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Ozet

Cevrenin agir metaller ile kontaminasyonu bitkiler igin 6nemli bir tehdit haline
gelmistir. Kiikiirt bitki beslenmesi i¢in gereklidir ve ¢evresel streslere karsi bitkileri
koruyan molekiillere metabolize olmaktadir. Bitkilerde agir metaller ve kiikiirt
homeostazisi-birbiriyle iliskilidir ve agir metaller hem siilfat alinimi hem de kiikiirt
Oziimlemesinde fonksiyon goren enzimlerin sentezinde artisa neden olmaktadir. Kiikiirt
Oziimlemesi ve kiikiirt iceren bilesiklerin sentezi agir metal stresi altindaki bitkilerde
hayatta kalma igin oldukc¢a énemlidir. Bununla birlikte, cevrenin dekontaminasyonu icin
kullanilan yaklagimlardan biri kiikiirt alinimi ve 6ziimlenmesi ile iligkili genlerin teshisi
ve asirt ekspresyonudur. Arttirtlmis kiikiirt 6ziimleme kapasitesi ve kiikiirt iceren
bilesiklerin sentezine sahip transgenik bitkilerin gelistirilmesi fitoremediasyon i¢in yeni
olanaklar saglamaktadir. Bu derlemede, agir metallerin kiikiirt metabolizmasi {izerine
olan etkileri ve bitkilerin agir metal toleransinda kiikiirt 6ziimlemesi ve kiikiirt i¢eren

bilesiklerin rolleri tartigilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kiikiirt metabolizmasi, agir metaller, glutatyon, tolerans

The Importance of the Sulfur Metabolism in Heavy Metal
Tolerance

Abstract
The contamination of the environment by heavy metals has become a major

threat to plants. Sulfur is an essential plant nutrient and is metabolized into molecules
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that protect plants against environmental stresses. Heavy metals and sulfur homeostasis
appear to be linked in plants and heavy metal lead to increases of both sulfate uptake
and enhances the synthesis of enzymes that are involved in sulfur assimilation. Sulfur
assimilation and production of sulfur-containing compounds are crucial for the survival
of plants under heavy metal stress. However, one of the approaches employed for the
decontamination of environment includes identification and overexpression of genes
involved in the sulfur uptake and assimilation. The improvement of transgenic plants
with enhanced sulfur assimilation capacity and sulfur-containing compounds synthesis
provides new opportunities for phytoremediation. In this review, the effect of heavy
metals sulfur metabolism and the roles of sulfur assimilation and the sulfur containing

compounds in heavy metal tolerance in plants were discussed.

Key Words: Sulfur metabolism, heavy metals, glutathione, tolerance

1.GIRIS

Bitki biiytime ve gelisimi i¢in 6nemli bir besin elementi olan kiikiirt, biyotik ve
abiyotik streslere karg1 savunmada dnemli bir rol oynamaktadir. Kiikiirt elementi sistein
(Cys) ve metiyonin amino asitleri, kofaktorler, metal kiimeleri ve bitkileri cevresel
streslerin etkilerinden koruyan glutatyon (GSH), fitoselatinler (PC’ler), fitoaleksinler ve
glukozinolatlar gibi primer ve sekonder metabolitlerin bilesenidir [1]. Klkirt toprakta
stlfat formunda bulunmaktadir. Bitkiler topraktaki kiikiirdii koklerindeki siilfat igin
farkli afinitelere sahip siilfat tasiyicilari ile almaktadir [2]. Stlfat Cys ve homosistein
(HCys) gibi organik metabolitlerin yapisina katilmadan once kiikiirt 6ziimleme yolunu
olusturan bir seri reaksiyonla siilfide doniistliriilmektedir. Bununla birlikte, kiikiirt
indirgenmis veya ylikseltgenmis formda 6ziimlenebilmektedir. Yiikseltgenmis formda
indirgeyici olmayan yol, direkt olarak siilfati glukozinolatlar, hormonlar, flavonoidler
ve jasmonatlar gibi metabolitlerin yapisina katmaktadir [3].

Metabolik olarak kiikiirt metabolizmasi, bitkilerde agir metal toleransi igin
gerekli molekullerin sentezi icin temel bir yol olusturmaktadir [4]. Bitkilerde agir metal
stresinin siilfat aliniminda [5-9] ve kikurt 6ziimlemesinde fonksiyon goren enzimlerin

ifadesinde degisimlere neden oldugu bildirilmistir [7, 8, 10, 11]. Bu nedenle, bitkilerde
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agir metal toleransi ve kiikiirt metabolizmasinin birbirleri ile iligkili oldugu belirtilmistir
[12]. Bu derlemede, agir metallerin kiikiirt metabolizmasi lizerine etkileri, kiikiirt

