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Ozet

Agir metal kirliligi, insan saghgini olumsuz etkileyen ve tarimsal verimde kayiplara neden olan 6nemli
cevresel tehlikelerden biridir. Bitki hiicresinin en énemli fonksiyonu, kendi savunmasi igin agir metal

Anahtar kelimeler stresine karsi cevap vermektir. Agir metal stresine cevap olarak fonksiyonel genler veya proteinlerin
Bitkiler; teshisi stres cevaplarinin molekiiler mekanizmalarinin anlasiimasinda 6nemli bir basamaktir. Protein
Agir Metal; ekspresyonu sadece transkripsiyonel seviyede degil, ayni zamanda translasyonel ve post-translasyonel
Toksisite; seviyelerde de dizenlenmektedir. Bu nedenle, farkl stres kosullari altinda bitki proteomundaki
Proteomik; degisimleri arastirmak onemlidir. Genom tarafindan eksprese olan proteinlerin genis 6lgekli analizi

Kiitle Spektrometrisi  olarak tanimlanan proteomik, sadece proteomun tamamini tanimlamak icin degil, ayni zamanda agir
metal stresi gibi farkli fizyolojik kosullar altindaki proteomlarin karsilastiriimasi igin glicli bir molekiler
aractir. Bu derlemede, proteomik teknolojileri ve bitkilerde farkli metabolik olaylarda rolii olan agir
metal tesvikli proteinler tartisilmistir.

Heavy Metal Toxicity in Plants: Proteomics Approach

Abstract

Heavy metal contamination is one of the major environmental hazards, leading to losses in agricultural
yields and harmfully affecting human health. The most crucial function of plant cell is to respond

Key words against heavy metal stress for self-defence. The identification of the functional genes or proteins that
Plants; are involved in responses to heavy-metal stress is a fundamental step in understanding the molecular
Heavy Metal; mechanisms of stress responses. Protein expression is regulated not only at the transcriptional level,
Toxicity; but also at the translational and post-translational levels. Therefore, it is crucial to investigate the
Proteomics; changes in plant proteome under different stress conditions. Proteomics, defined as the large-scale
Mass Spectrometry analysis of proteins expressed by the genome, is not only a powerful molecular tool for describing

complete proteome, but also for comparative proteomes under different physiological conditions, such
as heavy metal stress. In this review, proteomics technologies, and heavy metal induced proteins which
play a role in different metabolic events in plants are discussed.

© Afyon Kocatepe Universitesi

1. Giris yolla alinabilmektedir. Bu agir metaller daha sonra

Bircok agir metal toprakta dogal olarak bulunmakla yapisal olarak benzerlik gosterdikleri esansiyel
birlikte, farkli endiistriyel uygulamalar sonucu  elementler icin var olan yolla veya diger taginim
cevreye vyayllmaktadir.  Bitkiler agir metal mekanizmalariyla toprak usti organlara
toksisitesinin Ustesinden gelebilmek igin karmasik tasinmaktadir (Ma et al. 2008). Uriin kaybina ek
fizyolojik ve biyokimyasal islevler, gen ekspresyonu,
protein modifikasyonlari ve metabolit
iceriklerindeki degisimlerin bir koordinasyonuna
gerek duymaktadir (Urano et al. 2010).

olarak tarimsal bitkilerde agir metallerin birikimi
insan saghigini ve tiim ekosistemi tehdit etmektedir
(Satarug et al. 2003). Bu nedenle, kirlenmis
alanlardan agir metallerin uzaklastiriimasi oldukga

Bazi agir metaller bitki gelisimi icin gerekli olan onemlidir. Organik kirleticilerin aksine agir metaller

elementlere benzediginden direkt olarak kéklere ~ DPilinen herhangi  bir  biyolojik islem ile
girebilmekte ve esansiyel elementler icin var olan ~ Parcalanamamakta ve bu nedenle agir metallerin
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biriktirilmesi ve detoksifiye edilmesi i¢in bitkilerin
kullanildig1 fitoremediasyon gibi etkili ve ¢evre
dostu bir teknoloji ile kirlenmis
iyilestirilmesi gerekmektedir (Pilon-Smits 2004).
Fitoremediasyon

alanlarin
kirlenmis  alanlardan  agir
metallerin uzaklastirilmasi igin hiperakimulator
bitkilerin
yaklasimdir.

kullanildigi gelecek vaat eden bir
Bu nedenle, diger bir¢ok bitkinin
bitkiler
organlarinda agir metalleri yliksek seviyelerde
biriktirebilmelidir  (Baker 1989).
Bununla birlikte, bu yaklasimin uygulanmasi yeterli
biyokiitle ve hizli

hiperakiimilator

aksine hiperakimulator toprak  Usti

and Brooks

blylime oranina sahip
bitkilerin eksikliginden dolayi
sinirlanmaktadir (Eapen and D’Souza 2005). Bu
sinirlamalarin lstesinden gelebilmek igin istenilen

Ozelliklere sahip genetik olarak modifiye edilmis

bitki tlirlerinin gelistirilmesine gerek
duyulmaktadir. Bu nedenle, hiperakiimilator
bitkilerde agir metal birikimi mekanizmasinin

fizyolojik ve molekiiler diizenlenmesinin iyi sekilde
anlasilmasi gerekmektedir.

Agir metal stresine cevap ile iliskili fonksiyonel gen
veya proteinlerin teshisi agir metal toleransinin
molekiler mekanizmalarinin anlasiimasinda énemli
bir basamaktir. Bu tarz bilgiler agir metallerle
kirlenmis alanlarin fitoremediasyonu igin toleransli
bitkilerin
saglayabilmektedir. Son

transgenik gelistirilmesini
zamanlarda, gen
ekspresyonundaki agir metal tesvikli degisimler,
mMRNA

arastirilmis ve bitkilerde agir metal cevaplarinin

mikrogip  analizleri ile seviyesinde
anlasilmasi  icin  degerli  bilgiler saglamistir
(Chakrabarty et al. 2009; Yu et al. 2012; Shen et al.
2013).

stresine cevap olarak eksprese olan proteinler ile

Bununla birlikte, bitkilerde agir metal
ilgili bircok soru cevapsiz kalmaktadir. Bu nedenle,
bir hiicre hatti, doku veya organda eksprese olan
proteinlerin kapsamh ve nicel analizi olan
proteomik, biyolojik sistemler ile ilgili genomik ve
transkriptomik yaklasimlardan saglanamayacak
onemli bilgiler vermektedir. Clinkli transkriptlerin
bitkilerdeki

direkt olarak yansitmaktadir.

aksine proteinler stres cevaplarini
Bununla birlikte,

mRNA’larin ekspresyon seviyeleri ve ilgili proteinler

arasinda zayif korelasyon bulunmasi

transkripsiyonel analizlerde bazi sinirlamalara
neden olmaktadir (Rose et al. 2004; Bogeat-
Triboulot et al. 2007). mRNA ve protein seviyeleri
arasinda korelasyon belirlenmis olmasina karsin
(Joosen et al. 2007; Li et al. 2007), protein
ekspresyonu sadece

transkripsiyonel seviyede

degil, ayni zamanda translasyonel ve post-
translasyonel seviyelerde de dizenlenmektedir.
Sonug¢ olarak, bitki proteomundaki degisimlerin

arastirilmasi oldukga 6nemlidir.

farkl
temeline dayanmaktadir. Agir

Proteomik yaklasim, proteomlarin
karsilastirilmasi
metaller gibi abiyotik stres ¢alismalarinda, kontrol
ve uygulama grubu bitki dokularindan izole edilen
proteomlar karsilastiriimaktadir (Kosova et al.
2011). iki-yonlii (2-D) elektroforez ile birlikte kiitle
spektrometrisi proteomik ¢alismalarin
gerceklestiriimesinde en fazla kullanilan etkili bir
yoldur ve biyolojik fonksiyona sahip karmasik
protein aglarinin ¢alisiimasina olanak
saglamaktadir. Son yillarda, bitki proteomu {izerine
agir metal stresinin etkilerini inceleyen ¢alismalar
artmistir (Ahsan et al. 2010; Wang et al. 2011;
2012).

analizler, agir metal stresine cevap olarak bitki

Sharmin et al. Yapilan bu proteomik

proteomunda meydana gelen degisimlerin

anlasilmasina katkida bulunmus olmasina ragmen,
spesifik bir agir metal igin biyomarkorlerin teshisini

saglayacak ileri ¢alismalara gereksinim
duyulmaktadir. Bu nedenle, agir metallerin
translokasyonu, transformasyonu, icsel

alikonulmasi ve hiicre igerisinde bu metallerin

detoksifikasyonunda  muhtemel role  sahip
proteinlerin daha iyi tanimlanmasini saglayacak
proteomik Uzerine yogunlasiimasi gerekmektedir

(Ahsan et al. 2009; Hossain and Komatsu 2013).

Bu derlemede, bitki
kullanilan farkh yaklasimlar ve agir metal tesvikli

proteomik c¢alismalarinda

proteom degisimlerinin degerlendirilmesi

amaglanmistir.

