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OZET

Yiiksek sicakligin bitkinin tireme organlarini 6zellikle polen iiretimi ve canliligini olumsuz
etkiledigi bilinmekte olmasina ragmen buna dair molekiiler mekanizma ve sinyalizasyonun
ortaya konmasina yonelik bilgilerimiz ¢ok sinirhidir. Endoplazmik retikulum da yer alan
UPR sinyal yolag: yanlis katlanmis proteinlerin dogru katlanmasi i¢in 6nemlidir. Bu sinyal
yolagi, degisen cevresel kosullara bitkinin adaptasyonunu saglamasinda rol oynar. Bu
nedenle ¢alismamizda polende ER yanlis katlanmis protein yanitlarinin ortaya konmasi
hedeflenmektedir. Calismamizda A. thalliana bitkisinin ¢iceklerinden elde edilecek
polenlerin normal ve yiiksek sicaklikta ¢imlendirilerek molekiiler analizleri
gergeklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler : Polen, yiiksek sicaklik, Endoplazmik retikulum yanlis katlanmis

protein sinyali
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Although high temperature is effective negatively on reproproductive tissue especially
pollen viability and production, it has been limited knowledge about molecular mechanisms
and signalization during this progress. UPR signal pathway in Endoplasmic reticulum is a
important for re-folded proteins which are unfolded proteins. This signal pathway plays a
role providing plant adaptaion to changed enviromental condition. For this reason, we aim
that ER unfolded protein response will showed in pollen. In this our study, we research on

molecular and physiological analysis in pollen which provided A. thalliana flowers are

ABSTRACT

germinated normal and high temperature condition.

Key words: Pollen, high temperature, endoplasmic reticulum unfoled protein signal
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1. GIRIS

Sicaklik, kuraklik, radyasyon gibi ¢esitli ¢evresel etmenlerden dolayi, her sene birgok iilke
tarim iiriinlerinde 6nemli Slciide verim kaybr yasamaktadir. Tklim degisikligi diinya ¢apinda en
ciddi problemlerden biridir. Kiiresel 1sinma bitkilerin normal biiyiime ve gelisim siire¢lerini hi¢
stiphesiz olumsuz etkilemektedir. Yiiksek sicakligin bitkinin iireme organlarini 6zellikle polen
iretimi ve canliligimmi olumsuz etkiledigi bilinmektedir (Thomas ve Prasad 2003). Yiiksek
sicaklik polen iiretimini azaltmakta ve anterden polen tanesinin olgunlagsmadan salinmasina
neden olmaktadir (Mesihovic ve ark 2016).). Polen anter i¢indeki polen ana hiicresinin mayoz
gecirmesi ile olusan mikrosporlardan gelisir. Yiiksek sicakliga polenin duyarliligi mayotik ve
mitotik hiicre boliinme kapasitesinin azalmasi ile iliskilidir (Mesihovic ve ark 2016).
Polinizasyonu takiben, polen stigma flizerine gelir ve c¢imlenerek disi gematofite sperm
hiicrelerini ulastiracak olan polen tiipiinii meydana getirir. Polen tiipii biiylimesi endoplazmik
retikulum, golgi aparati ve mitokondri gibi bir¢cok organellin koordineli ¢alismasini gerektirir
(Krichevsky ve ark 2007, Cai ve ark 2015). Polen tiipii biiyiimesinde gorev alan birgok
organelin yapisi yiiksek sicaklik altinda degisir (Kandasamy ve Kristen 1989). Polen biiyiimesi
1s1 sokuna kismen duyarhdir ¢linkii 1s1 soku proteinleri bulunmamaktadir (Gagliardi ve ark
1995, Volkov ve ark 2005). Is1 soku protein ifadesinin eksikliginden dolay1, polen biiyiimesi
normal gelisimi i¢in kompleks molekiiler etkilesimlere ihtiya¢ duyar. Bu baglamda son yillarda
yapilan ¢aligmalar, endoplazmik retikuluma bagli meydana gelen yanlis katlanmis protein
yanitina ait yolaklarimin polen ¢imlenmesi ve polen tiipii bliylimesi ile iligkili olabilecegine
isaret etmektedir.

Endoplazmik retikulum bilindigi gibi dkaryotik hiicrelerdeki salgi proteinlerinin iiretiminde
bir merkez olarak islev goriir. Salgi proteinleri son hedeflerine gitmeden once endoplazmik
retikulumda modifiye edilerek katlanirlar. Endoplasmik retikulumda proteinlerdeki disiilfid bag
olusumu sonunda bir reaktif oksijen molekiilii (ROS) olan hidrojen peroksit agiga ¢ikmaktadir.
Bunun sonucunda hidrojen peroksit birikmesi meydana gelerek proteinlerin ve lipitlerin
oksidasyonuna sebep olur. Bu kosullarda ortamda yanlig katlanmig proteinlerin olusumu ve
birikimi s6z konusudur. Bu proteinlerin birikimi, proteinlerin tekrar katlanmasini veya
parcalanmasini saglayan genleri ve yolaklar1 tesvik ederek yanlis katlanmis proteinlerin

olusumunu tetikler. Bu durumda yanlis katlanmis protein yaniti (UPR) olarak adlandirilan
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katlanmamuis protein yanitlarini da i¢eren sinyalizasyon mekanizmasi devreye girer. UPR sinyal
yolagimin amaci, hatali katlanmis ya da katlanmamis proteinlerin diizgiin bir sekilde
katlanmasini saglamak ve endoplazmik retikulumun homeostazisini diizenlemektir. Bu sinyal
yolagi ayrica, degisen ¢evresel kosullarina bitkinin adaptasyonunu saglamasinda énemli bir rol
tistlenmektedir.

