T.C.
MARMARA UNIVERSITESL
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

134720

META-TOPOLIN VE OLOMISININ HUCRE DEVRI-
POLIAMIN ILISKIiSINE ETKIiSi

Mehmet Ali TUFEKCI

(Biyolog)
(141100620010032)

YUKSEK LISANS TEZI
BIYOLOJI ANABILIM DALI

DANISMAIg
Prof. Dr. Meral UNAL

IKINCI DANISMAN
Prof. Dr. Nar¢imn PALAVAN-UNSAL

ISTANBUL 2003 \



T.C.
MARMARA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KABUL VE ONAY BELGESI

META-TOPOLIN VE OLOMISININ HUCRE DEVRI-POLIAMIN
ILISKISINE ETKISi

Mehmet Ali TUFEKCI’nin  “Meta-Topolin Ve Olomisinin Hiicre Devri-Poliamin
Iligkisine Etkisi” isimli Lisanstistii tez ¢alismasi, M.U. Fen Bilimleri Enstitlisi Yénetim
Kurulu'nun 28.Temmuz.2003 tarih ve 2003/15.2 sayih karar1 ile olusturulan jiiri
tarafindan Biyoloji Anabilim Dali YUKSEK LISANS Tezi olarak Kabul edilmistir.

Danisman : Prof. Dr. Meral UNAL (Marmara Universitesi) CZP g
Uye : Prof. Dr. Ali CIRPICI (Marmara Universitesi)

Uye : Yard. Dog. Dr. Ergiil CETIN (istanbul Universitesi) @j\/\ -

Tezin Savunuldugu Tarth : 21.Agustos.2003

ONAY

M.U. Fen Bilimleri Enstitiisii Yénetim Kurulu’nun 23:02:268). tarih ve 203./45-%
saytli karar ile Mehmet Ali TUFEKCi’nin Biyoloji Anabilim Dali’nda Y.Lisans (MSc.)
derecesi almasi onanmigtir.

DIN

(/e 7
: a;Umvei‘sﬂn

e



ICINDEKILER

SAYFA NO
ONSOZ i
OZET. ii
SUMMARY i
YENILIK BEYANI iv
KISALTMALAR v
SEKIL LISTESI vii
TABLO LISTESI viii
BOLUM L. GIiRiS VE AMAC 1
BOLUM II. GENEL BILGILER 2
IL1. POLIAMINLER 2
IL1.1. Yap: ve Ozellikleri . “ 2
IL1.2. Poliamin Biyosentezi 3
IL1.3. Poliamin Yikim 7
IL.1.4. Poliamin Tasinmasi 9
IL.1.5. Fizyolojik Rolleri .. 9
I1.1.5.1. Bitki Biiyiimesine etkileri 9

11.1.5.2. DNA-Poliamin Etkilegimi 11



I1.1.5.3. DNA ve Protein Sentezine EtKileri ccecceeesce e 12

I1.1.5.4. Apoptosis 12

I1.2. SITOKININLER 14
IL.2.1. Sitokininlerin Biyolojik Rolleri 16
I1.2.2. Sitokininler ve PoliaminlerArasmdaki fliski «..cceeeeees 19

I1.3. OLOMISIN ...... 20
BOLUM II1. TEZ CALISMALARI 22
IIL1. ARASTIRMA MATERYALI 22
IIL2. ARASTIRMA YONTEMLERI _ 22
IIL2.1. Tohum Cimlenmesinde Kullanilan Yéntem ...cccoeeeee 23
IIL2.2. Sitolojik Cahymalarda Kullamlan Yéntem ....cccceeeee 23
I11.2.3. Poliamin Miktar Tayini 24

I1.2.3.1. K6k Uglarinm Poliamin Tayini f¢in
Ekstraksiyonu 24

I11.2.3.2. Poliamin Standartlarimin Hazirlamisi ..cceeeeee 24

IIL.2.3.3. Benzoilasyon islemi 24
II1.2.3.4. HPLC Kolonunun Standardizasyonu ......... 24
I1.2.3.5. HPLC Analizi 25

II1.2.4. Total Protein Miktarim Tayin Etmek i¢in
Kullanilan Yontem .......... . 25

IIL2.5. Peroksidaz Aktivitesini Tayin Etmek I¢in
Kullanilan Yéntem 26

IML2.6. Diamin Oksidaz (DAO) Enzim Aktivitesinin
Belirlenmesi 26

BOLUM IV. SONUCLAR 27

IV.l. META-TOPOLIN VE OLOMISININ KOK UCU
HUCRELERINDE MITOTIK ETKILERI .... 27




IV.1.1. Meta-Topolin Ve Olomisinin Kék Ucu Hiicrelerinde
Mitotik indekse Etkileri . 27

IV.1.2. Meta-Topolin Ve Olomisinin Kék Ucu Hiicrelerinde
Neden Oldugu Mitotik Anormallikler 29

IV.2. META-TOPOLIN VE OLOMISININ KOK UCU
HUCRELERINDE POLIAMIN MIKTARINA ETKILERI 31

IV3. META-TOPOLIN VE OLOMISININ KOK UCU
HUCRELERINDE TOTAL PROTEIN MIKTARINA

ETKILERI 33

IV4. META-TOPOLIN VE OLOMISININ KOK UCU
HUCRELERINDE PEROKSIDAZ (POD) ENZIM

AKTIVITESINE ETKILERI . 35

IV.5. META-TOPOLIN VE OLOMISININ KOK UCU
HUCRELERINDE DiAMIN OKSIDAZ  (DAO)

AKTIVITESINE ETKILERI 37
BOLUM V. TARTISMA VE DEGERLENDIRMELER.............. 44
KAYNAKLAR 51

OZGECMIS




ONSOZ

Tez ¢aligmalarim sirasinda her zaman yammda olan ve benden moral ve
desteklerini hicbir zaman esirgemeyen, beni ¢aligmaya tesvik edip rehberlik eden
Prof, Dr. Meral UNAL’a tesekkiir eder ve sitkranlarimi sunarim.

Ayrica destek ve yardimlarim benden higbir zaman esirgemeyen, laboratuvar
imkanlarimi sonuna kadar kullanmama izin veren, Halic Universitesi, Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolim Bagkam ve ikinci tez damgmanim
Prof. Dr. Nargin PALAVAN-UNSAL’a benim i¢in harcadigi tiim enerji ve emekleri
i¢in minnetlerimi borg bilir ve tegekkiir ederim.

Tiim egitim hayatim boyunca her zaman yammda olan, hem maddi ve hem de
manevi agidan desteklerini higbir zaman eksik etmeyen ve her kosulda yammda
olduklanim diigiindiigiim aileme tesekkiir ederim. Ozellikle tez gahgmalarim sirasinda
ozel o6zveride bulunan ve hakkim tegekkiirlerle Gdeyemecegim abim Osman
TUFEKCI’ye tiim destegi icin tesekkiir ederim.

Tezimin bitmesinde Onemli katkist olan yakin arkadaggm Oya
KOZANOGLU’na ve her an yammda olan ve moral ve teknik destek saglayan Halig
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Molekiler Biyoloji Boliimiinde gorevli

saygideger hocalanima ve asistan arkadaslarima tegekkiir ederim.

Agustos/2003 Mehmet Ali TUFEKCI



OZET

META- TOPOLIN VE OLOMISININ HUCRE DEVRI-POLIAMIN
ILISKISINE ETKiSi

Bu ¢aligmada aromatik bir sitokinin olan mI ve bir antisitokinin olan ve aym
zamanda CDK inhibitérii olan OLO in Allium cepa kok ucu hiicrelerinde hiicre
bolinmesi-PA iligkisine etkisi ve bu iligkiyle ilgili olarak total protein miktarina,
peroksidaz aktivitesine ve diaminoksidaz aktivitesine etkileri aragunildi. m7T 10 uM
ve OLO 100 uM olacak sekilde 14 ve 28 saat olmak iizere iki farkh zaman diliminde

uygulandi.

Arastirma sonucunda m7T nin uygulanan doz ve siirelerde mitotik indeks
tizerinde 6nemli bir etkisinin olmadifs, OLO in ise her iki siire zarfinda da mitotik
indekse ket vurdugu tespit edildi. Bunun yamnda, her iki maddenin de kromozom
koprileri, mikronukleus ve 2-26 nukleuslu hiicreler gibi mitotik anormalliklere
neden oldugu gozlendi.

PA miktan iizerine etkileri incelendiginde mT in PA miktannda kayda deger
bir etkisinin olmadigi, OLO in 14 saat siireli uygulamada PA miktarim arttirdig,
ancak 28 saat siireli uygulamada ise onemli bir oranda azalmaya neden oldugu
gozlendi.

mT ve OLO in tiim uygulama siirelerinde total protein miktarinda azalmaya
neden olduklann tespit edildi. Peroksidaz aktivitesi 28 saat m7 uygulamasi ile
azalirken 14 saat mT ve tim uygulama siirelerinde OLO tarafindan tegvik edildigi
belirlendi. OLO her uygulama siiresinde diaminoksidaz aktivitesinde bir artisa neden
olurken mT in 14. saatte etkili olmayip 28. saatte bir artiga yol agtif1 saptandi.

Agustos, 2003 Mehmet Ali TUFEKCI
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SUMMARY

THE EFFECT OF META-TOPOLIN AND OLOMOUCINE ON THE CELL CYCLE-
POLYAMINE RELATION

In this study, the effect of aromatic cytokinin m7 and anticytokinin OLO
which is an inhibitor of CDK, on the relation of the cell division-PA amount was
investigated and total protein, peroxidase activity and diaminoxidase activity were
measured in the root tips of Allium cepa. mT at 10 pyM and OLO 100 pM
concentrations were applied for 14 and 28 hours to the root tips.

Mitotic index was not effected by mT but it was inhibited by OLO at the
treatment times. They caused some irregularities such as chromosomes bridges,
micronuclei, 2-26 nucleated cells.

It was observed that mT had no significant effect on the amount of P A,
whereas OLO increased PA amount at 14 hours, whereas it sharply decreased at 28
hours. mT and OLO caused an decrement at the total protein amount at both
treatment times. The activity of peroxidase was inhibited by m7T at 28 hours
stimulated at 14 hours. The peroxidase activity was also enhanced by OLO at both
treatment times. OLO caused an increment at the activity of diaminoxidase at both
times, whereas mT had no effect at 14 hours but it was increased at 28 hours.

Agustos, 2003 Mehmet Ali TUFEKCI



YENILiK BEYANI

META-TOPOLIN VE OLOMISININ HUCRE DEVRI-
POLIAMIN ILiSKIiSINE ETKIiSi

Yeni bir aromatik sitokinin olan mefa-topolin ve bir siklin-bagimh kinaz
inhibitorii olan olomisinin hiicre boliinmesi sirasinsa poliamin miktan izerine olan
etkileri ilk kez bu caliymada incelendi. Ayrica olomisinin bitki hiicrelerinde mitoz
boliinme sirasinda meydana getirdigi anormalliklerin tespiti de ilk kez bu ¢aligmada
gergeklestirildi. Caligma sonucunda olomisinin daha yiiksek dozlarda ve uzun siire
uygulanmast ile bitki hiicre boliinmesine ket vuracagini ve buna baglh olarak kanserli
hiicre bolinmesinin kontrol altina alinmasinda kullanilabilecedi, ancak pratikte
kullanldlmadan 6nce bu yonde daha fazla ¢aligma yapilarak, sonuglarin daha fazla

verilerle desteklenmesi gerektigi sonucuna vanldi.

Prof. Dr. Meral UNAL . .
Agustos, 2003 . Mehmet Ali TUFEKCI
Prof. Dr. Nargin PALAVAN-UNSAL
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BOLUM I

GIRIS VE AMAC

Poliaminler (PA) tiim canh organizmalann hiicrelerinde bulunan diigiik
molekiiler agihkh, polikatyonik maddelerdir. Bitkilerde diamin putresin (Put),
diamin kadaverin (Cad), triamin spermidin (Spd) ve tetraamin spermin (Spm) olmak
uzere 4 tiptir. PA lann niikleik asit sentezi, hiicre boliinmesi, senesensin inhibisyonu
ve tohum ¢imlenmesi gibi bilyiime ve gelisme ile ilgili birgok olayda etkili olduklan
bilinmektedir (Martin-Tanguy 2001)

Sitokininler  fitohormonlar olarak da adlandinlan  bitki  biyiime
diizenleyicilerinin bir grubudur. Bitki hiicre devrinin spesifik evrelerinde 6nemli
etkilere sahiptirler. Son yillarda Cek aragtinicilardan Strnad ve ark. (1997) kavak
bitkisinden yeni bir aromatik sitokinin izole etmigler ve Cek dilinde kavak anlamimna
gelen topol kelimesinden esinlenerek meta-topolin (mT) adim vermiglerdir. Ayrica
aym aragtiricilar  sikline-bagimh kinazlarin spesifik inhibitorii aromatik sitokinin
analogu olomisini (OLO) kesfetmislerdir (Vesely ve ark. 1994). Hiicre biiyiimesi ve
bolinmesinde zit etkilere sahip bu iki maddenin hiicre devri-PA iligkisine etkisi kok
uglarinda aragtirifacaktir.