AKU FEMUBID 13 (2013) 021001
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2. Proteomik Teknikler ve Stratejiler

Proteomik analizler bir 6rnek igerisindeki ylzlerce

proteinin nicel ve nitel olarak belirlenmesini
saglayan etkili bir aragtir. Bununla birlikte, bu
analizlerin  etkinligi  6rneklerin  karmasikhg
tarafindan sinirlanmaktadir. Bu sorunu asmanin bir
yolu  kitle spektrometrisi ile  proteinlerin
teshisinden 6nce bir (1-DE) veya iki-yonli (2-DE)
elektroforezin gergeklestiriimesidir. Jel temelli
proteomik stratejilerin yerini ¢ozeltide protein
takiben

kromatografisi) temelli peptid fraksiyonu olmasina

sindirimini nanolLC (nano SIvI
ragmen, bitkilerdeki proteomik ¢alismalarin ¢ogu 2-
DE’i  takiben vyapilan kitle spektrometrisi
analizleridir (Bah et al. 2010; Wang et al. 2011;
Sharmin et al. 2012). Sonug olarak, proteomik
analizler ile elde edilen referans haritalari herhangi
bir zaman veya gelisimsel evrede bir hilicre veya
dokudaki proteinler hakkinda bilgi vermekte ve
proteomun daha sonraki analizleri igin temel

olusturmaktadir (Villiers et al. 2011).

Bitki dokularinin proteinlerin ¢dkelmesine neden
olan polisakkaritler ve polifenoller gibi sekonder
metabolitleri yiksek miktarlarda bulundurmasi ve
hicre c¢eperinin varligindan dolayr protein
ekstraksiyonu en kritik ilk basamaktir (Canovas et
al. 2004). birlikte,

molekiler agirlk, yik, hidrofobisite ve translasyon

Bununla protein bollugu,
sonrasi modifikasyonlardaki farkliliklar ve diger
molekiller ile olan etkilesimden dolayl protein
ekstraksiyonu igin ideal bir protokoliin saglanmasi
olduk¢a zordur. Bitki dokularindan proteinlerin
ekstraksiyonu icin birgok protokol bildirilmistir;
fakat bitki tdrleri arasindaki farkliliklardan dolay
ayni ekstraksiyon protokoliiniin kullanimi mimkiin
degildir ve farkli bitki tirleri icin ekstraksiyon
kosullarinin  modifiye edilmesi gerekmektedir
(Carpentier et al. 2005; Wang et al. 2006). Bununla
birlikte, trikloroasetik asit (TCA)/aseton ve fenol
temelli olmak lizere iki farkli ekstraksiyon yontemi
bitki dokularindan proteinlerin ekstraksiyonu igin
Metal
birakilmis dokulardan protein ekstraksiyonu igin
TCA/aseton (Requejo and Tena 2006; Sarry et al.

siklikla  kullanilmaktadir. stresine  maruz

2006; Aina et al. 2007; Kieffer et al. 2008; Semane
et al. 2010) veya fenol temelli (Ingle et al. 2005;
Bona et al. 2007; Ahsan et al. 2010; Sharmin et al.
2012)
temelli metot glikoproteinlerin ekstraksiyonunu

metotlar siklikla kullanilmaktadir. Fenol
arttirmakta (Saravanan and Rose 2004) ve yiksek
miktarda sekonder metabolit iceren bitki dokulari
profillerinin

icin yuksek ¢ozUnurlikli protein

¢ikarilmasini  saglayabilmektedir (Komatsu and

Ahsan 2009).

Metal toksisitesi ile iliskili proteomik galismalarda
iki yonlu elektroforez (2-DE) ile kombine edilmis
kiitle spektrometri analizleri sik kullaniimaktadir.
(Cizelge 1). ilk yoén olan izoelektrik fokuslamada
(IEF), proteinler yiiklerine gore aynstirilirken, ikinci
yon olan sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
(SDS-PAGE)  ise
agirhklarina  gore

elektroforezinde proteinler

molekdiler ayristirilmaktadir

(Beranova-Giorgianni 2003).

iki  yénli  elektroforez  biyik  protein
komplekslerinin ayristiriimasi ve
gorintilenmesinde kullanilmaktadir. Bu teknik
basitlik, Gretkenlik ve genis araliktaki proteinlerin

(10 ila 500 kDa)
saglamasinin yaninda kismen hidrofobik ve oldukga

analiz edilmesine olanak
asidik veya bazik proteinlerin analiz edilmesine izin
vermektedir. Bununla birlikte, dusik bolluktaki
proteinlerin gorintiilenememesi, sinirli pl araliklar
ve membran proteinlerinin  kaybolmasi gibi
sebeplerden dolayr 2-DE bazi sinirlamalara maruz

kalmaktadir (Santoni et al. 2000).

iki yonli elektroforeze ek olarak blue-native PAGE
(BN-PAGE) teknigi hidrofobik ve/veya membran
proteinlerinin analiz edilmesi igin gelistirilmistir
(Schagger and von Jagow 1991). Blue-native (BN)
ve SDS-PAGE

kloroplast  gibi

tekniklerinin  ardistk  kullanimi,

organellere ait protein

komplekslerinin iyi bir sekilde ayristirilmasini

saglamaktadir. Kisaca bu metotta protein

kompleksleri organellerden izole edilmekte, protein

komplekslerine  baglanan boya  molekilleri

(Coomassie gibi) ile muamele edilmekte ve PAGE ile
Coomassie

ayristirlmaktadir. boyanin

AKU FEMUBID 13 (2013) 021001
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kullanimindan dolayr bu teknik BN-PAGE olarak
adlandiriimaktadir (Ahsan et al. 2009). BN-PAGE
proteinlerin dogal kosullar altinda etkili sekilde
¢6ziinmesini
degisimlerin direkt olarak belirlenmesine izin

saglamakta ve proteomdaki nicel

tesvikli degisimler BN-SDS PAGE ve 2-D BN/BN
PAGE ile ortaya konmus ve Mn stresi ile iliskili
proteinler nano-olcekli LC-MS/MS ile
tanimlanmistir (Fecht-Christoffers et al. 2003; Fiihrs

vermektedir. Yaprak apoplast proteomundaki Mn

et al. 2008).

Cizelge 1. Bitkilerde agir metal toksisitesi ile ilgili bazi proteomik ¢alismalar (Ahsan vd. 2009'den degistirilerek)

Metal Bitki Doku Ornek hazirlama Proteomik teknolojisi Kaynak
Al 0. sativa Kok Protein ¢oktlirme 2-DE, Fukuda et al. 2007
(TCA/Aseton) MALDI-TOF
0. sativa Kok Protein ¢oktlirme 2-DE, Yang et al. 2007
(Aseton) MALDI-TOF
G. max Kok Protein ¢oktlirme 2-DE, Zhen et al. 2007
(TCA/Aseton) MALDI-TOF
S. esculentum Kok Protein ¢oktlirme (TCA)  2-D DIGE, MALDI-TOF- Zhou et al. 2009
TOF
As Z. mays Kok Protein ¢oktlirme (TCA)  2-DE, Requejo and Tena 2005
MALDI-TOF
Z. mays Govde Protein ¢oktlirme (TCA)  2-DE, Requejo and Tena 2006
MALDI-TOF
0. sativa Kok Fenol ekstraksiyonu 2-DE, Ahsan et al. 2008
MALDI-TOF
0. sativa Yaprak Protein ¢oktlirme 2-DE, Ahsan et al. 2010
(Aseton) MALDI-TOF
Cd A. thaliana Hiicre Protein ¢oktlirme (TCA)  2-DE, LC-MS Sarry et al. 2006
kaltira
0. sativa Kok Protein ¢oktlirme 2-DE, Aina et al. 2007
(Aseton) MALDI-TOF
Lepidium sativum Hicre Protein ¢oktlirme 2-DE, Gianazza et al. 2007
kaltara (Aseton) LC-MS/MS
0. sativa Tohum Protein ¢oktlirme (PEG)  2-DE, Ahsan et al. 2007
MALDI-TOF
Populus nigra Hicre Protein ¢oktlirme (PEG)  2-DE, Giovanna et al. 2010
Kaltara MALDI-TOF
Populus tremula Yaprak Protein ¢oktlirme 2-DE, Kieffer et al. 2009
(TCA/Aseton) MALDI-TOF
Populus tremula Yaprak Protein ¢oktlirme DIGE; MALDI-TOF/TOF Kieffer et al. 2008
(TCA/Aseton)
0. sativa Kok ve Protein ¢oktlirme (PEG)  2-DE, Lee et al. 2010
yaprak MALDI-TOF
T. aestivum Yaprak Protein ¢oktlirme (PEG)  2-DE, Cailin et al. 2009
MALDI-TOF
A. thaliana Kok Protein ¢oktlirme 2-DE, Roth et al. 2006
(Fenol) MALDI-TOF
G. max Hiicre Santrifligasyon SDS-PAGE, Sobkowiak and Deckert
kaltira RP-HPLC, Q-TOF 2006
T. caerulescens Kok ve 2-DE, Tuomainen et al. 2006
govde MALDI-TOF
T. aestivum Kok Protein ¢oktlirme 2-DE, Wang et al. 2011
(TCA/Aseton) MALDI-TOF
T. aestivum Yaprak Protein ¢oktlirme 2-DE, Wang et al. 2010
(TCA/Aseton) MALDI-Q-TOF
L. esculentum Kok Protein ¢oktlirme 2-DE, Rodriguez-Celma et al.
(Fenol) MALDI-TOF 2010
Cr Z. mays Fide Protein ¢oktlirme 2-DE, Labra et al. 2006
(Aseton) MALDI-TOF/TOF
Typha angustifolia Yaprak Protein ¢oktlirme 2-DE, Bah et al. 2010
(Fenol) MALDI-TOF/TOF
Miscanthus sinensis Kok Protein ¢oktlirme 2-DE, Sharmin et al. 2012
(Fenol) MALDI-TOF/TOF

