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BITKILERDE AGIR METAL BA GLAYAN PEPT iDLER
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Gunumuizde atmosfer kirlgi, madencilik, y@un trafik, fabrika ve tarimsal atiklar cevresel kirlenmeye sebep
olan etmenlerdir. Bu etmenlereghaolarak kugun, kadmiyum, bakir, civa, nikel, aliminyum gibi metallegaita
toksik seviyelerde ortaya ¢ikmakta, kok ve yapraklar agads bitki biinyesinde biriktirilmektedir. &r metaller,
meydana getirdikleri zehirli etkiden dolayi, bitkilerde geti engellemekte ve hattgia miktarda metal birikimi
sonucu bitkilerde 6lime neden olmaktadigirAmiktarda metale maruz kalan bitkiler, toksik etkinin giderilmesi
amaclyla fitokelatin adi verilen metaldayan peptidleri sentezlemektedirler. Bu peptidlerin sentgmi,raetaller
ve Isisoku proteinleri gibi bazi ajanlar tarafindan uyariimaktadir. Fitokelatinler hiicre icerisinde sitoplazma ve
vakuolde bulunmakta ve bitkilerin metallerle toleransinda olduk¢a 6nemli bir rol oynamaktadirlar.

Bu derlemede, fitokelatinlerin yapisi, sentezinin uyarilmasi, biyosentezi, fitokelatinlerin gegiighiin{ihic-
redeki yeri ve biyoiyilgtirmedeki rolti hakkinda bilgi verilmektedir.

Anahtar kelimeler: Bitki, Agir metal, Fitokelatiny-glutamil peptid, Glutatyon, Biyoiyikgirme.

THE HEAVY METAL-BINDING PEPTIDES OF PLANTS
ABSTRACT

Today atmospheric pollution, mining, heavy traffic, industrial and agricultural wastes are factors that cause
environmental pollution. In relation to these factors, metals such as lead, cadmium, copper, mercury, nickel, alt
minium are found in nature at toxic levels and accumulated in plant via roots and leaves. Due to their toxic effec
the heavy metals inhibit plant growth and even excess amount of metal accumulation causes plant death. Plants t
are exposed to high level of metal synthesize a metal- binding peptide called phytochelatin to reduce toxic effec
Synthesis of these peptides are induced by agents such as heavy metals and heat-schock proteins. Phytochel:
are found in the cell within cytoplasm and vacuoles and play very important roles in heavy metal tolerance ir
plants.

This review is concerned with structure of phytochelatins, induction of phytochelatin synthesis, biosynthesis
turnover of phytochelatins, the place of phytochelatins in the cells and bioremediation.

Key words: Plant, Heavy metal, PhytochelatipGlutamyl peptide, Glutathione, Bioremediation.

! Nuray Ergiin. Ankara Uni. Fen Fak. Biyoloji Bolurfax: 0.312. 223 23 9&-posta: nergun@science.ankara.edu.tr.

Gelis: 26 Haziran 2003Duzeltme: 05 Ekim 2004Kabul: 17 Aralik 2004



16 Anadolu Universitesi Bilimve Teknoloji Dergisi, 6 (1)

1. GIRIS magnezyum, demir gibi elementlere “makro metabolik
elementler”; bor, bakir, ¢cinko, molibden, klor gibi e-
Gelisen endustri ve yaun trafik sonucu cok mik- lementlere “mikro metabolik elementler” ve butln
tarda duman, zehirli gaz veger kirleticiler atmosfere  bunlara ek olarak bir de bazi turler icin ¢cok az miktar-
birakilmaktadir. Gunumuzde hava Kkitili toprak ve  da sodyum, aliminyum, silisyum, kobalt gibi “iz ele-
su kirliligi ile beraber gittikce artan bir 6neme sahiptir. mentler’e” intiya¢ vardir (Bozcuk, 1997). Esaseira
Havada asili partikiller halinde bulunagirametaller- ~ metaller bitkiler icin mikrobesinler olmasinagraen
den muhtemelen capp&ian biyik partikiller cabu-  yiksek konsantrasyonlarda canli organizma icin toksik
cak cokelmekte daha kiigiik partikiiller ise yiikselen€tkilere sahiptirler (Kinnersley, 1993). Bitkilerde olu-
hava ile uzaklgmaktadirlar. Atmosferde asili kalan bu me sebep olmaksizin metabolik aktiviteyi 6nemli dere-
partikiiller ancak yaslarla cokelmektedir. Partikiler cede inhibe edenga metal konsantrasyonlari icin
karakterli olan kugun, ginko, bakir, kadmiyum, kobalt, “toksik konsantrasyon” deyimi kullaniimaktadir
nikel gibi agir metaller bitkiler tizerine ¢okerek etkili (Rubio vd., 1994).
olmakta ve bitkiler bu metalleri kok ve yapraklari ile

alip biriktirmektedirler. Atmosfer kirligginin artmasi _Agir metaller, bitkiler tarafindan —kolaylikla
sadece endiistrifmenin sonucu olmayip baca gazlari, asimile edllmgk'ge ve'_m_eydana getlrdlklerl' zehirli etki-
sanayi ve evsel atiklar, binlerce ton kents@iatyaki- ~ den dolay bitki gefimini engellemektedirler. #uri

larak yok edilmesi gibi olaylar kirligin artmasina yar- ~miktarda metal birikimi sonucunda bitkide &lum go-
dim etmektedir. Atmosfer kirliinin yanisira maden-  rilmektedir (Clijsters ve Van Asschi985).

cilik, yogun trafik, tarimsal ve fabrika atiklari gl _ _ e

alanlarda cevresel kirlenmeye neden olmakta ve kur- _'Aglr metallerin toksik etkileri bitkinin fotosentez
sun, kadmiyum, bakir, nikel, civa, aliminyum gibi me- (Clijsters ve Van Assche, 1985), solunum
taller toksik seviyelerde ortaya gikmaktadir (Oncel vd., (Lamoureaux ve Chaney, 1978), su (Poschenrieder vd.,

