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OZET

Arpa (Hordeum vulgare L.) Koklerinde Aliiminyum ile Uyarilmis Programh

Hiicre Oliimiiniin Immiinohistokimyasal Analizi

Aliiminyum (Al) toksisitesi, yeryliziinde bitkiler acisindan en ¢ok tehlike olusturan
toksisitelerden biridir. Al, toprakta en fazla bulunan ii¢lincii elementtir. Bir takim ¢evresel
faktorler sebebi ile topragin asiditesi artarsa Al ¢oziinlir ve toksik forma doniisiir. Bu
caligmada, 100 uM konsantrasyondaki AlCl3 ¢ozeltisinin, arpa (Hordeum vulgare L.) bitkisi
koklerine kendi igerisinde kisa siireli (Y% sa., 1 sa., 2 sa., 3 sa., 4 sa., 5 sa., 6 sa. ve 7 sa.) ve
uzun siireli (24 sa., 48 sa.,, 72 sa. ve 96 sa.) olarak uygulandiginda meydana gelen
biyokimyasal degisimlerin ortaya konmasi amaglanmistir. Uygulanan siireler sonunda, her iki
uygulama grubunda hiicre icerisinde Al*® iyon birikimi, hiicre zar biitinliigiindeki degisim ve
lipid peroksidasyonu analizleri yapildi. Her iki uygulama grubunda da, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda Al*® iyon birikiminde, hiicre zari biitiinliginiin bozulmasinda ve lipid
peroksidasyonunda zaman bagimli artis gozlendi. Bununla birlikte, kaspaz-1 benzeri enzim
aktiviteleri de kolorimetrik olarak Ol¢iildii ve AlCI; toksisitesinde kaspaz-1 benzeri enzim
aktivitesinde de ilk 30 dakikadan itibaren artis oldugu gozlendi. Hayvanlarda goriilen apoptoz
ile benzer olarak, hiicre 6liimii sirasinda mitokondriden sitoplazmaya sitokrom ¢ salinimi da
kolorimetrik olarak olgiildii. Bu deney sonucunda da, programli hiicre Oliimiiniin
gostergelerinden biri olan mitokondriden sitoplazmaya sitokrom ¢ saliniminda zaman bagiml
artis oldugu gozlendi. Son olarak AlClj3 stresi altinda, genomik DNA hasar1 Akim Sitometrisi
teknigi ile Olgiildii ve Al stresinde arpa hiicrelerinde DNA fragmentasyonunun 6zellikle uzun
stireli Al uygulamasinda siddetlendigi tespit edildi. Sonug olarak; AlCl3 stresi arpa koklerinde
zamanla artarak hiicresel ve molekiiler degisimlere sebep oldu. Bu ¢alisma ayn1 zamanda, Al
toksisitesinin bitki gelisimi tizerinde tehlikeli etkilerine dikkat ¢ekmekte ve Al toksisitesi ile
programli hiicre 6limii mekanizmas: arasindaki iligkinin aydinlatilmasinin 6nemine vurgu

yapmaktadir.

Anahtar sozciikler: Aliiminyum, Al toksisitesi, lipid peroksidasyonu, DNA fragmentasyonu,

kaspaz-1 benzeri enzim aktivitesi, programli hiicre 6liimii, sitokrom c.

Haziran, 2018 Biisra Huri GOLGE



ABSTRACT

Immunohistochemical Analysis of Al-Induced Programmed Cell Death in Barley
(Hordeum vulgare L.) Roots

Aluminum (Al) toxicity is one of the most dangerous toxicants in terms of plants on
the earth. Al is the third most found element in the earth. As soil acidity increases due to a
number of environmental factors, Al is soluble and transforms into a toxic form. In this study,
100 uM AICl;3 solution was added to the roots of barley (Hordeum vulgare L.) for a short term
(*2h.,1h.,2h.,3h.,4h.,5h., 6h.and 7 h.) and long term (24 h., 48 h., 72 h. and 96 h.), it is
aimed to reveal the biochemical changes that occur. At the and of time periods, Al*® ion
accumulation, changes in cell membrane integrity and lipid peroxidation in the cells were
analyzed in both treatment groups. In compare to the control group, in both groups of
treatment, an increase in the loss of cell membrane integrity, lipid peroxidation and Al*® ion
accumulation time dependently. On the other hand, caspase-1 like enzyme activities were also
measured colorimetrically and an increase in caspase-1 like enzyme activity was observed in
AICI; toxicity beginning from 30 min. Similar to apoptosis seen in animals, cytochrome ¢
release from mitochondria to cytoplasm was also measured colorimetrically. As a result of our
research, it was observed that there was a time dependent increase in cytochrome c release
from mitochondria to cytoplasm, one of the indicators of programmed cell death. Finally,
under AIClI3 stress, genomic DNA damage was measured by Flow Cytometry technique, and
it was determined that DNA fragmentation was more significant after long term application in
barley cells. To sum up; AICI; stress caused time dependent cellular and molecular changes in
barley roots. The study also highlights the dangerous affects of Al toxicity on plant
development and highlights the importance of clarifying the relationship between Al toxicity

and programmed cell death mechanism.

Key words: Aluminum, Al toxicity, caspase-1 like enzyme activity, cytochrome ¢, DNA

fragmentation, lipid peroxidation, programmed cell death.

June, 2018 Biisra Huri GOLGE



SEMBOLLER

uM : Mikromolar

n| : Mikrolitre

mM : Milimolar

M : Molar

ml : Mililitre

gr : Gram

cm : Santimetre

nm : Nanometre

N : Normal

rpm : Revolutions per minute (dakikadaki devir sayis1)
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1. GIRIS

Yer kabugunda bitkiler acisindan tehlike olusturan en yaygin toksisitelerden biri
Aliiminyum (Al) toksisitesidir (Vitorello ve ark., 2005). Al, bitkilerin beslenmesi i¢in gerekli
olmamasina ragmen, toprakta oksijen ve silikondan sonra en fazla bulunan ii¢iincii elementtir.
Al, yalnizca asidik topraklarda toksik formda bulunur. Eger topragin bir takim cevresel
faktorler (elektrik santralleri, endiistriyel faaliyetler, egzoz gazi, asit yagmurlari, organik
madde birikimi vb.) nedeni ile asiditesi artarsa aliiminyum ¢o6ziiniir ve fitotoksik forma
dontstir (Matsumoto ve ark., 2000; Wang ve ark., 2006; Vardar ve ark., 2007). Diinyadaki
ekilebilir durumda olan topraklarin neredeyse %30’u asidiktir. Bu durum toprakta yogun bir
sekilde bulunan kompleks Al bilesiklerinin ¢oziinerek bitkiler tarafindan alinmasina sebep
olmaktadir (Von Uexkiill ve ark., 1995). Asiditesi yliksek topraklar ¢ogunlukla gida
dretiminin kritik oldugu Giliney Amerika, Orta Afrika, Giineydogu Asya gibi az gelismis
iilkelerde yer almaktadir (Vitorello ve ark., 2005). Ulkemizde ise kuzey kiyilarimiz olan
Karadeniz Bolgesi’nde toprak dogal olarak asidiktir (Kornosor ve ark., 1999). Ekilebilir
topraklarin asiditesinin yiiksek olmasi, diinya genelinde ozellikle tahil iiretimini olumsuz
yonde etkilemektedir (Silva ve ark., 2012).

Asidik toprak igerisinde, ¢oziilebilir Al’'nin oldukca reaktif oldugu ve bir¢ok hiicresel
komponentle kuvvetli reaksiyonlara girdigi tespit edilmistir (Singh ve ark., 2017). Al
toksisitesinin en belirgin gostergesi, kok gelisiminde meydana gelen gerilemedir. Yapilan
caligmalara gore mikromolar seviyesindeki konsantrasyonlar bile kok gelisimini ilk yarim saat
icerisinde olumsuz yonde etkileyerek hiicre 6liimiine yol agmaktadir (Vardar ve ark., 2007).

Programli hiicre 6liimii (PHO), tiim prokaryotik ve 6karyotik organizmalarda oldugu
gibi, bitkilerde de gelisim ve strese yanit agisindan énemli bir role sahiptir (Kabbage ve ark.,
2017). PHO, bitkilerin Al toksisitesine verdigi yanitlardan biridir. Ancak Al toksisitesi ile
uyarilmis PHO mekanizmast, heniiz tam olarak aydinlatilamamis olan bir konudur.

Bu tez ¢aligsmasin da tarimsal ve ticari agidan énemli olan arpa (Hordeum vulgare L.)
koklerine 100 uM AICI; (pH 4.5) uygulanarak, Al toksisitesinin arpa koklerindeki
biyokimyasal etkileri incelenecektir. Calismada kullanan uygulama gruplar1 kendi igerisinde
kisa siireli (Y2 sa., 1 sa., 2 sa., 3 sa., 4 sa., 5 sa., 6 sa. ve 7 sa.) ve uzun siireli (24 sa., 48 sa., 72
sa. ve 96 sa.) olarak belirlenmistir.Yapilacak olan deneysel caligmalar ile Al toksisitesinin kok
hiicrelerinde hiicre zar1 biitiinliigii, hiicre icerisinde Al™ birikimi, lipid peroksidasyonu, DNA

fragmentasyonu, kaspaz-1 benzeri aktiviteler ve mitokondriyal aktiviteler lizerindeki etkisi



incelenerek, Al toksisitesi ile bitkide PHO mekanizmasi arasindaki iliski aydmlatilarak

literatiire katk1 saglamak amaglanmistir.

1.1.Programh Hiicre Oliimii

Cok hiicreli ve kompleks yapidaki organizmalarin hiicreleri, iyi derecede organize
olmuslardir (Palavan-Unsal ve ark., 2005). Bu organizmalarda bir hiicre zarar goriirse veya 0
hiicreye daha fazla ihtiyag duyulmazsa, hiicre i¢i 6liim programi devreye girer ve hiicre
asamali bir sekilde o6liir. Bu yiizden bu siire¢ ‘Programli Hiicre Oliimii’ adin1 almistir
(Palavan-Unsal ve ark., 2005). Hiicrenin kontrollii ve organize bir sekilde yikimina bagl
olarak gerceklesen bir olaylar dizisi olan programli hiicre 6liimii (PHO), organizmanin doku
homeostazisi ve gelisimi agisindan kritik bir role sahiptir (Zimmermann ve ark., 2001; Reape
ve ark., 2015). Bu 6liim siireci bir hiicrenin, tiim organizmanin yarari i¢in kendisini eleme
siirecini yonetir (Kabbage ve ark., 2017). Hiicre, PHO yii aktive edip etmeyecegine birgok
kaynaktan aldig1 hiicre yasam/gelisim sinyalleri, patojen tanimlanmasi, stres sinyalleri,
hiicrenin aldig1 hasarlar ve metabolik durumu gibi sinyallere gore karar verir (Reape ve ark.,
2015).

PHO, bu zamana kadar en iyi hayvan hiicrelerinde aydmlatilmistir ve hiicre
morfolojilerine gore 3 temel gruba ayrilmistir (Tablo 1.1): Apoptoz, otofaji ve nekroz

(Dauphinee ve ark., 2015).



Tablo 1.1.: Hayvan hiicrelerinde apoptoz, otofaji ve nekrozun morfolojilerinin

karsilastirilmasi (Kroemer ve ark., 2009)

Hiicre Oliimii Tipi Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Apoptoz Hiicrenin biiziilmesi
Kaspaz aktivitesi
ATP tiiketimi
DNA fragmentasyonu
Apoptotik cisimlerin olusumu

Komsu hiicreler tarafindan fagosite edilme

Otofaji Sitoplazmada yogun vakuollesme

Otofajik vakuollerde organel yikimi

Nekroz Sitoplazmada ve organellerde sisme
Plazma membraninda ani parcalanma
Organellerde ani par¢alanma

Doku icerisinde inflamasyon

1.1.1. Nekroz

Ani hasar goren hiicreler sisme ve patlama seklinde 6lerek igeriklerini etrafa sacar ve
yangisal (iltihapli) bir yanit olustururlar. Bu tip 6liim sekline ‘nekroz’ denir (Palavan-Unsal
ve ark., 2005). Nekrotik hiicre 6liimii, morfolojik olarak hiicre hacmindeki artig, organellerde
sisme, plazma membraninin pargalanmasi ve daha sonra hiicre i¢i komponentlerin kaybi ile
karakterize olur (Kroemer ve ark., 2009). Uzun bir siire, nekroz yalnizca kazara meydana
gelen ve kontrolsiiz bir sekilde gerceklesen bir hiicre 6liimii tipi olarak kabul edilmistir.
Ancak sonraki yillarda yapilan ¢alismalar gdstermistir ki, nekrotik hiicre 6liimii, ¢ok 1yi bir
bigimde diizenlenen bir dizi sinyal iletim yolagina ve katabolik mekanizmaya sahiptir
(Golstein ve ark., 2007). Nekrotik hiicre 6liimii bir¢cok diizenleyiciyi, organeli ve hiicresel
siireci igeren bir mekanizma ile diizenlenir, ancak tiim bu faktorlerin arasinda nasil bir iligki
oldugu hala net olarak bilinmemektedir. Bunlar arasinda mitokondriyal degisimler (6rnegin;
reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) iiretimi, mitokondriyal membran geg¢irgenligi olusumu vb.),

2++

lizozomal degisimler, niiklear degisimler, lipidlerin yikimi, kalsiyumun (Ca“"") sitozoldeki
konsantrasyonunun artmasi gibi faktorler yer almaktadir (Nicotera ve ark., 2004; Golstein ve
ark., 2007). Nekrozda hiicresel icerikler hiicre disina ¢ikarak tehlikeli bir sinyal olustururlar,
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bu sebeple nekroz, olusturdugu inflamasyonla da karakterize olur (Proskuryakov ve ark.,
2003).
1.1.2.0tofaji

Otofaji, evrimsel olarak korunmus olan, sitoplazmik materyallerin, 6rnegin; organeller
ve proteinlerin, yikilmak iizere lizozoma goétiiriilmesini igeren katabolik bir siiregtir (Das ve
ark., 2012). Otofaji, besin yetersizligi veya diger stres faktorleri esnasinda, hiicre ici
homeostaziyi saglama gorevi gormektedir. Tanimlanmis olan iic otofaji tipi vardir;
makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili otofaji (Mizushima ve ark., 2011). Saperon
aracili otofaji, proteinlerin lizozoma getirildigi biyokimyasal bir siirectir. Mikrootofaji ¢ok az
miktarda aydinlatilabilmis bir siirectir; bu siiregte materyallerin lizozoma pinositoza benzer
bir siirecle direkt olarak alindig: diisiiniilmektedir (Das ve ark., 2012). PHO ile iliskilendirilen
makrootofaji ise, lizerinde en ¢ok calisilan otofaji tipidir. Bu siireg¢, otofagozom denilen
biiylik, ¢ift membranli vezikiillerin olusumu ile karakterize olur (Hofius ve ark., 2011). Bu
yapilar, fagoporlar ad1 verilen tekli zarlardan meydana gelirler. Otofagozomlarin kaynaginin
graniilsiiz ER oldugu diisiiniilmektedir ve yapilan bazi ¢alismalar da bu ihtimali destekler
niteliktedir (Dunn ve ark., 1990). Ilk &nce otofagozom olusur, daha sonra bu yapz, lizozom ile
birleserek otolizozom yapisini olusturur (Das ve ark., 2012). Daha sonra bu yapi, hidrolitik
yikimi gergeklestirir (Sekil 1.1). Otofajik hiicre 6liimii, bir diger hiicre oliimii tipi olan
apoptotik hiicre 6liimiinden, otofajik yapilar bulundurmasi, kaspazlara ihtiyag duymamasi ve
fagositoz gibi sebeplerden 6tiirii ayrilmaktadir (Clarke ve ark., 1990; Bachrecke ve ark., 2005;
Das ve ark., 2012).

