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Endoplazmik retikulum (ER) stresi, bitki biyologlari igin olduk¢a 6nemlidir ve ER stresi, yanlis
katlanmis proteinler tarafindan aktive edilir. ER stresi bitkilerde hasari tetikler ve ER ile muamele edilmis
bitkiler farkli savunma mekanizmalarini harekete gecirir. Bitki ikincil metabolizmasi dogrudan bitki
iletisimi ve abiyotik streslere karsi savunma ile iliskilidir. Kurkumin (Cur, ((1E, 6E) -1,7-bis (4-hidroksi3-
metoksifenil)-1,6-heptadien-3,5-dion), siiperoksit anyon ve hidroksil radikali gibi lipid peroksidasyonunu
tetikleyen reaktif oksijen radikalleri (ROS) iizerinde siipiiriicti etkiye sahiptir. Kurkuminin bu antioksidan
kapasitesi nedeniyle dnemi son yillarda artmigtir. Ancak ER stresine maruz kalan bitkilerde disaridan
uygulanan kurkuminin etkileri hakkinda bilgi bulunmamaktadir. Kurkuminin potansiyel olumlu cevaplarmi
gostermek icin, farkli Cur konsantrasyonlari (1 ve 10 pM), tunikamisin ile uyarilmig ER stresine maruz
kalan Arabidopsis thaliana'ya uygulandi. ER stresi, Arabidopsis'te bitki yas agirhigi, biiylime ve su
igeriginde ciddi diizeylerde azalmalara neden olmustur. Diger yandan digaridan uygulanan kurkuminin her
iki konsantrasyonu da bu parametrelerdeki iyilesmeyi saglamistir. Bir ozmotik diizenleyici olarak rol alan
prolin miktar1 hem stres hem de stres ve kurkumin uygulamalarinda artmigtir. ER stresi Arabidopsis
fidelerinde SOD aktivitesini artirmigtir. Artan enzim aktivitesine bagli olarak H>O, miktar1 artmistir.
Arabidopsis 'te stres ile olusturulan H>O» miktari, CAT, POX ve APX ile siipiirilmeye ¢alisilmis, ancak
yeterli diizeyde enzim aktivite olmadigindan H>O, miktar1 azalmamis ve lipid peroksidasyonu (TBARS
miktar1) artmistir. Kurkumin stres ile birlikte uygulandiginda ise SOD ve POX (sadece 10 uM Cur ile)
aktiviteleri artmustir. Yiiksek miktarda uygulanan kurkumin, H.O. miktarin1 POX ile diisiik diizeydeki
kurkumin (1 uM Cur) ise CAT, POX ya da APX disindaki diger antioksidan enzimlerince H2O>'yi elimine
etmis olabilir. Her iki konsanstrasyondaki kurkumin uygulamasi, lipid peroksidasyonu azaltarak ER
stresinin hasarini ortadan kaldirabilmistir.

Anahtar Kelimeler: Arabidopsis thaliana, Antioksidan enzim sistemi, Endoplazmik
retikulum, Kurkumin, Tunikamisin
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Endoplasmic reticulum (ER) stress is of considerable interest to plant biologists and ER stress is
activated by misfolded proteins. ER stress trigger the damages in plants and ER-treated plants activate the
different defense mechanisms. Plant secondary metabolism is directly associated to plant communication
and defenses to abiotic stresses. Curcumin (Cur, ((1E, 6E) -1,7-bis (4-hydroxy-3-methoxyphenyl) -
1,6heptadiene-3,5-dione) has a scavenging effect on reactive oxygen radicals (ROS) such as superoxide
anion, hydroxyl radical that trigger lipid peroxidation. Due to this antioxidant capacity of curcumin, its
importance has increased in recent years. However, there is no information about the impacts of
exogenously applied curcumin in ER-stress-exposed plants. To reveal the potential positive responses of
curcumin, the different Cur concentrations (1 and 10 uM) were applied to Arabidopsis thaliana exposed to
tunicamycin-induced ER stress. ER stress caused severe reductions in plant wet weight, growth and water
content in Arabidopsis. On the other hand, both concentrations of curcumin applied externally provided
improvement in these parameters. The amount of proline acting as an osmotic regulator increased in both
stress and stress plus curcumin applications. ER stress increased SOD activity in Arabidopsis seedlings. The
amount of H2O; increased due to the increased enzyme activity. In Arabidopsis, H,O, content, which
occurred with stress, was tried to be scavenge with CAT, POX and APX, which accumulated with stress,
but the amount of H,O, did not decrease due to insufficient enzyme activity and lipid peroxidation (TBARS
amount) increased. When curcumin was applied with stress, SOD and POX (with only 10 uM Cur) activities
increased. High amount of curcumin (10 uM Cur) was eliminated H,O, content by POX and low-level
curcumin (1 uM Cur) was removed by other antioxidant enzymes other than CAT, POX or APX. Curcumin
applications in both concentrations were able to eliminate the damage of ER stress by reducing lipid
peroxidation.

Keywords: Arabidopsis thaliana, Antioxidant enzyme system, Curcumin, Endoplasmic
reticulum, Tunicamycin
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1. GIRIS

Genel olarak okaryotik hiicrelerde sentezlenen proteinler, goérev yapacagi
organele ya da hiicresel bolmeye gitmeden dnce endoplasmik retikulumda (ER) katlanma
mekanizmasina girer ve sonrasinda ilgili yere taginma gerceklesir. Bu katlanma ve
birlesme islemi ER’de gerceklesir ve bu olayda saperonlar rol oynamaktadir. Katlanma
basamaklarinin yetersiz kaldigi kosullarda, ER’de proteinlerin yanlis katlanmasi,
birikmesi/¢okelmeleri ER stresine neden olur (Iwata ve Koizumi, 2010).

Bagli ya da serbest halde gorev yapacak proteinler, graniilli ER olarak
adlandirilan ER’de bulunan ribozomlarda sentezlenir. Sentezlendikten sonra ER’nin
limeni igerisine taginir ve burada katlanma mekanizmasina katilir. Bu protein katlanma
yolu siiresince, ¢esitli kalite kontrol sistemleri tarafindan islem her basamakta denetlenir
ve yalnizca diizgiin katlanan proteinler golgi organeline gegerek orada salgi yolagina
devam eder (Hurtley ve Helenius, 1989). Hiicre geperinde bulunan protein bilesenleri,
plazma zarin1 olusturan proteinler ve vakuollerde bulunan proteinlerin biiyiik bir boliimii
salg1 yolag1 kaynakli proteinlerdir (Sanderfoot ve Raikhel, 2003).

Salg1 yolagina hedeflenmis proteinlerin cogu glikoproteinlerdir ve N-bagh
oligosakkaritlerin eklenmesiyle degisime ugrarlar. Post-translasyonel olarak tanimlanan
glikolizasyon, translasyon sonrasi degisim olup bu asama proteinlerin denatiirasyonunu
ve parcalanmasini engellemektedir. Ayrica, bu degisim proteinlerin ¢oziniirliigiini de
arttirmaktadir. Katlanma siireci igindeki glikolizasyon, ER igerisindeki kalite kontrol
mekanizmasi i¢in bir tanima sinyali olarak rol oynar (Liu ve Howell, 2007; Ceriotti,
2011). Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda sentetik bazi kimyasallarin kullanimiyla
birlikte bu basamaklarda engelleme yapilabilmektedir. Tunikamisin (Tm) gibi bazi
antibiyotikler, N-glikolizasyonu engeller ve ER stresine neden olur. Dolayisiyla
tunikamisin hiicredeki ER stresine karst verilen katlanmamig protein cevabin
tetikleyicilerinden birisidir.

ER, redoks potansiyeli bakimindan okside bir ortam olusturabildiginden,
proteinlerin oksidatif katlanmasi igin istenen bir ortam olusturur. Sitoplazmaya gore,
ER’de yiiksek ylikseltgenmis glutatyon/indirgenmis glutatyon (GSSG/GSH) orani ve
daha okside olan glutatyon havuzu bulunmaktadir. Bu kosullar, ER’de disiilfit bag
olusumuna bagli olarak protein katlanmasi garanti altina alinamamistir (Hwang ve ark.,
1992). Protein disiilfid izomeraz (PDI)-ER oksidorediiktaz 1 (Erol) sistemi, ER’deki bu

oksidatif ortamin saglanmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Erol, molekiiler oksijenin



oksitleme giicii yardimiyla disiilfit bagi meydana getirir. Erol’den ¢6ziinebilir disiilfit
tastyicist olan PDI’ya bu disiilfit baglar1 aktarilir. PDI dogrudan katlanmakta olan
proteinlere disiilfit bagini aktarabilir. Bu reaksiyonlar sonucunda, Erol aktivitesine bagl
her bir disiilfit bag1 olusumuyla hidrojen peroksit (H202) iiretilir. Bu nedenle, bu yolda
olusan H202’nin sinyal mekanizmalariyla olan iligkisi biiyiik dnem kazanmaktadir.
Calismalarda H202 basta olmak iizere, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) bitki hiicrelerinde
ikincil rollerinin oldugu rapor edilmistir. Bu molekiillerin yiiksek miktarlarinin hiicrede
zararl etkilerinin yani sira diistik diizeylerinde, sinyal molekiilii olarak rol aldiklar1 ortaya
konulmustur. ROS’larin sinyal rolleri aydinlatilmaya baslandiktan sonra hiicre igi
birtakim mekanizmalarda kilit rol aldiklar1 izlenmistir (Jaspers ve Kangasjarvi, 2010).
Kuraklik, agir metal, tuzluluk ve sicaklik gibi bircok abiyotik stres faktorlerinin, ER’de
gerceklesen proteinlerin diizgiin katlanmalarini engelledigi rapor edilse de bu azalmanin
hiicrenin diger organellerinde ve antioksidan savunma sistemi iizerindeki etkisine ait ¢ok
az bilgi bulunmamaktadir (Iwata ve Koizumi, 2005; Liu ve Howell, 2007).

Tekli oksijen (*O2), siiperoksit anyonu (O2"”), hidrojen peroksit (H202) ve
hidroksil radikali (OH") gibi bazi molekiiller reaktif oksijen tiirlerini (ROS)
olusturmaktadir. ROS’lar, proteinler, DNA ve lipitleri oksitleme yetenegine sahip
oldugundan 6nemli organik molekiiller lizerinde hasar olusturabilmektedir (Apel ve Hirt,
2004). Normal biiyiime kosullarinda, ROS’lar kloroplast, mitokondri ve peroksizomlar
gibi organellerde ya da apoplastta diisiik diizeylerde {iiretilmektedir. Ancak, stres
kosullarinda birikimleri 6nemli bir diizeyde artis gdstermektedir. ER stresi sonucu olugan
bu ROS birikiminin hasar sonucu hiicre oliimiine mi neden oldugu yoksa sinyal
mekanizmasint m1 tetikledigi bilinmemektedir.

Bitkiler hiicre igerisinde olusan ROS’larin zararini ortadan kaldirmak i¢in ¢esitli
enzimatik/enzimatik olmayan antioksidanlar iiretmektedir. Askorbik asit (AsA), takoferol
ve glutatyon (GSH) gibi bazi enzimatik olmayan antioksidanlar ve katalaz (CAT),
stiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), peroksiredoksinler (PRX) ve
glutatyon peroksidaz (GPX) gibi ROS siipiiriicii enzimatik antioksidanlar gerek normal
metabolizma gerekse stres sirasinda ROS’larin elimine edilmesinde goérev almaktadir
(Mittler ve ark., 2004; Dietz ve ark., 2006).

Bir antioksidan gibi davranan fenoliklerin molekiiler yapis1 ve hiicre icerisindeki
gorevleri bilimsel ¢alismalarda oldukca fazla rapor edilmistir. Fenoliklerin antioksidan

aktivitesi sahip oldugu hidroksil gruplarinin varligina dayanmaktadir. Fenolikler {izerine



yapilan ¢aligmalar devam ettikge bitkilerde bulunan sekonder metabolit yapisinda oldugu
kanitlanmistir. Fenolikler tasidiklari gruplar geregince lipofilik antioksidan olarak
degerlendirilebilir. Fenolikler bu 6zelligi sayesinde zarin polar yiiziine yakin sekilde
yerlesik durumdadir. Bu yerlesmeyle peroksil radikallerini kolayca yakalamasina neden
olur ve siipiirme aktivitesini daha etkili sekilde kullanmasina yol acar. Diger yandan,
enzimatik olmayan antioksidanlardan biri olan tokoferollerin azalmasini Onleyerek
savunma mekanizmasinda etkili olmaktadir. Literatiirde bu molekiillerin antiviral,
antialerjik, anti-inflamatuar etkileri olduk¢a fazla bahsedilmektedir. Bir fenolik bilesik
olan kurkumin, ilk defa Vogel ve Pelletier (1815) tarafindan elde edilmistir. Kurkuminin
ozellikle anti-kanserojenik etkilerinden bahsedilse de strese karsi savunma yanitlar1 da
onemli rolleri arasindadir. Ancak ER stresine karsi antioksidan savunma cevaplari
hakkinda herhangi bir calisma bulunmaktadir. Bu tez calismasiyla, kurkuminin bu
rollerine iligkin bilgi girdisi saglanacaktir.

Bu tez ¢aligsmasi, iki temel boliimden ana kisimdan olusmaktadir: (i) uygulanacak
tunikamisin miktar1 ile olusturulan ER stresinin Arabidopsis fidelerinde hiicre igi
antioksidan ve ROS birikimi arasindaki iligkinin belirlenmesi (ii) ER stresi altinda
uygulanan kurkuminin stres yolunda rol alip almadigi, antioksidan sistem {izerindeki

etkileri ve bliylime ve su iligkisi yoniinden baglantilarin aciklanmasidir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Endoplazmik retikulum (ER), bazi arastiricilar tarafindan ¢ekirdek etrafinda
bulunan, hiicre hacminin yarisini kaplayabilen, birbirine ag sistemi ile baglantili olan ve
tirtinlerini vezikiillerle sitoplazmaya salan bir organel olarak tanimlanmistir. ER, geng
hiicrelerde sisterna yapisindan gelismektedir. ER, tiim Okaryotik canlilarda niikleer zarf
ile devaml1 olmasina ragmen, memeli hiicrelerinde hiicre boyunca yer alirken, maya ve
bitki hiicrelerinde ise ER plazma zarina dagitilir ve genel olarak kortikal ER olarak
tanimlanir. Okaryotik hiicrelerde bulunan ER bitki ve hayvan hiicrelerinde farkl
baglantilar olusturabilir. Hayvanlardaki ER komsu hiicreler arasindaki plazmodezm
denilen kopriilerin varlig1 nedeniyle hiicrelerin birbirine baglanmasina izin verir. Diger
yandan, bitkilerde bulunan ER ise hiicre i¢i uzantilarla zar sistemini olusturur (Howell,
2013).

ER, bitkilerin bagisiklik sistemini kontrol etmektedir ve stres kosullari altinda
bitkide hizl1 ve etkili cevap olusturulmasi i¢in ¢alismaktadir. ER, bazi sentez ve salinim
olaylarina katilmaktadir. Gorevleri arasinda proteinlerin sentezi, kalsiyum depolanmasi
ve salinimi, proteinlerin translasyon sonrasindaki islenme basamaklari, lipid ya da steroid
ozellikte olan hormonlarin sentezi ve ilaglarin detoksifikasyonu sayilmaktadir. Bu rolleri
arasinda belki de 6nemli bir yere sahip olan ¢esitli hiicresel stres altinda algilayici olarak
gborev yapmasidir. Bu gorevi esnasinda hizli transkripsiyonel yanitlar olusturur ve
transkripsiyon faktorleri ve sinyal proteinlerinin baglanmasi i¢in bir zar baglanti bolgeleri
saglamada is goriir (Kapoor ve Sanyal, 2009). ER, hiicrede olusturdugu kontrol sistemi
nedeniyle, dogru olarak katlanmis proteinlerin ER’den c¢ikmasini tetiklerken,
katlanmamis ya da yanlis katlanmis proteinlerin ER i¢inde tutulmasini ve kontrollii olarak
parcalanmasini saglar. Hiicre disina aktarilacak veya hiicre zar yapisina katilacak olan
proteinler ER’nin sitoplazmik yiizeyi iizerinde bulunan ribozomlar tarafindan ER’nin
liimen bolgesine ulagmaktadir. ER’de sentezlenen proteinler sentez sonrasinda, N-
bagimli glikolizasyon, disiilfid baglarin olusumu, hidroksilasyon, lipidizasyon gibi
translasyon sonras1 modifikasyonlara ugrayarak katlanma gosterir. Proteinlerin her bir
katlanma basamaginin basarili sekilde olmasi i¢in protein katlanmasinda gérev oynayan
molekiiller bulunmaktadir. Bunlar; Grp78 ve Grp94 gibi molekiiler saperonlar, kalneksin
ve kalretikulin gibi lektin benzeri proteinler ve foldazlardir (Kerner ve ark., 2015).