Onemli bir bitki biiyiime diizenleyicisi olan sitokininlerden benzil adenine
alternatif olarak sunulan mT bitki bﬁyﬁme ve geligmesindeki etkinliini ortaya
koyabilmek bu aragtrmanin hedeflerinden birini olugturmaktadir. Ayrica sikline
bagimh kinazlann spesifik inhibitori olomisinin de hiicre biyiime ve
boliinmesindeki aktivitesini belirleyerek, bu verilerin kanserojenik doku bilyiimesini
kontrolde uygulanabilirlifini saptayabilmek de amaglandi. Bu c¢aligmanin esas
O6nemli amaci ise literatiirde bosluk tegkil eden, mitotik aktivite ile ¢ok yakindan
iligki gosteren PA lann bu aromatik sitokinin ve antisitokinin ile etkilesimlerini
ortaya koyabilmektir,



BOLUM 11

GENEL BILGILER

I1.1. POLIAMINLER
I1.1.1 Yap: ve Ozellikleri

Poliaminler (PA) diisiikk molekiiler agirlikli, amino ve imino grubu igeren alifatik
hidrokarbonlardir. En yaygin formlari, diamin putresin (Put), triamin spermidin
(Spd) ve tetraamin spermin (Spm) dir (Sekil IL.1.). PA ler hiicre farkhlagsmas1 ve
normal hiicre biiyiimesi igin gerekli organik polikatyonlardir ve fizyolojik pH da
birincil ve ikincil amino gruplan protonlanmig haldedir. Put ve Spd hemen hemen
tiim yagayan canhlarda bulunmasina ragmen Spm pekgok prokaryotta bulunmaz. PA
ler hiicre igerisinde DNA, RNA ve fosfolipidler gibi negatif yiik tastyan molekillerle
elektrostatik olarak etkilesim halindedirler. Mg®* ve Ca®" gibi inorganik katyonlarla
karslagtirildiginda, pozitif yikli olmalarimn yaninda, onlardan farkli olarak
yapilarinda bulundurduklari metilen gruplan arasinda da hidrofobik etkilesimler
oldugu goriilmiigtiir. Bu ozelliklerinden dolayr inorganik katyonlardan daha kuvvetli
ve spesifik baglanmalar meydana getirirler (Marton ve Pegg 1995, Thomas ve
Thomas 2001)



Putresin

+ ¥
NH,CH,CH,CH,CH,H,N

Kadaverin

+ +
NH,CH,CH,CH,CH,CH,H,N

Spermidin

+ + +
NH,CH, CH,CH,NHCH,CH,CH,CH,H,N

Spermin

+ + + +
NH,CH,CH,CH,NHCH,CH,CH,CH,NHCH,CH,CH,H,N

Sekil IL.1.: PA lerin genel yap: formiilleri.

Hiicrenin biyiime ve difer gorevlerini yerine getirebilmesi i¢cin PA lerin
belirli konsantrasyonlarda bulunmast gereklidir. Hiicre igi PA diizeyi sentez, yikim
ve disanidan almla diizenlenmektedir. Hiicre igi PA diizeyi azaldifinda, hiuicre
biiyiimesi ve boliinmesi durmaktadir, fakat bu diisiisiin sonucu olarak hiicre olimi
meydana gelmemektedir (Balasundaram ve ark. 1993). Hormonlar ya da biyiime
faktorleri ile uyarilma, hiicre igi PA konsantrasyonunun artmasina neden olmaktadir,
hmzh boéliinen hiicrelerde PA diizeyi oldukga yiiksektir. Genellikle Spd ve Spm
milimolar konsantrasyonda bulunurken, Put diizeyi daha distiktir (Morgan 1990,
Watanabe ve ark. 1991, Igarashi ve Kashiwagi 2000). Bununla birlikte hicre
igerisindeki PA lerin ¢ogunlugu niikleik asitler ve diger negatif yiikli yapilara bagh
olarak bulunmaktadir. Bu nedenle, serbest ve reaktif PA konsantrasyonu total
konsantrasyona gore ¢ok daha digiiktiir.

I11.1.2. Poliamin Biyosentezi

Memelilerde ve mantarlarda PA lerin biyosentezinin kontrolii iki anahtar
enzim tarafindan kontrol edilmektedir. Bunlardan birincisi, ornitin dekarboksilazdir
(ODC; EC 4.1.1.17) ve omitinden bir karboksil grubunu ayirarak Put olusumunu
katalizler (Sekil I1.2). Ikinci enzim S-adenozilmetiyonin dekarboksilaz ise (SAMDC;
EC 4.1.1.50), S-adenozil metiyoninin dekarboksile formunun (dSAM)
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olusumunu katalizler. dSAM, Put in Spd ve Spm ye donigimiinde aminopropil
alicis1 olarak iglev goriir. Amino propil grubunun transferi Spd sentaz (EC 2.5.1.16)
ve Spm sentaz (EC 2.5.1.22) enzimleri tarafindan kataliz edilmektedir (Sekil II.3).
Bakterilerdeki PA metabolizmasi mantarlar ve memelilerinkinden farkli ancak
bitkilerdeki ile aymdir. Bakteri ve bitkilerde Put in iiretimi igin iki farkl yol
kullamimaktadir. Bunlardan ilki ODC nin katalizérligiinde meydana gelir ve digeri
ise argininin arginin dekarboksilaz (ADC; EC 4.1.1.19) enzimi tarafindan
dekarboksile edilmesiyle gergeklesir. Bitkilerde ilk olarak agmatin (Agm) agmatin
iminohidrolaz katalizorliigiinde N-karbamoil putresine doniisiir ve sonug¢ olarak N-

_ karbamoilputresin amidohidrolaz katalizérliigiinde Put olugturulur. Ayrica S-adenosil
metiyonin (SAM) hem PA biyosentezinde metil grup alicisi ve hem de 1-
aminosiklopropan-1-karboksilik asit yoluyla etilenin oncii maddesi olma oOzelligi
tagimaktadir. Heriki mekanizma da SAMDC tarafindan diizenlenmektedir (Evans ve
Malmberg 1989). Bundan bagka bazi bitkilerde SAM in metil grubu, Put-N-metil-
transferaz tarafindan Put a aktanimakta ve N-metil-Put olugsmaktadir (Tiburcio ve
ark. 1990, Hibi ve ark. 1994).

Bitkilerde Put sentezi igin iki alternatif yolun (ADC/ODC) bulunugu, bitkinin
farkli olaylan i¢in 6zel diizenlemelere bagh olarak, iki enzimin farkli bolgelerde
yerlesmesinin sonucu oldugu seklinde agiklanmaktadir (Galston ve Kaur-Sawhney
1995). ADC aktivitesinin hayvanlarda da goriildigii saptanmustir (Li ve ark. 1994,
Gilad ve ark. 1996) fakat ADC hayvanlann 6zel dokulaninda Put sentezi igin pek de
Onemli olmayan bir iretim yoludur. PA ler vakuollerde, mitokondrilerde ve
kloroplastlarda yer alirlar (Slocum 1991). Son yillarda, PA lerin 1spanagm tilakoid
membranlarinda, light-harvesting complex ve fotosistem II (Borrell ve ark. 1995) ile
baglantil: olarak bulundugu goézlenmigtir. Yulaf ADC enzimine karg iiretilmig bir
antikor ile yapilan arastirmada, bu enzimin kloroplastin tilakoid membranlarinda yer
aldigh gosterilmigtir (Borrell ve ark. 1995). Aynica aym aragtirmada ADC nin
kloroplastlarda yerlesmesini g6z Oniinde bulundurarak, PA lerin osmotik stres
kaynakli senesensten korunmak amaciyla fotosentetik aktiviteye bagl olarak
uretildigi sonucunu ortaya atmiglardir. SAMDC ve Spd in genellikle sitoplazmada,
ODC nin ise nukleusta bulundugu saptanmugtir (Slocum 1991). ODC nin biyolojik
yari Omrii genelde 1 saatten daha az, bazen ise birkag dakikadir. Titinde bulunan
SAMDC oldukga kisa bir yar1 émre sahiptir. SAMDC sentezinin PA ler (Spd ve
Spm) tarafindan baskilanmasi, bitkinin PA biyosentezinin diizenlenmesinde
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olduk¢a onemlidir (Slocum 1991). Hayvan sistemlerinde bazi PA biyosentez
enzimlerinin nasil diizenlendikleri belirlenmistir (Heby ve Persson 1990). Ornegin,
ODC transkripsiyonel, translasyonel ve post-translasyonel olarak diizenlenmektedir
(Hayashi ve Murakami 1995). Bitkilerde SAMDC ve ADC post-translasyonel olarak
diizenlenmektedir (Malmberg ve Cellino 1994, Borrell ve ark. 1996). Bu sebeple
SAMDC oncii protein olarak sentezlenir ve daha sonra aktif enzim haline getirilir
ancak bu asamada memeliler ya da mayalardakinden farklh olarak enzim aktivitesi
Put tarafindan uyanlmaz (Schréder ve Schroder 1995). Bununla birlikte, yulafta
ADC 6ncii madde olarak sentezlenir ve Spm tarafindan inhibe edilen bir reaksiyonla
parcgalanarak aktif enzim haline donisturiiliir (Borrell ve ark. 1996). Son yillarda
Arabidopsis  thaliana’da  yapilan ¢aligmalarda potasyum eksiklifinde ADC
aktivitesinin arttif ancak protein ve mRNA diizeyinde bir degisiklik olmadigt
bulunmugtur (Watson ve Malmberg 1996).

Diamin kadaverinin (Cad) (Sekil 1.1.) dahil oldugu diger bazi PA lerin de
bitkilerde bulundugu tespit edilmigtir. Cad, lisinden lisin dekarboksilaz (LDC; EC
4.1.1.18) aktivitesi ile meydana gelir. LDC aktivitesinin kloroplastin stromasinda yer
aldin bulunmustur (Slocum 1991). Bazn az rastlanan uzun zincirli PA lerinde
(kaldin, termin, kaldopentamin) bitkilerdeki varlig: tespit edilmistir. Ancak bu PA ler
uygun olmayan ortamlarda biiyiiyen bitkilerde kuraklik ve/veya sicakhk stresine
kars1 korunmak amaciyla uretilmektedir (Philipps ve Kuehn 1991). Uzun zincirli PA
ler, mikrobiyal sistemlerde osmotik pargalanmaya karst koruma amagh olarak
tiretilmektedir ve enzimleri denatiirasyona kargi korumaktadirlar (Philipps ve Kuehn
1991).

I1.1.3. Poliamin Yikimi

Giniimiize kadar PA biyosentezi ile ilgili birgok g¢aligma olmasina ragmen,
yikimlan hakkinda ¢ok daha az veri bulunmaktadir. PA lerin katabolizmast igin iki
temel yol bulunmaktadir: Birincisi PA lerin birbirlerine donistiiralmesi, digeri ise
tekrar PA leri olusturamayacak sekilde amino aldehitlere okside olmalandir. (Sekil
I1.4) (Casero ve Pegg 1993, Seiler 2000). PA lerin birbirlerine donigimd,
spermidin/spermin N'-asetiltransferaz (SSAT, EC 2.3.1.57) m katalize ettigi
asetilasyon reaksiyonu ile baglar. Bu reaksiyonda asetil koenzim A nin asetil grubu,
Spd ya da Spm in aminopropil grubuna transfer edilir. Meydana gelen N'-asetil
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Sekil IL4.: Poliamin yikimu (Tiburcio 1997 den degistirilerek).

spermidin ya da N'-asetil spermin daha sonra flavinadenindinukleotid igeren
poliamin oksidazlar (PAO, EC 1.4.3.4.) tarafindan okside edilir. Bu oksidasyon
sirasinda ikinci amino grubunun aynlmas: ile 3-asetamidopropanal ve subsrata bagh
olarak Put ya da Spd meydana gelir. PA ler ve asetile formlan bakir igeren diamin
oksidazlar (DAO, 1.4.3.6.) icin substrat teskil ederler. Bu enzimler lignifikasyon ve
siiberizasyon gorilen dokulann hiicrelerinin, hiicre duvarlarma bagh olarak
bulunurlar (Federico ve Angelini 1991).

DAO nun Put ile olan reaksiyonun iriinleri pirolin, hidrojen peroksit ve
amonyaktir. PAO nun irinleri Spd ile olan reaksiyondan pirolin, diaminopropan
(Dap) ve hidrojen peroksit, Spm ile olan reaksiyonun ise 1,5 diazabisiklononan, Dap
ve hidrojen peroksittir Dap [-alanine ve pirolin de pirolin dehidrogenaz
katalizorliigiinde y-aminobiitirik aside doniigtiiriilebilir (Sekil 11.4). y-aminobiitirik
asit devam eden transaminasyon ve oksidasyon reaksiyonlantyla Krebs devrinde rol
alan suksinik asite donugtiirilir. PA katabolizmasinda gorevli enzimlerin ve ayrica
bu enzimlerin aktivitesi sonucunda olugan driinler hiicre igi PA lerin
eliminasyonundan bagka diger bazi 6nemli fizyolojik olaylarda da etkili olduklan
gosterilmigtir (Aribaud ve Martin-Tanguy 1994; Martin-Tanguy 1997).

Hiicre i¢i PA miktan PA ylkimmin diginda biyosentez enzimlerinin
aktivitesinin durdurulmast ya da yikim ile de diizenlenir. Hiicre i¢i PA miktan
arttiginda, hiicrede antizim adi verilen proteinler sentezlenir. Antizimler, ODC ye



spesifik olarak baglanarak ODC aktivitesini inhibe ederler. Boylece hiicre i¢i PA
miktari dengelenir (Hayashi ve ark. 1995).

