda,
kompleks I’in inhibisyonu sadece mitokondriyal ATP iiretiminde diisiise sebep olmakla
kalmaz, lipid peroksidasyonuna ve siiperoksit radikallerin olusumuna da sebep olur. Oksijen
radikalleri ve intraseliiler ATP kaybinin yapilan ¢aligmalarda goriilmesi de bu durumun hiicre

6liimiine sebebiyet vermesini aciklar niteliktedir.

Bahsedilen mekanizmalar diginda son yillarda mitokondriyal disfonksiyonun Glutamat
Reseptorleri ile iligkisi arastirilmasinin gerekliligi vurgulanmaktadir. Norodejenerasyon,
oksidatif stres ve inflamasyonda mitokondriyal disfonksiyon ¢ogunlukla aydinlatilmisken, son
zamanlarda, yapilan c¢alismalar ile glutamat kaynakli norotoksisiteye iliskin ¢oklu

mekanizmalar aydinlatilmaya ¢alisilmaktadir (Manucha, 2017).

Glutamat iletiminin, Ca®* homeostazi ve mitokondriyal fonksiyona giiglii bir sekilde
bagli oldugu bilinmektedir (Samaili et al., 2011). Ayrica, apoptoz normal hiicresel beyin
gelisimi ve/veya bakimi i¢in bir diizenlenmis siirectir. Ancak norodejenerasyonlu hastalarda
mitokondriyal solunum (Brown and Vilalta, 2015) mekanizmasinin agik bir sekilde deregiile
oldugu ve oksidatif stresin arttigi gozlenmistir. Bu sebeple, ndrotoksisite i¢in ¢esitli hipotezler
onerilmistir. Bu hipotezler, glutamat aracili uyarict toksisiteye bagli mitokondriyal islev
bozukluklar1 ve oksidatif stresi igeren hipotezlerdir. Bu baglamda, glutamat aracili uyarici

toksisite, oksidatif stres ve mitokondriyal iglev bozukluklari; serebral iskemi, travmatik beyin
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yaralanmasi, PD, AD, Huntington hastalif1 ve amiyotrofik lateral sklerozda noéronal 6liime
yol agan ortak bilesenlerdir (Chabrier et al., 1999). Sorokina et al. (2010)’da yapilan
calismada, NO'nun doymamis yag asitlerini okside ettigi, serum albuminin hidrolitik olarak
uzaklastirildiktan sonra onlar1 baglama yetenegi gosterilmistir. Boylece serum albuminin,
glutamat norotoksisitesini artirdigini ve noronal membranlardaki diger serbest radikallerin
toksik etkilerinin kotiilesmesine sebep oldugunu one siirmiislerdir. Ayrica, NO hem tek basina
hem de siiperoksit anyonu ve peroksinirit ile birlikte ndrodejenerasyonun baskin bir
etkileyicisi olarak ortaya ¢ikmaktadir (Chabrier et al.,, 1999). Bu sebeple, baslica
norodejeneratif hastaliklarin etiyolojisi hala tam olarak bilinmemekle birlikte, artan kanitlar,
bu hastaliklarin temelinde yatan oksidatif stres siirecinde glutamat ve mitokondrilerin énemli
rol oynadigin1 gostermektedir (Cassano et al., 2016). Ayrica, eldeki verilere 15181inda 6zellikle
dikkat ¢eken nokta, NO yolaklarinin, glutamat tarafindan indiiklenen apoptozda

mitokondriyal islev bozuklugu ile iliskilendirilmis olmasidir (Manucha, 2017).

Glutamatin norotransmitter olarak rolii potansiyel olarak uyarici toksiktir. Bircok
norotransmitter potansiyel olarak uyarici toksik hiicre hasarina neden olabilirken, glutamatin
giiclii etkisi nedeniyle temel katki saglayan olarak kabul edilir. Ciinkii iGIuR aracilifiyla
hiicre i¢i kalsiyumu artar ve bu nedenle seviyelerini diizenlemek i¢in karmasik bir mekanizma
etkindir. Bu baglamda, 6zellikle merkezi sinir sisteminde NO'nun oynadigi merkezi rol,
mevceut literatiirde yerini almistir (Krishnamurthy and Laskowitz, 2016). Merkezi sinir
sisteminde NO'nun salinimi i¢in en yliksek uyari, glutamat tarafindan NMDA reseptorlerinin
aktivasyonu ile gergeklesir. Dawson et al. (1991) tarafindan yapilan bir ¢alismada, glutamatin
norotoksisitesinin NO aracilikli oldugu belirlenmistir. Norotoksisite ile iliskilendirilen serbest
radikal olusumunu ve NO'nun reaktif bir serbest radikal oldugunu bu c¢alismada one
stirmiislerdir. Son ¢aligmalar ile NO’in mitokondriyal solunumu inhibe edebilmesi ve
hiicrelerin oksidatif stresle basa c¢ikma yetenegini azaltabiliyor olmasi bunu kanitlar
niteliktedir. Ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda NO, mitokondriyal solunum zincirinin
kompleks I, 11, 111, IV ve V geri doniisiimsiiz olarak inhibe ederken, fizyolojik diizeyde NO

sitokrom oksidazi geri doniisiimlii olarak azaltmaktadir (Dai et al., 2013).

Norotoksisite mekanizmalari, glutamatin NMDA reseptorlerini aktive etmesi, nNOS ve
iINOS tarafindan NO'nun tretilmesi, DNA'ya oksidatif zarar verilmesi ve DNA hasar algilama
enzimi olan poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) aktivasyonunu gergeklesmesi siirecini

icermektedir. Bu baglamda, mitokondrilerden c¢ekirdege bir mitokondriyal protein olan
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apoptoz indiiksiyon faktoriiniin (AIF) transloke olmasi ile PARP aktivasyonuna bagli olarak

artan eksitotoksisite nedeniyle hiicre 6liimiinde 6nemli bir rol oynar (Wang et al., 2003).

Ayrica, mitokondriyal disfonksiyonun tetikleyicisi olarak Ca’"’nin mitokondrideki
birikimi 6nemli bir role sahip olabilmektedir. Noronlardaki agiri Ca®* artisi, glutamatin
norotoksisitesi ile iligkili mitokondriyal kalsiyum alimina baghi olsa da, mitokondriyal
toksisite i¢in NO iiretimi de gereklidir. NMDA reseptor aktivasyonu tarafindan saglanan Ca**
artis1 boylece NO ile iliskilidir ve boylece birlikte mitokondriyal membran potansiyelinin

bozulmasina ve hiicre 6liimiine sebep olabilmektedir (Duchen, 2004).

Sonug olarak, temel nérodejeneratif hastaliklarin etiyolojisi halen bilinmemekle birlikte,
son yapilan ¢aligmalar ile birlikte artan kanitlar glutamat ve mitokondrilerin bu hastaliklarin
temelinde yatan oksidatif stres silirecinde Onemli rol oynadigini gostermektedir. Ayrica,
mevcut bilgiye gore, mitokondriyal disfonksiyonla iligkilendirilen NO yolaklarinin
norotoksisiteden kaynaklanan apoptozda ortaya ¢ikan yeni rolii ise halen tartisilmaktadir. Tiim
literatiir degerlendirildiginde, kanitlar NO yolaklarinin modiilasyonunun apoptoz inhibitorii
olarak noronlarda oksidatif hasar1 Onleyebilecegini gostermektedir. Ancak, NO aracili
sinyallemenin beyindeki ortaya ¢ikan yonleri ve bunlarin ndrotoksisiteyle ve ndrodejeneratif
hastaliklarin gelisimiyle nasil iligkili olabilecegi konusunda tartismalar uzun siire devam

edecek gibi goriinmektedir (Manucha, 2017).

1.9.2 Endoplazmik Retikulum Stresi ve Norodejeneratif Hastaliklar

ER, salgilanmak iizere belirlenen, hiicre zari, golgi ve lizozomlar icin sentez ve
katlanma yeri olan proteinlerin yeridir (Oyadomari et al., 2002; Schroder and Kaufman,2005).
ER; yeni sentezlenen proteinlerin katlanmasi ve birlestirilmesi, glikolizasyon, disiilfit
baglarinin olusumu gibi pek cok dnemli isleve sahiptir. Proteinler dogru yapiya katlanmali ve
ER'de uygun sekilde diizenlenmelidir. Eger proteinler katlanamaz veya yanlis katlanirsa
golgiye ulastirilamaz. Bu anormal proteinlerin ER'de birikir. Boylece ER fonksiyonu bozulur.
Tiim bunlarin sonucu olarak hiicrenin hayatta kalmasi tehdit altina girebilir. Stresli ortamlara
uyum, hiicresel protein iiretiminin ve profilinin yeniden programlanmasini gerektirir (Kosova
et al., 2011), bu da protein sentezi yiikiinii artirir. Bu tiir kosullarda, katlanmamis veya hatali
katlanmig proteinler ER liimeninde birikerek ER stresine neden olur. ER stresi,
anormal/katlanmamis proteinlerin taninmasi, protein katlama kapasitesinin indiiksiyonu ve
nihayetinde protein bozunum siire¢lerini igeren katlanmamis protein yanit1 (UPR) tarafindan

algilanir (Iwata ve Koizumi, 2012; Howell, 2013). ER ayrica hiicresel ca®* depolama gorevi
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de iistlenir ve sarkoplazmik/endoplazmik retikulum Ca”*-ATPazi (SERCA) araciligiyla
Ca’"'yi ER liimenine pompalar ve inositol 1, 4, 5-trisfosfat (inositol trifosfat [IP3] reseptorii
ve/veya ryanodin reseptorii [RyR]) tarafindan ise ER'den Ca’* salarak, Ca** homeostazinda
onemli bir rol oynamaktadir (Oyadomari et al., 2002; Schréder and Kaufman,2005). Yeni
sentezlenen proteinlerin katlanmasi ve disiilfit baglarinin olusumu gibi ER fonksiyonlar1 i¢in
ER'deki bu yiiksek Ca** konsantrasyonu gereklidir. Ciinkii calretikulin, calneksin ve protein
disiilfit izomeraz1 gibi birkag ER saperonunun fonksiyonlar1 yiiksek ca®* konsantrasyonuna
baglidir. Bu nedenle, ER'deki Ca®* homeostazinin bozulmas: ER’nin islevini bozmaktadir
(Schroder and Kaufman,2005). Ayrica bunun disinda, fazla miktarda NO'nun ER’deki ca®
homeostazin1 bozdugu bildirilmistir. ER'nin islevini diizgiin sekilde yerine getirebilmesi,
hiicrenin hayatta kalmasi i¢in esastir ve islevinin bozulmasi hiicresel hasara ve apoptoza yol
acmaktadir. ER'deki protein olgunlagsma siirecleri karmasiktir ve cesitli hiicresel stresler
tarafindan kolaylikla bozulabilmektedir. Sitosolik Ca?* homeostazinin bozulmas: da ER'deki
Ca®* homeostazini ve Ca®" bagimli protein katlanma siire¢lerini etkiler. Pek ¢ok hastalikta,
redoks diizenlemesinin bozulmasi veya artan ROS iiretimi ER stresi yolunun aktive olmasinda
rol oynayabilir. Birgok sistein, S-S baglar1 olusturmak i¢in ER'de oksitlenir. Ancak bu
reaksiyonda olusan elektronlar molekiiler oksijene aktarilir. Bu nedenle, bu reaksiyonlar
hiicrenin indirgeyici kapasitesini artirmaz. Ayrica, yanlis katlanmig proteinlerin S-S baglari
sitosole geri tasinmadan Once indirgenmesi gerekir. Bu nedenle, ER biiyilkk miktarda
indirgeyici kapasite tiiketir ve ER fonksiyonlar1 hiicre i¢i redoks durumlarina baglhidir.
Oksidatif stresin hem ER stresini indiikleyici hem de hizlandirici oldugu diisiintilmektedir

(Schroder and Kaufman,2005).

ER fonksiyonu bozuldugunda ve ER'de katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinler
biriktiginde, ER stres yanit1 yolu aktive olur (Credle et al., 2005). Ardindan ER
fonksiyonlarii diizeltmek veya siirdliirmek i¢in ¢alisir. ER zarinda 3 adet ER stres sensorii
bulunmaktadir (Irel, ATF6 ve PERK) (Yoshida et al., 1998). Stres altinda olmayan durumda,
ER saperonu BiP3, ER stres sensoOriiniin ER liimen bolgesine baglanmistir. ER'de
katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinler biriktiginde, BiP ER stres sensorlerinden ayrilir
ve o anormal proteinlere baglanir (Bertolotti et al., 2000). BiP'nin ayrilmasi ER stres
sensoOrlerinin aktive olmasini tetikler. Boylece, Irel ve PERK dimer olusumuyla aktive olur,
bunun ardindan otofosforile olurlar ve ATF6'nin aktif olmayan formu (p90ATF6) golgiye
taginir. Site-1 proteaz (S1P) ve Site-2 proteaz (S2P) tarafindan 2 basamakli bir kesilmeyle
aktive edilirler. Boylece ATF6 aktif formu (pSOATF6) olusur. pSOATF6 aktif formu niikleusa
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tasinir ve ER stresle iligkili genlerin transkripsiyonel aktivatorii olarak islev gortirler (Shen et
al., 2002). ER stres yaniti evreleri 4 baslik altinda toplanabilmektedir (Yoshida et al., 2003).
Ik evre, PERK tarafindan aktive edilen elF-2a (6karyotik baslatma faktorii 2'nin a alt birimi)
fosforilasyonu aracilifiyla yeni sentezlenen proteinlerin yiikiiniin azaltilmasi sonucu
translasyonel zayiflamay1 igerir (Harding et al., 2000). ikinci evre, ER'deki katlanma
aktivitesini artirmak igin BiP gibi ER saperonlarinin indiiksiyonunu icerir. Ugiincii evre,
katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin sitozolde ubikuitin-proteazom sistemi
araciligiyla ER'de pargalanmasidir. Bu sistem ER stresi ile iliskili bozulma (ERAD) olarak
adlandirilir. Eger ER fonksiyonunu kurtarmak i¢in uyaricilar ¢ok siddetli ise, hasarli hiicreleri
uzaklastirmak i¢in apoptoz yolaklar1 aktive olur. ER stres kosullarinda, bu 4 yanit evresi

zamanla degisen bir gegis gosterebilmektedir (Yoshida et al., 2003).

Eger ER fonksiyonlar1 ciddi sekilde bozulursa, hasarli hiicreleri ortadan kaldirarak
biitiin viicudu korumak amaciyla apoptozis yolaklar1 aktive olur. ER stres aracili apoptozisin
bilinen yolaklar;; C/EBP homolog protein (CHOP) geninin transkripsiyonel aktivasyonu
(Oyadomari and Mori, 2004), Irel-TRAF2-ASK1-MAP kinaz yolagmnin aktive olmasi
(Matsukawa et al., 2004) ve ER ile iliskili caspase-12nin aktive olmasi seklinde gerceklesir
(Nakagawa et al., 2000).

NO'nun asirt tretimi, pek cok hastalikta NO aracili apoptozun sik¢a gozlendigi
durumlarla iliskilendirilmistir. NO'nun proteinler ve niikleik asitlerle reaksiyonlara girerek
apoptoza neden olan cesitli sitotoksik etkileri oldugu bilinmektedir. Ancak hiicre 6limii
kaskad1 tam olarak aydinlatilamamistir. Genel olarak, NO'nun p53 indiiksiyonu ve poli (ADP-
riboz) polimeraz (PARP) aktivasyonu yoluyla hiicre dlimiine yol acan DNA hasarini
indiikledigi distintilmektedir (Harris and Levine, 2005). Stresiz kosullarda, p53 hizla
parcalanir, hiicrelerdeki p53 protein diizeyi ¢ok diisiiktiir. DNA hasarma yanit olarak p53,
ciddi DNA hasart durumunda programlanmis hiicre O6liimiinii indiikler. P53 birikimi
tarafindan indiiklenen apoptoz, mitokondri yolaklar1 araciligiyla gerceklesir (Messmer and,
Briine, 1996). Ancak, NO'nun p53-eksik mikroglia hiicre hatlarinda bile apoptozu
indiikledigini bulunmustur. Ayrica, pankreas B hiicreleri ve makrofajlar gibi hiicre tiplerinde
bile siddetli DNA hasar1 olusturmasa da diisiik konsantrasyonlardaki NO'nun apoptozu
indiikledigini bulunmustur (Oyadomari et al., 2001). ER stres yolu, en azindan bazi hiicre

tiplerinde, NO tarafindan indiiklenen apoptozda rol oynamaktadir (Oyadomari et al., 2002).
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NO'nun ER stres yolunu nasil aktive ettigi hakkinda bazi caligmalar mevcuttur. Bu
alismalarda gorillmiistir ki; Kalretikiilin, Ca®* baglayic1 bir ER saperonudur ve asiri
ekspresyonu ER'deki Ca®* igerigini artirir bdylece hiicreleri NO aracili apoptozdan korur
(Oyadomari et al., 2001). Daha once belirtildigi gibi, protein katlanmasi i¢in ER
saperonlarinin bazilar1 Ca** bagimh proteinlerdir, bu nedenle ER'deki Ca®* homeostasisinin
korunmasi biiyiik 6nem tagir. NO'nun, kanal benzeri alan i¢indeki tirozin nitratlama yoluyla
SERCA'nin Ca**-ATPaz aktivitesini inhibe ettigi ve S-nitrosilasyon yoluyla RyR1 ve RyR2
aktivitelerini artirdig1 rapor edilmistir (Xu et al., 1999). Boylece NO, SERCA araciligiyla
sitozolden Ca®* alimuini inhibe ederek veya RyR araciligiyla sitosole Ca** salmmni aktive
ederek ER Ca”* seviyesini azalttig diisiiniilmektedir (Gotoh and Mori, 2006).

UPR sinyal yolagi memeli ve mayalarda yogun olarak karakterize edilmistir. BiP, IREL,
ATF6, Kalretikulin ve PDI gibi baz1 yolak homologlar: bitkilerde de tanimlanmistir (PERK’in
homologuna bitkilerde rastlanmamustir) (Lu and Christopher, 2008). ER’de asir1 miktardaki
katlanmamis proteinler BiP’e baglanir. BiP, dimerizasyonuna ve aktivasyonuna neden olan
bir protein kinaz-riboniikleaz olan IREI hibrit liimen sensoriinden serbest birakilir.
Memelilerde BiP’in serbest birakilmasi UPR ile diizenlenmis genlerin aktivasyonuna aracilik
eden ATF6 transkripsiyon faktoriinii de aktive eder (Lee et al., 2002). Bitkilerde ATF6
benzeri transkripsiyon faktorii olarak AtbZIP60 bulunmaktadir (Iwata ve Kouzumi, 2005).
Ancak XBP1 transkripsiyon faktorii ve translasyonel diizenleyici PERK (Harding et al., 2000)

Arabidopsis’te bulunmamaktadir.

ER stresi, hayvan sistemlerinde, cesitli hastaliklarda rol oynadiklar1 icin ROS
metabolizmasi gibi diger metabolik siireclerle yogun bir sekilde iliskilendirilmistir. Bununla
birlikte, bitkilerde arasgtirmalar daha c¢ok ER stresinin algilanma mekanizmasinin
aydinlatilmasina ve ¢esitli UPR ve ERAD bilesenlerinin tanimlanmasina odaklanmistir (Iwata
and Koizumi, 2005; Liu ve Howell, 2010; Srivastava et al., 2013). Bitkilerde ROS-redoks
diizenlemesinde ER stresi ile ilgili bilgiler, hayvan ve maya sistemleriyle karsilastirildiginda
heniiz baglangi¢ asamasindadir. Hayvan sistemlerine benzer sekilde, bitkilerde de ER stresi
oksidatif yilikii artirir ve ER stresin siddetine bagli olarak oksidatif strese neden olabilir
(Ozgur et al., 2014). Ayrica, ER stresi, NADPH oksidaz araciligiyla ROS sinyallesmesini
tetikler, antioksidan savunmay1 indiikler ve glutatyonun redoks durumunu degistirir (Ozgur et
al.,, 2014; Uzilday et al., 2018). Bunun disinda, 6zellikle mitokondri gibi farkli hiicresel
bolmelerde ROS birikiminin fazlaligi UPR'yi tetikleyebilir (Ozgur et al., 2015). Bu bulgular,
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bitkilerde ER stresi ile ROS birikimi arasinda karsilikli bir iliski oldugunu gdsterir. Boylece
bu durumun pozitif bir geri besleme mekanizmas1 olarak degerlendirilebilecegini

gostermektedir.

Hayvanlarda, nitrosatif stres ve ER stresi arasindaki iliskiye dair dogrudan kanitlar
mevcuttur. Diyabet hastaligina sahip bireylerin kalplerinde, hiicresel metabolizmayi, oksidatif
stresi ve immiin homeostazi diizenleyen bir transkripsiyon faktorii, nitrosatif stres ve ER stresi
yanitlarim1 da iletmesi 6rnek olarak verilebilmektedir (Guo et al., 2014). Ayrica, PDI'nin
NO'nun bir tiolle S-nitrosilasyonunun artmasi, proteinin yanlis katlanmasin1 ve

norodejenerasyonu tesvik etmistir (Uehara, 2007).

Bahsedildigi gibi fazla miktarda NO ve RNS, AD ve PD gibi ndrodejeneratif
bozukluklarin (NDD) patogeneziyle de iliskilendirilnektedir (Calabrese et al., 2000). Sonraki
bulgular, apoptozun bu bozukluklarin temel siire¢lerinden biri oldugunu gdstermistir
(Mattson, 2000). Uehara et al. (2007)’a gore, NO aracili S-nitrosilasyonun PDI fonksiyonunu
inhibe ettigi ve boylece de ER’de diizensiz protein katlanmasina neden oldugu, sonug olarak
ise noéronal hiicre 6limiinii tesvik eden ER stresine yol agtigi gosterilmistir. Boylece, bu
bulgular, NDD'de diizensiz protein S-nitrosilasyonunun (nitrosatif stresin) roliine iligkin
kanitlar sunmaktadir. Bu kanitlar ER disfonksiyonunun NO kaynakli hiicresel stresi
norodejenerasyonla birlestiren kritik bir ortak faktor olarak hizmet edebilecegini

gostermektedir.

NO aracili néromodiilasyonu ve norodejenerasyonda NMDAR, merkezi bir rol
icermektedir. NMDAR'larin aktive edilmesi, Ca?* akisini tetikler ve bunun sonucunda
noronlarda baskin NO sentezleyici enzim olan nNOS aktive olur (Dawson et al., 1991). Bu
aktivite ile birgok protein S-nitrosile edilir (Jaffrey, et al., 2001) bu da ndronal hiicre liimiinii

kolaylasgtirir.

Ayrica, PD'nin en iyi kabul gérmiis laboratuvar modeli, mitokondriyal kompleks I'in
inhibitorleri olan rotenon veya 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin  (MPTP) ile
mitokondriyal disfonksiyonun indiiklenmesine dayanmaktadir (Zhang et al., 2006). Daha 6nce
de bahsedildigi gibi ROS iiretimi ve ATP tiikenmesi sonucu ortaya ¢ikar. Rotenon veya
MPTP ile kompleks 1'in inhibisyonu, yalnizca ROS {iretimine degil, ayn1 zamanda belirgin bir
RNS artisina da yol acar (Chung et al., 2004; He et al., 2003). Bu artisin nedeni, noronal

depolarizasyon ve ATP tiikenmesi ile tanimlanirken ayni zamanda voltaj bagimli Ca®* girisine
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de bagli olabilir (Abou-Sleiman et al., 2006). Ancak mitokondriler kendileri de hem kalsiyum
hem de NO (NOS ve nitrittten elde edilen) kaynaklari olarak hizmet edebilir (Kozlov et al.,
1999). NO'nun kendisi, S-nitrosilasyon yoluyla, kompleks 1'in iyi karakterize edilmis bir
inhibitorii olarak da etki gosterebilmektedir (Clementi et al., 1998). Bu olaylar, RNS iiretimi,
mitokondriyal disfonksiyon ve nihayetinde hiicre oliimii igin bir kisir dongii olusturur.
Boylece, mitokondriyal NO {iretiminin diizenlenmemis veya asir1 protein S-nitrosilasyonu ile
(mitokondriyal ROS {iretimi tarafindan indiiklenen protein oksidasyonuna ek olarak) ndronal

hiicre 6ltimiine katkida bulundugunu gostermektedir.