Sitoplazma

PAS Membran : :

b Otofagozom Lizozom Otolizozom
memoran izolasyonu
kaynaklan
Mltokondrl —>
Plazma
membram

Sekil 1.1.: Sitoplazmada otolizozomun olusumu (Das ve ark., 2012).



1.1.3.Apoptoz

Terim olarak Apoptoz (a-po-toe-sis) ilk kez Kerr ve ark. (1972) tarafindan, morfolojik
acidan farkli bir 6liim tipini tanimlamak amaciyla kullanilmigtir (Elmore ve ark., 2007).
Apoptoz, normal sartlarda organizmanin gelisimi ve yaslanma silirecinde homeostaziyi
saglama gorevi goriiyor olsa da gorevi yalmizca bununla sinirli degildir. Apoptoz ayni
zamanda organizmanin savunma mekanizmasinda da gorev alir. Ornegin, immiinolojik
reaksiyonlarda veya hiicre bir hastaliktan yahut herhangi bir dis etkenden dolay1 zarar
gordiiglinde apoptoz devreye girer (Norbury ve ark., 2001). NCCD (Nomenclature Committee
on Cell Death-Hiicre Oliimii Bilimsel Adlandirma Komitesi)’ye gore bir hiicrenin ‘6lii hiicre’
sayilabilmesi i¢in, hiicrede asagidaki gostergelerden en az birinin gozlenebilmesi gerekir:

1. Hiicre membraninin biitiinligiiniin kaybolmus olmasi.

2. Hiicrenin, nukleusu da dahil olmak iizere, fragmante olarak zarla cevrili keselere

ayrilmasi.

3. Bu keselerin komsu hiicreler tarafindan fagosite edilmesi (Kroemer ve ark., 2009).

Apoptotik hiicreler, hiicre biiziilmesi, kromatin yogunlagsmasi, genomik DNA’nin
niikleozomlar arasi bolgelerden kesimi, hiicre zarinda sitoplazmik ylizeyden hiicre disina
fosfatidilserin (PS) gocli ve proteolitik aktivite gibi bazi morfolojik ve biyokimyasal
degisimler ile karakterize olmuslardir (Zimmermann ve ark., 2001). Hayvanlarda goriilen
apoptozun, temel olarak iki yolak iizerinden ilerledigi kabul edilmektedir. Bu yolaklar, hiicre
ici ve hiicre disindan gelen sinyallerle uyarilirlar. Dis yolak, hiicre yiizey reseptorleri aracilig
ile islemektedir; bu ylizey reseptorlerine 6liim ligandlar1 baglanir ve hiicre igerisinde bir 6liim
sinyali baslatirlar (Bao ve ark., 2007). Bunun aksine, i¢ yolak, mitokondri kontroliinde isleyen
bir siirectir, genel olarak stres sinyallerine yanit olarak ortaya ¢ikar. Mitokondri dis zar1, Bcl-2
protein ailesinin tiyelerini igerir. Bu protein ailesi pro- ve anti- apoptotik iiyelere sahiptir.
Birbirine zit ¢alisan bu iiyeler arasindaki denge, mitokondriyal membran potansiyelini etkiler.
Apoptoz indiikleyici sartlar altinda, mitokondriyal membran gec¢irgenligi artar ve sitokrom-C
gibi apoptotik diizenleyiciler sitoplazmaya salinir (Elmore ve ark., 2007).

Sonug olarak, i¢ ve dis her iki yolak da kaspazlar1 (caspases - cysteinyl aspartate specific
proteases) aktive eder. Kaspazlar, hiicresel komponentlerin belli bir 6liim sirasina gore
yikimint saglar (Parrish ve ark., 2013). Kaspazlarin inaktivasyonu, apoptoz sinyallerinin
olmadig1 durumlarda PHO’yii engellemeye yonelik olarak ¢alisirlar. Ornegin, IAP (inhibitor
of apoptosis-apoptoz inhibitdrii) protein ailesi kaspaz aktivitesinde negatif diizenleyici olarak

gorev goriirler (Kabbage ve ark., 2017).



Kaspazlar, hayvan hiicrelerinde apoptozun baglatilmasinda ve devam etmesinde gorev
alan proteazlardir. Hiicre icerisinde inaktif bir formda salgilanip, herhangi bir apoptotik sinyal
algilandiginda iki biliylik ve iki kii¢iik alt birimlerinin bir araya gelerek bir tetramer
olusturmalart sonucu olgun forma doniisiirler (Hu ve ark., 1999). Olgun forma doniisen
kaspazlar, hedefledikleri proteinleri aspartik asit birimlerinden kesen sistein proteazlardir
(Bao ve ark., 2007). Bu enzimlerin ilk dnce C. elegans iizerinde yapilan genetik ¢aligmalar
esnasinda agiga ¢ikmustir. Memelilerde tanimlanmis 14 adet kaspaz vardir (Sekil 1.2). Insanda

tanimlanan ilk kaspaz ise, yangisal yanita aracilik eden kaspaz-1 enzimidir (Norbury ve ark.,
2001; Bao ve ark., 2007).
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Sekil 1.2.: Memeli kazpazlar1 ve apoptozda iistlendigi gérevler (Shi ve ark., 2002).



Apoptoz kaspaz-8, 9 gibi baslatic1 kaspazlar tarafindan aktive edilir ve kaspaz-3, -7
gibi diger efektor kaspazlar tarafindan yiritiilir (Shi ve ark., 2002). Memelilerde, kaspaz-
9’un aktivasyonu Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor-1), sitokrom c ve dATP
kompleksinden olusan apoptozom olusumu ile gergeklesir (Cain ve ark., 1999).

Hiicre dis1 kaynakli apoptoz yolagi, Fas gibi 6zel transmembran 6liim reseptorlerine,
oliim ligandlarinin (FasL) baglanmasi sonucu uyarilir (Parrish ve ark., 2013). Oliim sinyalini
alan hiicrelerin sitoplazma tarafinda DISC adini alan biiylik bir protein kompleksi olusur
(Kischkel ve ark., 1995). Bu kompleksin en Onemli bilesenlerinden biri FADD (Fas-
associated death domain), ve baslatic1 kaspazlardan olan kaspaz-8’dir. Baslatic1 kaspazlarin
aktive olmasiyla birlikte hiicre i¢inde bir 6liim zinciri baglamaktir (Bao ve ark., 2007).

Hiicre i¢i (veya mitokondriyal) kaynakli apoptoz yolaginin aktivasyonu i¢ mitokondri
zar1 boslugundan sitokrom c salinmasi ile baglar. Sitokrom c, Apaf-1 ile kompleks olusturur
ve daha sonra prokaspaz-9’u sisteme dahil ederek kaspaz-9 aktive olur (Zou ve ark., 1997).

Apoptozom olarak bilinen bu yapi, bir iskele gorevi goriir (Zou ve ark., 1999).

1.2.Bitkide Programh Hiicre Oliimii

Programl1 Hiicre Oliimii (PHO) diger 6karyotik organizmalarda oldugu gibi, bitkilerin
hem gelisimi i¢in ve hem de gevresel strese verdikleri cevap agisindan 6nemli bir role sahiptir.
Cevresel streslere kars1 verilecek cevaplarda, PHO bitkiler i¢in 6zellikle énemlidir ¢iinkii
bitkinin zor cevresel kosullardan ve patojenlerden kagcamayan duragan dogalari vardir
(Kabbage ve ark., 2017).

Hayvanlarda goriilen apoptoz ile bitkilerde gorilen PHO arasinda DNA
fragmantasyonu, kaspaz benzeri proteolitik aktivite ve mitokondriden sitoplazmaya sitokrom
c salinmas1 gibi morfolojik ve biyokimyasal agidan ortak o6zelliklerin varlig1 kesfedilmistir
(Palavan-Unsal ve ark., 2005). Ancak bitkide PHO'iin kendine mahsus &zellikleri vardir.
Apoptotik 6zelliklerinin bulunmasi, bazi arastirmacilara bu siirecin apoptoz benzeri PHO
sinifina dahil edilmesi gerektigini diisiindiirse de, bitkide PHO’niin apoptotik bir siireg
olmadigina yonelik genel bir mutabakat vardir (Dominguez ve ark., 2015).

PHO, diger cok hiicreli organizmalarda oldugu gibi, bitkilerde de biiyiime, gelisme ve
cevreyle etkilesim agisindan Onemli fonksiyonlara sahip olan genetik bir mekanizma
tarafindan kontrol edilen bir siirectir (Lam ve ark., 2004). Bitkilerde PHO gelisimsel olarak,
savunma mekanizmasi olarak ve strese yanit olarak ortaya c¢ikabilir (Reape ve ark., 2015).
Gelisimsel siirece iligkin olarak, PHO doku olusumunun son asamasinda gorev alir. Ornegin,

trake elemanlarinin olusumu, havalandirma parankimasinin olusumu, esey belirlenmesi, esey
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organlarinin olgunlagsmasi, ayrica yapraklarin dokiilmesinde Onemli bir rolii vardir
(Dauphinee ve ark., 2015). Cevreyle etkilesimi agisindan ise, bitkiler biyotik strese neden olan
patojenlere farkli PHO tipleriyle cevap verebilirler (Dominguez ve ark., 2015). Asiri
duyarhilik yanitinda (HR-Hypersensitive Response), enfeksiyonun meydana geldigi bolgede
hizli bir hiicre 6limii meydana gelir, boylece patojenin ¢ogalip diger hiicre ve dokulara
yayilmasi siirlandirilmig olur (Hatsugai ve ark., 2018). Bunun yaninda abiyotik stres nedeni
olan hipoksi, yiiksek veya diisiik sicaklik, kuraklik ve UV 1smlart gibi elverigsiz ortam
kosullara maruz kaldiklarinda da PHO savunma mekanizmasi olarak kullanilir (Dominguez
ve ark., 2015).

Bitkilerde goriilen PHO iki grupta smiflandirilir; vakuoler hiicre 6liimii ve nekrotik
hiicre 6limi (Tablo 1.2.) (Yanik ve ark., 2018). Cogu olgun bitki hiicresi, hiicre hacminin
biiyiik béliimiinii olusturan vakuollere sahiptir. iki ¢esit vakuol vardir; litik vakuol ve protein
depo vakuolii. Litik vakuoller, isi bitmis ve kullanilmayacak olan hiicresel materyallerin
yikimindan sorumlu olan hidrolitik enzimleri igerir; protein depo vakuolleri ise, birgok
proteinin depo edildigi yerdir, 6rnegin; savunma proteinleri ve tohum ¢imlenmesinde gérev
alan depo proteinleri gibi (Hatsugai ve ark., 2004). Bitki hiicrelerinde litik vakuollerin
hacminin artmasi sonucu, vakuol zar1 olan tonoplast pargalanir ve igerisindeki hidrolitik
enzimler sitoplazmaya geger. Bu sekilde hiicre 6limii gerceklesir. Tonoplastin pargalandigi
asamaya kadar kromatin yogunlasir ve DNA fragmentasyonu gozlemlenir ancak heniiz
bozulmaya ugramamis olan mitokondri ve plastitler gibi sitoplazmik organeller, hiicre
icerisinde varligin1 ve aktivitesinin siirdiiriir. En sonunda vakuol parcalanir ve bunun
sonucunda hiicredeki tiim yapilarin yikimi gerceklesir (Yanik ve ark., 2018).

Nekrotik hiicre 6liimiinii, vakuoler hiicre o6liimiinden ayiran bazi nitelikler vardir.
Bunlar mitokondriyal sisme, litik vakuollerin bulunmamasi ve protoplastin biiziigmesine bagl
olarak hiicre membraninin erken yikimi gibi 6zelliklerdir (Doorn ve ark., 2011). Bitkilerde
vakuoler hiicre oliimii gelisim sirasinda veya stres kosullarinda gerceklesen fizyolojik bir
olaydir, ancak nekrotik hiicre 6liimii, bitki ani ve siddetli stres kosullar ile karsilastiginda

gerceklesir ve patolojik bir siirectir (Yanik ve ark., 2018).



Tablo 1.2.: Bitkilerde hiicre oliimii tiplerinin morfolojik ve biyokimyasal ozellikleri

bakimindan karsilagtirilmasi (Yanik ve ark., 2018).