11.1.4. Poliamin Tasinmasi

Hiicreler, ihtiyaglari olduklari zaman PA leri {iretme yeteneginde olmalarina
ragmen, hiicreler dig kaynakli PA leri hiicre igine alabilmek i¢in tagima sistemlerine
sahiptirler. Yiksek bitkilerde, hiicresel diizeyde PA ahm oldukga hmzhdir. PA alim
mekanizmas1 oksin tarafindan uyanlan aktif bir mekanizmadir ve hiicre igine alinan
PA ler gogunlukla vakuol igerisinde depolanirlar (Bagni ve Pistocchi 1991). PA lerin
organellere taginmasi swasmnda tonoplasttan ve mitokondrilere gegisleri sirasinda
membran potansiyeline bagh olarak aktif taginma ile matrikse alindiklan
bulunmustur (Pistocchi ve Bagni 1990). Plazmalemmadan PA gegisi enerji
gerektiren bir olaydir ve ayrica bu mekanizmamn igleyigi i¢in kalsiyum gereklidir
(Pistocchi ve ark. 1990). Kalmoduline antogonize ya da protein kinazlari ve
fosfatazlarin aktivitesini inhibe eden kimyasallarin uygulanmas: ile Ca" ye bagli Put
aliminin 6nemli derecede azaldigi Antognoni ve ark. (1995) tarafindan gosterilmigtir.

I1.1.5 Fizyolojik Rolleri

I1.1.5.1. Bitki Biiyiimesine Etkileri

PA lerin bitkilerin pek¢ok biiyiime evresinde etkili olduklan bilinmektedir.
Bu olaylardan bazlan sunlardir; embriyogenez, koék olusumu ve bilyiimesi,
¢igeklenme, meyve geligimi, polen tiipii olusumu ve senesens.

Montague ve ark. (1978) havug doku kiiltiirii sisteminde kallusian, embriyo
olusturmak Uzere aktardiklan besiyerlerine aldiklarnda ADC aktivitesinde ve Put
miktarinda artis oldugunu saptamiglardir. Bu galigmaya paralel olarak yapilan bir
aragtirmada ADC inhibit6rii a-difluorometil arginin (DFMA) kullamilarak somatik
embriyogenezin engellendigi, DFMA ile birlikte Put uygulandiginda embriyo
olusumunun tekrar bagladig bulunmugtur (Feirer ve ark. 1984).

PA lerin koék olusjumu ve biyiimesi tizerindeki etkileri birgok bitkide
cahgilmistir. En fazla ¢ahgilan bitkiler ise Phaseolus ve Vigna dir. Bitkiden parcalar
almarak indol butirik asit muamele edildiginde, kéklenmenin baglamasindan hemen

once, hipokotillerde Put, Spd ve Spm diizeyinde bir artiy meydana geldigi, ayrica



eksojenik Spm muamelesi ile kok sayisinin  artift  gosterilmigtir.  Ayrica
Phaseolus’un kok biyimesinde, Put sentezinde onemli bir eleman olan ADC nin
oldukga aktif oldugu gosterilmistir (Palavan-Unsal 1987). ADC nin inhibisyonu ile
kok buytimesinin durdugu ve Put ilavesi ile tekrar biiylimesine devam ettigi yapilan
caligmalarla belirlenmistir. Unal ve ark (2002) arpada yaptiklari caligmada Put
muamelesi ile kok uzamasinin tegvik edildigini, Put biyosentez inhibitérii olan a-
diflorometil ornitinin (DFMO) ise kok uzamasina ket vurdugunu gostermiglerdir.

Kaur-Sawhney ve ark. (1988) ¢igcek tomurcugu ve vejetatif tomurcuk
olugturmak tizere kurduklan iki farkli doku kiltiirii sisteminde yaptiklan ¢aligmada,
¢igek tomurcugu olugturmak tizere kullandiklar1 eksplantlarda, Spd miktarinin 4.5 kat
daha fazla oldugunu kaydetmiglerdir. Bu sonucu desteklemek amaciyla ortama Spd
biyosentez inhibitorii olan sikloheksil amin (CHA) eklendiginde ¢igek tomurcugu
olugumu, vejetatif tomurcuk olugumuna yonelmistir.

Domates ¢igeklerinin geligjen ovaryumlarmda ODC aktivitesinin oldukga
yiksek oldugu gosterilmistir (Heimer ve ark. 1982). Bu gelisim sirasinda Put diizeyi
artmakta, Spd ve Spm diizeyinde 6nemli bir degisiklik meydana gelmemektedir.

PA lerin meyve gelisiminde de etkili oldugunu gosteren cahigmalar
bulunmaktadir. Biasi ve ark. (1988) elma ile yaptiklan ¢aligmada, meyve geligiminin
erken evrelerinde PA dizeyinin yiiksek oldugunu tespit etmiglerdir. Aym bitki
uzerinde yapilan diger bir ¢aliyjmada ise meyveler iizerine Put piskirtildigiinde
meyve gelisim hizinda bir arti kaydedilmigtir (Costa ve Bagni 1983).

Polen tipi olugpumu sirasinda PA iretiminin arttifi, radyoaktif arginin
kullamlarak gosterilmigtir. Prakash ve ark. (1988) Catharanthus’un in vitro polen
tiipt buytimesinin 0,01 mM Spd uygulamas: ile arttigim, ancak konsantrasyonun 0,1
mM a ulastifinda ket vurucu etkisinin oldugu saptanmstir.

SAM kullammindan dolayi PA ler ve etilen iiretimi rekabet igerisindedir.
Etilen ve PA lerin bu 6zelliginden yola gikarak, PA lerin meyve gelisimi ve senesens
tzerine etkili olduklart saptanmugtir. Bu veriye dayanarak, eksojenik PA
uygulamasimn senesensi geciktirdii, PA diizeyindeki bir digiigin ise senesensi
baglattif bulunmustur. Ayrica yulaf yapraklan kesilerek karanlikta bekletilmis ve
ortama PA eklendiginde senesensde gecikme oldugu goriilmiigtiir (Galston ve ark.
1983). Bu gecikmenin PA ler tarafindan klorofil yikimmin engellenmesi ve RNaz ve
proteazlann inhibisyonundan kaynaklandig tespit edilmigtir.
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I1.1.5.2. DNA-Poliamin Etkilegimi

Poliaminlerin en onemli 6zelliklerinden biri niikleik asitlerle etkilesim
gostermeleri ve ozellikle DNA ya baglanmalandir. Cift sarmal yapimn dar ve genis
bosluklan arasmna girip, niikleik asit bazlaryla etkilesitler, DNA nmn fosfat
gruplarimn notralizasyonunu  saglarlar ve (Feuerstain ve ark. 1991, Tippin ve
Sundaralingam 1997, Deng ve ark. 2000). konsantrasyona bagh olarak DNA nin
erime 1sistm  arttinirlar  (Thomas ve Bloomfield 1984). Fizyolojikk Spm
konsantrasyonu, erime sisi1 10-20 °C arttirmaktadir. Bu veri PA lerin in vivo da
DNA yapisinin kararlih@im arttirmakta 6nemli olabileceklerini gostermektedir. PA
lerin DNA ya baglanmasimn diger bir sonucu ise g¢iplak DNA ya (Gosule ve
Schellman 1976, Pelta ve ark. 1995) ve kromatine baglandiginda (Sen ve Crothers
1986) DNA kondensasyonunu saglamasidir. Spd ve Spm ile yapilan
immiinositokimyasal ¢ahsmalar, PA lerin olduk¢a kompakt yapida olan mitotik
kromozomlarla baglantii oldugunu gostermistir (Hougaard ve ark. 1987, Sauve ve
ark. 1999). Bu nedenle PA ler hiicre devri sirasinda kromatin yapisi lzerinde
diizenlemeden daha ¢ok stabilizasyon etkisine sahiptir (Laitinen ve ark. 1998).

PA ler DNA mn konformasyonel degisimlerine de sebep olmaktadirlar.
Baglanmalanyla saga doéniimlii B-DNA nin sola donumlii Z-DNA ya dontstmiini
hizlandirdiklart (Thomas ve ark. 1991, Hasan ve ark. 1995) ya da saga dontmli
heliksin aiternatifi olan A-DNA doniisimi (Jain ve ark. 1989) sagladiklan
gozlenmigtir. Z-DNA purin-primidin dizilerinin degigimiyle meydana gelir ve
transkripsiyonel kontrolde onemlidir (Hebert ve ark. 1999). Diger yandan DNA
sarmaliin genis bosluguna baglanarak, DNA mn konformasyonel degisimini
sagladiklan ve boylece transkripsiyonu diizenledikleri saptanmustir (Feuerstein ve
ark. 1986, Rouzina ve Bloomfield 1998). PA ler DNA mnn negatif yikla fosfat
gruplanim notralize ederek DNA nin konformasyonel degisimini hizlandinirlar ve bu
degisim igin gerekli enerjiyi digiiriirler, ayrica DNA-protein etkilesimini arttinrlar.
DNA nin konformasyonel degisimi gen ekspresyonunun transkripsiyonel
diizenlenmesi i¢in oldukga 6nemlidir (Coulombe 1999). PA konsantrasyonunun
birkag transkripsiyon faktoriiniin DNA ya baglanmasinda etkili oldugu gosterilmistir
(Thomas ve Thomas 1993, Desiderio ve ark. 1999). PA lerin transkripsiyon
faktorlerinin sentezini diizenledii ya da fosforilasyon yoluyla DNA ya baglanma
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aktivitesinin ayarlandi: sinyal iletisinde yer aldiklari gosterilmistir (Wang ve ark.
1999, Pfeffer ve ark. 2000, Wang ve ark. 2001).

IT1.1.5.3. DNA ve Protein Sentezine Etkileri

Hiicreler PA lerdan yoksun birakilacak olursa, bu durumdan ilk olarak DNA
ve protein sentezinin etkilendigi goriliir. PA biyosentez inhibitorleri uygulamasinda
(Fredlund ve Oredsson 1996a, Fredlund ve Oredsson 1996b) ya da PA biyosentezi
yapamayan kiiltiir hiicrelerinin dig kaynakli PA lerin yoklugunda (Laitinen ve ark.
1998) DNA replikasyonu olumsuz yonde etkilenmektedir. Koza ve Herbst (1992) PA
lerden yoksun hiicrelerden izole ettikleri nukleuslarin, kontrollere gore % 70-80
oraninda daha az DNA sentezleyebildiklerini bildirmiglerdir. Bu tip hiicreler Okazaki
fragmentlerine esit boyutta DNA fragmentleri uretebilmektedirler (Pohjanpelto ve
Holttd 1996). PA eksikligi uzun siiren hiicrelerin kromatinleri niikleazlara kars
oldukga hassastirlar (Snyder 1989, Basu ve ark. 1992, Laitinien ve ark. 1998).
Protein sentezinde PA eksikligi polizom olusumunu zayiflatr (Holtta 1985), bunun
sonucunda protein sentezinin baglamasi ve/veya uzamas: azalir (Takemoto ve ark.
1983). Tiim bu etkiler PA lerin baglanma yetenekleriyle ve mRNA, tRNA ve rRNA
nin sekonder yapisi iizerindeki etkileri ile agiklanmugtir (Yoshida ve ark. 1999,
Igarashi ve Kashiwagi 2000).

I1.1.5.4. Apoptosis

Programlanmug hiicre 6liimii olan apoptosis ve hiicre biiylimesi birbirinin zitt1
iki olaydir. PA ler hiicre biiyimesinin yaninda apoptosisin diizenlemesinde de
gorevlidirler. Paradoksal olarak apoptosiste hizlandirici, ayarlayict ya da koruyucu
ajanlar olarak hareket ederler (Schipper ve ark. 2000).

Uzun yillardir uygun olmayan kosullarda PA lerin hiicre iizerinde toksik
etkileri oldugu bilinmektedir (Gahl ve Pitot 1979). Asin yiksek PA
konsantrasyonunun hiicre biiyiimesi iizerinde zararh oldugu ve hicre 6liimiine neden
oldugu gosterilmistir (Poulin ve ark. 1993). Bu 6lumiin dogal bir olay olan apoptosis
oldugu kantlanmugtir (Tome ve ark. 1994, Tobias ve Kahana 1995, Xie ve ark.
1997). Spd ve Spm nin serum amin oksidazlan ile oksidasyonu sonucu meydana
gelen hidrojen peroksit ve amino aldehitler kuvvetli apoptotik ajanlardir (Parchment
ve ark. 1989). Bununla birlikte, PA lerin oksidasyon olmadan da apoptosise yol
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actiklan (Bruton ve ark. 1991, Mitchell ve ark. 1992, Alhonen ve ark. 2000) fakat
bunu hangi mekanizmayla gerceklestirdikieri tam olarak bilinmemektedir.
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I1.2. SITOKININLER

Bitkilerin biyime ve gelisgmesinde birgok etkinlikleri kontrol altina alan
onemli igsel faktorlerden biri bitki hormonlandir (fitohormonlar). Bitki hormonlar,
bitkinin belli bir yerinde iretilip bagka bir yapr ya da organa taginarak orada
etkinligini gosteren organik maddeler olarak tamimlanabilirler. Bilyiime ve gelisme
olaylarindaki etkinliklerinden ve onlan dizenleyici rollerinden dolay1 bitki
hormonlart birgok aragtinci tarafindan daha genig kapsamli olarak Bitki Biiyiime
Maddeleri veya Bitki Biiyiime Diizenleyicileri olarak da adlandinlir. Bu genis
tammlarin igine bitki tarafindan meydana getirilmeyip, hormon aktivitesine sahip
maddeler de girmektedir.

