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OZET

Mehtiyev, T. (2023). Glifosat ve Metaboliti AMPA'nin Cesitli Hiicre Kiiltiiriinde
Oksidatif Hasar, Apoptoz ve Epigenetik Mekanizmalar Uzerine Etkilerinin
Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglhik Bilimleri Enstitiisii, Farmasotik Toksikoloji
ABD. Doktora Tezi. istanbul.

Glifosat (N-fosfonometil glisin), yabani otlarin yok edilmesinde kullanilan bir herbisit
olup, yiiksek su ¢Oziiniirliigii nedeniyle toprak ve su ekosistemlerini kolayca Kirletebilir.
Bu nedenle ¢evre kirliligine ve canlilarm saghgini tehdit etme riski tasimaktadir.
Doktora tez ¢alismasinda glifosat ve metaboliti aminometilfosfonik asit (AMPA)’ nin
epigenetik modifikasyonlar ve apoptoz iizerine etkisi HepG2 hiicrelerinde incelenerek
toksik etki mekanizmalar1 aydnlatilmaya calisilmistir. 24 saat glifosat ve  AMPA
maruziyeti sonucu HepG?2 hiicrelerinde MTT testi ile 1Cso degeri glifosat i¢in 6,19 mM;
AMPA igin ise 8,13 mM olarak belirlendi. Global DNA metilasyonu seviyelerinde 24
saat 250 uM glifosat maruziyeti ile 1,62 kat; 100 uM ve 250 uM konsantrasyonlarda
AMPA maruziyeti ile 1,43-1,6 kat anlamli artis gozlenirken, DNA metiltransferaz
(DNMT1, DNMT3A, DNMT3B) genlerinin ekspresyon seviyelerinde de anlamli
derecede degisikliklerin  oldugu gosterildi. Ayrica, 24 saat 50-250 uM
konsantrasyonlarda glifosat ve 50-500 uM konsantrasyonlarda AMPA maruziyetinin
western blot teknigi ile global histon modifikasyonlar1 (H3K27me3, H3K9me3,
H3K9ac) iizerinde anlamli degisikliklere neden oldugu ve histon modifikasyonlarinda
rol oynayan genlerin (G9a, EZH2, SUV39H1, SETD1B, HAT1, SIRT1) ekspresyon
seviyelerinde de anlamli degisikliklere neden oldugu gozlendi. HepG2 hiicrelerinde 24
saat 50-250 uM glifosat maruziyeti sonrasi ge¢ apoptozda %70-145; 50-500 uM 24 saat
AMPA maruziyeti sonrasi ise erken apoptozda %116, ge¢ apoptozda %41-151 oraninda
kontrole kiyasla anlamli farkliliklar goézlenmis olup, apoptoz ile iliskili genlerin (p53,
BAX, CASP-3, CASP-9) ekspresyonlarinda da degisikliklerin oldugu gosterildi. Tez
calismasindan elde edilen sonuglarin, glifosatin ve metaboliti AMPA’nin toksisitesinde
ortaya ¢ikan anahtar molekiiler mekanizmalarin daha iyi anlasilmasina katki saglamasi
beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Glifosat; AMPA; epigenetik mekanizmalar; apoptoz, HepG2
hiicreleri.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. 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 1C50 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 uM glyphosate exposure for 24 hours and 1.43-1.6-fold with AMPA exposure at
100 uM and 250 pM 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 uM concentrations and
AMPA at 50-500 uM concentrations caused significant changes on global histone
modifications (H3K27me3, H3K9me3, H3KO9ac) 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 uM glyphosate
exposure, late apoptosis was 70-145%, and after 50-500 uM 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.



1. GIRIS VE AMAC

Glifosat (N-fosfonometil glisin), tarim ve ormanlik bdlgelerdeki istenmeyen
bitkilerin kontrolii amaciyla kullanilan organofosfat grubuna ait genis spektrumlu bir
herbisittir (Chan ve Mahler, 1992). Tiirkiye ve diinyanin gesitli iilkelerinde tarim
alanlarindaki yabani otlarin temizlenmesi amaciyla genis c¢apta kullanilmaktadir
(Dallegrave ve ark., 2007). Glifosat, biiyilk arazi alanlarinda genellikle baska
herbisitlerle doniisiimsiiz bir sekilde, stirekli olarak kullanilir. Glifosatin siirekli
kullanimi, yabani bitkilerde glifosata kars1 direng gelismesine yol agarak, bu herbisidin
etkinliginde azalmaya neden olmustur. (Kolpin ve ark., 2006). Tarimsal iretimi
artirmak i¢in, glifosat bazli herbisitler diger herbisitlerle birlikte yogun bir sekilde
kullanilmakta ve ancak bu kimyasallarm kullanim1 da ¢evre kirliligine yol agmaktadir.
Bu maddeler, uygulandiklar1 bitkilerde, toprakta ve su ortaminda uzun siire kalabilir ve
canli organizmalarda birikimine neden olabilir (Ortiz ve ark., 2004). Glifosata
maruziyet, insanlar i¢cin uygulanan toprakla dogrudan temas etmeleri veya kontamine
olmus su ve besinleri tiiketmelerinin yan1 sira ¢esitli tarim faaliyetlerine bagli olarak da
gergeklesebilir.(Geriglioglu ve ark., 2010). Glifosat kullaniminin artmasi, ayni1 zamanda
olas1 toksisite ve insan sagligina iliskin endiselerin artmasina neden olmustur. Yapilan
arastirmalarda, glifosatin farkli hiicre kiiltiirlerinde oksidatif hasara neden oldugu,
hiicresel hasar, norotoksisite, iireme ve gelisim toksisitesi agisindan toksik etkileri
olabilecegi gozlenmistir (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). Glifosatin ayn1 zamanda kanser olusturma potansiyeli ile iligkili
caligmalar da bulunmaktadir (Chang ve Delzell, 2016; Schinasi ve Leon, 2014).
Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Enstitiisii (‘International Agency for Research on
Cancer’, IARC) tarafindan glifosat insanlar icin muhtemel karsinojen (Grup 2A)
grubunda smiflandirilmistir (IARC, 2015). 2016 yilinda Diinya Saglhk Orgiitii (‘World
Health Organization’, WHO) tarafindan da glifosat ile ilgili yapilan ¢aligma sonuglar1
ve farkli kanser tiirlerinde risk degerlendirme raporlar1 yaymlanmistir (WHO, 2016).

Glifosatin DNA ve kromozomal hasara neden olan genotoksik mekanizmalar
izerine toksik etkilerinin oldugu (Guyton ve ark., 2015; TARC, 2015) ancak non-

genotoksik mekanizmalarin da toksik etkisinde rol oynayabilecegi bildirilmektedir



(Rossetti ve ark., 2021). Glifosat ve metaboliti AMPA’nin in vivo ve in Vitro
calismalarda cesitli epigenetik mekanizmalar araciligiyla tiimor olusumunu tetikledigine
dair calismalar mevcuttur (Duforestel ve ark., 2019; Gaudet ve ark., 2003; Hervouet ve
ark., 2010; Pacaud ve ark., 2014).

Karaciger, viicudun bir¢cok dnemli metabolik ve detoksifikasyon islevini yerine
getiren kritik bir organ olup, ksenobiyotik metabolizmasinda baglica hedef organlardan
biridir. Glifosatin yaygmn kullanimi sonucu 0zellikle karaciger tlizerine ciddi toksik
etkiler (Milic ve ark., 2018; Qi ve ark., 2023) gostermesinden dolay1 tez ¢aligmasinda
insan karaciger kanser hiicre dizisi (HepG2) kullanilmistir. Tez calismasinda glifosat ve
metaboliti aminometil fosfonik asit (AMPA)’in toksik etkilerinde epigenetik
mekanizmalarin ve apoptozun roliiniin karaciger Kkanser hiicrelerinde arastirilmasi

amaclanmastir.

Bu amagla, tez calismasinda HepG2 hiicre dizisinde glifosat ve metaboliti
AMPA’nin, global DNA metilasyonu global histon modifikasyonlari, epigenetik
modifikasyonlarda rol oynayan genlerin ifadesinin tayini ve apoptoz mekanizmalari
iizerine etkileri arastirilmistir. Arastirma bulgulari, glifosat ve AMPA'min karaciger
HepG2 hiicrelerindeki etkilerini, epigenetik modifikasyonlar ve apoptoz agisindan
degerlendirerek, bu maddelerin toksik etki mekanizmalarmin aydinlatilmasina katki
sunacaktir. Tez c¢alismasi gelecekteki c¢alismalar ve regiilasyonlarin gelistirilmesi
stiregleri icin onemli bir temel olusturacak olup, toksik maddelerin kullaniminin
strdiiriilebilirligi ve insan saghgi iizerine etkileri agisindan daha iyi bir sekilde

degerlendirilmesine katkida bulunacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Glifosat

Glifosat, diinya c¢apinda tarim alanlarinda sik kullanilan genis spektrumlu bir
herbisittir. 2014 yilinda, diinya genelinde yaklagik 825.000 ton glifosat igeren
formiilasyonlarin 400 milyon hektarlik bir alana uygulandig: bildirilmistir (Benbrook,
2016). Son yillarda glifosatin yogun bigimde kullanilmasiyla ortaya ¢ikan gevresel
birikim, glifosatin ve onun metaboliti AMPA'nin bitki, hayvan ve insan saglig1 izerinde
potansiyel zararli etkilere dair artan endiselere yol agmustir. (Battaglin ve ark., 2014;
Séralini ve ark., 2014).

2.1.1. Glifosatin Kimyasal Yapisi ve Fizikokimyasal Ozellikleri

Glifosat (N-[fosfonometil]-glisin), suda kolayca ¢6ziinen, polar 6zellik gésteren
ve organik ¢oziicillerde ¢Oziinmeyen asidik bir herbisittir. (Veiga ve ark., 2001).
Glifosat hayvanlarda oksidorediiktaz enzimi tarafindan temel metabolit olan AMPA’ya
metabolize olur (Molin, 1998). Glifosatin metaboliti AMPA da yiiksek polariteye
sahiptir. Glifosat igeren ticari iiriinler genellikle glifosat tuzlariyla formiile edilir ve
membran gecirgenligini artirmak amaciyla yiizey aktif maddeler eklenerek pazarlanir.
(Mitchell ve ark., 1987). Glifosat formiilasyonlar1 arasinda en yaygin kullanilan
glifosatin izopropilamin tuzudur (Tomlin, 2006). Glifosatin ve AMPA’nin a¢ik formulii
Sekil 2-1°de gosterilmektedir. Glifosatin ve AMPA’nin bazi énemli fizikokimyasal
ozellikleri Tablo 2-1°de gosterilmektedir.

0 ’ 0 Glifosat %) O
I oksidorediiktaz
OH OH OH
| (@]
GLIFOSAT AMPA Glioksilat

Sekil 2-1: Glifosatin, metabolitleri AMPA ve glioksilatin kimyasal yapisi. (Swanson ve
ark., 2016)



Tablo 2-1: Glifosatin ve AMPA’mn fizikokimyasal 6zellikleri. (Sigma-Aldrich Uriin
Giivenlik Bilgi Formu, 2014).

Genel Adr: Glifosat AMPA

IUPAC adlandirmasi: 2-(fosfonometilamino) aminometilfosfonik asit
asetik asit

CAS numarast: 1071-83-6 1066-51-9

Gorintis: Fiziksel hali: Kar1; Renk: Fiziksel hali: Kat1; Renk: beyaz

beyaz

Koku: Uygun veri yoktur Uygun veri yoktur

Kimyasal formilii: C3H8NO5P CH6NO3P

Molekiiler agirligi: 169.073 g/mol 111.04 g/mol

pH (su iginde % 1 ¢ozelti): 2,5 2,8

2.2. Glifosata Maruziyet

Genellikle glifosata maruziyet, glifosat kalintilarin1 i¢eren gidalarin tiiketilmesi,
glifosat iceren herbisitlerin dogrudan kullanimi, orman, peyzaj ve tarim alanlarinda,
ayn1 zamanda glifosat igerikli iriinlerin tretildigi veya kullanildig1 is yerlerinde
inhalasyon ve deri temasi yoluyla gergeklesir (EPA, 2009). Glifosat uygulanan
bolgelere yakin evlerin toz drneklerinde glifosat kalntilar1 tespit edilmistir (Curwin ve
ark., 2005). Ekvador'un kuzeyinde glifosat uygulanan bir bolgede yasayan niifusun
glifosat maruziyeti degerlendirilmis ve 24 kisinin kan orneklerinde DNA hasar1 tespit
edilmistir (Paz-y-Mifo ve ark., 2007).