PDI'lar, tiol/disiilfit oksidoreduktazlarin ¢esitli bir ailesidir ve her biri iki tioredoksin
(Trx) alanina sahiptir (Ellgaard and Ruddock, 2005). Uchara et al. (2007)’a goére, PDI'in
mitokondriyal disfonksiyonu (rotenon) veya NMDAR aktivasyonunu takiben S-nitrosile
edildigi (SNO-PDI) ve SNO-PDI'nin tanimlanan iglevlerini yerine getirmedigi belirlenmistir.
Noronlarda PDI''n S-nitrozilasyonu, synphilin katlanmasinda (PD'nin bir 6zelligi) hatali
olusumuna neden olur. Ayrica, SNO-PDI molekiilii ile ER stresi ve sonraki UPR yolunun
aktivite olmasina neden olmaktadir. Bu bulgularla uyumlu olarak, PDI’1n asir1 ekspresyonu,
NMDAR'a bagli ER stresine, poliiibikitinilasyona ve apoptoza karsi koruma saglar. Bu
koruma, PDI'm aktif bolge sisteinlerine baglidir. Bu nedenle, NMDAR aktivasyonu ve
mitokondriyal disfonksiyon gibi iki paradigmatik ndrotoksik uyarani PDI'in S-nitrozilasyonu
ile baglantili hale getirmislerdir (Uehara et al., 2007). Bu bulgularin insan NDD etiyolojisi
icin dogrudan 6nemlidir. SNO-PDI'in PD veya AD hastalarinin beyinlerinde bulundugu ve
normal beyinlerde ise bulunmadigini gostererek kanitlanmistir. Ayrica, PDI ve diger birkag
redoks enzimi gibi ¢ift sisteini bulunan proteinlerin NO tarafindan modifikasyonunun bir
nitroksil disiilfide (SNOy; Sekil 1) doniisebilecegi 6nerilmistir (Uehara et al., 2007). Ayrica,
PDI'nin redoks dongiisiinde sinirlayict bir adimi olan PDI'nin Erol'e bagimli oksidasyonu
(Mezghrani et al., 2001; Molteni et al., 2004), SNO-PDI, katlanmayan protein ve Erol
tarafindan yeniden lretilmeyen bir durumda bagl kalabilir. Bu analiz, ROS'un (oksidatif
stres) ve RNS'nin (nitrosatif stres) ER'de onemli 6l¢iide farkli etkilere sahip olabilecegini
diistindiirmektedir. Bu durumun en biiyiik ¢ikarimi ise, PDI'nin ROS'a bagimli oksidasyonu,
muhtemelen aktif bolge disiilfiti iiretmesi ve bdylece Erol icin bir substrat olarak kalmasi
seklinde islevsel olmasi iken, Nitrosatif stresin, ER stresinin daha olasi bir nedeni
olabileceginin diisiinlilmesidir. Bu sebepler dogrultusunda, bu farkliliklara neden olan
biyokimyasal ve hiicresel oOzellikler, aynm1 zamanda ER'deki S-nitrosilasyonun rolleri,

gelecekteki arastirmalar i¢in ilgi ¢ekici konular olarak aragtirilmaya devam edecektir.
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Daha once de bahsedildigi gibi, bitki biyolojisinde yapilan arastirmalar bu hiicresel
yolakta gorev alan bazi genlerin ve proteinlerin (NMDAR, PDI, BiP, IRE1, Kalretikulin gibi)
ortologlarmin Arabidopsis’te de bulundugunu kamitlamistir. Bitkilerde Ca®* kanallari ile ilgili
pek cok calisma bugiine kadar yapilmis olsa da GLR ile iligkili ¢aligmalar heniiz yenidir ve
bahsedilen yolak ile ilgili bir calisma literatiirde yoktur. Bilindigi gibi, bitki geligsimi sirasinda
Ca®" sinyallemesinin temel rolii ve (a)biyotik stres tepkileri, olast Ca®* tagima sistemlerinin
molekiiler yapisinin kesfi ve karakterizasyonu onlarca yildir ¢alisilmakta ve halen devam
etmektedir. Ilging olarak, 2014 yilinda ilk kez Forde ve Roberts tarafindan bitki bagisiklik
tepkileri sirasinda Ca®* akisina GLR’lerin etkisi aragtirilmistir. Su ana kadar ki AtGLR'lerin
fizyolojik sonuglari Ca®" salinmasi ile baglantilidir. Benzer sekilde, baz1 uyaranlarin Ca®*
aracilt bir yanit1 tetikledigi ve membran voltajindaki degisikliklerin hem sinyal verme (voltaj
kapil1 kanallar araciligiyla) hem de yanit (potansiyelin artmasi) sirasindaki stirecte dnemli bir
rol oynadig1r goriilmiistiir (Hedrich, 2012). Bitkilerin, néronlar gibi 6zel hiicrelere sahip
olmasalar da elektrik sinyalleri iiretip yayabilen, uyarilabilir hiicreleri oldugu bulunmustur
(Gallé et al., 2015; Hedrich et al., 2016). Aslinda, bitkilerdeki biyo-elektrik fenomeni, bir
asirdan daha uzun bir siire once yaygin bir sekilde karakterize edilmistir. (Bose, 1913).
Bitkilerdeki aksonlara en yakin yapi, elektrik sinyallemesi i¢in diisiik direngli bir yol
sergileyen, simplastik bir doku olan floemdir. Bir calismada, tirtil kaynakli yaralanmadan
sonra Arabidopsis yapraklarinda, yanit olarak floem boyunca bir elektrik sinyalini olusturmak

ve yaymak i¢in AtGLR'lerin ¢ok 6nemli rolii oldugu gosterilmistir (Mousavi et al., 2013) Bu
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sonuglar, AtGLR'lerin elektrik sinyalinin seklini ve yogunlugunu diizenleyebilecegini,
organlara yayilmasini kontrol edebildigini, bdylece noronlarda oldugu kadar karmasik
olabilen AtGLR aracili elektrik sinyallerinin diizenlemesini sagladigini gostermistir (Wudick
et al., 2018). Bu da bitki ve hayvanlar arasinda pek ¢ok ortak yolagin oldugunun kanitidir. En
biiyiikk kanit olarak ise, Vatsa et al. (2011)’de yapilan ¢alismada ilk kez GLR aracili NO
artisinin bitkilerde de gercgeklestigi belirlenmistir.

Ozetle; bilindigi iizere Arabidopsis thaliana bitki biyolojisinin model organizmasi
olarak pek c¢ok calismada kullanilmaktadir. Bunun disinda, son yillarda Ozellikle insan
hastaliklarinin temelini olusturan molekiiler mekanizmalarin anlagilmasinda da ¢ok degerli bir
ara¢g olarak gosterilmektedir. A. thaliana ve insan genomlar1 karsilastirildiginda, insan
hastaliklarina neden olan genlerin yliksek yiizdesinin Arabidopsis’te de var oldugu
tanimlanmistir (Xu and Moller, 2011). Arabidopsis’in kullanildig1 bilimsel ¢aligsmalardan elde
edilen sonuglarla, insanlardaki norodejeneratif hastaliklarin olusumuna neden olan hiicresel
yolaklardaki eksiklikler tamamlanmaya ¢alisilmaktadir. Yapilan arastirmalar, PreP (Pre-
sequence Proteaz) ve DJ-1/PARK (Parkinson iligkili gen DJ-1) genlerindeki mutasyonlarin
yaninda beyin hiicre zarindaki NMDAR (Glutamat reseptorii) aracilikli NO birikiminin tesvik
ettigi, PDI (Protein Disiilfit Izomeraz) enziminin inhibisyonuyla olusan mitokondri ve
endoplazmik retikulum (ER) stresinin insanlarda Alzheimer ve Parkinson’a neden oldugunu
gostermistir. (Uehara et al., 2006). Diger yandan Lam et al., (1998) tarafindan Arabidopsis
hiicre zarinda da insanlardaki NMDAR-benzeri GLR reseptorlerinin oldugu kesfedilmistir.
Hatta bu reseptorlerden GLR3.4.1°in aktivasyon eksikligine bagl olarak sitosole giren ca®*
miktarinin azaldigir bulunmustur (Cheng et al., 2018). Ancak GLR aktivasyonuna bagl olarak
NO miktarindaki degisimin hiicre i¢i ROS-RNS {iretimini ve antioksidan savunma sistemini
nasil etkiledigi bilinmemektedir. Ayrica bu reseptordeki aktivasyon kaybinin, hiicrede
metabolik faaliyetlerin en yogun oldugu iki organel olan mitokondri ve ER stresi iizerindeki
etkilerinin de neler oldugu konusu heniiz netlik kazanmamistir. Bu nedenle arastirmamizda A.
thaliana’daki GLR 3.4 reseptoriindeki aktivasyon azalmasinin, hiicre i¢i ROS/RNS dengesi,
antioksidan savunma sistemi ve ER/Mitokondri organel stresleri {iizerindeki etkisi
arastirilmistir. Bu amacla arastirmamizda bitki materyali olarak AtGLR3.4 (atglr3.4-1 ve
atglr3.4-2) olgun rozet yapraklari kullanilmistir.
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GEREC VE YONTEM

2.1 Bitki Materyali ve Temini

Bu c¢alisma da bitki materyali olarak Arabidopsis thaliana Col. (yabani tip) ve
Arabidopsis thaliana GLR3.4 (Glutamat reseptorii nakavt mutantlar1) kullanilmistir. Bitki
tohumlari ABRC (Arabidopsis Biological Resource Center)’den temin edilmistir. Bu
mutantlarin kodlar1 su sekildedir; atglr3.4-1 (SALK _079842), atglr3.4-2 (SALK_016904). Bu
mutant bitkilerin kullanim amaci; AtGLR3.4; diger AtGLR'lere benzer sekilde, fidenin tiim
dokularinda ifade olmasidir. Bir AtGLR3.4-GUS hattinda, kotiledonlarda ve gen¢ koklerde
yiiksek bir ekspresyon gosterirken, yetiskin bitkilerdeki ekspresyon, mezofil hiicrelerine,
vaskiiler demetlere ve gelisen yapraklarin hidatodlarina kadar genisler. Kok dokularindaki
(korteks, epidermis, kok tiiyleri) AtGLR3.4 ekspresyonu, yaprak ve govdelerdeki giiclii
ekspresyonuna kiyasla daha zayiftir (Meyerhoff et al., 2005). Bununla birlikte, en yogun GUS
boyamasi rozet yapraklarinda gozlenmistir (Manzoor et al., 2013). Bu sebeple de
calismamizda A. thaliana GLR3.4 mutantlarinin (atglr3.4-1 ve atglr3.4-2) olgun rozet
yapraklart kullanilmistir. Bunun disinda, mutantlarin bir diger kullanilma nedeni bu
mutantlarda, GLR aktivasyon eksikligine bagli olarak sitosole giren Ca®* miktarlarinin az
olmasi ve buna bagl olarakta L-arginin kaynakli ve kalmodulin bagimli bir mekanizma ile

tiretilen NO miktarinin az olmasidir (Cheng et al., 2018 Adams et al., 2015).

2.2 Tohum Sterilizasyonu

Arabidopsis thaliana hem yaban tip hem de mutant tohumlarin yiizey sterilizasyonu i¢in
tohumlar 1 dk boyunca %70 etanolde bekletilmis ve 5 kez steril deiyonize su ile yikanmistir.
Ardindan 10 dk boyunca %4 sodyum hipoklorit cozeltisi ile ylizey sterilizasyonuna

birakilmigtir. Sonrasinda 5 kez steril deiyonize su ile yilkama gerceklestirilmistir.

2.3 Bitkilerin Yetistirilmesi ve Stres Uygulamalari

Arabidopsis thaliana yabani tip ve atglr3.4 mutant tohumlari hidroponik ortamda yarim
kuvvet Hoagland cozeltisinde biiyiitiilmiistiir (Hoagland and Arnon, 1950). Her birinde 54
adet tohum yetistirilebilen platformlara tohumlar ekilmis ve hidroponik ortamda 16/8 saat
(aydilik/karanlik) fotoperiyotta, 25°C sicaklikta, %60-70 nem iceren ortamda 21 giin
boyunca yetistirilmigtir. Ardindan 21 giinliik bitkilere foliar olarak sprey ile uygulamalar
yapilmistir  (Uygulamalar asagida verilen tablo.1’deki gibidir). Ardindan hasad

gerceklestirilen bitki drnekleri yapilacak analizler i¢in -80°C’de saklanmustr.
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Sekil 2.1 Hidroponik ortamda yetistirilen A.thaliana Col-0 ve atglr3.4 mutantlar.

Tablo.1 Stres uygulamalar

Uygulanan Uygulama Sekli Uygulama Kullanilan Uygulama Referans
kimyasallar Miktari Ekotipler gruplari
Saf Su Spreyleme Kontrol A.  thaliana | Col.C Ahlfors et al.,
yontemi  (Diger Col 2009
(©€) k|mya§allar ile atglr3.4-1C
ayni siirede) atglr3.4-1
atglr3.4-2 C
atglr3.4-2
Sodyum Spreyleme 05mM A. thaliana | Col. S Ahlfors et al.,
Nitropiirosit yontemi Col 2009
atglr3.4-1 S
(SNP) (5) (3 saat boyunca) atglr3.4-1 ’
atglr3.4-2 S
atglr3.4-2
Rotenone (R) Spreyleme 80 uM A.  thaliana | Col.R Lietal., 2014
yontemi Col
atglr3.4-1 R
(10 saat boyunca) atglr3.4-1
atglr3.4-2R
atglr3.4-2
Tunikamisin | Spreyleme 20 pg ml™? A.  thaliana | Col. T Beaugelin et
(Tm) yontemi Col al., 2020
atglr3.4-1 T
(10 saat boyunca) atglr3.4-1
atglr3.4-2 T

atglr3.4-2
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SNP+Rotenon | Spreyleme 0,5 mM SNP+ A.  thaliana | Col. S+R Ahlfors et al.,
yontemi 40 uM Col 2009
(S+R) Rotenone atglr3.4-1 S+R _
(3 saat SNP atglr3.4-1 Lietal., 2014
uygulamasi atglr3.4-2 S+R
ardindan 10 saat atglr3.4-2
Rotenon)
SNP+Tunika Spreyleme 0,5 mM SNP+ A thaliana | Col. S+R Beaugelin et
misin (S+Tm) | yontemi 20 pg ml* Col al., 2020
atglr3.4-1 S+R
(3 saat SNP atglr3.4-1 Ahlfors et al.,
uygulamasi atglr3.4-2 S+R 2009
ardindan 10 saat atglr3.4-2
Tuniksmisin)

2.4 NO lliskili Yontemler

2.4.1 NO Miktarmin Belirlenmesi
NO igerigi Zhou et al., (2005)’e gore belirlenmistir. 0,6 gr agirligindaki yaprak

orneginin homojenizasyonu, 3 ml, %4’liikk ¢inko diasetat igeren pH:3,6 50 mM soguk asetik
asit ile yapilmigtir. +4 °C’de, 10000 g’de, 15 dakika siiresince hazirlanan homojenatlarin
santrifiijii gerceklestirilmis ve siipernatantlar alindiktan sonra pelletler, 1 ml ekstraksiyon
tamponu ile tekrar yikanmis ve santriflij edilmistir. 0,1 g charcoal toplanan siipernatantlara
eklenmistir. Sonrasinda, slipernatantlar vortekslenmis ve filtrasyonlar1 gerceklestirilmistir. 1
ml Greiss reagent, siiziilen 1 ml 6rnege eklenmis ve karistirildiktan sonra oda sicakliginda, 30
dakika siireyle inkiibasyon gerceklestirilmistir. inkiibe edilen &rneklerin Slciimii, 540 nm

dalga boyunda gerceklestirilmistir.

2.4.2 NOS Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi
Sigma Nitrik Oksit Sentaz tanimlama sistemi ad1 verilen kit kullanimi ile NOS aktivitesi

ol¢iilmiistiir. Isleyis olarak kit, radyometrik olmayan bir metotla hiicrelerarast NO {iretimini
Olger. Bu amagla 4,5-diamino-floorescein (DAF-2DA)’i kullanir. DAF-2DA, hiicrelerarasi
esteraz aktivitesiyle DAF-2’ye hidrolize edildigi hiicrelere hizla geger. Sirasiyla floresan
triazoflorosen’i olusturmak i¢in NOS ile iiretilmis NO ile reaksiyona girmektedir. 450-495 nm
(excitation) ve 505-550 nm (emission) dalga boyunda gergeklestirilen dl¢iimler ile fluorescent

irlinii belirlenmistir.
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2.4.3 SNO Iceriginin Belirlenmesi
Lin et. al., (2012)’ye gore, Saville-Griess assay kullanilarak belirlenmistir. Saville-

Griess assay ile S-NO kopriileri merkiirik klorid ile kirtlmasi saglanarak siilfanilamid ile
salman NO reaksiyona girecektir. Sivi azottan gegirilmis olan yapraklar 50 mM Tris-HCI
pH:8, 1 mM proteaz inhibitdr fenilmetanosiilfonil florid (PMFS) ve 150 mM NacCl igeren
ekstraksiyon tamponu kullanilarak homojenize edilmis ve ardindan 20 dakika boyunca buz
iizerinde inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon sonrasinda érnekler 10000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edilmis, alinan siipernatant %1°lik siilfanilamid ve % 0,1’lik etilendiamin ile 20
dakika stireyle karanlikta inkiibe edilmistir. Son olarak ise, 540 nm dalga boyunda 6l¢iimler

gergeklestirilerek SNO igerigi belirlenmistir.

2.4.4 GSNOR Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi
Bitki yapraklarinin homojenizasyonu 20 mM Tris-HCI (pH:7.5), 2 mM dithiothreitol

(DTT), 0,2 mM NADH, 0,5mM EDTA, %0,2 Triton X-100 ve %10 gliserol igeren
homojenizasyon tamponunun kullanimiyla gerceklestirilmistir. Elde edilen homojenatlar
27000g’de, 40C’de, 25 dakika boyunca santrifiij edilmis ve ardindan orneklere 0,4 mM
GSNO ceklenmesiyle reaksiyon baglatilmistir. GSNOR aktivitesi, 340 nm’de NADH
oksidasyonunun izlenmesiyle belirlenmistir. Aktivite, 1 mg protein basina dakikada nmol

olarak tiiketilen NADH olarak ifade edilmistir (Barroso et al., 2006).

2.5 ROS’larin Belirlenmesi ile ilgili Yontemler

2.5.1 H,0; radikal miktan
H20, miktar1 Cheeseman (2006)’ ya gore bazi farkliliklara gidilerek belirlenmistir.

H20, analizinde 100 uM sorbitol, 250 uM ferrous amonyum siilfat ve 100 pM xylenol orange,
25 mM H,SO,; icinde c¢oziilmektedir. Farkli olarak, bu yontemde ferrous amonium
sulphate/xylenol orange (FOX) tamponuna %1 etanol (EtOH) eklenerek hazirlanmistir.
Analiz edilecek ornekler sivi azot iginde muhafaza edilmistir. Soguk aseton (-20 °C) ile
hazirlanmis 25 mM H,SO,4 kullanilarak 0,1 g agirligindaki yaprak orneginin homojenizasyonu
gerceklestirilmistir. Homojenatlar 4000 g’de, 4 °C’de, 5 dakika siireyle santrifiij edilmistir. 1
ml eFOX tamponu, elde edilen silipernatanttan alinan 50 pl Ornek iizerine eklenmistir.
Olusturulan karisim 30 dakikalik bekleme siiresinin sonunda 550 ve 800 nm dalga boyunda

Olciilmiis, absorbans farki alinmis ve hesaplanmaistir.
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2.5.2 Hidroksil radikal ((OH) siipiirme aktivitesi

Stipiirme aktivitesinin belirlenmesi Chung et. al (1997)’a gore gerceklestirilmistir.
Deoksiriboz ile Fe**/askorbat / EDTA/H,0, sisteminden iiretilen ‘OH ve érnek arasindaki
rekabetin Olgiilmesiyle "OH siipiirme aktivitesi belirlenmistir. Reaksiyon karisimi; 0,30 ml
0,02 M sodyum fosfat tamponu (pH:7,0), 0,15 ml 10 mM FeS04, 0,15 ml 10 mM H,0,, 0,15
ml 10 mM 2-deoksiriboz, 0,15 ml 10 mM EDTA, 0,525 ml H,O ve 0,075 ml 6rnek ile
olusturulmustur ve elde edilen karisimin 37 °C'de 2 saat siireyle inkiibasyonu
gergeklestirilmistir. 750 ml % 2.8 trikloroasetik asit ve 50 mM NaOH igerisinde 0.75 ml %
1.0 TBA’nin test tiiplerine ilave edilmesi ile olusturulan karisim 20 dakika siireyle

kaynatilmistir. Karisim buzda sogutulduktan sonra 6l¢iimler 520 nm’de gergeklestirilmistir.

25.3 O miktarimin belirlenmesi

Oracz et al., (2007)’ye gore siiperoksit anyon radikal miktar1 belirlenmistir. 0,2 gr
agirlhigindaki bitki 6rnegi, 4 ml 50 mM Na-P tamponu (pH 7.8) kullanilarak, 4 °C’ de
homojenize edilmistir ve elde edilen homojenatlarin 16000 g’ de 15 dakika siireyle santrifiijii
gerceklestirilmistir. Sonrasinda alinan 1 ml slipernatantin; 25 °C’de, 30 dakika siireyle, ImM
hidroksilamin igeren 50 mM Na-P tamponunda inkiibe olmasi saglanmistir. Olusturulan
reaksiyon karisiminin 0,5 ml’sinin, 0,5 ml 7 mM 2-naphtylamine ve 0,5 ml 17 mM
stilffanilamid ~ kullanilarak, tekrar 25 °C’de ve 30 dakika boyunca inkiibasyonu
gergeklestirilmistir. Inkiibasyonun ve takip eden (13000 g’de 10 dakika) santrifiijiin ardindan
540 nm’deki absorbansa gore Olclimler yapilmistir. Siiperoksit anyon miktarinin
hesaplanmasi, sodyum nitrit kullanilarak elde edilen kalibrasyon egrisi kullanilarak, erisilen

absorbanslar {izerinden gerceklestirilmistir.

2.6 Antioksidan Enzim Ekstraksiyonu ve Aktivite Analizleri

Proteaz aktivitesinin minimum seviyede tutulmasi amaciyla analizler +4 °C' de
gerceklestirilmistir. Protein ve enzim ekstraktlar1 0,1 gr bitki 6rneklerinin 0,5 ml ekstraksiyon
tamponunda (50 mM Tris-HCI 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 gerceklestirilmistir. Askorbat peroksidaz aktivitesi analizi igin ise ayrica
homojenizasyon tamponuna 5 mM askorbik asit eklenmistir. Sonrasinda homojenizasyonu
yapilan ornekler 14000 g' de 10 dk. santrifiij edilmistir. Ardindan elde edilen siipernatantlar
protein miktar1 ve enzim aktivitesi belirlenmede kullanilmistir. Protein miktar1 bovin serum

alblimin (BSA) standart olarak kullanilarak Bradford (1976)" a gore gerceklestirilmistir.
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2.6.1 NOX Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

NADPH oksidaz aktivitesinin belirlenmesi Jiang ve Zhang (2002)’ye gore
gerceklestirilmigtir. 100 uM NADPH ve 0,5 mM XTT igeren 50 mM Tris-HCI tamponu (pH
7,5) reaksiyon karisimi olarak kullanilmistir. XTT nin rediiksiyonu 470 nm’de izlenmistir. 50
U SOD, reaksiyon disi olusabilecek renk degisiminin belirlenmesi ig¢in kullanilmistir.

2.16x104 M cm™ ekstinksiyon kat sayisi kullanilarak O iiretimi belirlenmistir.

2.6.2 SOD izozim ve Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Total SOD aktivitesi NBT'nin fotokimyasal rediiksiyonu ile belirlenmistir ve dl¢iimler
560 nm'de gergeklestirilmistir. SOD aktivitesini unit 25°C” de 1 dakika 1 umol substrati {iriine
doniistiiren enzim gdstermektedir (Beauchamp ve Fridovich, 1971). SOD izozimlerinin
belirlenmesi igin ekstraktlar sabit akimla +4°C’de (100 mA) %12,5’lik ayirma jeli ve %5’lik
hizalama jeli ile elektroforetik olarak ayrilmistir. SOD aktivitesi, Beauchamp ve Fridovich’e

(1971) gore riboflavin ve nitrobluetetrazolium (NBT) boyasi ile belirlenmistir.

2.6.3 CAT Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz enzim aktivitesi 6lglimleri Bergmeyer (1970)'e gore belirlenmistir ve H,O'nin
stiptiriilmesi 240 nm'de 6l¢iilmiistiir. 1 mmol H,O,'yi 1 dakikada stipiiren katalaz miktar1 1 U

olarak hesaplanmustir.