Oziimlemesi ve kiikiirt iceren bilesiklerin agir metal toleransindaki rolleri tartigilmstir.
2. SULFAT ALINIMI VE AGIR METALLERIN ETKISI

Bitki i¢in biyolojik olarak kullanilabilir molekiile kiikiirdiin 6ziimlemesindeki ilk
basamak stilfat tasiyicilar1 araciligi ile alimdir (Sekil 1). Siilfat alinimi ve 6ziimleme
basamaklar1 enerji bagimlidir ve gerekli enerji bu tastyicilart igeren kok tiiyli ve kok
epidermis hiicrelerinin plazma membranlarinda olusturulan proton gradiyenti ile
saglanmaktadir [13]. Siilfat aliniminin regiilasyonu transkripsiyonel, translasyonel
ve/veya post translasyonel seviyede kontrol edilebilmektedir.

Glutatyon gibi tiyol bilesiklerinin yan1 sira digssal ve igsel siilfat
konsantrasyonunun siilfat tasiyicilarinin ekspresyonu ve aktivitesinin kontroliinde
fonksiyon gordiigii ileri stirilmustiir [14, 15]. Bitkilerde stilfat tasiyicilari, Arabidopsis
thaliana'da belirlenen amino asit sekanslar1 temelinde 5 gruptan (AtSULTRI1-5)
olusmaktadir [16]. Bu tasiyicilar siilfat igin afiniteleri, tasinma hizlar1 ve lokalize
olduklar1 doku tiplerine gore farklilik gostermektedir. Siilfat tasiyicilarinin lokasyonlar1
ve kapasiteleri  ¢evredeki  kiikiirdiin  kullanilabilirliinden  6nemli  derecede
etkilenmektedir [17]. Grup 1 yuksek afiniteli stlfat tasiyicilar1 kokler tarafindan primer
alim1 saglamaktadir. Deneysel olarak saglanan diisiik S konsantrasyonunun kok tiiyleri,
epidermis ve korteks hiicrelerinin plazma membraninda bulunan yiiksek afiniteli siilfat
tastyicist SULTR1;1 (HAST)'in ekspresyonunu artan yonde regiile ettigi gosterilmistir
[18]. Koklerde bulunan yiiksek afiniteli tasiyicilarin (SULTR1;1 ve SULTR1;2)
ekspresyonunun kiikiirt eksikligine cevap olarak arttigi, buna karsin SULTRZ1;2’in
yiiksek kiikiirt konsantrasyonlarinda da ekspresyonunun arttigi belirtilmistir [10, 19]. Cd
ve Zn'ye maruz kalan bitkilerde artan SULTR1;1 ekspresyonunun koklerde daha ylksek
stilfat konsantrasyonu ile sonuglandigi bildirilmistir [5, 6, 20]. Stylosanthes hamata'dan
yiiksek afiniteli siilfat tagiyict geni SHST1'i eksprese eden transgenik Brassica juncea
hatlarinin ayn1 SHST1 transkript seviyelerine sahip olmalarina karsin, hatlardan birinin
koklerde artan Cd seviyelerinin yeterli sekilde detoksifiye edemediginden dolayr Cd’a
hassas oldugu bildirilmistir [21]. Misir bitkilerinde Cd uygulamasinin yiiksek afiniteli
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siilfat tastyicist ZmST1;1'1 tesvik ettigi ve icsel siilfat iceren bilesikleri tiikettigi
bildirilmistir [5]. Cu (2 ve 5 uM) stresine maruz kalan Brassica pekinensis bitkisinin
koklerinde SULTRZ1;2geninin yiksek dizeyde eksprese edildigi buna Kkarsin
SULTR1;1geninin neredeyse hi¢c eksprese edilmedigi bildirilmistir [9, 22]. Bu
caligmalarda, SULTR1;2’nin ekspresyon seviyesindeki artiga artan siilfat alim
kapasitesinin eslik ettigi belirtilmistir [9, 22]. Diger taraftan, siilfat eksikliginin misirda
yiiksek afiniteli siilfat tasiyicist ZmST1;1 ve B. juncea’da diisiik afiniteli siilfat tasiyicisi
BjST1’in ekspresyon seviyesinde 6nemli artisa neden oldugu belirtilmistir [5, 21].
Ayrica Cr(VI) stresinin her iki bitkide stilfat tasiyicilarinin ekspresyon seviyesini

azalttig bildirilmistir [7, 8].