Tarim sektoriinde herbisit kullanimi oldukg¢a yaygindir, bu nedenle tarim iscileri
glifosata daha fazla maruz kalirlar. Ozellikle ilaglama mevsiminde tarm is¢ilerinin idrar
orneklerinde glifosat konsantrasyonlarinda artis gozlenmistir (Abdelghani, 1995).
Yapilan bazi ¢caligmalarda, ¢ocuklarin viicut sivilarinda yetiskinlere kiyasla daha yiiksek
diizeyde glifosat seviyeleri tespit edilmistir (Curwin ve ark., 2007; Jauhiainen ve ark.,
1991; McGuire ve ark., 2016). Bu farkin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte,
kontamine gida ve suyun daha yiiksek oranda tiiketilmesi, metabolizma ve eliminasyon
farkliliklarinin olabilecegi disiiniilmistiir (Landrigan ve Goldman, 2011).Dermal
maruziyet sonrast yapilan bir ¢aligma, yaklasik %0,8-2,2 oraninda perkutan emilim
oldugunu gdstermistir. Bu nedenle hijyen kurallarina uyuldugunda, glifosatin ciltten

uzaklastirilarak deri yoluyla emiliminin engellenebilecegi belirtilmektedir (Wester ve
ark., 1991).



Glifosat uygulanan marul, havug ve arpa tarlalarinda uygulamadan 4-5 ay sonra

sonra bile glifosat kalintilar1 saptanmustir (Sivikova ve Dianovsky, 2006).

2.3. Glifosatin Toksikokinetik Ozellikleri

Absorbsiyon: Hayvan c¢alismalari, glifosatin oral maruziyet sonrasi %30-36
arasinda absorbsiyonunun oldugunu gostermektedir (Brewster ve ark., 1991; Williams
ve ark., 2000). Glifosatin dermal emilimi diisiiktiir (EPA, 1993). Insan deri hiicresinde
gerceklestirilen in vitro bir deneyde uygulanan glifosatin maksimum %2.2'sinin
emildigi gosterilmistir ve absorbsiyon uygulamadan 8 saat sonra en yiiksek diizeye

ulagmustir (Wester ve ark., 1991).

Glifosatin solunum yoluyla absorbsiyonu ile ilgili yapilan bir arastirmada, 48
ciftci lizerinde yapilan bir arastirma sonucunda tarim alanma glifosat iceren herbisit
uygulamasinin ardindan ¢iftcilerin idrar 6rneklerinde glifosat diizeylerinin gozlendigi ve
solunum yoluyla glifosatin emilebilecegi gosterilmistir. Uygulama esnasinda eldiven
kullanmayan ¢ift¢ilerin (14/48) ortalama idrar glifosat konsantrasyonunun eldiven
kullananlara kiyasla daha yiiksek olmasi ise dermal absorpsiyonun da s6z konusu

oldugunu gostermistir (Acquavella ve ark., 2004).

Oral, intravendz ve intraperitoneal yoldan erkek si¢anlarda 5.6-56 mg/kg dozda
glifosat (%99) uygulandig1 bir calismada glifosatin %30'unun emildigi ve sadece oral
yoldan uygulanan 56 mg/kg dozun daha yiiksek oranda (%34) emildigi gdsterilmistir
(Chan ve Mabhler, 1992).

Dagilim: Oral yoldan emilen glifosat, herhangi bir dokuda onemli birikime
ugramadan kolaylikla dagilir ve hizla elimine olur. 5,6 ve 56 mg/kg glifosat dozu
uygulanan erkek F344/N sicanlarda, uygulamadan 1 ve 2 saat sonra maksimum kan
konsantrasyonuna ulastigi ve ortalama maksimum kan konsantrasyonunun doza bagli
olarak dogru orantili degiskenlik gdosterdigi bildirilmistir. 5,6 mg/kg glifosat
uygulamasindan 3, 6, 12, 24 ve 96 saat sonra uygulanan dozun sirastyla yaklagik %12,
%11,7, %5,5, %0,9 ve %0,1'i kanda tespit edilmistir. Uygulama sonrasi en yiiksek
glifosat konsantrasyonu ince bagirsakta izlenmistir (uygulamadan 6 saat sonra
uygulanan dozun %10'u). Uygulamadan 24 saat sonra ise uygulanan dozun %1'inden
daha az miktarda diger dokularda tespit edilmistir (Chan ve Mabhler, 1992). Anadén ve
ark. (2008) yaptig1 arastrmada sicanlara 400 mg/kg dozda glifosatin oral



uygulanmastyla 2,29 saatlik bir absorpsiyon yarilanma Omrii bildirmistir. 4,62

pg/mL'lik maksimum kan konsantrasyonuna uygulamadan 5,16 saat sonra ulagilmistir.

Metabolizma: Glifosat, genellikle ¢gevrede mikroorganizmalar tarafindan baslica
AMPA ve karbondioksite doniistiiriiliir. (Jacob ve ark., 1988; Miiller ve ark., 1981;
Rueppel ve ark., 1977; Sprankle ve ark., 1975). Arastirmalar, glifosatin bakterilerde
(pseudomonas sp. susunda) glisin olarak da metabolize olabilecegini gostermektedir
(Jacob ve ark., 1988) (Sekil 2-2). Kasith olarak glifosat bazli herbisitin yutuldugu bir
intihar vakasinda, glifosat ve metaboliti olan AMPA’nin serum ve idrarda tespit edildigi
bildirilmistir. Alimdan 16 saat sonra, glifosat ve AMPA serum seviyeleri 4.4 ve 0.03
pg/mL olarak dlgiilmiistiir (Hori ve ark., 2003). insan karaciger hiicre dizisinde, dort
farkl1 glifosat bazli formiilasyon ile maruziyet sonucu CYP3A4 ve CYPIA2
seviyelerinin arttigi, glutatyon transferaz seviyelerinin ise azaldig1 gosterildi (Gasnier ve
ark., 2010). Yapilan bir ¢alismada erkek Wistar siganlarina oral yoldan 400 mg/kg
glifosat uygulamistir. Uygulamadan 5.16 saat sonra maksimum plazma glifosat
konsantrasyonu 4.62 pg/mL olarak Olglilmiistir. Maksimum plazma AMPA
konsantrasyonu ise uygulamadan 2.42 saat sonra 0.416 pg/mL olarak Ol¢lilmiistiir.
AMPA intravendz enjeksiyon yoluyla glifosat uygulanan siganlarda tespit edilmemistir.
Dolayisiyla, AMPA olusumunun gastrointestinal sistemde (mikroflora tarafindan)

meydana geldigi diisiintilmektedir (Anadon ve ark., 2008).
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Sekil 2-2: Glifosatin bakterilerde biyotransformasyon basamaklar1 (Rojano-Delgado ve
ark., 2012).



Anlm: Hayvan caligmalarindan elde edilen sonuglara gore glifosata oral
maruziyet sonrasi baglica eliminasyon yollar1 olarak digki ve idrar oldugu gdézlenmistir.
10 mg/kg glifosat uygulanan Sprague-Dawley siganlarin diskisinda uygulanan dozun
ortalama %65°1 tespit edilmistir. Uygulanan glifosatin %99 unun diski ve idrarla atildig1
HPLC analizi uygulanarak tespit edilmistir (IPCS, 1994).

Glifosatin inhalasyon yoluyla maruziyetinin insanlarda atilimi ile ilgili smirl
bilgi mevcuttur. Yapilan c¢alismada, 48 ¢iftginin glifosat iceren herbisit
uygulanmasmdan 6nce, uygulamanin hemen ardindan ve uygulamadan sonraki 3 giin
boyunca idrar glifosat diizeyleri degerlendirilmistir. Ciftcilerin %15'inde (7/47)
uygulamadan once, %60'mda (29/48) uygulamadan hemen sonra ve %27'sinde (13/48)
uygulamadan 3 giin sonra idrarlarinda glifosat saptandigi rapor edilmistir (Acquavella
ve ark., 2004). Kasith olarak glifosat igeren herbisit yutmus olan bir hastada kandan
glifosatin eliminasyonu degerlendirildigide yarilanma Omriiniin 3-4 saat oldugu

gozlenmistir (Roberts ve ark., 2010).

2.4. Glifosatin Bitkiler Uzerindeki Etki Mekanizmasi

Glifosatin baslica etki mekanizmasi bitkilerde metabolik bir yolak olan sikimat
yolaginda yer alan 5-enol-piruvil-sikimat-3-fosfat-sentazin inhibisyonudur (Sekil 2-3).
Glifosat bitki biiyiimesi i¢in gerekli aromatik amino asitler fenilalanin, tirozin ve
triptofanin  iliretimine miidahale eder. Sikimat yolu yalnizca bitkilerde ve
mikroorganizmalarda mevcut oldugundan, glifosat uzun zamandir insanlar i¢in giivenli
kabul edilmekte idi (de Maria ve ark., 2006). Yabani otlarda gelisen diren¢ nedeniyle
daha yiiksek dozlara ihtiya¢ duyulmasi, glifosatin son on yilda kullaniminda ciddi
derecede artisa sebep olmustur. Bu siirekli kullanim sonucunda (Duke ve Powles, 2009)
toprakta, yer alt1 sularinda ve nehirlerde yiiksek miktarda herbisit konsantrasyonu ciddi

sorunlar1 da beraberinde getirmistir (IFEN, 2006).
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Sekil 2-3: Glifosatin EPSPS (5-enol-piruvil-sikimat-3-fosfat-sentaz) enzimine etki ederek
aminoasit sentezini inhibe ettigi sematik yol (Williams ve ark., 2000).

2.5. Glifosatin Toksik Etki Mekanizmalar:

Glifosatin toksik etkileri, 1980'lerden bu yana bilinmektedir. Sicanlar iizerinde
yapilan ¢alismada, 15 mg/kg glifosatin, karaciger hiicrelerinde mitokondriyal oksidatif
fosforilasyonu olumsuz etkiledigini gostermistir. (Olorunsogo ve ark., 1979). Glifosat
maruziyeti sonrasinda elektron mikroskobu ile hepatositlerde yapilan incelemelerde
hiicresel solunumun ve mitokondrial DNA transkripsiyonunun olumsuz ydnde

etkilendigi goriilmiistiir (Malatesta ve ark., 2008).

Glinlimiizde yaygm pestisit kullaniminin, oksidatif stres olusumuyla canl
hiicrelerde toksik etki olusturmasi 6nemli bir sorun haline gelmistir (Mansour ve Mossa,
2010). Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 iiretimi ve antioksidan sistemlerin yetersiz
kalmas1 nedeniyle hiicrelerde olusan oksidatif hasar, hiicresel proteinlere, lipidlere ve
DNA'ya zarar verebilir ve apoptotik yollar1 aktive edebilir (Mattson, 2006). Yapilan bir

aragtirmada glifosat 5 mM ve AMPA 10 mM konsantrasyonda maruziyeti sonrasi insan



noroblastom SH-SYSY hiicrelerinde maruziyet siiresiyle dogru orantili olarak
malondialdehit (MDA) ve ROS seviyelerinde anlamli artis oldugu tespit edilmistir
(Martinez ve ark., 2020). Glifosatin ve  AMPA’nin ROS olusumnu tetikleyerek
karaciger hasar1 ve gesitli hematolojik bozukluklara da neden olabilecegi bildirilmistir

(Jasper ve ark., 2013).

Glifosatin  genellikle hayvanlarda diisilk toksisiteye sahip oldugu
diistiniilmektedir (Gill ve ark., 2018). Ancak yapilan aragtirmalarda, glifosatin oksidatif
stres, hiicresel hasar, kanser, norotoksisite, tireme ve gelisim toksisitesi agisindan toksik
etkileri olabilecegi gozlenmistir (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).

Bazi1 in vitro galismalarda ¢esitli hiicre kiiltiirlerine glifosatin maruziyeti sonucu
hiicrelerde DNA hasar1 gozlenmistir (Alvarez-Moya ve ark., 2014; Lueken ve ark.,
2004; Manas ve ark., 2009; Mladinic ve ark., 2009; Monroy ve ark., 2005). 2015 yilinda
Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC), glifosatin memeli kromozomlarinda
ve DNA’sinda hasara ve oksidatif stres indiiksiyonuna neden oldugu calismalara
dayanarak glifosat1 genotoksisite ve oksidatif hasara bagli grup 2A karsinojen bir ajan
olarak siniflandirmistir (Guyton ve ark., 2015; IARC, 2015).