2.6.4 POX Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Peroksidaz (POX) aktivitesi Herzog ve Fahimi (1973) tarafindan kullanilan metoda goére
gerceklestirilmistir. 465 nm'deki absorbans 3 dakika boyunca gbzlenmis ve dakikada 1 mmol

H,0,'yi siipiiren peroksidaz miktar1 1 U olarak hesaplanmistir.

2.6.5 APX Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi Nakano ve Asada (1981)'ya gore
gerceklestirilmistir. Olciim askorbatin azalmasma bagh olarak 290 nm'deki absorbansta
belirlenmistir. Oksitlenen askorbat miktar1 ekstinksiyon katsayist 2.8 mM-1 cm-1 kullanilarak
hesaplanmistir. Dakikada 1 mmol askorbati oksitleyen APX miktar1 1 U olarak

hesaplanmustir.
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2.6.6 GR Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi Foyer ve Halliwell (1976)'e gore oOlgiilmiistiir.
NADPH oksidasyonu 340 nm'de belirlenmistir. Ekstinksiyon katsayist 6.2 mM-1 cm-1
kullanilarak oksitlenen NADPH miktar1 tespit edilmistir. Dakikada 1 mmol NADPH
oksitleyen GR miktar1 1 U olarak hesaplanmustir.

2.7 Redoks Iliskili Enzim Aktivite Analizleri

2.7.1 GSH/GSSG Oraninin Belirlenmesi
Indirgenmis (GSH) ve okside olmus (GSSG) glutatyon miktar1 Griffith (1980)’e gore

belirlenmistir. 0,5 g agirligindaki yaprak 6rnegi sivi azot kullanilarak toz haline getirildikten
sonra 2,5 M’lik HC1O; (1 ml-soguk) ile homojenize edilmistir. 10 dakika boyunca 16000 g' de
santrifiij edilen homojenata DTNB ve GR eklenmesi ile GSH ve GSSG, 412nm’deki degisim

hesaplanarak belirlenmistir.

2.7.2 Askorbat Miktarinin Belirlenmesi

Fe+3 iyonlarinin Fe+2 iyonlarina indirgenmesi esasina gore askorbat miktar
belirlenmistir (Law et al., 1983). Bu amag i¢in 0,1g yaprak 6rnegi %10'luk TCA i¢inde
homojenize edilmistir. Ardindan santrifiij edilerek siipernatantlar kullanilmistir. 400 pL
siipernatant iizerine, 5 M NaOH, %10'luk TCA, 150 mM NaPO4 tamponu (pH 7.4), 10 mM
ditiotreitol, %44'lik H3PO4, %0,5'lik N-etilmaleimid ve %3'liik FeCl3 ilave edildikten sonra
37 °C’de 60 dakika inkiibe edilen karisim 525 nm'de spektrofotometrik olarak absorbans

Olclimii gergeklestirilmistir.

2.7.3 GST ve GPX Aktivitelerinin Belirlenmesi
Homojenatlar antioksidan enzim ekstraksiyonu ile elde edilmistir ve her iki aktivite

tayini de bu homojenatlar kullanilarak belirlenmistir. Olgiimler Habig et al., (1974)’e gore
yapilmistir. GST enzim aktivitesinde hasat edilen 6rneklerde 0,1M Na-fosfat (pH 6.5), 1ImM
GSH, 1mM CDNB igeren reaksiyon karisimi kullanilmistir. 0,2 mm NADPH, ImM sodyum
azid, 1 mm GSH, 1 U glutatyon rediiktaz ve 2 mm H,0O; igeren reaksiyon karigimi ile GPX
aktivitesi belirlenmistir. Absorbanstaki azalma 340 nm'de Ol¢lilmiistiir. Bir GPX aktivitesi
birimi, 1 mmol NADPH min™in oksidasyonunu katalize eden enzim miktari olarak

tanimlanmaistir.
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2.74 NAD/NADH Oraninin Belirlenmesi

Bu yontem etanol varliginda diklorofenolindofenoliiniin (DCPIP) fenazin metasiilfat
(PMS)-ile indirgenmesi prensibine dayanmaktadir. 0.1M Hepes (pH:7.5) ve 2 mM EDTA’da
taze olarak Alkol dehidrogenaz (ADH) ¢ozdiiriilmiistiir. 20ul ndtralize siipernatant, 0,1 ml,
0,1 M Hepes (pH:7,5), 2 mM EDTA, 10 uL 20Mm PMS, 25 puL dIH0, 20uL 1,2 mM DCPIP
ve 10 ul ADH ile karistirilmis ve 15 pL saf etanoliin eklenmesiyle reaksiyon baslatilmistir.
Azalma, 600 nm’de takip edilmistir. 0-40 pmol araliginda hazirlanan NAD+ ya da NADH
standardina gore igerik hesaplanmistir (Queval and Noctor, 2007).

2.7.5 MDHAR Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi
Arrigoni et al., (1981)’e gore enzim aktivitesi belirlenmistir. Reaksiyon karisimi igerik

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 olusmaktadir. Monodehidro Askorbat (MDA),
Askorbat Oksidaz’in Askorbati kullanmasi ile olusur ve sonrasinda Monodehidro Askorbat
Rediiktaz, NADPH’1 kullanarak MDHA’1, Askorbata doniistiiriir. NADH 0l¢iimii 340 nm’de
gercgeklestirilmistir. 6,2 mM™* cm™, NADH’in ekstinksiyon katsayisidir.

2.7.6  DHAR Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi
Nakano ve Asada (1981)’ya gore Dehidroaskarboat Rediiktaz (DHAR) enzim aktivitesi

Ol¢iilmiistiir. 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 iceren reaksiyon karisimi kullanilmistir. Yontem,
DHAR enziminin Glutatyon kullanarak dehidroaskorbati askorbata doniistiirmesine ve 265
nm’de askorbatin dl¢iilmesine dayanmaktadir. Askorbatin ekstinksiyon katsayisi 0,98 mM™

cm ™V dir.

2.8 Lipid peroksidasyon (TBARS) Miktari
Malondialdehit (MDA) icerigi, Madhava Rao ve Sresty (2000)'e gore ol¢iilmiistiir.

Lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA'nin miktarinin belirlenmesi i¢in thiobarbiturik
asit (TBA) reaksiyonu kullanilmistir. 532 nm’deki absorbansa gore MDA konsantrasyonu
hesaplanmistir. 600 nm'de non-spesifik tiirbidite Sl¢iilmiistiir ve 532 nm'deki absorbanstan
¢ikartilmistir. Ekstinksiyon katsayist 155 mM™ cm™ kullanilarak MDA konsantrasyonu

hesaplanmastir.



58

2.9 Protein Oksidasyonu

DNPH indirgenmesi metodu kullanilarak karbonil gruplarinin seviyesinin belirlenmesi
prensibi ile proteinler {izerindeki oksidatif hasar Levine (1994)’e¢ gore Olgiilmiistiir.

Spektrofotometrik dlgiimler 370 nm dalga boyunda gergeklestirilmistir.

2.10 RT-PCR ile Gen ifadelerinin Olciilmesi
Kantitatif RT-PCR (Real Time Polymerase Chain Reaction) ¢alismalari, farkli abiyotik

stres kosullart altindaki genlerin ifadelerini karsilastirmak tizere gerceklestirilmistir. Qiagen
RNeasy® Plant Mini Kit kullanilarak stres gruplart ve kontrol grubuna ait bitki dokular1
tizerinden gerceklestirilen total RNA izolasyonu asagidaki protokol dogrultusunda

gergeklestirilmistir.

1- 0,2 gr agirhigindaki kok ve yaprak doku 6rnekleri sivi azot kullanilarak toz haline

getirilmis ve iizerine 450 pl RLT tamponu ilave edilerek vortekslenmistir.

2- Spin kolon igeren tiip igerisine elde edilen homojenat yerlestirilmis ve 2 dakika

stireyle santrifiij edildikten sonra alinan siipernatantlar ayr1 bir tiipe alinmustir.

3- Uzerlerine 0,5 hacim etanol eklenmis ve 6rnek RNAeasy mini spin kolona transfer
edilmistir.

4- 10.000 rpm'de 15 saniye boyunca santrifiijlenmis ve biriken kisim atilmistir.

5- 700 uL RW1 tamponu spin kolon iizerine eklenmistir.

6- 10.000 rpm'de 15 saniye santrifiijlenmis ve biriken kisim atilmistir.

7- 500 uL RPE tamponu kolon iizerine ilave edilmis ve 10.000 rpm'de 15 saniye boyunca

santrifiijlenmistir. Biriken kisim tekrar atilmistir.

8- Spin kolon maksimum hizda santrifiijlenerek membran kurutulmus ve iizerine RNaz

icermeyen su eklenerek RNA kolondan santrifiij yapilarak alinmistir.

Olas1 DNA kontaminasyonunu gidermek Tlizere elde edilen RNA’lara DNasel
(Fermentas) ile muamele edilmistir. DNA’dan uzaklastirilmis total RNA orneklerinin kalite
(1.8-2.0) ve miktar tayinlerinin 260/280 nm’de spektrofotometrik olarak belirlenmesinin
ardindan cDNA sentezine ge¢ilmistir. cDNA sentezi iiretici direktiflerine uygun bir sekilde
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche) kullanilarak gerceklestirilmistir.
Housekeeping gen olarak kullanilan Actinl geni primeriyle klasik PCR yapilmistir ve
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hazirlanmis olan cDNA’larin sentezleri olup olmadiginin kontrolii gergeklestirilmistir. %2 lik

agaroz jelde PCR iirlinleri ayristirilmis ve tiim 6rneklerin kontrolii saglanmigtir.

Elde edilen cDNA’lardan farkli diliisyonlar (1/50, 1/100, 1/200 vb.) hazirlanarak qRT-
PCR c¢aligmasina gegilmistir. Caligmalara baslamadan once, en iyi sonucu veren cDNA
dilisyonu qRT-PCR uygulamasiyla tespit edilmistir. PCR’lar ABI Step-One Plus cihazi ile
gerceklestirilmistir ve ABI-SYBR Green Master Mix kullanilarak da PCR reaksiyonlari
hazirlanmistir. Stresle birlikte ifadesi degismeyen housekeeping geni Actinl (ACT1) ile her
bir hedef genin normalizasyonu saglanmis ve ifade seviyeleri karsilastirilmistir. qPCR
analizleri i¢in StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems) kullanilmstir.
Ortaya koyulan data, cihazda bulunan StepOne™/StepOnePlus™Software v2.3 kullanilarak
“comparative Ct” yoOntemine gore degerlendirilmistir ve gen ifadeleri bagil olarak

belirlenmistir.
qRT-PCR Iistatistik Analizi;

Kantifikasyon dongiisii (Cq) degerleri Ol¢iildiikten sonra, “2-AACq (Livak) Yontemi”
kullanilarak test ornegindeki hedef genlerin ekspresyon diizeyi, kontrol 6rnegi baz alinarak
belirlenmistir. Amplifikasyon verimliliginin hem hedef hem de housekeeping geninde %100
olmasina dikkat edilmistir (Guénin et al., 2009). Her bir numunenin kendisi ve ii¢ kopya ile ii¢

farkli deney seti tiim testler i¢in olusturulmustur.

2.11 istatistiksel Analizler

Deneyler iki kez tekrarlanmistir ve tiim analizler i¢in her deneyden ii¢ biyolojik tekrar
(n = 6) kullanilmistir. Sonuglar, mean + standard error of the mean seklinde ifade edilmistir.
Gruplarin normal dagilima sahip olup olmadigi, Shapiro-Wilk testi ile test edilmis ve
ardindan tek yonli ANOVA analizi yapilmistir. Gruplar arasindaki varyansin esitligi-
homojenligi, Levene's testi ile belirlenmistir. Gruplar arasindaki farklar, varyanslar esitse
Tukey testi, esit degilse Games-Howell testi kullanilarak belirlenmistir. Gen ifadesi

sonuglarinda her genotip kendi kontroliine gore kiyaslanmistir.
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3 BULGULAR
3.1 NO lliskili Bulgular

3.1.1 NO Miktarn
Normal kosullarda, GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu NO miktarinda %14, GLR 3.4.2

yoksunlugu ise %13 azalmaya neden olmustur. NO donérii SNP’nin disarindan uygulanmasi
(Nitrosatif Stres olusturmak amaciyla), Col.’un NO miktarini, kontrole gore %13 artirmistir.
SNP-uygulanmis atglr3.4.1 ve atglr3.4.2 mutantlarinin NO miktarlar1 ise kontrollerine gore
sirastyla %30 ve %25 artmistir. Tiim genotiplerin NO miktarlar1 karsilagtirldiginda {ic
genotipin de NO miktarinin ayni oldugu goézlenmistir. ER stres indiikleyicisi Tunikamisin
(Tm)’nin digsaridan uygulanmasi Col.’un NO miktarini, kontrole gore, %10 artirmistir. Ancak
ayni kosullar altinda GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 genlerinin yoksunlugu NO miktarinda kayda
deger bir degisiklige sebep olmamistir. SNP altinda Tm uygulamas: ise kontrole gére Col.’de
NO miktarint %23 oraninda artirmigtir. GLR 3.4.1 yoksunlugu NO miktarindaki bu artigi
belirgin oranda etkilememistir. Ancak bunun aksine GLR 3.4.2 yoksunlugu, S+Tm
uygulanmis Col.’e gore NO miktarin1 ayrica %10 daha artirmistir. Oksidatif stres
indiikleyicisi rotenon (R)’un disaridan uygulanmasi Tm uygulamasma benzer olarak NO
miktarini artirmigtir. Digsaridan R uygulamasi, kontrole gore, Col.’un NO miktarmni %10
artirmistir. GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunlugu NO miktarindaki bu artis1 etkilememistir.
SNP altinda R uygulamasi Col.’un NO miktarin1 %30 artirmistir. GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2
yoksunlugu S+R tesvikli NO miktarindaki bu artisi degistirmemistir. cPTIO nun disaridan
uygulanmast (NO siipiiriiciisii) ise Col. kontrole gore kiyaslandiginda NO miktart % 15
azalmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, S+R

ve cPTIO uygulamalarinin NO igerigi tizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir (p<0,05).

3.1.2 NOS Aktivitesi

Kontrol kosullar1 altinda, Col. ile Kkarsilastirildiginda, atglr3.4.1 ve atglr3.4.2
mutantlarinda NOS aktivitesi %10 azalmistir. Disaridan SNP uygulamasi, Col.’un NOS
aktivitesini kontrole gore %30 azaltmistir. SNP’ye bagli NOS aktivitesindeki bu azalmayi
GLR3.4 1’in yoksunlugu degistirmemistir, ancak GLR3.4.2 geninin yoksunlugu NOS
aktivitesini Col+SNP’ye gore %15 artmistir. Disaridan Tm’nin uygulamast Col.’un NOS
aktivitesini, kontrole gore, %14 artirmistir. Col.’deki Tm-tesvikli bu artis, GLR3.4.1 ve
GLR3.4.2 yoksunlugundan olumsuz etkilenmistir. Ayrica atglr3.4 mutantlarinda NOS
aktivitesi Col+Tm’ye gore %30 azalmistir. SNP+Tm uygulamasi ise kontrole gére Col.’un
NOS aktivitesini %11 artirmistir. Ayn1 kosullardaki GLR 3.4.1 yoksunlugu bu artig oranini
degistirmemistir. Ancak GLR 3.4.2 yoksunlugu NOS aktivitesinde %10 azalmaya neden
olmustur (Col. S+Tm‘ye gore). Disaridan R uygulamasi, kontrole goére, Col.’un NOS
aktivitesini sadece %6 artirmistir. Col. ile karsilastirdigimizda GLR 3.4.1 yoksunlugu NOS
aktivitesini %20 azaltirken GLR 3.4.2 yoksunlugu ise yalnizca %8 azalmaya sebep olmustur.
SNP+R uygulamas1 Col.’un NOS aktivitesini kontrol ile ayn1 seviyede tutmustur. GLR 3.4.1
yoksunlugu bu aktiviteyi degistirmezken, GLR 3.4.2 yoksunlugu Col. SNP+R’ye gore NOS
aktivitesini %7 azaltmistir. ¢cPTIO’nun disaridan uygulanmasi ise Col. kontrole gore

kiyaslandiginda NOS aktivitesini % 28 azalmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+T, S+R ve
cPTIO uygulamalarimin NOS aktivitesi {izerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir (p<0,05).
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3.1.3 SNO icerigi

Normal kosullar altinda, GLR 3.4.1 yoksunlugu, SNO miktarinda %81’lik belirgin bir
artisa sebep olurken GLR 3.4.2 yoksunlugu herhangi bir degisime neden olmamistir. SNP’ nin
disarindan uygulanmasi, Col.’un SNO miktarin1 kontrole gére %50 artirmistir. SNP’ye baglh
SNO miktarindaki bu artis, GLR3.4.1 geninin yoksunlugu ile %39 ve GLR3.4.2
yoksunlugunda %33 oraninda azalmigtir. Tunikamisinin disaridan uygulanmasi Col.’un SNO
miktarini, kontrole goére, %11 artirmigtir. Ancak ayni kosullar altinda GLR 3.4.1 geninin
yoksunlugu bu artisi %26 azaltirken, GLR 3.4.2 yoksunlugu ise SNO miktarin1 %32
artirmigtir. SNP altinda Tm uygulamas1 ise kontrole gore Col.’de SNO miktarinda biiyiik
oranda artisa sebep olmustur. Bu oran %99 olarak belirlenmistir. GLR 3.4.1 yoksunlugu SNO
miktarindaki bu artis1 %24 oraninda azaltirken, GLR 3.4.2 yoksunlugu, S+Tm uygulanmis
Col.’e gore SNO miktarint %58 oraninda azaltmistir. Rotenonun disaridan uygulanmasi
kontrole gore, Col.’un SNO miktarinda sadece %6’lik bir artiga sebep olurken, GLR 3.4.1
yoksunlugu SNO miktarin1 degistirmemis, ancak GLR 3.4.2 yoksunlugu ise %61°lik bir artisa
sebep olmustur. SNP altinda R uygulamasi Col.’un SNO miktarini %73 artirmistir. GLR 3.4.1
yoksunlugu S+R uygulanmig Col.’linkine gore SNO miktarin1 %22 ve GLR 3.4.2 yoksunlugu
da %35 artirmistir. cPTIO’nun disaridan uygulanmasi ise Col. kontrole gére SNO miktarinin

%350 artmasina sebep olmustur (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, S+R
ve cPTIO uygulamalarin SNO igerigi tizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir (p<0,05).
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3.1.4 GSNOR Enzim Aktivitesi

Herhangi bir uygulama yapilmayan kosullarda, GLR3.4.1 yoksunlugu, GSNOR
aktivitesinde % 35 ve GLR 3.4.2 yoksunlugu ise %50 daha az aktiviteye sebep olmustur.
SNP’nin digsarindan uygulanmasi ise Col.’un GSNOR aktivitesinde belirgin bir degisiklige
sebep olmazken, GLR3.4.1 yoksunlugu %46 azalmaya ve GLR 3.4.2 yoksunlugu ise GSNOR
aktivitesinde %15 azalmaya sebep olmustur. Disaridan Tunikamisin (Tm) uygulanmasi
GSNOR aktivitesinde biiyiik artislara neden olmustur. Ornegin, Col.’un GSNOR aktivitesini
kontrole gore 4 kat artirmistir. Ayni kosullar altinda GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 genlerinin
yoksunlugu ise GSNOR aktivitesinin %19 azalmasina sebep olmustur. SNP altinda Tm
uygulamasi ise kontrole gore Col.’iin GSNOR aktivitesinde 3,7 katlik bir artisa sebep
olmustur. Ancak GLR3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunlugu, S+Tm uygulanmis Col.’e gore
GSNOR aktivitesini sirastyla %28,5 ve 9%46,5 azaltmistir. Rotenon (R) un disaridan
uygulanmas1t Tm uygulamasina benzer olarak GSNOR aktivitesini belirgin sekilde artirmistir.
Disaridan R uygulamasi, kontrole gore, Col.’un GSNOR aktivitesini 3,2 kat artirmistir. GLR
3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunlugu GSNOR aktivitesindeki bu artis1 yaklasik % 6 oraninda
azaltmistir. SNP altinda R uygulamasi Col.’un GSNOR aktivitesini 3,1 kat artirmigtir. GLR
3.4.1 yoksunlugu S+R tesvikli GSNOR aktivitesindeki bu artis1 degistirmemistir. Bunun
aksine GLR 3.4.2 yoksunlugu S+R uygulanmis Col.’linkine gore GSNOR aktivitesini %12
daha fazla artirmistir. cPTIO’nun disaridan uygulanmasi ise Col. kontrole gore GSNOR
aktivitesini 4 kat artirmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, S+R
ve cPTIO uygulamalarinin GSNOR aktivitesi iizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir

(p<0,05).
3.2 ROS’larm Belirlenmesi
3.2.1 H,0, Miktar1

Normal kosullarda, GLR 3.4.1 yoksunlugu, H,O; miktarinda herhangi bir degisime
neden olmazken GLR 3.4.2 yoksunlugu %17 artisa neden olmustur. Disaridan SNP
uygulanmasi, Col.’un H»0; miktarin1 kontrole gore %14 artirmistir. SNP’ye baghh H,0,
miktarindaki bu artis, GLR3.4.1 geninin yoksunlugu ile daha ¢ok artmistir. Ornegin SNP
uygulamasi ile GLR 3.4.1 yoksunlugu H,0; miktarin1 %38, GLR 3.4.2 yoksunlugu ise %11
daha fazla artirmistir. Tunikamisin (Tm) uygulanmasi, Col.’un H,O, miktarini, kontrole gore,
%47 artirmigtir, ancak GLR 3.4.1 yoksunlugu bu artis1 degistirmezken, GLR 3.4.2
yoksunlugu H0; miktarint %25 artirmistir. SNP altinda Tm uygulamas: ise kontrole gore
Col.’de Hy0, miktarin1 %36 artirmistir. GLR 3.4.1 yoksunlugu H,O, miktarindaki bu artigi
belirgin oranda etkilememistir. Ancak GLR 3.4.2 yoksunlugu, S+Tm uygulanmis Col.’e gore
H,0;, miktarim1 %15 artirmistir. Rotenon uygulamasi, kontrole gore, Col.’un HyO, miktarini
%43 artirmistir. GLR 3.4.1 yoksunlugu % 28 daha fazla artisa sebep olurken GLR 3.4.2
yoksunlugundaki artis kayda deger degildir. SNP altinda R uygulamasi Col.’un H,0,
miktarint %63 artirmigtir. GLR 3.4.1 yoksunlugu S+R tesvikli H,O, miktarindaki bu artisi
degistirmemistir. Bunun aksine GLR 3.4.2 yoksunlugu S+R uygulanmis Col.’linkine gore
H,0;, miktarini %29 azaltmistir. cPTIO ise Col. kontrole goére H,O, miktarint %38 artirmistir
(Sekil 3.5).
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Sekil 3.5 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, S+R

ve cPTIO uygulamalariin H,O, miktar1 lizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir (p<0,05).

3.2.2 Hidroksil Radikal (OH) Siipiirme Aktivitesi

Normal kosullarda, GLR 3.4.1 yoksunlugu, ‘OH siiplirme aktivitesinde herhangi bir
degisime neden olmazken GLR 3.4.2 yoksunlugu %50 azalmaya neden olmustur. Disaridan
SNP uygulanmasi, Col.’un ‘OH siipiirme aktivitesini kontrole gore %78 artirmistir. SNP’ye
bagli ‘OH siiptirme aktivitesindeki bu artis, GLR3.4.1 yoksunlugu ile %29 daha da artarken,
GLR 3.4.2 yoksunlugu ile %21 azalmistir. Tunikamisin (Tm)’nin disaridan uygulanmasi ise,
Col.’un 'OH siipiirme aktivitesini kontrole gore 2,4 kat artirmistir. Ancak, ayni kosullar
altinda GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu ‘OH siiplirme aktivitesini %10 azaltirken, GLR 3.4.2
geninin yoksunlugunda %40 artirmistir. SNP altinda Tm uygulamasi ise kontrole gore Col.’de
‘OH siipiirme aktivitesini %28 artirmistir. S+Tm uygulanmis Col.’e gore, GLR 3.4.1
yoksunlugu ‘OH siipiirme aktivitesini belirgin oranda etkilemis ve 4,1 kat artirmistir. Ancak
GLR 3.4.2 yoksunlugu, S+Tm uygulanmis Col.’e gore ‘OH siiplirme aktivitesini %10
azaltmistir. Rotenon (R) un disaridan uygulamasi, kontrole gore, Col.’un 'OH siiplirme
aktivitesini %10 artirmistir. GLR 3.4.1 yoksunlugu "OH siipiirme aktivitesinde 2,5 katlik bir
artisa sebep olurken GLR 3.4.2 yoksunlugu ise yaklasik 3 kat artisa sebep olmustur. SNP
altinda R uygulamasi Col.”un ‘OH siiplirme aktivitesini 2,1 kat artirmistir. Ancak GLR 3.4.1
yoksunlugu S+R tesvikli ‘OH siiplirme aktivitesinde %14 artis gosterirken GLR 3.4.2
yoksunlugu, S+R uygulanmis Col.’unkine gore, ‘OH siiptirme aktivitesini yaklagik 2,4 kat
kadar artirmistir. Benzer sekilde ¢PTIO uygulanmasi ise Col. kontrole gére OH siipiirme
aktivitesini 3,1 kat artirmistir (Sekil 3.6).
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Sekil Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, S+R ve

cPTIO uygulamalarinin ‘OH miktari {izerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir (p<0,05).