AKU FEMUBID 13 (2013) 021001
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Cizelge 1 (Devami). Bitkilerde agir metal toksisitesi ile ilgili bazi proteomik c¢alismalar (Ahsan vd. 2009’den

degistirilerek)

Metal Bitki Doku Ornek hazirlama Proteomik teknolojisi Kaynak
Cu Cannabis sativa Kok Protein ¢oktlirme 2-DE, Bona et al. 2007
(Fenol) MALDI-TOF
Cs G. max Tohum Sonikasyon ve Tuzdan 2-DE, LC-MS/MS Danchenko et al. 2009
arindirma
A. thaliana Hiicre Protein ¢oktlirme (TCA)  2-DE, MALDI-TOF Le Lay et al. 2006
kaltira
Cu 0. sativa Fide Protein ¢oktlirme (PEG)  SDS-PAGE, MALDI-TOF Ahsan et al. 2007
0. sativa Tohum Sonikasyon ve 2-DE, MALDI-TOF Zhang et al. 2009
santrifigasyon
Mn Vigna ungiuculata Yaprak Protein ¢oktlirme 2-DE, Fecht-Christoffers et al.
(Fenol) LC-MS/MS 2003
Vigna ungiuculata Yaprak Protein ¢oktlirme 2-DE, Fuhrs et al. 2008
(Fenol) LC-MS/MS
Ni Alyssum lesbiacum Kok Protein ¢oktlirme 2-DE, Ingle et al. 2005
(Fenol) LC-MS/MS
Pb Helianthus annuus Yaprak Protein ¢oktlirme 2-DE, Walliwalagedara et al.
(TCA/Aseton) ESI-MS/MS 2010
Zn A. halleri Govde Protein ¢oktlirme 2-DE, Farinati et al. 2009
(Aseton) nanoHPLC
ESI-Q-TOF

Diger taraftan, tilakoid membran proteinlerinin
ayrintili sekilde ayristirilmasi ve teshisi i¢in yeni bir
U¢ boyutlu (3-D) dogal elektroforetik protokol
gelistirilmistir (D’Amici et al. 2008). ilk boyutta
protein komplekslerinin dogal sivi faz izoelektrik
(N-LP-IEF) takiben
protein komplekslerinin molekiiler agirlik ve pl’lari
kullanilarak blue-native elektroforez (2-DE NLP-IEF-
BN) gerceklestiriimektedir. Bu yéntem membran

fokuslamasini ikinci boyutta

proteinlerinin  ¢dzlinmesindeki  zorluklan  ve
sinirlamalari azaltmak igin gelistirilmistir (Timperio
et al. 2008).

takiben nicel

degisimleri belirlemek igin boyama ve gorinti

Jel elektroforezini proteomdaki

analizleri gergeklestirilir. Coomassie brilliant blue
bitki
proteomundaki agir metal tesvikli degisimlerin

ve glmis nitrat gibi boyama ajanlari
analizinde siklikla kullaniimaktadir (Ahsan et al.
2010; Lee et al. 2010; Zhao et al. 2011; Sharmin et
al. 2012). Jel
boyandiktan sonra jeller goriintilenmekte ve 6zel

Uzerinde protein benekleri

yazilimlar ile analiz edilebilmektedir. Bu yazilimlar

arasinda, Progenesis (Nonlinear  Dynamics),
ImageMaster 2D Platinum (Ge Healthcare,
Amersham Biosciences), PDQuest (Bio-Rad),

Proteovue (Eprogen) ve Phoretix 2D Advanced
(PerkinElmer) gibi yazilimlar proteomik analizlerde

kullanilmaktadir. Bu vyazilimlar farkh jellerdeki
protein beneklerinin tespit edilmesi, bu beneklerin
eslestirilmesi ve benek yogunluklarinin
karsilastirilmasinda kullanilmaktadir. Diger taraftan,
tek bir jel tizerinde birkag 6rnegin es zamanl olarak
ayristirlmasi ve gorsel hale getiriimesinde izin
veren 2-D DIGE (difference gel electrophoresis)
tekniginde, 2-D elektroforezden Once protein
ornekleri cesitli flloresan boyalarla etiketlenerek
agir metal tesvikli proteinler teshis edilebilmektedir
(Tonge et al. 2001; Kieffer et al. 2008; Evlard et al.
2013; Printz et al. 2013). 2-D DIGE teknigi, jeller
arasinda gozlenen varyasyonlari azaltmakta ve (g
farkli boyanin (Cy1, Cy2 ve Cy3) kullanimiyla tek bir
jel Uzerinde (¢ protein 6rneginin karsilastiriimasina

olanak saglamaktadir.

Kitle spektrometrisi (MS) teknolojisindeki ilerleme

sadece  elektroforetik  veya kromatografik

yontemler ile elde edilen proteomik verilerin
ve miktarinda o6nemli neden
Kitle

tanimlanmasinin

kalitesi artisa

olmustur. spektrometrisi  proteinlerin

yani sira fosforilasyon ve

asetilasyon gibi translasyon sonrasl

modifikasyonlarin da belirlenmesini saglamaktadir
(Bantscheff et al. 2012). Matriks destekli lazer
desorpsiyon iyonizasyon (MALDI) ile kristal halde ve
elektrosprey (ESI) ile

iyonizasyon sollisyon

AKU FEMUBID 13 (2013) 021001
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icerisinde proteinler gibi biyik makromolekdiller
analiz edilmektedir (Fenn et al. 1989; Tanaka et al.
1988). Birgok proteomik uygulamada, 2-D
elektroforez MALDI-TOF kitle spektrometrisi ile
kombine edilmistir (Cizelge 1). Bu yaklasimda, her
bir protein beneginin triptik sindirimi ile elde edilen
her bir peptidin kitleleri kullanilarak ilgili proteinin
peptid kitle parmak izleri (PMF) olusturulmakta ve
daha sonra bu PMFler veritabanlarindaki teorik
peptid kutleleri ile karsilastirilarak proteinler
tanimlanmaktadir (Yates 1998). Bununla birlikte,
PMF analizlerinde peptid kiitleleri bir protein veya
DNA veritabanindan
kiitleleri ile eslestirildiginden dolayl sadece genomu

Uretilmis teorik peptid

bilinen gercgeklestirilebilir.  Genom

durumlarda, EST
expressed sequence tag) veri setlerinin bazi bitki

tirler igin

bilgilerinin  olmadig (large

tirlerinde gercgeklestirilen proteomik

arastirmalarda  etkin  sekilde  kullanilabildigi
gosterilmistir (Requejo and Tena 2005; Visioli et al.
2012). PMF yaklasimi yaygin olarak kullaniimasina
karsin, tek bir jel alaninda birden fazla protein
oldugu durumlarda MS spektrumu karmasik hale
gelmekte ve bu durum ilgili  proteinin
tanimlanmasini imkansiz hale getirmektedir. Bu
potansiyel problemin Ustesinden gelebilmek igin
bazi  proteomik uygulamalarda, peptidlerin
sekanslanmasina izin veren ve daha glivenilir bir
protein tanimlanmasini saglayan ardisik kitle
spektrometrisi (MALDI-TOF/TOF veya LC-MS/MS)
(Cizelge 1). Ardisik  kitle

amino asit sekansi ve spesifik

kullanilmistir
spektrometrisi
kimyasal modifikasyonlari ortaya koyarak protein
yapisi hakkinda kesin bilgi
yontem kompleks peptid karisimlarinin yapisal

saglamaktadir. Bu

saglayarak
tanimlanmasi  igcin daha glivenilir sonuglar
vermektedir. Bununla birlikte, MS/MS bilinmeyen
proteinlerin ve

karakterizasyonunu protein

translasyon sonrasi
modifikasyonlarin teshisi icin de uygulanmaktadir

(Timperio et al. 2008; Wang et al. 2013).

Kantitatif proteomik stratejisi ile ilgili olarak protein
ve peptidlerin etiketlenmesi temeline dayanan ICAT
(isotope-coded affinity tag), SILAC (stable-isotope
labeling by amino acids in cell culture), ICPL

(isotope-coded protein label) ve iTRAQ (isobaric
tags for relative and absolute quantitation) gibi
birkag strateji gelistirilmistir (Kennedy 2002; Mann
2006; Zieske 2006; Kellermann 2008). Bununla
birlikte, bu ikinci nesil proteomik stratejilerinin bitki
proteomu (zerine agir metallerinin etkisini
arastiran ¢alismalarda kullanimi sinirli kalmistir.
iTRAQ teknigi kullanilarak metal stresine maruz
kalan arpa, Arabidopsis ve Brassica juncea
bitkilerinde ¢ok sayida protein teshis edilmistir
(Patterson et al. 2007; Alvarez et al. 2009;
Schneider et al. 2009; Fukao et al. 2011). Patterson
vd. (2007), iTRAQ iliskili

proteinlerin teshisinde dnemli bir potansiyele sahip

tekniginin  stresle

oldugunu ileri  strmuslerdir. Sonug¢ olarak,
bitkilerdeki metal tesvikli proteom degisimlerinin
arastirilmasinda  klasik proteomik teknolojileri
sikhkla kullanilirken, SILAC, ICAT, ICPL ve iTRAQ gibi
ikinci nesil proteomik teknolojilerinin kullanimi

yaygin olmamakla birlikte giderek artmaktadir.