Okaryotik hiicreler, bilindigi gibi hiicre dis1 ortamdaki degisikliklerin neden oldugu gesitli
stres tiirlerine yanit verir. Endoplazmik retikulumda yanlis katlanmis proteinlerin birikmesi gibi
hiicre i¢i faktorler de strese neden olur. Meydana gelen bu stres saperonlar ve proteinlerin
ekspresyonunu indiikleyen UPR yanitin1 aktive eder. Bununla birlikte, stres asir1 veya stirekli
ise ve endoplasmik retikulumda yanlis katlanan proteinlerin birikmesi engellenemez ise, UPR
apoptozu tetikler ve boylece hiicre elimine edilir.

Endoplazmik retikulum-lokalize edilmis transmembran proteinleri IRE1, PERK ve ATF6,
stres reseptorleri olarak gorev yapan organellin liimenindeki katlanmamis proteinin yiikiinii
tespit eder. Bu reseptorler araciligi ile algilanan yanlis katlanmig ptorein sinyaline yanit olarak
transkripsiyonu tekrar diizenlemek i¢in ¢ekirdege ve protein sentezini diizenlemek igin ise
translasyon aparatina iletirler (Ron ve Walter, 2007).

Bu UPR stresini ortadan kaldirmak i¢in hiicre {i¢ mekanizmay1 devreye sokmaktadir:

1. Protein sentezi ve proteinin endoplasmik retikulum’un translokasyonu azaltilarak gegici bir
adaptasyon ile endoplasmik retikuluma’a giren protein yiikiinde azalma saglanir.

2. Katlanmamis protein cevab1 (UPR/unfolded protein response) devreye sokulur. Bu amagla
UPR hedef genlerinin transkripsiyonel aktivasyonunu gerektiren, daha uzun siireli bir
adaptasyon amaciyla katlanmamis proteinlerle basa ¢ikmak igin endoplasmik retikulumun
kapasitesinde bir artis gergeklesir.

3. Homeostazin yeniden saglanamamasi durumunda, katlanmamis proteinleri sergileyen
hiicrelerden organizmanin korunmasi igin, hiicre dliimii yanit1 olusur[18].

Endoplazmik retikulum, neredeyse tiim salgilayici ve integral membran proteinleri i¢in
genis bir membrandz ag ve ana montaj bolgesidir. Translokasyon mekanizmalar1 yoluyla,
translasyonu gerceklesen ikincil yapidaki proteinler endoplasmik retikulumda salg1 yollarina
girer, burada daha sonra katlanirlar ve kovalent modifikasyonlar yoluyla daha igiinciil ve

dordiinciil yapilarini kazanir ya da komplekslere monte edilirler. Endoplasmik retikulumun
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paketlenmis molekiiler alaninda molekiiler saperonlarin mevcudiyeti, onu uygun protein
katlanmasi ve yikim igin yanlis katlanmig proteinlerin tanimlanmasi ve isaretlenmesi i¢in ideal
ve benzersiz bir ortam haline getirir (Rashid ve ark 2015). Endoplasmik retikuluma giren
katlanmamis proteinlerin yiikii ile bu yiikii idare eden hiicresel makinenin kapasitesi arasinda,
ilk ikisi diizeltilen ii¢ ana tepkiyi harekete gecirir. Ilk olarak, Endoplasmik retikuluma giren
protein yiikiinde, protein sentezini ve Endoplasmik retikuluma translokasyonu azaltarak elde
edilen gegici bir adaptasyon olan bir azalma vardir. ikincisi, Endoplazmik retikulumun
katlanmamis proteinleri isleme kapasitesinde bir artis vardir, bu da UPR hedef genlerinin
transkripsiyonel aktivasyonunu i¢eren daha uzun vadeli bir adaptasyondur. Homeostaz yeniden
kurulamazsa, muhtemelen organizmay1 yanlis katlanmig proteinler iceren hasarli hiicrelerden
korumak i¢in ti¢lincii bir mekanizma olan hiicre 6liimii tetiklenir.

Endoplazmik retikulum’da heniiz katlanmamis ya da yanlis katlanmis proteinler
algilanmasi ile ii¢ farkli membrana bagl protein aktive olmaktadir. Bu membrana bagli olan
sinyal proteinleri; Inositol Gerektiren Enzim 1 (IRE1), Aktive Edici Transkripsiyon Faktorii 6
(ATF6) ve protein kinaz RNA benzeri bir Endoplasmik retikulum kinaz ( PERK) dir. ATF6
normal kosullarda Endoplasmik retikulumun membraninda bulunur, ancak stres altinda
Endoplasmik retikulumdan ayrilir ve Golgi aygitina tasindigi bilinmektedir. Transkripsiyonel
ve translasyonel yeniden diizenlemeyle UPR, stresli hiicrelerin stres kosullarina adapte olmasini
saglar. Bununla birlikte, endoplasmik retikulumda protein katlanmasi homeostazinin
saglanamadig1 durumlarda, UPR programlanmis hiicre 6liim sinyalini baslatir.

