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OZET

ARABIDOPSIS’DE, BAZI ABIYOTIK STRES KOSULLARI
ALTINDA ENDOPLAZMiK RETIKULUM STRESI VE REAKTIF
OKSIJEN TURLERI ARASINDAKI ILISKININ ARASTIRILMASI

OZGUR UZILDAY, Rengin

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Ismail TURKAN
Nisan 2015, 90 sayfa

Stres kosullar1 altinda “Endoplazmik Retikulum (ER)” liimeni igerisinde
katlanmamis proteinlerin olugmasi ve bu tiir proteinlerin saperonlarca yok
edilememesi “Endoplazmik Retikulum Stresi” ne neden olur. Bu stres, yapay
olarak disaridan “tunikamisin” gibi, protein katlanmasini engelleyen ajanlar ilede
olusturulabilmektedir. ER stresi altinda hiicrede bazi genlerin ifadesi artmaktadir.
Bu genlerin ifadesindeki artis, proteinlerin katlanmasini tesvik ederek, hiicrenin
ER stresine karsi koymasini saglayan ve “Katlanmamis Protein Yaniti” olarak
isimlendirilen yaniti baslatmaktadir. Proteinlerin dogru katlanmasini saglamak
icin disiilfid baglarinin olusmasi, bu baglarinin olusmas: i¢in ise molekiiler
oksijenin kullanilmasi1 gerekmektedir. Bunun sonucunda ER’ de hidrojen peroksit
(H207) gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS) olugsmaktadir. Basta H,0, olmak iizere,
ROS’ lar hiicrede oksidatif hasara neden olmaktadir. Bitkiler ROS’ larin
olusurdugu oksidatif hasari engellemek icin enzimatik ve enzimatik olmayan
sistemler gelistirmislerdir. Son yillarda ROS’ larin zararli etkileri yaninda, yararh
etkileri olduguda bulunmustur. Buna goére ROS’ lar belirli bir konsantrasyona
kadar ¢evresel streslere karsi verilen yanitlarda sinyal iletici molekiiller olarakta ig
gormektedirler. Calismada, ER stresinin antioksidan savunma sistemi ve redoks
dengesi 1lizerine etkileri aydinlatilmis. Ayrica kloroplast, mitokondri ve
peroksizomlarda tiretilen ROS’ larin ER stresi ile iligkisi agiga ¢ikarilmistir.
Anahtar Sézciikler: Endoplazmik Retikulum Stresi, Reaktif Oksijen Tiirleri,
Tuzluluk, Antioksidan Savunma Sistemi, Redoks Dengesi, Arabidopsis.
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ABSTRACT

AN INVESTIGATION ON THE RELATION BETWEEN
ENDOPLASMIC RETICULUM STRESS AND REACTIVE
OXYGEN SPECIES IN ARABIDOPSIS UNDER SOME
ENVIRONMENTAL STRESSES

OZGUR UZILDAY, Rengin

PhD in Biology

Supervisor: Prof. Dr. Ismail TURKAN
April 2015, 90 pages

Accumulation of unfolded proteins caused by inefficient chaperone activity in
‘Endoplasmic Reticulum’ under salinity and osmotic stresses 1is called
‘Endoplasmic Reticulum Stress’. Under normal condition, this stress can be
induced by heavy secretory protein pathway load. On the other hand, exogenous
application of antibiotic tunicamycin -which inhibits protein folding- can also
induce ER stress artificially. Increase in gene expression due to ER stress induces
a response called ‘Unfolded Protein Response’, which increases protein folding
capacity and induces some responses that alleviate ER stress. Formation of
disulfide bonds, which are produced by using molecular oxygen, is needed for
correct protein folding. As a result of this process, reactive oxygen species (ROS)
such as H,0, is produced in ER. Increased production of ROS results in oxidative
damage in cells. Plants have enzymatic and non-enzymatic antioxidant systems to
prevent oxidative damage which is produced by ROS. Considering this gap in the
literature, we aimed to investigate the organaller production of RQOS, in
mitochondria, chloroplast and peroxisomes and the effect of this ROS on
antioxidant defense system and redox state in these compartments during “ER
stress” and “Unfolded Protein Response”.

Keywords: Endoplasmic Reticulum Stress, Reactive Oxygen Species, Salinity,

Antioxidant Defence System, Redox Balance, Arabidopsis
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ROS Reaktif oksijen tiirleri
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1. GIRIS

Bitki hiicrelerinde iiretilen salg1 proteinleri, gérev yapacaklar1 organellere ER’
de katlanarak taginir. ER’ de pek ¢ok protein (saperonlar) bu katlanma ve birlesme
islevini gerceklestirmektedir. Katlanma mekanizmalarinin yetersiz kaldigi
durumlarda, ER’ de proteinlerin yanlis katlanarak birikmesi veya c¢okelmeleri

“endoplazmik retikulum stresi” ne neden olmaktadir (Iwata ve Koizumi, 2010).

Bilindigi gibi hiicrelerarasi alana ya da salgi yolu organellerine hedeflenmis
olan proteinler, ER-bagli ribozomlarda sentezlenir. Sonrasinda ER liimeni igine
taginir ve burada dogal hallerine katlanirlar. Biitiin bu katlanma yolagi boyunca,
proteinlerin katlanmasi c¢esitli kalite-kontrol sistemleri tarafindan her asamada
denetlenir ve sadece diizgiin katlanmig proteinler golgi aygitina gegerek salgi
yolaginda ilerlemeye devam edebilir (Hurtley ve Helenius, 1989). Ornegin, hiicre
duvar1 protein bilesenleri, plazma zarmmi1 olusturan proteinlerin c¢ogu ve
vakuollerde yer alan proteinlerin biiyiik boliimii salg1 yolagi kaynakli proteinlerdir

(Sanderfoot ve Raikhel, 2003).

Salgi yolagina hedeflenmis proteinlerin ¢ogu N-bagli oligosakkaritlerin
eklenmesiyle degisime ugrayan glikoproteinlerdir. Glikolizasyon olarak
adlandirilan bu olay 6nemli bir translasyon sonrasi degisim olup proteinlerin
denatiirasyonunu ve proteolize ugramalarini1 engellemektedir. Ayrica, bu degisim
proteinlerin ¢oziiniirligiini de arttirmaktadir. Bunlara ek olarak glikolizasyon, ER
icerisindeki kalite-kontrol mekanizmas1 i¢in bir “tanima sinyali” olarak is
gormektedir (Liu ve Howell, 2007; Ceriotti et al., 1998; Ceriotti, 2011). Son
yillarda gerceklestirilen ¢aligmalarda tunikamisin isimli antibiyotigin yukarida
sozii edilen N-glikolizasyonunu engelleyerek ER stresine neden oldugu
bulunmustur. Dolayisiyla tunikamisin hiicrede olusan ER stresine karsi verilen

“katlanmamis protein yanit1” nin tesvik edicilerinden biridir.

ER, redoks potansiyeli bakimindan hiicre dis1 bosluk gibi okside bir ortam
olup proteinlerin oksidatif katlanmasi icin ideal bir ortam olusturmaktadir.

Sitosole gore, ER’ deki yiikseltgenmis glutatyon/indirgenmis glutatyon



(GSSG/GSH) orani daha yiiksek olsa ve glutatyon havuzu daha okside durumda
gibi goriinsede, ER’ de disiilfit bag olusumuna bagli protein katlanmasi garanti
altina almamamistir (Hwang et al.1992). ER’ deki bu oksidatif ortamin
saglanmasinda  protein  disiilfid  izomeraz(PDI)-endoplazmik  retikulum
oksidorediiktaz 1 (Erol) sisteminin onemli rol oynadigi bilinmektedir. Erol,
molekiiler oksijenin okside edici giiclinii kullanarak disiilfit bagi olusturur. Bu
distilfit baglar1 Erol’ den ¢oziinebilir disiilfit tasiyicisi olan PDI’ ya aktarilir. PDI
dogrudan katlanmakta olan proteinlere bu distilfit bagini aktarabilmektedir. Bu
reaksiyonlar sonucu Erol aktivitesine bagli her bir distilfit bag1 olusumu ile bir
molekiil Hidrojen peroksit (H,0,) iiretilmektedir. Bu nedenle bu yolakta olusan
H,0,’ nin sinyal mekanizmalariyla iligkisi de biiyilk dnem tasimaktadir. Ayrica,
H,0; basta olmak iizere, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) hiicrede ikili rollerinin
oldugu bilinmektedir. Bu molekiillerin hiicrede zararli etkilerinin yaninda diisiik
diizeylerde, sinyal molekiilii olarak da is gordiikleri ortaya konmustur. ROS’ larin
sinyal rolleri aydinlatilmaya baslandiktan sonra hiicre i¢i pek ¢cok mekanizmada
kilit rol oynadiklar1 anlasilmistir (Jaspers ve Kangasjarvi, 2010). Kuraklik,
tuzluluk, sicaklik gibi abiyotik stres faktorleri ER’ de proteinlerin diizgiin
katlanmalarin1 engellemekte oldugu bilinsede bu engellenmenin hiicrenin diger
organellerinde ve antioksidan savunma sistemi {lizerindeki etkisi bilinmemektedir

(Iwata ve Koizumi, 2005, Liu ve Howell, 2007).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), tekli oksijen (*Oy), siiperoksit anyonu (02" ),
hidrojen peroksit (H,0,), ve hidroksil radikali (OH.) gibi molekiillerden olusur.
ROS’ lar, proteinler, DNA ve lipitleri oksitleyerek zarar olusturan toksik
molekiillerdir (Apel and Hirt, 2004). Optimum biiyiime kosullarinda, ROS’lar
kloroplast, mitokondri ve peroksizomlar gibi organellerde ve apoplastta diisiik
diizeylerde iiretilmekte, ancak, stres sirasinda iiretimlerinde onemli bir artis
goriilmektedir. ER stresi sonucu olugan bu ROS artisinin ise hasar ile hiicre
Olimiine mi yol actig1 yoksa sinyal mekanizmasini mi uyardiklart ve hangi

diizeyde bu iki rolden birini tistlendikleri bilinmemektedir.

Bitkiler hiicre igerisinde olusan ROS’ lar1 detoksifiye etmek icin ¢esitli
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar iiretmektedirler. Askorbik asit
(AsA) ve glutatyon (GSH) gibi enzimatik olmayan antioksidanlar ve siiperoksit
dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz



(GPX) ve peroksiredoksinler (PRX) gibi ROS siipiiriicii enzimatik antioksidanlar
gerek normal metabolizma gerekse stres sirasinda ROS detoksifikasyonunda rol
almaktadirlar (Takahashi and Asada 1988; Mittler et al., 2004; Dietz et al., 2006;
Tiirkan ve Demiral, 2009, Demiral et al., 2011).

Bu c¢alisma iki ana kisimdan olusmaktadir, bunlardan birincisi, tunikamisin
uygulamas ile yaratilan ER stresinin, tuz stresinin ve ER stresi + tuz stresinin
hiicre i¢inde redoks dengesi, antioksidan savunma ve ROS sinyallemesi iizerine
olan etkisi arastirilmasidir. Ikincisi ise, kloroplast, mitokondri ve peroksizomlar
gibi hiicre bdlmelerinde olusan ROS’ un ER stresi iizerine etkilerinin

belirlenmesidir..

Bu amagla, ilk kisimda, model bitki olan Arabidopsis thaliana yaban tipi
(Col)’ e sadece tunikamisin uygulanarak hiicrede protein katlanmamasina bagl
ER stresi olugturulmustur. Boylece abiyotik stres uygulanmaksizin ER’ de sadece
protein katlanmamasina bagl stres olusturulmus ve hiicre, bu strese yanit vermesi
icin uyarilmistir ve antioksidan savunma sistemi ve redoks degisimi belirlenmistir.
Ikinci olarak, tuzluluk stresi ER’ deki protein katlanmasina etkisi belirlenecektir.
Son olarak, tunikamisin uygulamasi ile ER stresi olusturulan bitkilere tuzluluk
stresi uygulanmigtir. Boylelikle hem ER stresine hem de abiyotik strese baglh
yanlig protein katlanmasinin, hiicrede redoks dengesi iizerine olan etkisi ortaya
konmustur. A. thaliana’ nin yapraklarinda: ROS miktar1 (H,O, ve O;"), redoks
dengesi [glutatyon (GSH)/ glutatyondisiilfit (GSSG) oksidasyon miktari],
antioksidan enzimlerin [siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat
peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR)] aktiviteleri ve bu enzimlerin
izoenzimleri belirlenmistir. Ayrica, ER stresi altinda ifadesinin arttig1 bilinen bazi
ER stres genlerinin (bZIP17, bZIP28, bZIP60, TIN1, BiP1, BiP3, ERO1) abiyotik
stres kosullar1 altinda da ifade olma diizeyleride saptanmistir. Bunun disinda, lipid
peroksidasyonu ve protein oksidasyonu 6lgiilerek ER stresi, abiyotik stres, ve ER

stresi + abiyotik stresin neden oldugu oksidatif hasarin derecesi belirlenmistir.

Ikincil olarak organellerde olusan ROS’ un ER stresi iizerine etkileri
aydinlatilmistir.  Kloroplastlarda metil viyolojen, mitokondride rotenone,
peroksizomlarda 3-AT uygulamalari ile ROS {iretimi tesvik edilmis ve ER stres
algilayicisi olarak is géren bZIP17, bZ1P28, IRE1A, IRE1B, BiP1, BiP3 genlerinin



ifadeleri, protein katlanmasi siirecinde is goren CNX, ERO1 genlerinin ifadeleri,
ERAD iliskili HRD1, SEL1, DER1, UBC32 genlerinin ifadelerindeki degisiklikler

belirlenmistir.

Bundan sonraki boliimlerde ER stresi, ER’ de protein katlanmasi, ER kalite
kontrol sistemi, ER iliskili par¢alanma sistemi, ER stresine adaptasyon yanitlari,
tuz stresi altinda ikincil stres olarak oksidatif stres bagliklar1 detayli olarak

anlatilacaktir.

1.1. Bitkilerde ER Stresi

Bitkilerde protein katlanmasi siireci ¢evresel kosullardan etkilenmektedir
(Hartl and Hayer-Hartl, 2009). Protein katlanmasi, salgi proteinlerinin
olusmasinda gerceklesmekte ve katlanmamis polipeptidlerin ER limenine girisi
ile baslamaktadir. Protein katlanmasi ER igerisindeki katlanma faktérlerince
gergeklestirilir. Diizgiin katlanmayan proteinler, ER kalite kontrol sistemi (ER
quality control system= ERQC) tarafindan taninir ve ER iligkili par¢alama sistemi
(ER associated degradation system=ERAD) tarafindan pargalanir. Yanlis
katlanmis proteinlerin birikimi bitki i¢in zararli olabilmektedir bu nedenle ERQC
bitkilerde yiiksek 6nem tagiyan bir sistemdir. En iyi kosullarda bile bazi proteinler
yanlis katlanabilir. Stres kosullarinda veya yiiksek miktarda protein
salgilanmasinin oldugu kosullarda ise hiicrenin protein katlanma kapasitesi ve
parcalanma kapasiteleri asilir ve yanlis katlanmis veya katlanmamis proteinlerin
miktarinda artis goézlenir. Bu durum bitkilerde ER stresine neden olmaktadir

(Vitale and Boston, 2008; Howell, 2013)

ER stresi katlanmamis protein yanitin1 (unfolded protein response= UPR)
aktiflestirir (Martinez et al., 2003; Kamauchi et al., 2005). UPR laboratuvar
kosullarinda ER stres ajanlar1 kullanilarak da aktiflestirilebilir. Bu ajanlardan biri
de tunikamisindir. Tunikamisin, salg1 glikoproteinlerinde N-bagli glikolizasyonu
engeller ve katlanmamuis proteinler ER limeninde birikmeye baslar. Dithiothreitol
(DTT) gibi indirgeyici ajanlar da ER’ deki yiikseltgen ortami indirgeyerek disiilfit
baglarinin olusumunu engeller ve buna bagli olarak protein katlanmasi da
engellenir (Michalak et al., 2009; Howell, 2013). ER stres ajanlar1 uygulamalari
gibi abiyotik streslerde UPR’ yi tesvik edebilirler (Liu and Howell, 2010).



ER’ deki protein katlanmasinda bir diger faktdr ise molekiiler saperonlardir.
Binding protein (BiP), ER liimeni igerisinde en ¢ok bulunan saperonlardandir ve
diizgiin katlanmamis proteinlere baglanarak ER igerisinde bu proteinlerin
¢okmelerini engellerler (Otero et al., 2010). BiP’ ler 1s1 soku 70 (HSP 70)
proteinleridir ve ATP baglarlar. J domaini igeren proteinlere baglanarak is
goriirler. J proteini BiP’ ler ile beraber ATP hidrolizini uyarirlar ve BiP tarafindan
polipeptidlerin hizli bir sekilde baglanmasini saglar (Yamamoto et al., 2008)
(Sekil 1.1).

Katlanmamig
protein

Katlanmis

protein

Sekil 1.1 BiP ATP hidrolizi ile katlanmamis proteinlere baglanmaktadir.

ER stresine kars1 ilk yanit1 ER stresin algilanmasi ve sinyalin iletilmesinde

ER zar lizerinde yer alan transkripsiyon faktorleri is gérmektedir.

Memelilerde UPR sinyal yolaginin 3 dali olan, 3 farkli simf ER
transkripsiyon faktorii bulunmaktadir (Walter and Ron, 2011). ilk sinif membran
iligkili transkripsiyon faktorleri, aktif olduklarinda membrandan serbest kalarak
nukleusa gider ve sonrasinda UPR genlerinin ifade olmasini saglarlar. ikinci smif,
ikili islevi olan protein kinaz/ riboniikleaz olan inositol-bagimli enzim1 (IRE1)’ 1
icermektedir. Ugiincii smif ise membran iliskili protein kinaz RNA benzeri
endoplazmik retikulum kinaz (PERK)’ 1 igerir. PERK translasyon baslatic1 faktor
elF2a’ y1 fosforile eder ve inaktif hale getirir bdylece translasyon yavaslar.

Bitkilerde simdiye kadar ilk iki sinifin varlig1 ortaya konmustur.