2017 yilinda yapilan bir in vitro calismada, comet testi ve global DNA
metilasyon testi sonucunda glifosatin periferik kan mononiikleer hiicre dizisinde
(PBMC) 0,1-10 mM konsantrasyon araliginda 24 saat maruziyetinin DNA hasar1 ve
ayni1 zamanda DNA metilasyon seviyelerinde degisikliklere neden oldugu gozlenmistir
(Kwiatkowska ve ark., 2017). Glifosatin genotoksik oldugu gosterilmesine ragmen
epigenetik mekanizmalarin da toskisitesi ile iligkisinin olabilecegi gosterilmistir.

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

Yillar i¢inde glifosat tiiketiminin artmasi, bu herbisitin olas1 toksik etkileri ve
insan saglig1 tlzerindeki olasi olumsuz sonuglart konusunda artan endiseleri de
beraberinde getirmistir. Bu nedenle, son yillarda glifosatin insan sagligi iizerindeki
etkileri iizerine yapilan c¢aligmalar artmistir. Herbistit endiistrisinin en c¢ok satan
iiriinlerinden biri olmasina ragmen glifosatin giivenilirligi ve saglik tizerindeki etkileri

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

Glifosatin toksisitesiyle ilgili artan endiseler nedeniyle, Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi (EFSA) 2015 yilinda glifosat kullanimiyla iliskili risk degerlendirmesini
laboratuvar ¢alismalarina dayanarak tanimlanmistir (EFSA, 2015).Asagida belirlenen

toksikolojik limitleri verilmistir:
* Gozlenebilen Higbir Yan Etki Gostermeyen Doz (NOAEL): 100 mg/kg/giin
« Kabul Edilebilir Giinliik Maksimum Doz (ADI): 0,5 mg/kg/giin

« Kabul Edilebilir Uygulayici Maruziyet Seviyesi (AOEL): 0.1 mg/kg/giin

2.6.1. Akut Toksisite

EFSA, 2015 yilinda glifosatin hem oral hem de dermal olarak maruziyette LDso
degerini 2000 mg/kg’m iizerinde belirlemistir (EFSA, 2015). Diinya Saghk Orgiitii
(WHO), 2016 yilinda, oral yol i¢in 5600 mg/kg’m iizerinde ve dermal yol igin 2000
mg/kg’in lizerinde LDso degeri belirlemistir (WHO, 2016). Glifosat tarim alanlarmna
puskiirtme yontemi ile uygulandigi i¢in (Van Bruggen ve ark., 2018), deney
hayvanlarmin %50'sinin 6liimiine neden olan letal konsantrasyon (LCsp) EFSA
tarafindan belirlenmis olup, inhalasyon yoluyla 4 saatlik bir maruziyet siiresi i¢in LCso

degerini 5 mg/L'den biiyiik olarak tanimlamistir (EFSA, 2015) .

Glifosat bazli herbisit uygulayan isciler lizerinde yapilan gozlemsel ¢aligmalar,
glifosatin ciddi goz irritasyonuna ve orta diizeyde deri irritasyonuna neden oldugunu
gostermektedir. (EFSA, 2015; WHO, 2016). Avrupa Kimyasallar Ajansi
(ECHA),glifosat1 ciddi goz hasarma neden olan irritan olarak smiflandirmaktadir

(ECHA, 2021).
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Glifosat bazli herbisitlerin kazara veya kasitli olarak tiiketilmesi sonucunda akut
toksisite vakalarmda kilo kaybi, gastrointestinal, pulmoner, bobrek ve karaciger

bozukluklarinin gelistigi gézlenmistir (WHO, 2016).

Zebra baligi ile yapilan c¢alismada 8.5 mg/L konsantrasyonda glifosat
maruziyetinde kardirotoksisite (72 saatlik maruziyet), artmig mortalite ve malformasyon
gelisimi gozlenmistir (Gaur ve Bhargava, 2019; Lanzarin ve ark., 2019). Diger bir
caligmada, Zebra baliklarinda 72 saat 1-700 ng/mL konsantrasyonlarda glifosat ve
AMPA maruziyeti sonras1 en diisiik konsantrasyonlarda bile kardirotoksisite gdzlendigi

bildirilmistir (Zhang ve ark., 2021).

2.6.2. Kronik Toksisite

Son yillarda, glifosatin hedef organlardaki toksisitesini degerlendirmek igin
bircok calisma yapilmistir. Glifosat maruziyetinin ¢6lyak hastaligi riski ve c¢esitli
gastrointestinal problemler ile iliskili olabilecegi ortaya konmustur (Rueda-Ruzafa ve
ark., 2019). Uzun donem  glifosat maruziyeti sonrasinda  insanlarda
elektrokardiyogramda anormallikler, Ozellikle QT segmentinin uzamasi ve ritim
bozukluklar1 gibi kardiyotoksik etkiler gortlmiistiir (Brunetti ve ark., 2020; Gress ve
ark., 2015).

Bir¢ok calisma glifosatin oksidatif stresi tetikleyebildigini ve artmig oksijen
serbest radikallerin 6zellikle karacigere zarar verebilecegini gostermistir (IARC, 2015;
Mesnage Ve ark., 2015b). Fareler tizerinde yapilan bir ¢alismada diisiik konsantrasyonda
(4 ng/kg) glifosatin 2 yil siire ile kronik maruziyetinin hepatotoksik etkilere neden
oldugu bildirilmistir (Mesnage ve ark., 2017). Yine farelerde yapilan bir ¢alismada
glifosatin insan renal proksimal tiibiil (HK-2) hiicre dizisine 0, 20, 40 ve 60 um
konsantrasyonlarda kronik maruziyeti sonucunda nefrotoksik oldugu ve tiibiiler hiicre
kaybia apoptoz yoluyla neden oldugu gosterilmistir (Gao ve ark., 2019). Ayrica, son
yillarda, glifosatin ¢ok yogun kullanildig1 Sri Lanka bdlgelerinde bilinmeyen etiyolojiye
sahip kronik bobrek hastaligi vakalar1 ortaya ¢ikmustir. Glifosatin bu hastaliga neden
oldugu siiphesi olmakla birlikte, heniiz bu iligskiyi gosteren bir calisma bulunmamaktadir

(Gunarathna ve ark., 2018).

2.6.3. Karsinojenik Etki
Son yillarda birgok uluslararasi kurulus tarafindan glifosatin karsinojenik etkisi

ile ilgili degerlendirmeler yapilmistir. IARC, 2015 yilinda glifosat1 2A grubuna, yani
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insanlarda olas1 karsinojen olarak smniflandirmistir. Bu smiflandirmaya gore glifosatin
hayvanlarda kanser olusturmasina dair yeterli kanit olmasina ragmen insanlarda yeterli
kanit olmadig1 kabul edilmektedir. Ancak, glifosat maruziyeti ile non-hodgkin lenfoma
arasinda pozitif bir iliski oldugunu gosteren dnemli ¢alismalar bulunmaktadir (Guyton
ve ark., 2015; IARC, 2015). Ayrica, glifosatin, potansiyel olarak metabolik bozukluklar
ve endokrin bozucu etkilere sahip olabililecegi ve tiimor olusumunu tesvik edici bir rol

oynayabilecegi bildirilmistir (Ramos ve ark., 2021; Zhang ve ark., 2019).

George ve ark. (2010) 25 mg/kg 130 giin boyunca glifosat uygulanan fareler
iizerinde yaptig1 bir calismada, glifosatin cilt kanseri olusturma potansiyeli oldugu

gbzlenmistir.

2.6.4. Norotoksik Etkiler

Glifosatin  sinir sistemi {izerinde potansiyel etkileri, ndrotransmitter
sistemlerinde bozukluklar, oksidatif stres, néronlarda inflamasyon ve néron 6liimii gibi
sonuglara yol acabilecegi diistiniilmektedir. Bu toksik etkiler ayn1 zamanda davranissal
ve motor bozukluklar1 seklinde de ortaya ¢ikabilir (Gui ve ark., 2012).Yapilan
arastirmalar, glifosatin normal sinir hiicresi gelisimini etkileyerek farklilagsma, biiylime
ve miyelinizasyon siiregclerinde bozukluklara neden olabilecegini gostermektedir.
Bununla birlikte, glifosatin sinir sistemi {lizerinde toksik etkiler gosterdigi baska bir
mekanizma da glutamat salinimmi arttirarak ve geri alimmi azaltarak olabilecegi

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

Insan eritrositlerinde yapilan in vitro ¢alismada glifosatin ve AMPA nm 0,01-5
mM konsantrasyonlarda maruziyetinin asetilkolinesterazin aktivitesini azalttig1 ve buna
bagli olarak norolojik bozukluklarin ortaya ¢ikmasina neden olabilecegi gdsterilmistir

(Kwiatkowska ve ark., 2014).

2.6.5. Teratojenik EtkKi

Yapilan bir¢ok arastirmada farkli organizma tiirlerinin glifosata ve glifosat bazli
herbisitlere maruz kalmasinin teratojenik ac¢idan sonuglar1 arastirilmistir. Bu
calismalarda glifosat maruziyeti sonrasi su piresi olarak da bilinen cladocera’larda
tremenin 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 baliklarda (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 gelisimler rapor etmistir. Babalola ve ark. (2019) tarafindan Xenopus laevis
cinsi kurbagasi iizerinde glifosatin farkli 3 ticari {riiniiniin teratojenik agidan test

edilmesi sonucu 6nemli teratojenik bulgular tespit edilmistir.

Richard ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir caligmada glifosatin insan plasenta
hiicrelerinde toksik etkisinin oldugunu ve Ostrojen sentezinden sorumlu olan aromataz
aktivitesini bozabilecegini gdstermistir. Calisma ayrica, glifosat iceren bir ticari iirlin

olan Roundup'in, glifosattan daha toksik oldugunu vurgulamstir.

Giliney Amerikada yapilan epidemiyolojik calismada, glifosatin yiiksek oranda
kullanim1 olan bdlgelerde fetiislerde artan sayida malformasyon rapor edilmis ve bu

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

2.7. Glifosat ile Ilgili Yasal Diizenlemeler

Glifosat ile 1lgili yasal diizenlemeler iilkeden iilkeye farklilik gosterebilir.
Ancak, genel olarak glifosatin kullanimi ve satis1 bir dizi diizenleme ile kontrol altina
almmaktadir. Avrupa Birligi'nde glifosatin kullanimi ve onayi, 1107/2009 sayili
Kimyasal Maddelerin Onay1, Kisitlanmasi ve Kaydi (REACH) Y6netmeligi kapsaminda
diizenlenmistir. EFSA ve diger bilimsel kurumlar tarafindan yapilan risk
degerlendirmeleri sonucunda, glifosatin onay1 yenilenmis veya kisitlamalar getirilmistir.
27 Eylil 2018’de glifosatin ve metabolititi olan AMPA’nin risk degerlendirmelerinin
yeniden gozden gecirildigi ve kalint1 limitlerinin belirlendigi bir ¢alisma yaymlanmistir

(EFSA, 2018).

Amerika Birlesik Devletleri'nde de glifosat ile ilgili diizenlemeler Amerikan
Cevre Koruma Ajansi (EPA) tarafindan diizenlenir. EPA, glifosatin kullanimma iligkin
kurallar1 belirllemekte ve risk degerlendirmesini yapmaktadwr. Bu dogrultuda da
gidalarda, yem iirlinlerinde, i¢me sularinda glifosat kalint1 limitlerini belirllemekte ve
yaymlamaktadir. EPA, ayni zamanda IARC’mn glifosatin muhtemelen insanlar i¢in

karsinojen smiflandirmasini gecerli kabul etmemekte ve daha cok calismanin gerekli

oldugunu vurgulamaktadir (EPA, 2017).

Tiirkiye’de 11/6/2010 tarihli ve 5996 sayili “Veteriner Hizmetleri, Bitki Sagligi,
Gida ve Yem Kanunu”nun 21, 22, 23, 24, 31, 32 ve 34. maddelerine dayanilarak
hazirlanan “Tirk Gida Kodeksi” “Pestisitlerin  Maksimum Kalint1 Limitleri

Yonetmeligi” (Resmi Gazete No: 29899, 25 Kasim 2016) Avrupa Birligi’nin ilgili
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mevzuat1 dikkate alinarak hazirlanmistir. Bu yonetmelige gore, glifosatin gidalarda

belirlenen en yiiksek kalint1 limitleri Tablo 2-2’te verilmektedir.