Bitkilerdeki UPR sinyalide hayvan ve mayalardakine benzer sekilde gergeklesmektedir.
Koizumi ve ark (2001) A. thalliana’ da yaptiklar: arastirmalar UPR sinyal yolaginda IRE1,
PERK ve ATF6 olmak iizere benzer ti¢ farkli ER transmembran proteini gérev aldigini ortaya
koymustur. Buna karsin, mayalardan farkli, hayvanlara benzer sekilde, bitkiler IRE1-bZIP60
sinyal yolu mevcuttur ve paralel olarak hareket eden sinyal molekiillerine sahiptir. Arabidopsis
bZIP17 ve bZIP28 (ve piring bZIP39 ve bZIP60'taki ortologlari) bZIP transkripsiyon
faktorleridir. Hayvanlara benzer ATF6 — S1P / S2P sistemi, bZIP17 ve bZIP28, endoplasmik
retikulum zarina sabitlenen Oncii protein olarak sentezlenir. Endoplasmik retikulum stresine
yanit olarak, Golgide lokalize olan S1P ve S2P proteazlar tarafindan pargalanir ve bZIP alani

dahil sitoplazmik kisimlarinin ¢ekirdege tasinmasina izin verir (Bertolotti ve ark 2000).
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Yiiksek bitkilerde UPR yanit1 kok ve yaprak gibi organlarda yaygin olarak ¢alisilmasina
ragmen, polen ¢imlenmesi ve polen tiipii biiylimesindeki fonksiyonlarina yonelik arastirmalar
daha yeni ilgi ¢ekmektedir. Kandasamy ve Kristen (1989) yiiksek sicaklik polen tiipii
bliylimesinde gorev alan birgok organelin yapisinin degismesine neden oldugunu
gostermislerdir. Gagliardi ve ark (1995) polende 1s1 soku proteinleri bulunmadigindan dolay1
polen biiylimesinin 1s1 sokuna kismen duyarli oldugunu oOne siirmislerdir. Is1 soku
proteinlerinin ifadesinin eksikliginden dolay1, polen biiylimesi normal gelisimi i¢in kompleks
molekiiler etkilesimlere ihtiyag duyar. Bu molekiiler etkilesimle ilgili bilgiler olduk¢a sinirl
olup, bu konuda genis capl arastirmalarin yapilmasina ihtiyag¢ oldugu goriilmektedir. Potocky
ve ark (2007) polen tiipli biiyiimesinde NADPH oksidazlara bagli reaktif oksijen tiirlerinin
sinyalinin gerekli oldugunu gostermislerdir. Gao ve ark (2014) polenin ¢imlenmesi ve tiipiiniin
gelismesi i¢in ROS sinyalinin gerekli oldugunu ve diisiik sicaklik kosullarinda bu sinyalin
engellendigini rapor etmisglerdir. Cai ve ark (2015) Aktin sitoiskeletonun organizasyonu ayrica
polen tiipli biliylimesi boyunca organeller arasindaki trafigin diizenlenmesi i¢inde gerekli
oldugunu tespit etmistir. Deng ve ark (2016) yaptiklar1 ¢aligmada IRE1'in yiiksek sicaklik
kosullarinda polen gelisiminde rol oynayabileceklerine isaret etmektedir. Benzer sekilde,
Fragkostefanakis ve ark (2016) da polen gelisimi ve fertilitesinde Endoplasmik retiulumdaki
katlanmamis protein yanitinin 6nemli oldugunu ve polenlerin 6zellikle sicaklik toleransina

adaptasyonunda rol oynayabilecegini 6nermektedir.

Cesitli stres kosullarina bagli olarak yanlis katlanmis protein sinyal yolagi bitki
adaptasyonun saglanmasinda ¢ok Onemlidir. Polen biiyiimesinde ve gelisiminde ise
Endoplazmik retikuluma bagli katlanmamis protein yaniti ise daha yeni calisilmaya
baslanmistir. Bu projede UPR sinyaline bagli olarak polen tiipiiniin biiylimesi ve sicaklik
stresine bagli adaptasyonun aragtirilmistir. Bunun yanisira, poliaminlerin polen tiipii biiylimesi
tizerinde etkisi ve UPR yanit1 ile iligkili olabilecegine dair literatiirde ¢calismalar bulunmaktadir.
Ornegin, daha &nceki calismalar poliaminlerin polen ¢imlenmesi ve tiip biiyiimesinde yer
aldiklarimi gostermistir (Song ve ark 2001, Falaska ve ark 2010). Kismen 6nceden sentezlenen
s-adenozilmetiyonin dekarboksilaz (SAMDC; spermidin, spermin ve termospermin biyosentezi

icin gerekli enzim) polen ¢imlenmesi ve biiylimesi i¢in sinirlayict basamaktir. Dahasi, dissal

