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OZET

FARKLI EVRIMSEL BASAMAKLARDA YER ALAN BIiTKi
SINIFLARINDA GAMMA AMINOBUTIRIK ASIDIN (GABA)
CESITLI OZELLIKLERININ INCELENMESI

YOLCU, Seher

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Bolimii

Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Filiz OZDEMIR
Agustos 2010, 55 sayfa

GABA (gamma aminobiitirik asit) proteinlerin yapisina katilmayan bir
amino asit olup tiim prokaryotik ve Okaryotik organizmalarda bulunmaktadir
(Shelp et al., 1999; Kinnersley and Turano, 2000). GABA, fizyolojisi ¢ok iyi
belirlenmis Arabidopsis, tiitiin ve domates gibi bitkilerde arastirilmis olmasina

ragmen bitki siniflarinda evrimsel bir karsilastirmasi yapilmamaistir.

Calismamizda dogadan toplanan farkli bitki cinslerinde, bir alg ve liken
cinsinde  GABA (gamma aminobiitirik asit) yolunda yer alan iki enzimin
aktiviteleri ve GABA miktar1 belirlenmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda
farkli bitki tiirleri, bir alg ve liken cinsi GABA 0zelliklerine gore

karsilastirilmistir.

Anahtar sozciikler: Gamma aminobiitirik asit, GABA



Vii

ABSTRACT

INVESTIGATION OF VARIOUS CHARACTERISTICS OF
GAMMA AMINOBUTYRIC ACID (GABA) IN DIFFERENT PLANT
SPECIES

YOLCU, Seher

Master in Biology Department
Supervisor: Filiz OZDEMIR
August 2010, 55 pages

GABA (Gamma aminobutyric acid) is a non-protein amino acid found all
prokaryotic and eukaryotic organisms (Shelp et al., 1999; Kinnersley and Turano,
2000). Although characteristics of GABA in physiologically well known plants
such as Arabidopsis, tobacco and tomato were investigated, evolutionary

comparison of GABA among different plant classes has not performed.

In our study, we analyzed the activities of two enzymes involved in the
GABA shunt and GABA concentrations in different plants species, one algae and
lichen. According to the data, we compared the GABA characteristics of different

plant species, one algae and lichen.

Keywords: Gamma aminobutyric acid, GABA
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1. GIRIS
1.1. GABA'min Genel Ozellikleri

Gamma aminobiitirik asit (GABA) son yillarda iizerinde yogun aragtirmalar
yapilan bir molekiildiir. GABA 4- karbonlu, proteinlerin yapisinda yer almayan
bir amino asittir. y-karbonunun tizerinde amino grubu tagimaktadir (Allan et al.,
2009). GABA'nin kimyasal yapist Sekil 1.1.'de gosterilmistir (Kim'den 2009).
Bitkiler, mantarlar, bakteriler ve memeliler gibi ¢ok cesitli canli gruplarinda
sentezlenir (Bown and Shelp, 1989, 1997; Satyanarayan and Nair, 1990).
Literatiirdeki ¢alismalarda daha ¢ok GABA’nin biyokimyasal ve fizyolojik
Ozellikleri iyi taninan bitkilerde (Arabidopsis, tiitiin, domates vb.) incelenmesine
agirlik verilmistir. Proteinlerin yapisinda bulunmayan bir amino asit olan ve bilim
diinyasinda ilgi ¢ekici bir arastirma alani olusturan GABA bitkilerde soguk,
sicaklik, yiiksek tuz konsantrasyonu, oksijen eksikligi (hipoksiya), patojenler gibi
biyotik ve abiyotik stres faktorlerine yanitta rol almasinin yani sira sinyal
molekiilii olarak da gorev alir. GABA hemen hemen tiim bitki dokularinda
bulunur ve serbest amino asit havuzunun temel bilesenidir (Crawford et al., 1994).
GABA'nin farkli bitki dokularindaki miktar1 0.03-32.5 pmol/g yas agirlik
araligindadir (Kathiresan et al., 1997). GABA, floem ve ksilem 6zsuyunda ve kok
nodiillerinde bulunur (Bown and Shelp, 1989; Satya Narayan and Nair, 1990).
Insanlardaki ve hayvanlardaki rolleri ve cesitli &zellikleri bilinmesine ragmen,
bitkilerdeki rolleri ve 6zellikleri henliz bilinmemektedir. Bu amino asidin
bitkilerdeki temel gorevleri pH’ nin diizenlenmesi, biiylime ve gelisme, ¢evresel
stres faktorlerine yanit, boceklere ve hastaliklara karsi direng, polen tiibiiniin
gelisimi, azot kaynagi olarak kullanilmasi ve sinyal molekiilii olarak gorev

almasidir.

GABA, hayvanlarda iyon kanallarinin iletkenliginde degisimler yaratan
inhibisyon etkili bir norotransmitterdir (Zhang and Jackson, 1993). Hayvanlarda
GABA, embriyonik ve yetigkin nérogenezisinde hiicreler arast sinyal molekiilii
olarak gorev alir ve olgun sinirler igin gerekli bir nérotransmitterdir (Chevrot et

al.,, 2006). GABA, merkezi sinir sistemindeki anksiyeteyi ve beynin motor



merkezlerinden gelen stresle iliskili mesajlar1 6nleyen inhibe edici temel bir
norotransmitterdir  (Schousboe and Waagepetersen, 2007). Ayrica kolon
karsinoma hiicrelerinin gogiinii Onlemesinin yani sira c¢esitli kanser tiplerinin
yayilmasini engelleyen veya geciktiren ajanlarin olusumuna da katki saglar (Enna,
2001; Kowalski et al., 2007; Sarto-Jackson and Sieghart, 2008). GABA merkezi
sinir sistemi diginda yumurtaliklarda, testiste ve pankreasin insiilin iireten -
hiicrelerinde de bulunur (Erd6é and Wolff 1990; Tillakaratne et al., 1995; Chessler
and Lernmark 2000).

H,N

Sekil 1.1. Gamma aminobiitirik asidin (GABA) kimyasal yapis1 (Kim'den

2009)
1.2. GABA Metabolizmasinda Gorev Alan Enzimler

GABA metabolizmasinda sitosolik glutamat dekarboksilaz (GAD),
mitokondriyal siiksinik semialdehit dehidrogenaz (SSADH), mitokondriyal
GABA-transaminaz (GABA-T) enzimleri gorev yapar. GABA yolundaki enzimler
farkli organizmalarda farkli hiicresel bolgelerde yer alir (Bouche et al., 2003).
Ornegin mayada SSADH (siiksinik semialdehit dehidrogenaz) sitosolde bulunur
(Coleman et al., 2001). GABA metabolizmasini olusturan bu enzimler
prokaryotlarda (Metzer and Halpern, 1990), memelilerde (Tillakaratne et al.,
1995) ve bitkilerde (Bown and Shelp, 1997) bulunur. GABA yolu Sekil 1.2.'de
gosterilmistir (Bown and Shelp'den). Glutamat dekarboksilaz enzimi (GAD)
glutamatin GABA'ya doniismesini saglarken GABA transaminaz enzimi

GABA'nmn siiksinik semialdehite transaminasyonu reaksiyonunu gergeklestirir.



Stiksinik  semialdehit dehidrogenaz ise siiksinik semialdehidin geri
dontigsiimsiiz NADP-bagimli oksidasyonunu katalizleyerek siiksinata doniismesini
saglar (Sekil 2). Omurgalilarda oldugu gibi bitkilerde de GABA, 2-
okzoglutarattan sentezlenir. 2-okzoglutarat glutamat dehidrogenaz enzimi (GDH)
vasitastyla glutamata doniistiiriiliir. Daha sonra glutamat, glutamat dekarboksilaz
(GAD) enzimi yoluyla GABA'ya dekarboksillenir (Kathiresan et al., 1997).
GABA, glutamatin dekarboksillenmesi ile olusturulur ve mitokondride siiksinik
semialdehit yoluyla siiksinata metabolize olur (Bidwell, 1963; Cleddenning et al.,
1952; Dixon et al., 1961; Naylor et al., 1956). Kofaktor NAD(P)H varliginda a-
ketoglutaratin indirgeyici aminasyonunu gerceklestirerek glutamat olusumunu
saglayan (Turano et al., 1996) glutamat dehidrogenaz (GDH) enzimi kofaktor
tercihine ve hiicre i¢gi lokalizasyonuna gore ¢esitli izoformlara sahiptir. NADH'a
ozgii GDH enziminin aktivitesi mitokondride saptanmisken NAD(P)H'a 6zgii
enzim kloroplastlarda saptanmistir. GDH izoformlar1 gelisimsel ve cevresel
kosullara bagl olarak farkli bitki dokularinda farkli oranlarda bulunabilir (Turano
et al., 1996). Elektroforetik hareketliliklerine gore belirlenen ti¢ GDH izoformu
ciceklenmeden 35 giin sonra elde edilen soya fasulyesi (Glycine max)
tohumlarinda kesfedilmistir (McKenzie et al., 1981; McKenzie and Lees, 1981).

McKenzie and Lees (1981) tohum ve kokten ekstrakte edilen GDH
enziminin mitokondride yer aldigint bulmuslardir. GDH2 izoformu ise
Kloroplastta yer alir. Turano et al. (1996) ¢imlenen soya fasulyesi tohumlarinda
yaptiklar1 ¢alismada ti¢ farkli GDH izoformu (GDH1, GDH2, GDH3) tespit
etmiglerdir. GDH izoformlarinin organlara 6zgii dagiliminin tespit edildigi
calismada GDH1 ve GDH2 kotiledonlardan, GDH3 ise hipokotillerden ve
koklerden elde edilen protein ekstraktlarinda bulunmustur (Turano et al., 1996).
GDH izoformlar1 farkli genler tarafindan kodlanir.  Ornegin Arabidopsis
(Cammaerts and Jacobs, 1983) ve misirda (Pryor, 1979; Goodman et al., 1980;
Sakakibara et al., 1995) yapilan molekiiler ve genetik c¢alismalarda GDH
izoformlarmin iki farkli polipeptitten olustugu ve iki farkli lokus tarafindan
kodlandig1 belirlenmistir.