3. Bitki Proteomundaki Agir Metal Tegvikli
Degisimler
Bircok proteomik ¢alismada, bazi  protein

siniflarinin agir metal stresine cevap olarak tesvik
edildigi ve bu proteinlerin savunma ve uyum
sureglerinde oynayabilecegi
gosterilmistir (Cizelge 2). Bitkilerde agir metal
stresi, baglayici ligandlar ile selatlama,
antioksidant savunma sistemi ve saperonlar gibi
birka¢ savunma mekanizmasini tesvik etmektedir.
Bununla birlikte, agir metal stresine cevap olarak
patojenle iliskili (PR) proteinlerin sentezinde artis
gorlilmektedir. Ayrica, agir metaller fotosentez ve
fotosolunum gibi primer metabolizmada
degisimlere neden olabilmektedir (Cizelge 2)
(Ahsan et al. 2009).

onemli rol

metal

3.1. Karbondioksit Oziimlemesi ve Fotosentez ile
iliskili Proteinler

Agir metal stresi altindaki bitkilerde farkh sekilde
eksprese olan proteinlerin biyilik g¢ogunlugunu
fotosentez ile iliskili proteinler olusturmaktadir
(Farinati et al. 2009; Ahsan et al. 2010; Zhao et al.
2011). RuBisCO (ribuloz 1,5-bifosfat
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karboksilaz/oksijenaz)
proteininin %30-70’ini olusturmakta (Douillard and
Mathan 1994)
oynamaktadir. RuBisCO, karbon metabolizmasinin
COo,
Bununla birlikte,

¢Ozunebilir yaprak

ve fotosentezde oOnemli rol

olan fiksasyonunu kataliz
RuBisCO-baglayici
altbirim, RuBisCO aktivaz ve fosforibulokinaz CO,
bilesenlerdir. RuBisCO-

ilk basamagi
etmektedir.

fiksasyonu icin gerekli

baglayici altbirim, RuBisCO biylk altbiriminin

katlanmasi igin gerekli bir proteindir (Boston et al.

1996). RuBisCO aktivaz, RuBisCO’nun katalitik
aktivitesini saglamaktadir (Portis 2003).
Fosforibulokinaz, Calvin dongdsiiniin COo,

fiksasyonu igin bir alict molekil olan ribuloz-1,5-
bifosfatin olusumunu kataliz etmektedir (Miziorko
2000).

Cizelge 2. Metal stresine cevap olarak proteomik analizlerle belirlenmis proteinler ve fonksiyonlari (Ahsan vd.

2009’den degistirilerek)

1, taumatin-benzeri protein TLP5, taumatin-
benzeri protein PR-53, 3-1,3-glukanaz

Protein Fonksiyon Metal Kaynak
Al, As, Fecht-Christoffers et al. 2003; Bona et al. 2007;
APX, CS, CAT, DHAR, GSH1, GPX, GST, Antioksidatif Cd, Cr, Ahsan et al. 2010; Bah et al. 2010; Cai et al. 2011;
MDHAR, POD, Prx, SOD, Trx savunma Cu, Mn, Wang et al. 2011; Sharmin et al. 2012; Hossain et
Ni, Pb al. 2012a, Song et al. 2013
Saperonin 60, HSP70, Dnaj-benzeri protein, Al,As,B, Ingle et al. 2005; Tuomainen et al. 2006;
kiigk  HSP,  Saperonin 21, DnaK-tip Saperonlar Cd, Cu, Patterson et al. 2007; Ahsan et al. 2008; Zhao et
molekdiler saperon, HSP101, PDI Hg, Ni al. 2011; Wang et al. 2013a; Chen et al. 2012
. . . . .. Al As,B, .
SAMS, ACC oksidaz, OPR, CHS, lipoksigenaz, Sinyal molekdlleri cd. Cs Labra et al. 2006; Aina et al. 2007; Fukuda et al.
ABP19, jasmonat-tesvikli protein-benzeri, Sekonder CrIC ’ 2007; Patterson et al. 2007; Ahsan et al. 2008;
7 ul
oksin-tesvikli protein metabolizma H Wou et al. 2013
g
A B,
. o o . L . Cd, Co, Fiihrs et al. 2008; Cailin et al. 2009; Li et al. 2009;
RuBisCO blyiuk ve kiguk altbirimler, CO, 6zimlemesi .
. . Cu,Hg, Ahsan et al. 2010; Bah et al. 2010; Tuomainen et
RuBisCO aktivaz Fotosentez .
Mn, Pb,  al. 2010; Zhao et al. 2011; Hossain et al. 2012b
Zn
PR-1 protein, PR protein P4, PR protein 5-1,
PR10-benzeri proteinler, PR protein 5 .
- . - . . Al,B,Cd, Patterson et al. 2007; Zhen et al. 2007; Fihrs et
onclist, sinif | kitinaz, kitinaz 2, kitinaz 1l Patojen savunma .
N . . . Cu, Mn, al. 2008; Farinati et al. 2009; Zhang et al. 2009;
C10701, kitinaz 4, taumatin-benzeri protein ) )
Hg, Pb Walliwalagedara et al. 2010; Cai et al. 2011

Metal stresine cevap olarak RuBisCO proteininin
miktarindaki azalma birgok bitki tlriinde rapor
edilmistir (Hajduch et al. 2001; Fihrs et al. 2008;
Kieffer et al. 2009; Ahsan et al. 2010; Zhao et al.
2011). Bununla birlikte, RuBisCO alt birimlerindeki
azalma Cd stresine maruz kalan hiperakiimilator
Thlaspi caerulescens bitkilerinde de belirlenmistir
(Tuomainen et al. 2006). Ayrica, As’e toleransli bitki
tlrlerinin yani sira toleransl bitkilerde de RuBisCO
alt birimlerinin As stresine cevap olarak azaldig
bildirilmistir (van Keulen et al. 2008; Duquesnoy et
al. 2009; Ahsan et al. 2010). Arsenik stresi altindaki
bitkilerde fotosentezdeki azalmanin RuBisCO alt
birimlerindeki azalma ile iliskili olabilecegi
belirtilmistir (Ahsan et al. 2010). Bununla birlikte,

protein miktarindaki azalmanin yaninda RuBisCO
aktivitesinde de o©nemli bir azalmanin oldugu
bildirilmistir (Novakova et al. 2004).
fiksasyonu proteinlerinin miktarindaki azalmayla

Karbon

fotosistem I
iliskili
proteinlerin miktarinda da azalma oldugu rapor
edilmistir (Kieffer et al. 2008). Sonug olarak, agir

birlikte, fotosentezin 1sik evresi,

kompleksi ve klorofil biyosentezi ile

metal stresine cevap olarak fotosentezdeki
inhibisyon ve klorofil
RuBisCO ve diger fotosentezle iliskili proteinlerin
miktarindaki azalmadan

bildirilmistir (Ahsan et al. 2009).

Uretimindeki azalmanin

kaynaklanabilecegi
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Fotosentez ile iliskili proteinlerin (klorofil a/b

baglayici proteinin 6zel alt birimleri ve fotosistem
[I’'nin membran ekstrinsik altbirimi miktarindaki
artis Cd ve Zn stresine maruz birakilan
hiperakiimulator A. halleri (Farinati et al. 2009) ve
As stresine maruz birakilan Pteris vittata
bitkilerinde (Bona et al. 2010) belirlenmistir. Benzer
Zn/Cd Arabis

paniculata ve Pb hiperakiimilatori H. annuus

sonuglar, hiperakiimulatori
bitkilerinde de belirlenmistir (Walliwalagedara et
al. 2010; Zeng et al. 2011). Agir metal stresi altinda
artan enerji hiperakiimilator tirlerde
fruktozbifosfat
aldolaz ve RuBisCO’nun biyik altbirimi gibi ener;ji
iliskili
enzimlerin aktivasyonunu gerektirmektedir (Bona
et al. 2010; Zeng et al. 2011). Farinati vd. (2009),

agir metal stresi altindaki bitkilerde 1sik toplayici

ihtiyaci,

miktari artan fosforibulokinaz,

metabolizmasi ve Calvin dongilst ile

komplekslerin alt birimlerinin (klorofil a/b baglayici

protein) asiri  ekspresyonunun tim hiicresel
metabolizmanin artan enerji ihtiyacini karsilamak
icin gerekli oldugunu belirtmistir. Bununla birlikte,
T. caerulescens bitkilerinin hassas aksesyonlarina
gore toleransli aksesyonlarinda bazi Calvin dongusii
enzimlerinin (RuBisCO
gliseraldehid-3-fosfat

sedoheptuloz-1,7-bifosfat) daha fazla eksprese
oldugu bildirilmistir (Tuomainen et al. 2006). Bah
vd. (2010), Cr(VI) stresi altindaki bitkilerde ATP
RuBisCO

koproporfirinojen |l

blylk altbirimi,

dehidrogenaz ve

sentaz, kiiglk altbirimi ve
oksidazin ekspresyonunun
Cr(V1)

biyosentezi ve

artmasindan dolayr bu proteinlerin
detoksifikasyonunda ve klorofil
karbon metabolizmasinin

yiksek seviyelerde

surdiridlmesinde o6nemli rol oynadigini  rapor

etmigtir.