2000). Bazi tarimsal ve dal topraklarda bug@r me- ~ 1989) ve karbohidrat metabolizmasi (Greger ve
tallerin bitkiler Uizerinde toksik etki gostepglileri si-  Lindberg, 1986) lzerinde yapilan gatalarla goste-
rilmektedir (Steffens, 1990). rilmigtir. Bunun yaninda, @r metallerin bir cok enzi-

min aktivitesini, normal metabolik olaylari ve sité

Agir metal tamimi disiplinler arasi farklilik gos- fotosentetik fonksiyonlari bozgu da  bildirmtir
termektedir. Orngin X 1sini ile calsanlar atom numa-  (Alia-Saradhi, 1991).
rasi 13'den biyik elementler icirfgia metal tanimini o
kullanmaktadiriar. Fakat, Xsini ile calsan bilim a- Agir metaller yiksek konsantrasyonlarda bitkide
damlarina gore @r metal olan demir, kobalt, bakir fotosentez urunlerinin ggnmasini engelleyerek yap-
gibi metaller jeolog, kimyaci gibi temel bilimcilere raklarda sakkaroz, yasta ve indirgegekerlerin biri-
gore a@ir metal dgildir. Temel bilimcilere gére ise kimine sebep olmaktadir (Samarakoon ve Rauser,
civa, kusun, bizmut, altin, platin gibi atom ve kitle 1979). Greger ve Lindberg (1986) kadmiyum uygula-
numaralari bilyik olan metallerzia metal sinifina  nan bitkilerdeseker icerginin koklerde ve govdede
girmektedir. Ancak bunlardan altin gibi kimyasal ola- azaldgini belirtmilerdir. Moya vd. (1993) nikel ve
rak pasif olan metaller biyolojik yapida birikime sebep kadmiyum uygulana@ryza sativa'da kuru &irlik/taze
olmamaktadir. Uranyum atom numarasi ok buyikagirlik oraninin art@iini gostermlerdir. Ercglu ve
olmasina ve radyoaktif tehlikesinegraen diinya yi-  Oncel (1997) kadmiyum, nikel, bakir, cinko, kobalt ve
zeyinde ¢ok yaygin olmagiiicin agir metal sinifindan ~ kursun gibi g&ir metallerin farkli konsantrasyonlarinin
sayllmamaktadir Bunun yaninda kadmiyum, civa, kur-uygulandgl Triticum aestivum L. var. bezostaya str-
sun gibi bazi metaller organizmaya girdikten sonra ko- glinlerinde glukoz+sakkaroz miktarlarinda onemli ar-
lay kolay atilamazlar ve bazi fizyolojik aktiviteler tize- tislar oldusunu belirtmglerdir.
rinde inhibitdr etkisine sahiptirler. Bu metaller gerek . ) _
sanayi gereksgehirsel atiklarin (pil, akil, termometre, Oncel vd. (2000) yiksek kadmiyum konsantras-
kursun tetraetil gibi benzinlere katilan maddeler vs.) yonunda bitki boyu, kuru madde miktari, klorofil, total
icinde bol miktarda bulunarak cevre kigiine neden ~ ¢6zunebilir fenolik bilgikler ve serbest prolin miktar-
olmaktadirlar. Fizyologlar icingr metaller bakir, ko- larinda belirgin dgisiklikler tesbit etmjlerdir. Ancak
balt, civa, kusun, kadmiyum, nikel, ginko, aliimin- kursun uygulamasi sonucunda parametrelerde herhangi
yum, giimi§ gibi fizyolojik agidan tehlikeli olan metal-  bir degisiklik belirlenememtir. Ayrica air metal
lerdir. Topraktaki kirleticiler besin zinciri yoluyla ge  toksisitesinin sicaka paralellik gosterebildini de
rudan d@ruya insan sgigini etkilemektedirler. Bu ifade etmlerdir.
yolla viicuda alinan c¢inko, kadmiyum, civa, $um . _ _
gibi agir metaller de metil ve etil gruplariyla pgap- Kalimuthu ve Sivasubramanian (1990Xea
mak suretiyle yada cozlnebilir hale gelmekte ve bir maysa 20, 50, 100 ve 20Qig/ml konsantrasyonlarda
cok dokuda birikmektedirler. Oysa altin, platin ve u- civa klorur ve kusun asetat uygulagiar ve bitkilerde
ranyumun bu tirde bigékleri cok fazla bilinmemekte tohum c¢imlenme yuzdesi, fide blylumesi ve protein
ve biyolojik sureclerde bu tir bilikler olusturulma- iceriginin azaldgini, karbohidrat, serbest amino asit ve
maktadir. karotenoid iceginin arttgini ve sirginlerde RNA di-

zeyinin azaldiini belirtmglerdir.

Bitkilerin normal gekimi icin karbon, hidrojen,

oksijen, azot, fosfor, koikurt, potasyum, kalsiyum,
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Cinko ve bakir gibi gir metaller biyolojik sistem-
lerde mikrobesin olarak proteinlerin ve enzimlerin ya- .
pisal bilgiminde bulunmaktadirlar. Bu elementler
normal biyime ve geline olaylarinda kofaktor olarak
gorev yapmaktadirlar. Bitkiler, biyime periyotlari si
rasinda gir metaller tarafindan g@esik sekillerde etki-
lenmektedirler. &ir metallerin 6lduriict dozlarina kar-
sl nadiren baz bitkiler hizl adaptasyon ve tolerans ge-;

listirme yetengine sahiptirler.
1.1.Fitokelatinlerin Yapisi

Bitkiler metallerle kelat bilgkleri meydana geti-
rirler. Kelat olgumu biri organik, dieri inorganik iki

farkli kimyasal yapiya sahip maddenin bir araya gele-

rek bilsik meydana getirmesidir. Kelat bgi&lerinin
meydana getir@ yeni bileik kendini olyturan bile-

senlerinden tamamen farkh 6zellik (fotokimyasal vs.)

Sekil 2. Hemoglobinde hem grubunun acik kimyasal yapisi
(Champe ve Harvey, 1997).

Bitkiler asiri miktarda metal etkisine maruz kal-
diklari zaman toksik etkinin giderilmesi amaciyla me-
tal baglayan peptidleri sentezlemektedirler. Bu

gOsterir (Steffens, 1990). Canl sistemlerde magnezpemidlerin sentezinin Rarisizlga wgramasi bitki ba-

yumun klorofilde §ekil 1), demirin hemoglobinin hem
grubunda §ekil 2) kelat bilgikleri olusturmasi bu du-
ruma ornek olarak verilebilir. Kelat bgi&lerinde iyo-
nun yikd ve yaricap! uygun olglu sirece benzer i-
yonlar (F&" ile Cu™ gibi) yer deistirebilir. Bu olaya
‘metal yerdgistirmesi’ denir. (Bertini vd., 1994). Or-
nezin hemoglobinde Cl ve Zri™ kolaylikla Fé™nin
yerine gecebilmektedir. Bu olay, bitki geini igin

yimesinin engellenmesi veya bitkinin 6limu ile so-
nuclanmaktadir. Ar metal bglayan bu peptidler
“fitokelatinler” olarak bilinmektedir.