e —
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Sekil 1. Kiikiirt iceren savunma bilesiklerinin biyosentezi igin kiikiirt 6ziimleme basamaklari. Yiiksek
afiniteli tastyicilar (1) ile siilfat topraktan alindiktan sonra, ATP siilfiirilaz (2) enziminin kataliz ettigi
reaksiyonla ATP harcanarak govdeye tasinir. Olusan APS (Adenozin-5’-fosfosllfat) elektron vericisi
olarak glutatyonun (GSH) kullanildig1 reaksiyonla APS rediiktaz (3) tarafindan indirgenir. Alternatif
olarak APS, glukozinolatlarin biyosentezi gibi ¢esitli reaksiyonlar i¢in gerekli 3’-fosfoadenozin-5’-siilfatt
(PAPS) olusturmak i¢in APS kinaz (4) tarafindan aktive edilir. Siilfit rediiktaz (6) enzimi ile stlfit H,S’e
indirgenir ve bu H,S sisteini olusturmak i¢in O-asetil(tiyol)liyaz (8) enziminin kataliz ettigi reaksiyonla
O-asetilserinin yapisina katilir. Kiikiirt 6ziimlemesinin birincil iriinii olan sistein, kiikiirtge zengin
proteinlerin (SZP’ler) ve GSH’un yapisina katilir. Bununla birlikte, sistein glukozinolat biyosentezi ve
fitoaleksinlerin sentezi i¢in indirgenmis kikiirt vericisidir. Ayrica H,S, sulfidraz (9) aktivitesi ile
sisteinden salinabilirken, element kiikiirt (S°) GSH’dan salinabilmektedir. Son olarak, siilfit oksidaz (5)
aktivitesi ile asir1 miktardaki siilfit siilfata donistiiriilmektedir (Rausch and Wachter [1]'den
degistirilerek).
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Grup 2 taswyicilart disiik afiniteli siilfat tasiyicilaridir. Grup 3 tastyicilari
nispeten karakterize edilememis olmasina ragmen SULTR3;5 izoformunun
Arabidopsis'te kokten govdeye kiikiirt tasimimini kolaylastiran SULTRZ2;1 ile bir
heterodimer olusturabildigi bildirilmistir [23]. Ayrica grup 3 tastyicilar tercihen
yapraklarda eksprese edilmektedir [13]. Brassica napus ve B. juncea'da Cd stresinin
SULTR2;2 (LAST) transkript seviyelerini kok dokularinda azalttigi buna karsin yaprak
dokularinda arttirdign gosterilmistir [6, 24]. Kok dokusundaki sulfid, GSH ve non-
protein tiyollerin seviyelerindeki artis ile gosterildigi gibi, koklerdeki tastyici
aktivitesindeki azalmanin Cd detoksifikasyonu icin kdoklerde yeterli Kiikiirdii
saglayabildigi ileri stirilmistiir [6]. A. thaliana'da SULTR2;1 koklerden yapraklara
kiikiirt taginimi i¢in ksilem borularna siilfatin yiiklenmesini sagladigi bilinmektedir
[23]. Cr(VI) stresi altinda B. juncea BjSULTR2;1'in ekspresyon seviyesinin hizli sekilde
azaldig1 ve sistein seviyesini direkt veya dolayli olarak arttiran kromatin bu etkiden
sorumlu olabilecegi ileri stiriilmiistiir [25].

Grup 4 tasiyicilart esas olarak kok ve govdede vakuolar siilfat havuzlarinin
mobilizasyonunda fonksiyon gérmektedir. Bitkiler tim olasi kullanilabilir siilfati
vakuolden tekrar mobilize etmeye ve tekrar dagitmaya calistiginda, yapisal siilfat
tastyicist SULTR4;1 ve tesvik edilebilir siilfat tasiyicist SULTR4;2 genellikle kiikiirt
eksikliginde sadece artan yonde regiile olmaktadir [26-28]. Dusiik kiikiirt kosullarinda
biiyiiyen bugdayda artan SULTR4;1 ekspresyonunun tohumda Se ve Mo birikimini
arttirdigi bildirilmistir [29]. B. pekinensis bitkilerinde SULTR4;1 ekspresyonunun 10
puM Cu konsantrasyonundadgdede artarken, kokte azaldigi belirlenmist ir. Diger
taraftan, SULTR4;2 kok ve govdede ¢ok az eksprese olmasma karsin govdedeki
ekspresyonun konsantrasyondaki artisa bagli olarak arttigi rapor edilmistir [22]. B.
juncea bitkisinde BjSULTR4;1’in BjSULTR2;1'e benzer bir gen ekspresyonu profili
gosterdigi ve bu nedenle, Cr(VI) stresine cevapta her iki genin koordineli regiilasyonu
oldugu ileri stiriilmistiir [25].