Hiicre Oliimii Tipi Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikler
Vakuoler Hiicre Oliimii *Otofagozomlarin, kiiciik ve bilyiik litik vakuollerin
olusumu
«Sitoiskelet elemanlarinin yeniden diizenlenmesi
*DNA fragmentasyonu

*Kromatin yogunlagmasi

*Nukleus zarinin bozulmasi

*Vakuoler islem enzimlerinin (VPE) aktivasyonu
*Tonoplastin par¢calanmasina kadar organellerin
biitiinliigiiniin ve turgorun korunmasi
*Tonoplastin par¢alanmasi

*Hiicre iceriginin tamamen sindirilmesi

Nekrotik Hiicre Oliimii *Hiicrenin sismesi
*Mitokondrilerde sisme
*Hiicre solunumu ve ATP iiretiminin durmasi
*Plazma zarinin erken ve ani pargalanmasi
*Hiicre icerigi sindirilemeden artiklar halinde kalmasi

1.2.1.Bitkilerde Gelisim Sirasinda Meydana Gelen Programh Hiicre Oliimii

fletim demetine sahip bitkiler gelisimleri sirasinda -6rnegin; embriyogenez, déllenme,
doku ve organlarm gelisimleri- PHO'ye ugrarlar (Yanik ve ark., 2018). Ksilem, bitkinin
topraktan kokleriyle aldigi su ve minerali yapraklara ileten ve bitkinin organlarinin durusunu
mekanik olarak destekleyen bir dokudur. Yapisinda ¢esitli tipte hiicreler bulunur: (1) Trake
elemanlar1 (TE), (2) Fibriller, (3) Parankima. Trake elemanlarinin hidro-mineral 6zsuyunu
iletebilmeleri igin, bu hiicreler PHO’ye ugrayarak daha islevsel bir forma déniisiirler. Trake
elemanlarinin PHO'niin ortaya cikisi, Oliim-6ncesi ve &liim-sonrasi denilen siireglerde
gerceklesen olaylarin siki bir sekilde koordine edilmesine baglidir. Oliim-dncesi, drnegin;
sekonder hiicre duvarinin olusumu i¢in seliiloz ve ksilan birikimi gibi olaylar ger¢eklesirken,
oliim-sonras1 dedigimiz siirecte, sekonder hiicre duvarinin odunlasmasi gibi olaylar
gerceklesir. Trake elemanlarinin 6liimiinde merkezi rolii iistlenen olay, vakuoliin yikimidir.
TE o6liimii, tonoplastin patlamasiyla uyarilir. Daha sonra protoplastin kalintilar1 birkag saat
icerisinde hizlica temizlenir. Ancak kloroplast gibi bazi organeller ise, vakuol yikimindan
uzun bir siire sonra bile gézlemlenebilir ( Menard ve ark., 2015).

Embriyo kesesi olusumundan dnce megaspor ana hiicresinin gelisimi i¢in fonksiyonel
megaspor hiicrenin se¢imi, konuma bagli bir olaydir ve tiirlere gore degiskenlik gosterir
(Rodkiewicz, 1970). Bu sec¢im, gelisimsel olarak kontrol edilen bir siirectir. Fonksiyonel

olmayan megasporlarin se¢iminde ve elenmesinde, gelisimsel PHO'niin rol oynadig



distintiliiyor (Hautegem ve ark., 2015). Disi gametofitin gelisiminde ve erken biiylime
evresinde destek saglayan kisa dmiirlii bir doku olan nucellusun Sliimiiniin PHO ile iliskili
oldugu diigiiniilmektedir. Arpa (Hordeum vulgare) bitkisinde vakuoler islem enzimlerinin
(VPE-vacuolar processing enzymes) ekspresyonunun nucellar PHO ile baglantili oldugu tespit
edilmistir (Radchuk ve ark., 2006). Hintyagi (Ricinus communis) bitkisinde yapilan
calismalarda ise, nucellar PHO'de rol oynadig1 diisiiniilen 30 proteaz enzimi tanimlanmistir
(Nogueira ve ark., 2012). Embriyo kesesinde yer alan sinerjit ve antipot hiicreleri de,
dollenmeden oOnce, dollenme esnasinda veya dollenmeden sonra gelisimsel PHO'ne
ugramaktadirlar (Heydlauff ve ark., 2014).

Anter ¢eper tabakalarindan tapetum gelisim sirasinda PHO'me ugrar. Ozellikle
Giberellik Asit (GA) olmak tizere birgok bitkisel hormon, tapetumda hiicre Oliimiiniin
baslamasinda onemli bir role sahiptir. Bunun yaninda ¢ifte dollenme sirasinda, sperm
hiicrelerinin salinmasi i¢in polen tiipiinde gerceklesen patlama sonrasinda polen tiipii 6liime
ugrar. Dollenmeden sonra endospermde goriilen hiicre 6liimiiniin hangi asamada gergeklestigi
ise, tiirlere gore farklilik gostermektedir: birgok dikotil ve monokotil, embriyo ¢evresinde litik
endosperm yikimi veya tahillarm sert (nisasta) endospermlerinde litik olmayan PHO
gerceklesir. Tohum kabugu, farklilagsan ve son olarak 6liime ugrayan bir¢ok tabakadan olusur.
Tohum kabugunun 6liimii, koruyucu ve saglam bir tohum kabugu olusturabilmek i¢in tabaka

tabaka, spesifik bir sira ile ger¢eklesir (Hautegem ve ark., 2015).

1.2.2.Bitkilerde Stres Sirasinda Goriilen Programh Hiicre Oliimii

Cevresel kosullarin, bitkilerde biliyiime ve gelismeyi negatif olarak etkileyecek
derecede farklilasmasi durumunda, bu kosullara maruz kalan bitkide meydana gelen duruma
"stres" denir (Biiyiik ve ark., 2012). Stres faktorleri, biyotik ve abiyotik olmak {izere iki gruba
ayrilir: (1) Biyotik stres faktorleri; bitkiye zararli hayvanlarin saldirilart ve bazi
mikroorganizmalarin (fungus, bakteri ve virlis) enfeksiyonu sonucu ortaya c¢ikan stres
faktorleri, (2) Abiyotik stres faktorleri ise; kuraklik, radyasyon, sicaklik ve kimyasallar gibi
cevresel faktorlerdir (Lichtenhaler ve ark., 1996).

Hayvanlarda oldugu gibi adaptif ve dolasimda olan bir immun sistemi bulunmayan
bitkilerin her bir hiicresi, mikroorganizmalari tanima kabiliyetine sahiptir. Herhangi bir saldirt
durumunda, organizmanin geri kalaninin zarar gérmemesi i¢in kendilerini feda ederler. "Asir
Duyarlilik Yaniti (HR-Hypersensitive Response) denilen bu mekanizmada goériilen PHO'de,
klasik hiicre olimiinde gorillen DNA fragmentasyonu, kaspaz benzeri proteolitik aktivite,

mitokondriden sitokrom c salinmasi gibi belirtiler goriiliir. Sitotoksik sinyal molekiillerinin
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dagilmas1 sonucu hem konak hiicre hem de patojen hiicre zarar gordiigii halde, nekrotik hiicre
olimii kategorisine girmez. Bunun sebebi, bu siirecte, hiicrenin metabolik ve transkripsiyonel
olarak aktif olmasi, litik vakuollerin olusumu, otofajik aktivitenin artisi, ROT artist ve
tonoplast pargalanmasi sonucunda ortaya ¢ikan hiicresel bozulma gibi 6zelliklere sahip olarak
vakuoler hiicre 6liimii ile ortak 6zellikler gostermesidir (Feechan ve ark., 2015; Yanik ve ark.,
2018). Fakat nekrotik hiicre oliimiinde gorildiigii gibi, 6lim sonrasinda hiicresel artiklar
tamamen sindirilmeden kalir (Yanik ve ark., 2018).

Patojenik veya yararli tiim mikroorganizmalar, bitkinin taniyabilecegi bir dizi
kimyasala sahiptir. Orijinal tanim1 "Pattern-Associated Molecular Patterns (PAMPS)" olan bu
kimyasallar, normal sartlarda bitkinin hayatta kalmasi icin gerekli molekiillerdir. Bu
molekiiller evrimsel olarak korunurlar ve kolayca mutasyona ugramazlar. PAMP'lar,
bitkilerde bulunan bazi reseptorler tarafindan taninirlar, bu reseptorlere "Pattern Recognition
Receptors (PRRs)" denir. Fonksiyonel olarak, PRR'ler ii¢ gruba ayrilir: plazmada dolasan
hiimoral proteinler, hiicre ylizeyinde ifade edilen endositik reseptorler ve hiicre icerisinde
veya hiicre yiizeyinde ifade edilebilen sinyal reseptorleri. PRR'ler tarafindan herhangi bir
PAMP tespit edildigi zaman, Asir1 Duyarlilik Yamiti (HR) devreye girer ve patojenin
organizmanin tiimiine zarar vermesi engellenir (Medzhitov ve ark., 1997; Brunner ve ark.,
2002; Feechan ve ark., 2015).

Bitkiler yasamlar1 boyunca, onlarin dokularina zarar verebilecek, hatta hayatlarini
tehlikeye atabilecek abiyotik stres kosullarina maruz kalirlar. Duragan bir dogalar1 olmasi
sebebiyle, bu kosullara maruz kaldiklarinda yer degistirmek gibi bir segenekleri yoktur, bu
yiizden olumsuz sartlara direnmelerini saglayacak farkl: stratejiler gelistirmislerdir (Petrov ve
ark., 2015). Arastirmacilar yaptiklar1 ¢alismalardan elde ettikleri veriler sonucunda, bitkilerin
stres kosullarma kars1 olusturdugu molekiiler yanitlar1 {i¢ grup altinda toplamislardir: (1)
makromolekiillerin ~ ve  iyonlarin  hiicre  igerisinde  dengesi, (2)  koruyucu
maddelerin/molekiillerin  sentezi, (3) reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumu ve
detoksifikasyonu (Biiyiik ve ark., 2012). Stres kosullar1 altinda ROT {iretiminin artis1 lipid
peroksidasyonuna, protein oksidasyonuna, niikleik asitlerde hasara, enzim inhibisyonuna

sebep olur ve sonug olarak hiicrede PHO mekanizmasi devreye girer (Yanik ve ark., 2018).

1.2.3.Bitkilerde Reaktif Oksijen Tiirlerinin Hiicre Oliimiindeki Rolii
Bitkilerde abiyotik stres iceren kosullar altinda PHO goriiliir. Yapilan ¢alismalar,
bitkilerde goriilen PHO'de de hayvanlarda goriilen apoptozdaki gibi reaktif oksijen tiirlerinin

(ROT) rolii oldugunu gostermistir. ROT, normal sartlarda hiicre igerisinde, enerji liretimi,
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solunum, fotosentez gibi olaylarda yan iiriin olarak agiga cikmaktadir (Van Breusegem ve
ark., 2006).

Hayvanlarda ROT'a bagli apoptotik hiicre o6liimiinde, mitokondri merkezi bir role
sahiptir. Bitkilerde de mitokondri, ROT homeostazisinin artisindaki ilk degisimde,
mitokondriyal gegis porlarinin agilmasi vasitasiyla sitokrom c salimiminin uyarilmasinda ve
morfolojik degisimlerde 6nemli bir rol oynar (Tiwari ve ark., 2002). Bitkilerde mitokondrinin
yam sira kloroplast da bir ROT iireticisidir ve orta derecede PHO sinyali olusturabilir
(Rusterucci ve ark., 1999).

Bitkide PHO sirasinda ROT ile diger sinyal molekiilleri (fitohormonlar gibi) arasinda
karsilikl1 etkilesim goriiliir (Overmyer ve ark., 2005). ROT'a bagli PHO'niin hem salisilik asit
(SA) hem de etilen seviyesinin artmasiyla iligkili oldugu bir gercgektir (de Jong ve ark., 2002).
Diger taraftan, jasmonik asit, baslangictaki ROT sinyalinin tekli oksijen veya siiperoksit
olmasina bagli olarak oksidatif-baglantili hiicre Oliimiiniin artmasina yonelik de etki
gosterebilir, zit bir etki de gosterebilir (Van Breusegem ve ark., 2006).

ROT, radikal olmayan bir atom veya molekiilden, bir adet elektron eksilmesi sonucu
veya atom ya da molekiile bir adet elektron eklenmesi sonucu meydana gelir. Diger
molekiillere elektron verme ya da onlardan elektron alma &zellikleri nedeniyle, canlida
indirgeyici veya yiikseltgeyici role sahiptirler (Yanik ve ark., 2018). Hiicrelerde iiretilen en
énemli reaktif oksijen tiirleri; tekli (singlet) oksijen (*O; ), siiperoksit anyonu (Oy), hidrojen
peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali (OH") 'dir. Ancak normal sartlar altinda bu radikallerin
hiicre igerisindeki seviyeleri denge halindedir (Sekil 1.3) (Biiyiik ve ark., 2012).

Dioksijen Superoksit radikali Peroksit Oksit
302 e_... Oé’ L.. Og_ e_p 02_ O L' 02-
l lH* le* 2H" lH" le*
Singlet oksijen Perhidroksil radikali Hidrojen peroksit Hidroksil iyonu

Sekil 1.3.: Molekiiler oksijenin indirgenmesi sonucu ROT olusumu (Yanik ve ark., 2018).

Bitki hiicreleri, stres faktorleri ile basa ¢ikabilmek i¢in ROT'u kontrol altina alan ve
onlarin detoksifikasyonu ile gérevli bircok antioksidan icermektedir. Bu antioksidanlar, diisiik
konsantrasyonlarda oksidasyon yapabilen ve bir diger substrat molekiiliin oksidasyonunu

azaltan ya da tamamen inhibe eden maddelerdir (Biiyiik ve ark., 2012). Antioksidanlar,
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enzimatik olanlar ve enzimatik olmayanlar olarak iki gruba ayrilir. Enzimatik olmayanlar;
vitamin C (askorbik asit), vitamin E (tokoferoller), karotenoidler, antosiyaninler, fenolik
bilesikler ve glutatyondur. Enzimatik olan antioksidanlar lar ise; siiperoksid dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX), gayakol peroksidaz (GPX) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) olarak tanimlanmaktadir (Gill ve Tuteja, 2010). ROT diretimi ile
detoksifikasyonu arasindaki denge, herbisitler ve patojen saldirilar1 gibi birgok biyotik stres
faktorleri veya tuzluluk, kuraklik, radyasyon, ¢ok yiiksek sicaklik, agir metaller ve besin
yetersizligi gibi cesitli abiyotik stres faktorleri tarafindan bozulur (Sekil 1.4). Sonug¢ olarak
ROT miktar arttiginda hiicre yapisinda oksidatif hasar meydana gelir ve hiicre 6liimii baslar

(Yanik ve ark., 2018).