Fitokelatin terimi ilk kez Grill vd. (1985) tarafin-
dan a&ir metal stresine maruz kalan bitkilerdegige
meden sentezlenen kiiglik ve sisteince zengin peptidleri
tanimlamak icin kullanilngtir. Bu peptidlerin genel

gerekli olan elementlerin fazlasinin neden zehir etkisiYaP!lan §-glutamilsisteinil) — glisin [(Glu-Cys})-Gly]

yaptgini da aciklamaktadir.
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Sekil 1. Klorofil molekilintn acgik kimyasal yapisi
(Bozcuk,1997).

seklindedir (n=2-11), §ekil 3).
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Sekil 3. Glutatyon ve metal
glutamilsisteinil}-glisin

1990).

Byan polipetid ¢
yapilari  (Steffens,

Bitkilerde air metal bglayan polipeptidler d&-
sik sekillerde isimlendirilmglerdir. Bunlar kadistinler,
fitokelatinler, y-glutamil peptid, poli-¢-
glutamilsisteinil) glisinler ve kadmiyum-peptid'dir.
Reese ve Wagner (198N)cotiana tabacum yaprakla-
rindan vel.ycopersicum esculentum hiicre siispansiyon
kaltirinden kadmiyum I@gayan peptidleri izole et-
migsler, bu peptidlerin fiziksel ve kimyasal karakteris-
tiklerini belirlemigler ve bu 6zellikleri sican karag-
rindeki kadmiyum ve cinko-tioneinleriyle kalastir-
miglardir. Arsstiricilar kadmiyum-peptidlerinin
izoelektrik noktasinin (pl) 3.5 olgunu ve bu nokta-
nin metallotioneinlerin izoelektrik noktasindan %)
daha dgik oldyunu belirtmglerdir. Nicotiana
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tabacuntda sentezlenen kadmiyum peptidleri ile kad-
miyum-tioneinleri ve c¢inko-tioneinleri keautastirildi-
ginda, kadmiyum peptidleri ile kadmiyum ve c¢inko-
tioneinlerinin metal ilgisi ve secicflin oldukca farkl
oldugunu aciklamgylardir. Bu konu ile ilgili olarak ya-
pilan nomenklatir caimalar ile bu dgisik isimler
“fitokelatinler” olarak genellgirilmistir. Bu terim mo-
lekullerin kelatlgma fonksiyonu ile uygunluk géster-
mektedir.

Hayvan sistemlerinde de hicre icindgriamik-
tarda metal bulunmasi “metallotioneinler” olarak bili-
nen proteinlerin  sentezine neden olmaktadir.
Funguslar, omurgallar, bocekler ve memelilerin
metallotioneinleri molekil @rhklar1 digiik ve sistein
bakimindan zengin olan (yaklk %30'u Cys) protein-
lerdir. Sistein (Cys) birikimleri proteinde Cys-X-Cys

seklinde veya Cys-Cys gruplari arasinda mevcuttur.

Burada “X’, Cys dyinda bir amino asittir.
Metallotioneinler yapisal olarak iki tiptir. I. tip atlarin
bobrek metallotioneinlerine benzemektediteospora
ve Agaricus gibi bazi fungal metallotioneinler de I. tip
metallotioneinlere dahildir. Lolkema vd. (1984)ene
cucubalus ile yaptiklari cahkmada, bakira toleransh
populasyonda bakir uygulamasi
metallotioneinlere benzeyen bakirigteyan proteinleri
izole etmglerdir. Agaricus bisporusdan da bakir
metallotioneinleri izole edilmive bu metallotioneinin
her molekilinde 25 amino asit iceiidikarakteristik
olarak yuksek sistein oranina sahip @ady%28) ve 6
mol bakir molekilini Gaadig bulunmytur (Munger
ve Lerch,1985).

Il. tip metallotioneinler icin Saccharomycetes
cereviase'daki metallotioneinler érnek olarak verilebi-
lir. Bunlar, amino asit dizisi bakimindan 1. tip ile ben-

sonucu koklerde
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leri kargilagtirmigtir. Jel filtrasyon sistemi il®rassica
oleracea’da daszal olarak meydana gelen kadmiyum
baglayan komplekslerin yakigk 10.000 dalton @rli-
ginda oldgunu ifade etngtir. Bu calgmalar
metallotionein benzeri proteinlerin bitkilerigia metal
metabolizmalari tarafindan ggirildi gini gostermek-
tedir.

Bitkilerdeki metal bglayan polipeptidler, hayvan
sistemlerindekinin tersine ribozomlachda sentezle-
nen polipeptidlerden meydana gelmektedir (Kolter ve
Moreno, 1992). Bu polipeptidler yapi ve biyosentez
bakimindan farklik gdstermesine kar gorev baki-
mindan metallotioneinlerle analogturlar. Steffens vd.
(1986) hayvan htcrelerinin yiksek konsantrasyonlarda
agir metale maruz birakildiklarinda, @ik molekil
agirhgina  sahip, sistein  bakimindan  zengin
metallotioneinleri sentezlediklerini ve bu sentezin ilgili
genler tarafindan yonetigini aciklamglardir. Buna
karsin bitkilerin ggir metale maruz kalmalari duru-
munda ribozomlar ginda sistein bakimindan zengin
polipeptidleri sentezledini ve bu polipeptidlerin hiic-
reler icinde biriktirildigini ifade etmglerdir.