3.2.3 Siiper Oksit (O*") Miktar1

Normal kosullarda, GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 genlerinin yoksunlugu, O*" miktarinda
sirastyla %25 ve %16 artisa neden olmustur. SNP uygulanmasi, Col.’'un O miktarini
kontrole gore %48 artirmistir. GLR3.4.1 ve GLR 3.4.2 genlerinin yoksunlugu ise SNP’ye
bagl 0% miktarinda belirgin bir degisiklige sebep olmamistir. Bunun disinda Tunikamisin
(Tm) uygulamast ile Col.’un O®” miktar1, kontrole gore, yaklasik 2 kat artmustir. Ayrica, ayni
kosullar altinda O*” miktarindaki bu artista GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 genlerinin yoksunlugu
belirgin bir degisiklige neden olmamigtir. SNP varliginda Tm uygulamasi ise kontrole gore
Col.’de O* miktarin1 %89 artirmustir. Ancak GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunlugu, S+Tm
uygulanmis Col.’e gore O*” miktarim1 %33 azaltmistir. Disaridan Rotenon (R) uygulanmasi
kontrole gdre, Col.’iin O*  miktarii %30 artirmustir. Ancak, GLR 3.4.1 yoksunlugu O%
miktarint % 22 artirirken GLR 3.4.2 yoksunlugu 0% miktarim degistirmemistir. SNP
varliginda R uygulamast Col.’un 0% miktarim %59 artirmustir. Ayrica GLR 3.4.1 ve GLR
3.4.2 yoksunlugu S+R uygulanmis Col.’e gore O*" miktarii %9 artirmistir. Benzer sekilde
¢PTIO uygulanmast ise Col. kontrole gore O*” miktarini %45 artirmustir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, S+R

ve cPTIO uygulamalarinin O*” igerigi iizerine 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 kosullarinda GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunlugu NOX aktivitesinde yaklasik
2,5 kat artisa neden olmustur. Disaridan SNP uygulanan gruplarda ise Col.’un NOX
aktivitesinde kontrole gore 3,2 katlik bir artig goriilmiistiir. SNP’ye bagli NOX aktivitesinde,
GLR3.4.1 yoksunlugu belirgin bir degisiklige neden olmamistir. Bunun aksine GLR 3.4.2
geninin yoksunlugu ise %49 azalisa neden olmustur. Tunikamisin (Tm)’nin disaridan
uygulanmasi Col.’un NOX aktivitesini, kontrole gore, 2,8 kat artirmistir. Bu artis, ayn
kosullar altinda GLR 3.4.1’in yoksunlugu ile %32 artisa ve GLR 3.4.2 yoksunlugu ile de
NOX aktivitesinin %56 artisina sebep olmustur. SNP varliginda Tm uygulamasi ise kontrole
gore Col.’de NOX aktivitesini %29 artirmistir. GLR 3.4.1 yoksunlugu NOX aktivitesinde
belirgin bir farka neden olmamstir. Ancak GLR 3.4.2 yoksunlugu, S+Tm uygulanmis Col.’e
gore NOX aktivitesinde %18 azalmaya neden olmustur. Disaridan R uygulamasi, kontrole
gore, Col.”un NOX aktivitesini yaklasik 2 kat artirmistir. GLR 3.4.1 yoksunlugunda ise NOX
aktivitesinde, Col. R’nin {izerine, %62’lik bir artis daha goriilirken, GLR 3.4.2
yoksunlugunda ise %63’liik bir azalma goriilmiistiir. SNP altinda R uygulamasi Col.’un NOX
aktivitesini 2 kat artirmistir. GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunlugu S+R tesvikli NOX
aktivitesini S+R uygulanmig Col.’linkine gore sirasiyla %29 ve % 40 azaltmistir. Bunun
aksine cPTIO uygulanmasi ise Col. kontrole gére NOX aktivitesini %87 artirmistir (Sekil
3.8).
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Sekil 3.8 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, S+R
ve cPTIO uygulamalarinin NOX aktivitesi lzerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir
(p<0,05).

3.3.2 SOD Aktivitesi

Kontrol kosullarinda, GLR 3.4.1 yoksunlugu SOD aktivitesinde %64, GLR 3.4.2
yoksunlugu ise %30 artisa neden olmustur. SNP’nin disarindan uygulanmasi Col.’un SOD
aktivitesinde herhangi bir degisiklige neden olmamistir. Ancak, GLR 3.4.1 yoksunlugu SOD
aktivitesinde %66 azalmaya sebep olmustur. Benzer sekilde GLR 3.4.2 yoksunlugu ise SOD
aktivitesini %55 azaltmistir. Tunikamisin (Tm)’nin disaridan uygulanmasi Col.’un SOD
aktivitesini, kontrole gore, %22 azaltmistir. Ayni kosullar altinda GLR 3.4.1 yoksunlugu ise
SOD aktivitesindeki bu azalis1 %58 artirmistir. Benzer sekilde GLR 3.4.2 yoksunlugu SOD
aktivitesini %96 artirmistir. SNP varliginda Tm uygulamasi ise kontrole gore Col.’de SOD
aktivitesini %80 artirmistir. GLR 3.4.1 yoksunlugu SOD aktivitesini %12 azaltirken GLR
3.4.2 yoksunlugu, S+Tm uygulanmig Col.’e gore SOD aktivitesini %31 azaltmistir. Disaridan
R uygulamasi, kontrole gore, Col.’un SOD aktivitesini %88 artirmistir. Ancak, GLR 3.4.1 ve
GLR 3.4.2 yoksunlugu SOD aktivitesinde belirgin bir artisa neden olmamistir. SNP altinda R
uygulamasi Col.’un SOD aktivitesinde herhangi bir degisiklige sebep olmamistir. Ancak GLR
3.4.1 yoksunlugu S+R tesvikli SOD aktivitesini % 13, GLR 3.4.2 yoksunlugu ise S+R
uygulanmis Col.’unkine gore SOD aktivitesini %34 azaltmistir. Bunun aksine cPTIO
uygulanmasinda Col. kontrole gére SOD aktivitesi %10 artmistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, S+R ve
cPTIO uygulamalarmin SOD aktivitesi lizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir (p<0,05).
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3.3.3 CAT Aktivitesi

Normal kosullarda, GLR 3.4.1 yoksunlugu, CAT aktivitesinde %38 artis ve GLR 3.4.2
yoksunlugu da %40 artisa neden olmustur. Disaridan SNP uygulanan gruplarda, Col.’un CAT
aktivitesinde kontrole gore %32 artig goriilmiistiir. SNP’ye bagli CAT aktivitesindeki bu artisi
GLR3.4.1ve GLR 3.4.2 genlerinin yoksunlugu sirasiyla %11 ve %20 azalmigtir. Tunikamisin
(Tm)’nin disaridan uygulanmasi Col.’un CAT aktivitesini, kontrole gore, %22 artirmistir.
Ancak ayni kosullar altinda GLR 3.4.1’in yoklugu %13 azalisa neden olurken GLR 3.4.2
genlerinin yoksunlugu ise CAT aktivitesinde %14 artisa neden olmustir. SNP varliginda Tm
uygulamasi ise kontrole gore Col.’de CAT aktivitesini %52 arttirmigtir. Bunun diginda, GLR
3.4.1 yoksunlugu CAT aktivitesinde belirgin bir farka neden olmamistir. Ancak GLR 3.4.2
yoksunlugu, S+Tm uygulanmis Col.’e gére CAT aktivitesinde yaklasik 4 kat artiga neden
olmustur. Disaridan R uygulamasi, kontrole gore, Col.’un CAT aktivitesini yaklagik 2 kat
arttirmistir. GLR 3.4.1 yoksunlugu CAT aktivitesinde sadece %34, GLR 3.4.2 yoksunlugunda
%61 azalmaya sebep olmustur. SNP altinda R uygulamasi Col.’un CAT aktivitesini %18
azaltmistir. Bunun aksine GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu S+R tesvikli CAT aktivitesini S+R
uygulanmig Col.’unkine gore yaklasik 3,2 kat arttirirken GLR 3.4.2 yoksunlugu herhangi bir
degisiklige neden olmustur. Bunun aksine cPTIO uygulanmasi ise Col. kontrole gore CAT
aktivitesini %18 arttirmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm,
S+R ve cPTIO uygulamalarinin CAT aktivitesi lizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir
(p<0,05).
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3.3.4 POX Aktivitesi

Normal kosullar altinda, GLR 3.4.1 yoksunlugu POX aktivitesinde belirgin bir farklilik
gostermemistir. Ancak GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu %37 daha yiiksektir. SNP’nin
disarindan uygulanmasi, Col.’un POX aktivitesini %24 artirmistir. Bu artis, GLR 3.4.1
yoksunlugu ile %18 ve GLR 3.4.2 yoksunlugu ile de %22 oraninda POX aktivitesini daha da
artirmistir. Tunikamisin (Tm)’nin digsaridan uygulanmasi Col.’un POX aktivitesini kontrole
gore degistirmemistir. Ancak ayni kosullar altinda GLR 3.4.1 yoksunlugu %10 azalmaya
sebep olurken, GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu POX aktivitesini degistirmemistir. SNP
varliginda Tm uygulamas: ise kontrole gore Col.’de POX aktivitesini %14 azaltmistir. Ancak
GLR 3.4.1 yoksunlugu POX aktivitesindeki bu azalmayr %28 azaltirken, GLR 3.4.2
yoksunlugu S+Tm uygulanmig Col.’e gore POX aktivitesini %13 artirmistir. Disaridan R
uygulamasi, kontrole gore, Col.’un POX aktivitesinde belirgin bir degisiklik gostermemistir.
Ancak GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu POX aktivitesini %30 artirirken, GLR 3.4.2
yoksunlugu bir degisiklige sebep olmamustir. SNP altinda R uygulamasit Col.’un POX
aktivitesinde %20 azaltmistir. Ancak GLR 3.4.1 yoksunlugu S+R tesvikli POX aktivitesini
%38 artirmistir. GLR 3.4.2 yoksunlugu ise S+R uygulanmig Col.’unkine gore POX
aktivitesini yalnizca %7 artirmistir. Bunun aksine cPTIO uygulanmasi ise Col. kontrole gore

POX aktivitesini %10 artirmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm,
S+R ve cPTIO uygulamalarinin POX aktivitesi iizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir

(p<0,05).
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3.3.5 APX Aktivitesi

Kontrol kosullarinda GLR 3.4.1 yoksunlugu APX aktivitesini %40 azaltirken bunun
aksine GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu %14 artirmistir. SNP’nin disarindan uygulanmasi
Col.’un APX aktivitesini %22 azaltmistir. Bu azalis, GLR 3.4.1 yoksunlugu ile APX
aktivitesinde %33 azalmaya sebep olurken, GLR 3.4.2 yoksunlugu ise %46 artisa neden
olmustur. Tunikamisin (Tm)’nin digaridan uygulanmasit Col.’un APX aktivitesini yaklagik
olarak 3 kat artirmistir. Ancak, aymi kosullar altinda GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 genlerinin
yoksunlugu APX aktivitesinin sirastyla %57 ve %35 azalmasma sebep olmustur. SNP
varliginda Tm uygulamasi ise kontrole gore Col.’de APX aktivitesini %27 artirmistir. Benzer
sekilde bu artis, GLR 3.4.1 yoksunlugu ile APX aktivitesini %40 artirirken en biiyiik artig
S+Tm uygulanmis Col.’e gore APX aktivitesinin yaklagitk 3 kat arttign GLR 3.4.2
yoksunlugunda belirlenmistir. Disaridan R uygulamasi, kontrole goére, Col.’un APX
aktivitesinde %43 azalmaya sebep olmustur. Benzer sekilde GLR 3.4.1 yoksunlugu bu azalis1
%31 oraninda daha da azaltmistir. Ancak GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu APX aktivitesini
%27 artirmistir. SNP altinda R uygulamasi Col.’un APX aktivitesinde %87 artisa sebep
olmustur. Ayrica bu artis, hem GLR 3.4.1 hem de GLR 3.4.2 yoksunlugu ile S+R uygulanmis
Col.’unkine gore APX aktivitesini yaklasik 2 kat artirmistir. Bunun aksine cPTIO

uygulanmasi ise Col. kontrole gore APX aktivitesini %47 azalmistir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm,
S+R ve cPTIO uygulamalarinin APX aktivitesi iizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir

(p<0,05).
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3.3.6 GR Aktivitesi

Normal kosullarda GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 genlerinin yoksunlugu GR aktivitesini
strastyla %20 ve %60 artirmistir. SNP’nin disarindan uygulanmasi Col.’un GR aktivitesini
%29 azaltmigtir. GLR 3.4.1 yoksunlugu GR aktivitesinde yalnizca %4, GLR 3.4.2
yoksunlugu ise %12 artisa neden olmustur. Disaridan Tunikamisin (Tm) uygulanmasi Col.’un
GR aktivitesini %20 artirmistir. Ayni kosullar altinda GLR 3.4.1 yoksunlugu GR
aktivitesindeki bu artis1 %76, GLR 3.4.2 yoksunlugu ise %12 daha fazla artirmistir. SNP
varliginda Tm uygulamasi ise kontrole gore Col.’de GR aktivitesini %18 azaltmistir. Ancak
bu azalis, GLR 3.4.1 yoksunlugu ile GR aktivitesini %61 artirirken, yine S+Tm uygulanmis
Col.’e gore GR aktivitesinin, GLR 3.4.2 yoksunlugunda yaklasik 2,3 kat arttig1 goriilmustiir.
Disaridan R uygulamasi, kontrole gore, Col.’un GR aktivitesinde %72 artiga sebep olmustur.
Bu artiy GLR 3.4.1 yoksunlugu ile %26 azalirken, GLR 3.4.2 yoksunlugu GR aktivitesini
%10 artirmigtir. SNP altinda R uygulamasi Col.’un GR aktivitesinde %7 azalmaya sebep
olmustur. Ancak GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunlugu S+R uygulanmis Col.’linkine gore GR
aktivitesini sirastyla % 58 ve %36 artirmistir. Bu artislara benzer olarak cPTIO uygulanmasi

ise Col. kontrole gore GR aktivitesini %83 artirmistir (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm,
S+R ve ¢PTIO uygulamalarinin GR aktivitesi iizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir
(p<0,05).
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3.4 Redoks Iliskili Enzim Aktivite Analizleri
3.4.1 GSH/GSSG Oram

Total Glutatyon miktari, kontrol kosullarinda, GLR 3.4.1 geninin yoksunlugunda
herhangi bir degisime neden olmazken GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu %26 azaltmistir.
SNP’nin disarindan uygulanmasi Col.’un total Glutatyon miktarini %26 azaltmistir. Bu azalis
tizerinden de GLR 3.4.1 yoksunlugu ile %23, GLR 3.4.2 yoksunlugu ile de %40 artmistir.
Tunikamisin (Tm) uygulanmasi ise Col.’un total Glutatyon miktarmi %10 artirmis ve GLR
3.4.1 yoksunlugu total Glutatyon miktarmi %28 azaltirken GLR 3.4.2 yoksunlugu ise bir
degisiklige sebep olmamistir. SNP varliginda Tm uygulamasi ise kontrole gére Col.’de total
Glutatyon miktarmni %17 azaltmistir. Bunun aksine, GLR 3.4.1 yoksunlugu total Glutatyon
miktarindaki bu azalmayr %31 artirmis ancak S+Tm uygulanmis Col.’e goére GLR 3.4.2
geninin yoksunlugu ile de bir degisiklige sebep olmamustir. Disaridan R uygulamasi, kontrole
gore, Col.’un total Glutatyon miktarinda %24 artisa sebep olmustur. Bu artis GLR 3.4.1
geninin yoksunlugu ile degismeyip kontrolii ile ayn1 seviyede kalirken, GLR 3.4.2 geninin
yoksunlugu ile yaklasik %30 artirmistir. SNP altinda R uygulamasi Col.’un total Glutatyon
miktarin1 %13 artisa sebep olmustur. Ancak GLR 3.4.1 yoksunlugu %14 azalmaya sebep
olurken GLR 3.4.2 yoksunlugu S+R uygulanmis Col.’linkine gore total Glutatyon miktarini
%12 artirmistir. Disaridan cPTIO uygulanmasi ise Col. kontrole gore kiyaslandiginda total

Glutatyon miktarinda kayda deger herhangi bir degisime yol agmamustir (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm,
S+R ve ¢PTIO uygulamalarinin total glutatyon igerigi tlizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark
belirtmektedir (p<0,05).
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3.4.2 Askorbat Miktari

Normal kosullarda, GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu askorbat miktarin1 %13 ve GLR
3.4.2 geninin yoksunlugu ise %23 azaltmistir. Disarindan SNP uygulanmasi, Col.’de diislise
sebep olmustur. Col.’un askorbat miktar1 %37 azalirken, bu azalma GLR 3.4.1
yoksunlugunda %37 fizerinden ayrica %24’tlir. Ancak GLR 3.4.2 yoksunlugu ile bir
degisiklik tespit edilmemistir. Tunikamisin (Tm) uygulanmasi Col.’un askorbat miktarini
%18 artirmistir. Ayni kosullar altinda GLR 3.4.1 yoksunlugu askorbat miktarindaki bu artisi
%11 azaltirken, GLR 3.4.2 yoksunlugu ile %37 azalmistir. SNP varliginda Tm uygulamasi
kontrole gore Col.’de askorbat miktarin1 %80 azaltmigtir. GLR 3.4.1 yoksunlugu ile S+Tm
uygulanmis Col.’e gore askorbat miktarin1 %64, GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu ise yaklagik 2
kat artirmigtir. Digaridan R uygulamasi, kontrole gore, Col.’un askorbat miktarini sadece %6
artirmistir. Bu artiy, GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu ile askorbat miktar1 %12 oraninda
azalirken, GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu ile %56 azalmigtir. SNP altinda R uygulamasi
Col.’un askorbat miktarni %46 azaltmistir. Ancak GLR 3.4.1 yoksunlugu askorbat miktarini
%90 ve GLR 3.4.2 yoksunlugu ise %48 artirmistir. Disaridan cPTIO uygulanmasi ise Col.
kontrole gore kiyaslandiginda askorbat miktarini %36 azalmistir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, S+R ve
cPTIO uygulamalarinin askorbat miktar1 tizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir

(p<0,05).
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3.4.3 GST Aktivitesi

Normal kosullarda GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu GST aktivitesini %33 azaltmistir.
Ancak GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu %60 artirmistir. Disarindan SNP uygulanmasi, Col.’un
GST aktivitesi %98 artirmistir. GST aktivitesindeki bu artis GLR 3.4.1 yoksunlugu ile %21
azalirken, GLR 3.4.2 yoksunlugu ile %51 azaltmistir. Tunikamisin (Tm) uygulanmasi Col.’un
GST aktivitesini %70 artirmistir. Ayni kosullar altinda bu artis, GLR 3.4.1 yoksunlugunda
GST aktivitesini %38 ve GLR 3.4.2 yoksunlugu %50 daha da azaltmistir. SNP varliginda Tm
uygulamasi ise kontrole gore Col.’de GST aktivitesini %25 artirmistir. Bu artis GLR 3.4.1
yoksunlugu ile S+Tm uygulanmis Col.’e gore %57 iken, GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu %81
daha da artmistir. Disaridan R uygulamasi, kontrole gore Col.’un GST aktivitesini %13
artirmistir. Bu artis GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu da degigsmezken, GLR 3.4.2 geninin
yoksunlugu GST aktivitesini %18 azaltmigtir. SNP altinda R uygulamast Col.’un GST
aktivitesini %48 azaltmigtir. Ancak GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunlugu S+R uygulanmis
Col.’unkine gore GST aktivitesini sirastyla 2,9 ve 3,1 kat artirmistir. Digsaridan cPTIO
uygulanmasi ise Col. kontrole gore kiyaslandiginda GST aktivitesini %54 artirmustir (Sekil
3.16).
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Sekil 3.16 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm,
S+R ve cPTIO uygulamalarinin GST aktivitesi {lizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir

(p<0,05).
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3.44 GPX Aktivitesi

Kontrol kosullarinda, GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu ile GPX aktivitesi degismemistir.
Ancak GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu GPX aktivitesini %14 azaltmistir. Disarindan SNP
uygulanmas1 Col.’un GPX aktivitesini %51 artirmistir. GPX aktivitesindeki bu artis GLR
3.4.1 yoksunlugu ile degismezken, GLR 3.4.2 yoksunlugu ile yaklasik %23 artmistir.
Tunikamisin (Tm) uygulanmasi Col.’un GPX aktivitesini %71 artirmigtir. Ayni kosullar
altinda GLR 3.4.1 yoksunlugu bu artis1 %15 daha da artirirken, GLR 3.4.2 yoksunlugu ise
GPX aktivitesini %50 azaltmistir. SNP varliginda Tm uygulamasi ise kontrole gére Col.’de
GPX aktivitesini %16 artirmistir. Bu artis GLR 3.4.1 yoksunlugu ile S+Tm uygulanmis Col.’e
gore %36 iken GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu ile yaklasik 2 kattir. Digaridan R uygulamasi,
kontrole gore, Col.’un GPX aktivitesini 2,6 kat artirmistir. Ancak bu artis GLR 3.4.1 geninin
yoksunlugu da %35 azalirken, GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu ile GPX aktivitesi %15 daha da
artmigtir. SNP altinda R uygulamasi Col.’un GPX aktivitesini degistirmemistir. Ancak GLR
3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunlugu S+R uygulanmis Col.’unkine gére GPX aktivitesini sirastyla
29 ve 2,1 kat artirmistir. Digsaridan cPTIO uygulanmasi ise Col. kontrole gore

kiyaslandiginda GPX aktivitesini %51 artirmistir (Sekil 3.17).
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Sekil 3.17 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, S+R ve
cPTIO uygulamalarinin GPX aktivitesi lizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir (p<0,05).
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3.4.5NAD/NADH Oram

Normal kosullarda, GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu ile NAD/NADH orani
degismemistir. Ancak GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu ile bu oran %14 artmistir. Disarindan
SNP uygulanmasi, Col.’un NAD/NADH oram 2,6 kat artirmistir. Ancak NAD/NADH oran
GLR 3.4.1 yoksunlugu ile %61, GLR 3.4.2 yoksunlugu ile de %55 azalmistir. Tunikamisin
(Tm) uygulanmast Col.’un NAD/NADH oranmi 2,3 kat artirmistir. Ayn1 kosullar altinda
NAD/NADH oranindaki bu artist GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 genlerinin yoksunlugu sirasiyla
%45 ve %40 oraninda azaltmistir. SNP varliginda Tm uygulamast kontrole gore Col.’de
NAD/NADH oranini degistirmemistir. GLR 3.4.1 yoksunlugu ile S+Tm uygulanmis Col.’e
gore NAD/NADH oran1 %22 artarken, GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu Col. gibi bir
degisiklige sebep olmamistir. Disaridan R uygulamasi, kontrole gore, Col.”un NAD/NADH
oranini %41 artirmistir. Ancak GLR 3.4.1 yoksunlugu da bu artis %29 azalirken, GLR 3.4.2
yoksunlugu ile NAD/NADH oraninda %17 azalma gozlenmistir. SNP altinda R uygulamasi
Col’un NAD/NADH oranmn1 %72 artirmustir. Ancak GLR 3.4.1 ve GLR 342
yoksunlugunda, S+R uygulanmis Col.’e gére NAD/NADH ayni oranda, %38, azalmistir.
Disaridan cPTIO uygulanmasi ise Col. kontrole gore kiyaslandiginda NAD/NADH oranini
degistirmemistir (Sekil 3.18).
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Sekil 3.18 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, S+R ve
cPTIO uygulamalarinin NAD/NADH igerigi lizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir
(p<0,05).
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3.46 MDHAR Aktivitesi