Abiyotik stres faktarleri

P S'I:rES hormmonlan, sinyaller,

_‘l‘

ROT

antioksidanlar

konsantrasyon degisimi

biyldme ve gelismede
aksakhklar

adaptaﬁynn nekrt:uz

Sekil 1.4.: ROT'larin abiyotik stres kosullarinin siddetine gore etkileri (Petrov ve ark., 2015).

1.2.4.Bitkilerde Kaspaz Benzeri Aktiviteler
Bitki genomlari, direkt olarak hayvan hiicrelerinde bulunan kaspazlarin kodlarini
genomlarinda bulundurmasalar da, bitkilerde PHO sirasinda kaspaz benzeri aktiviteler

gozlenmistir (Hatsugai ve ark., 2018). Bu kaspaz benzeri aktivitelerin varligi, sentetik spesifik
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kaspaz substratlari ile yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (de Jong ve ark., 2000; Mlejnek ve
ark., 2002; He ve ark., 2003). Ayrica, spesifik kaspaz inhibitorleri ile yapilan ¢alismalarda da,
kaspaz benzeri enzimlerin, bitkide PHO'ye katildigini gésteren sonuglar elde edilmistir
(Woltering ve ark., 2002). Ancak tam olarak kac¢ tane proteazin kaspaz benzeri aktivite
gosterdigi heniiz bilinmemektedir. Dahasi, hangi proteazin gelisimsel ve senesense bagh
PHO'ye, hangilerinin strese bagli PHO'ye katildig1 aydinlatilmay1 bekleyen bir konu olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Piszczek ve ark., 2007).

Yapisal agidan ele alindiginda, bitki proteaz ailelerinden biri olan metakaspazlar,
kaspazlara en ¢ok benzeyen proteazlardir. Metakaspaz ailesi, N-terminal prodomain
bulundurmasi durumuna gore tipl (N-terminal prodomain bulunduran) ve tip2 (N-terminal
prodomain bulundurmayan) olmak {izere iki alt gruba ayrilir. Her bir metakaspaz, kiigiik (p10)
ve biiyiik (p20) katalitik alt birimlerinden olusur. Bu alt birimler, sistein ve histidin
rezidiilerinin Kkatalitik bir ciftidir (Kabbage ve ark., 2017). Metakaspazlarin PHO'de baslatici
olarak m1 yoksa yiiriitiicli olarak mi rol aldiklar1 ve diger kaspaz benzeri enzimlerle etkilesime
gectiklerinde nasil  davrandiklart henliz tam olarak agiklanamamistir. Biyokimyasal
caligmalar, yalnizca tip Il metakaspazin biiyiik ve kiiciik alt birimlerin olusumuna bagl olarak
otokatalitik aktivasyona ugradigini gostermistir. Tip I metakaspazda ise herhangi bir
otokatalitik aktivite gozlenmemistir. Tip I metakaspazin, sinyal transdiiksiyonunun erken
evrelerinde baslatici kaspaz olarak hareket ettigi, tip Il metakaspazin aktivasyon siirecinin ise
daha c¢ok hayvanlardaki yiiriitiicii kaspazlarinkine benzedigi goriilmiistiir (Piszczek ve ark.,
2007).

Bitkilerde PHO'de rol oynayan bir diger proteaz ailesi vakuoler islem enzimleri (VPE-
vacuolar processing enzyme) ailesidir. Vakuoler proteinlerin ¢ogu, ER iizerinde proprotein
onciisii olarak sentezlenir; bu proproteinler kofullara taginirlar ve Asn (asparjin) rezidiilerinin
C-terminal bolgelerindeki proteolitik kesim ile olgun formlarina donistiiriiliirler (Yamada ve
ark., 2005). VPE, 1987 yilinda balkabagi tohumlarinda, protein depo kofullarinda yer alan
cesitli depo proteinlerin olgunlagmasindan sorumlu bir enzim olarak kesfedildi ve 1991
yilinda ilk kez tanimlandi (Hara-Nishimura ve ark, 1987; 1991). Daha sonraki yillarda
VPE'nin biyotik stres, abiyotik stres ve gelisimle ilgili PHO'niin diizenlenmesinde gorev aldig
tespit edilmistir (Cai ve ark.,, 2015). Bunun yaninda 3 boyutlu yapisi incelendiginde
hayvanlardaki kaspaz-1 ile yakin benzerlik gosterdigi belirlenmistir. VPE'nin ilk olarak TMV-
kaynakli PHO'de rol oynadig1 gosterilmistir (Hatsugai ve ark., 2004). Ayrica, Arabidopsis
koklerinde Piriformospora indica'larin yararli bir koloni olusturdugunda ortaya ¢ikan, ER-

kaynakli stres sonucu olusan PHO'de de VPE'nin pozitif bir diizenleyici olarak rol oynadig
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tespit edilmistir (Qiang ve ark., 2012). Abiyotik strese iliskin olarak ise, VPE ekspresyon
verileri goOstermigtir ki, sicaklik stresi altinda kirmizi turplar ¢icek tomurcugu
olusturamamiglardir (Zhang ve ark., 2013). VPE'nin ayn1 zamanda N. tabacum bitkisinin BY-
2 hattinda, Al kaynakli PHO'de de rol oynadigina iliskin veriler mevcuttur. 150 uM Al, VPE
ekspresyonunda artisa sebep olmustur (Kariya ve ark., 2013). Ancak tiim bu verilere ragmen,
VPE'nin PHO'de nasil bir yolak {izerinden rol oynadig1 tam olarak bilinmemektedir.

Coffeen ve ark. (2004) yaptiklar1 ¢alismada, yulaf bitkisinde viktorin kaynakli PHO'ye
katilan, subtilisin ailesine ait SAS-1 ve SAS-2 serin proteaz enzimlerini elde etmislerdir. Serin
proteazlar olmalar1 ve kaspaz substratlarini hidrolize etmelerinden dolay1 onlara "saspaz"
adimi vermislerdir. Dahasi, bu enzimlerin aktivitesi, spesifik kaspaz inhibitorleri tarafindan
inhibe edilebilmektedir (Coffeen ve ark., 2004). Bu enzimler, bir sinyal peptidi igeren ve daha
sonra endoplazmik retikulumda uzaklastirilan preproprotein formunda sentezlenirler.
Propeptidin uzaklastirilmasi ile aktivasyon gergeklesir; aktiflesen enzim apoplasta geger ve

PHO'yii aktive eden substratlara katilir (Piszczek ve ark., 2007).

Tablo 1.3.: Bitkilerde PHO ile iliskili proteinazlar (Yanik ve ark., 2018).

Proteinaz adi Proteinaz ailesi Substrat Etki ettikleri
kaspaz substrati

VPE Sistein proteinaz Asparjin YVAD (kaspaz-1

Aspartik asit substrati)

26S proteozom B1 alt ~ Treonin proteinaz Glutamik asit DEVD (kaspaz-3

linitesi Aspartik asit substrat1)

Saspaz Serin proteinaz Aspartik asit VKMD (kaspaz-6
substrat1)

Fitaspaz Serin proteinaz Aspartik asit IETD (kaspaz-8
substrat1)

Metakaspaz Sistein proteinaz Arjinin, lizin VEID (kaspaz-6
substrat1)

1.3.Bitkilerde Programh Hiicre Oliimiiniin Analizi

Bitkide PHO, bircok analiz ile belirlenebilmektedir. PHO, temel olarak mikroskobik
teknikler ile tespit edilir. Nukleusun morfolojisinde meydana gelen degisimleri tespit etmek
icin toluidin mavisi, hematoksilen gibi boyalar, plazma membranindaki degisimlerin tespiti
icin ise Evans mavisi gibi boyalar kullanilir (Yanik ve ark., 2015; 2017). Kokteki mitoz
boliinme indeksi ve kromozomal degisimler icin 151k mikroskobunun yani sira, yine nukleus
ve kromatinde meydana gelen degisimler, DAPI, propidium iodit gibi isaretleyiciler

yardimiyla floresan mikroskopta gozlemlenebilirler (An ve ark., 2004; Riccardi ve ark.,
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2006). DNA fragmentasyonunun tespit edildigi bir diger yontem TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) yontemidir. Bu yontem, TdT enziminin
bir sablondan bagimsiz olarak, ¢ift iplikli DNA kiriklarinin uglarini etiketleme prensibine
dayanmaktadir (Kyrylkova ve ark., 2012). PHO analizinde kullanilan bir diger ydntem akim
sitometrisi yontemidir. Klasik apoptotik 6zelliklerin ¢gogunlugu nicel olarak akim sitometrisi
ile incelenebilir. Akim sitometrisinin en biiyiik avantajlar1 arasinda, birden fazla parametrenin
oOlgtilebilmesi (ayn1 anda farkli hiicresel olaylar arasindaki korelasyon), tek hiicre analizi ve
hizli analiz yapabilme o6zellikleri sayilabilir. Akim sitometrisi ile, hiicrenin mitokondriyal
transmembran potansiyeli, kaspaz aktivasyonu, DNA fragmentasyonu ve plazma
membranindaki apoptotik degisimler gibi gostergeler de incelenebilir (Wlodkowic ve ark.,
2009).

PHO'niin godstergelerinden biri olan DNA fragmentasyonunun belirlenmesi igin,
genomik DNA agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliir. PHO'ye ugramayan hiicrelerde genomik
DNA'nin jelde ilerlemedigi, PHO'ye ugrayan oOrneklerde ise, fragmente olmus farkli
biiyiikliiklerdeki DNA parcalarinin jelde farkli hizlarda ilerleyerek basamakli bir goriintii
olusturdugu gozlemlenmistir (Yanik ve ark., 2018). Yamk ve ark. (2015), nanopartikiil
stresine maruz kalan kok hiicrelerinde, zaman ve doz farkliligina bagli olarak, DNA
fragmentasyonunun varhigint jel elektroforezi yontemini kullanarak tespit etmislerdir.
Yaptiklar1 bir diger ¢alismada ise, farkli Gramineae tiirlerinde, Al toksisitesinin PHO' iin ilk
olarak kacinci saatte baglattigini tespit etmek icin agaroz jel elektroforez yoOntemini
kullanmislardir. Bu ¢alisma sonucunda Al toksisitesinin tritikale, arpa, ¢avdar ve yulafta ilk 2
saat icinde DNA fragmentasyonuna sebep oldugunu gézlemlemislerdir (Vardar ve ark., 2016).
DNA hasari belirlemede kullanilan bir diger teknik ise Tek Hiicre Jel Elektroforez (Komet)
teknigidir. Bu teknik, DNA sarmal kiriklarinin tespiti i¢in kullanilan bir tekniktir. Alkali
ortamda farkli molekiil agirliklarina ve elektrik yiikii iceren DNA’nin, elektriksel alanda farkl
hareket etmeleri gercegine dayanir (Fidan ve ark., 2008). Vardar ve ark. (2015) bugday,
cavdar ve tritikalede Al toksisitesi sonucunda ilk 15 dakikada DNA kiriklar1 sonucunda
olusan kuyruk olusumunu komet teknigi ile gostermislerdir.

Bitki hiicrelerinde, hayvan hiicrelerindeki kaspaz aktivitelerine benzer aktivitelerin
kesfedildigi daha once belirtilmisti. Cogu bilim insani bitki hiicrelerinde, 6zellikle abiyotik
stres kosullar1 altinda olusan kaspaz benzeri aktiviteleri kaspaz-1 (YVAD), kaspaz-3 (DEVD),
kaspaz-8 (IETD) ve kaspaz-9 (LEHD) substratlar1 ile kolorimetrik ve florometrik olarak
Olgmiustir (Yanik ve ark., 2018). Aym1 zamanda hayvan hiicrelerinde oldugu gibi bitki

hiicrelerinde de mitokondriyal permeabilite gegis (MPT) porlarinin oksidatif stres ve Ca?*
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tarafindan uyarilmasi sonucu agilmasiyla birlikte, sitokrom c¢ ve diger matriks proteinleri
sitozole salinir ve bu da PHO'ye sebep olur (Panda ve ark; 2008). Panda ve ark. (2009),
yaptiklar1 c¢aligmada, Al stresine maruz biraktiklarn tiitlin - bitkisinin hiicrelerindeki,
mitokondriyal degisimleri gézlemlemislerdir. Bu ¢alisma sonucunda, hiicrede ROT miktarinin
artmasi ile mitokondri i¢ zar1 potansiyelinde bazi degisimlerin meydana geldigini ve bunun

sonucunda sitozole sitokrom c'nin salindigini tespit etmislerdir.

1.4.Aliiminyum Toksisitesi ve Bitkiler Uzerindeki Etkisi

Yeryiiziinde bitkiler icin tehlike olusturan en yaygin metal toksisitelerinden birisi
Aliiminyum (Al) toksisitesidir (Vitorello ve ark., 2005). Al toksisitesi yalnizca asidik
topraklarda karsilasilabilen bir durumdur. Diinyadaki ekilebilir topraklarin yaklasik %30'unun
asidik olmasi yerkabugunda yogun olarak bulunan kompleks Al bilesiklerinin ¢oziinerek
bitkiler tarafindan alinmasina yol agmaktadir (Von Uexkiill ve ark., 1995). Asidik topraklar
cogunlukla, gida iiretiminin kritik oldugu Giiney Amerika, Orta Afrika, Glineydogu Asya gibi
az gelismig iilkelerde yer almaktadir (Vitorello ve ark., 2005). Tropikal bolgelerde toprak
asiditesi, dogal bir durumdur; ancak 1liman bélgelerde bu durum hizla biiyliyen bir problem
haline gelmektedir. Bunun yaninda ABD, Kanada ve Avrupa gibi endiistrinin gelismis
oldugu bolgelerde asit yagmurlari topraktaki Al’nin ¢oziinmesine sebep olmaktadir (Vitorello
ve ark., 2005). Asidik topraklar diinya genelinde 6zellikle tahil iiretimini olumsuz yonde
etkilemektedir (Silva ve ark., 2012). Tiim bu sebeplerden dolayi, Al toksisitesi karsimiza

cozlilmesi gereken, goz ard1 edilemeyecek bir problem olarak ¢ikmaktadir.
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Sekil 1.5.: Diinyadaki topraklarin pH’sindaki degisimler A. Toprak yiizeyinin (0-30 cm) pH
dagilimi, B. Yiizeyin altindaki topragin (30-100 cm) pH dagilimi. Kuvvetli asit topraklar: pH
<4,5, orta derecede asitli topraklar: pH 4,6 - 5,5 (Kaval, 2016).