Tablo 2-2: Glifosatin gidalarda belirlenen en yiiksek kalinti limitleri (Resmi Gazete No:

29899, 25 Kasim 2016)
Gida Cesitleri Miktar (ppm)
Turunggiller:

— greyfurt, limon, misket limonu 0,1

— portakal, mandarin/ mandalina 0,5
Sert kabuklu meyveler:

— badem, fistik, kaju 0,1
Yumusak ¢ekirdekli meyveler:

— elma, armut, ayva 0,1
Sert ¢ekirdekli meyveler:

— kayust, kiraz, erik 0,1
Uziimsiiler ve kiigiik meyveler:

—  {iziim 0,5

— gilek 0,1

— kamugsi meyveler (bogiirtlen, ahududu,karabiiken, yaban mersini) 01
Cesitli meyveler:

— kabugu yenebilenler (hurma, incir, kumkuat) 0,1

— zeytin 1
Koklii ve yumrulu sebzeler:

— patates 0,5

— pancar, havug, kereviz 0,1
Soganli sebzeler:

— sogan, sarimsak, arpacik sogant 0,1
Patlicangiller:

— domates, biber, patlican, bamya 0,1
Kabakgiller: 0,1
Tatli musir: 3

Baklagil sebzeleri (taze):

— fasulye (kabuklu), fasulye (kabuksuz), bezelye (kabuklu) 0,1
Mantarlar, Yaprakli kara yosunlari ve likenler:

—  kiiltiir mantar1 0,1

— yabani mantar 50

— yaprakli kara yosunlar1 ve likenler 01
Baklagiller:

— fasulye 2

— mercimek, bezelye ac1 bakla 10

— digerleri 01
Yagli tohumlar:

—  keten tohumu 10

— yerfistig1 0,1

— hashas tohumu 0,1

— susam tohumu 0,1

— aycigegi tohumu 20

— kolza tohumu 10

— soya fasulyesi 20

— hardal tohumu 10

—  pamuk tohumu 10

— kabak cekirdegi 01
Hayvansal tiriinler:

— et 0,05

— yag 0,05

— karaciger 0,2

—  bébrek 2

— St 0,05
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2.8. Epigenetik

DNA dizisindeki degisikliklerden kaynaklanmayan, mitoz ve/veya mayoz
boliinme ile kalitimsal olarak aktarilan gen ifadesi degisikliklerini inceleyen bilim dali
‘Epigenetik’ olarak adlandirilmaktadir. Epigenetik modifikasyonlar; DNA metilasyonu,
histon modifikasyonlari, mikroRNA’larin (miRNA) regiilasyonu olmak {izere baslica ii¢

temel mekanizma ile agiklanmaktadir (Sekil 2-4) (Laura, 2008).

KROMATIN

EPIGENETIK
@ FAKTOR

2B METILGRUBU

KROMOZOM

2-Histon Modifikasyonu ‘\
v

RNA Ipligi

Histm; Kuyrugn

\
3-MikroRNA Regiilasyonu

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

Okaryotik hiicrelerde, DNA histon proteinlerine baglanarak kromatin ad1 verilen
bir yapt olusturur. Kromatin, hiicre g¢ekirdeginde DNA, histon ve histon olmayan
proteinlerin karmasik bir yapisal diizenlemesidir (Tsankova ve ark., 2007). Niikkleozom
olarak adlandirilan temel yapi birimi, H2A, H2B, H3 ve H4 histon proteinlerinden
olusan bir histon oktomerinin etrafina sarili 146 baz ¢ifti DNA'dan olusur (Conley ve
ark., 2006). Bu protein yapilari, birbirlerini H1 histonlariyla birlestirerek stabil bir
sekilde tutarlar (Sekil 2-5).
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Sekil 2-5: A. Niikleozom yapis1; B. Kromatin yapisi.

Gen ifadesi hiicrelerde niikleozomlar kullanilarak kontrol edilir. Kromatin
yapisindaki  degisiklikler, transkripsiyonu diizenleyici komplekslerin DNA’ya
ulagabilirligini etkileme yolu ile gen ifadesini kontrol eder. Kromatinin sikilasip
yogunlasmis hali inaktif iken (heterokromatin), gevsek hali (6kromatin) aktiftir (Sekil 2-
6).

Yogun paketlenme Gevsek paketlenme
heterokromatin Glcromatin
A B

Sekil 2-6. A. Heterokromatin; B. Okromatin.

Epigenetik mekanizmalar, DNA ve histonlar arasindaki iliskiyi diizenleyerek
genlerin transkripsiyonel olarak aktif veya inaktif olmalarin1 saglarlar. Bu
mekanizmalarin herhangi birinde meydana gelen modifikasyonlar, gen ifadesinin asir1
artmasma veya baskilanmasma neden olarak epigenetik hasarlara yol agabilir. Bu
degisiklikler, DNA'nin dizi yapisindan ziyade mitoz veya mayoz bdliinme yoluyla
nesilden nesile aktarilir. Kromatin yapisinda gergeklesen baslica epigenetik

modifikasyonlar arasinda DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 yer alir.
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2.8.1. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, CpG diniikleotidinde bulunan sitozin bazinmn 5. karbonuna
bir metil grubunun eklenmesiyle gergeklesir ve 5-metilsitozin (5-mC) olusumuna yol
acar (Herman ve Baylin, 2003). Bu siireg, DNMT (DNA metiltransferaz) enzimleri
tarafindan kontrol edilir. DNMT3A ve DNMT3B, de novo metilasyon i¢in gereklidir,
DNMT1 hiicre boliinmesi sirasinda metilasyon kaliplarinin  korunmasini saglar.
Genomun genelindeki CpG diniikleotidlerinin yaklasik %70'1 metillenmistir. CpG
adalar1 ise 6zellikle dokularda siirekli ifade edilen bazi genlerin promoter bolgelerinde
ve ilk ekzonlarinda bulunur ve genellikle metillenmemistir (Jones ve Takai, 2001).
DNA metilasyonu, genlerin promotor bolgelerindeki CpG adalarinda, kromatin
yapisiin organizasyonunda ve gen ifadesinin kontroliinde 6nemli bir rol oynar. Aktif
kromatin yapisi, metillenmemis CpG diniikleotidlerini igeren promotdr bdlgelerinde
transkripsiyon faktorlerinin ve diger koaktivatorlerin baglanabildigi bir yapiya sahiptir.
Bununla birlikte, inaktif kromatin yapisi, promotor bolgelerinde metillenmis CpG
dintikleotidlerini igerir ve transkripsiyon faktorlerinin promotdre baglanmasini engeller
(Esteller, 2007). Genin metillenme derecesi ile ifade edilme derecesi arasinda ters bir
iligki  bulunmaktadir. Farkli dokularda farkli genlerin ifade edilmesi, hiicre
farklilagsmasiyla birlikte bu diizenlemeye dayanir. Ancak, genom capinda normal
sartlarda metile halde bulunan CpG diniikleotidlerinin global hipometilasyonu da séz
konusu olup bu da genomik karasizliga ya da susturulmus parazitik dizilerin ifade

bulmasina neden olarak karsinojeneze zemin hazirlar (Esteller, 2007).

Genom boyunca c¢ogunlukla tekrarlayan genomik boélgelerde bulunan CpG
diniikleotidlerinin %70-80’1 metile haldedir. Kanserin erken asamasinda sitozin
metilasyonunda global bir azalma gosterilmistir. Hipometilasyon kromozomal
instabiliteye, retrotranspozon! aktivasyonu ve bazi protoonkogenlerin ekspresyonunda
artisa sebep olmaktadir (Das ve Singal, 2004). DNA metilasyonu DNA’nin siki bir
sekilde paketlenmesinde rol oynamaktadir. Bu siki paketlenmeden dolayr Ornegin,
transpozonlarin genom igerisinde hareket etmeleri engellenmis olmaktadir. Ancak,
metilasyon kaybi ile DNA siki bir sekilde paketlenemeyeceginden transpozonlar

genomda rahatlikla hareket ederek kromozomal instabiliteye neden olmaktadir. Ayrica,

! Hareket edebilen genetik elemanlar
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DNA onarmm genlerindeki anomaliler de kromozomal instabiliteye neden olmaktadir

(Singal ve Ginder, 1999).

2.8.2. Histon Modifikasyonlar

Histonlar, okaryotik hiicrelerin ¢ekirdeginde bulunan bazik proteinlerdir ve
DNA'nin sikistirilmasini saglarlar. Histonlar, lizin ve arjinin gibi amino asitler
bakimmdan zengindirler ve cesitli kimyasal degisikliklere ugrayabilirler. Ozellikle
niikleozom adi verilen yapilarin disina ¢ikan histon proteinlerinin amino uglarinda
gerceklesen bu kimyasal modifikasyonlar, kromatin yapisinin diizenlenmesinde 6nemli

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

Histon modifikasyonlari, enzimlerin yardimiyla histon proteinlerine bagka
kimyasal gruplarin eklenmesi veya cikarilmasi yoluyla meydana gelir. Ornegin,
histonlarm lizin kalintilarinin amino uglarma asetil, metil, fosfat, ubikitin, ADP-riboz
veya sumo gibi ¢esitli kimyasal gruplar eklenir veya bunlar ¢ikarilir. Bu degisiklikler
histon proteinlerinin iglevlerini ve etkilesimlerini degistirerek gen ifadesini kontrol etme
yeteneklerini etkiler. Bu nedenle histon modifikasyonlari, hiicrenin genetik bilginin
kullannmin1 diizenlemesinde kritik bir rol oynar ve epigenetik diizenlemeyi saglar
(Tsankova ve ark., 2007). Bu modifikasyonlar, birbirleriyle etkilesim i¢inde ve belirli
bir sirayla gerceklesir. Ornegin, histon H3 proteinindeki 10. serin amino asidin
fosforilasyonu, 14. lizin asetilasyonunu tesvik edebilirken, 14. lizin deasetilasyonu da 9.
lizin metilasyonuna yol acabilir. Bu kimyasal degisiklikler, histonlarin elektriksel
yiikilinii etkileyerek kromatin yapisini degistirir ve protein kompleksleri i¢in tanima
bolgeleri olusturabilir. Bu sekilde, histonlar ile DNA arasindaki etkilesim ve histonlar
arasindaki etkilesim degisir, bu da DNA'nin paketlenmesi, replikasyonu, onarimi ve gen
ifadesinin kontrolii gibi bir dizi biyolojik siirecin diizenlenmesini miimkiin kilar. Bu
stiregler, gen ifadesinin diizenlenmesi ve hiicresel islevlerin hassas bir sekilde kontrol
edilmesi i¢in 6nemlidir (Grant, 2001; lizuka ve Smith, 2003; Peterson ve Laniel, 2004;
Strahl ve Allis, 2000).

2.8.2.1. Histon Asetilasyonu

Histonlarin, N-uglarindaki lizin rezidiilerine asetil-koA’dan alinan asetil
grubunun eklenerek &-N-asetil lizin’e doniismesi olayma histon asetilasyonu denir.
Histon asetiltransferazlar (HAT) bu reaksiyonu katalizleyen enzimlerdir. Giiniimiize

kadar HAT aktivitesine sahip, substrat Ozgiilliigi olan 30 protein gosterilmistir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Lizin
http://tr.wikipedia.org/wiki/Asetil-KoA
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Asetilasyon geri doniistimlii olarak gergeklesen bir olay olup; histon de-asetilasyonu ise,
histon deasetilaz (HDAC) enzimleri ile gergeklestirilen asetil grubunu lizinden koptugu

reaksiyonlardir (Sekil 2-7). Bugiine kadar 18 insan HDAC enzimi tanimlanmistir.
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Sekil 2-7: HAT enzimi aracihi@iyla histon asetilasyonu ile HDAC enzimi aracihigiyla histon
deasetilasyonu

Histon asetilasyonu, transkripsiyonel aktivasyonla (agik kromatin-6kromatin
olusumu) iliskilidir. Asetilasyon; histonlardaki pozitif yiiklii amin gruplarini nétral amid
baglarina doniistiiriir. HAT, art1 yiiklii histon ve eksi yiikli DNA omurgasi arasindaki
giiclii bag1 zayiflatarak DNA'nin transkripsiyon faktorleri tarafindan ulasilabilir hale
gelmesine yardimci olur. Bu oldugunda transkripsiyonel faktérler DNA’ya baglanabilir
hale gelir. DNA’nin agilmasi ve RNA polimeraz gibi enzimlere maruz kalmasi gen

ifadesini baslatir.