Memelilerde en ¢ok ¢alisilan membran iligkili stres iletilen transkripsiyon
faktorlerinden biri basic leucine zipper (bZIP) faktér olan aktiflestirici
transkripsiyon faktorii 6 (ATF6) olarak adlandirilmaktadir. ATF6 tek gegisli

transmembran motifi i¢eren bir tip Il membran proteinidir. bZIP motifi sitosole



doniik olarak membran iginde yerlesmisken, site 1 proteaz (S1P) kesme bolgesi
iceren C terminal kuyrugu ER limeninde bulunmaktadir. Stres uygulamasi
sonrasinda ATF6 hareketlenir ve ER’ den disar1 ¢ikar ve Golgi cisimciklerine
ilerler. Burada ATF6, Golgi iliskili proteazlar tarafindan (S1P ve S2P) kesilir. S1P
¢ozlinebilir limenal bir proteazdir ve S2P ise membran iligkili bir
metalloproteazdir. S2P membranda ATF6’ y1 keser ve bZIP motifinde yer alan
sitosolik bilesen serbest kalir ve bu bilesen niikleusa giderek hedef genlerin

ifadesini baslatir (Howell, 2013).

Arabidopsis’ de ATF6 homologu olan bZIP transkripsiyon faktorii gen
ailesine ait 75 adet faktor tanimlanmistir. Bunlardan 4 tanesinin tipll membran
proteini oldugu disiiniilmektedir. Bunlardan, yapisal olarak ATF6’ya benzer
olanlar AtbZIP17-28-49’ dur. Her {igiiniinde sitosole bakan bir bZIP motifii ve
tipik S1P kesme bolgesi iceren C terminal kuyrugu bulunmaktadir (Liu et al.,
2007; Che et al., 2010).

Arabidopsis’ de yapilan bir ¢alismada bu proteinlerin ER stresi uyarani olup
olmadigin1 kontrol etmek i¢in, N terminallerinden GFP ile isaretlenmis ve
transgenik bitkilere aktarilmistir ve transgenik bitkiler ER stres ajanlar1 ve
cevresel stres uyaranlarina maruz birakilmislardir. Transgenik bitkilerde, ER stres
ajan1 ve yiliksek tuz stresi uygulamasindan sonra bZIP17, proteolitik olarak
kesilmistir. Proteolizis, fonksiyonel olarak S1P ve S2P’ ye ihtiya¢ duysada sadece
S2P kesim iirlinii gozlenmistir. SIP kesimi ile S2P proteolizisinin basladigi ve
S1P kesimi oldugu sirada hizli bir sekilde S2P kesiminin gergeklestigi boylece ara
driinlerin birikmesinin gerg¢eklesmedigi diislinlilmektedir. ER stres uygulamasi
sonrasinda GFP isaretli bZIP17° lerin ER’ den niikleusa hareket ettikleri
belirlenmistir (Shen et al., 2007).

bZIP28’ de bZIP17 ile aym sekilde ER stresi altinda Golgi cisimcigine
hareket eder ve S1P - S2P proteolizisini takiben niikleusa tasinir. Bu bZIP
faktorlerinin bir organelden diger organele taginimi Srivastava et al., (2012)
tarafindan basamak basamak incelemistir. Hayvanlarda ER’ den Golgi’ye tasinim
COPII vezikiilleri ile saglanir, bitkilerde ise bu yolak tam olarak bilinmemektedir.
Bitkilerde bir¢ok hareketli Golgi cisimcigi bulunmaktadir ve taginim i¢in ara bir

molekiile ihtiya¢ olmayabilecegi diisiiniilmektedir. Fakat ER’ den Golgi’ ye geg¢is



sirasinda COPII mekanizmasinin bitkilerde de varligi {izerine ¢aligmalar devam

etmektedir.

ER protein katlanma mekanizmasi icerisinde yer alan bazi genler bZIP28
transkripsiyon faktoriiniin is gormesiyle ifade olabilmektedir. Bu genler BiP2,
kalneksin, kalretiikulin, protein disulfide isomerase (PDI)’ 1dir. Bu grupta yer alan
¢ogu genin promotorunda, ER stresine yanit veren element (ERSEI)
bulunmaktadir. ERSE1 iki altbirim igerir. Bunlardan CCACG bZIP dimerlerine
baglanirken, CCAAT altbirimi CCAAT-kutu-baglanma faktorlerine baglanir
(Yoshida et al., 2001). CCAAT-kutu baglanma faktorleri ii¢ adet niikleer Y (NF-
Y) altbiriminden olusur. Bunlar NF-YA, NF-YB ve NF-YC’ dir. Arabidopsis
genomunda 36 adet NF-Y altbirimi kodlayan gen tanimlanmistir. Bu altbirimlerin
hangilerinin bZIP28 ile etkilestigi ve ER stresinde diizenleyici rolleri oldugu
arastirtlmaktadir (Siefers et al., 2009).

Liu ve Howell, (2010b) ti¢lii hibrid sistemi kullanarak bZIP28 ile etkilesen
CCAAT-kutu faktorii alt birimlerini karakterize etmislerdir. Hepsi beraber ifade
oldugunda NF-YB3 ve NF-YC2’ nin bZIP28 ile etkilestigi bulunmustur. Ugiincii
alt birim i¢in ise mayalarda NF-YB3 ve NF-YC2 ile etkilestigi rapor edilen NF-
Y A4 oldugu test edilmektedir (Geisler et al., 2007). Escherichia coli’ de NF-YA4,
NF-YB3 ve NF-YC2 alt birimleri bZIP28 ile beraber ERSE1 elementine
baglanabilen bir kompleks olusturdugu in vitro kosullarda belirlenmistir (Liu and
Howell, 2010b).

Siefers et al. (2009) promotor: raportdr yapisini kullanarak NF-Y A4 ve NF-
YB3’ iin Arabidopsis siirgiinlerinde ifade oldugunu bildirmistir. Liu ve Howell
(2010b) ise galismalarinda ER stres ajan1 uygulamasiyla NF-YC2’ nin ifadesinin
arttigin1 ve bu artisin bZIP28’ e bagimli oldugunu gostermislerdir. NF-YB3
ifadesi siirekli olsada, GFP isaretli NF-YB3 ifadesi stresli olmayan bitkilerde
sitoplazmada belirlenmistir. Stres uygulamasi sonrasinda ise NF-YB3’ iin
nukleusa tasindigi bulunmustur. Sonugta, stres uygulamasi sonrasinda bZIP28’ in
aktiflestigi ve BIP3 ile NF-YC2 gibi genlerin ifadesini arttirdigi onerilmektedir.
Arabidopsis’ de NF-YC2 ifadesindeki artisin NF-YB3’ iin nukleusa girigini
yonlendirdigi diistiniilmekteydi. Memelilerde, NF-YA importin [ sistemi ile

kendisine 6zel olarak, CCAAT kutu baglanma faktorii ile beraber taginmaktadir



(Kahle et al., 2005). Nukleusda bZIP28 ile etkilesimini takiben CCAAT kutu
baglanma faktorii  bZIP28’ in tekrar eski hale gelip tekrar kullanimini
saglamaktadir. Boylece, ER stres,, hem spesifik olarak bZIP28 transkripsiyon
faktorini. hemde genel olarak CCAAT kutu baglanma faktorlerini
aktiflestirmektedir (Sekil 1.2).

ER iresi yanit .

PROMOTOR elemani (ERSE)

UPR GENi ]

H Transkripsiyon

Kat Emamls .
21:76)\Y[0))0]:! protein yanit . UPR GENI ]
elemani(UPRE)
CAGCGTG
Q Transkripsiyon

Sekil 1.2 ER stresiyle iliskili cis-acting diizenleyici elementler

Bitkilerde ER stres yanitinin ikinci yolagi, RNA splizing faktor IRE1’ 1
icermektedir (Howell, 2013). Bu yolagin mayalarda, nematodlarda, sirke
sineklerinde ve memelilerde korundugu bilinmektedir. Arabidopsis’ de de IRE1

kodlayan iki tane genin varligi tespit edilmistir (Koizumi et al., 2001) (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3 IRE1 faktoriiniin mayalar, memeliker ve bitkilerde ¢alisma prensipleri.

RNA splizing kolu, membran iligkili bZIP60 transkripsiyon faktoriiniin ER
stresi ile tesvik edilmesi arastirilirken ortaya g¢ikarilmistir (Iwata and Koizumi,
2012). Iwata ve Koizumi (2005) bZIP60’ m aktif haldeki formunun UPR
genlerinin ifadesini diizenledigini rapor etmislerdir. Ayni ¢alismada bZIP60’ n

proteolizis ile aktiflestigi yoniinde goriis bildirmislerdir.

bZIP60’ 1 proteolitik aktivasyonu konusundaki varsayimlar, ER stres
ajanlar1 uygulamasit sonrasinda daha kisa bir formunun bulunmasiyla
desteklenmistir. Tam boy bZIP60 mikrozomal membranlarda, kisa formu ise

nukleusda yer almaktadir (Iwata et al., 2008).

Son ¢alismalarda, bZIP60’ n aktif formunun, IRE1 aracili bZIP60 mRNA’
smin splicingi ile olustugu rapor edilmistir (Deng et al., 2011; Nagashima et al.,
2011). bZIP60 mRNA’ s1 IREl i¢in RNA splicing hedefidir. IRE1 tanima
bolgesindeki bir bolge tam olarak bZIP60 mMRNA’ sinin katlanma bolgesine denk
gelmektedir.

Arabidopsis’ de ER stresi altinda BIP3 gibi genlerin ifadesindeki artis,
bZIP28 ve bZIP60’ a baghdir (Howell, 2013). Moreno et al (2012) bakteri ile
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enfekte edilmis Arabidopsis’ de IRE1a’ nin sistemik kazanilmis direng yanitinda
rol aldigini rapor etmislerdir. Salisilik asit uygulanan bitkilerde patojen iliskili
proteinlerin salgilanmasinda IREla’ ya gereksinim duyulmaktadir. irela
mutantlar1 bakteriyal patojenlere hassas iken, irelb mutantlarinda patojenlere

kars1 yanitta herhangi bir degisiklik saptanmamustir.

ER stres yaniti yolagindaki transkripsiyon faktorlerinin  rollerini
acikladiktan sonra bundan sonraki boliimde ER’ de protein katlanmasi

mekanizmasi ayrintili olarak agiklanacaktir.

1.1.1. Protein Katlanmasi ve N-Bagh Glikolizasyon

Yanlis protein katlanmas1 ER’ de strese neden olan ana siirectir ve protein
katlanma mekanizmasinin dogru c¢alismasi hiicre homeostasisi i¢in kritik dneme
sahiptir. Polipeptidler ER liimenine Sec61 translokon kompleksi araciligiyla
girerler ve iki protein katlanma yolagindan birine katilirlar (Anelli and Sitia,
2008). Bu yolaklardan biri liimenal baglanma proteini BiP’ in ¢alismasini igerir.
Bu yolakta, ER’ de lokalize olan 1s1 soku faktorii 40 proteini ERdj3 dogrudan
heniiz olusmus proteine baglanir ve BiP’ in bu komplekse baglanmasini saglar

(Jin et al., 2009).

Diger katlanma mekanizmasi N-glikan bagimlidir ve
kalneksin/kalretikulin  protein katlanma dongiisiinii i¢ermektedir. Nascent
polipeptidler multialtbirim oligosakkarit transferaz (OST) tarafindan lipid bagh
oligosakkaritlere tasinirlar ve glikolizasyon gergeklesir. Tunikamisin gibi ER stres
ajanlari, OST tarafindan katalizlenen lipid bagli oligosakkarit liretimini engellerler
ve N-bagh glikolizasyonu engelleyerek ER stresine yol acarlar (Pattison and
Amtmann, 2009).

Koizumi et al., (1999) tunikamisinin OST’ yi engelleyerek ER stresine yol
actigin1 rapor etmistir. Arabisopsis’ de tunikamisin direnci gosteren bitkilerde
OST ifadesinin asirt oldugu bulunmustur. OST’ nin bir alt birimindeki mutasyon
yiiksek tuz stresine karsi direnci azalttig1 bilinmektedir ve ER stresine yol actig1
bulunmustur (Koiwa et al., 2003). Tunikamisinin etkileri N-bagl glikolizasyonun

protein katlanma mekanizmasinda ne kadar 6énemli oldugunun bir belirtecidir.
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Monoglikolizasyonlanmis oligosakkarit lektin saperonlari olan ve ER
protein katlanma mekanizmasinin ana elemanlarindan olan kalneksin (CNX) ve
kalretikulin tarafindan tanimlanir. Kalneksin membrana demirli bir proteindir ve
kalretikulin liimenal proteindir. Bu iki proteinin olusturdugu kompleks ER
icerisinde proteinlerin diizgiin katlanmasindan sorumludur. Bu kompleksden
disar1 ¢ikan yeni katlanmis proteinler UDP-glukoz: glikoprotein glikoziltransferaz
(UGGT) tarafindan kontrol edilir ve yanlis katlanmis protein tekrar kalneksin/
kalretikulin tarafindan diizenlenen katlanma mekanizmasinin igine aktarilir.
UGGT ER kalite kontrol mekanizmasinda karar verici rolii oynamaktadir. Bu
enzim, katlanmamis proteinlerdeki hidrofobik yiizey kalintilarini taniyarak is

gormektedir (Taylor et al., 2003).

Mayalarda kalneksin/kalretikulin kompleksi ile baglantili proteinlerden bir
digeri de PDI’dir. PDI disiilfid baglarin olusumundan sorumludur. Fakat yalnizca
disiilfid baglarin olusumundan degil, protein dogal konformasyonlarinda gerekli
olan izomerizasyon isleminde de rol almaktadir. Arabidopsis genomunda 12 adet
PDI kodlanmaktadir ve bunlardan 9 tanesi ER ile iligkili sinyal peptidleri
icermektedir (Lu and Christopher, 2008). Mayalarda, disiilfid bag olusumunda
oksidasyon eslenirliklerini iireten redoks elemani ER oksidorediiktazdir (Erolp)
Arabidopsis’ de AERO1 ve AERO2 olarak iki homologu bulunmaktadir
(Banhegyi et al., 2012).

1.1.2. ER kalite kontrol sistemi (ERQC)

“ER kalite-kontrol mekanizmas1” ilk kez Hurtley ve Helenius (1989)
tarafindan, ER icerisindeki salgi ve zar proteinlerinin diizgiin katlanmasin
saglayan sistem olarak tanimlanmistir. Pek cok proteinin diizgiin katlanmasi i¢in
disiilfit bag1 izomerizasyonu ve bazen indirgenme reaksiyonlar1 gerekmektedir
(Kaufman et al, 2002). Bu baglarin varliklari, proteinlerin dogal
konformasyonunun kararliligini arttirirken, yokluklar1 ya da yanlis eslesmeleri ve
katlanmamig proteinlerin olusumunu tetiklemektedir. Eger ER asir1 indirgenirse
protein disiilfit bagi olusumu engellenmektedir. ER liimenindeki asir1 okside
ortam ise, proteinlerin yanlis disiilfit bag yapmasina ve c¢okelmelerine neden
olabilmektedir (Molteni et al. 2004). Bu nedenle, disiilfit bag olusumu, salgi

proteinlerinin  dogru  sekilde katlanmasinda, dolayisiyla  kalite-kontrol
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mekanizmalarinda onemli bir rol oynamaktadir. ER kalite kontrol
mekanizmasinin bir sonraki asamasi yanlis katlanmig proteinlerin ER’ den

uzaklastirilmalaridir (Mori, 2000, Rutkowski ve Kaufman 2004).

Tuz stresine toleransta ERAD (ER iliskili protein par¢alanmasi=ERAD)
mekanizmasina  gereksinim  duyulmaktadir.  Ayrica, ER  kalite-kontrol

mekanizmasinin abiyotik stres toleransinda dnemli bir rol oynadig1 saptanmigtir

(Alvim et al., 2001) (Sekil 1.4).

ER GOLGI
GIRIs ___ _ Katlanma Polimerizasyon .

Stres «—— Yanhs
algilama Katlanma

/ /}ERAD

UPR D2
\D Otofaji

Sekil 1.4 ER kalite kontrol mekanizmasi (Alvim ve Sitia 2008’ den degistirilerek)

1.1.3. ER Iliskili Parcalanma (ERAD)

ER stresine yanit olarak homeostatik dengenin tekrar saglanmasi yanlis
katlanmig proteinlerin par¢alanmasinini iceren ERAD mekanizmasinin islerligi ile
gerceklesmektedir. Kalite kontrol mekanizmasinda yanhs katlanmis olarak

isaretlenen proteinler par¢alanma mekanizmasina gonderilirler (Howell, 2013).

ERAD dort yapisal basamak i¢ermektedir. Bunlar: (i) tanimlama, (ii)

ubikiitinasyon, (iii) retrotranslokasyon, (iv) pargalanma dir.

Yanlis katlanmis proteinlerin ERAD sistemi ile tanimlanmasi tanimlama

kapasitesi ¢ok yiiksek olan E3 ubikitin ligazlar tarafindan gergeklestirilmektedir
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(Smith et al., 2011). Mayalarda, ERAD substratlar1 ii¢ kategoride incelemektedir
(Brodsky and Wojcikiewicz, 2009). ERAD-L ¢o6ziinebilir liimenal proteinleri ya
da ER liimeni i¢ine uzanan kisimlari bulunan membran proteinlerini izlemektedir.
ERAD-M ise membrandaki yanlis katlanmis domainler ile ve membran
proteilerini izlemektedir. ERAD-C ise sitosole uzanan kalintilart olan membran
proteinlerinin diizenlenmesinden sorumludur. HRD1 kompleksi de yeni olugmaya
baslamis glikoproteinlerden yanlis katlanmis proteinlerin ayirt edilmesinde

gorevlidir (Gauss et al., 2011).

1.1.4. Bitki Hiicrelerinde Oksidatif Protein Katlanmasi

Oksidatif protein katlanmasinin  ana basamagi disiilfid baglarin
olusturulmasidir. Proteinlerin mekanik ve termodinamik Kkararliligi ile protein
katlanmasini1 kontrol ederler (Molinari et al., 2007). Polipeptidler arasinda disiilfid
baglarin olusmasi de novo disiilfid olusturan ERO1 enzimi ve disiilfid tagiyict
enzim olan PDI’ nin beraber is gormesiyle olur. PDI, 6karyotik hiicrelerde bol
bulunan tiyol-disiilfid oksidorediiktazlaridir ve disiilfidleri dogrudan substrat
proteinlere tiyol disiilfid degisim reaksiyonlar1 ile verirler. PDI’ nm
yiikseltgenmis formu EROL ile tekrar olusturulur (Riemer et al., 2009). ERO1
molekiiler oksijenden PDI” nin indirgendis formuna ylikseltgenme giiciinii aktarir.
A. thaliana, Oryza sativa, Glycine max, Zea mays gibi yiiksek bitkilerin genomu
PDI protein ailesine ait tiyoredoksin (TRX) katlanma bolgelerinde farkliliklar
gosteren 10-20 iiyesini kodlamaktadir (Onda, 2013).