GABA vyolu (mekigi) olarak adlandirilan reaksiyonlar dizisi asagida
gosterildigi gibidir (Bown and Shelp, 1997):



1. Glutamat dekarboksilaz (GAD) tarafindan gergeklestirilen reaksiyon:
L-Glu + H" —» GABA + CO;,

2. GABA transaminaz (GABA-T) tarafindan katalizlenen transaminasyon
reaksiyonu:

GABA + piruvat (veya o-ketoglutarat) ==> siiksinik semialdehit + Ala

3. Siiksinik semialdehit dehidrogenaz (SSADH) tarafindan gergeklestirilen
reaksiyon:

Stiksinik semialdehit + NAD + H ,O =—> siiksinat + NADH

siiksinat 2-okzoglutarat

NADH —
alanin aspartat
SSADH NH;
NAD

siiksinik semialdehit NA?H
GDH piruvat okzaloasetat
NAD
alanin glutamat
GABA-T Glutamat
GABA YOLU
piruvat 2-okzoglutarat H

N,

GAD

gutamin protein
GABA

Sekil 1.2. GABA yolu (mekigi). SSADH: Siiksinik semialdehit dehidrogenaz;
GABA-T: GABA transaminaz; GDH: L-glutamat dehidrogenaz

(Bown and Shelp'den 1997).

GABA'nin sentezlenmesinde gorev alan glutamat dekarboksilaz enzimi
(GAD), bitkilerde Ca”**/kalmodulin bagimli bir enzim olarak tanimlanir (Baum et
al., 1993; Snedden et al., 1996) ve asidik pH’da aktif hale gelir. GAD enziminin
kalmoduline (kalsiyum diizenleyici protein) baglanmasi dimerizasyonu uyararak
enzimin aktivitesini arttirmaya yoneliktir (Yuan and VVogel, 1998; Snedden et al.,
1996).



Glutamat  dekarboksilaz ~ enzimi  Escherichia  coli  bakterisinden
saflagtirllmistir (Strausbauch and Fisher, 1970). Memelilerde ise insan beyninden
izole edilmistir (Blindermann et al., 1978). Glutamat dekarboksilazin (GAD)
hayvanlardaki fizyolojik rolii insiiline-bagli diyabet ile baglantilidir. GAD, insiilin
iireten pankreaktik B hiicrelerinin otoimmiin yikimi sonucunda agiga c¢ikan
antikorlarla reaksiyona giren bir otoantijendir (Sukhareva and Mamaeva, 2002).
Bitkilerde ise bu enzim ilk defa Lilium auratu'nun poleninde kesfedilmistir
(Okunuki, 1937). Kalmodulinle (CaM) diizenlenen GAD aktivitesinin kaybi1
durumunda bitkilerde gelisim anormallikleri ortaya ¢ikar. Transgenik tiitiin
bitkilerinde gergeklestirilen bir ¢calismada CaM bagli domaini bulunmayan GAD
enziminin etkileri arastirllmig ve govdenin kisalmasi, korteks parankima
hiicrelerinin uzayamamasi, yiiksek GABA seviyesi ve diisiik glutamat seviyesi
gibi anormallikler gozlenmistir (Baum et al., 1996). Glutamat dekarboksilaz
enziminin (GAD) diizenlenmesi bitkilerin bilylimesinde, gelisiminde (Baum et al.,
1996) ve meyvelerin olgunlagsmasinda (Gallego et al., 1995) rol oynar. Hiicre igi
asitliginin artisiyla birlikte glutamat dekarboksilaz enzimi  aktivitesinin
uyarilmasiyla GABA seviyesinin arttigi goriilmustiir (Crawford et al., 1994).
GAD enziminin C-ucunda, kalmodulin-baglayan bolgenin sadece bitkilere 6zgii
oldugu tespit edilmistir (Baum et al., 1993; Arazi et al., 1995; Gallego et al.,
1995).

Akihiro et al. (2008) o-ketoglutarata bagimli GABA transaminaz
aktivitesinin piruvata-bagimli GABA transaminaz aktivitesinden daha yiiksek
oldugunu bulmuslardir. Amino asit alicis1 olarak a-ketoglutarata veya piruvata
bagimli olmak iizere iki tip GABA transaminaz tanimlanmistir (Bouche and
Fromm, 2004). Memelilerde sadece a-ketogluarata bagimli GABA transaminaz
(GABA-TK) bulunurken bitkilerde her iki tip GABA transaminaz aktivitesi de
bulunur (Streeter and Thompson 1972, Reggiani et al., 1988, Wallace et al., 1984,
Shelp et al., 1995, Cauwenberghe et al., 2002). Arabidopsis'de piruvata bagimli
GABA transaminaz enzimini kodlayan genler izole edilmistir (Cauwenberghe et
al., 2002). a-ketoglutarata bagimli GABA transaminaz (GABA-TK) aktivitesi
soya fasulyesi tohumlari, piring kokleri, tiitiin yapraklari, turp yapraklari, domates

yapraklar1 ve patates yumrularinda tespit edilmistir (Streeter and Thompson. 1972,



Reggiani et al., 1988, Wallace et al., 1984, Shelp et al., 1995). Ancak Clark
ve arkadaslarmin (2009) sitosolde ve plastidde GABA transaminaz izoformlari

tespit etmeleri Akihiro'nun sonuglarini olanaksiz hale getirmistir.
1.3. GABA - Stres Iliskisi

GABA'nin varligt ilk olarak 1949 yilinda patates yumrularinda tespit
edilmistir (Steward et al., 1949). Ozmotik strese maruz kalmis bugday fidelerinde
yiikksek oranda GABA bulunmustur (Bartyzel et al., 2003). Susam (Sesame
indicum) bitkisine kuraklik, tuz, agir metal ve yiiksek sicaklik stresleri
uygulandiginda GABA seviyesinin arttig1 tespit edilmistir (Bor et al., 2009). 150
MM tuz uygulanan bitki gruplarinda GABA seviyesinin uygulamanin 7. ve 21.
glinlerinde % 9-18 oraninda arttig1 rapor edilmistir. Tuz uygulamasmin disinda
agir metal uygulamasi1 da GABA seviyesini 7. glinde % 35, 21. giinde ise % 53
oraninda arttirmistir (Bor et al., 2009). Susam bitkilerinde yiiksek sicaklik
uygulamasinin (50 °C 'de 2 saat) ardindan GABA seviyesi % 13-21 oraninda
artmistir. Cevresel uyaranlar vasitasiyla biriken GABA'nin etilen iiretimine neden
olabilecegine iliskin aragtirmalar da yapilmistir. Kathiresan et al.'un (1997)
aycigekleri lizerine yaptig1 calismada disaridan bitki dokusuna verilen GABA'nin
yaklagik 12 saat sonra etilen {iretim hizinda 14-katlik bir artisa neden oldugu tespit
edilmistir. GABA ile etilen tiretimi arasindaki iligkinin arastirildigi bu ¢alismada
dokularin mekanik olarak yaralanmasimin ardindan 30 saniye i¢inde GABA
birikimi gergeklesirken etilen birikiminin 20 dakika iginde gergeklestigi tespit
edilmistir. Bitkilerde etilen tiretimi 1-aminosiklopropan-1-karboksilik asit (ACC)
vasitasiyla gerceklesir (Adams and Yang, 1979). GABA molekiiliiniin ACC'yi
taklit ederek ilgili proteinler iizerindeki baglanma noktalarin1 paylasiyor
olabilecegi diisiiniilmektedir (Kathiresan et al., 1997). GABA ile etilen iretimi
arasindaki iligkinin ¢6ziimlenmesinde GABA'min etilen iiretimini arttirip
arttirmadiglr veya etilen Uretiminde Onciil molekiil olarak gdrev alip almadigi
olasiliklar1 incelenmistir. 100 mM'in iizerindeki GABA miktarlarinda etilen
tiretiminin arttig1 gézlenmistir. Etilen tiretiminin glutamat yoluyla degil de GABA
yoluyla tetiklendigi anlagilmistir. Bu durumda glutamat dekarboksilaz (GAD)

enziminin GABA yolundaki ©Onemi bir kez daha karsimiza ¢ikmaktadir



(Kathiresan et al., 1997). GABA, etilen sentezini ACC sentaz ve oksidaz
transkriptlerinin birikimini tetikleyerek arttirmaktadir (Kathiresan et al., 1997).
Farkli miktarlarda tuz uygulanan soya fasulyesi fidelerinde yapilan bir ¢alismada
ise poliaminlerle GABA arasinda bir iliskinin olup olmadigi arastirilmistir. Tuz
stresi ile muamele edilen bitkilerde GABA igeriginin arttigi, poliaminlerin
azaldig1 ve poliaminleri parcalayan diamin oksidaz aktivitesinin arttig1 tespit
edilmistir (Xing et al., 2007). Bu ¢alismada diamin oksidazi inhibe eden
aminoguanidin (AG) maddesi kullanilmistir. Aminoguanidin ile muamele edilen
soya fasulyesinde diamin oksidazlarin inhibisyonuyla baglantili olarak endojen
poliaminlerin seviyesinde artis, GABA seviyesinde azalis gozlenmistir. Tuz
stresinin 1/2 Hoagland ¢ozeltisi ile iyilestirilmesinin ardindan diamin oksidazlarin
azalmastyla endojen poliamin seviyesinde yiikselme ve GABA seviyesinde diisme
goriilmistir. Bu veriler GABA birikimi ile diamin oksidaz aktivitesindeki
degisimlerin birbiriyle baglantili oldugunu gosterir. GABA ile diamin oksidaz
aktivitesi arasindaki iliskiyi dogrulayan diger bir kanit da 12 giin boyunca tuz
stresi uygulanan bitkilerde diamin oksidaz seviyesinin daha yiiksek bir noktada
seyrederken GABA seviyesinin daha diisiik bir seyir izlemesidir. Tiim bu sonuglar
tuz stresi esnasinda poliaminlerin fonksiyonlarmmi GABA olusumu yolu ile

gerceklestirdiklerini gosterir (Xing et al., 2007).