Bitki hormonlarinin bir grubunu da sitokininler olugturmaktadir. Sitokininler,
ilk olarak bitkilerde boliinmeyi tesvik edici faktorleri aragtirma galigmalan sirasinda
kegfedilen bitki hormonlanidir. 1913 te Gottlieb Haberlandt, floemde bulunan bir
bilesigin hiicre boliinmesini tegvik ettigini saptammgtir. 1941 de Johannes van
Overbeek, hindistan cevizi endosperm sivisimn da benzer bir etkide bulundugunu ve
pekgok bitki tiiriinde de hiicre bolinmesini tegvik eden bilegikler oldugunu
gozlemistir. 1954 yilinda, Jablonski ve Skoog, Haberlandt’in ¢aligmalarindan
esinlenerek yaptiklan aragtirmada vaskular dokularda hiicre boliinmesini tetikleyici
bilesikler bulundugunu gostermistir. Ilk sitokinin 1955 te, Miller ve ark. tarafindan
ringa baligi spermlerinden izole edilmig ve sitokineze neden olmasindan dolayr bu
bilegigi kinetin olarak isimlendirmiglerdir.

Dogal sitokininlerin en yaygin olan, ilk kez Zea mays’tan izole edilen
zeatindir. Sitokininler hemen hemen tim yiksek bitkilerde, yosunlarda, civik
mantarlarda, bakteriler ve pekgok prokaryot ve oOkaryotta tRNA tirevi olarak
bulunmaktadir. Giinimiizde bilinen 200 den fazla dogal ve sentetik sitokinin varhgt
bilinmektedir. Sitokinin diizeyi meristematik bolgelerde, kok, gen¢ yapraklar, gelisen
meyve ve tohumlar gibi biiyiimenin oldugu organlarda oldukga yiiksektir

Sitokininler bitkilerde, hayvanlarda ve mikroorganizmalarda yaygin olan ve
serbest halde veya tRNA mn bir komponenti olarak bulunan biiytime regiilatérleridir.
Transkripsiyon, translasyon ve membran fonksiyonlan tizerine izl etkileri olmasina
ragmen, etkilerinin molekiiler mekanizmas: tam olarak bilinmemektedir (Strnad ve
ark. 1997).
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Sitokininler bitki doku kiltiirii ¢ahgmalaninda olduk¢a yaygin olarak
kullanilan bitki hormonlandir. Pekgok mikropropagasyon sisteminde, oldukga etkili
ve kolay ulagilabilir oldugundan en yaygmn olarak kullamlan N°-benzil adenindir
(BA) (Sekil IL.S). Fakat Spathiphyllum floribundum gibi baz1 bitkilerde heterojen
bilyiime ve koklenmeyi inhibe etmek gibi dezavantajlari bulunmaktadir (Werbrouck
ve ark. 1995). Bu nedenlerden dolayi, BA e alternatif olugturacak bilyiime maddeleri
bulmak amaciyla yiiriitiilen gahsmalar N°-tiirevleri iizerinde yogunlagmisgtir. BA in
hidroksillenmis tirevlerinin, BA e alternatif olabilecegi duigtinilmigtur. Horgan ve
ark. (1975), bu grubun ilk iyesi olan N°-(2-hidroksibenzil)adenin-9-ribosidi, kavak
yapraklarindan izole etmeyi bagarmuglardir. Ayrica daha sonra bu bilesigin,
Zantedeschia aethiopica meyvelerinde de bulundugu saptanmgtir (Das Neves ve
Pais 1980). 1992 yilinda Strnad ve ark. kavak yapraklanndan N°-(2-
hidroksibenzil)adenin ve N°-(3-hidroksibenzil)adenin i (meta-topolin, mT)
saflagtirmiglardir (Sekil I1.5). Horgan ve ark (1975) bu grup sitokininleri populinler
olarak isimlendirmigtir. Populin terimi salisin bezoat i¢in kullamldigindan, Strnad ve
ark. (1994) alternatif bir isim olarak “topolin” terimini kullanmayr 6nermiglerdir.
Holub ve ark. (1991) yaptiklan galiymalarda mT in, ribosid tiirevlerinden daha etkili
oldugunu gostermistir. Boylece, mT in BA tip sitokininlerden farkh bir
metabolizmaya sahip oldufu ve BA ya alternatif olarak kullanilabilecegi

@ 9/01{
@g @Sg

BA mT

Sekil ILS.: Benzil adenin ve meta-Topolin’in yapisal formiilleri.
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IL.2.1 Sitokininlerin Biyolojik Rolleri

Sitokininler yiiksek bitkilere uygulandiklarinda; hiicre devrinin kontrolii, filiz
olusumu, yaprak ve kok farkhlagmasi, kloroplast olusumu, strese karsi tolerans ve
senesensin geciktirilmesi gibi pekgok fizyolojik, metabolik, biyokimyasal ve gelisim
olaylarin etkilerler ve bu olaylarin diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar.

Sitokininler, pekgok bitki hiicre kiiltiiriinde, hiicre boliinmesi i¢in oksinlerle
birlikte gereklidir. Ayrica, sitokininlerin in vivoda da hiicre boliinmesini tegvik igin
gerekli oldufunu gosteren deliller bulunmaktadir. Yapilan immiinositokimyasal ve
direkt sitokinin olgiimlerinde, mitotik olarak aktif bolgelerde sitokininlerin yitksek
konsantrasyonda bulunduklan, mitotik olarak inaktif dokularda ise diigiik seviyede
bulunduklan gosterilmigtir (Mok ve Mok 1994, Dewitte 1999). Dogal olarak
sitokinin igermeyen organlara, eksojenik sitokinin uygulamasimin hiicre bokinmesini
tetikledigi bilinmektedir. Sitokininler hiicre devrinin her agamasi ile ilgilidirler,
ancak son donemlerde bulunan bazi deliller, sitokininlerin hiicre devrinin bazi
spesifik evrelerine etki ederek hiicre béliinmesini sagladiklanim gostermektedir.

Hiicre devri kendi igerisinde, genomunun replikasyonunun gerceklestigi
sentez evresi (S fazr) ve genomun yavru hiicrelere esit olarak paylagtirildig: bolinme
evresi (M faz1) ve bu iki evreyi birbirlerinden ayiran, hiicrenin biiylimesinin ve
organellerin sayisimn arttirddigi, M ve S evresi arasinda yer alan Gl ve S ve M
evresi arasinda yer alan G2 evrelerine ayrilarak incelenebilir.

Hiicre devrinin ilerlemesi G1-S ve G2-M gegislerinde yer alan kontrol
noktalar tarafindan kontrol edilir. Bu kontrol noktalarmin agilmasim saglayan 2 sinif
protein bulunmaktadir. Bunlar siklinler ve sikline-bagimh kinazlar (CDK) olarak
isimlendirilir. Kontrol noktalarindan gegisin saglanmas: i¢in CDK lanin aktivasyonu
gereklidir. CDK lann aktivasyonu siklinlerle baglanmasmma ve fosforilasyon
durumunun degismesiyle gergeklesmektedir (Solomon 1993). CDK lann farkh tip
siklinlerle birlesmesiyle G1-S ve G2-M gegisleri miimkiin olmaktadir. Siklin
ailesinden B-tip siklinler mitotik siklinler olarak bilinirler ve CDK larla
birlestiklerinde G2-M gegigini saglarlar. D-tip siklinler ise G1-S gegisini diizenlerler.
Bunun yamnda CDK inhibitérlerinin hiicre devri ilerlemesini G1-S ve G2-M
gegcislerinde bloke ettigi Arabidopsis ve Petunia hiicrelerinde gosterilmistir (Glab ve
ark. 1994, Trehin ve ark. 1998).
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Yapilan caligmalar sonucunda sitokininlerin G2-M gegisinde rol oynadiklar
duginilmigtir (Sekil 11.6) (Hare ve van Staden 1997) Arabidopsis koklerinde
yapilan gahiymalarda sitokininlerin cdc2 geninin ekspresyonunu tetikledigi (Hemerly
ve ark. 1993) ve Nicotiana tabacum 'un kesilmig govde pargalarinda, oksin etkisiyle
uretilmis ve inaktif halde bulunan cdc2-benzeri kinazlann aktivasyonunu
saglamaktadir. Sitokininlerin bu aktivasyondaki rolii, Cdc2S fosfatazlarn Gretimini
saglayarak, cdc2-benzeri kinazlarin fosforilasyon durumunun degisimine neden
olmaktir (Zhang ve ark. 1996) Son yillarda sitokininlerin D tip siklin ailesinden D3-
tip siklinin ekspresyonunu saglayarak G1-S gegisini de sagladiklart kamtlanmugtir
(Sekil I1.6) (Riou-Khamlichi ve ark. 1999). Siklin D3’lGn diizenlenmesindeki bir
bozukluk tiimor geligimine neden olmaktadir, bu nedenden dolay1 bir proto-onkogen
olarak kabul edilebilir (Frank ve Schmiilling 1999).

Bitkilerin normal geligme siireci igerisinde baz1 hiicre, doku ya da organlarn
gelismenin amacina uygun olarak Olmesine senesens denir. Koparilmig yapraklar
Uizerinde yapilan senesens ¢ahigmalarinda, sitokinin uygulamasimn senesensi
geciktirdigi saptanmigtir (Leopold ve Kawase 1964). Palavan ve ark. (2002) bugday
yapraklarina 0,25-1 mM konsantrasyon araliginda sitokinin uygulandifinda
senesensin geciktigini gostermiglerdir.

Sitokininler bazi doku ve organlarda hiicrenin enine biyiimesini tegvik
ederler. Bu etki en iyi hardal, salatalik ve aygicegi gibi bitkilerin kotiledonlarinda
gorilir. Bu tirlerin kotiledonlant fidelerin gelisimi sirasinda, hiicrelerin enine
biiyimesi sonucunda geniglerler. Sitokinin muamelesinin kuru agirlikkta bir artig
yapmadan hiicrenin enine biiyiimesinde bir artiga neden oldugu turp kotiledonlarinda
gosterilmigtir (Cag ve ark. 2003). Sitokininin bu etkisi, oksinlerin etki tarzi olan
ceperin asitlegtiriimesinden farkhdir (Ross ve Rayle 1982).
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I1.2.2 Sitokininler ve Poliaminler Arasindaki Iliski

Sitokininler ve PA lerin; hiicre boliinmesini tegvik etmek, senesensin
geciktirilmesi ve proteaz aktivitesinin inhibisyonu gibi pekgok fizyolojik olayda
benzer etkilerde bulunduklari bilinmektedir (Altman 1989, Iliev 1989). PA ve
sitokininlerin bu benzer etkilerinden dolay1 bir¢ok aragtirici tarafindan, PA lerin
sitokininlerin meydana getirdigi etkilerde “sekonder mesajci”lar olabilecekleri ileri
surilmigtir (Galston 1983). Sitokininlerin marul kotiledonlann (Cho 1983),
Cucumber kotiledonlan (Walker ve ark. 1988) ve arpa endospermlerinde
(Hemantarangjan ve Gang 1984) Put diizeyini arttirdigt ve ADC aktivitesini tesvik
ettigi bildirilmigtir (Prasad ve Adiga 1985, Palavan ve ark. 1984). Ancak giiniimiize
kadar sadece purin sitokininlerin (kinetin, BA ve ribosid formlar) etkileri
incelenmigtir. Sergiev ve ark. (1994) sitokinin ve anti-sitokininlerin PA diizeyi
uzerine etkilerini inceledikleri aragtirmada, turp kotiledonlarinda sitokininletin
serbest Put ve Spd diizeyini arttirdiini, ancak serbest Spm e rastlamadiklarim
bildirmiglerdir. Bunun yamnda anti-sitokinin  olan  4-cyclopentilamino-2-
metiltiopirrolo[2,3-d]pirimidin (CPP) ve N-(4-piridil)-O-4-klorofenil)-karbamat (PC)
uygulamalarinda Put ve Spd miktarinda azahg kaydetmiglerdir.
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I1.3 OLOMISIN

Bir onceki bolimde anlatildifi gibi sitokininler hiicre devrinin
ilerlemesindeki rolleri, onlarm CDK lar ile iligkide olabileceklerini dugindiirmiis ve
bundan yola ¢ikilarak, dogal sitokininler olan dimetilaminopiirin ve Né-
izopentiladenin’in CDK1/Siklin B kinaz kompleksini spesifik olmayan bir gekilde
inhibe ettidi tespit edilmistir (Neant 1988). Diger yandan, sentetik aromatik sitokinin
analoglariin CDK1/Siklin B kinaz kompleksi iizerinde inhibisyon etkisi gostermesi,
spesifik CDK inhibitorii olan 6-benzilamino-2-(2-hidroksietilamino)-9-metil piirin
(olomisin, OLO) in kesfine neden olmustur ($ekil I1.7). OLO nun CDK lar
tizerindeki etkisini incelemek amaciyla, 35 kinaz iizerinde denenmis ve bunlarin
arasindan CDK1/Siklin B1, CDK2/Siklin A, CDK2/Siklin E, CDKS5/p35 ve
ERK1/Map kinazlar inhibisyona ugramgtir (Vesely ve ark. 1994). CDK-siklin
kompleksi tizerindeki bu ket vurucu etkinin, OLO nun aromatik halkasin 6.
karbonuna yerlegmis olan benzilamino grubundan kaynaklandigz distntilmektedir
(Vermeulen ve ark. 2002). OLO. CDK larin ATP baglanma bolgelerine yerleserek,
ATP ye kompetetif inhibitor olarak etki etmektedir (Vesely ve ark. 1994).