Bitkilerdeki gir metal bglayan polipeptidler az
rastlanir tipte veyGlu-Cys)-Gly yapisindadir (n=2-
11). Fitokelatinlerle kamlastirlldiginda glutatyon
(GSH), y-Glu-Gys-Gly yapisina sahiptir, peptid-
karboksilattan ziyade glutamik asidin yan zincir
karboksilati ya day-glutamik asitle bglanarak olyg-
maktadir. Bu sentez ribozom destekli olarak meydana
gelmektedir $ekil 3). Bu peptidler ik kez
Schizosaccharomyces pombe'nin boliinmesi sirasinda
tanimlanmg ve kadmiyum ile uyarilabilen bu
peptidlere “kadistin” adi verilrgtir.
Schizosaccharomyces pombede  tanimlanan  bu

zerlik gostermekte ve ylksek miktarda sistein icermek-peptidin kadistin-A ve kadistin-B bijenlerinden olg-

tedirler. 11. tip metallotioneinler de birinci tipte olgu
gibi metalleri sistein-tiolat dari ile bgglamaktadirlar.

tugu belirlenmgtir. Daha sonra bitki kltirleriyle cali-
san Grill vd. (1985) metal Eayan polipeptidlerin

Metallotionein sentezi transkripsiyon seviyesinde uya-penzeri bir serisini fGlu-Cysy.~Gly bulmulardir.

rilmaktadir. Omurgalilarda metallotionein sentezt di
sal metal uygulamalarinda olglu gibi, gelsimin kont-
rolii altinda gercekimnektedir ve kortikosteroidler gibi
¢ok sayida ajan tarafindavék edilmektedir.

Bitkilerde gir metallerin airi miktarlarinin oly-
turdusu zehirin etkisiz hale getiriimesgleminin anla-

siimasinda buyuk oranda metallotionein modeli 6rnek

alinmstir. ileri organizmalarda, metallotionein yapila-
rinin ve dizenleyici etkilerinin gosterilmesi, bitkilerde
de metallotioneinlerin yapi ve fonksiyonuna benzer
proteinlerin olgtugunun anlailmasini sglamistir.

Agir metale maruz kalmibitkiler Gzerinde yapi-
lan ilk calsmalarda metallotionein benzeri proteinler
ortaya cikarilmgtir. Bu proteinlerin metalleri uyarmasi
Nicotiana tabacum yapraklarinda (Wagner ve Trotter,
1982) veZea mays koklerinde (Rauser ve Glover,
1984) gosterilngitir. Konu ile ilgili olarak Wagner
(1984) Brassica oleracea yapraklarinda kadmiyum
baglayan komplekslerin biriktirildiini belirtmis, daha
sonra bu komplekslerle hayvan metallotioneinlerini ve
¢esitli organizmalardan algi bakir-ba&layan protein-

Fitokelatin terimi ise, bu peptidlerin bitkilerde yaygin
olarak bulundgunun ve metal iyonlarinin bu
peptidlere bglandiginin belirlenmesi sonucu ortaya
cikmistir. Fitokelatinler dyinda tiol bakimindan zengin
%1 civarinda oldgu tahmin edilen @gir metal bgla-
yan bilgiklerin varligi da bildirilmistir (Steffens,

90).

Yiksek bitkilerde, kirmizi, wi ve kahverengi
alglerde fitokelatinler gir metallere tepki olarak sen-
tezlenmektedir. Bircok fungus tard ise
metallotioneinleri metallerin zehirli etkilerini gidermek
amacltyla kullanmaktadichizosaccharomyces pombe
ve Turolopsis (Candida) glabrata adindaki funguslar
istisna olarak fitokelatinleri sentezlemektedirler
(Steffens, 1990). Ayricdurolopsis glabrata’da metal
direncinin dizenlenmesi oldukc¢a ilgingtifurolopsis
glabrata yiksek konsantrasyondaki bakira tepki olarak
%30 sistein (Cys) iceren ve metallotioneinlerin tipik
Cys-X-Cys motifinin iki tekrarina sahip metallotionein
benzeri bir proteini sentezlemektedir. Bununla birlikte
Turolopss glabrata’da kadmiyuma tepki olarakyy{
Glu-Cys)-Gly ve {-Glu-Cys) sentezlenmektedir. Bu
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sekilde farkli bir duzenleme sadec@&urolopss
glabrata’da gOzlenmgtir, diger organizmalarda
filokelatinler kadmiyum ve bakir ile tipik olarak uya-
rilmaktadir (Steffens, 1990).

Metalle olymus fitokelatin kompleksi asidik do-
gasl nedeniyle yiksek ¢cozin(g#i sahiptir ve hiicre-
den kolayca izole edilebilir yapidadir. Saflalmalari

19

Buna ilave olarak arsenat (AsQ ve selenat
(SeQ?) anyonlari da fitokelatin sentezine sebep ola-
bilmektedir. Bir fitokelatin uyaricisi olan kadmiyum isi
soku proteinlerini uyarmasina gaen, I1sisoku prote-
inleri fitokelatin sentezini uyarmamaktadir (Steffens,
1990). Grill vd. (1987) 1ssoku yada sguk uygulama-
larinda spesifik proteinlerin sentezi indiiklenirken me-
tal bglayan peptidlerin sentezinin meydana gelmedi-

anyon dgisim kolon kromotografisi ile Sephadex G50 gini ifade etmglerdir. Ayrica bakir silfat (CuSQpuy-

veya benzeri kolonlarla gercekigilmektedir. Peptid
bilesenleri seyreltik asit ile (0.1 N HCI veya %2'lik

gulamasi ile fitoaleksinler ve fitokelatinler etkin bir
sekilde uyariimasina gmen, UV gini ve fungus ile

triflor asetik asit) denattire edilip ters faz Yiksek Per-inokule etmek gibi uygulamalar fitokelatinleri uyar-
formansli Sivi Kromatografisi (HPLC) kolonunda saf- mamaktadir. Bununla birlikte karakteristik olargtaa
lagtiriimaktadir. Steffens vd. (1986) kadmiyuma daya- ve c¢alilarda bulunamycorrhiza'lar 6zellikle ectomy-

nikli  Lycopersicum esculentum hiicrelerinde metal
baglayan §-glutamil-sisteinil)-glisin  polipeptidini

HPLC ile floresans 6zellikteki monobromobiman ti-

revleri kullanarak saftairmiglardir.
1.2. Fitokelatinlerin Uyariimasi

Memeli sistemlerinde metallotionein sentegira
metaller tarafindan uyariimaktadir.
metallotionein sentezi blyime ve geie sirasinda
kortikosteroidler, oksidatif stress vegdr ajanlar tara-
findan da uyariimaktadir (Steffens, 1990).