ER, iki alt sinifa ayrilmaktadir: graniillii ER ve graniilsiiz ER (Sekil 2.1). Graniillii

ER’de ribozom bol miktarda bulunurken, graniilsiiz ER’de az miktarda ribozom



icermektedir. Graniilli ER’den daha kompleks olan graniilsiiz ER 06zellikle steroid
sentezinin ve hayvanlarda ilag¢ toksisitesinin azaltildigi karaciger gibi bazi hiicrelerde
sayica daha fazla bulunmaktadir. Ayn1 zamanda kas hiicrelerinde bulunan graniilsiiz ER
yapisinda olan sarkoplazmik retikulum oldukga fazla miktarda yer almaktadir ve kasilma
esnasinda kontrollii kalsiyum salinimindan sorumludur. Bu yoniiyle dolayli olsa da
sinyalleme roliine katkida bulunmaktadir. Graniillii ER tasidigi ribozomlardan dolay1

yiiksek diizeylerde protein sentezleyen hiicrelerde bulunur (Lai ve ark., 2007).

Cekirdek

Cekirdek zar

Ribozomlar

Graniilli endoplazmik
retikulum

Graniilsuz ER

Sekil 2.1. Hiicrelerde bulunan endoplazmik retikulum yapist

2.1. Bitkilerde ER stresi

Cevresel kosullar olumsuz oldugunda ve stres durumu olustugunda bitkilerde
bulunan ER yukarida bahsedilen fonksiyonlarinda iist limite dogru ulasir. Asir1 ¢alisma
durumunda fizyolojik veya patolojik olarak anormal olan ve liimende katlanmamis/yanlis
katlanmis protein birikimi olusmaktadir. Bu durum terimsel olarak “ER stresi” olarak
adlandirilmaktadir (Rutkowski ve Kaufman, 2004). Bitkilerdeki ER stresine neden olan
cevresel stres kaynaklari i¢sel ya da digsal nedenleri bulunabilir: Ekzojen ya da endojen
kaynakl1 bircok ER stres nedeni vardir (Howell, 2013):

. N-bagli glikozilasyon inhibisyonu

. Kalsiyum dengesinin bozulmasi



. Enfeksiyon (viral enfeksiyonlar)
. Genetik mutasyon (katlanma islevinin gergeklestirilmesinde gorevli

proteinlerdeki mutasyonlar)

. Besin eksikligi

. Hipoksi

. Oksidatif stres

. Ortamin sicakligt

. Salgi proteinlerinin yiiksek miktarda sentezlenmesi
. Hatali katlanmis proteinlerin fazla miktarda ifadesi

ER’deki Ca*? seviyesindeki anormal degisimler

. Tunikamisin (TM) ve ditiyotreitol (DTT) gibi kimyasallarin uygulanmasi

2.2. Protein Katlanma Yolag1

Sentezlenen proteinler ER liimenine giris yapar ve iki katlanma yolundan birini
tercih eder. Bu yolaklardan biri liimende yer alan baglanma proteini BiP aktivitesidir,
digeri ise N glikan yoldur. ER’de yerlesim gosteren 1s1 soku faktorii 40 proteini ERdj3
dogrudan heniiz olusmus proteine baglanir ve BiP’in bu komplekse baglanmasini saglar
(Jin ve ark., 2009). N-glikan bagimli yoldur ve kalneksin/kalretikulin protein katlanma
dongiisii de bulunmaktadir. Proteinler oligosakkarit transferaz (OST) tarafindan
glikolizasyonu gerceklestirmek icin lipid bagli oligosakkaritlere tasinir. TM gibi ER stresi
uyaricilari, OST tarafindan katalizlenen lipid bagli oligosakkarit tiretimini engellerler ve
N-bagli glikolizasyonu engelleyerek ER stresine yol agar (Pattison ve Amtmann, 2009).

ER’de proteinlerin dogru katlanmasina yardimer olan molekiillerden bir kismi
saperon olarak tanimlanmaktadir. Ayrica protein katlanmasina yardimci olan bu
molekiiller kalsiyum tamponlayic1 proteinlerdir ve calismalarinda kalsiyuma ihtiyag
duymaktadir (Buck ve ark., 2007). ER’de 6zellikle de graniillii ER’de yeni olusturulmus
protein birtakim modifikasyonlara ugradiktan sonra katlanma gostermektedir. Bu islenme
basamaklarindan biri olan glikozilasyon, proteine hidrofilik 6zellik saglayarak proteinin
sudaki ¢Oziintirliiglinii arttirir. Ayrica bir ¢esit saperon olarak gorev yapan oligosakkaritin
neden oldugu Ozellikler sayesinde proteinin etrafinda bulunan diger proteinlerle
etkilesimi engellenir (Schroder ve Kaufman, 2005). Peptid omurgayla etkilesen

oligosakkarit, molekiiler yapinin kararli olmasini saglar. Seker kalintilarinin eklenmesi



lektin mekanizmasi ile kontrol edilerek proteinin katlanmasi takip edilir ve kalite kontrol
olarak degerlendirilebilir (Vitale ve Boston, 2008).

Protein katlanmasinin kontrolii ve yanlis katlanma oldugunda diizeltilmesi
gerekmektedir. Eger bu durum diizeltilmezse yanlis katlanan proteinlerin yikima
gonderilmesi ER tarafindan gergeklestirilir (Schroder ve Kaufman, 2005). ER stresine
neden olan yukarida da gosterilen dissal ya da igsel faktorler hiicrede ER’nin protein
katlama durumunu azaltmaktadir ve katlanmamis proteinlerin birikimine neden
olmaktadir. Kimyasal uygulamalariyla olusan ER stresinde, TM glikoproteinlerin
katlanma siirecindeki N-bagl glikosilasyonunu engeller (Iwata ve Koizumi, 2005). Diger
yandan, diger bir kimyasal uygulamasi olan DTT uygulamasiyla oksitleyici ortamin
bozulmasi gerceklesir ve bir indirgeyici ajan olarak DTT distilfiir baglarinin beklenen
sekilde katlanmasini engeller (Iwata ve Koizumi, 2012).

Molekiiler saperonlar ER’deki protein katlanmasinda yer alan bir diger faktordiir.
ER liimeni igerisinde en ¢ok bulunan saperonlardan birisi de baglanma proteinidir
(Binding protein, BiP). BiP diizgiin katlanmayan proteinlere baglanir ve ER igerisinde bu
proteinlerin ¢okelmelerini engeller. BiP bir ¢esit 1s1 soku70 (HSP70) proteinidir. BiP’lerin
katlanmamis proteinlere baglanmasi enerji gerektiren bir durum oldugundan ATP

hidrolizini uyarir (Yamamoto ve ark., 2008) (Sekil 2.2).

Katlanmamis
protein

Katlanmis

protein

Sekil 2.2. BiP proteini katlanmamis proteinlere baglanirken enerjiye ihtiya¢ duyar.



2.3. ER kalite kontrol sistemi (ERQC)

Abiyotik stresler (1s1, kuraklik, tuz ve agir metal stresi) gibi bazi olumsuz gevresel
kosullar altinda, hiicre proteinlerin katlanma kapasitesi sinirin iizerine asabilir ve
katlanmamis/yanlig katlanmis proteinler hiicrede birikme gdosterebilir (Howell, 2013).
Yogun ya da uzun siireli gerceklesen ER stresi, ER ve diger hiicresel bolmelere zarar
verebilir, hatta baz1 durumlarda hiicre 6liimiine bile yol agabilir. Karmasik bir sisteme
sahip olan ER, protein sentezledikten sonra hassas ve dnemli bir ER kalite kontrol
sistemine (ERQC) sahiptir (Tintor ve Saijo, 2014). Organizmalar ¢evresel streslere maruz
kaldiklarinda, yanlis katlanan proteinlerin diizeylerini ERQC sistemi sayesinde
tanimaktadir (Kaufman, 2002; Lee, 2007). Bu taninan ve yanlis katlanan proteinler, ER
ile baglantili olan ERAD (ER associated degradation system) parcalama sistemi
tarafindan ayrilmaktadir (Sekil 2.3) (Hartl ve Hayer-Hartl, 2009).
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Sekil 2.3 ER kalite kontrol mekanizmasi- ERQC



2.4. ER {liskili Parcalanma (ERAD)

ERAD mekanizmasi, ER stresinin olustugu durumlarda dengenin yeniden
saglanmasi i¢in yanlhs katlanmis proteinlerin parcalanmasini igermektedir. Bu olayin
temelinde yanlis katlanan proteinlerin isaretlenerek parcalanma mekanizmasina
gonderilmesi yatmaktadir (Howell, 2013). ERAD mekanizmasinda dort asamada 6nem
kazanmaktadir: tanimlama, ubikiitinasyon (isaretleme), retrotranslokasyon ve
parcalanmadir. Yanhs katlanan proteinler ER’den sitozole tasinir ve 26S proteozomu
tarafindan pargalanir. Katlanmayan proteinler bir lektin tipi olan OS9 tarafindan taninir
ve bu proteinler SELI/HRD3 (integral zar proteini) ve HRD1 (E3 ligaz) tarafindan
sitoplazmaya ulastirilir. Tasinma esnasinda proteinlere isaretleme amaciyla ubikutin
baglanmas1 gergeklesir ve ubikutinlenen proteinler 26S proteozom tarafindan taninarak

pargalanir (Su ve ark., 2012).

2.5. Katlanmamis Protein Yamti (UPR)

ER stresi olustuktan sonra, hiicrede dengeyi yeniden saglamak ve strese karsi
koyabilmek amaciyla katlanmamis protein cevabi1 (UPR) denilen ve hiicre i¢i sinyal
yolaklarindan olusan olaylar dizisi aktiflesmektedir. UPR sistemiyle hiicre yasaminin
kararlilig1 ve devamlilig1 saglanmaya ¢alisilir (Cho ve Kanehara, 2017). UPR yolag ile
protein katlanmasinda ve tasinmasinda énemli rolleri olan Ca*2-bagimli molekiiler olan
saperon proteinlerinin ifadesini artirarak ya da translasyonu azaltarak katlanmamis/yanlis
katlanmis proteinlerin ER’de birikimi engellenmektedir (Lee, 2007).

UPR mekanizmasi, bZIP28, bZIP17, IREla ve IRE1f gibi ER stres algilayici
genler tarafindan baglatilir. UPR’nin aktivasyonuyla translasyonun azalmasi, protein
sentez ylkiiniin azalmasi, ER’de katlanmamis proteinlerin birikiminin 6nlemesi, ER
saperonlar1 ve katlama enzimlerini kodlayan genlerin translasyonun artirilmasi saglanir
ve tiim bu degisimler hiicrede bir cevaba neden olur. UPR genellikle laboratuvarda
sentetik olarak TM veya DTT gibi ER stres ajanlariyla da uyarilabilir. TM,
oligosakkaritlerin yeni ER proteinlerine transferini engeller ve ER stresini uyarir. DTT
ise proteinlerdeki disiilfid kopriilerinin olusumu i¢in gerekli indirgenme/yiikseltgenme
kosullarin1 bozar ve ER stresini tetikler. Her iki kimyasal uygulamasi da ER'de
katlanmamis/yanlig katlanmis protein birikimiyle sonuclanir (Vitale ve Boston, 2008).

Bitkilerde bulunan UPR sinyal yolu mekanizmasi, Arabidopsis sp. bitkisinden
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yararlanarak ortaya konulmustur ve bitkilerdeki UPR mekanizmasinin ilk cevaplari
mutasyona ugrayan misir bitkilerinden elde edilmistir. Bitkilerdeki bu sinyalizasyon
yolaklarinda, UPR sinyalizasyonundan sorumlu olan sensér molekiillerinden (IREI1,
ATF6 ve PERK) yalnizca IRE1 (bZIP60) ve ATF6’nin homologunun (bZIP28 ve
bZIP17) bulundugu bildirilmistir. ER stres sinyal yolag: ikiye ayrilmistir; birinci yolak
ER zarina bagl ve katlanmamis/asirt katlanmis proteinlerin islenmesi ve toplanmasi igin
gerekli olan bZIP28 transkripsiyon faktorii ve diger yolak ise zarla iligkili protein kinaz
ve riboniikleaz aktivitelerine sahip inositol requiring enzyme 1 (IRE1)’dir (Sekil 2.4)

(Deng ve ark., 2013).
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Sekil 2.4. IRE1 ile transkripsiyonun kontrolil

ER stresine karsi sinyalin baslatilmasi ve iletilmesinde transkripsiyon faktorleri
onemli bir rol oynar. Bu agidan memelilerde ii¢ farkli ER transkripsiyon faktorii
bulunmaktadir (Walter ve Ron, 2011): 1lki zarla baglantili transkripsiyon faktérleri, aktif
olduklarinda zardan serbest kalarak ¢ekirdege dogru gider ve sonrasinda UPR genlerinin

ifade olmasini saglar. Ikincisi IRE1 ve {igiinciisii ise zarla baglantil1 protein kinaz benzeri
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endoplazmik retikulum kinazdir (PERK). PERK, translasyon baslatic1 faktor elF2a’ya

fosfor grubu ekleyerek onu inaktif hale getirir ve boylece translasyon yavaslar (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Transkripsiyon faktorlerince katlanma basamaklarinin kontrolii

Metazoada, memelilerde oldugu gibi, UPR sinyal yolagi ii¢ ayri boliime

siniflandirilmistir:
. ER zarla iliskili aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6),
. Inositol gerektiren enzim 1 (IRE1)

. Protein kinaz RNA benzeri ER kinaz (PERK).

Memelilerde arastirilan zarla baglantili ve ER stresini iletilen transkripsiyon
faktorlerinden birisi de aktiflestirici transkripsiyon faktorii 6°dir (ATF6). ATF6 tek
gecisli transmembran motifi iceren bir zar proteinidir. bZIP motifi sitoplamaya doniik
olarak zar i¢inde bulunurken, site 1 proteaz (S1P) kesme bolgesi iceren C terminal
kuyrugu ise ER liimeninde yer almaktadir. Stres uygulamasiyla birlikte ATF6 aktiflesir
ve ER’den disar1 ¢ikar ve golgiye gelir. Burada ATF6, golgi ile baglantili proteazlar (S1P
ve S2P) tarafindan kesilir (Liu ve ark., 2007). S1P ¢oziinebilir limende bulunan bir



12

proteazdir ve S2P ise zarla iligkili bir metalloproteazdir. S2P zarda ATF6’y1 keser ve bZIP
motifinde yer alan sitoplazmik bilesen serbest kalir ve bilesen ¢ekirdege giderek hedef
genlerin ifadesini baglatir (Howell, 2013) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. ATF6 ile transkripsiyonun kontrolii

bZIP28 transkripsiyon faktoriiniin islev gérmesiyle beraber ER protein katlanma
mekanizmasinda yer alan bazi genler ifade olmaktadir. Bu genler arasinda BiP2,
kalretiikulin, kalneksin, protein disulfide isomerase (PDI) sayilabilmektedir. Bu grupta
genlerin promotorunda, ER stresine yanit veren element (ERSE1) bulunmaktadir. iki alt
birime sahip olan ERSE1, CCACG ve CCAAT alt birimlerini igermektedir. CCACG alt
birimi, bZIP dimerlerine baglanirken, CCAAT alt birimi ise CCAAT kutusu baglanma



13

faktorlerine baglanir (Yoshida ve ark., 2001). CCAAT kutusu baglanma faktorleri ii¢ adet
niikleer Y (NF-Y) alt biriminden olusmaktadir. Bu alt birimler ise NF-YA, NF-YB ve
NF-YC’dir.

Arabidopsis’de IRE1 kodlayan iki adet gen rapor edilmistir (Koizumi ve ark.,
2001). IRE1’in sinyal mekanizmasi bZIP28’den biraz daha farklidir. ER stresinin
algilanmast ile IRE1, bZIP60 mRNA’sin1 keserek (riboniikleaz aktivitesi) bZIP60°1n aktif
formunun sentezlenmesine neden olur. Boylece bu transkripsiyon faktorii ER stres
yanitlarimi uyarir. Ayrica bZIP28 ve bZIP60’in aktif formlar1 heterodimer
olusturabilmektedir ve bu iki biyolojik yolun birlesebildigi de bilinmektedir (Nagashima
ve ark., 2011).