Aliiminyum, oksijen ve silikondan sonra toprakta en fazla bulunan iiglincii elementtir
(Silva ve ark., 2012). Asidik kosullar altinda toprak minerallerinden ayrildiginda, genellikle
AI(OH)*, AI(OH)** ve Al(H,0)*" formlarinda bulunur ve bu durum Al toksisitesine sebep
olur (Singh ve ark., 2017). Uygun kosullarda, Al dogada en az toksik olan formlarinda yer
alir, 6rnegin; aliiminosilikat veya killi topraklarda aliiminyum oksit formunda bulunur; fakat
topragin asiditesi normalin iizerine ¢ikti§inda, bu bilesikler ¢6ziinebilir hale gelir ve bu durum
bitkilerde toksisiteye sebep olabilir (Vitorello ve ark., 2005).

AI®* toksisitesi, aliminyumun bitkilerde metal toksisitesine sebep oldugu tespit edilen
en yaygin formudur. Asidik toprakta, ¢oziilebilir AI**iin birgok hiicresel komponentle giiclii
baglar kurabildigi goézlenmistir (Singh ve ark., 2017). Al stresinden olumsuz etkilenen
hiicresel komponentler ve siireglerden bazilar1 sunlardir; nukleus, hiicre bolinmesi, plazma
membraninin yapist, Ca®* ve diger iyonlarin alimi, fosfoionisitid aracili sinyal iletimi ve

sitoplazmik kalsiyum homeostazisi, hiicre iskeleti ve oksidatif stres (Vardar ve ark., 2007).
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1.4.1.Aliiminyum Toksisitesinin Bitki Kokleri Uzerindeki Etkileri ve Mekanizmalar1

Al bitkide tohum ¢imlenmesini etkilemez, ancak kok ve govde gelisimini olumsuz
yonde etkileyebilir (Nosko ve ark., 1988). Al toksisitesinin en belirgin gostergesi, kok
gelisiminin azalmasidir; mikromolarlik konsantrasyonlardaki Al’ye maruz kalsa bile, bitkinin
kok gelisimindeki azalma ilk 30 dakikada gozlemlenebilir (Vardar ve ark., 2007).

Baslarda, Al toksisitesine maruz kalan bir¢ok bitkinin kok wuglarinda mitotik
aktivitenin distiigii tespit edilmistir (Frantzios ve ark., 2001; Doncheva ve ark., 2005; Li ve
ark., 2008). Daha sonraki yillarda Yi ve ark. (2010) yaptiklar1 bir ¢alismada, Vicia faba
bitkisinin koklerini Al toksisitesine maruz biraktiklarinda, koklerde mitoz boyunca anormal
stireclerin isledigini ve mikroniikleus olusumlarinin meydana geldigini tespit etmislerdir (Yi
ve ark., 2010). Yapilan bir baska caligmada ise Al toksisitesine maruz kalan bugday
koklerinde kromozom anormalliklerine rastlanmistir (Bulanova ve ark., 2001).

Bitki ve Al arasindaki ilk etkilesim, Al'nin bitkiye niifuz edisiyle gergeklesir; bitki
Al'yi topraktan kokleri ile alir (Singh ve ark., 2017). Topraktan absorbe edilen Al'nin bir
kismi, kok sapkasi ve meristematik bolgeden niifuz eder; ancak biiyiik bir kismi1 epidermis ve
korteks araciligiyla igeri girer ve apoplazmik ve simplazmik hedeflerle etkilesime girer (Rout
ve ark., 2001).

Al toksisitesinin ilk hedefi, hiicre ¢eperidir (Singh ve ark., 2017). Bitki Al’ye maruz
kaldiktan sonra Al, ¢ogunlukla hiicre ¢eperinin pektik matriksine baglanir, bu bagi negatif
yiiklii karboksil gruplariyla kurar (Blamey ve ark., 1993). Al birikiminin az veya ¢ok olmasi,
hiicre tipine baghdir; hiicre duvarmin pektinlerindeki karboksilik ve hidroksilik gruplarin
ayrisma derecesi ile iligkilidir (Godbold ve ark., 1998). Al alimmin en fazla géze carpan
etkisi, kokler tarafindan besin aliminm ve su ile ¢dziinmiis maddelerin apoplazma boyunca
tasinmasinda diisiisiine sebep olmasidir (Singh ve ark., 2017). Bitkinin su ve besin aliminin
sinirlandirilmas ise tiim bitkinin biiylimesini sinirlandirir.

Al hiicre membranmin lipidlerine baglanarak, membranin elektrik potansiyelini
degistirebilir, bununla beraber kok hiicrelerinin iyon tasimakla goérevli proteinlerini direkt
olarak tikayarak iyon hareketlerini de etkileyebilir. Aym zamanda Ca*?, Mg** ve K* gibi
katyonlarin, koklerden alinimini azaltarak bitkinin biiyiime ve gelismesini olumsuz bir sekilde
etkilemektedir (Kaval, 2016).

Al almmin hiicrede olusturdugu en Onemli olumsuz etkilerden biri lipid
peroksidasyonudur. Arpa (Guo ve ark., 2004), dar1 (Peixoto ve ark., 1999), tritikale (Liu ve
ark., 2008), piring (Kuo ve ark., 2003) ve bugday (Hossain ve ark., 2005) gibi bir¢ok bitki

19



iizerinde yapilan ¢alismada Al toksisitesinin hiicre membraninin lipidlerinde peroksidatif
hasara sebep oldugu tespit edilmistir. Bitkilerde, aecrobik metabolizmanin sonucu olarak, O;"
ve H,O, gibi ROT'lar bulunur (Peixoto ve ark., 1999). Normal kosullar altinda, ROT’lar
hiicrelere zarar vermemeleri i¢in, hiicresel bir mekanizma sayesinde, 6rnegin; bazi enzimler
ve antioksidanlar yardimiyla, belli bir seviyenin altinda tutulur (Scandalios ve ark., 1993).
Yapilan ¢alismalar, Al’nin genotoksik bir etkiye sahip oldugunu ve uzun siire maruz kalmalar1
durumunda bitkilerin DNA’larinda bir takim degisimlerin meydana gelebilecegini
gostermistir (Singh ve ark., 2017). Aliiminyum etkilesimi hiicre duvari, hiicre membrani,
DNA yapis1 ve aktivitesi tlizerinde tehlikeli sonuglar agiga cikarabilir (Gupta ve ark., 2013).
Al aynt zamanda DNA’nin ¢ift zincirli heliks yapisinin rijiditeyi artirarak DNA
replikasyonunu kisitlayabilir (Gupta ve ark., 2013).
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2. MATERYAL ve YONTEM
2.1. Bitki Materyali
2.1.1. Arpa (Hordeum vulgare L.)

Tez caligmamizda zamana bagimli olarak Al toksisitesinin siddetinin belirlenebilmesi
icin Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii’niin (Ankara) tescilli arpa (Hordeum vulgare
L.) tohumunun Cetin 2000 c¢esidi kullanildi. Arpa’nin taksonomik siniflandirmasi Sekil
2.1.’de ve arpa Cetin 2000 ¢esidinin tarimsal 6zellikleri Tablo 2.1.’de gosterildi.

Alt dlem: | Tracheobionta (Damarl bitkiler)

Ust
béliim:

Spermatophyta

Boliim: Magnoliophyta (Kapali tohumlular)

Simf: Liliopsida (Tek genekliler)

Alt simf: | Commelinidae

Takim: Poales

Familya: | Poaceae

Alt

familya: Pooideae

Oymak: | Triticeae

Cins: Hordeum

f ko s femrm San
Cndons dnmatite Sy &rir

Tiir: Hordeum vulgare L.

Sekil 2.1. Hordeum vulgare L. (arpa)’nin sistematikteki yeri.
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Tablo 2.1. Hordeum wvulgare L. Cetin 2000 (arpa)’nin tarimsal oOzellikleri
(https://arastirma.tarim.gov.tr/tarlabitkileri/Sayfalar/Detay.aspx?Sayfald=26).

Genel ozellikler

Tescil Yilh 2000

6 siral, genis ve uzun basakh, kil¢ikli, genis koyu

e e yaprakli, kavuzlu, beyaz daneli, 95-110 cm boyunda

Kighk, yatmaya dayamkl, kardeslenme kapasitesi yiksek,
Tarimsal Ozellikleri suya ve azota tepkisi iyi, yilkksek biyolojik verimli, orta-
gecel, basak kinhicihi@ olmayan ve kolay harmanlanabilir

Verim Ozellikleri Destek sulamalh kosullarda 450-550 kg/da
Teknolojik Ozellikleri 1000 dane agirhgi 38-40 g
Protein Oram % 11-13

Arpa yaprak lekesi, arpa ¢izgili yaprak lekesi ve kar kifu

Hastallk Durumu
hastaliklarina dayamkh

I¢ Anadolu ve Gegit Bolgelerinin yitksek alanlarindaki,
Ekimi Tavsiye Edilen Bilgeler | arpa yetistirilen /yan taban ve destek sulama yapilan
alanlarina yahin ve Fig ile kangimlarda tavsiye edilir.

2.1.2. Arpa tohumlarimn sterilizasyonu ve cimlendirme sartlari
Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisi'nden (Ankara) elde edilen arpa
tohumlarindan goriiniisii  diizglin olan ve yaksaik ayni1 boyutlardakiler secildi.
Sterilizasyon i¢in tohumlar ticari olarak satilan sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde (%1) 10
dakika bekletildi. Daha sonra birka¢ kez distile sudan gecirildi. Her bir petri kabinda
(15cm) 20 adet arpa tohumu, otoklavda steril edilmis ve iclerinde distile su ile
nemlendirilmis filtre kagidi lizerinde 36 saat karanlikta ¢imlendirmeye birakildi. Yaklasik

0.5-1 cm boyundaki koklere sahip ¢gimlenmis tohumlar ¢aligma materyali olarak segildi.

2.1.3. Aliiminyum ¢ozeltisinin uygulanmasi
Yaklagik olarak 0.5-1 cm boylari arasindaki arpa koklerine onceki ¢aligmalardan yola
cikilarak (Vardar ve ark., 2016; Yal¢in ve Vardar, 2016) 100 uM AICl3 c¢ozeltisi
uygulandi. Uygulamaya baslamadan once, stok ve calisma c¢ozeltileri hazirlandi (Tablo
2.2). 20 adet ¢imlenmis arpa fidesi bulunan her bir petri kabina stoktan seyreltilerek
hazirlanmis ¢ozeltiler eklendi. Ornekler 0 (kontrol), ¥, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 24, 48, 72 ve 96
saat boyunca 100 uM AICl; ¢o6zeltisi igerisinde bekletildi (Sekil 2.2). Her saate ait
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uygulama grubu ve analiz metodu en az 3 kez tekrarlandi. Kontrol ve 24 saatten fazla

stiren uygulama gruplarinin ¢ozeltileri her giin tazesi ile degistirildi.

Tablo 2.2. Aliiminyum igeren stok ve ¢alisma ¢ozeltilerinin hazirlanisi.

Cozelti Konsantrasyon Hazirlanisi

Stok Cozeltisi 100 mM AICI; 13.334 gr AICI3.6H,0 {izerine
son hacim 100mL olacak sekilde
distile su eklendi. +4°C’de
buzdolabinda saklandi.

Calisma Cozeltisi 100 uM AICl3 500 pL stok 100 mM AICl;

¢oOzeltisinden alinarak 500 mL
distile suya tamamlandi. Daha
sonra ¢oOzeltinin pH’st 4.5te
sabitlendi. +4°C’de

buzdolabinda saklandi.

Sekil 2.2.: 100 uM AICI; 'te bekletilen arpa (H. vulgare) tohumlari
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2.2. Arastirma Yontemleri
2.2.1. Sitokimyasal yontemler

2.2.1.1. AI"”® iyon almiminin tayini

Arpa koklerinde Al iyonlarinin miktarimin belirlenmesi i¢in hematoksilen ile boyama
yontemi uygulandi (Ownby, 1993). Bunun icin kontrol ve her bir uygulama grubundaki
kokler, yiizeye adsorbe olmus iyonlarin giderilmesi i¢in 10 dakika siiresince akan su
altinda yikandi. Yikanmis kontrol ve uygulama gruplarma ait 10’ar adet kok %2
hematoksilen ve %0.02 KIO3 (Tablo 2.3) igeren tiiplerde oda sicakliginda, karanlikta 15
dakika boyanmaya birakildi. Boyanan koklerdeki fazla boyanin uzaklastirilmasi igin
kokler 10 dakika distile su igerisinde ¢alkalandi. Bu asama sonrasinda 1 cm’lik kok uglar
kesilerek yeni tiiplere alind1 ve iizerine 4ml 1N HCI eklendi (Sekil 2.3). 1 saat sonra
kokler soliisyon igerisinden pens yardimu ile alindi. Geriye kalan ¢ozelti dalga boyu 490
nm’ye ayarlanmis spektrofotometrede oOlgiildii. Elde edilen absorbans degerleri kontrol

grubu ve uygulama gruplari arasinda karsilastirilarak degerlendirildi.

Tablo 2.3. Hematoksilen ¢6zeltisinin hazirlanisi
Ad1 Konsantrasyonu Hazirlamisi

Hematoksilen %2 100 ml dH,O0 igerisinde toz
haldeki 2 gr hematoksilen

¢Ozlir.

