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TBST   Tuzlu ve Tween 20’li tris tamponu 

UV   Ultraviyole (Mor ötesi) 

WHO   Dünya Sağlık Örgütü (‘World Health Organization’) 
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ÖZET 

Mehtiyev, T. (2023). Glifosat ve Metaboliti AMPA'nın Çeşitli Hücre Kültüründe 

Oksidatif Hasar, Apoptoz ve Epigenetik Mekanizmalar Üzerine Etkilerinin 

Araştırılması. İstanbul Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Farmasötik Toksikoloji 

ABD. Doktora Tezi. İstanbul.  

Glifosat (N-fosfonometil glisin), yabani otların yok edilmesinde kullanılan bir herbisit 

olup, yüksek su çözünürlüğü nedeniyle toprak ve su ekosistemlerini kolayca kirletebilir. 

Bu nedenle çevre kirliliğine ve canlıların sağlığını tehdit etme riski taşımaktadır. 

Doktora tez çalışmasında glifosat ve metaboliti aminometilfosfonik asit (AMPA)’nın 

epigenetik modifikasyonlar ve apoptoz üzerine etkisi HepG2 hücrelerinde incelenerek 

toksik etki mekanizmaları aydınlatılmaya çalışılmıştır. 24 saat glifosat ve AMPA 

maruziyeti sonucu HepG2 hücrelerinde MTT testi ile IC50 değeri glifosat için 6,19 mM; 

AMPA için ise 8,13 mM olarak belirlendi. Global DNA metilasyonu seviyelerinde 24 

saat 250 µM glifosat maruziyeti ile 1,62 kat; 100 µM ve 250 µM konsantrasyonlarda 

AMPA maruziyeti ile 1,43-1,6 kat anlamlı artış gözlenirken, DNA metiltransferaz 

(DNMT1, DNMT3A, DNMT3B) genlerinin ekspresyon seviyelerinde de anlamlı 

derecede değişikliklerin olduğu gösterildi. Ayrıca, 24 saat 50-250 µM 

konsantrasyonlarda glifosat ve 50-500 µM konsantrasyonlarda AMPA maruziyetinin 

western blot tekniği ile global histon modifikasyonları (H3K27me3, H3K9me3, 

H3K9ac) üzerinde anlamlı değişikliklere neden olduğu ve histon modifikasyonlarında 

rol oynayan genlerin (G9a, EZH2, SUV39H1, SETD1B, HAT1, SIRT1) ekspresyon 

seviyelerinde de anlamlı değişikliklere neden olduğu gözlendi. HepG2 hücrelerinde 24 

saat 50-250 µM glifosat maruziyeti sonrası geç apoptozda %70-145; 50-500 µM 24 saat 

AMPA maruziyeti sonrası ise erken apoptozda %116, geç apoptozda %41-151 oranında 

kontrole kıyasla anlamlı farklılıklar gözlenmiş olup, apoptoz ile ilişkili genlerin (p53, 

BAX, CASP-3, CASP-9) ekspresyonlarında da değişikliklerin olduğu gösterildi. Tez 

çalışmasından elde edilen sonuçların, glifosatın ve metaboliti AMPA’nın toksisitesinde 

ortaya çıkan anahtar moleküler mekanizmaların daha iyi anlaşılmasına katkı sağlaması 

beklenmektedir.  

Anahtar Kelimeler: Glifosat; AMPA; epigenetik mekanizmalar; apoptoz; HepG2 

hücreleri.  

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 

desteklenmiştir. Proje No: TDK-2021-37807. 
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ABSTRACT 

Mehtiyev, T. (2023). Investigation of the Effects of Glyphosate and its Metabolite 

AMPA on Oxidative Damage, Apoptosis and Epigenetic Mechanisms in Various Cell 

Cultures. Istanbul University Institute of Health Sciences, Department of 

Pharmaceutical Toxicology. Doctorate Thesis. Istanbul. 

Glyphosate (N-phosphonomethyl glycine) is an herbicide utilized for the eradication of 

foreign weeds, and due to its high water solubility, it has the potential to readily 

contaminate soil and aquatic ecosystems. Hence, it poses a risk of environmental 

pollution and a threat to the health of living organisms. In doctorate thesis, the effects of 

glyphosate and its metabolite aminomethylphosphonic acid (AMPA) on epigenetic 

modifications and apoptosis were examined in HepG2 cells and the toxic effect 

mechanisms were tried to be elucidated. According to the MTT test, the IC50 value for 

glyphosate was determined as 6.19 mM, while for AMPA, it was 8.13 mM.  While a 

significant increase was observed in global DNA methylation levels by 1.62-fold with 

250 µM glyphosate exposure for 24 hours and 1.43-1.6-fold with AMPA exposure at 

100 µM and 250 µM concentrations, it was shown that DNA methyltransferase 

(DNMT1, DNMT3A, DNMT3B) genes significantly changed the expression levels. It 

was observed that 24 hour exposure to glyphosate at 50-250 µM concentrations and 

AMPA at 50-500 µM concentrations caused significant changes on global histone 

modifications (H3K27me3, H3K9me3, H3K9ac) by western blot technique. 

Additionally, it was demonstrated that exposure has significantly changed the 

expression levels of genes involved in histone modifications (G9a, EZH2, SUV39H1, 

SETD1B, HAT1, SIRT1). In HepG2 cells for 24 hours, after 50-250 µM glyphosate 

exposure, late apoptosis was 70-145%, and after 50-500 µM AMPA exposure, early 

apoptosis was 116%, late apoptosis was 41-151% significant differences were observed 

compared to control. It was also observed that there were changes in the expression of 

genes related to apoptosis (p53, BAX, CASP-3, CASP-9). The results from the thesis 

study are expected to contribute to a better understanding of the key molecular 

mechanisms involved in the toxicity of glyphosate and its metabolite AMPA. 

Key Words: Glyphosate; AMPA; epigenetic mechanisms; apoptosis; HepG2 cells. 

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project 

No: TDK-2021-37807. 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Glifosat (N-fosfonometil glisin), tarım ve ormanlık bölgelerdeki istenmeyen 

bitkilerin kontrolü amacıyla kullanılan organofosfat grubuna ait geniş spektrumlu bir 

herbisittir (Chan ve Mahler, 1992). Türkiye ve dünyanın çeşitli ülkelerinde tarım 

alanlarındaki yabani otların temizlenmesi amacıyla geniş çapta kullanılmaktadır 

(Dallegrave ve ark., 2007). Glifosat, büyük arazi alanlarında genellikle başka 

herbisitlerle dönüşümsüz bir şekilde, sürekli olarak kullanılır. Glifosatın sürekli 

kullanımı, yabani bitkilerde glifosata karşı direnç gelişmesine yol açarak, bu herbisidin 

etkinliğinde azalmaya neden olmuştur. (Kolpin ve ark., 2006). Tarımsal üretimi 

artırmak için, glifosat bazlı herbisitler diğer herbisitlerle birlikte yoğun bir şekilde 

kullanılmakta ve ancak bu kimyasalların kullanımı da çevre kirliliğine yol açmaktadır. 

Bu maddeler, uygulandıkları bitkilerde, toprakta ve su ortamında uzun süre kalabilir ve 

canlı organizmalarda birikimine neden olabilir (Ortiz ve ark., 2004). Glifosata 

maruziyet, insanlar için uygulanan toprakla doğrudan temas etmeleri veya kontamine 

olmuş su ve besinleri tüketmelerinin yanı sıra çeşitli tarım faaliyetlerine bağlı olarak da 

gerçekleşebilir.(Gerişlioğlu ve ark., 2010). Glifosat kullanımının artması, aynı zamanda 

olası toksisite ve insan sağlığına ilişkin endişelerin artmasına neden olmuştur. Yapılan 

araştırmalarda, glifosatın farklı hücre kültürlerinde oksidatif hasara neden olduğu, 

hücresel hasar, nörotoksisite, üreme ve gelişim toksisitesi açısından toksik etkileri 

olabileceği gözlenmiştir (Gholami-Seyedkolaei ve ark., 2013; IARC, 2015; Le Du-

Carrée ve ark., 2021; Lushchak ve ark., 2009; Roy ve ark., 2016; Topal ve ark., 2015; 

Zheng ve ark., 2021). Glifosatın aynı zamanda kanser oluşturma potansiyeli ile ilişkili 

çalışmalar da bulunmaktadır (Chang ve Delzell, 2016; Schinasi ve Leon, 2014). 

Uluslararası Kanser Araştırmaları Enstitüsü (‘International Agency for Research on 

Cancer’, IARC) tarafından glifosat insanlar için muhtemel karsinojen (Grup 2A) 

grubunda sınıflandırılmıştır (IARC, 2015). 2016 yılında Dünya Sağlık Örgütü (‘World 

Health Organization’, WHO) tarafından da glifosat ile ilgili yapılan çalışma sonuçları 

ve farklı kanser türlerinde risk değerlendirme raporları yayınlanmıştır (WHO, 2016). 

Glifosatın DNA ve kromozomal hasara neden olan genotoksik mekanizmalar 

üzerine toksik etkilerinin olduğu (Guyton ve ark., 2015; IARC, 2015) ancak non-

genotoksik mekanizmaların da toksik etkisinde rol oynayabileceği bildirilmektedir 
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(Rossetti ve ark., 2021). Glifosat ve metaboliti AMPA’nın in vivo ve in vitro 

çalışmalarda çeşitli epigenetik mekanizmalar aracılığıyla tümör oluşumunu tetiklediğine 

dair çalışmalar mevcuttur (Duforestel ve ark., 2019; Gaudet ve ark., 2003; Hervouet ve 

ark., 2010; Pacaud ve ark., 2014). 

Karaciğer, vücudun birçok önemli metabolik ve detoksifikasyon işlevini yerine 

getiren kritik bir organ olup, ksenobiyotik metabolizmasında başlıca hedef organlardan 

biridir. Glifosatın yaygın kullanımı sonucu  özellikle karaciğer üzerine ciddi toksik 

etkiler (Milic ve ark., 2018; Qi ve ark., 2023) göstermesinden dolayı tez çalışmasında 

insan karaciğer kanser hücre dizisi (HepG2) kullanılmıştır. Tez çalışmasında glifosat ve 

metaboliti aminometil fosfonik asit (AMPA)’in toksik etkilerinde epigenetik 

mekanizmaların ve apoptozun rolünün karaciğer kanser hücrelerinde araştırılması 

amaçlanmıştır.  

Bu amaçla, tez çalışmasında HepG2 hücre dizisinde glifosat ve metaboliti 

AMPA’nın, global DNA metilasyonu global histon modifikasyonları, epigenetik 

modifikasyonlarda rol oynayan genlerin ifadesinin tayini ve apoptoz mekanizmaları 

üzerine etkileri araştırılmıştır. Araştırma bulguları, glifosat ve AMPA'nın karaciğer 

HepG2 hücrelerindeki etkilerini, epigenetik modifikasyonlar ve apoptoz açısından 

değerlendirerek, bu maddelerin toksik etki mekanizmalarının aydınlatılmasına katkı 

sunacaktır. Tez çalışması gelecekteki çalışmalar ve regülasyonların geliştirilmesi 

süreçleri için önemli bir temel oluşturacak olup, toksik maddelerin kullanımının 

sürdürülebilirliği ve insan sağlığı üzerine etkileri açısından daha iyi bir şekilde 

değerlendirilmesine katkıda bulunacaktır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Glifosat 

Glifosat, dünya çapında tarım alanlarında sık kullanılan geniş spektrumlu bir 

herbisittir. 2014 yılında, dünya genelinde yaklaşık 825.000 ton glifosat içeren 

formülasyonların 400 milyon hektarlık bir alana uygulandığı bildirilmiştir (Benbrook, 

2016). Son yıllarda glifosatın yoğun biçimde kullanılmasıyla ortaya çıkan çevresel 

birikim, glifosatın ve onun metaboliti AMPA'nın bitki, hayvan ve insan sağlığı üzerinde 

potansiyel zararlı etkilere dair artan endişelere yol açmıştır. (Battaglin ve ark., 2014; 

Séralini ve ark., 2014).  

2.1.1. Glifosatın Kimyasal Yapısı ve Fizikokimyasal Özellikleri 

Glifosat (N-[fosfonometil]-glisin), suda kolayca çözünen, polar özellik gösteren 

ve organik çözücülerde çözünmeyen asidik bir herbisittir. (Veiga ve ark., 2001). 

Glifosat hayvanlarda oksidoredüktaz enzimi tarafından temel metabolit olan AMPA’ya 

metabolize olur (Molin, 1998). Glifosatın metaboliti AMPA da yüksek polariteye 

sahiptir. Glifosat içeren ticari ürünler genellikle glifosat tuzlarıyla formüle edilir ve 

membran geçirgenliğini artırmak amacıyla yüzey aktif maddeler eklenerek pazarlanır. 

(Mitchell ve ark., 1987). Glifosat formülasyonları arasında en yaygın kullanılan 

glifosatın izopropilamin tuzudur (Tomlin, 2006). Glifosatın ve AMPA’nın açık formulü 

Şekil 2-1’de gösterilmektedir. Glifosatın ve AMPA’nın bazı önemli fizikokimyasal 

özellikleri Tablo 2-1’de gösterilmektedir. 

 

Şekil 2-1: Glifosatın, metabolitleri AMPA ve glioksilatın kimyasal yapısı. (Swanson ve 

ark., 2016) 
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Tablo 2-1: Glifosatın ve AMPA’nın fizikokimyasal özellikleri. (Sigma-Aldrich Ürün 

Güvenlik Bilgi Formu, 2014). 

Genel Adı: Glifosat AMPA 

IUPAC adlandırması: 2-(fosfonometilamino) 

asetik asit 

aminometilfosfonik asit 

CAS numarası: 1071-83-6 1066-51-9 

Görünüş: Fiziksel hali: Karı; Renk: 

beyaz 

Fiziksel hali: Katı; Renk: beyaz 

Koku: Uygun veri yoktur Uygun veri yoktur 

Kimyasal formülü: C3H8NO5P CH6NO3P 

Moleküler ağırlığı: 169.073 g/mol 111.04 g/mol 

pH (su içinde % 1 çözelti): 2,5 2,8 

2.2. Glifosata Maruziyet 

Genellikle glifosata maruziyet, glifosat kalıntılarını içeren gıdaların tüketilmesi, 

glifosat içeren herbisitlerin doğrudan kullanımı, orman, peyzaj ve tarım alanlarında, 

aynı zamanda glifosat içerikli ürünlerin üretildiği veya kullanıldığı iş yerlerinde 

inhalasyon ve deri teması yoluyla gerçekleşir (EPA, 2009). Glifosat uygulanan 

bölgelere yakın evlerin toz örneklerinde glifosat kalıntıları tespit edilmiştir (Curwin ve 

ark., 2005). Ekvador'un kuzeyinde glifosat uygulanan bir bölgede yaşayan nüfusun 

glifosat maruziyeti değerlendirilmiş ve 24 kişinin kan örneklerinde DNA hasarı tespit 

edilmiştir (Paz-y-Miño ve ark., 2007).   

Tarım sektöründe herbisit kullanımı oldukça yaygındır, bu nedenle tarım işçileri 

glifosata daha fazla maruz kalırlar. Özellikle ilaçlama mevsiminde tarım işçilerinin idrar 

örneklerinde glifosat konsantrasyonlarında artış gözlenmiştir (Abdelghani, 1995). 

Yapılan bazı çalışmalarda, çocukların vücut sıvılarında yetişkinlere kıyasla daha yüksek 

düzeyde glifosat seviyeleri tespit edilmiştir (Curwin ve ark., 2007; Jauhiainen ve ark., 

1991; McGuire ve ark., 2016). Bu farkın nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte, 

kontamine gıda ve suyun daha yüksek oranda tüketilmesi, metabolizma ve eliminasyon 

farklılıklarının olabileceği düşünülmüştür (Landrigan ve Goldman, 2011).Dermal 

maruziyet sonrası yapılan bir çalışma, yaklaşık %0,8-2,2 oranında perkutan emilim 

olduğunu göstermiştir. Bu nedenle hijyen kurallarına uyulduğunda, glifosatın ciltten 

uzaklaştırılarak deri yoluyla emiliminin engellenebileceği belirtilmektedir (Wester ve 

ark., 1991). 
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Glifosat uygulanan marul, havuç ve arpa tarlalarında uygulamadan 4-5 ay sonra 

sonra bile glifosat kalıntıları saptanmıştır (Šiviková ve Dianovský, 2006). 

2.3. Glifosatın Toksikokinetik Özellikleri 

Absorbsiyon:  Hayvan çalışmaları, glifosatın oral maruziyet sonrası %30-36 

arasında absorbsiyonunun olduğunu göstermektedir (Brewster ve ark., 1991; Williams 

ve ark., 2000). Glifosatın dermal emilimi düşüktür (EPA, 1993). İnsan deri hücresinde 

gerçekleştirilen in vitro bir deneyde uygulanan glifosatın maksimum %2.2'sinin 

emildiği gösterilmiştir ve absorbsiyon uygulamadan 8 saat sonra en yüksek düzeye 

ulaşmıştır (Wester ve ark., 1991). 

Glifosatın solunum yoluyla absorbsiyonu ile ilgili yapılan bir araştırmada, 48 

çiftçi üzerinde yapılan bir araştırma sonucunda tarım alanına glifosat içeren herbisit  

uygulamasının ardından çiftçilerin idrar örneklerinde glifosat düzeylerinin gözlendiği ve 

solunum yoluyla glifosatın emilebileceği gösterilmiştir. Uygulama esnasında eldiven 

kullanmayan çiftçilerin (14/48) ortalama idrar glifosat konsantrasyonunun eldiven 

kullananlara kıyasla daha yüksek olması ise dermal absorpsiyonun da söz konusu 

olduğunu göstermiştir (Acquavella ve ark., 2004). 

Oral, intravenöz ve intraperitoneal yoldan erkek sıçanlarda 5.6-56 mg/kg dozda 

glifosat (%99) uygulandığı bir çalışmada glifosatın %30'unun emildiği ve sadece oral 

yoldan uygulanan 56 mg/kg dozun daha yüksek oranda (%34) emildiği gösterilmiştir 

(Chan ve Mahler, 1992). 

Dağılım: Oral yoldan emilen glifosat, herhangi bir dokuda önemli birikime 

uğramadan kolaylıkla dağılır ve hızla elimine olur. 5,6 ve 56 mg/kg glifosat dozu 

uygulanan erkek F344/N sıçanlarda, uygulamadan 1 ve 2 saat sonra maksimum kan 

konsantrasyonuna ulaştığı ve ortalama maksimum kan konsantrasyonunun doza bağlı 

olarak doğru orantılı değişkenlik gösterdiği bildirilmiştir. 5,6 mg/kg glifosat 

uygulamasından 3, 6, 12, 24 ve 96 saat sonra uygulanan dozun sırasıyla yaklaşık %12, 

%11,7, %5,5, %0,9 ve %0,1'i kanda tespit edilmiştir. Uygulama sonrası en yüksek 

glifosat konsantrasyonu ince bağırsakta izlenmiştir (uygulamadan 6 saat sonra 

uygulanan dozun %10'u). Uygulamadan 24 saat sonra ise uygulanan dozun %1'inden 

daha az miktarda diğer dokularda tespit edilmiştir (Chan ve Mahler, 1992). Anadón ve 

ark. (2008) yaptığı araştırmada sıçanlara 400 mg/kg dozda glifosatın oral 
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uygulanmasıyla 2,29 saatlik bir absorpsiyon yarılanma ömrü bildirmiştir. 4,62 

µg/mL'lik maksimum kan konsantrasyonuna uygulamadan 5,16 saat sonra ulaşılmıştır. 

Metabolizma: Glifosat, genellikle çevrede mikroorganizmalar tarafından başlıca 

AMPA ve karbondioksite dönüştürülür. (Jacob ve ark., 1988; Müller ve ark., 1981; 

Rueppel ve ark., 1977; Sprankle ve ark., 1975). Araştırmalar, glifosatın bakterilerde 

(pseudomonas sp. suşunda) glisin olarak da metabolize olabileceğini göstermektedir 

(Jacob ve ark., 1988) (Şekil 2-2). Kasıtlı olarak glifosat bazlı herbisitin yutulduğu bir 

intihar vakasında, glifosat ve metaboliti olan AMPA’nın serum ve idrarda tespit edildiği 

bildirilmiştir. Alımdan 16 saat sonra, glifosat ve AMPA serum seviyeleri 4.4 ve 0.03 

µg/mL olarak ölçülmüştür (Hori ve ark., 2003). İnsan karaciğer hücre dizisinde, dört 

farklı glifosat bazlı formülasyon ile maruziyet sonucu CYP3A4 ve CYP1A2 

seviyelerinin arttığı, glutatyon transferaz seviyelerinin ise azaldığı gösterildi (Gasnier ve 

ark., 2010). Yapılan bir çalışmada erkek Wistar sıçanlarına oral yoldan 400 mg/kg 

glifosat uygulamıştır. Uygulamadan 5.16 saat sonra maksimum plazma glifosat 

konsantrasyonu 4.62 µg/mL olarak ölçülmüştür. Maksimum plazma AMPA 

konsantrasyonu ise uygulamadan 2.42 saat sonra 0.416 µg/mL olarak ölçülmüştür. 

AMPA intravenöz enjeksiyon yoluyla glifosat uygulanan sıçanlarda tespit edilmemiştir. 

Dolayısıyla, AMPA oluşumunun gastrointestinal sistemde (mikroflora tarafından) 

meydana geldiği düşünülmektedir (Anadón ve ark., 2008).  

 

NH4

C-P Liyaz

Glifosat

Glifosat 

Oksidoredüktaz 

AMPA

Sarkozin

Sarkozin

Oksidaz

Glisin Amonyak
 

Şekil 2-2: Glifosatın bakterilerde biyotransformasyon basamakları (Rojano-Delgado ve 

ark., 2012). 
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Atılım: Hayvan çalışmalarından elde edilen sonuçlara göre glifosata oral 

maruziyet sonrası başlıca eliminasyon yolları olarak dışkı ve idrar olduğu gözlenmiştir. 

10 mg/kg glifosat uygulanan Sprague-Dawley sıçanların dışkısında uygulanan dozun 

ortalama %65’i tespit edilmiştir. Uygulanan glifosatın %99’unun dışkı ve idrarla atıldığı 

HPLC analizi uygulanarak tespit edilmiştir (IPCS, 1994). 

Glifosatın inhalasyon yoluyla maruziyetinin insanlarda atılımı ile ilgili sınırlı 

bilgi mevcuttur. Yapılan çalışmada, 48 çiftçinin glifosat içeren herbisit 

uygulanmasından önce, uygulamanın hemen ardından ve uygulamadan sonraki 3 gün 

boyunca idrar glifosat düzeyleri değerlendirilmiştir. Çiftçilerin %15'inde (7/47) 

uygulamadan önce, %60'ında (29/48) uygulamadan hemen sonra ve %27'sinde (13/48) 

uygulamadan 3 gün sonra idrarlarında glifosat saptandığı rapor edilmiştir (Acquavella 

ve ark., 2004). Kasıtlı olarak glifosat içeren herbisit yutmuş olan bir hastada kandan 

glifosatın eliminasyonu değerlendirildiğide  yarılanma  ömrünün 3-4 saat olduğu 

gözlenmiştir (Roberts ve ark., 2010). 

2.4. Glifosatın Bitkiler Üzerindeki Etki Mekanizması  

Glifosatın başlıca etki mekanizması bitkilerde metabolik bir yolak olan şikimat 

yolağında yer alan 5-enol-piruvil-şikimat-3-fosfat-sentazın inhibisyonudur (Şekil 2-3). 

Glifosat bitki büyümesi için gerekli aromatik amino asitler fenilalanin, tirozin ve 

triptofanın üretimine müdahale eder. Şikimat yolu yalnızca bitkilerde ve 

mikroorganizmalarda mevcut olduğundan, glifosat uzun zamandır insanlar için güvenli 

kabul edilmekte idi (de María ve ark., 2006). Yabani otlarda gelişen direnç nedeniyle 

daha yüksek dozlara ihtiyaç duyulması, glifosatın son on yılda kullanımında ciddi 

derecede artışa sebep olmuştur. Bu sürekli kullanım sonucunda (Duke ve Powles, 2009) 

toprakta, yer altı sularında ve nehirlerde yüksek miktarda herbisit konsantrasyonu  ciddi 

sorunları da beraberinde getirmiştir (IFEN, 2006). 
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Şekil 2-3: Glifosatın EPSPS (5-enol-piruvil-şikimat-3-fosfat-sentaz) enzimine etki ederek 

aminoasit sentezini inhibe ettiği şematik yol (Williams ve ark., 2000). 

2.5. Glifosatin Toksik Etki Mekanizmaları 

Glifosatın toksik etkileri, 1980'lerden bu yana bilinmektedir. Sıçanlar üzerinde 

yapılan çalışmada, 15 mg/kg glifosatın, karaciğer hücrelerinde mitokondriyal oksidatif 

fosforilasyonu olumsuz etkilediğini göstermiştir. (Olorunsogo ve ark., 1979). Glifosat 

maruziyeti sonrasında elektron mikroskobu ile hepatositlerde yapılan incelemelerde 

hücresel solunumun ve mitokondrial DNA transkripsiyonunun olumsuz yönde 

etkilendiği görülmüştür (Malatesta ve ark., 2008).  

Günümüzde yaygın pestisit kullanımının, oksidatif stres oluşumuyla canlı 

hücrelerde toksik etki oluşturması önemli bir sorun haline gelmiştir (Mansour ve Mossa, 

2010). Reaktif oksijen türlerinin (ROS) aşırı üretimi ve antioksidan sistemlerin yetersiz 

kalması nedeniyle hücrelerde oluşan oksidatif hasar, hücresel proteinlere, lipidlere ve 

DNA'ya zarar verebilir ve apoptotik yolları aktive edebilir (Mattson, 2006). Yapılan bir 

araştırmada glifosat 5 mM ve AMPA 10 mM konsantrasyonda maruziyeti sonrası insan 
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nöroblastom SH-SY5Y hücrelerinde maruziyet süresiyle doğru orantılı olarak 

malondialdehit (MDA) ve ROS seviyelerinde anlamlı artış olduğu tespit edilmiştir 

(Martinez ve ark., 2020). Glifosatın ve AMPA’nın ROS oluşumnu tetikleyerek 

karaciğer hasarı ve çeşitli hematolojik bozukluklara da neden olabileceği bildirilmiştir 

(Jasper ve ark., 2013). 

Glifosatın genellikle hayvanlarda düşük toksisiteye sahip olduğu 

düşünülmektedir (Gill ve ark., 2018). Ancak yapılan araştırmalarda, glifosatın oksidatif 

stres, hücresel hasar, kanser, nörotoksisite, üreme ve gelişim toksisitesi açısından toksik 

etkileri olabileceği gözlenmiştir (Gholami-Seyedkolaei ve ark., 2013; IARC, 2015; Le 

Du-Carrée ve ark., 2021; Lushchak ve ark., 2009; Roy ve ark., 2016; Topal ve ark., 

2015; Zheng ve ark., 2021).  

Bazı in vitro çalışmalarda çeşitli hücre kültürlerine  glifosatın maruziyeti sonucu 

hücrelerde DNA hasarı gözlenmiştir (Alvarez-Moya ve ark., 2014; Lueken ve ark., 

2004; Mañas ve ark., 2009; Mladinic ve ark., 2009; Monroy ve ark., 2005). 2015 yılında 

Uluslararası Kanser Araştırmaları Ajansı (IARC), glifosatın memeli kromozomlarında 

ve DNA’sında hasara ve oksidatif stres indüksiyonuna neden olduğu çalışmalara 

dayanarak glifosatı genotoksisite ve oksidatif hasara bağlı grup 2A karsinojen bir ajan 

olarak sınıflandırmıştır  (Guyton ve ark., 2015; IARC, 2015). 