ER’de stresten ya da kimyasal uygulamadan kaynakl1 yanlis katlanmis bir protein
ortaya ¢ikarsa, bu proteinlerin agikta kalan hidrofobik yiizeyleri, Grp78 denilen proteinik
yapiy1 kendine dogru ¢eker. Grp78, bu hidrofobik kisimlarin ¢ekim giiciine dayanamaz
ve bulundugu yerden ayrilarak yanlis katlanmis proteinlerin hidrofobik kisimlarina
yapisir. Ancak Grp78’nin hatali katlanmis bu proteinlere yapigsmasi problemi ¢ézmez.
Diger yandan, bu durum ER’de yanlis bir katlanmanin oldugunu ve yanlis katlananin
hangi molekiil oldugunu belirtmesi agisindan Onemlidir. Yanlis katlanan proteinler,
Grp78’e baglanmas1 sayesinde, bu molekiillerin ER’den ¢ikarilmalar siireci
baslamaktadir. Eger ¢ikarilma isleminde bir aksama olursa yanlis katlanan proteinler
birbirlerine yapisarak daha biiyiik yapilar olusturabilir ve ER’yi ¢calisamaz hale getirebilir.
Grp78°deki bu degisim nedeniyle ER zarmin iizerinde yer alan ve inaktif olarak bekleyen
PERK, ATF6 ve IRE1 aktive olur (Sekil 2.7). Bu ii¢ protein, translasyonu yavaslatir ve

fazla sayida saperon olusumuna neden olarak ER stresini yonetir (Sekil 2.7).
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UPR target genes UPR target genes

Sekil 2.7. Transkripsiyon faktdrlerince UPR genlerinin ifadesinin artisi

Hatali katlanan proteinin disari ¢ikarilmasinda son kontrolii yapan ve hatali
katlandig1 i¢in proteinden mannoz grubunu ¢ikartan EDEM (ER degradation—enhancing
a-mannosidase—like protein) mekanizmasi da bulunmaktadir. ER stresine karsi verilen
onemli yanitlardan birisi ER liimeninde biriken ve yanlis katlanan proteinlerin
sitoplazmaya tasmimi ve orada parcalanmasidir (Su ve ark., 2011). Boylelikle, bu
proteinlerin ER’de birikmeleri ve c¢okelmeleri engellenmis olur. EDEM, ER’nin
tizerindeki giris ¢ikis kanallar1 olan translokonlara yakin bulunan zara bagli bir enzimdir
ve mannoz grubu ¢ikarilan proteinleri translokon vasitasiyla ER’den sitoplazmaya ¢ikarir.
Sitoplazmaya ¢ikan hatali katlanmis proteinler sonrasinda sitoplazmada {ibikitinasyon
sistemine giris yapar (Anelli ve Sitia, 2008). Ubikitinasyon sistemi, yok edilmesi istenen
proteinlere iibikitin denilen kiigiik bir peptiti yapistirarak onlar1 etiketler ve sonrasinda

onlar1 proteozomlarda par¢alanmaktadir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Hatali katlanan proteinlerin EDEM ile kontrolii

ER'de gerceklesen protein katlanmasi ve protein degradasyon reaksiyonlari enerji
ya da diger bir deyisle ATP gerektirmektedir (Marzec ve ark., 2012). Ancak,

ATP’nin kaynagi ER'de yoktur ve ATP kaynaginin mitokondriden alinmasi
gereklidir. Mitokondri, hiicrede olusan biyolojik tepkimeler icin ATP kaynagi olarak islev
goriir. Ancak, mitokondrilerin stres kaynakli yapisal bozulmalarindan dolayr ATP sentez
kapasitesi azalabilmektedir. HSP70 benzeri proteinlerin ve BiP1 ve BiP3'in ATPaz
aktiviteleri vardir ve protein ligandlarin1 sadece ATP'nin varli§inda serbest birakabilir
(Vitale ve Denecke, 1999). Benzer sekilde, proteinlerin ER'den sitoplazmaya
gonderilmesinden sorumlu olan bir motor proteini olan CDC48, ATPaz aktivitesini de
gosterir (Marshall ve ark., 2008).

2.6. Bitki Hiicrelerinde Oksidatif Protein Katlanmasi

Oksidatif protein  katlanmasinin  temel asamasi disiilfid baglarinin
olusturulmasidir. Bu baglar, proteinlerin mekanik kararlilik ile protein katlanmasini
kontrol eder (Molinari ve ark., 2007). Sentezlenen proteinler arasinda distilfid baglarinin
olugmasinda, ERO1 enzimi ve disiilfid tasiyict enzim olan PDI birlikte rol alir. PDI,
Okaryotlarda yer alan tiyol-disiilfid oksidorediiktazdir ve distilfidleri dogrudan substrat

proteinlere tiyol disiilfid reaksiyonlari ile verir. PDI’nin okside formu ERO1 ile yeniden
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olusturulur. ERO1 molekiiler oksijenden PDI’nin indirgenmis formuna yiikseltgenme
giiclinii aktarir (Onda, 2013). Disiilfid iireten enzimlere flavoenzim Erol 6rnek olarak
verilebilir (Sekil 2.9). Erol ilk olarak mayalarda sicaklifa karsi duyarli olan erol-1
mutant calismalariyla bulunmustur (Frand ve Kaiser, 1998). EROI ailesi mayalar,
insanlar ve bitkiler gibi 6karyotik organizmalarda korunmustur. Sevier ve Kaiser (2008)
yayinladiklar1 raporda mayalarda Erol aktivitesinin ER organelinde radikal birikimine
neden oldugu gosterilmistir. Bununla beraber, protein salgilanan hiicrelerde Erol
aktivitesi sonucu tiretilen radikalin protein sentezi siirecinde iiretilen radikalin %25’ini
olusturabilecegi hesaplanmistir (Tu ve Weissman, 2004). Diger bir calismada, ERO1 asir1
ifade oldugunda radikal tiretiminde artiga neden olur ve ER stresinin 6liimciil hasarlarina

karsi toleransin artmasinda etkilidir (Gross ve ark., 20006).

GSH

Sekil 2.9. Oksidatif protein katlanma yolu (PDI: protein disulfit izomeraz)

2.7. ER stresiyle birlikte radikal olusumu ve oksidatif stres

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) prokaryot olan bakterilerden okaryot memeli
hiicrelerine kadar tiim aerobik organizmalarda normal kosullar altinda metabolik olayla
tretilmektedir ve aerobik metabolizma esnasinda olusan yan iirlinleridir (Bose ve ark.,

2013). Stres altindaki hiicrede farkli tiplerde ROS’a rastlanabilir, bazilar1 tekli oksijen

(*0y), siiperoksit anyon radikali (O2'"), peroksit radikalleri, hidrojen peroksit (H202) ve
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hidroksil radikali (OH") (Sekil 2.10). Bitki hiicresinde stresle tetiklenen ROS birikimi
kloroplastlar, peroksizomlar, hiicre zari, mitokondriler ve apoplast gibi organel ya da
hiicresel bolmelerde gerceklesmektedir. ROS’un diisiik ya da yiiksek miktarlar1 farkli
etkilere sahiptir, diisiik seviyelerde hiicresel sinyal yollarinda sekonder mesajci olarak rol
alirken, streslere bagli olarak yiliksek miktarlar1 6nemli bilesikler tizerinde toksik etkiye
sahiptir. Sinyal rollerini agiklamada énemli olan nokta, diisiik diizeyde tutulmalaridir ve
buna karsilik ROS’lar1 elime eden sistemin denge halinde olmasidir (Mittler ve ark.,
2004; Lai ve ark., 2012). ROS’un bitki hiicrelerinde kontrolsiiz sekilde asir1 birikimi
protein oksidasyonu, lipit peroksidasyonu, DNA ve RNA oksidasyonu gibi biyolojik
molekiillerde hasara yol acabilir (Scandalios, 1993; Noctor ve Foyer, 1998).

Q0 Q0 Q0

Oksijen Siiperoksit anyon radikali Peroksit

: R -2

H.Q:Q-H .Q.H _Q.H
Hidrojen peroksit Hidroksil radikali Hidroksil iyonu

ROy - OH OH

Sekil 2.10. Stres kosullarinda hiicrelerde olusan radikal tiirleri

Bitkilerde hiicrenin farkli bolgelerinde stressiz kosullarda metabolik yan iiriin
olarak ROS tiretilmektedir. Isikl1 ortam sartlarinda kloroplastlar ve peroksizomlarda ROS
iretilirken (Foyer ve Noctor, 2003), 1s1ksiz ortamlarda ise mitokondrilerde ROS {iretimi
en iist diizeyde gerceklesmektedir (Moller, 2001). Isikli ortamda ROS {iretimi 20 kat daha
fazladir (Rhoads ve ark., 2006). Ayrica ROS’un {iretildigi farkli bir yerde apoplastik
bosluklardir. Apoplastik bosluklarda iiretimi saglayan molekiiller NADPH oksidazlar,

hiicre duvari bagl peroksidazlar ve oksalat oksidazlardir (Wrzaczek ve ark., 2013).
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2.8. Organel bazinda ROS olusumlari

ROS, kloroplastlarda fotosistem I (PSI) ve fotosistem II (PSII) de tiretilmektedir.
Tuz, kuraklik vb. abiyotik stres durumlarinda stomalar kapanmasiyla igerdeki CO2
miktar1 diiser ve bu olay sonucunda ROS iiretimi gergeklesmektedir (Sekil 2.11). ROS
tiretiminin ana sebebi budur. NADPH’1n {iiretimi, fotosistemler uyarilip elektronlarin
NADP"’ye ge¢mesiyle olur. Eger elektron tasima sistemine (ETS) yiiklenme olursa
NADP*’ye gelen elektronlar ferrodoksinden oksijene gider ve bunun sonucunda O2°"
tiretilir. Biitiin bu reaksiyonlarin tamamina Mehler reaksiyonu denir. Asir1 yiiklenmenin
sonucundan biride PSII ¢ok fazla uyarildigindan triplet klorofilden O2’ye enerji aktarilip
102 iiretilir (Laloi ve ark., 2004). 'Oz, reaktif bir molekiildiir. Karsilastigi ilk
biyomolekiille tepkimeye girer. Bundan dolay hiicre icinde 'Oz nin difiizyon uzaklig
yaklagik 100 nm kadar kisadir. Bu durum PSII’de aktivite kaybina sebep olur (Wagner
ve ark., 2004; Krieger-Liszkay ve ark., 2008). Mehler reaksiyonu ile O, olusumu
engellenebilir (Asada ve Takahashi, 1987). Mehler reaksiyonu ger¢eklestikten sonra
ETS’de ki elektronlarla O2*" olusturulup daha sonra da detoksifikasyonla O2°* ‘nin suya
donistiiriilmesine “su-su dongiisii” denir. O2°*", kloroplastlarda tillakoid membrana bagli
anten pigmentlerinde iiretilir. En kararli ROS molekiilii H2O2’dir. H202’nin yar1 émrii
dakikaya yakinken *O2, O2°~ ve HO®* nun yar1 dmiirleri 2-4 us’dir (Bhattachrjee, 2005;
Pitzschke ve ark., 2006). Uretildigi yerden farkli yerlere gecen tek ROS molekiilii
H202°dir. Bunu da difiizyonla gergeklestirir. Diger ROS tiirlerinde boyle bir sey soz
konusu degildir. H2O2’nin asir1 birikimi hiicrelerde oksidatif strese, nekrozise ve
programlanmis hiicre 6liimiine neden olabilir (Quan ve ark., 2008). Ayrica, proteinlerin
tiyol gruplarini oksitleyerek enzimlerin inaktivasyonuna neden olabilir (Gill ve ark.,

2010).
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Sekil 2.11. Stres altinda kloroplastlarda ROS olugumu ve siipiiriilmesi

Abiyotik stres durumlarinda mitokondriyal ETS’de O2° iiretilir. Kompleks I ve
[II’den gelen elektronlarin oksijene aktarilmastyla O2°" iiretilmis olur (Sekil 2.12). SOD,
02* ‘yi H20’ye indirger. indirgenmis H,0>, indirgenmis Fe*? ve Cu*? ile tepkimeye
girer. Sonucunda HO® ortaya ¢ikar. HO® toksik bir molekiildiir (Rhoads ve ark., 2006;
Sweetlove ve Foyer, 2004). Bu sekilde ETS’de asir1 yiiklenme meydana gelir. Bunu
onlemek ic¢in devreye enerji bosaltici sistemler girer. Bunlardan biri alternatif
oksidazlardir (AOX). Mitokondrilerin sitokrom yolunda meydana gelen elektron akisinin
aynisint gergeklestirir. Alternatif oksidaz sayesinde elektronlar ubikinondan oksijene
geger ve su olusturulur. Boylelikle ubikinon havuzunun redoks durumu diizenlenerek

ROS olusumu engellenebilir (Miller ve ark., 2011).
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Sekil 2.12. Mitokondrilerde oksijenli solunum esnasinda ROS olusumu

Peroksizomlarda, O2°*" olusturulur. Ksantin oksidaz aktivasyonu ile ksantin tirik
aside doniiglir. O2* olusturulur. Normal metabolik yolla O2* elde edilir.
Peroksizomlarda olusturulan H202 az da olsa sinyal gorevi goriir. H202, yaglarin 3
oksidasyonu ya da fotorespirasyon sirasinda olusur. Burada glikolatin glioksilata
dontisiimii sirasinda ortaya ¢ikar (Miller ve ark., 2010).

Bitkiler ozon veya patojen gibi stres durumlarina maruz birakildiginda ROS
tiretilir. ROS, apoplastik bolmede de olusabilmektedir. Buradaki ROS kaynaklari hiicre
duvari peroksidazlari, oksalat oksidazlar, aminoksidazlar ve glikolat oksidazdir (Kawano,
2003). Hiicre zarinda ise NADPH oksidazlar ROS kaynagi olarak gorev goriir (Baxter ve
ark., 2014). Herhangi bir abiyotik ve biyotik stres durumlarinda ozellikle RBOH
(respiratory burst oxidase homologue) genlerinin kodladigt NADPH oksidaz genleri ROS

sinyallerinin iiretilmesinde ve iletilmesinde 6nemli roller oynar (Mittler ve ark., 2011).
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2.9. ROS olusumlarina karsi savunma sistemi: Antioksidan mekanizma

ROS iiretimiyle meydana gelen sonuglar bitkiyi olumsuz yonden etkiler. Bitkiler
bu olumsuz etkileri yok etmek i¢in hiicresel bolmelerinde cesitli antioksidan enzimler
bulundurur (Sekil 2.13). Bu enzimler sayesinde O2* ve H202’yi detoksifiye ederler.
Yalniz ROS’lardan HO® ve 02 enzimatik olarak detoksifiye edilemedigi i¢in devreye

Peroxidase

diisiik molekiil agirlikli antioksidanlar girer ve detoksifikasyon gerceklesir.
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Sekil 2.13. Hiicresel bolmelerde aktive edilen antioksidan sistemler

Mitochondria

ROS bitkilerin hepsinde ayni yollarla iiretilir. Fakat biriken ROS’un ortadan
kaldirilmasi i¢in hiicrenin basvurdugu antioksidan savunma mekanizmalar1 bitkiden

bitkiye farklilik gostermektedir.
2.9.1. Siiperoksit dismutaz

SOD, bir antioksidan enzimleridir. O2* ‘yi detoksifiye edebilen tek enzimdir.
Oncelikle SOD enzimi ile O2°~ H202’ye doniistiiriiliir. Oksidatif strese kars1 gerceklesen
bu ilk tepkimeye “ilk savunma hatt1” denir. Antioksidan enzimler ROS’u ortadan

kaldirilabilmek igin dengeli bir sekilde galisirlar. SOD ve diger H202 detoksifiye edici
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enzimler arasinda bu denge mevcuttur. Boyle bir denge olmasaydi hiicrede antioksidan
birikimi olurdu ve bu da oksidatif hasara sebep olurdu.