Grup 5'1 olusturan kisa amino asit sekanslarina sahip olan tasiyicilar hakkinda
bilinenler azdir. Arabidopsisite SULTR5;2’in Mo birikiminde fonksiyon gordiigii
diistiniilmekte; fakat kiikiirt noksanligi kosullarinda biiyiitiilen bugdayda SULTR5;2'nin
ekspresyon profilleri bitki dokularinda Mo’in dagilim profillerini tam olarak

aciklamamaktadir [29]. Silfat tasiyicilarinin temel filogenetik gruplari ve fonksiyonlari
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belirlenmis olmasina karsin, bu tasiyicilarin etki mekanizmalar1 ve diizenlenisleri ile

ilgili ilave ¢aligmalara gereksinim vardir.
3. KUKURT OZUMLEMESI

Sulfat ve silfitin indirgenmesinden sorumlu olan ilk iki enzim ATP sulfurilaz
(ATPS) ve APS rediiktaz (APSR) (Sekil 1) [30, 31] olup; sadece plastidde lokalize
olmustur. Siilfat bir kez bitki blinyesine alindiginda, ATPS enzimi siilfatin indirgeyici
asimilasyon yoluna giris basamagimi kataliz etmektedir. ATPS, siilfat ve ATP'den
adenozin-5'-fosfosilfatin olusumu yoluyla siilfati aktive eder [30] ve APSR enzimi
elektron donorii olarak GSH kullanarak APS'den siilfidi olusturur [31]. APSR kukurt
oziimlemesinde ilk kararli basamagi katalizlediginden, bitkilerde agir metal toleransinin
arttirmada transgenik yaklasim i¢in hedef olmustur [32]. Cd uygulamasi A. thaliana
[33] ve B. juncea [24]'da her iki enzimin transkripsiyonunu artan yonde regile
etmektedir. Ayrica A. thaliana'daki proteomik analizler her iki enzimin miktar ve
aktivitesinin Cd'a maruz kalmadan sonra arttigin1 gostermistir [34-36]. Benzer olarak,
stilfat noksan ve normal kosullar altindaki A. thaliana bitkilerinde ATPS aktivitesinin
Cd stresine cevap olarak arttig1 ve bu artisin siilfat noksan bitkilerde daha diisiik oldugu
belirtilmistir [37]. ATPS'yi asir1 eksprese eden transgenik B. juncea bitkilerinde
glutatyon ve toplam tiyol iceriklerinin yabani-tip bitkilere gore daha yiksek seviyelerde
oldugu belirlenmesine ragmen, Cd, Zn, Cr, Cu, Pb ve Mn'in birikiminin yabani tipe gore
degismedigi bildirilmistir [38]. B. juncea'da ATPS'nin asir1 ekspresyonunun, As, Cd, Cu
ve Zn'ya kars1 bazal toleransi arttirdig1 ve transgenik bitkilerin govdelerinde Cd, Cu ve
S'ii daha yiiksek seviyelerde biriktirdigi belirtilmistir [39].

Kikirt 6zimlemesi yolunda ilk Grin olan adenozin-5'-fosfosilfat (APS) APS
rediiktaz (APSR) ve APS kinaz (APSK) i¢in bir substrattir. APSR daha ileri indirgeme
icin bilesikteki kiikiirdlii islerken [40], APSK ise glukozinolatlar ve flavonoidlerin
sentezine katilan bir kiikiirt vericisi saglamak i¢in APS'yi fosforile etmektedir [41].
APSR’nin kiikiirt 6ziimleme yolunun esas diizenleyici basamagi olarak diisliniilmekte
ve bitkinin kiikiirt durumu (sistein veya glutatyonla inhibe edilen ve kiikiirt eksikligiyle
tesvik edilir) ile regiile edilmektedir [42]. Misir bitkisinin kok dokusunda ATP-S ve
APS-R transkript birikiminin Cr(VI) uygulamasi ile biiyiikk oranda arttig1 bildirilmistir
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[7]. APSR transkriptlerinin birikimi tiitin bitkilerinin kdk ve yapraklarinda Cd
uygulamasi ile 6nemli oranda artmistir [20]. Bununla birlikte, B. pekinensis bitkisinde
APSR'!n ekspresyonu kok ve govdelerde 1@M’dan diisilk Cu konsantrasyonlarindan
etkilenmedigi, 10 uM Cu’in ise koklerde yaklasik %50 azalmaya, govdede ise 1.5 kat
artisa neden oldugu gosterilmistir [9]. Krom stresi altindaki B. juncea bitkilerinde artan
APSR transkripsiyonunun dokularda kiikiirt ve GSH igeriklerinin azalmasindan
kaynaklandig1 belirtilmistir. Ayrica Cr(VI) stresi altindaki bitkilerde yiiksek oranda
biriken sisteinin APSR'nin azalan ydnde regiilasyonuna neden olmadigi bildirilmistir
[25]. Bunlara ilaveten, A. thaliana'da Pseudomonas aeruginosa PaAPSR geninin
heterolog ekspresyonunun Se indirgenmesinde azalisa neden oldugu bildirilmistir [43].
Siilfat rediiktaz (SiR) stilfatin siilfide indirgenmesinde goérev alan son enzimdir.
SiR yapisal olarak eksprese olur ve allosterik efektorlere veya posttranslasyonal
modifikasyonlara maruz kalmamaktadir [44]. Sentez yolunun kontrollinde SiR'in roli
bazen ihmal edilmesine ragmen, SiR'in aktivitesindeki azalmanin tiim indirgeyici yol ve

slilfat iceren metabolitlerin sentezi igin engelleyici bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir
[45].