10
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uygulanan spermidin kismen yiiksek sicaklikta polen ¢imlenmesi ve biiylimesinin
inhibizasyonunu engeller (Song ve ark 1999). Yiiksek sicaklikta muhtemelen translasyon
azaldigindan dolayr SAMDC aktivitesi diismesine bagli olarak 1s1 soku altinda polenin
performasi zayiflar (Song ve ark 2002). Bundan dolayi, yiiksek sicaklik sicaklikta polen
c¢imlenmesi boyunca protein sentezindeki degisimler poliamin metabolizmasini negatif olarak
etkileyebilir ve bu yiizden biiylime inhibe olabilir. Daha 6nceki ¢aligmalar, poliamin aktivitesi
ve translasyon arasinda bir baglanti olduguna isaret etmektedir (Hanfrey ve ark 2003, Mandal
ve ark 2013). Spermidin polen biiyiimesi siiresince spermidinin kendisinden ¢ok poliamin
oksidaz enzimi tarafindan spermidinin oksidasyonu yolu ile iiretilen hidrojen peroksid yoluyla
sitozolik kalsiyum konsantrasyonun degisimini tesvik etmektedir (Wu ve ark 2010, Chen ve
ark 2014). Polen ¢imlenmesi ve biiylimesi i¢in poliaminlerin beklenen yararli rolleri g¢esitli
molekiiler ¢iktiya sahiptir. Bundan dolay1 bu projede is paketi olarak gosterilmemis olmasina
ragmen poliaminler ve UPR sinyali arasindaki iliski test edilmistir.

Tiim translasyonun molekiiler cergevesini anlamak i¢in, Okaryotik model sistemler icin
gelistirilen son teknoloji “Ribozomal Footprint Profiling (RFP)” olarak adlandirilan tekniktir
(Ingolia 2009, Juntawong ve ark 2013, Ingolia ve ark 2012). Bu teknoloji in vivo gen ifadesinin
gorlintiilenmesi i¢in ayrintili-sekuans-temelli bir aragtir. Bu yontemin temel basamaklari aktif
olarak transle edilen mRNAlarin izolasyonu, korunmamis mRNA’larin nukleazlarla kesilmesi ve
bunlar1 takiben kiitiiphane yaratilmasi, derin sekanslama ve biyoinformatik analizidir (Ingolia ve
ark 2012, Ingolia 2016). Mikroarray gibi birgok gen ifadesinin belirlenmesinde kullanilan yontem
MRNA seviyesi Ol¢limii {izerine odaklanmistir, fakat bu yontemler mRNA’nin translayonal
verimini dlgmeye izin vermez. Buna karsin, RFP teknolojisi her bir mRNA i¢in translasyonal
verimin 6l¢iimii olarak ribozomda korunmus pargalarin kantatatif olarak belirlenmesine olanak
saglar (Juntawong ve ark 2013, Ingolia 2016). Bdylece, bu yaklasim sadece mRNA miktarinin
Ol¢iilmesini saglamaz, ayni zamanda 5°-Oncii upstream agik okuma bolgesinin (uORFs)
translasyondaki roliiniin ortaya c¢ikmasini iceren translasyonal kontroliin mekanizmasininda
anlasilmasma da olanak saglar. Bu projede, Ispanya Valencia Polytechnique iiniversitesinde
calisan Dr. Alejandro Ferrnando ile is birligi yapilarak RFP teknigi kullanarak yiiksek sicaklik

altinda biiyiiyen polenlerde UPR sinyalinin fonksiyonu ortaya konmustur.
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2. AMAC VE KAPSAM

Bitki meyve veriminin artirilmasi i¢in ilk adimlardan bir tanesi polen ¢imlenme yiizdesi ve
polen biiylimesinin saglikli bir sekilde ger¢eklesmesini saglamaktir. Kiiresel isinma ve cesitli
kirleticiler gibi faktorler oncelikle polen gibi biiyiime yapilarini etkilemektedir. Bu olumsuz etkiler
iiriin kaybina neden olmaktadir. Cesitli stres kosullarina bagli olarak yanls katlanmis protein
sinyal yolag1 bitki adaptasyonun saglanmasinda ¢ok dnemlidir. Polen biiyiimesinde ve gelisiminde
ise Endoplazmik retikuluma bagli katlanmamis protein yanitt ise daha yeni ¢alisiimaya
baslanmistir. Bu projenin amaci ER sinyaline bagli olarak polen tiipiiniin biiyiimesi ve sicaklik

stresine bagli adaptasyonun arastirilmasidir.

Bu amag dogrultusunda asagida belirtilen ¢iktilar elde edilmesi planlanmaktadir.

