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Tez Yoneticisi: Dr. Ogr. Uyesi Rengin Ozgiir UZILDAY

Agustos 2022, 73 sayfa

Cevresel stres kosullar1 endoplazmik retikulum (ER) organelini etkileyerek
proteinlerin yanlis katlanmasina veya katlanmamasina yol acar. Metabolik
stireclerle yok edilemeyip hiicrede biriken bu proteinler ER stresi ad1 verilen bir
soruna neden olur. ER’nin homeostazin1 saglamak i¢in hiicrede birgok yol olup
bunlardan son yillarda {izerinde en c¢ok ¢alisilanlarindan biri ER’nin segici bir
sekilde yok edildigi ER-faji’dir. ER-faji hiicredeki ER stresinin kapasiteyi
asmasiyla Ozellikle bazi genlerde meydana gelen ifadesel artislar sonucu
tetiklenen bir siire¢ olup bitkilerdeki mekanizmasi hakkinda nispeten daha az sey
bilinmektedir. Ote yandan ER’de proteilerin dogru katlanmasi igin molekiiler
oksijen kullanilarak disiilfid baglar1 olusturulur. Ancak bu durum hiicrede basta
H20, (hidrojen peroksit ) gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olugmasina neden
olur ve ER’in redoks dengesini bozulur. Hiicreler bozulan redoks dengesinin
tamiri i¢in ¢esitli antioksidan savunma mekanizmalar1 gelistirmiglerdir. Metabolik
olarak bu antioksidanlardan bazilarin1 daha fazla {ireten mutantlar stresle
miicadelede avantajli konumdadirlar. Bu nedenle biz de calismamizda sitosolik
olarak daha fazla H,0O, iireten apx1-2 mutantini kullandik. Literatiirde apx
mutantlarinin ER stresine karsi verdigi yanitlar ile ilgili herhangi bir bilgi
bulunmamaktadir. Bu mutantlarin ER-faji ile iliskisi ilk kez bu ¢alismada rapor
edilmis, tunikamisin uygulamasiyla olusturulan ER stresinde, iliskili genlerin

ifadelerinde meydana gelen degisimler ilk kez ortaya konmustur.






ABSTRACT

AN INVESTIGATION ON THE RELATION BETWEEN ER-PHAGY
AND CELL REDOX IN ARABIDOPSIS THALIANA

ALTUNDAL, Ferit

MSc in Biology

Supervisor: Dr. Ogr. Uyesi Rengin Ozgiir UZILDAY
August 2022, 73 pages

Environmental stress conditions affect the endoplasmic reticulum (ER),
cause production of misfolding or non-folding of polypeptides. These peptides
lead to a problem called ER stress. There are many ways in the cell to maintain
the homeostasis of the ER, and one of the most studied in recent years is ER-
phagy, in which the ER is selectively destroyed. ER-phagy is a process triggered
by ER stress in the cell exceeding its capacity, especially as a result of expression
increases in some genes, and relatively little is known about its mechanism in
plants. On the other hand, disulfide bonds are formed in the ER using molecular
oxygen for the correct folding of proteins. However, this situation causes the
formation of reactive oxygen species (ROS), such as H,O,, in the cell, and the
redox balance of the ER is disrupted. Cells have developed various antioxidant
defense mechanisms to repair the disrupted redox balance. Mutants that produce
more of some of these antioxidants metabolically are in an advantageous position
in the fight against stress. Therefore, we used the apx1-2 mutant, which produces
more H,0O, cytosolically in our study. There is no information in the literature
about the responses of apx mutants to ER stress. The relationship of these mutants
with ER-phagy was reported for the first time in this study, and changes in the
expressions of related genes in ER stress induced by tunicamycin application were

revealed for the first time.
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ONSOZ

Fen bilimleriyle ugrasan insanlarin ¢ogunlukla materyalist kisiliklere sahip
olduklarindan siir veya roman yazmada yetersiz olduklar1 diisiiniiliir. Bana gore
fen bilimlerinde yazilan tezler, evren ve doganin siirselligini ortaya koyan

gergeklere dayali romanlardir.

Bilimle ugragsmanin ve bilimsel gelismelere ufak da olsa katki verebilmenin
ayricaliklt bir i oldugunun bilinciyle tez konumun belirlenmesinden tezimin
tamamlanmasina kadar gecen tiim siiregte bu motivasyonla ilerlemeye c¢alistim.
Geriye doniip baktigimda ¢ok hizli gegen bu donemde yasanan yorgunluklarin
tiimiiniin tezin ortaya konmasiyla tatli birer aniya doniistiigiinii goriiyor ve bunu

tamamlayabilmenin mutlulugunu yasiyorum.
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1. GIRIS

Bitkiler bliylime gelisme siireclerinde yasadiklari ortamlarda ¢evresel stres
kosullarina maruz kalirlar. Bu stresler bitkilerin dogadaki cografi dagiliminm
etkileyen, tarimda bitki verimliligini sinirlayan ve gida giivenligini tehdit eden
baslica gevresel faktorlerdir. Stres kosullar1 patojen enfeksiyonu gibi biyotik ya da
sicaklik, kuraklik, tuzluluk ve agir metaller gibi abiyotik olarak
siiflandirilabilmektedir (Zhu 2016). Bitkiler bu degisken ¢evre kosullarinda
hayatta kalmak icin biiylime ve strese yanit siireclerini dengelemek zorundadir
(Guo et al., 2018). Hiicresel diizeyde bu denge, birden fazla organelin igbirligini
gerektirir. Endoplazmik retikulum (ER) i¢ zar organellerinin en biiyigidiir ve
hemen hemen tiim diger organellerle iliski i¢erisindedir. Ribozomlar i¢in tutunma
yerleri saglamanin yaninda 6nemli bir protein ve lipid sentezi bolgesidir ve diger
i¢ zar organellerine katilacak olan zar bilesenlerinin iiretildigi organeldir (Liu and
Bassam, 2013). Ayrica ER, salgi proteini iiretiminin ve katlanmasimin ana
bolgesidir. ER’nin ¢evresel stres altindaki homeostazi, protein salgt yolunun

korunmasi i¢in hayati 6nem tasir.

ER'de homeostaz kaybi ve katlanmamig proteinlerin birikmesi ER stresi
olarak adlandirilir (Ozgur et al., 2020). Bitkiler ER'nin dengesini korumak i¢in
cesitli metabolik yolaklarin islerligini gerektiren mekanizmalar gelistirmistir.
Bunlar; ER'nin kontrolii (ERQC), ER ile iligkili bozunma (ERAD), katlanmamis
protein yanitt (UPR), ve bir segici otofaji tiirii olan ER-fajisi olarak
gruplandirilabilir (Howell 2013).

1.1. ER Homeostazi

Okaryotik hiicrelerde endoplazmik retikulumda sentezlenen salgi ve zar
proteinleri, golgi yoluyla son hedeflerine transfer edilmeden oOnce ER'de
karbonhidrat ilavesi ve disiilfit bagi olusumu gibi uygun katlanma ve
modifikasyonlara ugrarlar (Lai et al., 2007). ER disinda sitozol ve mitokondri

protein katlanmasinda gorev alir. Her organel 6zel bazi saperon setlerine ve



katlanma enzimlerine sahiptir. Hiicrenin kalabalik ortaminda proteinlerin
biriktirilmeden bu islemin ¢ok kisa siirede halledilmesi gerekmektedir (Anelli and
Sitia, 2008). Ancak protein katlanmasi normal kosullarda bile ¢ogunlukla hatalara
acik bir siiregtir. Stres kosullarinda ise hatali protein iiretim ve birikme diizeyi
dahada artmaktadir. Proteinlerin hiicresel faaliyetler i¢in 6nemleri goz Oniinde

bulunduruldugunda hatalarin denetimi ve diizeltilmesi hayati bir 6nem tasir.

1.1.1. ER’nin kalite kontrolii (ER quality control=ERQC)

Okaryotik organizmalar, salgi ve zar proteinlerinin katlanma siireclerini
izlemek icin ERQC adi verilen ve yiiksek oranda korunmus bir endoplazmik
retikulum aracili protein kalite kontrol mekanizmasi gelistirmiglerdir. Bu
mekanizmaya gore ER'de eksik veya yanlis katlanma stireci gesitli yontemlerle
sonlandirilir ve hatali proteinler sirali bazi kontrol noktalarinda tutularak yalnizca
dogru katlanmis proteinlerin fizyolojik hedeflerine aktarilmasina izin verilir
(Chaudhari et al., 2014). Yanlis katlanmig proteinler ise ER ile iliskili bir

bozunma yolu olan ERAD’a aktarilir.

1.1.2. ERileiliskili bozunma (ER associated degradation= ERAD)

Yanlis katlanmis veya katlanmamis proteinler bitki hiicrelerinde ya vakuola
gonderilip burada vakuolar proteazlar tarafindan parcalanabilir ya da ERAD adi
verilen yolak ile sitozolde yikilirlar (Brodsky and McCracken, 1999). ER tipik bir
bozunma bdlmesi olmadig1 ve siurli bir dizi proteaz barindirdig i¢in, anormal
proteinler ¢ogu durumda ERAD siireci i¢in sitozole yonlendirilirler (Vembar and
Brodsky, 2008).