3.1. Sistein Sentezi

Sistein (Cys), protein yapisi ve redoks kontroliiniin siirdiiriilmesini igeren cesitli
biyolojik fonksiyonlarda &nemli rollere sahiptir [46, 47]. Cys; metiyonin (Met),
glutatyon (GSH) ve fitoselatinler (PC’ler)'in onciiliidiir. Cys biyosentezi tiyol gruplari
iceren organik molekiillere kiikiirdiin katilimi icin giris noktas1 saglamaktadir (Sekil 1).
Cys biyosentezi; asetil-CoA ile serinin asetilasyonu sonucu O-asetilserinin olusumunu
ve O-asetilserindeki bir asetil grubunun siilfid ile yer degistirmesini kapsayan iki
basamakta gergeklesmektedir [48]. Serin asetil transferaz (SAT) ilk reaksiyonu
katalizler ve O-asetil (tiyol) liyaz (OAS-TL) ise ikinci reaksiyonu gergeklestirir. SAT,
asetil-CoA ve serinin biyosentezinden sorumludur ve Cys ise OAS-TL nin katalizledigi
reaksiyonla OAS ve silfidden sentezlenir. Her iki enzim bir¢ok bitki turiinde multigen
familyalar tarafindan kodlanmakta [49] ve sistein sentaz (CS) kompleksi olarak Cys
biyosentezinde birlikte fonksiyon goérmektedir [50]. SAT agir metal toleransi ve

birikiminde 6nemli rol oynamaktadir [51]. Arabidopsis'te Cd’a maruz kalmayi takiben
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yapilan gen ekspresyon ¢aligmalarinda SAT izoformlarinin ekspresyonunda artig oldugu
belirlenmistir [52]. Thlaspi'nin hiperakiimilator ve hiperakiimulatér olmayan tirlerinin
karsilastirilmasi, artan SAT aktivitesinin Ni hiperakiimiilasyonu ile iliskili oldugunu
gostermistir [53]. Thlaspi goesingense’nin TgSATm tarafindan kodlanan mitokondrial
SAT'm agir1 {iretimi, A. thaliana'nin yapraklarinda GSH'un birikimini tesvik etmis ve
esas olarak Ni, Co, Zn ve Cd'a karsi artan tolerans saglamistir [51]. Farkli As(V)
konsantrasyonlarina (100-1000 puM) maruz kalan Sesuvium portulacastrum tirinde
SAT ve CS gibi Cys biyosentez enzimlerinin aktivitesi kadar Cys seviyesi de azalma
egilimi gostermistir [54]. Kadmiyum [39, 55], As [56] ve Al [57] uygulamalarinin OAS-
TL ekspresyonunu arttirdigi bildirilmistir. Bununla birlikte, OAS-TL ekspresyonunun N.
tobacum'da Cd, Se ve Ni direnci [58], celtikte Cd direnci [59] ve A. thaliana’da Cd
direncindeki [55] artisla iliskili oldugu belirtilmistir. Agir metal stresi kosullarinda (400
UM Cd) azalan OAS-TL aktivitesinin, Cys ve GSH seviyelerinin azalmasina neden
oldugu bildirilmistir. Sitozolik OAS-TL'yi asir1 eksprese eden bitkilerin, yabani tip
bitkilere gore Cd’a 9 kat daha toleranshi oldugu ve fitoremediasyon i¢in potansiyel bir
ara¢ oldugu bildirilmistir [60]. Bu bulgular, fitoremediasyon uygulamasinda genetik
miihendisligi icin SAT ve OAS-TL'nin kullaniminin énemli bir potansiyel oldugunu

gostermektedir.
4, BIR KUKURT iCEREN BILESIK OLARAK GLUTATYON

Bitkilerde tiyol-iceren tripeptid glutatyon (GSH) hicresel redoks durumunun
onemli bir dizenleyicisi oldugu kadar ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, agir
metallerin alikonulmasi, sistein formunda fazla kiikiirdiin depolanmasi ve kiikiirt
asimilasyonunda APSR igin bir substrat olarak islevlere sahiptir. Glutatyon ¢ok
fonksiyonlu bir molekdldur ve hiicre farklilasmasi, 6liim, senesens, patojen direnci ve
enzimatik regiilasyonda 6nemli rol oynamaktadir (Sekil 2) [61]. Ayrica GSH agir metal
kosullar altinda fitoselatin sentaz (PCS) ile sentez edilen sisteince zengin peptidler olan
fitoselatinlerin Onciisiidiir [62]. Glutatyonun sentezi iki ardisik ATP-bagimli basamakta
gerceklesir. Ilk basamakta, plastidlerde lokalize yolan -GluCys sentaz (y-ECS)
enziminin katalizledigi reaksiyonla sistein ve glutamat amino asitlerinden -glutamil