K103 %0.02 Hematoksilen c¢ozeltisine
toz haldeki 0.02 gr KlO3
eklenir. Cozeltinin 1yice
karigmasi i¢in aliiminyum
folyo ile kapli haldeyken
manyetik karistiricida iyice
karigtirildi.  Daha sonra
+4°C’de buzdolabinda

saklandi.
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Sekil 2.3. 1N HCl igerisinde bekletilen kontrol ve uygulama (24, 48, 72 ve 96 sa)
gruplarina ait arpa kokleri (ok).

2.2.1.2. Hiicre zarimin biitiinliigiiniin bozulmasi

Al toksisitesi nedeniyle arpa koklerinde meydana gelen hiicre tahribatin seviyesi
Schiitzendiibel ve arkadaslarinin (2001) yontemi kullanilarak belirlendi. Kontrol ve
uygulama gruplarina ait arpa koklerin boyanmasi i¢in %0,25°1ik Evans mavisi hazirlandi
(Tablo 2.4). Kontrol ve uygulama grubuna ait 1 cm uzunlugundaki arpa kokleri 30 dakika
Evans mavisi ¢ozeltisinde bekletildi. Daha sonra kokler distile su igerisinde boyanin
fazlasinin giderilmesi igin iyice ¢alkalandi. Her bir gruba ait 15’er adet 1’er cm’lik kok
uclart kesilerek 1.5 ml %1 SDS (sodyum dodesil siilfat) igerisinde havanda homojenize
edildi (Sekil 2.4). Mikrosantrifiij tiiplerine alinan homojenatlar 10 dakika boyunca 13.500
rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda iist s1v1 dalga boyunda 600 nm’ye ayarlanmis
spektrofotometrede oOlgiildii. Kontrol ve uygulama gruplarinin absorbans degerleri

birbirleriyle karsilastirilarak degerlendirildi.
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Sekil 2.4.: Evans mavisi i¢erisinde bekletilen kontrol ve uygulama (24, 48, 72 ve 96 sa)

gruplarina ait arpa kokleri.
Tablo 2.4. Evans mavisinin hazirlanisi.
Cozelti Konsantrasyon Hazirlamis1

Evans mauvisi % 0.25 100 ml dH,O igerisinde
0.25 gr toz haldeki Evans
mavisi ¢0Oziildii. Soliisyon
+4°C’de buzdolabinda

saklandi.

2.2.1.3.Lipid peroksidasyonunun analizi

Lipid peroksidasyonu analizi Cakmak ve arkadaslarmin (1991) yontemine gore yapildu.
Kontrol ve uygulama gruplarma ait arpa koklerinden 0,2 gr tartilarak, 1 ml %0,1
trikloroasetik asit (TCA) ile soguk havanda homojenize edildi. Elde edilen homojenat
mikrosantrifiij tiiplerine alinarak 12.000 g hizinda 20 dakika +4°C’de santrifiij edildi.
Siipernatant malondialdehit (MDA) kaynag1 olarak kullanildi. icerisinde 1 ml %20 (w/v)
TCA’da hazirlanmis %0,6 tiobarbitiiriik asit (TBA) iceren tiiplere 250 ul siipernatant
konuldu. Kapagi igne ile delinen tiipler 95°C’lik 1sitma tablasinda 30 dakika bekletildi.
Daha sonra buz igerisinde 30 dakika bekletildi. Tiipler tekrar 12.000 rpm hizinda 10
dakika santrifuj edildikten sonra siipernatantin absorbansi spektrofotometrede 532 ve 600
nm'de Ol¢iildii. Elde edilen absorbans degerleri asagidaki formiilde kullanilarak MDA

miktar1 hesaplandi.

MDA = (A532 — A600)/1.56 x 10°
26



2.2.1.4. Kaspaz-1 benzeri enzimlerin analizi

Kaspaz-1 benzeri enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in Kaspaz-1/ICE Kolorimetrik
Proteaz Analiz Kiti (ENZO) kullanildi. Bu kit igerisinde hayvanlardaki kaspaz-1
enziminin substrati olan YVAD tespit etmek i¢in kullanilmaktadir. Bu analiz,
chromophore p-nitroanilide (pNA) ile isaretlenmis olan substrat YVAD- pNA’nin
kaspaz-1 ile kesildikten sonra pNA bélgesinin spektrofotometrik olarak tespitine dayanan

bir yontemdir.

Kontrol ve uygulama gruplarina ait 0,3 gr (~30 adet) kok 1 ml ekstraksiyon tamponu
(Tablo 2.5) igerisinde soguk havanda homojenize edildi. Tiip igerisine alinan
homojenatlar 10 dk buzda bekletildikten sonra 14.000 rpm’de 10 dk boyunca +4 C'de
santriflyj edildi. Siipernatant alindiktan sonra nanodrop ile protein miktari l¢iildii. Protein
miktarlarinin esitlenmesi igin gerekli sulandirmalar yapildi. 200 ul hacimli kuyu igeren
plakalara kontrol ve uygulama 6rneklerinden 50°ser pl konuldu. Kor icin 6rnek yerine 50
ul distile su konuldu. Daha sonra tiim kuyucuklarin iizerlerine 50 ul DTT-2X reaksiyon
tamponu karigimi eklendi. Son olarak karanlik ortamda 5 pl isaretli YVAD substrati
konuldu. Plaka 37°C’lik etiiv igerisinde 90 bekletildi. Daha sonra mikroplaka
okuyucusunda 400 nm'de dl¢tim yapildi. Elde edilen absorbans degerleri standart egride
(y=0.0435x) yerine konularak kaspaz-1 miktarlari belirlendi (Sekil 2.5).
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Tablo 2.5.: Kaspaz-1 benzeri enzim analizinde kullanilan ¢ozeltilerin igerigi ve

hazirlanisi.
Solusyon Adi Solusyon Icerigi Hazirlamis1
100 ml tampon i¢in 11,9 gr HEPES
50 mM HEPES-KOH (pH 7) tartild1. Distile su iqerisinde
c¢ozilindiikten sonra 10 N KOH ile pH
%10 stikroz .
) ayart yapildi. Daha sonra {iizerine
Ekstraksiyon
%0.1 CHAPS 0,077 gr DTT, 0,037 gr EDTA, 10 gr
Tamponu k 0.1 CHAPS eklendi
5mM DTT Sukroz ve U.1 gr eKienatl.
Homojen bir karisim elde edildikten
1 mMEDTA sonra ¢ozelti 100 ml’ye tamamlandi.
+4°C’de buzdolabinda saklandi.
DTT-2X 2X reaksiyon tamponu (hazir) 1 ml 2X reaksiyon tamponuna 10 pl
) . , 400
reaksiyon 10 mM DTT (hazir) DTT eklendi. Soliisyon +4°C’de
tamponu buzdolabinda sakland1
05
E 0s ’
c
o 3 o
s 03 & /
8 o2- 7
A4 y=0.0435x
01{ & R*=0.9963
0 ‘ T T 1
0 4 8 12

Kaspaz-1 (nmol/L protein)

Sekil 2.5. Kaspaz-1 aktivitesi igin kullanilan standart egri.
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2.2.1.5. Sitokrom C miktarmin analizi

Kontrol ve uygulama gruplarindaki sitoplazmik ve mitokondriyal Sitokrom C (Cyt c)
miktar1 MyBioSource marka Plant Cytochrome C (CytC) ELISA Kit kullanilarak belirlendi.

Bu amagla kontrol ve uygulama gruplarindan 0,2 gr kok alinip, 2 ml 0.1 M fosfat tamponu
(PBS, pH 7.7) igerisinde homojenize edildi. +4°C'de 3000 rpm hizinda 15 dakika santrifiij
edildi ve pellet atilip siipernatant tekrar 15 dakika, 16000 rpm'de santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasinda st sivi sitoplazmik faz, pellet ise mitokondriyal faz olarak etiketlendi.
Mitokondriyal protein iceren pellet iizerine 200 pl PBS eklendi ve ¢oziindiiriildii. 200 pl
hacimli kuyu iceren plakalara kontrol ve wuygulama Ornekleri icin sitoplazmik ve
mitokondriyal olmak {izere 2’ser grup olusturuldu. Her bir drnekten kuyucuklara 50’ser pl
konuldu. Kor i¢in 6rnek yerine 50 pl distile su konuldu. Daha sonra her bir kuyuya 100 pl
HRP-konjugat aywract eklendi. Plaka kapatma membrani ile isti kapatilarak, 37°C'ye
ayarlanmis etiivde 60 dakika bekletildi. Ornekler etiivden alinarak yikama soliisyonu ile dért
kez yikandi. Daha sonra karanlik ortamda her birine 50 pl kromojen A ¢ozeltisi ve 50 pl
kromojen B c¢ozeltisi eklendi. Tekrar lizerleri membran ile kapatilarak 37°C sicaklikta 15
dakika bekletildi (Sekil 2.6). Daha sonra her bir kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu eklendi
ve 5 dakika icerisinde mikroplaka okuyucusunda 450 nm'de 6l¢iim yapildi. Elde edilen
absorbans degerleri kit icerisinde hazir olarak sunulan standartlarin absorbans degerlerine

gore mikroplaka okuyucusunda otomatik olarak hesaplanarak sitokrom c miktarlar1 belirlendi.

LI ) ARl A e ARl 'N!mm“‘
DI S 6L $ 9
- \

Sekil 2.6.:a-Kromojen soliisyonu igeren kor ve 6rnek kuyucuklari,b- Durdurma soliisyonu

eklendikten sonra kor ve drnek kuyucuklari (A1 Kor; A2-B12 Ornekler).
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2.2.1.6. Akim sitometrisi (flow cytometry) yontemi ile DNA fragmentasyonunun

belirlenmesi

Bu deneyde kullamlan CyStain® UV Precise P kiti, farkli bitki tiirleri ve bitkisel
dokularm, genom biiytikliigi ve ploidi seviyesini tespit etmek amaciyla nukleus ekstraksiyonu
ve DNA boyamasinda kullanilan bir belirteg kitidir. Kontrol ve uygulama gruplarina ait arpa
koklerinden 1 cm uzunlugunda 6’sar adet kok steril petri kabi igerisinde 0.4 ml Cekirdek
Ekstraksiyon Tamponu (Nuclei Extraction Buffer) eklenerek jilet yardimi ile parg¢alandi. Pipet
yardimi ile tiiplere alinan ekstre lizerine nukleus boyamasi i¢in 1.6 ml DAPI eklendi. 1-2
dakika buzun iizerinde bekletildikten sonra izole edilmis nukleuslar filtreden gecirilerek
deney tiiplerine koyuldu. 1-2 dakika bekletildikten sonra, Sysmex marka akim sitometrisi

cihazi ile DNA fragmentasyonu analizi gerceklestirildi (Sekil 2.7).

Sekil 2.7.: DNA fragmentasyonunun belirlendigi Sysmex marka akim sitometrisi cihazi

2.2.1.7. istatistiksel analizler

Kontrol ve uygulama gruplarina ait deney gruplarindan elde edilen biyokimyasal
parametrelerin Excel programinda (Microsoft Office 2010) ortalamalari ve standart sapmalari
hesaplandi. Elde edilen deneysel veriler SPSS 13.0 paket programinda bagimsiz grup T testi

p<0,05 diizeyinde (%5) anlamlilik derecesine gore hesaplandi.
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3. BULGULAR ve TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda zamana bagimli olarak Al toksisitesinin siddetinin belirlenmesi
amaciyla ¢imlenmis arpa kokleri 0 (kontrol), "2, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 24, 48, 72 ve 96 saat
boyunca 100 pM AICl;3 ¢ozeltisi icerisinde bekletildi. Kontrol ve uygulama gruplarina ait
koklerden Al iyon birikimi, plazma zarinin biitiinliigliniin bozulmasi, lipid peroksidasyonu,
kaspaz-1 benzeri aktiviteler, mitokondriden sitokrom ¢ salimimi ve DNA fragmentasyonu

analizleri gergeklestirildi.

3.1. Arpa Koklerinde Al*® iyon Birikimi

Bitkilerde kok uglar1 Al* iyonlarinin en fazla aliip biriktigi bolgedir. Yapilan
caligmalara gore Al iyonlariin kokiin en dis tabakasi olan korteks (kabuk) bolgesinde
epidermis ve parankima dokularina ait hiicreler tarafindan alinmaktadir (Vardar ve ark.,
2011). Bitki kokleri tarafindan alinan Al" iyonlarinin miktar1 morfolojik, sitolojik veya
biyokimyasal yontemler ile belirlenebilir. Bun yontemlerden biri de hematoksilen ile boyama
yontemidir. Bu yontemin temelinde hematoksilen boyast mordan (metal veya metalleri
baglayan madde) gibi davranarak Al iyonlarini baglar ve koyu mor renkli hemateine okside
olur.

Calismamizda kontrol, kisa siireli uygulama (%%, 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7 sa) ve uzun siireli
uygulama (24, 48, 72 ve 96 sa) gruplarina ait bitki kokleri, AICl; stresine maruz kaldiktan
sonra hematoksilen ile boyandi ve spektrofotometrik olarak 6l¢iim alindi. Elde edilen
sonuclara gore kontrol ve kisa siireli Al uygulamasi sonrasinda kontrole gore kokler
tarafindan alinan Al miktar1 3 saate kadar sirasiyla %8.7, %30.4 ve %73.9 oraninda artmustir.
Ancak 3. saat ve sonrasinda Al iyon alimi biiyiik artig gostermistir. 3, 4 ve 5. saatlerde Al
alimi yaklasik olarak 1.5 kat artarken, 6. ve 7. saatlerde Al alimi 1.8 ve 2.1 kat oraninda
artmustir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1.: Kontrol ve kisa siireli AICl3 uygulamasi sonucunda arpa koklerindeki Al*® iyon
alimi (£SS, *p<0,05).