Kontrol kosullarinda, GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu MDHAR aktivitesini %36, GLR
3.4.2 geninin yoksunlugu ise %25 artirmistir. Disarindan SNP uygulanmasi, Col.’un MDHAR
aktivitesini 3,3 kat artirmigtir. Bu artis, GLR 3.4.1 yoksunlugu ile %35 azalirken, GLR 3.4.2
yoksunlugu ile degismemistir. Tm uygulanmast Col.’un MDHAR aktivitesini 2,2 kat
artirmistir. Ayni kosullar altinda GLR 3.4.1 yoksunlugu MDHAR aktivitesini %56 azaltirken
GLR 3.4.2 yoksunlugu %13 artirmistir. Kontrole gore, SNP varliginda Tm uygulamasi
Col.’de MDHAR aktivitesini %52 artirmistir. GLR 3.4.1 yoksunlugu ile S+Tm uygulanmig
Col.’e gore MDHAR aktivitesi %16 azalirken, GLR 3.4.2 geninin yoksunlugunda belirgin bir
degisik goriilmemistir. Digsaridan R uygulamasi, kontrole gore, Col.’un MDHAR aktivitesini
degistirmemistir. Ancak GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu MDHAR aktivitesini %47 oraninda
artirirken, GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu %10 azaltmistir. SNP altinda R uygulamasi Col.’un
MDHAR aktivitesini %10 azaltmistir. Ancak GLR 3.4.1 yoksunlugu MDHAR aktivitesini
degistirmemistir. Bunun aksine GLR 3.4.2 yoksunlugu MDHAR aktivitesini %24 artirmistir.
CcPTIO uygulanmasi ise Col. kontrole gore kiyaslandiginda MDHAR aktivitesi %41 artmistir
(Sekil 3.19).
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Sekil 3.19 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, S+R ve
cPTIO uygulamalarimin MDHAR aktivitesi iizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir
(p<0,05).
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3.4.7 DHAR Aktivitesi

Normal kosullarda, GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu DHAR aktivitesini %13 ve GLR
3.4.2 geninin yoksunlugu ise %23 azaltmistir. Disarindan SNP uygulanmasi, Col.’de
azalmaya sebep olmustur. Col.’un DHAR aktivitesini %37 azalirken, SNP uygulanmis Col.’e
gore, GLR 3.4.1 yoksunlugu ile azalim %?24’tiir. Ancak GLR 3.4.2 yoksunlugu ile bir
degisiklik tespit edilmemistir. Tunikamisin (Tm) uygulanmast Col.’un DHAR aktivitesini
%18 artirmistir. Ayni kosullar altinda GLR 3.4.1 yoksunlugu DHAR aktivitesindeki bu artisi
%11 azaltirken GLR 3.4.2 yoksunlugunda ise %37 azalmistir. SNP varliginda Tm uygulamasi
kontrole gore Col.’”de DHAR aktivitesini %80 azaltmigtir. GLR 3.4.1 yoksunlugu ile S+Tm
uygulanmis Col.’e gére DHAR aktivitesi %64, GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu ise yaklasik 2
kat artirmistir. Disaridan R uygulamasi, kontrole gore, Col.’un DHAR aktivitesini sadece %6
artirmistir. GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu ile %12 oraninda DHAR aktivitesini azaltirken,
GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu ile %56 azalmistir. SNP altinda R uygulamasi Col.’un DHAR
aktivitesini %46 azaltmistir. Ancak GLR 3.4.1 yoksunlugu DHAR aktivitesini %90 ve GLR
3.4.2 yoksunlugu ise %48 artirmistir. Disaridan cPTIO uygulanmas: ise Col. kontrole gore
kiyaslandiginda DHAR aktivitesini %36 azalmistir (Sekil 3.20).
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Sekil 3.20 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm, S+R ve
cPTIO uygulamalarmin DHAR aktivitesi tizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir
(p<0,05).
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3.6 Lipid Peroksidasyon (TBARS) Miktari

Normal kosullarda, GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu TBARS miktarini
%10 artirmistir. Disarindan SNP uygulanmasi, Col.’un TBARS miktarim1 %34 artirmistir.
Ancak bu artis GLR 3.4.1 yoksunlugu ile %24 ve GLR 3.4.2 yoksunlugu ile de %31
azalmistir. Tunikamisin (Tm) uygulanmast Col.’un TBARS miktarin1 %18 artirmistir. Ayni1
kosullar altinda GLR 3.4.1 yoksunlugu TBARS miktarin1 %26 daha fazla artirirken GLR
3.4.2 yoksunlugu %20 azalmaya sebep olmamistir. SNP varliginda Tm uygulamasi kontrole
gore Col.’de TBARS miktarin1 %12 artirmistir. GLR 3.4.1 yoksunlugu ile S+Tm uygulanmis
Col.’e gore TBARS miktarin1 %19, GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu ise %7 artirmistir.
Disaridan R uygulamasi, kontrole gore, Col.’un TBARS miktarin1 %11 artirmistir. Ancak
GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu %12 oraninda TBARS miktarini artirirken, GLR 3.4.2 geninin
yoksunlugu ile de %22 azalmistir. SNP altinda R uygulamasi Col.’un TBARS miktarini
degistirmemistir. Ancak GLR 3.4.1 yoksunlugu TBARS miktarin1 %13 azaltmis ve GLR
3.4.2 yoksunlugu ise degistirmemistir. Disaridan cPTIO uygulanmasi ise Col. kontrole gore
kiyaslandiginda TBARS miktar1 %11 azalmistir (Sekil 3.21).
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Sekil 3.21 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm,
S+R ve cPTIO uygulamalarinin TBARS miktar1 tizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark belirtmektedir
(p<0,05).
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3.6 Protein Oksidasyonu

Normal kosullarda, GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu protein oksidasyonunu
sirastyla %35 ve %95 artirmistir. Disarindan SNP  uygulanmasi, Col.’un protein
oksidasyonunu %48 artirmistir. Bununla birlikte bu artis GLR 3.4.1 yoksunlugu yaklasik 3
kat daha ve GLR 3.4.2 yoksunlugu ile %11 daha fazla artisa sebep olmustur. Tunikamisin
(Tm) uygulanmasit Col.’un protein oksidasyonunu %20 artirmistir. Ayni kosullar altinda GLR
3.4.1 yoksunlugu protein oksidasyonunu %37 daha artirirken GLR 3.4.2 yoksunlugu ile
degisiklik goriilmemistir. SNP varliginda Tm uygulamasi kontrole gore Col.’de protein
oksidasyonunu %51 artirmistir. GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu S+Tm
uygulanmis Col.’e gore protein oksidasyonunu sirasiyla %32 ve %14 azaltmistir. Disaridan R
uygulamasi, kontrole gore, Col.’un protein oksidasyonunu sadece %7 artirmistir. Bu artig
GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu ile 1,5 kat daha artarken, GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu ile
%21 daha artmistir. SNP altinda R uygulamasi Col.’un protein oksidasyonunu %24
artirmigtir. Ancak GLR 3.4.1 yoksunlugu protein oksidasyonunu %40 ve GLR 3.4.2
yoksunlugu %34 artirmistir. Disaridan cPTIO uygulanmasit ise Col. kontrole gore

kiyaslandiginda protein oksidasyonunu %31 artirmustir (Sekil 3.22).

0,0250 -
0,0200 4
0,0150 4
0,0100 4

0,0050 -~

0,0000 -

Protein oksidasyonu (nmol karbonil (mg protein)?)

Kontrol SNP Tunikamisin Rotenon SNP + Tunikamisin SNP + Rotenon

Sekil 3.22 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm,

S+R ve cPTIO uygulamalarinin protein oksidasyonu flizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark
belirtmektedir (p<0,05).
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3.7 Gen ifadelerinin Belirlenmesi

3.7.1 ER-iliskili Genlerin Belirlenmesi

Normal kosullarda ile, disaridan SNP uygulanan gruplar kiyaslandiginda, Col.’un
bZIP28 transkripsiyonu 1,6 katina ¢ikmustir. Bununla birlikte bZIP28 transkripsiyonu GLR
3.4.1 yoksunlugunda 1,5 kat daha artmistir. Ancak GLR 3.4.2 yoksunlugu belirgin bir
degisiklige neden olmamistir. Digaridan Tunikamisin (Tm) uygulanmasit Col.’un bZIP28
transkripsiyonunu yaklasik 2 katina ¢ikarmistir. Ayn1 kosullar altinda GLR 3.4.1 yoksunlugu
bu genin transkripsiyonunu 5 kat daha artirmis ancak GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu
degistirmemistir. SNP varlifinda Tm uygulamasi kontrole gore Col.’de bZIP28
transkripsiyonu 1,6 katina ¢ikarmistir. GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu S+Tm
uygulanmis Col.’e gdre benzer seviyede kalmistir. Disaridan R uygulamasi, kontrole gore,
Col.’un bZIP28 transkripsiyonunu 2,3 katina ¢ikarirken, en biiyiik artis, GLR 3.4.1 geninin
yoksunlugu ile yaklasitk 7,5 kattir. Ayrica, GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu bZIP28
transkripsiyonu 1,3 katina c¢ikmistir. SNP altinda R uygulamasi Col.’un bZIP28
transkripsiyonunu 1,5 katina ¢ikarirken, GLR 3.4.1 yoksunlugu bu genin transkripsiyonu S+R
uygulanmis Col.’e gore yaklasik 6 kat daha ¢ikarmistir. GLR 3.4.2 yoksunlugu belirgin bir
artisa sebep olmamistir. Disaridan cPTIO uygulanmasi ise Col. kontrole gore kiyaslandiginda

bZIP28 transkripsiyonu 2 katina ¢ikarmistir (Sekil 3.23).
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Sekil 3.23 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm,
S+R ve cPTIO uygulamalarmin bZIP28 transkripsiyonu tizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark
belirtmektedir (p<0,05).
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Disaridan SNP uygulamasi, Col.’un bZIP60 transkripsiyonu 1,6 katina g¢ikmistir.
Bununla birlikte GLR 3.4.1 yoksunlugunda bu genin ifadesi 6 kat azaltirken, GLR 3.4.2
yoksunlugu azalmaya neden olmamistir. Disaridan Tunikamisin (Tm) uygulanmasi Col.’un
bZIP60 transkripsiyonunu yaklasik 2,6 katina ¢ikarmistir. Ayni kosullar altinda bu genin
transkripsiyonunu GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunlugu ile az azalmigtir. SNP varliginda Tm
uygulamasi kontrole gore Col.’de bZIP60 transkripsiyonu 1,6 katina ¢ikarmistir. GLR 3.4.1
ve GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu S+Tm uygulanmis Col.’e gbére az miktarda artirmistir.
Disaridan R uygulamasi, kontrole gore, Col.’un bZIP60 transkripsiyonunu 1,3 katina
cikartmis ve hem GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu hem de GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu
bZIP60 transkripsiyonu Col.’e benzer seviyededir. SNP altinda R uygulamasi Col.’un bZIP60
transkripsiyonunu 1,2 katina ¢ikarirken, GLR 3.4.1 yoksunlugu bu genin transkripsiyonu S+R
uygulanmis Col.’e gore yaklasik 2 katina ¢ikarmis ancak GLR 3.4.2 yoksunlugu belirgin bir
artisa sebep olmamistir. Disaridan cPTIO uygulanmasi ise Col. kontrole gore kiyaslandiginda

bZIP60 transkripsiyonu 1,2 katina ¢ikarmistir (Sekil 3.24).

bZIP60

Gen ifadesi (Kat)
3

S
s

R
e

o O & T (53 b & o N v A @ ™ N A
Sy & S & NG S & ¢ L SN &
A Ol & & D &0 N
A 2 % 1@ &‘%« B ,5&9
Kontrol SNP Tunikamisin Rotenon SNP + Tunikamisin SNP + Rotenon

Sekil 3.24 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm,
S+R ve cPTIO uygulamalarmin bZIP60 transkripsiyonu iizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark
belirtmektedir (p<0,05).

Disaridan SNP uygulamasi, Col.’un IRE1A transkripsiyonunu 8 katina ¢ikmistir. Bu
artis GLR 3.4.1 yoksunlugunda bu genin ifadesi 4 kat azaltmis ve GLR 3.4.2 yoksunlugu ile
yaklagik 10 kat azalmistir. Disaridan Tunikamisin (Tm) uygulanmast Col.’un IREI1A
transkripsiyonunu yaklagik 12 katina c¢ikarmigtir. Ayni  kosullar altinda bu genin
transkripsiyonunu GLR 3.4.1 yoksunlugu ile 3 kat azalmis hatta, GLR 3.4.2 yoksunlugu ile de
kontrol seviyesinde kalmistir. SNP varliginda Tm uygulamasi kontrole gore Col.’de IRET1A
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transkripsiyonu 13 katina ¢ikarirken, GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu S+Tm
uygulanmis Col.’e gore azalirken kendi kontrolleri seviyesinde kalmistir. Disaridan R
uygulamasi, kontrole gére, Col.’un IRE1A transkripsiyonunu 15 katina ¢ikarken, GLR 3.4.1
geninin yoksunlugu ile de azalmis, ancak GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu degistirmemistir.
SNP altinda R uygulamasi Col.’un IRE1A transkripsiyonunu 11 katina ¢ikarirken, GLR 3.4.1
yoksunlugu bu genin transkripsiyonunu S+R uygulanmig Col.’e gore 0,4 kat daha az
artirmistir. Disaridan cPTIO uygulanmasi ise Col. kontrole gore kiyaslandiginda IRE1A
transkripsiyonu 12 kata ¢ikarmistir (Sekil 3.25). Yapilan uygulamalar ile IREIB geninin
transkripsiyonu IRE1A ile benzer artis ve azalislara sebep olmustur (Sekil 3.26).
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Sekil 3.25 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm,
S+R ve cPTIO uygulamalarinin IRE1A transkripsiyonu iizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark
belirtmektedir (p<0,05).
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Sekil 3.26 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm,
S+R ve cPTIO uygulamalarinin IRE1B transkripsiyonu iizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark

belirtmektedir (p<0,05).

Disaridan SNP uygulamasi, Col.’un BIP3 transkripsiyonunu 4,8 katina ¢ikmistir. GLR
3.4.1 yoksunlugunda bu genin ifadesi atarken, GLR 3.4.2 yoksunlugu belirgin bir degisiklige
neden olmamustir. Tunikamisin (Tm) uygulanmasi Col.’un BIP3 transkripsiyonunu 4 katina
cikarmistir. Ayni1 kosullar altinda bu genin transkripsiyonunu GLR 3.4.1 yoksunlugu 3 kat
daha attirmistir ancak, GLR 3.4.2 yoksunlugu ile belirgin bir degisiklik olmamistir. SNP
varliginda Tm uygulamasi kontrole goére Col.’de BiP3 transkripsiyonu 4 katma ¢ikmis, GLR
3.4.1 ile bu artis ayn1 seviyede iken GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu S+Tm uygulanmis Col.’e
gore 4 kat azalisa sebep olmustur. Digsaridan R uygulamasi, Tm uygulamasi ile benzer
seviyelerde degisikliklere sebep olmustur. SNP altinda R uygulamasi Col.’un BIP3
transkripsiyonunu 4 katina ¢ikarmistir. GLR 3.4.1 yoksunlugu bu genin transkripsiyonunu
S+R uygulanmig Col. ile benzer seviyede kalmasina sebep olmustur. Disaridan cPTIO
uygulanmasi ise Col. kontrole gore kiyaslandiginda BIP3 transkripsiyonu 5 katia ¢ikarmustir

(Sekil 3.27).
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Sekil 3.27 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm,
S+R ve cPTIO uygulamalarinin BIP3 transkripsiyonu iizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark
belirtmektedir (p<0,05).

Disaridan SNP uygulamasi, Col.’un EROI1 transkripsiyonunda normal kosullara gore
biiyiik oranda azalis belirlenmistir. Ancak GLR 3.4.1 yoksunlugunda bu genin ifadesi 1,6 kat

artirrken, GLR 3.4.2 yoksunlugu ile de artmistir. Tunikamisin (Tm) uygulanmasi Col.’un
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ERO1 transkripsiyonunu 2 katina ¢ikarmistir. Ayni  kosullar altinda bu genin
transkripsiyonunu GLR 3.4.1 yoksunlugu ile 2,5 katina ¢ikarmistir ancak, GLR 3.4.2
yoksunlugu ile 2 kat azalmistir. SNP varliginda Tm uygulamasi kontrole gore sadece Tm
uygulamasi ile benzer sekilde degistirmistir. Disaridan R uygulamasi, kontrole gore, Col.’un
EROL1 transkripsiyonunu azaltirken, GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu ile yaklagik 9 katina ve
GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu ile de 4 katina ¢ikmistir. SNP altinda R uygulamasi EROI
transkripsiyonunu disaridan sadece R uygulamasi ile benzer sekilde degistirmistir. Disaridan
cPTIO uygulanmasi ise Col. kontrole gore kiyaslandiginda ERO1 transkripsiyonu azaltmistir
(Sekil 3.28).
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Sekil 3.28 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm,
S+R ve cPTIO uygulamalarinin ERO1 transkripsiyonu iizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark
belirtmektedir (p<0,05).

Disaridan SNP uygulamasi, Col.’un CNX transkripsiyonunu yaklasik 8 kat azaltmistir.
Bu azalis GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu ile CNX transkripsiyonunda 4 kat artisa sebep
olmustur. Ancak GLR 3.4.2 yoksunlugunda bu genin ifadesi 2,6 kat artirmistir. Tunikamisin
(Tm) uygulanmast Col.’un CNX transkripsiyonunu 1,2 katina ¢ikarmistir. Ayni kosullar
altinda bu genin transkripsiyonunu GLR 3.4.1 yoksunlugu ile 6 katina ve GLR 3.4.2
yoksunlugu ile 3 katina ¢ikmistir. SNP varliginda Tm uygulamas1 kontrole gore Col.’de 1,13
artmistir. GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu Col. S+Tm’ye gore 4 katina ve GLR 3.4.2 geninin
yoksunlugu ile de 3 katina ¢ikarmustir. Disaridan R uygulamasi, kontrole gore, Col.’un CNX
transkripsiyonunu azaltirken, GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu ile artigsa sebep
olmustur. SNP altinda R uygulamasi kontrole gore, Col.’un CNX transkripsiyonunu

azaltirken, GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunlugu bu genin transkripsiyonunu S+R uygulanmis
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Col.’e gore yaklasik 2 katina ¢ikarmistir. Digsaridan cPTIO uygulanmasi ise Col. kontrole gore
kiyaslandiginda CNX transkripsiyonunu azaltmistir (Sekil 3.29).
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Sekil 3.29 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm,
S+R ve cPTIO uygulamalarinin CNX transkripsiyonu iizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark

belirtmektedir (p<0,05).

Disaridan SNP uygulamasi, Col.’un, GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu PDI5
transkripsiyonunda normal kosullara gore azalmaya sebep olmustur. Tunikamisin (Tm)
uygulanmast Col.’un PDI5 transkripsiyonunu 2,6 artirirken, GLR 3.4.1 yoksunlugu
degisiklige sebep olmazken, bu artigy GLR 3.4.2 yoksunlugu ile yaklagik 5 kat daha artmistir.
SNP varliginda Tm uygulamasi kontrole gore Col.’de PDIS5 transkripsiyonunda 4 katina
cikarken, GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu Col. S+Tm’ye gore 1,5 katina ¢ikartirken, GLR
3.4.2 geninin yoksunlugu ile de yaklasik 2 kat azalmistir. Disaridan R uygulamasi, kontrole
gore, Col.”un PDIS5 transkripsiyonunda azalma goriilmiistiir. SNP altinda R uygulamasi PDIS
transkripsiyonunda R uygulamasi ile benzer sekilde azalmistir. Digsaridan cPTIO uygulanmasi

ise Col. kontrole gore kiyaslandiginda PDIS5 transkripsiyonunu azaltmistir (Sekil 3.30).
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Sekil 3.30 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm,
S+R ve cPTIO uygulamalarinin PDIS transkripsiyonu {izerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark
belirtmektedir (p<0,05).

3.7.2 Mitokondri-iliskili Genlerin Ifadesi

Disaridan SNP uygulamasi, Col.’un, UPOX transkripsiyonunu 11 katina ¢ikarmistir. Bu
artis, GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu ile 2 katina ¢ikarmigtir. GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu
ile UPOX transkripsiyonunda yaklasitk 10 kata kadar azaltmistir. Tunikamisin (Tm)
uygulanmasi Col.’un UPOX transkripsiyonunu 12 kat artirirken, GLR 3.4.1 yoksunlugu Tm
uygulanmis Col.’e goére 4 katina ¢ikarmistir. GLR 3.4.2 yoksunlugu ise degisiklige sebep
olmamigtir. SNP varliginda Tm uygulamasi kontrole gére Col.’de UPOX transkripsiyonunda
13 katina c¢ikartirken, GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu ile azalirken, GLR 3.4.2 geninin
yoksunlugu ile bir degisiklik gbzlenmemistir. Disaridan R uygulamasi, kontrole gére, Col.’un
UPOX transkripsiyonunda 21 kat artisa sebep olurken, GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu Col.
S+R’ye gore yaklasik 3 kat artmis ancak GLR 3.4.2 ile kontrol seviyesinde kalmistir. SNP
altinda R uygulamasi UPOX transkripsiyonunda 8 kat artisa sebep olmustur. Ancak GLR
3.4.1 geninin yoksunlugu Col. S+R’ye gore yaklasik 6 katina ¢ikmis, GLR 3.4.2 ile kontrol ile
ayni seviyede kalmistir. Disaridan cPTIO uygulanmasi ise Col. kontrole gore kiyaslandiginda

UPOX transkripsiyonunu 10 katina ¢ikarmigtir (Sekil 3.31).
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Sekil 3.31 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm,
S+R ve cPTIO uygulamalarimin UPOX transkripsiyonu fizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark
belirtmektedir (p<0,05).

Disaridan SNP uygulamasi, Col.’un, AOX1 transkripsiyonunu 14 katina ¢ikarmistir. Bu
artts GLR 3.4.1 geninin yoksunlugunda yaklasik 7 kat azalmistir. Ancak, GLR 3.4.2 geninin
yoksunlugu AOX1 transkripsiyonunda normal kosullara gore degisiklige sebep olmamustir.
Tunikamisin (Tm) uygulanmasi Col.”’un AOX1 transkripsiyonunu 16 kat artirirken, kontrole
gore GLR 3.4.1 yoksunlugu Tm uygulanmasi ile yaklagik 2,5 kat azalmig ancak GLR 3.4.2
yoksunlugu ile azalarak kontrol seviyesinde kalmistir. SNP varliginda Tm uygulamasi
kontrole gore Col.’de AOXI1 transkripsiyonunda 11 katina ¢ikartirken, GLR 3.4.1 ve GLR
3.4.2 yoksunlugu ile yaklasik 10 kat azalarak kontrol seviyesinde kalmistir. Uygulamalar
arasinda en bliylik artis disaridan R uygulamasi ile, kontrole gore, Col.’un AOX1
transkripsiyonundur. Bu artig 18,5 kattir. GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu ise bu artis1 yaklagik
2,5 kat azaltmis ancak GLR 3.4.2 yoksunlugu AOXI transkripsiyonunu azaltarak kontrol
seviyesine getirmistir. SNP altinda R uygulamasi AOX1 transkripsiyonunda 14 kat artisa
sebep olmustur. Ancak bu artis GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu ile yaklasik 2,5 kat azalirken,
azalarak kontrol seviyesinde kalmistir. Disaridan cPTIO uygulanmasi ise Col. kontrole gore

kiyaslandiginda AOX1 transkripsiyonunu 18 katina ¢ikarmistir (Sekil 3.32).
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Sekil 3.32 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm,
S+R ve cPTIO uygulamalarinin AOXI1 transkripsiyonu iizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark
belirtmektedir (p<0,05).