PDI’ lar yiikseltgenme, indirgenme, izomerizasyon reaksiyonlarini igeren
tiyol-disiilfid degisim reaksiyonlar1 katalizleyen ve saperon aktivitesi gosteren
enzimlerdir (Hatahet and Ruddock, 2009). PDI’ lar en az bir tanesi domain a
olarak isimlendirilen redoks aktif TRX domaini olmak iizere multidomain
proteinlerdir. Domain a’ nin redoks aktif CxxC motifinin yiikseltgenmis formu
substrata bir disiilfid tasir ve indirgenmis hale gelir. PDI’larin domain
diizenlenmesi substrat Ozellesmeleri icin gerekli olan ¢esitliligi saglamaktadir

(Onda, 2013).

Substrat proteinlere disiilfidlerin girisi PDI’ larin indirgenmesi ile

gerceklestirilebilir. indirgenmis PDI’ nin bir sonraki déngii icin hemen tekrar
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yiikseltgenmesi gerekmektedir. Daha o©ncede belirtildigi gibi, disiilfid bag
olusumu elektronlarin substrat proteinden PDI’ ya sonrasinda da de novo disiilfid
ireten enzime gegisiyle gergeklesir (Riemer et al.,, 2009). Disiilfid iireten
enzimlere bir 6rnek de flavoenzim Erolp’ dir. Erol ilk olarak mayalarda sicakliga
kars1 hasas olan erol-1 mutant ¢alismalariyla kesfedilmistir (Frand and Kaiser,
1998). EROI1 ailesi mayalar, insanlar ve bitkiler gibi okaryotik organizmalarda
yiiksek oranda korunmustur. Sacchoromyces cerevisiae, Drosophila melanogaster,
Caenorhabditis elegans genomlarinin her birinde en az bir kopya EROL1 geni
bulunmaktadir (Onda, 2013). Daha yiiksek canlilarda ve bitkilerde gen
duplikasyonu gozlenmistir. Ornegin, Arabidopsis (Dixon et al., 2003) ve misirda
(Aller and Meyer, 2013) 2 adet ERO1 paralogu bulunmustur. EROI1, PDI’ ya
disiilfidi molekiiler oksijenden aldig1 yiikseltgeyici giicli indirgenmis PDI’ ya
EROI1 flavin kofktorii araciligiyla aktarmast ile olusur (Gross et al., 2006).

Mayalarda yapilan ¢aligmalarda Erol aktivitesinin ER’ de ROS birikimine
neden oldugu gosterilmistir (Sevier and Kaiser, 2008). Bununla beraber, salgi
proteini yiikii yiiksek hiicrelerde Erol aktivitesi sonucu iiretilen ROS’ un protein
sentezi siirecinde tiretilen ROS’ un %25’ ini olusturabilecegi hesaplanmistir (Tu

and Weissman, 2004).

Oryza sativa (geltik) OsEROI’ in RNAi tesvikli knockdown mutanti
tohumlarinda OsERO1 iiretimi ¢ok azdir ve dogal disiilfid baglarin tretimi

engellenmistir (Onda et al., 2009).

ERO1 aktivitesi bir geri besleme diizenlemesi ile kontrol edilir ve
boylelikle dogal disiilfid bag olusumunu saglayacak ER redoks ortaminin

olusumu diizenlenir (Sevier et al., 2007).

EROI1 kaynakli disiilfid taginimi sonucunda H;O, iiretilir (Onda, 2013).
ERO1’ in asi ifadesi ROS olusumunda artisa neden olur ve EROI
aktivitesindeki kismi bir azalma ROS birikimini azaltir ve ER stresinin letal
etkilerine karg1t direncin artmasina neden olur (Gross et al., 2006). Celtik
endosperm hiicrelerinde ER i¢inde H>O, miktarindaki artis tohum depo
proteinlerinin siilfidril gruplariin yiikseltgenmesine neden olmustur (Onda et al.,
2009). Daha az siilfidril grubu iceren em49 mutantinda yaban tipe gére daha az

H,0, iiretildigi ve tohum gelisimi sirasinda daha ¢ok oranda su biriktirdigi ve
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mutant tohumlarda desikasyon ve olgunlasmanin geciktigi bildirilmistir.
Endosperm hiicrelerinde ER’ de disiilfid baglarin olusumu sonucunda iiretilen
H20,’ nin programlanmis hiicre 6liimiinii tesvik ettigi onerilmektedir (Young and

Gallie, 2000).

1.1.5. ER Stresine Adaptasyon Yanitlari

ER stresinin hizli bir sekilde tesvik edilmesi farmokolojik ajanlar ile
miimkiindiir. Bu kimyasal ajanlarin uygulamalar: ile protein katlanmasi1 engellenir
ve posttranslasyonel modifikasyonlarda degisiklikler gozlenir (Urade, 2007).
Yukarida bahsedildigi gibi, ER stresinin uzun siirdiigi durumlarda UPR kaynakli
apoptozis gozlenir. Kimyasal ajanlarla tesvik edilen ER stresinin etkileri hemen
uygulamanin arkasindan gozlenebilir. Bunun aksine, tek bir mutant proteinin
birikimiyle tesvik edilen ER stresinde uzun doénemli ER hasarmin etkileri

incelenebilir (Vitale and Boston, 2008).

ER stresine uzun donemde adaptasyon modellerinden birisi misir
endosperm mutantlarinda ortaya konmustur. fluory-2 (fI2), mucronate (mc) ve de-
b30 mutantlarinda, tohumlarin ana depo proteini olan zein proteinlerinin
kodlanmasinda eksiklik bulunmaktadir. Bu mutantlar tohum olgunlagmasi

stirecinde haftalar boyunca endosperme 6zel UPR gosterirler (Vitale and Boston,
2008).

ER stresinden etkilenen genlerin ifadesinde degisiklikler RNA profilleme
teknikleriyle belirlenmistir. Simdiye kadar azetidine-2 karboksilik asid (AZC),
DTT ve tunikamisin ile Arabidopsis’ de, AZC ve tunikamisin ile soya
fasiilyesinde ve fl2 ile mc misir mutantlarinda ¢aligmalar gergeklestirilmistir.
Kimyasal ajanlar ER stresinin akut tesvik edicileri olsa da , mutant ¢aligmalarinda
kronik tesvik calismalarmin sonuglari rapor edilmistir (Hunter et al., 2002;
Martinez and Chrispeels, 2003; Irsigler et al., 2007).

Kimyasal ajanlarla tesvik edilen calismalarda beklendigi gibi protein
katlanmasi, glikolizasyon, translasyon/translokasyon ve protein pargalanmasi ile
iligkili genlerin ifadelerinde degisiklikler belirlenmistir (Hunter et al., 2002;
Martinez and Chrispeels, 2003; Irsigler et al., 2007). fl2 ve mc misir mutantlarinda

ise protein katlanma ve pargalanma ile ilgili genlerin ifadeleri ortaya ¢ikmaktadir
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(Hunter et al., 2002). Bu iki farkli veri setinde ¢akisan genlerin sayisi azdir. Bu
yonde yapilan ¢alismalarda kisa dénemli ve uzun donemli UPR yanitlarinin neler

oldugu konusunda c¢alismalar devam etmektedir. (Vitale and Boston 2008)

1.2. Diger organaller ile ER’ nin iliskisi

Maya ve memelilerde Golgi aygiti hari¢ 6zellikle mitokondri ve plazma
membrant gibi diger organaneller ile fizyolojik olarak Onemli bir ¢ok
baglantisinin oldugu rapor edilmistir. Fakat bitkilerde ER’ nin diger organeller ile

baglanma bolgeleriyle ilgili galismalar kisithidir (Stefano et al., 2014).

Canli hiicre goriinteleme denemelerinden elde edilen sonuglar ER’ nin
Golgi’ ye oldugu gibi kloroplastlarla da baglantis1 oldugunu gostermektedir
(Staehelin, 1997). Golgi ve kloroplastlarin ER’ den uzaga ¢ekildigi bir ¢aligmada
ER’ nin uzantilarinin bu organellere dogru uzadigi ve baglanti sagladig
gosterilmistir. ER ile kloroplastlar arasinda gozlenen siki baglantilarin, plastide
bagimli onciiller ile ER’ de gergeklesen membran ve depo lipidlerinin sentezini
diizenlemede etkin oldugu disiiniilmektedir (Andersson et al., 2007). Plastidik
metabolik yolagi (tokoferol ve karotenoid yolaklar1) ¢alismayan mutantlar, ER
liimenine bu plastid enzimlerinin tekrar yonlendirilmesi ile tamamlanabilmektedir.
Bu bulgular ER ve kloroplastlar arasinda fonksiyonelbvir bagin bulundugu savini
da destekler niteliktedir. Fakat bu bolgeler heniiz tam olarak ortaya
cikarilmamistir (Mehrshahi et al., 2013). ER-kloroplast arayiiziinii dengeleyen
ozellesmis bir protein aginin var oldugu diistiniilmektedir. Ayrica, kloroplastlarda
0zel plastid membran c¢ikintilar1 olan stromiillerin ER ile iliskiyi sagladigi

diistiniilmektedir (Griffing, 2011).

Kloroplast stromiillerine benzer olarak, peroksizomlarin ¢ikintilar1 olan
peroksiillerinde oksidatif kosullar altinda olustugu ve ER tiibiilleri boyunca
uzadigi bilinmektedir (Sinclair et al., 2009). Arabidopsis apm1/drp3a mutantlarin
tubuler peroksizomlarinin ER aginin formu ile ayni oldugu rapor edilmistir. Bu
mutantlarin peroksizomlarinda ve ER’lerinde gbzlenen iki renk florasan protein
ifadesi de iki organelin birbiriyle baglantili olduguna isaret etsede kesin bir bilgi

heniiz literatiirde yer almamaktadir (Stefano et al., 2014).
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1.3. Tuz stresi altinda ikincil stres olarak oksidatif stres
1.3.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Aktif oksijen tiirleri (AOS) olarak ta adlandirilabilen reaktif oksijen tiirleri
(ROS) bakterilerden memeli hiicrelerine kadar tiim aerobik organizmalarda
normal kosullar altinda iiretilmektedir ve aerobik metabolizmanin kac¢inilmaz
olarak olusan yan iiriinleridir (Bose et al., 2013). Hiicrede temel olarak dort farkl
tipte ROS bulunabilir, bunlar tekli oksijen (102), stiperoksit anyon radikali (O"),
hidrojen peroksit (H,O,) ve son olarak hidroksil radikalidir (HO.). Bitki
hiicresinde ROS {iretimi yogun olarak peroksizomlar, kloroplastlar, mitokondriler,
hiicre zar1 ve apoplastta gergeklesmektedir. ROS diisiik seviyelerde ikili role
sahiptir ve hiicresel sinyal yolaklarinda ikincil mesajci olarak gorev alir, ancak tuz
stresi ya da kuraklik stresi gibi ¢evresel streslere bagli olarak yiliksek miktarlarda
biriktiginde toksik etkiye sahiptir. Belirtildigi gibi, ROS’ larin sinyal goérevlerini
gerceklestirebilmeleri i¢in hiicrede diisiik seviyede tutulmalar1 gerekmektedir ve
bu durum hiicrede ROS iiretim ve detoksifikasyon mekanizmalariin hassas bir
dengede tutulmasiyla saglanir (Mittler et al., 2004; Lai et al., 2012). Ancak, ROS’
larin  kontrolsiiz bir sekilde asir1  birikimi protein oksidasyonu, lipit
peroksidasyonu, DNA ve RNA oksidasyonu gibi biyolojik molekiillerde hasara
neden olabilir (Scandalios, 1993; Noctor and Foyer, 1998).

Normal kosullar altinda bitkiler siirekli olarak hiicrenin farkli bolmelerinde
metabolik yan iriinler olarak ROS tretmektedir. Isik altinda ROS iireten ana
bolmeler kloroplastlar ve peroksizomlarken (Foyer and Noctor, 2003), karanlikta
ROS {iretimi en fazla mitokondrilerde gerceklesmektedir (Moller, 2001). Ayrica
151k altinda kloroplast ve peroksizomlarin mitokondrilere gore 20 kat daha fazla
ROS iirettigi bulunmustur (Rhoads et al., 2006). Bunlara ek olarak, ROS ayrica
NADPH oksidazlar, hiicre duvari bagli peroksidazlar ve oksalat oksidazlar
tarafindan apoplastik boslukta da iiretilmektedir (Wrzaczek et al., 2013). Bundan
sonraki boliimlerde diger hiicre bolmelerinde ROS’ larin nasil olustugu detayl

olarak anlatilacaktir.
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1.3.1.1 Kloroplastlar

Kloroplastlarda ROS fotosistem 1 (PSI) ve fotosistem Il (PSIl) de
iiretilmektedir. Tuz ve kuraklik stresi gibi abiyotik stres kosullar1 sirasinda stoma
kapanmasina bagli olarak i¢sel CO,’ nin diismesi kloroplastlarda ROS iiretiminin
ana nedenlerinden biridir. Normal kosullar altinda elektron akisi uyarilan
fotosistemlerden NADPH iiretilmek iizere NADP™ ye yonlendirilir. Ancak
elektron tasima sistemi (ETS) asir1 yiiklendiginde bu elektronlarin bir kismi
ferrodoksinden O;’ ye yonlendirilir ve boylece Mehler reaksiyonu adi verilen bir
reaksiyonla O;" iretilir. Diger yandan, PSII’ nin asir1 uyarilmasi sonucu triplet
durumdaki klorofilden O, ye enerji transferi 'Oy iiretimi gerceklesir (Laloi et al.,
2004). 'O, ¢ok reaktif bir molekiildiir ve karsilastig1 ilk biyomolekiille reaksiyona
girer, bu nedenle hiicre i¢inde difiizyon uzakligi ¢ok kisadir (100 nm~). Ayrica,
15182 bagli olarak PSII reaksiyon merkezinde aktivite kaybina neden olabilir
(Wagner etal., 2004; Krieger-Liszkay et al., 2008). 'O, olusumu ETS’ yi
rahatlatmasi nedeniyle Mehler reaksiyonu ile engellenebilir (Asada and Takahashi,
1987). Bu yolla ETS’ den gelen elektronlarin Oy iiretilmesine ve bu O, nin
detoksifiye edilerek tekrar suya doniistiiriilmesine “su-su” dongiisii ad1 verilmistir.
Kloroplastlarda O, iiretiminin gergeklestigi bolge ise tillakoid membrana bagl
anten pigmentleridir. H,O, diger serbest radikallerle karsilastirildiginda en
1stikrarlt ROS tur. Hiicrede l02, O7- ve HO” nun yar1 dmiirleri 2-4 us iken H,05’
nin yar1 0mrii dakikaya yakindir (Bhattachrjee, 2005; Pitzschke et al., 2006).
Bahsedilen ROS’ lar arasinda sadece H,0O, {iretildigi bolgeden bagka bir bdlgeye
difiize olabilir. Hiicrelerde H,O,’ nin asir1 birikimi oksidatif strese, nekrozise ve
hatta programlanmis hiicre 6liimiine neden olabilir (Quan et al., 2008). Bunlara ek
olarak, H,O, ayrica proteinlerin tiyol gruplarini okside ederek enzim

inaktivasyonuna neden olabilir (Gill et al., 2010).

1.3.1.2 Mitokondriler

Mitokondrilerde abiyotik stres altinda kompleks I ve III’ ten elektronlarin
O,’ye aktarilmasi sonucunda O;" liretilir. Uretilen O, SOD tarafindan H,O,’ ye
indirgenir. Uretilen bu H,0, indirgenmis Fe'? ve Cu*? ile reaksiyona girerek
toksik bir molekiil olan HO" ortaya ¢ikmasina neden olur (Rhoads et al., 2006;
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Sweetlove and Foyer, 2004). Mitokondriyal ETS’ deki bu asir1 yliklenme enerji
bosaltic1 sistemlerle Onlenebilir. Buna 6rnek olarak mitokondrilerde sitokrom
yoluna alternatif olarak bir elektron akisi saglayan alternatif oksidazlar (AOX)
verilebilir. Bu yolla elektronlar ubikinon havuzundan alinarak O;’ye transfer edilir
ve H,0 olusturulur, bdylelikle ubikinon havuzunun redoks durumu diizenlenerek

ROS olusumu engellenebilir (Millar et al., 2011).

1.3.1.3 Peroksizomlar

Peroksizomlarda O," normal metabolizma sonucu olusmaktadir. Bu
bolmede O, olusumu ksantin oksidaz aktivitesi sonucunda, ksantinin urik asite
dontismesiyle gergeklesir (Corpas et al., 2001). Bunun yaninda peroksizomlarda
H,O, iiretimi yaglarin B-oksidasyonu ya da fotorespirasyon sirasinda glikolatin
glioksilata doniisiimii sirasinda gerceklesebilir. Kloroplast ve mitokondriye benzer
olarak peroksizomlar tarafindan olusturulan H,O,’ nin de diisik miktarlarda

sinyal gorevi gordiigi diisiiniilmektedir (Master, 1996).

1.3.1.4 Diger ROS kavnaklari

ROS ayrica apoplastik bélmede de olusabilmektedir. Bu olusum siirecleri
ozellikle ozon ya da patojen uygulamalar1 sirasinda artmaktadir. Apoplastlardaki
ROS kaynaklar hiicre duvar1 peroksidazlari, oksalat oksidazlar, amin oksidazlar
ve glikolat oksidazdir (Kawano, 2003). Bunlara ek olarak, hiicre zarindaki bir
diger ROS kaynagi NADPH oksidazlardir (Baxter et al., 2014). Ozellikle RBOH
(respiratory burst oxidase homologue) genleri tarafindan kodlanan NADPH
oksidaz genlerinin abiyotik ve biyotik stresler sirasinda ROS sinyallerinin
iiretilmesinde ve iletilmesinde dnemli roller oynadigi gosterilmistir (Mittler et al.,

2011).

1.3.2. Antioksidan savunma mekanizmasi

Bitkiler ROS’ un olumsuz etkilerini savusturmak icin ¢esitli antioksidan
enzimler kullanmaktadir. Bu enzimler koordine bir sekilde ¢alisarak Oz~ ve H,0,’
yi detoksifiye ederler. Yukarida bahsedilen farkli ROS tiplerinden HO" ve 'O,
enzimatik olarak detoksifiye edilemezler ve bu ROS’ larin detoksifikasyonu

tamamen enzimatik olamayan diisiik molekiil agirlikli antioksidanlarla gergeklesir.
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Tiim bitkilerde ROS iiretim mekanizmalar1 ortak olsa da, bitki tiiriine bagli olarak,
antioksidan savunma mekanizmasinin hiicrede biriken ROS’ u detoksifiye etmek
icin verdigi cevaplar farklilik gostermektedir. Bu boliimde bitkilerdeki
antioksidan savunma mekanizmalari, tez c¢alismasinda kullanilan bitki

Arabidopsis thaliana’ ya agirlik verilerek anlatilacaktir.