Bitki hiicresinde, 02°" nerede iiretildiyse yine orada detoksifiye edilmek
zorundadir. Ciinkii fosfolipid zarlar1 negatif yiiklidiir ve bu yiizden O2° ’ye gecirgen
degildir (Takahashi ve Asada, 1983). O2°" ‘nin bu sekilde 6zel olarak pargalanmasini
saglayan bitkinin farkli bolmelerinde bulunan farkli tiplerde olan SOD enzimleridir.
Bitkilerde ii¢ cesit SOD tipi vardir. Ug tane metal kofaktdre gére belirlenirler. Bunlar Cu
ve Zn, Fe ya da Mn’dir ve bu izoformlar hiicrede farkli bélmelerde bulunur. FeSOD’un
bu izoformlar arasinda Fe(Il) bollugu nedeniyle bilinen en koklii izoform (FeSOD)
oldugu disliniilmektedir (Bannister ve ark., 1991). Zamanla c¢evredeki oksijen
derisiminin artmasindan dolay1 mineraller okside olmaya baslamis ve kullanilabilir Fe
(IT) azalmis. Bu nedenle metal yerine SOD’un aktif bolgesinde Mn(III) kullanilmaya
(MnSOD) baslamistir. Benzer olarak atmosferdeki oksijenin artmasi nedeniyle
¢oziilemeyen formdaki Cu(I), ¢oziilebilir formdaki Cu(Il) ya donlismiis ve bu nedenle
enzimin aktif bolgesinde Cu kullanilmaya (Cu/ZnSOD) baslanmistir (Alscher ve ark.,
2002).

FeSOD kloroplastlarda, MnSOD ise mitokondrilerde bulunur. Cu/ZnSOD
kloroplastlar ve sitosol ve peroksizomlarda bulunur. Arabidopsis’te FeSOD’u kodlayan
genler FSD1, FSD2, FSD3, Cu/ZnSOD’u kodlayan genler CSD1, CSD2, CSD3 ve
MnSOD’u kodlayan gen MSD1’dir. CSD genleri iginde CSD1 ve CSD2 sitozolik ve
kloroplastik izoformlar1 kodlarken CSD3 ise peroksizomal Cu/ZnSOD’ u kodlar. Bu
genler arasinda FSD1 ifadesinin diurnal ritme gore sirkadiyan ritim kontrolii altindadir.
Diger genlerin ifadeleri ise hiicrenin oksidatif durumuna gore diizenlenir gosterilmistir

(Kliebenstein ve ark., 1998).

2.9.2. Katalaz

Katalaz ilk antioksidan enzim olma 6zelligine sahiptir. 1900 yilinda Oscar Loew
tarafindan kesfedilmistir. Loev, bu enzimin hidrojen peroksit iizerinde katalitik
etkisinden dolay1 katalaz ismini vermistir (Loew, 1900). Katalaz iki molekiil H202’yi su
ve oksijene doniistiiriir. Tlim 0karyotik katalazlar hem grup igeren tetramer proteinlerdir
(Regelsberger ve ark., 2002). Katalaz enzimi yapilan aragtirmalarda tiim angiospermlerde
tic gen tarafindan kodlandig1 bulunmustur. Bu ii¢ gen 492 amino asitlik peptidler kodlar.

Bu amino asitler birbirine ¢ok benzemektedir. Arabidopsis’te 3 CAT geni
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ifadelenmektedir. Bunlardan CAT1 geni polen ve tohumlarda, CAT2 geni fotosentetik
dokularda, CAT3 geni ise vaskuler dokularda yogun olarak ifadelenmektedir. Bu
genlerden CAT?2 fotosentetik tip bir sirkadyan ritim izlerken, CAT3 geni bunun tam tersi
bir ritme sahiptir. Arabidopsis’te ifadelenen bu 3 genin yani sira native-PAGE jellerinde
farkl1 dokularda toplamda 7 adet CAT izoformu tespit edilebilmektedir (Hu ve ark.,
2010). Bu durum bize CAT proteinlerinin heterotetramerik yapida oldugunu
gostermektedir. 3 CAT geninin tiim tetramerleri hesaplandiginda 15 adet farkli izoform
ortaya c¢ikabilmektedir (McClung, 1997). Yalniz gercekte teorik de hesaplanan ve
mimkiin olan bu izoform sayisindan daha az izoformun gozlenmektedir. Bu da
tetramerlerin bazi alt birimleri arasinda spesifik etkilesimler olabilecegini gdstermektedir
(McClung, 1997).

Katalaz ezimini kodlayan genler (CAT) bitkilerde peroksizomlarda
bulunmaktadir. Gorevi fotorespirasyon ve yag asitlerinin B-oksidasyonu ile ortaya ¢ikan
H202’nin detoksifiye edilmesidir. Arabidopsis’de yaprak CAT aktivitesinin cat2
mutantinda %80 ve cat3 mutantinda %20 azaldig1, ancak cat3 mutantinda bir degisiklik
olmadig1 gozlenmistir. Ilaveten cat2 catl ve cat2 cat3 ¢ift mutantlariin cat2 mutantina
benzer CAT aktivitesine sahip oldugu bulunmustur (Bueso ve ark., 2007). cat2
mutantlarmin; 50-200 umol m2 s 151k siddetinde yetistirildiginde ciice fenotipe sahip
oldugu ve bu fenotipin goriilme olasilig1 151k siddetine bagli olarak artmistir. Artan 1518a
bagli olusan bu fenotip bitkilerde H202’ nin yeteri kadar siipiiriilmemesi ile ortaya ¢ikan
redoks dengesindeki bozulmayi isaret etmektedir (Queval ve ark., 2007). catl ve cat3
bitkilerinde cat2 bitkilerinde goriilen belirgin bir yaprak fenotipine rastlanmamistir (Hu
ve ark., 2010). Buna ek olarak, bu cat fenotipinin CAT2 promotoru kontrolii altinda
CAT2 ya da CAT3 proteininin ifade edilmesi ile iyilestirilebilir. CAT2 nin fonksiyonu
transkriptomik seviyede diizenlendigi gosterilmistir (Hu ve ark., 2010).

2.9.3. Askorbat-glutatyon dongiisiiyle iliskili enzimatik/enzimatik olmayan

molekiiller

Askorbat peroksidazlar (APX) Class I bir peroksidazdir. APX, askorbati (AsA)
kullanarak elektron wverir ve H202’yi detoksifiye eder (Sekil 2.14). APX’in
gerceklestirdigi bu reaksiyon sirasinda iki tane AsA molekiilii oksitlenerek iki tane
monodehidroaskorbat (MDHA) olusturur ve H202 suya ¢evrilir. MDHA molekiilii tekrar
bir tane AsA ve bir tane dehidroaskorbati (DHA) olusturur. Bu sayede AsA’nin geri
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dontigiimii ve siirdiiriilebilirligi saglanmis olur. DHA, AsA’nin en okside halidir. MDHA
rediiktaz (MDHAR) enzimi MDHAy1 direkt AsA’ye dondiistiiriilebilir. MDHA rediiktaz
NADPH bagl bir enzimdir. DHA rediiktaz (DHAR) enzimi ise okside olmus DHA’y1
tekrar AsA’ye doniistiiriir. DHA rediiktaz (DHAR) indirgeyici olarak GSH’1 kullanir.
AsA doniisiimiine bu sekilde katki saglamis olur. Diger taraftan okside GSH (GSSG)
NADPH’1 kullanarak glutatyon rediiktaz (GR) enzimiyle tekrardan GSH’a doniistiiriiliir.
AsA-GSH dongiisii sonucunda APX ortamda birikecek ve hiicre igin toksik olacak
H202’yi ortamdan kaldirmis olur. Ayrica AsA’nin de ortamda eksilmeden bulunmasi
saglanmig olur. Ancak ortamda AsA yogunlugu 20 uM’in altina distigiinde APX
aktivitesini hizli ve geri doniisimsiiz bir sekilde kaybetmektedir. Kloroplastik
izoformlarda bu inaktivasyon siireleri 30 sn, sitoplazmik izoformlar da ise yaklasik 1 saat

olarak belirlenmistir (Leonardis ve ark., 2000).

H.O0, V AsA \ / GSSG V NADPH

» I~ D L

H,O

GSH NADP

Sekil 2.14. Askorbat Glutatyon dongiisii

Arabidopsis 'de 9 adet farkli APX izoformu bulunmaktadir (Mittler ve ark., 2004).
Kloroplastta bulunan izoformlar farkli bolgelere yerlesmistir.kloroplastta {i¢ farklh
izoform vardir. Kloroplastin liimeninde bulunan izoform APX4, stromada bulunan sAPX,
tilakoidlerde bulunan tAPX olarak adlandirilir. Stromal APX aym zamanda
mitokondrilerde de goriilebilmektedir (Chew ve ark., 2003). Baz1 bitkilerde sAPX ve
tAPX izoformlar1 tek gen tarafindan kodlanir. Bunlarin farkli izoformlar1 alternatif
splayslama sonucu iiretilmektedir. Ancak Arabidopsis te bu durum s6z konusu degildir.
Farkli izoformlar i¢in iki ayr1 gen bulunur (Shigeoka ve ark., 2002). Fotosentetik
enzimlerin aktivasyonu tiyol gruplarinin oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlar ile

gerceklesir. Bu nedenle kloroplastta H202 miktarinin artmamasi ¢ok énemlidir (Dietz ve
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Pfannnschmidt, 2011). Kloroplastlarda ki izoform cesitliliginin aksine Arabidopsis’de
boyle bir sey s6z konusu degildir. Arabidopsis de normal kosullarda sitoplazmada tek bir
APX izoform bulunmaktadir, ancak yiiksek 1sik altinda ikinci bir izoform (APX2)
uyarilmaktadir (Karpinski ve ark., 1999). Peroksizomlarda ise bir adet APX izoformu
(APX3) rapor edilmistir. Yukarida bahsettigimiz Asc-GSH dongiisii enzimlerinin de
APX’e benzer birden fazla izoformu vardir. Arabidopsis’de sitosol, Kloroplast ve
mitokondrilerde dagilmis sekilde 5 adet MDHAR, 5 adet DHAR ve 2 adet GR kodlayan
gen mevcuttur. Bunlardan MDHAR1, DHAR1 ve GR1’in iiriinleri hem kloroplast hem
de mitokondrilere hedeflenmektedir.

2.10. Bitki Materyali: Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. diinyanin her yerinde rahatlikla bulunabilen tek
yillik bir bitkidir. Ingilizce adi mouse ear cress’dir. 19. yiizyilin baslarinda 6nemi
anlasilmis olup diinyada model organizma olarak kullanilmaktadir (Sekil 2.15).
Ekonomik degeri olmayan bir bitkidir. 1980 yilindan sonra Arabidopsis ile ilgili
calismalar biiyiik bir ivme kazanmistir. Diinyanin dort bir yanindan toplanmis ¢ok biiyiik
bir “ekotip koleksiyonu” mevcuttur. Laibach’nin (1951) sundugu Oneri sayesinde

Arabidopsisin koleksiyonu yapilmis ve genetik stoklar taranmistir.

Col-0

Sekil 2.15. A. thaliana yabani ekotip columbia

A. thaliana Brassicaceae familyasina aittir. Yasam dongiisii kisa olmasina ragmen
hizli gelisim periyoduna sahiptir. Genomu kiigiiktiir. Tek yilliktir. Arabidopsis’te bir kere
ciceklenme olur ve yasam siiresi dolar. Yasam dongiisiinii ilkbahar yaz aylarinda

tamamlar. Arabidopsis, kuraklik stresine duyarl bir glikofittir.
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Arabidopsis, yaklagik 26000 gen (100 Mb) icermektedir (Jithesh ve ark., 2006).
Arabidopsis i model organizma yapan 6zellikleri:

e Kromozom sayist kiigiiktiir (2n=10). Angiospermler arasinda en kiiclik
genoma sahip bir bitkidir (Leutwiler ve ark., 1984).

e Verimlidir. Tohum {iretim miktar1 ¢ok yiiksektir (yaklasik 10 bin adet)
(Davis, 1992).

e Hizliyasar. Yasam dongiisiinii Sila 8 hafta arasinda tamamlar. Bu siire ortam
kosullarina bagl olarak degisir.

e Basit ortam kosullarinda yasayabilir. Petri kab1 gibi ¢ok kiigiik alanlarda
kolay yetistirilebilir.

e (esitliligi yiiksektir. Ekotip koleksiyonunun sayisi yiiksektir.

e Uretimi kolaydir. Ekotipler arasinda melezleme kolay yapilir, melezleme
sonucunda meydana gelen F1 genotipler tam tiretkendir.

e Fiziksel, kimyasal ve biyolojik mutajenler kullanilarak mutant genotiplerin

elde edilmesi kolaydir.

Arabidopsis'te ER stresi, reaktif oksijen tiirleri (ROS) sinyalizasyonu ve
antioksidan savunmasi arasindaki iliski arastirilmistir. Tunikamisin (Tm) ER stres
ajanidir. NADPH kodlayan genler RBOHD ve RBOHF’dir. Bitki tunikamisine maruz
birakildiginda bu genler indiikklenmistir. ROS siipiiriicii enzimler aktive olmustur.
Hiicrede redoks durumlar1 degismistir (Ozgur ve ark., 2014). Bitkideki ROS iiretim
kaynaklar1 kloroplast ve mitokondridir. Hayvanlarda ise ROS iiretimi mitokondride
gerceklesir ve bu tiretim ER stresine sikica baglidir (Berridge, 2002; Hotamisligil, 2010)
ve bu stres mitokondriyal disfonksiyonu indiikleyebilir. ER stresi ile ROS arasinda
karsilikli diyalog mevcuttur. Bitkiler ROS’ un olumsuz etkilerinden korunmak i¢in hem
enzimleri hem de enzim olmayan metabolitleri kullanirlar (Sekil 2). Bu enzimler
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POX), askorbat peroksidaz
(APX) ve glutasyon rediiktaz (GR) gibi enzimlerdir. Metabolitler ise glutasyon, askorbik
asit, O-tokoferol ve karotenoid gibi enzimatik olmayan metabolitlerdir. Fenolik bilesikler
hem antioksidan hem de pro-oksidan 6zelliklerine sahiptir. Stres altinda olusan singlet

oksijen, serbest radikaller ve hidroksil radikallerini siiptiriirler.
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2.11. Flavanoidler ve Kurkumin

Flavonoidler sekonder metabolitlerdir. Bitki ve mantarda bulunurlar. Yap1
acisindan flavonoidler 1,3-difenil propanin tiirevleridir (Sivam, 2002) (Sekil 2.16).
Bunlar, diisiik molekiil agirlikli olup, C6-C3-C6 karbon iskelet ile tanimlanan flavan
cekirdege dayanmaktadir (Peterson ve Dwyer, 1998). Genel yapisindaki ii¢ halkalar A, B

ve C (Pyran) halkalar1 olarak tanimlanmaktadir.

O

Sekil 2.16. Flavonoid yapist

Flavonoidler genelde glikozit seklinde (seker molekiilii ile beraber) bulunurlar.
Fakat aglikon (seker molekiiliinii igermeden) sekilleri de mevcuttur. Flavonoidler;
flavanonlar, flavonlar, izoflavonlar, antosiyaninler, flavonollar ve flavanlar olmak iizere
alt1 ana grubuna ayrilmaktadir (Peterson ve Dwyer 1998). Flavanlar tek basina mono, bi
ve triflavan olusmaktadir. Flavonoidlerin yapilarimin bu farkliligi, hidrogenasyon,
hidroksilasyon, metilasyon, sulfanasyon ve glikosilasyon gibi polimerizasyon ve yerine
gecme reaksiyonlarindan kaynaklanmaktadir (Cook ve Samman, 1996).

Flavonoidler, bitkilerde bulunmaktadir. insan saghigi iizerinde de olumlu etkileri
kanitlanmistir. Molekiil agirliklart diisiik olup dogal olan bilesiklerdir (Felicia ve ark.,
1997). Flavonoidlerin farkli islevleri mevcuttur. Ornegin, a-tokoferole Vitamin E’ye
karst lipofilik antioksidandir. Flavonoidler, o-tokoferole (Vitamin E) gore daha
hidrofiliktir. Bunun sebebi hiicre igerisinde ki konumlarindan kaynaklanmaktadir.
a-tokoferolin (Vitamin E) kroman halkas1 zar fosfolipitlerin ester karbonil gruplari
arasinda hidrojen bagi ile membranda bulunmaktadir. Flavonoidler ise membranin polar
tarafina yakin yerlesmistir. Bu sebeple flavonoidler daha hidrofiliktir. Bu sayede sulu

ortamda daha hizli hareket eder. Yiiksek hidrofilikligi sayesinde sulu peroksil
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radikallerini yakalayarak lipit peroksil radikallerine etki eder. Bu sekilde a-tokoferole
(Vitamin E) tiiketimi engellenmis olur. Flavonoitlerin sahip oldugu antioksidan kapasitesi
flavonoidlerin molekiil yapisi tarafindan belirlenmektedir. Serbest radikallerin siipiiriicii
aktiviteleri hidroksil gruplarinin konumuna baghdir. Bu molekiillerin antiviral,
antialerjik, antikoagiilan, anti-inflamatuar etkileri iizerinden terapdtik potansiyelleri de
vardir. Flavonoitler sahip olduklar1 anjiogenez ile hiicresinyal iletimi ve hiicre
dongiisiiniin  kontrolii 6zelliginden dolay1r giiglii bir anti-kanser ajanlardir. Ayrica
antimutajenik ve antiproliferatif 6zellikleri de vardir. Bu sayede kansere karsi savasan
onemli bir molekiildiir. Sadece bu kadar degil flavonoitlerin apoptozu tetikleme, hiicre
farklilasmasini ve hiicre dongiisiinii diizenleme gibi 6zellikleri vardir. Flavonoidler,ayni
zamanda bitkilerde bir takim biyolojik ve fizikokimyasal 6zellikleri belirlemede de
gorevlidirler. Ornegin antosiyaninler bitkilerde renk verici pigment olarak kullanilir. Bu
sayede hayvanlar tarafindan dikkat ¢ekilmis olur ve tozlanma, giibreleme ve tohumlarin
yayilmasi gergeklesmis olur (Harborne, 1988). Flavonoidlerin bir diger 6zelligi geng
yapraklarda, antioksidanlarda, enzim inhibitdrlerinde ve toksik maddelerin Onciillerinde
zararli UV 1sinlarina karsi hafif bir ekran gorevi gorebilir ve patojenlere karsi direng
saglayabilir. Buna ek olarak, flavonoidler fotosensitizasyon ve enerji aktarim bilesikleri
olarak islev gorebilir.