Glutamatin oksidasyonu teorik olarak piruvata gore daha az enerji iiretir.
Clnkii 2-okzoglutarat dehidrogenaz ve siiksinil-CoA ligaz adimlarinda 1 mol
NADH ve ATP firetilir. Ancak GABA yolundaki SSADH (siiksinik semialdehit
dehidrogenaz) asamasinda sadece 1 mol NADH iiretilir (Allan et al., 2009). Stres
kosullari NADH'nin oksidasyonunu kisitlayarak TCA (trikarboksilik asit)
dongiisiindeki aracilar1 ve enzimleri inhibe eder. Bu durumda TCA dongiisii
GABA vyoluna kayar. Ornegin oksijen eksikligi mitokondriyal elektron tasima
zinciri yoluyla NADH oksidasyonunu inhibe eder ve glutamat seviyesini azaltir,
GABA ve alanin seviyelerini arttirir (Shelp et al., 1995; Myashita and Good,
2008). NAD-bagimli izositrat dehidrogenaz veya akonitaz gibi TCA dongiisii
enzimlerinde yapilan manipiilasyonlar GABA yolu aktivitesini degistirir (Nunes-
Nesi et al., 2007; Studart-Guimaraes, et al., 2007). GABA yolu, aktivitesi azalan
siiksinil CoA ligaz ifadesini tamamlar (Studart-Guimaraes et al., 2007). GABA



yolu, 2-okzoglutarat metabolizmasinin veya glutamat
deaminasyon/transaminasyonu siire¢lerinin yavaslamasit sonucunda devreye
girmez (Shelp et al., 1995; Tuin and Shelp, 1996). Ciinkii 2-okzoglutarat
metabolizmast NAD gerektirir ve ADP tarafindan diizenlenir (Wiskich, 1980).
Oksijen eksikligi gibi solunumu ve NAD/NADH oranmi diisiiren stres
kosullarinda siiksinat tiretimi sinirlandirilabilir. Bu tiir bir stres siiksinik
semialdehitin siiksinata oksidasyonunun indirgenmesiyle GABA birikimini
destekleyebilir. Stresli kosulun ortadan kalkmasinin hemen ardindan GABA
Krebs dongiisiine substrat saglar (Wallace et al., 1984). Bouche ve arkadaglari
2003 yilinda Arabidopsis'de siiksinik semialdehit dehidrogenazin T-DNA
knockout mutantini analiz etmisler ve GABA yolunun reaktif oksijen aracilarini
ve hiicre oliimiinii engelledigini ortaya ¢ikarmiglardir. SSADH-null mutantlar
(ssadh) 6zel bir GABA-T inhibitérii ile muamele edildiginde reaktif oksijen
tirevlerinin ve GHB'nin (gamma hidroksibiitirik asit) birikimi engellenmistir (Fait
et al., 2005). Anlasilacagi tizere, GABA yolu bitkinin normal gelisiminin
gerceklesmesi  agisindan  O6nemlidir. GABA-piruvat transaminaz enziminin
piringteki yaprak dokiilmesi silirecinde amino asit ve azot geri ¢evriminde rol
oynadigi tespit edilmistir (Ansari and Chen, 2009). GABA-piruvat transaminaz
enzimini ifade eden Osl2 geni piringte yaprak dokiilmesi esnasinda sentezlenir. E.
coli'de ifade edilen rekombinant Osl2 proteini ile yapilan bir aragtirmada GABA-
piruvat transaminaz enziminin pirincin yaprak dokiilmesi (senesens) siirecinde
azot metabolizmasinda kilit role sahip oldugu anlasilmistir (Ansari and Chen,
2009). Yaprak dokiilmesi (senesens) sirasinda pek ¢ok amino asitte yer alan amid
gruplar a-ketoglutarata transfer edilebilir. o-ketoglutarata amid gruplarinin
transfer edilmesinin ardindan o-ketoglutarat transaminaz ile glutamata
doniigtiiriliir. Glutamatin bir kismi glutamin sentetaz enzimi ile glutamine
dontstiiriilirken kalan kismi GABA yoluna katilir. GABA-piruvat transaminaz,
GABA'nin geri doniisiimlii bir sekilde siiksinik semialdehite doniismesini saglar

(Ansari and Chen, 2009).

Hiicre zarlarimi tahrip eden yaralanma, donma veya 1s1 stresleri vakuol
iceriginin sitosole akmasina neden olur veya protonlari sitosolden vakuole veya

apoplasta pompalayan ATPaz enzimlerini inhibe eder. Bu durumda sitosolik pH



diiser ve GAD aktivitesi tetiklenir (Allan et al., 2009). Tiitiin, Arabidopsis
ve soya fasulyesinde oksijen eksikliginin sitosolik pH'y1 0.3-0.6 pH birimi
azalttigi ve GABA birikimine neden oldugu anlagilmistir (Shelp et al., 1995;
Allan et al., 2003; Miyashita and Good, 2008; Roberts et al., 1992). Sitosolik H
veya Ca seviyelerinin artmasiyla GABA sentezinin tetiklenmesi Sekil 1.3.'de
gosterilmistir (Bown and Shelp'den, 1997). Crawford et al. (1994), butirat veya
diger zayif asitlerin eklenmesiyle hiicresel asitligi saglamis ve pH'yr 0.6 birim
azaltmislardir. Butirat ilavesiyle gerceklestirilen asit yiikii [**C]butirat alinimi
tespit edilerek dl¢iilmiistiir. Butirat GABA seviyesini 15 saniye i¢inde % 200-300
oraninda arttirmigtir. Ancak 45 saniye sonra GABA birikiminin daha diisiik bir
hizda gerceklestigi gdzlenmistir. Petunya bitkisindeki GAD enziminin CaM bagl
bolgesi E. coli'de tiretilmis ve rekombinant GAD enzimi elde edilmistir. Hiicrede
pHnin 7.0-7.5 oldugu ve kalsiyumun ve kalmodulinin olmadigi kosullarda
rekombinant GAD enziminin inaktif oldugu tespit edilmistir. Ne kalsiyum ne de
kalmodulin tek basina GAD enziminin aktivitesi tizerinde etkili degildir (Snedden
et al., 1996). GAD'm Ca®*/CaM aktivasyonu ile ilgili in vivo kanitlar Ca engelleri
ve CaM antagonistleri ile yapilan denemeler sonucunda elde edilmistir (Bown and
Shelp, 1997). Bu ajanlarla 1 saat muamele edilen piring (Oryza sativa) koklerinde
3 saatlik anoksiyada birakilan bitkilerde oldugu gibi GABA birikimi
engellenmistir (Aurisano et al., 1995b). Diisiik pH degerlerinin GABA seviyesini
arttirmast GAD enziminin aktivitesinin tetiklenmesi ile iliskilidir. Diisiik pH
degerleri malat ve glutamat gibi metabolitlerin H*-tiiketen dekarboksilasyonunu
tetikler (Guern et al., 1986; Mathieu et al., 1986; Reggiani et al., 1988; Menegus
et al., 1989; Snedden et al., 1992). Asparagus sprengeri mezofil hiicrelerinde H
*/L-Glu simportu iizerine yapilan ¢alismalarda L- [U- **C]Glu metabolizmasinin

temel driiniiniin GABA oldugu anlasilmistir (Crawford et al., 1994).
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Sekil 1.3. Sitosolik H veya Ca seviyelerinin artmasiyla GABA sentezinin tetiklenmesi. Sitosole
kalsiyumun girisi kalsiyum kanallar1 vasitasiyla gergeklesir (Bown and Shelp'den

1997).

Elsholtzia splendens bitkisinde yapilan bir ¢alismada bakir ile muamele
edilen bitkide glutamat seviyesinin hizla azaldigr ve bu azalmanin glutamatin
GABA'ya doniistimiinden kaynaklandigi tespit edilmistir (Satyanarayan and Nair,
1990; Scott-Taggart et al.,1999). Fasulye koklerinden saflastirilan GAD enziminin
aktivitesi 100 uM Ca®* ve 100 nM CaM ilave edilmesiyle tetiklenmistir (Ling et
al., 1994). Glutamat dekarboksilazin (GAD) yapraklarda, ¢igeklerde ve ¢imlenen
tohumlardaki ifadesi transkripsiyonel veya transkripsiyon sonrasi siirecler
tarafindan kontrol edilir (Chen et al., 1994). Bir protonun harcanmasi sonucu
glutamatin GABA'ya dekarboksillenmesi stres faktorlerine maruz kalan bitkinin
sitozolik pH'y1 kararli halde tutmasini saglar (Snedden et al., 1992; Crawford et
al.,1994). Bir floresan pH probu ve GABA analizleri ile sitosolik pH degisimleri
ve Asparagus'ta (Asparagus sprengeri) GABA birikimi aragtirilmigtir (Crawford
etal., 1994).