Histon kuyruklarinda asetile edilecek olan lizinin yakmindaki aminoasit
dizisinin, asetilasyon enzimlerinin 6zgiil baglanmasmnda rolii vardir. Asetilasyon her
zaman ayni aminoasitlerden gergeklestirilmektedir. Ornegin, histon H3 &zellikle K9,
K14, K18 ve K23; histon H4 ise; K5, K8, K12 ve K16 pozisyonlardaki lizin
aminoasitlerinden asetillenmektedir. Genel olarak, histon H3 veya H4 histonlarinin lizin
rezidiilerinin asetilasyonu ac¢ik kromatin yapisina, transkripsiyon faktorlerinin kolay
ulagilabilirligine ve dolayisiyla aktif gen ifadesine yol agmaktadirlar. Deasetilasyonu
ise, inaktif gen ifadesi ile iliskili olup ve genel olarak metilasyon ile korelasyon
gostermektedir (Sekil 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
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Aktif gen
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inaktif gen
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Sekil 2-8: Histon asetilasyonu ile iligkili acik ve kapah gen ifadesi

HDAC, lizin rezidiilerindeki asetil gruplarinin ayrilmasini katalizler ve bu
aktivite genellikle transkripsiyonel baskilanma ile sonug¢lanir (Takai ve ark., 2004).
HDAC inhibitorleri, histon asetilasyonunda artisa yol acgarak transkripsiyonu ve

kromatin yapisini diizenleyen yeni bir sinifin tiyeleridir (Richon ve O’Brien, 2002).

2.8.2.2. Histon Metilasyonu

Histonlarda lizin ve arjininin azot atomlarinda lizin metiltransferaz (HKMT) ve
arginin metiltransferaz (HRMT) enzimleri ile gerceklesen post-translasyonel kovalent
bir modifikasyondur. Histon metiltransferaz (HMT) enzimleri, metil gruplarini S-
adenozil-L-metiyonin (SAM)’ den alarak, histonlarin lizin ve arginin rezidiilerine
eklerler. Giinlimiizde, proteomda 90’dan fazla HMT bilinmektedir. Histon demetilaz
(HDM) enzimleri ise, metil gruplarimi lizin ve arginin rezidiilerinden uzaklastiran
enzimlerdir. Lizin rezidiileri, mono-, di- ve trimetile olabilirken (Sekil 2-9), arginin
rezidiileri yalnizca mono- veya dimetile olmaktadir (Greer ve Shi, 2012).
Modifikasyona ugramis rezidiiniin konumuna bagl olarak lizin metilasyonu son
zamanlarda en ¢ok calisilan olaylardan biridir; ¢linkii gen ifadesinde 6nemli bir

aktivator veya inhibitor olarak rol almaktadir. (Schlesinger ve ark., 2007).
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Sekil 2-9: Lizin rezidiilerinin mono-, di- ve trimetilasyonu

En cok calisilan lizin metilasyonlari, histon H3’lin K4, K9, K27, K36 ve K79
rezidiilerinde ve Histon H4’iin K20 rezidiisiinde olmaktadir. Ozellikle, histon H3
kuyrugu metilasyonunun epigenetik diizenlemede merkezi bir rolii vardir. Histon H3’{in
-amino terminalindeki K9 ve K27 lizin rezidiilerinin di- ve trimetilasyonu (H3K9me2,
H3K9me3, H3K27me2, H3K27me3) ile H4’iin K20 lizin rezidisiinlin trimetilasyonu
(H4K20me3) heterokromatik bolgelerde yaygmndir (Jorgensen ve ark., 2013). Diger
yandan, histon H3’in K4 lizin rezidisiiniin di- ve trimetilasyonu (H3K4me2,
H3K4me3) ile K36 lizin rezidisiiniin trimetilasyonu (H3K36me3) 6kromatik bolgelerde
yaygmdir (Baguet ve Bix, 2004; Berger, 2007; Tanaka ve ark., 2011). Bu nedenle bu
modifikasyonlar, kanser ve diger birgok hastalikta patojenik rollere sahip olabilen
proteinleri olusturan biyokimyasal ve biyolojik bilginin kontroliinde ve gen ifadelerinde

cok 6nemlidir (Jones ve Baylin, 2007; Schneider ve ark., 2002).

Kanser hiicrelerinde, histonlardaki lizinlerin asetilasyonunda ve metilasyonunda
artis ve azalmalar olmaktadir. Farkli kanser tiplerinde, hatta ayni kanser tipinin degisik

evrelerinde farkli histon modifikasyonlar1 gézlenir.

2.8.2.3. Histon Modifikasyonu ve Kanser iliskisi

Kanser hiicrelerinde, histonlardaki lizinlerin asetilasyonunda ve metilasyonunda
artls ve azalmalar olmaktadir. Ornegin, baz1 kanser hiicrelerinde HDAC enzimlerinde
normalin iizerinde gen ifadesi goézlenir, histonlarin hipoasetilasyonu kapali kromatin
yapisina sebep olur ve bu transkripsiyon faktorlerinin baglanmasina engel olur.
Promotér DNA hipermetilasyonu ve histon deasetilasyonu ile tiimdr baskilayici genlerin

anormal sekilde susturulmasi kanser patogenezinde dnemli rol oynamaktadir. 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 rezidiide olduguna gore aktivasyon ya

da inaktivasyonla sonug¢lanabilir (Egger ve ark., 2004).

Meng ve ark. (2007) ¢alismasinda insan mide kanser hiicre dizisinde timor
baskilayic1 genlerin promotér bolgesinde DNA hipermetilasyonu ile histon
modifikasyonlar1 arasindaki iligkinin tanimlanmasi amaglanmstir. pl6 ve MHL1
genlerindeki sessizlesmenin, DNA hipermetilasyonu, histon H3K9 hipoasetilasyonu,
histon H3K9 hipermetilasyonu ve histon H3K4 hipometilasyonu ile karakterize oldugu
gosterilmistir. Bu tiimor baskilayict genlerin promotdr CpG adalarinda meydana gelen
DNA hipermetilasyonunun inaktif gen ifadesi ile iliskili oldugu gosterilmistir. Mide
kanser hiicrelerinde, promotor gen bdlgelerinde olusan histon H3K9 hipermetilasyonu
DNA metilasyonu ile iligkili bulunmustur. Bununla birlikte, histon H3K9
hipoasetilasyonu ve H3K4 hipometilasyonu DNA metilasyonu ile ters iligki i¢inde
bulunmustur. DNA metilasyonundaki degisimlerin histon modifikasyonlarini etkiledigi

gosterilmistir.

Meng ve ark. (2011) baska bir ¢alismasinda ise; yumurtalik kanserinde DNA
metilasyonunun ve histon H3K9 asetilasyonunun p16, hMLH1 ve MGMT genlerinin
sessizlesmesine olan katkisinin incelenmesi amaglanmistir. Gen ifadesi aktif olan
hiicrelerin promotdr gen bolgelerinde genel olarak hipometile DNA ve asetile H3KO9,
sessiz gen bolgelerinde ise hipermetile DNA ve hipoasetile H3K9 mevcut oldugu

belirtilmistir.

Kondo ve ark. (2007) ¢alismasinda hepatoseliiler karsinomada p16, RASSF1A,
progesteron reseptoric (PGR) ve 0Ostrojen reseptdér o (ERa) genlerinin promotor
bolgelerinde DNA metilasyonu, bu genlerde, histon H3K4, H3K9 ve H3K27
modifikasyonlar1 ve DNA metiltransferaz enzimleri (DNMT1 and DNMT3B) ve histon
metiltransferaz enzimlerinin (SUV39H1, G9a ve EZH2) de ifadeleri arastirilmistir. p16
ve RASSFla genlerindeki sessizlesmenin DNA metilasyonu ve histon H3K9
dimetilasyonuna bagl oldugunu ve PGR ve ERa genlerindeki sessizlesmenin ise, DNA

metilasyonundan daha ¢ok H3K27 trimetilasyonuyla ilgili oldugu gosterilmistir.

2.8.2.4. Histon Modifikasyonunda Rol Oynayan Genler
Glifosat ve metaboliti AMPA’nin epigenetik modifikasyonlar {izerine etkilerini
incelemek amaciyla, histon modifikasyonlar1 ile iligkili genler secilmis olup, gen

ifadeleri analiz edilmistir. Asagida bu genlerin islevleri hakkinda bilgi verilmistir.
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GYa (‘euchromatic histone lysine methyltransferase 2°) geni: G9a, genellikle
transkripsiyonel gen susturma ile iliskilendirilen histon H3 lizin 9 (H3K9) mono-
(H3K9mel) ve dimetilasyonunu  (H3K9me2) katalizleyen  histon lizin
metiltransferazidir (HMT) (Collins ve Cheng, 2010; Estéve ve ark., 2006; Milner ve
Campbell, 1993; Nakanishi ve ark., 2008). G9a, histon metilasyonunun yani sira bu
modifikasyonu taniyabilme 6zelligine de sahiptir ve kromatin iizerinde bir iskelet gorevi
goriir (Shahbazian ve ark., 2005). G9a'nin, 6zofagus skuaméz hiicreli karsinom,
hepatoseliiler karsinom, agresif akciger kanseri, beyin kanseri, multip] miyelom ve
agresif over karsinomu dahil olmak iizere bir¢ok kanser tiiriinde asir1 ekspresyonu
gozlenmistir (Gao ve ark., 2013; Hua ve ark., 2014; Lehnertz ve ark., 2014; Wozniak ve
ark., 2007). Daha yiiksek G9a ekspresyonunun kotii prognoz ile iliskili oldugu
belirlenmistir (Chen ve ark., 2010; Huang ve ark., 2010; Wozniak ve ark., 2007; Zhong
ve ark., 2015). Yiiksek G9a seviyeleri genellikle yiiksek metilasyon seviyeleri ile

iligkilendirilmis olup 6nemli tiimor baskilayict genlerin baskilanmasina yol agmaktadir.

EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2) geni: EZH2 bir HMT enzimi olan ve
genellikle histon H3 {izerinde lizin 27 pozisyonuna (H3K27) metil gruplar1 ekleyerek
kromatin yapisini etkileyen bir proteindir. Bu metilasyon (H3K27me3) kromatinin
diizenlenmesinde ve gen ifadesinin kontroliinde 6nemli bir rol oynar. (Viré ve ark.,
2006). EZH2, histon H3K27’ye metil gruplarinin eklenmesini SAM Kkoenzimi
kullanarak katalizler (Cao ve ark., 2002). EZH2 geninde meydana gelen mutasyon veya
genin asir1 ekspresyonu timor gelisimini baskilayan 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 bir¢ok
kanser tiiriiyle iligkilendirilmistir . EZH2 genindeki mutasyonlar ayn1 zamanda nadir bir
konjenital bozukluk olan Weaver (kemiklerin asir1 biiyiimesine neden olan genetik bir

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

SUV39H1 (Suppressor of Variegation 3-9 Homolog 1) geni: SUV39H1 geni,
insanlarda SUV39H1 proteininin iiretiminden sorumludur. SUV39H1, bir HMT
enzimidir ve histon H3 {izerinde lizin 9 pozisyonuna (H3K9) metil grup ekleyerek
kromatin yapisini etkiler. (Rea ve ark., 2000). SUV39H1, histon H3K9 metilasyonuyla
iliskilidir ve metil gruplarmin eklenmesini katalizleyerek kromatin yapisini degistirir ve

buna bagli olarak gen ekspresyonunu etkiler. H3K9 metilasyonu, heterokromatin
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yapisinda ve fonksiyonunda bozunmaya yol agar (Djeghloul ve ark., 2016). SUV39H1'in
asir1 ekspresyonunun yaslanma ile iligkili oldugunun ve yaslanmaya bagli gelisen

miyeloid malignite agisindan risk olusturdugu diisiiniilmektedir (Sun ve ark., 2014).