2017 yılında yapılan bir in vitro çalışmada, comet testi ve global DNA 

metilasyon testi sonucunda glifosatın periferik kan mononükleer hücre dizisinde 

(PBMC)  0,1-10 mM konsantrasyon aralığında 24 saat maruziyetinin DNA hasarı ve 

aynı zamanda DNA metilasyon seviyelerinde değişikliklere neden olduğu gözlenmiştir 

(Kwiatkowska ve ark., 2017). Glifosatın genotoksik olduğu gösterilmesine rağmen 

epigenetik mekanizmaların da toskisitesi ile ilişkisinin olabileceği gösterilmistir. 

(Rossetti ve ark., 2021). 
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2.6. Glifosatın Toksik etkileri 

Yıllar içinde glifosat tüketiminin artması, bu herbisitin olası toksik etkileri ve 

insan sağlığı üzerindeki olası olumsuz sonuçları konusunda artan endişeleri de 

beraberinde getirmiştir. Bu nedenle, son yıllarda glifosatın insan sağlığı üzerindeki 

etkileri üzerine yapılan çalışmalar artmıştır. Herbistit endüstrisinin en çok satan 

ürünlerinden biri olmasına rağmen glifosatın güvenilirliği ve sağlık üzerindeki etkileri 

konusunda tartışmalar devam etmektedir (Soares ve ark., 2021).  

Glifosatın toksisitesiyle ilgili artan endişeler nedeniyle, Avrupa Gıda Güvenliği 

Otoritesi (EFSA) 2015 yılında glifosat kullanımıyla ilişkili risk değerlendirmesini 

laboratuvar çalışmalarına dayanarak tanımlanmıştır (EFSA, 2015).Aşağıda belirlenen 

toksikolojik limitleri verilmiştir: 

• Gözlenebilen Hiçbir Yan Etki Göstermeyen Doz (NOAEL): 100 mg/kg/gün 

• Kabul Edilebilir Günlük Maksimum Doz (ADI): 0,5 mg/kg/gün 

• Kabul Edilebilir Uygulayıcı Maruziyet Seviyesi (AOEL): 0.1 mg/kg/gün 

2.6.1. Akut Toksisite 

EFSA, 2015 yılında glifosatın hem oral hem de dermal olarak maruziyette LD50 

değerini 2000 mg/kg’ın üzerinde belirlemiştir (EFSA, 2015). Dünya Sağlık Örgütü 

(WHO), 2016 yılında, oral yol için 5600 mg/kg’ın üzerinde ve dermal yol için 2000 

mg/kg’ın üzerinde LD50 değeri belirlemiştir (WHO, 2016). Glifosat tarım alanlarına 

püskürtme yöntemi ile uygulandığı için (Van Bruggen ve ark., 2018), deney 

hayvanlarının %50'sinin ölümüne neden olan letal konsantrasyon (LC50) EFSA 

tarafından belirlenmiş olup, inhalasyon yoluyla 4 saatlik bir maruziyet süresi için LC50 

değerini 5 mg/L'den büyük olarak tanımlamıştır (EFSA, 2015) . 

Glifosat bazlı herbisit uygulayan işçiler üzerinde yapılan gözlemsel çalışmalar, 

glifosatın ciddi göz irritasyonuna ve orta düzeyde deri irritasyonuna neden olduğunu 

göstermektedir. (EFSA, 2015; WHO, 2016). Avrupa Kimyasallar Ajansı 

(ECHA),glifosatı ciddi göz hasarına neden olan irritan olarak sınıflandırmaktadır 

(ECHA, 2021).  
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Glifosat bazlı herbisitlerin kazara veya kasıtlı olarak tüketilmesi sonucunda akut 

toksisite vakalarında kilo kaybı, gastrointestinal, pulmoner, böbrek ve karaciğer 

bozukluklarının geliştiği gözlenmiştir (WHO, 2016).  

Zebra balığı ile yapılan çalışmada 8.5 mg/L konsantrasyonda glifosat 

maruziyetinde kardirotoksisite (72 saatlik maruziyet), artmış mortalite ve malformasyon 

gelişimi gözlenmiştir (Gaur ve Bhargava, 2019; Lanzarin ve ark., 2019). Diğer bir  

çalışmada, Zebra balıklarında 72 saat 1-700 ng/mL konsantrasyonlarda glifosat ve 

AMPA maruziyeti sonrası en düşük konsantrasyonlarda bile kardirotoksisite gözlendiği 

bildirilmiştir (Zhang ve ark., 2021). 

2.6.2. Kronik Toksisite 

Son yıllarda, glifosatın hedef organlardaki toksisitesini değerlendirmek için 

birçok çalışma yapılmıştır. Glifosat maruziyetinin çölyak hastalığı riski ve çeşitli  

gastrointestinal problemler ile ilişkili olabileceği ortaya konmuştur (Rueda-Ruzafa ve 

ark., 2019). Uzun dönem glifosat maruziyeti sonrasında insanlarda 

elektrokardiyogramda anormallikler, özellikle QT segmentinin uzaması ve ritim 

bozuklukları gibi kardiyotoksik etkiler görülmüştür (Brunetti ve ark., 2020; Gress ve 

ark., 2015).  

Birçok çalışma glifosatın oksidatif stresi tetikleyebildiğini ve artmış oksijen 

serbest radikallerin özellikle karaciğere zarar verebileceğini göstermiştir (IARC, 2015; 

Mesnage ve ark., 2015b). Fareler üzerinde yapılan bir çalışmada düşük konsantrasyonda 

(4 ng/kg) glifosatın 2 yıl süre ile kronik maruziyetinin hepatotoksik etkilere neden 

olduğu bildirilmiştir (Mesnage ve ark., 2017). Yine farelerde yapılan bir çalışmada 

glifosatın insan renal proksimal tübül (HK-2) hücre dizisine 0, 20, 40 ve 60 μm 

konsantrasyonlarda kronik maruziyeti sonucunda nefrotoksik olduğu ve tübüler hücre 

kaybına apoptoz yoluyla neden olduğu gösterilmiştir (Gao ve ark., 2019). Ayrıca, son 

yıllarda, glifosatın çok yoğun kullanıldığı Sri Lanka bölgelerinde bilinmeyen etiyolojiye 

sahip kronik böbrek hastalığı vakaları ortaya çıkmıştır. Glifosatın bu hastalığa neden 

olduğu şüphesi olmakla birlikte, henüz bu ilişkiyi gösteren bir çalışma bulunmamaktadır 

(Gunarathna ve ark., 2018).  

2.6.3. Karsinojenik Etki 

Son yıllarda birçok uluslararası kuruluş tarafından glifosatın karsinojenik etkisi 

ile ilgili değerlendirmeler yapılmıştır. IARC, 2015 yılında glifosatı 2A grubuna, yani 
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insanlarda olası karsinojen olarak sınıflandırmıştır. Bu sınıflandırmaya göre glifosatın 

hayvanlarda kanser oluşturmasına dair yeterli kanıt olmasına rağmen insanlarda yeterli 

kanıt olmadığı kabul edilmektedir.  Ancak, glifosat maruziyeti ile non-hodgkin lenfoma 

arasında pozitif bir ilişki olduğunu gösteren önemli çalışmalar bulunmaktadır (Guyton 

ve ark., 2015; IARC, 2015). Ayrıca, glifosatın, potansiyel olarak metabolik bozukluklar 

ve endokrin bozucu etkilere sahip olabilileceği ve  tümör oluşumunu teşvik edici bir rol 

oynayabileceği bildirilmiştir (Ramos ve ark., 2021; Zhang ve ark., 2019). 

George ve ark. (2010) 25 mg/kg 130 gün boyunca glifosat uygulanan fareler 

üzerinde yaptığı bir çalışmada, glifosatın cilt kanseri oluşturma potansiyeli olduğu 

gözlenmiştir. 

2.6.4. Nörotoksik Etkiler 

Glifosatın sinir sistemi üzerinde potansiyel etkileri, nörotransmitter 

sistemlerinde bozukluklar, oksidatif stres, nöronlarda inflamasyon ve nöron ölümü gibi 

sonuçlara yol açabileceği düşünülmektedir. Bu toksik etkiler aynı zamanda davranışsal 

ve motor bozuklukları şeklinde de ortaya çıkabilir (Gui ve ark., 2012).Yapılan 

araştırmalar, glifosatın normal sinir hücresi gelişimini etkileyerek farklılaşma, büyüme 

ve miyelinizasyon süreçlerinde bozukluklara neden olabileceğini göstermektedir. 

Bununla birlikte, glifosatın sinir sistemi üzerinde toksik etkiler gösterdiği başka bir 

mekanizma da glutamat salınımını arttırarak ve geri alımını azaltarak olabileceği 

belirtilmiştir (Ait Bali ve ark., 2017; Baier ve ark., 2017).  

İnsan eritrositlerinde yapılan in vitro çalışmada glifosatın ve AMPA’nın 0,01-5 

mM konsantrasyonlarda maruziyetinin asetilkolinesterazın aktivitesini azalttığı ve buna 

bağlı olarak nörolojik bozuklukların ortaya çıkmasına neden olabileceği gösterilmiştir 

(Kwiatkowska ve ark., 2014). 

2.6.5. Teratojenik Etki 

Yapılan birçok araştırmada farklı organizma türlerinin glifosata ve glifosat bazlı 

herbisitlere maruz kalmasının teratojenik açıdan sonuçları araştırılmıştır. Bu 

çalışmalarda glifosat maruziyeti sonrası su piresi olarak da bilinen cladocera’larda 

üremenin gecikmesi (Lares ve ark., 2022; Reno ve ark., 2014) Daphnia, deniz 

kerevitleri (Avigliano ve ark., 2014), amfibiler (Avigliano ve ark., 2014; Flach ve ark., 

2022; Paganelli ve ark., 2010) ve balıklarda (Lanzarin ve ark., 2019; Panetto ve ark., 

2019; Sulukan ve ark., 2017; Zebral ve ark., 2018; Zhang ve ark., 2017) da anormal 
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embriyonik gelişimler rapor etmiştir. Babalola ve ark. (2019) tarafından Xenopus laevis 

cinsi kurbağası üzerinde glifosatın farklı 3 ticari ürününün teratojenik açıdan test 

edilmesi sonucu önemli teratojenik bulgular tespit edilmiştir.  

Richard ve ark. (2005) tarafından yapılan bir çalışmada glifosatın insan plasenta 

hücrelerinde toksik etkisinin olduğunu ve östrojen sentezinden sorumlu olan aromataz 

aktivitesini bozabileceğini göstermiştir. Çalışma ayrıca, glifosat içeren bir ticari ürün 

olan Roundup'ın, glifosattan daha toksik olduğunu vurgulamıştır. 

Güney Amerikada yapılan epidemiyolojik çalışmada, glifosatın yüksek oranda 

kullanımı olan bölgelerde fetüslerde artan sayıda malformasyon rapor edilmiş ve bu 

herbisidin teratojenik potansiyeli vurgulanmıştır (Antoniou ve ark., 2012). 

2.7. Glifosat ile İlgili Yasal Düzenlemeler 

Glifosat ile ilgili yasal düzenlemeler ülkeden ülkeye farklılık gösterebilir. 

Ancak, genel olarak glifosatın kullanımı ve satışı bir dizi düzenleme ile kontrol altına 

alınmaktadır. Avrupa Birliği'nde glifosatın kullanımı ve onayı, 1107/2009 sayılı 

Kimyasal Maddelerin Onayı, Kısıtlanması ve Kaydı (REACH) Yönetmeliği kapsamında 

düzenlenmiştir. EFSA ve diğer bilimsel kurumlar tarafından yapılan risk 

değerlendirmeleri sonucunda, glifosatın onayı yenilenmiş veya kısıtlamalar getirilmiştir. 

27 Eylül 2018’de glifosatın ve metabolititi olan AMPA’nın risk değerlendirmelerinin 

yeniden gözden geçirildiği ve kalıntı limitlerinin belirlendiği bir çalışma yayınlanmıştır 

(EFSA, 2018).  

Amerika Birleşik Devletleri'nde de glifosat ile ilgili düzenlemeler Amerikan 

Çevre Koruma Ajansı (EPA) tarafından düzenlenir. EPA, glifosatın kullanımına ilişkin 

kuralları belirllemekte ve risk değerlendirmesini yapmaktadır. Bu doğrultuda da 

gıdalarda, yem ürünlerinde, içme sularında glifosat kalıntı limitlerini belirllemekte ve 

yayınlamaktadır.  EPA, aynı zamanda IARC’ın glifosatın muhtemelen insanlar için 

karsinojen sınıflandırmasını geçerli kabul etmemekte ve daha çok çalışmanın gerekli 

olduğunu vurgulamaktadır (EPA, 2017).  

Türkiye’de 11/6/2010 tarihli ve 5996 sayılı “Veteriner Hizmetleri, Bitki Sağlığı, 

Gıda ve Yem Kanunu”nun 21, 22, 23, 24, 31, 32 ve 34. maddelerine dayanılarak 

hazırlanan “Türk Gıda Kodeksi” “Pestisitlerin Maksimum Kalıntı Limitleri 

Yönetmeliği” (Resmi Gazete No: 29899, 25 Kasım 2016) Avrupa Birliği’nin ilgili 
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mevzuatı dikkate alınarak hazırlanmıştır. Bu yönetmeliğe göre, glifosatın gıdalarda 

belirlenen en yüksek kalıntı limitleri Tablo 2-2’te verilmektedir. 

Tablo 2-2: Glifosatın gıdalarda belirlenen en yüksek kalıntı limitleri (Resmi Gazete No: 

29899, 25 Kasım 2016) 

Gıda Çeşitleri Miktar (ppm) 

Turunçgiller: 

 greyfurt, limon, misket limonu 

 portakal, mandarin/ mandalina 

 
0,1 
0,5 

Sert kabuklu meyveler: 

 badem, fıstık, kaju 

 
0,1 

Yumuşak çekirdekli meyveler: 

 elma, armut, ayva 

 
0,1 

Sert çekirdekli meyveler: 

 kayısı, kiraz, erik 

 
0,1 

Üzümsüler ve küçük meyveler: 

 üzüm 

 çilek 

 kamışsı meyveler (böğürtlen, ahududu,karabüken, yaban mersini) 

 
0,5 
0,1 
0,1 

Çeşitli meyveler: 

 kabuğu yenebilenler (hurma, incir, kumkuat) 

 zeytin 

 
0,1 
1 

Köklü ve yumrulu sebzeler: 

 patates 

 pancar, havuç, kereviz 

 
0,5 
0,1 

Soğanlı sebzeler: 

 soğan, sarımsak, arpacık soğanı 

 
0,1 

Patlıcangiller: 

 domates, biber, patlıcan, bamya 

 
0,1 

Kabakgiller: 0,1 

Tatlı mısır: 3 

  Baklagil sebzeleri (taze): 

 fasulye (kabuklu), fasulye (kabuksuz), bezelye (kabuklu) 

 
0,1 

Mantarlar, Yapraklı kara yosunları ve likenler: 

 kültür mantarı 

 yabani mantar 

 yapraklı kara yosunları ve likenler 

 
0,1 
50 
0,1 

Baklagiller: 

 fasulye 

 mercimek, bezelye acı bakla 

 diğerleri 

 
2 
10 
0,1 

Yağlı tohumlar: 

 keten tohumu 

 yerfıstığı 

 haşhaş tohumu 

 susam tohumu 

 ayçiçeği tohumu 

 kolza tohumu 

 soya fasulyesi 

 hardal tohumu 

 pamuk tohumu 

 kabak çekirdeği 

 
10 
0,1 
0,1 
0,1 
20 
10 
20 
10 
10 
0,1 

Hayvansal ürünler: 

 et 

 yağ 

 karaciğer 

 böbrek 

 Süt 

 
0,05 
0,05 
0,2 
2 
0,05 



15 

 

2.8. Epigenetik 

DNA dizisindeki değişikliklerden kaynaklanmayan, mitoz ve/veya mayoz 

bölünme ile kalıtımsal olarak aktarılan gen ifadesi değişikliklerini inceleyen bilim dalı 

‘Epigenetik’ olarak adlandırılmaktadır. Epigenetik modifikasyonlar; DNA metilasyonu, 

histon modifikasyonları, mikroRNA’ların (miRNA) regülasyonu olmak üzere başlıca üç 

temel mekanizma ile açıklanmaktadır (Şekil 2-4) (Laura, 2008). 

 

Şekil 2-4: Epigenetik modifikasyonlar (Laura, 2008). 

 

Ökaryotik hücrelerde, DNA histon proteinlerine bağlanarak kromatin adı verilen 

bir yapı oluşturur. Kromatin, hücre çekirdeğinde DNA, histon ve histon olmayan 

proteinlerin karmaşık bir yapısal düzenlemesidir (Tsankova ve ark., 2007). Nükleozom 

olarak adlandırılan temel yapı birimi, H2A, H2B, H3 ve H4 histon proteinlerinden 

oluşan bir histon oktomerinin etrafına sarılı 146 baz çifti DNA'dan oluşur (Conley ve 

ark., 2006). Bu protein yapıları, birbirlerini H1 histonlarıyla birleştirerek stabil bir 

şekilde tutarlar (Şekil 2-5). 
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Şekil 2-5: A. Nükleozom yapısı; B. Kromatin yapısı. 

 

Gen ifadesi hücrelerde nükleozomlar kullanılarak kontrol edilir. Kromatin 

yapısındaki değişiklikler, transkripsiyonu düzenleyici komplekslerin DNA’ya 

ulaşabilirliğini etkileme yolu ile gen ifadesini kontrol eder. Kromatinin sıkılaşıp 

yoğunlaşmış hali inaktif iken (heterokromatin), gevşek hali (ökromatin) aktiftir (Şekil 2-

6).  

 

 

 

 

 

 

Şekil 2-6. A. Heterokromatin; B. Ökromatin. 

 

Epigenetik mekanizmalar, DNA ve histonlar arasındaki ilişkiyi düzenleyerek 

genlerin transkripsiyonel olarak aktif veya inaktif olmalarını sağlarlar. Bu 

mekanizmaların herhangi birinde meydana gelen modifikasyonlar, gen ifadesinin aşırı 

artmasına veya baskılanmasına neden olarak epigenetik hasarlara yol açabilir. Bu 

değişiklikler, DNA'nın dizi yapısından ziyade mitoz veya mayoz bölünme yoluyla 

nesilden nesile aktarılır. Kromatin yapısında gerçekleşen başlıca epigenetik 

modifikasyonlar arasında DNA metilasyonu ve histon modifikasyonları yer alır.  

A     B 
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2.8.1. DNA Metilasyonu 

DNA metilasyonu, CpG dinükleotidinde bulunan sitozin bazının 5. karbonuna 

bir metil grubunun eklenmesiyle gerçekleşir ve 5-metilsitozin (5-mC) oluşumuna yol 

açar (Herman ve Baylin, 2003). Bu süreç, DNMT (DNA metiltransferaz) enzimleri 

tarafından kontrol edilir. DNMT3A ve DNMT3B, de novo metilasyon için gereklidir, 

DNMT1 hücre bölünmesi sırasında metilasyon kalıplarının korunmasını sağlar. 

Genomun genelindeki CpG dinükleotidlerinin yaklaşık %70'i metillenmiştir. CpG 

adaları ise özellikle dokularda sürekli ifade edilen bazı genlerin promoter bölgelerinde 

ve ilk ekzonlarında bulunur ve genellikle metillenmemiştir (Jones ve Takai, 2001). 

DNA metilasyonu, genlerin promotör bölgelerindeki CpG adalarında, kromatin 

yapısının organizasyonunda ve gen ifadesinin kontrolünde önemli bir rol oynar. Aktif 

kromatin yapısı, metillenmemiş CpG dinükleotidlerini içeren promotör bölgelerinde 

transkripsiyon faktörlerinin ve diğer koaktivatörlerin bağlanabildiği bir yapıya sahiptir. 

Bununla birlikte, inaktif kromatin yapısı, promotör bölgelerinde metillenmiş CpG 

dinükleotidlerini içerir ve transkripsiyon faktörlerinin promotöre bağlanmasını engeller 

(Esteller, 2007). Genin metillenme derecesi ile ifade edilme derecesi arasında ters bir 

ilişki bulunmaktadır. Farklı dokularda farklı genlerin ifade edilmesi, hücre 

farklılaşmasıyla birlikte bu düzenlemeye dayanır. Ancak, genom çapında normal 

şartlarda metile halde bulunan CpG dinükleotidlerinin global hipometilasyonu da söz 

konusu olup bu da genomik karasızlığa ya da susturulmuş parazitik dizilerin ifade 

bulmasına neden olarak karsinojeneze zemin hazırlar (Esteller, 2007).  

Genom boyunca çoğunlukla tekrarlayan genomik bölgelerde bulunan CpG 

dinükleotidlerinin %70-80’i metile haldedir. Kanserin erken aşamasında sitozin 

metilasyonunda global bir azalma gösterilmiştir. Hipometilasyon kromozomal 

instabiliteye, retrotranspozon1 aktivasyonu ve bazı protoonkogenlerin ekspresyonunda 

artışa sebep olmaktadır (Das ve Singal, 2004). DNA metilasyonu DNA’nın sıkı bir 

şekilde paketlenmesinde rol oynamaktadır. Bu sıkı paketlenmeden dolayı örneğin, 

transpozonların genom içerisinde hareket etmeleri engellenmiş olmaktadır. Ancak, 

metilasyon kaybı ile DNA sıkı bir şekilde paketlenemeyeceğinden transpozonlar 

genomda rahatlıkla hareket ederek kromozomal instabiliteye neden olmaktadır. Ayrıca, 

                                                

 

1 Hareket edebilen genetik elemanlar 
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DNA onarım genlerindeki anomaliler de kromozomal instabiliteye neden olmaktadır 

(Singal ve Ginder, 1999). 

2.8.2. Histon Modifikasyonları 

Histonlar, ökaryotik hücrelerin çekirdeğinde bulunan bazik proteinlerdir ve 

DNA'nın sıkıştırılmasını sağlarlar. Histonlar, lizin ve arjinin gibi amino asitler 

bakımından zengindirler ve çeşitli kimyasal değişikliklere uğrayabilirler. Özellikle 

nükleozom adı verilen yapıların dışına çıkan histon proteinlerinin amino uçlarında 

gerçekleşen bu kimyasal modifikasyonlar, kromatin yapısının düzenlenmesinde önemli 

bir rol oynar ve bu fenomen histon kodu hipotezi olarak adlandırılır. 

Histon modifikasyonları, enzimlerin yardımıyla histon proteinlerine başka 

kimyasal grupların eklenmesi veya çıkarılması yoluyla meydana gelir. Örneğin, 

histonların lizin kalıntılarının amino uçlarına asetil, metil, fosfat, ubikitin, ADP-riboz 

veya sumo gibi çeşitli kimyasal gruplar eklenir veya bunlar çıkarılır. Bu değişiklikler 

histon proteinlerinin işlevlerini ve etkileşimlerini değiştirerek gen ifadesini kontrol etme 

yeteneklerini etkiler. Bu nedenle histon modifikasyonları, hücrenin genetik bilginin 

kullanımını düzenlemesinde kritik bir rol oynar ve epigenetik düzenlemeyi sağlar 

(Tsankova ve ark., 2007). Bu modifikasyonlar, birbirleriyle etkileşim içinde ve belirli 

bir sırayla gerçekleşir. Örneğin, histon H3 proteinindeki 10. serin amino asidin 

fosforilasyonu, 14. lizin asetilasyonunu teşvik edebilirken, 14. lizin deasetilasyonu da 9. 

lizin metilasyonuna yol açabilir. Bu kimyasal değişiklikler, histonların elektriksel 

yükünü etkileyerek kromatin yapısını değiştirir ve protein kompleksleri için tanıma 

bölgeleri oluşturabilir. Bu şekilde, histonlar ile DNA arasındaki etkileşim ve histonlar 

arasındaki etkileşim değişir, bu da DNA'nın paketlenmesi, replikasyonu, onarımı ve gen 

ifadesinin kontrolü gibi bir dizi biyolojik sürecin düzenlenmesini mümkün kılar. Bu 

süreçler, gen ifadesinin düzenlenmesi ve hücresel işlevlerin hassas bir şekilde kontrol 

edilmesi için önemlidir (Grant, 2001; Iizuka ve Smith, 2003; Peterson ve Laniel, 2004; 

Strahl ve Allis, 2000). 

2.8.2.1. Histon Asetilasyonu 

Histonların, N-uçlarındaki lizin rezidülerine asetil-koA’dan alınan asetil 

grubunun eklenerek ε-N-asetil lizin’e dönüşmesi olayına histon asetilasyonu denir. 

Histon asetiltransferazlar (HAT) bu reaksiyonu katalizleyen enzimlerdir. Günümüze 

kadar HAT aktivitesine sahip, substrat özgüllügü olan 30 protein gösterilmiştir. 

http://tr.wikipedia.org/wiki/Lizin
http://tr.wikipedia.org/wiki/Asetil-KoA
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Asetilasyon geri dönüşümlü olarak gerçekleşen bir olay olup; histon de-asetilasyonu ise, 

histon deasetilaz (HDAC) enzimleri ile gerçekleştirilen asetil grubunu lizinden koptuğu 

reaksiyonlardır (Şekil 2-7). Bugüne kadar 18 insan HDAC enzimi tanımlanmıştır. 

 

Şekil 2-7: HAT enzimi aracılığıyla histon asetilasyonu ile HDAC enzimi aracılığıyla histon 

deasetilasyonu 

Histon asetilasyonu, transkripsiyonel aktivasyonla (açık kromatin-ökromatin 

oluşumu) ilişkilidir. Asetilasyon; histonlardaki pozitif yüklü amin gruplarını nötral amid 

bağlarına dönüştürür. HAT, artı yüklü histon ve eksi yüklü DNA omurgası arasındaki 

güçlü bağı zayıflatarak DNA'nın transkripsiyon faktörleri tarafından ulaşılabilir hale 

gelmesine yardımcı olur. Bu olduğunda transkripsiyonel faktörler DNA’ya bağlanabilir 

hale gelir. DNA’nın açılması ve RNA polimeraz gibi enzimlere maruz kalması gen 

ifadesini başlatır.  

Histon kuyruklarında asetile edilecek olan lizinin yakınındaki aminoasit 

dizisinin, asetilasyon enzimlerinin özgül bağlanmasında rolü vardır. Asetilasyon her 

zaman aynı aminoasitlerden gerçekleştirilmektedir. Örneğin, histon H3 özellikle K9, 

K14, K18 ve K23; histon H4 ise; K5, K8, K12 ve K16 pozisyonlardaki lizin 

aminoasitlerinden asetillenmektedir. Genel olarak, histon H3 veya H4 histonlarının lizin 

rezidülerinin asetilasyonu açık kromatin yapısına, transkripsiyon faktörlerinin kolay 

ulaşılabilirliğine ve dolayısıyla aktif gen ifadesine yol açmaktadırlar. Deasetilasyonu 

ise, inaktif gen ifadesi ile ilişkili olup ve genel olarak metilasyon ile korelasyon 

göstermektedir (Şekil 2-8) (Baguet ve Bix, 2004; Berger, 2007; Tanaka ve ark., 2011). 

http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Histon_deasetilaz&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Asetilasyon
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%96kromatin&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=DNA_omurgas%C4%B1&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Transkripsiyon_fakt%C3%B6r%C3%BC


20 

 

Aktif gen
ifadesi

İnaktif gen 
ifadesi

HAT/HDAC

 

Şekil 2-8: Histon asetilasyonu ile ilişkili açık ve kapalı gen ifadesi 

HDAC, lizin rezidülerindeki asetil gruplarının ayrılmasını katalizler ve bu 

aktivite genellikle transkripsiyonel baskılanma ile sonuçlanır (Takai ve ark., 2004). 

HDAC inhibitörleri, histon asetilasyonunda artışa yol açarak transkripsiyonu ve 

kromatin yapısını düzenleyen yeni bir sınıfın üyeleridir (Richon ve O’Brien, 2002).  