3.2. Primer Karbon ve Enerji Metabolizmasi ile
iliskili Proteinler

Agir metal stresi birgok katabolik yolu etkilemekte
ve ATP (retimini azaltmaktadir. Agir metal stresine
maruz kalan bitkilerde artan enerji ihtiyacina cevap
(karbohidrat
metabolizmasi, pentoz fosfat yolu ve trikarboksilik

olarak enerji metabolizmasi
asit dongisi) ile ilgili birgok enzimin miktar

degisim gostermektedir (Ahsan et al. 2010; Hossain

et al. 2012b; Sharmin et al. 2012; Visioli et al.
2012).

Gliseraldehit-3-fosfat
fruktoz-1,6-bifosfatin
sonunda 1,3-bifosfogliserata dontsiimiinii saglayan

(GAPDH),
gliseraldehit-3-fosfat  ve

dehidrogenaz

bir housekeeping enzimdir. Bununla birlikte, Giege
vd. (2003),
olim{, DNA onarimi ve DNA replikasyonunda isleve

bu enzimin programlanmis hiicre
sahip oldugunu bildirmistir. Bircok proteomik
¢alismada, agir metal stresine cevap olarak GAPDH
proteininin  farkli  sekilde eksprese oldugu
belirtilmistir (Kieffer et al. 2009; Ahsan et al. 2010;
Sharmin et al. 2012). Arsenik stresi altindaki geltik
yapraklarinda artan GAPDH miktarindan dolayi As
stresi karbohidrat
koklere gore vyapraklarda daha aktif oldugu
bildirilmistir (Ahsan et al. 2010). Domates
koklerinde glikolitik yolla iliskili GADPH, pirlivat
dehidrogenaz ve enolaz enzimlerinin 10 uM Cd

sirasinda metabolizmasinin

uygulamasinda arttig, buna karsin 100 puM Cd

uygulamasinin  bu enzimlerin  ekspresyonunu
baskiladig rapor edilmistir (Rodriguez-Celma et al.
2010). Bununla birlikte, Cd’a toleransli Brassica
juncea bitkilerinde glikolitik enzimlerin 250 uM Cd
Arabidopsis
bitkilerinde ise 10 uM Cd uygulamasinda arttig
bildirilmistir (Sarry et al. 2006; Alvarez et al. 2009).
bitkilerde

karbohidrat metabolizmasi ile iliskili proteinlerin

uygulamasinda azaldigi, thaliana

Kadmiyum stresine maruz kalan
ekspresyonundaki degisimlerin doz ve tlre bagh
oldugu belirtilmistir (Rodriguez-Celma et al. 2010).
Bununla birlikte, enolaz ve GAPDH gibi glikolitik yol
ile iliskili proteinlerin Cr(VI) altindaki Miscanthus
sinensis koklerinde azaldigl ve bu nedenle glikolize
karbon akisinin Cr(VIl) stresi tarafindan inhibe
edildigi ileri strilmustir (Sharmin et al. 2012).
Chen vd. (2012),

enzimlerin Hg stresi altindaki celtik koklerinde

enolaz ve fruktokinaz gibi

azaldigr ve karbohidrat metabolizmasinin ciddi
sekilde Hg stresinden etkilendigini belirtmistir.
Song vd. (2012), Cu’a toleransh geltik koklerinde
pirivat dekarboksilaz miktarinin azaldigi ve bu
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(PDC)
bilesenleri, akonitaz, NADP-bagimli malik enzim
(NADP-ME), siiksinat dehidrogenaz ve malat
dehidrogenaz (MDH) gibi TCA dongisi ile iliskili
enzimlerin ekspresyonundaki degisimler agir metal
stresine maruz kalan bitkilerde belirlenmistir
(Ahsan et al. 2010; Rodriguez-Celma et al. 2010;
Chen et al. 2012). Dihidrolipoamid dehidrogenaz,
plastidlerde PDC, mitokondrilerde ise glisin
dekarboksilaz kompleksinin (GDC) alt birimidir.
Karbonun TCA donglsiine girisini diizenleyen PDC

Pirivat  dehidrogenaz = kompleksinin

ve fotosolunumun mitokondriyal basamagini kataliz
eden GDC solunumda énemli rol oynamaktadir. Bu
nedenle, PDC ile ilgili proteinlerin miktarindaki artis
glikolitik  Grlnlerin  TCA  dongilsline  girisini
arttirabilmektedir (Ahsan et al. 2010). Agir metal
stresine cevap olarak bu proteinin ekspresyonunda
artis gézlenmis olmasina karsin (Fukuda et al. 2007;
Ahsan et al. 2010; Sharmin et al. 2012), agir metal
stresindeki kesin roll heniz bilinmemektedir.

Bitkilerde farkli metabolik yollara katilan NADP-
ME’ler solunum ve ATP Uretimi icin mitokondrilere
NADP-
ME’in gevresel stresler ile iliskili olarak savunma

pirivat saglamaktadir. Bununla birlikte,
reaksiyonlarinda fonksiyon goérdtgi bildirilmistir
(Casati et al. 1999). Tuz, ozmotik ve kuraklik stresi
altindaki geltik bitkilerinde NADP-ME transkript ve
NADP-ME aktivitesinin arttigi bulunmustur (Liu et
al. 2007; Ke et al. 2009). Ayrica, Arabidopsis
bitkilerinde asirit NADP-ME ekspresyonunun tuz ve
ozmotik stres toleransina katkida bulundugu
belirtilmistir (Cheng and Long 2007; Liu et al. 2007).
Arsenik stresi altindaki bitkilerde artan NADP-ME
aktivitesinin  yliksek enerji Uretimi ile iliskili
olabilecegi bildirilmistir (Ahsan et al. 2010).

Mitokondri  membranlarinda  ADP’den  ATP
olusumunu kataliz eden mitokondriyal ATP sentazin
miktarinin arttigl ve bu nedenle Cr(VI) stresi altinda
mitokondriyal solunumun artabilecegi belirtilmistir
(Sharmin et al. 2012). Bununla birlikte, ATP Gretimi
icin gerekli dihidrolipoamid dehidrogenaz (piriivat
dehidrogenazin E-3 bileseni) enziminin miktarinda
artis belirlenmistir. Bu enzimlerin miktarindaki artis
Al ve As stresine maruz birakilan geltik bitkilerinde

de belirlenmistir (Fukuda et al. 2007; Ahsan et al.
2010).
bitkilerinin

Bununla birlikte, Phytolacca americana
CF1 ATP
sentazin B altbiriminin Cd stresine cevap olarak
artis gosterdigi belirtilmistir (Zhao et al. 2011).

Diger taraftan, dusik Cd uygulamasinin (10 puM)

tilakoid membranlardaki

ATP sentazin beta alt biriminin miktarinda artisa
neden oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte, yliksek
Cd uygulamasinin (100 uM) ATP sentaz ve sitokrom
¢ rediktaz altbirimlerini azaltarak enerji Gretimini
baskiladigini bildirilmistir (Rodriguez-Celma et al.
2010). Benzer sonuglar Cd stresine maruz birakilan
Solanum torvum koklerinde de belirlenmistir (Wu
et al. 2013). Agir metallerin etkilerinin metal tipi,
bitki tird ve dokuya bagl olarak degisebilmektedir
(Ahsan et al. 2009).

3.3. Kiikiirt ve Glutatyon Metabolizmasi ile iliskili
Proteinler

kikart
metabolizmasi da  agir metal stresinden
etkilenmektedir (Chen et al. 2012; Hossain et al.
2012; Song et al. 2013). Bitkilerde S-adenozil-L-
(SAM) birkag
reaksiyonunda onemli bir metil vericisidir (Van

Karbon metabolizmasina ek olarak

metiyonin transmetilasyon
Breusegem et al. 1994). L-metiyonin ve ATP’den
SAM sentetaz ile SAM olusmaktadir. Kobalamin-
bagimsiz metiyonin sentaz (MS) ise L-homosisteine
bir metil grubunun transferini kataliz etmektedir
(Pejchal and Ludwig 2005). Metal stresine maruz
bircok  bitki
proteomik ¢alismalarda SAMS ve MS enzimlerinin

kalan tiriinde gergeklestirilen
miktarinda artis belirlenmistir (Farinati et al. 2009;
Ge et al. 2009; Zhao et al. 2011). Ayrica, Cd stresi
altindaki hiicrelere uygulanan SAM’in koruyucu
etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Noriega et al.
2007). Bu enzimlerin metiyonin olusumu ve metil
donglistindeki ara reaksiyonlarin kataliz
edilmesindeki fonksiyonundan dolay (Sarry et al.
2006), bu

metiyonin seviyesinde bir artisa neden olabilecegi

proteinlerin  miktarindaki  artisin
ve bu artisin Cd toksisitesinin lstesinden gelmede
bircok biyosentetik yoldaki metilasyon reaksiyonlari
icin gerekli metil gruplarinin  saglanmasiyla
sonuglanabilecegi bildirilmistir (Zhao et al. 2011).