Bitkilerde ise fitokelatinleri indiikleyen primer
uyaricilar 6zellikle gir metallerdir. Kadmiyum, ¢inko,
kursun, gimg, nikel, civa, kalay, altin, bizmut, va-

corrhiza’lar  konak bitkide metal toksisitesini
iyilestirici etki meydana getirebilmektedir. Funguslarin
hiicresel diizeydega metal toleransi gd|anmak ama-
ctyla olwturduklar mekanizmalar muhtemelen yiksek
bitkilerdeki metallerin hiicregh materyallerle bglan-
masl! yada vakuolar bolimlerde tutulmgeklinde me-
kanizmalara benzemektedir (Hall, 2002) g soku,
hormon seviyelerinin dgsimi ve oksidatif stresler

Ayrica hucre kiltiriinde fitokelatin sentezini uyarmamaktadir

(Steffens, 1990).
1.3. Fitokelatinlerin Biyosentezi
Fitokelatinler ve glutatyon (GSH) biyosentezleri

bakimindan benzerlik gostermektedir. Bu benzerlikleri
(Sekil 3) onlarin primer gen Urind olamaygca gos-

nadyum fitokelatin sentezine neden olmaktadir. termektedir. Fitokelatinlerin ve GSH'In biyosentezinde

Fitokelatin sentezi icin@r metallerin yiiksek konsant-
rasyonlari gerek@inde, &ir metaller arasinda kadmi-
yumun ¢inkoya goére daha kuvvetli bir uyarici gidu

gorulmigtur (Steffens, 1990), (Tablo 1).

Tablo 1. Fitokelatinlerin @r metal iyonlari ile uyariimasi
(Steffens, 1990).

i Fitokelatir? F'ttgggamtg‘_de

(umol/g) glutamil-sistein

Formul Konsantras{ n=2{ n=3| n=4 [ (uM) (umol/d’)

yon uM
Cd(NGy), 100 1.272.91] 2.30 20.5
Pb(NGy), 1000 1.74 2.28| 0.25 11.4
ZnSQ, 1000 1.57 1.68| 0.12 8.5
SbCk 200 0.94 1.72| 0.37 8.5
Ag(NO3) 50 1.07[1.90{ 0.08 8.2
Ni(NO3), 100 1.53 0.82] 0.07 5.8
Hg(NGy), 10 1.28 0.55] 0.02 4.3
NaHASO, 20 1.40[0.34] O 3.8
CusQ 50 0.88/ 0.41] 0.04 3.1
SnsQ 100 0.86 0.33| 0.03 2.8
NaSeQ 100 0.75 0.22| 0.07 24
AuCl 50 0.71] 0.17] 0.03 2.0
Bi(NO3)3 100 0.690.18[ 0 1.9
TeCly 10 0.58 0.13] 0.05 1.8
WClg 100 0.4210.09] O 1.1
Yok - 0 0 0 0
a= 1gr. kuru arlikta n sayiday-glutamilsistein iceren

fitokelatinler
b= kuru &irlik

ayni enzimler rol oynamaktadir.

GSH sentezinde ilk basamak, Glu+CygGlu-
Cys olgumudur. Bu basamaky-glutamil sistein
sentetaz enzimi tarafindan (EC.6.3.2.2) ATP hidrolizi
ile katalizlienmektedir. Bu enzim bir ge@nalgu olan
inhibitér buthionin silfoksimin (BSO) tarafindan
inhibe edilmektedir. GSH biyosentezindg-Glu-
Cys+Gly- y-Glu-Cys-Gly bilgigi ATP ve glutatyon
sentetaz tarafindan sentezlenmektedir. Fitokelatin sen-
tezi BSO tarafindan inhibe edilmektedir. Steffens vd.
(1986) fitokelatin sentezinin kadmiyuma dayanikli
Lycopersicum esculentum hicrelerinde spesifik biy-
glutamil sistein sentetaz inhibitoru olan BSO tarafin-
dan inhibe edildiini ifade etmglerdir. Scheller vd.
(1987) Lycopersicum esculentum hiicre kaltirlerinde
kadmiyum uygulamasi sonucu fitokelatinlerin gblu
gunu, BSO’nun fitokelatin sentezinde substrat olan
glutatyon sentezini inhibe ettni gostermglerdir.BSO
uygulanan hicreler fitokelatinleri sentezlememektedir-
ler. BSO tarafindan fitokelatin biyosentezinin inhibe
edildiginin gosterilmesiyle fitokelatinleringr metal-
lerin zehirli etkilerinin giderilmesindeki gerekiii ka-
nitlanmstir.

Fitokelatin uyarilmasi esnasinda GSH fitokelatin-
lerin sentezini etkilemektedir Schizosaccharomyces
pombe ve Lycopersicum esculentum hiicre kiltirleriyle
yapilan ¢cakmalarla kadmiyum uygulamasindan sonra
fitokelatin biyosentezi GSH diizeyinde hizh bir azalma
ile meydana gelmektedir. Nitekim ataucilar
Lycopersicum esculentum hticre kuiltirlerinde kadmi-
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yum uygulamasi ile GSH'In fitokelatin sentezinde bir cerevisiae’de kadmiyum toleransinin agtndan sorum-
substrat oldgunu aciklamglardir. Kadmiyum uygu- lu Ta PCSY’i bir bgday cDNA’sinda belirlersi tir.
lanmg Zea mays tohumlariyla yapilan ¢gimalarda da  Ayni fungusda metal toleransinda rol oynayan enzim
benzer etkiler gozlenmtir. Kadmiyum uygulanan genlerini klonlanmy ve karakterizasyonu yapilgtr
koklerde GSH'in tuketimi gbvdeden daha hizli olmak- (Clemens vd., 1999).
tadir. Kadmiyum uygulamasindan iki saat sonra kokte
GSH yari yariya azalmakta ve tekraglaagic dizeyi- Fitokelatinler, g&r metal iyonlarinin varginda
ne gagl yukari 24 saatte donmektedir. Bunun tam ter-fitokelatin sentaz tarafindan glutatyondan enzimatik
sine gbvdede ise GSH sadece kadmiyum uygulandikelarak sentezlenmektedifrabidopsisde fitokelatinin
tan 2 saat sonra azalmakta ve 24 saat icerisinde eskietersiz ve Cd’'a duyarl olacadl mutantlari kullani-
haline dénmektedir (Steffens, 1990). larak, fitokleatin sentaaifreleyen CAD1 geni tanim-
lanmstir (Ha vd.,1999).