sistein (y-EC) sentezlenmektedir (Sekil 3) [1]. ikinci basamak, sitozolde lokalize olan
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GSH sentaz tarafindany -EC'ye glisin katilmaktadir. Her iki enzim GSH1 ve GSH2
olmak {izere birer gen tarafindan kodlanmaktadir [63]. y-ECS'yi kodlayan GSH1
ekspresyonunun devre disi birakilmasi embriyo evresinde [64], glutatyon sentazi
kodlayan GSH2'nin devre dis1 kalmasi ise fide evresinde letaliteye neden olmaktadir
[65]. Bununla birlikte, diisik GSH seviyesine sahip A. thaliana’niny -ECS allel
mutantlar1 (pad2-1) Cd ve Hg streslerine karsi hassasiyet gostermistir [66]. Bununla
birlikte, Cr(VI) stresinin B. juncea'da GSH2'nin transkript seviyelerini arttirdigi ve
Cr(VI) toleranst ve birikiminde kiikiirt metabolizmasinin 6nemli rol oynadig

bildirilmistir [8].

Primer Savunma
metabolizma Detoksifikasyon
Cve N metabolizmas =wwzseenn...,. Sekonder metabolizma
i ' TN 4 Ksenobiyotik detoksifikasyonu
Gly i ,.-‘

Agir metal

\ \ GS-konjugatIan _ detoksifikasyonu
A e e —— » Cys Y- EC GSH : - Flto;elatlnler

NAD P+ \ -----.......':.-.

ROS ™. GSNO > NS

Piridinnikleotid  ................... » NADPH /\ / ' sinyal
sentezi ve indirgenmesi GSSG e seeed ROS
sinyali

Redoks sinyali

Sekil 2.Bazi ¢ok 6nemli glutatyon fonksiyonlarina genel bakis. Cys, sistein; y -EC, g-glutamil sistein;
GS-konjugatlari, glutatyonS-konjugatlari; GSNO, S-nitrosoglutatyon; Glu, glutamat; Gly, glisin; RNS,
reaktifazottiirleri; ROS, reaktif oksijen tiirleri (Noctor et al. [61]'den degistirilerek).

Transgenik bitkilerde GSH1 ve GSH2 genlerinin ekspresyonu, agir metal stresini
iceren farkli abiyotik streslere karsi toleransi arttirabilmektedir. Bir y-ECS eksik A.
thaliana mutantinin yapraklarinda E. Coli y-ECS geninin ekspresyonu Hg, Cd ve
As(V)'e kars1 toleransin artmasina neden olmustur [67]. Transgenik B. juncea bitkisinde
bakteriyel y-ECS veya GS genlerinin asir1 ekspresyonunun, GSH ve fitoselatinlerin
yiiksek seviyede birikimine ve agir metal toleranst ve birikime neden oldugu

bildirilmigtir [68]. Sitozolde asir1 GSH1 ekspresyonunun agir metallerle kontamine
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olmus toprakta transgenik kavak bitkilerinin performansini arttirdigi belirtilmistir [69].
Yabani tip bitkilere gore bakteriyel y-ECS genini asir1 eksprese eden A. thaliana
(A2::ECS) bitkilerinin As, Hg ve Cd stresleri kosullarinda 3 ila 20 kat daha yiiksek y-
EC,GSH ve fitoselatin seviyelerine sahip oldugu bildirilmistir. A2::ECS transgenik
bitkilerin As’e son derece direncli ve Hg’ya direncinin ise zayif oldugu ve Cd stresinin
bu bitkilerde y-EC ile iligkili peptidlerin seviyelerinde 3 ila 5 kat artisa neden olmasina

ragmen Cd'a 6nemli diizeyde duyarl olduklar1 gosterilmistir [70].

Sistein
ATP- Glutamat
ADP + P, <] (1
e ‘O Fitoselatinler
y-EC Agir metal baglayic peptidler
ATP Glisin
~
ADP+P (D) A3 NADP*@ NADPH + H*
Depolama T k )/
Tasinm —_ GSH > G35G