Bitkiler iizerinde yapilan ¢alismalar olduk¢a yogundur. Bitkisel kaynakli besinler
ile bunlarin aktif bilesenleri iizerinde arastirmalar hizlandirilmistir. Ozellikle de
giiniimiiziin 6nemli sorunu olan ve tam olarak kesin ¢6ziimii bulunamayan kanser
tizerinde bitkilerin etkileri arastirilmaktadir. Kurkumin (Sekil 2.17) kanseri baskilayici
0zelligi nedeniyle son yillarda kanser aragtirmalarinda 6nem kazanmistir. Antikanser bir
ajan olarak; pek ¢ok kanser tiirlinde, timor olusumunu baskiladigi1 goriilmiistiir. Diinya

saglik drgiitii tarafindan giinliik olarak 3 mg kg™*’e kadar alinmasimi dnermektedir.

|
. -CH
HaC-0 X Z O-CH3

HO OH

Sekil 2.17. Kurkumin [(1E,6E)-1,7-bis (4-hidroksi-3-metoksifenil)- 1,6-heptadien-3,5-dion]
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Kurkumin Asya iilkelerinde bir baharat olarak kullanilan ve Curcuma longa
(zerdecal) ve diger Curcuma spp. tiirlerinde bulunan sar1 renkli bir bilesendir (Sekil 2.18).

Sadece Asya lilkelerinde ayni zamanda Hindistan, Cin, Endonezya, Filipinler gibi

tropikal kusak boyunda lokalize olmustur.

Sekil 2.18. Curcuma longa bitkisi ve rizomlar1

Ticari olarak satilan kurkuminin, demetoksikurkumin ve bis-demetoksikurkumin
da icerir (Sekil 2.19). Bu bilesikler, diarilheptanoidler grubuna aittir ve birlikte
kurkuminoid olarak adlandirilir. Kurkuminin yapisinda iki fenolik halka bulunur, bunlar
orto konumlarinda birer metoksi eter icerir (Oetari ve ark., 1996). Kurkumin hidrofobik
karakterde olup tautomerik bir bilesiktir. Enol formu alkali ortamlarda elektron verici
olarak islev goriir ve bis-keto formu ise nétral ve asidik ¢ozeltilerde giiglii bir proton
verici roliindedir. Kurkuminin stabilitesi, pH degerlerine baghdir ve bu durum farkli pH
degerlerinde kurkumin ¢ozeltisinin renginin  degismesiyle kanitlanmistir. pH<I
oldugunda, kurkumin ¢ozeltileri protonlanmis formun varligindan dolayr kirmizi
renktedir. Diger yandan pH 1-7'de, kurkumin ¢ozeltileri saridir ve molekiillerin cogu nétr
formdadir. 7.5'ten yiliksek pH degerlerinde, kurkumin ¢ozeltileri turuncu kirmiziya dogru

bir renk degisikligi sergiler (Tonnesen ve Karlsen, 1985).
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R R2 OCH, OCH,

a) Curcumin : R'=R2= OCHj4 Cyclocurcumin
b) Demethoxycurcumin  : R'= H, R?= OCHj,4
¢) Bisdemethoxycurcumin: R'= R?= H

Sekil 2.19. Kurkuminoidlerin kimyasal yapisi

Zerdegal, %3-5 kurkuminoid (%50-60 kurkumin) igerir ve %35 kadar da ugucu
yaglar ve recineler icermektedir. Zerdegaldaki kurkuminoid igerigi, cografi kosullara
bagl olarak %2-9 arasinda degismektedir. Ornegin, Curcuma longa (1-2 mg g*) ve
Curcuma aromatica (0.1 mg g?). ile karsilastirildiginda, Curcuma zedoaria en yiiksek
kurkuminoid icerigine (> 100 mg g*) sahiptir (Zhang ve ark., 2009).

0.1 M fosfat tamponu veya pH 7.2 ortam (her ikisi de 37°C'de) gibi biyolojik
ortamda, kurkuminin %901 inkiibasyondan sonraki 3 saat i¢inde hizla bozulmaktadir
(Sekil 2.20). Kurkumin bozuluma ugradiginda, {i¢ iirtine déniismektedir, bunlar: vanilin,
ferulik asit ve feruloil metan. Vanilin, ana bozunma firiinii olarak bulunmustur ve
inkiibasyon siiresi uzadik¢a olusum miktar1 da artmaktadir. Ayrica pH 7-10 ve 31.5°C
sicaklikta kurkuminin birincil bozunma {irtinleri FA ve fertiloilmetan olmaktadir (Oetari

ve ark., 1996).

A cHo CH=CHCOOH CH=CHCOCH,
JW: OCH, i ~OCH, i ~OCH, ﬁ
OH CH3

mytamor i A

Sekil 2.20. Kurkuminin bozunma iiriinleri: (A) vanilin, (B) ferulik asit, (C) feruloilmetan, (D)
vanillic asit, (E) ferulik aldehit, (F) 4-vinylguaiacol, (G) p-hidroksibenzaldehit, (H) p-hidroksibenzoik

asit.
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Kurkumin geleneksel tipta yaygin olarak kullanilmaktadir. Son 30-40 yil
icerisinde kurkuminin anti-inflamatuar ve anti-kanser etkileri tizerinde durulmustur.
Giiniimiizde, yapilan kanser tedavilerine karsi ilag direnci gelismektedir ayrica
sitotoksisite ve genotoksisite gibi dezavantajlart olugsmaktadir. Kurkuminin biyolojik

etkileri ¢ok genis olup Sekil 2.21°de 6zetlenmistir.

Antiallerjik
Aktivite - ; ; T
Antifungal, Antibakteriyel Aktivite
Antioksidan \ P
Aktivite \
Antidiyabetik
7 Aktivite
Alzheimer Tedavisi «— — KURKUMIN
a” “* | Antiflamatuvar Aktivite
Antikanser Antiartrit
Aktivite Aktivite

Sekil 2.21. Kurkuminin hiicreler iizerinde biyolojik etkileri

Kurkuminin 1518a kars1 stabilitesi ayrica dort farkli organik c¢oziiciide test
edilmistir: metanol, etil asetat, kloroform ve asetonitril. Test edilen bu ¢o6ziiciilerde,
kurkuminin fotodegradasyonu, goriiniise gore birinci derece kinetigi takip etmektedir ve
cozelti icindeki kurkuminin yar1 Omrii, metanol>etil asetat>kloroform>asetonitril
seklindedir. Kurkuminin siklizasyon {iriinli sadece metanol ve kloroform i¢inde tespit
edildi (Tonnesen ve ark., 2005).

Yiiksek doz kurkuminin herhangi bir yan etkisi yoktur. Yapisinda bulunan cift
baglar emilimden sonra indirgenerek pek ¢ok aktif metabolit olusturur. Sonra bu
indirgenmis metabolitler ve kurkumin ve glukuronitlere ve siilfatlara dontismektedir.
Kurkumin hidrofobik yapida oldugu i¢in biyoyararlanimi oldukca diistiktiir. Hidrofobik
olmasindan dolayr sudaki ¢oziniirliigi sinirlidir. Kurkuminden en yiiksek derecede
yararlanabilmek i¢in fosfolipit, lipozom, nanopartikiil formiilasyonlar1 gibi ¢esitli

yaklagimlar ve farkli ajanlarla kombinasyonu denenmektedir. Bu denemelerin bir
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sonucunda  siklodekstrinler ile kurkumin kompleks olusturdugunda sudaki
¢ozlnirliiglintin artti@1 bildirilmistir.

Kurkuminoid biyosentezi ¢ok asamali bir siiregtir (Katsuyama ve ark., 2007). L-
fenilalaninden  iretilen  p-kumaroil-CoA  ile  Ferulolii  CoA  {izerinden
sentezlenebilmektedir. Bu yolaklardan 6zellikle kumaroil-CoA daha ¢ok tercih edilir.
Pkumaroil-CoA, diketit CoA sentaz enzimi vasitasiyla ve reaksiyona malonil CoA’nin
katilmasiyla birlikte p-kumarildiketit CoA olusur. Bu iiriin farkli enzimlerin
katalizlemesiyle bisdemetoksikurkumin ve demetoksikurkumin olusur.
Bisdemetoksikurkumin hidroksilaz enzimiyle de demetoksikurkumine doniigebilir. Ayn1
sekilde ferolil Co A iizerinden ferulolildiketit Co A olusabilir ve bu iiriin p-kumaril CoA
kurkumin sentaz ya da kurkumin sentaz vasitasiyla demetoksikurkumin ve kurkumin

olusturabilir (Sekil 2.22).

Oy _-SCoA O._SCoA
Oy _OH > z
NH2 EEE R N R - - -
OMe

OH OH
L-Phenylalanin p-Coumaroyl-CoA Feruloyl-CoA
o O o O
HOJ\/U\SCOA Diketide-CoA synthase HOM SCoAﬁ Diketide-CoA synthase
Malonyl-CoA Malonyl-CoA
o O (o} ?
COA-SW\Q COA—SWOME
e OH - OH
p-Cumaroyldiketide-CoA Feruloyldiketide-CoA
Curcumin synthasf/ p-Cumaroyl-CoA Feruloyl-CoA\ / p-Cumaroyl-CoA Feruloyl—CoA\:\urcumin synthase
Curcumin synthase Curcumin synthase
O OH Hydroxylase o OH Hydroxylase O OH
- pomR ey
O S NF O oMT MOMe oMT MeO A INF OMe
HO OoH HO S o HO ‘ ! OH
Bisdemethoxycurcumin Demethoxycurcumin Curcumin

Sekil 2.22. Kurkuminoid biyosentez yolu

Calismamizda Arabidopsis fidelerinin bulundugu ortama tunikamisin eklenip ER
stresi uygulanmigtir. ER stresinin konsantrasyonu literatiir bilgileri baz alinarak yapilacak
on denemelerle belirlenmis ve 0.15 pg ml™ tunikamisin uygulanmasina karar verilmistir.
Kurkuminin toksik olmayan miktarlar1 deneme sonucu belirlenmis ve 1 ve 10 uM
uygulanmasina karar verilmistir. Kurkumin hem kontrol hem de stres altindaki
Arabidopsis fidelerine disaridan uygulanmigtir. Kurkuminin stres altindaki Arabidopsis

fideleri lizerinde nasil bir koruyucu rol oynadigi gézlemlenip fizyolojik ve biyokimyasal
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analizlerle belirlenmeye ¢alisilmistir. Fidelere stres uygulandiktan sonra belli donemlerde
fidelerden 6rnekleme yapilmis ve fidelerdeki ROS miktar1 (H202) ve SOD, CAT, POX
ve APX gibi antioksidan enzim veya izozim (Mn-SOD, Cu/Zn-SOD ve FeSOD) aktivite
tayinleri ve total protein miktar1 belirlenmistir. Ayrica kismi biiylime orani, bagil su
icerigi ve lipid peroksidasyonu gibi fizyolojik ve biyokimyasal parametreler de

Olciilmiistiir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Tohumlarin temini ve sterilizasyonu

Yiiksek lisans tezinde genom dizisi tamamlanmis olan model bitki Arabidopsis
thaliana ekotip Columbia bitki materyali olarak se¢ilmistir. Tohumlarin ana stoku NASC
(European Arabidopsis Research Center)’dan temin edilmis olup, tohumdan tohum
iiretme yapilarak tohum ¢ogaltilmasi saglanmistir. Tohum ¢ogaltma islemleri laboratuvar
ortaminda kontrollii sartlarda ve MS ortaminda (Murashige ve Skoog, 1962)
tamamlanmistir. Sterilizasyon agamasinda, A. thaliana tohumlar1 %70 etanolde 1 dakika
bekletilmis ve ardindan steril distile suda 5 kez yikanmistir. Yikanma isleminden sonra
10 dakika %4 NaCl (sodyum hipoklorit) ¢ozeltisinde tutulmus ve yeniden steril distile
suda 5 kez yikanarak sterilize edilmistir. A. thaliana tohumlarimin ¢imlendirildigi ve fide

haline getirildigi ortam Sekil 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1 MS ortaminda yetistirilen Arabidopsis bitkileri

3.2. Deneme Dizayni

Calismada stres unsuru olan tunikamisin aracili ER stresini olusturabilmek i¢in
McCormack ve ark. (2015) tarafindan verilen bitki uygulama yontemleri kullanilmstir.
Bu arastiricilar tarafindan belirtilen yontemde bitkiler, %0.6 sakkaroz ve %0.7 agar i¢eren
Murashige ve Skoog (MS) ortaminda yetistirilmektedir (Murashige ve Skoog, 1962). MS
ortami kullanilmasinin amaci ER stresi uygulamasi sirasinda bitkilere tunikamisinin esit
miktarda dagilmasi ve hasat ve uygulama zamanlarinda bitkide olusabilecek yaralanma
etkilerinin azaltilmasidir.

Uygulama, tohumlar ¢imlendikten 4 giin sonra yapilmis olup 4. gilinlin sonunda

tunikamisin ve kurkumin uygulamalari tamamlanmistir. Uygulama siiresi 7 giin siiresince
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devam etmistir ve 7. Giinlin sonunda analizler i¢in drnekleme yapilmistir. ER stresini
uyarmak i¢in tunikamisin (0.15 pug ml™) ve kurkumin (1 ve 10 uM) hem tek basina hem

de birlikte uygulanmistir (Sekil 3.2). Bu durumda c¢alismamizda bulunan uygulama
gruplart asagidaki tablodaki gibi 6zetlenebilir (Cizelge 3.1):

Cizelge 3.1. Denemede kullanilan gruplar ve tanimlart

Grup Grubun tanim

K Kontrol grubu, herhangi bir uygulama yapilmamis grup

Tm Kontrol kosullar1 altinda sadece 0.15 pug ml™ tunikamisin uygulamasi
yapilan grup

1Cur Kontrol kosullar altinda sadece 1 uM kurkumin uygulamasi yapilan
grup

10Cur Kontrol kosullar altinda sadece 10 uM kurkumin uygulamasi
yapilan grup

1Cur+Tm | 0.15 ug ml™ tunikamisin ve 1 uM kurkumin uygulamalar1 yapilan
grup

10Cur+Tm | 0.15 ug ml™* tunikamisin ve 10 uM kurkumin uygulamalar1 yapilan
grup

Sekil 3.2. On deneme siiresince yapilan deneme gruplari
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Calismalar icin hasat edilen Ornekler sivi azotta dondurulmus ve -80°C’ de
analizlere kadar muhafaza edilmistir. 4 giinliik bitkiler, uygulamanin 7. giiniinde hasat
edilmis ve asagida belirtilen fizyolojik ve biyokimyasal parametreler 6lgiilmiistiir:

. Kismi biiyiime oran1 (RGR)

. Bagil su icerigi (RWC)

. Antioksidan enzim/izozim aktivite tayinleri (SOD, CAT, POX, APX)

. ROS miktar1 (H202 miktar1)

. Lipid peroksidasyonu (TBARS miktar1)

. Prolin analizi

. Protein miktari

3.3. Kismi biiyiime orani (RGR)

Uygulamalarin sonunda 6rnekleme yapilan her bir gruptan alinan rastgele bitki
fidelerinin uzunluklart OSl¢iilmiistiir. Bu Orneklerin yas agirliklar1 da belirlenmistir.
Ornekler 70°C°de 72 saat etiivde bekletildikten sonra kuru agirliklar kaydedilmis ve Hunt
ve ark. (2002) tarafindan verilen formiile gére RGR degeri hesaplanacaktir. Hesaplamada
kullanilan formiil asagida verilmistir:

RGR =[In (DW2) —In (DW1)] / (t2 —t1)

Formiilde yer alan DW1, uygulama yapilmadan 6nceki kuru agirligi, DW2 ise

uygulama sonrasinda 7. giiniinde 6rnekleme yapilan bitkinin kuru agirligi, t1 uygulama

oncesindeki zamani, t2 ise 7. glinli temsil etmektedir.