2.8.2.2. Histon Metilasyonu 

Histonlarda lizin ve arjininin azot atomlarında lizin metiltransferaz (HKMT) ve 

arginin metiltransferaz (HRMT) enzimleri ile gerçekleşen post-translasyonel kovalent 

bir modifikasyondur. Histon metiltransferaz (HMT) enzimleri, metil gruplarını S-

adenozil-L-metiyonin (SAM)’ den alarak, histonların lizin ve arginin rezidülerine 

eklerler. Günümüzde, proteomda 90’dan fazla HMT bilinmektedir. Histon demetilaz 

(HDM) enzimleri ise, metil gruplarını lizin ve arginin rezidülerinden uzaklaştıran 

enzimlerdir. Lizin rezidüleri, mono-, di- ve trimetile olabilirken (Şekil 2-9), arginin 

rezidüleri yalnızca mono- veya dimetile olmaktadır (Greer ve Shi, 2012). 

Modifikasyona uğramış rezidünün konumuna bağlı olarak lizin metilasyonu son 

zamanlarda en çok çalışılan olaylardan biridir; çünkü gen ifadesinde önemli bir 

aktivatör veya inhibitör olarak rol almaktadır. (Schlesinger ve ark., 2007). 
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Şekil 2-9: Lizin rezidülerinin mono-, di- ve trimetilasyonu 

En çok çalışılan lizin metilasyonları, histon H3’ün K4, K9, K27, K36 ve K79 

rezidülerinde ve Histon H4’ün K20 rezidüsünde olmaktadır. Özellikle, histon H3 

kuyruğu metilasyonunun epigenetik düzenlemede merkezi bir rolü vardır. Histon H3’ün 

-amino terminalindeki K9 ve K27 lizin rezidülerinin di- ve trimetilasyonu (H3K9me2, 

H3K9me3, H3K27me2, H3K27me3) ile H4’ün K20 lizin rezidisünün trimetilasyonu 

(H4K20me3) heterokromatik bölgelerde yaygındır (Jorgensen ve ark., 2013). Diğer 

yandan, histon H3’ün K4 lizin rezidüsünün di- ve trimetilasyonu (H3K4me2, 

H3K4me3) ile K36 lizin rezidisünün trimetilasyonu (H3K36me3) ökromatik bölgelerde 

yaygındır (Baguet ve Bix, 2004; Berger, 2007; Tanaka ve ark., 2011). Bu nedenle bu 

modifikasyonlar, kanser ve diğer birçok hastalıkta patojenik rollere sahip olabilen 

proteinleri oluşturan biyokimyasal ve biyolojik bilginin kontrolünde ve gen ifadelerinde 

çok önemlidir (Jones ve Baylin, 2007; Schneider ve ark., 2002). 

Kanser hücrelerinde, histonlardaki lizinlerin asetilasyonunda ve metilasyonunda 

artış ve azalmalar olmaktadır. Farklı kanser tiplerinde, hatta aynı kanser tipinin değişik 

evrelerinde farklı histon modifikasyonları gözlenir. 

2.8.2.3. Histon Modifikasyonu ve Kanser ilişkisi 

Kanser hücrelerinde, histonlardaki lizinlerin asetilasyonunda ve metilasyonunda 

artış ve azalmalar olmaktadır. Örneğin, bazı kanser hücrelerinde HDAC enzimlerinde 

normalin üzerinde gen ifadesi gözlenir, histonların hipoasetilasyonu kapalı kromatin 

yapısına sebep olur ve bu transkripsiyon faktörlerinin bağlanmasına engel olur. 

Promotör DNA hipermetilasyonu ve histon deasetilasyonu ile tümör baskılayıcı genlerin 

anormal şekilde susturulması kanser patogenezinde önemli rol oynamaktadır. Histon 

http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Histon_3&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Epigenetik
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lizin metilasyonu ise, asetilasyonun tersine, hangi rezidüde olduğuna göre aktivasyon ya 

da inaktivasyonla sonuçlanabilir (Egger ve ark., 2004). 

Meng ve ark. (2007) çalışmasında insan mide kanser hücre dizisinde tümör 

baskılayıcı genlerin promotör bölgesinde DNA hipermetilasyonu ile histon 

modifikasyonları arasındaki ilişkinin tanımlanması amaçlanmıştır. p16 ve MHL1 

genlerindeki sessizleşmenin, DNA hipermetilasyonu, histon H3K9 hipoasetilasyonu, 

histon H3K9 hipermetilasyonu ve histon H3K4 hipometilasyonu ile karakterize olduğu 

gösterilmiştir. Bu tümör baskılayıcı genlerin promotör CpG adalarında meydana gelen 

DNA hipermetilasyonunun inaktif gen ifadesi ile ilişkili olduğu gösterilmiştir. Mide 

kanser hücrelerinde, promotör gen bölgelerinde oluşan histon H3K9 hipermetilasyonu 

DNA metilasyonu ile ilişkili bulunmuştur. Bununla birlikte, histon H3K9 

hipoasetilasyonu ve H3K4 hipometilasyonu DNA metilasyonu ile ters ilişki içinde 

bulunmuştur. DNA metilasyonundaki değişimlerin histon modifikasyonlarını etkilediği 

gösterilmiştir.  

Meng ve ark. (2011) başka bir çalışmasında ise; yumurtalık kanserinde DNA 

metilasyonunun ve histon H3K9 asetilasyonunun p16, hMLH1 ve MGMT genlerinin 

sessizleşmesine olan katkısının incelenmesi amaçlanmıştır. Gen ifadesi aktif olan 

hücrelerin promotör gen bölgelerinde genel olarak hipometile DNA ve asetile H3K9, 

sessiz gen bölgelerinde ise hipermetile DNA ve hipoasetile H3K9 mevcut olduğu 

belirtilmiştir.  

Kondo ve ark. (2007) çalışmasında hepatoselüler karsinomada p16, RASSF1A, 

progesteron reseptörü (PGR) ve östrojen reseptör α (ERα) genlerinin promotör 

bölgelerinde DNA metilasyonu, bu genlerde, histon H3K4, H3K9 ve H3K27 

modifikasyonları ve DNA metiltransferaz enzimleri (DNMT1 and DNMT3B) ve histon 

metiltransferaz enzimlerinin (SUV39H1, G9a ve EZH2) de ifadeleri araştırılmıştır. p16 

ve RASSF1a genlerindeki sessizleşmenin DNA metilasyonu ve histon H3K9 

dimetilasyonuna bağlı olduğunu ve PGR ve ERα genlerindeki sessizleşmenin ise, DNA 

metilasyonundan daha çok H3K27 trimetilasyonuyla ilgili olduğu gösterilmiştir. 

2.8.2.4. Histon Modifikasyonunda Rol Oynayan Genler 

Glifosat ve metaboliti AMPA’nın epigenetik modifikasyonlar üzerine etkilerini 

incelemek amacıyla, histon modifikasyonları ile ilişkili genler seçilmiş olup, gen 

ifadeleri analiz edilmiştir. Aşağıda bu genlerin işlevleri hakkında bilgi verilmiştir.  
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G9a (‘euchromatic histone lysine methyltransferase 2’) geni: G9a, genellikle 

transkripsiyonel gen susturma ile ilişkilendirilen histon H3 lizin 9 (H3K9) mono- 

(H3K9me1) ve dimetilasyonunu (H3K9me2) katalizleyen histon lizin 

metiltransferazıdır (HMT) (Collins ve Cheng, 2010; Estève ve ark., 2006; Milner ve 

Campbell, 1993; Nakanishi ve ark., 2008). G9a, histon metilasyonunun yanı sıra bu 

modifikasyonu tanıyabilme özelliğine de sahiptir ve kromatin üzerinde bir iskelet görevi 

görür (Shahbazian ve ark., 2005). G9a'nın, özofagus skuamöz hücreli karsinom, 

hepatoselüler karsinom, agresif akciğer kanseri, beyin kanseri, multipl miyelom ve 

agresif over karsinomu dahil olmak üzere birçok kanser türünde aşırı ekspresyonu 

gözlenmiştir (Gao ve ark., 2013; Hua ve ark., 2014; Lehnertz ve ark., 2014; Wozniak ve 

ark., 2007). Daha yüksek G9a ekspresyonunun kötü prognoz ile ilişkili olduğu 

belirlenmiştir (Chen ve ark., 2010; Huang ve ark., 2010; Wozniak ve ark., 2007; Zhong 

ve ark., 2015). Yüksek G9a seviyeleri genellikle yüksek metilasyon seviyeleri ile 

ilişkilendirilmiş olup önemli tümör baskılayıcı genlerin baskılanmasına yol açmaktadır. 

EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2) geni: EZH2 bir HMT enzimi olan ve 

genellikle histon H3 üzerinde lizin 27 pozisyonuna (H3K27) metil grupları ekleyerek 

kromatin yapısını etkileyen bir proteindir. Bu metilasyon (H3K27me3) kromatinin 

düzenlenmesinde ve gen ifadesinin kontrolünde önemli bir rol oynar. (Viré ve ark., 

2006). EZH2, histon H3K27’ye metil gruplarının eklenmesini SAM koenzimi 

kullanarak katalizler (Cao ve ark., 2002). EZH2 geninde meydana gelen mutasyon veya 

genin aşırı ekspresyonu tümör gelişimini baskılayan genleri inhibe eder ve meme 

kanseri (Yoo ve Hennighausen, 2012), prostat kanseri (Varambally ve ark., 2002), 

melanom (Zingg ve ark., 2015) ve mesane kanseri (Arisan ve ark., 2005) gibi birçok 

kanser türüyle ilişkilendirilmiştir . EZH2 genindeki mutasyonlar aynı zamanda nadir bir 

konjenital bozukluk olan Weaver (kemiklerin aşırı büyümesine neden olan genetik bir 

bozukluk) sendromuyla ilişkilendirilmiştir (Gibson ve ark., 2012).  

SUV39H1 (Suppressor of Variegation 3-9 Homolog 1) geni: SUV39H1 geni, 

insanlarda SUV39H1 proteininin üretiminden sorumludur. SUV39H1, bir HMT 

enzimidir ve histon H3 üzerinde lizin 9 pozisyonuna (H3K9) metil grup ekleyerek 

kromatin yapısını etkiler. (Rea ve ark., 2000). SUV39H1, histon H3K9 metilasyonuyla 

ilişkilidir ve metil gruplarının eklenmesini katalizleyerek kromatin yapısını değiştirir ve 

buna bağlı olarak gen ekspresyonunu etkiler. H3K9 metilasyonu, heterokromatin 



24 

 

yapısında ve fonksiyonunda bozunmaya yol açar (Djeghloul ve ark., 2016). SUV39H1'in 

aşırı ekspresyonunun yaşlanma ile ilişkili olduğunun ve yaşlanmaya bağlı gelişen 

miyeloid malignite açısından risk oluşturduğu düşünülmektedir (Sun ve ark., 2014). 

SETD8 (SET Domain Containing 8) geni: SETD8, bir HMT enzimidir ve 

histon H4 üzerinde lizin 20 pozisyonuna (H4K20) metil grup ekleyerek kromatin 

yapısını etkiler. Bu metilasyon (H4K20me1) kromatinin düzenlenmesinde önemli bir 

rol oynar. (Brustel ve ark., 2011; Z. Wang ve ark., 2015). SETD8 geni, normal 

hücrelerde ifade edilir ve çeşitli biyolojik süreçlerde rol oynar. Özellikle DNA 

replikasyonu ve hücre bölünmesi gibi hücresel işlevlerde önemli görev alır (Al Temimi 

ve ark., 2019; Nishioka ve ark., 2002; Tardat ve ark., 2010). SETD8'nin düzensiz ifadesi 

veya mutasyonları prostat, meme, mesane, akciğer, papiller tiroid, pankreas, 

hepatoselüler karsinom ve glioma gibi çeşitli kanser türlerinin gelişimi ile 

ilişkilendirilmektedir (Hou ve ark., 2016; Lazarus ve ark., 2018; Liao ve ark., 2018; Ma, 

2018; Milite ve ark., 2016; Nikolaou ve ark., 2015; Takawa ve ark., 2012; Wu ve ark., 

2020; Yang ve ark., 2012; Yao ve ark., 2014). 

SETD1B (SET domain containing 1B) geni: SETD1B, bir HMT enzimidir ve 

genellikle histon H3 üzerinde lizin 4 pozisyonuna (H3K4) metil grup ekleyerek 

kromatin yapısını etkiler. Bu metilasyon H3K4me1, H3K4me2 ve H3K4me3 olarak 

adlandırılır. SETD1B geni, kromatin yapısını etkileyen çeşitli mekanizmalara katılarak 

gen ifadesini düzenler. DNA transkripsiyonu, hematopoezi, nörolojik fonksiyonları ve 

DNA onarımını düzenlemektedir (Kranz ve Anastassiadis, 2020; Roston ve ark., 2021).  

HAT1 (histone acetyl transferase 1) geni: HAT1 geni H4K5, H4K12, H3K9, 

H3K18 ve H3K27 gibi birden fazla histon bölgesinin asetillenmesini düzenleyen histon 

asetiltransferazdır (Nagarajan ve ark., 2013; Shahbazian ve Grunstein, 2007). Yapılan 

bir çalışmada HAT1’in histon H3'ün lizin 27 bölgesine bir süksinil grubunun 

eklenmesini sağlayarak gen ifadesinde değişikliğe neden olduğu gözlenmiştir. HAT1 

aracılığıyla gerçekleşen bu değişiklik HepG2 ve PANC1 (pankreas kanseri hücre dizisi) 

hücrelerinde tümörojenezi tetiklediği görülmüştür (Yang ve ark., 2021). 

SIRT1 (NAD-dependent deacetylase sirtuin-1) geni: Sirtuin (SIRT) protein 

ailesinin üyesi olup, üçüncü sınıf histon deasetilaz (HDAC III) olarak bilinir. Sirtuinler, 

histonlar ve histon dışı proteinlerin NAD+ bağımlı bir şekilde deasetilasyonunu 

sağlarlar (Sauve ve ark., 2006). SIRT1 aracılı deasetilasyon, hücresel yaşlanma (C. Xu 
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ve ark., 2020), apoptoz (He ve ark., 2021), şeker (Huang ve ark., 2021) ve lipid (Qiang 

ve ark., 2011) metabolizması, oksidatif stres (Liang ve ark., 2020; Rada ve ark., 2018) 

ve enflamasyon (Rada ve ark., 2018) gibi birçok biyolojik süreci direkt etkiler. Bu 

nedenle, SIRT1 ekspresyonu ve işlevinde küçük değişiklikler bile hücresel yanıtları 

önemli ölçüde etkileyebilir. 

2.8.3. Glifosatın Epigenetik Modifikasyonlar Üzerine Etkileri üzerine yapılan 

çalışmalar 

DNA diziliminde değişikliğe neden olmaksızın gen ekspresyonunu etkileyebilen 

epigenetik modifikasyonlar çevresel toksinlere maruziyet sonucunda da ortaya 

çıkabilmektedir (Feil ve Fraga, 2012). Glifosatın genotoksik etkileri gösterilmesine 

rağmen tam olarak açıklanamayan tosisite mekanizmalarında epienetik mekanizmaların 

da rolünün olabileceği düşünülmektedir.  

Kubsad ve ark. (2019), glifosatın sıçanlarda epigenetik modifikasyonlar ile 

oluşturduğu patolojilerin F2 ve F3 nesillerinde belirgin bir artış göstererek kalıtımsal 

olarak aktarıldığını göstermektedir. Bir diğer çalışmada da glifosat maruziyeti 

sonucunda sıçanlarda epigenetik modifikasyonlardan kaynaklı hastalıkların sonraki 

nesillere aktarıldığı gözlenmiştir (Ben Maamar ve ark., 2021). Bu çalışmalar, sperm 

hücrelerindeki histon modfikasyonlarının epigenetik olarak nesiller arası kalıtımda rol 

oynadığını göstermiştir. Glifosatın ve AMPA'nın, insanlarda global DNA 

metilasyondaki değişikliklerle ilişkili olarak epigenetik modifikasyonlara neden 

olabileceği ileri sürülmüştür (Benedetti ve ark., 2018; Kwiatkowska ve ark., 2017; 

Wozniak ve ark., 2020). Ayrıca, Glifosat ve AMPA'nın PBMC hücre dizisinde tümör 

baskılayıcı genlerin promotör bölgelerindeki global DNA metilasyonunu önemli ölçüde 

değiştirdiği ve böylece apoptoz mekanizmalarının etkilendiği gösterilmiştir(Wozniak ve 

ark., 2020).  

Tablo 2-3’de glifosat, AMPA ve glifosat bazlı herbisitlerin epigenetik etkileri 

üzerine yapılan çalışmaları özetlenmiştir. 
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 Tablo 2-3: Glifosat, glifosat bazlı herbisitler (GBH) ve AMPA’nın epigenetik mekanizmalar üzerine etkisi 

Madde Hücre Epigenetik değişiklikler Kaynak 

Glifosat PBMC -Global 5-metil sitozin seviyesinde azalma 

-p53 promotörünün metilasyonunda artış 
Kwiatkowska ve ark. (2017) 

Glifosat PBMC 

-Global 5-metil sitozin seviyesinde azalma 

-p21 ve p53 promotörlerinin metilasyon seviyelerinde değişiklik 

-Hücre döngüsünün (CCND1, p16, p21 ve p53) ve apoptozun (BCL2) 

düzenlenmesinde yer alan genlerin ekspresyonunda değişiklikler 

Wozniak ve ark. (2020) 

Glifosat MCF10A Hücre dizisi 
-TET yolu ile meydana gelen DNA hipometilasyonu 

-Farelerin %50’sinde glifosat maruziyeti sonrası miRNA 182-5p 

kaynaklı tümör gelişimi 

Duforestel ve ark. (2019) 

AMPA ve Glifosat PBMC 
-Glifosat ve AMPA maruziyeti sonucu DNMT1 ve HDAC3 gen 

ifadelerindeki değişiklikler 

-Glifosat maruziyeti sonucu DMNT3A gen ifadesinde değişiklik 

Wozniak ve ark. (2021) 

AMPA PBMC 
-Global 5-metil sitozin seviyesinde azalma 

-p21 ve p53 promotörlerinin metilasyon seviyelerinde değişiklik 

CCND1 gen ifadesinde artış 

Wozniak ve ark. (2021) 

GBH Sıçan meme dokusu 

-Meme bezi gelişiminde değişiklikler 

-ERa proteini ve mRNA ifadesinde azalma 

-Ergenlik sonrası hayvanlarda ERa promotörlerinin metilasyon 

seviyelerinde  değişiklikler 

Gomez ve ark. (2019) 

Glifosat Sıçan spermi 

-F2 ve F3 nesillerinde patolojilerde görülen artış (prostat, yumurtalık 

ve böbrek hastalıkları, obezite, doğum anormallikleri ve tümör 

gelişimi) 

-Spermdeki DNA metilasyon bölgeleri (DMRs) 

Kubsad ve ark. (2019) 

Glifosat Sıçan spermi -Sperm diferansiyel histon tutulum bölgeleri (DHRs) Ben Maamar ve ark. (2021) 
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2.9. Apoptoz Mekanizmaları 

Apoptoz, fonksiyonunu kaybetmiş, hasar görmüş, organizma için zararlı 

olabilecek hücrelerin ortadan kaldırıldığı, doğuştan gelen genetik olarak kontrol edilen 

bir süreçtir (Kam ve Ferch, 2000; Saikumar ve ark., 1999; Schulze-Osthoff ve ark., 

1998). Apoptozu çeşitli fizyolojik ve patolojik uyaranlar başlatabilir. Ekstrinsik ve 

instrinsik (mitokondrial) olmak üzere 2 yolla gerçekleşir.  

Eksrtinsik yolakta apoptoz sürecini başlatan iki ana sinyal yolundan biri FasL-

Fas sistemi, diğeri ise TNF ligandı (TRAIL)- TNF sistemidir. Bu sinyal yolları, 

hücrelerin ölümüne yönelik sinyallerin iletilmesinde önemli rol oynar. (Goldar ve ark., 

2015; Liu ve ark., 2017; Shlyakhtina ve ark., 2017). Bu süreçte ölüm reseptörlerinin 

ligandlarla oluşturduğu kompleks FAS ilişkili ölüm proteinine (FADD), ve TNF ilişkili 

ölüm proteinine (TRDD) bağlanarak trimerik bir yapı oluşur. Bu trimerik yapı başlatıcı 

kaspaz 8 ile birleşerek ölüm indükleyen sinyal kompleksi (DISC) adı verilen 

aktifleştirilmiş bir kompleks oluşturur. Oluşan DISC kompleksi Kaspaz 8’in 

aktivasyonunu baskılayan c-FLIP adı verilen inhibitör protein tarafından regüle edilir 

(Wajant, 2002). Oluşan kompleks inaktif kaspaz8’i aktif kaspaz8’e dönüştürür (Şekil 2-

10). Aktif kaspaz-8 ise direk kaspaz-3’ü aktif hale getirir ve aktive edilmiş kaspaz-3 

aracılığıyla hücrenin apoptoza uğraması gerçekleşir (Adams ve Cory, 2001; Curtin ve 

Cotter, 2003; Spierings ve ark., 2004). 

İnstrinsik mitokondriyal yolak mitokondri içinde meydana gelen bir dizi hücre 

içi olayı içerir. Mitokondrinin zar geçirgenliğinin bozulmasına yol açan hormonlar, 

radyasyon, toksinler, hipoksi, viral enfeksiyonlar ve hipertermi gibi bir takım faktörler 

bu yolu tetikleyebilir. Bu süreç ayrıca proapoptotik proteinlerin intermembranlardan 

sitozole salınmasına da yol açar (Saelens ve ark., 2004; Xu ve ark., 2015). Sitozole 

salınan sitokrom c, Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktive eden faktör) ve kaspaz 9'a 

bağlanarak apoptozom adı verilen bir kompleks oluşturur (Hassan ve ark., 2014; 

Kroemer ve ark., 2007). 

Apoptozda görev alan proteinler, proapoptotik proteinler (Bak, BAX, Bid, Bim) 

ve anti-apoptotik proteinler (BCL-2, Bcl-xl) olarak birbirine zıt 2 gruptan oluşur. Bu 

proteinler mitokondriyal membranın geçirgenliğini artırıp (proapoptotik proteinler 

aracılığıyla) veya azaltıp (anti-apoptotik proteinler aracılığıyla) sitokrom C salınımının 

düzenlenmesinde rol oynarlar. Smac/DIABLO, Ht-A2/Omi, PUMA ve NOXA 
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proteinleri apoptoz inhibitör faktörünü (IAP) engellemede görev alan proapoptotik 

proteinleridir.  (Elmore, 2007; Lomonosova ve Chinnadurai, 2008; Schuler ve Green, 

2001).  

Apoptotik uyarı sinyali alan hücrede proapoptotik protein olan Bid antiapoptotik 

protein olan BCL-2‘yi inaktive eder ve BAX ve Bak’ı aktifleştirir. Aktifleşen BAX ve 

Bak mitokondri membranında geçirgenliğini artırır. Böylelikle mitokondri porlarından 

sitokrom-c ve SMAC salınımı gerçekleşir. SMAC, IAP’ı inhibe eder ve apoptoz 

oluşumu ivme kazanır. IAP’ın ortamda bulunması kaspaz-3 aktivasyonunu engeller. 

Mitokondriyal membran porlarından salınan sitokrom-c, Apaf-1 ve kaspaz9 ile 

birleşerek Apoptozom adı verilen bir kompleks oluşturur (Şekil 2-10) (Adams ve Cory, 

2001; Adrain ve Martin, 2001; Strasser ve ark., 2000). Apoptozom inaktif prokaspaz-

3’ü aktif kaspaz-3 haline getirir ve aktive kaspaz-3 aracılığıyla hücrenin apoptoza 

uğraması gerçekleşir (Adams ve Cory, 2001; Palmer ve ark., 2000; Smaili ve ark., 

2000). 

p53 geni, onkojenik strese yanıt olarak apoptotik hücre ölümünü indükleyen bir 

tümör baskılayıcı proteindir. Hücrede oluşan DNA hasarına karşı hücre bölünmesinin 

G1 fazında bölünmeyi aksatarak hücre içinde DNA tamir mekanizmalarının devreye 

girmesini sağlar ve oluşan hasar giderilmeye çalışılır. Oluşan hasar geri dönüşümsüz ise  

BAX, Apaf-1 ve Fas oluşumunu hızlandırarak ve BCL-2 ve Bcl-xl’yi baskılayarak 

hücreyi apoptoza sürükler (Vousden ve Lu, 2002).  
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Şekil 2-10: Apoptozun ekstrinsik ve intrinsik mitokondrial yolağı (Obeng, 2021). 

 

2.9.1. Glifosatın Apoptoz ve Hücre Proliferasyonu Üzerine Etkileri 

Apoptoz proapoptotik ve anti-apoptotik proteinler tarafından enerjiye bağlı, 

genetik olarak kontrol edilen programlanmış hücre ölümü sürecidir. Bu proteinler 

arasında, BCL-2 proteini hücre ölümünü bastırma, BAX proteini ise hücre ölümünü 

tetikleme yönünde görev alır. BAX/BCL-2 indeksi, hücre apoptozu için önemli bir 

prognostik faktör olarak gösterilmektedir (Gazzaniga ve ark., 1996). PC12 hücre 

dizisinde yapılan çalışmada, glifosatın 40 mM konsantrasyonda maruziyeti sonrası 

maruziyet süresiyle doğru orantılı yüksek BAX ve düşük BCL-2 protein ekspresyonu 

gözlenmiş ve glifosatın PC12 hücrelerinde apoptozu indüklediği gösterilmiştir (Gui ve 

ark., 2012). 

Bir diğer çalışmada, glifosatın 1 - 10000 mg/L aralığındaki konsantrasyonlarda 

48 saatlik maruziyetinin sertoli ve germ hücreleri karma kültürlerinde apoptozu teşvik 
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ettiği gösterilmiştir (Clair ve ark., 2012). Adjuvanlarla karıştırılan glifosat 

formulasyonlarının maruziyeti sonucunda ise mitokondriyal hasar ve hücresel harabiyet 

söz konusu olabileceğinden hücrelerin apoptoz değil nekroz yoluyla öldüğü 

düşünülmüştür (Okada ve Mak, 2004). PBMC hücrelerinde yapılan bir araştırmada 

sadece yüksek dozlarda (0,5 mM, 5mM) AMPA ve glifosat maruziyeti sonucunda 

apoptotik aktivitede artış gözlenmiştir (Kwiatkowska ve ark., 2020). Başka bir  

çalışmada Annexin V ve PI boyaları kullanılarak flow sitometri analizi sonucu C4-2B 

ve PC-3 hücre dizisinde 24, 48 ve 72 saat 50 mM AMPA maruziyeti sonucunda 

maruziyet süresiyle doğru orantılı olarak apoptozda istatistiksel olarak %40’ın üzerinde 

anlamlı artış olduğu gözlenmiştir (Li ve ark., 2013). Martini ve ark. (2012), yaptığı 

çalışmada Annexin-V ve PI kullanarak 3T3-L1 hücre dizisinde (fibroblastlar) 1.55 mM 

konsantrasyonda glifosat içeren ticari bir ürünün, kontrole kıyasla apoptotik hücrelerin 

sayısında anlamlı bir artışa neden olduğunu bulmuşlardır. 

İnsan embriyonik böbrek hücre dizisinde (HEK293) yapılan araştırmada, düşük 

konsantrasyonlarda (0,6-18 μM) glifosatın hücrelerin çoğalmasını uyardığı 

gösterilmektedir (Jeon ve ark., 2020). HepG2 hücre dizisinde CCK8 (‘Cell Counting 

Kit-8’) hücre proliferasyon testi kullanılarak ölçülen sonuçlara göre test edilen 

konsantrasyonlarda, glifosatın HepG2 hücre proliferasyonunu uyardığını göstermektedir 

(Kašuba ve ark., 2017). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Tez çalışması, İstanbul Üniversitesi, Eczacılık Fakültesi, Farmasötik Toksikoloji 

Anabilim Dalı Hücre Kültürü ve Araştırma Laboratuvarları’nda gerçekleştirildi. 