Bununla birlikte, celtik bitkilerinde Cu stresinin
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SAM sentetaz miktarini arttirdig, buna karsin MS
ekspresyonunu azalttig ve bu durumun metiyonin
seviyesinde azalmaya neden olabilecegi

bildirilmistir (Song et al. 2013).

inorganik kiikirt 6zimlemesinde anahtar bir enzim
olan sistein sentaz (CS) sistein amino asidini
sentezlemektedir. Protein yapisina katilmasinin
yani sira sistein enzimatik olmayan bir antioksidant
olan glutatyonun (GSH) oncisudir. Bitkilerde y-
(y-ECS) ve glutatyon

tarafindan GSH

sentezlenmektedir. GSH ise sisteince zengin ve agir

glutamilsistein  sentetaz

sentetaz enzimleri
metal ozellige sahip fitoselatinlerin
(PC'ler) oncusidir (Cobbett and Goldsbrough
2002). Celtik koklerinde Cu

o6ziimlemesi ve GSH biyosentezi ile ilgili proteinlerin

baglayici

stresinin  kukurt

ekspresyonunda artisa neden oldugu bildirilmistir
(Song et al. 2013). Bununla birlikte, bu proteinlerde
CS’nin bakira hassas celtik ¢esidine gore toleransh
cesitte daha fazla oranda eksprese oldugu
belirtilmistir. Diger taraftan, kikirt 6zimlemesi ve
GSH metabolizmasi ile ilgili enzimleri kodlayan bazi
genlerin  Pb tarafindan tesvik edildigi rapor
edilmistir (Liu et al. 2009). Song vd. (2012), Cu
stresi altindaki celtik bitkilerinde GSH, PC ve
MT’lerin sentezi igin artan sistein gereksinimi
karsilamak amaciyla kiikiirt 6zimlemesinin arttigini
ileri sirmustir. Ingle et al. (2005), hiperakiimiilator
bitkilerinde kikirt

metabolizmasi ile ilgili bazi proteinlerin Ni

Alyssum lesbiacum

toleransinda 6nemli bir rol oynayabilecegini
bildirmistir. Diger taraftan, Hg stresine maruz kalan
celtik koklerinde CS ekspresyonunun ve GSH
iceriginin azaldigi ve GSH igerigindeki azalmanin
artan PC
ekspresyonundaki azalmadan kaynaklanabilecegi

belirtilmistir (Chen et al. 2012).

biyosentezinden veya CS

3.4. Azot Metabolizmasi ile iliskili Proteinler

Glutamin sentetaz (GS) amonyum 6ziimlemesinde

onemli bir enzimdir. Bu enzim, glutamini
olusturmak igin amonyum iyonlari ile glutamatin
ATP bagimli birlesmesini kataliz etmektedir. Agir

metal stresinin bazi bitki tirlerinde GS proteininin

miktarinda azalmaya neden oldugu belirtilmistir
(Lee et al. 2010; Zeng et al. 2011; Hossain et al.
2012a; Sharmin et al. 2012). Foto-oksidatif stres
kosullarinda, GS proteininin hidroksil radikalleri
tarafindan silratle pargalandigl rapor edilmistir
(Ishida et al. 2002). Sharmin vd. (2012), Cr(VI) stresi
altindaki bitkilerde GS miktarindaki azalmanin artan
oksidatif stres kosullarina  bagh  oldugunu
bildirmistir. Bununla birlikte, Cr(VI) stresi altindaki
bitkilerde azot metabolizmasi ile ilgili bir enzim olan
nitrat rediiktaz proteininin miktarinda azalma
belirlenmistir (Sharmin et al. 2012). Diger taraftan,
Cd stresine maruz birakilan Arabidopsis thaliana ve
bitkilerinde  GS
ekspresyonunda artis belirlenmistir (Semane et al.
2010; Hossain et al. 2012a).

ekspresyonundaki artis daha fazla GSH olusumuna

soya fasulyesi proteininin

GS proteininin
neden olabilmektedir. GSH biyosentezindeki artis,

oksidatif
mekanizmasinin artmasinin yani sira metal baglama

strese  karsi  hilcresel savunma
kapasitesinin de artmasi anlamina gelmektedir

(Verbruggen et al. 2009).

3.5. Antioksidant Savunma ve Detoksifikasyon ile
iliskili Proteinler

Bitkilerde agir metal stresinin etkilerinden biri de
oksidatif iliskili
ekspresyonundaki degisimlerdir. Agir metal stresi
altindaki  bitkilerde
temizlenmesinde

stresle birkag enzimin

reaktif oksijen tirlerinin

fonksiyon gbéren askorbat-
glutatyon donglisii enzimlerinin yani sira birgok
antioksidant enzimin arttig1 proteomik c¢alismalarla
gosterilmistir (Alvarez et al. 2009; Wang et al. 2010;
Chen et al. 2012). Superoksit dismutaz (SOD),
stiperoksit radikallerinin (O,") hidrojen perokside
(H,0;) doniusimiini katalizleyen detoksifikasyon
isleminin ilk enzimidir. Bir¢ok proteomik ¢alisma
metal toksisitesinin SOD proteininin miktarinda
artisa neden oldugunu gostermistir (Labra et al.
2006; Alvarez et al. 2009; Wang et al. 2013a).
Alvarez et al. (2009), Brassica juncea bitkilerinde Cd
stresinin Fe-SOD proteininin miktarinda artisa,
Cu/Zn-SOD proteininin miktarinda ise azalmaya
neden oldugunu bildirmistir. Arastirmacilar, bu
alinimini

durumun Cd stresinin Cu ve Zn
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azaltmasindan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir.
Bununla birlikte, Al'a hassas celtik cesidine gore
toleransl gesitte SOD proteininin miktarinin daha
fazla artis gosterdigi belirtilmistir (Wang et al.
2013a). Askorbat peroksidaz (APX), indirgenmis
askorbik asidin (AsA) varliginda H,0,’in suya

indirgenmesinde islev gormekte ve olusan
dehidroaskorbat indirgenmis glutatyonu elektron
vericisi olarak kullanildig reaksiyonla
dehidroaskorbat (DHAR)
AsA’ya donustirilmektedir. Bu askorbat dongsii
enzimlerinin yaninda monodehidroaskorbat
rediktaz (MDHAR) ve okside glutatyonun (GSSG)

GSH’a indirgenmesini saglayan glutatyon rediktaz

rediktaz tarafindan

(GR) proteininin de agir metallerce tesvik edildigi
bircok proteomik calismada gosterilmistir (Lee et
al. 2010; Song et al. 2013; Chen et al. 2012). Bu
enzimlerden APX ve DHAR’In yani sira bir diger
H,0, temizleyici enzim olan peroksidazlarin (POD)
bakira
eksprese oldugu belirtilmistir (Song et al. 2013).

toleransli ¢eltik ¢esidinde daha fazla
Peroksiredoksinler kloroplast ve mitokondrilerde
lokalize olmus diisik etkinlikli peroksidazlardir
(Dietz 2003).
antioksidant, i¢csel apoptoz diizenleyicisi (Ichimia et
al. 1997),

molekiler saperon (Jang et al. 2004) gibi farkh

Peroksiredoksinler gelisim,

hlcreler arasi sinyal molekili ve

hicresel fonksiyonlara sahiptir. Bu proteinin
ekspresyonundaki artis metal stresi altindaki birgcok
bitki tlrinde tespit edilmistir (Labra et al. 2006;
Wang et al.2011; Hossain et al. 2012a).