SETD8 (SET Domain Containing 8) geni: SETDS8, bir HMT enzimidir ve
histon H4 iizerinde lizin 20 pozisyonuna (H4K20) metil grup ekleyerek kromatin
yapisint etkiler. Bu metilasyon (H4K20mel) kromatinin diizenlenmesinde 6nemli bir
rol oynar. (Brustel ve ark., 2011; Z. Wang ve ark., 2015). SETD8 geni, normal
hiicrelerde ifade edilir ve ¢esitli biyolojik siireclerde rol oynar. Ozellikle DNA
replikasyonu ve hiicre boliinmesi gibi hiicresel islevlerde 6nemli gorev alir (Al Temimi
ve ark., 2019; Nishioka ve ark., 2002; Tardat ve ark., 2010). SETD8'nin diizensiz ifadesi
veya mutasyonlar1 prostat, meme, mesane, akciger, papiller tiroid, pankreas,
hepatoseliiler karsinom ve glioma gibi g¢esitli kanser tiirlerinin gelisimi ile
iliskilendirilmektedir (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).

SETDI1B (SET domain containing 1B) geni: SETD1B, bir HMT enzimidir ve
genellikle histon H3 {izerinde lizin 4 pozisyonuna (H3K4) metil grup ekleyerek
kromatin yapismi etkiler. Bu metilasyon H3K4mel, H3K4me2 ve H3K4me3 olarak
adlandirilir. SETD1B geni, kromatin yapisini etkileyen cesitli mekanizmalara katilarak
gen ifadesini diizenler. DNA transkripsiyonu, hematopoezi, nérolojik fonksiyonlar1 ve

DNA onarimimi diizenlemektedir (Kranz ve Anastassiadis, 2020; Roston ve ark., 2021).

HATL1 (histone acetyl transferase 1) geni: HAT1 geni H4K5, H4K12, H3K9,
H3K18 ve H3K27 gibi birden fazla histon bdlgesinin asetillenmesini diizenleyen histon
asetiltransferazdir (Nagarajan ve ark., 2013; Shahbazian ve Grunstein, 2007). Yapilan
bir caligmada HAT1’in histon H3'lin lizin 27 bdlgesine bir siiksinil grubunun
eklenmesini saglayarak gen ifadesinde degisiklige neden oldugu goézlenmistir. HAT1
araciligiyla gergeklesen bu degisiklik HepG2 ve PANCL1 (pankreas kanseri hiicre dizisi)

hiicrelerinde tiimorojenezi tetikledigi gortlmiistiir (Yang ve ark., 2021).

SIRT1 (NAD-dependent deacetylase sirtuin-1) geni: Sirtuin (SIRT) protein
ailesinin iiyesi olup, ti¢lincli sinif histon deasetilaz (HDAC I111) olarak bilinir. Sirtuinler,
histonlar ve histon dis1 proteinlerin NAD+ bagimli bir sekilde deasetilasyonunu

saglarlar (Sauve ve ark., 2006). SIRT1 aracili deasetilasyon, hiicresel yaslanma (C. Xu
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ve ark., 2020), apoptoz (He ve ark., 2021), seker (Huang ve ark., 2021) ve lipid (Qiang
ve ark., 2011) metabolizmasi, oksidatif stres (Liang ve ark., 2020; Rada ve ark., 2018)
ve enflamasyon (Rada ve ark., 2018) gibi bir¢ok biyolojik siireci direkt etkiler. Bu
nedenle, SIRT1 ekspresyonu ve islevinde kiiglik degisiklikler bile hiicresel yanitlari
onemli dl¢tide etkileyebilir.
2.8.3. Glifosatin Epigenetik Modifikasyonlar Uzerine Etkileri iizerine yapilan
calismalar

DNA diziliminde degisiklige neden olmaksizin gen ekspresyonunu etkileyebilen
epigenetik modifikasyonlar c¢evresel toksinlere maruziyet sonucunda da ortaya
cikabilmektedir (Feil ve Fraga, 2012). Glifosatin genotoksik etkileri gosterilmesine
ragmen tam olarak agiklanamayan tosisite mekanizmalarinda epienetik mekanizmalarin

da roliiniin olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kubsad ve ark. (2019), glifosatin sicanlarda epigenetik modifikasyonlar ile
olusturdugu patolojilerin F2 ve F3 nesillerinde belirgin bir artis gostererek kalitimsal
olarak aktarildigin1 gostermektedir. Bir diger calismada da glifosat maruziyeti
sonucunda siganlarda epigenetik modifikasyonlardan kaynakli hastaliklarin sonraki
nesillere aktarildigi gozlenmistir (Ben Maamar ve ark., 2021). Bu ¢alismalar, sperm
hiicrelerindeki histon modfikasyonlarinin epigenetik olarak nesiller arasi kalitimda rol
oynadigin1  gdstermistir.  Glifosatin ve AMPA'nin, insanlarda global DNA
metilasyondaki degisikliklerle iliskili olarak epigenetik modifikasyonlara neden
olabilecegi ileri suriilmiistiir (Benedetti ve ark., 2018; Kwiatkowska ve ark., 2017;
Wozniak ve ark., 2020). Ayrica, Glifosat ve AMPA'nin PBMC hiicre dizisinde timor
baskilayic1 genlerin promotér bolgelerindeki global DNA metilasyonunu 6nemli dlgiide

degistirdigi ve boylece apoptoz mekanizmalarinin etkilendigi gosterilmistir(Wozniak ve
ark., 2020).

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

iizerine yapilan ¢aligmalar1 6zetlenmistir.



Tablo 2-3: Glifosat, glifosat bazh herbisitler (GBH) ve AMPA’nin epigenetik mekanizmalar iizerine etKisi
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Madde

Hiicre

Epigenetik degisiklikler

Kaynak

Glifosat

PBMC

-Global 5-metil sitozin seviyesinde azalma
-p53 promotoriiniin metilasyonunda artig

Kwiatkowska ve ark. (2017)

Glifosat

PBMC

-Global 5-metil sitozin seviyesinde azalma

-p21 ve p53 promotorlerinin metilasyon seviyelerinde degisiklik
-Hiicre dongiisiiniin (CCND1, p16, p21 ve p53) ve apoptozun (BCL2)
diizenlenmesinde yer alan genlerin ekspresyonunda degisiklikler

Wozniak ve ark. (2020)

Glifosat

MCF10A Hiicre dizisi

-TET yolu ile meydana gelen DNA hipometilasyonu
-Farelerin %350’sinde glifosat maruziyeti sonrast miRNA 182-5p
kaynakli tiimor gelisimi

Duforestel ve ark. (2019)

AMPA ve Glifosat

PBMC

-Glifosat ve  AMPA maruziyeti sonucu DNMT1 ve HDAC3 gen
ifadelerindeki degisiklikler
-Glifosat maruziyeti sonucu DMNT3A gen ifadesinde degisiklik

Wozniak ve ark. (2021)

AMPA

PBMC

-Global 5-metil sitozin seviyesinde azalma

-p21 ve p53 promotdrlerinin metilasyon seviyelerinde degisiklik
CCNDL1 gen ifadesinde artig

Wozniak ve ark. (2021)

GBH

Sigan meme dokusu

-Meme bezi gelisiminde degisiklikler

-ERa proteini ve mRNA ifadesinde azalma

-Ergenlik sonrasi hayvanlarda ERa promotdrlerinin metilasyon
seviyelerinde degisiklikler

Gomez ve ark. (2019)

Glifosat

Sican spermi

-F2 ve F3 nesillerinde patolojilerde goriilen artis (prostat, yumurtalik
ve bobrek hastaliklari, obezite, dogum anormallikleri ve tiimor
gelisimi)

-Spermdeki DNA metilasyon bolgeleri (DMRs)

Kubsad ve ark. (2019)

Glifosat

Sican spermi

-Sperm diferansiyel histon tutulum bolgeleri (DHRs)

Ben Maamar ve ark. (2021)
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2.9. Apoptoz Mekanizmalan

Apoptoz, fonksiyonunu kaybetmis, hasar gormiis, organizma i¢in zararl
olabilecek hiicrelerin ortadan kaldirildigi, dogustan gelen genetik olarak kontrol edilen
bir siiregtir (Kam ve Ferch, 2000; Saikumar ve ark., 1999; Schulze-Osthoff ve ark.,
1998). Apoptozu gesitli fizyolojik ve patolojik uyaranlar baslatabilir. Ekstrinsik ve

instrinsik (mitokondrial) olmak tizere 2 yolla gerceklesir.

Eksrtinsik yolakta apoptoz siirecini baslatan iki ana sinyal yolundan biri FasL-
Fas sistemi, digeri ise TNF ligand1 (TRAIL)- TNF sistemidir. Bu sinyal yollari,
hiicrelerin 6liimiine yonelik sinyallerin iletilmesinde dnemli rol oynar. (Goldar ve ark.,
2015; Liu ve ark., 2017; Shlyakhtina ve ark., 2017). Bu siiregte 6liim reseptorlerinin
ligandlarla olusturdugu kompleks FAS iligkili 6liim proteinine (FADD), ve TNF iligkili
Olim proteinine (TRDD) baglanarak trimerik bir yap1 olusur. Bu trimerik yap1 baslatici
kaspaz 8 ile birleserek Oliim indiikleyen sinyal kompleksi (DISC) adi verilen
aktiflestirilmis bir kompleks olusturur. Olusan DISC kompleksi Kaspaz 8’in
aktivasyonunu baskilayan c-FLIP adi verilen inhibitér protein tarafindan regiile edilir
(Wajant, 2002). Olusan kompleks inaktif kaspaz8’i aktif kaspaz8’e dontistiiriir (Sekil 2-
10). Aktif kaspaz-8 ise direk kaspaz-3’u aktif hale getirir ve aktive edilmis kaspaz-3
araciligiyla hiicrenin apoptoza ugramasi gergeklesir (Adams ve Cory, 2001; Curtin ve
Cotter, 2003; Spierings ve ark., 2004).

Instrinsik mitokondriyal yolak mitokondri i¢cinde meydana gelen bir dizi hiicre
ici olay1 igerir. Mitokondrinin zar gegirgenliginin bozulmasina yol agan hormonlar,
radyasyon, toksinler, hipoksi, viral enfeksiyonlar ve hipertermi gibi bir takim faktorler
bu yolu tetikleyebilir. Bu siire¢ ayrica proapoptotik proteinlerin intermembranlardan
sitozole salinmasimma da yol acar (Saelens ve ark., 2004; Xu ve ark., 2015). Sitozole
salinan sitokrom ¢, Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktive eden faktor) ve kaspaz 9'a
baglanarak apoptozom adi verilen bir kompleks olusturur (Hassan ve ark., 2014,
Kroemer ve ark., 2007).

Apoptozda gorev alan proteinler, proapoptotik proteinler (Bak, BAX, Bid, Bim)
ve anti-apoptotik proteinler (BCL-2, Bcl-xl) olarak birbirine zit 2 gruptan olusur. Bu
proteinler mitokondriyal membranin gegirgenligini artirip (proapoptotik proteinler
araciligiyla) veya azaltip (anti-apoptotik proteinler araciligiyla) sitokrom C salimiminin

diizenlenmesinde rol oynarlar. Smac/DIABLO, Ht-A2/Omi, PUMA ve NOXA
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proteinleri apoptoz inhibitdr faktoriini (IAP) engellemede gorev alan proapoptotik
proteinleridir. (Elmore, 2007; Lomonosova ve Chinnadurai, 2008; Schuler ve Green,
2001).

Apoptotik uyari sinyali alan hiicrede proapoptotik protein olan Bid antiapoptotik
protein olan BCL-2‘yi inaktive eder ve BAX ve Bak’1 aktiflestirir. Aktiflesen BAX ve
Bak mitokondri membraninda gecirgenligini artirir. Boylelikle mitokondri porlarindan
sitokrom-c ve SMAC salinimi gergeklesir. SMAC, TAP’1 inhibe eder ve apoptoz
olusumu ivme kazanir. IAP’in ortamda bulunmasi kaspaz-3 aktivasyonunu engeller.
Mitokondriyal membran porlarindan saliman sitokrom-c, Apaf-1 ve kaspaz9 ile
birleserek Apoptozom adi verilen bir kompleks olusturur (Sekil 2-10) (Adams ve Cory,
2001; Adrain ve Martin, 2001; Strasser ve ark., 2000). Apoptozom inaktif prokaspaz-
3’u aktif kaspaz-3 haline getirir ve aktive kaspaz-3 araciligiyla hiicrenin apoptoza
ugramast gergeklesir (Adams ve Cory, 2001; Palmer ve ark., 2000; Smaili ve ark.,
2000).

p53 geni, onkojenik strese yanit olarak apoptotik hiicre 6liimiinii indiikleyen bir
timor baskilayici proteindir. Hiicrede olusan DNA hasarina karsi hiicre bdliinmesinin
G1 fazinda boliinmeyi aksatarak hiicre icinde DNA tamir mekanizmalarinin devreye
girmesini saglar ve olusan hasar giderilmeye calisilir. Olusan hasar geri doniisiimsiiz ise
BAX, Apaf-1 ve Fas olusumunu hizlandirarak ve BCL-2 ve Bcl-x1’yi baskilayarak
hiicreyi apoptoza siiriikler (Vousden ve Lu, 2002).
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EKSTRINSIK YOLAK INSTRINSIK MITOKONDRiIAL YOLAK
FasL TNF/TRAIL O Bae
é ‘ Bim
q] Fas 5 TNF Bax
SididtAaantaRRRRaRAERRARRAAREN Bak
llllllﬂllllllulllllllmllllllllllll / Bid
FADD TRADD l
l l Sitokrom C Q ar:]%%ﬁ?l'o
C-FLIPl{ [IDISC [IDISC R \/\ PUMA/,NOXA
C:PB czps CAspg MO/l
]
AKTWE< APOPTOZOM # IAP
* /
o E
CASP3
APOPTOZ

Sekil 2-10: Apoptozun ekstrinsik ve intrinsik mitokondrial yolag1 (Obeng, 2021).