1) polen biiylimesinde Reaktive oksijen tiirleri (ROS) sinyali ve ER sinyali arasindaki iligkinin

ortaya konmast

2) sicaklik kosullarina bagli olarak ER sinyalinin belirlenmesi

3) yanlis katlanmis protein sinyali tesvik edilerek farkli sicakliklara kars1 polen adaptasyonunun
nasil saglandiginin molekiiler yanitlarin anlasilmasi
Bu amaglar dogrultusunda bu projede polen tiipii biiyiime testleri, NBT boyama analizi, Ribozomal

profilling ve Real time PCR analizleri gergeklestirilmistir.
3. MATERYAL VE YONTEM
3.1.Materyal
Bu arastirmada model organizma olarak Arabidopsis thalliana fideleri kullanilmistir. A.
thalliana tohumlari, laboratuvar kosullarinda (toprak:perlit:vermikulite (%50:%25:%25)
karistminda 22 °C kiiltiir odasinda 16:8 fotoperiyot kosullarinda) yetistirilmistir. Cigeklenme

doneminde (en az 55-60 giinliik fidelerde) ¢igekler toplanarak polen ¢imlendirme ve stres

denemeleri kurulmustur.
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3.2.Polen ¢imlenmesi

Laboratuvar kosullarinda yetistirilen fidelerin cigeklerinden toplanan polenler, diisiik
erime sicakliina sahip agaroz kullanilarak hazirlanan preparatlarin ylizeyine siiriilerek 24°C da
karanlikta bir gece inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda polen ¢imlenme yiizdesi ve

polen tiipli uzunlugu mikroskop ve imaje J programi kullanilarak hesaplanmaistir.

Degisik konsantrasyonda DTT koyularak hazirlanmis preparatlarda ayni denemeler 24
(normal kosullar) ve 32°C olmak tizere 2 farkli sicaklik kosullarinda gergeklestirilmistir. Her bir
deneme 4 -5 bagimsiz deney olarak tasarlanmistir. Incelenecek polen tiipii sayis1 800-1000 arast

olarak belirlenmistir.
3.3.Molekiiler analizler i¢in 6rnek toplanmasi

Bu arastirmada diisiik erime noktali agaroz iceren dikddrtgen petrilere ¢iceklerin
polenlerinin yiizeye siiriilerek polen ¢imlenmesi i¢in uygulanan deney diizenegi kullanilmstir.
Slaytlarda yapilan denemeler bu miktar1 elde edilmesi icin yeterli olmadigindan dikdortgen
seklinde genis petriler kullanilmistir. Her bir deneme grubunda ¢imlendirilen polenler spatula

yardimut ile toplanarak -80 de diger analizler i¢in saklanmustir.
3.4.Ribozomal Profilling (RPF) analizi

Bu analizler Ispanya’da Dr. Ferrando nun laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Toplanan
petri lizerindeki polenler sivi azot ile ogiitiildiikten sonra, %0.1 Tris-HCI pH8, %1 sodium
deoxycholate, 40 mM KCI, 20 mM MgClz, %10 polyoxyethylene-10-tridecyl ether, 1 mM DTT,
100 pg/mL cycloheximide, 10U/mL DNAse I igeren ekstrasyon tamponunda homojenize
edilmistir. Santrifiij edildikten sonra 100 L RNA kiitiiphanesi, 200 pL RPF Kkiitliphanesi i¢in
ayrilmistir. Kiitliphaneler Illmumina Ribo Profile Mammalian kit (Illumina) kullanilarak

gerceklestirilmistir (Poidevin ve ark. 2018)
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RNA RPF RNA RPF

Sekil 1. Dikd6rtgen petrilere molekiiler ¢alismalar icin spatula ile yayilan polenlerin goriiniisii
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Nazcent
digestion

polypeptides
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reverse transcription
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Circularization
PCR

o,

Deep
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Sekil 2. RPF tekniginin prensibi (Poidevin ve ark. 2018)
3.5.RNA Izolasyonu ve cDNA Eldesi

S1v1 azo tile 6giitiilmiis 20 mg polen 1 ml Trizol ile homojenize edildi. Homojenize edilen
ornekler 10 dk oda sicakliginda inkiibe edilir. Homojenat tstiine 200 pl kloroform eklenip
vorteksle karigmasi saglanir ve 10dk oda sicakliginda inkiibe edildi. 11.300 rpm' de 15 dk boyunca
4°C' de santrifiij edildi. Ust faz yeni ependorflara alindiktan sonar iistilne 500 pl isopropanol
eklenir ve ependorf el yardimiyla yavas bir sekilde 5 defa alt {ist edilir. 10 dk oda sicakliginda
inkiibe edilir. 12.000 rpm.' de 10 dk boyunca 4°C' de santrifiij edildi. Siipernatant kisim
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uzaklastirildiktan sonra pellet 1 ml soguk % 75' lik etanol ile yikandi. 9.100 rpm' de 5 dk boyunca
4°C' de santrifiij edildi. Siipernatant kisim atildiktan sonra ependorflar 15 dk boyunca oda
sicakliginda kurumaya birakildi. Kuruyan 6rnekler 100 ul DEPC water ile ¢oziildi. RNA'dan
cDNA elde etmek i¢in Applied Biosystems High-Capacity-cDNA RT Kit kullanildi.