Disaridan SNP uygulamasi, Col.’un, UCP1 transkripsiyonunu 16 katina ¢ikarmistir. Bu
artts GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu ile yaklasik 1,5 kat azalirken, GLR 3.4.2 geninin
yoksunlugu UCPI transkripsiyonunu azaltarak kontrol seviyesine getirmistir. Tunikamisin
(Tm) uygulanmas: Col.’un UCP1 transkripsiyonunu 16 kat artirirken, bu artis GLR 3.4.1
yoksunlugu ile 1,6 kat daha da artirmis ancak GLR 3.4.2 yoksunlugu ise azaltarak kontrol
seviyesine getirmistir. Disaridan R uygulamasi ile tunikamisin uygulamasinda artiglar tiim
gruplar da ayn1 sekilde belirlenmigtir. SNP varliginda Tm uygulamasi kontrole gére Col.’de
UCP1 transkripsiyonunda yaklasik 14 katina ¢ikartirken, bu artis GLR 3.4.1 yoksunlugu ile
2,6 kat azalmasma sebep olurken GLR 3.4.2 yoksunlugu ise bu artis1 azaltarak kontrol
seviyesine getirmistir. SNP altinda R uygulamasi UCP1 transkripsiyonunda 12 kat artisa
sebep olmustur. GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu ile bu artig 1,3 katina ¢ikmis ancak GLR 3.4.2
yoksunlugu ile azaltarak kontrol seviyesinde kalmistir. Disaridan cPTIO uygulanmasi ise Col.

kontrole gore kiyaslandiginda UCP1 transkripsiyonunu 15 katina ¢ikarmistir (Sekil 3.33).
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Sekil 3.33 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm,
S+R ve cPTIO uygulamalarinin UCP1 transkripsiyonu iizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark
belirtmektedir (p<0,05).

SNP uygulamasi, Col.’un, SDH2E transkripsiyonunu 13 katina ¢ikarmistir. GLR 3.4.1
ve GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu SDH2E transkripsiyonunu azaltarak kontrol seviyesine
kalmasina sebep olmustur. Tunikamisin (Tm) uygulanmasi Col.’un SDH2E transkripsiyonunu
yaklagik 4 kat artirirken, bu artis GLR 3.4.1 yoksunlugu ile yaklasik 2 kat azalmis ve GLR
3.4.2 yoksunlugu ile azaltarak kontrol seviyesinde kalmistir. SNP varliginda Tm uygulamasi
kontrole gére Col.’de SDH2E transkripsiyonunu yaklasik 6 katina ¢ikartirken, kontrole gore
GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunlugu azaltarak kontrol seviyesine gelmistir. Disaridan R
uygulamasi, kontrole gére, Col.’un SDHZ2E transkripsiyonunda 12 kat artisa sebep olurken,
GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu ile bu artis yaklasik 5 kat azalirken GLR 3.4.2 geninin
yoksunlugu SDH2E transkripsiyonunu azaltarak kontrol seviyesine gelmistir. SNP altinda R
uygulamas1 SDH2E transkripsiyonunda 13 kat artisa sebep olmustur. GLR 3.4.1ve GLR 3.4.2
geninin yoksunlugu ile bu artis azaltarak kontrol seviyesine gelmistir. Disaridan cPTIO
uygulanmasi ise Col. kontrole gore kiyaslandiginda SDH2E transkripsiyonunu 9 katina

cikarmustir (Sekil 3.34).
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Sekil 3.34 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm,
S+R ve cPTIO uygulamalarinin SDH2E transkripsiyonu iizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark
belirtmektedir (p<0,05).

Disaridan SNP uygulamasi, Col.’un, COX5B transkripsiyonunu 4 katina ¢ikarmistir. Bu
artis, GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu ile yaklasik 1,5 kat azalmasina sebep olmustur. GLR
3.4.2 geninin yoksunlugu ise COX5B transkripsiyonunu 4 kat azaltarak kontrol seviyesine
getirmigtir. Tunikamisin (Tm) uygulanmasi Col.”un COX5B transkripsiyonunu yaklasik 5 kat
artirirken, kontrole gore GLR 3.4.1 yoksunlugu Tm uygulanmast ile yaklasik 7 kat artirmis ve
bu artiy GLR 3.4.2 yoksunlugu ile yaklasik 1,4 kat daha artirmistir. SNP varliginda Tm
uygulamasi kontrole gore Col.’de COXS5B transkripsiyonunu yaklasik 4 katina ¢ikartirken, bu
artist GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunlugu azaltarak kontrol seviyesine getirmistir. Disaridan
R uygulamasi, kontrole gore, Col.’un COX5B transkripsiyonunda 6 kat artisa sebep olurken,
GLR 3.4.1 yoksunlugu kontrole gore 8 katina ¢ikarmis ancak GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu
kontrole gore degismemistir. SNP altinda R uygulamasi COXS5B transkripsiyonunda 4 kat
artisa sebep olmustur. Bu artist GLR 3.4.1 yoksunlugu 1,5 kat daha fazla artirmis, ancak GLR
3.4.2 geninin yoksunlugu azaltarak kontrol seviyesine getirmistir. Disaridan cPTIO
uygulanmas1 ise Col. kontrole gore kiyaslandiginda COXS5B transkripsiyonunu 4 katina
cikarmustir (Sekil 3.35).
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Sekil 3.35 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm,
S+R ve cPTIO uygulamalariin COX5B transkripsiyonu iizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark
belirtmektedir (p<0,05).

Disaridan SNP uygulamasi, Col.’un, CI7B transkripsiyonunu 13 katina g¢ikartmigtir.
Ancak bu artis, GLR 3.4.1 geninin yoksunlugu ile 4 kat azaltmistir. Bunun disinda, GLR 3.4.2
geninin yoksunlugu CI7B transkripsiyonunu azaltarak kontrol seviyesine getirmistir.
Tunikamisin (Tm) uygulanmasi Col.’un CI7B transkripsiyonunu 16 kat artirirken, bu artis
GLR 3.4.1 yoksunlugu ile yaklasik 3 kat azaltmis, GLR 3.4.2 yoksunlugu ile de azaltarak
kontrol seviyesine inmigtir. SNP varliginda Tm uygulamasi kontrole gore Col.’de CI7B
transkripsiyonunu yaklagik 11 katina ¢ikartirken, GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 yoksunlugu ile bu
artig azaltarak kontrol seviyesine inmistir. Disaridan R uygulamasi, kontrole gére, Col.’un
CI7B transkripsiyonunda 14 kat artigsa sebep olurken, bu artis GLR 3.4.1 yoksunlugu kontrole
gore azalmig ancak GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu ile azaltarak kontrol seviyesine getirmistir.
SNP altinda R uygulamasi1 CI7B transkripsiyonunda 13 kat artisa sebep olmustur. GLR 3.4.1
yoksunlugu ile bu artis 2 kat azalmaya sebep olurken GLR 3.4.2 geninin yoksunlugu ile
azaltarak kontrol seviyesine getirmistir. Disaridan cPTIO uygulanmasi ise Col. kontrole gore

kiyaslandiginda COX5B transkripsiyonunu 12 katina ¢ikarmigtir (Sekil 3.36).



94

Ci7B

18,00 4
16,00 4

14,00 4

= e
o N
o ©
S o

Gen ifadesi (Kat)
G
o o (=]
o o o

Lo
o
o

=)
=}
s}

Kontrol SNP Tunikamisin Rotenon SNP + Tunikamisin SNP + Rotenon

Sekil 3.36 Yabani tip Arabidopsis thaliana Col. ve atglr3.4 mutantlarina egzojen SNP, Tm, R, S+Tm,
S+R ve cPTIO uygulamalarinin CI7B transkripsiyonu {iizerine etkisi. Harfler istatistiksel anlamda fark

belirtmektedir (p<0,05).
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4. TARTISMA

Bilindigi tizere Arabidopsis thaliana bitki biyolojisinin model organizmasi olarak pek
cok calismada kullanilmaktadir. Bunun disinda, son yillarda 6zellikle insan hastaliklarinin
temelini olusturan molekiiler mekanizmalarin anlagilmasinda da ¢ok degerli bir ara¢ olarak
gosterilmektedir. A. thaliana ve insan genomlar1 karsilastirildiginda, insan hastaliklarina
neden olan genlerin yiiksek ylizdesinin Arabidopsis’te de var oldugu tanimlanmistir (Xu and
Moller, 2011). Arabidopsis’in kullanildig1r bilimsel c¢alismalardan elde edilen sonuglarla,
insanlardaki norodejeneratif hastaliklarin olusumuna neden olan hiicresel yolaklardaki
eksiklikler tamamlanmaya g¢alisilmaktadir. Yapilan arastirmalar, PreP (Pre-sequence Proteaz)
ve DJ-1/PARK (Parkinson iliskili gen DJ-1) genlerindeki mutasyonlarin yaninda beyin hiicre
zarindaki NMDAR (Glutamat reseptorii) araciliklt NO birikiminin tegvik ettigi, PDI (Protein
Disiilfit Izomeraz) enziminin inhibisyonuyla olusan mitokondri ve endoplazmik retikulum
(ER) stresinin insanlarda Alzheimer ve Parkinson’a neden oldugunu gostermistir. (Uehara et
al., 2006). Diger yandan Lam et al., (1998) tarafindan Arabidopsis hiicre zarinda da
insanlardaki NMDAR-benzeri GLR reseptorlerinin  oldugu kesfedilmistir. Hatta bu
reseptorlerden GLR3.4.1°in aktivasyon eksikligine bagl olarak sitosole giren Ca’* miktarinin
azaldigr bulunmustur (Cheng et al., 2018). Ancak GLR aktivasyonuna bagli olarak NO
miktarindaki degisimin hiicre i¢i ROS-RNS iiretimini ve antioksidan savunma sistemini nasil
etkiledigi bilinmemektedir. Ayrica bu reseptordeki aktivasyon kaybinin, hiicrede metabolik
faaliyetlerin en yogun oldugu iki organel olan mitokondri ve ER stresi iizerindeki etkilerinin
de neler oldugu konusu heniiz netlik kazanmamistir. Bu nedenle arastirmamizda A.
thalina’daki GLR 3.4 reseptoriindeki aktivasyon azalisinin, hiicre i¢ci ROS/RNS dengesi,
antioksidan savunma sistemi ve ER/Mitokondri organel stresleri {iizerindeki etkisi
arastirllmistir. Bu amacla arastirmamizda bitki materyali olarak AtGLR3.4 (atglr3.4-1 ve
atglr3.4-2) olgun rozet yapraklar: kullanilmistir.

GLR 3.4 reseptdrlerinin hiicre ici NO miktari iizerindeki etkisi:

Caligmamizda, GLR3.4.1 ve GLR3.4.2 yoksunlugu NO miktarinda belirgin bir
azalmaya neden olmustur. Benzer olarak NO siipiiriiciisii olan cPTIO uygulanmasi da pek ¢ok
calismada oldugu gibi (6r: Xiong et al., 2009; Perlikowski et. al., 2022) NO miktarini
azaltmistir. Hatta bu azalma oraninin, GLR3.4.1 ve GLR3.4.2 yoksunluguna bagli NO
miktarindaki azalma oranina benzer oranda olmasi dikkat ¢ekicidir. Ayrica, SNP-tesvikli
nitrosatif stres, Tunikamisin-tesvikli ER stresi ve Rotenon-tesvikli mitokondriyal stres
Col.”un NO miktarinda yaklasik %13 artisa neden olmustur. Bu stresler altindaki atglr3.4.1 ve
atglr3.4.2 mutantlarinin NO miktari ise, Col.’linkiyle benzer orandadir. Dolayisiyla GLR 3.4
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aktivasyonun azalmasi nitrosatif, ER ve mitokondriyal strese bagli NO miktarindaki azalmay1
degistirmemistir. Diger yandan bu c¢alismada, tek basina streslerle (nitrosatif, ER,
mitokondriyal stresler) karsilastirildiginda nitrosatif+ER stresi ve nitrosatif+mitokondriyal
stresin birlikte uygulanmasi, Col.’de NO miktarin1 daha ¢ok artirmistir. Bununla birlikte NO
miktarindaki bu artis oraninin, Col.’de ve atglr3.4 mutantlarinda da ayni oldugu tespit

edilmistir.

Bitki sistemlerinde NO {iretimi nitrat bagimli yolak ve L-arginin bagimh yolak ile
gerceklesir. NO'nun temel olarak memeli hiicrelerinde NOS enzimleri ailesi aracilifiyla
tiretildigi bilinmektedir. NOS enzimi, L-arginin'den NO'nun {retimini katalize eder
(Domingos et al., 2015). Bitkilerde NOS varlig1 veya benzer enzimler hakkinda daha az kanit
vardir, ancak Guo et al., (2003) Arabidopsis thaliana'da memelilere benzer sekilde AtNOS1
geninin varligint tanimlamigtir. AtNOSI, nitrik oksit iliskili-1 geni olarak adlandirilmistir
(Crawford et al., 2006). Calismamizda, GLR3.4.1 ve GLR3.4.2 yoksunlugu, kontrol
kosullarinda NOS aktivitesinin azalmasina sebep olmustur. Bu durum normal kosullar altinda
GLR mutantlarindaki NO miktarindaki azalmanin nedeni olabilir. Benzer sekilde, kontrol
kosullar1 ile karsilastirildiginda, nitrosatif stres altinda NOS aktivitesi tiim genotiplerde
azalmistir. Sonuglarimiza paralel olarak Xiong et al. (2009)’da SNP uygulamasi ile NOS
aktivitesinin azaldigi belirtilmistir. Bilindigi gibi NOS tarafindan baglatilan NO {iretimi
sonucu artan NO seviyesi, NOS aktivitesini geri besleme yoluyla diizenlenmektedir. Artan
NO diizeyler1 NOS aktivitesini inhibe eder. Bu geri besleme mekanizmasi, hiicresel NO
seviyelerinin dengelenmesine ve kontrol edilmesine yardimei olur. Bu sebeple, ¢alismamizda
SNP verilmesi ile artan NO miktarinin NOS aktivitesinin azalmasina sebep olabilecegini
gostermektedir. Hem bitkilerde hem de memelilerde yapilan ¢alismalar ile bu geri besleme

mekanizmasi agik¢a goriilmiistiir (Assreuy et al., 1993; Ravi et al., 2003; Xiong et al., 2009).

Nitrosatif stres ile karsilastirdigimizda, ER stresi ve mitokondriyal stres altindaki Col.
genotipinde NOS aktivitesi belirgin olarak artmistir. Aksine, Col. genotipi ile
karsilastirilldiginda atglr3.4.1 ve atglr3.4.2 mutantlarinda NOS aktivitesi belirgin olarak
azalmistir. Yine literatiir ile uyumlu olarak (Xiong et al., 2009) cPTIO uygulamasi da NOS
aktivitesini azaltmistir. Iova et al., (2023)’de bahsedildigi gibi; Col.’deki ER stresi,
fonksiyonlarda bozulmaya ve dolayisiyla Ca®* salimmmma yol agarak NO seviyesini
diizenlemek amaciyla NOS'u aktive etmis olabilir, bu da NO miktarindaki artisin nedeni
olabilir. Col.’lin aksine GLR mutantlarindaki NOS aktivitesindeki azalmaya karsilik NO
miktarindaki artis, ER stresi altindaki atglr3.4.1 ve atglr3.4.2 mutantlarindaki farkli bir NO



97

sentez yolaginin (nitrat rediiktaz gibi) aktif olabilecegini gostermektedir. Diger yandan
siganlarda yapilan bir ¢alismada ise, mtNOS un kompleks I ile fonksiyonel olarak iliskili
oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada, Kompleks I aktive oldugunda mtNOS yiiksek aktivite
gostermistir (Parihar et al., 2007). Bu baglamda, ¢alismamizda mitokondriyal stres altinda
gozlenen NOS aktivitesindeki azalma, rotenonun Kompleks I {izerindeki inhibe edici
etkisinden kaynaklanabilir. ER stresine benzer olarak, mitokondriyal stres altindaki
mutantlarda gézlenen NOS aktivitesindeki azalmaya ragmen, NO miktarinda meydana gelen

art1s, mutantlarda aktif hale gelen bagka bir NO sentez yolaginin oldugunu gosterebilir.

S-Nitrosoglutatyon (GSNO), NO'nun depolanma ve tasinma seklidir. Bu sekilde NO
sinyalini diger proteinlere aktarabildiginden (trans-nitrosilasyon) NO sinyallemesinde ¢ok
onemli bir igleve sahiptir. GSNO seviyesi ve dolayistyla S-nitrosillenmis proteinlerin seviyesi,
GSNO-rediiktaz (GSNOR) tarafindan diizenlenir. GSNOR, memelilerde, mayalarda ve
bitkilerde olduk¢a korunmus bir enzimdir ve nitrosatif stres altindaki hiicreleri korumak igin
gereklidir (Corpas et al., 2011). Bu enzim, S-nitrozotiol (SNO) seviyesini diizenler ve NO
sinyalinin ayarlanmasinda dengeleyici bir rol oynamaktadir (Lindermayr, 2018). NO in vivo
ortamda ¢ok kisa bir yar1 dmre sahipken, SNO'lar genellikle daha kararlidir. SNO'lar da
NO'nun taginmasi ve depolanmasi yani sira, hiicre sinyallemesinde ve stres kosullarinda yer
alan posttranslasyonel modifikasyonlarda rol alabilir (Lindermayr and Durner, 2009). Bu
calismada, kontrol kosullar1 altinda GLR3.4.2 yoksunlugu SNO miktarin1 degistirmezken
GLR3.4.1 noksanligr ise SNO miktarin1 yaklasik 2 kat artirmistir. Bunun aksine aymi
kosullarda GSNOR aktivitesi GLR3.4.2 yoksunlugunda degismezken, GLR3.4.1
yoksunlugunda ise azalmistir. Normal kosullarda, hiicreler arast SNO igeriginin GSNOR
aktivitesi ile ters iligkili oldugu daha 6nce bir¢ok ¢alismada ifade edilmistir (Rusterucci et al.,
2007; Lee et al., 2008). Bu baglamda GLR mutantlarinda NO dengesinin siirdiiriilebilirliginde
GSNOR aktivitesi ile SNO miktar1 arasindaki antagonist iliskinin 6nemli rol oynadig
sOylenebilir. Beklenilenin aksine, atglr3.4.1 mutantinda, nitrosatif, ER ve mitokondriyal stres
kosullariin sebep oldugu GSNOR aktivitesi azalmasina ragmen SNO miktar1 da azalmistir.
Burada GSNOR ve SNO arasinda stres kosullar1 altinda pozitif bir korelasyonun oldugu
gorlilmiistiir. Benzer bir sonu¢ Frungillo et al. (2013) tarafindan da besin stresi altindaki A.
thaliana’da elde edilmistir. Ancak ilging bir sekilde, adi1 gegen stres kosullari altindaki
atglr3.4.2 mutantlarinda SNO ve GSNOR arasinda negatif bir iligki tespit edildi. Ornegin bu
mutant ER stresi altinda SNO miktarii artirirken GSNOR miktarini belirgin olarak azaltti.

Bu azalmanin nedeni ER stresi altindaki atglr3.4.2 mutantlarindaki asir1 H,O, birikimi
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olabilir. Paraquat-tesvikli oksidatif stres altindaki A. thaliana’da, H,O, miktarindaki artis
GSNOR aktivitesinde azalmaya neden olmustur (Kovacs et al., 2016). Benzer olarak Bai et al.
(2012)°’da soguk stresi altindaki Burmese grape’de GSNOR aktivitesindeki azalis H,0O;
miktarindaki artigla iliskilendirmistir. Bununla birlikte Saccharomyces cerevisiae’deki alkol
dehidrogenaz  (YADHI1)’da  spesifik  sistein  (Cys) aminoasitlerinin  oksidatif
modifikasyonlarindan dolay1 H,O; tarafindan inhibe edilir. Bu enzim yapisal olarak GSNOR
ile iliskilidir. H,0O, uygulamasindan sonra YADHI1’in Cys43 ve Cys153 oksitlenir.
YADH1’in bu sisteinleri, A. thaliana GSNOR’unda sirasiyla Cys47 ve Cys177’¢ karsilik
gelmektedir ( Men and Wang, 2007). Bu bilgiler atglr3.4.2 mutantlarindaki GSNOR f{izerinde

H,0O,’nin inhibe edici etkisi olabilecegi hipotezini desteklemektedir.

ROS’larin belirlenmesi:

AtGLR3.4, glutamat reseptér benzeri kanallar, Ca®*‘a gecirgenlikleri ile dikkat
¢ekmektedir (Vincill et al. 2012). Bilindigi gibi Ca®" birgok hiicresel fonksiyonun
diizenlenmesinde ikincil mesajci olarak rol oynamaktadir (Berridge, 2012). Ca®*, ROS’larla
birlikte diger birgok sistem ve yolak ile is birligi igindedir. Dolayisiyla hiicre igindeki Ca®*
miktarindaki degisiklik bu sistem ve yolaklarin fonksiyonlarinda da degisikliklere neden
olmaktadir (Ermak and Davies, 2002). Ornegin, ROS sinyali ve Ca®* sinyali arasinda cift
yonlii bir etkilesim vardir. Ca? sinyali ROS iiretimi i¢in gerekli iken ROS’larda kalsiyum
sinyalini diizenleyebilirler. Bunun i¢in Ca?**un artmug seviyesi ROS-olusturan enzimleri ve

2+,

serbest radikallerin olusumunu aktive eder (Gorlach et al. 2015). Ca”’a ek olarak, NO’nun da
bitkilerde H,0, iiretimi ig¢in gerekli oldugu, bununla birlikte H,O,’nin de 6zellikle stoma
kapanmasinda NO sentezini tesvik ettigi bilinmektedir (Lu et al., 2009; Liao et al.2012). Bu
nedenle H,O, ve NO arasindaki etkilesim bitkilerdeki birgok fizyolojik ve biyolojik cevabin
hedefi olabilir. Calismamizda, Col. ile karsilastirildiginda, normal kosullarda atglr3.4.1 ve
atglr3.4.2 mutantlarinda; 6zellikle H,O, ve O?" miktarlarmda belirgin bir artis gézlenmistir.
Bu mutantlarin ayni kosullar altindaki NOX aktivitesinde de benzer bir artisin gézlenmesi,
O?" radikalindeki artisin NOX aracili oldugu ve buna paralel olarak H,O, miktarindaki artigin
da NOX aktivitesine bagli oldugu sdylenebilir. Diger yandan, mutant bitki hiicrelerindeki bu
asirt ROS birikiminin diger bir sebebi, mutantlardaki GLR 3.4.1 ve GLR 3.4.2 reseptdrlerinin
aktivitesindeki azalmaya bagli meydana gelen olas1 kalsiyum miktarindaki azalmaya bagl

olabilecegi, NO miktarindaki azalmanin ROS birikiminin diger bir sebebi olabilecegi

soylenebilir.
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Nitrosatif stres altinda tiim genotiplerin H,O, miktar1 artsa da en yiiksek artis atglr3.4.1
mutantinda gozlenmistir. Benzer olarak Recalde et al., (2018)’da nitrosatif strese maruz
birakilan bugdayda H,O, miktarinin arttigir bulunmus ve bu artis, SNP uygulanmasina bagl
NO miktarindaki artis ile iliskilendirilmistir. Ayrica, nérodejeneratif hastaliklarda oksidatif
stresin etkilerinin arastirildigr bir ¢alismada, NMDAR reseptorlerinin aktivitesindeki artisa
bagli olarak hiicredeki asirt NO birikiminin noéronlarda ROS birikimine sebep oldugu
gosterilmistir (Singh et al. 2019). Bu baglamda, ¢alismamizda NMDAR benzeri glutamat
reseptorlerinden GLR3.4.1 VE GLR3.4.2’nin yoksunluguna karsilik disaridan SNP
uygulamasina bagli asirt NO birikiminin bu reseptorlerin mutantlarinda asirt ROS birikimine

sebep olabilecegi sdylenebilir.

Nitrosatif stresle karsilastirildiginda ER stresi ve mitokondriyal stres, tiim genotiplerin
H,O, miktarin1 daha fazla artirmistir. Bu stresler altindaki genotipler birbirleriyle
karsilastirildiginda, en yiliksek H,O, miktar1, ER stresi altinda atglr3.4.2 mutantlarinda elde
edilmistir. Mitokondriyal streste ise atrglr3.4.1°de elde edilmistir. Ozellikle ER stresi altinda
H,0, miktarindaki artis, ER protein katlanma esnasinda disiilfid baglarin olusturulmasina
bagli ER liimenindeki ERO1 tarafindan katalizlenen H,O; liretimiyle ya da NOX-bagli NO
miktarindaki azalmayla iliskilendirilebilir (Sevier and Kaiser, 2008). Bu sonucu atglr
3.4.2’nin EROL1 genini asir1 ifadesi de desteklemektedir. Ayrica Choy et al., (2017), farelerde
ER stresi ile artan O, radikalinin NO ile tepkimeye girerek ONOO- olusturdugunu, bu
durumunda NOS aktivitesinde artiga sebep oldugunu bulmustur. Bu durum, bizim
calismamizdaki ER stres tesvikli O radikal miktarindaki artis ile, ayni kosullardaki NOS
aktivitesini ve NO miktarindaki artis1 da agiklamaktadir.

