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OZET

EKSOJEN AKROLEIN UYGULAMASININ ARABIDOPSIS
THALIANA GAMA-GLUTAMIL TRANSFERAZ (GGT)
MUTANTLARI (ggtl, ggt2, ggt4, ggt1/ggt2) UZERINDEKI
ETKILERININ ARASTIRILMASI

ERCETIN, Sinem

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Baris UZILDAY

Haziran 2023, 51 sayfa

Bitkilerde reaktif karbonil tiirlerinin (RCS) olusumu reaktif oksijen tiirleri (ROS)
ile dogrudan iligkilidir. Stres kosullarinda ROS seviyelerinin artmasiyla birlikte
membran lipitleri oksitlenmektedir. Bunun sonucunda reaktif karbonil tiirleri (RCS)
olugmaktadir. RCS detoksifikasyonunda bes farkli enzim gorevlidir. Glutatyon ise
hem indirgenmis formu olarak hem de RCS ile konjugat olusturarak RCS
detoksifikasyonuna katki saglamaktadir. Ancak glutatyon bu anlamda
kullanildiginda havuz boyutu giderek kiictilmektedir. Glutatyon katabolizmasinda
yer alan ekstrasitozolik bir enzim olan gama-glutamil transferaz (GGT) enziminin
izozimleri, apoplastta GGT1 ve GGT2 okside glutatyonu parcalamakta gorevli
iken; vakuolde GGT4 enzimi glutatyon konjugatlarim1  pargalayarak
detoksifikasyona katki saglamaktadir. Bu ¢alismada, GGT enzimlerinin olmadig:
mutantlara en toksik RCS olan akrolein disaridan verilerek bitkilerin bu kosullara
kars1 tepkisi karsilastirilmistir.

Anahtar Sozciikler: ROS, RCS, glutatyon, gama-glutamil transferaz (GGT),
akrolein






ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF EXOGENOUS ACROLEIN
TREATMENT IN ARABIDOPSIS THALIANA GAMMA-GLUTAMYL
TRANSFERASE (GGT) MUTANTS (gotl, ggt2, ggt4 and ggtl/ggt2)

ERCETIN, Sinem

MSc in Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Baris UZILDAY

June 2023, 51 pages

The formation of reactive carbonyl species (RCS) in plants is directly related to
reactive oxygen species (ROS). Membrane lipids are oxidized with the increase of
ROS levels under stress conditions. As a result, reactive carbonyl species (RCS) are
formed. Five different enzymes are involved in the detoxification of RCS.
Glutathione, on the other hand, contributes to RCS detoxification both in its reduced
form and by forming a conjugate with RCS. However, when this glutathione is used
in this sense, the pool size is exhausted. While the isozymes of gamma-glutamyl
transferase (GGT), an extracytosolic enzyme involved in glutathione catabolism,
are responsible for breaking down oxidized glutathione in the apoplast, GGT1 and
GGT2; In the vacuole, the GGT4 enzyme contributes to detoxification by breaking
down the glutathione conjugates. In this study, the most toxic RCS, acrolein, was
exogenously applied to mutants without GGT enzymes, and the response of plants
to these conditions were investigated.

Keywords: ROS, RCS, glutathione, gamma-glutamyl transferase (GGT), acrolein






ONSOZ

Bitkilerde stres kosullarinda iretimi artan reaktif oksijen tiirlerinden (ROS)
kaynaklanan oksidatif stres sonucunda lipid peroksidasyonu yoluyla reaktif
karbonil tiirlerininin (RCS) tiretilmesi ve bitkiler tizerindeki etkileri son yillarda
bilim diinyasinin ilgisini ¢cekmektedir. Glutatyon metabolizmasi RCS
detoksifikasyonunda énemli rollere sahiptir. Ancak GGT yolaginin bu siirecteki
gorevleri daha dnce arastirilmamistir. Bu nedenle bu tez calismasinda model
organizma olan Arabidopsis thaliana Col-0 ekotipinin ve y-glutamil-transferaz
mutantlarinin akroleine verdigi yanitlar1 karsilastirmali olarak aragtirilmasi ve
stres yanitlarinin incelenmesi amaci ile “Eksojen akrolein uygulamasinin
Arabidopsis thaliana gama-glutamil transferaz (GGT) mutantlar1 (ggtl, ggt2,
got4, gotl/ggt2) tizerindeki etkilerinin arastirilmasi1” tez konusu olarak

belirlenmistir.
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1. GIRIS

Iklim degisikligi, Diinya’daki abiyotik ve biyotik bilesenleri etkileyen cevresel
kosullardaki ¢ok yonlii bir degisikliktir. iklim degisikligiyle birlikte yiiksek COz2,
tuzluluk, kuraklik, asir1 sicaklik, metal toksisitesi, ultraviyole isinlar ve pestisitlerin
yani sira patojen enfeksiyonu gibi bir¢ok abiyotik ve biyotik stres kosulunda reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi ciddi bir sekilde artarak bitkilerde oksidatif strese
yol agmaktadir (Chaudhry ve Sidhu, 2022; Mittler, 2017).

Artan reaktif oksijen tiirleri lipit peroksitleri (LOOH) olusturmak {izere hiicre
zarindaki lipitleri oksitler, LOOH’lerin bozunmasiyla birlikte reaktif karbonil
tiirleri (RCS) tiretilmektedir (Blée, 1998; Mano, 2012). Bitkilerde normal fizyolojik
kosullarda da iiretilen RCS, stres kosullarinda iiretimi artan ROS’un oksidasyon
trtinleridir. Asir1 miktarda tiretilen RCS’nin birikimi, bitkilerin oksidatif hasarina
aracilik edebilecekleri igin toksiktir (Biswas ve Mano, 2016; Srivastava vd., 2017).
Ayni karbon zinciri uzunlugundaki RCS, doymus karbonillerden daha toksiktir
(Mano vd., 2009). RCS’nin biyolojik etkileri, karbonil tiiriinlin hiicre i¢indeki
konsantrasyonuna ek olarak kimyasal reaktivitesine de baghdir. Bu reaktivite
nedeniyle MDA ve formaldehit gibi nispeten daha zayif RCSler ¢ok yiiksek
konsantrasyonlarda toksik olabilirken, akrolein (ACR) ve 4-hidroksi-trans-2-
nonenal (HNE) gibi reaktivitesi yiiksek tiirler hiicresel metabolizmay1 ¢ok daha
diisiik seviyelerde etkilemektedir (Mano, 2012). RCSler arasinda en yliksek
reaktiviteye dolayisiyla da en yliksek toksik etkiye sahip bilesik akroleindir
(Esterbauer vd., 1991).

Mano vd. (2009) yaptig1 bir arastirmada, canli hiicrede olustugu bilinen 17
aldehit tiirii secilmis ve bunlarin Spinacia oleracea L. yapraklarindan izole edilen
kloroplastlardaki fotosentetik reaksiyonlara karsi toksisitesi degerlendirilmistir.
Akrolein, stromada tiyol tarafindan regiile edilen enzimleri inaktive ederek izole
kloroplastlarda fotosentez icin en yiiksek inhibisyonu gostermistir. Calvin
dongiisiiniin, LOOH tiirevli aldehitlere tilakoid elektron tagima zincirinden daha
duyarli oldugu belirtilmistir. Kloroplastlara uygulanan akrolein muamelesinde

plastidlerde glutatyon miktarinin azalmasi enzim inaktivasyonundan daha hizli



gergeklesmistir. Glutatyon (GSH) spesifik olarak akroleine karsi birincil savunma
gorevi gostermistir. Sonugta GSH, RCS detoksifikasyonunda kullanildig1 zaman
toplam glutatyon havuzu (indirgenmis ve oksitlenmis formlar) azalmaktadir.
GSH’nin redoks durumu hem GSH/GSSG oranina hem de havuz boyutuna baglidir.
Tilikenmesi durumunda tiyol redoks durumu degismektedir (Foyer ve Noctor,
2011). GSH’nin savunma kapasitesindeki azalma, RCS ile modifikasyon yoluyla
cesitli hedef proteinlerin inaktivasyonunu daha da hizlandirmaktadir ve Calvin
dongiisii, sitrik asit dongiisii ve fotorespirasyon gibi birincil metabolik yollar
engellenmektedir. Bununla birlikte oksidatif strese bagli hiicresel hasar artmaktadir
(Mano, 2012). indirgenmis glutatyonun oksitlenmis glutatyon formuna tersinir
dontigiimit GSH havuzunu hizla degistirmektedir (Masi vd, 2002; Ferreti vd, 2009).
Baz1 ATP baglayict kaset (ABC) tasiyict proteinleri GSH konjugatlarini vakuole
tagimaktadir (Rea, 2007). Bir kere vakuole tagindigi zaman, GSH’yi CysCly ve

Glu’ya doniistiiren gama-glutamil dongiisii devreye girmektedir (Masi vd., 2015).

Bitkilerde gama-glutamil dongiisii, y-glutamil-transferaz (GGT; E.C. 2.3.2.2)
ve sis-gli dipeptidaz ile ekstra sitozolik (apoplastik ve vakuolar) glutatyon
degradasyonunun metabolik bir yoludur. Bunu, GSH yikimi sonucunda ortaya
cikan aminoasitlerin yeniden alimi, hiicre i¢i yeniden sentez ve ekstriizyon takip
etmektedir (Ferretti vd., 2009). Arabidopsis thaliana’da GGT’ler dort gen
tarafindan kodlanmaktadir: GGT1 (At4g39640), GGT2 (At4g39650), GGT3
(At1g69820) ve GGT4 (At4g29210). GGT1 ve GGT2 izoformlar1 apopolastta
lokalizedir ve y-glutamil dongiisiine katilmaktadir (Masi vd., 2015). GGT1 ve
GGT2, hiicre dis1t GSSG’yi Glu ve Cys-Gly’ye indirger. GGT3 bir psédogen olarak
kabul edilmektedir. Transkripti saptanmaktadir, ancak katalitik aktivite igin bir dizi
eksik oldugu icin fonksiyonel bir GGT iiretimi saglayamamaktadir (Destro vd.,
2011). GGT4 izoformu ise, GST tarafindan katalizlenen GSH konjugatlarinin
bozunmasini baglatarak detoksifikasyon islemlerini destekledigi vakuolde

bulunmaktadir (Grzam vd., 2007, Ohkama-Ohtsu vd., 2007).

Literatiirde bitkilerde karbonil tiirlerinin aragtirilmasiyla ilgili birgok makale
bulunmaktadir. Ancak glutatyonun RCS detoksifikasyonundaki etkisinden yola

cikilarak glutatyon metabolizmasinda yer alan gama-glutamil dongiisiiyle iliskisine



dair yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez calismasinda model bitki A.
thaliana’nin Col-0 ekotipinin ve y-glutamil-transferaz mutantlarinin akroleine
verdigi yanitlar karsilastirmali olarak ilk kez arastirilmis ve stres yanitlari

incelenmistir.






2. GENEL BILGILER
2.1 Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve Antioksidan Savunma Sistemi

Hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi, acrobik yasamin kaginilmaz
sonucudur. ROS, siiperoksit anyonu (O2*-), peroksil radikalleri (RO2-), alkoksil
radikalleri (RO"), hidsoksil radikali (HO') gibi birkag O2 tiirevli radikal i¢in kolektif
bir terim olarak kullanilmaktadir. Ayrica, radikal olmayan singlet oksijen (*O2) ve
radikal olmayan hidrojen peroksit (H202) de ROSlar arasindadir (Ozgur vd., 2013).
Normal kosullarda bitkilerde ROS’un; gelisme tetikleyici, savunma yanit1 veya
programlanmis hiicre 6liimii (PCD) indiikleyici ve nekroza neden olan ajan olmak
gibi genig bir fizyolojik rol yelpazesi vardir ve bunlar oksidatif sinyal olarak
adlandirilmaktadir (Mano vd., 2017). Stres olmayan kosullarda ROS sinyali igin
hayati 6nem tasityan kloroplast, mitokondri ve peroksizomlarda ROS iiretim hizi
oldukca diisiiktiir. Ancak stres kosullarinda iiretim hizlar1 ciddi bir bigimde

artmakta ve oksidatif strese yol agmaktadir (Mittler, 2017).