1.3.2.1 Superoksit dismutaz

Antioksidan enzimler i¢inde SOD, O, yi detoksifiye edebilen tek enzim
olmast nedeniyle 06zel bir yere sahiptir. Goriildigii {izere Oy nin
detoksifikasyonundaki ilk basamak SOD enzimi ile O, nin H,0;’ ye
doniistiiriilmesidir. Bu nedenle SOD enzimi oksidatif strese karsi sikga “ilk
savunma hatt1” olarak adlandirilmistir. Hiicrede ROS’ un etkili sekilde ortadan
kaldirilabilmesi icin SOD ve diger H,O, detoksifiye edici enzimler arasinda
hassas bir dengenin korunmasi gerekmektedir. Eger bir hiicrede SOD aktivitesi
H,0, siipiiriicii enzimlerinkinden fazla ise H,O, birikimi, daha az ise de O;”

birikimi gercekleserek hiicrede oksidatif hasar olusturabilir.

Fosfolipid zarlarin negatif yiikii nedeniyle O, ’ye gecirgen olmadigi
bilinmektedir (Takahashi and Asada, 1983). Bu nedenle bitki hiicresinde bir
bdlmede iiretilen O, nin ayn1 bélmede detoksifiye edilmesi gerekmektedir. Bunu
gerceklestirebilmek i¢in bitkilerde birbirinden farkli bolmelerde gorev alan farkl
tipte SOD enzimleri bulunmaktadir. Bitkilerde metal kofaktoriine gére (Cu ve Zn,
Fe ya da Mn) li¢ farkli SOD tipi bulunmaktadir ve bu izoformlar hiicrede farkli
bolmelerde bulunur. FeSOD’ un bu izoformlar arasinda Fe (II) bollugu nedeniyle
en eskiye dayanan izoform (FeSOD) oldugu diisiiniilmektedir (Bannister et al.,
1991). Zamanla c¢evredeki O, derisiminin artmasina bagli olarak mineraller okside
olmaya baslamis ve kullanilabilir Fe (II) azalmis ve bu metal yerine SOD’ un aktif
bolgesinde Mn (III) kullanilmaya (MnSOD) baslamistir. Benzer olarak
atmosferdeki O,’ nin artmasi nedeniyle ¢6ziilemeyen formdaki Cu (I), ¢oziilebilir
formdaki Cu (II) ya doniismiis ve enzimin aktif bolgesinde Cu kullanilmaya

(Cu/ZnSOD) baslanmustir(Alscher et al., 2002).

FeSOD Kkloroplastlarda bulunurken, MnSOD ise mitokondrilerde bulunur.

Cu/ZnSOD kloroplastlar ve sitosol ve peroksizomlar olmak tizere 3 farkh
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bolmede goézlenebilir. Arabidopsis’ te FeSOD’ u kodlayan 3 gen (FSD1, FSD2,
FSD3), Cu/ZnSOD’ u kodlayan 3 gen (CSD1, CSD2, CSD3) ve MnSOD’ u
kodlayan 1 gen (MSD1) bulunmaktadir. CSD genleri i¢inde CSD1 ve CSD2
sitozolik ve kloroplastik izoformlari, CSD3 ise peroksizomal Cu/ZnSOD’ u kodlar.
Bu genler arasinda FSD1 ifadesinin diurnal ritme gore sirkadiyan ritim kontrolii
altinda oldugu, diger genlerin ifadelerinin ise hiicrenin oksidatif durumuna gore

diizenlendigi gosterilmistir (Kliebenstein et al., 1998).

1.3.2.2 Katalaz

Katalaz ilk olarak 1900 yilinda Oscar Loew tarafindan kesfedilmis ve
bulunan ilk antioksidan enzim olmustur. Bu enzim Loew tarafindan hidrojen
peroksit tizerine katalitik aktivitesi nedeniyle katalaz olarak adlandirilmigtir
(Loew, 1900). Katalaz iki molekiil H,O;’yi H,O ve O,’ye doniistiiriir. Bilinen tiim
oOkaryotik katalazlar hem grup igeren tetramer proteinlerdir (Regelsberger et al.,
2002). Aragtirmalar bu enzimin tiim angiospermlerde ii¢ gen tarafindan
kodlandigin1 gostermektedir. Bu ii¢ genin driinlerinin hepsi 492 amino asitlik
peptidler kodlamaktadir ve bu peptidler birbirlerine yiiksek oranda benzerlik
gostermektedir. Arabidopsis’ te CAT1 geni polen ve tohumlarda, CAT2 geni
fotosentetik dokularda, CAT3 geni ise vaskuler dokularda yogun olarak ifade
olmaktadir. Bu genlerden CAT2 fotosentetik tip bir sirkadyan ritim izlerken,
CAT3 geni bunun tam tersi bir ritme sahiptir. Arabidopsis’ te ti¢ CAT geni ifade
olsada, native-PAGE jellerinde farkli dokularda toplamda 7 adet CAT izoformu
tespit edilebilmektedir (Hu et al., 2010). Bu durum CAT proteinlerinin
heterotetramerik dogasindan kaynaklanmaktadir. Bu durumda, 3 CAT geninin
tim tetramerleri hesaplandiginda 15 adet farkli izoform ortaya cikabilecegi
goriilmektedir (McClung, 1997). Ancak teorik olarak miimkiin olan izoform
sayisindan daha az izoformun gézlenmesi tetramerlerin bazi alt birimleri arasinda

spesifik etkilesimler olabilecegini gostermektedir (McClung, 1997).

Bitkilerde CAT peroksizomlarda bulunmaktadir. Fotorespirasyon ve yag
asitlerinin B-oksidasyonu ile ortaya ¢ikan HO;’ nin detoksifiye edilmesinden
sorumludur. Arabidopsis’ de yaprak CAT aktivitesinin cat2 ve cat3 mutantlarinda
sirastyla %80 ve %20 azaldigi, ancak cat3 mutantinda bir degisiklik olmadigi

gozlenmistir. Buna ek olarak cat2 catl ve cat2 cat3 c¢ift mutantlarinin cat2
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mutantina benzer CAT aktivitesine sahip oldugu bulunmustur (Bueso et al., 2007).
50-200 pmol m™? st 1sik siddetinde yetistirildiginde cat2 mutantlarmim ciice
fenotipe sahip oldugu ve bu fenotipin artan 1s1k siddetiyle beraber daha siddetli
olarak gozlendigi gosterilmistir. Artan 1s18a bagli olusan bu fenotip bitkilerde
H,0,’ nin yetersiz siipiiriilmesi ile ortaya ¢ikan redoks dengesindeki bozulmay1
isaret etmektedir (Queval et al., 2007). cat2 bitkilerinin aksine, catl ve cat3
bitkilerinde belirgin bir yaprak fenotipine rastlanmamistir (Hu et al., 2010). Buna
ek olarak, Hu et al. (2010) cat fenotipinin CAT2 promotoru kontrolii altinda
CAT?2 ya da CATS3 proteininin ifade edilmesi ile iyilestirilebildigini yani CAT2’

nin fonksiyonunun transkriptomik seviyede diizenlendigini géstermistir.

1.3.2.3 Askorbat peroksidaz ve diger askorbat-glutatyon dongiisii
enzimleri

Askorbat peroksidazlar (APX) H,0,’ yi detoksifiye edebilmek igin
spesifik olarak askorbati (Asc) elektron donorii olarak kullanan Class 1 bir
peroksidazdir. Bu reaksiyon sirasinda, iki Asc molekiilii oksitlenerek iki adet
monodehidroaskorbat (MDHA) olusur ve H,0,, H,O ya ¢evrilir. Olusan iki adet
MDHA kendiliginden bir Asc ve bir adet dehidroaskorbat (DHA)’ a doniisiir.
DHA, Asc’ nin en okside halidir. MDHA ayrica NADPH baglh bir enzim olan
MDHA rediiktaz (MDHAR) aktivitesi ile direkt olarak Asc’ ye doniistiirtilebilir.
Diger yandan, okside DHA GSH’1 indirgeyici gii¢ olarak kullanan DHA rediiktaz
(DHAR) enzimi tarafindan tekrar Asc’ ye doniistiiriiliir. Bu reaksiyonda okside
olan GSH (GSSG) NADPH kullanilarak glutatyon rediiktaz (GR) enzimi
tarafindan GSH’ a geri doniistiiriiliir. Sonug olarak, verimli ¢alisan bir Asc-GSH
dongiisii tarafindan desteklenen APX enzimi, gosterdigi aktivite ile hiicrede toksik
miktarda H;O;’ nin birikimini engellemektedir. Asc’ nin geri doniisiimiinii
saglayan bu mekanizma ayrica siiriidiilebilir APX aktivitesi i¢in yiiksek onem
tasimaktadir. Ortamda Asc derisimi 20 pM’ m altina distiigiinde APX
aktivitesinin hizli ve geri doniisiimsiiz bir sekilde kaybedildigi gosterilmistir. Bu
inaktivasyon siireleri kloroplastik izoformlar icin 30 sn iken sitoplazmik

izoformlar icin yaklasik olarak 1 saat olarak belirlenmistir (Leonardis et al., 2000).

Arabidopsis’ de 9 adet farkli APX izoformu bulunmaktadir (Mittler et al.,
2004). Bu izoformlardan tigli, limen (APX4), stroma (SAPX) ve tilakoidler
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(tAPX) olacak sekilde kloroplastin farkli bélmelerinde bulunmaktadir. Stromal
APX ayni1 zamanda mitokondrilerde de goriilebilmektedir (Chew et al., 2003).
Baz1 bitkilerde SAPX ve tAPX izoformlar tek gen tarafindan kodlanmakta ve
farkli izoformlar alternatif splayslama sonucu iiretilmektedir. Ancak Arabidopsis’
te bu iki izoform i¢in iki ayr1 gen mevcuttur (Shigeoka et al., 2002). Pek ¢ok
fotosentetik enzimin aktivitesinin tiyol gruplarinin oksidasyonu ya da rediiksyonu
ile diizenlendigi bilinmektedir (Dietz and Pfannnschmidt, 2011), bu nedenle
kloroplastlarda H,O, miktarinin kontrolii yiiksek onem tasimaktadir ve APX
enzimi bu diizenlenmenin saglanmasinda énemli rol oynamaktadir. Kloroplastik
izoformlardaki  ¢esitliligin  aksine, Arabidopsis’ de normal kosullarda
sitoplazmada tek bir APX izoformu bulunmaktadir, ancak yiiksek 151k altinda
ikinci bir izoform (APX2) uyarilmaktadir (Karpinski et al., 1999). Buna ek olarak
peroksizomlarda da bir adet APX izoformu (APX3) bulundugu rapor edilmistir.
APX’ e benzer olarak, Asc-GSH dongiisti enzimleri birden fazla izoform halinde
bulunmaktadir. Arabidopsis’ de sitosol, kloroplast ve mitokondrilerde dagilmis
sekilde 5 adet MDHAR, 5 adet DHAR ve 2 adet GR kodlayan gen mevcuttur.
Stromal APX’ e benzer olarak, MDHAR1, DHAR1 ve GRI’ in iiriinleri hem
kloroplast hem de mitokondrilere hedeflenmektedir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Bitkilerin yetistirilmesi

2.1.1. Tohumlarin temini

Arastirmamizda genom dizisi aydinlatilmis model bitki Arabidopsis
thaliana yaban tipi (Col) kullanilmistir. Tohumlarin ana stogu NASC (European
Arabidopsis Research Center)’ dan saglanmis olup, tohum elde etme ¢alismalari

laboratuvar kosullar altinda gercekletirilmistir.
2.1.2. Tohum sterilizasyonu

A. thaliana tohumlar1, %70 etanolde 1 dakika bekletildikten sonra steril
distile suda 5 kez yikanmigtir. Ardindan 10 dakika %4 NaCl (sodyum hipoklorit)
cozeltisinde tutulduktan sonra steril distile suda 5 kez yikanarak sterilize

edilecektir.

2.1.3. Biiyiime kosullari ve stres uygulamalari

Bu ¢alismada, Arabidopsis thaliana Col-0 ekotipi kullanilmistir. Bitkiler
iklimlendirme odasinda kontrollii kosullarda (23 °C/21 °C giindiiz ve gece
sicakligi, %60 bagil nem, 12 h/12 h isik/karanlik, 200 umol photons m-2 s-1 151k
siddeti) ‘2 kuvvet Hoagland solusyonunda hidrofonik sistem kullanilarak
biliyiitiilmiistiir. Denemeler i¢in 21 giin yetistirilmis bitkilerin biiylimesini
tamamlamis yapraklari kullanilmistir. ER stresini tesvik etmek icin tunikamisin
uygulamasi (1 pg/ml), tuz stresi igin 80 mM NaCl, hem tuz hem ER stresi i¢in ise
Tm+NaCl beraber uygulanmistir. 48 saatlik uygulama sonunda bitkilerin kokleri
ve yapraklar1 analizler i¢in hasat edilmistir. Calisamalar i¢in hasat edilen 6rnekler

s1v1 azotta dondurulmus ve -80 °C’ de analizlere kadar muhafaza edilmistir.

NOX aktivitesinin ve H,0, olusumunun zamana bagli olarak belirlenmesi
icin, bitkiler stres uygulamalarinin ardindan 10 dak., 30 dak., 60 dak., 6 saat ve 24
saat sonra hasat edilmistir. NOX aktivitesinin inhibisyonu ile NOX bagimh

olmayan H,0, miktarmin 6l¢timii i¢in bitkiler NOX inhibitorii olan 10 uM DPI
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(di  phenyl iodonium) iceren Hoagland soliisyonu icerisinde  stres

uygulamalarindan 6nce 1 saat boyunca inkiibe edilmislerdir.

Organellere spesifik ROS olusturmak igin yapraklar bitkiden kesilmis ve
H;02 (10 pM, 100 uM, 1 mM, 10 mM), rotenone (Rot; 1, 10, 25, 50 12 uM),
metil viyolojen (MV; 1, 10, 25, 50 uM), DCMU (1, 10, 25, 50 uM), 3-AT (1 mM)
ve tunikamisin (0.5 pg/ml) igeren solusyonlarda yiizdiirilmiistiir. Bu uygulama ilk
olarak karanlikta 2 saat, ardindan 1s1k altinda 2 saat olacak sekilde yapilmistir.
Kullanilan kimyasallarin 6zellikleri Tablo 1’ de verilmistir. ROS boyamalar1 taze
yapraklarda yapilmistir. Gen ifadesi ¢alisamalar1 i¢in uygulama sonrasinda
yapraklar sivi azotta dondurulmus ve -80 °C’ de analizlere kadar muhafaza

edilmistir.

Sekil 2.1 Su kiiltiiriinde yetistirilen Arabidopsis bitkileri
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Uygulama Konsantrasyon | Hiicre Fonksiyonu ROS Birikimi
Bolmesi
H,0O, IOMM-].O mM | - - -
Rotenone 1 uM- 50 uM | Mitokondri NAD(P)H O,”
(Rot) dehidrogenazi
inhibe eder.
Metil 1 uM- 50 uM | Kkloroplast PST’ den 0O,”
viyolojen elektronlari
(MV) alir ve onlari
02’ e tagir
DCMU 1 uM- 50 uM | kloroplast Fotosistem II" | 'O,
de
plastokinonun
baglanma
bolgesini
bloklar
3-amino- 1mM peroksizom Katalaz H,0O,
triazol (3AT) inhibitori

Tablo 1 Organellerde ROS olusturmak i¢in kullanilan kimyasallarin 6zellikleri
2.2. Fizyolojik parameterler

2.2.1. Kok fenotipi analizleri

Yiizey sterilizasyonu yapilmis olan A. thaliana tohumlari 2 MS igeren
ortamda ¢imlendirildikten sonra 80 mM NaCl, 0.1-0.25-1 pg/ml Tm ve
kombinasyonlarin1 igeren 2 MS ortamlarma aktarilmiglardir. Bitkiler 6 giin
boyunca dik olarak biyitilmiis ve sonrasinda forograflari taranmistir.
Fotograflardan EZ-Rhizo Software (Armengaud et al. 2009) ile ana kdk uzunlugu
ve yanal kok yogunlugu hesaplanmigtir. Her bir uygulama grubu i¢in en az 6 adet

bitki kullanilmastir.

2.2.2. Bagil su icerigi (RWC)

Stres uygulamasinin ardindan her bir gruptaki bitkilerden yaklasik olarak es
boyutlarda yaprak Ornekleri alinarak yas agirliklar1 Olgtilmistiir. Daha sonra
yapraklar 6 saat boyunca diisiik 1s1k altinda 50 ml deiyonize su bulunan petrilerde
bekletilerek turgorlu hale gegmeleri saglanmistir. Bu siire sonunda yapraklar
tartilmis ve turgorlu agirliklart belirlenmistir. Tartilan yaprak &rnekleri 70 °C’de

72 saat etiivde kurutulmus ve kuru agirliklar1 belirlenmistir. Her bir gruba ait
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yaprak Orneklerinin bagil su igerigi asagidaki formiile gore % olarak

hesaplanmastir.

Bagil su igerigi (%) = [(Yas agirlik — Kuru agirlik) / (Turgorlu agirlik — Kuru
agirlik)] x 100

2.2.3. Yaprak ozmotik potansiyeli

Yaprak su potansiyeli Ol¢iimiinde Wescor Vapro 5520 ozmotik potansiyel
Olglim cihazi kullanilmistir. Hasat sirasinda, her gruptan 6 yaprak 2 ml’lik bir
ependorfta cam baget yardimiyla ezilmistir. Bunun ardindan 6rnekler 5000 g’de 5
dk. santrifiij edilmistir. Ependorfun dibinde biriken sivinin 10 pl’si yaprak
ozmotik potansiyelinin 6l¢iilmesi icin kullanilmistir. Olgiimler cihaz iireticisinin

direktiflerine gore yapilmistir.

2.2.4. Yaprak su kaybi

Stomatal iletkenligin indikatdrii olarak yaprak su kaybi kullanilmustir. ilk
olarak bitkilerden koparilan yapraklarin agirliklar1 olgiilmiis ve ardindan olgiimii
yapilan yapraklar biiylime kabininde 10 dakika bekletilmistir. Bekleme
peryodundan sonra tekrar agirliklar: dl¢iilmiistiir. Bu islem 3 kere tekrar edilmistir.
Yaprak su kaybi, ilk agirligin inkiibasyon sonrasinda olgiilen agirliklara oram
hesaplanarak belirlenmistir. Her bir uygulama grubu igin en az 6 adet bitki

kullanilmistir.