3.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler ve Kitler 

%10 Tris-glisin poliakrilamit jel Bio-Rad 4561034 

%40 Akrilamit/bis çözeltisi (37,5: 1) Serva 10681.01 

2-Merkaptoetanol Merck 8057400250 

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromür 
(MTT) 

Biomatik A3338 

5-mC DNA elisa kit Epigentek P-1034-96 

AMPA (%99) Sigma-Aldrich 324817 

Absolu alkol Sigma-Aldrich 32221 

Adhezif kaplama kağıtları Thermo Scientific™ AB-0558 

Amonyum persülfat (>%98) (APS) Sigma-Aldrich A3678 

Anti-asetil histon H3K9 antikoru Milipore 07-352 

Anti-histon 3 (H3) antikoru Abcam ab61251 

Anti-mouse IgG, HRP-bağlı antikor Santa Cruz Biotechnology SC-2005 

Anti-rabbit IgG, HRP-bağlı antikor Santa Cruz Biotechnology SC-2357 

Anti-trimetil histon H3K27 antikoru Milipore 07-449 

Anti-trimetil histon H3K9 antikoru Milipore 07-442 

Apoptoz hasar tespit kiti (Annexin V FTIC/PI) Biolegend (640914) 

Ayırma jeli tamponu, 1,5 M Tris HCl tamponu, pH 8,8 Bio-Rad 161-0798 

cDNA sentez kiti Roche Life Science 05091284001 

Dimetil sülfoksit (DMSO) Biomatik A2424 

DNA izolasyon kiti Roche Life Science 11796828001 

Dubelco’nun modifiye edilmiş eagle besiyeri/F12 besiyeri 

(DMEM/F12) 

Wisent-Multicell 319010CL 

Etilendiamin tetra asetik asid (EDTA) Sigma E5134 

Fetal sığır serumu (FBS) Wisent-Multicell 080110 

Fosfat tamponu (kalsiyum ve magnezyumsuz) (PBS- CMF) 

(10x) 

Wisent-Multicell 311012CL 

http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
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Gen ekspresyonu primerleri Sentromer DNA Teknolojileri Ltd. Şti. 

Gen ekspresyonu sybr green master karışımı (SensiFAST™ 

SYBR® No-ROX Kit) 

Bioline BIO-98020 

Glasiyel asetik asit Riedel-de Haen 27225 

Glifosat (%99)  Sigma-Aldrich 45521 

Glisin Wisent-Multicell 800-045-LG 

Ön ayırma jeli tamponu, 0,5 M Tris  tamponu, pH 6,8 Wisent-Multicell 809-230-LL 

Örnek indirgeyici ajan (Laemmli 2x) Sigma-Aldrich S3401-10VL 

Protein standardı (10-250 kDa) Thermo Scientific™ 26619 

Protein standardı (40-300 kDa) Thermo Scientific™ 26625 

Penisilin (100 U) / streptomisin (100 μg/mL)      çözeltisi Wisent-Multicell 450201EL 

RNA izolasyon kiti Roche Life Science 11828665001 

Sığır serum albumini (BSA) Applichem A7906 

Sodyum dodesil sülfat (SDS) Sigma-Aldrich L5750 

Sodyum klorür (NaCl) J. T. Baker 0278 

Tetrametiletilenediamin (TEMED) Biomatik A4008 

Total histon ekstraksiyon kiti Epigentek OP-0006 

Tripan mavisi Fluka 93595 

Tripsin (1:250) Biomatik A4027 

Tris baz Wisent-Multicell 600-127-LG 

Tris hidroklorür (Tris HCl) Applichem A3452 

Tween 20 Applichem A49640 

Western blot görüntüleme çözeltisi ECL Santa Cruz Biotechnology SC-

2048 

3.2. Kullanılan Alet ve Cihazlar 

Ayarlanabilir otomatik pipetler (0,1-2,5 µL; 0,5-10 µL; 2-
20 µL; 20-200 µL; 100-1000 µL) 

Eppendorf 

Ayarlanabilir 8 kanallı otomatik dispenser pipet 

(0,5-10 µL) 

Eppendorf 

Ayarlanabilir 8 kanallı otomatik dispenser pipet 

(30-300 µL) 

Eppendorf 

MilliQ su cihazı Millipore Gradient 

Blok ısıtıcı (5 mL tüpler için) Stuart SBH130D 
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Blok ısıtıcı (0,5 µL mikrotüpler için) Techne Dri-Block DB-2D 

Blok ısıtıcı (96 kuyucuklu mikroplaka) EuroClone Dry Bath EMK20 

Buzdolabı (+4 °C) Arçelik 5231 NFY 

CO2’li inkübatör Thermo-Scientific Heracell 150i 

Çalkalamalı blok ısıtıcı (2 mL tüp) Biosan TS-100C 

Çalkalamalı blok ısıtıcı (96 kuyucuklu mikroplaka) EuroClone T-Shaker EMS100 

Derin dondurucu (-20 °C) Arçelik 2041 D 

Derin dondurucu (-80 °C) Daihan-Scientific Wisecry 

Dikey elektroforez jel tankı Bio-Rad Mini Protean® Tetra 
Cell 1658040EDU 

Elektronik hassas terazi Precisa XB 220 A 

Etüv Nüve 

Faz-kontrast invert mikroskop Olympus CKX4 

Flow sitometri Acea-Novocyte 

Real-time PCR’, RT-PCR Roche Life Science Lightcycler 480-II 

Kemiluminesans Görüntüleme cihazı Vilber Lourmat Fusion Fx 

Görüntüleme cihazı yazılım programı ImageJ 

Güç cihazı Bio-Rad PowerPac™ Basic Power 
Supply 1645050 

Hassas terazi Mettler H20 

Laminar kabin (Biyogüvenlik seviyesi 2) Tezsan 

Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre Biotek Epoch 

Mikrosantrifüj Hettich Micro 120 

Mini orbital çalkalayıcı Stuart SSMI 

Otomatik pipetör Eppendorf 

Otomatik hücre sayımı cihazı Luna Automated Cell Counter (Logos 

model: L10001) 

Otoklav Hirayama HV-50L 

pH metre Hanna HI 1131 B 

Soğutmalı mikrosantrifüj Hettich Micro 200R 

Soğutmalı santrifüj Hettich Micro Universal 32R 
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Spin santrifüj Labnet C1301B 

Su banyosu Memmert WB14 

Vorteks NC 28405-Ika 

3.3. Kullanılan Sarf Malzemeler 

Dikey elektroforez jel kaseti, büyük Bio-Rad Mini Protean® 1653311 

Dikey elektroforez jel kaseti, küçük Bio-Rad Mini Protean® 1653308 

DNA saklama kutusu Greiner Bio-One 

Enjektör (10 mL; 50 mL) Set inject 

Enjektör ucu steril filtre (0,22 µm naylon) Sartorius-Minisart 

Falkon tüp (15 mL; 50 mL) Citotest 

Falkon tüpler için uygun portüp Greiner Bio-One 

Filtre kağıdı (110 mm) Schleicher&Schvell 

Hücre kültürü flaskı (25 cm2; 75 cm2) Nest 

İnce duvarlı PCR tüpü (0,2 mL) Greiner Bio-One 

Kriyo vial (2 mL) Greiner Bio-One 

Lateks eldiven Broche 

Mikroplaka (6; 24; 96 kuyucuklu) Nest 

Mikrotüp (0,5 mL; 1,5 mL) Greiner Bio-One 

Mikrotüpler için uygun portüp Greiner Bio-One 

Nitril eldiven Broche 

Otoklav bandı Sussex 

Otoklavlanabilir schott şişe (250 mL; 500 mL; 1 L) Isolab 

Pastör pipeti (2 mL) Greiner Bio-One 

Pipet ucu (0,1-10 µL; 30-300 µL) Eppendorf 

Pipet ucu (0,5-10 µL; 2-20 µL; 20-200 µL; 100-1000 µL) Nest 

Serolojik pipet (10 mL; 50 mL) Greiner Bio-One 
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3.4. Hücre Kültürü Çalışmaları 

3.4.1. Ortamının ve Kullanılan Malzemelerin Sterilizasyonu ve Temizliği 

Cam malzemeler musluk altında 7-8 defa bol su ile çalkalandı ve sodyum 

hipoklorit (çamaşır suyu) içeren distile su dolu kovada 1 gece bekletildi. Ertesi gün 

tekrar musluk altında 7-8 defa yıkanarak çamaşır suyunun malzemelerden tamamen 

uzaklaştırılması sağlandı ve 1 gece distile su içeren kovada bekletildi. 65°C’lik etüvde 

kurutulan cam malzemeler, 165°C’de 2 saat süre ile kuru-sıcak hava sterilizasyonuna 

tabi tutuldular. Isıya dayanıklı pipet uçları, mikrotüpler, schott şişelerin kapakları gibi 

plastik malzemelerin ve hazırlanan çözeltilerin sterilizasyonu 121 °C’de 3 atm basınçta 

15 dk. otoklavda gerçekleştirildi. Besiyeri ve serum gibi ısıya dayanıksız çözeltiler ise 

0,22 μm’lik steril filtrelerden geçirilerek steril edildi. 

Hücre kültürü laboratuvarı çalışma alanları ve laminar kabinin içi %70’lik alkol 

ile düzenli olarak temizlendi. Çalışma öncesi ve sonrasında belli süreler ile hücre 

kültürü laboratuvarı ve laminar kabinin UV lambaları açılarak ortamın sterilizasyonu 

sağlandı. Hücre kültürü laboratuvarında çalışırken tek kullanımlık galoş ve eldiven 

kullanıldı, laboratuvar önlüklerinin ise başka çalışmalarda kullanılmamasına özen 

gösterildi. 

3.4.2. Hücre Dizilerinin Temini 

İnsan hepatoselüler karsinoma hücreleri (HepG2) Amerika Hücre Kültür 

Koleksiyonu (American Type Cell Culture, ATCC) bankasından satın alındı. Hücre 

dizileri kriyo vialler içerisinde -196ºC’de sıvı azot tankı içerisinde saklandı. 

3.4.3. Hücre Kültüründe Kullanılan Çözeltiler 

Tripsin/EDTA çözeltisi (%0,2 / %0,04): 0,2 g tripsin ve 0,04 g EDTA tartılarak 

100 mL bidistile suda çözündürüldü. 0,22 µm steril naylon filtreden geçirilerek steril 

edildi. 15 mL’lik falkonlara bölünerek -20 °C’de saklandı. 

Fetal sığır serumu (FBS): Hazır inaktive edilmiş FBS kullanıldı. Ancak, FBS 

inaktive edilmemiş ise; 56 ºC’de 30 dk. inkübe edilerek inaktive edildi. 15 mL’lik 

falkonlara bölünerek -20 ºC’de saklandı. Çalışma günü 37 ºC’de çözündürülerek 

kullanıldı. FBS, besiyerine eklenmeden önce 0,22 µm steril naylon filtreden geçirilerek 

steril edildi. 
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Antibiyotik çözeltisi [penisilin (100 U) / streptomisin (100 µg/mL) %10]: 1 mL 

penisilin (100U) / streptomisin (100 µg/mL) ana stok çözeltisinden alınır, 10 mL’ye 

CMF-PBS ile tamamlanır. 

Hücre dondurma çözeltisi: 10 mL DMSO, 10 mL FBS ve 1 mL %1’lik 

antibiyotik çözeltisi hücreler için uygun besiyeri ile 100 mL’ye tamamlanarak 

hazırlandı. 

HepG2 hücresi için besiyeri: DMEM/F12 besiyerine 10 mL inaktive edilmiş 

FBS (%10), 10 mL %1’lik antibiyotik çözeltisi eklenerek 100 mL olacak şekilde 

hazırlandı. Çalışmaya başlamadan önce besiyeri 37 °C’de %5 CO2’li inkübatörde 15 

dk. inkübe edilerek pH ve sıcaklık ayarlaması yapıldı. Taze olarak hazırlandı. 

3.4.4. Hücre Dizisinin Açılması ve Kültüre Alınması 

Sıvı azot tankından çıkarılan donmuş haldeki hücreler 37 °C’lik su banyosunda 

1-2 dk. çözülene kadar bekletildi. Vial kapağının su ile temas etmemesi için dikkat 

edildi. Vial %70’lik alkol ile silindi ve laminar kabin içine alındı. Hücreler, %10 FBS 

içeren besiyeri bulunan 15 mL’lik falkon tüpe aktarıldı, besiyerinde süspande edildi ve 

1500 rpm’de 3 dk. santrifüj edildi. Süpernatant uzaklaştırıldı, hücre pelleti besiyerinde 

tekrar süspande edildi ve DMSO’nun toksik etkisinden kurtulmak amacıyla işlem tekrar 

edildi. Daha sonra, hücre pelletine 1 mL besiyeri eklendi, yavaşca pipetleme yapılarak 

hücreler süspande edildi ve 7-10 mL besiyeri içeren 25 cm2’lik ya da 75 cm2’lik 

flasklara ekildi. Flasklar 37 °C’de %5 CO2’li inkübatörde inkübasyona bırakıldı. 

3.4.5. Hücre Kültürünün Devamlılığının Sağlanması (Pasajlama) 

Hücre kültür flasklarının tüm yüzeyini kaplamış halde bulunan yoğunlaşmış 

hücreler için ‘konfluent durumda’ ifadesi kullanılır. Hücreler konfluent duruma 

geldiğinde pasajlandı. Pasajlama için flask inkübatörden alındı, laminar kabinde flask 

içerisindeki besiyeri döküldü. Hücrelerin yüzeyi 2 mL CMF-PBS çözeltisi ile yıkandı. 

Bu adım, tripsin aktivitesini azaltacak serum protein kalıntılarını uzaklaştırmak amaçlı 

yapılır. Yıkama işleminden sonra CMF-PBS döküldü ve 2 mL tripsin/EDTA çözeltisi 

ilave edildi, flask 37 °C’de %5 CO2’li inkübatörde 5-10 dk. bekletildi. Tripsin ile 

hücrelerin flaskın yüzeyinden ayrılması sağlandı. Hücrelerin tripsin içinde gereğinden 

fazla beklememesi için mikroskop ile yüzeyden ayrılıp ayrılmadıkları kontrol 

edilmelidir. Tripsin aktivasyonunu durdurmak amacıyla flaska 2-3 mL serumlu besiyeri 

eklendi, pipetleme yapıldı ve hücreler 15 mL’lik falkon tüpe aktarıldı. 1500 rpm’de 3 
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dk. santrifüj edildi. Süpernatant uzaklaştırıldı ve hücre pellet 2 mL besiyeri ile süspande 

edildi. Hücreler hemasitometrede sayılarak, yaklaşık 105 hücre/mL olacak şekilde 

içerisinde besiyeri bulunan flasklara ekildi. Flasklar, %90 bağıl nem, 37 °C’de %5 

CO2’li inkübatörde inkübe edildi. Hücre dizisinin devamlılığının sağlanması için 

pasajlama işlemi ortalama haftada 2-3 kez yapıldı. 

3.4.6. Hücrelerin Sayılması 

Hücrelerin sayımı tripan mavisi testi ile yapıldı. Test, canlı hücrelerin tripan 

mavisi boyasını hücre içine almazken, ölü hücrelerin bozulmuş hücre membranlarından 

boyayı hücre içerisine alabilmeleri esasına dayanır. Işık mikroskobu ile incelendiğinde; 

canlı hücrelerin sadece membranları mavi renkli gözlenirken, ölü hücreler tamamıyla 

mavi renge boyanmış halde gözlenirler. 

Hücre sayımı otomatik hücre sayım cihazı (Luna Automated Cell Counter, 

L10001) ile gerçekleştirildi. Ayrıca, kontrol etme amacıyla hücre sayımı Thoma lamı 

(hemositometre) adı verilen 1 mm2 alana ve 0,1 mm derinliğe sahip 4×16 küçük 

kareden oluşan özel sayım lamları (Thoma lamı) kullanılarak da ışık mikroskobunda 

gerçekleştirildi. 4×16 küçük kareye düşen tüm hücreler sayıldı. Hücre süspansiyonun 

mililitresindeki toplam hücre sayısını hesaplamak için aşağıdaki formül kullanıldı 

(Formül 3-1): 

Toplam hücre sayısı/mL = (Hücre sayısı/4) × 104 × Seyreltme faktörü 

(Formül 3-1) 

3.5. Glifosat ve AMPA Çalışma Çözeltilerinin Hazırlanışı. 

100 mM Glifosat çözeltisinin hazırlanışı: Cam vial içinde 16,907 mg glifosat 

1 mL  distile suda çözülerek ana stok çözeltisi hazırlandı. 

10 mM Glifosat çözeltisinin hazırlanışı: Cam vial içinde 100 mM glifosat 

çözeltisinden 50 µL alınarak distile su ile 500 µL’ye tamamlandı. 

1 mM Glifosat çözeltisinin hazırlanışı: Cam vial içinde 10 mM glifosat 

çözeltisinden   50 µL alınarak distile su ile 500 µL’ye tamamlandı. 

100 mM AMPA çözeltisinin hazırlanışı: Cam vial içinde 11,104 mg AMPA 

1   mL distile suda çözülerek ana stok çözeltisi hazırlandı. 
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10 mM AMPA çözeltisinin hazırlanışı: Cam vial içinde 100 mM AMPA 

çözeltisinden 50 µL alınarak distile su ile 500 µL’ye tamamlandı. 

1 mM AMPA çözeltisinin hazırlanışı: Cam vial içinde 10 mM AMPA 

çözeltisinden 50 µL alınarak distile su ile 500 µL’ye tamamlandı. 

3.6. Sitotoksisite Testleri 

Glifosat ve AMPA’ya maruz bırakılan hücrelerin canlılığının tespiti MTT 

testi uygulanarak gerçekleştirildi. 

3.6.1. 96 Kuyucuklu Mikroplakalarda Hücre Kültürlerinin Hazırlanması 

Hücre kültürlerinin mikroplakalara uygulanması esnasında kuyucuklarda 

düzensiz hücre yoğunluğu gerçekleşebilir. Hücre süspansiyonunun homojen 

olduğundan emin olunmalı ve hücre topaklarının oluşumu engellenmelidir. Aynı 

zamanda, testin uygun hassasiyette olması için test esnasında hücrelerin yakın 

bitişiklikte olması gerekir. Hücrelerin kuyucuklar arasında düzenli ve eşit dağılıp 

dağılmadıkları ve sağlıklı olup olmadıkları mikroskopta incelenmelidir. Hücre kültürleri 

aşağıda belirtildiği şekilde 96 kuyucuklu mikroplakalarda hazırlandı: 

1. Bir rezervuar içerisine steril bidistile su konuldu ve inkübasyon sırasında 

kültür besiyerinin buharlaşmasını azaltmak amacıyla 96 kuyucuklu mikroplakanın A ve 

H sıralarındaki her bir kuyucuğa 100 µL su dağıtıldı. 96 kuyucuklu mikroplakanın 1 ve 

12 sütununun B-G sıralarındaki her bir kuyucuğuna ise100 µL besiyeri dağıtıldı (Şekil 

3-1). 

2. Her bir kuyucukta 1×104 hücre 100 µL besiyeri içinde olacak şekilde 96 

kuyucuklu mikroplakanın diğer kuyucuklarına hücreler şu şekilde dağıtıldı: 6,5×105 

hücre 6,5 mL besiyerinde süspande edildi ve steril rezervuar içerisine hücre 

süspansiyonu konuldu. 96 kuyucuklu mikroplakalara Şekil 3-1’de gösterildiği şekilde 

100 µL hücre süspansiyonu dağıtıldı 

3. 96 kuyucuklu mikroplakadaki hücre süspansiyonu 37 ºC’de %5 CO2’li 

inkübatörde 24 saat süre ile inkübe edildi. 
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Şekil 3-1: 96 kuyucuklu mikroplakaya hücre ekimi. 

3.6.2. Test Maddesinin, Negatif ve Pozitif Kontrol Çözeltilerinin Hazırlanışı 

Sitotoksisite testleri için glifosat ve AMPA çözeltisi: Bölüm 3.5’de gösterildiği 

şekilde 100 mM konsantrasyonda olacak şekilde hazırlandı.  

%1’lik SDS ana stok çözeltisinin hazırlanışı: 0,1 g SDS, PBS ile 10 mL’ye 

tamamlandı. 

%0,1’lik SDS çalışma çözeltisinin hazırlanışı: %1’lik SDS ana stok 

çözeltisinden 1 mL alınıp besiyeri ile 10 mL’ye tamamlandı. Maruziyet plakalarına 

uygulama sırasında 1/10 oranında seyreltilerek hücrelere 0,1 mg/mL konsantrasyonunda 

SDS (~IC50) pozitif kontrol olarak uygulandı (ISO-10993-5) ve çözelti içindeki PBS 

konsantrasyonunun da %1 olması sağlandı. 

Glifosat ve AMPA çözeltisinin seyreltilmesi: Stok çözeltiler 96 kuyucuklu 

seyreltme mikroplakasında 1/10 oranında besiyeri ile seyreltildi. Daha sonra hazırlanan 

bu çözeltilerden 1/2 oranında seyreltme yapılarak toplam 6 konsantrasyonda standart 

çözeltileri hazırlandı. Basamaklar her iki madde için de ayrı ayrı yapıldı. Seyreltme 

işlemi için uygulanan plaka düzeni Şekil 3-2’de gösterildi: 

1. A sırasındaki 1. kuyucuğa 270 µL besiyeri 2.-6. kuyucuklara 150 µL besiyeri 

konuldu. 

2. A sırasındaki 1. kuyucuğa Glifosatın ve AMPA’nın distile su içinde 

hazırlanan çözeltisinden 30 µL konuldu ve iyice karıştırıldı. 

3. kuyucuktan 150 µL alınarak 2. kuyucuğa aktarıldı (1/2 oranında seyreltme), 

iyice karıştırıldı ve bu kuyucuktan 150 µL alınarak 3. kuyucuğa aktarıldı. Bu işlem 5. 

kuyucuk da dahil olmak üzere yapıldı. En son 6. kuyucuktaki fazla olan 150 µL atıldı. 
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Bu şekilde toplam 6 konsantrasyonda olmak üzere Glifosat ve AMPA seyreltmeleri 

hazırlanmış oldu. 

 

Şekil 3-2: Glifosat ve AMPA’nın 1/2 oranında seyreltilmesi. 

3.6.3. Glifosat ve AMPA’nın Hücre Kültürüne Maruziyeti 

1. Bölüm 3.6.1’de belirtilen 24 saatlik inkübasyonun sonunda hücre kültür 

mikroplakasındaki kuyucuklardan (A ve H sırası hariç) 8 kanallı pipet kullanılarak 

kültür besiyeri uzaklaştırıldı. 

2. Bu kuyucuklara 50 µL PBS (1x) ilave edilerek yıkama işlemi gerçekleştirildi 

(kuyucuk yüzeyine tutunmuş olan hücrelerin kazınmamasına, zarar görmemesine dikkat 

edilmelidir). 

3. Vakit kaybetmeden her bir kuyucuğa 90 µL taze hücre kültürü besiyeri 

eklendi (hücre katmanının kurumasından dolayı oluşabilecek hücre ölümü veya stresini 

engellemek için hızlı yapılmalıdır). 

4. Maruziyet mikroplakası Şekil 3-3’te gösterildiği şekilde düzenlendi: 
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Şekil 3-3: 96 kuyucuklu maruziyet mikroplaka düzeni. 

A + H sıraları:   Steril bidistile su  
B:  ..............   Kültür besiyeri + hücre yok (blank, negatif kontrol)  

GC:  ............   Kültür besiyeri + hücre (hücre büyüme kontrolü)  

SC:  ............   Kültür besiyeri + hücre + distile su (çözücü kontrolü)  
PC:  ............   Kültür besiyeri + hücre + SDS (0,1 mg/mL) (pozitif kontrol)  

A1, A2,……..   A6: Kültür besiyeri + hücre + Glifosat’ın 6 farklı konsantrasyonu 

B1, B2, .........   B6: Kültür besiyeri + hücre + AMPA’nın 6 farklı konsantrasyonu 

5. 1 ve 12. Sütunların B-G kuyucuklarına 100 µL besiyeri konuldu (blank,  

negatif kontrol). 

6. B2, C2 ve D2 kuyucuklarına 10 µL hücre kültürü besiyeri konuldu (hücre 

büyümesi kontrolü, GC). 

7. E2, F2, G2, B11, C11 ve D11 kuyucuklarına 10 µL distile su çözeltisi 

konuldu (çözücü kontrolü, SC). 

8. E11, F11 ve G11 kuyucuklarına 10 µL %0,1’lik SDS çözeltisi konuldu 

(pozitif kontrol, PC). 

9. Bölüm 3.6.2’de belirtildiği üzere A1-A6 şeklinde yazılmış kuyucuklara 

seyreltmeleri yapılmış Glifosat standart çözeltilerinden, B1-B6 şeklinde yazılmış 

kuyucuklara seyreltmeleri yapılmış AMPA standart çözeltilerinden 10’ar µL tatbik 

edildi (6 konsantrasyon, her konsantrasyon için 3 tekrar yapıldı). Her test 1 

mikroplakada 24 saatlik maruziyet için hazırlandı. Aynı düzende 2. farklı bir günde 

çalışılmak üzere toplam her konsantrasyon için 6 tekrar yapıldı. 
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10. 96 kuyucuklu mikroplaka 37 oC’de, %5 CO2’li inkübatörde 24 saat inkübe 

edildi. 

3.6.4. MTT Testi 

MTT bileşiğinin tetrazolyum halkasının hücredeki (canlı ve mitokondriyal 

fonksiyonları bozulmamış) mitokondriyal bir enzim olan süksinat dehidrojenaz enzimi 

ile formazana dönüşmesi esasına dayanır (Alley ve ark., 1988; Mosmann, 1983). Canlı 

hücrede soluk sarı renkli MTT, enzim ile tetrazolyum halkasının parçalanması sonucu 

koyu mavi-mor renkli çözünmeyen formazan ürününe dönüşür. Böylece canlı ve 

mitokondriyal fonksiyonları bozulmamış hücreler mor renkte boyanırken, ölü ve 

mitokondriyal fonksiyonu bozulmuş hücreler boyanmaz. Hücreler organik çözücü (örn. 

isopropanol, DMSO) ile çözündürüldükten sonra, oluşan formazan çözeltisine ait rengin 

şiddeti spektrofotometrik olarak 590 nm’de (670 nm referans dalga boyuna karşı) 

ölçülür. MTT’nin redüksiyonu sadece metabolik olarak aktif olan hücrelerde meydana 

gelir ve bu aktivitenin seviyesi hücrelerin canlılıklarıyla ölçülür (Alley ve ark., 1988; 

Fotakis ve Timbrell, 2006; Mosmann, 1983; van Meerloo ve ark., 2011). 

 

MTT Testi Protokolü 

MTT çözeltisinin hazırlanışı: 5 mg MTT, 1 mL CMF-PBS (1x) içinde çözündürüldü. 

Çözelti +4 ºC’de karanlıkta saklandı. 

Deney Protokolü 

1. Bölüm 3.6.3’te anlatıldığı gibi Glifosat ve AMPA ile inkübe edilen hücre 

kültürünü içeren 96 kuyucuklu mikroplakanın her kuyucuğuna 20 µL MTT çözeltisi 

eklendi. 

2. 150 rpm’de inkübatör dışında 5 dk. orbital çalkalayıcıda bekletildi. 

3. 37 °C’de %5 CO2’li inkübatörde 3 saat inkübe edildi. 

4. Kuyucuklardaki üstteki sıvı atıldı ve kuyucuklara 100 µL %100’lük 

DMSO ilave edildi. 

5. 150 rpm’de inkübatör dışında 5 dk. orbital çalkalayıcıda bekletildi. 