H20,’e benzer olarak mitokondriyal stres altinda tiim genotiplerin O? radikal miktari
artmistir. Ozellikle mitokondriyal streste atglr 3.4.1°in hem H,O, hem de O radikal
miktarinin diger genotiplerden daha fazla olmasi dikkat ¢ekicidir. Calismamizda, Rotenon
uygulamasiyla ETS bilesenlerinden NADH dehidrogenaz kompleksi (Kompleks I) inhibe
edilmistir (Newhouse et al., 2004; Radad et al., 2006). Kompleks | mitokondrilerdeki
ROS’larin ana kaynagidir ve aktivitesinin manipiilasyonu canlilarin émiirlerini degistirebilir.
Normal sartlar altidan kompleks I i¢cindeki elektronlar Koenzim-Q araciligiyla Kompleks III’e
tagiir. Ancak bazi kosullar altinda Ubiquinol’den Kompleks I’e tasmir ki bu durum Ters
Elektron Tasimmimi olarak bilinir ve ROS olusumuna neden olur. Rotenon, Kompleks I’

inaktive ederek ters elektron akisina, dolayisiyla da hiicre i¢indeki ROS miktarinin artigina
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neden olur. Rotenon uygulanmis tim genotiplerde radikal miktarlarindaki artisin sebebi
budur. Diger GLR mutantlariyla karsilagtirildiginda 6zellikle atglr3.4.1 mutantinin daha fazla
radikal biriktirmesi, bu mutantin Kompleks I’inin rotenona daha duyarli oldugunu
gosterebilir. Benzer durum nitrosatif stresin mitokondriyal ve ER stresi ile birlikte

uygulandig1 gruplarda da gozlenmistir.

Hidroksil radikali, neredeyse biitiin makromolekiiller ile etkilesime girerek yapisal
degisimlere neden oldugu i¢in oksidatif hasardan sorumlu en énemli ROS’lardan biridir. Bu
calismada, R uygulamasi ile OH' siipiiriilme aktivitesinin yeterli olmadig1 goriilmektedir. Bir
calismada, Kompleks-I’in rotenon ile inhibisyonu sonucu O, miktarinin artmasi ile ‘OH
olugmasi goriilmiis ve rotenon indiiklii stresin NOS inhibitorii ile azaldigr belirlenmistir
(Madathil et al., 2013). Bu baglamda calismamizda artan NOS aktivitesi ‘OH siiplirme
aktivitesinin azalmasina sebep olmus olabilir. NO miktarinin az oldugu atglr3.4 mutantlarinda
ise bu siipiiriilme aktivitesinin ¢ok yiiksek olmast bu durumu desteklemektedir. Benzer durum

ER stresli kosullarda da s6z konusudur.
Antioksidan enzim aktiviteleri:

Pek cok farkli stres faktorii tarafindan indiiklenen ROS birikimi, antioksidanlar
tarafindan hiicreden siipiiriiliir. Bunlar; SOD, POX, APX, GR ve CAT gibi ¢esitli
stipiiriiciilerin gorev aldigi enzimatik antioksidan sistemleridir ve askorbat, glutatyon gibi
enzimatik olmayan diisitk molekiiler metabolitler tarafindan hiicreden temizlenmektedirler.
Béylece oksidatif denge de saglanir (Mittler et al., 2004; Gill et al., 2011). SOD, hiicrede O*”
nin H,0,’ ye déniisiimiinii saglar ve CAT’da H,0,’yi siipiiriir (Mittler, 2011). POX, H,0, ile
cesitli indirgeyiciler arasinda indirgenme ve yiikseltgenme reaksiyonlarini katalizler ve APX,
hiicre igindeki, ozellikle kloroplast ve sitoplazmadaki, 6nemli H,O; siipiiriiciilerindendir
(Asada, 2006). Antioksidan enzimler, oksidatif stresi azaltmak ve hiicre bilesenlerini serbest

radikal hasarina kars1 korumak igin bir dizi koordineli mekanizma iizerinden etkilesebilirler.

NOX, oksidatif sinyal boyunca sinyal iletim ve algilanmasindan sorumlu ana ROS
ireticilerinden biridir. Normal kosullar altinda, GLR3.4.1 ve GLR3.4.2 yoksunlugunun NOX
aktivitesinde onemli bir artigsa sebep oldugu goriilmektedir. A. thaliana’da tanimlanan NOX
genlerinden 6zellikle RBOHC tarafindan iiretilen ROS’larin, Ca®* kanallarim aktive ettigi
bilinmektedir. (Foreman et al., 2003). Bu baglamda, calismamizda GLR3.4.1 ve GLR3.4.2

yoksunluguna bagh sitoplazmik Ca®* miktarindaki azalmanmn telafi edilmesi amaciyla bu
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mutantlarda NOX aktivitesi artirilarak Ca®* kanallarm aktivitesi artirllmis olabilir. Aym
kosullar altinda NOX aktivitesindeki artisa bagli olarak iiretilen siliperoksit radikal
miktarindaki artis, tlim genotiplerde bu radikalin siipiiriiciisii olan SOD aktivitesinin
artmasina neden olmustur. Hatta en yliksek SOD aktivitesi, NOX aktivitesinin de en yiiksek
oldugu atglr3.4.1 ve atglr3.4.2 mutantlarinda gozlenmistir. Mutantlardaki SOD aktivitesindeki
bu artisin nedeni, bu enzimde meydana gelen SNO aracili S-nitrosilasyon ve tirozin
nitrasyonu gibi bir posttranslasyonel modifikasyon olabilir ki GLR mutantlarinin SNO

miktarlarinin Col.’den fazla olmasi bu hipotezi desteklemektedir.

Oksidatif sinyalleme siirecinde ana ROS fiireticisi olarak bilinen NADPH oksidaz
(NOX), Arabidopsis’in sinyal iiretiminde énemli gorevlere sahiptir (Wrzaczek et al., 2013).
Nitrosatif stres altinda Col. ve atglr3.4.1’in NOX aktivitesinin arttig1 goriilmiistiir. Benzer
sekilde Tewari et al. (2008)’da SNP uygulamasinin, Panax ginseng bitkisinde NOX
aktivitesini artirdigr ve bu artisin NO siipliriiciisiiniin disaridan uygulanmasi ile azaldigi
bulunmustur. Buna gore ¢alismamizda adi gegen genotiplerdeki SNP’ye bagli NO’deki artisin
bir prooxidant olan NOX’u uyardig1 sdylenebilir. Ancak ATGLR3.4.2 yoksunlugunda, SNP
tesvikli NO tiretimi artmasina ragmen diger genotiplere benzer sekilde NOX aktivitesi
uyarilmamis, aksine inhibe olmustur. SNP uygulamasina cevapta Col.’un SOD ve CAT enzim
aktiviteleri degismezken, APX, GR, DHAR enzim aktiviteleri azalmistir. Hatta Col.’de
antioksidan olan askorbat ve glutatyon seviyeleri de azalmistir. Bu durum H>0O,
tiretilmesinden ve siipiiriilmesinden sorumlu bu enzimlerin ya da antioksidanlarin NO ile
aktive olan POX ve MDHAR enzimleri ile iliskili olmadigin1 gostermektedir. Benzer sekilde,
disaridan SNP uygulamasina bagl olarak kabak bitkisinin gen¢ yapraklarinda SOD, DHAR
ve MDHAR aktiviteleri degismemis, ancak CAT, APX ve POX aktiviteleri artmistir (Kim et
al., 2015). Yapilan diger calismalarda, in vitro kosullarda SNP-bagli NO {iretimindeki artisin
CAT’in hem nitratlanmasina, hem S-nitrosillenmesine, hem de tirozin nitrasilasyonuna neden
olacagi, bunlarinda CAT aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir (Clark et al., 2000; Ortega-
Galisteo et al., 2012; Marti et al., 2011; Chaki et al., 2015). Baska bir ¢alismada, yine bizim
calismamiza benzer olarak artan konsantrasyonlarda SNP’nin GR aktivitesini azalttig
goriilmistiir (Astaneh et al.,, 2022). Jain and Bhatla (2018) ise aycicegi fidelerinin
kotiledonlarinda NO uygulamasi ile tirozin nitrasyonunun sitoplazmik peroksidazin
aktivitesinde bir artisa neden oldugunu goéstermistir. NO aracili Post-Translasyonel
Modifikasyonlarin (PTM) farkli SOD izoformlari iizerindeki etkisini analiz etmek icin yapilan

calismalarda ise, S-nitrozilasyon SOD aktivitelerini etkilemezken, nitrasyon ile Mn-SOD1,
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Fe-SOD3 ve CuZn-SOD3 aktivitesini farkli derecelerde inhibe etmistir (Holzmeister et al.,
2015). Bu durum APX’te de goriilmiistiir. Tirozin nitrasyonu ile APX’in azaldig1 bulunmustur
(Begara-Morales et al., 2014). Bu baglamda, Col. genotipinde SNP-bagli NO miktarindaki
artls sonucu antioksidan enzimlerde meydana gelebilecek olasi tirozin nitrasyonu, S-
nitrosilasyon gibi post transkripsiyonel modifikasyonlar, antioksidan enzimlerin aktivitelerini
baskilamis ya da aksine artirmis olabilir. Nitrosatif stres kosullar1 altindaki Col.’un SNO
miktarindaki artis da bu hipotezimizi desteklemektedir. Diger yandan, ¢alismamizda Col.’e
benzer olarak nitrosatif stres altinda atglr3.4.1 ve atglr3.4.2 mutantlarinda da POX ve
MDHAR aktiviteleri artmigtir. Ancak diger tiim antioksidan enzim aktiviteleri ve
antioksidanlarin miktarlar1 ya degismemis ya da azalmistir. Diger bir deyisle Col. gibi GLR
mutantlarinda da asir1 NO {iretimine bagli olarak antioksidan savunma sistemi baskilanmistir.
Bununla birlikte, ¢alismamizda ilging olarak ozellikle atglr3.4.2 ve Col.’lin askorbat glutatyon
dongii bilesenlerinden APX, MDHAR, DHAR enzim aktiviteleri ile askorbat miktarlar
birbirine benzerdir. Ancak atglr3.4.1 mutantinda adi gegen tiim bilesenlerin aktiviteleri ya da
miktarlart Col. ve atglr3.4.2’den daha disiiktiir. Bu durum, atglr3.4.1’in SNP-bagli NO
iretimine karsi askorbat-glutatyon dongiisiiniin baskilanmasinda rolii olabilecegini

gosterebilir.

Calismamizda, Tm-tesvikli ER stresi Col.’de NOX aktivitesini artirarak NOX aracili
ROS birikimine sebep olmustur. Ozgur et al. (2014)’da disaridan Tm uygulamasinin
Arabidopsis thaliana’nin hem NOX aktivitesini artirdigi hem de bu enzimin kodlanmasindan
sorumlu RBOHD ve RBOHF genlerinin ifadesinde artisa neden oldugu bulunmustur.
Calismamizda, Tm tesvikli ER stresi ile Col.’un CAT aktivitesinde artis gozlenirken SOD
aktivitesinde belirgin bir degisim gozlenmemistir. Bunun aksine GLR mutantlarinda Col.’e
gore daha yiiksek SOD ve CAT aktivitesi gozlenmistir. Bu durum mitokondrinin elektron
tasiniminda bozulmaya neden olan yanlis ya da katlanmamig proteinlerin proteolitik
parcalanmasi i¢in gerekli daha yiliksek ATP gereksiniminin neden oldugu siiperoksit radikal
tiretiminden kaynakli olabilir. Ozellikle Col.’de gériilecegi gibi, Tm tesvikli ER stresi APX
aktivitesi lizerinde belirgin bir etkiye sahiptir. Hatta Tm uygulanmis Col.’un APX aktivitesi
diger antioksidan enzimlerden daha yiiksek bir aktiviteye sahiptir. Benzer olarak GLR
mutantlarindaki APX aktivitesi de diger H,O, siipiiriicii enzimlerin aktivitesinden daha
yiiksektir. Tiim genotiplerde ER stresiyle APX aktivitesi artmis olsa da ER stres tesvikli en
yiikksek APX aktivitesi Col.’de gdzlenmistir. Ayrica ER stresi altinda APX’in substrati olan
askorbatin yenilenmesi bilindigi gibi DHAR aracili GSH havuzuna baghdir. Ve
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calismamizda, Tm tesvikli ER stresiyle birlikte Col.’de Askorbatin belirgin miktarda arttigi,
buna paralel olarak da DHAR, MDHAR ve total glutatyon miktarlarinin arttigi bulunmustur.
Bu baglamda, ¢alismamizda, Col.’de ER stresi boyunca APX’in ROS siipiirme aktivitesi,
artan GSH sentezi ve GR aktivitesi ile desteklendigi agik¢a goriilmektedir. Col. genotipine
benzer sekilde mutantlarda da GR aktivitesi, buna bagli olarak GSH sentezi artmis ve
askorbatin yenilenmesi i¢in de DHAR aktivitesi ve total glutatyon miktar1 artmistir. Ancak
mutantlarda gdzlenen bu artiglarin higbiri Col.’de gozlenen kadar olmamistir. Bu durum, GLR
mutantlarinda daha fazla katlanmamis ya da yanlis katlanmis protein birikimine, diger bir
deyisle daha siddetli bir ER stresine isaret ediyor olabilir. Hatta GLR mutantlarindaki
katlanmamig/yanlis katlanmis proteinlerin birikiminden dolay:1 aktif olan ERO1 geninin
ifadesindeki artis da bu hipotezimizi desteklemektedir. Bununla birlikte ER stresinin bir
sonucu olarak, proteinlerdeki yanlis distilfit baglarin1 yeniden diizenlemek veya indirgemek
icin glutatyona ihtiya¢ vardir. Bu ihtiyacin yiiksekligine bagli olarak, GSH tiikenmesini
engellemek icin de glutatyon havuzu dolu olmalidir (Tu ve Wiesman, 2004). Calismamizda,
diger genotiplerle kiyaslandiginda ER stresi altindaki Col.’un, hem GR aktivitesi hem de
toplam GSH miktariin belirgin olarak daha c¢ok artmasi, GSH tiikenmesinin biiylik oranda

Col.‘de daha fazla engellendigini gostermektedir.

Calismamizda, rotenon-tesvikli mitokondriyal streste hem ETS bilesenlerinden
kompleks I’in inhibe edilmesi hem de NOX aktivitesinin artmasi tiim genotiplerde belirgin bir
Oy ve H,0; birikimine sebep olmustur. Bunun sonucu olarak O, 'miktarinin siipiiriilmesinden
sorumlu SOD enzimi tiim genotiplerde artmistir. Bu reaksiyonun sonunda agiga ¢ikan H,0;
molekiiliiniin asir1 birikiminin engellenmesinden sorumlu enzimin Col.’de CAT, atglr3.4.1
mutantinda ise POX oldugu goézlenmistir. atglr3.4.2 mutantlarinda ise HoO; siipiiriicli tim
enzimlerin aktivitesi ya azalmis ya da hi¢ degismemistir. Dolayisiyla iki mutant hiicre,
mitokondriyal stres sirasindaki H,O, birikimine karsi farkli cevaplar vermislerdir. ROS
siiptiriiclisii antioksidanlar olan askorbat ve glutatyon miktarlari incelendiginde hem bir
antioksidan hem de APX’in substrati olarak askorbatin rejenerasyonu i¢in Col.’de DHAR ve
GR aktivitesinin arttig1, atglr3.4.1 mutantinda ise bu enzimlere (DHAR ve GR) ek olarak
MDHAR aktivitesinin de arttign gdzlenmistir. Ozellikle DHAR ve GR enzimlerinin, bitki
hiicrelerinin askorbat ve glutatyon havuzunun redoks durumunun korunmasinda ve stres
toleransinda hayati rol oynadigi bilinmektedir (Noctor et al. 2012). Buna karsilik,
calismamizda Col. ve atglr3.4.1’in aksine atglr3.4.2 mutantlarinda benzer bir durumun

gozlenmemesi, aksine tiim antioksidan enzim ve antioksidanlarda belirgin bir inhibisyonun
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gozlenmesi, Rotenon-tesvikli mitokondriyal streste antioksidan savunma sistemi ile
AtGLR3.4.2 reseptoriiniin arasinda bir iliski olabilecegini gdsterebilir. Bununla birlikte
hiicrede redoks dengesinin korunmasinda, GSH’1n okside formu olan GSSG’nin GSH’ a orani
H,0, nin parcalanmasi sirasinda 6nemli rol oynamaktadir (Shao et al., 2008). Ayrica, GSH’1n
indirgenmis AsA’nin yenilenmesinde de 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (Halliwell and
Foyer, 1976). Buna gore, calismamizda hem Col. hem de atglr3.4.1 mutantinda rotenon
tesvikli mitokondriyal stres sirasindaki GSH tiikenmesini engellemek i¢in, DHAR ve GR
aktivitesindeki artisa paralel olarak, total glutatyon miktar1 artirilmistir. Ancak atglr3.4.2
mutantinda DHAR, MDHAR, GR ve askorbat miktar1 azalarak glutatyon havuzunun dolmast
engellenmis ve buna bagli olarak hiicrenin redoks dengesinin bozulmasina neden olmustur.
Bu durumun, AtGLR3.4.2 reseptoriiniin rotenon-tesvikli oksidatif stres altinda hiicrede asir1
ROS birikiminin engellenmesinde ve hiicre i¢i redoks dengesinin saglanmasinda énemli rol

oynadig1 sdylenebilir.
Redoks iliskili enzim aktiviteleri:

Glutatyon, sistein igeren bir tripeptittir. Hiicrenin sitosol, vakuol, kloroplast,
endoplazmik retikulum ve mitokondri gibi birgok bdlmesinde bulunmasindan dolayr ¢ok
onemli metabolitlerden biridir (Jimenez et al., 1997). Hiicrede redoks dengesinin
korunmasinda, GSH’1n okside formu olan GSSG’nin GSH’a orani, H,O,’nin pargalanmast
sirasinda 6nemli rol oynamaktadir (Shao et al., 2008). Hiicrede glutatyonu substrat olarak
kullanan enzimler de 6nemli fonksiyonlara sahiptirler. Bu enzimler daha once bahsedilen
DHAR ve GR enzimleri ile birlikte GST ve GPX enzimleridir. Bu enzimler dogrudan
glutatyon ile iliskili ve oksidatif stres ile miicadelede etkin bilesenlerdir. Bu ¢alismamizda
hem Tunikamisin kaynakli ER stresinde hem de nitrosatif stres altinda Col.”un GST aktivitesi
artmistir. Benzer olarak, aym1 kosullarda GLR mutantlarinin da GST aktivitesi artmaistir.
Ancak her iki stres kosulunda da en yiiksek GST aktivitesi Col.’de gézlenmistir. Bu sonuglar
AtGLR 3.4.1 ve AtGLR 3.4.2 reseptorlerinin ER ve mitokondriyal stres kosullarindaki
glutatyon iligkili hiicre ici redoks dengesinin korunmasinda rol oynadiklarina isaret edebilir.
Rotenon tesvikli mitokondriyal streste ise her ti¢ genotipin GST’sinde de belirgin bir degisime
rastlanmamustir. Diger yandan memelilerde yapilan arastirmalarda GST’lerin S-glutanilasyon
ile PDI’larin aktivitesini diizenlediklerini ve bu nedenle GST ile ER stresi arasinda yakin bir
iliski oldugu bilinse de bitkilerde bu anlamda heniiz yeterince ¢alisma olmadig1 i¢in heniiz

bdyle bir iligskinin bulunabilecegini sdylemek giictiir.
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Glutatyon iligkili enzimlerden bir digeri olan GPX’ler yalnizca hiicre i¢indeki glutatyon
dengesinin saglanmasinda degil, ayn1 zamanda bir substrat olarak, H,O, i¢in CAT ile rekabet
ederek oksidatif strese karsi koruyucudur (Dixon et al., 1998). Calismamizda GST enzimine
benzer olarak GPX enzimi de hem nitrosatif stres hem ER stresi ve hem de mitokondriyal
stres kosullar1 altindaki Col.’de artmistir. Benzer olarak, ayni kosullarda GLR mutantlarinda
da GPX aktivitesi artmistir ancak nitrosatif ve mitokondriyal streste en yliksek GPX aktivitesi
atglr3.4.2 mutantinda, ER stresi altinda ise en yiiksek aktivitenin atglr3.4.1 mutantinda oldugu
gozlenmistir. Col.’deki ER stres tesvikli GPX aktivitesindeki artis sonucuna paralel olarak
Uzilday et al. (2018)’da GPX’i kodlayan baz1 GPX genlerinin (GPX 2,3,4,5,6,8) ifadelerinin
tunikamisin-tesvikli ER stresi altinda arttigin1 bulmuslardir. Molina-Jimenez et al., (2005)’da
yapilan ¢alismada da bizim sonuglara paralel olarak GPX aktivitesinin Rotenon uygulamasi
ile arttigi bulunmustur. Calismamizda, Tm-tesvikli ER stresi altinda, ozellikle atglr3.4.1
mutantinda GPX aktivitesinin fazla olmasi, bu mutanttaki daha yiiksek EROI1 aktivitesi
kaynakli ER stresi boyunca firetilen H,O, miktarinin fazla olmasi olabilir. Bu mutantta H,O,
siiptiriictisi. CAT aktivitesinin diger genotiplerden diisiik olmasi bu mutantin H,0;
stiptirticiisii olarak GPX’1 kullandigini isaret edebilir. Bununla birlikte, rotenon uygulamasiyla
atglr3.4.2 mutantlarindaki GPX aktivitesi, rotenon uygulamasi sonrasi olusan artmis ROS
miktar ile iligskilendirilebilir. Rotenon uygulamas: sonrasinda tiim genotiplerde artan GPX,

tiim genotiplerde artan H,O,’yi gostermektedir.

Nicotinamide adenin dinukleotit (NAD), ROS siipiiriilmesi ve olusumu ile sinyalde ve
cevresel streslere adaptasyonu kontrol eden sistemde hayati 6neme sahiptir ve yasayan birgok
canli organizmadaki temel metaboliti temsil eder (Berger et al., 2004; Noctor et al., 2006).
Son yillarda NAD biyosentetik genlerinin karakterizasyonu, cesitli gelisimsel yolaklarda
NAD biyosentezinin 6nemine dikkat ¢ekmistir (Hunt et al., 2007). Mitokondri solunum
kapasitesi azaldiginda, enerji elde edimindeki basarisizlig1 telafi etmek ig¢in ikincil pentoz
fosfat yolu ve alternatif alkolik fermantasyon etkinlestirilebilir. NAD tiiketen bu olaylarin ise
biyotik ve abiyotik stres yanitlarinda rol oynadigi iyi bilinmektedir. Azalan NAD tiiketimi
bitki metabolizmasini etkileyebilir. Bu nedenle, NAD homeostazisinin bozulmas1 streslere
verilen yanitta etki gosterir. Ornegin calismamizda da ER stresine bagli mitokondrinin
elektron tasiniminda bozulmaya neden olan yanlis ya da katlanmamais proteinlerin proteolitik
parcalanmas1 i¢in gerekli daha yiliksek ATP gereksiniminden dolay1 tiim genotiplerin
NAD/NADH orani kontrolleriyle kiyaslandiginda artmistir. Ancak en yiiksek artis Col.’de
gbozlenmistir. Buna karsin GLR mutantlart Col. ile karsilagtirildiginda daha diisiik
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NAD/NADH oranina sahiplerdir. Bu durum ER stresinin enerji metabolizmasi iizerindeki
etkisini gosterdigi gibi ER-stres iligkili daha farkli prosesleri desteklemek i¢in olusturulan

enerjinin aktif ve daha iyi kullanilabilirligini de isaret etmektedir.