Bugiine kadar ERAD hakkindaki bilgilerin ¢ogu mayalardan ve
memelilerden elde edilmistir. Bitkilerin ERAD mekanizmasiyla ilgili nispeten
daha az sey bilinmektedir (Liu et al., 2011).

Genel olarak ERAD, ER ile iliskili 6zellesmis bir ubikuitin/proteazom
sistemi olup molekiiler saperonlar ve lektin benzeri proteinler ile yanlis katlanmis

proteinlerin tanimlanmasini, E3 ubikuitin ligaz kompleksine taginmasini, ER'den


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vembar%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19002207
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brodsky%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19002207

sitozole translokasyonunu, poliubikiitinasyonu ve son olarak 26S proteazomu

tarafindan bozunmay1 igeren ¢ok asamali bir islemdir (Strasser 2020).

ERAD sirasinda, SEL1/HRD3 (zar kapsayan bir protein) ve HRD1 (E3
ligaz) ile konjugasyon halinde ¢alisan bir liimen lektin OS9, katlanmamis/yanlis
katlanmig proteinleri tanir. Bu proteinler, 26S proteazom tarafindan pargalanmak

tizere bu kompleks tarafindan sitozole aktarilir (Su et al., 2011).

Yanlis katlanmig proteinler ERAD sistemi tarafindan ortamdan
uzaklagtirilirken diger taraftan ER yiikiinii azaltmak ic¢in protein translasyonu
durdurulur ve katlanmamis protein yamiti (UPR) olarak adlandirilan bir
mekanizma devreye girer. UPR mekanizmasi birgok islevinin yani sira protein
katlanmasina yardime1 olmak ve katlanmamis proteinlerin bozulmasini uyarmak
icin ER saperonlarmin ve ERAD bilesenlerinin ifadelerini artirmak igin de
etkinlesebilir (Liu et al., 2011).

1.1.3. Katlanmams protein yamit1 (Unfolded protein response = UPR)

ER stresi kapasiteyi asip ERAD yoluyla ortadan kaldirilamayacak diizeye
ulastiginda, dengenin tekrar saglanmasi i¢in bu kez UPR yolu aktiflesir (Ron and
Walter, 2007).

ER’de yerlesik transmembran proteinlerinden olusan UPR stres sensorlerinin
bitkilerde simdiye kadar iki dali tanimlanmigtir. Bunlardan ilki ¢ogu canlida
korunmus bir yol olan inositol gerektiren enzim 1 (IRE1) yolu, digeri ise
hayvanlardakine kismen benzeyen aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6)
tarafindan baslatilan bZIP17/bZIP28 yoludur (Ron and Walter, 2007). Bunlara ek
olarak memeliler, RNA benzeri protein kinaz (PERK) tarafindan aracilik edilen
baska bir UPR sinyal yolagina sahiptirler. Ancak bu yol bitkilerde gézlenmemistir
(Pu ve Bassham 2013). Bu faktorler genel olarak hatali proteinlere baglanip
onlarin otofajik bozunma igin vakuole yonlendirilmesini ve trankripsiyon
faktorlerinin yeniden diizenlenerek hatali protein {iretiminin durdurulmasini

saglamaktadir (Liu 2016). UPR sensorleri ER'deki protein katlama ortamin



algilamak i¢in luminal kisimlarini; transkripsiyon veya translasyon sensorleriyle
etkilesime girmek i¢in sitoplazmik kisimlarini kullanirlar (Ron and Walter, 2007).

Cogu canlida korunmus bir yol olan IRE1 gen ailesinin Arabidopsis
bitkisinde iki tiyesi (IRE1la ve IRE1b) bulunmaktadir (Koizumi et al., 2001, Liu et
al., 2012). IRE1b bir transkripsiyon faktorii olan unsplaysed bZIP60’1 (bZIP60u)
kodlayan mRNA'nin sitoplazmik eklenmesini katalizleyerek (splayslayarak)
bZIP60S seklinde niikleusa hedefler. Bdylelikle otofajiyle iliskili genler
aktiflesebilir (Howell 2013). Ayrica bitkilerde karsiligi tam olarak belirlenemese
de yapilan arastirmalar memelilerde IRE1b’in salgi yolunda hasarli protein
iretmeye devam eden diger mRNA’lar1 ortadan kaldirdigi ve stres durumunda
hatali protein birikiminin engellenmesine katki verdigi tespit edilmistir (Hollien
and Weissman 2006). Bitkilerde IRE1b mutasyonunun hiicre liimiinii arttirdigi
ve salgi yolundaki proteinleri kodlayan mRNA’larin  bozunamadigi tespit
edilmigtir (Mishiba et al., 2013). UPR’nin memelilerdeki ATF6 kolunun bir
benzeri bitkilerde ER membrani ile iliskili transkripsiyon faktorleri bZIP17 ve
bZIP28 araciligiyla gerceklesir. Stressiz kosullar altinda, bu faktorler, BiP ile
birleserek ER'de tutulur. Strese yanit olarak, ER'de yanlis katlanmis proteinlerin
birikmesi ile BiP, bZIP28'den ayrilir (Srivastava et al., 2013). Serbest
birakildiktan sonra, bZIP17 ve bZIP28 ER'den Golgi'ye yer degistirir ve burada
Golgi'de yerlesik iki proteaz olan, Site-1 ve Site-2 proteazlar (S1P ve S2P)
tarafindan pargalanirlar (Liu et al., 2007). Golgi zarinda S2P ile pargalanma,
bZIP17/bZIP28'in sitozole bakan bilesenlerini Golgi'den serbest birakir ve stres
tepki genlerinin ifadesini arttirmak i¢in niikleusa tasinmalarin1 saglarlar (Liu and
Howell, 2010).

UPR baslangigta bir hayatta kalma yolu olarak devreye girsede ER’de
meydana gelen siddetli bir hasar durumunda {retilen hatali proteinlerin miktar
kapasiteyi asarsa UPR, oncelikle ER’nin ortadan kaldirilmasini tesvik edebilir

(Er-faji) veya hiicre 6liim yollarini aktiflestirebilir (Yang et al., 2016)

1.1.4. ER.liskili programlanms hiicre 6liimii
ER stresi aracilt hiicre 6liim yollariyla ilgili bilinenleri 6zetleyecek olursak

ER yerlesik transmembran proteini Bax inhibitorii-1 (Bl-1), bitkilerde
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programlanmis hiicre 6liimi diizenleyicilerindendir (Sanchez et al., 2000). Yakin
zamanda, ER stresi sirasinda bZIP28'in siddetlistres kosullarinda ER stresinin
neden oldugu PCD'yi (programli hiicre 6liimii) diizenledigi gosterilmistir (Ruberti
et al., 2018). BI-1, Arabidopsis'de ER stres aracili PCD'yi diizenlemek i¢in UPR
yoluna paralel olarak hareket eder (Watanabe ve Lam, 2008). BI-1 aracili hiicre
olimii  diizenlemesi, Ca*® sinyalleme ve lipid metabolizmasiun temel
modiilatorleri ile fiziksel etkilesimler tarafindan aktiflestirilir (Ishikawa et al.,
2011 ; Nagano et al., 2019). BI-1'in otofaji ve PCD'yi tesvik etmek i¢cin ATG®6 ile
etkilesime girebilecegini gostermistir. Bitkiye 6zgii transaktivator faktorler olarak,
NAC'lar, genellikle uzun siireli ER stres kosullari ile iliskili olan, ER stresinin
neden oldugu hiicre 6liimii yanitinin altinda yatan bitkiye 6zgii mekanizmalarda
gorev alirlar. Siddetli ER stres kosullar1 altinda, ER membran baglantil
transkripsiyon faktorii NACO089, ER membranindan Golgi'ye yer degistirir ve
burada heniiz tanimlanmamis bir proteaz tarafindan proteolitik par¢alanmaya
ugrar. Buna gore, transmembran alani olmayan NAC089'un asir1 ifadesi PCD'yi
tesvik etmektedir. Ayni zamanda NACO089 RNAI bitkilerinin ER stresine
toleransinin arttigi belirlenmistir (Yang et al., 2014). Bitkilerde UPR ile iliskili
hiicre Oliimiinii tetikleyen Arabidopsis AGBI1'in etkisizlestirilmesinin, ER
stresinin neden oldugu hiicre Sliimiinii bozdugu ve yetistirilen bitkilerde UPR'ye
Ozgii hedef genlerin uyarilmasimi azalttigi gosterilmistir (Wang et al., 2007).
Ayrica agbl-1, aghl-2 ve agbl-3 eksik mutantlarin ¢imlenme sirasinda ER
stresine agir1 duyarlilik gosterdigi belirlenmistir (Chen and Brandizzi, 2012).

1.1.5. Otofaji

“Kendi kendini yeme” anlamina gelen otofaji, hasarli bilesenlerin veya
organellerin bitkilerde litik vakuoller vasitasiyla geri doniistiiriildiigii bir siiregtir.
Otofaji, bitki stres toleransi, patojen savunmasi ve yaslanma sirasinda besinlerin
yeniden mobilizasyonu i¢in 6nemli olan bir yoldur ve hem otofagozom olusumu
icin zarlar1 olusturan hem de ER stresi sirasinda otofaji tarafindan parcalanan ER

ile yakindan iligkilidir (Chen et al., 2019).