Bitkilerde respiratory burst oxidase homolog (RBOH) olarak adlandirilan
genler hiicre zarinda bulunana ve apoplastta Oz iiretilmesinden sorulu NADPH
oksidazlar1 kodlamaktadir (Marino vd., 2012; Wang vd., 2020b). Yapilan
arastirmalar, RBOHC’nin kok ucu biiyiimesi ve mekanosensor islevinde, RBOHD
ve RBOHF’nin patojenlere kars1 savunma ve ABA sinyal iletiminde rol oynadigini
gostermektedir (Foreman vd., 2003; Torres ve Dangl, 2005; Monshausen ve Gilroy,
2009). Ayrica RBOHD’nin Arabidopsis thaliana’da ¢esitli abiyotik stres
kosullarinda sistemik adaptasyonda hizli bir sekilde ROS sinyalinin iletilmesine
aracilik ettigi de gosterilmistir (Miller vd., 2008). Hiicrelerde en biiyiikk ROS
kaynaklar1; fotosentetik dokular i¢in kloroplast, fotosentetik olmayan dokular i¢in
ise mitokondridir (Navrot vd., 2007; Takashi ve Murata, 2008). Ugiincii ROS
kaynag1 ise peroksizomlardir (Foyer ve Noctor, 2009). HO' Gibi bazi ROSlar
metabolik kaynaklarin yam1 sira redoks-aktif metallerin varligiyla, Fenton

reaksiyonlar1 veya Haber-Weiss reaksiyonu ile iiretilmektedir (Kehrer, 2000).

Bitkiler hem stres kosullarinda asir1 ROS birikimini 6nlemek, hem de

sinyallesme igin uygun ROS seviyelerini korumak i¢in antioksidan savunma



sistemini kullanmaktadir. Antioksidan savunma sisteminde; siiperoksit dismutaz
(SOD; EC 1.15.1.1), katalaz (CAT; EC 1.1.11.1.6), peroksidaz (POX; EC
1.1.11.1.7) ve askorbat peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) gibi enzimatik
antioksidanlar ve askorbik asit, glutatyon, a-tokoferoller ve B-karotenler gibi
enzimatik olmayan antioksidanlar bulunmaktadir. Askorbat-glutatyon dongiisi
enzimleri olan monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR; EC 1.6.5.4),
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR; EC 1.8.5.1), glutatyon rediiktaz (GR; EC
1.11.1.9), glutatyon peroksidaz (GPX; EC 1.11.1.9), glutatyon transferaz (GST; EC
1.8.1.7) ve tiyol peroksidaz tip Il peroksiredoksin (PRX; EC 1.11.1.15) gibi redoks
diizenleyici enzimler, antioksidan savunmanin 6nemli bilesenleridir. Bu enzimler
hem kloroplastta hem de mitokondride ortak olarak ifade edilmektedir (Mittler,
2002).

Abiyotik stres

Sekil 2.1 ROS olusumu Ve antioksidan savunma sistemi (Gill ve Tuteja, 2010’dan Tirkceye
cevrildi).



2.2 Reaktif Karbonil Tiirleri (RCS)

Canli hiicrelere yonelik oksidatif uyaranlar sonucunda olusan lipit peroksitleri,
gorece kararsizdir. Lipit peroksitleri, oksilipinler adi verilen bilesiklere ayrigmakta
veya metabolize edilmektedir. Oksilipinler; farkli karbon zinciri uzunluklarina ve
doymamighik derecelerine gore bircok aldehit ve keton (oksilipin karbonilleri)
bulunmaktadir. Oksilipin karbonilleri arasinda a,-doymamis bagi olanlar, yiiksek
elektrofiliklige ve biyolojik aktiviteye sahip olduklari i¢in reaktif karbonil tiirleri
(RCS) olarak adlandirilir (Esterbauer vd., 1991; Farmer ve Mueller, 2013).

Bitkilerde bir diizineden fazla oksilipin karbonili mevcuttur (Schauenstein vd.,
1977). Bitki dokularindan hidrofilik RCS’lerin ekstraksiyonu i¢in optimize edilmis
bir protokol ile en toksik RCS olan akrolein ve HNE dahil olmak tizere 19 ¢esit
karbonil belirlenmistir (Mano ve Biswas, 2018). Yapraklar ve koklerde on dortten
fazla oksilipin karbonili belirlenmis ve bunlarin stres uygulamalarina yanit olarak

onemli dlgtide arttig1 gozlenmistir (Mano vd., 2010; Yin vd., 2010).

Oksilipinler Karboniller

(Z)-3-hexenal n-hexanal

Jasmonik asit

...................... 0
R/ .
(Z)-3-heksanol B-d karboniller = Metilglioksal
Heksenil-asetat ,B-goymamis karboniter =
“““““““““““““ Reaktif Karbonil Tiirleri (RCS)|| Glikol aldehit
Fitoprostanlar . .
‘ MDA Akrolein MVK Gliseraldehit
Prostaglandinler
. HNE HHE krotonaldehit || Formaldehit
W 4-okso-2-nonenal (E)-2-pentenal Asetaldehit
Isoprostanlar. 4-okso-2-heksenal (E}-2-heksenal
Aseton
OPDA  travmatin 13-KOTE
8-nitro-cGMP  Nitroalkanlar
Dopamin-3,4-kinon
Estrojen-3,4-kinon
Reaktif Elektrofiller

Sekil 2.2 RCS ve ilgili bilesiklerin 6rnekleri (Mano, 2012°den Tiirkgeye cevrildi).

RCS, hiicrelere eksojen olarak uygulandiginda hem hayvanlarda hem de
bitkilerde gen indiiksiyonundan hiicre 6liimiine kadar ¢esitli fizyolojik tepkiler

verildigi bilinmektedir. Bitkilere uygulanan eksojen RCS konsantrasyonlari



yiiksek oldugu zaman toksik etki meydana gelmektedir. Reynolds (1977), marul
tohumlarinin ¢imlenmesini inhibe etme yeteneklerine gore cesitli karbonil
bilesiklerinin toksisitesini degerlendirmis ve RCS’nin non-RCS karbonillerden
daha yiiksek toksisiteye sahip oldugunu gostermistir. Arabidopsis thaliana
bitkilerinin akrolein (ACR) ve metilvinilketon (MVK) gibi ugucu bilesiklere
maruz kalmasi, 15 saat icinde PSII aktivitesinde bir azalmaya neden olmustur.
Akrolein ile MVK, A. thaliana yapraklarina infiltrasyon yapildiginda patojenle
iliskili genler indiikklenmistir (Alméras vd., 2003). Benzer bir ¢alismada, (E)-2-
heksenal uygulanan bitkilerde 5 saat i¢inde PSII aktivitesi énemli Ol¢iide
azalmigtir (Matsui  vd., 2012). A. thaliana yapraklarma 20 pM
konsantrasyonunda HNE c¢d6zeltisi infiltre edildiginde, PSII 15 saat i¢inde
inaktive olmustur. Konsantrasyon mM diizeyine ¢iktiginda ise nekroza neden
olmustur (Mano vd., 2005). Baska bir calismada, tiitiin bitkilerine eksojen
olarak uygulanan HNE, kok uzamasini inhibe etmistir. 2-alkenal rediiktazin
(AER; EC 1.3.1.74) asir1 ifade edildigi transgenik bitkilerde ise bu inhibisyonun
hafifletildigi gdzlenmistir (Yin vd., 2010). izole edilmis kloroplastlar karanlik
kosullarda akrolein ile muamele edildiginde fotosentetik aktiviteleri
kaybolmustur, ancak fotosentetik elektron tasima zinciri etkilenmemistir (Mano
vd., 2009). Ote yandan, Synechocytis sp. hiicrelerine aydmlik kosullarda
akrolein uygulanmasi PSII’yi inaktive etmistir ve biiylimeyi engellemistir.
Inaktivasyon mekanizmasi, 151k altinda olusan hidroksil radikali ve akroleinin
birlesik etkisi ile agiklanmaktadir (Shimakawa vd., 2013). A. thaliana
bitkilerinin RCS ile fumigasyonu bir grup 1s1 soku tepki genini indiiklemistir
(Yamauchi vd., 2015). Bu sinyalleme etkisi C4-8 karbon zinciri uzunluguna
sahip RCS i¢in gozlenmis olsa da C3 RCS olan akrolein i¢in gézlenmemistir.
Eksojen akrolein, HHE ve HNE’nin A. thaliana’da katalaz ve askorbat
peroksidaz gibi ¢esitli enzimatik antioksidanlarin aktivitesinde artiglara neden
olmustur. A. thaliana’ya yakin akraba olan ekstrem halofit Eutrema parvulum,
bu RCS’lere benzer yanitlar vermemistir; enzim aktiviteleri artmamistir
(Yalcinkaya vd., 2019). C. reinhardtii hiicrelerine akrolein uygulamasi, GSTS1
igerigini artirarak hiicrelerin 102’ye kars1 toleransini artirmistir (ppm cinsinden
600’e kadar). Transkriptomik analizlere dayanarak, akroleinin 'O2 tarafindan
tetiklenen gen ifadesi sinyalini iletebilecegi diistiniilmektedir (Roach vd., 2018).
Bir RCS olan OPDA, bir fitohormon ve jasmonik asidin (JA) oncisidir. A.



thaliana’ya c¢ksojen olarak uygulandiginda, OPDA, JA tarafindan
indiiklenenlerden farkli bir savunma gen setini indiiklemektedir (Taki vd.,
2005). Ayrica hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde ve hiicre biiylimesinde yer

alan genlerin ifadesini baskilamaktadir (Eckardt, 2008).

Hiicrelerde potansiyel olarak olusan cesitli RCS’leri analiz etmek igin,
dinitrofenil hidrazin (DNPH) tiirevlendirme yontemi kullanilarak ters fazli
HPLC analiz yontemi uygulanmistir. Bu yontemde hem RCS hem de RCS
olmayan karboniller belirlenmistir (Matsui vd., 2009). RCS olmayan
karboniller arasinda formaldehit, asetaldehit ve asetonun diizeyleri sub-pumol/g
taze agirlik araligindadir. RCS’ler arasinda (E)-2-heksenal, (E)-2-pentenal,
krotonaldehit, HNE, HHE ve akrolein gibi tiirler de pM diizeylerinde
bulunmustur (Mano vd., 2010; Yin vd., 2010). MDA’ ’nin reaktivitesinin
HNE’nin onda biri oldugu goz 6niinde bulundurularak, MDA ve HNE’nin in
vivo zararl etkisi karsilastirilabilir. Benzer sekilde, formaldehit ve akroleinin
zararli etkisi, formaldehitin akroleine gore 400 kat daha zayif oldugu
varsayimiyla 1:4 olacagi gosterilmistir (Reynolds, 1977). Bu caligmalar, RCS
diizeyleri ile doku hasarinin derecesi arasindaki yakin iligkiyi gostermekte olup
endojen olarak iiretilen RCS’nin oksidatif stres altinda hiicre hasarmin Kritik

nedenleri oldugunu kanitlamistir (Mano vd., 2019).