3.6.Quantitative RealTime-PCR

Bu ¢alismada hedef genlerimiz RPF sonuglari temel alinarak katlanmamis protein sinyal
yolaginda is goren PDI ve bipZip60 genleri olarak belirlenmistir. Syber g°PCR Master Mix ile
RealTime-PCR analizi gergeklestirilmistir.

3.7. NBT boyama

Polen biiylimesi i¢in reaktif oksijen tiirevlerinin olusturdugu biiyiime sinyali gereklidir.
Literatiirde bunu 6lgmek i¢cin NBT boyama teknigi yaygin olarak kullanilir. Bu amag
dogrultusunda 5 saatlik kisa donem deney diizenekleri kurularak 0.5 mg/1 mL NBT ile boyama
gergeklestirilerek polen biiyiimesi i¢in gerekli sinyalin ER stresine bagli durumu imagelJ software

programi kullanilarak tespit edilmistir.

4. BULGULAR

Col-0 bitkileri 16:8 1siklandirma periyodunda 22 °C de biiyiitilmistiir (sekil 3).
Biiytitiilen fidelerden ¢igekler toplanarak farkli konsantrasyonlarda DTT iceren agarozlu
polen biiylime ortaminda polen ¢imlenmesi ve orant gézlemlenmistir (sekil 4). Ayrica, 32
°C’ de sicaklik denemesi kurularak DTT sonuglar ile karsilastirtlmistir (sekil 5). Polen
cimlenmesinde goriilen yanitin sicaklik stresine benzer oldugu sonucuna varilmigtir. Dr.
Alejandro Ferrando ile yapilan goriigmeler sonucunda poliamin denemesi kurulmaya karar
verilmistir. Yiiksek bitkilerde ER sinyalinde spm’in rolii oldugu diistiiniilmektedir (sekil 6).
Polen sicaklik toleransinda spd’nin rolii izerinde duruluyor olunmasina ragmen, spm ve ER
sinyali ile iliski olabilecegine dair literatiirde ¢alisma bulunmamaktadir. Bundan dolayi

caligmalara spm uygulamasi eklenerek meydana gelen yanitin mekanizmasi anlagilmaya
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calistlmustir. 1k aldigimiz sonuglara gére spm uygulamasi ile DTT nin etkisi arasinda bir

iligki saptanmustir.

1400
1200
1000

800

400
200

Pollen tube length (um)

600

Sekil 3. Col-0 bitkilerinin genel goriiniisi

24C
0.1 mM DTT 0.25 mM DTT 0.5DTT

Sekil 4. Farkli konsantrasyonlarda DTT uygulamasinin polen tiipii bliylimesine etkisi
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Sekil 5. Farkli konsantrasyonlarda spm uygulanan polenlerin 24 ve 32 °C’deki polen tiipii biiylime

sonugclari
24C

_ 1400 -
E 1200 |
= 1000 -
S

o0 800 -
Q

° 600 -
Q0

> 400 -+
2

c

5 200 -
g_ 0

-dtt/spm 0.1 mMspm 0.1 mMDTT 0.1+spm 0.25mMDTT 0.25+spm

Sekil 6. DTT ve spm uygulanan orneklerin polen tiipii biiylime sonuglari
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Sekil 7. adcl-3 mutant A. thaliana bitkilerinin genel goriiniimii

Arabidopsis adc mutant bitkiler 16:8 1siklandirma periyodunda 22 °C de biyiitiilmiistiir (sekil 7).
Biiyiitiilen fidelerden ¢icekler toplanarak 0.1 mM DTT iceren agarozlu polen biiylime ortaminda
wt ve adc mutant Arabidopsis polenlerinin ¢gimlenmesi ve orani1 gozlemlenmistir (sekil 8). Ayrica,
spm uygulamasi yapilarak DTT sonuglari ile karsilastirilmistir (sekil 9). Daha 6nce col-0 yabani
tip Arabidopsis denemelerimize benzer sekilde Polen ¢imlenmesinde goriilen yanitin sicaklik
stresine benzer oldugu sonucuna vartlmistir. Bunun yanisira DTT uygulanan yabani tip ve adc
mutantlarin polen biiyiimesi tizerine dnemli bir fark gozlemlenmemistir. Fakat, DTT uygulamasi
ile birlikte spm uygulamasi yapilan gruplarda 6nemli bir degisim belirlenmistir. Spm uygulamasi
sadece DTT uygulanan orneklerde daha fazla polen tiibii uzamasi gosterir iken, adc mutantlara
spm uygulamasinin toksik etkisi belirlenmistir.