®

Ksencbiyotikler ve m AsA
sekonder bilesikler NADPH +H*  NADP*
ile GSH'un birlesimi MDHA ASA-GSH

dongist

H,0 H,0,

Sekil 3. Farkli stres cevaplarinda glutatyonun biyosentezi ve multifonksiyonel rolii. iki ATP kullanilarak
sistein, glutamat ve glisinden y-glutamil sistein sentaz (1) ve glutatyon sentaz (2) ile GSH sentezlenir.
Glutatyon (GSH); (i) indirgenmis kiikiirt igin bir tastyici ve depo araci, (ii) fitoselatin sentaz (3) ile
katalizlenen bir reaksiyon ile fitoselatinlerin bir onciilii, (iii) GSH-S-transferazlar (4) ile katalizlenen
ksenobiyotikler ve sekonder bilesikler ile konjugasyon reaksiyonlarinda ve (iv) askorbik asit-GSH-
dongusiinde (AGC) bir anahtar rol oynayarak fonksiyon gésterir. AGC; O,and H,0, iceren reaktif oksijen
trlerinin detoksifiye edildigi bir¢ok hiicresel kisimda fonksiyon gostermektedir [(7)
monodehidroaskorbat (MDHA\) rediiktaz; (8) askorbat peroksidaz]. AGC déngusiinde, dehidroaskorbat
redliktaz (6) ile katalizlenen bir reaksiyonda GSH dehidroaskorbata (DHA) indirgenirken, daha sonra
glutatyon rediktaz (5) ile tekrar rediikte olabilir (Rausch and Wachter [1]'den degistirilerek).

Glutatyon serbest metal iyonlarinin potansiyel olarak duyarli sisteince zengin
proteinlere baglanmasini Onlemekte ve dolayisiyla bu proteinlerin fonksiyonlarini
etkilemektedir. Metallerle toksik olmayan kompleksleri olusturduktan sonra GSH

hiicrelerdeki hassas bolgelerden uzakta metallerin alikonulmasini kolaylagtirmaktadir
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[71]. Bununla birlikte, sadece serbest metaller degil ayn1 zamanda herbisitler gibi
potansiyel tehlikeye sahip ksenobiyotikler ve antosiyaninler gibi metabolitler GSH'a
baglanabilmektedir. Glutatyon siilfo-transferazlar (GST'ler) tarafindan katalizlenen
reaksiyon GSH’un kiikiirt atomu ve bir elektrofilik bilesik arasindaki kovalent bagin
olusumudur [61]. GST aktivitesinin Cu ve Cd streslerine maruz birakilan Arabidopsis'te
arttigr gosterilmistir [37, 72]. GST'lerin farkli siniflarinin bir¢ok bitki tiirtinde teshis ve
karakterize edilmesi bu multigen familyasinin ¢esitliligi ve fonksiyonunu anlamada
bilgi saglamistir. Transgenik bitkilerde GST genlerinin asir1 veya heterolog
ekspresyonunun agir metal stresini igeren farkli abiyotik streslere toleransi arttirdig ileri
siiriilmiistiir. Ornegin, bir fungus GST genini eksprese eden transgenik tiit(in bitkilerinin
kadmiyuma ¢ok toleransl oldugu gosterilmistir [73]. Tlaveten, celtik OsGSTL2 geninin
transgenik Arabidopsis bitkilerindeki ekspresyonunun agir metallere (As, Cd ve Cr) ve
soguk, ozmotik ve tuz stresi gibi diger abiyotik streslere karsi toleransi arttirdigi
bildirilmistir [74].

Glutatyon, reaktif oksijen tirlerinin (ROT) temizlenmesinde 6nemli fonksiyona
sahip olmasi ve hiicresel redoks durumunu dengede tutmak i¢in bir redoks tamponu
olmasi1 nedeniyle antioksidatif savunma sisteminin 6nemli bir bilesenidir [75]. GSH ile
farklt ROT’larin enzimatik olmayan reaksiyonlar1 sirasinda, GSH (indirgenmis form)
GSSG (glutatyon distilfid; okside form)'ye doniistiiriiliir [76]. H20,'1 igeren ROT’larin
pargalanmasi sirasinda GSH’un GSSG’a olan oranindaki degisim redoks sinyal
yollarinda énemlidir [77]. Indirgenmis durumda, sisteinin tiyol grubu ROT’lar gibi
kararsiz molekiillere direkt olarak indirgeyici bir elektron verebilme yetenegindedir. Bir
elektron verdiginde, GSH kendi kendine reaktif hale gelir; fakat GSSG olusturmak i¢in
diger reaktif GSH ile kolayca reaksiyona girmektedir. ROT’lar ile reaksiyona girebilen
birka¢ diger primer ve sekonder metabolitlerin okside formlarindan farkli olarak GSSG,
sitozol ve anahtar organellerde glutatyon rediiktaz (GR) ile hizlica tekrar dongiiye
girmektedir [78]. GR, bitkilerde ROT’larin temizlenmesinde hiicrenin savunma
sisteminin anahtar bir bilesenidir. GR c¢ogunlukla kloroplastlarda lokalize olmustur;
fakat bu enzimin kii¢iik miktar1 mitokondri ve sitozoldede bulunmustur [79]. Kloroplast
ve mitokondriyal GR, GR2 geni tarafindan kodlanirken, GR1 sitozol ve peroksizomda
bulunan bir proteini kodlamaktadir [78]. Arabidopsis’in kloroplast veya mitokondriyal