Bugiine kadar tim canlilarda makroorofaji, mikrootofaji, saperon aracili
otofaji ve megaotofaji olmak lizere dort tiir otofaji tanimlanmistir (Doorn and
Papini, 2013). Bunlardan saperon aracili otofaji hedef proteinin bir saperon
protein tarafindan dogrudan lizozoma alinip bozuldugu bir yol olup bugiine kadar
sadece maya ve hayvanlarda tanimlanmistir (Orenstein et al., 2010). Megaotofaji
ise sadece bitkilerde tanimlanmis bir otofaji tiirli olup vakuol zarinin yirtilmasi
veya gecirgenliginin artmasiyla icerigindeki hidrolazlarin serbest kalmasi ve
bunun sonucunda da ¢ogunlukla hiicre 6liimiiniin gergeklestigi bir otofaji tiirtidiir

(Doorn and Papini, 2013).

Makrootofaji, otofaji tipleri iginde en iyi ¢alisilmis olanidir ve 40'tan fazla
otofaji ile iligkili proteinin (ATG) dkaryotlarda makrootofajiye katkida bulundugu
tespit edilmistir (Sienko et al., 2020). Bu otofaji tiiriinde 6ncelikle sitoplazmanin
bir boliimiinde doniistiiriilecek hiicresel bilesenler veya organeller gibi kargolari
cevrelemek igin ¢ift zarli bir kesecik (otofagozom) olusturulur. Daha sonra
olusturulan vezikiiliin dig zariyla litik bir vakuoliin dis zar1 birlesir ve vakuoldeki
hidrolitik enzimler zarla ¢evrili yiikiin igindeki bilesenleri sindirir. Son olarak da
faydali igerikler tekrar kullanim igin sitoplazmik limene salinir (Sienko et al.,
2020).

Otofajide oncelikle otofajik vezikiillerin olusumunu diizenleyen bazi kinaz
sensorleri vardir. Bu Kinazlardan 6zellikle TOR’un (Rapamisin hedefi), otofajide
negatif diizenleyici olarak gorev yaptigi bilinmektedir. Yani TOR un aktivasyonu
otofajinin baskilanmasina, inaktivasyonu ise otofajinin baslamasina yol
agmaktadir (Noda and Ohsumi 1998). Yapilan ¢alismalarda TOR’un besin agligi,
tuz ve osmotik stresle tesvik edilen otofajide negatif diizenleyici olarak gérev
yaptig1 bulunmus, fakat oksidatif stres ve ER stresiyle indiiklenen otofajide bir
roliine rastlanmamistir. Bu durum bitkilerde heniiz tam olarak agiklanamasada

TOR’dan bagimsiz yollar olabilecegini gostermektedir (Pu et al., 2017).

Otofaji aktive edildikten sonra otofagozom olusumu ve kargonun vakuole
iletimi i¢in gerekli bir dizi gen ve protein kompleksleri vardir. Bunlar gorev

sirasiyla asagidaki gibidir:



(1) ATG1-ATG13 kompleksi, sinyalleri algilar ve otofagozom olusumunu
baslatir (Suttangkakul et al., 2011).

(if) ATGY ve iliskili proteinler, bir otofagozom olusturmak tizere genisleyen
fincan seklinde bir ¢ift zarli ayirma bolmesi olan fagoforun genislemesi igin
lipidleri alir (Matoba et al., 2020).

(iii) Fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) kompleksi, otofagozom g¢ekirdeklenmesi
i¢in fosfatidilinositol 3-fosfat (PI3P) tiretir (Leprince et al., 2015).

(iv) ATG5-ATG12-ATG16 kompleksi, ATG8 ve fosfatidiletanolamin (PE)
konjugasyonunda bir E3 ligaz olarak gérev yapar (Romanov et al., 2012)

(v) ATGS8-PE, membran genisletme ve kargo secimine katilir (Liu ve
Bassham 2012). ATG8, ATGS etkilesimli motifi (AIM) (Kalvari et al. 2014) veya
yakin zamanda tanimlanmis ikinci bir farkli ubikuitin etkilesimli motif (UIM)
aracilifiyla segici otofaji reseptorlerini veya kargoyu taniyabilen anahtar bir

adaptordiir.

Makrootofajinin bir ¢esidi olan segici mikrootofaji ise igeriklerin otofajik
reseptorler ve proteinler ile belirlenerek otofagozom olusmadan vakuole alindig:
ve spesifik sekilde geri dontstiirildigi bir siirectir. Bitkilerde, klorofaji
(kloroplastlarin bozulmasi), retikiilofaji (ER-faji) (endoplazmik retikulumun
bozulmasi), mitofaji (mitokondrinin bozulmasi), peksofaji (peroksizomlarin
bozulmasi), proteafaji (proteazomlarin bozulmasi), ribofaji (bozunmasi) gibi

cesitli secici otofaji bigimleri bildirilmistir (Chen et al., 2019).

1.1.6. Endoplazmik retikulumun seg¢ici otofajisi (ER-faji)

Siddetli ER stresi ortaya ¢iktiginda, islevsiz ER membranlari, ER-faji olarak
adlandirilan bir tiir segici otofaji tarafindan pargalanir (Bao and Bassham 2020).
ER-faji, UPR ile isbirligi i¢inde g¢alisarak ve ERAD yolunun destegiyle ER
homeostazinin korunmasina katkida bulunur (Bao and Bassham 2020). ER-faji,
memelilerde ve mayalarda agik¢a tanimlanmis ve birgok reseptorle karakterize
edilmistir, ancak bitkiler ER-faji ve reseptorleri hakkinda nispeten daha az sey

bilinmektedir. Simdiye kadar yapilan c¢aligmalarda ER-faji i¢in daha once
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bahsettigimiz UPR reseptorlerinden IRE1’in gerekli oldugu, fakat onun hedefi
olan bZIP60’1n gorev almadigi bilinmektedir (Liu et al., 2012). Arabidopsis
bitkisinde IRE1 gen ailesinin ise iki tiyesi bulunmaktadir. Yapilan arastirmalar, bu
iki reseptorden IRE1b’nin ER-faji i¢in gerekli oldugunu IREla’nin ise bitkilerde
ER-faji’de gorev almadigini ortaya koymustur (Koizumi et al., 2001). IRE1b, hem
RNaz hem de proteinkinaz olarak gorev yapar. Ancak ER stresinin neden oldugu
otofaji i¢in kritik olan IRE1b’nin protein kinaz aktivitesi degil RNaz aktivitesidir
(Bao et al., 2018). Ayrica Arabidopsis IRE1b mutantinin transkriptom analizinde,
birka¢ diizenlenmis IRE1'e bagli bozunma (RIDD) hedef bolgesi tanimlanmustir.
Bunlar normal kosullar sirasinda potansiyel olarak otofajiyi baskilarken, ER stresi

sirasinda baskiy1 serbest birakmak i¢in bozulurlar (Bao et al., 2018).

Maya Atg39 ve Atg40 genleri, bozunma i¢in farkli ER alt etki alanlarini
taniyabilen Atg8 ile etkilesime giren ER-faji reseptorleridir (Mochida et al.,
2015). Memelilerde ER-faji reseptorleri, ER alt alanlarin1 hedeflemedeki rollerine
ve stres tepkilerindeki rollerine gore islevsel olarak birbirlerinden ayrilirlar
(Nthiga et al., 2020). Ornegin canlilardaki FAM134B, RTN3L, ATL3, TEX264
ve CALCOCOL1 reseptorleri temel olarak aclik aracili ER-fajide yer alirken,
CCPG1, Sec62 ve Eprl reseptorleri ER stresinin neden oldugu ER-fajide rol
almaktadir. ER-faji reseptorleri bu nedenle farkli organizmalara 6zgiidiir ve

bitkilerde bu reseptorlerin bazilarinin homologlari bulunmamaktadir (Nthiga et
al., 2020).

Bitkiye 6zgii ATG8-Etkilesimli (ATI) trans-membran proteinleri ATI1 ve
ATI2, klorofaji olarak adlandirilan bir siirecte hasarli kloroplastlarin hiicreden
uzaklastirilmasinda islev goriir (Honig et al., 2012). ATII1 ayrica ER’ye lokalize
olur ve ER-lokalize ARGONAUTE1 (AGO1) ile etkilesime girer. Bu da AGO1’in
se¢ici bir kargo reseptorii rolii olmasi ile agiklanabilir (Michaeli et al., 2019). Son
caligmalarda, ATI proteinlerinin, ER stresinden bagimsiz olarak karanlik kaynakli

ER-faji’de yer aldigim1 gostermistir (Wu et al. 2020).