Ramputh and Bown'a (1996) gore soya fasulyesi yapraklarinin mekanik

stresle muamele edilmesinin ardindan 1-4 dakika i¢erisinde GABA miktarinda 10-
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25 kathik bir artis oldugu gozlenmistir. Soya fasulyesi yapraklarinin soguk
ve mekanik stresle muamele edilmesinin ardindan GABA seviyesinin biiyiik bir
hizla arttigi gozlenmistir (Wallace et al., 1984). Aniden diisiik sicakliga transfer
edilen soya fasulyesi yapraklarinda 5 dakika iginde GABA c¢arpic1 bir sekilde
artmis ve glutamat seviyesi de azalmistir. Kabak (Cucurbita maxima) ile yapilan
calismalarda GAD enziminin aktivitesini 70 °C gibi yiiksek sicakliklarda % 85
oraninda kaybettigi tespit edilmistir. Bu enzimin aktivite gosterdigi optimum
sicaklik 60 °C'dir (Matsumoto et al., 1986). Arabidopsis thaliana'da kesfedilen
bes GAD homologu genden GAD1 daha ¢ok koklerde ifade olurken GADZ2 tiim
organlarda ifade olur (Miyashita et al., 2007). Arabidopsis'de bulunan bes GAD
geninden birinin susturulmasi kokiin gelisimini yavaslatir ve GABA seviyesini
diistiriir (Bouche, Fait, Zik and Fromm, yayinlanmamis veri). GABA yolu
enzimlerinin oksijen eksikliginde aldigi rolleri tanimlamak amaciyla GAD1 ve
GABA-T1 genleri kusurlu olan Arabidopsis mutantlari kullanilmistir (Miyashita et
al., 2007). gadl mutantlarinda GAD aktivitesi koklerde 6nemli 6lgiide azalirken
govdede Onemli bir degisiklik gozlenmemistir. gaba-t1 mutantinda ise GAD
aktivitesi hem koklerde hem de gévdede Onemsiz Slgiide diisiis gbstermistir. Bu
mutantlarin  koklerinde oksijen eksikligi ile tetiklenen alanin birikiminin
inhibisyonu GABA yolunun oksijen eksikligi kosullarinda alanin birikiminden
sorumlu oldugunu gosterir (Miyashita et al., 2007). Oksijen eksikliginde GABA
ve alanin amino asitlerinin gorevi karbon ve azot depolamaktir (Sato et al., 2002;
Ricoult et al., 2005). Stresli dokularda ozmotik potansiyeli koruyan bu amino
asitlerin bir diger islevi de hiicresel karbohidrat seviyelerinin distisiini
engellemek olabilir (Reggiani et al., 1988, 2000; Aurisano et al., 1995a). Diisiik
oksijen seviyelerinde GABA-T1 ve GAD genlerinin tetiklenmesi % 5 O ile
muamele edilen 17 giinliik bitki koklerinden ekstrakte edilen total RNA ile
gozlenmistir (Miyashita et al., 2007). Stres uygulamasindan 8 ve 24 saat sonra bes
GAD homologunun iginde en fazla ifade olan gen GAD4 genidir. Koklerde
oksijen eksikligi ile uyarilan alanin birikimi iki asamada gerceklesir. ilk asamada
oksijen eksikligi uygulamasindan 4 saat sonra hizli bir birikim, ikinci agamada ise
yavas bir birikim gergeklesir. gaba-tl ve gadl mutantlarinda alaninin ikinci
asamadaki birikimi inhibe olmustur. Bu sonug, GABA yolunun koklerde alaninin

yavas birikiminden sorumlu olabilecegini gosterir (Miyashita et al., 2007). Piring
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genom projesinde piringte 5 GAD geninin oldugu tespit edilmistir. OSGAD?2
geni bu bes genden biridir ve Ca/CaM baglama 6zelligi yoktur (Akama et al.,
2001). OsGAD2 enziminin ifadesi hiicrelerde yiiksek seviyede GABA birikimine
neden olur (Akama and Takaiwa, 2007). Yiiksek seviyede GABA birikiminin
goriildiigli bu transgenik piring taneleri hipertansiyon hastasi sicanlara verilmis ve
tansiyonlarinin  diistiigii gozlenmistir (Akama et al.,, 2009). Saccharomyces
cerevisiae'da yapilan bir aragtirmada L-glutamat metabolizmasinin oksidatif strese
toleransta gorev aldigi anlasilmistir (Coleman et al., 2001). S. cerevisiae'da yer
alan glutamat dekarboksilaz (GAD1) enziminin hidrojen peroksit ve diamid
oksidantlarina kars1 dayamikliligi arttirdigi ortaya ¢ikmustir. Bitkilerde bulunan
glutamat dekarboksilaz enziminin mayada bulunan GAD enzimine yapisal olarak
benzedigi bilinmektedir (Coleman et al., 2001). S. cerevisiae'da GABA azot
kaynagi olarak kullanilir (Vissers et al., 1990; Talibi et al., 1995). Glutamat
dekarboksilazdan baglayan enzimatik reaksiyonun genetik olarak ortadan
kaldirilmasi hiicreleri oksidatif strese karsi ¢ok daha hassas hale getirir (Coleman
etal., 2001).

Domates meyvesinin gelisiminin son asamasinda (kirmiz1 meyve) CO; ile
muamele edilen ve edilmeyen meyvelerde GABA miktar1 artmistir. Sonraki
siregte CO, ile muamele edilen meyvede GABA miktar1 artarken CO, ile
muamele edilmeyen meyvelerde GABA miktarinin azaldigi tespit edilmistir
(Deewatthanawong et al., 2010). GAD1 geninin ifadesi CO, uygulamasindan
etkilenmezken GAD2 ve GAD3 genlerinin ifadesinin kontrol gruplarina gore daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir (Deewatthanawong et al., 2010). CO, ile muamele
edilen kirmizi olgunluk seviyesindeki domateste GABA-transaminaz aktivitesi
diisik cikmistir. Bu calismada a-ketoglutarata ve piriivata bagimli GABA
transaminaz aktivitelerinde farkliliklar saptanmistir. Olgun yesil domatesin % 20
CO; ile 3 giin muamele edilmesinin ardindan olgunlasmayla-diizenlenen 1s1 soku
proteini ve GAD genlerinin ifadesinde ani bir artis gozlenmistir. Ancak meyvenin
CO; ile muamelesi sona erdirildiginde genlerin ifadesinde azalma goriilmiistiir
(Rothan et al., 1997). Bu veriler domateste GABA ve yiiksek CO; stresi arasinda
bir iliskinin var olduguna isaret etmektedir. Makino et al. (2008) 30 °C'de % 11
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O, ve % 9 CO; ile muamele edilen domateste GABA birikiminin oldugunu
gozlemislerdir (Makino et al., 2008).

Arabidopsis'de SSADH geninin susturulmasi bitki ¢evresel strese maruz
kaldiginda reaktif oksijen tlirevlerinin birikmesiyle nekrotik hiicre 6liimiine neden
olur (Bouche et al., 2003). Arabidopsis-SSADH mutant1 hidrojen peroksidin
uzaklastirllmasinda etkisiz kalmaktadir (Bouche et al., 2003). Ciinkii, GABA
yolunun son basamagi solunum zincirine NADH ve siiksinat saglar. UV ve 1s1
stresleriyle muamele edilen ssadh mutantlarinda hidrojen peroksit seviyesi artmis
ve bu da hiicre 6liimiine neden olmustur. UV ve 1s1 stresine maruz birakilan
mutant bitkilerde yabani tip bitkilere nazaran yaprak nekrozisi oran1 ¢ok daha
fazladir (Bouche et al., 2003). Bu ¢alismada ssadh mutantlarinda trikomlarin da
strese kars1 asir1 duyarli oldugu agiga ¢ikartilmigtir. Trikomlarin detoksifikasyon
siireclerine katildigi ve yiiksek seviyede glutatyon icerdigi bilinmektedir
(Gutierrez-Alcala et al., 2000). Insanlarda yapilan bir ¢alismada SSADH
eksikliginin  norolojik bozukluklara ve beyinde y-hidroksibutirat (GHB)
birikimine neden oldugu tespit edilmistir (Gibson et al., 1997).

GABA ayni zamanda bitki gelisiminde azot kaynag: olarak da gorev alir
(Barnes and Naylor, 1959). Leguminosae familyasi iiyelerinin azot fikse eden
nodiillerinin kuru agirliginin % 6'sindan fazlasint GABA olusturur (Larher et al.,
1983). Amonyum asimilasyonu sitozolik pH'da gegici bir diisiise neden olurken
glutamat dekarboksilaz aktivitesi ve buna bagli olarak da GABA birikimi artar
(Carroll et al., 1994). Ayrica Arabidopsis'in GABA'nin azot kaynagi olarak
kullanildig1 besin ortaminda verimli bir sekilde biiyiliyebildigi kanitlanmigtir
(Breitkreuz et al., 1999).

GABA bakterilerde karbon ve azot metabolizmasinda goérev alir. Azot
eksikliginde veya siiksinat karbon kaynagi olarak glisinin yerini aldiginda GABA -
yolu genlerinin ifadesinde artis gorilmistir (Metzer and Halpern, 1990).
Arabidopsis SSADH (siiksinik semialdehit dehidrogenaz) geni ilk defa 1999
yilinda klonlanmistir (Bush and Fromm, 1999). Bu ¢alismada SSADH enziminin
NADH/NAD" orani degisimlerinden etkilendigi anlagilmistir. Oksijen eksikligi
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gibi stres kosullarinda mitokondriyal metabolizma etkilenir ve NADH ve ADP
oranlart artar. NADH ve ADP oraninin yiikselmesi SSADH enzimini inhibe eder.

1.4. GABA'min Diger Organizmalarla Etkilesimi

Bitkilerde bulunan GABA diger bitkiler, hayvanlar, funguslar ve
bakterilerle etkilesim halindedir (Shelp et al., 2006). Ornegin tiitiin yapraklarinda
yiriiyen Heliothis virescens giivesi ve soya fasulyesi yapraklarini saran
Choristoneura rosaceana 5-10 dakika igerisinde yapraktaki GABA miktarinin 4-
12 kat artmasini saglar (Bown et al., 2002). Bocegin sinir sisteminde ve
hemolimfinde yer alan nérotransmitterler arasinda herhangi bir engel bulunmaz
(Shelp et al., 2006). Bu durumda yiiksek GABA miktar1 néromuskular
baglantilardaki klorlir kanallarimi aktiflestirir ve bdylece omurgasiz canlinin
fizyolojik ve gelisimsel siirecleri zarar goriir (Bown et al., 2006). Bocek
tarafindan sindirilen GABA, bdocegin normal gelisim siirecine zarar verir
(Snedden and Fromm, 1999; Shelp et al., 1999). Yiiksek GABA seviyesine sahip
olan transgenik tiitiin bitkisi kok nematoduna ve tiitiin giivesi larvalarina karsi
dayaniklidir (McLean et al., 2003; MacGregor et al., 2003). GABA, domates ve
Cladosporium fulvum fungusu arasindaki etkilesimde de yer alir (Oliver and
Solomon, 2004). C. fulvum hifleri domates hiicresinin apoplastina giremez. C.
fulvum ile enfekte olan domates bitkisinin apoplastinda sitosoliin asitlesmesiyle
kalsiyumun artig1 sonucunda GAD enzimi tetiklenir ve GABA konsantrasyonu

artar (Solomon and Oliver, 2001).