2.3. Biyokimyasal parametreler

2.3.1. Antioksidan enzim ekstraksiyonu ve aktivite analizleri

Protein ve enzim ekstraktlarinin hazirlanmasi igin 0,1 gr yaprak drnegi ilk
olarak sivi azotta ezilerek toz haline getirilmistir. Bunun ardindan 0.5 ml
ekstraksiyon  tamponunda (50 mM  Tris-HCI pH 7.8, 0,1 mM
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 0,2% (v/v) Triton-X100, 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), and 2 mM dithiothreitol (DTT))
homojenize edilmistir. Askorbat peroksidaz aktivitesi analizi i¢in homojenizasyon
tamponuna 5 mM askorbik asit eklenmis ve DTT yerine %2 (w/v) PVPP

kullanilmistir. Homojenizasyonun ardindan 6rnekler 14000 g'de 10 dk. santrifiij
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edilmistir. Bu asamadan sonra elde edilen siipernatantlar protein miktar1 ve enzim
aktivitesi belirlenmesinde kullanilmistir. Analizler sirasinda orneklerin tekrar
tekrar donup ¢ozllmesini engellemek icin elde edilen siipernatant ayri

ependorflara pay edilerek saklanmistir.

2.3.1.1 Protein miktarmin belirlenmesi

Protein miktar1 Bradford (1976)’a gore belirlenmistir. Ol¢iim Coomassie
Brilliant Blue G-250 boyasinin asidik sartlarda proteine baglandiginda kirmizi
ve/veya yesil formundan maviye doniismesine dayanmaktadir. Bu mavi renk
olusumu 595 nm’de olgiilmiistiir. Standart olarak bovine serum albumin (BSA)
kullanilmistir. Standart araligi 0,02 — 0,2 mg/ml’dir. Bitki ekstraktlarinin protein

miktarlar1 elde edilen bu standart ile karsilastirilarak hesaplanmistir.

2.3.1.2 Katalaz (CAT) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Katalaz (CAT (EC 1.11.1.6)) aktivitesi Bergmeyer (1970)'e gore H,0,'nin
stiptirilmesinin 240 nm'de absorbansda yol agtigi azalmanin izlenmesi ile tespit
edilmigtir. Reaksiyon karigimi1 0.1 mM EDTA ve %3 H,0; igeren 50 mM sodyum
fosfat (pH 7,0) tamponudur. Enzimin, 1 mg total protein basina dakikada
siipiirdiigiic pmol H,0, miktar, 1 U (umol H,O, mg protein min™) olarak

hesaplanmastir.

2.3.1.3 Askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Askorbat peroksidaz (APX (EC 1.11.1.11)) aktivitesi Nakano and Asada
(1981)'e gore belirlenmistir. Olgiim, askorbatin oksitlenmesine bagli olarak 290
nm’deki absorbansin azalmasinin izlenmesine dayanmaktadir. Reaksiyon karigimi
0,1 mM EDTA, 0,1 mM H;0; ve 0,5 mM Askorbat i¢ceren 50 mM potasyum
fosfat tamponudur (pH 7,0). Oksitlenen askorbat miktari, ekstinksiyon katsayisi

2,8 mM™* cm™ kullamilarak hesaplanmistir. Enzimin, 1 mg total protein basina
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dakikada oksitledigi askorbat miktar;, 1 U (umol askorbat mg protein™ min™)

olarak hesaplanmustir.

2.3.1.4 Glutatyon rediiktaz (GR) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Glutatyon rediiktaz (GR (EC 1.6.4.2)) aktivitesi Foyer and Halliwell
(1976)'e gore oOlgilmistiir. Yontem GSSG’yi rediiklemek igin GR tarafindan
oksitlenen NADPH’1n izlenmesine dayanir. Reaksiyon karigimi 0,5 mM GSSG,
0,12 mM NADPH igeren 25 mM sodyum fosfat (pH 7.8) tamponudur. NADPH
oksidasyonu 340 nm'de takip edilmistir. Oksitlenen NADPH miktari ekstinksiyon
katsayist 6.2 mM™ cm™ kullanilarak belirlenmistir. Enzimin, 1 mg total protein
basina dakikada oksitledigi NADPH miktar1, 1 U (umol NADPH mg protein™

min™) olarak hesaplanmistir.

2.3.1.5 NADPH oksidaz (NOX) aktivitesinin belirlenmesi

NADPH oksidaz aktivitesi Jiang and Zhang (2002)’ye gore belirlenmistir.
Reaksiyon karisimi 50 mM Tris-HCI tamponu (pH 7.5), 0.5 mM XTT, ve 100 uM
NADPH i¢ermektedir. 470 nm’de XTT’nin rediiksiyonu izlenmistir. Reaksiyon
dis1 olusabilecek renk degisiminin belirlenmesi i¢in 50 U SOD kullanilmistir. O~

iiretimi 2.16x10* M™ cm™ ekstinksiyon kat sayis1 kullanilarak hesaplanmustir.

2.3.2. Antioksidan enzimlerin izoenzim tayini

Orneklerden elde edilen protein ekstraktlar1 denatiirasyona sebep olmayan
kosullarda (SDS igermeyen) poliakrilamid jel elektroforezinde (Native-PAGE)
ayrilmis ve arastirilan enzimlere 6zel boya ¢ozeltileriyle boyanmistir. Orneklerin
hazirlanmasinda aktivite analizlerinde kullanilan ekstraksiyon prosediiri
kullanilmistir. Native-PAGE Laemmli (1970)'e gore SDS kullanilmadan
yapilmistir.

Jeller Vilbert Lourmat jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmis ve Bio-

Capt yazilimi kullanilarak bant yogunluklar1 analiz edilmistir.
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2.3.2.1 Siiperoksit dismutaz (SOD) izoenzim tayini

Ornekler %12.5°lik ayirma (separating) ve %4’liikk sikistirma (stacking)
jelinde elektoforetik ayrima maruz birakilmistir. Her kuyucuga 50 pg protein
yiikklenmigtir. SOD boyamasi, Beauchamp and Fridovich’e (1971) gore riboflavin
ve nitrobluetetrazolium (NBT) boyasi ile belirlenmistir. Riboflavin 1sikla birlikte
siiperoksit anyonu (O27) tiretme Ozelligine sahiptir, tretilen Oy NBT’yi
oksitleyerek mavi-mor renkte formazan olusumuna sebep olur. Boyamanin
prensibi jel iizerinde SOD lokalize olmus bolgelerde NBT oksitlenmesinin
inhibisyonu ile beyaz bantlar olugsmasinin saglanmasidir. Jeller 60 dk karanlikta
boya soliisyonunda bekletildikten sonra 151k altinda calkalanarak bantlarin

olusmasi beklenmistir.

SOD’un izoenzim tipleri Vitoria et al. (2001)’a gore boya soliisyonuna
inhibitorler eklenerek belirlenmstir. Cu/ZnSOD inhibisyonu i¢in 2 mM KCN,
Cu/ZnSOD ve FeSOD inhibisyonu i¢inde 3 mM H,0; kullanilmistir. MnSOD

aktivitesi her iki inhibitorden de etkilenmemektedir.

2.3.2.2 Katalaz (CAT) izoenzim tayini

CAT izozimleri Orendi et al. (2001)’e gore belirlenecektir. Proteinlerin
ayrimi i¢in %7.5’lik ayirma jeli kullanilmistir. CAT bantlarinin boyanmasi i¢in
jeller 5 dk. %0.01 H,0, solusyonunda bekletilmistir. Daha sonra %1 FeCls ve %1
KsFe(CN)s den olusan boya solusyonunda 2 dk bekletilmistir. Bantlarin

olusmasinin ardindan jeller deiyonize suda yikanmistir.

2.3.2.3 Glutatyon rediiktaz (GR) izoenzim tayini

GR izoenzimleri %7.5'lik ayirma jeli kullanilarak Hou et al. (2004)’a gore
belirlenmistir. Elektroforez tamamlandiktan sonra jeller, 4 mM GSSG, 1.5 mM
NADPH Na4 ve 2 mM DTNB (5,5-Dithiobis (2-nitro-benzoic acid) igeren 10 mM
Tris-HCI pH 7.9 tamponunda 20 dk boyunca bekletilmistir. Daha sonra jeller 1.2
mM MTT  (Thiazolyl blue tetrazolium bromide), 1 mM DPIP (2,6-
Dichloroindophenol) ve 1.6 mM PMS (N-Methylphenazonium methyl sulphate)
iceren 50 mM Tris-HCI pH 7.9 tamponunda 5-10 dk bekletilerek GR izozimleri

boyanmustir.
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2.3.3. Enzimatik olmayan antioksidanlarin él¢iimii

GSH ve GSSG miktarlar1 Queval ve Noctor (2007)’ye gore
gerceklestirilmistir. Bu yontem i¢in 0.1 g yaprak ornegi 1 ml 2 N HCI ile
homojenize edilmistir. Homojenat 16000 g’de 10 dk santrifiij edilmistir. Elde
edilen silipernatanta (0.5 ml) nértalizasyon igin 50 pl 0.2 M NaH,PO, (pH 5.6) ve
0.4 ml 0.2 M NaOH eklenmistir. Boylelikle pH 5-6 arasina ayarlanmistir (pH siv1
icine daldirilan pH indikatdr striplerle 6l¢iilmiistiir). Glutatyon igerigi 340 nm’ de

2-vinilpiridinin derivatizasyonu kullanilarak belirlenmistir.

2.3.4. Lipit peroksidasyonu

Yapraklardaki lipit peroksidasyonu Madhava Rao and Sresty (2000)'e gore
malondialdehit (MDA) igerigi belirlenerek dlglilmistiir. Lipit peroksidasyonunun
son Urlini olan MDA'nin miktarinin belirlenmesi i¢in thiobarbiturik asit (TBA)
reaksiyonu kullanilmigtir. MDA konsantrasyonu 532 nm ve 600 nm’de 6l¢iilen
absorbans degerlerine gore hesaplanmistir. 600 nm’de 6l¢iilen absorbans spesifik
olmayan turbiditedir ve 532 nm’de 6lgiilen absorbanstan ¢ikartilarak gercek MDA
miktar1 belirlenir. MDA miktar1 hesaplanirken ekstinksiyon katsayist 155 mM™

cm™ kullanilmustur.

2.3.5. H,O, miktarn

H,0, miktar1 (Cheeseman, 2006)’ ya gore eFOX bilesimi kullanilarak
Olclilmiistiir. Ekstraksiyon 25 mM H2S0O4 igeren soguk aseton ile
gerceklestirilmistir. Sonrasinda 6rnekler 5 dk. 3000g” de 4 °C’ de santifij
edilmistir. 950 pl eFOX ¢ozeltisi (250 uM ferrous amonyum siilfat, 100 uM
xylenol orange, 100 uM sorbitol, %1 etanol) ile 50 pl 6rnek karistirilmis ve
karisim 30 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Sonrasinda absorbans 550-800

nm’ lerde ol¢iilmiistiir. H,O, standart egrisi kullanilarak miktar hesaplanmustir.
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2.3.6. Protein oksidasyonu

DPNH derivatizasyon metodu kullanilarak 6rneklerdeki protein karbonil
grup seviyelerinin belirlenmesi esasina dayali olarak Levine (1994)’ ¢ gore

Ol¢iilmiistiir.

2.4. Gen ifadelerinin  kantitatif real-time PCR (qRT-PCR)

kullanilarak belirlenmesi

RNA 0.1 g taze Ornek kullanilarak TRIzol (Invitrogen) kullanilarak
iireticinin sagladig1 protokole gore yapilmistir. Total RNA DNAsel (Fermentas)
ile muamele edilmis ve genomik DNA kalintilari ortadan kaldirilmistir.
Sonrasinda reverse traskripsiyon, M-MuLV reverse transkriptaz (New England
Biolabs) kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen ¢cDNA’ lar qRT-PCR
analizlerinde kullanilmistir. Her reaksiyondaki RNA miktar1 A. thaliana Actin8
geni kullanilarak normalize edilmistir. Kullanilan PCR programi: 95 °C 5 dk, 40
dongii- 94 °C 15s, 58 °C 15 s, 72 °C 30 s olarak olusturulmustur. Maxima SYBR
Green qPCR Master Mix (Thermo Scientific) kullanilmistir. Her bir deneme igin
3 bagimsiz deney grubu olusturulmustur. A. thaliana kontrol bitkileri referans
noktas1 olarak relatid ifade seviyelerinin hesaplanmasinda kullanilmistir.
Kullanilan primerler asagidaki tabloda belirtilmistir (Tablo 2). Primer sentezi

Sentromer DNA Teknolojileri (Istanbul, Tiirkiye) tarafindan gergeklestirilmistir.

Gen Primer
numarasl ad1 Yon Primer dizisi
TGGCGATGGCCTTTAGCGACT
AT1G72280 ALEROL GGCCAGAATGGGCAGTCACACC
CAAGCTTGTGAAGATAGATGGGA
TAGAGGCAGTGCAGGGGTAT
ATCCTAAGCCTGTCTCGAGTTGTA
CGCCGACCATTAAAACCCTC
CGATGATGCTGTGGCTAAAA
TCTCAAGCATTCTCTTTCGAGAT
GCGCTACAGGCGTTACAAATA
TCGTCGAATCCTTCTGGAACT
AGTGGGGAAAAACCAGTTCC
AACCAAGTCTCGGAAACAGTG
AATATGCGCCTTTCTTACCAT
GCACCATCTGCTAATATCACTTTC
TCAGTCCTGAGGAGATTAGTGCT

AT2G40950  AtBZIP17

AT3G10800  AtBZIP28

AT1G42990  AtBZIP60

AT2G17520 AtIRE1A

AT5G24360 AtIRE1B

AT5G64510 AtTIN1
AT5G28540 AtBiP1

M0 M| M0 M|0 M0 M| M{ZO T
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TGCCTTTGAGCATCATTGAA
e mowx L ATCACACRCCSTCTAT
o e | ATCCARCARCEACTCCATCH
i moem L COTACACASTCETACACCHTAT:

CGAGGGCGGGATTTATCATGGG

AT3GL7000  AUBC32 GTTGCCAATGCTCAGGGTGGTAG

O M0 M0 M0 7O M0 M0 M0 70 7|0

ATTACAAGCACCAAACCAG
ATSGA7910 AIRBOHD TTCTCCGACCATCTCACTA

TCACAAATCAACGACGAGAGTT
AT1C64060  ARBOHF CCCATCTTCATTCTTGTCCA

TCAGCACTTTCCAGCAGATG
AT1G49240 AACS ATGCCTGGACCTGCTTCAT

Tablo 2 Calismada kullanilan genler ve primerlerin tam listesi

2.5. O, -ve H,O,’ nin NBT ve DAB ile histokimyasal boyanmasi

O, ve H,0;’ nin in situ boyanmasi Dutilleul et al. (2003)’ e gore yapilmustir.
Oy nin belirlenmesi i¢in uygulamalarin ardindan yapraklar 10 mM potasyum
fosfat tamponunda (pH 7.8) hazirlanmis 0.5 mg/ml NBT ile vakum altinda
muamele edilmistir. Ornekler 1 saat boyunca karanlikta oda sicaklifinda inkiibe
edilmis ve ardindan klorofil kaybolana kadar %90 etanolde 70 °C’ de
bekletilmistir.

H,0;’ nin belirlenmesi i¢in yapraklar 10 mM potasyun asetat tamponunda
(pH 3.8) hazirlanmis Img/ml DAB ile vakum altinda muamele edilmistir.
Ornekler 12 saat boyunca karanlikta oda sicakhiginda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan &rnekler 3:1:1 (v/v) etanol:asetik asit:gliserol karisima
aktarilmis ve klorofil kaybolana kadar 70 °C’ de bekletilmistir. NBT ve DAB ile

boyanmis yapraklar %70 gliserol ¢ozeltisinde incelenmistir.

2.6. Istatistiksel Analizler

Denemeler iki kez tekrar edilmistir ve her veri 3 teknik replikanin

sonucudur (n = 2x3 = 6). Sonuglar ortalama olarak verilmis ve standart sapmalar
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grafiklerde hata ¢ubuklariyla gosterilmistir. Gruplar kendi aralarinda “student’s t-

test” kullanilarak GraphPad yazilimi ile karsilagtirilmistir.



35

3. BULGULAR
3.1. Fizyolojik parametreler

3.1.1. Kok fenotipi

Tuz stresinin ER stresiyle beraber kok fenotiplerinin iizerine etkilerinin
belirlenmesi amaciyla farkli Tm konsantrasyonlarinda (0.1, 0.25, 1 ug ml-1) 80
mM NaCl’ nin kok fenotip tizerine etkileri arastirilmistir. Sadece tuz uygulanan
bitkilerde ana kok uzunlugu %20 oraninda azalirken, 1 pg ml-1 Tm uygulamasi
ile ana kok uzunlugunda %75 azalis belirlenmistir. Tuz stresi ile yanal kok
yogunlugu %59 oraninda azalma gostermistir. Fakat diisiik konsantrasyonda Tm
uygulamasinin (0.1 pg ml-1) yanal kdk yogunlugunu kontrol bitkilerine gore 3.5
kat arttirdigr belirlenmistir. Bunun aksine, yiliksek konsantrasyondaki Tm

uygulamalari ile yanal kok olusumu tamamen engellenmistir (Sekil 3.1).

| lll

0.1 Tm 0.25Tm

0.1 Tm+Tuz 0.25 Tm+Tuz 1 Tm+Tuz

Kontrol
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Sekil 3.1 Kontrol (K), 80 mM NaCl (T), tunikamisin (Tm) (0.1, 0.25, 1 pg ml™)
uygulanan gruplarin kok fenotipi verileri. A. Uygulama gruplarinin resimleri, B.
Ana kok uzunlugu, C. Yanal kok yogunlugu.

3.1.2. Ozmotik potansiyel

Yaprak ozmotik potansiyelindeki en yiikksek diisiis tuz ve Tm
uygulamalariin beraber yapildigt Tm+T bitkilerinde gézlenmistir. Sadece tuz
uygulanan gruplarda %85 oraninda azalis gozlenirken, sadece Tm uygulanan

bitkilerin ozmotik potansiyelinde kontrole gore %28 diisiis gozlenmistir (Sekil
3.2).