6. Oluşan rengin şiddeti 590 nm’de (670 nm referans dalga boyuna karşı) 

mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede ölçüldü. 
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Sonuçların Değerlendirilmesi 

1. Çözücü kontrol grubundan (SC) elde edilen absorbans değeri %100 canlılığı 

ifade eder. Örneklerde canlı hücre oranı, çözücü kontrol grubunun (SC) absorbans 

değeri ile kıyaslanarak % cinsinden hesaplandı. 

2. Çözücü kontrollerinin (SC) 96 kuyucuklu mikroplakanın sağ ve sol kenarında 

bulunması sistematik hataların belirlenmesini sağlar. Testin anlamlı olabilmesi için, sağ 

ve sol taraftaki çözücü kontrollerin ortalamaları ile tüm çözücü kontrollerin ortalamaları 

arasında %15’ten fazla fark olmaması gerekir. 

3. Hücre büyüme kontrolleri (GC) çözücünün etkisini belirlemeyi sağlar. Eğer 

çözücü kontrollerin değerleri hücre büyüme kontrolleri ile belirgin bir fark gösterirse, 

test bileşiklerinin inhibisyon değerleri dikkatle yorumlanmalı, mümkünse farklı bir 

çözücü seçilmelidir. 

4. Testin doğruluğunu kontrol etmek amacıyla her maruziyet mikroplakasına 

SDS çözeltisi (son konsatrasyonu 0,1 mg/mL olacak şekilde) eklenerek pozitif kontrol 

grubu (PC) oluşturuldu. Çalışılan koşullarda, SDS çözeltisine (0,1 mg/mL) ait hücre 

ölümünün yaklaşık %50 olması gerekir (ISO-10993-5). 

5. Her çözücü kontrol (SC) ve örnek absorbans değerlerinden, blank (B) 

değerlerine ait ortalama absorbans değeri çıkarılarak düzeltilmiş absorbans değerleri 

elde edildi. 

6. Düzeltilmiş çözücü kontrol (düzeltilmiş ODSC) ve örnek (düzeltilmiş 

ODÖrnek) absorbans değerlerinin ortalaması alındı. 

7. % Relatif inhibisyon (% hücre ölümü) değeri aşağıdaki formüle göre 

hesaplandı (Formül 3-2): 

 

% Relatif inhibisyon = 100 - (düzeltilmiş ort. ODÖrnek × 100 / düzeltilmiş ort. 

ODSC) 

(Formül 3-2) 

8. X ekseninde maruziyet konsantrasyonu, Y ekseninde % relatif inhibisyon (% 

hücre ölümü) olacak şekilde excel programı kullanılarak konsantrasyona karşı % 

inhibisyon (% hücre ölümü) eğrisi çizildi. 
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9. Eğriden %50 inhibisyona (hücre ölümüne) karşılık gelen konsantrasyon 

hesaplanarak çalışılan maddelerin IC50 (%50 oranında hücre ölümüne sebep olan 

konsantrasyon) değeri belirlendi. 

3.7. Glifosat ve AMPA’nın Hücre Dizilerine Maruziyeti 

Her bir 25 cm2’lik flaska 1×106 hücre 5 mL besiyeri içinde ekildi. CO2’li 

inkübatörde 24 saat bekletildi. Flaskın içindeki besiyeri döküldü ve tekrar 5 mL taze 

besiyeri konuldu. Aşağıda belirtildiği şekilde Glifosat ve AMPA maruziyetleri 

gerçekleştirildi: 

Kontrol grupları: 5 µL distile su, içerisinde 5 mL besiyeri bulunan flaska 

konuldu. 

50 µM glifosat maruziyeti: 5 µL 50 mM glifosat çözeltisi içerisinde 5 mL 

besiyeri bulunan flaska konuldu. 

100 µM glifosat maruziyeti: 5 µL 100 mM glifosat çözeltisi içerisinde 5 mL 

besiyeri bulunan flaska konuldu. 

250 µM glifosat maruziyeti: 5 µL 250 mM glifosat çözeltisi içerisinde 5 mL 

besiyeri bulunan flaska konuldu. 

50 µM AMPA maruziyeti: 5 µL 50 mM AMPA çözeltisi içerisinde 5 mL 

besiyeri bulunan flaska konuldu. 

100 µM AMPA maruziyeti: 5 µL 100 mM AMPA çözeltisi içerisinde 5 mL 

besiyeri bulunan flaska konuldu. 

250 µM AMPA maruziyeti: 5 µL 250 mM AMPA çözeltisi içerisinde 5 mL 

besiyeri bulunan flaska konuldu. 

500 µM AMPA maruziyeti: 5 µL 500 mM AMPA çözeltisi içerisinde 5 mL 

besiyeri bulunan flaska konuldu. 

Bu şekilde Glifosat ve AMPA yukarıda belirtilen konsantrasyonlarda HepG2 

hücrelerine uygulandı ve 24 saat boyunca 37°C’lik %5 CO2’li inkübatörde inkübe 

edildi. Aynı ortam koşullarında kontrol grupları da oluşturuldu. Her bir maruziyet 

konsantrasyonu için 5’er adet flaska ekim yapıldı ve deneyler 2. farklı bir günde tekrar 

edildi. En son maruziyet süreleri tamamlandıktan sonra Glifosat ve AMPA’ya maruz 

bırakılan hücreler pasajlandı ve sayıldı. Besiyeri içindeki hücreler 4 oC’de 1000 x g’de 5 
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dk. santrifüj edildi, üstteki besiyeri atıldı ve hücreler PBS (1x) ile yıkanarak 4 oC’de 

1000 x g’de 5 dk. tekrar santrifüj edildi. Hücreler PBS (1x)’te süspande edildi ve DNA, 

RNA, ve histon proteinlerinin izolasyonunu yapabilmek amacıyla yaklaşık 1×106 sayıda 

hücre 200 µL PBS (1x) içinde olacak şekilde kısımlara ayrıldı. 

3.8. DNA Metilasyonunun Analizi 

3.8.1. DNA İzolasyonu 

Hücre kültüründen genomik DNA izolasyonu ‘High Pure PCR Template 

Preparation Kit’ (Roche Life Science) ile üretici firmanın vermiş olduğu kullanım 

talimatları uygulanarak gerçekleştirildi. 

Kit içeriği 

Bağlama tamponu: 6 M Guanidin HCl / 10 mM üre / 10 mM Tris HCl / %20 

Triton-X 100 (v/v) (pH 4,4). 

Proteinaz K: Liyofilize proteinaz K, 4,5 mL bidistile su ile çözündürüldü. 

-20ºC’de saklandı. 

İnhibitör temizleme: 5 M Guanidin HCl / 20 mM Tris HCl / alkol (pH 6,6). 

Yıkama tamponu: 2 mM Tris HCl / alkol (pH 7,5). 

Elüsyon tamponu: 4 M üre / 200 mM Tris / 20 mM NaCl / 200 mM EDTA (pH 

7,4). 

Filtreli tüp, toplama tüpü 

Deney protokolü 

1. Bölüm 3.7’de belirtildiği üzere maruziyeti yapılan 1×106 hücre 200 µl PBS 

içinde süspande edildi. 

2. Üzerine 200 µL bağlama tamponu, 40 µL proteinaz K eklendi. Hemen 

karıştırıldı ve 70 ºC’de 10 dk. inkübe edildi. 

3. Üzerine 100 µL isoproponal eklendi ve iyice karıştırıldı 

4. Kitin içerisinden çıkan toplama tüpüne filtreli tüp yerleştirildi. 

5. Yukarıda hazırlanan çözelti filtreli tüpe konuldu ve 8000 x g’de 1 dk. santrifüj 

edildi. Santrifüj sonrası toplama tüpündeki sıvı atıldı. 
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6. Filtreli tüpe 500 µL inhibitör temizleme tamponu eklendi ve 8000 x g’de 1 dk. 

santrifüj edildi. Santrifüj sonrası toplama tüpündeki sıvı atıldı. 

7. Filtreli tüpe 500 µL yıkama tamponu eklendi ve 8000 x g’de 1 dk. santrifüj 

edildi. Santrifüj sonrası toplama tüpündeki sıvı atıldı. Bu işlem iki kez tekrarlandı. 

8. Yıkama tamponunun kalıntılarını temizlemek üzere bir kez daha 10 sn. 

santrifüj edildi. 

9. Toplama tüpü atıldı, filtreli tüp 1,5 mL’lik mikrotüp içine yerleştirildi. 

10. Önceden 70 °C’ye getirilmiş elüsyon tamponundan 100 µL filtreli tüpe 

eklendi. 8000 x g’de 1 dk. santrifüj edildi. 

11. Elde eldilen DNA’lar daha sonraki aşamalarda kullanılmak üzere -20 °C’de 

buzdolabında saklandı. 

3.8.2. DNA’nın Saflık ve Miktar Tayini 

50, 100, 250 µM konsantrasyonlarda glifosat ve 50, 100, 250, 500 µM 

konsantrasyonlarda AMPA maruziyeti sonrasında HepG2 hücrelerinden izole edilen 

DNA’ların miktarı ve saflığı ‘Take-3 Plate’ kullanılarak mikroplaka okuyuculu 

spektrofotometrede ölçüldü. 260 nm’de ölçülen absorbans değerleri oldukça saf olarak 

izole edilen nükleik asitlerin ng ya da µg düzeyinde miktarlarının belirlenmesinde 

kullanılır. 260 nm dalga boyunda okunan değer ile 280 nm ve 230 nm dalga boylarında 

ölçülen değerler arasındaki oran nükleik asitlerin saflığı hakkında bilgi verir. 

Saflaştırılmış DNA’da A260/A280 ve A260/A230 oranı yaklaşık 1,75- 1,8 üzerinde 

olmalıdır. 

3.8.3. Global DNA Metilasyonunun Tayini 

5-metilsitozin (5-mC) içeriğinin tayini, global olarak DNA metilasyonundaki 

değişiklikleri tayin etmede hızlı ve kullanışlı bir parametredir (Christman, 1982; Fuke 

ve ark., 2004; Ramsahoye, 2002). Bu amaçla, DNA’da 5-mC’nin tayini 5-mC DNA 

Eliza kit (Zymo Research) ve 5-hmC’nin tayini de 5-hmC DNA Eliza kit ile üretici 

firmanın vermiş kullanım talimatları uygulanarak gerçekleştirildi. 
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3.8.3.1. 5-mC’nin Eliza Kit ile Tayini 

Kit İçeriği 

5-mC Kaplama tamponu (15 mL): 4°C’de saklanmalıdır. 

5-mC Eliza tamponu (250 mL): 4°C’de saklanmalıdır. 

Anti-5-metilsitozin monoklonal antikoru (1 µg/µL, 30 µL): - 20°C’de 

saklanmalıdır. 

Sekonder antikor (1 µg/µL, 30 µL): 4°C’de saklanmalıdır. 

HRP geliştirici (15 mL): 4°C’de saklanmalıdır. 

Negatif kontrol (100 ng/µL, 50 µL): - 20°C’de saklanmalıdır. 

Pozitif kontrol (100 ng/µL, 50 µL): - 20°C’de saklanmalıdır. 

96-kuyucuklu mikroplaka: Oda sıcaklığında saklanmalıdır. 

Deneyin esası 

5-mC DNA Eliza kitinin temeli dolaylı eliza tekniğidir. Denatüre, tek zincirli 

DNA örnekleri 5-mC kaplama tampon içinde mikroplaka kuyucuk yüzeylerine kaplanır. 

Anti-5mC monoklonal antikoru ve HRP bağlı sekonder antikor 5-mC Eliza tamponunda 

hazırlanır ve kuyucuklara eklenir. HRP geliştiricinin eklenmesi sonucu oluşan rengin 

spektrofotometrik olarak ölçülmesi ile 5-mC tayini gerçekleştirilir (Şekil 3-4) . 

 

Şekil 3-4: 5-mC DNA ELISA kitinin esası. 

 

Deney protokolü 

Bölüm 3.8.1’de izole edilen ve Bölüm 3.8.2’de miktarı tespit edilen 

DNA örnekleri 100 ng konsantrasyonda olacak şekilde 100 µL 5-mC 

kaplama tampon içinde hazırlandı. 
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DNA örnekleri ile birlikte kit ile tedarik edilen negatif kontrol (100 

ng/100 µL) ve pozitif kontrollerin (100 ng/100 µL) karışımıyla hazırlanan 

metilasyon standartları (% 0, 5, 10, 25, 50, 75, 100 oranında 5-mC) da 

parallel olarak çalışıldı. Blank olarak herhangi bir DNA örneği içermeyen 

100 µL 5-mC kaplama tamponu kullanıldı. 

DNA bağlama 

1. Gerektiği kadar kuyucuk standart ve örnekler için mikroplakadan 

ayrıldı 

2. 0,2 µL’lik PCR tüpüne 100 ng örnek DNA’ları ve negatif ve pozitif 

DNA’lar konuldu ve üzerine 100 µL 5-mC kaplama tamponu eklendi. 

3. DNA’lar 98°C’de 5 dk. denatüre edildi ve denatürasyondan sonra 

hızlıca 10 dk. buzda bekletildi. 

4. Denatüre edilmiş DNA‘lar kit ile tedarik edilen mikroplaka 

kuyucuklarına eklendi ve üzeri mikroplaka filmi ile kapatıldı. Mikroplaka 

37°C‘de 1 saat inkübe edildi. 

Bloklama 

5. Kuyucuklardaki tampon uzaklaştırıldı ve tüm kuyucuklar 200 µL 5-

mC Eliza tamponu ile 3 kez yıkandı. 

6. Kuyucuklara 200 µL 5-mC Eliza tamponu eklendi ve üzeri 

mikroplaka filmi ile kapatıldı. Mikroplaka 37°C’de 30 dk. inkübe edildi. 

Antikor eklenmesi 

7. Kuyucuklardaki tampon uzaklaştırıldı. 

8. Antikor karışımı aşağıdaki gibi hazırlandı (18 kuyucuk için): 

           5-mC Eliza tamponu         2000 µL 

           Anti-5-metilsitozin                 1 µL 

           Sekonder antikor                    2 µL 

9. Kuyucuklara antikor karışımından 100 µL eklendi ve üzeri 

mikroplaka filmi ile kapatıldı. Mikroplaka 37°C’de 1 saat inkübe edildi. 

Renk gelişimi 
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10. Antikor karışımı kuyucuklardan uzaklaştırıldı ve tüm kuyucuklar 

200 µL 5- mC Eliza tamponu ile 3 kez yıkandı. 

11. Kuyucuklara 100 µl HRP geliştirici eklendi. Mikroplaka oda 

sıcaklığında renk gelişimi için 20 dk. bekletildi. 

12. Oluşan rengin şiddeti 405 nm’de mikroplaka okuyuculu 

spektrofotometrede ölçüldü. 

Sonuçların değerlendirilmesi 

Metilasyon standardları (%0, %5, %10, %25, %50, %75, %100) ile hazırlanan 

ölçü eğrisi yardımıyla DNA örneklerindeki metilasyon oranı % olarak belirlendi. 

3.9. Gen EkspresyonlarınınTayini 

3.9.1. Total RNA İzolasyonu 

Hücre kültüründen total RNA izolasyonu ‘High Pure RNA Isolation Kit‘ (Roche 

Life Science) ile üretici firmanın vermiş kullanım talimatları uygulanarak 

gerçekleştirildi. 

Kit içeriği 

Lizis/Bağlama tamponu: 4,5 M Guanidin-HCl, 50 mM Tris-HCl, %30 Triton 

X100 (ağırlık/hacim) (pH 6,6). 25°C’de saklandı.  

DNaz I (rekombinant, liyofilize): 10 KU liyofilize DNaz I. Çözündürüldükten 

sonra porsyonlarak -20°C’de saklandı.  

DNaz inkübasyon tamponu: 1 M NaCl, 20 mM Tris-HCl (pH 7,0). 25°C’de 

saklandı.  

Yıkama tamponu I: 5 M Guanidin-HCl, 20 mM Tris-HCl (pH 6,6). 25°C’de 

saklandı.  

Yıkama tamponu II: 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCl (pH 7,5). 25°C’de saklandı.  

Elüsyon tamponu: PCR kalitede su.  

Filtreli tüp, toplama tüpü 
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Deney protokolü 

1.Bölüm 3.7’de belirtildiği üzere hazırlanan 1x106 hücre 200 µL PBS içinde 

süspande edildi.  

2.Üzerine 200 µL bağlama tamponu eklendi ve 15 sn. vorteks ile karıştırıldı.  

3.Kitin içerisinden çıkan toplama tüpüne filtreli tüp yerleştirildi.  

4.Yukarıda hazırlanan çözelti filtreli tüpe konuldu ve 8000 x g’de 15 sn. 

santrifüj edildi. Santrifüj sonrası toplama tüpündeki sıvı atıldı.  

5.Steril bir mikrotüpte her bir örnek için 90 µL DNaz inkübasyon tamponu ve 10 

µL DNaz I eklendi ve karıştırıldı.  

6.100 µL DNaz I çözeltisi filtreli tüpün üst yüzeyine konuldu. 15-25°C’de 15 

dk. inkübe edildi.  

7.Filtreli tüpe 500 µL Yıkama tamponu I eklendi ve 8000 g̕ de 15 sn santrifüj 

edildi. Santrifüj sonrası toplama tüpündeki sıvı atıldı.  

8.Filtreli tüpe 500 µL Yıkama tamponu II eklendi ve 8000 g̕ de 15 sn. santrifüj 

edildi. Santrifüj sonrası toplama tüpündeki sıvı atıldı.  

9.Filtreli tüpe 200 µL Yıkama tamponu II eklendi ve en yüksek devirde 

(yaklaşık 13000 g) 2 dk. santrifüj edildi. Santrifüj sonrası toplama tüpü içindeki sıvı ile 

birlikte atıldı.  

10.Filtreli tüp 1,5 mL’lik mikrotüp içine yerleştirildi.  

11.Elüsyon tamponundan 50 µL filtreli tüpe eklendi. 8000 x g’de 1 dk. santrifüj 

edildi.  

Elde edilen RNA’lar, cDNA sentezi için -80°C’de saklandı. 

3.9.2. RNA’nın Saflık ve Miktar Tayini 

Bölüm 3.7’de belirtilen konsantrasyonlarda Glifosat ve AMPA maruziyeti 

sonrasında HepG2 hücrelerinden izole edilen RNA’ların miktarı ve saflığı ‘Take-3 

Plate’ kullanılarak mikroplaka okuyucu spektrofotometrede ölçüldü. 260 nm’deki 

ölçümler RNA miktarının belirlenmesinde kullanıldı. RNA’nın saflığının 

belirlenmesinde kullanılan A260/A280 oranı ise yaklaşık 1,95± 0,1 olmalıdır. 
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3.9.3. cDNA Sentezi 

cDNA tek veya çift sarmallı olabilir ve mRNA kalıbından ters transkriptaz 

enzimi kullanılarak sentezlenir. Eğer yapılan deney çift sarmallı cDNA gerektiriyorsa, 

bir başka DNA sentez basamağı ile gerçekleştirilebilir.  

Ölçüm sonucunda elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi için total 1000 ng 

olacak şekilde ‘iScript™ cDNA Synthesis Kit’ (Bio-Rad) ile üretici firmanın vermiş 

olduğu kullanım talimatları uygulanarak gerçekleştirildi. 

Kit içeriği 

 İScript reaksiyon karışımı (5x): 400 µL 

 İScript ters transkriptaz reaksiyon tamponu: 100 µL 

 PCR kalitede su: 1,5 mL 

Deney protokolü 

1. Steril, nükleaz içermeyen, ince duvarlı PCR tüpü buz içine konuldu ve 

içerisinde kalıp primer karışımı hazırlandı: 

Toplam RNA: 1000 ng  

İScript reaksiyon karışımı (5X): 4µL  

İScript ters transkriptaz reaksiyon tamponu: 1 µL  

PCR kalitede su: Reaksiyonun toplam hacmi 20µL olacak şekilde sueklendi. 

Tüp içindeki maddeler dikkatli bir şekilde karıştırıldı ve spin santrifüj yapıldı. 

Vorteks yapılmamalıdır. 

2. Daha sonra ters transkriptaz karışımı sırasıyla 25 °C’de 5 dk. ve 46°C’de 20 

dk. boyunca inkübe edildi. 

3. Ters transkriptaz 95°C’de 1 dk. inkübe edilerek inaktif hale getirildi. 

4. Tüp buz üstüne alınarak reaksiyon durduruldu 

5. cDNA saflaştırmaya gerek olmaksızın PCR reaksiyonlarında kullanılmak 

üzere -20°C’de saklandı. 
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3.9.4. Gen Ekspresyonunun Real-Time PCR ile Tayini 

p53, BAX, BCL2, CASP3, CASP9, G9a, EZH2, SUV39H1, SETD8, SETD1B, 

HAT1, SIRT1, MGMT, DNMT1, RIZ1, ve β-aktin genlerinin ekspresyonları primer ve 

SYBR Green karışımı kullanılarak RT-PCR ile gerçekleştirildi. 

Kullanılan malzemeler 

‘SYBR® Green PCR Master Mix’ karışımı, 

Gene özgün primerler (Tablo 3-1’de deneylerde kullanılan primer dizileri 

gösterilmiştir.) 

PCR kalitede su. 
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Tablo 3-1: Gen Ekspresyonunun RT-PCR ile tayininde kullanılan primer dizileri. 

Gen adı Primer dizisi (5’-3’) 
Sıcaklık 

(°C) 
Kaynak 

p53 
F: AGAGTCTATAGGCCCACCCC 

R: GCTCGACGCTAGGATCTGAC 
61 Ali ve ark. (2017) 

BAX 
F: ACCAAGAAGCTGAGC GAGTATC 

R: ACAAAGATGGTCACGGTCTGCC 
61 Ali ve ark. (2017) 

BCL2 
F: TGTGGCCCAGATAGGCACC 

R: ACTTCGCCGAGATGTCCAGCCAG 
66 Ali ve ark. (2017) 

CASP3 
F: GCTATTGTAGGCGGTTGT 

R: TGTTTC CCTGAGGTTTGC 
53 Ali ve ark. (2017) 

CASP9 
F:ACCAGAGATTCGCAAACCAG 

R:TCACCAAATCCTCCAGAACC 
59 

de Souza Prestes ve ark. 

(2019) 

G9a 
F: TACACCACTCATTGGGGATG  

R: GGGAAGAGGGGAATGACTTT 
57 Huang ve ark. (2017) 

EZH2 
F: TAATGTGCTGGAATCAAAGG 

R: TGGCTTCATCTTTATTGGTG 
53 Doherty ve ark. (2010) 

SUV39H1 
F: GGCAACATCTCCCACTTTGT  

R: CAATACGGACCCGCTTCTTA 
57 Lai ve ark. (2015) 

SETD8 
F: CCATGGCTAGAGGCAGGAAG  

R: TTCCGGCTAATGGTTTCCCC 
60 Zhang ve ark. (2016) 

SETD1B 
F: CTGGGTCTACCATCCCTCCA  

R: CTTCCGGAACTTGAGCTGGT 
60 Chen ve ark. (2019) 

HAT1 
F: GGTGATTCGTCCTTCCTCA  

R: GCCAGTTTCTTCTCCACTGC 
58 Mahalingaiah ve ark. (2015) 

SIRT1 
F: TAGCCTTGTCAGATAAGGAAGGA  

R: ACAGCTTCACAGTCAACTTTGT 
58 Y.-Q. Wang ve ark. (2015) 

DNMT1 
F: CCTCCAAAAACCCAGCCAAC  

R: TCCAGGACCCTGGGGATTTC 
60 Ahmadnejad ve ark. (2017) 

DNMT3A 
F: GGTCACGCAAAACAGAACCC 

R: CCTTGGTGAAACCCTTTGCG 
60 

Gu ve ark. (2017); Lai ve ark. 

(2008) 

DNMT3B 
F: CTCTTCCTCAGCTGTGTGGG 

R: CTGTCGGCACTGTGGTTTTG 
60 Gu ve ark. (2017) 

RIZ1 
F: AACATGTGCTGCGAGGACTT  

R: TTCTTCCCTTTCCGGCTCTT 
57 Sasaki ve ark. (2002) 

β -aktin 
F: AACTACCTTCAACTCCAT  

R: TGATCTTGATCTTCATTGTG 
48 Rosa ve ark. (2011) 
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Deney Protokolü 

Aşağıdaki gösterildiği gibi uygun miktarlarda bileşenler ilave edilerek RT-PCR 

karışımı hazırlandı ve dikkatlice pipetleme yapıldı: 

‘SYBR® Green PCR Master Mix’ karışımı:  10 µL 

10 M forward primer: 1 µL 

PCR kalitede su: 3 µL 

Toplam hacim: 15 µL 

1. Hazırlanan PCR karışımından 15 µL mikroplakanın her kuyucuğuna ilave 

edildi. 

2. cDNA örnekleri steril su ile 1:5 oranında seyreltildi. 

3. Hazırlanan cDNA örneklerinden 5 µL her bir kuyucuğa eklendi ve 

mikroplakanın üzeri mikroplaka filmi ile kapatıldı. 

4. Mikroplaka 1500 x g’de 2 dk. santrifüj edildi.  

6. Mikroplaka LightCycler 480 RT-PCR cihazına konularak ölçüm yapıldı. RT-

PCR protokolü Tablo 3-2’de gösterilmiştir. 

Tablo 3-2: RT-PCR protokolü. 

Program adı  Siklus Sıcaklık 
o
C Süre 

Polimeraz aktivasyonu  1 95 2 dk. 

Denatürasyon  40 95 5 sn. 

Primerlerin hedef DNA’ ya 
bağlanması  

40 48-66 10 sn. 

Uzama  40  72  5-20 sn. 

Uzama  1  72  1 dk 

 

Sonuçların değerlendirilmesi 

Tablo 3-2’de primer dizileri verilen genler ve referans gen olarak kullanılan β– 

aktin için spesifik RT-PCR kantitatif Ct değerleri belirlendi. Genlerin relatif 

ekspresyonu kontrol grubuna göre karşılaştırmalı Ct yöntemi ile değerlendirildi. 
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3.10. Histon Proteinlerin Western Blot Yöntemi ile Tayini 

3.10.1. Histon Proteinlerinin İzolasyonu 

Hücreden histon proteinlerinin izolasyonu EpiQuickTM toplam histon 

ekstraksiyon kiti (Epigentek) ile üretici firmanın vermiş olduğu kullanım talimatları 

uygulanarak gerçekleştirildi (Şekil 3-5). 

Kit içeriği  

10x ön-lizis çözeltisi   10 mL  

Lizis çözeltisi    20 mL  

Balans tamponu   8 mL  

DTT çözeltisi    20 µL 

 

Şekil 3-5: Histon proteinlerinin izolasyon basamakları 

 

Deney protokolü 

1. Bölüm 3.7’da belirtildiği üzere hazırlanan 1×106 hücre 200 µL PBS (1x) 

içinde süspande edildi. 

2. PBS (1x) ile yıkanan hücreler 1,5 mL’lik mikrosantrifüj tüpüne alındı. 

Hücreler 4 oC’de 1000 x g’de 5 dk. santrifüj edildi. Üstteki sıvı atıldı. 
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3. 10x ön-lizis çözeltisi, distile su ile 1: 10 oranında seyreltilerek 1X ön-lizis 

çözeltisi hazırlandı (1 mL 10x ön-lizis çözeltisi + 9 mL su şeklinde). 

4. Hücre pelletine 200 µL 1x ön-liziz çözeltisi eklendi ve süspande edildi ve 10 

dk. buz içinde nazikçe karıştırılarak lizis edildi. 

5. Lizatlar 4 oC’ de 10000 rpm’de 1 dk. santrifüj edildi ve üst faz uzaklaştırıldı. 

6. Hücre pelletine 200 µL lizis çözeltisi eklendi ve tekrar süspande edildi ve 30 

dk. buz içinde inkübe edildi 

7. Hücre süspansiyonu 4 oC’de 12000 rpm’de 5 dk. santrifüj edildi ve üstteki sıvı 

yeni bir mikrosantrifüj tüpüne transfer edildi. 