2.2.1 Reaktif Karbonil Tiirlerinin (RCS) Reaktif Oksijen Tiirleri
(ROS) ile Iliskisi

RCS, ROS’ta oldugu gibi “iki ucu keskin kili¢” karakterine sahiptir, yani
seviyeleri ve lokalizasyonlar1 siirli oldugunda sinyal molekiilleri olarak hareket
etseler de seviyeleri hiicrenin kontroliiniin 6tesine gectigi zaman hiicre lizerinde
zararl etkiler gostermektedirler. Bu nedenle bitki hiicreleri, ROS i¢in oldugu gibi
RCS’yi birden fazla mekanizma ile kullanmak zorundadir. RCS siipiiriicli sistem

i¢in enzimatik ve enzimatik olmayan siipiiriiciiler bulunmaktadir (Mano vd., 2019).

Oksidatif stres kavrami ilk olusturuldugunda, arastirmacilar ROS’un zararh

etkilerine ve detoksifikasyon mekanizmalarinin aydinlatilmasima odaklanmisti
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(Sies, 1986). Bitki NADPH oksidazlarinin ve bitki tiyoredoksin/perosidoksin
sistemlerinin kesfi ile abiyotik ve biyotik stres tepkilerine yanit olarak ROS’ un
sinyal rolii desteklenmistir (Sagi ve Fluhr, 2001; Dietz, 2003). RCS, ROS’un
etkisiyle olusan lipid peroksitlerinin (LOOH) pargalanma iiriinleri olarak
tanimlanmistir. Ik basta, RCS de ROS gibi zararli molekiil olarak tanimlanmustir
ancak son geligsmeler ile RCS’nin stres tepkilerini ileten sinyal molekdilleri olarak

islev gorebilecegi diisliniilmektedir (Yalcinkaya vd., 2019).

RCS iretimini daha iyi agiklayabilmek icin hiicredeki ROS {iretim
mekanizmalar1 dikkate alinmalidir (Mano, 2012). Kloroplastlar, mitokondriler ve
peroksizomlar bitki hiicrelerinde ROS’un asil iretildigi yerlerdir (Mittler vd.,
2004). ROS tarafindan lipitlerin lokal iiretimi ve oksidasyonunun yani sira,
organeller arasindaki fiziksel etkilesimler de RCS iiretiminde rol oynayabilecek
olas1 bir ROS kaynagi olarak diistiniilebilir. Oikawa vd. (2015)’e gore aydinhk
ortamda peroksizomlar, kloroplastlar ve mitokondrilerin fotorespirasyon igin
metabolit aligverisinde bulundugu gosterilmistir. Cevresel stresler sirasinda RCS
detoksifikasyon kapasitesinin artmasi stres toleransiyla iliskilidir. Dolayisiyla,
yiiksek miktarda RCS birikimi, ROS’un da artmasiyla birlikte bir stres olarak ortaya
cikmaktadir. Abiyotik streslerden kaynaklanan ikincil stres olan artan ROS
iretimini yani oksidatif stresi takiben RCS birikimi {igiinciil stres olarak
adlandirmak uygun olacaktir. RCS iiretimi ROS ile baglantili oldugu i¢in, ROS ve
RCS metabolizmasi yakindan iligkilidir. RCS firetimini sinirlamak ya da 6nlemek
icin, ROS iiretimini dolayisiyla hiicredeki oksidatif stresi sinirlamak olacaktir

(Yalcinkaya vd., 2019).

2.2.2 Reaktif Karbonil Tiirlerinin (RCS) Olusumu

Stiperoksit radikali, hidrojen peroksit ve singlet oksijen gibi reaktif oksijen
tirlerinin olusumu aerobik yasama eslik etmektedir. ROS genellikle
membranlarin yakin ¢evresinde, kloroplastik ve mitokondriyal elektron tagima
zincirleri ve NADPH oksidaz homologlart (RBOH) ile birlikte iiretilmektedir.
Membran lipitleri, ROS’un bazal olusumundan &tiirii  yapisal olarak

oksitlenmektedir (Méne-Saffrané vd., 2007). Hidroksil radikali (HO") ve
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stiperoksit radikalinin protonlasmis formu (O2H:) gibi yiiksek oksitleyici ROS,
linoleik asit (18:2) ve linoleik asit (18:3) gibi ¢oklu doymamis yag asitlerinden
(PUFA) bir hidrojen atomu g¢ekmesi ile lipid molekiiliiniin oksidasyonunu
baslatmaktadir (Biswas ve Mano, 2021). PUFA’ya 102 eklenmesi sonucu,
nispeten kararsiz lipit peroksitler (LOOH) olugmaktadir (Triantaphylidés vd.,
2008). Reaktif karbonil tiirleri, LOOHun oksidatif bozunmasiyla olugmaktadir.
LOOH iki farkli mekanizma tarafindan iiretilmektedir: lipitlerin enzimatik
oksijenasyonu ve ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) ROS tarafindan
enzimatik olmayan oksidasyonu. Enzimatik lipid peroksidasyonu siirecinde, o-
linolenik asit (a-LeA) gibi PUFA’larin oksidasyonunun temel enzimi olan
lipoksijenaz (LOX), PUFA’lar1 9- veya 13-hidroperoksi-oktadekatrienoik
asitlere veya her ikisinin karisimina doniistiirmektedir. Karsilik gelen 9- ve 13-
hidroperoksit liyazlar, sirastyla 9- ve 13-hidroperoksitleri C6-C9 aldehitlere ve
9- ve 13-oksoasitlere, jasmonik asit ve 12-okso-fitodienik asit (OPDA) de dahil
olmak tizere etki etmektedir (Matsui, 2006; Mosblech vd., 2009; Vincenti vd.,
2009). OPDA, bir a,B-doymamis karbonil yapisina sahiptir, bu nedenle bir
RCS’dir. 13-hidroperoksitin hidroperoksit liyaz-katalizli degradasyonunun
birincil C6 tirtinii olan (Z)-3-heksenal, bir izomeraz tarafindan (E)-2-heksenale
donustiirilmektedir (Kunishima vd., 2016; Spyropoulou vd., 2017). Enzimatik
olmayan siirecte ise, 1s1 altinda lipidlerin bozulmasma iligkin in vitro

calismalarla agiklanmaktadir (Vliegenthart, 1979; Grosch, 1987).



12

Radikal tarafindan indiiklenmis
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Sekil 2.2.2 Serbest radikaller veya 'O, araciligiyla PUFA’dan RCS olusumu. Le, lipid radikali;
LOe, lipid alkoksi radikali; LOOQe, peroksil radikali (Yalcinkaya vd., 2019°dan Tiirk¢eye
gevrildi).

2.2.3 Reaktif Karbonil Tiirlerinin (RCS) Detoksifikasyonu

Bitkilerde, reaktif karbonil tiirlerini detoksifiye etmek i¢in bes tip enzimatik
reaksiyon bilinmektedir. 1- Elektron donérii olarak NAD(P)H kullanilarak bir RCS
molekiilindeki a,f-doymamis bagin indirgenmesi. Bu reaksiyonu 2-alkenal
rediiktaz (AER) ve alkenal/bir oksidorediiktaz (AOR) enzimleri katalize etmektedir
(Mano vd., 2002, 2005; Yamauchi ve Sricholpech, 2012). 2- Katalizorii aldo-keto
rediiktaz (AKR) olan bir karbonil par¢asinin NAD(P)H kullanilarak bir alkole
indirgenmesi (Oberschall vd., 2000). 3- Elektron alicisi olarak NAD+ kullanilarak
bir aldehitin bir karboksilik aside oksidasyonu. Bu reaksiyon aldehit dehidrojenaz
(ALDH) tarafindan katalize edilmektedir (Kotchoni vd., 2006). 4- Aldehit oksidaz
(AO) ile katalize edilen bir aldehitin oksidasyonu. Elektron alicisi olarak O2
kullanilmaktadir. 5- Glutatyon transferaz (GST) enzimi ile glutatyona bir RCS

eklentisinin olusumu (Yalcinkaya vd., 2019).
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ALDH ve AKR enzimlerinin aktivitelerinin stres kosullarina karsi artifim
gosteren genis bir literatiir bulunmaktadir. Bu enzimlerin asir1 ifadesi, genellikle
bitki stres toleransinin artmastyla iliskilendirilmektedir (Rodrigues vd., 2006; Yang
vd., 2015; Suekawa vd., 2016; Vemanna vd., 2017). Mutant bitkilerin ise daha
duyarli oldugu goriilmiistiir (Grzam vd., 2007; Narawongsanont vd., 2012; Islam
vd., 2016, 2019). Solanum lycopersicum yaprak ve meyvelerinde AKR4B gen
ekspresyonu tuz stresi kosullarinda artmaktadir (Suekawa vd., 2016). Ayrica, AKR1
transgenik bitkilerinde daha yiiksek antioksidan kapasite gozlenmistir (Vemanna
vd., 2017). Kuraklik, tuz ve soguk gibi abiyotik stres faktorleri AKR4C8 ve
AKR4C9 gen ifadelerini A. thaliana bitkisinde artirmistir (Simpson vd., 2009).
AtAKR4C9’u ifade eden transgenik arpa iizerinde yapilmis olan bir ¢aligmada,
bitkinin oksidatif stres toleransi artmustir (Eva vd., 2014). Auiyawong vd. (2017)
tarafindan yapilan arastirmada A. thaliana ve Thai yasemin pirincinde AKR4C
enzimlerinin MDA ve MG iizerindeki metabolizma kapasiteleri karsilagtirilmistir.
MDA’y1 en etkili sekilde metabolize eden enzimin AKR4C15 oldugu gosterilmistir.
Benzer sekilde AKR4C15 piringteki diger enzimlere kiyasla MG’yi etkili bir sekilde
metabolize etmistir. En yiiksek enzim aktivitesi, pirincin geng yapraklarinda tespit
edilmistir. Transgenik A. thaliana bitkisinde ise daha diisilk MG ve MDA diizeyleri
gozlenmistir. Uziim yapraklarinda, tuz stresinde ALDH2B8 gen ekspresyonu
artmistir (Xu vd., 2013). ALDH7 geninin asir1 ifadesi A. thaliana ve tiitiin
bitkilerinde tuz ve oksidatif stres toleransini artirmistir (Rodrigues vd., 2006). Bir
ALDH22 homolog geni olan ZmALDH22A41’i asir1 ifade eden tiitiin transgenik
bitkileri, cesitli abiyotik strese ve ABA uygulamalarina karsi yiliksek tolerans
gostermistir (Huang vd., 2008).

2-alkenal rediiktaz (AER), RCS’nin C-C ¢ift baginin NADPH-bagimli doymus
bir karbonil olusturacak sekilde indirgenmesini katalizlemektedir. A. thaliana’da bu
aktiviteyi gosteren iki enzim bulunmustur: AER ve alkenal/bir oksidorediiktaz
(AOR). AER, HNE ve 4-okso-2-neneale karsi; AOR ise 4-heksen-3-1 gibi a,B-
doymamus ketonlara kars1 yiliksek afiniteye sahiptir (Mano vd., 2002; Yamauchi vd.,
2011). Bu iki enzim, orta zincir rediiktaz/dehidrojenaz siiper ailesine dahildir.
AER/AOR ile tepkimeye giren RCS’nin reaksiyon tiriinleri hala karbonillere dahil

olsa da reaktiviteleri 6nemli Olgiide azalmaktadir ¢iinkii konjuge c¢ift bagin
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indirgenmesi bilesigin elektrofilitesini ve sitotoksisitesini 10 katindan fazla
diisiirmektedir. AER geninin ifadesi oksidatif stres ile indiiklenmektedir

(Babiychuk vd., 1995).