K T m Tm+T
0.0 4 T T T
g -02-
=
= -04 -
£ -06 -
2-08 -
"g 1,0 4 *
g 1.2 -
g 14 - x
>
-16 - *

Sekil 3.2 Yaprak su ozmotik potansiyeli, K:Kontrol, T: Tuzluluk, Tm:
Tunikamisin, Tm+T: Tuzluluk+ Tunikamisin.
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3.1.3. Bagil su icerigi (RWC)

Bagil su igerigi tuz uygulanan bitkilerde %9 oraninda, sadece Tm
uygulanan gruplarda ise %4 oraninda azalmistir. Tm+T grubunda da yaprak su

icerigi kontrole gore %9 oraninda diismiistiir (Sekil 3.3).

100

95 -

90 -
* *
85 -
80 -
75 +— . ‘ , —
K T T

m Tm+T

Yaprak bagil su icerigi (%)

Sekil 3.3 Yaprak Bagil Su Igerigi, K:Kontrol, T: Tuzluluk, Tm: Tunikamisin,
Tm+T: Tuzluluk+ Tunikamisin..

3.1.4. Stoma iletkenligi belirteci olarak yaprak su kaybi

Bitkiler su alinimim kisitlayici kosullarda (6r: tuz ya da kuraklik stresi)
hizli su kaybim1i Onlemek ig¢in stomalarimi kapatirlar. Caligmamizda stoma
acikliginin  bir indikatorii olarak koparilmis yapraklardan su kaybi hizi
belirlenmistir. Boylece ER stresinin stoma diizenlenmesi iizerine bir etkisi olup
olmadig arastirilmistir. Kontrol bitkilerinin su kaybi stomalar1 agik oldugu icin en
fazlayken, stres uygulamalari sonucu su kaybi stomalar kapali oldugu igin
azalmistir (Sekil 3.4). Bu sonuglar ER stresi uygulamasinin da tuz stresi gibi

stoma iletkenligini azalttigin1 gostermektedir.



38

100 -
£ 95 -
5
g 90 - L K

2 g5 * !
= i * —i— Tm
§80* —— Tm+T
>

75 ‘ :

0 10 20

Yapragin kopartiimasindan sonradk.

Sekil 3.4 Yaprak Su Kaybi, K:Kontrol, T: Tuzluluk, Tm: Tunikamisin, Tm+T:
Tuzluluk+ Tunikamisin.

3.2. ER stresi ile iligkili genlerin ifadesi

Tez kapsaminda Col. ekotipinde bZIP17, bZIP28, TIN1, BiP1, BiP3, ve
EROL1 genlerinin ifadeleri Real-Time PCR ile belirlenmistir

bZIP17 ve bZIP28 ER stresi ile aktive olan transkripsiyon faktorlerinin
kodlanmasindan sorumludur. Bu ¢alismada her iki genin ifadesinin de tuz

uygulamasi ile arttigit ve Tm+T gruplarinda bu artisin daha da yiiksek oldugu
belirlenmistir. (Sekil 3.5).

z’ BZIP17 ] BZIP28
e b 49
g -

6 - =
= <3
gSV =
S 4
g4 T 9
- ©
53 =
o )

3 . - " .

17 j

o N ‘ ‘ - ‘ ‘ ‘

K n Tm Tm+T K T Tm Tm+T

Sekil 3.5 ER stresi ile iliskili bZIP17 ve bZ1P28 genlerinin ifadeleri (K Kontrol,
T: Tuzluluk, Tm: Tunikamisin, Tm+T: Tunikamisin+Tuzluluk).

bZIP60 , ER stresi ile iligkili genlerin transkripsiyonunu aktive etmektedir.
Calismada her ii¢ kosulda da bZIP60 geninin ifadesinin arttigi gézlenmistir. En
yiiksek artig kontrole gore 5.5 kat ile Tm+T grubunda gézlenmistir (Sekil 3.6).
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BZIP60

Gen ifadesi (Kat)
O = N W H» O O N

. B

K T Tm Tm+T

T

Sekil 3.6 ER stresi ile iliskili bZIP60 geninin ifadesi (K:Kontrol, T: Tuzluluk,
Tm: Tunikamisin, Tm+T: Tuzluluk+ Tunikamisin.).

ER stresi indikatorleri olan TIN1, BiP1 ve BiP3 genlerinin ifadeleri tuz
stresine duyarsizken, Tm uygulamasi ile artmigtir. Her 3 geninde ifadesi de tuz ve

Tm’ nin beraber uygulandigi gruplarda sadece Tm uygulamasina gore artis
gostermistir (Sekil 3.7).

70

TINT
60
= 50 -
g
< 40
73
3
g 30
$ 20 -
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0
K T Tm Tm+T
70 - BIP1 160 - BIP3
60 140
= 50 4 =120
g0 g
£ 40 X100
2 2 &0
o
g% 1 £ o
c c 1
8207 & 40 |
10 - 20 -
0 [EEEE . - S— 0 - .
K T Tm Tm+T K T Tm Tm+T

Sekil 3.7 ER stresi ile iligkili TIN1, BIP1 ve BIP3 genlerinin ifadesi (K Kontrol,
T: Tuzluluk, Tm: Tunikamisin, Tm+T: Tunikamisin+Tuzluluk).

ERO1, ER zarinda lokalize olan disiilfid bag olusumunu katalizleyen ve
bunun sonucu olarak olusturdugu her bir disiilfid baginin karsiligi olarak 1

molekiil H,O, iireten bir enzimdir. ERO1 geninin ifadesi sadece Tm uygulamasi
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ile 30 kat artarken, tuz uygulamasiyla beraber Tm uygulamasi bu genin ifadesini

kontrole gore 65 kat arttirmistir (Sekil 3.8).

ERO1
80 -

70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

0 -

K T Tm Tm+T

Gen ifadesi (Kat)

Sekil 3.8 ER stresi ile iliskili ERO1 geninin ifadesi (K Kontrol, T: Tuzluluk, Tm:
Tunikamisin, Tm+T: Tunikamisin+Tuzluluk).

3.3. ER stresi — ROS sinyali iliskisi (NADPH oksidaz ve H,0,)

Tuz ve ER stresi uygulanan bitkilerden zamana baglh olarak (10, 30, 60
dakika, 6 ve 24 saat) 5 ayr1 hasat yapilmistir. Hasat edilen bu 6rneklerde H,0,
miktart, NADPH oksidaz (NOX) enzim aktivitesi ve ROS sinyallemesinde gorev
alan NADPH-oksidaz (NOX) genleri RBOHD ve RBOHF’ nin gen ifadeleri

belirlenmistir

Hem koklerde hem de yapraklarda tuz ve Tm uygulamalart NOX
aktivitesinde 30. dakikada artisa neden olmustur. Bu iki stresin beraber
uygulandigt Tm+T grubu bitkilerinde ise NOX aktivitesindeki artis 10.dakikada
gdzlenmistir. iki stresin beraber verildigi kosulda NOX kaynakli ROS birikimi 20
dakika erken baslamaktadir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9 Zamana bagli (10,30,60 dakika ve 6,24 saat) NADPH oksidaz (NOX)
enzim aktivitesindeki degisim. A. Yaprak, B. Kok. (K:Kontrol, T: Tuzluluk, Tm:
Tunikamisin, Tm+T: Tuzluluk+ Tunikamisin.)

NOX kaynakli H,O; olusumu (O, in detoksifikasyonu sonucu) miktarini
belirlemek i¢in Arabidopsis koklerine diphenyl iodomium (DPI) uygulanarak
NOX inhibe edilmis ve H;O, miktar1 10,30,60 dakika ve 6.saat hasatlarinda
belirlenmistir. Bu deneme sonucunda ilk 10 dakika boyunca koklerde H,0O,
birikimi gozlenmis ve bu birikim DPI uygulanan gruplarda belirlenmemistir.
Boylece ER stresi altinda H,O; birikiminin NOX/ RBOH iligkili oldugu
kanitlanmistir (Sekil 3.10)
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Sekil 3.10 Zamana bagli (10,30,60 dakika ve 6 saat) H,O, miktarindaki degisim A.
inhibitor uygulanmamis ortam, B. NOX inhibit6rii DPI uygulanmis ortam
(K:Kontrol, T: Tuzluluk, Tm: Tunikamisin, Tm+T: Tuzluluk+ Tunikamisin.).

RBOHD ve RBOHF genlerinin ifadeleri tim uygulama gruplarinda
artmistir. En yliksek RBOHD ifadesi Tm+T grubunda 30. dakikada ve sadece T
grubunda 6. Saatte belirlenmistir. RBOHD ' nin ifadesi, RBOHF’ ye gore, bir ER

stresi ajani olan Tm uygulamasina daha fazla yanit vermektedir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11 Zamana bagli (10,30,60 dakika ve 6 saat) RBOHD (A) ve RBOHF (B)
genlerinin ifadelerindeki degisim (K:Kontrol, T: Tuzluluk, Tm: Tunikamisin,
Tm+T: Tuzluluk+ Tunikamisin).

3.4. Antioksidan savunma sistemi

3.4.1. Superoksit dismutaz (SOD)

Tuzluluk SOD aktivitesinin yapraklarda %10 oraninda arttirmig, Tm
uygulamasi ise %25 oraninda azaltmistir. Tuz ve Tm uygulanan gruplarda ise

SOD aktivitesi %26 oraninda azalmustir.
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Yapraklarda toplam dort SOD izoenzimi belirlenmistir (MnSOD, FeSOD,
2 adet Cu/Zn SOD). FeSOD izoenzimi en ¢ok Tm+T gruplarinda azalmistir (Sekil
3.12).

Yaprak
K T Tm Tm+T

MnSOD
FeSOD

Cu/ZnSOD1
Cu/ZnSOD2
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Sekil 3.12 Yapraklarda siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi ve izoenzim deseni
(K:Kontrol, T: Tuzluluk, Tm: Tunikamisin, Tm+T: Tuzluluk+ Tunikamisin).

Tuz stresi koklerde SOD aktivitesini degistirmezken, Tm uygulamast %40
oraninda, tuz ve Tm birlikte uygulandiginda ise %43 oraninda arttirmistir. Diger
yandan koklerde 3 ayr1 SOD izoenzimi belirlenmistir (MnSOD, FeSOD,
Cu/ZnSOD). Tm uygulamas:1 ve koklerde MnSOD ve FeSOD aktivitelerini
artmistir (Sekil 3.13).
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MnSOD
FeSOD

Cu/ZnSOD

SOD (U (mg protein)-')

Sekil 3.13 Koklerde siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi ve izoenzim deseni
(K:Kontrol, T: Tuzluluk, Tm: Tunikamisin, Tm+T: Tuzluluk+ Tunikamisin).

3.4.2. Katalaz (CAT)

Yapraklarda tiim uygulamalar CAT aktivitesinde artisa neden olmustur.
Tuz uygulamas1 CAT aktivitesini %76 oraninda, Tm uygulamasi %63 oraninda
arttirmigtir. Tm+T uygulamasi ise CAT aktivitesinde %32 oraninda artiga neden
olmustur. Yapraklarda tek bir CAT izoenzimi gozlenirken, koklerde 2 adet (CATI
ve CAT2) CAT izoenzimi belirlenmistir (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14 Yapraklarda Katalaz (CAT) aktivitesi ve izoenzim deseni. (K:Kontrol,
T: Tuzluluk, Tm: Tunikamisin, Tm+T: Tuzluluk+ Tunikamisin).

CAT (U (mg protein)-1)

*
I |
Tm Tm+T

Koklerde ise Tm, CAT aktivitesinde degisiklige neden olmazken, tuz
stresi 1.6 kat artisa neden olmustur. iki stresin birlikte uygulandig1 gruplarda ise
CAT aktivitesi %68 artmistir. Koklerde en yiiksek CAT aktivitesi artan CAT2
aktivitesine bagli olarak tuz stresi uygulanan gruplarda gozlenmistir. Tm
uygulamas1 koklerde CAT2 aktivitesini azaltirken, CATI1 aktivitesinde bir

degisiklige neden olmamistir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15 Koklerde katalaz (CAT) aktivitesi ve izoenzim deseni. (K:Kontrol, T:
Tuzluluk, Tm: Tunikamisin, Tm+T: Tuzluluk+ Tunikamisin).

3.4.3. Glutatyon rediiktaz (GR)

GR aktivitesi tuz uygulanan bitkilerin yapraklarinda azalirken, Tm
uygulamasiyla %17 artmistir. Tuz ve Tm uygulanan bitkilerde ise GR enzim

aktivitesi %72 artmistir (Sekil 3.16).

Koklerde, GR aktivitesi tuz ve Tm uygulamalariyla %51 artmistir. Tuz ve

Tm uygulanan Tm+T grubunda ise GR aktivitesi %41 oraninda artmustir.

Yapraklarda 3 ayr1 GR izoenzimi, kdklerde ise 5 ayr1 GR izoenzimi
belirlenmistir. GR2 aktivitesi sadece tuz uygulanan gruplarda gézlenmis ve GR4
aktivitesi ise baskilanmistir. ER stresi GR4’ iin aktivitesini kontroliin 2 katina

cikarmisgtir.
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Stres altinda yapraklarda toplam GSH havuzunda bir artis gézlenmistir.

Sadece tuz uygulanan gruplarin GSH igerigi kontrole gére %50 oraninda artarken

Tm ve Tm+T gruplarinin GSH igerigi kontrole gore 2 katina ¢ikmistir. Koklerde

ise sadece tuz uygulamasi %60 artisa neden olurken, Tm uygulamas1 %47, Tm+T

uygulamasi ise %76’ lik bir artisa neden olmustur (Sekil 3.17).

Yaprak

‘f: * *
2 24
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‘g 15 4
=
5 1
i
S
205

0 -

GR (U (mg protein)-1)

0.06 -
0.05 -
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0.00 -

K T Tm  TmaT
K T Tm Tm+T

GR1

GR2
GR3

Sekil 3.16 Yapraklarda Glutatyon (GSH) miktariGlutatyon rediiktaz (GR)
aktivitesi ve izoenzim deseni (K:Kontrol, T: Tuzluluk, Tm: Tunikamisin, Tm+T:

Tuzluluk+ Tunikamisin).
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Sekil 3.17 Koklerde glutatyon (GSH) miktar1 ve glutatyon rediiktaz (GR)
aktivitesi ve izoenzim deseni (K:Kontrol, T: Tuzluluk, Tm: Tunikamisin, Tm+T:
Tuzluluk+ Tunikamisin).



49

3.4.4. Askorbat peroksidaz (APX)

APX aktivitesi yapraklarda her ti¢ grupta da artis géstermistir. Bu artis tuz
stresi uygulanan bitkilerde 6 kat, Tm uygulananlarda ise 7.8 kat olarak
belirlenmigtir. Her iki stresin beraber uygulandigt Tm+T grubunda ise APX

aktivitesi 8.2 kat artig gostermistir (Sekil 3.18).

2.0 -
1.8 -
1.0 -

0.5 -

0o NN

K T Tm Tm+T

APX (U (mg protein)-')

Sekil 3.18 Yapraklarda askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi (K:Kontrol, T:
Tuzluluk, Tm: Tunikamisin, Tm+T: Tuzluluk+ Tunikamisin)

Koklerde de APX aktivitesi stres sonucu artmistir (Sekil 3.19) .
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Sekil 3.19 Koklerde askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi (K:Kontrol, T: Tuzluluk,
Tm: Tunikamisin, Tm+T: Tuzluluk+ Tunikamisin)
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3.5. Oksidatif hasar
3.5.1. Lipid peroksidasyonu (TBARS) ve H,O, miktari

Yapraklarda tuz uygulamasi H,O, miktarin1 kontrole gére %92 oraninda
arttirirken, Tm uygulanan bitkilerde H,O, miktar1 %46 artmistir. Ayrica, Tm+T
grubunda H,O, miktar1 2.6 kat yiikselmistir. Yapraklarda, tuz uygulamasiyla
TBARS igerigi %48 oraninda artmistir. Benzer sekilde, sadece Tm
uygulamasi %38 oraninda artisa neden olmustur. Tuz ve Tm uygulamalar ise

kontrole gore lipid peroksidasyonunu %56 oraninda arttirmistir (Sekil 3.20).

Yaprak

0.40
~ 035 *
;'1: 0.30 - *
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Sekil 3.20 Yapraklarda H,O, miktar1 ve lipit peroksidasyonu (TBARS) miktar1
(K:Kontrol, T: Tuzluluk, Tm: Tunikamisin, Tm+T: Tuzluluk+ Tunikamisin)

Koklerde de H,O, miktarinda strese bagl artis gézlenmistir. H,O, miktar:
Tm uygulamasi 11e%80 artmis, Tm+T uygulamasi ile ise kontroliin 2 katina
cikmistir. Koklerde TBARS igerigi tuzla beraber %49, Tm uygulamasiyla %58,
Tm+T uygulamasi ile ise %74 oraninda artig gostermistir (Sekil 3.21).
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Sekil 3.21 Koklerde H,O, miktari ve lipit peroksidasyonu (TBARS miktari)
(K:Kontrol, T: Tuzluluk, Tm: Tunikamisin, Tm+T: Tuzluluk+ Tunikamisin)

H,0, (umol (g YA)™)

Tm+T

TBARS (umol (g YA))

Tm+T

3.5.2. Protein oksidasyonu
Yapraklarda tuz uygulamasi ile protein oksidasyonunda %36 oraninda

artly gozlenmigtir. Sadece Tm uygulanan bitkilerde ise protein oksidasyonu
kontrole gore %29 oraninda artmugtir. Tm+T uygulama grubunda protein

oksidasyonu ise %25 artmistir (Sekil 3.22).

m Tm+T

3.0 *
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;g 25

%g 2.0 -
52 15 -
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‘ég 05‘

£

£ 00 +— : ; ‘

K T Ti

Sekil 3.22 Protein oksidasyonu (K: Kontrol, T: Tuzluluk, Tm: Tunikamisin,

Tm+T:Tuzluluk+ Tunikamisin).
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3.6. Organaller ROS olusumunun ER stresi iizerine etkileri
3.6.1. Yaprakta ROS olusumunun histokimyasal olarak gosterimi

En yiiksek H,O, miktar;, H,O, (ImM ve 10 mM) ve MV uygulanan
gruplarda gozlenmistir. O2- iiretimi H,O,, rotenone, MV, DCMU ve 3AT
uygulamaslari ile artmustir (Sekil 3.23).