3.4. Bagil Su icerigi (RWC)

Ornekleme zamaninda her bir uygulama grubundaki bitkilerden yaklasik olarak
es boyutlarda yaprak ornekleri alinarak yas agirliklarn 6l¢iilmiis ve deger FA olarak
kaydedilmistir. Daha sonra yapraklar 6 saat siiresince diisiik 151k altinda 50 ml deiyonize
su bulunan petrilerde bekletilmis ve turgorlu hale gegmeleri saglanmistir.

Turgorlu hale gecen yapraklarin fazla suyu alinarak tartilmis ve 6l¢iilen deger TA
olarak kaydedilmistir. Yaprak 6rnekleri 48 saat siireyle 65-70°C’de etiivde kurutulmus ve
kuru agirliklar (DA) tartilmistir. Her bir gruba ait yaprak 6rneklerinin bagil su igerigi
(RWC) Smart ve Bingham (1974) tarafindan verilen formiile gore % olarak

hesaplanmustir.
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RWC (%) = [(Yas agirlik — Kuru agirlik) / (Turgorlu agirlik — Kuru agirlik)] X 100

3.5. Enzim ve izozim tayinleri icin 6rneklerin homojenizasyonu

Antioksidan enzimlerin ekstraksiyonu i¢in derin dondurucuda saklanmis olan
yapraklar, sogutulmus havanda 0.1 g yaprak ornekleri sivi azotta homojenizasyon
tamponunda homojenize edilmistir. Bu soliisyon, %2 polyvinylpolyprrolidone (PVPP,
w/v), | mM EDTA ve pH 7.8’de 50 mM Na-fosfat tamponundan olusmaktadir. Filtrasyon
sonrast +4°C’de, 14000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatant,
enzim ve izozim aktivitesi analizlerinde kullanilmistir. Ekstraksiyon prosediiriiniin timii

+4°C’de gergeklestirilmistir.

3.5.1. Siiperoksit dismutaz izozim/enzim tayini

Her bir kuyucuga esit miktarda protein igeren yaprak homojenati yiiklenerek
Laemmli’ye gore (1970) native PAGE ile ayrilarak SOD izozim tayini yapilmigstir. Jele
yiiklenmeden 6nce taze yaprak 6rnekleri 4°C’de 9 mM Tris HCI (pH 6.8) ve %13.6 (v/v)
gliserol ile homojenize edilmistir. Homojenatlar 14000 g’de 5 dakika siiresince 4°C’de
santrifiij sonrasinda elde edilen siipernatantlar enzim aktivitesinin belirlenmesinde
kullanilmistir. Protein miktari, standart olarak bovin serum albumin kullanilarak Bradford
(1976) tarafindan belirtilen yonteme gore belirlenmistir. Jele protein yiliklemesi
yapildiktan sonra +4°C’de sabit akimla (120 mA) %12’lik seperating jel ve %5’lik
stucking jelde (stucking jel i¢in 60 mA, seperating jel i¢in 120 mA) ayrilmistir. Total
SOD aktivitesi, Beauchamp ve Fridovich’e (1971) gore riboflavin ve nitrobluetetrazolium
(NBT) boyast ile belirlenmistir. Jeller 30 dakika kadar boya soliisyonunda bekletilmis ve
SOD izozim bantlarinin densiyometik analizi Bio-1D yazilim programinda goriintiileme

cthazi ile tayin edilmistir.

3.5.2. Katalaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz (CAT) enzim aktivitesi, Bergmeyer’in (1970) tanimladig1 metoda gore
yapilmistir. 0.1 mM EDTA, 50 mM Na-fosfat tamponu (pH 7.0), de-iyonize su, %0.3
H202 ve enzim ekstrakti, 1ml’lik kuvartz kiivetlere konulmustur. Analizde UV 15181

bolgesinde kore karst 240 nm’de H202’nin azalma orani temel alinarak CAT aktivitesi



38

belirlenmistir. Bu enzim aktivitesi dakikada tiiketilen umol H2O; olarak ifade edilmistir.
Reaksiyon siiresince absorbansta olusan azalma ti¢ dakika boyunca takip edilmistir. CAT
izozimlerinin tayin yonteminde Woodbury ve ark. (1971) tarafindan tanimlanan metodu

kullanilmustir.

3.5.3. Peroksidaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Peroksidaz (POX) izozim ve enzim aktiviteleri, sirasiyla Seevers ve ark. (1971)
ve Herzog ve Fahimi’nin (1973) tanimladig1 metoda gore yapilmistir. H.O2 varliginda
okside olan DAB (3’-3’-diaminobenzidin tetrahidroklorit) olusum miktarina bagli olarak
3 dakika boyunca 465 nm’deki absorbans degisimleri okunmustur. DAB soliisyonu,
%0.6’1lik H202, de-iyonize su ve enzim ekstrakti polistren kiivetteki reaksiyon karisimini
olusturmustur. Reaksiyon H202’nin katilmasiyla baslatilmis ve dakikada goézlenen
absorbans artis1 temel alinmistir. Spesifik enzim aktivitesi dakikada tiiketilen umol/ml

H20: olarak ifade edilmistir.

3.5.4. Askorbat peroksidaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Total askorbat peroksidaz enzim aktivitesi i¢cin Nakano ve Asada (1981)
tarafindan belirtilen protokol kullanilmistir. Askorbatin oksidasyonuna bagli olarak

gerceklesen absorbanstaki diisiis 180 sn siiresince takip edilmistir.

3.6. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) miktarinin belirlenmesi

3.6.1. Hidrojen peroksit (H202) miktarimin belirlenmesi

H20:2 tayini Liu ve ark.’na (2010) gore yapilacaktir. 0.5 g yaprak ornekleri sivi
azotta ogiitiildiikten sonra -20°C’de bekletilmis asetonun 3 ml’si homojenize edilmis ve
3000 g’de 4°C’de 10 dakika santrifiijlenmistir. 1 ml siipernatanta 0.1 ml titanyum karigimi
(%20 (v/v) titantum tetraklorid i¢eren ve hidroklorik asit ile hazirlanan) eklenmistir.
Sonrasinda titanyum-peroksit kompleksi, 0.2 ml amonyum hidroksit ile karistirilmistir.
Reaksiyon karigimi 16000 g’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Pellet kismu -20°C’ye
sogutulmus aseton ile yikanmistir. Elde edilen pellet 1 M H2SOs’tin 2 ml’si ile

¢Oziilmiigtiir. Sollisyonun absorbanst 410 nm’de su koriine karsi okunmustur.
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Orneklerdeki H202 miktari, bilinen H202 miktarlara gére hazirlanan standart egim

grafigine gore hesaplanmaistir.

3.7. Lipit Peroksidasyonun Belirlenmesi

Lipit peroksidasyonunun belirlenmesi i¢cin TBAR reaksiyonu sonucu olusan
malondialdehit (TBARS) miktar1 6l¢lilmiistiir. Bu amacgla Rao ve Sresty’nin (2000)
tanimladig1 yontem kullanilmistir. 0.1 g yaprak ornekleri TCA (tiokloroasetik asit) ile
homojenize edildikten sonra 10000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasinda, 1 ml’lik siipernatanta 4 ml TBA (2-Tiobarbitiirik asit) ve TCA (Trikloroasetik
asit) karigimini igeren reaksiyon karisimi eklenmis ve tiim deney tiipleri 95°C’de 30
dakika 1sitilmistir. Karisim 10.000 g’de 15 dakika santrifiijlenmistir. Aktivite degeri i¢in

532-600 nm araliginda absorbans degisimleri incelenmistir.

3.8. Prolin Miktarmin Belirlenmesi

Yaprak orneklerindeki serbest prolin icerigi, Bates ve ark. (1973) tarafindan
gosterilen metoda gore yapilmistir. Her bir uygulama grubundan 0.1 g yaprak ornekleri
tartilmis ve %3’liikk (w/v) siilfosalisilik asitle homojenize edilmistir. Homojenat filtre
kagidindan stizdiiriilmistiir. Asit ninhidrin ve glasiyal asetik asit eklendikten sonra olugan
karistm 100°C’de 1 saat su banyosunda bekletilmistir. Tiip igeresindeki reaksiyon
durdurmak amaciyla buz banyosu kullanilmistir. Bu karisima toluen ilave edilmis, sivi
fazdan aspire edilen toluen fraksiyonunun 520 nm’deki absorbansi spektrofotometreden
okunmustur. Prolin miktari, kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplanmis ve umol prolin

g taze agirlik olarak ifade edilmistir.

3.9. Total protein miktarinin belirlenmesi

Total protein miktari, analizleri Bradford’a (1976) gére BSA (Bovine Serum
Albumine) standartlar1 kullanilarak yapilmustir. Igerdigi protein miktar1, 50 plt 6rnek ve
1 ml Bradford boyasi igeren son hacmi 1 ml olan polistren kiivetlerde dl¢iilmiistiir. Kor,

50 pl seyreltme tamponu ve 1 ml Bradford boyasindan olusmaktadir. Ornekler kére karsi
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Shimadzu UV spektrofotometre cihazi ile 595 nm’de okunmustur. Coziinebilen total

protein miktar1 mg yas agirlik olarak belirlenmistir.

3.10. istatistiksel Analizler

Bagimsiz olarak her bir deneme {i¢ kez tekrar edilmis ve elde edilen sonuglar one-
way ANOVA analiziyle (tek yonlii varyans analizi) degerlendirilmistir. Uygulama
gruplarinin istatistiksel olarak birbirine olan farkini 6lgmek i¢in TUKEY post-test
uygulanmistir. Bu karsilastirma sonucunda P<0.05 degerine sahip uygulama gruplari
birbirinden istatistiksel olarak farkli olarak degerlendirilmistir. Istatistiksel analizler
SPSS yazilimi (versiyon 23.0) ile gergeklestirilmistir. Tez metni i¢inde yer alan
cizelgelerdeki hata gubuklari ortalama standart hatayr gostermektedir ve grafiklerdeki

degerler ortalama olarak verilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda amag tunikamisin ile uyarilan ER stresi altinda A. thaliana
fidelerinde disaridan uygulanan kurkuminin fizyolojik ve biyokimyasal cevaplarinin
belirlenmesidir. Bu amagla yapilan analizlerin sonuglar1 ve degerlendirilmesi agagida

verilmigtir.

4.1. ER stresi ve/veya kurkumin gruplarinda kismi biiyiime oraninda

olusan degisimler

ER stresinin ve kurkuminin biiytime iizerine etkilerini gostermek igin A. thaliana
fidelerindeki fenotipik degisimler, bitki yas agirligi (Sekil 4.1) ve yapraklarinda kismi
biiylime oranlart (RGR) (Sekil 4.2) analiz edilmistir.
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Bitki yas agirligi (g)

0,12
d
0,1
0,08
0,06
0,04
0,02
0
K 1Cur 10Cur 1Cur+Tm 10Cur+Tm
Kontrol 1 uM Curcumin 10 uM Curcumin

0,15 pg/ml 1 pM Curcumin 10 uM Curcumin
Tunikamisin (Tm) + +
Tm Tm

Sekil 4.1. Tunikamisin (Tm, 0.15 pg ml™?) ile uyarilan ER stresine maruz kalan Arabidopsis
fidelerinde kurkumin (1Cur; 1 pM ve 10Cur; 10 uM kurkumin) uygulandiktan sonra bitki yas
agirliklarinda meydana gelen degisimler ve uygulamalara bagli olarak Arabidopsis fidelerindeki fenotipik
degisimler
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Arabidopsis fidelerinin koklerindeki strese bagli inhibisyon net olarak
goriilmektedir (Sekil 4.1). ER stresi altindaki Arabidopsis fidelerinin yas agirliginda da
azalma izlenmistir. Diger yandan, bitki yas agirliklarindaki ER stresiyle birlikte gozlenen
bu azalma, kurkumin uygulamasi ile Onlenebilmistir. Strese maruz kalan Arabidopsis
fidelerine kurkumin uygulamasi, sadece stres uygulanan gruba gore yas agirliginda artma
saglamistir ve bu degisim 10 uM kurkumin uygulamasinda daha bariz olarak izlenmistir.
Bu etki uygulama sonrasinda yapilan bitki fotograflarinda da izlenmistir. Kurkuminin
stres altindaki biiyiimeye olan etki daha once de ¢alisilmistir ve arsenik stresine maruz
birakilan Vigna radiata fidelerinde biiylimenin arttirildig1 rapor edilmistir (Upadhyay ve
ark., 2014). Bu c¢alismada kurkumin uygulamas: ile toplam karetenoid miktarinin total
Klorofil miktarindan daha fazla oldugunu ve kurkumin aracili karetenoid miktarindaki
artisgin  stresin neden oldugu fotosentetik hasarin iyilestirilmesinde etkili oldugu
bildirilmistir. Fotosentezdeki bu iyilesme, organik molekiillerin artan yapimiyla iliskili
oldugundan calismamizda biliylime parametresindeki artisin nedeni olarak agiklanabilir.
Kurkumin ER stresinin membranlar {izerindeki negatif etkilerini de ortadan kaldirarak
biliylimede iyilesme saglamis olabilir. Kurkuminin biiylimedeki bu yaniti sadece stres
altinda degil, ayn1 zamanda kontrol kosullar1 altinda da uygulanan kurkumin miktarlar

ile saglanabilmistir.
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Sekil 4.2. Tunikamisin (Tm, 0.15 pg ml?) ile uyarilan ER stresine maruz kalan Arabidopsis
fidelerinde kurkumin (1Cur; 1 M ve 10Cur; 10 uM kurkumin) uygulandiktan sonra kismi biiyiime
oraninda (RWC) meydana gelen degisimler

ER stresi olusturulan A. thaliana bitkilerinde RGR degerleri deneme siiresince
ciddi sekilde azalmistir. Tunikamisin ile uyarilan ER stresi altinda Arabidopsis
fidelerinde ve koklerinde azalmalar daha once yapilan c¢aligmalarla da gosterilmistir
(Ozgur ve ark., 2014). ER stresi kaynakli bu azalmanin nedeni, Watanabe ve Lam (2008)
tarafindan da belirtildigi gibi hiicrelerin niikleus degisimlerine bagli olarak hiicre
Oliimlerinin artistyla ilgili olabilir. Daha 6nce yapilan baska bir ¢calismada ise (Reinhardt
ve ark., 2003) tunikamisin ile uyarilan ER stresinin biiyiimedeki azalmasi oksin taginimini
azaltan glutatyon tiiketimine bagli oldugu gosterilmistir. ER stresi ve oksin arasindaki
etkilesimi gosteren Irsigler ve ark. (2007) calismasinda ER stresinin 6ksinamidohidrolaz
prekursoriinti baskiladigini gostermislerdir. Diger yandan, ER stresine maruz birakilan
Arabidopsis fidelerinin biiylime parametrelerinde sadece stres uygulanan gruba gore
artiglar izlenmistir. Bu artiglar ayn1 zamanda stres kosullar1 altinda yetistirilmeyen
fidelere kurkumin uygulamasi ile de gozlenmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda
disaridan uygulanan flavanoid konsantrasyonuna gore biiyiimedeki cevaplarin degistigi
gosterilmistir. Ornegin, bir flavanoid olan naringenin 0.4 mM gibi yiiksek

konsantrasyonlarinda Arabidopsis ve soya fasulyesinin biiyiimesinde azalmalara neden
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oldugu rapor edilmistir (Hernandez ve ark., 2012). Buna zit olarak 0.1 mM naringenin
uygulamasinin ise stres altinda biiylimede artislara neden oldugu bildirilmistir
(Mucciarelli ve ark., 2000). Bu artisin nedeni, diisiik flavanoid miktariin oksin gibi etki
gostererek hiicre genislemesini uyarmasi ve hiicrelerde mitotik aktiviteyi tetiklemesi
gosterilmistir. Maloney ve ark. (2014) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada ise flavanol
miktart ile yanal kok olusumu arasindaki iligki gosterilmistir. Bu tez calismasinda da hem
stressiz hem de stres kosullar1 altinda kurkumin uygulamasiyla artan biiyiime degerleri,
boliinme saymnin artisina veya su tasimiminda yer alan tasiyicilarin korunmasina

baglanabilir.