2.9.1. Glifosatin Apoptoz ve Hiicre Proliferasyonu Uzerine EtKileri

Apoptoz proapoptotik ve anti-apoptotik proteinler tarafindan enerjiye bagli,
genetik olarak kontrol edilen programlanmis hiicre Sliimii siirecidir. Bu proteinler
arasinda, BCL-2 proteini hiicre 6liimiinii bastirma, BAX proteini ise hiicre 6liimiinii
tetikleme yoniinde gorev alir. BAX/BCL-2 indeksi, hiicre apoptozu i¢in dénemli bir
prognostik faktor olarak gosterilmektedir (Gazzaniga ve ark., 1996). PCI2 hiicre
dizisinde yapilan c¢aligmada, glifosatin 40 mM konsantrasyonda maruziyeti sonrasi
maruziyet siiresiyle dogru orantili yiiksek BAX ve diisitk BCL-2 protein ekspresyonu
gozlenmis ve glifosatin PC12 hiicrelerinde apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Gui ve
ark., 2012).

Bir diger ¢aligmada, glifosatin 1 - 10000 mg/L araligindaki konsantrasyonlarda

48 saatlik maruziyetinin sertoli ve germ hiicreleri karma kiiltlirlerinde apoptozu tesvik
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ettigi  gosterilmistir (Clair ve ark., 2012). Adjuvanlarla karistirilan glifosat
formulasyonlarinin maruziyeti sonucunda ise mitokondriyal hasar ve hiicresel harabiyet
s6z konusu olabileceginden hiicrelerin apoptoz degil nekroz yoluyla o6ldigi
diistinilmistiir (Okada ve Mak, 2004). PBMC hiicrelerinde yapilan bir arastirmada
sadece yiiksek dozlarda (0,5 mM, 5SmM) AMPA ve glifosat maruziyeti sonucunda
apoptotik aktivitede artis gozlenmistir (Kwiatkowska ve ark., 2020). Basgka bir
calismada Annexin V ve PI boyalar1 kullanilarak flow sitometri analizi sonucu C4-2B
ve PC-3 hiicre dizisinde 24, 48 ve 72 saat 50 mM AMPA maruziyeti sonucunda
maruziyet siiresiyle dogru orantili olarak apoptozda istatistiksel olarak %40’ tlizerinde
anlamli artis oldugu gozlenmistir (Li ve ark., 2013). Martini ve ark. (2012), yaptigi
calisgmada Annexin-V ve Pl kullanarak 3T3-L1 hiicre dizisinde (fibroblastlar) 1.55 mM
konsantrasyonda glifosat i¢eren ticari bir iirliniin, kontrole kiyasla apoptotik hiicrelerin

sayisinda anlamli bir artisa neden oldugunu bulmuslardir.

Insan embriyonik bobrek hiicre dizisinde (HEK293) yapilan arastirmada, diisiik
konsantrasyonlarda (0,6-18 uM) glifosatin  hiicrelerin  ¢ogalmasin1  uyardigi
gosterilmektedir (Jeon ve ark., 2020). HepG2 hiicre dizisinde CCK8 (‘Cell Counting
Kit-8”) hiicre proliferasyon testi kullanilarak Olgiilen sonuglara gore test edilen
konsantrasyonlarda, glifosatin HepG2 hiicre proliferasyonunu uyardigini géstermektedir
(Kasuba ve ark., 2017).
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3. GEREC VE YONTEM

Tez galismasi, Istanbul Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Toksikoloji

Anabilim Dali Hiicre Kiiltiirli ve Arastirma Laboratuvarlari’nda gergeklestirildi.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Kitler

%10 Tris-glisin poliakrilamit jel
%40 Akrilamit/bis ¢ozeltisi (37,5: 1)
2-Merkaptoetanol

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyumbromiir

(MTT)

5-mC DNA elisa kit

AMPA (%99)

Absolu alkol

Adhezif kaplama kagitlar
Amonyum persiilfat (>%98) (APS)
Anti-asetil histon H3K9 antikoru

Anti-histon 3 (H3) antikoru
Anti-mouse 1gG, HRP-baglh antikor

Anti-rabbit 1gG, HRP-bagl antikor
Anti-trimetil histon H3K27 antikoru

Anti-trimetil histon H3K9 antikoru

Apoptoz hasar tespit kiti (Annexin V FTIC/PI)

Ayirma jeli tamponu, 1,5 M Tris HCltamponu, pH 8,8

cDNA sentez kiti
Dimetil siilfoksit (DMSOQ)

DNA izolasyon Kiti

Dubelco’nun modifiye edilmis eagle besiyeri/F12besiyeri

(DMEM/F12)

Etilendiamin tetra asetik asid (EDTA)

Fetal sigir serumu (FBS)

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

(10x)

Bio-Rad 4561034
Serva 10681.01
Merck 8057400250
Biomatik A3338

Epigentek P-1034-96
Sigma-Aldrich 324817
Sigma-Aldrich 32221

Thermo Scientific™AB-0558
Sigma-Aldrich A3678

Milipore 07-352

Abcam ab61251
Santa Cruz Biotechnology SC-2005

Santa Cruz Biotechnology SC-2357
Milipore 07-449

Milipore 07-442

Biolegend (640914)
Bio-Rad 161-0798

Roche Life Science05091284001
Biomatik A2424
Roche Life Science 11796828001

Wisent-Multicell 319010CL

Sigma E5134
Wisent-Multicell 080110

Wisent-Multicell 311012CL


http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole

Gen ekspresyonu primerleri
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Sentromer DNA TeknolojileriLtd. Sti.

Gen ekspresyonu sybr green master karigimi (SensiFAST™ Bioline BIO-98020

SYBR® No-ROX Kit)
Glasiyel asetik asit

Glifosat (%99)

Glisin

On ayirma jeli tamponu, 0,5 M Tris tamponu, pH 6,8
Ornek indirgeyici ajan (Laemmli 2x)

Protein standardi (10-250 kDa)

Protein standardi (40-300 kDa)

Penisilin (100 U) / streptomisin (100 pg/mL) ¢ozeltisi
RNA izolasyon Kiti

Sigir serum albumini (BSA)

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Sodyum kloriir (NaCl)

Tetrametiletilenediamin (TEMED)

Total histon ekstraksiyon Kiti

Tripan mavisi

Tripsin (1:250)

Tris baz

Tris hidrokloriir (Tris HCI)

Tween 20

Western blot goriintiileme ¢ozeltisi ECL

3.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Riedel-de Haen 27225
Sigma-Aldrich 45521
Wisent-Multicell 800-045-LG
Wisent-Multicell 809-230-LL
Sigma-Aldrich S3401-10VL
Thermo Scientific™ 26619
Thermo Scientific™ 26625
Wisent-Multicell 450201EL
Roche Life Science 11828665001
Applichem A7906
Sigma-Aldrich L5750

J. T. Baker 0278

Biomatik A4008

Epigentek OP-0006

Fluka 93595

Biomatik A4027
Wisent-Multicell 600-127-LG
Applichem A3452
Applichem A49640

Santa Cruz
2048

BiotechnologySC-

Ayarlanabilir otomatik pipetler (0,1-2,5 uL; 0,5-10 uL; 2- Eppendorf

20 pL; 20-200 pL; 100-1000 pL)

Avyarlanabilir 8 kanalli otomatik dispenser pipet
(0,5-10 uL)

Avyarlanabilir 8 kanalli otomatik dispenser pipet
(30-300 puL)

MilliQ su cihaz1

Blok 1sitic1 (5 mL tiipler igin)

Eppendorf

Eppendorf

Millipore Gradient

Stuart SBH130D



Blok sitict (0,5 pL mikrotiipler igin)

Blok sitict (96 kuyucuklu mikroplaka)

Buzdolab1 (+4 °C)

CO2’li inkiibator

Calkalamali blok 1sitic1 (2 mL tiip)

Calkalamali blok 1sitic1 (96 kuyucuklu mikroplaka)

Derin dondurucu (-20 °C)
Derin dondurucu (-80 °C)

Dikey elektroforez jel tank1

Elektronik hassas terazi
Etiv
Faz-kontrast invert mikroskop

Flow sitometri

Real-time PCR’, RT-PCR

Kemiluminesans Gorintilleme cihazi

Goriintiileme cihazi yazilim programi

Giig cihazi

Hassas terazi

Laminar kabin (Biyogiivenlik seviyesi 2)
Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre
Mikrosantrifiij

Mini orbital ¢alkalayici

Otomatik pipetor

Otomatik hiicre sayimi cihazi

Otoklav

pH metre

Sogutmali mikrosantrifiij
Sogutmali santrifiij
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Techne Dri-Block DB-2D
EuroClone Dry Bath EMK20
Argelik 5231 NFY

Thermo-Scientific Heracell150i
Biosan TS-100C

EuroClone T-Shaker EMS100
Arcelik 2041 D
Daihan-Scientific Wisecry

Bio-Rad Mini Protean®Tetra

Cell 1658040EDU

Precisa XB 220 A
Niive

Olympus CKX4
Acea-Novocyte

Roche Life ScienceLightcycler 480-11

Vilber Lourmat Fusion Fx

Imagel

Bio-Rad PowerPac™ BasicPower
Supply 1645050

Mettler H20

Tezsan

Biotek Epoch
Hettich Micro 120
Stuart SSMI
Eppendorf

Luna Automated Cell Counter(Logos
model: L10001)

Hirayama HV-50L
Hanna HI 1131 B

Hettich Micro 200R
Hettich Micro Universal 32R



Spin santrifiij
Su banyosu

Vorteks

3.3. Kullanilan Sarf Malzemeler
Dikey elektroforez jel kaseti, biiyiik

Dikey elektroforez jel kaseti, kiigiik

DNA saklama kutusu

Enjektor (10 mL; 50 mL)

Enjektor ucu steril filtre (0,22 pm naylon)
Falkon ttip (15 mL; 50 mL)

Falkon tiipler i¢in uygun portiip
Filtre kagidi (110 mm)

Hiicre kiiltiirii flask1 (25 cm?; 75 cm?)
Ince duvarli PCR tiipii (0,2 mL)
Kriyo vial (2 mL)

Lateks eldiven

Mikroplaka (6; 24; 96 kuyucuklu)
Mikrotiip (0,5 mL; 1,5 mL)
Mikrotiipler i¢in uygun portiip

Nitril eldiven

Otoklav band1

Otoklavlanabilir schott sise (250 mL; 500 mL; 1 L)

Pastor pipeti (2 mL)

Pipet ucu (0,1-10 uL; 30-300 pL)

Pipet ucu (0,5-10 pL; 2-20 pL; 20-200 pL; 100-1000 uL)

Serolojik pipet (10 mL; 50 mL)

Labnet C1301B
Memmert WB14

NC 28405-1ka

Bio-Rad Mini Protean®1653311

Bio-Rad Mini Protean®1653308

Greiner Bio-One
Set inject
Sartorius-Minisart
Citotest

Greiner Bio-One
Schleicher&Schvell
Nest

Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Broche

Nest

Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Broche

Sussex

Isolab

Greiner Bio-One
Eppendorf

Nest

Greiner Bio-One

34
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3.4. Hiicre Kiiltiirii Cahismalarn
3.4.1. Ortamumin ve Kullanilan Malzemelerin Sterilizasyonu ve Temizligi

Cam malzemeler musluk altinda 7-8 defa bol su ile galkaland1 ve sodyum
hipoklorit (¢amasir suyu) igeren distile su dolu kovada 1 gece bekletildi. Ertesi giin
tekrar musluk altinda 7-8 defa yikanarak ¢amasir suyunun malzemelerden tamamen
uzaklagtirilmasi saglandi ve 1 gece distile su igceren kovada bekletildi. 65°C’lik etiivde
kurutulan cam malzemeler, 165°C’de 2 saat siire ile kuru-sicak hava sterilizasyonuna
tabi tutuldular. Isiya dayanikli pipet uclari, mikrotiipler, schott siselerin kapaklar1 gibi
plastik malzemelerin ve hazirlanan ¢dzeltilerin sterilizasyonu 121 °C’de 3 atm basingta
15 dk. otoklavda gerceklestirildi. Besiyeri ve serum gibi 1s1ya dayaniksiz ¢ozeltiler ise

0,22 um’lik steril filtrelerden gegirilerek steril edildi.