Enzimatik reaksiyonlara ek olarak, indirgenmis glutatyon formu (GSH) da RCS
detoksifikasyonunda onemlidir. GSH ile RCS’nin konjugasyonu, RCS’nin
elektrofilikligine baglidir. Yiiksek elektrofilik bir RCS olan akrolein reaksiyonu
hizli iken, HHE ve HNE icin reaksiyon sirasiyla yaklasik 70 ve 110 kat daha
yavastir (Esterbauer vd., 1991). Rastgele konjugasyonunun yami sira, glutatyon
transferazlar (GST) bu reaksiyonu katalize etmektedir. Bitkilerde, birkag GST
izoformunun akrolein ve diger RCS’leri (krotonaldehit, metakrolein, (E)-2-
heksenal, HNE) substrat olarak tanidigi bulunmustur (Mano vd., 2014, 2019).
Akrolein gibi RCS’lerin GSH ile konjugasyonu, detoksifikasyonunu saglasa da
GSH araciligi ROS detoksifikasyonunda oldugu gibi siirdiirtilebilir degildir, ¢iinkii
RCS detoksifikasyonu sirasinda GSH tiikenmektedir (Mano vd., 2010; Biswas ve
Mano, 2016). GSH’nin tiikenmesi, H202’in detoksifikasyonu i¢in hayati 6nem
tastyan Asada-Halliwell-Foyer dongiisii kapasitesini de azaltmaktadir (Asada,
2006). Ayrica, GSH-RCS konjugatlarinin akibeti de dnemlidir. Bazt ATP baglayici
kaset (ABC) tastyicilarinin, 6rnegin ABCC2’nin GSH konjugatlarin1 vakuole

tagima yeteneklerinin oldugu gosterilmistir (Lu vd., 1998).

RCS detoksifikasyonundan sorumlu genleri ayirt edebilmek adma A. thaliana
stirglin ve koklerinde biyotik ve abiyotik stres kosullarina A. thaliana’da kodlanan
14 ALDH, 4 AKR geni ve RCS detoksifikasyonunu katalizleyen 11 Tau sinifi GST
geni ile kiimeleme analizi yapilmigtir. AKR4C8 ve AKR4C9 gen ifadeleri neredeyse
her stres kosulunda artmistir. ALDH2C4 gen ifadesi A. thaliana koklerinde her stres
kosulunda artmaktadir. ALDH2B7, ALDH7B4, ALDH11A3 ve ALDH12Al gen
ifadeleri ise osmotik ve tuz stresinde artmaktadir. GSTU2, GSTU3, GSTU4, GSTUS
ve GSTU24 olmak iizere bes GST geni, osmotik ve tuz stresinde ifadelerini
artirirken GSTU13 ve GSTU17 ifadeleri ayni kosullarda bir degisim gostermemistir.
Yalnizca GSTUZ28 ifadeleri, tiim stres kosullarinda koklerde azalmistir (Mano vd.,
2019).



15

2.3 Glutatyon

Glutatyon (y-glutamil-sisteinil-glisin), bitkinin hayatta kalmasi i¢in ¢gok dnemli
bir metabolittir. Bir mutasyon sonucu glutatyon iiretemeyen A.thaliana embriyonik
asamada 6lmektedir (Cairns vd., 2006). Glutatyon, serbest halde bulunabilir veya
diger molekiillere bagli olabilir. Serbest glutatyon hiicre iginde redoks homeostazini
korumaya yardimeci olan iki tersinir durumda bulunmaktadir: Monomerik,
indirgenmis siilfhidril form (GSH) ve oksidasyonun ardindan bir distilfid dimer
form (GSSG) (Noctor vd., 2011). GSH o6karyotik organizmalarda en bol bulunan
protein olmayan tiyoldiir (Martin vd., 2007). Askorbat ile birlikte glutatyon,
bitkilerde ROS seviyelerini kontrol eden mekanizmalarin merkezinde yer
almaktadir (Foyer ve Noctor, 2011; Gest vd. 2013). Akrolein uygulamasi, tiitiin
BY-2 hiicrelerinde veya izole kloroplastlarda GSH’yi ¢ok hizli tiikketirken askorbat
tiketimi ¢ok daha yavastir (Mano vd., 2009; Biswas ve Mano, 2016). Bitki
hiicrelerinde daha yiiksek GSH seviyesi, hem ROS hem de RCS seviyelerini
baskilayarak stres toleransina katkida bulunmaktadir (Yin vd., 2017). GSH,
akroleine kars1 ilk savunma hattidir. Eskiden glutatyon S-transferaz olarak bilinen
bitki GST’leri, elektrofilik ksenobiyotik substratlarin tripeptit glutatyon (GSH) ile
konjugasyonunu katalize eden genis ve c¢esitli bir enzim grubudur (Dixon vd.,
2010). Afinite kromatografisi ve iyon degisim kromatografisi adimlariyla akrolein
icin O0zgilligli olan glutatyon transferaz (GST-Acr) izozimleri 1spanaktan elde
edilmistir. GST-Acr akrolein i¢in bilinen en diisiik Km degeri olan 93 uM’1
gostermistir. Peptit dizi homolojisi ile GST-Acr’nin bitkilere 6zgii bir sinif olan tau
sinift GST’ye ait oldugu ortaya cikarilmistir. Ispanak GST-Acr ile yakin dizi
benzerligine sahip olan A. thaliana GST Taul9 da akrolein i¢in yiiksek bir katalitik
verimlilik gostermistir (Mano vd., 2017). Birgok elektrofilik ksenobiyotigin
detoksifikasyonu, GSH ile reaksiyona girerek baslamaktadir. GST tarafindan
katalize edilen bu reaksiyonda ksenobiyotikler, GSH’nin siilthidril grubuna
kovalent olarak baglanmaktadir (Dixon vd., 2002). Sitozoldeki konjugasyonun
ardindan, glutatyon S-konjugatlari, degradasyon iiriinlerinin gegici birikimi ile
sonuglanan daha fazla metabolizmaya ugramaktadir (Hatzios, 1997; Lamoureux ve
Russness, 1993).
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GSH, RCS detoksifikasyonu i¢in kullanildiginda, toplam glutatyon havuz
boyutu (GSH ve GSSG) azalmaktadir (Mano vd., 2009). Bu sadece hiicre ici
matrisin redoks potansiyelinin artmasina degil, ayn1 zamanda askorbat havuzunun
kaybina da yol agmaktadir, ¢linkii dehidroaskorbat rediiktaz reaksiyonu yoluyla
askorbat rejenerasyonu baskilanmaktadir. GSH’nin savunma kapasitesindeki
azalma, RCS ile modifikasyon yoluyla ¢esitli hedef proteinlerin inaktivasyonunu
daha da hizlandirmaktadir ve Calvin dongiisi, sitrik asit dongiisii ve fotorespirasyon
gibi birincil metabolik yollar engellenmektedir. Sonug¢ olarak oksidatif stres
hizlanmaktadir (Mano, 2012). Indirgenmisin oksitlenmis forma geri déniisiimii
GSH havuzunu hizla degistirmektedir. Plazma membran reseptorlerinin ve
bilesenlerinin diigilk molekiiler agirlikli tiyolleri ve sisteinlerinin etkilesim ve
degisim reaksiyonlar1, sinyali ikincil olarak yiikseltebilir. Ote yandan, gama-
glutamil dongiisii oksidatif strese yanitta yer almaktadir (Masi vd., 2002; Ferretti
vd., 2009).

2.3.1 Glutatyon Metabolizmasi

Bitkilerde GSH, {i¢ amino asit bileseninden iki ATP bagimli enzim tarafindan
sirali olarak sentezlenir: glutamat-sistein ligaz (GSH1; EC 6.3.2.2, eskiden vy-
glutamil sistein sentetaz olarak adlandirilirdl) ve GSH sentaz (GSH2; EC 6.3.2.3)
(Meister, 1995) (Sekil 2.3.1). ilk enzim olan GSHI, sistein ve glutamati
birlestirerek y-glutamil sistein dipeptidini olusturmaktadir. GSH2 ise y-glutamil
sisteine, glisin ekleyerek GSH'1' olusturan ikinci adimi katalizlemektedir.
Transgenik kavak agaclari ile yapilan bir calismada, GSH sentezi i¢in GSH1'in hiz
sinirlayici bir enzim oldugu gosterilmistir (Noctor vd., 1996). Arabidopsis'te GSH1
sadece plastitlerde bulunurken, alternatif transkripsiyon baslatma bdlgeleri
sonucunda GSH2 hem sitozolde hem de plastitlerde cift hedefli olarak
bulunmaktadir (Wachter vd., 2005; Preuss vd., 2014). Ayrica kloroplast
fraksiyonlama analizleri, GSH1 ve GSH2'nin her ikisinin de kloroplast stromasinda
bulundugunu gostermektedir (Preuss vd., 2014). Arabidopsis'te GSH1 veya GSH2
icin knock-out hatlari, sirasiyla embriyo ve erken fidanlik asamasinda o6liimciil
fenotiplere sahiptir, bu da bitki yasami i¢in temel rollerini vurgulamaktadir (Cairns
vd., 2006; Pasternak vd., 2008).
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Glutatyon seviyeleri, kantitatif immiin-elektron mikroskobu ve HPLC
analizlerinin kombinasyonuyla yapilan c¢alismalara gore, stres olmadiginda
glutatyon konsantrasyonlari, vakuol ve apoplast hari¢ tiim sitoplazmik bolgelerde
mM araligindadir. En yiiksek diizeyler mitokondri ve ¢ekirdekte bulunur (Queval
vd., 2011; Koffler vd., 2013). GSH sentezi sitozol ve plastit stromaya sinirl
oldugundan, hiicresel altbirimler arasinda glutatyon taginmasinin gergeklestigi
diistiniilmektedir. Gergekten de tonoplastta, GSSG ve farkli glutatyon
konjugatlarini tastyan ¢oklu ilaca direngli proteinler (MRP'ler) gibi ¢esitli glutatyon
tastyicilar tanimlanmistir. Plazma membranlarinda ise, oligopeptid tasiyici (OPT),
GSH tasinimini saglamaktadir (Zhang vd., 2016).

Bitkilerde iki bagimsiz glutatyon katabolizma yolu bulunmaktadir. Biri
sitozolde bulunurken digeri ekstrasitozolik (apoplast ve vakuolde) islev
gostermektedir. Sitozolik yol, glutatyonun ana parcalanma yolunu temsil
etmektedir (Ohkama-Ohtsu vd., 2008). Arabidopsis'te, bu yol GGCT2;1
(At5g26220), GGCT2;2 (At4g31290) ve GGCT2;3 (Atlg44790) tarafindan
kodlanan y-glutamil siklotransferaz (GGCT, EC 4.3.2.9) alt ailesinden ii¢ iiye igerir.
GGCT'ler 6zellikle GSH'yi bir sisteinil-glisin (Cys-Gly) dipeptidi ve Glu'nun
siklize olmus formu olan 5-oksoprolin seklinde hidroliz eder (Paulose vd., 2013;
Kumar vd., 2015). Bu ara parcalanma iiriinleri daha sonra sirasiyla (i)
Arabidopsis'te AtLAP1 tarafindan kodlanan M17 metallopeptidaz ailesinden bir
tiye olan Leu aminopeptidaz 1 (EC 3.4.13.18) ve (ii) ATP bagimli 5-oksoprolinaz
(5-OPaz, EC 3.5.2.9) tarafindan glutatyonun amino asit bilesenlerine ayristirilir
(Ohkama-Ohtsu vd., 2008).