NN .N\(H\//\OH

OLO

Sekil I1.7.: Olomisinin kimyasal formiili.

OLO pekgok deney sisteminde test edilmis ve hiicrenin CDK larla ilgili
oldugu bilinen birgok fonksiyonunun inhibe oldugu gorilmistir. Bunlardan bazilar
sunlardir; Xenopus yumurta ekstraktlarinda olgunlasma hizlandine faktorin (MPF)
inhibisyonu, in vitro da, Xenopus yumurta ekstraktlarinda interfazda DNA sentezinin

inhibisyonu ve bir hiicre bolinmesi sirasinda DNA min sadece bir kez replike
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olmasim diizenleyen lisans faktériiniin inhibisyonudur (Meijer 1996). OLO nun
tumor hiicrelerinde, hiicre bolinmesine ket vurdugu ve apoptosise yol agtif
belirtilmistir (Abraham ve ark. 1995, Schutte ve ark. 1997). Farkh siirelerde ve farkli
konsantrasyonlarda OLO uygulanmig losemi hiicre hatti olan KG1 de apoptosis
belirtisi olarak bilinen DNA kondensasyonu ve DNA fragmentlerinin meydana
geldigi tespit edilmigtir (Vermeulen ve ark. 2002). Buna karsin, Papazisis ve ark.
(1999) sitozin-arabinosid tarafindan meydana getirilen apoptosisin OLO tarafindan
engellendigini bildirmiglerdir.

OLO nun bitki CDK lan uzerindeki etkisi Petunia mezofil hiicrelerinde ve
Arabidopsis suspansiyon kultirlerinde incelenmistir. Petunia protoplast kiltirinde
10 uM OLO uygulamasi ile S ve G2 evresindeki hiicre sayisinda bir azalma meydana
gelmekte ve konsantrasyon 50 pM-100 uM a g¢ikartildiginda hiicrelerin boliinmesine
ket vurulmaktadir (Glab ve ark. 1994).0OLO bitki hiicrelerinde, hem G1/S ve hemde
G2/M gegisini engellemektedir (Sekil I1.8) (Glab 1994).

Sekil IL8.: Olomisinin bitki hiicre devrinde etkili oldugu evreler (Planchais 2000).
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BOLUM I

TEZ CALISMALARI

I11.1. ARASTIRMA MATERYALI

Bu caliymada materyal olarak Allium cepa L. cv Valenciana (mutfak sogan)
tohumlan kullamidi. Tohumlar May Tohumculuk Ltd. S$ti. den temin edildi.

I11.2. ARASTIRMA YONTEMLERI

Aragtuma 3 grup halinde yritildi. 1. grupta kullamlan tohumlar kontrol
olarak distile su ile birlikte hiicre zanindan gegirgenligi arttirmak amaciyla Tween 20
igeren gozeltiyle, 2. gruptakiler aromatik bir sitokinin olan mT ile ve 3. gruptaki yer
alan tohumlar aromatik bir sitokinin analogu ve CDK inhbitorii olan OLO ile
muamele edildi. mT 10 uM olarak, OLO ise 100 uM olarak uygulandi. Bu
konsantrasyonlar daha once yapilan galigmalarda belirlenen en etkili degerlerden
secilmigtir (Glab ve ark. 1994, Huyluoglu 2002). Deneyler Tablo II1.2.1 de 6zetlendi

Tablo IIL2.1: Aragtirma diizeni.

G e e i T e
. Gruplar |  Uygulama Uygulanan Deney Cozeltisi P Uygul;:x;::;ﬁr eleri |
1. Grup ; Kontrol . Distile su + Tween 20 ‘ - L ;: 1
;”‘:’v' o : :<;=~— : 5 ’ 14 T ;
| 2. Grup [ Dogal sitokinin l mT | 10 pM i - E
,!‘W,,,.,Hm L N L o o 2% B
'g P ] | | 14 |
1 3.Grup | CDK inhibitorii ; OLO [ 100 pM & 5% !
| i o 5 4

22



I1L2.1 Tohum Cimlenmesinde Kullamlan Yontem

Her grup igin 50 ger adet tohum kullamildi. Tohumlar 25 ml deiyonize su
igerisinde +4 °C de 24 saat siire ile bekletildi (Bennett ve ark. 2000). Bu islemin
ardindan tohumlar deiyonize suyla islatmug filtre kagitlani ile kaph petri kaplan
icerisine aktanldi. Tohumlarin ¢imlenmesi igin petri kaplan 23 °C ye ayarlanmig
inkijbatérde 5-6 giin bekletildi. Bu siirenin sonunda 1-2 ¢m uzunluga erigen kokler
deney ¢ozeltilerine daldinildi. Bu iglem igin kiigiik petri kaplanmn iizerine delikli
plastik bir ag gerilerek 6zel bir diizenek hazirlandi ve tohumlar kokleri bu
deliklerden gegecek sekilde dizildi. Deney soliisyonlan ile muamele 14 ve 28 saat
olmak tizere iki farkl stirede gergeklestirildi.

I11.2.2 Sitolojik Calismalarda Kullanilan Yéntem

Sitolojik ¢aliymalar igin oncelikle, deney soliisyonlariyla muamele edilmig
kokler 1 cm uzunlufunda kesilerek 24 saat siire ile fikse edildi. Fiksasyon igin
kullanilan fiksatif, glasiyal asetik asit absolii alkol 1:3 oraminda kangtirilarak
hazirlandi. Fiksasyonun ardindan kokler % 96 lk etil alkol ile 3 defa iyice
yikandiktan sonra, % 70 lik etil alkol igeren kiigiik siselere alinarak buzdolabinda
depo edildi.

Mitoz bolinmeyi incelemek iizere, % 70 alkol igerisinde bekletilen kokler
filtre kagitlan ile iyice kurutulduktan sonra, hidroliz iglemi i¢in 5 N HCl de oda
sicakliginda 15 dakika bekletildi. Hidrolizin ardindan kokler bazik fuksine alinarak
1.5 saat karanhkta tutuldu. Materyaller % 2 lik aseto-orsein igerisinde ezilerek
binokiiler aragtirma mikroskobunda incelendi.

Caligmamizdaki kontrol ve uygulamali gruplann mitotik indeksini agagidaki
formiile gore hesaplamak i¢in her deney grubundan 10 adet preparat hazirlandi ve
her preparattan 5 er bolge segilerek boliinen ve boliinmeyen hiicreler sayidi. Her
deney grubu i¢in ortalama 5000 hiicre sayildi. Aynca bolinen hiicrelerin yaninda,
uygulamahl gruplarda gorillen mitotik anormallikler de sayilarak sonuglar tablo
halinde gosterildi (Tablo IV.1.2.1).

Bolimen hiicrelerin toplam. y
Toplam hiicrelerin toplam:

100

Mitotik indeks =

Yapilan preparatlardan deney soliisyonlarmin mitoz bolinme ve kromozom

davramglan1 Uzerindeki etkilerini gostermek igin Olimpus binokiler arastirma
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mikroskobuna dijital kamera takilarak x100 immersiyon objektifinde fotograflar
cekildi.

I11.2.3 Poliamin Miktar Tayini

I11.2.3.1 Kék U¢larmin Poliamin Tayini i¢in Ekstraksiyonu

Kok uglar yaklagtk 50 mm uzunlukta kesildi ve 100 mg/ml olacak sekilde. % 5
perklorik asit (PCA) ile sogutulmug havanlarda ekstraksiyon yapildi (Redmond ve
Tseng 1979). Omekler, protein ve hiicre attklanm uzaklagtirmak amactyla 11000
rpm de 30 dakika siire ile santrifiij edildi. Ust stv1 yeni bir tiipe alinarak —20 °C de
sakland:.
I11.2.3.2 Poliamin Standartlarmm Hazirlanis:

Standart olarak 1 mM Put, Spd, Spm ve her ii¢ PAmn kangimi kullamidi.

11.2.3.3 Benzoilasyon Islemi

Ekstre edilen koklerden elde edilen st sividan ve hazirlanan PA
standartlanindan 500’er ul alinarak cam tiiplere aktanldi ve tlizerine 1000 ul 2N
NaOH eklendi. 10 pl benzoilklorit eklendikten sonra agzi sikica kapatildi ve iyice
kangstirddi. 20 dakika boyunca oda sicakhfinda ve karanlikta bekletildikten sonra,
agz1 kapali cam tiipler yeniden kangtinldi ve 2000 pl doymus NaCl eklenip, iyice
kangtirilan drneklerin iizerine 2000 pl dietileter eklendi. Iyice kangtinldiktan sonra
fazlarin aynlmas: i¢in 2 dakika boyunca 3000 rpm de santrifiij edildi. i¢inde PA larin
bulundugu dietileter fazindan 500 pl alinarak bagka bir kapakh tiipe aktanldi.
Tiiplerin kapaklan agik birakilarak dietileterin ugmast saglandi. HPLC 6ncesinde her
bir tipiin dibindeki poliamin ekstreleri mobil faz olan 100 ul metanol-su (60:40)

kanigiminda ¢6zduriildi.

11.2.3.4 HPL.C Kolonunun Standardizasyonu

Benzoilasyon prosediiriinden gegmis her bir PA standardindan 50 pl alimp su ile
500 pl ye tamamlandi. Detektér 254 nm ye ayarlandiktan sonra. 0.1 absorbans
birimleri full-scale sapma geklinde kuruldu. Her bir poliamin standard igin 10, 20 ve
50 pl ve akig mzi 1 ml/dakika olacak sekilde pik noktalarimin belirlenmesi igin
enjekte edildi.
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Her bir kromatogram 25 dakika yiiriitiildii. Son pikten 10 dakika sonra mobil faz
pompalanarak kolonun dengesi saglandi. Her bir standardin ¢ikis zamam ve alani
kaydedildi (Morgan 1998)

I1.2.3.5 HPLC Analizi

Her bir analiz i¢in ¢ahgma standarti enjekte edilir. Kromatogramin
guvenirlilifi kontrol edildikten sonra 10-25-50 ul olacak sekilde ilk érnek enjekte
edilirek en uygun sonucun alindigt hacim tespit edildi. Her 5-10 6rnekte bir standart
kangmm yaritildi. Caligma bittikten sonra kolonun temizlenmesi igin mobil faz
biitiin gece pompaland:.

I11.2.4 Total Protein Miktarmm Tayin Etmek icin Kullanilan Yéntem

Kokler 1 cm uzunlugunda kesilerek 1 ml de 100 mg materyal olacak sekilde
pH 7.0 sodyum tamponunda, sofutulmus porselen havanlarda ekstraksiyon yapild:.
Ekstraksiyon sonrasinda elde edilen homojenat, 4 °C 11000 rpm de 30 dakika siire ile
santrifijj edildi. Santriftij sonrasinda siipernatant alinarak —20 °C de 6lgiim yapilana
kadar muhafaza edildi.

Total protein miktarimin belirlenmesi igin 6meklere Bradford’un (1976)
kesfettigi ve kendi ismiyle amlan Bradford Total Protein Tayin yontemi uyguland.
Standart olarak sigir serum albiimin (BSA) kullamildi. % 10 luk BSA dan 0.2, 0.4,
06,08, 1,12, 1.4 ve 1.6 ml lik hacimlerde alind1 ve pH 6 fosfat tamponu ile 2 ml ye
tamamlandi. Uzerine 1.5 ml Commasie Brillant Blue iceren Bradford reaktifi
eklenerek, 15 dakika karanlikta bekletildi ve ardindan 595 nm deki absorbans
degerleri olguldii. Olgiimlerde kor olarak Bradford rektifi ile fosfat tamponu kanigimu
kullanildi. Elde edilen absorbans degerleri ile standart egri grafigi hazirlandi.

Omekler olgimden bir sire once oda 1sisma gikanlarak ¢oziinmeleri
beklendi. Céziinen émeklerden 500 upl alimarak, iizerine 1.5 mt Bradford reaktifi
eklenip iyice vortekslemenin ardindan, 15 dakika karanlikta inkibe edildi ve daha
sonra 595 nm deki absorbans degerleri olgiildii. Standart egriden yararlanarak
absorbans degerlerine kargilik gelen protein miktarlan belirlendi. Her bir grup igin 3

farkli 6rek hazirlandi ve her 6rnek igin ikiger kez 6lgiim yapilds.
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I11.2.5 Peroksidaz Aktivitesini Tayin Etmek icin Kullanilan Yéntem

Kokler 1 cm uzunlugunda kesilerek 1 ml de 100 mg materyal olacak sekilde
pH 7.0 sodyum tamponunda, sogutulmus porselen havanlarda ekstraksiyon yapild.
Ekstraksiyon sonrasinda elde edilen homojenat, 4 °C 11000 rpm de 30 dakika siire ile
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant alinarak —20 °C de 6lgiim yapilana
kadar muhafaza edildi.