ER’nin segici bir sekilde otofajik yola girmesinde bircok ATG proteini is

gormektedir. ATG3, otofajide 6nemli bir adim olan ATGS8'in fosfatidiletanolamin



(PE) ile konjugasyonuna aracilik eden ubikuitin benzeri bir proteindir. (Yang and
Klionsky 2010). ATG6 proteinleri, otofajide ve fosfatidilinositol 3-fosfat sinyal
yollarinda iglev goren pleiotropik proteinlerdir. Arabidopsis ATG6, normal bitki
bliylimesini, polen gelisimini ve ¢imlenmesini ve biyotik/abiyotik streslere karsi
bitki tepkilerini diizenler (Slavikova et al., 2005). ATG8a tiim dokularda baskin
ATGS8 izoformu olarak bulunmaktadir. ATG8e, ATGS ailesinin bir liyesidir ve
ATGS8e'nin protein bozulmasini dogrudan etkiledigi daha Once gosterilmistir
(Guan et al., 2022). Arabidopsis’de, ATG18a-h olarak smiflandirilan sekiz
ATG18 homologu vardir. Bazi1 ATG18 varyantlarmin oksidatif stres, kuraklik ve
tuz stresinde rol oynadigi daha 6nce gosterilmistir (Xiong et al., 2005; Bassham et
al., 2005; Xiong et al., 2007; Liu et al., 2009)

1.2. Hiicre Redoksu

Tim aerobik organizmalar gibi bitkilerde, oksitleyici bir atmosferde
fizyolojileri ve gelisimleri i¢in uygun redoks kosullarini siirdiirme zorluguyla
kars1 karsiyadirlar. PSII 151k enerjisini emdiginde olusan yiiksek oranda oksitleyici
trler, bitkilerin bir elektron kaynagi olarak suya erismesine izin verir (Das and
Roychoudhury, 2014). Boylece bitki hiicreleri reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusturulabilecegi bir yan iiriin olarak oksijeni serbest birakir. ROS; tekli oksijen,
siiperoksit, hidrojen peroksit (H2O;) ve hidroksil radikali gibi molekiilleri
kapsayan bir terimdir. Bunlar, metabolik olaylar sirasinda iiretilen ve hiicre
fonksiyonunu ¢esitli sekillerde etkileyebilen bir¢ok basit reaktif tiirden birkagidir
(Das and Roychoudhury, 2014). ROS’lar toksik etkilerinin yanisira bitki
gelisiminde ve g¢evreye verilen tepkileri diizenleyen aglarin isleyisinde calisan
sinyal molekiilleridir. Ancak hiicre i¢inde ve disinda birikimlerinin kontrol altinda

tutulmasi gerekir (Huang et al., 2016).

Son yapilan c¢aligmalar maya ve hayvanlarda oldugu gibi bitkilerde de ER
stresinin redoks metabolizmasi1 ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile yakindan
iligkili oldugunu gostermektedir (Ozgur et al., 2014; 2015; Uzilday et al., 2018).
ROS'larm hiicrede ikili rolii vardir. Bunlardan birincisi, diisiik konsantrasyonlarda

genellikle ikincil haberci seklinde bir sinyal molekiilii olarak hareket etmeleridir
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(Mittler 2017). Ikinci olarak ise, yiiksek miktarlarda ROS birikimi, DNA hasari,
lipid peroksidasyonu, membran kararsizlig1 ve protein oksidasyonu ile sonuclanan
oksidatif strese neden olmaktadir (Mittler et al.,, 2012). Asir1 ROS ayrica
proteinlerdeki diizenleyici tiyollerin asir1 oksidasyonuna neden olarak metabolik
dengeyi bozabilir (Waszczak et al., 2015). Bir hiicrede ROS birikimi, tiretim ve
temizleme hizi ile tanimlanir (Mittler 2017). ROS, enzimatik veya enzimatik
olmayan antioksidanlar araciligiyla temizlenebilir (Uzilday et al., 2015).
Enzimatik antioksidanlar arasinda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
peroksidaz (POX), askorbat peroksidaz (APX) ve glutatyon peroksidaz (GPX)
bulunurken, enzimatik olmayan baslica antioksidanlar arasinda tokoferoller,
karotenoidler, askorbat ve glutatyon (GSH) bulunur (Mittler et al., 2004; Krieger-
Liszkay et al., 2008). Bunlarin arasinda AsA, GSH, APX, MDHAR, DHAR ve
GR; AsA-GSH dongiisiinii (askorbat-glutatyon dongiisii veya Asada Halliwell
dongiisii) olusturur. Askorbat, H,O,'yi siipiirmek igin en giiglii substratlardan
biridir. Arabidopsis genomunda dokuz APX geninin varligi belirlenmistir (Li et
al., 2019). Sitosolik (APX1, APX2 ve APX6), kloroplastik (stromal sAPX ve
thylakoid tAPX), peroksizomal (APX3 ve APX5) APX'ler Arabidopsiste
tanimlanmistir.  Sitosolik APX2'nin Onemi, apx2 ve apxl/apx2 mutantlar
kullanilarak yiiksek 1s1k, sicaklik, tuzluluk ve kuraklik stresleri sirasinda
gosterilmistir (Li et al., 2019). Glutatyon ¢esitli metabolik fonksiyonlari diizenler;
bir antioksidan gorevi goriir. ASA-GSH dongiisii bilesenlerinin olumlu roli,
abiyotik streslerden etkilenen bircok bitkide rapor edilmistir. AsA ve GSH’in
ozmoregiilasyon, bitki su durumu, su kullanom verimliligi, fotosentetik
performansda is gordikleri bilinmektedir. Disaridan AsA ve GSH
uygulamalarmin antioksidan savunmayi ve bitkilerin abiyotik streslere karsi genel
toleransini arttirdigr bildirilmistir (Hasanuzzaman et al., 2017a; Hasanuzzaman et
al., 2017b). Buna gore, AsA-GSH dongiisiiniin enzimatik antioksidanlari, ROS'un
stipiiriilmesine katilmaktadir. Ayn1 zamanda sitozol ve organellerde homeostazi
stirdiirmek ic¢in antioksidan kapasiteyi arttrmak ve farkli abiyotik stresler
tarafindan indiiklenen oksidatif stresi azaltmak icin gorev almaktadirlar. AsA ve
GSH, H,0,'yi detoksifiye etmek igin koordineli olarak ¢alismaktadir
(Hasanuzzaman et al., 2019).
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Bunlar arasinda, tiyol bazli glutatyon/glutatyon disiilfiir (GSH/GSSG)
redoks ¢ifti, ER'de meydana gelen protein katlanmasi ile yakindan iligkilidir.
Ciinkii ER’de oksidatif protein katlanmasi yoluyla disiilfit baglart olusur (Aller
and Meyer, 2013).

Bitki NADPH oksidazlar1 (NOX), ¢ok cesitli islevleri yerine getiren reaktif
oksijen tiirleri (ROS) iiretirler ve RBOHIar tarafindan kodlanirlar. Arabidopsis'te
bulunan 10 RBOH geninden ikisi olan RBOHD ve RBOHF, patojenlere yanit da
dahil olmak {iizere gesitli fizyolojik siireglere katilirlar. Arabidopsiste oksidatif
stres sirasinda sitosolik askorbat peroksidaz-1 ifadesi igin Zatl2 transkripsiyon
faktoriiniin is gérmesinin gerekli oldugu gosterilmistir (Davletova et al., 2005).
Zat12’nin redoks ve abiyotik stres sinyallemesinde ana rol oynayan protein

oldugu bilinmektedir.

1.3. ER'de Oksidatif Protein Katlanmasi

ER protein katlanma olaylariyla birlikte ayn1 zamanda translasyon sonrasi
modifikasyonlarin gergeklestigi organeldir (Urade 2019). ER liimeninde meydana
gelen ana translasyon sonrast modifikasyonlardan biri, tiyol (SH) gruplarinin
oksidasyonunu gerektiren disiilfit baglarinin (RS-SR) olusumudur. Disiilfid
baglarinin polipeptitlere dahil edilmesi, disiilfid iireten enzim olan ER
oksidorediiktaz 1 (ERO1) ve bir disiilfid tasiyici proteinin (protein disiilfid
izomeraz (PDI) isbirligiyle gergeklesir (Urade 2019). Ayni1 zamanda buranin
kalite kontroliinde goérev alan kalneksin (CNX) saperonu, kalretikulin (CRT) ile
ortak c¢alisarak Ozellikle glikoproteinlerin katlanmasinda rol oynar. Bu sistem
(EROL1- PDI) ER liimeninde bir reaktif oksijen tiirii olan H,O; olusumuna neden
olmaktadir. ER herhangi bir sebeple strese girdiginde ve katlanmamis proteinler
ER’ de biriktiginde yanlis disiilfid baglarinin olugsma orani artmaktadir (Tu ve
Weissman 2004). Bu da ERO1 ve PDI’nin yeni disiilfid baglar1 i¢in daha fazla
calismasina ve HyO, olusumunun arttirmasina yol agmaktadir (Tu ve Weissman
2004). ER stresi ve ROS arasindaki etkilesim anlaminda, ER'nin bu islevi

dogrudan mekanik bir baglant: sunar.
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Bu fonksiyona uygun olarak, ER diger hiicresel kompartmanlarla
karsilastirildiginda daha oksitlenmis bir ortama sahiptir. Redoks duyarli yesil
fliiloresan proteini (GFP) ile yapilan analizler, ER redoks potansiyelinin diger

hiicresel bolmelerden daha yiiksek oldugunu gostermistir (Birk et al., 2013).