Apoplastik ve vakuolar glutatyon havuzlari, y-glutamil transferazlar (GGT; EC
2.3.2.2) tarafindan glutatyon (GSH), GSSG ve GS-konjugelerinin y-glutamil
kisminin kesilmesiyle pargalanir (Martin ve Slovin, 2000; Storozhenko vd., 2002).
Arabidopsis'te, GGT'ler dort gen ailesi tarafindan kodlanir: GGT1 (At4g39640),
GGT2 (At4939650), GGT3 (At1g69820) ve GGT4 (At4g29210). GGT1 ve GGT2
izoformlar1 her ikisi de apoplastta yer alir ve y-glutamil dongiisiine katilir. Bu
dongili, GSSG'nin apoplastta parcalanmasi ve amino asit bilesenlerinin

sitoplazmada glutatyon sentezini yeniden olusturmak i¢in geri doniistimiinii igerir
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(Masi vd., 2015). GGT1 neredeyse biitiin bitki dokularinda ifade edilir ancak
yaprak, iletim demetleri ve kokteki ifadesi Onceliklidir. GGT2’nin ifadesi ise
gelismekte olan tohumlar, polen, trikomlar ve koklerle sinirlidir ancak ¢ok diisiik
diizeylerde ifade edilir. GGT4 tiim dokularda ifade edilir ancak ifadesi koklerde
daha yiiksektir (Martin vd., 2007). Yabani tip A. thaliana ve ggtl mutantinin farkli
dokularinda GGT aktivitesinin histokimyasal tespitinde, GGT1 izoformunun
tohumlar disindaki tiim bitki dokularinda toplam GGT aktivitesinin %80’den
fazlasindan sorumlu oldugunu gostermektedir; tohumlarda ise GGT2 %50’lik bir
aktiviteye sahiptir (Destro vd., 2011). GGT1 ve GGT2, ekstraseliiler GSSG'yi Glu
ve Cys-Gly'e pargalar. Dipeptit daha sonra var oldugu diisiiniilen ancak heniiz
tanimlanmamuisg bir dipeptidaz tarafindan Cys ve Gly'e ayristirilir. Bu amino asitler
daha sonra protein sentezi veya glutatyonun yeniden sentezi igin sitoplazmaya
tasinir ve ardindan apoplastta bir donglide yeni bir tur ihracat/parcalanma
gerceklestirilir (Ferretti vd., 2009). GGT3 bir pseudogen olarak kabul edilir.
Transkripti tespit edilir, ancak Kkatalitik aktivite i¢in Onemli bir dizi eksik
oldugundan islevsel bir GGT'nin iiretimine katkida bulunmasi olas1 degildir
(Daestro vd., 2011). GGT4 tarafindan kodlanan izoform vakuolde bulunur ve
herbisitler gibi toksik seviyelerde ksenoobiotiklere maruz kalmanin ardindan
glutatyon S-transferaz tarafindan olusturulan GSH konjugelerinin pargalanmasini
baslatarak detoksifikasyon siire¢lerini destekler (Grzam vd., 2007; Ohkama-Ohtsu
vd., 2007). GSH konjugeleri MRPIlar tarafindan sitoplazmadan vakuole taginir (Lu
vd., 1997; 1998).

GSSG Cys-Gly

ROS N\ . .
/ I%pndase ?

lGlu’(amate Cysteine Glycinel

apoplast

sitozol

5-OPase
Glutamate «—— —  Glutamate «——— 5-oxoproline

AtLAP1
Cysteine

Cysteine «—— Cys-Gly
GSH1

/ 1 Glycine
2 \.GSHZ aoct
y-Glu-Cys / /cur y-Glu-Cys _—>"" = , GSH
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Glycine
GSH2

GST conjulgates L~ conjugates conjugates

/ I
GSH @ GSH —@T GSH / GS MRP/‘—> GS — Glu + Cys-Gly
kloroplast - =

GGT4
ksenobiyotikler vakuol

Sekil 2.3.1 Arabidopsis’te glutatyon biyosentezi ve degradasyonu. (Dorion vd., 2021°den
degistirilerek alinmistir).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Bitkilerin Yetistirilmesi ve Stres Uygulamalan

3.1.1 Tohumlarin Temini

Tez ¢alismamizda kullanilan A. thaliana Col-0 ekotipi ve gama-glutamil
transferaz (GGT) mutantlarinin tohumlar1 Padova Universitesi dgretim {iyesi Dog.

Dr. Antonio Masi’den temin edilmistir.

3.1.2 Tohum Sterilizasyonu

Tohumlar, %70 konsantrasyona sahip Etanol ile 30 saniye calkalandiktan
sonra 3 kez steril deiyonize su ile yitkanmistir. Ardindan %4 konsantrasyona sahip
Hipoklorik asit (NaOCI) icerisinde 10 dakika bekletildikten sonra 5 kez steril
deiyonize su ile durulanmistir. Tohumlar stratifikasyon igin +4°C’ye kaldirilmistir.

3.1.3 Tohumlarin EKimi

+4°C’de 48 saat stratifikasyonu yapilan tohumlar 9 cm c¢apli polistiren
petrilerde %1 silikroz ve %0,8 agar iceren pH 5.7 '2Murashige&Skoog (MS)
ortamina ekilmistir. Petriler, 22/20°C giindiiz/gece sicaklik, 12/12 saat

aydinlik/karanlik ve %60 bagil nem kosullarina biiyltime odasina yerlestirilmistir.

3.1.4 Akrolein Uygulamasi

2 giin ¢imlenen Arabidopsis thaliana tohumlari, petrilerde 5 giin daha
biiyiitiilldiikten sonra her genotipe ait petriden homojen boyutlara sahip 6 toplamda
30 bitki %2 MS ortamina aktarilmistir. Bitkilerin aktarilmasi tamamlandiktan sonra
koklerine 0,5 mM, 1,5 mM ve 3 mM Akrolein (ACR) soliisyonu (suda hazirlanmis)
uygulanmustir. 2 giin sonunda akrolein soliisyonu uygulanmis bitkiler biyokimyasal
ve molekiiler analizler i¢in sivi azotta dondurularak hasat edilmis ve -80 °C’de

saklanmustir.
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3.2Fizyolojik Parametreler

3.2.1 Biiyiime Parametreleri

Kontrol kosullar1 altinda ve 0,5; 1,5; 3 mM akrolein uygulanmis A. thaliana
Col-0 ve ggt mutantlari, uygulamanin 2. giiniinde fotograflar1 ¢ekilmis ve hasat

edilirken yas yas agirliklart kaydedilmistir.

3.2.2 Fotosentetik Verim

Kontrol kosullar1 altinda ve 0,5; 1,5; 3 mM akrolein uygulanmis A. thaliana
Col-0 ve ggt mutantlariin yapraklarindaki Fotosistem II’nin maksimum
fotokimyasal veriminin (Fv/Fm) o6l¢iilmesi Flourpen1890 ile yapilmistir.
Yapraklarin karanlhiga adaptasyonu i¢in dlglimden 30 dakika Oncesinde bitkiler

karanlikta birakilmislar daha sonra dl¢iim gergeklestirilmistir.

3.3 Gen ifadelerinin Kantitatif RT-PCR (qRT-PCR) ile Ol¢iimii

RNA’lar 0,05 gram taze O6rneklerden NORGEN Total RNA Purification
Plus Kit kullanilarak, iireticinin protokolii lizerine izole edilmistir. Total RNA
DNAse I (Fermentas) ile muamele edilerek genomik DNA’nin ayrilmasi
saglanmistir. Elde edilen RNA ile Xpert cDNA sentez kiti (GRiSP Research
Solutions) ve oligo(dT)20 primerler kullanilarak ¢cDNA sentezlenmistir. Tim
reaksiyonlarda bulunan RNA miktarlart A.thaliana ACTINS geninde ¢aligmasi
iizerine tasarlanmis primerler ile normallestirilmistir. Elde edilen cDNA’lar qRT-
PCR analizlerinde kullanilmistir. PCR programi: 95°C 5 dk, 45 dongii 95°C 15sn,
60°C 15sn, 72°C 30sn olarak olusturulmustur. qRT-PCR analizleri ABI SYBR
Green Master Mix kullanilarak yapilmistir. qRT-PCR analizleri StepOne Plus
yazilimi kullanilarak hesaplanmistir. Referans ornegi kontrol grubu olarak
se¢ilmistir ve her genin ifade diizeyi hesaplanirken kontrol grubu degerleri 1 kabul

edilmistir.
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Tablo 3.3. Caligmada kullanilan genler ve primerlerin tam listesi
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3.4 Biyokimyasal Parametreler

3.4.1 Antioksidan Enzim Ekstraksiyonu ve Aktivite Analizleri

0,1 gram bitki 6rnegi protein ve enzim ekstraktlarinin hazirlanmasi igin sivi
azotta ezilerek toz haline getirilmistir. Ardindan 50mM Tris-HCI pH7.8, 0,1
mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 0,2% (v/v) Triton-X100 ve
%2PVPP iceren 500uL ekstraksiyon tamponunda homojenize edilmistir. Tiim
islemler proteaz aktivitesini minimum seviyede tutmak i¢in buz iizerinde
gerceklestirilmistir. Askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesi analizi i¢in
homojenizasyon tamponuna ayrica 5SmM L-askorbik asit eklenmistir.
Homojenizasyonu tamamlanan ornekler, 10000g’de 5dk +4°C’de santrifiij
edilmistir. Elde edilen siipernatantlar protein miktar1 ve enzim aktivitesi

belirlenmesinde kullanilmustir.

3.4.1.1 Protein Miktarimin Belirlenmesi

Protein miktarmin belirlenmesi Bradford (1976)’a gore yapilmistir. Buna
gore Olgiim Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin asidik sartlar altinda
proteine baglanarak kirmizi ve/veya yesil formundan maviye doniismesine
dayanmaktadir. Spektrofotometrede mavi renk olusumu 595 nm’de
Ol¢iilmiistiir. Bovin Serum Albumin (BSA) standart olarak kullanilmistir.
Standart aralig1 0,02 — 0,2 mg/ml’dir. Bitki ekstraktlarinin protein miktarlar

elde edilen bu standart ile karsilastirilarak hesaplanmastir.

3.4.1.2 Askorbat Peroksidaz (APX) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Askorbat peroksidaz (APX (EC 1.11.1.11)) enzim aktivitesi Nakano ve
Asada (1981)'e gore belirlenmistir. Enzim aktivitesinin 6l¢timiinde, askorbatin
oksitlenmesine bagli olarak 290 nm’deki absorbansin azalmasi izlenmektedir.
Reaksiyon karisimi 1 mM EDTA, 1 mM H202 ve 5 mM Askorbat iceren 50 mM
potasyum fosfat tamponudur (pH 7,0). Oksitlenen askorbat miktari,

ekstinksiyon katsayis1 2,8 mM™ ¢cm-1 kullanilarak hesaplanmistir. Enzimin, 1



23

mg total protein basma dakikada oksitledigi askorbat miktari, 1 U (umol

askorbat mg protein-1 min-1) olarak hesaplanmistir.

3.4.1.3 Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz (CAT (EC 1.11.1.6)) enzim aktivitesi Bergmeyer (1970)'e gore
belirlenmistir. Enzim aktivitesinin dl¢tilmesinde H202'nin siipiiriilmesinin 240
nm'de absorbansta yol agtig1 azalma izlenmektedir. Reaksiyon karisimi 0.1 mM
EDTA ve %3 H202 iceren 50 mM sodyum fosfat (pH 7,0) tamponudur.
Enzimin, 1 mg total protein basina dakikada stipiirdiigi umol H202 miktari, 1 U

(wmol H202 mg protein-1 min-1 ) olarak hesaplanmustir.