8. Balans tamponuna 1: 500 oranında DTT çözeltisi eklenerek balans-DTT 

tamponu hazırlandı (1 µL DTT çözeltisi + 500 µL balans tamponu şeklinde). 

9. Üstteki sıvıya 60 µL (0,3 hacimde) balans-DTT tamponu eklendi. 

10. Böylece histon proteinlerinin izolasyonu gerçekleştirildi ve protein 

konsantrasyonu ölçülmek üzere hazır hale getirildi. 

11. Elde edilen histon proteinleri daha sonraki kullanımlar için 500 μL’lik 

tüplere bölündü ve -80 oC’de saklandı. 

3.10.2. Proteinlerin Miktar Tayini 

İzole edilen histon proteinleri ekstrelerinde protein miktarları Bio-Rad protein 

tayini II kiti ile Bradford prensibine göre ölçüldü (Bradford, 1976). 

Yöntemin esası 

Bio-Rad protein tayini, Bradford prensibine dayanır, basit ve doğrusallığı 

yüksek bir yöntem olup çözünmüş proteinlerin konsantrasyonlarını tayin eder. Asidik 

‘coomassie® brilliant blue G-250 boyasının, eklendiği protein çözeltisinde özellikle 

arginin olmak üzere, esas olarak basit ve aromatik aminoasit rezidülerine bağlanması 

sonucu oluşan rengin şiddeti 465-595 nm’de mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede 

ölçülmesi esasına dayanır. 

Kit içeriği 

Protein tayini boya reaktifi konsantresi: 450 mL boya  
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Sığır serum proteini (BSA, standart): BSA standardı kit protokolüne uygun 

olarak 1,41 mg/mL konsantrasyonda olacak şekilde 20 mL bidistile suda çözüldü.  

BSA ana stok çözeltisi 500 μL’lik tüplere bölünerek -20 °C’de saklandı. 

Protein standart çözeltileri 

BSA ana stok çözeltisinden konsantrasyonları 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400 

µg/mL olacak şekilde BSA standart çözeltileri taze olarak hazırlandı ve bu çözeltiler 

protein tayininde standart eğri çizimi için kullanıldı. Standartlar 3’er kere tekrarlı 

çalışıldı. 

Deney protokolü 

1. 1 hacim konsantre boya reaktifi, 4 hacim distile su ile seyreltildi. 

2. 10’ar μL standart çözeltiler ve protein örneklerinden 96 kuyucuklumikroplaka 

kuyucuklarına uygun konfigürasyonda konuldu. 

3. Her kuyucuğa seyreltilmiş boya reaktifinden 200 μL eklendi. 

4. Oda sıcaklığında en az 5 dk. inkübe edildi. Zaman geçtikçe absorbans 

artacağından dolayı örnekler 1 saatten fazla oda ısısında bekletilmemelidir. 

5. Oluşan rengin şiddeti 595 nm’de mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede 

ölçüldü. 

Protein miktarının hesaplanması 

Ölçülen her bir örnek için protein miktarı, BSA standart çözeltileri ile hazırlanan 

ölçü eğrisine göre hesaplandı. Protein ve histon proteinleri için ekstrelerdeki 

proteinmiktarı ng/µL olarak hesaplandı. 

3.10.3. Histon Modifikasyonlarının Western Blot Tekniği ile Tayini 

İzole edilen histon proteinlerinde histon H3K9me3, H3K9ac ve H3K27me3 

tayinleri western blot tekniği kullanılarak gerçekleştirildi. 

Deneyin esası 

Jelde ayırımı yapılmış proteinlerin membrana emdirilerek ilgilenilen proteinin 

işaretlenmiş spesifik antikor yardımıyla membrane üzerinde yarı kantitatif ya da 

kantitatif olarak belirlenmesidir. 
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Çözeltilerin hazırlanışı 

%0,1’lik Tuzlu ve Tween 20’li Tris tamponu (TBST) çözeltisinin hazırlanışı: 

7,88 g Tris hidroklorür (son konsantrasyonu 50 mM olacak şekilde) tartıldı ve 

üzerine 800 mL deiyonize su eklendi ve pH:7,5 olacak şekilde 1 M NaOH ile ayarlandı. 

Üzerine 8,766 g NaCI (son konsantrasyonu 150 mM olacak şekilde) ve 1 mL Tween 20 

(%0,1) eklendi ve 1000 mL’ye deiyonize su ile tamamlandı. 

%2,5’lik BSA çözeltisinin hazılanışı: 2,5 g BSA 100 mL %0,1’lik TBST 

çözeltisinde hazırlandı. 

%1’lik BSA çözeltisinin hazılanışı: 1 g BSA 100 mL %0,1’lik TBST 

çözeltisinde hazırlandı. 

%10’luk APS çözeltisi: 1 g APS, 10 mL deiyonize suda çözülerek hazırlandı. 

500 μL’lik tüplere bölünerek -20 °C’de saklandı. 

%10’luk SDS çözeltisi: 1 g SDS, 10 mL deiyonize suda çözülerek hazırlandı. 

5x yürütme tamponu: 15 g tris (son konsantrasyonu 0,025 M olacak şekilde), 72 

g glisin (son konsantrasyonu 0,192 M olacak şekilde) tartıldı ve üzerine 800 mL 

deiyonize su eklendi. Çözündürüldükten sonra 5 g SDS eklenerek ve pH 8,3 olacak 

şekilde ile ayarlandı. 1000 mL’ye deiyonize su ile tamamlandı. 

Deney esnasında kullanılmak üzere 1: 5 oranında deiyonize su ile seyreltilerek 

1x yürütme tamponu hazırlandı 

10x aktarım tamponu: 60 g tris, 144 g glisin tartıldı ve üzerine 800 mL 

deiyonize su eklendi. Çözündürüldükten sonra pH 8,3 olacak şekilde ile ayarlandı. 1000 

mL’ye deiyonize su ile tamamlandı. 

Hazırlanan aktarım tamponu deney esnasında kullanılmak üzere 1: 10 oranında 

deiyonize su ile 1x’e seyretildi. 100 mL 1x aktarım tamponuna, 200 mL HPLC kalitede 

metanol eklenerek deiyonize su ile 1000 mL’ye tamamlandı. 

Yükleme solüsyonu: 495 µL örnek indirgeyici ajana (Laemmli, 2x) 5 µL 2- 

merkaptoetanol eklenerek hazırlandı. 

Primer antikor çözeltileri: Primer antikorlar her bir antikor için uygun 

seyreltme oranlarında (H3, 1: 1000; H3K27me3, 1: 1000; H3K9me3, 1: 500; H3K9ac, 
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1: 5000) (Örn: 1: 1000 seyreltme oranı için 5 µL antikor üzerine 5 mL %2,5’luk BSA 

çözeltisi) %2,5’luk BSA çözeltisi ile seyreltildi. 

Sekonder antikor çözeltileri: Sekonder antikor 1: 5000 oranında (Örn: 1 µL 

antikor üzerine 5 mL %2,5’luk BSA çözeltisi) %0,1’lik BSA çözeltisi ile seyreltildi. 

%12’lik SDS poliakrilamit jelin hazırlanışı 

%12’lik ‘resolving’ jel (alt kısım): 

Su: 4,309 mL 

%40 Akrilamid/Bis çözeltisi (37,5: 1): 2,997 mL 

‘Resolving’ tamponu (pH 8,8): 2 mL 

%10 SDS: 80 µL 

%10 APS: 80 µL 

TEMED: 8 µL 

%4’lük ‘stacking’ jel (üst kısım): 

Su: 2,9 mL 

%40 Akrilamid/Bis çözeltisi (37,5: 1): 0,75 mL 

‘Stacking’ tamponu (pH 6,8): 1,25 mL 

%10 SDS: 50 µL 

%10 APS: 50 µL 

TEMED: 7 µL 

 

Deney Protokolü 

1. Bölüm 3.10.1’de izole edilen histon proteinlerinin konsantrasyonu 2 µg 

olacak şekilde hesaplandı ve ince duvarlı PCR tüpüne aktarıldı. 

2. Çalışma buz üzerinde gerçekleştirildi. 

3. Protein örneklerine 10 µL yükleme solüsyonu ilave edildi ve son hacim 35 µL 

olacak şekilde deiyonize su eklendi. 

4. Protein örneklerine vorteks ve daha sonra spin yapıldı. 

5. Örnekler blok ısıtıcıda 95 °C’de 5 dk. denatüre edildi. 

6. Örnekler buz üzerine konuldu ve spin yapıldı. 

7. %12’lik manuel olarak hazırlanan SDS poliakrilamit jel, dikey elektroforez 

tankına yerleştirildi. Tank hazırlanan 1x yürütme tamponu ile dolduruldu. 

8. Birinci kuyucuğa 7 µL protein standartı ve diğer kuyucuklara da 35’er µL 

protein karışımı yüklendi ve proteinlerin zarar görmemesi için tankın etrafı buzla 
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kaplandı. 300 mA sabit olacak şekilde 30 dk. 70 V; 45 dk. 100 V; 45 dk. 125 V 

kademeli yükseltilerek yürütüldü. 

9. Jelde yürütülmüş proteinler, ıslak aktarım yöntemiyle 0,2 µm PVDF 

membranla sandviç modelinde kaset içinde hazırlanarak tanka yerleştirildi. Tank 

aktarım tamponuyla doldurularak 100 V 80 mA 720 dk. süre ile aktarım gerçekleştirildi. 

Aktarım işlemi 4 °C’de yapıldı. 

10. Bloklama için membran küçük kap içerisinde 5 mL %2,5’luk BSA çözeltisi 

ile 1 saat oda sıcaklığında çalkalayıcıda inkübe edildi ve %2,5’luk BSA çözeltisi 

döküldü. 

11. 5 mL primer antikor içeren çözelti, içerisinde membran bulunan kaba 

konuldu ve 1,5 saat oda sıcaklığında çalkalayıcıda inkübasyona bırakıldı. Primer antikor 

içeren çözelti atıldı. 

12. Membran art arda 2 kez 5 dk. ve 2 kez 10 dk. olmak üzere %0,1’lik TBST 

çözeltisi ile yıkandı. 

13. 5 mL sekonder antikor içeren çözelti, içerisinde membran bulunan kaba 

konuldu ve 1 saat oda sıcaklığında çalkalayıcıda cihazında inkübe edildi. Sekonder 

antikor içeren çözelti atıldı. 

14. Membran art arda 2 kez 5 dk. ve 2 kez 10 dk. olmak üzere %0,1’lik TBST 

çözeltisi ile yıkandı. 

15. Membranlar asetat kağıtları arasına koyularak western blot görüntüleme 

(luminol) çözeltisi eklendi, 5 dk. bekletildi ve görüntüleme cihazında 5 dk. Sonrasında 

görüntüleme yapıldı. 

16. Elde edilen bantlar, referans olarak kullanılan H3 histon proteinine göre 

kıyaslama yapılarak değerlendirilmiştir. 

3.11. Annexin V-FITC/PI Testi ile Apoptoz Tayini 

Annexin V-FITC/PI Testinin Esası 

Normal şartlarda, negatif yüklü fosfatidilserin hücre membranının iç kısmında 

sınırlanmış durumda bulunmaktadır. Hücre apoptoza girdiğinde ise, fosfatidilserin 

birimleri hücre membranının dış yüzeyine doğru yer değiştirmektedir (Güleş ve Eren, 

2008). Anneksin V, hücre membranının dış yüzeyinde bulunan fosfatidilserine 

bağlanma kabiliyeti olan bir proteindir, bu yüzden, fluoresein isotiyosiyanat (FITC) gibi 

floresan özellik gösteren bir molekül ile işaretlendiğinde, flow sitometri cihazı ile 
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apoptotik hücre yoğunluğu ölçülebilmektedir. Nekroza uğrayan hücrelerin 

membranlarında da Anneksin V-FITC bağlanması meydana gelebileceği için ikinci bir 

boya olarak vital olmayan bir boya olan propidyum iyodür (PI) eklenmektedir. 

Hücreler, anneksin V-FITC (yeşil floresans) ve PI (kırmızı floresans) ile eş zamanlı 

boyandığı zaman canlı hücreler (FITC–PI–), erken apoptoza giden hücreler (FITC+PI–), 

geç apoptoza giden hücreler (FITC+PI+) ve nekrotik hücrelerin (FITC–PI+) birbirinden 

ayırt edilmesi mümkün olabilmektedir (Güleş ve Eren, 2008; Overbeeke ve ark., 1998). 

Annexin V-FITC/PI Testi Protokolü 

Kit içeriği 

Anneksin V-FITC   0,5 mL 

PI     1 mL 

Bağlayıcı tampon (10X)  30 mL 

Deney Protokolü 

1. HepG2 hücreleri, 2.5x10³/100 μL/kuyu olacak şekilde 6 kuyulu 

mikroplakalara dağıtıldı ve 37 °C’de %5 CO2’li inkübatörde 24 saat inkübe edildi. 

2. İnkübasyon sonrası ortamdaki süpernatant uzaklaştırıldı ve kuyular 1 mL PBS 

(1x) ile yıkandı. Her kuyuya taze besiyeri eklenerek ‘Unstained’, ‘PI’ ve ‘Anneksin’ 

boyaları için hazırlanmış kontrol hücre kuyuları hariç son konsantrasyonlar 50, 100, 250 

µM olacak şekilde glifosat ve 50, 100, 250, ve 500 µM olacak şekilde AMPA eklendi 

ve 24 saat inkübe edildi. 

3. 24 saatlik maruziyetin ardından süpernatant uzaklaştırıldı ve her kuyu 1 mL 

PBS (1x) ile 2 defa yıkandı. Ardından, her kuyuya 0,5 mL %1’lik tripsin eklenerek 

hücreler tripsinize edildi ve 1,5 mL’lik mikrosantrifüje alındı. 

4. Elde edilen hücre süspansiyonu 1200 rpm’de 3 dk. süre ile santrifüj edildikten 

sonra sonra hücre pelleti, 1 kez, 1 mL PBS (1x) ile yıkandı.  

5. Elde edilen hücre pelleti 2 defa 200 μL soğuk hücre bağlayıcı tampon (Cell 

Staining Buffer) ile yıkanarak 1200 rpm’de 3 dk. süre ile santrifüj edildi. Her 

yıkamadan sonra süpernatant atıldı.  

6. Yıkamaların ardından elde edilen pellet üzerine 100 μL Anneksin V Binding 

Buffer eklendikten sonra hücreler süspande edildi.  
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7. ‘Unstained’ kontrol hücreleri hariç her maruizyet hücrelerine 5 μL FITC 

Anneksin V ve 10 μL PI boyaları eklendi. Anneksin V boyası için hazırladığımız 

hücrelere sadece Anneksin V, diğerine de sadece PI boyası eklendi.  

8. Boya eklenen hücreler yavaşça yaklaşık 5 sn. vortekslendikten sonra 15 dk. 

süre ile karanlık ortam ve oda sıcaklığında bekletildi.  

9. 15 dk. sonrasında her hücreye 200 μL ‘Anneksin V Binding Buffer’ eklendi.  

10. Hücrelerin floresans yoğunluğu flow sitometride (ACEA NovoCyte) 

Annexin VFITC için Ex/Em: 494⁄518 nm, PI için Ex/Em: 535⁄617 nm dalga boyunda 

ölçüldü.  

Deneyler, her konsantrasyon için en az 3 tekrar ve aynı koşullarda farklı 2 günde 

çalışmak üzere toplam en az 6 tekrar olacak şekilde yapıldı. 

Sonuçların Değerlendirilmesi 

Flow sitometri, akan bir sistem içinde floresan yoğunluğuna bağlı olarak hücre 

veya parçacık popülasyonunun fiziksel ve kimyasal özelliklerini tespit etmek ve ölçmek 

için kullanılan,süspansiyon şeklindeki hücrelerin incelendiği bir tekniktir (Kanev ve 

Muranlı, 2016). Bilgisayar Programı (NovoExpress Software) ile gerçekleştirilen veri 

analizi sonucu, hücreler FSC/SSC grafiğinde belirli bir alana düşmektedir. Bu grafik 

sayesinde, hücrelerde yer alan farklı popülasyonlar hücre büyüklüğüne ve 

granülaritesine ayırt edilebilmektedir. FSC/SSC grafiği üzerinde inceleme yapılacak 

hücreler bir çerçeve ile sınırlandırılır ve bu işleme‘kapılama’ veya ‘kapı alma’ (gating) 

denilmektedir (Mutlu ve Gültekin, 2016). Kapılama yapılan alan ‘Main’ olarak 

gösterilmektedir (Şekil 3-6) 

 

Şekil 3-6: FSC/SSC grafiğinde hücre kapılanmasının gösterimi 
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Verileri analiz etmek için, kapılanmış hücre alanı üzerinden analize devam 

edilmektedir (Mutlu ve Gültekin, 2016). Veriler birkaç farklı çizim türüyle 

görüntülenebilmektdir. Bunlar; histogramlardan nokta grafikleri, kontur ve yoğunluk 

grafikleri gibi 2 boyutlu grafiklere ve tomogram grafiği gibi 3 boyutlu grafiklere kadar 

uzanır (Adan ve ark., 2017). Grafikte, X ekseni, araştırılan parametrenin floresans 

yoğunluğunu gösterirken, Y ekseni ise belli bir sinyal yoğunluğundaki hücre sayısı 

göstermektedir (Mutlu ve Gültekin, 2016). M2 kapısı, hücre popülasyonunda analiz 

edilmek istenen tek bir parametreye ait hücre popülasyonunun yüzdesini ifade 

etmektedir. Bu yüzden, en sık tercih edilen grafik türü nokta alan grafiğidir (Şekil 3-7). 

Nokta grafiği iki parametreli bir veri gösterimi sağlar ve her nokta bir veya daha fazla 

olayı (parçacığı) temsil ederken yoğunluk grafiği bir frekans dağılımı olarak iki 

parametreyi gösterir (Adan ve ark., 2017). Nokta alan grafiğinde, iki farklı floresan 

antikoru taşıyan hücreler; her iki floresan antikoruna da bağlandıysa, grafiğin sağ üst 

kadranında; tek bir floresan antikoruna bağlandıysa, grafiğin sağ alt ve sol üst 

kadranında; her iki floresan antikorunu da bağlanmadıysa, grafiğin sol alt kadranında 

görüntülenmektedir (Taneli, 2007). 

 

Şekil 3-7: Nokta alan grafiği (Mutlu ve Gültekin, 2016). 

Apoptotik hücrelerin tayininde, grafiğin 4 bölgesine düşen hücrelerin her biri 

farklı özellikteki hücreleri göstermektedir (Şekil 3-7). Hücrelerin, aynı anda, Anneksin 

V-FITC ve PI ile boyanması canlı ve ölü hücrelerin ayrımını sağlamaktadır. Tez 

çalışmasında, Annexin V-FITC için Ex/Em: 494⁄518 nm, PI için Ex/Em: 535⁄617 nm 

kullanıldı. Analiz sonucunda, canlı hücreler FITC¯ PI¯ (1.bölge), erken apoptotik 

hücreler FITC+ PI¯ (2. bölge), geç apoptotik hücreler FITC+ PI+ (3. bölge), nekrotik 

hücreler ise FITC¯ PI+ (4. bölge) şeklindetespit edildi. Her bir analiz için, ‘Main’ kapısı 
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104 hücre olacak şekilde değerlendirildi. Başka bir ifade ile, her örnekte ‘Main’ kapısı 

içerisinde 104 hücre okutuldu (Şekil 3-8). 

 

Şekil 3-8: Flowsitometride apoptoz tayini için elde edilen grafiğin şematik gösterimi. 

3.12. İstatistiksel Değerlendirme 

Veriler “ortalama ± standart sapma” olarak verildi. Verilerin istatistiksel olarak 

“SPSS 21.0 for Windows” paket programı kullanılarak değerlendirildi. Tüm 

parametreler için öncelikle normalite testi ve varyansların homojenliği testi 

uygulandıktan sonra, normal dağılım gösteren veriler için ‘Tek Yönlü Varyans’ 

(ANOVA-Post Hoc Dunnet testi) analizi ile çoklu karşılaştırma uygulandı. p<0,05 

değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Sitotoksisite Sonuçları 

Glifosat ve AMPA’nın HepG2 hücrelerindeki sitotoksik etkisi, hücre canlılığının 

kantitatif ölçümüne dayanan MTT testi ile yapıldı. Glifosatın HepG2 Hücrelerinde 

Toksik Etkilerinin Araştırılması başlıklı Yüksek Lisans tez çalışmasında  MTT testi ile 

HepG2 hücrelerine glifosat 5 mM’a kadar çeşitli konsantrasyonlarda uygulanmış ve 

uygulanan konsantrasyonlarda hücre ölümü gözlenmemiş ve IC50 değeri tespit 

edilememişti. Doktora tez çalışmasında ise daha yüksek konsantrasyonda çalışılarak 

HepG2 hücrelerinde IC50 değeri belirlendi. Hücreler, MTT testi için farklı günlerde iki 

defa tekrarlanan, 0,31-10 mM arasında altı farklı konsantrasyonda glifosat ve AMPA'ya 

üçer tekrarla maruz bırakıldı.  

HepG2 hücrelerinde gerçekleştirilen MTT testi sonucunda 0,31 ila 10 mM 

konsantrasyon aralığındaki glifosat ve AMPA maruziyetinden elde edilen % hücre 

ölümü ve standart sapma sonuçları Tablo 4-1 ve Şekil 4-1'de gösterilmiştir. HepG2 

hücrelerinde MTT sonucuna göre IC50 değeri glifosat için 6,19 mM; AMPA için ise 

8,13 mM olarak belirlendi. 
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Tablo 4-1: MTT testi ile 24 saat 0,31-10 mM konsantrasyonlarda glifosat ve 0,31-10 mM 

konsantrasyonlarda AMPA maruziyeti gerçekleştirilen HepG2 hücre dizisinde % 

ölüm ve standart sapma değerleri. 

Maruziyet 

konsantrasyonları 

Glifosat                            AMPA 

 % Ölüm ± SD % Ölüm ± SD 

0,31 mM 0,35±3,62 2,21±0,13 

0,63 mM 1,32±2,07 4,73±0,16 

1,25 mM 4,36±4,54 6,28±4,35 

2,5 mM 12,32±4,53 16,66±4,33 

5 mM 45,35±3,58 21,26±2,81 

10 mM 82,36±1,09 65,66±1,63 

SD: Standart sapma (‘standard deviation’). 
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Şekil 4-1: 24 saat 0,31-10 mM konsantrasyonlarda glifosat ve AMPA’ya maruz bırakılan 

HepG2 hücre dizisinde MTT test sonuçları. 

Tüm değerler ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. 

 

Sitotoksisite sonuçları ve daha önce tarafımızdan (Mehtiyev ve ark., 2023) 

gerçekleştirilen çalışmalar neticesinde glifosat ve AMPA’nın HepG2 hücrelerine 

maruziyet konsantrasyonları sırasıyla 50-250 µM ve 50-500 µM  olarak belirlendi. 
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4.2. Glifosat ve AMPA Maruziyeti Sonrası HepG2 Hücre Dizisinden İzole Edilen 

DNA ve RNA’ların Miktarları ve Saflıkları 

HepG2 hücreleri 24 saat 0-250 µM konsantrasyonlarda glifosat ve 0-500 µM 

konsantrasyonlarda AMPA’ya maruz bırakıldı. Daha sonra izole edilen DNA ve 

RNA’ların miktarı ve saflığı ‘Take-3 Plate’ kullanılarak mikroplaka okuyuculu 

spektrofotometrede ölçüldü. HepG2 hücrelerine ait DNA ve RNA’ların miktarı ve 

saflığı glifosat için Tablo 4-2’de, AMPA için Tablo 4-3’te gösterilmiştir. İzole edilen 

DNA ve RNA’ların A260/A280 ve A260/A230 oranlarında saflıklarının iyi olduğu 

görüldü ve DNA ve RNA örnekleri ileri analizler için kullanıldı. 

Tablo 4-2: 0-250 µM konsantrasyonlarda 24 saat glifosata maruz bırakılan HepG2 hücre 

dizisinden izole edilen DNA ve RNA’ların miktar ve saflıkları. 

 

Maruziyet 

konsantrasyonları 

RNA Örnekleri DNA Örnekleri 

A260/A280 
Miktarı 

(ng/μL) 
A260/A280 A260/A230 

Miktarı 

(ng/μL) 

 

    Glifosat 

Kontrol 

 

 

0 μM 2,031 128,524 1,816 1,819 119,34 

0 μM 2,012 201,326 1,95 1,918 182,103 

0 μM 1,998 213,236 1,972 1,801 281,224 

0 μM 2,05 169,265    

0 μM 2,057 178,265 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

    Glifosat 

 

50 μM 1,98 203,232 1,977 2,066 127,683 

50 μM 2,013 235,326 1,89 1,871 198,717 

50 μM 2,014 196,326 1,936 1,844 92,296 

50 μM 1,997 168,326    

50 μM 2,032 186,983 

100 μM 2,033 165,235 1,924 1,895 204,987 

100 μM 2,041 219,326 1,925 1,981 187,332 

100 μM 1,996 201,236 1,953 2,002 167,946 

100 μM 2,023 205,326    

100 μM 2,019 197,364 

250 μM 2,046 186,469 1,95 1,908 119,795 

250 μM 1,985 179,548 1,851 1,889 166,379 

250 μM 2,054 202,364 1,889 1,877 177,922 

250 μM 2,021 200,156    

250 μM 2,025 196,665 
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Tablo 4-3: 0-500 µM konsantrasyonlarda 24 saat AMPA’ya maruz bırakılan HepG2     

hücre dizisinden izole edilen DNA ve RNA’ların miktar ve saflıkları. 

 

Maruziyet 

konsantrasyonları 

RNA Örnekleri DNA Örnekleri 

A260/A280 
Miktarı 

(ng/μL) 
A260/A280 A260/A230 

Miktarı 

(ng/μL) 

 

 AMPA 

Kontrol 

 

0 μM 2,056 431,059 1,816 1,819 119,34 

0 μM 2,05 414,435 1,95 1,918 182,103 

0 μM 2,027 324,651 1,972 1,801 281,224 

0 μM 1,995 362,242    

0 μM 2,069 309,815 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AMPA 

24 saat 

 

 

50 μM 2,049 361,531 1,967 1,836 194,888 

50 μM 2,051 341,193 1,911 1,910 286,973 

50 μM 2,057 397,104 1,903 1,834 187,295 

50 μM 2,048 310,074    

100 μM 2,053 419,258 1,953 1,800 148,794 

100 μM 2,044 376,304 1,95 1,920 130,159 

100 μM 2,038 401,068 1,897 1,868 229,451 

100 μM 2,043 339,737    

100 μM 2,038 291,253 

250 μM 2,039 402,027 1,929 1,904 265,15 

250 μM 2,042 400,736 1,888 1,906 168,1 

250 μM 2,064 363,913 1,949 2,055 115,393 

250 μM 2,056 300,342    

250 μM 2,046 403,688 

500 μM 2,054 337,87 1,928 1,894 422,588 

500 μM 2,053 368,202 1,927 1,817 212,012 

500 μM 2,049 430,858 1,931 1,872 153,004 

500 μM 2,035 316,79    

500 μM 2,036 348,042 

 



69 

 

4.3. DNA Metilasyonu Sonuçları 

4.3.1. Global DNA Metilasyonu Sonuçları 

Global 5-mC içeriği, 5-mC Eliza kiti kullanılarak nicel olarak belirlendi. Bölüm 

3.8.3.1'de açıklandığı şekilde elde edilen standartlarla oluşturulan standart eğri 

üzerinden %5-mC miktarı hesaplandı (Şekil 4-2). 

y = 0.0749ln(x) + 0.129

R² = 0.9937
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Şekil 4-2: 5-mC standartlarına ait kalibrasyon eğrisi 

 

HepG2 hücreleri, 24 saat boyunca 50, 100 ve 250 µM konsantrasyonlarda 

glifosat ve 50, 100, 250, 500 µM konsantrasyonlarda AMPA'ya maruz bırakıldı. %5-

mC seviyeleri, Tablo 4-4'te detaylı olarak gösterilmiştir. Kontrol grubuyla 

karşılaştırıldığında, 250 µM glifosat maruziyeti olan hücrelerde %5-mC seviyelerinde 

%62 artış (p<0,05) gözlemlenirken, 100 µM ve 250 µM AMPA maruziyeti olan 

hücrelerde sırasıyla %43 (p<0,05) ve %60 (p<0,05) artış tespit edilmiştir (Şekil 4-3 a,b).  
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Tablo 4-4: 24 saat 0-250 µM konsantrasyonlarda glifosat ve 0-500 µM konsantrasyonlarda 

AMPA’ya maruz bırakılan HepG2 hücre dizisinde relatif %5-mC ve standart 

sapma değerleri. 