Birkag proteomik c¢alisma sistein sentaz, v-
glutamilsistein sentaz, glioksalaz 1 ve glutatyon-S-
transferaz (GST) gibi glutatyon biyosentezi veya
dongdsii ile ilgili proteinlerin agir metal stresinde
farkli

(Cizelge 2). Bitkiler ¢oklu gen ailesi tarafindan

sekilde eksprese oldugunu gostermistir

kodlanan ve agir metal detoksifikasyonunu da
iceren birkag hiicresel fonksiyonda islev gbren ¢ok
sayida GST izozimlerine sahiptir (Dixon et al. 2002).
GST’ler normal bitki gelisiminin sirdirilmesinin
yani sira cevresel stres kosullarinda bitkileri
koruyan GSH bagimh detoksifiye edici enzimlerdir
(Marrs 1996). GST’ler hidrofobik, elektrofilik

bilesiklerin GSH ile birlesmesini kataliz ederek bu

maddelerin detoksifiye edilmesini saglamaktadir
(Jwa et al. 2006). Hem MRNA hem de protein
seviyesinde artan GST ekspresyonu metal stresine
maruz birakilan bitki tlirlerinde belirlenmistir
(Herbette et al. 2006; Alvarez et al. 2009; Zhao et
al. 2011). Bununla birlikte, Al stresi altindaki geltik
bitkilerinde iki GST proteininin sadece toleransli
cesitte belirlendigi ve GST’lerin Al toleransinda
onemli bir rol oynayabilecegi belirtilmistir (Wang et
al. 2013a). Diger taraftan, Ahsan vd. (2007) Cu
celtik
tohumlarinda GST proteininin azaldigini bildirmistir.
Celtikte OsGST1 ve OsGST2'nin karakterizasyonu,
bu proteinlerin savunma ve stres cevap yollarinda

stresine  maruz birakilan  ¢imlenen

rol oynadigini ileri sirmistir (Jwa et al. 2006).
Sonug olarak, SOD, CAT, POD ve APX metal tesvikli
oksidatif strese karsi ilk savunma hattini
olusturmaktadir. Diger taraftan, MDHAR, DHAR, GR
ve GST’ler gibi glutatyon biyosentezi ve déngisu ile
olarak
iliskili
basamaklarda fonksiyon gorebilmektedir (Ahsan et
al. 2009).

ilgili enzimler ikinci savunma hatt

degerlendirilen detoksifikasyonla

Vakuolar alikonmanin agir metal
detoksifikasyonunda énemli bir mekanizma oldugu
bilinmektedir (Hall 2002). Vakuolar-H*-ATPaz (V-
ATPaz) vakuol membraninda elektrokimyasal pH
derecelenmesinin olusturulmasi icin ATP
hidrolizinden saglanan enerjiyi kullanmakta (Sun-
Wada et al. 2003) ve bu derecelenme toksik
iyonlarin  vakuolde birikimi i¢in itici glci
saglamaktadir (Hamilton et al. 2001). V-ATPaZ'larin
serbest veya tiyol bilesiklerine bagl Cd iyonlarinin
vakuole tasinmasini saglayan pH derecelenmesini
olusturdugu belirtilmistir (Mendoza-Cézatl and
Moreno-Sanchez 2005). Bu nedenle, V-ATPazin Cd
detoksifikasyonunda fonksiyon gorebildigi
belirtilmistir (Wang et al. 2011). Birkag¢ proteomik
¢alismada Cd ve Cr stresinin V-ATPaz proteininin
sentezinde artisa neden oldugu bildirilmistir (Ge et
al. 2009; Wang et al. 2011; Sharmin et al. 2012).

(MT’ler) dusiik molekiler
agirlikli, sisteince zengin ve metal selasyonu igin

Metallotiyoneinler

tiyol gruplarina sahip bir grup metal baglayici
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proteindir (Cobbett and Golsbrough 2002). ABC
(ATP-binding cassette) tasiyicilar metal iyonlarinin
vakuollerde veya hiicre ¢eperinin disinda
alikonulmasinda fonksiyon gérmektedir (Sanchez-
Fernandez et al. 2001; Martinoia et al. 2002). Her
iki proteinin sentezindeki artis agir metal stresine
maruz birakilmis bitki tirlerinde belirlenmistir
(Alvarez et al. 2009; Visioli et al. 2012). Bununla
birlikte, agir metal konsantrasyonu ve MT igerikleri
arasinda korelasyon kurulamamasina karsin, bu
proteinin igerigi Thlaspi caerulescens, Arabidopsis
halleri, Silene paradoxa ve Silene vulgaris gibi
hiperakiimulator tiirlerde belirlenmistir (van Hoof
et al. 2001; Mengoni et al. 2003; Chiang et al. 2006;

van de Mortel et al. 2006; Visioli et al. 2012).
3.6. Protein Metabolizmasi ile iliskili Proteinler

Agir metal stresi altindaki bitkilerde transkripsiyon
ve translasyon ile ilgili bircok proteinin sentezinde
farklihklar tespit edilmistir (Lee et al. 2010; Zhao et
al. 2011; Wang et al. 2013a). Uzama faktorleri (EF)
translasyonel uzamayi saglayan bir protein setidir.
EF-Tu  ve  EF-P
proteinlerinin altindaki
Arabidopsis thaliana ve c¢eltik bitkilerinde arttig
belirtiimistir (Ge et al. 2009; Lee et al. 2010;
Semane et al. 2010; Cai et al. 2011). Kloroplastik
EF-Tu’nun bitkilerde sicaklik toleransina katkida

Kloroplast  translasyonel

miktarinin  Cd  stresi

bulundugu ve sicakhga hassas kloroplast

proteinlerini termal ¢okelmeden ve
inaktivasyondan koruyan bir molekiler saperon
olarak islev gordigu bildirilmistir (Ristic et al.
2007). Wang vd. (2012), EF-2 proteininin Al'a
hassas celtik ¢esidinde arttigi ve EF-2'nin bir erken
cevap geni oldugu ve Al stresine adaptasyonda bir
negatif dlzenleyici olarak fonksiyon gorebilecegini
belirtmistir. Bununla birlikte, Cd hiperakimulatori
Phytolacca americana bitkilerinde EF-2’nin Cd
stresine cevap olarak azaldigi bildirilmistir (Zhao et

al. 2011).

Sicaklik soku proteinleri (HSP) normal kosullar

altinda hicrelerde bulunmasina karsin, agir

metaller gibi bir¢cok stres kosulunda sentezleri artis

gosterebilmektedir. Protein-protein etkilesimleri,

katlanma, pargalanma, hiicre ici lokalizasyon,

salgilama ve zarar gérmis proteinlerin yeniden
aktivasyonu gibi bircok olayda HSP’ler 6nemli rol
oynamaktadir (Parsell and Lindquist 1993). Sharmin
vd. (2012), Cr(VI) stresine maruz kalan bitkilerde
HSP70 ailesine ait Ug¢ proteinin ekspresyonunun
arttigini belirtmistir. Bununla birlikte, Cd stresi
altindaki
ekspresyonunda azalma belirlenmistir (Hossain et
al. 2012b). HSP70 hiicrelerin her
olmasina karsin,

soya fasulyesinde HSP70 proteininin

béliminde
saperonin 60 mitokondri ve
plastidlerde daha fazla bulunmaktadir (Nelson et al.
1992). celtik
yapraklarinda Cd stresine cevap olarak azaldig

Saperonin 60 proteininin
bildirilmistir (Lee et al. 2010). Saperonin 60, yeni
sentezlenen proteinlerin katlanmasi, multimerik
yapinin kurulmasi ve bozulmasinda ve birgok stres
kosulunda koruyucu proteinlerin
denatiirasyonunda fonksiyon gérmektedir (Nelson
et al. 1992). Arabidopsis’te saperonin 60 geninin
delesyonunun, sistemik kazanilmis direng gibi
savunma cevaplarinin olusumuna neden olan hiicre
Oliminu tetikledigi gosterilmistir (Ishikawa et al.
2003).

ekspresyonundaki azalmanin genel bir stres cevabi

Bu nedenle, saperonin 60 proteininin
olarak bitki savunma sistemi ile iliskili oldugu ileri
surtlmastir (Lee et al. 2010). Bununla birlikte,
HSP90 protein ailesi protein katlanmasinin yani sira
sinyal iletim aginda ve stres adaptasyonunda
onemli rol oynamaktadir (Wang et al. 2004). Celtik
bitkilerinde HSP90 proteininin agir metal stresi,
yuksek sicaklik ve tuzluluk gibi cesitli abiyotik
stresler tarafindan tesvik edildigi bildirilmistir (Liu
et al. 2006; Song et al. 2013).

Sicaklik soku proteinlerine ek olarak protein distlfid
izomeraz (PDI) proteininin miktarindaki agir metal
tesvikli degisimler birgok proteomik ¢alismada
gosterilmistir (Ahsan et al. 2008; Zeng et al. 2011;
Chen et al. 2012).
proteini olan PDI, yanlis olusmus distlfid baglarini

Bir endoplazmik retikulum

diizelterek yeni sentezlenen proteinlerin
olgunlasmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Song
and Wang 1995). Bu durum, agir metal stresi
altindaki  bitkilerde

tesvikinin proteinlerde meydana gelebilecek zarari

molekiler  saperonlarin

onleyebildigini gbstermektedir (Ahsan et al. 2009).
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3.7. Sinyal iletim Mekanizmasi ve Sekonder

Metabolizma ile iliskili Proteinler

Bitkilerde Ca™ ve kalmodulin mesaj sisteminin
bitki-cevre etkilesimlerinde fonksiyon gordigi
(Arazi 2000).
bagimli protein kinazlar (CPK) Ca**-kalmodulin

bilinmektedir et al. Kalmodulin

kompleksleri tarafindan dlizenlenmektedir. Bu
Uyeleri metal tastyicilan
gorebilmektedir.
bitkilerinde kalmodulin baglayici plazma membran
proteininin (NtCBP4) halkasal-nlkleotid kapili segici
olmayan

protein ailesinin bazi

olarak fonksiyon Titln

katyon kanallarinin yapisina benzer
oldugu tespit edilmistir. Transgenik bitkilerde asin
NtCBP4 ekspresyonunun Pb alimini ve hassasiyetini
arttirdigir buna karsin Ni alimini azaltarak Ni
toleransinda artisa neden oldugu bildirilmistir
(Arazi et al. 2000). Bununla birlikte, Cr(VI) stresinin
CPK miktarinda artisa neden oldugu bildirilmistir
(Sharmin et al. 2012).