Glutatyon (GSH), bitki hiicrelerindeki baslica tiyol-disiilfit redoks
tamponudur. GSH/GSSG oranina ek olarak, bu molekiiliin belirli bir bélmedeki
konsantrasyonu, redoks potansiyelini belirler.Hiicrenin sitozol, kloroplastlar veya
mitokondri gibi diger boliimlerinde, indirgeme giicii kaynagi olan NADPH
kullanilarak glutatyon rediiktaz (GR) ile ¢ok yiiksek bir GSH/GSSG oram
korunabilir.Ancak ER, GR aktivitesinden yoksundur ve bu nedenle disiilfit bag1

olusumu i¢in daha uygun oksitlenmis bir ortam yaratir (Shen et al., 2013).

Laboratuvar kosullarinda bitkilerde ER stresini spesifik olarak tesvik etmek
icin tunikamisin (Tm) uygulanmaktadir (Martinez and Chrispeels, 2003; Iwata
and Koizumi, 2005; Kamauchiet al., 2005). Salgi yolagina hedeflenmis
proteinlerin ¢ogu N-bagli oligosakkaritlerin eklenmesiyle degisime ugrayan
glikoproteinlerdir. Glikolizasyon olarak adlandirilan bu olay Onemli bir
translasyon sonrast degisim olup proteinlerin, denatiirasyonunu ve proteolize
ugramalarin1 engellemektedir. Ayrica, bu degisim proteinlerin ¢oziiniirliigiinii de
arttirmaktadir. Bunlara ek olarak glikolizasyon, ER igerisindeki kalite-kontrol
mekanizmasi igin bir “tanima sinyali” olarak is gormektedir (Ceriotti et al., 1998).
Tunikamisin isimli antibiyotik de yukarida so6zii edilen N-glikolizasyonunu
engelleyerek ER stresine neden olmaktadir. Arabidopsis'te, tunikamisin kaynakli
ER stresinin hiicrede glutatyon birikimini indiikledigi ve redoks durumunu da
degistirdigi  bilinmektedir (Ozgur et al., 2014). Tunikamisin uygulamasi
Arabidopsis'te ayrica glutatyon biyosentezini ve katabolizmasini diizenler,

glutatyon ile ilgili baz1 enzimlerin aktivitelerini tesvik eder (Uzilday et al., 2018).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu oksidatif stres sonucu gelisen
olumsuz biiylime kosullar altinda, bitki hiicrelerindeki ¢esitli metabolik stireglerin

uyumsuzlugu, artan hidrojen peroksit (H,O,) ile sonuglanabilir ve boylece bitki
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hiicrelerinde ¢esitli tehditlere ve yaralanmalara neden olabilir. Askorbat

peroksidaz (APX), bitkilerde H,O;’yi uzaklastirmak i¢in 6nemli bir enzimdir.

Yukarida belirtilen bilgiler 1s1g8inda bu tez ¢alismasinda literatiirde ilk defa
ROS siiptirme kapasitesi diisiik apx1-2 genotipinde ER stresi tesvik edilmis ve bu
genotipin 6zellikle katlanmamig protein yanit1 ve ER-faji iliskisi arastirilmistir. Bu
amagcla yaban tip Col.0 ve apx1-2 genotipinde 0.1 pg/ ml Tm uygulamasi ile ER
stresi tesvik edilmis ve kok fenotipi ve lipid peroksidasyon seviyeleri
belirlenmistir. Ayn1 uygulama gruplarinda ER stresinin algilanmasi ile iligkili
genlerin ifadeleri, ER iligkili protein katlanmasinin kalite kontrol yolaklar1 ile
iliskili genlerin ifadeleri, oksidatif protein katlanmasi iliskili genlerin ifadeleri,
ER’de protein parcalanmasi iligkili genlerin ifadeleri, ER-faji iligkili genlerin
ifadeleri, programlanmis hiicre 6limii iliskili genlerin ifadeleri belirlenmistir.
Ayn1 zamanda redoks sinyallemesi ile ilgili iligkinin ortaya koyulmasi icin
antioksdan savunma yanit1 iligkili genlerin ifadeleri, ROS’a yanit veren genlerin
ifadeleri, ROS sinyallemesi ile ilgili genlerin ifadeleri kontrol ve ER stresi altinda

Col.0 ve apx1-2 mutantlarinda belirlenmistir.



14

2. MATERYAL VE METOD

2.1. Deneme Deseni ve Bitkilerin Yetistirilmesi

Denemede Arabidopsis thaliana (Col.0) ve apx1-2 genotiplerinin tohumlari
kullanilmistir. A. thaliana tohumlari, %70 etanolde 1 dakika tutulduktan sonra
distile suda 5 kez yikanmigtir. Ardindan 10 dakika %4 NaCl (sodyum hipoklorit)
cozeltisinde tutulduktan sonra distile suda 7 kez yikanarak sterilize edilmistir.
Tohumlarin yiizey sterilizasyonu steril kabinde gerceklestirilmistir. Tohumlar
4°C’de 72 saat bekletildikten sonra (stratifikasyon), %1 sakkaroz (w/v) ve % 0.7
agar igeren ve pH’1 5.7 olan Murashige ve Skoog (MS) ortamini igeren petrilerde
¢imlendirilmistir. Tohumlar1 i¢eren petriler, 22 OC sicaklik, 150 pmol m2st 151k
siddeti ve %70 bagil nem altinda kontrollii biiylime odasina (16 saat 151k/8 saat
karanlik) almmigtir. Tohumlar fide asamasina geldikten sonra ER’ da N-
glikalizasyonu engelleyerek spesifik olarak ER stresi olusturmak icin 5 giin
boyunca tunikamisin (0.1 pg/ml) uygulamalarina tabi tutulmustur ve hasat

edilmistir. Hasat edilen &rnekler calismalar siiresince -80°C’de saklanmustir.
2.2. Lipid Peroksidasyonu

Rao ve Sresty (2000)'e gore lipid peroksidasyonu, tiyobarbitiirik asit reaktif
madde (TBARS) miktari dlgiilerek belirlenmistir. iki absorbans degerlerinde (532
nm ve 600 nm) Ol¢iilen sonuglara gére TBARS konsantrasyonu belirlenmistir.
TBARS miktarini hesaplamak igin ekstinksiyon katsayis1 155 mM™ cm™ olarak

kullanilmustir.

2.3. Protein Miktarinin Belirlenmesi

Caligmamizda protein miktar1 Ol¢limleri, CBB G-250 boyasinin protein
baglanmas1 sonucu yesil renkten maviye doniismesi esasina dayaarak Bradford
(1976)’ ya gore gergeklestirilmistir. Protein standart1 olarak bovin serum albiimin
kullanilarak gerceklestirilen 6l¢iimler 595nm’ de alinan absorbans degerlerine
gore belirlenmistir. Protein miktarlar1 hazirlanan standart egrilere gore

hesaplanmustir.
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2.4. Askorbat Peroksidaz (APX) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

APX (E.C. 1.11.1.11) enzim aktivitesi Nakano ve Asada (1981)’e gore
olgiilmiistiir. Orneklerin ekstraksiyonu igin 0.1 g bitki siv1 azot kullanilarak toz
haline getirilmistir. Toz halindeli 6rnekler, 0.5 ml 50 mM Tris-HCI pH7.8, 0.1
mM EDTA, %0.2 Triton X100, 1 mM PMSF, 2 mM DTT, 5 mM askorbat igeren
ekstraksiyon tamponu ile homojenize edilmistir. Ornekler 10000g’ de 10 dak.
santrifiij edildikten sonra elde edilen siipernatantlar protein miktar1 ve enzim
aktivitelerinin  Olgiilmesinde kullanilmistir. APX olgiimii i¢in askorbatin
oksitlenmesi 290 nm’de izlenmistir. Reaksiyon karisimi 50 mM K-P pH7
tamponunda, 0.1 mM H,0,, 0.1 mM EDTA ve 0.5 mM askorbat igermektedir.
Ekstinksiyon katsayisi 2.8 mM™ cm™ olarak hesaplanmistir. 1 mg protein bagina

askorbat enzim aktivitesi 1 U (umol mg/protein dk™) olarak hesaplanmustur.

2.5. Gen ifadelerinin Belirlenmesi

2.5.1. Total RNA izolasyonu

Total RNA, iireticinin talimatlarina gére Qiagen RNeasy kiti kullanilarak 0.1
g ornek kullanilarak izole edilmistir ve sonrasinda, M-MuLV ters transkriptaz
(New England Biolabs) kullanilarak revers transkripsiyon gergeklestirilmistir. RT
icin her uygulama grubundan 1 pg RNA kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde
edilen cDNA'lar, gRT-PCR igin kalip olarak kullanilmistir.

2.5.2. Kantitatif real-time polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR)

Her bir reaksiyondaki RNA miktari, A. thaliana ACTINS geni’ne normalize
edilmistir. qRT-PCR'1 gerceklestirmek icin Power SYBR Green Master Mix
(Applied Biosystems) kullanilmigtir. Applied Biosystems StepOne Plus Sistemi
ile gRT-PCR analizleri i¢in {i¢ bagimsiz deney yapilmistir. PCR kosullari: 5 dk
95°C’de, 40 dongii olarak 15 saniye 94°C, 15 saniye 60°C ve 30 saniye 72°C
seklinde uygulanmigtir. qRT-PCR veri analizi, StepOne Plus yazilimi ile
yapilmistir. Uygulama yapilmamis kontrol yaban tip Col.0 A. thaliana bitkileri
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referans noktasi olarak kullanilmis ve incelenen genler igin bu referans degerine

gore (1'e ayarlanmis) nispi ifade seviyeleri hesaplanmistir.