3.4.1.4 Peroksidaz (POX) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Peroksidaz (POX (EC 1.11.1.7)) aktivitesi Herzog ve Fahimi (1973)’e gore
belirlenmistir. Enzim aktivitesinin 0Ol¢iimii reaksiyon karigimindaki 3,3'-
diaminobenzidine-tetra  hidroklorid  dihidrat (DAB)’in  ekstrakttaki
peroksidazlar tarafindan H202’yi siiptirmek i¢in substrat olarak kullanilmasi ve
buna bagli renk olusumuna dayanir. Reaksiyon karigtmi DAB, %0,2 (w/v)
jelatin, %0,6 H202 iceren 200 mM sodyum fosfat sitrat tamponudur (pH 4,4).
465 nm' deki absorbans 60 saniye boyunca goézlenerek enzim aktivitesi
ol¢lilmiis, enzimin, 1 mg total protein basina dakikada oksitledigi DAB miktari,

1 U (umol DAB mg protein-1 min-1) olarak hesaplanmustir.

3.4.1.5 Glutatyon Rediiktaz (GR) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Glutatyon rediiktaz (GR (EC 1.6.4.2)) enzim aktivitesi Foyer ve Halliwell
(1976)'e gore olgiilmiistiir. Bu yontem GSSG’yi rediiklemek i¢in GR tarafindan
oksitlenen NADPH’1n izlenmesine dayanmaktadir. Reaksiyon karigimi 5 mM
GSSG, 1,2 mM NADPH iceren 25 mM sodyum fosfat (pH 7.8) tamponudur.
NADPH’1n oksitlenmesi 340 nm absorbanstaki diistis ile izlenmistir. Oksitlenen
NADPH miktar1 ekstinksiyon katsayisi 6.2 mM-1 cm -1 kullanilarak
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belirlenmis ve enzimin, 1 mg total protein basina dakikada oksitledigi NADPH
miktart, 1 U (umol NADPH mg protein-1 min-1 ) olarak hesaplanmustir.

3.4.1.6 Glutatyon Transferaz (GST) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Glutatyon Transferaz (GST (EC 2.5.1.18)) enzim aktivitesi Habig vd.
(1974)’e goére Olglilmiistiir. Enzim aktivitesinin  olgimi  1-kloro 2,4
dinitrobenzen (CDNB)’nin indirgenmis glutatyon (GSH)’a baglanmasina
dayanir. Reaksiyon karisimi ImM GSH, ImM CDNB igeren 0,1M Sodyum
fosfat tamponudur (pH 6,5). 340nm’deki absorbans 60 saniye boyunca

gozlenerek enzim aktivitesi ol¢iilmiistiir.

3.5 Total Glutatyon Miktarinin Belirlenmesi

0,1 gram bitki Ornegi siv1 azotta ezilmistir. 1 ml 0,2N HCl homojenata
eklenmigtir. 16000 g 10 dk +4°C’de santrifiij sonrasi slipernatanti notralize etmek
i¢in yavasca 0,2M NaOH eklenmistir. Reaksiyon karisimi; 6,3mM Naz-EDTA, 0,3
mM NADPH, 6mM DTNB ve 50uM GR igeren 125mM Na-P tamponudur (pH
7,5). 412 nm’de 60 saniye boyunca gozlenerek 6l¢iilmiistiir.

3.6 Istatistiksel Analizler

Her deneme 3 kez tekrar edilmistir. Elde edilen veriler one-way ANOVA
analiziyle degerlendirilecek ve wuygulama gruplarinin istatistiksel olarak
birbirine olan farkinm1 6lgmek i¢in TUKEY post-test uygulanmistir. Bu
karsilagtirma sonucu p<0.05 degerine sahip gruplar * ile, p<0.005 degerine
sahip gruplar ** ile gosterilerek birbirinden istatistiksel olarak farkli olarak

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1 Fizyolojik Parametreler
411 Yas Agirhk

Eksojen akrolein uygulamasi yapilan A.thaliana Col-0 ve ggt mutant
bitkilerinde, artan akrolein konsantrasyonlarinda bitkilerin yas agirliklarinin
azaldig1 goriilmiistiir. 0,5mM, 1,5mM ve 3mM akrolein uygulamalari bitkilerin
yas agirliklart kontrole gére; Col-0 i¢in sirasiyla %44, %55 ve %62; ggtl igin
%28, %45 ve %64; ggt2 icin %38, %57 ve %66; ggtd icin %42, %56 ve %63,
L5 i¢in ise sirasiyla %43, %53 ve %62 oranlarinda azalmistir. Uygulama sonrasi

bitkilerin genel goriiniimii sekil 4.1.1°de verilmistir.
(a) 0,0025

0,0020

(gr)

0,0015 %
*%
*%
% *¥
00010 *%¥ & **

% % *% *%
*% ¥k 4

0,0005

Bitki Agirhg:

Kontrol 05 15 3 Kontrol 05 15 3 Kontrol 05 15 3 Kontrol 05 15 3 Kontrol 05 15 3

(b) Col -0 gotl gt? gotd 15

Kontrol (0 mM) 0,5 mM ACR 1,5 mM ACR 3 mM ACR

Sekil 4.1.1 (a) Col-0, ggtl, ggt2, ggt4 ve L5 bitkilerinin kontrol, 0,5 mM, 1,5 mM ve 3 mM akrolein
yas agirliklari tizerine etkisi (b) MS ortaminda yetistirilen deney gruplari

4.1.2 Fotosentetik Verim

A. thaliana Col-0 ve ggt mutant bitkilerinin yapraklarmin klorofil floresans
parametreleri Olctlilmiistiir. Fotosistem II’'nin maksimum fotokimyasal verimini
belirlemek amaciyla yapilan 6l¢timlerde 1,5 mM ACR uygulanan Col-0, ggtl, ggt2
ve ggt4 bitkilerinin Fv/Fm oranlar1 kontrol bitkilerine gore siras1 ile %88, %76,

9063 ve %82 oranlarinda azalmaktadir.
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Sekil 4.1.2 Col-0, ggtl, ggt2 ve ggt4 bitkilerine uygulanan 1,5mM konsanstrasyonundaki akroleinin
fotosentetik verime olan etkisi

4.2 Gen ifadeleri
4.2.1 ROS Sinyallemesinden sorumlu NADPH Oksidaz Genlerinin
ifadeleri
A. thaliana Col-0, ggtl, ggt2 ve ggt4 bitkilerine uygulanan 1,5 mM akrolein
konsantrasyonunda RBOHD ve RBOHF ifadelerinde artiglar sz konusudur.
RBOHD ifadesi sirasiyla 52; 17,6; 7,1 ve 78,2 kat artmistir. RBOHF ifadesinde
ise akrolein uygulamasi, kontrol gruplarina kiyasla ggtl ve ggt2 bitkilerinde

strastyla 1,22 ve 1,17 kat artis gozlenirken Col-0 ve ggt4 bitkilerinde sirasiyla

2,07 ve 246 kat azalma gozlenmistir.

(a) « (b)

RBOHD RBOHF

Gen ifadesi (kat)
Gen ifadest (kat)

m o
Kontrol 15 Kontrol A4S Korteh, s Konmar: 15 Koatrol 15 Kontrol 15 Kontrol 15 Kontrol 15

Col -0 el (713 e

4.2.1 Col-0, ggtl, ggt2, ggt4 bitkilerine uygulanan 1,5mM konsanstrasyonundaki akroleinin
(a)RBOHD ve (b)RBOHF genleri iizerine etkisi
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4.2.2 Gama-Glutamil Transferaz Genlerinin ifadeleri

Akrolein uygulamasi ile kontrole gére hem AtGGT1 hem de AtGGT2 genlerinin
ifadelerinde artis gozlemlenmistir. AtGGT1 geninin ifadesindeki en diisiik artis ggt2
genotipinde 2,96 kattir. Col-0, ggtl ve ggt4 genotipleri igin sirasiyla 11,45; 8,30 ve
12,44 kat artis olmustur. AtGGT2 geninin ifadesindeki en yiiksek artis Col-0
genotipinde 52,81 kat olarak belirlenmistir. Akrolein uygulamasi ggtl, ggt2 ve ggt4
genotipleri i¢in sirasiyla 9,75; 5,94 ve 18,44 kat artisa neden olmustur.

@ (b) AIGGT?

AtGGTI

Kontrol 15 Kontrol 15 Kontrol 15 Kontrol 15 Kontrol 15 Kontrol 15 Kontrol 15 Kontrol 15

Gen Ifadesi (kat)
Gen Ifadesi (kat)

Cal -0 etl w2 i Col -0 il w2 utd

Sekil 4.2.2 Col-0, ggtl, ggt2, ggt4 bitkilerine uygulanan 1,5mM konsanstrasyonundaki akroleinin
(2)AtGGT1 ve (b)AtGGT2 genleri iizerine etkisi

4.2.3 5-Oksoprolinaz Geninin ifadesi

Kontrol gruplarina gore akrolein uygulamast OXP1 geninde Col-0, ggtl, ggt2
ve ggt4 genotiplerinde sirasiyla 13,5; 8,52; 5,15 ve 19,43 Kat artis belirlenmistir.
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Sekil 4.2.3 Col-0, ggtl, ggt2, ggt4 bitkilerine uygulanan 1,5mM konsanstrasyonundaki akroleinin
OXP1 geni iizerine etkisi

4.2.4 Zinc Finger Protein 12 Geninin Ifadesi

ZAT12 geninin ifadesindeki en yliksek artis ggt4 genotipinde 78,78 kat olarak
belirlenmistir. Col-0 ekotipi 53,98 kat; ggtl genotipi 27,15 kat ve ggt2 genotipi ise
12,05 kat artmastir.

ZATI2
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**k
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2
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0 ] | s

Kontrol 15 Kontrol 15 Kontrol 15 Kontrol 15

Col-0 gatl got2 gotd

Sekil 4.2.4 Col-0, ggtl, ggt2, ggt4 bitkilerine uygulanan 1,5mM konsanstrasyonundaki akroleinin
ZAT12 geni tizerine etkisi
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4.2.5 Glutatyon Biyosentezinden Sorumlu Genlerin ifadeleri

GSH1 ve GSH2 genlerinin akrolein uygulamasindaki ifade degisimlerine
bakildiginda, biitiin genotiplerde kontrole kiyasla artis oldugu goézlemlenmistir.
GSH1 ve GSH2 ifadeleri sirasiyla Col-0 i¢in 8,77 ve 10,5 kat; ggtl i¢in 8,65 ve
10,09 kat; ggt2 icin 7,25 ve 6 kat; ggt4 i¢in 17,13 ve 28,72 kat artig belirlenmistir.