Bircok proteomik ¢alismada, antioksidant ve
savunma ile iliskili proteinlerin yani sira jasmonik
asit (JA), etilen ve salisilik asit (SA) gibi sinyal yollar
ile ilgili proteinlerin farkli sekilde eksprese oldugu
gosterilmistir (Cizelge 2). Bitki hormonlari agir
metal toleransinin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Bununla birlikte, agir metal
toleransinin hormonal diizenlenme mekanizmasi ile
sinirhidir. stres

ilgili  bilgiler Kadmiyumun Cd

cevaplarinin  dizenlenmesinde, poliaminler ve

etilen hormonlarinin fonksiyon gordigu
bildirilmistir (Groppa et al. 2001; lakimova et al.
2008).

poliamin biyosentezinde rol

Bircok proteomik ¢alismada, etilen ve
alan S-adenozil-L-
metiyonin (SAM) sentetaz proteininin miktarinda
onemli artis belirlenmistir (Aloui et al. 2009;
Sharmin et al. 2012; Wu et al. 2013). Bitkilerde
SAM, 1-aminosiklopropan-1-karboksilik asit (ACC)
ve ACC'de etilen biyosentezi icin substrattir. SAM
sentetaz ve ACC’den etilen biyosentezinde rol alan
ACC oksidaz enzimlerinin agir metallerce tesvik
edilmesiyle etilen Uretiminin arttigl ve dolayisiyla
bu artisin agir metal tesvikli hiicre olimd ile iliskili
oldugu ileri strilmustir (Yakimova et al. 2006).
Bununla birlikte, Cr(VI) stresinin SAM sentetaz

miktarini azaltarak SAM ve ACC biyosentezini
azalttigi ve bu nedenle azalan etilen sentezinin
Cr(Vl) tesvikli senesensi geciktirdigi bildirilmistir

(Sharmin et al. 2012).

Jasmonik asit bitkilerde birgok gelisimsel siiregte
fonksiyon goérmekle birlikte bir¢ok savunma ile
iliskili genin ekspresyonunu tetikleyen bir sinyal
molekaladir (Turner et al. 2002). Bitkilerde 12-
(OPR) jasmonik
12-okso-fitodienoik  asit

okso-fitodienoik asit rediktaz

asidin  Onculi  olan
(OPDA)’in siklopenton halkasinin sentezini kataliz
etmektedir. Agir metal stresine maruz kalan
bitkilerde OPR ekspresyonunun tesviki hem mRNA
hem de protein seviyesinde gosterilmistir (Agrawal
et al. 2003; Ahsan et al. 2008). Bununla birlikte, agir
metal stresi altindaki bitkilerde JA seviyesinin
2006), JA

yolunun agir

artmasi  (Rodriguez-Serrano et al.

biyosentezi veya sinyal metal

toleransinda énemli oldugunu goéstermektedir.
Bitkilerde karboksivinil-karboksifosfonat
fosforilmutaz sekonder metabolit biyosentezinde
sira disi C-P baginin olusumunu kataliz etmektedir.
Bu enzimin rolii mikroorganizmalarda iyi
bilinmesine karsin (Hidaka et al. 1990), yuksek
bitkilerdeki rolii hakkinda nispeten daha az bilgi
mevcuttur. Bununla birlikte, bu enzimin miktarinin
As stresine maruz birakilan ¢eltik yapraklarinda
azaldigl rapor edilmistir (Ahsan et al. 2010). Celtik
bitkilerinde Osr40cl proteininin absisik asit (ABA)
cevap proteini oldugu asiri ozmotik kosullara
adaptasyonda rol oynadigi gosterilmistir (Moons et
al. 1997). Bununla birlikte, Osr40c1 ekspresyon
seviyesinin ABA’ya cevap olarak artmasina karsin,
JA ve SA tarafindan negatif olarak diizenlendigi
bildirilmistir. Ayrica Osr40cl proteininin As stresi
altindaki celtik bitkilerinde azaldigi bildirilmistir

(Ahsan et al. 2008; 2010).
3.8. Patojenle iliskili Proteinler

Bitkilerde ¢oklu stres cevap proteinleri olarak kabul
edilen patojenle iliskili (PR) proteinler yapisal ve
fonksiyonel olarak [-1,3-glukanaz (PR-2), kitinaz
(PR-3, PR-4, PR-8 ve PR-11), endoproteinaz (PR-7),
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peroksidaz (PR-9) ve ribonikleaz (PR-10) gibi 17
farkli aileye siniflandiriimaktadir (Edreva 2005; van
2006). Glukanazlar bitkilerde bol
miktarlarda bulunan hidrolitik enzimlerdir. Hwang
vd. (2007), celtik bitkilerinde 27 glukanaz geninin
ekspresyon seviyesini farkli gelisim evrelerinin yani

Loon et al.

sira biyotik ve abiyotik faktorlere cevap olarak
karakterize etmistir. Bununla birlikte, glukanaz

ekspresyonunun agir metaller tarafinda da
diizenlendigi proteomik yaklasimla gosterilmistir
(FGhrs et al. 2008; Kieffer et al. 2008; Ahsan et al.
2010; Lee et al. 2010). Glukanazlarin agir metal
cevaplarindaki rolleri tam olarak agik olmamasina
karsin, genel stres cevabi olarak diizenlendigi ileri
surtlmastir (Ahsan et al. 2009). Ayrica, mRNA
celtik

yapraklarinda JA ve etilen gibi bitki hormonlari

seviyesinde glukanaz ekspresyonunun
tarafindan arttinildigr bildirilmistir (Akiyama et al.
2009). Bitkilerde metal toksisitesine cevap olarak JA
ve etilen seviyesinin artmasinin (Rodriguez-Serrano
et al. 2006) artan glukanaz aktivitesi ile iliskili

olabilecegi bildirilmistir (Ahsan et al. 2010).

Kitinaz, fungal hiicre geperinin énemli bir bileseni
olan kitini pargalayan proteindir. Bununla birlikte,
patojen saldirisi ve agir metal stresine karsi bitki
savunma sisteminin bir bilesenidir (Graham and
Sticklen 1994). Birkag¢ proteomik calismada kitinaz
izoformlarinin agir metal stresine maruz kalan
bitkilerde arttigi rapor edilmistir (Cai et al. 2011;
Sharmin et al. 2012). Ayrica, kitinaz proteininin
Cd’a hassas celtik gesidine gore toleransli gesitte
daha fazla oranda arttigi bildirilmistir (Cai et al.
2011). Abiyotik streslere maruz birakilan bitkilerde
kitinaz aktivitesindeki artisin sinyal iletim yollari ile
¢apraz toleransin tesvikinden kaynaklanabilecegi
belirtilmistir (Sharmin et al. 2012). Fungal kitinaz
genini eksprese eden transgenik titln bitkilerinin
hem fungal enfeksiyona hem de metal ve tuz
stresine daha toleransh oldugu gosterilmistir (Dana
et al. 2006). Metal toleransi ve kitinaz izoformlan
arasindaki iliski agiklanmaya calisilsa da, metal
spesifik kitinazlar ile yapilacak ¢alismalar agir metal
detoksifikasyonu ile ilgili mekanizmalarin
aydinlatilmasina katkida bulunacaktir.

Agir metal stresi altindaki bitkilerde glukanaz ve
kitinazlarin yani sira PR-4, PR-5, PR-10 ailelerine ait
proteinler, PR-5 benzeri protein, taumatin benzeri
protein, P69G gibi patojenle iliskili proteinlerin
farkli sekilde eksprese oldugu gosterilmistir (Flihrs
et al. 2008; Zhang et al. 2009; Rodriguez-Celma et
al. 2010). Celtik bitkilerinde, agir metal stresi
tesvikli reaktif oksijen birikiminin PR proteinlerinin
ekspresyonunu arttirdig1 gosterilmistir (Jwa et al.
2006). Sonug olarak, bircok PR proteininin agir
metaller gibi stres faktorleri tarafindan tesvik
edilmesi bu proteinlerin  sinyal vyollarindaki
muhtemel fonksiyonunu goéstermektedir. Bununla
birlikte, bitkilerin agir metallere olan cevabinda PR
proteinlerinin kesin rollinii agiklamak i¢in kapsamli

¢alismalara gerek duyulmaktadir.

4. Sonug

Bitkilerin ¢evreyle nasil iliski kurduklar ve adapte

olduklarini  daha iyi anlayabilmek igin, stres
cevaplarinin kapsamli ve karsilastirmali kantitatif
“omik” c¢alismalarina, diizenleyici mekanizmalarin
karakterizasyonuna ve fonksiyonel analizlerine
Genomik,

proteomik ve metabolomik gibi ylksek verimlilikli

gereksinim  vardir. transkriptomik,

teknolojiler ile agir metal cevaplarina iliskin veriler
glin gectikge artmaktadir. Bu bilgiler, agir metal
stresinin tarimsal Uretim ve insan sagligi Gzerindeki
etkilerini degerlendirmede etkili olacaktir.
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