2.6. Istatistiki Analizler

Denemeler iki kez tekrar edilmis ve her veriye 3 teknik tekrar sonucunda
ulagilmistir (n=6). Grafiklerde hata c¢ubuklar1 ortalamanin standart hatasi’ni
(SEM) gostermektedir. Gruplar arasi farkliliklar students-t test ile karsilastirilmis
ve kontrole gore istatistiksel olarak farkli (p < 0.05) olan gruplar “*” ile

isaretlenmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Fizyolojik Parametreler
3.1.1. Kok fenotipi

Tunikamisin uygulamasinin olusturdugu ER stresinin kok fenotipi lizerindeki
etkilerini belirlemek amaciyla bitkiler ¢imlendikten sonra 0,1 pg/ml Tm’li
ortamlara transfer edilmis ve 5 gilin sonraki kok uzunluklari 6l¢lilmiistiir. Buna
gore fenotipe bakildiginda tunikamisin uygulamasi hem Col.0 hem de apx1-2
bitkisinde boyca kiigiilmeye sebep olmustur. Col.0 bitkilerinde ana kok uzunlugu
Tm uygulmasiyla kontrole gore %74 oraninda azalmigken, apx1-2 bitkilerinde ise
kontrole gore %45 azalmistir. Her iki bitki grubunda da diisiik oranli (0,1 0,1
pug/ml) Tm uygulamarimin yanal kék yogunlugunu belli oranlarda arttirdigi

gorlilmiistiir.

Ana Kok Uzunlugu (cm)

Col-C Col-T apx1-2 C apx1-2T
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Yanal Kok Yogunlugu (YKS/AKU)
o = N w E-Y [9,] (o)} ~ (o] (o]

- *-

Col-C Col-T apx1-2C apx1-2T
C

Sekil 3.1. Col ve apx1-2 bitkilerinde kontrol ve 0,1 pg/ml Tunikamisin uygulanan gruplarm kok
fenotpileri. a) Uygulama gruplarinin fotograflari, b) Ana kok uzunlugu, ¢) Yanal kok
yogunlugu. (C: Kontrol, T: Tunikamisin)

3.2. Lipid Peroksidasyonu
Lipid peroksidasyonu (TBARS) igerigi Tm uygulamasiyla Col ve apx1-2
bitkilerinde kontrollere gore %100°liik bir artis gostermistir.

TBARS nmol g/FW
= N w B (O] (o)) ~ [
o o o o o o o o
| | | | | | | J

*
I |

Col C Col T apx1-2C  apx1-2T

o

Sekil 3.2 Bitkilerde lipid peroksidasyonu (TBARS) miktar1 (C: Kontrol, T: Tunikamisin)

3.3. Askorbat Peroksidaz (APX) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

APX enzim aktivitesi apx1-2 genotipinde kontrol kosullarinda daha azdir ve

ER stresi ile APX enzim aktivitesi artis gostermistir.
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Sekil 3.3 Askorbat Peroksidaz (APX) Enzim Aktivitesi (C: Kontrol Tm:Tunikamisin)

3.4. Gen ifadesinin Analizleri

Col ve apx1-2 eksik mutant genotipte 0.1 pg/ml Tm uygulamasi sonrasinda
ER stresinin algilanmasi, protein katlanmasinin kalite control yolaklari, oksidatif
protein katlanmasi, protein parcalanmasi, ER-faji, programlanmis hiicre 6liimii ile
iliskili genlerin ifadeleri belirlenmistir. Ayrica aymi deneme gruplarinda
antioksidan savunma yaniti, ROS’a yanit yolaklar1 ve ROS sinyallemesi ile 1lgili

genlerin ifadeleri belirlenmistir.

3.4.1. ER stresinin algilanmasi ile iliskili genlerin ifadeleri

Tm uygulamast hem yaban tip hemde apx1-2 bitkilerinde bZIP60S
ifadelerinde artisa neden olmustur. Bu artis Col’da 35 kat, apx1-2‘de 62 kat olarak
belirlenmistir. bZIP60U ifadesi ise yaban tip bitkilerinde Tm uygulamasi ile %70
azalmistir. apx1-2 kontrol bitkilerinde Col kontrole gore azalirken Tm uygulamast
ile Col kontrole gore degismemis, apx1-2 Kontrole gore artis gostermistir. ER
stresinin algilanmasi ile ilgili genlerden IRE1A, IRE1B ve bZIP28 ifadelerinde
uygulama gruplarinda Col kontrole gore istatistiki olarak anlamli bir degisiklik

kaydedilmemistir.



20

Sekil 3.4 ER stresinin algilanamsiyla iligkili bZIP60S, bZIP60U IRE1A, IRE1B ve bZ1P28

bZIP60S bZIP60U
100 25
= T *
B 80 - * g 2
= 60 - * -5 1,5
-§ 40 - s 1 *
= 20 - E 0,5
é 0 T T T 8 0
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& ® _\,},’1« _\,},’\, RS _{_»’r" _\:\;’1/
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genlerinin ifadeleri (C: Kontrol, T: Tunikamisin).

3.4.2. ER iligkili protein katlanmasinin kalite kontrol yolaklari iliskili

genlerin ifadeleri

BIP1 ifadesi Tm uygulamasi ile Col bitkilerinde 2.2 kat, apx1-2 bitkilerinde
2.7 kat artmustir. BIP3 ifadesi ise Col bitkilerinde 6.7 kat artisa neden olurken,

apx1-2 bitkilerinde 7.5 kat artisa neden olmustur.
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BIP1 BIP3

Gen ifadesi (kat)
o B N W N
Gen ifadesi (kat)

o N B OO
1

Sekil 3.5 ER iliskili protein katlanmasinin kalite kontrol yolaklari iligkili BIP1 ve
BIP3 genlerinin ifadeleri (C: Kontrol, T: Tunikamisin).

3.4.3. Oksidatif protein katlanmasx iliskili genlerin ifadeleri

Oksidatif protein katlanmasi iliskili genlerden ERO1 ve CNX ifadeleri Tm
uygulamalari altinda belirlenmistir. ERO1 ifadesi Tm altinda Col bitkilerinde 7.8
kat artmustir. apx1-2 kontrol bitkilerinde ERO1 ifadesi 5.3 kat, Tm uygulamasi ile
ise 12.1 kat yiikselmistir. Tm uygulamasi altinda CNX ifadesi Col bitkilerinde 5.5
kat, apx1-2 bitkilerinde ise 4.4 kat artis gostermistir.

ERO1 CNX
14 - * 7 %
T 12 - =6 %
= 10 - * X5
‘% 8 '54,
s e | * %37
< £
c 4 - c 2
& 2 - &1
0 - 0 -
@} A C A @) A C A
\ X
® ® .\'};\, *L\,,'\/ 8 & *L\,'\/ .\,}’1/
R R R R

Sekil 3.6 Oksidatif protein katlanmasi iligkili ERO1 ve CNX genlerinin ifadeleri (C: Kontrol, T:
Tunikamisin).

3.4.4. ER’de protein parcalanmasiyla iliskili genlerin ifadeleri

ER’de protein parcalanmasi ile iliskili genlerden DER1 ve HRD1 ifadelerini

uygulama gruplarinda istatistiki olarak anlamli bir degisiklige yol agcmamustir.
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UBC32 ve SEL1 genlerinin ifadelerinde sadece apx1-2 genotipinde Tm
uygulamasi ile anlamli bir degisiklik gozlenmigtir. Tm uygulamasi ile apx 1-2° de

UBC32 ifadesi 2.6 kat, SEL1 ifadesi 2.7 kat artmustir.

DER1 HRD1
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Sekil 3.7 ER’de protein par¢alanmasiyla iliskili DER1, HRD1, UBC32, SEL1, genlerinin ifadeleri
(C: Kontrol, T: Tunikamisin).

3.4.5. ER-faji iliskili genlerin ifadeleri

ER-faji iliskili genlerden ATG3, ATG6, ATG7, ATG8A, ATG8E, ATG18A,
ATG18F ve NAC103 ifadeleri Col ve apx1-2 genotiplerinde Tm uygulamasi
altinda belirlenmistir. Tm uygulamasi apx1-2 genotipinde ATG3, ATG6, ATG7 ve
ATGB8A ifadelerini Col kontrole gore istatistiki olarak anlamli bir sekilde sirasiyla
1.8, 1.6, 1.7 ve 2.4 kat arttirmistir. ATGS8E ifadesi ise TM uygulamasi ile Col’ de
%40 azalmaya neden olurken, apx1-2 kontrol grubunda da %40 azalma
gozlenmistir. ATG18F ifadesi apx1-2 bitkilerinde Tm uygulamas: ile 2 kat
artarken, NAC103 ifadesi ise 2.2 kat artmustir.
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Sekil 3.8 ER-faji iligkili ATG3, ATG6, ATG7, ATG8A, ATG8E, ATG18A, ATG18F ve NAC103
genlerinin ifadeleri (C: Kontrol, T: Tunikamisin).