4.2. ER stresi ve/veya kurkumin gruplarinda bagil su iceriginde olusan

degisimler

ER stresinin ve kurkuminin su miktar1 iizerine etkilerini gostermek igin A.

thaliana yapraklarinda bagil su igerigi (RWC) analiz edilmis ve Sekil 4.3’de

gosterilmistir.
RWC (%)
120
100
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40
20
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1Cur 10Cur 1Cur+Tm 10Cur+Tm

Sekil 4.3. Tunikamisin (Tm, 0.15 pg ml™?) ile uyarilan ER stresine maruz kalan Arabidopsis
fidelerinde kurkumin (1Cur; 1 M ve 10Cur; 10 uM kurkumin) uygulandiktan sonra bagil su igerigi
(RWC) meydana gelen degisimler

Arabidopsis fidelerine Tm uygulamasi Arabidopsis yapraklarinda bagil su

iceriginde (RWC) azalmaya neden olmustur. Stresle RWC’de olusan bu azalmanin orani
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%13.6°dir. Ozgur ve ark. (2014) Arabidopsis fidelerine tunikamisin uygulamasindan
sonra daha fazla su kaybin1 bildirmiglerdir. Ayrica yapilan diger bir ¢alismada ise protein
katlanmasi siireci bozulan lewl Arabidopsis mutantlarinda, yabani tiplere gore stoma
iletkenligi daha diisiiktiir ve su kaybi1 daha fazladir (Zhang ve ark., 2008). Diger yandan
kurkumin uygulanmasi, Arabidopsis yapraklarindaki su igeriginde bir artisa neden
olmustur. Kurkuminin, strese maruz kalan Arabidopsis fidelerinde su igerigindeki
artiglara neden olmasi, ozmotik diizenleme yapan prolin gibi molekiillerle olan
baglantisina dayandirilabilir. Calismamizda disaridan kurkumin uygulamasi, kontrol ya
da stres kosullar1 altinda yetistirilen Arabidopsis fidelerinde igsel prolin miktarinda artisa
neden olmustur. Buna paralel olarak, disaridan uygulanan fenolik bilesiklerin stres altinda
hiicre prolin miktarini arttirdigina dair ¢calismalar mevcuttur (Kaur ve ark., 2017). Stres
altindaki RWC diizeylerindeki kurkumin tesvikli artisi, stressiz ortamlarda kurkumin
uygulanmasi ile de goriilmiistiir. Bu anlamda kurkumin ve su alinimindaki artis hem stres
hem de stres olmayan ortamlarda uyarilmaktadir. Bu artis, kurkuminin su kanallarin

uyarmasi sonucundan da kaynaklanabilir.

4.3. ER stresi ve/veya kurkumin gruplarinda antioksidan enzim/izozim

sisteminde olusan degisimler

4.3.1. ER stresi ve/veya kurkumin gruplarinda total SOD enzim/izozim

aktivitesinde olusan degisimler

ER stresinin ve kurkuminin antioksidan sistem tizerine etkilerini géstermek i¢in
A. thaliana yapraklarinda total SOD aktivitesi ve SOD izozim profillemesi analiz edilmis

ve Sekil 4.4°de gosterilmistir.
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Total SOD aktivitesi (U mg™ protein)
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Sekil 4.4. Tunikamisin (Tm, 0.15 pg ml?) ile uyarilan ER stresine maruz kalan Arabidopsis
fidelerinde kurkumin (1Cur; 1 uM ve 10Cur; 10 pM kurkumin) uygulandiktan sonra total SOD enzim
aktivitesinde ve SOD izozimlerinin farkl: tiplerinin bagil bant yogunlugunda meydana gelen degisimler

SOD izozim aktivitesine ait jel analizleri toplam dort bandin varligini
gostermektedir. Yiikleme yapilan gruplarin basinda yer alan kuyucuya 0.5 iinite SOD
standart1 yliklenmistir. Bunlar, bir Mn-SOD, bir Fe-SOD ve iki Cu/Zn-SOD bantlaridir.
Tunikamisine bagli olarak uyarilan ER stresi Arabidopsis fidelerinde total SOD aktivitesi
artmistir. SOD izozim enzimlerinin densiyometrik analizlerine bakildiginda, total SOD
aktivitesiyle paralellik gosterecek sekilde Mn-SOD ve Cu/Zn-SOD2 bantlarinin
yogunlugunda artiglar izlenmistir. Calismamizda, stresle artan radikal birikimini 6nlemek
amaciyla SOD’un hem enzim hem de izozim aktivitesinde artis gosterilmistir. Bu durum,

Ozgur ve ark. (2018) tarafindan yapilan calismada da gosterilmistir. Ayrica, stres
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uygulamasiyla birlikte uygulanan kurkumin, total SOD aktivitesini sadece ER stresi
uygulanan gruba gore arttirmistir. Bu artis tiim izozim bantlarinin artan yogunluguyla da
desteklenmistir. Ozellikle Mn-SOD ve Fe-SOD izozim artislar1 ¢ok belirgindir. Kontrol
kosullar altinda uygulanan kurkumin tiim SOD izozim yogunluklarini arttirmistir. Bu
grupta, stres ve Tm uygulanan grupta oldugu gibi, hem Mn-SOD hem de Fe-SOD 6nemli
diizeyde uyarilmistir. Bu sonuca paralel olacak sekilde sadece kurkumin uygulamasinda
(1 ve 10 uM Cur) total SOD aktivitesinde sirasiyla %24 ve %39 oraninda artis
saptanmustir (Sekil 4.4). Bu izozimlerin hiicrede 6zellikle kloroplast ve mitokondride
bulunmasindan dolay1, kurkuminin bu iki organel iizerinde stres bagli olusan hasarlarin

giderilmesinde 6nemli etkilerinin oldugunu sdyleyebiliriz.

4.3.2. ER stresi ve/veya kurkumin gruplarinda total CAT enzim/izozim

aktivitesinde olusan degisimler

ER stresinin ve kurkuminin antioksidan sistem tiizerine etkilerini gostermek i¢in
A. thaliana yapraklarinda total CAT aktivitesi ve CAT izozim profillemesi analiz edilmis

ve Sekil 4.5°de gosterilmistir.
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Total CAT aktivitesi (U mg™ protein)
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Sekil 4.5. Tunikamisin (Tm, 0.15 pg ml?) ile uyarilan ER stresine maruz kalan Arabidopsis
fidelerinde kurkumin (1Cur; 1 M ve 10Cur; 10 uM kurkumin) uygulandiktan sonra total CAT enzim
aktivitesinde ve CAT izozimlerinin farkli tiplerinin bagil bant yogunlugunda meydana gelen
degisimler

Uygulamalar takiben native page analizinde Arabidopsis fidelerinde sadece bir
CAT band1 (CATI) izlenmistir. Tm uygulamasinda bagli olarak uyarilan ER stresi total
katalaz (CAT) aktivitesinde artisa neden olmustur. Strese bagli CAT aktivitesindeki bu
artisin orani yaklasik %20°dir. Bu artis, CAT izoziminde gozlenen bant yogunlugunun
artistyla da desteklenmistir. Caligmamizda Tm uygulamasi yapilan Arabidopsis
fidelerinde SOD aktivitesi ile olusturulan H202 miktari, artan CAT aktivitesiyle
siipiirilmeye calisilmistir. Buna benzer sonug, farkli stres uygulamalarinda da
saptanmigtir. Ornegin, kadmiyum stresine maruz kalan bugdayda ya da bor stresi
uygulanan domates bitkilerinde strese bagli olarak artan CAT aktivitesi izlenmistir (Kaya

ve Ashraf, 2015; Guo ve ark., 2019). Kurkumin ve stres uygulamasi yapilan Arabidopsis
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fidelerinde CAT aktivitesi sadece stres uygulanan gruba gore ya degismemis ya da azalma
gostermistir. Bu sonuca zit olarak tuzluluk stresine maruz birakilan Cucumis sativus
bitkisinde bir sekonder bilesik olan 5-aminolevulinik asit uygulamasi sonucunda CAT
aktivitesinde artis izlenmistir (Wu ve ark., 2019). Diger yandan, sadece kurkumin
uygulamasi diisiik konsantrasyonda (1 pM Cur), CAT aktivitesini azaltirken, yiiksek
miktardaki kurkumin uygulamasinda (10 uM Cur) CAT aktivitesinde istatiksel olarak

herhangi bir degisime neden olmamaistir.

4.3.3. ER stresi ve/veya kurkumin gruplarinda total POX enzim/izozim

aktivitesinde olusan degisimler

ER stresinin ve kurkuminin antioksidan sistem iizerine etkilerini gostermek i¢in
A. thaliana yapraklarinda total POX aktivitesi ve POX izozim profillemesi analiz edilmis

ve Sekil 4.6°da gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Tunikamisin (Tm, 0.15 pg ml™?) ile uyarilan ER stresine maruz kalan Arabidopsis
fidelerinde kurkumin (1Cur; 1 pM ve 10Cur; 10 uM kurkumin) uygulandiktan sonra total POX enzim
aktivitesinde ve POX izozimlerinin farkl: tiplerinin bagil bant yogunlugunda meydana gelen
degisimler

Deneme siiresince densiyometrik analizlerde Arabidopsis fidelerinde 6 POX
izozim bandlar1 (POX1-6) izlenmistir (Sekil 4.6) ve 0.2 iinite POX standarti yliklenmistir.
Tm ile uyarilan ER stresi Arabidopsis fidelerinde kontrol grubuna gore total POX
aktivitesini artirmistir. Bu artis, 6zellikle POX3 izozimindeki artis ve bu uygulama

grubunda yeni olarak beliren POX4-5-6 bantlarinin artan yogunlugu ile paraleldir. Buna

paralel olarak, baz1 agir metallerin (¢inko, nikel, kadmiyum ve bakir gibi) toksik
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diizeylerde musir bitkilerine uygulanmasiyla birlikte kok ve gdovdede yiiksek POX
aktivitesi saptanmistir (AbdElgawad ve ark., 2020). Stresle birlikte kurkumin
uygulandiginda ise total POX aktivitesi sadece yiiksek konsantrasyondaki kurkumin (10
uM kurkumin) ile %9 oraninda bir artis gosterebilmistir. Kontrol kosullari altinda
uygulanan kurkumin, Arabidopsis’in POX aktivitesinde kontrol grubuna gore herhangi
bir degisime neden olmamistir. Ayrica, POX bant yogunluklar1 da kurkumin uygulanan
grup ile kontrol grubu arasinda 6nemli bir farklilik bulunmamaktadir. 10 uM kurkumin
ve tunikamisin uygulanan grupla ile benzer olarak, Moringa oleifera bitkisine tuz stresi
altinda bir sekonder bilesik olan salisilik asit uygulandiginda POX aktivitesinin arttig1
bildirilmistir (Faheed ve ark., 2020).

4.3.4. ER stresi ve/veya kurkumin gruplarinda total APX enzim

aktivitesinde olusan degisimler
ER stresinin ve kurkuminin antioksidan sistem tiizerine etkilerini gostermek i¢in

A. thaliana yapraklarinda total APX aktivitesi analiz edilmis ve Sekil 4.7°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.7. Tunikamisin (Tm, 0.15 pg ml™?) ile uyarilan ER stresine maruz kalan Arabidopsis
fidelerinde kurkumin (1Cur; 1 uM ve 10Cur; 10 pM kurkumin) uygulandiktan sonra total APX enzim
aktivitesinde meydana gelen degisimler
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ER stresi Arabidopsis fidelerinde total APX aktivitesini artirmistir. Bu
sonucumuza paralel sekilde tuz ve PEG’in birlikte uygulandigi Glycyrrhiza uralensis
bitkisinde artan APX aktivitesi bildirilmistir (Zhang ve ark., 2017). Stres kosulu olmadan
uygulanan kurkumin konsantrasyonlari, total APX aktivitesinde herhangi bir degisim
olusturmamistir. Diger yandan Tm stresine maruz kalan Arabidopsis fidelerine kurkumin
uygulandigi durumda sadece Tm stresi uygulanan gruba gore total APX aktivitesi
azalmistir. Sonuglarimiza zit olarak, Ghaffari ve ark. (2019) kuraklik stresi ve disaridan

prolin uygulamalari yapilan seker pancarinda APX aktivitesinde artisi izlemistir.

4.4. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) miktarinin belirlenmesi

4.4.1. ER stresi ve/veya kurkumin gruplarinda hidrojen peroksit (H20z2)

miktarinda olusan degisimler belirlenmesi

ER stresinin ve kurkuminin ROS birikimi iizerine etkilerini gostermek igin A.

thaliana yapraklarinda H,O> miktar1 analiz edilmis ve Sekil 4.8’de gosterilmistir.

H,O, miktari (umol g'* TA)

Fa

3,5

2,5
1
0

0

1Cur 10Cur 1Cur+Tm 10Cur+Tm

N N

w

Sekil 4.8. Tunikamisin (Tm, 0.15 pg ml™?) ile uyarilan ER stresine maruz kalan Arabidopsis
fidelerinde kurkumin (1Cur; 1 uM ve 10Cur; 10 uM kurkumin) uygulandiktan sonra H,O, miktarinda
meydana gelen degisimler

Tm uygulamasiyla birlikte olusan ER stresi H202 miktarin1 6nemli diizeyde

artirmistir. Bu artisin oran1 yaklasik %48 diizeyindedir. Stres altinda H202 artisina baglh
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ROS birikimleri bircok ¢alismada gsterilmistir. Ornegin, soguk stres altinda yetistirilen
domates bitkilerinde artan H>O> miktarlar1 izlenmistir (Liu ve ark., 2020). Ancak,
disaridan uygulanan kurkumin, Arabidopsis fidelerinde stresle biriken H20. miktarini
ciddi diizeyde azaltmistir. Diger yandan, kurkumin uygulamasi kontrol kosullar1 altinda
yapildiginda H202 miktarinda istatistik olarak onemli bir degisime neden olmamustir.
Sekonder bilesiklerden olan ve kurkuminin bozulma iiriinlerinden olan vanilik asit foliar
olarak domates bitkilerine uygulanmistir (Parwin ve ark., 2020). Bu caligmada stres
olmadan yapilan vanilik asit uygulamalarinda H202 miktar1 azalma gosterirken, NaCl
stresiyle birlikte uygulanmasi durumunda ise sadece stres uygulamasina gore H202
miktarinin azaldigir gosterilmistir. Bu sonug, ¢aligmamizda izledigimiz stres altindaki

kurkumin uygulamasindaki H202 diistisleri ile paraleldir.