DTT uygulamast yapilmis polen tiiplerinde biiyiime sinyalini gozlemlemek amaci ile NBT
boyama yapilmis ve biiylime sinyalinin ER sinyalinin tesvik edilmesi ile kayboldugu
gbzlemlenmistir (Sekil 10, 11). Bunun sonuglar poliamin metabolizmasinin ER sinyali ile iliskili
olabilecegini gostermektedir. Dr. Alejandro Ferrando ile yapilan goriismeler sonucunda ER
sinyaline dair bir yanitin olusup olusmadigina iligkin Ribozomal profilling verilerine ait

biyoinformatik datalar incelenmistir.
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Sekil 8. adc1-3 mutant ve yabani tip A. thaliana polenlerine 0.1 mM DTT uygulamasinin polen

tiipii bitylimesi lizerine etkisi
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Sekil 9. adc1-3 ve yabani tip A. thalliana polenlerine spm ve DTT uygulamasinin polen tiipii

bliylimesi lizerine etkisi
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Sekil 10. 0.1 mM DTT uygulanan ve uygulanmayan farkli gruplara ait polen tiiplerinin NBT
boyama sonucu a) yabani tip kontrol, b) yabani tip spm uygulamasi, c¢) adcl-3 mutant 0.1 mM

DTT uygulanmasi, d) adcl-3 mutant 0.1 mM DTT ve spm uygulamast

p<0.0001*
adcand wt

180 A * *

160 A *
140 A ]:
120 A

100 A

[
80 - 1
60
40 A

Mean pixel intensity

20 A

0

non-dtt 0.1 mM dtt

Black=0
White255 Owt ®adctspm Enon-NBT ©adc

Sekil 11. NBT boyamasi imaje J 6l¢iimii ile géreceli yogunluk sonucu
Biyoinformatik sonuglarimiza gore ¢cimlenen polene 6zgii 468 gen, polen tanesi, fide ve

cimlenen polende ifade olan ise 2525 gen tespit edilmistir (sekil 12).
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m Polen tanesi

Fide

Cimlenen polen

Sekil 12. Polene 6zgii ifade olan genlerin dagilimi (Loraine ve ark 2013 sonuglari ile

karsilagtirilmistir, Poidevin ve ark. 2018)
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Sekil 13. Sicaklik stresine bagli olarak ortaya ¢ikan transkripsiyonal degisimlerinin DeSeg2

analiz sonucu (Poidevin ve ark. 2018)
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Sicaklik stresine bagli degisen genlerin transkripsiyon profiline bakildiginda 432 gen ifadesinde
artis belirlenmistir (sekil 13). Bu genlerden bir kismi UPR sinyali ile iligkilidir. Bu sonuglarda bize
sicaklik toleransi ve polen biiylimesinde UPR sinyalinin yer aldigina isaret etmektedir (¢izelge 1,
Poidevin ve ark. 2018).

Cizelge 1. Sicaklik stresi kosulunda UPR ile iligkili genlerin transkripsiyon profili

Transkripsiyon profili
35 °C Gen ifadesi artan 432 genden UPR ile iliskili olanlar ( kat degisimi >2, p<0,05)

Ilgili biyolojik siire¢ ad1 # A. #veri beklenen Kat
thalliana seti degisimi

Endoplazmik retikulumla iligkili protein 55 6 .86 7,01

Tekrar protein katlanmasi 26 14 40 34,60

Endoplazmik retikulum katlanmamis protein 18 8 .28 28.56

yaniti

Ubiqutine bagli ERAD yolu 28 7 44 16.06

Cizelge 2. Sicaklik stresi kosulunda UPR ile iligkili genlerin translasyon profili

Translasyon profili
35 °C’de translasyonu azalan 324 genden UPR ile iliskili olanlar ( kat degisimi <0,5, p<0,05)

Ilgili biyolojik siirec ad # A. #veri beklenen Kat
thalliana seti degisimi

Hidrojen perokside yanit 79 18 .94 19.22

Tekrar protein katlanmasi 26 6 31 19,47

Endoplazmik retikulum katlanmamis protein 18 5 21 23.43

yaniti

Ubiqutine bagli ERAD yolu 28 6 .33 18.08
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Ribozomal profilling analizi bir proteinin hem transkipsiyonal seviyede hem de
translasyonal seviyede incelenmesine olanak kilan bir yontemdir. RPF sonuc¢larimiza gore
transkripsiyonal seviyede artis gosteren UPR genlerinin translasyonunun onemli derecede
azalmaktadir. Bagka bir deyisle, sicaklik stresine yanit olarak bu genler aktif olmasina ragmen,
protein sentezi sirasinda translasyonlari1 engellenmistir (¢izelge 2, Poidevin ve ark. 2018). Polen
tiipli biiylimesi sonuclarimiz ile birlikte degerlendirdigimizde UPR sinyalinin sicaklik kosullarinda
engellenmesi uyumludur.

Bu sonuglar temel alinarak DTT uygulanarak tesvik edilen yanlis katlanmis protein
stresinde UPR sinyalinde rol oynayan iki farkli genin ifadeleri gézlemlenmistir. Gen ifadesi
sonuglarimiza gore bzip60 gen ifadesi istatistiksel olarak onemli dl¢lide azalirken, PDI1-2 genin

ifadesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis meydana gelmemistir (sekil 14).