Bununla birlikte NAD’1n, mitokondriyal abiyotik strese maruz kalan bitkilerdeki redoks
durumunun kontrolinde oOnemli rol oynadigi bilinmektedir (Kasimova et al. 2006;
Schwarzlinder et al. 2009). Mitokondrilerde NADH dehidrogenazlarin devreye girmesi
NADH’dan verimli ATP’nin iiretilmesine neden olur. Calismamizda, mitokondriyal stres
amaciyla uygulanan rotenonun, ETS bilesenlerinden Kompleks I’i inhibe etmesinin ATP
tiretimi i¢in gerekli NADH i ortamda birikimine neden oldugu bilinmektedir. Buna gore
bizim ¢aligmamizda da Col. genotipinin NADH miktar1 mitokondriyal stres kosullar1 altinda
artmistir. Ancak mutantlarda benzer bir artis gozlenememistir. Bu durum, Douce ve
Neuburger (1989) tarafindan da daha once belirtildigi gibi, mutantlarda kompleks I’den
bagimsiz olarak NADH’1 oksitleme kapasitesi olan alternatif enzimlerin devreye girmis
olabilecegini diislindiirmektedir. Sonu¢ olarak GLR mutantlarinda Col.’e géore NAD/NADH
oraninda belirgin azalmaya neden olan NAD tiiketimi elde edilmistir. NAD i belirgin
tiketimi, NAD/NADH oranmin daha da azalmasmna neden olmaktadir. Bu durum, bu
mutantlarda NAD {iretiminin yani1 sira bunlarin uygun sekilde kanalize edilmesi veya
tiketilmesinin, Dbitkilerin bu streslere toleransinin saglanmasindan sorumlu farkl
mekanizmalarin etkinlestirilmesi a¢isindan 6nemli oldugunu disiindiirmektedir. Tiim bu

bahsedilen durumlar nitrosatif stres altinda da benzer sekilde degisim gostermistir.

Hem lipid peroksidasyonu (TBARS) (Mittler, 2002) hem de protein oksidasyonu
(Levine et al. 1994), oksidatif stres sonucu ortaya c¢ikan onemli stres belirtegleridir. Serbest
radikaller hem lipitlerde hem de proteinlerde oksidatif hasara neden olabilir. Bunun disinda,
lipid peroksidasyonu ile olusan {riinler, proteinlerin oksidatif modifikasyonlarini
artirabilmektedir. Boylece, lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonu hiicre i¢i redoks
dengesizligi ve oksidatif stresin gdstergeleri olarak kabul edilmektedir. Bu ¢alismada da stres
kosullar1 altinda protein oksidasyonunun arttifi tespit edilmistir. Stres altindaki gruplarda
bizim ¢alismamiz ile benzer sekilde, ER stresinin katlanmamis proteinlerin oksitlenmesine
sebep olmasindan dolay1 protein oksidasyon seviyelerinde artis oldugu gozlenmistir (Ozgur et
al., 2014). Ayrica, Barreiro et al., (2005), nitrosatif stres altinda proteinlerin oksitlendigini
gostermistir. Bilindigi gibi, ROS sinyallemesi ile Ca?* akislar1 diizenlenmektedir (Suzuki et

al.,2011). Daha once de bahsedildigi gibi, ROS ve Ca?* sinyalleri arasinda ¢ift yonlii bir
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etkilesim vardir. Ca®* sinyali ROS iiretimi i¢in gerekli iken, ROS’larda Ca®*" sinyalini
diizenleyebilirler. (Gorlach et al. 2015). Ca®"a ek olarak NO’in de bitkilerde H,0, iiretimi
icin gerekli oldugunu, bununla birlikte H,O,’nin de ozellikle stoma kapanmasinda NO
sentezini tesvik ettigi bilinmektedir (Lu et al., 2009; Liao et al.2012). Calismamizda, TBARS
miktart normal kosullar altinda GLR3.4 yoksunlugu ile artmistir. atglr3.4.1 ve atglr3.4.2
mutantlarinda Ca®* eksikliginin olmasi, ROS miktarmin artmasi ve ROS siipiiriicii antioksidan
enzim aktivitelerinin yeterli olmamasi ile iliskili olabilir. Calismamizda, benzer ¢alismalarda
oldugu gibi, TBARS miktar1 nitrosatif stres altinda (Antoniou et al., 2013; Rolly et al., 2019)
artmistir. Ancak GLR3.4 yoksunlugunda ise azalmigtir NO’in disaridan verilmesi gerekli olan
NO miktarin1 saglanmakta yeterli oldugundan olabilmektedir. Caligmamizda, rotenon-tesvikli
mitokondriyal streste ve ER stresi altinda da TBARS miktar1 artmis ve bu artis GLR3.4.1
yoksunlugunda artarken GLR3.4.2 yoksunlugu ile azalmistir. Pek ¢ok c¢aligmada ise Tm
(Ozgur et al., 2014) ve R uygulamasi ile TBARS miktarmin (Tamilselvam et al., 2013;
Gonzalez-Burgos et al., 2017) arttig1 bilinmektedir. Bu artiglarda ise GLR3.4.2’nin etkili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Calismamizda, stresin 6nemli belirteci olan TBARS miktari,
ROS siipliriicii  antioksidan enzim  aktivitelerinin ROS  siipiiriilmesinde  yeterli

olmamamasindan kaynakli olarak ROS miktarinin yiikselisi nedeniyle artmistir.
ER iliskili gen ifadeleri:

Gen ifadesi analizlerine gelindiginde ilk olarak ER iligkili genlerden bahsedilecektir. ER
stresi sinyalinin algilanmasi, ardindan bu sinyalin iletilmesinden sorumlu iki ayr1 yol
bilinmektedir. Bunlar; IRE1-bZIP60 ve bZIP28 yolaklaridir (Deng et al., 2013; Iwata and
Koizumi, 2005). Katlanmamis proteinlerin ER liimeninde birikmesi sonucu BIP proteinleri
IRE1’den ayrilir ve IRE1’in otofosforile olarak aktif hale gelir. Bu durumda IRE1 bZIP60
mRNA’sinin splayzlanmasini saglar ve aktif bZIP60 {iiretimi gergeklesir (Nagashima et al.,
2016). Ayrica bZIP60’n ER stresi ile iligkili BiP3 gen ifadesinin diizenlenmesinden sorumlu
oldugu bilinir (Iwata and Koizumi, 2005; Howell, 2013). bZIP28 ise Arabidopsis’te ER stres
yanitin1 diizenleyen transkripsiyon faktoriidiir (Tajima et al., 2008). Calismamizda, ER stresi
ile birlikte bZIP28 ve bZIP60 transkripsiyonunun daha &nceki ¢alismalara (Ozgur et al., 2014;
2015) benzer sekilde arttign goriilmiistiir. Tiim stres kosullarinda arttigi gériilen bZIP28,
GLR.3.4.1 yoksunlugu ile daha da artmistir. Benzer sekilde ortamdan NO’in siipiiriilmesi ile
de artmustir. Bu sebeple bZIP28 transkripsiyonundan GLR.3.4.1’in sorumlu olabileceginden

sz edilebilmektedir. bZIP60 transkripsiyonunda ise uygulanan stresler ile birlikte artan
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ifadenin GLR.3.4yoksunlugu ile azaldigi bu azalisin 6zellikle GLR.3.4.1 yoksunlugu ile
oldugu goriilmiistiir. Ancak nitrosatif stres altinda Tm ve R uygulamasmin bZIP60
transkripsiyonunun  GLR.3.4.1 yoksunlugu ile daha da arttig1 goriilmiistir.  bZiP60
transkripsiyonunda GLR.3.4.1 yoksunlugu etkilidir.

Arabidopsis’ de bilinen, 3 BiP geni tespit edilmistir (Maruyama et al., 2014).
Calismalardan birinde, tiitiin bitkisinde BiP gen ifadesinin artirilmasi ile kurakliga tolerans
sagladig1 gostermistir (Alvim et al., 2001). Ayrica bu genlerden BiP3’ iin sadece ER stresi
altinda ifade oldugu goriilmistiir (Noh et al., 2003). Bunun disinda, bZIP28 tarafindan
aktiflestirilen UPR’nin diizenleyicileri arasinda BiP3’iin de oldugu bilinmektedir (Srivastava
et al., 2013). Yapilan caligmalar ile ER stresi altinda Arabidopsis’te BiP3 ifadesindeki artigin,
bZIP28 ve bZIP60’a bagli oldugu belirlenmistir (Howell, 2013). Benzer sekilde bu ¢alismada
da BiP3 aktivitesi bZIP28 ve bZIP60 gibi stres altinda artmistir. Nitrosatif stres, ER ve
mitokondriyal stres altinda artan BiP3 ifadesindeki artisin, GLR.3.4.1 yoksunlugu ile ¢ok
daha fazla arttif1 goriilmiistiir. Benzer sekilde organel kaynakli ROS’a BiP3’iin daha fazla
yanit verdigi gorlilmistiir (Ozgur et al., 2015). Ayrica GLR.3.4.1 yoksunlugu ile daha da
artan BiP3 ifadesinin, GLR.3.4.2 yoksunlugu ile de kontrol seviyesinde kaldigi goriilmiistiir.
Nitrosatif stres altinda T ve R uygulamasi ile artan bu genin ifadesinde GLR.3.4.1 yoksunlugu
etkili degilken GLR.3.4.2 yoksunlugu ile azalmistir. GLR.3.4.1 ve GLR.3.4.2 yoksunlugunun

bu genin ifadesi tizerinde farkl etkiye sahip oldugu sdylenebilmektedir.

Bahsedildigi gibi, ER stresi altinda BiP3 ifadesinin uyarilmast UPR’nin uyarilmasinda
anahtar rol oynamaktadir. Ayrica, BiP3 ifadesinin uyarilmasi, IRE1B aktivitesine baglidir
(Deng et al. 2011). Boylece UPR, sinyal ileticileri olan bZIP28, IRE1A ve IREIB gibi
genlerin ifadelerinin uyarilmasi ile baslamaktadir. IRE1A ve IRE1B’nin transkripsiyonu
benzer sekilde tliim stresler altinda biliyilk oranda artmistir. IREIA ve IREI1B’nin
transkripsiyonu, 6zellikle ER ve mitokondriyal streste biiyiik oranda artmistir. Benzer sekilde
ortamdan NO’in siipiiriilmesi de bu gende artisa sebep olmustur. IRE1, mayalar, bitkiler ve
metazoalarda homologlar1 bulunan en korunmus UPR dali oldugu i¢in stres altinda hem
memelilerde (Cheng et al., 2014) hem de bitkilerde (Ozgur et al., 2017) ifadesinin arttig
bilinmektedir. Ancak, IREIA ve IRE1B’nin transkripsiyonundaki bu biiyilik artis GLR.3.4
yoksunlugu ile azalmistir. Bu azalmaya en biiyiik etki GLR.3.4.2 yoksunlugudur. ER ve
mitokondriyal stres altinda IRE1B’nin transkripsiyonu, IRE1A’dan farkli olarak GLR.3.4.1
yoksunlugu ile degismemistir. Hatta nitrosatif stres altinda R uygulamasi ile GLR.3.4.1
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yoksunlugu IRE1B’nin transkripsiyonunun artmasina sebep olmustur. Boylece goriilmektedir

ki IRE1 transkripsiyonundaki degisikliklerde GLR.3.4 yoksunlugu 6nemli bir etkiye sahiptir.

Bu genlerin disinda ER stresi ile iliskili genlerden, CNX’in ifadesinin bZIP28’ e baglh
oldugu bilinmektedir (Liu and Howell, 2010). ER’ de bulunan kalneksin (CNX) kalretikulin
ile ortak calisarak 6zellikle glikoproteinlerin katlanmasinda rol oynar. Yapilan ¢aligsmalar, ER
stresi olusturan Tm ve DTT aracili bu genin ifadesinin artirdigin1 géstermistir (Kamauchi et
al., 2005). Ayrica, abiyotik streslerin CNX ifadesinin degistirdigi bilinmektedir (Nouri and
Komatsu, 2010). Bunun disinda, karaciger hiicrelerinde yapilan bir calisma ER stresi ile
CNX’in azaldigimi gostermistir (Robin et al., 2018). Ayrica, baska bir ¢caligmada, BiP1'in ¢ok
yiikksek ifade oldugu tohumlarda, diisiik CNX ifadesi goriilmiistiir ve indiiklenmis bir ER
stresi yanit1 gdstermistir (Wakasa et al., 2010). Calismamizda ise, ER stresi ve nitrosatif stres
altinda T uygulamasi CNX transkripsiyonunun kontrol ile ayni seviyede kalmasina neden
olmustur. Nitrosatif stres, mitokondriyal stres ve nitrosatif stres altinda R uygulamasi ise
CNX transkripsiyonunun azalmasina sebep olmustur. Ayrica NO siipiiriilmesi de bu genin
ifadesini  azaltmistir. Ancak tim stres kosullarinda GLR.3.4 yoksunlugu, CNX
transkripsiyonunun artmasina sebep olmustur. Bu artista 6zellikle GLR.3.4.1 yoksunlugunun

rolii yliksektir.

CNX/CRT kompleksi ile baglantili proteinlerden PDI, disiilfid baglarin olusumundan
sorumludur. Ayrica, en onemlisi de proteinlerin dogal konformasyonlarinda katlanmasi i¢in
gerekli olan izomerizasyon isleminde rol almasidir. Arabidopsis genomunda 12 adet PDI
kodlandig1 ve bunlardan 9 tanesinin ER ile iliskili sinyal peptidleri i¢erdigi bulunmustur (Lu
and Christopher, 2008). Yapilan pek ¢ok calismada, ER stresi ile PDI transkripsiyonunun
arttigr belirlenmistir (Lu and Christopher, 2008; Ozgur et al., 2017). Benzer sekilde bu
calismada da ER stresi ve nitrosatif stres altinda T uygulamasi PDIS transkripsiyonunu
artirmigtir.  ER  stresi altinda PDIS transkripsiyonundaki artisi GLR.3.4.1 yoksunlugu
degistirmezken, GLR.3.4.2 yoksunlugu bu artis1 ¢ok daha fazla artirmistir. Bunun aksine,
nitrosatif stres altinda T uygulamasinda PDI5 transkripsiyonundaki artist GLR.3.4.1
yoksunlugu artirirken, GLR.3.4.2 yoksunlugu azaltmistir. Bu sebeple GLR.3.4 yoksunlugu
farkli kosullarda farkl: etkilere sahiptir.

ER icindeki protein katlama ve disiilfit baglarinin diizenlenmesi siireglerinde PDI ve
ERO1 arasinda kritik bir is birligi mevcuttur. PDI'larin disiilfit baglarinin olusturmasina

EROlyardimcidir (Gross et al., 2006). Mayalarda yapilan ¢aligmada, disiilfid bag olusumunda
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oksidasyonda gorevli redoks eleman1 ER oksidorediiktazdir ve Arabidopsis’te iki homologu
mevcuttur (Banhegyi et al., 2012). ERO, ER’nin redoks durumunu diizenler ve katlanmamis
proteinlere yanit verir (Dixon et al., 2003; Onda et al., 2009). Bu sebeple ER stresi altinda
ERO1’in arttig1 goriilmiistiir (Ozgur et al., 2015). Benzer sekilde bu ¢alismada da ER stresi
altinda ERO1 transkripsiyonu artmistir. Ancak bu artis, GLR.3.4.1 yoksunlugu ile daha da
artmaktadir. Mitokondriyal stres ile azalan EROI1 transkripsiyonu yine GLR.3.4.1 yoksunlugu

ile artmistir. Nitrosatif stres altinda R uygulamasinda da benzer durum goriilmiistiir.
Mitokondri iliskili gen ifadeleri:

Mitokondriyal stres ile ilisikli olarak, elektron tasima zinciri ve oksidatif fosforilasyon
ile hiicresel enerji liretimini saglayan protein-kofaktor komplekslerinin (Kompleks I, II, III ve
IV) 6nemi bilinmektedir. Bu sebeple ¢alismamizda; AOX1, UPOX, UCP, SDH2E, COX5b ve
CI76 gen ifadeleri belirlenmistir. Mitokondriyal stres ile iligkili genlerin basinda en gok
calisilan AOX gelmektedir. Bitkilerde mitokondriyal solunum, sitokrom yolu ve AOX olarak
adlandirilan alternatif bir yol mevcuttur (Juszczuk and Rychter, 2003). Eger AOX miktarinda
azalma goriiliirse, bitkilerin oksidatif strese hassasiyetini artmistir (Maxwell et al., 1997).
AOX, Krebs dongiisiiniin stirdiiriilmesi veya oksidatif strese karsi hiicrelerin korunmasinda
onemli role sahiptir (Vanlerberghe et al., 1997). Ayrica AOXla ile indiiklenmis oldugu
gozlemlenen, mitokondriyal protein kodlayan gen (Clifton et al., 2006); oksidatif stres
tarafindan up-regiile olan UPOX tur. Bu iki genin transkripsiyonunun Cd gibi (Keunen et al.,
2013) abiyotik streslerle ya da rotenon uygulamasi ile arttig1 belirlenmistir (Ho et al., 2008).
Bu ¢alismada da benzer sekilde, tiim stres kosullar1 altinda 6zellikle rotenon uygulamasi ile ve
nitrosatif stres altinda R uygulamas: ile AOX1 transkripsiyonu artmistir. Ancak, GLR.3.4
yoksunlugu bu transkripsiyonun azalmasina sebep olmustur. Ozellikle GLR.3.4.2 yoksunlugu
ile kontrol seviyesine inmistir. Ortamdan NO’in siipiiriilmesi de bu genin transkripsiyonu
artmistir. Benzer kosullarda, UPOX transkripsiyonu da benzer oranda artmistir. Ancak,
GLR.3.4.1 yoksunlugu AOX transkripsiyonundaki bu artis1 daha da artirarak bu artista gorevli
oldugunu gostermistir. SDH2E transkripsiyonu ise stres kosullarinda AOX ile benzer sekilde
artmistir. Mitokondriyal stres, nitrosatif stres ve ikisinin birlikte uygulandig1 kosullarda ifade
biiylik oranda artmistir. Ancak bu artis hem GLR.3.4.1 hem de GLR.3.4.1 yoksunlugunda
azalmistir. CI76 transkripsiyonu da tiim stres kosullarinda artmis ve hem GLR.3.4.1 hem de
GLR.3.4.2 yoksunlugunda azalmistir. Ancak GLR.3.4.2 yoksunlugunda kontrol
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seviyesindedir. Pek ¢ok calisma da mitokondriyal streste ve abiyotik streslerde benzer sekilde

bu genlerin transkripsiyonu da artiglar belirlenmistir.

COX5b transkripsiyonu stres uygulamalar ile artmistir. En biiyiik artis mitokondriyal
stres ile gerceklesmistir. Bitki ya da hayvanlar ile yapilan pek ¢ok calismada rotenon
uygulamasi COX geninin artigina sebep oldugu belirlenmistir (Lee et al., 2008; Wang et al.,
2022). Bu genin nitrosatif stres altinda artist GLR.3.4 yoksunlugu ile azalmistir. Ancak hem
ER hem de mitokondriyal streste GLR.3.4.1 yoksunlugu COX5b transkripsiyonunda artisa
sebep olmustur. NO’in siipiiriilmesi ise bu genin ifadesini artirmistir. Nitrosatif stres altinda T
uygulamasi ile artan COXS5b transkripsiyonu GLR.3.4 yoksunlugu ile azalmis, R uygulamasi
ile sadece GLR.3.4.2 yoksunlugu ile azalmistir. Bu durumda GLR.3.4 yoksunlugu farkli

kosullarda farkli etkilere sebep olmustur.

Bu genler disinda Uncoupling proteins (UCP), mitokondriyal i¢ zarda proton
elektrokimyasal gradyani dagitan proton sizintisin1 katalizler. Bu sekilde ATP sentaz
kompleksini ve boylece oksidatif fosforilasyonu kisaltir (Vercesi et al., 2006). Yapilan bir
calismada ise A. thaliana'da UCP gen ailesinin alt1 olas1 iiye iiyesinin genomik yapisini ve
ifade profillerini belirlenmistir (Borecky” et al., 2006). Ayrica, hem AOX (Maxwell et al.,
1999) hem de UCP (Pastore et al., 2007), mitokondriyal ROS olusumunun riskini azalttig
goriilmiustiir. Cd stresi ile UCP transkripsiyonunun arttig1 belirlenmistir (Keunen et al., 2013).
Ayrica memeli hiicre hatlarinda da mitokondriyal stres altinda transkripsiyonunun arttig
belirlenmistir (Hirschenson et al., 2022; Hwang et al., 2014). Bu calismada da ER,
mitokondriyal stres ve nitrosatif stres altinda R uygulamasimnin UCP transkripsiyonunu
artirdigr ve bu artisin GLR.3.4.1 yoksunlugu ile daha da arttig1 belirlenmistir. Bu sebeple,
UCP transkripsiyonunun ifade olmasinda GLR.3.4.1’in rol oynadig1 sGylenebilir.



112

5. SONUC

GLR; memelilerde (iGluR'ler), hafiza ve 6grenme gibi biligsel siireclerde gorev aldiklart
gibi, faaliyetlerindeki asirilik ya da azlik, depresyona psikoz patolojisine ve hatta
norodejeneratif hastaliklara neden olmaktadir. GLR’ler, sadece memelilerde degil yasamin {i¢
domaininde de tanimlanmislardir. Bitkiler izerinde yapilan arastirmalarda, bitki GLR’lerinin;
karbon ve azot metabolizmasindan, tohum ¢imlenmesine kadar pek c¢ok yolakta rol
oynadiklar1 gosterilmistir. Ayrica, GLR'lerin, ca® tasiyan ilk molekiiler mekanizmalardan
biri oldugu bulunmustur. Model bitki Arabidopsis thaliana’da yapilan arastirmalar, bazi
(a)biyotik stres faktorlerinin  Ca®* aracili bir yamiti tetikledigi membran voltajinda
degisikliklere neden oldugu ve boylece hem stres sinyali olusturma (voltaj kapili kanallar
araciligiyla) hem de strese yanit verme (su potansiyelinin artmasi) siireclerinde 6nemli bir rol
oynadig1 goriilmiistiir. Bu da, bir elektrik sinyalini olusturmak ve iletmek i¢in GLR'lerin ¢ok
onemli oldugunu gostermistir. Son yillarda insanlarda yapilan bir dizi ¢alismada ilk defa
beyin hiicre zarindaki iGluR’ler araciligiyla hiicre igine Ca’" girisinin arttigi ve bunun NO
(nitrik oksit) birikimine neden oldugu bulunmustur. Hiicrede NO degisiminin ise ER’de strese
neden oldugu belirlenmistir. Ancak, bahsedilen bu GLR-aracili yolagin bitkilerde var olup
olmadig1 heniiz bilinmemektedir. Bu ¢alisma ile GLR-aracili NO miktarinin eksikliginin ya
da birikiminin, hiicredeki ROS ve RNS diizenlenmesi ile hiicre redoks dengesi tlizerindeki
etkisi ilk defa arastirilmistir. Bununla birlikte GLR-aracili bu degisimin ER ve mitokondride
strese neden olup olmadig da ilk kez bu ¢alisma ile belirlenmistir. Sekil 5.1°de arastirmanin

temel sonuclart memeli hiicrelerindeki yolak ile karsilagtirilarak sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 5.1 AtGLR3.4 yoksunlugunda hiicre i¢indeki RNS sentezi, ROS iiretimi, ROS diizenlenmesi, Asc-
GSH dongiisti, Redox dengesinin korunmasi ve Endoplazmik retikulum ve mitokondrideki stres ile iligkili gen
ifadelerinin sematik gosterimi. (A) Memeli beyin hiicre membraminda lokalize olan ve sitoplazmaya Ca*?
girisinden sorumlu olan NMDAR glutamat reseptorlerinin ifadesindeki artig, hiicre i¢i Ca*? miktarini arttirak
NOS aracili NO miktarinda artisa neden olur. Artan NO, ER iizerindeki Ca*? kanallarimin inaktivasyonuna neden
olarak katlanmamug/yanlis katlanmis protein kaynakli ER ve mitokondride stres meydana gelir. Bu durum
insanlarda norodejenaratif hastaliklara yol acar. (B) Bitkilerde 20 glutamat reseptoriinden biri hem
memelilerdeki NMDAR glutamat reseptoriine benzemekte hem de NMDAR lar gibi hiicre i¢i Ca* sinyalinde
gorev almaktadir:ATGLR3.4. Bu reseptoriin yoksunlugu, hiicre i¢i Ca™ miktarim azaltir buna bagli olarak
aktivitesi azalan NOS daha az NO iiretir. Azalan NO, ER deki Ca*? kanallarindan CNX (kalneksin)’in ifadesini
arttirr. Bunun sonucu olarak ER ve sitoplazma igindeki Ca*? dengesizligi, ER ve mitokondri stres genlerinin
ifadelerindeki artistan da anlasilacag: iizere bu iki organelde strese neden olur. Buna karsin atglr3.4 mutanti
SOD, CAT, POX, GPX ve Askorbat/Glutatyon dongii enzimlerinin aktivitelerini arttirarak ROS miktarlarim
diizenler. Diger yandan glutatyon ve askorbat havuzlarini doldurarak ve NAD/NADH oranini arttirarak hiicre igi

redoks dengesini korurlar.
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Sayim Prof. Dr. Askim Hediye CETINEL ve esi degerli abim Dr. Barbaros CETINEL olmak
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