1.5. GABA ve Polen Tiibii Gelisimi

GABA'nin tozlagmadaki rolii GABA transaminazi kodlayan POP2 geni
tizerine yapilan ¢alismalarla ortaya koyulmustur (Palanivelu et al., 2003). Polen
tiiblinlin gelisimini diizenleyen POP2 geni Arabidopsis thaliana'da kesfedilmistir
(Palanivelu et al., 2003). Transaminaz enzimini kodlayan Arabidopsis POP2 geni
GABA'y1 parcalayarak stigma, stilus, ovaryum duvari, septum ve integliment
hiicrelerinde bir GABA gradiyenti olusumunu saglar. Bdylece polen tiibiiniin
normal bir sekilde gelisimi saglanir. Transaminaz enzimini kodlayan genin

susturuldugu pop2 mutantlariyla yapilan c¢alismalarda polen tiibliniin septuma
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dogru ilerleyebildigi ancak ovule ulasamadigi anlasilmistir (Yang, 2003).
Polen tiibii gelisimi hiicre ici ve hiicre dis1 Ca** gradiyentine ve pH degisimlerine
baghdir (Holdaway-Clarke et al., 2003). GABA'nin bitki hiicrelerindeki sentezinin
Ca %* ve H * seviyelerine bagli olmasi (Bown and Shelp, 1997), polen tiibii
gelisimiyle GABA seviyesinin iliskide oldugu bir mekanizmanin varligina isaret
eder. Polen tiibliniin gelisimi esnasinda enerji tiiketimi olduk¢a yogundur ve polen
tiibliniin biiylidiigii bolgede mitokondri sayisi fazladir (Mascarenhas, 1993). POP2
tarafindan katalizlenen reaksiyonun ardindan GABA'nin sentezi siiksinatin
olusturulmasinda alternatif bir yoldur. pop2 mutasyonu GABA'nin siiksinata
akigint engelleyerek polendeki enerji iiretimini kisitliyor olabilir (Ma, 2003).
Verimlilik ve GABA igerigi arasinda bir iliski mevcuttur. pop2 mutantlarinda
cigeklerde daha fazla GABA birikimi ve daha az sayida tohum tretimi meydana
gelir. Yabani bitkilerde GABA miktar1 polen tiibii boyunca farklilik gésterir.
Omegin stigmada 20 pM, stilusta 60 uM, ovaryum duvarlarinda 110 pM,
septumda 160 uM ve integiiment hiicrelerinde 500 pM oldugu tespit edilmistir
(Shelp et al., 2006). Arabidopsis pistillerindeki GABA gradiyenti Sekil 1.5'de
gosterilmistir. GABA'y1 par¢alayamayan GABA transaminaz mutantlarinda oviil
ve pistildeki GABA miktarlart aynidir ve polen tiibiiniin gelisimi engellenir.
Diisiik GABA konsantrasyonlarinda (1-10 mM) polen tiibii uzayabilirken yiiksek
GABA konsantrasyonlarinda polen tiibli uzamasimin inhibe oldugu tespit
edilmigtir (Shelp et al., 2006). Hiicre disindan saglanan GABA'nin, plazma
zarindan hiicre i¢ine ge¢isini saglayan sistemler veya reseptorlerle polen tiibiiniin
gelisimini etkileyip etkilemedigi bilinmemektedir (Meyer et al., 2006; Bouche et
al., 2003). GABA, mikropile yakin i¢ integiiment hiicrelerinde olusturulur ve
diifiizyonla yayilarak oviil-septum arasinda konsantrasyon farkini yaratir.
Konsantrasyon farki sadece difuzyonla iligkili degildir. Hiicre i¢i POP2
araciligiyla GABA'nin pargalanmasi septum-stigma gradiyentinin devamliligini
saglayan unsurlardan biridir (Yang, 2003). In vivo'da GABA gradiyentinin polen
tiibiinii yonlendirdigi ve yliksek seviyede GABA'nin polen tiibiiniin gelisimini
inhibe ettigi bilinmesine ragmen GABA'nin bu tiir bir rolii nasil gerceklestirdigi

tam olarak bilinmemektedir (Ma, 2003).
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Sekil 1.4. Arabidopsis pistillerindeki GABA gradiyenti polen tiibiiniin gelisimi ve

yonlendirilmesi i¢in gereklidir. (a) Polen tanesinden ¢ikan polen tiibii pistil

icinde geligir. Stigma ve stilus boyunca ilerleyerek oviile ulagir. (b) Polen

tiiblinlin yumurta hiicresine dogru ilerlemesi. Dokulardaki GABA miktar1

beyazdan kirmiziya dogru giden bir renk skalasinda gosterilmistir. Palanivelu

et al.'dan (2003).

1.6. GABA Reseptorleri

GABA'nin en ¢ok merak edilen ve heniiz tam olarak aydinlatilamayan bir
diger gorevi de sinyal yollarini aktiflestiren bir sinyal molekiilii olmasidir. Eger
GABA sinyal yollarin1  aktiflestirebiliyorsa  reseptorlerinin  bulunmasi
muhtemeldir. Hayvanlarin sinir sisteminde GABA'nin baglandig1 iyonotropik ve
metabotropik olmak {izere iki tip reseptér bulunur. GABA, iyon kanallarinin
aktivitesini diizenleyen 'iyonotropik reseptorler' denen ylizey reseptorlerine
(GABAA, GABAC reseptdrleri) baglamir (Watanabe et al., 2002). Iyonotropik
reseptorler ligand-kapili iyon kanallaridir. Metabotropik reseptorler (GABAg) ise
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G-proteinlerine baglidir. Arabidopsis'in genom dizisinde hayvanlardaki
GABA reseptorlerine benzer homolog reseptorler aciga ¢ikartilamamistir.
Hayvanlarda G-protein-bagli 'metabotropik' GABA reseptorleri bulunurken
(Watanabe et al., 2002) etkilesimleri tam olarak anlasilmasa da G-protein-bagh
reseptorlerin ve G-proteinlerinin homologlar bitkilerde de tespit edilmistir (Ma,
1994; Colucci et al., 2002). Yu et al. (2006) tiitiin bitkisinin hiicre zarinda GABAg
reseptorlerini tespit etmislerdir. Tiitlin somatik ve polen hiicrelerinin protoplast
zarlarnda GABA-bagli bolgeler bulunmus ve bu bolgelerin igsel kalsiyum
seviyesinin diizenlenmesinde rol oynadigi tespit edilmistir (Yu et al., 2006).
Beuve” et al. (2004) GABA'nin floemde yer degistirdigini buldular. Azot
eksikliginde floemdeki GABA'da meydana gelen degisimler nitrat alinimiyla
pozitif olarak iligkilidir. Ayrica hiicre digindan verilen GABA plazma zarinda yer
alan nitrat tastyicismi tetikler ve NOg'iin kok sisteminden alimasmi saglar

(Beuve et al., 2004).
1.7. Tarim Uriinlerinde GABA Miktarimin Arttirilmasi

GABA esmer piring, sarap, ¢ikolata (Akihiro et al., 2008) ve laktik asit
bakterileri tarafindan tiretilen peynir (Nomura et al., 1998) ve yogurt (Aoki et al.,
2003) gibi fermente besinlerde bulunur. GABA'nin insan sagligi iizerindeki
olumlu etkilerinden dolay1 piringte GABA seviyesinin arttirilmasina yonelik
caligmalar yapilmistir. Bunun i¢in biyoteknolojik yontemler kullanilarak GAD
enzimi transfer edilmis (Park and Oh 2006), glutamik asidin GABA'ya
doniistiiriilmesi igin fermentasyon yollar1 (Kono and Himeno 2000; Su et al., 2003;
Chen et al., 2006; Huang et al., 2007) ve ¢imlendirme yontemleri (Oh and Choi
2001; Komatsuzaki et al., 2007; Xing et al., 2007) denenmistir. GABA birikimini
saglayan ¢cimlendirme ydnteminde piring taneleri kontrollii sicakliklarda (30 °C)
72 saat suda bekletildikten sonra g¢imlendirilir (Varanyanond et al., 2005;
Komatsuzaki et al., 2007). GABA seviyesinin ekimden sonra 20-30 giin iginde en
yiiksek seviyeye ulastig tespit edilmistir (Jannoey et al., 2010b). Soya fasulyesi
(Oh and Choi, 2001) ve bugdayda (Nagaoka, 2005) yapilan g¢alismalarda da
slatilarak ¢imlendirilen tohumlarda GABA seviyesinin arttigi gosterilmistir.

Cimlenme esnasinda su emilimiyle birlikte piring tanesi i¢indeki amino asitler
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parcalanarak tasiabilir amidlere doniiserek piring fidesinin biiyliyen kisimlarina
taginir. Bu esnada GAD enziminin aktivitesinin artmasiyla glutamat GABA'ya
dondstiiriiliir (Kono and Himeno 2000; Ueno 2000; Su et al., 2003; Komatsuzaki
et al., 2007). Ayrica tohumun ¢imlenmesi esnasinda GABA miktarindaki artis,
GABA'nin bu siiregte azot kaynagi olarak kullanildigin1 ve Krebs dongiisiine
katildigin1 gosterir (Mayer and Poljakoff-Mayber, 1982). Ueno et al. (2010) soya
fasulyesinde yaptiklari calismada suda bekletilmis soya fasulyesi kotiledonlarinin
yiiksek hidrostatik basinca maruz birakildiklarinda hiicre yapisinda kismi bir
parcalanma yasandiktan sonra enzim aktivitesinin arttifini ve GABA seviyesinin
yiikseldigini gozlemislerdir. Fermentasyon yonteminde ise kirmizi piring tiretimi
icin Monascus sp. kullanilir. Fermentasyon uygulamasinda GABA iiretiminin
artmasin1 saglayan etken M. purpureus mayasindan gelen GAD enzimi ile
glutamatin GABA'ya doniismesidir (Jannoey et al., 2010a). Monascus tiirlerinden
M. purpureus, M. ruber ve M. pilosus Dogu Asya'da binlerce yildir kullanilir
(Hawksworth and Pitt 1983). Wang et al. (2003) Monascus purpureus NTU 601'i
karbon, azot kaynaklar1 ve yag asidi iceren ortama ekerek GABA miktarim
artttrmay1 basarmislardir. Beyaz piring esmer pirince nazaran ¢ok daha az
miktarda GABA igerir. Pirincin beyazlatilmasi igslemi esnasinda kepeginden
armdirilmast GABA igerigini diisiiriir (Ohtsubo et al., 2005). GABA seviyesinin
arttirlldigl esmer pirincin l6semi hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigi ve kanser

hiicrelerinin apoptozisini tetikledigi bilinmektedir (Oh, 2004).