Olgiim tamponu olarak 5 mM H,0; ve 15 mM guayakol igeren pH 5.8 fosfat
tamponu kullamldi. Olgiim tamponu, dl¢timden hemen once hazirlandi ve sofuk
olarak kullanilds. Blank olarak 6lgiim tamponu kullamldi. Orneklerin perokidaz
aktivitesini belirlemek igin, 1.5 ml o6l¢iim tamponuna 25 pl o6rnek eklenerek, iyice
kangtirilip spektrofotometrede 470 nm de 2 dakika boyunca 10 ar saniye ara ile
toplam 12 6lgiim yapildi. AA/taze afirlik dakika olacak sekilde peroksidaz aktivitesi
hesaplandi. Her bir grup igin 3 farkh 6rnek ve her 6rnek igin ikiger 6l¢tim yapildi.

I11.2.6 Diamin Oksidaz (DAO) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Kok uglan 100 mg/ml olacak sekilde, pH 7.0 0.1M KH,PO, tamponu ile
ekstre edildi. Hiicre artiklarinin homojenattan uzaklagtirilmas: amaciyla 4 °C, 11000
rpm de 15 dakika santrifiij yapildi. Ust stvi ahinarak —20 °C da muhafaza edildi.
Toplam hacim 4ml olacak gekilde, 3420 ul homojenat iizerine 40 ul (40 mg/mtl) orto-
aminobenzaldehit ve 0,2 M Put ¢ozeltisinden 40 ul eklendikten sonra 2 saat oda
sicakhfinda beklendi. Bu siire sonunda sann renk meydana geldi. Reaksiyonu
durdurmak i¢in 500 wl % 10 Trikloro asetik asit (TCA) eklendi ve
spektrofotometrede 430 nm dalga boyundaki absorbanslar belirlendi (Palavan-Unsal
1997).
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BOLUM IV

SONUCLAR

IV.1 META-TOPOLIN ve OLOMISININ KOK UCU
HUCRELERINDE MIiTOTIK ETKILERI

IV.1.1 Meta-Topolin ve Olomisinin Kék Ucu Hiicrelerinde Mitotik

Indekse Etkileri

Meta-topolin ve olomisinin kék ucu hiicrelerinde mitotik indekse etkilerini
aragtirmak icin, kok uglarina 14 ve 28 saat olmak iizere iki farkh siirede deney
¢ozeltileri ve kontrol olarak distile su uygulandi. Mikroskobik inceleme igin kok
uglarina Feulgen ezme preparasyon teknigi uygulandi. Yapilan preparatlarda bolinen
hiicrelerin sayisiin, gozlenen toplam hiicre sayisina boéliniip 100 ile garpilmasiyla
mitotik indeks hesaplandi. Elde edilen veriler Tablo IV.1.1.1 de dzetlendi.

14 saat uygulamasimn kontrol grubunda % 15 olan mitotik indeks, 100 mM
OLO uygulamasindan sonra % 9 a diistii. Béylece OLO nun kontrole gore % 40 lik
bir indirgenmeye neden oldugu belirlendi. mT uygulanmig kék uglarinda mitotik
indeks kontrol grubu ile aynt sonucu verdi (% 15) (Sekil IV.1.1.1.A).

28 saat uygulamasimin kontrol grubunda mitotik indeks % 13 tir. Bu siirede
OLO Bélinme frekansim % 8 e diigirdii ve boylece 14 saat uygulamasma benzer
olarak kontrole gore mitotik indeksi % 39 oraminda indirgedigi saptandi. Mitotik
indeks mT muamelelilerde % 12 olarak tespit edildi ve kontrole gére % 8 lik
indirgenmeye neden oldugu belirlendi (Sekil IV.1.1.1.B).
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Tablo 1V.1.1.1: Mefa-topolin ve olomisinin kék ucu hiicrelerinde mitotik indekse etkileri. Kontrol:
Distile su + Tween 20, meta-topolin: 10 uM, olomisin: 100 uM.

S | Mitotik indeks =
. Uygulama ‘ (%)
. 14Saat | 28Saat |
Kontrol 15 13
‘Meta-topolin 15 12 .
Olomisin | 9 B T
18 B X i
A onfrol
16 - q NmT
& 14 BOLO
P 12 .
% 10 ] T
's 8 ~ 2 Wgﬂ :
2 =
= 44 =
2 ==
O =
18 B Kontrol
B
16 - SmT
o~ 14 4 BOLO
X
< 124
g 10 - #
'é 8 .
g 61
S 4
2 _|
0

Sekil IV.1,1.1: Meta-topolin ve olomisinin A/lium cepa kok ucu hiicrelerinde mitotik
indekse etkileri. Kontrol: Distile su + Tween 20, mT: 10 uM meta-topolin, OLO: 100 uM
olomisin. A: 14 saat siireli uygulama, B: 28 saat siireli uygulama. *Kontrol degerinden
6nemli derecede farkh (P<0,025).
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IV.1.2 Meta-Topolin ve Olomisinin Kok Ucu Hiicrelerinde Neden

Oldugu Mitotik Anormallikler

Dogal bir sitokinin olan mT ve bir CDK inhibit6rii ve aym zamanda aromatik
sitokinin analogu olan OLO’nun béliinen hiicre sayisina etkilerinin yaminda mitotik
kromozomlarin davramglan Uzerindeki etkileri de incelendi. Gozlenen tiim
anormallikler Tablo IV.1.2.1 de toplu olarak gosterildi.

14 saat uygulamah gruplarda Kontrol grubunda mitoz béliinme sirasinda
herhangi bir anormallik olmadig: tespit edildi mT ve OLO’nun 14 saat uygulanmast
kromozom davramglarinda baz diizensizliklere neden olmasina ragmen, bu
duzensizliklerin yiiksek oranda ve ¢ok gesitli olmadiklan goriildii. mT uygulamasinmin
neden oldugu anormallikler; profazda tek kromozomlarin tek kutba dogru yonelmesi,
kromozomlarda agin kontraksiyon ve iki nukleuslu hiicreler olarak siralanabilir.
OLO uygulamas: da anafazda kromozom képriilerinin olusumuna ve iki nukleuslu
hiicrelerin olugumuna neden oldu.

28 saat uygulamasi muameleli gruplarda hem bozukluk yiizdelerini hem de
bozukluk gesitliliZini arttirds. mT uygulamasindan sonra ¢ok nukleuslu hiicrelerin
varligy en dikkat ¢ekici anormalliktir. Bu anormallik incelenen hiicrelerin % 75 inde
gorildii. Sayilan 2-26 arasinda de@igen ve farkh hacimlerde nukleuslar igeren
hucreler tespit edildi. Béylece hiicrelerde sitoplazmanin ¢ok az yer tuttugu ve bazi
nukleuslarin birleserek diizensiz gekilli biiyiik nukleuslarin olugumuna yol agtiklart
belirlendi (Sekil IV.1.2.2.A-Sekil IV.1.2.B). 28 saat OLO uygulamasi, deney
gruplanimiz iginde en fazla gesitte bozuklugun gériildigi gruptur. Bu bozukluklars;
profazda kromozom kollarimin bir yéne yonelmesi, metafazda ekvator tablasindaki
kromozmlann tek kutba dogru siralanmasi ve ya diizensiz dizilmeleri, anafazda
kromozomlann tim i ipligi iizerine yayimalan ve kromozom képriilerinin
olusumu, normal nukleusun yaninda mikronukleus olusumu, iki nukleuslu hiicrelerin
varligh seklinde siralayabiliriz (Sekil IV.1.2.3, Sekil IV.1.2.4).
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Tablo IV.1.2.1: Meta-topolin ve olomisinin Ailium cepa k6k ucu hiicrelerinde meydana getirdigi
mitotik anormallikier. Kontrol: Distile su + Tween 20, mT: 10uM meta-topolin,
OLO: 100pM olomisin.

Kontrol | ml OLO
(%) (%) ? (%)

Mitotik Anormallikier

28 saat
14, saat
28, saat
14 saat
128 saat

j . i

Profazda tek kutba yonelme ;‘ | o120 | 30 |
Lot e RSN PRI eSS WO SN ISP
i :; ! ! ;
Metafazda tek kutba yonelme | § : P4

: * |

Duzgun olmayan ekvator tab1351

t Kromozomlarda asiri kontraks1yon | I T |

!:, e e L

| I , 5
- Anafazda ig 1p11g1ne yayllmls | j i
[ kromozomlar ;

Kromozom koprusu j

Mlkronukleuslu | .

Clﬁ nuldeuslu hucre |

\Cok nukleuslu hucre ; ‘4 15 }
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IV.2 META-TOPOLIN ve OLOMISININ KOK UCU
HUCRELERINDE ~ POLIAMIN  MIiKTARINA
ETKILERI

Bitki ornekleri %5 perklorik asitte homojenize edildikten sonra benzoilasyon
islemi yapild1 ve yiiksek basing sivi kromotografisinde protein ve taze agirlik bazinda
PA miktarlart ng degerinde saptandi. Tiim sonuglar toplu olarak Tablo IV.2.1 de
gosterildi.

14 saat streli uygulamada OLO muamelesinde kontrole gére Put miktarinda
bir artis meydana geldigi, mT muamelesinde ise bir azalma meydana geldigi
gozlendi. OLO uygulamasi Put miktarinda % 59 luk bir artiga neden olarak en etkili
uygulama oldu, bunun yanunda mT uygulamasi ise % 34 oraninda bir azalmaya sebep
oldu. 14 saat siireli uygulamalarda, kontrol grubu ile mT uygulamas: arasinda Spd
miktar1 bakimindan herhangi bir farkilik gézlenmezken, OLO uygulamasinin % 29
luk bir artiga neden oldugu gozlendi. Put ve Spd miktarindaki bu degisiklerin yaminda
higbir uygulamada Spm olmadif1 gozlendi (Sekil IV.2.1.A).

28 saat uygulamasinda mT muamelesi kontrol grubu ile kiyaslandifinda Put
miktarinda herhangi degisime sebep olmazken, Spd miktarinda % 10 oarminda bir
azalmaya neden oldu. OLO muamelesinin ise Put ve Spd miktarinda sirasi ile % 40
ve % 42 oranlarinda bir azaliga sebep oldugu gozlendi Elde edilen sonuglara
bakildiginda etkili muamele maddesinin OLO oldugu tespit edildi. (Sekil IV.2.1.B).

Tablo 1V.2.1: Meta-topolin ve olomisin uygulamasinin A//ium cepa kék ucu hiicrelerinde poliamin
mlktanna etkisi. Kontrol: Distile su, meta-topolin:: 10 pM, olomisin 100 pM.

i
Pohamm Mlktan ng/me protein
& Uygulama \1 Zaman (Saat) , ( g/ “gp - ,)
1
l

|
g
o o
e e e U e St LB e e
0 14 it 0,91 ‘ 0,48
| A 28 ... 048 §i 045
S 14 i 60 B 0.48
9 (Meta—topolm f g 0 : fr 2
‘ i 28 | 0,48 | 0,43
r . i’""‘ = e i~4~-—-v~-' e g« - [ ,,5,,, S . ;‘ 0
[} Olomisin ; e i e :_ S 14 ‘ 62
, | 28 a 0,29 { 0,26
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Poliamin miktan (ng/mg protein)

Poliamin miktart (ng/mg protein)

16 ]A s Dspd
B Spm

Kontrol mT OLO

18 - e

1,6 | B Elspd |

1.4 -

1.2

1,0 -

0.8

Kontrol mT

Sekil IV.2.1: Meta-topolin ve olomisinin uygulamasinin Allium cepa k6k ucu hiicrelerinde
poliamin miktarina etkisi. Kontrol: Distile su + Tween 20, mT: 10 pM mefa-topolin, OLO:
100 M olomisin. A: 14 saat siire ile uygulama, B: 28 saat siire ile uygulama. *Kontrol
degerinden 6nemli derecede farkli (P<0,025).
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IV.3 META-TOPOLIN ve OLOMISININ KOK UCU
HUCRELERINDE TOTAL PROTEIN MIiKTARINA
ETKILERI

Meta-topolin ve olomisinin kék ucu hiicrelerindeki protein miktarina
etkilerini belirlemek iizere Bradford total protein tayini metodu uygulandi. Tum
sonuglar Tablo IV.3.1 de gosterildi.

14. saat uygulamasinda kontrol grubunda total protein miktan 12,4 mg/taze
agirlik olarak belirlendi. mT protein miktarinda % 2 lik bir azalisa, OLO muameleli
grupta ise % 5 azalma gozlendi. 14 saat siireli uygulamalarda protein miktarinda en
fazla azalisa neden olan uygulamanm OLO oldugu tespit edildi (Sekil IV.3.1.A).

28 saat uygulamasinda kontrol grubunda total protein miktan 12,1 mg/taze
agulik olarak belirlendi. mT ve OLO uygulamalarinda, kontrole goére bir azalma
oldugu belirlendi (Sekil IV.3.1.B). azalig oranlani mT de % 6, OLO da ise % 2 olarak
tespit edildi.

Tablo IV.3.1: Meta-topolin ve olomisinin kék ucu hiicrelerinde total protein miktarina etkileri.
Kontrol: Distile su + Tween 20, meta-topolin: 10 uM, olomisin: 100 pM.