3.4.6. Programlanmuis hiicre oliimii iliskili genlerin ifadeleri

Tm uygulamasiyla apx1-2 mutantinin AGB1 geninin ifadesinde 2,7 katlik
bir artig goriinmiistiir. NACO089 geninin ifadesi apx1-2 kontrolde Col kontrole
gore %87’lik bir artis gostermisken yine apx1l-2’de Tm uygulamasi NACO089
ifadesini apx1-2 kontrole gore azalmistir. BI gen ifadesi Col bitkilerinde Tm

uygulamasi ile 1.8 kat, apx1-2 bitkilerinde ise Tm uygulamasi ile 3 kat artmstr.
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Sekil 3.9 Programlanmis hiicre 6limii iligkili AGB1, NACO089, BI genlerinin ifadeleri
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(C: Kontrol, T: Tunikamisin).

3.4.7. Antioksidan savunma yanit1 iliskili genlerin ifadeleri

MDS1 ve CSD1 ifadesi Tm altinda apx1-2’ de sirasiyla 2.6 kat ve 5.5 kat
artig gostermistir. FSD1 ifadesi ise apx1-2 kontrol bitkilerinde Col kontrole gore
%87, Tm uygulamasi ile ise %80 azalmistir. APX1 ifadesi apx1-2 bitkilerinde
anlamli olarak azdir. Tm uygulamasi apx1-2 bitkilerinde CAT1 ifadesinde 2.3 kat,

GR1 ifadesinde ise ise 2.6 kat artisa neden olmustur.
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Sekil 3.10 Antioksidan savunma yanuti iligkili FSD1, MSD1, CSD1, CAT1, GR1 ve APX1
genlerinin ifadeleri (C: Kontrol, T: Tunikamisin).

3.4.8. ROS’a yanit veren genlerin ifadeleri

H,O,R1 ve H,O,R2 genlerinin ifadeleri apx1-2 genotipinde Tm uygulamasi
ile istatistiki oalrak anlaml sekilde artmistir. Bu artiglar H,O,R1 geni igin 1.9 Kat,
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H,O,R2 geni igin ise 4.4 kat olarak belirlenmistir. Tm uygulamasi ile apx1-2
genotipinde 'O,R1 gen ifadesi 2.6 kat, *O,R2 gen ifadesi ise 2.3 kat artmustur.
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Sekil 3.11 ROS’a yamit veren H,O,R1, H,0,R2, 'O,R1 ve *O,R2 genlerinin ifadeleri (C: Kontrol,
T: Tunikamisin).

3.4.9. ROS sinyallemesi ile ilgili genlerin ifadeleri

RBOHD ve ZAT12 genlerinin ifadeleri apx1-2 genotipinde Tm uygulamasi
ile sirasiyla 2.2 ve 4.6 kat artig gostermistir. RBOHF gen ifadesi ise Col bitkilerin
Tm uygulamasi ile 2 kat artarken, apx1-2 bitkilerinde Tm uygulamasi ile %50

azalmistir.
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Sekil 3.12 ROS Sinyallemesi ile lgili RBOHD, RBOHF ve ZAT12 genlerinin ifadeleri
(C: Kontrol, T: Tunikamisin).
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3. TARTISMA

Cevresel stres kosullar1 ER liimeninde proteinlerin yanlis katlanmasina veya
katlanmadan birikmesine yol acar ve istenmeyen polipeptidlerin asirt birikimi ER
stresi olarak adlandirilir (Howell 2013). ER stresi hiicre igerisinde 6zellesmis bir
yanit olan katlanmamis protein yanitinm1 (UPR) tetikler. UPR, ER stresinin
algilanmasi, katlanmamig proteinlerin tanimlanmasi, yanlis katlanmis proteinlerin
yikimint igermektedir (Ruberti et al. 2018). Katlanmamis proteinlerin
parcalanmasi ile ER stresinin hafifletilemedigi durumlarda ise ER iliskili se¢ici

otofaji yani ER-faji tetiklenmektedir.

Bitkilerde ER stresi disaridan uygulanan kimyasallar ile de yapay olarak
olusturulabilmektedir. Tunikamisin, DTT ve azetidin literatirde ER stresi
olusturmak i¢in en c¢ok kullanilan maddelerdir (Howell 2013). Ozellikle
tunikamisin  N-glikalizasyonu engelleyerek spesifik olarak ER  stresi
olusturdugundan bu calismada da tercih ettigimiz uygulama olmustur. ER aym
zamanda oksidatif protein katlanmasinin gergeklestirildigi organeldir. Disiilfit
baglarin olugmasi ve oksidatif katlanma sirasinda ¢alisan ERO1- PDI sistemi ER
limeninde bir reaktif oksijen tiiri olan H,O, olusumuna neden olmaktadir (Ozgur

et al. 2018).

Katlanmamis proteinlerin ER’ de birikmesi ile yanlis distiilfid baglarinin
olusma oran1 da artmaktadir (Tu ve Weissman 2004). ERO1 ve PDI’nin daha
fazla ¢aligmasi ile ER liimeninde protein katlanma kapasitesi artmakta ve distilfit
bag olusumunda da artis goriilmektedir. ERO1-PDI sisteminin aktivitesindeki
artis HoO, olusumunu da arttirmaktadir (Onda et al. 2009). Oksidatif protein
katlanmasi sirasinda indirgenis glutatyon (GSH) tarafindan yanlhs disiilfid
baglarinin yikimi gerceklestirilir. GSH’1n fazla kullanimi ile ER igerisinde GSH
havuzunu azaltmakta ve bu durum ER’nin redoks durumunu degistirmektedir
(Uzilday et al. 2018). Bu durum GSH’ in ER igerisinde dogru protein katlanmasi
icin Onemini ortaya koymaktadir. Yani GSH metabolizmas1 ER stresi altnda
diizgiin protein katlanmasinin diizenlenmesi icin gereklidir. Glutatyon havuzu

aynt zamanda askorbatin rejenerasyonu iginde kulanilmaktadir. APX1, H,0,
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seviyesinin diizenlenmesinde ve H,0; sinyallemesinde anahtar rol oynamaktadir.
Arabidopsis’de APX1 ve APX2 sitoplazmada bulunmaktadir. APX1 mRNA’s1
bir¢ok bitki dokusunda herhangi bir stres olmayan kosullarda bile gosterilmistir.
APX2 mRNA’s1 ise oOzellikle yiiksek 1sik, sicaklik ve yaralanma gibi stres
kosullar altinda gozlenmistir. APX1 ve APX2’ nin ifadeleri kloroplastlarda yer
alan fotosentetik elektron tasima zincirinin redoks durumu tarafindan diizenlenen
sinyallere baghidir. Sitoplazmik lokalizasyonuna ragmen APX1 kloroplastlarin
ROS’lara karst korunmasinda gerekli bir proteindir. APX1’1 asir1 ifade eden
mutantlarin parakuat tesvikli fotooksidatif stres ve nitrik oksit tesvikli hiicre

oliimiine kars1 daha direngli oldugu rapor edilmistir (Murgia et al. 2002).

Askorbat peroksidazlar, askorbati indirgeyici ajan olarak kullanan ve
H,0,’nin suya doniisiimiinii katalizleyen enzimlerdir ve bu reaksiyon sonucunda
askorbat monodehidroaskorbata yiikseltgenir (Foyer ve Noctor 2011).
Monodehidroaskorbat rediiktaz ise NADPH’1 NADP"’ya déniistiirerek tekrar
askorbat olusumunun indirgenmesini saglar. Farkli stres kosullarinin total APX
aktivitesinde artisa neden oldugu bilinmektedir (Koussevitzky et al. 2008). Daha
once yapilan caligmalarda ER stresi iligkili ROS olusumunun sinyal gorevleri
oldugu ve antioksidan sistemi diizenledigi gosterilmistir (Ozgur et al. 2014,
Angelos ve Brandizzi 2018). ER stresinin ve katlanmamis protein yolaginin
tunikamisin tegvikli ER stresinin APX enzim aktivitesini arttirdig1 rapor edilmistir
(Ozgur et al. 2014).

Asir1 miktarda tiretilen ROS 6zellikle stres kosullar1 altinda hiicre zarinda
lipid peroksidasyonuna neden olur (Mittler 2017). Tm tesvikli ER stresinin lipid
peroksidasyonunu arttirdigit daha Once gosterilmistir (Ozgur et al. 2014).
Caligmamizda da Tm uygulamalari ile hem Col.0 hemde apx1-2 bitkilerinde lipid

peroksidasyonu artis géstermistir.

Literatiirde apx mutantlarinin ER stresine kars1 verdigi yanitlar ile ilgili
herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Ayrica bu mutantlarin ER-faji ile iligkisi de
ilk kez bu calismada rapor edilmistir. apx1-2 mutantina Tm uygulanmasi ile ER

stresini algilama ve protein katlanmasi ile iliskili genlerden bZIP60S, BIP1 ve
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BIP3 ifadeleri artmustir. Literatirde ozellikle BIP3 ifadesinin ER stresi
kosullarinda en fazla artig gosteren gen oldugu gosterilmistir (Ozgur et al. 2015).
Elde edilen sonuglar apx1-2’in ER stresinin algilanmasi ve katlanmamig protein

yanitinin diizenlenmesinde énemli role sahip oldugunu gostermektedir.