Bitki hicrelerinde GSH uygulamasi fitokelatin
sentezinin dgrudan bir habercisi olaral gérmekte- Fitokelatin sentaz genlerrabidopsis de izole
dir. BSO tarafindan inhibe edilen fitokelatin sentezi edilmistir. Brewer's mayasinin Cd-duyaryjapl ve
distan uygulanan GSH'dan etkilergdihalde sistein  ycfl mutantlarina ilgili genler klonlangi ve bu
tarafindan etkilenmemektedir. Scheller vd. (1987) mutantlarda Cd toleransi meydana ggldiortlmdstur
polify-glutamilsisteini]glisin  peptidinin  biyosente- ~ (Vatamaniuk vd. 1999).
zinin BSO tarafindan inhibe edifgdni, ayni sekilde o )
BSO’nun GSH sentezini de inhibe gitii ifade etms- Selenat ve arsenat gitni vitro anyonik uyaricila-
lerdir. Arastiricilar bitkilerde fitokelatin sentezinin bit- Fin fitokelatin sentaz aktivitesini arttigl konusunda
kinin asiri miktardaki metalin etkisine maruz kalma- herhangi bir bilgi yoktur. Fitokelatin sentezi EDTA ile

sindan sonraki 10-15 dakika icerisinde gozlgimiive ~ Vveya &ir metal b&li olmayan fitokelatin sentezinden
birikmis GSH tilkenene kadar fitokelatin sentezinin hémen sonra kesilmektedir. EDTA, fitokelatin-metal

yapildgini aciklamglardir. kompleksindeki metali kendi biinyesinestzaamaktadir.
Bu sekilde EDTA fitokelatin-metal kompleksindeki

In vivo calsmalarda fitokelatin sentaz ile ggin ~ Metali ayirmaktadir.
biyosentetik mekanizmayi ayirt etmek gii¢ olsa da bu . _ _ o
mekanizmay-glutamil sistein’in GSH'dan ger bir ~ 1.4. Fitokelatinlerin Donusumu
GSH molekiline transferini katalizleyerely-Glu- ) S " .
Cys)-Gly'yi olusturan spesifik biry-glutamilsistein _ Fitokelatinlerin donglimt konusunda ilk bulgular
transpeptidaz enziminin bulunmasi ile gty CGrill vd. (1988) tarafindan aciklanstr. Normal doku
(Steffens, 1990). Buna ilavetepGlutamil sisteinin ~ Kulturu —ortamina  hicre kulturleri sgandginda
GSH'dan dger bir GSH molekdiliine transfer edilme- fitokelatinlerin uyarilmasi ve biriktirimesi ortamdaki
siyle (-Glu-Cys)-Gly'den -Glu-Cys)-Gly seklinde serbest bakir veya ¢inkonun tikenmesi ile sona ermek-

: o ; ; tedir. Aynisekilde fitokelatinlerin miktari, hicresal
fitokelatin oligomerleri meydana gelmektedir. Zaman- . . X
la kadmiyum tarafindan fitokelatin sentaz aktivitesinin miktarda_kadmiyuma maruz kajdnda arimakta ve

uyariimasiyla hazir bulunan GSH, hemepG{u- birikimi bir stre sabit olarak devam etmektedjekil

Cys)-Gly ve 20 dakika sonra ardi ardingGlu-Cys)- %n?fﬁgdf}o;éﬁnfgf kelatin diizeyt izl tyekilde a-

Gly ve {-Glu-Cys)-Gly'nin olusumunu sglamakta-

dir. Benzersekilde enzimin safigiriimasi ile ¢-Glu- Bu durumda fitokelatinlerin metal pama kapa-
Cys)k-Gly, GSH veya kadmiyum ile inkube edilmesi sjtesj ya hiicrede total fitokelatinler azalirken birsarti
sonucu {-Glu-Cys}-Gly ve ardindan day{Glu-Cys)-  géstermekte yada metaller fitokelatin kikderini o-
Gly sentezlenmektedir. Ortamda bulunan kadmiyumiygstururken yaptiklari bglar dsinda baka balarla

yeni sentezlenen fitokelatinlerle komplekssdlwdusu  fitokelatinlere bglanarak sonucta fitokelatinleri bo-
zaman sentez durmakta, kadmiyum ilavesi ise sentezyjynmaya gratmaktadirlar.

uyarmaktadir. GSH yokfiunda y-Glutamilsistein’in

(y-Glu-Cys)-Gly'den bagka bir §-Glu-Cys)-Gly mo- Fitokelatin sentezinin reaksiyon metabolizmasi ele

lekiltne transferi fitokelatin sentaz tarafindan gercek-alindginda des-Gly fitokelatinler (bu peptidde C-

lestirilmektedir ve bu durumda dg-Glu-Cys)-Gly ve  terminal Gly bulunmamaktadir) siklikla metal gt

ardindan daytGlu-Cys)-Gly meydana gelmektedir. yan komplekslerin bikeni olarak bulunmakta ve
fitokelatinlerin bozunma Urinleri olarak meydana gel-

In vivo calsmalar sonucu fitokelatin sentazin bitki mektedirler.

yapisinda bulunan bir enzim olglu gosterilmgtir.

Fitokelatin sentaz kadmiyum, gugibizmut, kugun,

¢inko, bakir, magnezyum ve altin gibjiametal kat-

yonlariyla aktive edilmekte ve bunlarin yoflinda

tamamen inaktive olmaktadir. Huang vd. (1987) kad-

miyuma toleransliLycopersicum esculentum hiicrele-

rinde kadmiyumun fitokelatin sentazi aktive edip

fitokelatin sentezini sdadigini ve fitokelatin birikimi-

ni uyardgini ifade etmylerdir. Saccharomyces
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y-Glutamil sistein/pg/g (kuru agirlik)

g8 9
zaman (saat)

Sekil 4. Rauvolfa serpentina hiicre stispansiyon kiltirtine
200pM Cd(NQ). uygulamasi ile meydana gelen
fitokelatin indiksiyonu ve glutatyon tiketiminin
zamana bl degisimi (Steffens, 1990).

M Glutatyon (GSH)
AToplam fitokelatin
o (y-glutamil sistein)
v (y-glutamil sistein
A (y-glutamil sistein)
T (y-glutamil sisteing

800

600
400 A

200

S

Fitokelatin (nmol-SH /g taze agirlik)

T T T
80

T T T
120 160

zaman(saat)

Sekil 5. 500 pM CdGl uygulamasindan sonra fitokelatin
birikiminin zamana bg degisimi (Steffens, 1990).