Glifosat AMPA 

Maruziyet 

konsantrasyonları 

%5-mC ± SD Maruziyet 

konsantrasyonları 
%5-mC ± SD 

Kontrol 2,15±0,28 Kontrol 2,15±0,28 

50 μM 2,09±0,27 50 μM 2,30±0,32 

100 μM 2,36±0,32 100 μM 3,08±0,42* 

250 μM 3,48±0,45* 250 μM 3,44±0,46* 

  500 μM 1,78±0,23 

SD: Standart sapma (‘standard deviation’).Tüm değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir.(n=3). (Kontrol grubundan 

önemli ölçüde farklı: *p<0,05; ANOVA-Post Hoc Dunnet testi) 

 

0

1

2

3

4

5

Kontrol 50 100 250

%
 5

-m
C

Glifosat Konsantrasyonu (µM)

*

0

1

2

3

4

5

Kontrol 50 100 250 500

%
 5

-m
C

AMPA Konsantrasyonu (µM)

*
*

 

Şekil 4-3: 24 saat 0-250 µM glifosat  (a)  ve 0 -500 µM AMPA (b)’ya maruz 

bırakılan HepG2 hücre dizisinde % 5-mC seviyeleri. 

Tüm değerler ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. (n=3).  

* kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,05 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi). 

 

4.3.2. Global DNA Metilasyonunda Rol Oynayan Genlerin Ekpsreyonunda 

Değişiklikler 

Tez çalışmasında 24 saat glifosat ve AMPA maruziyeti yapılan HepG2 

hücrelerinde DNA metiltransferazlar (DNMT1, DNMT3A, DNMT3B)’ın gen 

ekspresyonları real-time PCR ile analiz edildi. DNMT1, DNMT3A, ve DNMT3B 

genlerinde glifosat ve AMPA maruziyet gruplarında kontrole kıyasla anlamlı 

değişiklikler gözlendi. 

a b 
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DNMT1 geni: 50 µM, 100 µM ve 250 µM glifosat maruziyet 

konsantrasyonlarında sırasıyla 2,64 (p<0,001), 2,73 (p<0,001) ve 3,93 (p<0,001) kat 

anlamlı artış; AMPA’da 250 ve 500 µM maruziyet konsantrasyonlarında sırasıyla 1,19 

ve 1,12 kat anlamlı olmayan artış, 50 ve 100 µM maruziyet konsantrasyonlarında ise 

sırasıyla 2,44 (p<0,01) ve 3,16 (p<0,001) kat anlamlı artış tespit edildi (Şekil 4-4 a, b). 
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Şekil 4-4: 24 saat boyunca 0-250 µM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 µM 

konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hücre dizisinde 

DNMT1 geninde relatif ekspresyon seviyeleri. 

Tüm değerler ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. (n=3).  

** kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,01;  

*** kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,001  (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi). 

DNMT3A geni: 50 µM, 100 µM ve 250 µM glifosat maruziyet 

konsantrasyonlarında sırasıyla 1,73 (p<0,01), 2,13 (p<0,001) ve 2,05 (p<0,001) kat 

anlamlı artış; AMPA’da 50 µM konsantrasyonda 1,12 kat anlamlı olmayan artış, 100 

µM, 250 µM ve 500 µM maruziyet konsantrasyonlarında sırasıyla 1,86 (p<0,001), 2,21 

(p<0,001) ve 1,65 (p<0,01) kat anlamlı artış tespit edildi (Şekil 4-5 a, b). 
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Şekil 4-5: 24 saat boyunca 0-250 µM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 µM 

konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hücre dizisinde 

DNMT3A geninde relatif ekspresyon seviyeleri. 

Tüm değerler ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. (n=3).  

** kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,01;  

*** kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,001  (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi). 
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DNMT3B geni: 50 µM, 100 µM glifosat maruziyet konsantrasyonlarında 

sırasıyla 1,22 ve 1,33 kat anlamlı olmayan artış, 250 µM maruziyet konsantrasyonunda 

2,53 (p<0,001) kat anlamlı artış; AMPA’da 50 µM, 100 µM maruziyet 

konsantrasyonlarında sırasıyla 1,15 ve 1,21 kat anlamlı olmayan artış, 250 µM ve 500 

µM maruziyet konsantrasyonlarında sırasıyla 1,85 (p<0,01), 1,65 (p<0,05) kat anlamlı 

artış tespit edildi (Şekil 4-6 a,b). 
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Şekil 4-6: 24 saat boyunca 0-250 µM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 µM 

konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hücre dizisinde 

DNMT3B geninde relatif ekspresyon seviyeleri. 

Tüm değerler ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. (n=3).  

* kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,05;  

** kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,01  (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi). 
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4.4. Protein Miktar Tayini Sonuçları 

Histon proteinlerinin miktarı standart olarak BSA kullanılarak hazırlanan ölçü 

eğrisi üzerinden hesaplandı. Bölüm 3.10.2’te anlatıldığı şekilde hazırlanan 

konsantrasyonları 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400 µg/mL olan BSA standart çözeltileri 

ile çizilen standart ölçü eğrisi Şekil 4-7’da verilmiştir. 

y = 0.0018x + 0.3806

R² = 0.9977
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Şekil 4-7: Protein standart ölçü eğrisi. 

4.5. Western Blot Tekniği ile Global Histon Modifikasyonları Sonuçları 

Glifosat ve AMPA maruziyeti sonucu H3K27me3, H3K9me3 ve H3K9ac için 

western blot yöntemi ile yapılan protein analizinden elde edilen membran görüntüleri 

Şekil 4-8’da verilmiştir. 
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Şekil 4-8: 24 saat boyunca 0-250 µM konsantrasyonlarda glifosat ve 0-500 µM 

konsantrasyonlarda AMPA’ya maruz bırakılan HepG2 hücre dizisinde global 

histon modifikasyonları için western blot membran görüntüleri. 
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24 saat boyunca 50-250 µM glifosat ve 50-500 µM AMPA’ya maruz bırakılan 

HepG2 hücrelerinde H3K27me3 seviyesinde kontrole kıyasla; glifosat maruziyetinde 

100 µM maruziyet konsantrasyonunda 1,34 kat (p<0,05) anlamlı artış tespit edildi. 

AMPA’da ise 500 µM maruziyet konsantrasyonunda 1,56 kat (p<0,05) anlamlı artış 

tespit edildi (Şekil 4-9 a,b). 
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Şekil 4-9: 24 saat boyunca 0-250 µM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 µM 

konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hücre dizisinde 

H3K27me3 global histon modifikasyonuna ait relatif ekspresyon seviyeleri. 

Tüm değerler ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. (n=4).  

* kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,05; (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi). 

24 saat boyunca 50-250 µM glifosat ve 50-500 µM AMPA’ya maruz bırakılan 

HepG2 hücrelerinde H3K9me3 seviyesinde kontrole kıyasla; glifosat maruziyetinde 250 

µM konsantrasyonda 1,61 kat (p<0,05) anlamlı artış tespit edildi. AMPA’da ise 250 ve 

500 µM maruziyet konsantrasyonlarında sırasıyla 1,65 (p<0,05) ve 1,75 (p<0,05) kat 

anlamlı artış tespit edildi (Şekil 4-10 a,b). 
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Şekil 4-10: 24 saat boyunca 0-250 µM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 µM 

konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hücre dizisinde 

H3K9me3 global histon modifikasyonuna ait relatif ekspresyon seviyeleri. 

Tüm değerler ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. (n=4).  

* kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,05; (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi). 
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 24 saat 50, 100 ve 250 µM konsantrasyonlarında glifosat ve 50, 100, 250 ve 500 

µM konsantrasyonlarında AMPA maruziyeti yapılan HepG2 hücrelerinde H3K9ac 

seviyesinde kontrol grubuna kıyasla; glifosat maruziyetinde 50 ve 250 µM 

konsantrasyonda sırasıyla 1,33 kat (p<0,05) ve 1,78 kat (p<0,05)  anlamlı artış tespit 

edildi. AMPA maruziyetinde ise 500 µM konsantrasyonda 1,57 kat (p<0,05) anlamlı 

artış tespit edildi (Şekil 4-11). 
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Şekil 4-11: 24 saat boyunca 0-250 µM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 µM 

konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hücre dizisinde 

H3K9ac global histon modifikasyonuna ait relatif ekspresyon seviyeleri. 

Tüm değerler ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. (n=4).  

* kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,05; (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi). 

4.5.1. Kromatin Modifiye Eden Enzimleri Kodlayan Genlerin Ekspresyonunda 

Değişiklikler 

Tez çalışmasında 24 saat glifosat ve AMPA maruziyeti yapılan HepG2 

hücrelerinde kromatin modifiye eden enzimleri kodlayan genlerin (G9a, EZH2, 

SETD1B, HAT1, SIRT1, SUV39H1, SETD8) gen ekspresyonları real-time PCR ile analiz 

edildi. SETD8 gen ekspresyonunda hem glifosat hem de AMPA maruziyetinde 

değişiklik gözlenmez iken, SUV39H1 gen ekspresyonunda sadece glifosat 

maruziyetinde değişiklik gözlendi. G9a, EZH2, SETD1B, HAT1 ve SIRT1 genlerinde ise 

glifosat ve AMPA maruziyet gruplarında kontrole kıyasla anlamlı değişiklikler 

gözlendi. 
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G9a geni: 50, 100 ve 250 µM glifosat maruziyet konsantrasyonlarında sırasıyla 

1,95 (p<0,001), 2,27 (p<0,001) ve 2,02 (p<0,001) kat,  anlamlı artış; AMPA’da 50 ve 

500 µM maruziyet konsantrasyonlarında sırasıyla 1,15 ve 1,24 kat anlamlı olmayan 

artış, 100 ve 250 µM maruziyet konsantrasyonlarında ise sırasıyla 1,67 (p<0,01) ve 1,64 

(p<0,01) kat anlamlı artış tespit edildi (Şekil 4-12 a,b). 
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Şekil 4-12: 24 saat boyunca 0-250 µM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 µM 

konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hücre dizisinde G9A 

geninde relatif ekspresyon seviyeleri. 
Tüm değerler ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. (n=3).  

** kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,01;  

*** kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,001  (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi). 

EZH2 geni: 50 µM glifosat maruziyet konsantrasyonunda 0,93 kat anlamlı 

olmayan azalma, 100 µM maruziyet konsantrasyonunda 1,20 kat anlamlı olmayan artış, 

250 µM maruziyet konsantrasyonunda 2,37 kat (p<0,01) anlamlı artış; AMPA’da 50 

µM konsantrasyonda 0,86 kat anlamlı olmayan azalma, 100, 250 ve 500 µM maruziyet 

konsantrasyonlarında sırasıyla 2,75 (p<0,001), 2,14 (p<0,001) ve 2,59 (p<0,001) kat 

anlamlı artış tespit edildi (Şekil 4-13 a,b). 
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Şekil 4-13: 24 saat boyunca 0-250 µM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 µM 

konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hücre dizisinde EZH2 

geninde relatif ekspresyon seviyeleri. 

Tüm değerler ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. (n=3).  

** kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,01;  

*** kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,001  (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi). 
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SETD1B geni: 50 µM glifosat maruziyet konsantrasyonunda 1,69 kat anlamlı 

olmayan artış; 100 µM ve 250 µM maruziyet konsantrasyonunda sırasıyla 2,67 (p<0,01) 

ve  2,45 (p<0,01) kat anlamlı artış; AMPA’da 50 µM konsantrasyonda 1,43 kat anlamlı 

olmayan artış, 100, 250 ve 500 µM konsantrasyonlarda sırasıyla 2,15 (p<0,001), 3,07 

(p<0,001) ve 2,54 (p<0,001) kat anlamlı artış tespit edildi (Şekil 4-14 a,b). 
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Şekil 4-14: 24 saat boyunca 0-250 µM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 µM 

konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hücre dizisinde 

SETD1B geninde relatif ekspresyon seviyeleri. 
Tüm değerler ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. (n=3).  

** kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,01;  

*** kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,001  (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi). 

HAT1 geni: 50 µM, 100 µM ve 250 µM glifosat maruziyet 

konsantrasyonlarında sırasıyla 2,54 (p<0,01), 3,06 at (p<0,001)  ve  2,64 (p<0,01) kat 

anlamlı artış; AMPA’da 500 µM maruziyet konsantrasyonunda 1,35 kat anlamlı 

olmayan artış, 50, 100 ve 250 µM maruziyet konsantrasyonlarında sırasıyla 2,41 

(p<0,001), 2,40 (p<0,001) ve 2,70 (p<0,001) kat anlamlı artış tespit edildi (Şekil 4-15). 
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Şekil 4-15: 24 saat boyunca 0-250 µM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 µM 

konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hücre dizisinde HAT1 

geninde relatif ekspresyon seviyeleri. 

Tüm değerler ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. (n=3).  

** kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,01;  

*** kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,001  (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi). 
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 SIRT1 geni: 50 µM glifosat konsantrasyonunda 1,25 kat anlamlı olmayan artış, 

100 ve 250 µM konsantrasyonlarda sırasıyla 3,43 (p<0,001) ve 2,57 (p<0,05) kat 

anlamlı artış; AMPA’da 250 ve 500 µM konsantrasyonlarda sırasıyla 1,98 ve 1,66 kat 

anlamlı olmayan artış, 50 ve 100 µM maruziyet konsantrasyonlarında ise sırasıyla 2,63 

(p<0,01) ve 2,88 (p<0,001) kat anlamlı artış tespit edildi (Şekil 4-16). 
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Şekil 4-16: 24 saat boyunca 0-250 µM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 µM 

konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hücre dizisinde SIRT1 

geninde relatif ekspresyon seviyeleri. 
Tüm değerler ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. (n=3).  

* kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,05; 

** kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,01;  

*** kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,001  (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi). 

SUV39H1 geni: 50 µM, 100 µM ve 250 µM glifosat maruziyet 

konsantrasyonlarında sırasıyla 0,37 (p<0,001), 0,40 (p<0,001) ve 0,28 (p<0,001) kat 

anlamlı azalma; AMPA’da 50, 250 ve 500 µM maruziyet konsantrasyonlarında sırasıyla 

0,78 kat 0,67 kat ve 0,70 kat anlamlı olmayan azalma, 100 µM konsantrasyonda ise 

kontrole kıyasla ekspresyon seviyesinde değişiklik gözlenmedi (Şekil 4-17). 
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Şekil 4-17: 24 saat boyunca 0-250 µM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 µM 

konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hücre dizisinde 

SUV39H1 geninde ait relatif ekspresyon seviyeleri. 
Tüm değerler ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. (n=3).  

*** kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,001  (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi). 
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4.6. Annexin V- FITC/PI Analizi ile Apoptoz Sonuçları 

Glifosatın 50-250 µM konsantrasyon aralığında ve AMPA’nın 50-500 µM 

konsantrasyon aralığında HepG2 hücreleri üzerindeki apoptotik etki potansiyeli 24 saat 

süreli maruziyeti takiben Anneksin V-FITC/PI yöntemi ile değerlendirildi.  

24 saat glifosat uygulanan HepG2 hücrelerinde erken apoptoz ve geç apoptoz 

görülmesi kontrol grubu ile kıyaslandığında; erken apoptozda maruziyet 

konsantrasyonlarında anlamlı değişiklik görülmemiş, geç apoptozda 50 ve 250 µM 

konsantrasyondaki maruziyet grubunda, sırasıyla, %70 (p<0,05) ve %145 (p<0,001) 

artış görülmüştür (Şekil 4-18) (Tablo 4-5). 

Tablo 4-5: Glifosatın HepG2 hücrelerinde 50-250 µM konsantrasyon aralığında Annexin 

V-FITC/PI yöntemi ile apoptotik etkileri. 

Glifosat maruziyet 

konsantrasyonları 

Annexin V-FITC+/PI- 

(erken apoptoz) 

Annexin V-FITC+/PI+ 

(geç apoptoz) 

% Apoptoz oranı ± SD  % Apoptoz oranı ± SD 

Kontrol 100 ± 16,95 100 ± 21,56 

50 µM 96,95 ± 23,13 170 ± 19,55* 

100 µM 117,2 ± 15,33 142,3 ± 21,22 

250 µM 98,2 ± 21,28 245,4 ± 21,06*** 

SD: Standart sapma (‘standard deviation’).Tüm değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir.(n=5). (Kontrol grubundan 

önemli ölçüde farklı: *p<0,05; *** p<0,001; ANOVA-Post Hoc Dunnet testi) 
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Şekil 4-18: HepG2 hücre dizisine 50-250 µM konsantrasyon aralığında glifosat 

maruziyetinin erken apoptoz ve geç apoptoz etkisi 

Tüm değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir.(n=5). K: kontrol. (Kontrol grubundan önemli ölçüde farklı: *p<0,05; 

*** p<0,001; ANOVA-Post Hoc Dunnet testi) 
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 24 saat AMPA uygulanan HepG2 hücrelerinde erken apoptoz ve geç apoptoz 

görülmesi kontrol grubu ile kıyaslandığında; erken apoptozda 100 µM 

konsantrasyondaki AMPA maruziyet grubunda, %116 (p<0,001) artış, geç apoptozda 

50, 100 ve 250 µM konsantrasyondaki AMPA maruziyet grubunda, sırasıyla, %151 

(p<0,001), %123 (p<0,001) ve %41 (p<0,05) artış görülmüştür (Şekil 4-19) (Tablo 4-6). 

 

Tablo 4-6: AMPA’nın HepG2 hücrelerinde 50-500 µM konsantrasyon aralığında Annexin 

V-FITC/PI yöntemi ile apoptotik etkileri. 

AMPA maruziyet 

konsantrasyonları 

Annexin V-FITC+/PI- 

(erken apoptoz) 

Annexin V-FITC+/PI+ 

(geç apoptoz) 

% Apoptoz oranı ± SD % Apoptoz oranı ± SD 

Kontrol 100 ± 23,54 100 ± 24,98 

50 µM 145,69 ± 16,36 250,96± 17,25*** 

100 µM       216,23 ± 13,25*** 223,28 ± 20,89*** 

250 µM 67,25 ± 19,52 141,35 ± 35,47* 

500 µM 93,15 ± 36,32 130,55 ± 14,05 

SD: Standart sapma (‘standard deviation’).Tüm değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir.(n=5). (Kontrol grubundan 

önemli ölçüde farklı: *p<0,05; *** p<0,001; ANOVA-Post Hoc Dunnet testi) 
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Şekil 4-19: HepG2 hücre dizisine 50-500 µM konsantrasyon aralığında AMPA 

maruziyetinin erken apoptoz ve geç apoptoz üzerine etkisi. 

Tüm değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir.(n=5). K: kontrol. (Kontrol grubundan önemli ölçüde farklı: *p<0,05; ** 

p<0,01 *** p<0,001; ANOVA-Post Hoc Dunnet testi) 

 

 

 



81 

 

4.6.1. Apoptoz İle İlişkili Genlerin ifadesindeki değişiklikler 

Tez çalışmasında 24 saat glifosat ve AMPA maruziyeti yapılan HepG2 

hücrelerinde apoptoz ile ilişkili genlerin (p53, BAX, BCL-2, CASP-3, CASP-9) gen 

ekspresyonları real-time PCR ile analiz edildi. BCL-2 gen ekspresyonunda hem glifosat 

hem de AMPA maruziyetinde değişiklik gözlenmez iken, p53, BAX, CASP-3 ve CASP-

9 genlerinde ise glifosat ve AMPA maruziyet gruplarında kontrole kıyasla anlamlı 

değişiklikler gözlendi. 

 P53 geni: 50 ve 250 µM glifosat maruziyet konsantrasyonlarında sırasıyla 1,23 

ve 1,32 kat anlamlı olmayan artış, 100 µM maruziyet konsantrasyonunda 1,68 (p<0,01) 

kat anlamlı artış; AMPA’da 250 µM maruziyet konsantrasyonunda 1,32 kat anlamlı 

olmayan artış, 50, 100 ve 500 µM maruziyet konsantrasyonlarında sırasıyla 1,60 

(p<0,05), 1,90 (p<0,001) ve 1,49 (p<0,05) kat anlamlı artış tespit edildi (Şekil 4-20). 
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Şekil 4-20: 24 saat boyunca 0-250 µM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 µM 

konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hücre dizisinde p53 

geninde relatif ekspresyon seviyeleri. 
Tüm değerler ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. (n=3).  

* kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,05; 

** kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,01  (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi). 
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BAX geni: 50 ve 100 µM glifosat maruziyet konsantrasyonlarında sırasıyla 1,10 

ve 1,23 kat anlamlı olmayan artış, 250 µM maruziyet konsantrasyonunda 1,91 

(p<0,001) kat anlamlı artış; AMPA’da 500 µM maruziyet konsantrasyonunda 1,15 kat 

anlamlı olmayan artış, 50, 100 ve 250 µM maruziyet konsantrasyonunda sırasıyla 2,18 

(p<0,001), 1,82 (p<0,001) ve 1,83 (p<0,001) kat anlamlı artış tespit edildi (Şekil 4-21). 
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Şekil 4-21: 24 saat boyunca 0-250 µM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 µM 

konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hücre dizisinde BAX 

geninde relatif ekspresyon seviyeleri. 
Tüm değerler ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. (n=3).  

*** kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,001  (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi). 

 

 CASP-3 geni: 250 µM glifosat maruziyet konsantrasyonunda 1,28 kat anlamlı 

olmayan azalma, 50 ve 100 µM maruziyet konsantrasyonlarında sırasıyla 1,57 

(p<0,001), ve 1,37 (p<0,01) kat anlamlı artış; AMPA’da 50, 100, 250 ve 500 µM 

maruziyet konsantrasyonunda sırasıyla 2,97 (p<0,001), 2,60 (p<0,001), 2,40 (p<0,001) 

ve 2,24 (p<0,001) kat  anlamlı artış tespit edildi (Şekil 4-22). 
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Şekil 4-22: 24 saat boyunca 0-250 µM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 µM 

konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hücre dizisinde CASP-

3 geninde relatif ekspresyon seviyeleri. 
Tüm değerler ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. (n=3).  

** kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,01;  

*** kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,001  (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi). 
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CASP-9 geni: 50 ve 250 µM glifosat maruziyet konsantrasyonlarında 1,17 kat 

anlamlı olmayan artış, 100 µM maruziyet konsantrasyonunda 1,83 (p<0,001) kat 

anlamlı artış; AMPA’da 100 µM maruziyet konsantrasyonunda 0,93 kat anlamlı 

olmayan azalma, 250 ve 500 µM maruziyet konsantrasyonlarında ise sırasıyla 1,39 kat 

ve 1,46 kat anlamlı olmayan artış tespit edildi. 50 µM maruziyet konsantrasyonunda 

2,51 (p<0,001) kat anlamlı artış tespit edildi (Şekil 4-23). 
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Şekil 4-23: 24 saat boyunca 0-250 µM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 µM 

konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hücre dizisinde CASP-

9 geninde relatif ekspresyon seviyeleri. 
Tüm değerler ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. (n=3).  

*** kontrol grubundan önemli ölçüde farklı p<0,001  (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi). 

 

BCL-2 geni: 50, 100 ve 250 µM glifosat maruziyet konsantrasyonlarında ve 50, 

100, 250 ve 500 µM AMPA maruziyet konsantrasyonlarında kontrol grubuna kıyasla 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark görülmemiştir (Şekil 4-24). 
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Şekil 4-24: 24 saat boyunca 0-250 µM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 µM 

konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hücre dizisinde BCL-2 

geninde relatif ekspresyon seviyeleri. 
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5. TARTIŞMA 

Glifosat tarım alanlarında yabani otların yok edilmesi için kullanılan geniş 

spektrumlu herbisittir (Webster ve ark., 2014). Glifosatın herbisit etkisi, Monsanto® 

şirketinden (St. Louis, MO, ABD) kimyager John Franz tarafından 1970 yılında 

keşfedilmiştir ve birkaç yıl sonra ilk glifosat bazlı herbisit olan Roundup® üretilmiştir 

(Davoren ve Schiestl, 2018). Günümüzde dünya çapında 100'den fazla ülkede farklı 

markalar altında yüzlerce glifosat bazlı herbisit ticari olarak satılmaktadır (Williams ve 

ark., 2000). Glifosat, dünya genelinde en çok kullanılan herbisittir (Benbrook, 2016). 

Yıllar içinde glifosat kullanımında meydana gelen hızlı artış, insan sağlığına olası 

olumsuz sonuçlar konusunda artan endişelere neden olmuştur. Bu nedenle, glifosatın 

insan sağlığı üzerindeki toksik etkileri hakkında yapılan çalışmaların sayısı son yıllarda 

artmıştır (Tarazona ve ark., 2017). Glifosat tarım alanlarında yoğun bir şekilde 

uygulanmakta ve kalıntıları sıkça bitkilerde, toprakta, suda, gıda ürünlerinde ve 

dolayısıyla maruziyet sonucu insan idrarında da tespit edilmektedir (Chiesa ve ark., 

2019). Glifosatın çevre ve insanlar üzerindeki potansiyel etkilerini incelemek amacıyla 

farelerde yapılan kronik toksisite çalışmaları glifosatın karaciğer ve böbrek üzerinde 

toksik etkilerini ortaya çıkarmıştır (Myers ve ark., 2016). Ayrıca, Richard ve ark. (2005) 

tarafından yapılan bir çalışmada glifosatın insan plasenta hücrelerinde toksik etkisinin 

olduğunu ve östrojen sentezinden sorumlu olan aromataz aktivitesini bozabileceğini 

göstermiştir. Çalışma ayrıca, glifosat içeren bir ticari ürün olan Roundup'ın, glifosattan 

daha toksik olduğunu vurgulamıştır.  

Glifosatın insan sağlığı üzerindeki potansiyel zararlı etkileri konusunda devam 

eden bir tartışma olsa da, çalışmalar karaciğer ve böbrek fonksiyon bozuklukları, 

kanser, nörotoksisite, üreme ve gelişim toksisitesi gibi olumsuz etkileri göstermektedir 

(Gui ve ark., 2012; Guyton ve ark., 2015; Hao ve ark., 2019; Kwiatkowska ve ark., 

2020). Dolayısıyla glifosatın insanlar ve çevre üzerindeki toksik etkilerinin tam olarak 

anlaşılabilmesi için toksisitede rol oynayan mekanizmaların aydınlatılması ihtiyaç 

vardır. 

Tez çalışmasında glifosat ve metaboliti olan AMPA’nın toksik etkilerinde 

epigenetik mekanizmaların ve apoptozun rolünün araştırılması amaçlanmıştır. Bu 

amaçla, tez çalışmasında HepG2 hücre dizisinde glifosat ve metaboliti olan AMPA’nın 
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belirli konsantrasyonlarda hücrelere maruziyeti sonucu; sitotoksik etkileri, global DNA 

metilasyonu, global histon modifikasyonları ve apoptoz üzerine etkileri araştırıldı. 