Kontrol ve uzun siireli Al uygulamasi sonrasinda ise kontrole gore kokler tarafindan
alinan Al miktar1 kisa siireli uygulamaya gore ¢ok daha fazla artmistir. Elde edilen sonuglara
gore Al alinim1 24 saat sonra 4.6 kat, 48 saat sonra 7.5 kat, 72 saat sonra 11.3 ve 96 saat sonra

ise 12.1 kat artig gostermistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2.: Kontrol ve uzun siireli AlCl3 uygulamasi sonucunda arpa koklerindeki Al iyon
alimi (£SS, *p<0,05).
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Birgok arastirict Al toksisitesi ile ilgili ¢aligmalarda hematoksilen kullanilarak birgok
tiire ait hedef organ koklerde morfolojik (Giaveno ve Filho, 2000), histokimyasal (Yamamoto
ve ark., 2001; Vardar ve ark., 2011) ve biyokimyasal analiz yoluyla (Achary ve ark., 2012)
Al iyonlarinin birikimini belirlemislerdir.

Achary ve ark. (2012) yaptiklar1 bir ¢calismada, arpa koklerini 12 saat boyunca farkli
konsantrasyonlarda (0 mM, 2.5mM, 5 mM ve 10 mM) AIClI; stresine maruz birakmislardir ve
konsantrasyon arttik¢a bitki koklerindeki hiicrelerde Al birikiminin arttigini tespit etmislerdir.
Doncheva ve ark. (2005) ise misir bitkisi ile yaptiklar1 bir calismada, Al'ye hassas ve Al'ye
toleransli misir bitkilerini 50 uM'lik AlCl;3 stresine maruz birakmislardir. Sonug olarak Al'ye
hassas olan bitki hiicrelerinde daha fazla Al birikiminin oldugunu tespit etmislerdir
(Doncheva ve ark., 2005). Yapilan diger bircok c¢alisma da, Al stresi arttikca bitki
hiicrelerinde Al birikiminin arttigin1 géstermekte ve elde ettigimiz sonuglar1 desteklemektedir

(Wang ve ark., 2009; Yao ve ark., 2016; Riaz ve ark., 2018).

3.2. Arpa Koklerinde Plazma Zan Biitiinliigiiniin Belirlenmesi

Biiyiik molekiillii bir boya olan Evans mavisi zarar gérmemis hiicre zarlarinda igeri
giremedigi i¢in hiicre disinda kalir. Hiicre zarmmin herhangi bir sebeple zarar goérmesi ile
birlikte zarda olusan gediklerden hiicre igerisine niifuz eder. Evans mavisinin bu 6zelliginden
faydalanilarak bir¢cok c¢alismada canli ve O6lii hiicreler, boyanin alinimi karsilagtirilarak
morfolojik, sitolojik veya biyokimyasal yontemlerle birbirinden ayir edilebilir. Bunun yaninda
Evans mavisi programli hiicre O6liimii sirasinda gerceklesen hiicre zarlarinda olusan
bozulmalarin ve siddetinin belirlenmesinde de indikator olarak kullanilir. Bu tez ¢calismasinda
Al toksisitesi sonucunda olusan hiicre liimiiniin siddetinin saptanmasi icin kontrol, kisa ve
uzun uygulama gruplarina ait arpa kokleri Evans mavisi ile boyandi.

Elde edilen spektrofotometrik sonuglara gore kontrol ve kisa siireli Al uygulamasi
sonrasinda kontrole gore kokler tarafindan alinan Evans mavisi miktar1 sirasiyla %25.3,
%34.6, %46.7, %74.7, %72, %78.7, %94.7 ve %97.3 oraninda artis gostermistir (Sekil 3.3.).
tiim gruplarda hiicre zarinin biitiinliigiiniin bozulmasi ve hiicre 6liimii zaman bagimli olarak

artis gostermis, en fazla artis ise 6 ve 7. saatlerde belirlenmistir.
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Sekil 3.3.: Kontrol ve kisa siireli AICI3uygulamasi sonucunda arpa koklerindeki Evans mavisi
alimimi (£SS, *p<0,05).
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Kontrol ve uzun siireli Al uygulamasi sonrasinda ise kontrole gore kokler tarafindan
alman Evans mavisi miktart kisa siireli uygulamaya gore daha fazla artis gostermistir. Elde
edilen sonuglara gore Evans mavisi alinimi 24 saat sonra 2.4 kat, 48 saat sonra 3.5 kat, 72 saat

sonra 4 ve 96 saat sonra ise 4.3 kat artmistir (Sekil 3.4).
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0,299

0,264

0,200 - 0,180

0,075

Evans Mavisi Miktar (AA600)

Kontrol 24sa 48sa 72sa 96sa
Uygulama Siiresi

Sekil 3.4.: Kontrol ve uzun siireli AICl3uygulamasi sonucunda arpa koklerindeki Evans

mavisi alinimi (£SS, *p<0,05).

Xu ve ark. (2012) yaptiklari bir ¢alismada, 30 uM AICIl; 'e maruz birakilan bugday
kok uglarinda hiicre zari biitiinliigiiniin bozuldugunu Evans mavisi ile tespit etmislerdir.
Kariya ve ark. (2018) ise, 50 uM AIClj3 stresine maruz biraktiklar tiitiin kok ucunda, 24 saat
sonunda plazma zar1 biitiinliigliniin bozulmasinda, kontrol grubuna nazaran artis oldugunu
ayn1 yontemle belirlemislerdir. Yapilan bir baska ¢aligmada ise, siispansiyon kiiltiiriindeki
tiitlin hiicreleri, farkli konsantrasyonlarda (50 uM, 100 uM ve 150 uM) AICl;3 'e maruz
birakilmis ve kontolle karsilastirildiginda en yiiksek Evans mavisi aliminin 150 uM 'hik
uygulama grubunda gergeklestigi ortaya cikarilmistir (Ikegawa ve ark., 2012). Elde ettigimiz
sonuclarla da uyumlu olarak yapilan bir¢ok abiyotik stres iliskili hiicre 6liimii ¢aligmasinda

Evans mavisi yontemi kullanilmis ve hiicre 6liimii iligkili hiicre zar1 biitiinliigliniin bozulmasi
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ve siddetinin arttig1 gosterilmistir (Abdel-Basset ve ark., 2010; Yamamoto ve ark., 2001;
Kariya ve ark., 2013; Danon ve ark., 2004; Motoda ve ark., 2010).

3.3. Arpa Koklerinde Lipid Peroksidasyonu Analizi

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) solunum ve fotosentez gibi rutin enerji doniistimleri
sirasinda, non-radikal (radikal olmayan) bir atom veya molekiilden bir elektron ayrilmasiyla
veya bir elektron eklenmesiyle olugan ve hiicrede en yogun rastlanan serbest radikallerdir. Bu
radikaller diger molekiillerden elektron alabildikleri veya elektron verebildikleri i¢in hiicre
icerisinde indirgeyici veya oksitleyici (yiikseltgeyici) olarak rol alirlar (Van Breusegem ve
Dat, 2006; Flora, 2007). ROT’lar bitkilerde normal biiylime-gelisme siirecinde de
sentezlenmektedirler. Ancak hiicredeki antioksidan mekanizmanin serbest radikal miktarini
dengelemesi sayesinde hiicreye zararh etki olusturamadan hizlica yok edilirler (Levitt, 1972).
Hiicre icerisinde sik rastlanan reaktif oksijen tiirleri tekli (singlet) oksijen (*0,), siiperoksit
anyonu (O%), hidrojen peroksit (H20,) ve hidroksil radikali (OH")’dir (Gutteridge ve Halliwel,
1990).

Diisiik konsantrasyonlu ROT’lar biyotik-abiyotik stres toleransi dahil birgok hiicre i¢i
reaksiyonda sekonder mesajcilar olarak da rol oynamaktadirlar. Bitkilerde kuraklik, osmotik
degisimler, donma, sicaklik, agir metal, UV 1sinlar gibi abiyotik stres faktorleri altinda ROT
iretimi genellikle toksik seviyede artis gdstermektedir. Hiicre igerisinde ROT miktarinin ¢ok
fazla artmasi antioksidan savunma ile aralarindaki dengenin bozularak bitkide oksidatif stres
olusumuna neden olmaktadir. Biyotik veya abiyoik stres kosulu altinda ROT sentezinin
kontrolsiiz artis1 hiicrede lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonu, niikleik asit hasari, enzim
inhibisyonu gibi hasarlara neden olur. Uzun vadede bu hasarlarin tamir edilememesi ise
programli hiicre 6liimiine sebep olur (Smirnoff, 1993; Biiyiik ve ark., 2012).

ROT’larin biyolojik sistemlerdeki en 6nemli etkileri lipidler iizerindedir ve bu durum
lipid peroksidasyonu olarak adlandirilir. Bu olay hiicrelerdeki birim zarlarin fosfolipidlerinin
yiikseltgenerek peroksit tiirevlerine doniigmesi olarak tanimlanabilir (Yarsan, 1999). Lipid
peroksidasyonu olayinin zincir reaksiyonlari sonucunda son iirlin olarak aldehidler, ketonlar,
alkanlar, alkenler ve karboksilik asitler gibi ¢esitli {irlinler olusur. Bu olay sonucunda agiga
¢ikan malondialdehid (MDA) gibi son iirlinler spektrofotometrik dl¢iimler ile belirlenip lipid
peroksidasyonunun siddeti ortaya ¢ikarilabilir. Hiicrede peroksidasyon sonucu agiga ¢ikan son

iiriinlerden 6zellikle MDA ve hidroksinonenal (HNE) mutajenik etki gostermektedir.
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Sekil 3.5.: Kontrol ve kisa siireli AICI3 uygulamasi sonucunda arpa koklerindeki Lipid
peroksidasyonu (£SS, *p<0,05).

Calismamizda elde edilen spektrofotometrik sonuglara gore kontrol ve kisa siireli Al
uygulamasi sonrasinda lipid peroksidasyonuna baglt MDA iiretimi 30 dakikalik uygulamadan
itibaren tiim saatlerde 6-7 kat artig gostermistir. En yiiksek artig kontrole gore 7 saatlik
uygulamada 7 kat artis olarak gozlenmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.6.: Kontrol ve uzun siireli AlCl3 uygulamasi sonucunda arpa koklerindeki Lipid
peroksidasyonu (£SS, *p<0,05).

Kontrol ve uzun siireli Al uygulamasi sonrasinda ise kontrole gore tiim saatlerde MDA
miktarinda artis gozlendigi halde 72 ve 96 saatlik uygulamalarda bir miktar disiis
belirlenmistir. Elde edilen sonuclara gore 24 saat sonra 7.5 kat, 48 saat sonra 9.7, 72 saat
sonra 8.1 kat ve 96 saat sonra 6 kat artis gostermistir (Sekil 3.6).

Lipid peroksidasyonu, bir radikal zincir reaksiyonudur ve membran biitiinliigliniin
bozulmasina sebep olabilir (Rath ve Barz, 2000). Toprakta en ¢ok bulunan element olan Al
ise, bitki hiicrelerinde ROT'un normalin iizerinde iiretilmesine ve bunun sonucunda da lipid
peroksidasyonunun olugsmasina sebep olur (Rath ve Barz, 2000; Xu ve ark., 2012). Xu ve ark.
(2012) yaptiklart bir ¢alismada, Al stresinde bugday kok uglarinda lipid peroksidasyonunda
artts meydana geldigini tespit etmiglerdir. Yapilan bir diger ¢alismada ise, soya fasiilyesinde
Al stresinde lipid peroksidasyonunda artis oldugu gozlenmistir (Du ve ark., 2010). Bunlarin
disinda yapilan birgok c¢alismada, Al stresi gibi diger abiyotik stres kosullarinda, bitki
hiicrelerinde lipid peroksidasyonunun arttigini destekleyen veriler elde edilmistir (Cakmak ve

ark., 1991; Neto ve ark., 2006; Shen ve ark., 2014).

Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore Al uygulamasi arpa koklerinde lipid

peroksidasyonunu zamana bagimli olarak artirmistir. En yiliksek artig 48. saatte
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gozlemlenmistir. Ancak 72 ve 96. Saatlerde diger uygulamalara gore MDA olusumunda bir
miktar azalma s6z konusudur. Bu da ilerleyen stres kosullari altinda MDA yerine farkli son

iiriinlerin meydana gelmesi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir.

Evans mavisi aliminin analizi ve MDA olusumunun analizi birlikte ele alindiginda,
AIClI; stresinde ilk 30 dakikadan itibaren plazma zari biitiinliigiiniin belirgin bir sekilde zarar
gordiigli belirlenmistir. Bu da, Al'nin ilk saatlerden itibaren kok hiicreleri lizerinde olumsuz

etki olusturdugunun gostergesidir.

3.4. Arpa Koklerinde Kaspaz-1 Benzeri Enzim Aktiviteleri

Yapilan c¢alismalar bitkilerde PHO sirasinda VPE'nin hayvanlardaki kaspaz-1
enzimine benzer aktiviteler sergiledigi tespit edilmistir (Hatsugai, 2004; Kuroyanagi, 2005).
VPE, normal sartlarda cesitli vakuoler proteinin olgunlasmasindan sorumlu olan bir sistein
proteazdir (Hara-Nishimura, 1991; 1993). Kariya ve ark. (2013), yaptiklar1 bir ¢alismada, Al
stresinde tiitiinde VPE genlerinin ifadesinde, PHO &liimii ile iligkili olarak artis meydana
geldigini belirlemislerdir. Yine yaptiklar1 bir bagka calismada, tiitiinde Al stresi altinda 6nce
VPEla ve VPE1b genlerinin ifadesinde, daha sonra VPE2 ve VPE3 genlerinin ifadesinde artis
oldugunu goézlemlemislerdir (Kariya ve ark., 2018). Domates ile yapilan bir baska ¢aligmada
ise, Al stresinde bitkide kaspaz benzeri aktivitelere rastlanmistir (Yakimova ve ark., 2007).
Bitkilerde Al stresinde VPE aktivitesine iliskin biyokimyasal ¢alismaya rastlanmamistir,
caligmalar agirlikli olarak gen ifadesine yoneliktir.

Calismamizda kaspaz-1 kiti kullanilarak elde edilen spektrofotometrik sonucglara gore
kontrol ve kisa siireli Al uygulamasi sonrasinda kaspaz-1 benzeri aktiviteler 30 dakikalik
uygulamadan itibaren artis gosterdi. Bu artis sirasiyla kontrole gore %61.8, %78.3, %46.4,
%63.8, %53.6, %59.4, %59.9 ve %72.9°dur. (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7.: Kontrol ve kisa siireli AICI3 uygulamasi sonucunda arpa koklerindeki kaspaz-1
benzeri aktiviteler (£SS, *p<0,05).