1.5. Fitokelatinlerin Hicredeki Yeri

GSH oncelikle vakuol gdinda meydana gelgii
icin GSH'In biyosentetik enzimleri sitoplazma ve
plastidler icinde bulunmaktadir. Nitekim Klapheck vd.
(1987) Pisum sativum ile yaptiklari cakmalarda klo-
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kadmiyumun hepsi tanmaktadir. Tutlin hicrelerinde
yapilan ¢camalar sonucu fitokelatinlerin vakuolar ol-
dugu belirlenmitir (Steffens, 1990). Fitokelatinlerin
vakuolde bulunma sebebi, metal iyonlariniglbala-

rak bulunmasindan c¢ok, fitokelatinlerin sitoplazmadan
vakuole bu metal iyonlarinin gmmasinda karlikh
olarak gidip gelen sistemin bir bgkeni olabilecginin
distindlmesindendir. Mayada fitokelatin-metal komp-
leksinin vakuol iginde tanmasi ABC-tipi bir tayici
olan Hmt1 proteini tarafindan ganmaktadir. Fakat,
bitkilerde ayni gorevi yapan proteinler henliz tesbit
edilmemitir (Ortiz vd., 1995). Bitkilerin gir metallere
toleransindaki muhtemel mekanizmalar 1) Hiicre duva-
rina tutunma 2) Plazma membranindan gé&iiene
cucubalusun  yiksek bakir toleransina  sahip
populasyonlarindan birinde bakir ahminin sinirlanmasi
ve kok hicre plazma membraninin zarar gérmesinin
Onlenmesi 1, 2 ve 5 ile gosterilen mekanizmalarin

kombinasyonuyla sganmaktadir (Marschner, 1997),
(Sekil 6).

Sekil 6. Bitkilerin gzir metal toleransindaki muhtemel me-
kanizmalar ( Marschner 1997, Tomsett ve Thurman
1988'den dgistirilerek). 1) Hucre duvarina tutun-
ma 2) Plazma membranindan ge8) Aktif geci
4) Vakuolde yerlgme 5) Hicre duvari ile plazma

membrani arasinda kelaglaa 6) Sitoplazmada
kelatlasma.

Cozundr ya da ¢oziinmez komplekslerin sitoplaz-
ma iginde ve vakuolde yesglmesi bakir toleransinda
onemli bir mekanizmadir. Cinkoya duyarli bitkilerde
¢inko sitoplazmada biriktirilmektedir. Toleransl bitki-
lerde ise ¢inko konsantrasyonu sitoplazmadaiikii
vakuolde yuksektir. Toleransh bitkilerde ¢inko
vakuoldeki organik asitlerle (malik asit, sitrik asit gibi)
kompleksler meydana getirmekte ve bu durum ¢inko
toleransinda 6nemli bir mekanizmayi glurmaktadir.
Benzer sekilde nikel toleransi da oOzellikle malik ve

roplastta toplam glutatyon sentetaz aktivitesinin %47-sitrik asit gibi organik asitlerin nikelle kompleks glu

69 oraninda gercelgdegini tespit etmglerdir. Ayni
arggtiricilar Phaseolus coccineus yapraklari ile yaptik-
lari calsmada kloroplast icinde homoglutatyon
sentetaz aktivitesinin %17’sinin meydana gglali
belirtmislerdir (Klapheck vd., 1988). Fitokelatin sente-
zinin sitoplazmada yapilabilegietahmin edilmektedir
(Steffens, 1990). hiiik kadmiyum konsantrasyonlari-
na maruz birakilngitiitiin yapraklarinda hiicreler arasi

turmasi sonucu meydana gelmektedir.

Vakuol pH'I metal fitokelatin kompleksinin du-
rumunu etkilemektedir. Peptid uzuglu ve siilfit bir-
lesmesinin derecesine gla olarak diguk pH, komp-
leksin gelsmesine sebep olabilmektedgrostis kok-
lerinde kukirtce zengin kadmiyum grantilleri fitokelat
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gelisimi icin bir 6rnek olarak alinabilmekte ancak bun-
larin d&ilimlari tam anlamiyla vakuol icinde gercek-
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ransin sadece fitokelatinlerden kaynaklanr@agapi-
lan argtirmalarla tesbit edilmgtir (Huang vd., 1987).

lesmemektedir (Steffens,1990). Ayni zamanda kararsizBununla berabekycopersicum esculentum'un kadmi-

sulfaran miktarina b olarak pH=3.5-5 dgerlerinde
kadmiyum fitokelatin kompleksinden ayriimaktadir.

Vakuol pH’I normalde 3.5-6 arasinda bulunmaktadir.

Bu pH deeri kadmiyumun fitokelatin kompleksinden
ayrilmasina ve metallerin gbr balarla etkilgimine

yuma duyarli hiicrelerinde [poli(y-glutamil-
sistein)glisiy’in sentez ve biriktiriimesinin kadmiyum
uygulamasindan sonra agthi, BSO uygulamasi ile
fitokelatin sentezi inhibe edilen hiicrelerde kadmiyum
alim ve birikiminin etkilenmegiini, kadmiyuma tole-

sebep olmaktadir (Dameron vd., 1989). Vakuollerderansh hiicrelerin bakira yiiksek tolerans gostermesine

organik asitlerin (sitrik asit, malik asit) veya fitik asitin

(inositol heksafosfat) konsantrasyonu yiksek olabil-

mektedir. Bu durumda metal #ayicilar Gzerinde
vakuolar pH dgeri etkili olabilmektedir. Metallerin
fitokelatinlere b&lanmasi buyik o6lcide pH'a a
olarak gercekignektedir. Digiuk pH derecelerinde
fitokelatin komplekslerinde metal iyonlarinin yerleri
desismektedir. Fitokelatin komplekslerinde bulunan
kadmiyum iyonlari pH=5 dgrinde kompleksten ay-
riimakta, Schizosaccharomyces pombede ise
kompleksdeki bakir iyonlari pH=1.3'de ayrilma gos-
termektedir (Steffens, 1990).