1 UM 10 pM 25 uM 50 uM
- . -
X ¢ w ¥ .
Kontrol - MY ‘ ’ 7 7.
| ! !
Ol (& (&) @
DCMU ) ! : :
0.5 pg/ml ‘ N S
& \ { A [
Tm \ ‘, v ﬁ! a
\ ROT ‘ -
\ A8k
10 M 100 pM 10 mM
N
IBL ¥
3-AT H,0, f— —
/ \ Q

Sekil 3.23 Kontrol, H,O2(10 uM, 100 uM, 1 mM, 10 mM), rotenone (ROT) (1
uM, 10 pM, 25 uM, 50 uM) , metil viyolojen (MV) (1 uM, 10 uM, 25 pM, 50
uM), DCMU (1 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM), 3- aminotriazol (3AT) (1 mM) ve
tunikamisin (Tm) (0.5 pug/ml) uygulanan yapraklarda O, nin nitrobluetetrazolium
(NBT) ile H,O,’ nin ise diaminobenzidin (DAB) ile histokimyasal olarak
boyanmasi.

H,0, uygulama gruplarinda en yiiksek H,O, artist 10 mM uygulama

grubunda kontroliin 2 kat1 olarak 6l¢lilmiistiir. Rotenone uygulanan gruplarda ise
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en yiiksek H,O, seviyesi 50 uM uygulama grubunda kontrol grubunun %85’ i
oraninda artmigtir. MV uygulamas: sirasinda en yiiksek HyO, miktart 50 uM MV
uygulanan yapraklarda Olc¢lilmiistiir. Kontroliin yaklagik 2 kati kadar artis
gostermistir. DCMU uygulanan yapraklarda en yiiksek artis 50 uM grubunda
belirlenmistir. Kontroliin %95’ i1 oraninda daha fazladir. 3AT uygulanan grubun
H,0;, miktar1 kontrole gore %65 oraninda fazladir. Tm uygulamasi ile ise H20;

miktart kontroliin %20’ si oraninda artmistir (Sekil 3.24).

0.60

H,0, (umol g FW")
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Sekil 3.24 Kontrol, H,O2(10 uM, 100 uM, 1 mM, 10 mM), rotenone (ROT) (1
uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM) , metil viyolojen (MV) (1 uM, 10 uM, 25 uM, 50
uM), DCMU (1 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM), 3- aminotriazol (3AT) (1 mM) ve
tunikamisin (Tm) (0.5 pg/ml) uygulanan yapraklarda H,O, miktarinin ferroz
oksidasyon-xylenol orange (FOX) yontemi ile belirlenmesi

3.6.2. Organaller ROS olusumunun ER stresi ile iliskili genler iizerien
etkileri

3.6.2.1 ER stresinin algilanmasi ile ilgili genlerin ifadesi

H,0, ve rotenone uygulamalari, 10 mM H,0O, uygulanan grubun haricinde
bZIP28 transkripsiyonunda artisa neden olmustur. 1 pM MV uygulamasi bZIP28
ifadesini 5.5 kat arttirirken, daha yiiksek orandaki MV konsantrasyonlar1 (10, 25,
50 uM) altinda bZIP28 ifadesi azalmistir. Aymi zamanda, 1 uM DCMU
uygulamasi kontrole gore herhangi bir degisiklige yol agmazken, 10, 25, 50
uMDCMU uygulamalart bZIP28 ifadesinde azalmaya neden olmustur. 3-AT
uygulamas1 bZIP28 ifadesini kontrole gore 3 kat arttirirken, Tm uygulamast 18
kat arttirmistir (Sekil 3.25).
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Sekil 3.25 H,0,, Rot, MV, DCMU, 3-AT ve Tm uygulanan yapraklarda bZ1P28
gen ifadesinin qRT-PCR ile belirlenmesi

Diisiik konsantrasyonlardaki H,O, (10 uM) uygulamasi ve rotenone (1 uM
ve 10 uM) bZIP17 gen ifadesinde artisa neden olurken, bu iki uygulama grubunda
diger konsantrasyonlar bZIP17 ifadesinde herhangi bir degisiklige neden
olmamistir. MV, DCMU ve 3-AT uygulamalar1 bu genin ifadesini azaltmistir. Tm
uygulamas1 bZIP17 tanskriptlerinin ifadesini kontrole gore yaklasik 100 kat
arttirmustir (Sekil 3.26).
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Sekil 3.26 H,0,, Rot, MV, DCMU, 3-AT ve Tm uygulanan yapraklarda bZI1P17
gen ifadesinin gRT-PCR ile belirlenmesi
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IREIA’ nin ifadesi H,O,, rotenone ve MV uygulamasiyla az da olsa
artarken DCMU uygulamalari ile azalmistir. 3AT ve Tm uygulamalar1 IRE1A
ifadesinde degisiklige yol agmamustir (Sekil 3.27 H,0,, Rot, MV, DCMU, 3-AT
ve Tm uygulanan vyapraklarda IRE1A gen ifadesinin gRT-PCR ile
belirlenmesiSekil 3.27).
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Sekil 3.27 H,0,, Rot, MV, DCMU, 3-AT ve Tm uygulanan yapraklarda IRE1A
gen ifadesinin qRT-PCR ile belirlenmesi

10 mM harig¢ diger H,0- konsantrasyonlarinin hepsi IRE1B gen ifadesinde
artisa neden olmustur. Rotenone uygulamasinda ise en yiiksek ifade 1 pM
grubunda gozlenirken, artis gosteren uygulama konsantrasyon ifadede azalmaya
yol agmistir. MV uygulamalari ile IRE1B ifadesi azalmistir. En diisiik ifade 50
uM uygulama grubunda gozlenmistir. DCMU uygulamalarinda konsantraston
arttikca IRE1B ifadesi azalmistir. Tm uygulamasi IRE1B ifadesinde azalmaya yol
acmazken, 3AT uygulamasi1 ile /REIB’ nin transkript yogunlugu kontrole gore
azalmistir (Sekil 3.28).
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Sekil 3.28 H,0,, Rot, MV, DCMU, 3-AT ve Tm uygulanan yapraklarda IRE1B
gen ifadesinin gRT-PCR ile belirlenmesi

3.6.2.2 ER stresi sirasinda ER stres vanitina ve protein katlanmasina
vardimecli olan genlerin ifadesi

BiP1 geninin ifadesi H,O, uygulamasi ile 2 ile 3.5 kat oranlari arasinda
artmigtir. Sadece 10 mM H,0; uygulanan grubun transkript seviyesi kontroe gore
degismemistir. Ayn1 sekilde diisiikk konsantrasyonlarad uygulanan rotenone (1 ve
10 uM) BiP1 ifadesinde artisa neden olurken daha yiikske konsantrasyonlar
ifadede kontrole gore herhangi bir degisikligin yasanmamasina nedne olmustur.
MV ve DCMU uygulamalar1 sonucunda tiim konsantrasyonlarda BiP1 ifadesinde
kontrole gore azalis belirlenmistir. 3AT uygulamas1 herhangi bir degisiklige yol
acmazken, Tm uygulamasi ile BiP1 ifadesi 2.5 kat oraninda artmistir (Sekil 3.29).
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Sekil 3.29 H,0,, Rot, MV, DCMU, 3-AT ve Tm uygulanan yapraklarda BiP1 gen
ifadesinin gRT-PCR ile belirlenmesi

H20, uygulamasi ile BiP3 geninin ifadesi artmigtir. 10 uM H,O, transkript
yogunlugunu 8 kat arttirirken, 100 uM H,0, 6 kat, 1 mM H,0, 5 kat, 10 mM
H,O, 3 kat arttirmigtir. Rotenone uygulamalar1 da BiP3 geninin ifadesinde artisa
neden olmustur. En yiiksek artig] uM rotenone uygulamasi ile kontrole gore 4 kat
oalrak belirlermistir. MV uygulamasinda ise en yiiksek artig 3.5 kat ile 1 pM MV
uygulanan yapraklarda olgiiliirkeni 50 uM MV uygulamasi ile BiP3 ifadesi
kontrole gore degismemistir. DCMU BiP3 ifadesinde azalmaya neden olmustur.
3AT ise BiP3 ifadesini 9 kat arttirmistir. Tm uygulamasi ise BiP3 ifadesini
kontroliin 660 kati oraninda arttirmistir (Sekil 3.30).
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Sekil 3.30 H,0,, Rot, MV, DCMU, 3-AT ve Tm uygulanan yapraklarda BiP3 gen
ifadesinin gRT-PCR ile belirlenmesi

3.6.2.3 ER’de protein katlanma mekanizmasi elemanlari olan CNX ve
EROI’ in gen ifadeleri

CNX ifadesi 10 mM H,0, ve 50 uM Rot haricinde H,O; ve rotenone uygulamalari
ile artmistir. Bu gruplarda en yiiksek artis 10 uM H,0, uygulanan yapraklarda
kontrole gore 4 kat olarak belirlenmistir. MV ve DCMU uygulamalari ise CNX
ifadesinde azalmaya nedne olmustur. 3AT uygulamas1 CNX ifadesinde degisiklige
yol agmazken, Tm uygulamasi ile CNX transkript yogunlugu kontrole gore 3 kat
artmistir (Sekil 3.31).
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Sekil 3.31 H,0,, Rot, MV, DCMU, 3-AT ve Tm uygulanan yapraklarda CNX gen
ifadesinin gRT-PCR ile belirlenmesi
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10 uM H,0;, uygulamasi ile ERO1 transkripleri 7 kat artmigtir. 100 uM
H,0, uygulamasi ERO1 ifadesini 4 kat arttirirken, 1 mM H,0; 5 kat artisa neden
olmustur. Rotenone uygulamasi ile ERO1 ifadesi 2 ile 4 kat aras1 artmistir. MV
uygulamasi ile de 50 uM uygulanan grup haricinde ERO1 ifadesi artarken en
yiiksek artig 2.5 kat ile 1 uM MV uygulanan yapraklarda belirlenmistir. DCMU
uygulamasi1 ERO1 ifadesinde azalmaya neden olmustur. 3AT uygulamasi ERO1
transkript seviyesini kontrole goére 3 kat arttirirken, Tm uygulamasi 10 kat

arttirmustir (Sekil 3.32).
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Sekil 3.32 H,0,, Rot, MV, DCMU, 3-AT ve Tm uygulanan yapraklarda ERO1
gen ifadesinin gRT-PCR ile belirlenmesi

3.6.2.4 ER iliskili protein parcalanmasi (ERAD) ile ilgili genlerin
ifadesi

10 uM H,0, uygulamas1 HRD1 ifadesinde az da olsa artisa neden olurken
diger H,O;, konsantrasyonlari ifadede degisiklige yol agmamamistir. Rotenone
uygulamasi ise HRD1 ifadesinde azalmaya neden olmustur. MV, DCMU ve 3AT
uygulamalar1 da HRD1 ifadesini azaltmistir. Tm uygulamasi ise HRD1 transkript
seviyesini kontrole gore 2 kat arttirmigtir (Sekil 3.33).
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Sekil 3.33 H,0,, Rot, MV, DCMU, 3-AT ve Tm uygulanan yapraklarda HRD1
gen ifadesinin gRT-PCR ile belirlenmesi

SEL1 transkripsiyonu H,O; uygulamalari ile artmistir. En yiiksek artig 3.7
kat ile 10 puM Hy0, wuygulanan yapraklarda belirlenmistir. Rotenone
uygulamalarinda ise diislik konsantrasyonlar SEL1 ifadesini arttirmistir. Bu artis 1
uM konsantrasyonunda 2.5 kat 10 pM konsantrasyonunda ise 2 kat olarak
oleiilmiistiir. Ote yandan, 10 pM iizerindeki MV uygulamas1 SEL1 ifadesinde
azalmaya neden olmustur. 1 uM DCMU SEL1 ifadesini arttiriken diger
konsantarsyonlar azalmaya neden olmustur. 3AT uygulamasi SEL1 ifadesinde
herahngi bir degisiklige yol agmamistir. Tm uygulamasi ise SEL1 ifadesini 2 kat
arttirmustir (Sekil 3.34).
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Sekil 3.34 H,0,, Rot, MV, DCMU, 3-AT ve Tm uygulanan yapraklarda SEL1 gen
ifadesinin gRT-PCR ile belirlenmesi

H,0; uygulamasi ile DER1 ifadesi artmistir. Rotenone uygulamalar1 da az
da olsa DERL1 ifadesinde artisa neden olmustur. 50 uM MV uygulamasi ise DER1
ifadesinin azalmasina neden olmustur. DCMU uygulamast ile 1 uM
konsantrasyon DER1 ifadesini arttiriken, 50 uM konsantrasyon ifadeyi azalmistir.
3AT uygulamasi ile DER1 ifadesinde herhangi bir degisiklik belirlenmezken, Tm
uygulamasi ile ifade 2 kat artmigtir (Sekil 3.35).

DERT1 18 DER1 16 DER1
16 14

14 12
12 ) 4
2

08
08
06 06
04 04
0 0

N
W
\,\10“ o \,\m\ \w\w o\\o\) ?\0\15» \50\)“'\ v&“‘ \N“\) @1\“ 15»\'* ,JQ\N\

Gen ifadesi (Kat)

Gen ifadesi (Kat)
o & 4 B N
°
By
1

Gen ifadesi (Kat)

16 DER1 12 DER1 25

1

£ £ 2

4 ; 08 E 15 |
08 o ;
06 14
04 04 |
: ]Il :
ol N \

0 s
{\o‘\\‘o\ %'P:‘ Y\gﬁ\\-‘o\ <

DERT1

Gen ifadesi (Kat)
IS

Gen ifadesi (Kat)
Gen ifadesi (Kat)

o““ AN \0\3 s ot
‘4\\) \_) \)'L WB

Sekil 3.35H,0,, Rot, MV, DCMU, 3-AT ve Tm uygulanan yapraklarda DER1
gen ifadesinin qRT-PCR ile belirlenmesi
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10 pum H,0; uygulamasi ve rotenone uygulamalar1 UBC32 transkript
seviyesinde artisa nedne olmustur. MV uygulamalari ise UBC32 ifadesini
azaltmistir. 1 uM DCMU uygulamasi ile UBC32 ifadesi artarken diger
konsantrasyonlar ifadeyi azaltmistir. 3-AT uygulamasi da UBC32 ifadesini

azaltmistir. Ote yandan Tm uygulamaasi ile UBC32 ifadesi 2.5 kat artmustir (Sekil
3.36)
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Sekil 3.36 H,O,, Rot, MV, DCMU, 3-AT ve Tm uygulanan yapraklarda UBC32
gen ifadesinin gRT-PCR ile belirlenmesi
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4. TARTISMA

Bu calismanin ilk amacit ER stres iliskili oksidatif stres ve antioksidan
savunma yanitinin ve ER kaynakli ROS’ un stres sinyallemesi gorevini A.

thaliana’ da ortaya koymaktir.

ER, hiicrede salgi proteinlerinin katlanma merkezidir (Urade, 2007). Daha
oncede belirtildigi gibi, katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin ER
igerisinde birikmesi ER stresine neden olur ve UPR’ yi tetikler. UPR 6zellesmis
ER stres genlerinin ifadesinin artmasiyla karakterize edilir (Iwata and Koizumi,
2012). ER protein katlanma mekanizmasi1 disiilfid baglarin olusturulmasini
gerektirir ve bu sirada ER liimeni i¢inde EROI tarafindan H,0O, iiretimi
katalizlenir (Sevier and Kaiser, 2008). H,O,’ nin hiicre iginde iki gorevi
bulunmaktadir. Bu gorevlerden biri, stres kosullar1 altinda antioksidan savunma
yanitin1 diizenleyen bir ikincil mesajc1 olarak rol almasidir (Gechev et al., 2002).
Diger gorevi ise asirt miktarda biriken H,O,’nin hiicre 6liimiine yol agmasidir
(Gechev et al., 2006). Bu etkilerin yanisira, ER kaynakli H,O,’ nin goérevleri
bilinmemektedir (Jaspers and Kangasjarvi, 2010). Bu ¢alismada, tunikamisin ile
tesvik edilen ER stresinin sonucunda enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlarin aktivitelerinde artig oldugu ve ER kaynakli H,O,’ nin antioksidan

savunma sistemini uyararak ROS sinyal mekanizmasini tetikledigi anlagilmaktadir.

Kok biiyiimesi ile ER stres arasindaki iliskinin agiklanmasi i¢in ana kok
uzunlugu ve lateral kok yogunlugu belirlenmistir. Bulgular ER stresi ile kok
gelisimi arasinda kesin bir bagin bulundugunu gostermektedir. Tm uygulamasi ile
ana kok uzunluklarinda azalma gozlenmistir (Sekil 3.1). Ayni sekilde, Watanabe
and Lam (2008)’ da, Arabidopsis’ de Tm tesvikli ER stresinin kok bilylimesinde

azalisa neden oldugunu bulmustur.

Calisgmada Tm uygulamasi ile yapraklarda su kaybinin gerceklestigi
bulunmustur. Benzer olarak, Zhang et al., (2008), glikolizasyon yapamayan
dolayisiyla protein katlanmasini gergeklestiremeyen lewl mutantinda stomatal
iletkenligin ve yaprak su kaybinin yaban tip bitkilere gére daha diisiik oranlarda
bulundugunu gostermislerdir. Bu calismadar ER kaynakli H,O,’ nin stomatal

iletkenligin diizenlenmesinde rol aldigin1 gostermektedir.
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bZIP17 ve bZIP28 Arabidopsis’ de ER stres yanitini diizenleyen
transkripsiyon faktorleridir (Tajima et al., 2008). Ayrica bZIP60’ da ER stresi
iligskili BiP1 ve BiP3 gibi genlerin ifadelerinin diizenlenmesinden sorumludur
(Iwata and Koizumi, 2005; Howell, 2013). TIN1 gen ifadeside, Tm uygulamasina
yanit olarak ortaya ¢ikar ve ER stresinin bir indikatoriidiir (Iwata et al., 2010). Bu
calismada, Tm tarafindan olusturulan ER stresinin transkripsiyon seviyesinde
UPR aktivasyonunu gerceklestirdigi bulunmustur. Tuz stresinin hiicre i¢inde
kloroplast ve mitokondride H,O, iiretimine neden oldugu bilinmektedir (Miller et
al., 2010). Fakat, tuz stresinin ER igerisinde H,0O; iiretimine neden olup olmadigi
bilinmemektedir. Bu calismadan elde edilen sonuglar, tuz stresinin ER stresine
yanit veren ERO1 geninin ifadesini arttirdigin1 ve H,O; tiretimine neden oldugunu

gostermektedir.