14 -

H control
B0.1 mMDTT

Gen ifadesi (log2FC)

o
N
1

bzip60 PDI1-2

Sekil 14. Sicaklik stresine maruz kalan polen tiiplerinde UPR sinyalinde yer alan ER bZIP DNA

baglanma domaini (bzip60) ve protein disiilfit izomeraz (PDI1-2) genlerinin ifade degisimi

23




T.C.
I BILECIK SEYH EDEBALI UNIVERSITESI
I I BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI
“ HAZIRLAMA VE DEGERLENDIRME YONERGESI
BLECIK ST EDEBAL SONUG RAPORU FORMU
5. SONUC

Projede belirtilen proje amaglari ve siireci uygun sekilde tamamlanarak ‘Arabidopsis
thalliana'nin Polen Tiipii Biiyiimesinde Endoplazmik Retikulumda Yiiksek Sicakliga Bagh Yanlis
Katlanmis Protein Yanitinin Belirlenmesi’ adli proje basari ile tamamlanmistir. Bu projeden elde
edilen verilere gore ER sinyali ve ROS sinyali arasinda bir iligski bulunmaktadir. NBT boyama
sonuglarma gore DTT sinyali ile UPR stresinin ortaya ¢ikmasi biiyiime i¢in gerekli olan ROS
sinyalini bloke edebilecegine isaret etmektedir. Ribozomal profilling sonuglarina baktigimizda
hidrojen peroksit sinyaline ait siireglerin sicaklik stresi altinda engellendigi belirlenmistir (¢izelge
2). Bu agidan da sonuglarimiz tutarlilik gdstermektedir. Ayrica poliamin metabolizmasinin ER
sinyaline bagli olarak polen tiipiiniin gelisimi {lizerinde etkisi olabilecegine dair 6n veriler elde
edilmistir.

Sicaklik stresine bagli olarak UPR sinyalinde 6nemli rol oynayan bzip60 proteinin gen
ifadesinde azalma goriiliirken PDI genlerinin ifadelerinde 6énemli bir degisim saptanmistir. Buna
karsin, sicaklik stresi altinda biiyliyen polen tiiplerinde UPR sinyalinde yer alan genlerin
transkripsiyonu artar iken translasyonunun engellendigi saptanmistir. Bu sonuglar sicaklik
toleransinda UPR sinyalinin 6nemli roller oynayabilecegine isaret etmektedir.

Projede mali olarak herhangi bir kurulustan destek alinmamustir. Proje, Bilecik Seyh Edebali
Universitesi Biyoteknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi laboratuvarinda ve BAP biriminin
karsiladigr biitce ile yiiriitiilmiistiir. Buna karsin, bu projede kullanilan ribozomal profilling
analizlerine ait biyoinformatik veri, proje yiiriitiiciistiniin EMBO projesi kapsaminda Valencia
Polytechnique Universitesinde Dr. Alejandro Fernando’nun labinda bulundugu zamanda
gerceklestirdigi arastirmadan elde edilmistir. Proje yiiriitiiciisii Ispanya’dan dondiikten sonra bu
projeyi iniversitemize sunmus ve elde edilen verilerin sicaklik stresi ile uyum gosterdigini
belirlemistir. Dr. Fernando ile yapilan goriismeler ve veri paylasimi sonucunda Ispanya’da
yiiriitiilen projenin biyoinformatik analizleri endoplazmik retikulum yanlis katlanmis protein
sinyaline ait genler arastirilmustir. Bu proje ile Ispanya ile uzun yillar boyu siirmesi planlanan ilk
ortak calismamiz gerceklesebilmistir. ki laboratuvar arasinda gerceklesen veri paylasimini
takiben “Poidevin L., Forment J., Unal D., Ferrando A., Combined transcriptome and translatome
analyses on pollen thermotolerance” isimli posterlerini 5-10 agustos 2018 tarihlerinde 12.
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International Plant Molecular Biology Kongresinde poster olarak sunmuslardir. Bu posterde
sadece ribozomal profilling analizleri yer aldig1 icin BAP projesine tesekkiir edilmemistir.

Proje calismalarimizin sonuglarindan ulusal sempozyumda sunulmak tizere bildiri
hazirlanmistir. Bu ¢alismada Acknowledgement boliimiine proje numarasi belirtilerek finansal
destegi saglayan kurulus olarak Bilecik Seyh Edebali Universitesi BAP birimine tesekkiir
edilmistir. Ancak tiim diinyay: etkisi altina alan Covid 19 nedeniyle katilinmasi diisiiniilen Bitki
Fizyolojisi sempozyumu ileri bir tarihe ertelenmistir. Normallesme siirecinde kongre ve
sempozyum katilimlar1 saglanarak bilimsel olarakta c¢alisma sonuglarimizin literatiire
kazandirilmasi hedeflenmektedir.

Proje ¢aligmalarimizin sonuglarinida igerecek sekilde Dr. Fernando ile polen tiipii bityiimesi
lizerine bir yaymn planlanmaktadir. Bu yayinda Acknowledgement boliimiine proje numarast
belirtilerek finansal destegi saglayan kurulus olarak Bilecik Seyh Edebali Universitesi BAP
birimine tesekkiir edilecektir.

Proje yiiriitiiciisiiniin 2019 yil1 ortasinda Meme Kanseri teshisinin konmasindan dolay1 proje
bir siire dondurulmasina ragmen, projemizin verimli gectigini ve hedeflenen sonuglar elde edilerek

projenin hedeflenen siirede basariyla tamamlandigini soyleyebilmekteyiz.
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