GR2 i¢in T-DNA mutantlar1 embriyo-letalken [80], grl devre dis1 mutantlar1 ekstrakte
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edilebilir enzim aktivitesinde %30-60 azalma gostermesine ragmen fenotipik etkileri
gostermez [81]. Toksik metaller ve metalloidleri igeren birgok biyotik ve abiyotik stres
faktort bitkilerde GR'nin aktivitesini etkilemektedir [37, 79, 82]. GR aktivitesinde
%111-178 araligindaki bir artis Cr(VI) stresine maruz kalan B. juncea'da gozlenirken,
Vigna radiata'’da uygulamadan sonra GR aktivitesinde %56-77 araliginda bir artis
belirlenmistir [83].

Glutatyon, antioksidan kapasitesinin yani sira farkli hiicre-alti kompartimanlarda
askorbat-glutatyon (AsA-GSH) siklusuna katilmaktadir. AsA-GSH yolu, ROT'larin
biiyilk ¢ogunlugunun etkili bir bicimde eliminasyonu i¢in Onemli enzimleri ve
metabolitleri iceren reaksiyonlar aginda anahtar bir kisimdir ve boylece bitkilerde ROT-
aracili oksidatif zarar1 6nlemektedir [82]. ASA-GSH yolu, indirgeyici esdegerlerin siklik
bir transferi ile AsA ve GSH'imard arda oksidasyonu ve indirgenmesini igerir ve boylece
bitkiye 6zgu askorbat peroksidaz (APX) H20,'Ii H,O'ya indirgeyebilmektedir. Glutatyon
peroksidazlar (GPX'ler), genis substrat spektrumuna sahip olan farkli izozimlerin genis
bir familyasidir. GPX'ler; sitozol, kloroplast, mitokondri, peroksizom ve apoplasti
iceren bitki hiicrelerinde yaygin olarak gozlenen antioksidan enzim olarak etki eder.
GPX’ler indirgeyici gug olarak direkt GSH havuzunu kullanarak H,O,, organik ve lipid
hidroperoksitlerin indirgenmesini kataliz etmekte ve boylelikle oksidatif zarara karsi
hiicreleri korumaktadir [82]. Millar ve ark. [77], Arabidopsis'de AtGPX1-7 olarak
adlandirilan yedi protein familyas: teshis etmistir. Izoformlar arasinda, kloroplastlara
post-translasyonel olarak hedeflenen AtGPX1 ve AtGPX7’nin [84] antioksidan koruma
sagladigr ve salisilik ve ROT ile tetiklenen bitki immiin cevaplarim regiile ettigi ileri
striilmistiir [85]. GPX'lerin diger izoformlar1 sitozol, mitokondri ve endoplazmik
retikulumda lokalize olmustur [84]. Farkli bitki tiirlerinde birkag toksik metal ve
metalloidin degisen konsantrasyonlarmma karsi GPX'lerin cevabina iligkin celiskili
raporlar mevcuttur. Arsenik stresine toleransli B. juncea genotipi TPM-1’de GPX
aktivitesinin As(V) ve As(IIl) uygulamalarinda arttigi, buna karsin As’e duyarli TM-4
genotipinde ise GPX aktivitesinin azaldig1 bildirilmistir [86]. Fatima ve Ahmad [87],
birgok agir metalin (Hg, Pb, Cr, Cu, Zn veya Cd) benzer konsantrasyonlarina maruz
kalan Allium cepa'da GPX aktivitesinde Onemli artis gozlemisler ve artan GPX
aktivitesinin metal tesvikli serbest radikal olusumunun bir sonucu oldugunu ileri

stirmuslerdir.
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5. SONUC

Kiikiirt metabolizmasi, bitki biiyiime ve gelisiminin yani sira birgok cevresel
strese karst olusturulan savunmada fonksiyon gormektedir. Yapilan fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler ¢aligmalar kiikiirt 6ziimlemesi, taginimi ve metabolizmasi
ile ilgili baz1 bilgileri saglamaktadir. Kiikiirt iceren bilesiklerin sentezinde rol alan
bircok enzimin aktivitesi, agir metal stresine cevap olarak tesvik edilmekte ve
transgenik bitkilerde bu enzimlerin asir1 liretiminin agir metal stresine karsi toleransi
arttirdigr  bilinmektedir. Kiikiirt iceren bilesiklerin bitkilerde agir metallerin
detoksifikasyonunda onemli bir rol oynamasi nedeniyle kiikiirt ve kiikiirt iceren
bilesiklerin agir metal toleransindaki rollerinin anlasilabilmesi i¢in transkriptomik,

proteomik ve metabolomik gibi kapsamli aragtirmalara gereksinim duyulmaktadir.
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