Total Protein Miktar1

(SRR T TR G

. Uygulama | (mg/taeagebl)
1 J 14 Saat 28 Saat

i { |

Kontrol | 12,4 | 12,1
 Meta-topolin | 12,2 | 11,4
e ’ ,,,,,
; %Olomisin ! 11,8 } 11,8
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Total protein miktanm
(mg/taze agirhk)

Total protein miktar
(mg/taze agirhk)

A 8 Kontrol
12,5 - S
? i BOLO

-

_

—
fr—y

-
W

-
-

M Kontrol |}

SmT !
BOLO

@ |

12,5 -

12

11,5 -

11 ~

10,5 -

Sekil IV.3.1: Meta-topolin ve olomisinin Allium cepa k6k ucu hiicrelerinde total protein
miktarina etkisi. Kontrol: Distile su + Tween 20, mT: 10 pM meta-topolin, OLO: 100 uM
olomisin. A: 14 saat siireli uygulama, B: 28 saat siireli uygulama. *Kontrol degerinden
o6nemli derecede farkh (P<0,025).
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IV4 META-TOPOLIN ve OLOMISININ KOK UCU
HUCRELERINDE PEROKSIDAZ (POD) ENZIM
AKTIVITESINE ETKILERI

H,0,, PAlerin katabolizmast sonucunda meydana gelen triinlerden biridir.
Hiicre iginde bulunan serbest H,O, hiicre igin toksik etkide bulunmaktadir. HO; in
hiicreden eliminasyonu i¢in peroksidaz aktivitesi (POD) gereklidir. mT ve OLO nun
POD aktivitesine etkisi spektrofotometrik yontem ile belirlendi. Uygulama
gruplarinda meydana gelen degisiklikler Tablo IV.4.1 de gosterildi.

14 saat uygulamasinda, mT ve OLO gruplan POD aktivitesinde kontrole
kiyasla, swrasiyla % 101 ve % 39 luk artisa sebep oldu. Buna kargm. POD
aktivitesinde en fazla artisa neden olan muamele maddesinin mT oldugu tespit edildi.
(Sekil IV.4.1.A).

28 saat uygulamasinda, kontrol grubunun POD aktivitesi 0,032 Aso/mg taze
agirhk x dak olarak tespit edildi. Kontrol ile kargilagtinldifinda mT de disis, OLO
muameleli grupta ise POD aktivitesinde yiikselme oldugu goriildi. mT % 13 lik bir
azalma, OLO ise % 28 lik bir artisa sebep oldu. Boylece en etkili olan uygulamanin
OLO oldugu tespit edildi (Sekil IV.4.1.B).

Tablo IV.4.1: Meta-topolin ve olomisinin kék ucu hiicrelerinde peroksidaz (POD) enzim aktivitesine
etkileri. Kontrol: Distile su, meta-topolin: 10 uM, olomisin: 100 uM.

i " Peroksidaz Aktivitesi
Uygulama | (Ago/mg taze agirhk x dak)

| T e
Kontrol | 0,014 | 0,0365
o B -
Meta-topolin ﬂ 0,0282 0,0317
Olomisin | 0,019 0,0467 :

I i ’t
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( AA/taze agirlik dk)

Peroksidaz aktivitesi

Peroksidaz aktivitesi
( AA/taze agirlik dk)

0,06 W Kontrol

0,05 - EOoLO

0,04
0,03
0,02
0,01 -

0,06

M Kontrol
mT
BOLO

0,05

0,04 -
0,03
0,02 -

0,01 -

Sekil IV.4.1: Meta-topolin ve olomisinin Allium cepa kdk ucu hiicrelerinde peroksidaz
aktivitesine etkisi. Kontrol: Distile su + Tween 20, mT: 10 uM meta-topolin, OLO: 100
puM olomisin. A: 14 saat stireli uygulama, B: 28 saat siireli uygulama. *Kontrol degerinden
Snemli derecede farkl (P<0,025).
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IV.S META-TOPOLIN ve OLOMISININ KOK UCU
HUCRELERINDE DIiAMIN OKSIDAZ (DAO)
AKTIVITESINE ETKILERI
Aragtirmamn bu kismunda, mT ve OLO’nun bir diamin olan Put’un katabolik

enzimi olan DAQO aktivitesi tizerindeki etkisi incelendi. Kok uglarindan yapilan

ekstrede bulunan DAO aktivitesini 6lgmek igin Ommek iizerine Put ve o-

aminobenzaldehit eklenerek enzim aktif hale getirildi ve olusan renk

spektrofotometrik yontem ile olgiildii. 14 ve 28 saat siireli muamelelerin etkileri

Tablo IV.5.1 de 6zetlendi.

14 saat uygulamasinda, kontrol ile kiyaslandifinda mT % 2 lik bir artiga,

OLO ise % 9 oramnda arttirarak uygulamalar arasinda en etkili ajan oldu. (Sekil

IV.5.1.A).

28 saat uygulamasinda da 14 saat uygulamalarina benzer sonuglar elde edildi.

Kontrol ile kargifagtinldiginda mT % 11 lik bir yiikselise, OLO ise % 24 liik bir artiga

neden olarak en etkili uygulama maddesi oldu (Sekil IV.5.1.B).

Tablo IV.5.1: Meta-topolin ve olomisinin kék ucu hiicrelerinde diaminoksidaz (DAQO) aktivitesine
etkileri. Kontrol: Distile su + Tween 20, mefa-topolin: 10 pM, olomisin: 100 pM.

| Diaminoksidaz Aktivitesi
Uygulama (Ags30)
. 14Saat |  28Saat
- KKontrol { 2,637 ; 2,232
- Meta-topolin f’ 2,691 % 2,487
Olomisin L 2873 E 2,767
i }
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Diaminoksidaz aktivitesi
(As30)

Diaminoksidaz aktivitesi
(As30)

A * NmT
3 1 T BOLO
2,6 \\\\i * E
i!
24 - L J
5 ] 5 B
3 _‘ o, I 1o OO OO 0000 ccncc A, . o anrng i .K “OIA ;{‘
B m;n ‘
2.8 * . @oLo 1
% |
2,6 - '
24 - .
2 R S \ N

Sekil IV.5.1: Meta-topolin ve olomisinin Allium cepa kok ucn hiicrelerinde diamin
oksidaz aktivitesine (DAO) etkisi. Kontrol: Distile su + Tween 20, mT: 10 pM meta-
topolin, OLO: 100 uM olomisin. A: 14 saat siireli uygulama, B: 28 saat siireli uygulama.
*Kontrol degerinden énemli derecede farkli (P<0,025).
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Sekil 1V.1.2.1.: Allium cepa tohumlariin kontrol grubunun kok uglarindan hazirlanan ezme
preparatlardan gekilmis a. interfaz ve b. profazdaki hiicreler .




Sekil 1V.1.2.2.A: Allium cepa tohumlarinin 28 saat siireyle, 10 uM meta-topolin uygulanan kok
uglarinda. a. 3 nukleuslu hiicre ve b. ok nukleuslu hiicre .
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Sekil 1V.1.2.2.B: Allium cepa tohumlarinin 28 saat siireyle, 10 uM meta-topolin uygulanan kok
uglarinda. a. ve b. gok nukleuslu hiicreler .
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Sekil 1V.1.2.3: Allium cepa tohumlarnin 28 saat siireyle, 100 uM olomisin uygulanan kok uglarinda.
a. profazda kromozomlari tek kutba dogru yonelmis hiicre, b. metafazda tek kutba dogru yonelmisg
kromozomlar .
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Sekil 1V.1.2.4: Allium cepa tohumlarinin 28 saat stireyle, 100 uM olomisin uygulanan kok uglarinda.
a. anafaz, b. anafazda kromozom kopriisii .




BOLUM V

TARTISMA ve DEGERLENDIRMELER

Bitki gelisimi meristematik ve farklilagm dokulardaki cogalma aktivitesinin
koordinasyonu ile ¢ok siki kontrol edilir. Bitki biyiimesinin nasil diizenlendigini
agikhfa kavusturmak icin bitki hiicre boliinmesinin diizenlenmesini iyi anlamak
gerekir. Hiicre devri sirasinda DNA replikasyonu genetik materyalin yavru hiicrelere
dagilmasindan sonra meydana gelir ve bu olay hiicrenin ilk bilyiime evresi olan G,
DNA replikasyonunun meydana geldigi S, daha sonra G, ve M evreleri olmak iizere
dort evrede meydana gelir.

Adenin turevi sitokininler hiicre bolinmesini tesvik eden bitki hormonlandir
(Miller ve ark. 1955). Sitokininler bitki biiyiime ve gelismesi ile de ilgilidirler, buna
govde olusumu ve biiyiimesi, apikal dominansi, senesens ve fotomorfogenik geligim
dahildir. Sitokininlerin fizyolojik etkilerinin ¢ok iyi belirlenmis olmasina ragmen
molekiiler etki mekanizmalan hala agiklik kazanmamistir (Mok ve Mok 1994, Binns
1994).

Son yillarda Strmad ve ark. (1992) kavak yapraklarindan yeni bir aromatik
sitokinin olan mT i izole etmiglerdir. Bu aromatik sitokinin doku kiiltiirinde
benziladenine alternatif olarak ortaya konmugtur. Holub ve ark. (1991) mT in bugday
senesensinde ve titiin kallus kiltiriinde etkin oldugunu saptamuslardir. Werbrouck
ve ark. (1996) BA ve mT i in vitro govde ve kék iretiminde etkilerini arastirmuslar
ve 10 uM mT in aym konsantrasyondaki BA e oranla daha iyi koklenmeye neden

oldugunu saptamuglardir.



Soh ve Yang (1993) A. cepa kok ucu hiicrelerine 12 saat siireyle 100 ppm
kinetin uyguladiklannda mitotik indekste azahs oldugunu saptamuslardir. Ayrica,
Sikka ve Sharma’da (1976) aym dogrultuda veriler elde etmiglerdir. Polanco ve Ruiz
(1997) mercimek bitkisi ile yaptiklani ¢aligmada, in vivo da mercimek filiz ve kok
biiylimesine benzilamino purin’in (BAP) etkisini aragtirmiglardir. BAP’nin filiz ve
kok biyimesine ket vurdugunu ve bu inhibisyonunda mitotik indeksteki diigiisten
kaynaklandigim bildirmiglerdir. Aynca konsantrasyonun artmasiyla, meydana gelen
inhibisyonun da arttifim goézlemlemiglerdir. Riou ve Khamlichi ve ark. (1999)
Arabidopsis’te sitokininlerin hiicre boliinmesine etki mekanizmasim incelemigler ve
sitokininlerin hiicre devrinde G1-S gegisinde CycD3 siklini iiretimini arttirarak hiicre
bolinmesini tegvik ettiklerini bulmuslardir. Son yillarda Huyluoglu (2002) arpa kék
uglarinda mT in 10™-10° M ve BA in 10”-10° M konsantrasyonlarda mitoz bliinme
frekansimt arttirdifim  saptamustr. Tomaszewska-Sowa ve ark. (2002) ¢esitli
sitokininlerin Capsicum annuum L. de in vitro morfogeneze ve ploidiye etkisini
aragtirmiglardir. Elde ettikleri rejeneratlarda zeatin ve tidiazuron uygulamalarimn
mitotik indeksi ATM hiicre hatlarinda tesvik ettigini belirlemiglerdir.

Bu aragtirmada ise mT in 14 saat uygulamadan sonra mitotik indekste
kontrole oranla bir fark meydana getirmedigi, 28. saatte ise % 8 oramnda bir
azalmaya sebep oldugu saptandi. Soh ve Yang (1993) da aym konsantrasyonda
kinetin uygulamasi ile aymi dogrultuda veriler elde etmislerdir.

Binarova ve ark (1998) spesifik sikline bagimh kinaz inhibitérleri bohemin ve
roskovitinin Vicia faba kok ucu hiicrelerinde 100 veya 200 uM konsantrasyonlarda
G1/S ve G2/M gegislerini inhibe edici aktivite gosterdigini bulmuglardir. Glab ve ark
(1994) CDK inhibitorii OLO in Petunia protoplastlarinda ozellikle G1 fazinda ve
Arabidopsis siispansiyon hiicre kiiltiirlerinde hiicre devrinin ge¢ G1 ve G2
evrelerinde inhibe edici etkisini belirlemiglerdir. Vermeulen ve ark (2002 a, b) insan
l6semi hiicre hatlaninda bitki sitokinin analogu OLO in sikline bagimh kinaz
aktivitesine ket vurarak, hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigini ve sitokinin analoglarinin
onemli bir potansiyel anti kanserojen ajan olduklarim ortaya koymuslardir. Ayrica
Schutte ve ark. (1997) akciger hiicre hatlaninda CDK inhibitérii roskovitinin, OLO e
oranla 10 kat daha diigitk konsantrasyonda etkili oldugunu saptamislardir. OLO in
200 uM, roskovitinin ise 40 uM konsantrasyonlarmn hiicre béliinmesini tamamen
bloke ettii de aynca gosterilmigtir. Bundan bagka, Vesely ve ark. (1994) OLO in
Xenopus yumurta ekstrelerinde M-fazi tegvik edici faktoriinii inhibe ettigini ve
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hiicrelerin metafazda tutulu kalmasmma sebep oldugunu gostermislerdir. Yapilan
literatiir taramalan sonucunda giiniimiize kadar bitkilerde OLO-mitotik indeks
iliskisine dayah bir aragtirma bulunmamaktadir.

Bu arastirmada A. cepa kok ucu hicrelerinde 14 ve 28 saat OLO
uygulamalarinda kontrole gore sirasi ile % 40 ve 39 orannda inhibisyon belirlendi.
Goriildigii gibi bu bulgular yukanda belirtilen hayvan hiicrelerinde elde edilen
verilerle uyumluluk sergilemektedir.