40



Kontrol ve uzun siireli Al uygulamasi sonrasinda kaspaz-1 benzeri aktiviteler ise
strastyla kontrole gore %50.1, %33.3, %56.5, %61.4 ve %61.4°diir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8.: Kontrol ve uzun siireli AICl3 uygulamasi sonucunda arpa koklerindeki kaspaz-1
benzeri aktiviteler (£SS, *p<0,05).

Calisma sonuglarimizi destekleyecek sekilde Mendes ve ark. (2013) soya fasiilyesinde
ER stresi ve osmotik stres altinda VPE aktivitesinde artis oldugunu tespit etmiglerdir. Yapilan
bir bagka calismada da, Arabidopsis thaliana bitkisinde yiiksek sicaklik stresinde VPE
aktivitesine rastlanmistir (Li ve ark., 2012). Biyotik stres altinda da VPE aktivitesine rastlanan
caligmalar da mevcuttur (Rojo ve ark., 2004; Hatsugai ve ark., 2004; Kuroyanagi ve ark.,
2005). Tran ve ark. (2014), yaptiklar1 ¢aligmada arpa bitkisinde gelisimsel PHO sirasinda

kaspaz-1 benzeri aktivitelere rastlamislardir.

3.5. Arpa Koklerinde Mitokondriden Sitoplazmaya Sitokrom ¢ Salimimi

Mitokondri, dkaryotik hiicrelerin yagsaminda 6nemli bir role sahiptir. Al stresi de dahil
bircok stres faktorii, mitokondriyal yolak iizerinden ortaya ¢ikan apoptoza yol acar (Huang ve
ark., 2014). Mitokondriye bagli PHO'de ¢ogu zaman MPTP (Mitokondriyal Permeabilite
Gegis Porlari-Mitochondiral Permeability Transition Pore)'nin agilmasina bagli olarak,
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mitokondri i¢ zarindan sitozole sitokrom c salinir. Hayvansal hiicrelerde sitozole gecgen
sitokrom c proteinleri burada Apaf-1 molekiiliine baglanarak kaspazlarin aktive olmasini
saglarlar (Kim ve ark., 2006). Her ne kadar bitkilerde PHO sirasinda sitokrom c¢’nin sitozole
salindig1 bilinse de sitoplazma icerisinde izledigi yol heniiz netlesmemistir. Dolayisiyla
okaryotik organizmalarda PHO analizinde sitoplazmik sitokrom c analizi 6nemli bir
parametredir.

Calismamizda elde edilen spektrofotometrik sonuglara gore, kisa siireli uygulama
grubunda sitoplazmadaki sitokrom ¢ miktari, kontrol grubuna gore artis gostermistir. Artis
oranlar1 sirasiyla; %33.1, %40.6, %42.8, %55.6, %86.6, %85.2, %80.2, %98.1'dir. En fazla
artis 7. saatte gdzlenmistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9.: Kontrol ve kisa siireli AICI3 uygulamasi sonucunda arpa koklerindeki sitoplazmik

ve mitokondriyal sitokrom ¢ miktarlart (£SS, *p<0,05).

Uzun siireli uygulama grubunda yapilan spektrofotometrik Olgiimlere gore ise,
sitoplazmadaki sitokrom c¢ miktarinda kontrol grubuna gore artis gozlenmistir. Bu artis
sirastyla; 24 ve 48. saatte 2 kat, 72 ve 96. Saatte 2,4 kat artis gostermistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10.: Kontrol ve uzun siireli AICl3 uygulamasi sonucunda arpa koklerindeki

sitoplazmik ve mitokondriyal sitokrom ¢ miktarlari (£SS, *p<0,05).

Elde ettigimiz sonuglar1 destekleyecek sekilde Huang ve ark. (2014) yaptiklart bir
caligmada, yer fistiginda Al stresinde sitoplazmada sitokrom c artis1 oldugunu western blot
yontemini kullanarak belirlemislerdir. Yamamoto ve ark. (2008) ise, tiitiin ile yaptiklar1 bir
calismada, Al muamelesi goren tiitiin hiicrelerinin sitoplazmasinda sitokrom ¢ miktarinin
arttigini tespit etmislerdir (Yamamoto ve ark., 2008). Farkli abiyotik stres kosullar1 altinda
yapilan bir baska ¢alismada da salatalik bitkisinde sitozole sitokrom c saliniminin arttigi, bir
bagka caligmada ise bugdayda abiyotik stres kosullarinda, sitoplazmada sitokrom c artis

oldugu tespit edilmistir (Balk ve ark., 1999; Lyubushkina ve ark., 2014).

3.6. Arpa Koklerinde DNA Fragmentasyonu

PHO, hayvan hiicrelerinde oldugu gibi, bitki hiicrelerinde de bazi hiicresel degisimler
ile karakterize olur. Hiicredeki olim siirecinde meydana gelen en 6nemli morfolojik
degisimlerden biri DNA fragmentasyonudur. Bitki hiicresinde PHO sirasinda, genomik DNA
niikleozomlar aras1 bolgelerden kesilerek fragmente olur ve mikroskobik olarak nukleusta
belli bolgelerde yigilmalar halinde gézlemlenir (Kroemer ve ark., 2008; Zimmermann ve ark.,

2001).
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Hiicredeki DNA hasar1 ve fragmentasyonunun tespit edilebilmesi i¢in birgok yontem
gelistirilmistir (Tripathi ve ark., 2016). Bu yontemlerden biri olan Akim Sitometrisi yontemi,
DNA igeriginin boyanmasi ile hiicre dongiisii analizinin yapilmasi prensibine dayanir (Shen
ve ark.,, 2017). Hiicre dongiisii, hiicre biitiinliigiiniin korunmasi adina siki bir sekilde
diizenlenir ve herhangi bir hiicre kusurlu ise ve dongiisiinii tamamlayamayacak durumda ise,
hiicre PHO'ye dogru gider. Bu durumda hiicre DNA's1 oligoniikleozomal biiyiikliiklerde
fragmentlere ayrilir. Sonugta, apoptotik hiicrelerdeki DNA igerigi azalmis olur ve bu da Akim
Sitometrisi yontemi ile dlgiilebilir. Akim sitometrisi ile DNA 6l¢iimii sirasinda ilk pik GO/G1
dongiisiinii, ikinci pik ise G2/M dongiisiinii gostermektedir. Hiicre Oliimiiniin gorildigi
hiicrelerde sifir noktasi ile GO/G1 arasinda goriilen y1gilma ise apoptotik DNA yiginini ifade
eder (Yamamada ve ark., 2006).

Calismamizda elde edilen sonuglara gore kontrol ve kisa siireli Al uygulamasi
sonrasinda 30 dakikalik uygulamadan itibaren DNA fragmentasyonu goézlendi. Ancak bu
fragmentasyon 3. saatten itibaren daha belirgindi (Sekil 3.11). Uzun siireli Al muamelesinde
ise kisa siireli Al muamelesine gére DNA fragmentasyonunda siddetli artis goriildi (Sekil
3.12).

Literatiir aragtirmasi yapildiginda akim sitometrisi yontemi kullanilarak Al toksisitesi
sonucu olusan DNA fragmentasyonu ile ilgili bir ¢alismaya rastlanmamaistir. Ancak Jaskowiak
ve ark. (2018) akim sitometrisi yontemini kullanarak Al toksisitesinin arpa koklerinin hiicre
dongiisti lizerindeki etkilerini incelemislerdir. Elde ettikleri sonuglara gore arpa koklerinde S
fazinda DNA replikasyonunun azaldigi, G2/M fazinda artis oldugu ancak hiicre boliinme
frekansinin oldukca azaldigi belirlenmistir. Bu tez caligmasinda elde ettigimiz sonuglar
destekler sekilde Al toksisitesi sonucu olusan DNA fragmentasyonu Vardar ve ark. (2015,
2016) tarafindan komet teknigi ve agaroz jel elektroforezi kullanilarak gosterilmistir. Her iki
caligmada da arastirmacilar Al toksisitesinin farkli Graminea tiirlerine ait koklerde ilk 2 saat
icerisinde DNA fragmentasyonu olustugunu belirlemislerdir.

Yaptigimiz diger deneysel calismalarda, AICl3 stresine maruz kalan kok hiicrelerinde
ilk 30 dakikadan itibaren VPE aktivitesinde ve sitoplazmaya sitokrom ¢ saliniminda belirgin
bir artig oldugunu gozlemledik. Ancak bu hiicrelerde DNA fragmentasyonu diger gostergelere
nazaran daha geg belirginlesmistir. Bu durum, DNA fragmentasyonunun PHO yolaginda en
son asamada gerceklesen olaylardan biri oldugunun gostergesidir. Bununla birlikte, hiicrenin
ilk saatlerde PHO'ye karsi bir savunma mekanizmasi olusturarak yasamsal faaliyetlerini

stirdiirmeye calistigin1 gosteriyor olabilir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Agir metallerin, bitkilerin gelisimini ve yasamini olumsuz yonde etkiledigi
bilinmektedir. Hizla gelisen sanayi ve artan trafik yogunlugu, ¢evredeki agir metal miktarinin
artmasina sebep olmaktadir. Bu durum, tim canlilar1 olumsuz yonde etkilemekle birlikte,
duragan bir dogalar1 olan bitkilerde iiriin kaybi1 da dahil bircok olumsuz sonu¢ ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir. Agir metaller fiziksel bakimdan yogunlugu 5 g/cm3 'ten daha
fazla olan metaller seklinde tanimlanabilmektedir. Yiiksek konsantrasyonlara ulagsmis olan
baz1 agir metaller bitkileri, dolayisiyla bitkilerle beslenen hayvanlari ve insanlar1 olumsuz bir
sekilde etkileyebilmektedirler (Okcu ve ark., 2009).

Giinlik hayatimizda da yaygin bir sekilde kullanilan aliiminyum (Al), oksijen ve
silikon elementlerinden sonra toprakta da dogal olarak en fazla bulunan iiclincii (%7)
elementtir. Al toksisitesi yalnizca dogal asidik topraklarda ortaya c¢ikabilecegi gibi yogun
olarak sanayilesmis Ttlkelerde de cevre kirliligi sonucunda ortaya c¢ikmaktadir. Diinya
iizerindeki ekilebilir topraklarin yaklasik %30'u asidiktir, bu durum yeryiiziinde ¢ok fazla
bulunan kompleks Al bilesiklerinin ¢6ziinmesine ve bitkiler tarafindan alinmasina yol
agmaktadir (Von Uexkiill ve ark., 1995). Al*? toksisitesi, Al'nin bitkilerde metal toksisitesine
sebep oldugu tespit edilen en yaygin formudur.

Tarimsal arazilerde topragin asidite miktari, ylizeysel kiregleme ile bir miktar
tyilestirilebilmektedir, ancak bu yontem ekonomik olarak zorlayicidir ve fiziksel olarak da
yetersizdir. Yiizeysel bir sekilde uygulanan kireg, topragin alt tabakalarina ¢ok yavas bir
sekilde ilerlemektedir. Ote yandan, topragin fazla kire¢lenmesi de bitki gelisiminde olumsuz
etkilere sebep olabilmektedir (Wang ve ark.,, 2006). Al toksisitesinin etkilerinin
azaltilabilmesi i¢in daha etkili ve ekonomik yontemler bulunmasi gerekmektedir.

Bitkilerde biiylime ve gelismenin yavaslamasi ve hiicresel fonksiyonlarin bozulmasi,
tarimsal ve ekonomik acidan 6nemli olan {iriinlerde verimin azalmasina ve kalitenin
diismesine neden olur. Ozellikle asidik topraklarin bulundugu bdlgelerde yetisen iiriinler
iizerindeki zararlarin en diisiik seviyeye indirilebilmesi icin, Al toksisitesi mekanizmasinin
aydinlatilmas1 gerekmektedir. Al toksisitesinin mekanizmasinin ¢oziilmesine yonelik birgok
calisma mevcuttur, ancak Al ile uyarilmis PHO ile ilgili ¢ok az sayida bulgu vardur.

Bu ¢alismada, AICI3 bilesiginin dnemli bir agronomik bitki olan Hordeum vulgare L.
kokleri tlizerindeki zaman bagimli sitokimyasal ve biyokimyasal etkileri incelenerek, Al
toksisitesinin bitkide PHO {izerindeki etki mekanizmasinin aydinlatilmasma yénelik eksik

basamaklarin tamamlanmas1 amaglanmistir. lgili literatiir rehberliginde, 100 uM AICl3 (pH:
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4.5) soliisyonu kendi igerisinde kisa siireli (1/2, 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7 sa.) ve uzun stireli (24, 48,
72 ve 96 sa.) olacak sekilde arpa koklerine uygulandi. Elde edilen sonuglara gore, Al
uygulamasinin Al iyonlarinin kokte birikmesinesebep olmustur. Ayrica biriken bu Al
iyonlariin arpa koklerinde ilk 30 dakikadan itibaren zamanla artarak hiicre zarlarinda lipid
peroksidasyonuna sebep olarak zar biitlinliigiinii bozdugu, programli hiicre 6liimiine sebep
olarak kaspaz-1 benzeri enzimleri aktive ettigi ve mitokondri i¢ zarindan sitozplazmaya
sitokrom ¢ salindig1 gdzlemlenmistir. Bunun yaninda diger bir PHO belirteci olan DNA
fragmentasyonuna da zamanla artarak sebep oldugu belirlenmistir.

Bitkide PHO ile Al toksistesi arasindaki iliskinin ¢oziilmesi, bu toksik iyona karsi
dayanikl1 ve iyilestirilmis bitki tiirlerinin gelistirilebilmesi bakimindan 6nem tasimaktadir. Bu
caligma ile elde edilen sonuglarm, bitkilerde Al toksisitesi ve PHO'ye iliskin yapilacak
caligmalara 151k tutmasi ve Al'ye toleransh bitki tiirlerinin yetistirilmesine katki saglamasi

beklenmektedir.
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