Oksidatif protein katlanmasi hiicre i¢i redoks degisikliklerinden en ¢ok
etkilenen metabolik olaylardan birtanesidir. Tuz stresi gibi ¢evresel streslerin ER
stresini  tegsvik ederek protein katlanmasi ile ilgili genlerin ifadelerinin
diizenledikleri bilinmektedir (Ozgur et al. 2014, Ozgur et al. 2015)..
Calismamizda da protein katlanmas iliskili genlerden ERO1 ve CNX ifadelerinde

Tm uygulamasi ile artis gdzlenmistir.

ER stresi iligkili pargalanma yolag: yiiksek sicaklik, tuzluluk ve biyotik stres
kosullarinda aktiflesmektedir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda tuz stresinin ERAD
ile iligkili genlerin ifadelerini diizenledigi gosterilmistir (Ozgur et al. 2014)
Calismamizda apx1-2 mutantinda Tm uygulamas ile SEL1, UBC32 ifadelerinde
gozlenen artislar APX yoksunlugunda ER stresine maruz kalan bitkilerde

par¢alanma yolaklarinin aktiflestigini litaretiirde ilk kez rapor etmektedir.

ATG proteinleri ER’nin segici otofajisinde gérev almaktadir. Ornegin,
ATG3, ATGS'in fosfatidiletanolamin (PE) ile konjugasyonuna aracilik eder
(Yang and Klionsky 2010). Arabidopsis ATG6’sinin, normal bitki biiyimesini,
polen gelisimini ve c¢imlenmesini ve biyotik/abiyotik streslere karsit bitki
tepkilerini diizenledigi rapor edilmistir (Slavikova et al., 2005). ATG8a tiim
dokularda baskin ATG8 izoformu olarak bulunmaktadir. ATG8e'nin protein
bozulmasin1 dogrudan etkiledigi daha once gosterilmistir (Guan et al., 2022).
Bazi ATG18 varyantlarinin oksidatif stres, kuraklik ve tuz stresinde rol oynadigi
daha once gosterilmistir (Xiong et al., 2005; Bassham et al., 2005; Xiong et al.,
2007; Liu et al., 2009). Elde edilen verilerden goriildiigii iizere ER stresi altinda
ER-faji ile iligkili genlerin ¢cogu sadece apx1-2 genotipinde aktiflesmistir. Bu
durum, APX yoksunlugunun getirdigi hiicre i¢i H,O, yiikiiniin artmasinin ER-

faji iligkili genlerin ifadelerini diizenledigini gostermektedir.
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ER membraninda yer alan GB-Gy heterodimer proteininin UPR iligkili hiicre
oliimiinii tetikleyen sinyalleme yolaginda yer aldigi bilinmektedir (Wang, et al.,
2007). Heterotrimerik G proteininin Gf altbirimi olan AGB1’in inaktiflesmesinin
tunikamisin tesvikli hiicre 6liimiine kars1 bitki hiicrelerini korudugu bildirilmistir.
AGBJTI’in islevinin ortadan kaldirildigr mutant bitkilerin ise ER stresine karsi asir1
hassas olduklar1 rapor edilmistir (Chen ve Brandizzi. 2012). Calismamizda ER
stresi tesvik edilen apx1-2 mutantlarinda AGB1, NAC089 ve Bl gen ifadelerinde
artislar belirlenmistir ve apx1-2’nin ER iligkili hiicre 6liimiinii diizenledigi ortaya

konmustur.

Stres kosullar1 altinda redoks ve antisoksidan savunma yaniti ile iligli
genlerin ifadelerinde artislar hem Arabidopsis’de hemde bugday, geltik gibi tahil
bitkilerinde gosterilmistir (Cuypers et al. 2011, Ranjeet et al. 2012, Paul ve
Roychoudhury, 2018). ER stresi tesvik edilen apx1-2 mutant bitkilerinde 6zellikle
MSD1,CSD1, CAT1, GR1 ifadelerinde gozlenen artislar litaretiir ile uyumlu olarak
bitki antioksidan savunma sisteminin ER stresi ile dogrudan iliskisini gostermesi
acisindan 6nem tagimaktadir. Ayrica bu artiglarin apx1-2 genotipinde daha siddetli
olmasi antioksidan savunmanin APX1 eksikligini giderebilmek amaciyla daha

siddetli uyarilabilecegini gostermektedir.

H,0, sinyal molekiilii olarak gen ifadesi diizenlemesine katilmaktadir
(Mittler et al., 2011). Arabidopsis’in mikroarray verileri gozoniine alindiginda
transkriptomun %1-2’sinin ve transkripsiyon faktorlerinin 1/3’tiniin H,0,
uygulamasi ile diizenlendigi goriilmektedir (Desikan et al. 2001, Gadjev et al.
2006). Calismamizda elde edilen veriler ER stresinin apx1-2 mutantlarinda
H,0;’ye yanit veren genlerden H,O,R1 ve H,O,R2’ nin ifadelerini biiylik oranda
arttirdigin1 gdstermektedir. Ayni1 zamanda apx1-2 mutantinda Tm tesvikli ER
stresisnin 'O,R2 ifadesinde de artisa neden oldugu gosterilmistir. Bu gen
ifadelerindeki artiglar hiicrede ROS aracili sinyal yolaklarinin apx1-2 genotipinde

yabani tipe gore daha aktif oldugunu ortaya koymaktadir.
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Bitkilerin c¢evresel streslere karsi verdikleri yanitlar diizenleyici gen
kompleksleri tarafindan kontrol edilir. Cogu sinyalleme ve diizenleyici gen strese
Ozeldir fakat ZAT12 (Zinc finger protein) bircok abiyotik ve biyotik stres
kosuluna yanit vermektedir. ZAT12’ nin Arabidopsis’de soguk stresi ve oksidatif
stres sinyallemesinde is gordiigii de bilinmektedir. Ayn1 zamanda ZATI12’nin
transkripsiyonel seviyesinin yiiksek 1s1k ve oksidatif stres altinda artig gosterdigi
de bilinmektedir. ZAT12’nin bu ozellikleri nedeniyle Arabidopsis’de reaktif
oksijen tiirlerinin diizenlenmesi i¢in ana diizenleyici transkripsyon faktorii oldugu
distiniilmektedir. Caligmamizda apx1-2 mutantinda ER stresinin ZATI12
ifadesinde artisa neden oldugu yani hiicrenin oksidatif stresle miicadele etmek i¢in

savunma sistemlerini aktiflestirdigi bulunmustur.
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4. SONUC

ER hiicrede proteinlerin islenmesi ve katlanmasinin gerceklestigi ana
bolmedir. Ayrica birgok sinyal iletim yolu ve metabolik yolakta gérev almaktadir.
ROS’lar redoks durumu ve stres yanitinda yer alan ¢ok dnemli sinyal gorevleri
olan molekiillerdir. Abiyotik ve biyotik stres faktdrleri ER’de katlanmamis ve
yanlis katlanmis proteinlerin birikimine yol agmakta ve bu durum ER stresi olarak
adlandirilmaktadir. Son yillarda ROS ve redoks metabolizmasinin ER stresi ile
iligkisini ortaya koyan c¢alismalar yapilmig, ER stresinin ROS iiretimine ve
oksidatif strese neden oldugu ortaya konmustur. ER stresi ayn1 zamanda NADPH
oksidaz iliskili ROS sinyallemesinde ve GSH redoks havuzunun homeostazisi
sirasinda da artis gostermektedir. Calismamizda litaretiirde ilk kez apx1-2
mutantinda ER stresi tunikamisin uygulamasi ile tesvik edilmis, ER stresi ile
iligkili katlanma ve algilama proteinlerini kodlayan genlerin ifadelerinde artiglar
belirlenmistir. apx1-2’nin ER stresi altinda ER iligkili par¢alanma yolaklari ile
iliskisi ilk kez ortaya konmustur. ER iliskili hiicre 6liimii ve ER-faji elemanlarinin
ifadelerinin apx1-2 yoklugunda kontrol gruplarina gére ¢ok yiiksek miktarda artis
gostermesi ise apx1-2’in ozellikle otofaji iligkili hiicre Oliimiinde ER stresi

altindaki diizenleyici roliinli gdstermesi agisindan 6nem tagimaktadir.
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TESEKKUR

Lisansiistii 6grenimim boyunca bilgi ve birikimleriyle bizleri aydinlatan ve
yardimci olan bolimiimiiziin kiymetli hocalarina, motivasyonlarint benden hig
esirgemeyen arkadaslarima ve her daim yanimda olan aileme tesekkiirlerimi

sunarim.






55

OZGECMIS

Ferit ALTUNDAL ortagretimi Buca Sirinyer Lisesi’nde tamamladiktan
sonra lisans dgrenimini Mustafa Kemal Universitesi Biyoloji béliimiinde, Tezsiz
yiikksek lisansmi da Ege Universitesi Fen ve Matematik Alanlar1 Ogretim
Programinda tamamlamistir. 2017 yilindan beri MEB’de biyoloji 6gretmenligi
yapmaktadir. 2020 yili Eyliil aymnda Ege Universitesi Genel Biyoloji biriminde
Dr. Ogretim Uyesi Rengin Ozgiir Uzilday danismanliginda basladig tezli yiiksek
lisansin1 “Arabidopsis thaliana’da Endoplazmik Retikulum (ER)-faji’nin Hiicre

Redoksu ile liskisinin Arastirilmas1” konusunda tamamlamustir.



	
	Page 1