(a) o (©)
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Sekil 4.2.5 Col-0, ggtl, ggt2, ggt4 bitkilerine uygulanan 1,5mM konsanstrasyonundaki akroleinin
(a)GSH1 ve (b)GSH2 genleri iizerine etkisi

4.2.6 RCS Detoksifikasyonunda Gérevli Genlerin ifadeleri

Col-0 ekotipi hari¢ diger genotiplerde akrolein uygulamasiyla birlikte
ALDH7B4 ve AKR4C9 genlerinin ifadelerinde artis gozlenmistir. ALDH7B4 ve
AKR4C9 i¢in sirasiyla Col-0’da 2,09 ve 2,10 kat azalma izlenirken ggtl’de 3,45 ve
3,9 kat; ggt2°de 3,51 ve 4,98 kat; ggtd’de ise 2,13 ve 22,83 kat artig belirlenmistir.
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Sekil 4.2.6 Col-0, ggtl, ggt2, ggt4 bitkilerine uygulanan 1,5mM konsanstrasyonundaki akroleinin
(a)ALDH7B4 ve (b)AKR4C9 genleri iizerine etkisi

4.2.7 Glutatyon Transferaz Tau Smmifi Genlerin ifadeleri

Total bitkide GSTU2 geninin ifadesine bakildiginda akrolein uygulanan
gruplarm, kontrol gruplarina kiyasla yalnizca Col-0 ekotipinde 1,37 kat azalma
meydana geldigi goriilmektedir. Diger genotiplerde ise, ggtl 1,81; ggt2 7,65; ggt4
18,61 kat arttig1 belirlenmistir. Akrolein uygulamasina yanit olarak GSTU3 geninin
ifadesinde kontrol gruplarina gdre biitiin genotiplerde artis gdzlenmistir. Col-0
34,67; ggtl 15,57; ggt2 13; ggt4 45,29 kat artmis. GSTU4 geni Col-0 1,77 azalmus,
gotl 7,32; ggt2 3,29; ggt4 410,25 kat artmis. GSTU5S geni Col-0 5,3; ggtl 17,28;
got2 7,69; ggt4 5,98 kat artmustir.
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Sekil 4.2.7 Col-0, ggtl, ggt2, ggt4 bitkilerine uygulanan 1,5mM konsanstrasyonundaki akroleinin
(a)GSTU2 ve (b)GSTU3 (c)GSTU4 ve (d)GSTUS genleri lizerine etkisi
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4.2.8 Glutatyon Peroksidaz Genlerinin ifadeleri

GPX1 Col-0 2,42; gotl 2,23; ggt2 4,85; ggt4 4,83 kat artmi1s.GPX2 Col-0 2,12;
gotl 1,87; ggt2 3,59; ggt4 8,54 kat artmis.GPX3 Col-0 18,44; ggtl 9,84; ggt2 8,70;
got4 42,39 kat artmis. GPX4 Col-0 26,6 kat; ggtl 5,79; ggt2 6,80; ggt4 22,47 kat
artmig. GPX5 Col-0 4,41; ggtl 3,21; ggt2 7,60; ggt4 10,44 kat artmis. GPX6 Col-0
6,59; ggtl 13,43; got2 5,15; ggt4 5,82 kat artmis. GPX7 Col-0 30,43; ggtl 22,78;
gogt2 8,85; ggt4 30,81 kat artmis. GPX8 Col-0 14,74; ggtl 16,31; got2 5,29; ggt4
8,29 kat artmustir.
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Sekil 4.2.8 Col-0, ggtl, ggt2, ggt4 bitkilerine uygulanan 1,5mM konsanstrasyonundaki akroleinin
(@)GPX1 ve (b)GPX2 (c)GPX3 (d)GPX4 (e)GPX5 (f)JGPX6 (g)GPX7 ve (h)GPX8 genleri lizerine
etkisi
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4.3Enzim Aktiviteleri
4.3.1 Askorbat Peroksidaz (APX) Enzim Aktivitesi

Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi, Arabidopsis thaliana Col-0 ekotipinin
0,5mM ACR uygulama grubu hari¢ tim mutantlarda ve uygulama gruplarinda
azalmustir. Col-0 ekotipinde kontrol grubuna kiyasla 0,5mM ACR grubunda enzim
aktivitesi %64 oraninda artarken 1,5mM ACR grubunda %36 oraninda azalmistir.
ggtl mutantinda enzim aktivitesi 0,5mM ACR grubunda %16 1,5mM ACR
grubunda %86 oraninda azalmistir. ggt2 mutantinda enzim aktivitesi 0,5mM ve
1,5mM ACR gruplarinda sirasiyla %36 ve %89 oranlarinda azalmistir. ggtd
mutantinda enzim aktivitesi 0,5mM ACR grubunda %23 ve 1,5mM ACR grubunda

%30 oraninda azalmstir.
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Sekil 4.3.1 Col-0, ggtl, ggt2, ggt4 bitkilerine uygulanan farkli konsanstrasyonlardaki akroleinin

APX enzimi aktivitesi

4.3.2 Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesi

Katalaz (CAT) enzim aktivitesi ACR uygulamasiyla Arabidopsis thaliana’nin
tim ggt mutantlarinda ve Col-0 ekotipinde diismiistiir. 0,5mM ve 1,5mM ACR
uygulamalar1 Col-0 ekotipinde enzim aktivitesini sirastyla %51 ve %71 oranlarinda,
ggtl mutantinda sirastyla %57 ve %84 oranlarinda, ggt2 mutantinda sirasiyla %53

ve %81, ggt4 mutantinda sirastyla %57 ve %66 oranlarinda azaltmistir.
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Sekil 4.3.2 Col-0, ggtl, ggt2, ggt4 bitkilerine uygulanan farkli konsanstrasyonlardaki akroleinin

CAT enzimi aktivitesi

4.3.3 Peroksidaz (POX) Enzim Aktivitesi

Peroksidaz aktivitesi, ggtl mutant1 0,5mM ACR grubu hari¢ tiim Arabidopsis
thaliana ggt mutantlarinda ve Col-0 ekotipinde artis gostermistir. Col-0 ekotipinde
enzim aktivitesi 0,5mM ACR grubunda %30 1,5mM ACR grubunda %59 oraninda
artmistir. ggtl mutantinda enzim aktivitesi 0,5mM ACR grubunda %13 oraninda
azalmig 1,5mM ACR grubunda %80 oraninda artmigtir. ggt2 mutantinda 0,5mM ve
1,5mM ACR grubunda enzim aktivitesi sirasiyla %4 ve %29 oranlarinda artmistir.
ggt4 mutantinda enzim aktivitesi 0,mM ACR %16 oraninda 1,5mM ACR

grubunda %28 oraninda artmistir.
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Sekil 4.3.3 Col-0, ggtl, ggt2, ggt4 bitkilerine uygulanan farkli konsanstrasyonlardaki akroleinin

cao

POX enzimi aktivitesi

4.3.4 Glutatyon Rediiktaz (GR) Enzim Aktivitesi

Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi Arabidopsis thaliana Col-O ekotipinde
0,5mM ACR uygulamasinda %9 artmis ancak 1,5mM ACR uygulamasinda %30
azalmistir. ggtl mutantinda hem 0,5mM hem 1,5mM ACR grubunda sirastyla %6
ve %5 oraninda artmistir. ggt2 ve ggt4 mutantlarinda tiim uygulama gruplarinda
enzim aktivitesi 0,5mM ACR grubunda sirasiyla %12 ve %30 oraninda 1,5mM

ACR grubunda ise sirastyla %23 ve %57 oraninda azalmistir.
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Sekil 4.3.4 Col-0, ggtl, ggt2, ggt4 bitkilerine uygulanan farkli konsanstrasyonlardaki akroleinin GR
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4.3.5 Glutatyon Transferaz (GST) Enzim Aktivitesi

Glutatyon transferaz (GST) enzim aktivitesi Arabidopsis thaliana Col-0
ekotipinin 1,5mM ACR uygulama grubu hari¢ tiim mutantlarin uygulama
gruplarinda artis gostermistir. Col-0 ekotipinde 0,5mM ACR grubunda enzim
aktivitesi %13 oraninda artmis anca 1,5mM ACR grubunda %11 oraninda
azalmistir. 0,5mM ACR ve 1,5mM ACR uygulama gruplarinda enzim aktivitesi
ggtl mutantinda sirasiyla %62 ve %10 oraninda, ggt2 mutantinda sirasiyla %7 ve

%10 oraninda, ggt4 mutantinda sirastyla %43 ve %48 oraninda artmistir.

*
0y 15 C 0 | 5. C (A ] 13
g1l g2

Col-0 i)

Sekil 4.3.5 Col-0, ggtl, ggt2, ggtd bitkilerine uygulanan farkli konsanstrasyonlardaki akroleinin

GST enzimi aktivitesi

4.4 Total Glutatyon Miktari

Bitkideki toplam glutatyon (GSH+GSSG) miktar1 Arabidopsis thaliana Col-0
ekotipinin 1,5mM ACR ve ggt4 mutantinin ACR uygulama gruplar1 hari¢ tiim
uygulama gruplarinda kontrole gore artis gostermistir. Col-0 ekotipinde 0,5mM
ACR grubunda enzim aktivitesi %25 oraninda artmis ancak 1,5mM ACR grubunda
%46 oraninda azalmistir. 0,5mM ACR ve 1,5mM ACR uygulama gruplarinda

enzim aktivitesi ggtl mutantinda sirasiyla %72 ve %77 oraninda, ggt2 mutantinda
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sirastyla %31 ve %38 oraninda artmis, ggt4 mutantinda ise sirasiyla %10 ve %28 oraninda

azalmustir.
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Sekil 4.4 Farkli konsantrasyonlardaki akrolein uygulanan Col-0, ggtl, ggt2 ve ggt4 bitkilerinin
toplam glutatyon miktarlart
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5. TARTISMA

Stres durumlarinda bitkilerde artan ROS iiretimi oksidatif strese neden
olmaktadir (Mittler, 2017). Oksidatif stres, lipid peroksidasyonunu arttirarak
akrolein (ACR) gibi RCS iiretiminin de artmasina neden olmaktadir (Yalcinkaya ve
ark, 2019). Bitkiler ROS’larin yan1 sira RCS’leri de detoksifiye edebilmek icin
cesitli enzimatik ve enzimatik olmayan siipiiriicii sistemleri kullanirlar (Mano ve
ark., 2019). Akrolein (ACR) gibi RCS’ler, bitkide bitki siipliriicii sistemleri
tarafindan yeterince siipiiriilemez ise stres kaynakli programlanmis hiicre 6liimii
(PCD) tetiklenir (Biswas ve Mano, 2016). Bitkiler bu RCS’lerin birikimini 6nlemek
ve siipiirebilmek icin antioksidan savunma sistemlerini devreye sokarlar.
Calismamizda yapilan analizlerin amaci1 Arabidopsis thaliana’nin Col-0 ekotipi ve
gama-glutamil transferaz (GGT) enzimlerinin mutantlar1 kullanarak, en toksik RCS
olan ACR’nin (Esterbauer ve digerleri, 1991) disaridan uygulanmasiyla antioksidan
savunma mekanizmasint uyarip uyarmadigini belirlemek ve GGT’lerin RCS’ye

toleransindaki rollerini ortaya koymaktir.

Bitkilerde antioksidan savunma sistemleri ROS ve RCS gibi zararli bilesiklerin
stipiiriilmesi i¢in dnemlidir. Calismamizda yliksek konsantrasyonlarda akrolein
uygulamasiyla bitkide H202’in siipiiriilmesi i¢in gorevli CAT, POX ve APX
antioksidan enzimlerinin dengesi bozulmustur ve buna bagli olarak aktivitelerinde
farkliliklar gézlenmistir. Yapilan bir ¢caligmada katalaz aktivitesi, Caenorhabditis
elegans’ta ACR konsantrasyonuna bagli olarak diismiistiir (Hong ve ark, 2022).
Calismamizda da ACR konsantrasyonu arttik¢a tiim genotiplerde CAT aktivitesinin
diistiigii gozlenmektedir. Katalaz aktivitesine ek olarak Askorbat Peroksidaz (APX)
aktivitesinde de benzer durum soz konusudur. Arabidopsis thaliana Col-0
ekotipinin 0,5 mM akrolein uygulama grubu hari¢ diger tiim genotiplerde akrolein
konsantrasyonuna bagli olarak diisiis s6z konusudur. CAT ve APX’in aksine ggtl
mutantinin 0,5 mM akrolein uygulama grubu hari¢ diger tiim genotiplerde
Peroksidaz (POX) aktivitesinde artis gozlenmektedir. Yal¢inkaya vd. (2019)’da
yaptig1 arastirmada, RCS uygulanan A. tahliana’da diisiik konsantrasyonlarda
CAT, POX ve APX aktivitesi indiiklenmisken konsantrasyon yiikseldikce
aktivitede diisiis gézlemlenmistir. Ayni ¢alismada, GR aktivitesi ACR uygulanan
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biitiin gruplarda diismiistiir. Bu ¢alismada ise, APX aktivitesi Col-0 ekotipinde
diisitk konsantrasyonda artmis, diger biitiin gruplarda diisiis gozlenmistir. POX
aktivitesi, ggtl mutantinin diisiik konsantrasyonu hari¢ biitiin gruplarda artmustir.
GR aktivitesi ise, Col-0"in diisiik konsantrasyonunda artmis, ggtl'de anlamli bir
farklilik gézlenmemistir. ggt2 ve ggt4 genotiplerinde ise uygulama gruplarinin
hepsinde diislis gozlenmistir. Akrolein gibi RCS tiirevlerinin  yliksek
konsantrasyonlarda uygulanmasi bitki antioksidan savunma mekanizmasini1 bozup

enzimleri bozdugu goriilmektedir.