Genetik ¢alismalar GABA konsantrasyonundaki modifikasyonlarin insan ve
bitkilerin gelisiminde ¢esitli sonuglara neden oldugunu gdstermistir. Insanlarda
GABA-T ve SSADH genlerinin  susturulmasi  fizyolojik  sivilarda
norotransmitterlerin - birikimine neden olur (Medina-Kauwe et al., 1999;
Chambliss et al., 1998).
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1.8. GABA ve Meyve Gelisimi

GABA, meyve gelisimi sirasinda sitoplazmanin pH dengesini saglar (Rolin
et al., 2000) veya meyve gelisiminin erken asamasinda gegici azot deposu olarak

gorev yapar (Satya Narayan and Nair, 1990).

Inaba et al.'a gore (1980), GABA ve glutamat domates meyvesinde en bol
bulunan amino asitlerdir. Gallego et al. (1995) domates meyvesinin ilk
olgunlagsma asamasinda kalmodulin bagli GAD transkriptlerinde artis oldugunu
tespit etmislerdir. Aminobiitirik asidin a, B, ve y olmak lizere ii¢ izomeri vardir.
Bu izomerlerin patojenle muamele edilmis domates yapraklarina spreylenmesi
sonucunda patojenle-iligkili proteinlerin biriktigi gozlenmistir (Cohen et al.,
1994). a ve y aminobiitirik asitlerin patojenle-iliskili proteinlerin birikimine ¢ok

az katkida bulundugu tespit edilmistir.

Moneymaker, ¢eri ve Kyouryoku-toukou cinsi domateslerde gi¢ceklenmenin
ardindan GABA igerigi artar. GABA seviyesi domatesin yesil oldugu evrede en
yiiksek seviyeye ulasirken domates ylizeyinin % 10'unun pembelestigi asamadan

sonra hizla azalir (Inaba et al., 1980, Rolin et al., 2000, Carrari et al., 2006).
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Cizelge 1.1. GABA birikimini tetikleyen uygulamalar (Bown and Shelp'den,

1997).
Uygulama Doku Kaynak
Mekanik Uyari Soya fasulyesi yapraklari Wallace et al., 1984
Mekanik Hasar Soya fasulyesi yapraklari Ramputh and Bown,
1996

Soguk Soku Soya fasulyesi yapraklari Wallace et al., 1984

Asparagus mezofil hiicreleri | Cholewa et al., 1997
Is1 Soku Boriilce hiicre kiiltiirleri Mayer et al., 1990
Oksijen Eksikligi Cay yapraklari Tsushida and Murai,

Piring kokleri 1987
Reggiani et al., 1988;
Aurisano et al., 1995a

Sitozolik Asitlesme | Asparagus mezofil hiicreleri | Crawford et al., 1994

Havug hiicre stispensiyonlar1 | Carroll et al., 1994

Su Stresi Domates yapraklari ve Bolarin et al., 1995
kokleri
Fitohormonlar Kok kiiltiirleri Ford et al., 1996

Calismamizda GABA yolundaki glutamat dehidrogenaz (GDH) ve glutamat
dekarboksilaz (GAD) enzim aktiviteleri ve GABA miktar1 belirlenerek bitki, alg
ve liken cinsleri arasinda karsilagtirma yapilmistir. Projemiz kapsaminda tiim
canlilarda bulunan GABA’nin farkli evrimsel basamaklarda yer alan bitki
siniflarina ait gruplarda incelenmesinin bitkilerdeki evrim ile ilgili ¢aligsmalara
katki saglayacag: diigiiniilmektedir. Zararli boceklere, hastaliklara ve cevresel
stres faktorlerine yanitta rol oynayan GABA’nin farkl bitki siniflarinda evrimsel
olarak karsilastirilmas: kuraklik, yiiksek sicaklik, diisiik sicaklik gibi 6nemli
cevresel sorunlarda insanligin yararina yonelik uygulamalarin yapilmasina katkida
bulunabilir. Farkli evrimsel basamaklara ait bitki simiflarinin evrimsel siirecte
olumsuz ¢evre kosullarina nasil uyum sagladiginin bilinmesi ¢evre sorunlarinin
coziimiinde c¢ok biiyilk kolayliklar getirmektedir. Projemizin tarimsal

uygulamalara getirmesi diisiiniilen kolayliklardan biri de olumsuz c¢evre
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kosullarina uyum saglayabilen bitkilerin yetistirilebilmesinde onemli bir

bilimsel adim1 olusturmasidir.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Bitki Materyali

Dogadan toplanan alg, egrelti, liken, gimnosperm ve angiosperm gruplarina
ait 6rnekler yikandiktan sonra analizlere kadar -80 °C’de saklandi. Analizlerde
kullanilan bitki, alg ve liken cinsleri sunlardir: Ulva lactuca, Pseudevernia
furfuracea, Polypodium sp., Ginkgo biloba, Pinus pinea, Magnolia sp., Nymphaea
sp., Portulaca sp., Malva sp., Rosa sp., Lavandula sp., Washingtonia filifera,
Avena sp., Iris sp. Bu orneklerle glutamat dehidrogenaz (GDH) ve glutamat
dekarboksilaz (GAD) enzim aktiviteleri ve GABA miktar1 belirlendi.

2.2. Total Protein Tayini

Orneklerdeki total protein miktar1 Bradford'a (1976) gore BSA (bovin
serum albumin) standartlar1 kullanilarak belirlendi. Orneklerdeki total protein
miktar1 1 ml.'lik polistren kiivetlere son hacim 1 ml. olacak sekilde 50 pl 6rnek ve
reaksiyon karisimi (Coomassie Brilliant Blue protein boyasi igeren) eklendi. Oda
sicakliginda 10 dk. bekletilen orneklerden 595 nm.'de absorbans alindi. BSA
standartlar1 ile olusturulan kalibrasyon egrisinden faydalanilarak ¢dziinebilen
total protein miktar1 mg yas agirlik olarak belirlendi. Spektrofotometrik 6lgtim

Shimadzu UV-1600 cihazi ile yapildi (Shimadzu, Japan).
2.3. Glutamat Dehidrogenaz (GDH) Enzim aktivitesi Ol¢iimii

Orneklerdeki glutamat dehidrogenaz (GDH) enzim aktivitesi 6l¢iimii i¢in
once Akihiro et al. (2008)'a gore ekstraksiyon gerceklestirildi. -80 °C'de saklanan
1 g. yaprak ornekleri havanda sivi azot ile masere edildikten sonra % 1 (w/v)
polivinilpolipirrolidon (PVPP) iceren pH=7.5 ekstraksiyon tamponunda (0.1 M
Tris HCI pH=7.5, 10 mM ditiyotreitol (DTT), 5mM EDTA, 1 mM piridoksal-5-
fosfat) ekstrakte edildi. 1 g. yaprak 6rnegi i¢in 3.5 ml ekstraksiyon tamponu
kullanildi. Ekstraktlar +4 °C 'de 10.000 g'de 15 dk. santrifiijlendikten sonra elde
edilen siipernatantlar 1.5 ml' lik ependorf tiiplerine aktarildi. Siipernatantlar

tuzlardan arindirilmak {izere Sephadex G-25 (PD-10 Desalting column)
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kolonlarindan gegirildi. Sephadex G-25 kolonlarindan gecirilen
ekstraktlardan ¢ fraksiyon elde edildi. Elde edilen fraksiyonlar konsantratore
(Amicon ultra-centrigugal filter devices) pipetlendi ve 25 °C'de 4000 g'de 15 dk.
santrifiijjlendi. Konsantratore uygulanan ekstraktlarin hacmi 1/4 oraninda azaldi ve
filtre tizerinde kalan ckstraktlar ependorf tiiplerine aktarildi. GDH aktivitesi
Turano et al. (1996)'a gore spektrofotometrik olarak Ol¢iildi. GDH aktivitesi
6l¢iimiinde aminasyon reaksiyonu kullanildi. Aminasyon reaksiyonu i¢in pH=8.0
olan 100 mM Tris-HCI tamponu i¢inde hazirlanan reaksiyon karigimi (100 mM
(NH 4)2S04, 13 mM a-ketoglutarat, 0.25 mM NADPH, 1 mM CacCl,) kullanildi.
Reaksiyon karigiminda belirtilen tiim kimyasallar ayr1 ayri tiiplerde stoklar
halinde her ol¢iimden Once taze stoklar halinde hazirlandi. 1 ml.'lik kuvars
kiivetlere her bir kimyasaldan ve protein ekstraktindan 200' er pl pipetlendi. GDH
aktivitesi 340 nm.'de spektrofotometrik olarak 1 dk. iginde absorbansta gozlenen
disiis ile belirlendi. Bir birim GDH aktivitesi, 30 °C'de dakikada 1 mmol

koenzimin (NADPH) oksidasyonu olarak tanimlandi.
2.4. Glutamat Dekarboksilaz (GAD) Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

Glutamat dekarboksilaz enzim aktivitesi Ol¢limil i¢in Bartyzel et al. 'un
(2003) yontemi kullanildi. Bu yonteme gore dekarboksilasyon, 0,4 ml. hacimde 3
mM L-glutamat, 20 uM pridoksal fosfat (PLP), 50 mM K-fosfat tamponu (pH:
5,8) ve 100 pl 6rnek iceren reaksiyon karisiminda gergeklestirildi. Ornek, dnce 10
dk. 30 °C'de glutamat igermeyen reaksiyon karisimi ile inkiibe edildi. Reaksiyon,
glutamat eklenmesiyle baslatildi ve 0,5 M HCI'den 0,1 ml. eklenerek 60 dk. sonra
durduruldu. Karigimlar 10 dk. 12.500 g'de santrifiijlendi. Santrifiij sonrasinda
ornekler ninhidrin reaktifi ile tiirevlendirilerek, reaksiyon sonucu olusan GABA
miktarlar1 belirlendi. Ninhidrin ¢6zeltisi 0,35 % (w/v) etanolde ¢oziilerek
hazirland1. Orneklere 1:5 oraninda ninhidrin ¢ozeltisi eklendi ve 10 dk 80 °C'de
inklibasyon yapildi. Oda sicakligina getirilen Orneklerin, 570 nm de
spektrofotometrede absorbans degerleri belirlendi. Ayni1 kosullarda absorbans
degerleri bilinen GABA standartlar1 ile karsilagtirilarak orneklerdeki GABA
miktar1 saptandi. GAD aktivitesi enzim birimi olarak dakikada olusan mmol