4.5. Lipit Peroksidasyonun Belirlenmesi

4.5.1. ER stresi ve/veya kurkumin gruplarinda TBARS miktarinda olusan

degisimler belirlenmesi

ER stresinin ve kurkuminin lipid peroksidsyonu tizerine etkilerini gdstermek igin

A. thaliana yapraklarinda TBARS miktar analiz edilmis ve Sekil 4.9’da gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Tunikamisin (Tm, 0.15 pg ml?) ile uyarilan ER stresine maruz kalan Arabidopsis
fidelerinde kurkumin (1Cur; 1 uM ve 10Cur; 10 pM kurkumin) uygulandiktan sonra TBARS miktarinda
meydana gelen degigsimler

Strese maruz kalan bitkilerde stresle olusan hasarin en biiyiik gdstergesi lipid
peroksidasyonunun tanimlanmasidir. Lipid peroksidasyonu son iiriinii olan TBARS
(Tiobarbitiirik asit reaktif maddeler) miktarinin Slglimii ile peroksidasyon indeksi
belirlenir. ER stresi lipid peroksidasyon diizeyini gdsteren TBARS miktarini artirmistir.
TBARS miktarindaki birikim Arabidopsis hiicrelerinde ER  stresinin  hasar
olusturdugunun belirtisidir. Tm uygulamasi TBARS miktarinda Arabidopsis fidelerinde
yaklagik 1.3 kat bir artisa neden olmustur. Stres altinda lipid peroksidasyonunu gdsteren
TBARS miktarindaki artig yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur (Singh ve ark., 2017;
Parwin ve ark., 2020). Ancak kurkumin uygulamasi stres altinda uyarilan TBARS
miktarindaki artis1 Onlemistir ve stresle birlikte uygulanan kurkumin, sadece stres
uygulanan gruba gore TBARS miktarinda bir azalma saglamistir. Bu azalma, stres altinda
10 uM kurkumin uygulamasinda daha bariz olarak gdzlenmistir. Diger yandan, stres
kosullar1 olmayan ortamlarda kurkumin uygulamasi Arabidopsis fidelerinin lipid ya da
proteinlerinin iizerinde peroksidasyona ya da oksidasyona neden olmamistir. Bu nedenle
bu gruplarda kurkumin, TBARS diizeylerinde istatistiki olarak onemli bir degisim
olusturmamistir. Benzer sekilde, kurkumin {izerinde doniistiiriilen ve sekonder metabolit
olan vanilik asit ¢eltik fidelerinde stresin tetikledigi TBARS miktarinda %50’den fazla

azalmalara neden olmustur (Xuan ve Khang, 2018).
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4.6. ER stresi ve/veya kurkumin gruplarinda prolin icerig¢inde olusan

degisimler

ER stresinin ve kurkumin’in ozmolit degisimleri {izerine etkilerini gdstermek igin

A. thaliana yapraklarinda prolin miktar1 analiz edilmis ve Sekil 4.10’da

gosterilmistir.
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Sekil 4.10. Tunikamisin (Tm, 0.15 pg ml?) ile uyarilan ER stresine maruz kalan Arabidopsis
fidelerinde kurkumin (1Cur; 1 uM ve 10Cur; 10 pM kurkumin) uygulandiktan sonra prolin miktarinda
meydana gelen degisimler

ER stresi prolin miktarinda (kuarterner amin) 6nemli bir diizeyde artisa (2.48 kat
artisla) neden olmustur. Mourato ve ark. (2012) yaptiklar1 caligmada stresle prolin
miktarinda artig1 rapor etmislerdir. Bu artisin bitkilerin korunmasinda, stresle biriken
ROS bilesenlerinin siipiiriilmesinde ve zar biitiinliigliniin diizenlenmesinde rol aldigim
bildirmislerdir. Stres uygulamasiyla artan prolin miktar1 kurkumin uygulamasiyla daha
da artmistir. Prolin miktarindaki bu artig, 10 uM kurkumin uygulamasiyla en yiiksek
diizeye (%40) ulasmistir. Ayni sekilde, sadece kurkumin uygulanan Arabidopsis
fidelerinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda prolin miktarinda artig izlenmistir. Bu artigin
orani 1 uM kurkumin uygulanan gruplarda en yiiksek diizeydedir. Puniran-Hartley ve ark.
(2014) yaptiklart ¢alismayla da uyumlu olarak kurkuminin stres altinda Arabidopsis
fidelerinde olusturdugu prolin miktarindaki artislar su absorbsiyonundaki iyilesmelerle

de baglantil1 olabilir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Endoplamik retikulum (ER), hiicrenin yap1 taglarinin ¢ogunun sentezi,
modifikasyonu ve kalite kontrolii i¢in tiim sekretuar yolun ag gec¢ididir. Ayn1 zamanda,
peroksizomlar ve otofajik cisimler gibi diger hiicre yapilarinin dogrudan biyogenezi dahil
olmak iizere, hayati hiicresel siireclerin basarili bir sekilde ger¢eklesmesi i¢in gerekli olan
bir kalsiyum depolama organeli ve zar kaynagidir. Bitki hiicrelerinde, ER biiyiik olasilikla
statik noktalardan plazma membranina baglanir ve hiicrenin gévdesinde transvakuolar
iplikgiklerden gecer. Bitkilere 6zgii bir 6zellik, hiicre boliinmesi sirasinda hiicre plakasina
neden olan ve ayn1 zamanda plazmodesmata olusumuna izin veren fragmoplast i¢indeki
ER'nin karmasik diizenidir.

Bilindigi gibi hiicrelerarasi alana ya da salg1 yolu organellerine hedeflenmis olan
proteinler, ER-bagli ribozomlarda sentezlenir. Sonrasinda ER liimeni igine taginir ve
burada dogal hallerine katlanirlar (Schroder ve Kaufman, 2005). Bu katlanma yolag:
boyunca, proteinlerinin katlanmasi ¢esitli kalite-kontrol sistemleri tarafindan her asamada
denetlenir ve sadece diizgiin katlanmis proteinler golgi aygitina gegerek salgi yolaginda
ilerlemeye devam eder (Iwata ve Koizumi, 2012). Ornegin hiicre duvari protein
bilesenleri, plazma zarini olusturan proteinlerin ¢ogu ve vakuollerde yer alan proteinlerin
biiylik boliimii salgi yolagi kaynakli proteinlerdir (Iwata ve Kouzumi, 2010). Bu yanit
proteinlerin katlanmasinda (saperonlar, katlanma yardimcilari) ve katlanamayan
proteinlerin ortadan kaldirilmasinda rol alan mekanizmalar1 uyarir (Liu ve Howell, 2016).

Zerdecal (Turmerik) bitkisinin ana etken maddesi olan kurkuminin saglik
alanindaki degeri sahip oldugu antioksidan kapasitesinin anlasilmasiyla daha da artmistir.
Antioksidan aktivitesi sahip oldugu i metiyonin grubundan ileri geldigi
diisiiniilmektedir. Kurkumin siiperoksit dizmutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi
antioksidan  enzimlerinin  fonksiyonlarin1  diizenleyerek  radikallerin  ortadan
kaldirilmasinda etkili oldugu bildirilmistir (Sreejayan ve Rao, 1994). Ozellikle son
donemde iilkemiz ve diinyada yagsanan pandemi nedeniyle insanlar {izerinde kurkuminin
bagisiklig1 artirict rolleri daha da degerli hale gelmistir. Daha 6nceki ¢aligmalarda tipta
kalp hastaliklar1 ve kanser lizerine olumlu rolleri rapor edilmistir (Jitoe ve ark., 1993).

Stres altinda bitki biiylimesinin belirlenmesinde birim kiitle biiytimesini ifade
eden kismi biiyiime oranlart (RGR) kullanilmaktadir (Kartika ve ark., 2018). Tez
calismamizda da ER stresi altinda Arabidopsis fidelerinde gozlenen RGR’deki diisiisler
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fizyolojik olarak biiylimede verilen cevabin gostergesidir. Kurkumin, stres altinda
Arabidopsis 'te bozulan hiicresel isleyisini yeniden diizenleyebilmis ve biiylime indeksini
tyilestirmistir.

ER stresinin biliylimedeki azalmalara ek olarak ayrica strese maruz kalan
Arabidopsis 'te su iletimi ve etkin su kullaniminin bozulmasina neden olmaktadir. Bu etki
calismamizda azalan RWC degerleri ile gosterilmistir. Stres kosullari bitkilerde ozmotik
bozukluklara neden olmaktadir. ER stresi altinda Arabidopsis koklerde su tasinim
mekanizmasindaki tasiyicilarin bozulmasi ger¢eklesmis olabilir ve bu durum igsel su
miktarint da azaltmis olabilir. Kurkumin bu olumsuz durumun engellenmesinde RWC
degerlerini artirarak gorev yapmis olabilir. Ozmotik diizenleme siireglerinde prolin
onemli bir kuarterner amindir ve hiicre ¢eperinin bileseni olarak yer alan bir aminoasittir.
Prolin, antioksidan goreviyle stresle olusan radikallerin ortadan kaldirilmasinda ve zar
biitiinliigiiniin ve kararliliginin korunmasinda yer almaktadir (Emamverdian ve ark.,
2015). Radikaller lizerine bu rolii sayesinde stresin uyardigi hasara karsi verilen enzimatik
olmayan bir yanit olarak diisiiniilebilir. Arabidopsis ER stresi altinda fidelerinde prolin
miktarin artirarak ozmotik diizenleme yapmaya ¢aligmistir. Ancak prolin igerigindeki bu
indiikleme ER stresi altinda su dengesinin korunmasinda yeterli olmamistir ve RWC
degerleri diisiis gostermistir. Diger yandan, kurkumin hem stres hem de kontrol kosullar
altinda prolin igerigini uyararak ER stresinin membranlar lizerindeki hasarini ve su
durumunu iyilestirebilmistir.

ER stresi, hiicre i¢in 6nemli bir role sahip proteinlerin katlanma siirecince
bozulmalara neden olan olabilir. Bu katlanmadaki bozulmalar, fotosentezde elektron
tasima sisteminde gorevli proteinlerde ya da mitokondride oksijenli solunum olayinda rol
alan dort kompleksi olusturan protein yapilarinda gergeklesebilir. Bu durumda ER stresi
bitkilerde reaktif oksijen tiirleri olarak adlandirilan ROS radikallerin birikimine neden
olmaktadir (Ozgur ve ark., 2015). Bu radikallerden siiperoksit anyon radikalinin
toksisitesinin azaltilmasinda yer alan ilk adimdaki enzim, SOD enzimidir. Bu enzim
stiperoksit anyon radikalini H202’ye doniistiirmektedir (Mittler ve ark., 2011). SOD
enziminde yer alan aktif bolgesinde tasmman metal kofaktoriine gore farkli tipleri
mevcuttur, bunlar: Mn-SOD, Fe-SOD ve Cu/Zn-SOD. Bu SOD izozimlerin hiicre i¢inde
bulunma yerleri de farklilik gosterebilir. Mn-SOD ¢ogunlukla hiicre iginde mitokondri ve
peroksizomda, Fe-SOD prokaryot hiicrelerde, alglerde ve bitki hiicrelerinin
kloroplastlarinda ve Cu/Zn-SOD ise sitoplazma ve kloroplastlarda (genellikle

tillakoyidlerde) lokalize olmaktadir. Calismamizda Arabidopsis fidelerinde ER stresi
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altinda artan SOD aktivitesiyle H202 olusumu tetiklenmistir. ER stresi altinda SOD
aktivitesi Mn-SOD ve Cu/Zn-SOD izozimlerinin band yogunluklarinin artigiyla
desteklenmistir. Bu da bize ER stresinden 6zellikle Arabidopsis fidelerinin mitokondri ve
kloroplastlarinin  olumsuz anlamda etkilendigini gostermektedir. Bu sonugla,
analizlerimizde ER stresinde H>O; miktarindaki artisin nedeni artan SOD aktivitesi
olabilir. Ayrica stres kosullarinda SOD disinda NADPH oksidaz, aminoksidaz, glikolat
oksidaz, glukoz oksidaz ya da siilfit oksidazlar da H20O2 kaynagi olarak degerlendirilebilir
(Mittler ve ark., 2011). Calismamizda ER stresi altinda Arabidopsis fidelerinde artan
H202 miktarina NOX aktivitesi de katki saglamis olabilir. ER stresiyle birlikte uygulanan
kurkumin de artan SOD aktivitesiyle H.O2’nin uyarilmasinda etkin rol oynamuistir. Stres
altinda kurkumin uygulamasinda, SOD aktivitesinin artigindan, Mn-SOD ve Fe-SOD
izozimlerin artan yogunluklari sorumludur. Bu durumda kurkuminin, mitokondri ve
kloroplast organelleri iizerindeki stresle olugan hasarlarin iyilestirilmesinde etkili oldugu
sonucunu ¢ikarabiliriz. Hiicrelerde H202 ¢ift yonlii olarak gorev yapmaktadir, yiiksek
miktarlarda biriktigi takdirde toksiteye neden olurken, diisiik miktarlarda H202
birikimleri hiicrede sinyal rolii oynayarak savunma cevaplarinin tetiklenmesinde yer
almaktadir (Zhou ve ark., 2018). Bu nedenle yiiksek oranda H,O, miktarinin elimine
edilmesinde CAT, POX, glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon S-transferaz (GST) ve
askorbat-glutatyon dongiisiinde yer alan APX, GR, MDHAR ve DHAR gibi enzimler rol
oynamaktadir. Bu enzim sistemine ayrica askorbat veya glutatyon gibi enzimatik
olmayan antioksidanlar da katilir (Gill ve Tuteja, 2010). Bu enzim sistemindeki CAT,
H202’yi suya ve oksijene doniistiirerek stresin hasarini azaltmaktadir. CAT ile ayni
gorevde yer alan POX ise H202’yi doniistiirmede fenolik bilesik ya da antioksidan gibi
yardimci substratlarin oksidasyonunu kullanir. POX sadece radikal siipiirmede degil aynm
zamanda peroksidatif ve hidrosilik aktiviteleri sayesinde biiyiimede de rol oynayabilir.
Ozellikle POX ceperdeki lignin biyosentezinde gorev almasiyla birlikte biiyiime ve
gelismede 6nemli katkilar saglayabilir (Passardi ve ark., 2005). POX hiicre ¢eper yapisi
icinde kovalent ya da iyonik olarak baglanmis sekilde yer almaktadir. Bulundugu konum
itibariyle ceperdeki capraz baglanmalar1 katalize edip sert hiicre ¢eper yapisini
olusturabilir ya da baglantilar1 gevseterek ceper yapisin daha gevsek hale getirebilir.
Calismamizda ER stresine maruz birakilan Arabidopsis fidelerinde CAT, POX ve APX
aktivitelerinde artislar izlenmistir. Stres altinda bu antioksidan enzimlerde artisin
izlenmesine ragmen H202 miktar1 yine de yliksek seviyededir. Bu sonug, bize ER stresi

altindaki Arabidopsis’de indiiklenen antioksidan enzim sisteminin yeterli diizeyde
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olmadigint gostermektedir. Bu radikalin birikimi membranlardaki hasar tetikleyerek
TBARS miktariin yiiksek diizeylerde tutulmasina neden olmustur. Diger yandan, her iki
konsantrasyondaki kurkumin uygulamasi (1 ve 10 uM Cur), CAT ve APX aktivitesinde
herhangi bir artis1 uyarmamistir. ER stresi altindaki Arabidopsis’te analizi yapilan
antioksidan enzim aktivitelerinde yalnizca 10 pM kurkumin uygulamasi ile POX
aktivitesinde gozlenmistir. Buna karsin kurkumin toksik diizeylerde H202 miktarini
engellemistir. Bu sonug, diistik diizeylerde uygulanan kurkuminin (1 uM Cur) CAT, POX
ve APX enzimlerinin disinda yer alan H20z2 siipiiriilmesinde gorev alan GST ya da GPX
enzimleri tarafindan yapilabilecegini diisiindiirmektedir. Daha yiiksek kurkumin
konsantrasyonu uygulamasinda ise POX aktivitesinin etkili oldugu sdylenebilir. Yine de
bu uygulama grubunda da GST ya da GPX aktiviteleri yer alabilmektedir. Bu etkin
antioksidan aktivite sayesinde kurkumin H202 miktarina diisiislere dolayisiyla TBARS

miktarinda azalmalara neden olmustur.

5.2 Oneriler

Bitkiler i¢in stres unsurlarina kars1 savunma mekanizmasinin anlagilmasi biiyiik
onem tasimaktadir. Bu tiir stres faktorleri bitki bazinda {iriin kaybina neden oldugu gibi
ayrica ekosistemde yer alan ben zinciri yoluyla diger canlilarin da bu stresin zararlarindan
etkilenmesi s6z konusudur.

Strese maruz kalan bitkilerde kendi savunma mekanizmasi uyarilabildigi gibi bazi
durumlarda kimyasal bilesenlerle de bu savunma hatt1 uyarilabilmektedir. Bu 6nemli
bilesiklerden birisi de flavanoidlerdir. Flavanoid grubu i¢inde yer alan kurkumin, tasidigi
antioksidan kapasitesi sayesinde hem bitkiler lizerinde hem de saglik alaninda insanlar
tizerinde olumlu etkilere sahiptir. Bu bilesenin sahip oldugu etkiler; antioksidan,
antimikrobiyal,  antidepresan,  antikanser,  antidiyabetik,  anti-enflamatuvar,
norodejeneratij hastaliklar iizerine etkiler olarak 6zetlenebilir. Bu kadar genis etki alanina
sahip kurkuminin, strese maruz kalan bitkilerdeki hasarin iyilestirilmesinde onemli
katkilar1 vardir. Ancak tunikamisin ile uyarilan ER stresi altindaki bitkilerde savunma
iliskisi ve antioksidan aktivitesi lizerine ¢alismalar bulunmamaktadir. Calismamizda yer
alan ER stresi bitkiler i¢in ¢ok 6nemli biyokimyasal reaksiyonlar {izerine olumsuz etkiler
olusturmaktadir. Tezden elde edilen verileri degerlendirdigimizde, bu etkilerin

tyilestirilmesinde kurkuminin belirgin etkilerini gormekteyiz. Bu ¢calismadan elde edilen
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sonuclarin yayin haline getirilmesi, literatiirdeki bilgi boslugunu doldurulmasina 6nemli

katkilar saglayacaktir.
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