Zhou vd. (2015)’te yaptig1 arastirmaya gore PSII’nin (Fv/Fm) maksimum
kuantum verimliligi domates yapraklarinda yiiksek sicaklik altinda diismiistiir.
Aymi sekilde Hong vd. (2009)’da yaptigi arastirmada da benzer bir diisiis
gozlemlemislerdir. Bizim c¢alismamizda da literatiire uygun olarak akrolein
uygulamasi yapilan Col-0 ve ggt mutantlarinin PSII fotokimyasal verimliligi

olumsuz etkilenmistir.

Bir reaktif karbonil tiirii (RCS) olan akrolein’in yiiksek konsantrasyonlarda
ROS sinyallemesiyle iliskisini aydinlatmak adina strese duyarli RBOH (RBOHD ve
RBOHF) genlerinin ifadeleri incelenmistir. Akroleinin diisiik konsantrasyonda ve
bitki tiirine bagli olarak RBOHD ve RBOHF ifadesinde farkl: ifadelere yol agtig:
bildirilmistir (Yalcinkaya et al.,2019). Ancak ¢alismamizda 1,5mM akrolein yiiksek
konsantrasyonu farkli Arabidopsis thaliana mutantlar1 ve Col-0 ekotipinde RBOH
ifadelerinde tam tersi bir etki gostermis. Arabidopsis thaliana Col-0 ekotipinde
1,5mM ACR konsantrasyonu, RBOHD ifadesini 52 kat arttirirken RBOHF ifadesini
0,48 kat azaltmistir. ggt4 mutantindaki hem RBOHD hem RBOHF’deki gen
ifadesinin azalmasi hari¢ tiim ggt mutantlarinda RBOH ifadelerinin arttig1 tespit
edilmistir. Bu sonuglardan RBOHD nin RCS sinyallemesinde gorev alabilecegini

gostermektedir.

Yiiksek akrolein konsantrasyonunun RCS detoksifikasyona etkisini incelemek
icin RCS detoksifiye edici ALDH ve AKR genlerinin ifadeleri (Oberschall ve ark.,
2000, Kotchoni ve ark., 2006) incelenmistir. ALDH7B4 ifadesinin tuz stresi, ABA

ve dehidrasyon ile Arabidopsis thaliana tohumlarinda ve herbisit direncinde artis
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gosterdigi bildirilmistir (Missihoun ve ark, 2014; Gil-Monreal ve ark, 2017).
Ayrica, Zhao vd. (2017)’ye gore ALDH7B4 gen ifadesi A. thaliana’da sicaklik
stresiyle birlikte artmistir. Ancak ¢alismamizda ilging olarak tiim ggt mutantlarinda
genin ifadesi artis gosterirken Col-0 ekotipinde 2,1 kat azalmistir. Saito ve ark
(2013)’1n yapt1g1 ¢calismada AKR4C9 ifadesinin artan akrolein konsantrasyonlarina
bagli olarak azaldigini tespit etmislerdir. Calismamizda Col-0 ekotipinde 1,5mM
akrolein konsantrasyonu literatiirle tutarli olarak AKR4C9 ifadesi 2,1 kat azalmistir
ancak ilging olarak tiim ggt mutantlarinda gen ifadesinde artis gézlenmektedir. Bu
sonuglardan, Col-0 ekotipinin yiksek ACR konsantrasyonunda RCS

detoksifikasyonu i¢in bagka enzimler kullanabilecegini gostermektedir.

GSH, akrolein’e kars1 ilk savunma hattt Dixon ve ark (2010) oldugu
bilinmektedir. Caligmamizda 1,5mM yiiksek akrolein konsantrasyonunun GSH
metabolizmasina etkisi incelenmistir. GSH biyosentezinden sorumlu GSHI1 ve
GSH2 ifadeleri oksidatif strese neden olan yiiksek 1sik kosullarinda
Chlamydomonas reinhardtii’de arttig1  bildirilmistir (Lin ve ark, 2018).
Calismamizda tutarli olarak 1,5mM akrolein konsantrasyonunda tiim Arabidopsis
thaliana ggt mutantlar1 ve Col-0 ekotipinde GSH1 ve GSH2 ifadeleri ortalama 10
artmistir. Calismamizda Col-0 ekotipinde GSH degredasyonu, GGT enzimi ile
ekstra sitozolik olarak aktivite gosterirken ggt mutantlart yalmzca sitozolik
yolaktan bu degredasyonu saglamaktadir. GSH’1n pargalanmasi GGCT ve 50Paz
(OXP1) ile saglandig1 Noctor ve ark., (2011) tarafindan belirlenmistir. Haskirli vd.
(2021) yaptig1 arastirmada, UV-B stresine maruz birakilan Arabidopsis thaliana’da
GSH katabolizmasindaki degisiklikleri gézlemlemek i¢in 5-oksoprolinaz ve gama-
glutamil transpeptidazin genleri olan OXP1 ve GGT1 genlerinin ifadelerine
bakilmigtir. UV-B stresi, GSH1 ve GGT1 gen ifadelerini anlamli olarak
etkilemezken OXP1 ve GSH2 gen ifadelerinde azalmaya neden olmustur. Bu
calismada ise OXP1, GGT1 ve GGT2 gen ifadelerinde akrolein uygulanan biitiin
gruplarda artis gozlemlenmistir. Calismamizda OXP1 gen ifadesi ggt mutantlarinda

ortalama 7 kat artmustir.

Mano vd. (2017)’ye gore akrolein varhiginda gesitli bitkilerde GST enzim
aktivitesi artmaktadir. Bu ¢alismada ise, Col-O'da yiiksek ACR konsantrasyonu



40

harig biitlin gruplarda artis olmustur. GSTU2, GSTU3, GSTU4 ve GSTU5 genlerinin
ifadelerine bakildiginda ise ayni1 grubun GSTU2 ve GSTU4 genleri disindaki biitiin
gruplarin gen ifadelerinde artis gézlemlenmistir. Glutatyon peroksidaz (GPX), GSH
kullanarak lipid peroksitleri ve serbest H202'yi karsilik gelen alkollere ve suya
indirgeyerek bitkileri oksidatif stresten koruyan bir antioksidan enzimdir (Zhai vd.,
2013). Li vd. (2021)’de yaptig1 arastirmada Brassica napus bitkisinin BnGPX
genleri ¢ok sayida dokuda farkli sekilde ifade edilmistir. Cesitli abiyotik strese yanit
olarak gen ekspresyon profillemesinin sonucu olarak birka¢ BnGPX geninin stres
yanitlarina ve hormon sinyal yolaklarina katkida bulunabilecegini kesfetmislerdir.
Bu ¢alismada da akrolein uygulamasi yapilan biitiin gruplarda GPX1, GPX2, GPX3,
GPX4, GPX5, GPX6, GPX7 ve GPX8 genlerinin ifadelerinde artis oldugu
goriilmistiir. Roach vd. (2018) arastirmasinda C. reinhardtii’ye eksojen akrolein
uygulanmigtir. Toplam glutatyon miktari, 600 ppm akroleine yanit olarak arttig1
gozlemlenmistir. Bu c¢alismada ise, Col-0 ekotipinde yiiksek akrolein
konsantrasyonunda ve ggt4 mutantinda disiis gozlenirken ggtl ve ggt2

mutantlarinda artig gézlenmistir.

Kaur vd. (2023) yaptig1 arastirmaya gore transgenik bugday hatlarinin sicaklik
stresi altinda daha yiliksek ZAT12 gen ifadesi gosterdigini ortaya ¢ikarmiglardir.
Benzer sekilde, Davletova vd. (2005) de ZAT12’nin stres toleransinda 6nemli bir
rol oynadigini ve bir ROS siipiiriiciisii olarak hareket ettigini bildirmistir. Rizhsky
vd. (2004) ise ZAT12 gen ekspresyonunun ROS metabolizmasi ile kesin bir sekilde
baglantili oldugunu gostermistir. Bizim ¢alismamizda da literatiire uygun olarak

akrolein uygulanan biitiin gruplarda ZAT12 gen ifadesi kontrole kiyasla artmustir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu caligmada, bitkilerdeki RCS detoksifikasyonunda gorevli olan glutatyon
degradasyonunun ekstrasitozolik enzimi olan GGT enzimlerinin RCS
detoksifikasyonundaki rolii daha iyi anlasilmistir. Arabidopsis thaliana Col-0
ekotipi ve ggt mutantlarinin koklerine eksojen olarak akrolein uygulanmustir.
Yapilan analizlerin sonucunda ggl mutantinin akroleine karsi yiiksek toleransa
sahip oldugu ortaya ¢cikmistir. Ayrica elde edilen fenotipik bulgular vakuolar GGT4
enziminin akrolein detoksifikasyonu T{zerine etkilerinin smnirli  oldugunu

gostermektedr.
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TESEKKUR

Yiiksek lisans Ogretimim ve tez ¢alismam siirecinde,
alanindaki uzmanlik ve engin bilgisiyle ilerlememi saglamasiyla,
destegini her zaman gosteren tez danismanim Sayin Dog. Dr. Barig

UZILDAY ’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Laboratuvar caligmalarimda her daim engin bilgilerinden
yararlandigim Sayin Dog. Dr. Rengin OZGUR UZILDAY ’a, bitki
biyolojisi alanina ilerlememi saglayan, engin bilgileri ile utkumu
genigleten Saym Prof. Dr. Ismail TURKAN’a tesekkiirlerimi

sunarim.

Yiiksek lisans siirecim boyunca, samimi dostluklarim
esirgemeyen laboratuvar arkadaslarim; Dok. Ogr. Nil DEMIRCAN,
Dok. Ogr. Giilgin SEVIM, Dok. Ogr. Buse PINAR, Dok. Ogr. Ozlem
GUMUS, Yiik. Lis. Ogr. Oktay CETIN ve Yiik. Lis. Ogr. Elif
ILHAN’a; ayrica lisans dénemimden bu yana yanimda olan
akademik alandan o©zel hayatima kadar her noktada yanimda
hissettigim dostlarrm Dok. Ogr. Sevim AYDEMIR ve Yiik. Lis. Ogr.
Neval KOKLU’ye tiim samimiyetimle tesekkiir ederim. Bu siiregte
manevi destegini her zaman hissettigim Alhan ESEN’e tiim sevgimle

tesekkiir ederim.

Ogrenim hayatim boyunca beni her ydnden destekleyen,
egitimimi her seyden onde tutan ve beni cesaretlendiren babam
Mehmet ERCETIN’e, annem Zuhal ERCETIN’e ve ablam Ecem
GARBELLA TAVERNIN ve enistem Fulvio GARBELLA
TAVERNIN’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Hayatimin neseleri

Muffin ve Loki’ye ¢ok tesekkiir ederim.
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Cevre Biyolojisi Opsiyonundan 2020 yilinda mezun olmustur. 2020
yilinda Dog. Dr. Baris UZILDAY danismanliginda Ege Universitesi,
Biyoloji Boliimii, Genel Biyoloji Anabilim dalimda lisansiistii
egitimine  baslamistir. 2023  yilinda  “Eksojen  Akrolein
Uygulamasmin Arabidopsis thaliana Gama- Glutamil Transferaz
(GGT) Mutantlart (ggtl, got2, got4, gotl/ggt2) Uzerindeki
Etkilerinin Arastirilmas1” isimli yiiksek lisans tezi ile mezun

olmustur.