GABA seklinde hesaplandi.
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2.5. GABA Miktarinin Belirlenmesi

Omneklerdeki GABA miktar1 HPLC (Shimadzu-VP101, Japan) cihaz1 ile
belirlenmistir. GABA ekstraksiyonu Baum ve ark.'na (1996) gore, HPLC analizi
ise Khuhwar ve Rajper ve ark.'na (2003) gore yapildi. Bitki 6rnekleri (0,5 g) sivi
azotta masere edildi ve iizerine 1 mL su: kloroform: metanol (3:5:12 v/ v/ v)
soliisyonu eklendikten sonra Ornekler 2 dakika siire ile 10000 rpm 4 °C’de
santrifiij edildi. Stipernatant tizerine 100 uL. ddH,0, 150 uL Borax tamponu (pH=
8) ve 250 uL 2-hydroxynaphthaldehyde (HN) (0,3 % wi/v ) eklendi. Karisim 20
dakika siire ile 80 °C’lik su banyosunda bekletildikten sonra hacmi metanol ile
ImL’ye tamamlandi ve Ornek filtresinden gegirildikten sonra HPLC kolonuna
uygulandi. HPLC kosullari; enjeksiyon hacmi 20 pL, Kolon Supelco LC18 (250 X
46 mm, 5 p), akis hizi 1 mL min ™, Mobil faz metanol: su (62:38 v/v) ve
dedeksiyon 330 nm UV seklinde uygulandi. Orneklerdeki GABA miktar1 ayni

kosullarda yiiriitiilen standartlarla karsilastirilarak belirlendi.
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3. SONUCLAR

3.1. Glutamat Dehidrogenaz (GDH) Enzim Aktivitesi

Sonuglari

GDH enzim aktivitesi sonuglar1 Cizelge 3.1 ve Sekil 3.1'de gosterilmistir.
GDH enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak 14 farkli cinste belirlendikten
sonra aralarinda karsilastirma yapildi. Calismamizda kullanilan her bir materyalin
GDH spesifik enzim aktivitesi degerleri mmol.min™®. mg protein? olarak
hesaplandi. Buna gore Ulva lactuca, Rosa sp., ve Polypodium sp.
organizmalarinda GDH enzim aktivitesinin diger cinslere gore belirgin oranda
yiiksek oldugu tespit edilmistir (Cizelge 3.1). GDH enzim aktivitesi grafikte
gosterildigi gibidir. GDH spesifik enzim aktivitesi Ulva lactuca, Polypodium sp.,
Ginkgo biloba, Pinus pinea gibi ilkel gruplarda ¢ok daha yiiksek degerlerde
bulunmustur. Buna goére bu ilkel gruplarda spesifik enzim aktivitesinin 2,2 kat
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Monokotillerden Washingtonia filifera,
Avena sp., Iris sp. diger cinslerle karsilastirildiginda spesifik enzim aktivitesinin

birbirine yakin degerlerde ve diisiik diizeylerde seyrettigi anlasilmaktadir.

,0565 0,054 001512 0,00152 0234

0,0112
2 G0a1agg 0011 0,01065 0,01871

GDH (mmol/min/mg protein)
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Sekil 3.1. 15 farkl cinste belirlenen GDH aktiviteleri (mmol min™

mg protein™).
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Cizelge 3.1. 15 érnekte belirlenen GDH spesifik enzim aktiviteleri (mmol min™ mg

protein™). Siitunlardaki hata gubuklari + standart hata (S.E)’y1

gostermektedir.
Organizma Protein Spesifik
miktar1 (mg) Enzim

Aktivitesi

(mmol

min™“mg

protein™)
Ulva lactuca 0,035 0,566 + 0,00
Pseudevernia 0,55 0,00148 £ 0,34
furfuracea
Polypodium sp. 0,023 0,282+ 0,00
Ginkgo biloba 0,060 0,0565 + 3,72
Pinus pinea 0,097 0,01124 + 5,27
Magnolia sp. 0,13 0,00414 + 3,19
Nymphaea sp. 0,174 0,054 + 3,74
Urtica sp. 0,011 0,011 £ 6,05
Portulaca sp. 0,36 0,01512+ 1,14
Malva sp. 1,57 0,01065 + 13.03
Rosa sp. 0,084 0,45+ 0,00
Lavandula sp. 0,068 0,1918 + 4,82
Washingtonia 0,81 0,00152 + 0,00
filifera
Avena sp. 0,56 0,01871+ 11,10
Iris sp. 0,60 0,0234 + 6,8
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3.2. Glutamat Dekarboksilaz (GAD) Enzim Aktivitesi

Sonuglari

GAD enzim aktivitesi sonuclar1 Cizelge 3.2 ve Sekil 3.2'de gdsterilmistir.
Calismamizda kullanilan her bir materyalin glutamat dekarboksilaz (GAD)
spesifik enzim aktivitesi degerleri mmol.min'l.mg protein'1 olarak hesaplandi.
Glutamat dekarboksilaz (GAD) enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak
belirlendikten sonra 14 farkli cins arasinda karsilastirma yapildi. Buna gore
Polypodium sp. ve Ulva lactuca cinslerinde diger cinslere oranla enzim
aktivitesinin ¢ok daha yiiksek oldugu anlasildi. GAD enzimi spesifik aktivitesi,
organizmalar arasi evrimsel iliski diistiniilerek degerlendirildiginde Ulva lactuca,
Polypodium sp., Ginkgo biloba, Pinus pinea gibi ilkel tiirlerde GAD aktivitesinin
Angiosperm gruplarina oranla 4 kat daha yiikksek oldugu belirlendi.
Monokotillerden Washingtonia filifera, Iris sp. ve Avena sp. cinslerinin spesifik

enzim aktiviteleri 0,05-0,1 mmol/min/mg protein degerleri arasinda birbirine

yakin diizeydedir.
=
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Sekil 3.2. 15 farkli cinste belirlenen GAD aktiviteleri (mmol/min/mg

protein).
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Cizelge 3.2. 15 6rnekte belirlenen GAD spesifik enzim aktiviteleri

(mmol min™ mg protein™).

Organizma GAD

aktivitesi
(mmol min*
mg protein™)

Ulva lactuca 1,125

Pseudevernia furfuracea 0,072

Polypodium sp. 1,659

Ginkgo biloba 0,675

Pinus pinea 0,768

Magnolia sp. 0,285

Nymphaea sp. 0,356

Urtica sp. 0,03

Portulaca sp. 0,132

Malva sp. 0,024

Rosa sp. 0,52

Lavandula sp. 0,585

Washingtonia filifera 0,054

Avena sp. 0,072

Iris sp. 0,143
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3.3. GABA Miktari Sonuclari

GABA miktar1 sonuglar1 Cizelge 3.2'de ve Sekil 3.3'de gosterilmistir. En
yiiksek GABA degerleri Nymphaea sp., Iris sp. ve Polypodium sp. ve Rosa sp.
cinsi bitkilerde tespit edildi. Polypodium sp. cinsinde glutamat dehidrogenaz
(GDH) ve glutamat dekarboksilaz (GAD) enzim aktiviteleri de GABA miktarina
paralel sekilde yiiksektir. Ulva lactuca, Pseudevernia furfuracea, Polypodium sp.,
Ginkgo sp., Pinus pinea gibi ilkel gruplarda Angiosperm gruplarina oranla GABA
miktar1 2.3 kat daha diisiiktiir.

b0 900 787,76
wn 738,14
g 800 649,32
w0 ggg 489,18
= 395,52
= ;
g 500 278,782 44
= 400 314,64
= 300 a3 ¥e3 ——— 213,82
2 200 71;34 Db,bﬁ . — o, B B B B B
2 100 —— 34,66 o = N N B N B B B
E 0
=
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o FFITF IR PR PP Q\\t\‘z‘ FCHIRS
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Sekil 3.3. 15 farkl: cinste belirlenen GABA miktarlar (umol g yas agirlik™).
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Cizelge 3.3. 15 ornekte belirlenen GABA miktarlari. Siitunlardaki hata gubuklar +

standart hata (S.E)’y1 gostermektedir.

Organizma GABA Miktar1 (umol g yas
agirhk™)
Ulva lactuca 71,34 £ 0,08
Pseudevernia furfuracea 34,66+ 0,01
Polypodium sp. 649,32+ 0,32
Ginkgo biloba 66,68+0,06
Pinus pinea 38,74+0,02
Magnolia sp. 142,3£0,05
Nymphaea sp. 787,76+0,75
Urtica sp. 120,3 £ 0,16
Portulaca sp. 395,52+0,1
Malva sp. 274,78+0,09
Rosa sp. 489,18+0,11
Lavandula sp. 339,44+0,18
Washingtonia filifera 314,64+0,12
Avena sp. 213,82+0,38
Iris sp. 738,14+0,5
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4. TARTISMA

Calismamizda farkli bitki cinslerinin yani sira ilkel gruplardan bir alg ve
liken cinsinin GABA miktarlar1 ile glutamat dehidrogenaz (GDH) ve glutamat
dekarboksilaz (GAD) enzim aktiviteleri karsilastirildi.

Ortak bir atadan tlirevlenen (monofiletik) bitkiler aleminin kokeni ¢ok
eskilere dayanir. Bitki evriminde yer alan filogenetik dallarin ortak atasinin yesil
bir alg oldugu diisiiniilmektedir. Bu ylizden ¢alismamizda ilkel bir grup oldugu

diistiniilen Ulva lactuca yesil algi de kullanildi.