ROS sinyallemesi kalsiyum, protein fosforilasyonu ve lipid sinyallemesini
diizenlemektedir (Suzuki et al., 2011). NOX, oksidatif sinyalleme siirecinde ana
ROS freticisidir ve Arabidopsis’ in sinyal {iiretiminde ve aliminda Onemli
gorevleri bulunmaktadir (Wrzaczek et al., 2013). Bu c¢alismada, tuz ve ER stresi
ajanlarinin NOX aktivitesini 30. dakikada arttirdigi bulunmustur. Bu iki stresin
beraber uygulandigi gruplarda ise NOX aktivitesi, 10’uncu dakikada artis
gostermeye baslamustir. 4. thaliana’ da 10 adet NOX geni tanimlanmistir ve ii¢
tanesinin ifade oldugu bilinmektedir (Dwyer et al., 1996; Keller et al., 1998). Her
RBOH isoformunun bitki organlarinda 06zellesmis gorevleri bulunmaktadir
(Suzuki et al., 2011). Ornegin, A. thaliana’ da RBOHC tarafindan iiretilen ROS’
un, Ca kanallarim1 aktive ederek kok ucu tiiylerinin gelisiminde rol aldig:
bilinmektedir (Foreman et al., 2003). RBOHD ve RBOHF hiicre dis1 H,O;’ nin
olusmasinda gorevlidir (Torres et al., 2005). Tuz stresinin 4. thaliana’ da RBOHD
ifadesinde degisiklige neden oldugu bilinmektedir (Xie et al., 2011). Ayrica, ayn1
calismada tuz stresinin RBOHF’ nin de ifadesini arttirdigi belirtilmistir. Bu
calismada ise Tm uygulamasinin tek basina bu genlerin ifadesini arttirigi
bulunmustur. Ayrica tuz stresi ve Tm uygulamalarinin beraber yapildig: bitkilerde
RBOHD’ nin ifadesi daha yiiksek oranda artmistir. Bu sonuglara ek olarak, NOX
aktivitesinin erken ortaya ¢ikmasi da RBOHD ve RBOHF’nin ifadesinin iki
stresin beraber uygulandig1 gruplarda daha erken olmasiyla iliskilidir (Sekil 3.11 ).
Tm uygulamasi ile, NOX’ un katalizledigi ROS birikimi, DPI tarafindan inhibe
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edilebilmektedir. Ayrica, NOX tarafindan meydana getirilen ROS, UPR ve
antioksidan sistemin indiiklenmesinde rol oynamaktadir. NOX aktivitesinin bek¢i
hiicrelerde stoma kapanmasini da diizenledigi bilinmektedir (Kwak et al., 2003).
Bu durumda, Tm uygulanan bitkilerde su kaybinin daha diisiik olmasi, NOX

aktivitesinin artmasiyla olusan ROS sinyallemesiyle iliskli oldugu sdylenebilir.

Tuzluluk ve kuraklik gibi cevresel stres kosullart antioksidan savunma
mekanizmasini tesvik eder (Turkan ve Demiral, 2009). SOD, APX ve CAT ana
ROS siipiirme enzimleridir ve hiicreyi oksidatif dengede tutarlar (Mittler 2002).
SOD hiicrede O, nin H,0,’ ye doniisiimiinii katalizler ve CAT’ da H,0,’ nin
siiptiriictisiidir (Mittler, 2011). Bu c¢alismada, ER stresi ile koklerde SOD
aktivitesi artis gostermistir ve bu durum ER stresi iligkili oksidatif denge ile
iliskilendirilebilir. Fakat Tm uygulamasi sonrasinda, yapraklarda SOD
aktivitesinde bir artig belirlenmemistir. CAT aktivitesinde ise artis gbzlenmistir.
Yanlis katlanmis ya da katlanmamis proteinlerin parcalanmasi i¢in gerekli olan
ATP yikiinin fazla olmasi mitokondride elektron tagmim yiikiiniinde fazla
olmasina neden olmaktadir ve bu durum O, miktarinda artisa neden olabilir. Bu
durum Tm uygulamasi sirasinda koklerde mitokondride yerlesmis olan MnSOD

aktivitesindeki artisa neden olmustur.

Tm uygulamas: ile, ER’ de katlanmamis proteinlerin artmis ve UPR
aktiflesmis, ERO1 gen ifadesinde artis gézlenmistir (Sekil 3.8). ER liimeninde
yanlig disiilfid baglarin kurulmasinin 6nlenmesi i¢in GSH kullanilmaktadir (Tu
and Wiesman, 2004). ER’ de, GSH’ 1 azalmasini1 durdurmak i¢in Tm uygulanan
bitkilerde GR aktivitesinde artis gdzlenmistir boylece hiicre i¢i GSH miktar1 sabit
tutulabilmistir. Ayrica, Tm uygulamasi ile GR izozim deseninde gozlenen degisim
de ER stresi sirasinda yeni bir dizi GR izoziminin is gordiigiinii géstermektedir.
APX hiicre iginde Ozellikle kloroplast ve sitoplazma igerisinde 6nemli H;0,
siiptiriiclilerinden bir tanesidir (Asada, 2006). Stres iligkili ROS firetimi ile
cevresel stres kosullart altinda APX aktivitesi artmaktadir (Miller et al. 2010). ER
stresi altinda, yapraklarda, APX aktivitesi en ¢ok yiikselis goOsteren enzim
olmustur. APX’ in substrati olan askorbat GSH havuzu ile dehidroaskorbat
rediiktaz aracilifiyla baglantilidir. ER stresi altinda GSH {iretimindeki artig APX’

in ROS siipiirme kapasitesiyle uyumlu olarak ger¢eklesmektedir.
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Stres sonucunda H,O, birikimi ROS tesvikli lipid peroksidasyonuna yol
agmaktadir (Mittler, 2002). Tm uygulamas1 da lipidlerde oksidatif hasara yol
acmutir. Lipid peroksidasyonu gibi protein karbonil gruplarinda oksidatif isaretler
oldugu bilinmektedir (Levine et al. 1994). ER’ de katlanmamis proteinlerin varligi
polipeptidlerin oksidatif modifikasyonlara daha ag¢ik olmasina neden olmaktadir.

Tm uygulamasi ile hiicrede protein oksidasyon seviyelerinde de artis gozlenmistir.

Bu ¢alismanin ikincil amaci yukarida belirtildigi tizere uyarilmis organellar
(mitokondri, kloroplast ve peroksizom) ROS iiretiminin A. thaliana bitkisinde ER

stresi cevaplari lizerine etkilerinin belirlenmesidir.

Daha onceki transkriptomik c¢aligmalarda gdosterildigi gibi, hiicrenin farkli
bolmelerinden kaynaklanan ROS’ un bitkinin strese verdigi yanitlar lizerine farkl
etkileri vardir (Gadjev et al., 2006; Laloi et al., 2007; Sewelam et al., 2014). Buna
uygun olarak, bu calismada rotenone uygulamasiyla incelenen 12 genden 11’1,
MV uygulamasiyla 5t ve DCMU uygulamasiyla 3’linlin ifadesinde artis
gozlenmistir. Sekil 4.1’ den de goriilebilecegi tizere mitokondri, kloroplast ve

peroksizomlardan fiiretilen ROS, ER stresi yanitlar1 {izerinde belirgin farkliliklar

yaratmistir.
|
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Sekil 4.1 ER stres iligkili genlerin H,0,, Rot, MV, DCMU, 3AT uygulamalari
sonrasinda hiyerarsik siniflandirilmasi
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ER’ de meydana gelen protein katlanmasi, proteinlerin pargalanmasi gibi
reaksiyonlarin ATP gerektirdigi bilinmektedir (Marzec et al., 2012). Ancak ER’
de herhangi bir ATP kaynagi yoktur ve burada gerceklesen reaksiyonlarda
harcanan ATP sitosolden saglanmak zorundadir. Hiicrenin ATP kaynaginin
mitokondriler oldugu disiiniildiigiinde, mitokondrilerde ROS olusumunun
tetiklenmesinin mitokondriyal homeostasisi bozarak hiicredeki mevcut ATP
miktarini etkilemesi kaginilmazdir. BiP1 ve BiP3 gibi HSP70 benzeri proteinler
ATPaz aktivitesine sahiptir ve sadece ATP varliginda protein ligandlarindan
ayrilabilmektedirler (Vitale and Denecke, 1999). Buna benzer olarak, ER’ den
sitozole proteinlerin par¢alanmak icin taginmasindan sorumlu bir motor protein
olan CDC48 de ATPase aktivitesine sahiptir (Marshall et al., 2008). Bu bilgiler
15181nda, mitokondriyal ROS tarafindan ER stresi yanitlarinin uyarilmasinin ER’
de ATP kithigr nedeniyle protein katlanma ve ERAD mekanizmalarinin yetersiz

calismasina bagli olarak gerceklesmis olabilecegi diistiniilebilir.

Ozellikle kloroplastik ROS iiretiminin ER stresi ve protein katlanmas ile
iligkili genlerin ifadelerini azaltmasi hiicrede protein sentezinin yavaglamasini
isaret edebilir. Literatiirde daha once kuraklik gibi cevresel etkenlerle protein
sentezinin inhibe oldugu gosterilmistir (Dhindsa and Cleland, 1975; Cramer et al.,
2011). Diger streslere benzer olarak kuraklik stresi, kullanilabilir CO, miktarini
diisiirerek ve ROS miktarin1 arttirarak kloroplast metabolizmasinin dengesini
bozmaktadir. Kuraklik stresine yanit karmasik bir siire¢ olsa da, MV ve DCMU
uygulamalarinin kloroplastlarda kurakliga benzer sonuglara neden olmaktadir.
Yukarida anlatilanlara bagl olarak, fotosenteze bagli olarak, amino asitler ve
proteinlerin sentezi i¢in gerekli karbon iskeletinin azalmasi protein sentez hizini

yavaglatmig ve protein katlama mekanizmasi iizerindeki yiikii azaltmis olabilir.

UPR, ER stres algilayicilar1 ve sinyal ileticileri olan bZ1P28, bZIP17, IRE1A
ve IRE1B gibi genlerin ifadelerinin uyarilmasi ile baglamaktadir. Liu et al. (2007)
Arabidopsis’ de tuz stresine tolerans i¢in bZIP17’ ye ihtiya¢ oldugunu bulmustur.
bZIP17’ nin aktivasyonu tuza yanit veren genlerin ifadelerini arttirmistir ve bu
bulgular tuz stresi ile UPR arasinda bir iliski oldugunu gostermektedir. Ayrica,
sicaklik streside bZIP17 ve bZIP28 ifadelerini uyarmistir ve bu genlerin tekli
mutantlarinin sicaklik stresine duyarli oldugu gdésterilmistir (Gao et al., 2008; Che

et al., 2010). BiP1, BiP3 ve CNX gibi bazi ER stresi ile iligkili genlerin
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ifadelerinin bZIP28’ e bagl oldugu bilinmektedir (Liu and Howell, 2010). Bu
caligmada, H,O; uygulamasmin ve mitokondriyal ROS iiretiminin hem bZIP17’
yi hem de bZIP28’ i uyardigi, peroksizomal ROS’ un ise sadece bZIP28’ i

uyardigi gosterilmistir.

Giliniimiize kadar Arabidopsis’ de 3 BiP geni tespit edilmistir (Maruyama et
al., 2014). Bunlarin arasindan BiP3’ iin ifadesi sadece ER stresi altinda tepsit
edilmistir (Noh et al., 2003). Onceki c¢alismalar, tiitiin bitkisinde BiP gen
ifadesinin arttirilmasinin kuraklik toleransina tolerans sagladigini gostermistir
(Alvim et al., 2001). BiP1 ve BiP3’ {in bZIP28 tarafindan aktiflestirilen UPR’ nin
diizenleyicileri oldugu bilinmektedir (Srivastava et al., 2013). BiP3 ifadesinin
uyarilmasi ER stresi sirasinda UPR’nin uyarilmasinda anahtar rol oynamaktadir.
Ayrica, BiP3 ifadesinin uyarilmasinin, IRE1B aktivitesine bagli oldugu da
bilinmektedir (Deng et al. 2011). Bu ¢alismada ise, H,O, uygulamasi ve
mitokondriyal ROS birikimi, BiP1 ve BiP3’ in ifadelerini arttirmistir. Bunun
aksine, peroksizomal ROS’ lar ise sadece BiP3’ {in ifadesini arttirmistir.
Kloroplastik ROS iiretimi incelendiginde ise MV ve DMCU uygulamalarinin
BiP1 ifadesini azalttigi ancak sadece MV’ nin BiP3 ifadesinin uyardig:
gozlenmektedir. Bu sonuglar, BiP3’ lin BiPl’ e gore organel kaynakli ROS’ a

daha fazla yanit verdigini gostermektedir.

ER’ de bulunan kalneksin (CNX) kalretikulin ile ortak g¢alisarak ozellikle
glikoproteinlerin katlanmasinda rol oynar. Pek ¢ok calisma, ER stresi uyaricilar
olan Tm ve DTT gibi kimyasallarin bu genin ifadesini arttirdigin1 gdéstermistir
(Kamauchi et al., 2005). Benzer olarak, soya fasiilyesinde farkli abiyotik streslerin
CNX ifadesinin degistirdigi bulunmustur (Nouri and Komatsu, 2010). Ayrica,
Sarwat ve Nagvi (2013), tiitiin bitkisinde kuraklik stresinin CNX ifadesini
arttirdigini gostermistir. Yakin zamanda, de la Garma et al. (2015) tuz stresi
altinda tiitiin BY-2 hiicrelerinin mitokondrilerinde ROS olusumu gozlendigini ve
bunun ER stresini uyarabilecegini gostermistir. Ayrica, tiitlinde yapilan bu
calisgmada, CNX ve kalretiikkulin ifadelerinin arttigi ve ER’ nin yapisinda
degisiklikler gozlendigi belirtilmistir. Ancak CNX ifadesinin ROS uygulamalar1
ile nasil degistigi bilinmemektedir. Calismamizda, CNX ifadesinin H,O, ve

mitokondriyal ROS {iretimi ile arttifi, ancak kloroplastik ROS ile artmadigi
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gosterilmistir. Calismamizda mitokondriyal ROS ile CNX ifadesinin uyarilmasi de

la Garma et al. (2015)” un bulgulari ile 6rtiismektedir.

ERO, ER’ nin redoks durumunu diizenler ve katlanmamis proteinlere yanit
verir (Dixon et al., 2003; Onda et al., 2009). Daha 6nce ERO1 ifadesinin tuz stresi
altinda arttig1 tarafimizca gosterilmistir (Ozgur et al., 2014). Ancak bu ¢alismada
ROS tarafindan ERO1 ifadesinin uyarilmasmin *O,’ye degil ancak H,0,’ ye bagh

olarak gerceklestigi gosterilmistir.

Dikkate deger sekilde, BiP3 ve EROL1 ifadelerinin uyarilmasinin H,O, ya da
O, gibi H,0;’ ye doniistiiriilebilen bir ROS ile iligkili oldugu gozlenmistir. H,0,
tiretimininin hangi bélmede olduguna bagh olmaksizin BiP3 ve ERO1 genlerinin
ifadelerinde artis gozlenmistir. DCMU tarafindan iiretilen ROS, 102’ dir ve bu
ROS tarafindan verilen hasar kloroplast ile sinirhidir. 102, reaktivitesi nedeniyle,
kisa diflizyon mesafesine sahiptir ve bu 6zelligine bagl olarak sadece oksidasyon
trtinleri ile sinyalleme yapabilmektedir. Bu bulgular H,O,’ nin, ER’ nin redoks
diizenleyicisi olan EROI’ in ifadesini uyarabilme 0zelligi oldugunu

gostermektedir.

Liu et al. (2011), tuz stresinin Arabidopsis’ de ERAD kapasitesini arttirdigini
gostermistir. Tuz stresi ve diger olumsuz ¢evresel etkenler ER’ de katlanmamis ya
da yanlis katlanmis proteinlerin birikmesine neden olmakta ve bu proteinler
ERAD tarafindan ortadan kaldirilmaktadir (Howell, 2013). Bir ERAD elemani
olan HRD3 yoksunu Arabidopsis bitkilerinin tuz stresine daha duyarli oldugu
bulunmustur. Bu bitkilerin parakuat uygulamasi altinda yabani tiplere gore daha
fazla ROS biriktirdigi gozlenmistir (Liu et al,, 2011). SEL1, HRD3 ile bir
kompleks olusturur ve bu kompleks DERL1 ile beraber ERAD’ 1 aktiflestirir (Su et
al., 2011). Bitkilerde gozlenen bu ERAD mekanizmasi mayalardan insanlara
kadar pek c¢ok organizmada korunmustur (Kaneko and Nomura, 2003).
Calismamizda, peroksizomal ROS olusumunun ERAD fizerine etkisi olmadigi
gbzlenmistir. Ancak, DCMU tarafindan kloroplastlarda tiretilen 102’ nin SEL1,
DER1 ve UBC32’ yi uyardigt bulunmustur. Bu bulgular ile ROS ile ERAD’
uyarildig ilk kez gosterilmistir.
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5. SONUCLAR

Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar ile Arabidopsis’ de, Tm tesvikli H,O;
liretiminin, antioksidan savunma sistemini ve hiicre i¢i redoks durumunu
diizenleyen bir sinyal oldugu bulunmustur. Ayrica antioksidan savunma sistemi

ile UPR arasinda bir iligkinin varlig1 ortaya konmstur.

NOX’ dan elde edilen sonuglar ile ER stresi sonucu olusan ROS
sinyallemesinin UPR’ nin uyarilmasinda rol oynadigi ve stoma kapanmasini
etkiledigi bulunmustur. Bu sonuglar, ER stresi ile oksidatif stres arasindaki
iligkinin antioksidan savunma ve ROS sinyallemesi ile iliskisinin belirlenmesi

acisindan bitkilerde yapilan ilk ¢calismadir.

Ayrica bu ¢alismada, bir bitki sisteminde ilk defa organel (kloroplast,
mitokondri, peroksizom) kaynakli ROS’ un ER stresi iizerine etkileri
gosterilmistir. Disaridan uygulanan H,O;’ nin UPR ve ERAD genlerinin uyardigi
ancak yiiksek konsantrasyonda (10 mM H,0,) bu etkinin olusmadig1 gbzlenmistir.
Genel olarak, diistik konsatrasyonda ROS ER stresi ile iligkili genlerin ifadesini
uyarmistir, bu durum ROS’ larin ikincil mesajc1 olarak ER stres yanitinin
uyarilmasinda rol oynadigin1 gostermektedir. Mitokondri kaynaklt ROS bir 6lgiide
incelenen biitiin genlerin ifadelerini arttrmigtir. Ayrica, ERO1 ve BIiP3
ifadelerinin H,0, ile uyarildigi gosterilmistir. Bunlara ek olarak, mitokondri ve
kloroplast kaynaklt ROS’ un ER stresi cevaplarini uyarmada farkli rollere sahip

oldugu gosterilmistir.
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