Ksenobiyotiklerin karaciğerde metabolize olmaları ve glifosatın da karaciğer üzerine 

toksik etkilerinin bulunması sebebiyle tez çalışmasında uygun bir hücre kültürü modeli 

olarak karaciğer hücreleri seçildi. 

Daha önce yüksek lisans tezinde çalışılan glifosatın en yüksek konsantrasyonda 

(5 mM) IC50 değerine ulaşılamamıştır (Mehtiyev ve ark., 2023). Doktora tezi 

kapsamında daha yüksek konsantrasyonlar çalışılmıştır. Tez çalışmasında, 24 saat süre 

ile 0-10 mM konsantrasyon aralığında glifosat ve AMPA’nın HepG2 hücre dizisinde 

hücre canlılığı üzerine etkilerini değerlendirmek için MTT testi uygulanmıştır. HepG2 

hücrelerinde MTT testinde IC50 değerleri glifosat için sırasıyla 6,19 mM ve AMPA için 

ise 8,13 mM olarak belirlendi. Bu sonuçlara göre glifosatın AMPA’ya göre daha 

sitotoksik olduğu gözlendi. Benzer bir çalışmada 48 saat süre ile 0,1-10 mM 

konsantrasyon aralığında MTT testi uygulanarak glifosat ve AMPA maruziyeti sonucu 

SH-SY5Y hücre dizisinde IC50 değeri sırasıyla 5,36 mM ve 9,93 mM bulunmuştur 

(Martinez ve ark., 2020). Yapılan diğer çalışmalarda, MTT testi ile belirlenen glifosat 

sitotoksisitesi, insan fibroblast hücrelerinde (IC50 değeri >75 mM) (Lueken ve ark., 

2004), insan karaciğer HepG2 hücrelerinde (IC50 değeri >10 mM) (Gasnier ve ark., 

2009) ve PC12 hücrelerinde (IC50 değeri >40 mM) (Gui ve ark., 2012) rapor edilmiştir. 

Glifosatın izopropilamin tuzunun 24 saat süre ile farklı konsantrasyonlarda maruziyeti 

sonucunda SH-SY5Y hücre dizisinde IC50 değeri yaklaşık olarak 5,51 mM iken, aynı 

çalışmada HepG2 ve A549 hücre dizilerinde 14 mM'ın üzerinde bulunmuştur. (Hao ve 

ark., 2019). Glifosat ve AMPA’nın 500-2000 mg/L konsantrasyon aralığında Vibrio 

fischeri ve Tetrahymena pyriformis mikroorganizmaları üzerinde yapılan sitotoksisite 

çalışmasında, glifosatın AMPA’ya göre daha toksik olduğu görülmüştür (Bonnet ve 

ark., 2007). Glifosat ve AMPA’nın sitotoksik etkilerini doğrulayan çok sayıda çalışma 

olmasına rağmen sitotoksik etkilerinin hücre tipine ve maruziyet süresine bağlı olarak 

değişkenlik gösterdiği gözlenmektedir (Hao ve ark., 2019). Tez çalışmasından elde 

edilen sonuçlar ve yapılan çalışmalar glifosatın sitotoksisite potansiyelinin AMPA’ya 

göre daha fazla olduğunu göstermektedir. 

DNA metilasyonu, memelilerde yoğun olarak çalışılan epigenetik 

modifikasyonlardan biridir. Normal hücrelerde, gen ekspresyonunun düzenlenmesini ve 
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gen susturmanın devamlılığını sağlar. DNA metilasyonu, histon modifikasyonları ile 

ilişkilidir ve bu epigenetik modifikasyonların etkileşimi, kromatin yapısını değiştirerek 

genomun işleyişini düzenlemek için kritiktir (Kulis ve Esteller, 2010). Global DNA 

metilasyonunun genetik ifadeyi düzenlemede önemli bir rol oynamakta ve metilasyon 

seviyelerinde oluşan değişikliklerin kanser dahil olmak üzere çeşitli hastalıklara yol 

açabileceği düşünülmektedir (Esteller, 2008). Tez çalışmasında, global DNA 

metilasyonu seviyelerini incelemek için HepG2 hücrelerine 24 saat glifosat ve AMPA 

maruziyeti sonucu; kontrol grubuna kıyasla glifosat 250 µM konsantrasyon maruziyet 

grubunda, AMPA’da ise 100 ve 250 µM konsantrasyon maruziyet gruplarında DNA 

metilasyonunda anlamlı artış gözlenmiştir. Ergun ve Cayir (2021) tarafından 

gerçekleştirilen bir çalışmada insan akciğer epitel hücrelerinde (A549) 1500 μM 

konsantrasyonda 24 saat glifosat maruziyeti sonucu global %5-mC oranında kontrole 

kıyasla >6 kat artış olduğu gösterilmiştir. Kubsad ve ark. (2019), sıçanlar üzerinde 

yapılan çalışmada, gebeliğin 8-14 günleri arasında günlük 25 mg/kg glifosat uygulanan 

sıçanlarda F1 F2 ve F3 nesillerin sperm hücrelerinin DNA metilasyon seviyelerinde 

belirgin bir artış olduğu tespit edildi. Benzer bir çalışmada da 25 mg/kg glifosat 

uygulanan sıçanlarda sperm hücrelerinde DNA metilasyonu bölgelerinin gözlendiği ve 

F1 neslinden itibaren hastalıkların sonraki nesillere aktarıldığı gözlenmiştir (Ben 

Maamar ve ark., 2021). Bu çalışmalar aynı zamanda, sperm hücrelerindeki DNA 

metilasyonunun epigenetik olarak nesiller arası kalıtımda rol oynadığını göstermiştir.  

Pestisitlerin neden olduğu oksidatif stres ve oluşan serbest hidroksil radikalleri 

(OH−) 5‐hidroksimetilsitozin (5hmC) oluşturarak global DNA metilasyonunda 

değişikliklere neden olabilir. (Fratelli ve ark., 2005; Martinez ve ark., 2020; Solomon ve 

ark., 2007; Yu ve ark., 2008). Bunun dışında DNA metilasyon mekanizmasında yer alan 

DNA metiltransferaz enzimlerinin etkilenmesi sonucu (Shepherd ve ark., 2006), ve bazı 

immünotoksik etkiler (Daniel ve ark., 2001) DNA metilasyon mekanizmalarını 

etkileyebilir. Tez çalışmasında, global DNA metilasyonu ile ilişkili genlerin 

ekspresyonunda kontrol grubuna kıyasla: DNMT1 geni için 50 µM, 100 µM ve 250 µM 

konsantrasyonlarda glifosat ≥2,64 kat, 50 µM ve 100 µM konsantrasyonda AMPA 

≥2,44 kat anlamlı artışa; DNMT3A geni için 50 µM, 100 µM ve 250 µM 

konsantrasyonda glifosat ≥1,73 kat, 100 µM, 250 µM ve 500 µM konsantrasyonlarda 

AMPA ≥1,65 kat anlamlı artışa; DNMT3B geni geni için 250 µM konsantrasyonda 

glifosat 2,53 kat, 250 µM ve 500 µM konsantrasyonlarda AMPA ≥1,65 kat, anlamlı 



87 

 

artışa neden olduğu gösterildi. Wozniak ve ark. (2021) yaptığı çalışmada 24 saat 

boyunca PBMC hücrelerine 0,5, 10, 100  µM konsantrasyonlarda glifosat, 10 ve 250 

µM konsantrasyonlarındaki AMPA maruziyeti sonucu kontrole kıyasla DNMT1 gen 

ekspresyonunda hem glifosat hem de AMPA maruziyetinde, DNMT3A gen 

ekspresyonunda ise sadece glifosat maruziyetinde istatistiksel olarak anlamlı bir artış 

görülmüştür. Oryzias latipes balığı üzerinde yapılan çalışmada 15 gün boyunca 0,5 

mg/L glifosat maruziyeti sonucu DNA metilasyon mekanizmasındaki değişiklikler 

tespit edilmiş ve DNMT1 ve DNMT3A gen ekspresyonunda istatistiksel artış 

gözlenmiştir (Smith ve ark., 2019). Sıçanlara iki yıl boyunca günde 4 ng/kg 

konsantrasyonda oral yoldan maruziyet uygulanan bir çalışmada DNMT3A gen 

ekspresyonunun arttığı görüldü (Mesnage ve ark., 2015a). Başka bir çalışmada sıçanlara 

uygulanan 1500 µM konsantrasyonda glifosat formülasyonu (Roundup®) maruziyeti 

sonrasında karaciğer ve böbrek hücrelerinde DNMT3B ve DNMT3A ekspresyonunda 

artış gözlendi (Ergun ve Cayir, 2021). 

Kimyasalların DNA'yı doğrudan veya dolaylı olarak transkripsiyon faktörlerini  

etkilemesi yoluyla kromatin yapısında epigenetik modifikasyonlar gözlenebilir. H3 

proteininin H3K9me3 ve H3K27me3 şeklinde trimetil modifikasyonunun 

transkripsiyonel aktiviteyi ve heterokromatinin yoğunlaşmasını azalttığı gösterilmiştir. 

Asetilasyon ise nükleozomdan uzanan histon kuyruklarındaki lizin kalıntılarına negatif 

bir yük ekler. Bu negatif yükler, negatif yüklü DNA'yı iter ve sonuç olarak gevşek bir 

kromatin yapısı oluşur. Açık kromatin yapısı, transkripsiyon faktörlerinin bağlanmasına 

ve gen ekspresyonunun önemli ölçüde artmasına olanak tanır. Asetil gruplar, histon H3 

ve H4 lizin kalıntılarına histon asetiltransferazlar (HAT) tarafından eklenir ve 

deasetilazlar (HDAC) tarafından çıkarılır (Roth ve ark., 2001). Wozniak ve ark. (2021) 

tarafından PBMC hücrelerinde glifosat ve AMPA'nın 0.5 - 100 μM arasında değişen 

konsantrasyonlarda histon metilasyonu modifikasyonunda yer alan genlerin (EHMT1, 

EHMT2) ve histon deasetilasyon modifikasyonunda yer alan genlerin (HDAC3, 

HDAC5) gen ifadesi üzerindeki etkileri araştırılmıştır. Elde edilen verilere göre glifosat 

0.5, 10 ve 100 μM konsantrasyonlarda, AMPA ise 250 μM konsantrasyonda HDAC3 

geninin ifadesini değiştirdiği görülmüştür. Sıçanlar üzerinde yapılan incelemede, histon 

modifikasyonları kromatin immunopresipitasyon yöntemi ile incelenmiş ve glifosat 

bazlı herbisitlere maruz kalan sıçanlarda H4 asetilasyonu ve H3K9 trimetilasyonu 

(H3K9me3) artış gösterirken H3K27 trimetilasyonunda (H3K27me3) azalma 
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gözlenmiştir (Lorenz ve ark., 2019). Tez çalışmasında ise, 24 saat 50-250 µM 

konsantrasyonlarında glifosat ve 50-500 µM konsantrasyonlarında AMPA maruziyeti 

yapılan HepG2 hücrelerinde H3K27me3, H3K9me3, H3K9ac seviyelerinde kontrol 

grubuna kıyasla; H3K27me3 seviyesinde glifosat maruziyetinde 100 µM 

konsantrasyonda 1,34 kat anlamlı artış tespit edildi. AMPA maruziyetinde ise 500 µM 

konsantrasyonda 1,56 kat anlamlı artış tespit edildi. H3K9me3 seviyesinde glifosat 

maruziyetinde 250 µM konsantrasyonda 1,61 kat anlamlı artış tespit edildi. AMPA 

maruziyetinde ise 250 ve 500 µM konsantrasyonlarda sırasıyla 1,65 kat ve 1,75 kat 

anlamlı artış tespit edildi. H3K9ac seviyesinde glifosat maruziyetinde 50 µM ve 250 

µM konsantrasyonda sırasıyla 1,33 kat ve 1,78 kat anlamlı artış tespit edildi. AMPA 

maruziyetinde ise 500 µM konsantrasyonda 1,57 kat anlamlı artış tespit edildi. Tez 

çalışmasından elde edilen sonuçlara göre glifosat ve AMPA maruziyetinin karaciğer 

hücrelerinde global histon modifikasyonlara etkisinin olabileceği gösterilmiştir. 

Histon modifikasyonları ile apoptoz arasındaki ilişkiye dair önemli çalışmalar 

bulunmaktadır. Konishi ve ark. (2003) histon proteinlerinin apoptotik sinyallerin 

çekirdekten mitokondriye iletilmesinde önemli bir rol oynayabileceğini göstermiştir. 

Lösemik hücrelerde erken apoptoz sırasında trimetillenmiş histon proteini ve 

internükleozomal olarak parçalanmış DNA'nın salınması, epigenetik olaylar ile apoptoz 

arasında bağlantılar sağlamaktadır (Boix-Chornet ve ark., 2006). 

HMT geni olan G9a, histon H3 metilasyonu için önemli bir enzim olup, 

epigenetik modifikasyonlarda görev almaktadır (Kim ve ark., 2009; Shinkai ve 

Tachibana, 2011; Tachibana ve ark., 2002). G9a, kanser hücrelerinde yüksek düzeyde 

eksprese olur ve kanser invazyonu ve metastaz gelişmesinde önemli bir rol oynar. 

İnvaziv akciğer kanseri hücrelerinde G9a’nın baskılanması, in vitro ve in vivo kanser 

invazyonunu ve metastazı inhibe ettiği görülmüştür (Chen ve ark., 2010). G9a’nın 

nöroblastom hücrelerinde proliferasyon ve apoptoz üzerindeki etkileri araştırılmış ve 

G9a inhibisyonunun apoptozu tetiklediği ve hücre proliferasyonunu düzenlenlediği 

görülmüştür (Lu ve ark., 2013). Tez çalışmasında, G9a geni ekspresyonunda kontrol 

grubuna kıyasla; 50, 100 ve 250 µM konsantrasyonlarda glifosat maruziyeti sonrası 

≥1,95 kat, 100 ve 250 µM konsantrasyonlarda AMPA maruziyeti sonrası ≥1,64 kat 

anlamlı artış bulunmuştur. PBMC hücrelerinde yapılan in vitro çalışmada, glifosat ve 

AMPA ile 24 saat boyunca maruziyet gerçekleştirilen hücrelerde G9a gen ifadesinde 

istatistiksel olarak anlamlı bir değişiklik olmadığını rapor edilmiştir ancak glifosat ve 
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AMPA maruziyetinin G9a gen ifadesinde artış eğilimi gösterdiği gözlenmiştir 

(Wozniak ve ark., 2021).  Tez çalışmasında, EZH2 geni ekspresyonunda kontrol 

grubuna kıyasla; 250 µM konsantrasyonda glifosat maruziyetinde 2,37 kat; 100, 250 ve 

500 µM konsantrasyonlarda AMPA maruziyetinde ≥2,14 kat anlamlı artış bulunmuştur. 

Kanser hücrelerinde, EZH2 geni genellikle aşırı ifade edilir. Bu aşırı ifade, 

H3K27me3'ün artmasına yol açar ve tümör baskılayıcı ve apoptoz ile ilişkili genlerin 

ifadesini baskılayabilir (Zhang ve ark., 2014). Dolayısıyla, tez çalışmasında G9a ve 

EZH2 ekspresyonundaki artışın kanser gelişimine katkısı olabileceği düşünülmekte 

ancak burada rol oynayan mekanizmaların apoptoz ile ilişkili olmadığı gösterilmiştir.  

En önemli H3K9 metiltransferazlardan biri de SUV39H1’dir. Histon 3 lizin 9'un 

trimetillenmesi (H3K9me3), gen promotorlarında gen ifadesini susturan önemli bir 

epigenetik mekanizmadır (Loyola ve ark., 2009). Yapılan bir araştırmada insan 

kolorektal karsinom hücresinde (CRC), FAS protein ifadesinin belirgin bir şekilde 

azalması, SUV39H1 ifadesinin ise belirgin bir şekilde arttığı görülmüştür. SUV39H1 

seçici inhibitör (F5446) ajan kullanımı sonrasında ise, FAS promotorundaki H3K9me3 

baskısı azaltılmış ve FAS ifadesinin arttığı gözlenmiştir. Bunun dışında p53 aktivasyonu 

ile FAS ifadesi transkripsiyonel olarak etkinleştirebilir ve ekstrinsik yol aracılığıyla 

hücre apoptoza sürüklenebilir (Müller ve ark., 1998). Dolayısıyla in vitro koşullarda 

metastatik kolon karsinom hücrelerinde apoptozun tetiklendiği ve büyüme 

inhibisyonunun konsantrasyona bağlı bir şekilde arttığı gözlenmiştir (Lu ve ark., 2020). 

Tez çalışmasında, SUV39H1 geni ekspresyonunda kontrol grubuna kıyasla; 50 µM, 100 

µM ve 250 µM konsantrasyonlarda glifosat maruziyeti sonrası 0,37 kat, 0,40 kat ve 0,28 

kat anlamlı azalma tespit edildi.; 0-500 µM konsantrasyonlarda AMPA maruziyeti 

sonrası ise herhangi anlamlı değişiklik bulunamamıştır. SETD1B histon H3K4 

metilasyonu için önemli bir enzim olup, epigenetik modifikasyonlarda görev almaktadır 

(Davie ve ark., 2015). Tez çalışmasında, SETD1B geni ekspresyonunda kontrol grubuna 

kıyasla; 100 ve 250 µM konsantrasyonlarda glifosat maruziyeti sonrası ≥2,45 kat; 100, 

250 ve 500 µM konsantrasyonlarda AMPA maruziyeti sonrası ≥2,15 kat anlamlı artış 

bulunmuştur. SETD1B’nin aşırı ekspresyonu apoptozu tetikleyebilir. Bu durum, 

SETD1B’nin H3K4 metilasyonunun yanı sıra H3K9 metilasyonunda da görev alması ile 

ilişkili olabilir. H3K9'un metilasyonu, p53 gibi apoptotik genlerin aktive olmasına 

neden olabilir. p53, hücre döngüsünü durduran ve apoptozu tetikleyen tümör baskılayıcı 
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genidir. Dolayısıyla, p53 aktivasyonu hücrelerde apoptozu tetikleyebilir (Olcina ve ark., 

2016).  

Histon asetiltransferazların (HAT) FAS proteininin aşırı  ifadesi ile ilişkili 

olduğuna dair bilgiler mevcuttur (Ren ve ark., 2015).  Yapılan bir araştırmada insan 

akciğer kanser hücrelerinde HAT ailesinin bir üyesi olan HAT1'in ekspresyonunun FAS 

ekspresyonunu tetikleyerek apoptozu indüklediği gözlenmiştir (Han ve ark., 2017). Tez 

çalışmasında, HAT1 geni ekspresyonunda kontrol grubuna kıyasla; 50, 100 ve 250 µM 

konsantrasyonlarda glifosat maruziyeti sonrası ≥ 2,54 kat, 50, 100 ve 250 µM 

konsantrasyonlarda AMPA maruziyeti sonrası ≥ 2,40 kat anlamlı artış bulunmuştur. 

SIRT1 memelilerde keşfedilen ilk SIRT gen ailesinin üyesidir ve yaşam süresini 

arttırmada rol oynayan en kapsamlı şekilde çalışılmış bir SIRT proteinidir (Bonkowski 

ve Sinclair, 2016). SIRT1 aracılı deasetilasyonun, hücresel yaşlanma, apoptoz, şeker, 

lipid metabolizması, oksidatif stres ve inflamasyon gibi birçok biyolojik süreçlerde 

önemli etkileri vardır. (He ve ark., 2021; Qiang ve ark., 2011; Rada ve ark., 2018; 

Caiyue Xu ve ark., 2020). Bu nedenle, SIRT1 ekspresyonu ve fonksiyonunda meydana 

gelen küçük değişiklikler bile hücresel yanıt üzerinde önemli etkiye sahip olabilir. Tez 

çalışmasında, SIRT1 geni ekspresyonunda kontrol grubuna kıyasla; 100 ve 250 µM 

konsantrasyonlarda glifosat maruziyeti sonrası ≥2,57 kat; 50 ve 100 µM 

konsantrasyonlarda AMPA maruziyeti sonrası ≥ 2,63 kat anlamlı artış bulunmuştur. 

Tez çalışmasında, 24 saat glifosat ve AMPA uygulanan  HepG2 hücrelerinde 

Annexin V ve PI boyaları kullanılarak flow sitometri cihazı ile %apoptoz oranına 

bakıldığında, kontrol grubuna kıyasla maruziyet gruplarında değişiklikler gözlenmiş 

olup, erken apoptoz ve geç apoptoz oluşumunda istatistiksel olarak anlamlı değişiklikler 

olduğu görülmüştür. HepG2 hücrelerinde 50-250 µM glifosat ve 50-500 µM AMPA 

maruziyeti sonrası kontrol grubu ile kıyaslandığında erken apoptozda; Glifosat 

maruziyet gruplarında değişiklik görülmemiş, AMPA, 100 µM maruziyet grubunda 

istatistiksel olarak anlamlı artış görülmüştür. Geç apoptozda; Gifosat 50 ve 250 µM 

maruziyet gruplarında istatistiksel olarak anlamlı artış, AMPA 50 100 ve 250 µM 

maruziyet gruplarında istatistiksel olarak anlamlı artış görülmüştür. Yapılan bir 

araştırmada glifosat ve AMPA’nın 4 saat 0,01-5 mM maruziyet konsantrasyonlarında 

PBMC hücre dizisine maruziyeti sonucunda 0,5 ve 5 mM konsantrasyon grubunda 

glifosat ve 5 mM konsantrasyon grubunda AMPA maruziyeti sonucu kontrol grubuna 

kıyasla apoptozda anlamlı artış (p<0,001) olduğu görülmüştür (Kwiatkowska ve ark., 
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2020). Yine aynı çalışmada CASP3 ve CASP9 aktivitelerinde kontrole kıyasla 

istatistiksel olarak anlamlı artış tespit edilmiştir (Kwiatkowska ve ark., 2020). Başka bir  

çalışmada Annexin V ve PI boyaları kullanılarak flow sitometri analizi sonucu C4-2B 

ve PC-3 hücre dizisinde 24, 48 ve 72 saat 50 mM AMPA maruziyeti sonucunda 

maruziyet süresiyle doğru orantılı olarak apoptozda istatistiksel olarak %40’ın üzerinde 

anlamlı artış olduğu gözlenmiştir (Li ve ark., 2013). Martini ve ark. (2012), yaptığı 

çalışmada annexin-V ve PI kullanarak 3T3-L1 hücre dizisinde (fibroblastlar) 1.55 mM 

konsantrasyonda glifosat içeren ticari bir ürünün, kontrole kıyasla apoptotik hücrelerin 

sayısında anlamlı bir artışa neden olduğunu bulmuşlardır. 

BCL-2, hücrenin hayatta kalmasını teşvik eden ve apoptoza karşı koruyucu bir 

gen ailesidir. BAX geni ise mitokondriyal membran geçirgenliğini artırarak apoptozu 

teşvik eden pro-apoptotik bir sinyal olarak işlev görür (Goldblatt ve ark., 2021). Bir 

diğer apoptozu düzenleyen faktör olan kaspazlar ise bir grup sistein proteazıdır ve 

apoptozun gerçekleşmesinde görev alırlar. Özellikle CASP3 ve CASP9’un aktivasyonu, 

apoptozu tetikleyen kritik faktördür (Zou ve ark., 1999). Apoptoz, hücre ölümüne yol 

açan süreçtir ve bu süreç mitokondri bütünlüğü ve ATP seviyesi ile ilişkili olarak 

şekillenmektedir. Yapılan bir araştırmada, Zebra balığı larvalarının glifosata maruz 

kalması sonrasında ATP seviyelerinin azaldığı ve glifosatın neden olduğu toksisitenin 

apoptoz ile ilişkili olabileceği gösterilmektedir (Lu ve ark., 2022). Bu araştırmada, 30, 

60 ve 90 µg/ml konsantrasyonlarda 72 saat glifosata maruz kalan larvalarda BAX 

seviyelerinde artışlar ve BCL-2 seviyelerinde azalmalar gözlenmiştir. Bununla birlikte 

glifosata maruz kalan larvalarda CASP3 ve CASP9 seviyelerinin arttığı gözlenmiştir (Lu 

ve ark., 2022). Diğer bir araştırmada 50-200 mg/kg glifosat ve glifosat bazlı bir herbisit 

formülasyonuna (Trop®) 5 gün boyunca maruz bırakılan farelerde karaciğer, akciğer ve 

böbrekte oksidatif stres belirteçlerinde ve aynı zamanda p53, BAX ve BCL2 

proteinlerinin ekspresyonunda anlamlı değişiklikler görülmüştür (Locatelli ve ark., 

2022). Li ve ark. (2013) yaptığı çalışmada AMPA’nın, prostat kanseri hücrelerinde (C4-

2B) p53 protein seviyelerinin arttırdığını ve bunun da apoptoz ile ilişkili olduğunu 

belirtmiştir. Tez çalışmasında, apoptoz ile ilişkili genlerin ekspresyonunda kontrol 

grubuna kıyasla: p53 geni için 100 µM konsantrasyonda glifosat 1,68 kat, 50, 100 ve 

500 µM konsantrasyonda AMPA ise ≥1,49 kat anlamlı artışa; BAX geni için 250 µM 

konsantrasyonda glifosat 1,91 kat kat, 50, 100 ve 250 µM konsantrasyonlarda AMPA 

ise ≥1,82 kat anlamlı artışa; CASP-3 geni geni için 50 ve 100 µM konsantrasyonlarda 
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glifosat ≥1,37 kat, 50, 100, 250 ve 500 µM konsantrasyonda AMPA, ≥ 2,24 kat anlamlı 

artışa; CASP-9 geni için ise 100 µM konsantrasyonda glifosat 1,83 kat, 50 µM 

konsantrasyonlarda AMPA, 2,51 kat anlamlı artışa neden olduğu gösterildi. Çalışılan 

konsantrasyon aralığında glifosat ve AMPA maruziyeti yapılan HepG2 hücrelerinde 

apoptoz seviyelerindeki artış ile apoptoz ile ilşkili genlerinin mRNA seviyelerindeki 

artışın birbiriyle ve literatürle tutarlı olduğu gözlendi. 

Sonuç olarak, tez çalışmasından elde edilen veriler de göz önüne alındığında 

HepG2 hücrelerindeki sitotoksik etki potansiyeleri kıyaslandığında glifosatın AMPA’ya 

kıyasla daha toksik olduğu gözlenmiştir. Glifosatın toksisitesinde epigenetik etkilerin 

rolünün incelenemesinde; global DNA metilasyonunda ve global histon 

modifikasyonlarında değişikliklerin gözlenmesi ve bu mekanizmalara etki eden genlerin 

gen ifadelerindeki değişiklikler önemli göstergeler olarak ortaya çıkmaktadır.  

Glifosatın ve AMPA’nın apoptozu tetiklediği ve apoptoz oluşumunda rol oynayan 

genlerin (p53, BAX, CASP3, CASP9) ekspresyonunu etkilediği gösterilmiştir. Bunun 

yanında, glifosat ve metaboliti AMPA’nın apoptoz ve epigenetik mekanizmalar üzerine 

etkileri değerlendirilmiş olup, bu mekanizmalar arasında ilişki olabileceği 

düşünülmektedir. Özellikle hücre döngüsünün ve apoptozun kontrol edilmesinde kritik 

görevi olan p53 proteinin, HepG2 hücrelerinde bazı histon metil transferaz (SUV39H1, 

SETD1B) ve histon asetil transferaz (HAT1) enzimleri aracılığıyla dolaylı yoldan aktive 

edildiği ve böylece apoptozun başlatıldığı düşünülmektedir. Tez çalışmasından elde 

edilen sonuçların, risk değerlendirme sürecinde glifosatın toksisitesinde ortaya çıkan 

anahtar moleküler mekanizmaların daha iyi anlaşılmasına katkı sağlaması 

beklenmektedir. 
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