Bitkilerde, bakterilerde, funguslarda ve memelilerde sentezlenen GABA ve
GABA yolunu olusturan enzimler evrimsel oneme sahiptir. Yiiksek bitkilerde
GAD enzimi Ca®*/CaM ve asidik pH olmak iizere iki yolla tetiklenir. Her
organizmada GAD enzimi i¢in optimum pH farklilik gosterir. Ornegin E. coli
bakterisinde GAD enzimi i¢in optimum pH'nin 3.8 (Shukuya and Schwert, 1960),
funguslarda 5.0 (Hao and Schmit, 1991), bitkilerde 5.8 (Snedden et al., 1996;
Johnson et al., 1997) ve memelilerde 7.0 (Wu et al., 1973) oldugu rapor edilmistir.
Cesitli canlilarda GAD enziminin uyarildig:1 optimum pH degerlerine bakildiginda
evrimsel stirecte GAD’1n asidik pH ile uyarilmasi 6zelliginin kayboldugu goriiliir
(Kinnersley and Turano, 2000). Bunun nedeni bitkilerde goriilen gii¢lii segilim
baskilar1 olabilir. Bitkilerde bulunan GAD enzimini kodlayan gen dizilerinin
hayvanlarda bulunan gen dizilerinden ¢ok bakterilerde bulunanlara benzemesi,
bitkiler aras1 evrimsel iligkinin arastirilmasini ilging hale getirir (Baum et al.,
1993). Kinnersley and Tuano’ya (2000) gore bitkilerde pH’ya bagli GAD
enziminin aktivasyonu konusunda iki evrimsel goriis mevcuttur. Bunlardan ilkine
gore, GAD enziminin pH’ya bagli olarak aktivasyonu prokaryot atalardan gelen
evrimsel bir kaltidir. Ikinci goriise gore ise bitkilerde bulunan GAD enziminin
aktivasyonu i¢in Ca®*/CaM ve asidik pH olmak iizere iki farkli yol evrimlesmistir.
GAD enziminin alt birimleri omurgalilarda 555-594 amino asit artig1 igerirken
Drosphila'da 510, yiiksek bitkilerde 496-502, mayalarda 585 ve bakterilerde 460-

475 amino asit artigi igerir (Sukhareva and Mamaeva, 2002). Arkealarin
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Crenarchaeota kingdomunda GAD alt birimleri sadece 454 amino asit artigi
ile bitkilerdeki ve bakterilerdeki enzimlerle yakin akrabadir. Arkealarin
Euryarchaeota filumunda ise GAD alt birimleri 355-396 amino asit artigi
bulundurur. Bu durumda evrim siirecinde enzimin amino asit zinciri uzamis
olabilir. GAD enziminin aktif merkezinde yer alan PLP bolgesi de evrim
siirecinde korunmustur. Enzim alt birimlerinin amino asit dizilerinin analizi ile
glutamat dekarboksilazin filogenetik agaci olusturulmustur. Buna gore
bakterilerden, hayvanlardan, bitkilerden ve arkealardan elde edilen veriler
birbirleriyle karsilastirildiginda bitki ve bakteri enzimlerinin yapisal homoloji

gosterdigi anlasilmistir (Sukhareva and Mamaeva, 2002).

Calismamizda GAD enziminin spesifik aktivitesi bitki evrimindeki farkl
gruplar1 temsil eden cinsler kullanilarak belirlendi. Buna gore Ulva lactuca,
Polypodium sp., Ginkgo biloba, Pinus pinea gibi ilkel gruplarda enzim
aktivitesinin Angiosperm gruplardan 4 kat daha yiiksek oldugu belirlendi.
Calismamizda kullanilan tiim gruplar karsilastirildiginda en yiiksek GAD enzim
aktivitesi 1,12 ve 1,65 mmol min™ mg protein® degerlerle Ulva lactuca ve
Polypodium sp. cinslerine aittir. Ayrica GAD enzim aktivitesinin evrimsel olarak
birbirine yakin gruplarda benzer degerlere sahip oldugu goriiliir. Ornegin
Gimnosperm grubuna ait bitkilerden Ginkgo biloba ve Pinus pinea enzim
aktiviteleri sirasiyla 0,67 ve 0,76 mmol min™ mg protein™ olarak belirlendi . Rosa
sp. ve Lavandula sp. cinslerinde ise bu degerler sirasiyla 0,52 ve 0,58 mmol min™
mg protein™ olarak belirlendi. Kabak bitkisinde GAD6 spesifik enzim aktivitesi
0.09 mmol min? mg protein® olarak belirlenmistir (Matsumoto et al., 1986,
1990, 1996). Calismamizdan elde edilen sonuglarla Kkarsilastirildiginda
Cucurbitacea familyasma dahil olan kabak bitkisi GAD enzim aktivitesi ile
Portulaca sp. bitkisinde gdzlenen GAD aktivitesinin (0.13 mmol min® mg

protein™) yakin degerlerde oldugu goriiliir.

2-okzoglutarattan glutamatin sentezlenmesi reaksiyonunu gerceklestiren
glutamat dehidrogenaz enzimi de evrimsel 6neme sahiptir. Glutamat dehidrogenaz
(GDH) enzimini kodlayan GDH geni Kluyveromyces marxianus mayasinin
molekiiler tanimlanmasinda ve filogenetik analizinde kullanilmistir (Pereira da

Silva-Jr et al., 2006). Chlorella yesil alginde yapilan bir ¢aligmada diisiik nitrat ve
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yiiksek amonyumun oldugu kosullarda NADPH-bagimli GDH aktivitesinin
oldukga yiiksek oldugu belirlendi (Kretovich et al.,, 1970). Caulerpa
simpliciuscula yesil alginde yapilan ¢alismada da aynmi sekilde diisik amonyum
konsantrasyonunda GDH enziminin aminasyon aktivitesi gosterdigi anlasilmistir
(Gayler and Morgan, 1976). Bu c¢alismada Diaflo UM20E ile konsantre edilen
ekstraktlarin GDH spesifik enzim aktivitesi 0,056 mmol min™ mg protein™ olarak
hesaplanmustir. Ilgingtir ki amonyum miktarinin istenilen diizeyin iizerinde olmasi
da GDH enzim aktivitesini tetikler. Calismamizda Ulva lactuca yesil alginin GDH
enzim aktivitesi 0,56 mmol min™® mg protein™ olarak belirlendi. Chlorella yesil
alginde GDH enzim aktivitesinin yiiksek olusunun ortam kosullarina (azot
miktarma, kirlilik yiikiine, mevsime) bagli oldugu anlasilmistir. Calismamizda
Ulva lactuca alginin GDH enzim aktivitesinin yiiksek olmasi da toplandig:
bolgenin kirlilik yiikiine, amonyum ve nitrat miktarina bagl olabilir. Ulva lactuca
yesil alginin GDH enzim aktivitesi ¢arpici bir sekilde yiiksek iken GAD enzim
aktivitesi de yiiksektir. Buna ragmen GABA seviyesi 34,66 umol g yas agirlik™
degerle diger gruplara oranla daha disiiktir. GDH ve GAD enzim aktiviteleri
sonucu GABA olusumunun artmasi beklenir. Bu sonu¢, Ulva lactuca alginde
GABA'nin bagka yollarla tiiketildigini gosterir. GABA, siiksinata doniiserek
Krebs dongiisiine karbon ve NADH saglar. Ulva lactucanin GABA'y1 azot
kaynagi olarak kullandigi da soylenebilir. GABA miktar1 organizmanin gelisim
asamasi, cevresel streslerin tipi, siiresi, siddeti gibi faktorlerden etkilenir.
Amonyum belirli bir seviyeye geldiginde GDH enzimi aminasyon reaksiyonunu
gerceklestirir. Bitkinin biiylimesi ve gelisimi siireclerinde 06zellikle NAD(H)
bagimli GDH enzimi kilit role sahiptir.

GDH ve GAD izoenzimlerinin farkli organlarda sentezlenmesi, evrim
stirecinde bu enzimlerin se¢ilim baskilar1 altinda farkli gorevler iistlenmek {izere
evrimlestigini gosterir. Farkli organizmalarda GDH ve GAD izoenzimlerinin
farkli organellerde ve farkli dokularda islev gérmesi enzim aktivitelerindeki

farklilig agiklayabilir.

GABA yolunda yer alan glutamat dehidrogenaz (GDH) ve glutamat
dekarboksilaz (GAD) enzimlerinin spesifik aktivitelerinin ilkel gruplarda (Ulva

lactuca, Polypodium sp., Ginkgo biloba, Pinus pinea) ¢ok daha yiiksek olmasi
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dikkat ¢ekicidir. Angiosperm dikotil bitki gruplarindan Rosa sp. ve
Lavandula sp. cinslerinin GDH, GAD enzim aktiviteleri ve GABA miktarlar
birbirine paralel sekilde yiiksektir. Ayn1 sekilde Polypodium sp. cinsi bitkide
GDH, GAD enzim aktiviteleri ve GABA miktarlar1 ortalamanin ¢ok tizerindedir.

Ozellikle kok farklilasmasina sahip olmayan Ulva lactuca yesil alginde
enzim aktivitelerinin diger gruplara oranla daha yiiksek olmast GABA ile iliskili
mekanizmalarin bitkilerin ve alglerin c¢esitlenmesinden 6nce ortaya ¢ikmis
olabilecegini disiindiiriir. Bu hipotez enzim aktiviteleri ve GABA miktarlar
disinda GABA yolu enzimlerini kodlayan genlerin filogenetik analizi yapildiktan
sonra tekrar yorumlanacaktir. Yiiksek bitkilerde ve ilkel gruplarda GDH, GAD,
SSADH enzimlerini kodlayan genlerin niikleotid dizilerinde goriilebilecek
farkliliklar ayn1 filogenetik agac iizerinde degerlendirilmelerini imkansiz hale
getirir. Bu durumda Angiospermlerden monokotil ve dikotil gruplarin kendi

arasinda degerlendirilmesi daha saglikli bir karsilastirma olanagi saglayacaktir.

Calismamizda ¢esitli canli gruplarinda bulunan ve evrimsel éneme sahip
olan GDH ve GAD enzim aktivitelerinin ve GABA miktarlarinin farkliligi bu
enzimlerin ve GABA'nin farkli canli gruplarinda farkli gorevler iistlenmek tizere
evrilmis olabilecegi diisiincesini destekler niteliktedir. Calismamiz sonucunda
GABA'nin sadece stresle muamele edilen organizmalarda arttigina iliskin
hipotezin gegerli olmadigi kanitlanmistir. GABA miktari, GDH ve GAD enzim
aktiviteleri evrimsel gelismislik diizeyine, ortam kosullarina, bliylime asamasina
bagli olarak degiskenlik gosterebilir. GDH ve GAD izoenzimlerinin farkl
canlilarda farkli organlara dagilmasi enzim aktivitelerinin  farklhiligini

aciklayabilir.
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