1.6. Fitokelatin Kompleksinin Metallerle
Olusturduklan Yapilar

Bircok farkli metalin fitokelatin sentezini gk
ettigi belirtildigi halde fitokelatinlerin metalleri liga-
digi sadece bakir, ¢inko ve kadmiyum igin gostergmi
tir (Reese ve Wagner, 1987). Cinko iyonlari zayif-ba
lar yaptg! icin bu balar gugliikle gosterilebilmektedir.
Nitekim Reese ve Wagner (198 Nicotiana tabacum
suispansiyon kiltirinden elde ettikleri fitokelatinlerle,
sican karag@erinden elde ettikleri kadmiyum- ve ¢in-
ko-tioneinlerini kasilastirarak, kadmiyum h#anma-
sinin gugld, cinko hdanmasinin ise zayif byekilde
meydana geldini belirtmislerdir. (y-Glu-Cys).~Gly

ragmen, civa, kugun, cinko ve giimge gostermedgini
ifade etmglerdir (Huang vd., 1987).

Metal kompleksinin olgum derecesi, toleransin
belirlenmesinde dnemli bir gdstergedir. Fitokelatinler,
agir metallere tolerans gelirmis bitkilerde bulunmak-
tadirlar. Delhaize vd. (1989) kadmiyuma toleransl ve
duyarli Datura innoxia hiicrelerinde fitokelatinlerin
ayni oranda biriktirildgini, metal kompleksi olgumu-
nun toleransli tiirde daha yiksek oranda glduw be-
lirtmislerdir.

GunUumuizde hayvanlarda metal toksisitesinin etki-
sizlestirilmesinde kullanilan metallotioneinlerin vatii
bitkilerde bilinmesine ra@gmen, hayvan tirlerinde
fitokelatinlerin ~ varlgl  bildirilmemigtir.  Ancak,
fitokelatin sentaz genleri ile ilgili veriler incelergtn-
de benzer genlerin nematodlarda, bir salyangoz tiri
olan Dictyostelium discoideum, sucul titrersinek
(Chironomus oppositus) ve yersolucani turlerinde bu-
lundusu belirlenmgrtir. Fakat hentiz bu genlerin
fitokelatin sentaz aktivitesini kodlaglna dair bir anit
bulunamamtir (Cobbett, 2000).

2. SONUC

Bitkilerde airi miktardaki metal zehirinin etkisiz-

kompleksi heterojen bir yapiya sahiptir. Bu heterojen lestirilmesinde fitokelatinlerin énemli rol oynagli is-
yapidan dolayr kompleksin ¢ok sayida kombinasyonupatlanmgtir. Bitkilerde fitokelatin sentezi enzim kata-

ortaya cikmaktadir.

1.7. Metale Toleransli Bitkiler ve Hiicrelerde
Fitokelatinlerin Roll

Fitokelatin sentezi, bitkilerin metal stresine verdi-
gi cevabin giizel bir 6rrggdir. Metale toleransli bitki-
lerin metalle kirlenmj yerlerdeki veya @r metal tole-
ransi icin secilmi hiicre kalttrlerindeki toleransinin
tespiti tam anlamiyla yapilamagrwe aciklanamarg
tir. Steffens vd. (1986) yaptiklari bir gahada kadmi-
yuma dayanikli (C%) Lycopersicum esculentum hiicre-
lerinde {-glutamil-sisteinily-glisin birikiminin (n=3-4)
yiuksek miktarlarda oldgunu belirtmglerdir. Kadmi-
yum yoklysunda kadmiyuma tolerandliycopersicum
esculentum hucrelerinde BSO, biyimeyi inhibe et-
mektey-glutamil-sistein sentetaz enzim aktivitesi nor-
mal hiicrelerden 4 kat daha fazla olmaktadir. B§O,
glutamil-sistein sentetazin aktif bolgesine kuvvetli bir
sekilde balanarak bu enzimin daha fazla uretilmesini
saglamaktadir. Ayrica BSO fitokelatinlergeglutamil-
sistein kullanimini artirabilmektedir.

Metale toleransli bitkilerin géli metallere kasgi
tolerans geditirdigi ancak butiin metallere kartole-

lizli gerceklgemektedir. Fitokelatinler eser element
homeostasisinde de gorevlidirler veira miktardaki
metal zehirinin etkisiz hale getirilmesi bu homeostatik
fonksiyonlarin  sonuglarindan bir tanesi olabilir
(Cobbet, 2000).

Fitokelatinlerin metale toleransl bitki dokularinda
bulundigu bilinmektedir. Bu durum metal toleransinin
olusturulmasi gerekli olan temel fitokelatinlerin fazla
Uretilmesi gibi basit bir mekanizma ile aciklanama-
maktadir. Fitokelatinlerin peptid kompozisyonlari he-
terojen bir yapi gostermektedir. Metalgtmyan bile-
siklerin hayvanlarda metallotioneinler, bitkilerde de
fitokelatinler olarak ayrilmasi olduk¢a zordur. Bitki-
lerde de metallotioneinler bulunmaktadir. Bir¢ok
metallotioneinler transgenik bitkilere aktarilarak ifade
edilmiglerdir (Mejare ve Bulow, 2001).

Bitkiler tim diger organizmalar gibi homeostatik
mekanizmalar kullanarak bitki ggininde temel me-
tal iyonlarini dgisik hicre boélimlerinde dipu kon-
santrasyonlarda ve gerekli olmayan iyonlarin zararini
en az dizeyde tutmaya galiar. Metallerin dgilimi,
kelatlggmasi, tainimi ve etkisizlgtirme fonksiyonlari
ile metal iyonlarinin ahm, datim ve detoksifikasyonu
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hiicre icerisinde bir mekanizma ile diizenlenmektedir.Delhaize, E., Jackson, P.J., Lujan, L. D. ve Robinson,

Bu gin bazi parcalari tanimlangtr. Buna gore, N.J. (1989). Polyyglutamylcysteinyl) glycine

vakuolde metalleri tutan ¢eyicilar, kelat yapicilar, synthesis inDatura innoxia and binding with

saperonlar ve hicre ici metal trgfbelirlenerek bitki- cadmium.Plant Physiol. 89,700-706.

lerde metal homeostasisi ve toleransinin molekuler ba- )

samaklari aciklanmgtir (Clemens, 2001). Eroglu, A.G. ve Oncel, I. (1997). &r metal stresi al-
Bilindigi gibi giinimiizde g@ar metal kirliligi gide- tindaki bigday fidelerinde ¢ozunir karbonhidrat

rek artmaktadir. Bulamanin oldgu yerlerde bazi bit- miktarindaki dgisimlerin incelenmesi.OMU,

kiler agir metallere hizh bigekilde tolerans gafiire- Fen-Edebiyat Fakiltesi, Fen Dergisi, 8(1), 152-
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