Kinetin ve BA uygulamalannin birgok mitotik anormaliteye neden oldugu
Soh ve Yang (1993) tarafindan saptanmistir. Bu mitotik anormallikleri anafaz ve
telofaz kopriileri, kromozom davraniglannda bozukluklar, ¢ok kutuplu ig ipligi
olusumu, C-mitoz ve mikronukleus olusumu olarak saptamglardir. Ayrica,
Tomaszewska ve ark. (2002) sitokininlerin yiiksek konsantrasyonda Capsicum
praetermissun ve C. annuum’da geg¢ kalmig kromozom ve anafaz koprilerinin
olusumuna sebep oldugunu gostermislerdir. Huyluoglu (2002) ise BA (107, 107, 10®
M) ve mT (10%, 10, 10® M) uygulanan arpa kok uglannda profazda kromozomlann
bir yone yonelmesi, diizgiin olmayan metafaz tablasi, kromozom kopriileri, kutuplara
gec giden kromozomlar, iki nukleuslu hiicreler, nukleus birlesmesi ve dev nukleuslu
dev hiicreler gibi anormallikleri gézlemlemistir. Bundan bagka aym arastirnici BA in,
mT den farkli olarak mikronukleus olusumuna sebep oldugunu saptamugtir.

Bu arastirmada ise, mT nin 14 ve 28 saat siireli uygulamalarinda kromozom
davramglannda farkh etki gosterdigi belirlendi. 14 saat mT uygulanan 4. cepa kok
ucu hiicrelerinde profazda kromozomlarin tek kutba yoneldigi, asin kromozom
kontraksiyonu ve iki nukleuslu hiicre olusumu gorildi. 28. saat mT uygulanan
hiicrelerde ise, hiicrelerin biiyiik bir gogunlugunun ¢ok nukleuslu (2-26) oldugu,
ayrica nukleus hacimlerinde farkliliklar gézlendi.

CDK inhibitorleri bohemin ve roskovitinin kromozom davramgina etkileri
sadece Binarova ve ark. (1998) tarafindan }licia faba kok ucu hicrelerinde
incelenmigtir. Uygulama sonrasinda, uzun profaz, nukleus zammin kaybolmamasi,
profazda odaklanms i§ ipligi olusumu, tek kutuplu metafaz ig ipligi, kisa ve yogun
kinetekor mikrotiibil fibrillerinin  olusumlarim mitotik anormallikler olarak
saptamuglardir.

OLO ve kromozom davranigi iligkisi ise ilk kez bu arastirmada ele almmugtir.
14 saat sire ile 100 uM OLO uygulanan hiicrelerde kromozom koprileri ve iki

nukleuslu hiicreler saptanan anormalliklerdir. 28 saat uygulananlarda ise bozuklukta
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daha fazla cesitlilik gorildi. Profazda kromozom kollannin bir ydne yénelmesi,
metafazda ekvator tablasindaki kromozomlarn tek kutba dogru siralanmalan ya da
dizensiz dizilmeleri, anafazda kromozomlann tiim ig ipligi lizerine yayilmalan,
kromozom kopriileri, mikronukleus olusumu ve iki nukleuslu hiicreler saptanan
anormalliklerdir. Goruldigi gibi, literatiirde Vicia faba’mn kok ucunda yapilan CDK
inhibitorii-kromozom davramsi ile ilgili ¢aliyma diginda aragtirma bulunmamaktadir.
Bu caliymadaki veriler yukanda belirtilen arastirmadaki verilerle genelde paralellik
gostermektedir, ancak OLO etkisinde A. cepa kok ucu hiicrelerinde ¢ok daha fazla
cesitte anormallikler tespit edildi.

Diger taraftan sitokinin ve PA lerin pekgok fizyolojik 6zelliklerden sorumlu
oldugu bilinmektedir, Ornegin hiicre boliinmesinin tegviki, yaprak senesensinin
gecikmesi, proteaz aktivitesinin inhibisyonu (Altman 1989, Iliev 1989, Sergiev ve
ark. 1994). Baz aragtincilar PA lerin, bitkilerin sitokininlere verdii cevapta bir
ikincil haberci olarak rol oynadigiu ileri sirmektedirler (Galston 1983).
Sitokininlerin kivircik salata (Cho 1983), salatahk kotiledonlan (Suresh ve ark. 1978,
Walker ve ark. 1988) ve arpa tohum endospermi (Hemantarangjan ve Garg 1984)
gibi birgok farkli bitki sistemlerinde ADC aktivitesini tegvik ettigi saptanmugtir
(Suresh ve ark. 1978, Prasad ve Adiga 1985, Mukhopadhyay ve ark. 1983,
Chaudhurei ve Ghosh 1982, Palavan ve ark. 1984).

Suresh ve ark. (1978) Cucumis sativus kotiledon kiiltiirlerinde BA,
benziladenozin ve kinetinin ADC aktivitesini sirast ile 4.5, 6 ve 3 kat tegvik ettiini
belirlemigler ve Put diizeyinde de aym dogrultuda veriler elde etmiglerdir. Palavan ve
ark. (1984) ise etiyole bezelye fidelerinde BAP in fitokrom pigmenti ile etkilegimini
aragtirmuglar ve diigiik konsantrasyonlarda tomurcuk biiytimesine etki etmedigi halde
ADC aktivitesini Onemli miktarda arttirdifim gostermislerdir. 100 uM BAP in
kirmuzi 191k uygulanan fidelerde tomurcuklann, sadece ADC aktivitesini kirmuzi 151k
uygulanan kontrole gore 2,5 kat arttirdifim belirlemiglerdir. Hadrami ve D’ Auzac da
(1992) Hevea brasiliensis kalluslaninda 0-40 giinleri arasinda 9 pM BAP
uygulamasinin PA diizeyinde erken ve gegici bir artiga sebep oldugunu bulmuglardir.
Sergiev ve ark. (1994) ise yiiksek sitokinin aktivitesi gosteren kinetin ve N,-(2-kloro-
4-piridil)-N»-feniliirenin (4-PU-30) etiyole ve yesil turp kotiledonlarinin biiyiimesini
ve serbest PA igerigini 6nemli olgiide arttirdifim tespit etmislerdir. Sitokininlerin
etkisinde oOzellikle serbest Spd ve Put diizeyleri artmug, fakat Spm diizeyinde aym

dogrultuda veri elde edememislerdir. Aym arastiricilar aynca, 4-siklo-pentil-amino-

47



2-metiltiyopirrolof2,3-d]pirimidin (CPP) ve N(4-piridil)-O-(4-klorofenil)-karbamat
(PC) gibi iki antisitokinin etkisine sahip maddenin de PA igerigine etkisini
incelemisler ve heriki uygulamanm, 4-PU-30 un tetikledii Spd birikimini inhibe
ettigini saptamuglardir. Bu sistemde PC nin, CPP den daha etkili oldufu da aynca
tespit edilmigtir. Liu ve ark. (1997) Glycine max doku kiiltiiri ortaminda naftalen
asetik asit ve kinetinin kallus biyiimesi, indolasetik asit ve PA igerigine etkisini
aragtirmuglardir. Bu bitki hormonlanmin kiiltiir ortamma eklenmesiyle hem Put , Spd
ve Spm miktarinda artiy meydana geldigini tespit etmislerdir. Aynca hormon
uygulamastyla en fazla Spm miktaninda artig oldugunu da kaydetmislerdir. Buna
ilave olarak Legocka ve Zarnowska (2002) Ceratodon purpureus protonemalarinda
sitokinin ve PA iliskisini incelemisler ve sitokininlerin serbest ve bagh Put dizeyini
ve ADC aktivitesini 2 kat arttirdiZini bulmuglardir.

Bu arastirmamizda 14 saat siire ile mT uygulamasinin Put miktaninda % 34
Ik bir azalmaya neden oldugunu, buna karsin Spd miktarmin etkilenmedigini
gozlemledik. mT in etkisine zit olarak bu uygulama siiresinde OLO nun Put
miktarinda % 59 oraninda bir artisa, Spd miktarinda ise % 29 luk bir artiga neden
oldugunu tespit ettik. Bu muamele maddeleri 28 saat siire uygulandiklarinda ise mT
nin PA miktarinda 6nemli bir degisime neden olmadigini, ancak OLO uygulamasinin
hem Put ve hem de Spd miktannda belirgin bir azalmaya neden oldugunu
gozlemledik.

Sitokininler genel olarak protein sentezini tegvik ederek senesensi
geciktirmektedirler (Nooden and Leopold 1978). Tepfer ve Fosket (1978)
sitokininlerin protein sentezini regiile edici rolinii agtklamslardir. Sitokininler bitki
dokularinda sadece protein sentezi hizimi arttrmaz, aym zamanda protein
spektrumunu da degistirmektedirler. mT, BA, kinetin ve zeatinin yesillenmekte olan
kotiledonlardaki total protein igerifine etkileri arastmldiinda, mT uygulanan
omeklerin, diger sitokininlere gore iki kat daha fazla protein igerdigi belirlenmistir
(Palavan-Unsal 2003). D’Agustino ve Kieber (1999) de sitokininlerin hiicre
boliinmesini tegvik etmesini sikline bagimh kinazlar gibi proteinleri tetiklemesi ile
agiklamiglardir. Ayrica Palavan-Unsal ve ark. (2002) mT in bugday yaprak
segmentlerinde senesensi geciktirdigini, fakat total protein miktarina etki etmedigini
gostermiglerdir. Cag ve Palavan-Unsal da (2003) turp kotiledonlarinda haricen
uygulanan mT in total protein igerigine etki etmedigini saptamuslardir. Diger taraftan
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elektroforetik analizlere gore, mT total protein miktanm etkilemeksizin de novo
sentezini tegvik ettigini tespit etmislerdir.

Durmus ve Kadioglu (1998) aygicegi kotiledonunun senesens derecesi
arttikga, POD aktivitesinin de fazlalagtigint tespit etmiglerdir. 10-100 uM BA
uygulanan kotiledonlarda ise isoperoksidaz sayisimn kontrole oranla azaldigmt
bulmuslardir. Venkatarayappa ve ark. (1984) de aym dogrultuda veriler elde
etmislerdir. Buna karsin Gaspar ve Xhaufflaire (1967, 1968) kinetin ve isopentenil
adeninin POD aktivitesini kok segmentlerinde arttirdifint saptamuglardir. Hadrami ve
D’Auzac da (1992) Hevea brasiliensis kalluslaninda 0-40 giin arast 9 uM BAP
uygulamasimn POD aktivitesini arttirdifim ve bu artigin, kallusun embriyonik
kapasitesini sinirlayan faktorlerden biri olan kahverengilesme ile pozitif korelasyon
gosterdigini belirlemiglerdir. Palavan-Unsal ve ark. (2003) yeni aromatik sitokinin
mT ile diger ¢ok bilinen kinetin, BA ve zeatin gibi sitokininlerin salatalik
kotiledonlarinda POD aktivitesine etkisini kiyaslamiglardir. Uygulanan tiim
sitokininler POD aktivitesini tesvik etmigler, fakat BA ve kinetinin diger
sitokininlerden daha etkili olduklanimi bulmuslardir. Literatiir verilerine gore
sitokininler organ tipine ve yasina bagh olarak zit etkiler sergileyebilmektedir.

Bu aragtirmada 14 saat mT uygulamasiin POD aktivitesini kontrole oranla
% 101 oraninda arttirdii, 28 saat uygulandiginda ise kontrole kiyasla % 13 oraninda
azalmaya neden oldugu tespit edildi.

OLO uygulamasinda da POD aktivitesinin arttify belirlendi. 14 ve 28 saat
uygulamalaninda sirasi ile % 39 ve % 28 oramnda artiy meydana geldigi saptandi.
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Bu aragtimamn amacim tegkil eden aromatik sitokinin mT ve antisitokinin
OLO in mitotik aktivite, PA metabolizmas1 ve difer parametrelerle etkilesimlerine
yonelik olarak elde edilen bulgular agagida siralanmaktadir.

» mT muamelesi mitotik anormalliklerin artmasma sebep olmaktadir ancak PA
miktarinda herhangi bir degisikliSe neden olmamaktadir. OLO etkisiyle
meydana gelen mitotik anormalliklerin, uygulama siiresine bagl olarak
artmasina paralel olarak PA miktarinda azalma meydana gelmektedir.

» mT, uygulanan doz ve siirelerde mitotik indeks ve PA miktarinda herhangi bir
degisiklik meydana getirmemistir. OLO nun kisa siireli etkisine bakildiginda
beklenenden zit bir etkide bulunmaktadir. Uygulama siiresi uzatildiginda
mitotik indekse ket vurmaktadir ve bu sonuca uygun olarak PA miktarinda da
bir azalmaya neden olmaktadir.

> Bulgulara gore Allium cepa kok hiicrelerinde Spm olmayisi Spm in
sentezinden sorumlu Spm sentaz ve SAMDC enzimlerinin aktivitelerinin ya
hi¢ ya da gok diisiik oldugunu disiindiirmektedir.

» OLO uzun sireli uygulandiginda mitotik indekste azalmaya, kromozomal
anormalliklerin sayisinda artiga, PA igerifinde ve PA metabolizmasinda etkili
olan total protein miktarinda azalmaya, POD ve DAO aktivilerinde artisa
neden olmaktadir.
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