Hiicre kiiltiirii laboratuvari ¢alisma alanlar1 ve laminar kabinin i¢i %70’lik alkol
ile diizenli olarak temizlendi. Calisma Oncesi ve sonrasinda belli siireler ile hiicre
kiiltiiri laboratuvar1 ve laminar kabinin UV lambalar1 acilarak ortamin sterilizasyonu
saglandi. Hiicre kiiltiirii laboratuvarinda galisirken tek kullanimlik galos ve eldiven
kullanildi, laboratuvar Onliiklerinin ise baska c¢aligmalarda kullanilmamasma Ozen

gosterildi.

3.4.2. Hiicre Dizilerinin Temini
Insan hepatoseliiler Kkarsinoma hiicreleri (HepG2) Amerika Hiicre Kiiltiir
Koleksiyonu (American Type Cell Culture, ATCC) bankasindan satin alindi. Hiicre

dizileri kriyo vialler i¢erisinde -196°C’de siv1 azot tanki i¢erisinde saklandi.

3.4.3. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltiler

Tripsin/EDTA c¢ozeltisi (%0,2 / %0,04): 0,2 g tripsin ve 0,04 g EDTA tartilarak
100 mL bidistile suda ¢oziindiiriildii. 0,22 um steril naylon filtreden gegirilerek steril
edildi. 15 mL’lik falkonlara boliinerek -20 °C’de saklandi.

Fetal sigir serumu (FBS): Hazrr inaktive edilmis FBS kullanildi. Ancak, FBS
inaktive edilmemis ise; 56 °C’de 30 dk. inkiibe edilerek inaktive edildi. 15 mL’lik
falkonlara boliinerek -20 °C’de saklandi. Caligma giinii 37 °C’de ¢oziindiiriilerek
kullanildi. FBS, besiyerine eklenmeden dnce 0,22 pum steril naylon filtreden gecirilerek

steril edildi.
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Antibiyotik ¢ozeltisi [penisilin (100 U) / streptomisin (100 ug/mL) %10]: 1 mL
penisilin (100U) / streptomisin (100 pg/mL) ana stok ¢ozeltisinden alinir, 10 mL’ye
CMF-PBS ile tamamlanir.

Hiicre dondurma cozeltisi: 10 mL DMSO, 10 mL FBS ve 1 mL %1’ lik
antibiyotik c¢ozeltisi hiicreler i¢in uygun besiyeri ile 100 mL’ye tamamlanarak

hazirlandi.

HepG2 hiicresi icin besiyeri: DMEM/F12 besiyerine 10 mL inaktive edilmis
FBS (%10), 10 mL %1’lik antibiyotik ¢ozeltisi eklenerek 100 mL olacak sekilde
hazirlandi. Calismaya baslamadan 6nce besiyeri 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatérde 15

dk.inkiibe edilerek pH ve sicaklik ayarlamasi yapildi. Taze olarak hazirland.

3.4.4. Hiicre Dizisinin Ac¢ilmasi ve Kiiltiire Alinmasi

Siv1 azot tankindan ¢ikarilan donmus haldeki hiicreler 37 °C’lik su banyosunda
1-2 dk. coziilene kadar bekletildi. Vial kapagmin su ile temas etmemesi i¢in dikkat
edildi. Vial %70’lik alkol ile silindi ve laminar kabin igine alindi. Hiicreler, %10 FBS
iceren besiyeri bulunan 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi, besiyerinde siispande edildi ve
1500 rpm’de 3 dk. santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi, hiicre pelleti besiyerinde
tekrar siispande edildi ve DMSO’nun toksik etkisinden kurtulmak amaciyla islem tekrar
edildi. Daha sonra, hiicre pelletine 1 mL besiyeri eklendi, yavasca pipetleme yapilarak
hiicreler siispande edildi ve 7-10 mL besiyeri iceren 25 cm®’lik ya da 75 cm?’lik
flasklara ekildi. Flasklar 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatorde inkiibasyona birakildi.

3.4.5. Hiicre Kiiltiiriiniin Devamhhginin Saglanmasi (Pasajlama)

Hiicre kiiltiir flasklarinin tiim yiizeyini kaplamig halde bulunan yogunlasmis
hiicreler i¢in ‘konfluent durumda’ ifadesi kullanilir. Hiicreler konfluent duruma
geldiginde pasajlandi. Pasajlama i¢in flask inkiibatorden alindi, laminar kabinde flask
icerisindeki besiyeri dokiildi. Hiicrelerin yiizeyi 2 mL CMF-PBS ¢ozeltisi ile yikandi.
Bu admm, tripsin aktivitesini azaltacak serum protein kalintilarmmi uzaklastirmak amagli
yapilir. Yikama isleminden sonra CMF-PBS dokiildii ve 2 mL tripsin/EDTA ¢ozeltisi
ilave edildi, flask 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatorde 5-10 dk. bekletildi. Tripsin ile
hiicrelerin flaskin yiizeyinden ayrilmasi saglandi. Hiicrelerin tripsin i¢inde gereginden
fazla beklememesi i¢in mikroskop ile yilizeyden ayrilip ayrilmadiklari kontrol
edilmelidir. Tripsin aktivasyonunu durdurmak amaciyla flaska 2-3 mL serumlu besiyeri

eklendi, pipetleme yapildi ve hiicreler 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi. 1500 rpm’de 3
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dk. santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirildi ve hiicre pellet 2 mL besiyeri ile siispande
edildi. Hiicreler hemasitometrede sayilarak, yaklasik 10° hiicre/mL olacak sekilde
icerisinde besiyeri bulunan flasklara ekildi. Flasklar, %90 bagil nem, 37 °C’de %5
CO2’li inkiibatérde inkiibe edildi. Hiicre dizisinin devamliliginin saglanmasi igin

pasajlama islemi ortalama haftada 2-3 kez yapildi.

3.4.6. Hiicrelerin Sayilmasi

Hiicrelerin saymmi tripan mavisi testi ile yapildi. Test, canli hiicrelerin tripan
mavisi boyasimi hiicre i¢ine almazken, 6lii hiicrelerin bozulmus hiicre membranlarindan
boyay1 hiicre icerisine alabilmeleri esasina dayanir. Isik mikroskobu ile incelendiginde;
canli hiicrelerin sadece membranlar1t mavi renkli gozlenirken, 6lii hiicreler tamamiyla

mavi renge boyanmis halde gozlenirler.

Hiicre sayimi otomatik hiicre sayim cihazi (Luna Automated Cell Counter,
L10001) ile gerceklestirildi. Ayrica, kontrol etme amaciyla hiicre sayimi Thoma lami
(hemositometre) adi verilen 1 mm? alana ve 0,1 mm derinlige sahip 4x16 kiiciik
kareden olusan 6zel sayim lamlar1 (Thoma lami) kullanilarak da 151k mikroskobunda
gerceklestirildi. 4x16 kiigiik kareye diisen tiim hiicreler sayildi. Hiicre siispansiyonun
mililitresindeki toplam hiicre sayisini hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanildi

(Formiil 3-1):
Toplam hiicre sayis/mL = (Hiicre say1s1/4) x 104 x Seyreltme faktorii

(Formiil 3-1)

3.5. Glifosat ve AMPA Cahsma Cozeltilerinin Hazirlanisi.
100 mM Glifosat ¢ozeltisinin hazirlanisi: Cam vial i¢inde 16,907 mg glifosat

1 mLdistile suda ¢6ziilerek ana stok ¢ozeltisi hazirlandi.

10 mM Glifosat ¢ozeltisinin hazirlanisi: Cam vial i¢cinde 100 mM glifosat

¢ozeltisinden 50 pL alinarak distile su ile 500 pL’ye tamamlandi.

1 mM Glifosat ¢ézeltisinin hazirlanisi: Cam vial i¢inde 10 mM glifosat

cozeltisinden 50 pL alinarak distile su ile 500 uL’ye tamamland.

100 mM AMPA cozeltisinin hazirlanisi: Cam vial i¢inde 11,104 mg AMPA

1mL distile suda ¢6ziilerek ana stok ¢ozeltisi hazirlandi.
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10 mM AMPA c¢ézeltisinin hazirlamisi: Cam vial i¢cinde 100 mM AMPA
cozeltisinden 50 puL almarak distile su ile 500 pL.’ye tamamlandi.

1 mM AMPA c¢ozeltisinin hazirlanisi: Cam vial igcinde 10 mM AMPA
cozeltisinden 50 pL alinarak distile su ile 500 uL’ye tamamlandi.

3.6. Sitotoksisite Testleri
Glifosat ve AMPA’ya maruz birakilan hiicrelerin canliliginin tespiti MTT
testi uygulanarak gergeklestirildi.

3.6.1. 96 Kuyucuklu Mikroplakalarda Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Hiicre kiltiirlerinin - mikroplakalara uygulanmasi esnasinda kuyucuklarda
diizensiz hiicre yogunlugu gergeklesebilir. Hiicre siispansiyonunun homojen
oldugundan emin olunmali ve hiicre topaklarinin olusumu engellenmelidir. Ayni
zamanda, testin uygun hassasiyette olmasi igin test esnasinda hiicrelerin yakin
bitigiklikte olmas1 gerekir. Hiicrelerin kuyucuklar arasinda diizenli ve esit dagilip
dagilmadiklar1 ve saglikli olup olmadiklar1 mikroskopta incelenmelidir. Hiicre kiiltiirleri

asagida belirtildigi sekilde 96 kuyucuklu mikroplakalarda hazirlandi:

1. Bir rezervuar igerisine steril bidistile su konuldu ve inkiibasyon sirasinda
kiiltiir besiyerinin buharlagsmasini azaltmak amaciyla 96 kuyucuklu mikroplakanin A ve
H siralarindaki her bir kuyucuga 100 uL su dagitildi. 96 kuyucuklu mikroplakanin 1 ve
12 stitununun B-G siralarindaki her bir kuyucuguna ise100 pL besiyeri dagitildi (Sekil
3-1).

2. Her bir kuyucukta 1x10* hiicre 100 uL besiyeri icinde olacak sekilde 96
kuyucuklu mikroplakanin diger kuyucuklarma hiicreler su sekilde dagitildi: 6,5x10°
hiicre 6,5 mL besiyerinde siispande edildi ve steril rezervuar igerisine hiicre
stispansiyonu konuldu. 96 kuyucuklu mikroplakalara Sekil 3-1’de gosterildigi sekilde
100 pL hiicre siispansiyonu dagitildi

3. 96 kuyucuklu mikroplakadaki hiicre siispansiyonu 37 °C’de %5 CO2’li

inkiibatorde 24 saat siire ile inkiibe edildi.
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Sekil 3-1: 96 kuyucuklu mikroplakaya hiicre ekimi.

3.6.2. Test Maddesinin, Negatif ve Pozitif Kontrol Cozeltilerinin Hazirlanisi
Sitotoksisite testleri icin glifosat ve AMPA ¢ozeltisi: Bolim 3.5°de gosterildigi
sekilde 100 mM konsantrasyonda olacak sekilde hazirlandi.

%1’lik SDS ana stok ¢ozeltisinin hazirlanisi: 0,1 g SDS, PBS ile 10 mL’ye

tamamlandi.

%0,1’lik SDS c¢alisma ¢ozeltisinin  hazirlanmisi:  %1°lik SDS ana stok
cozeltisinden 1 mL almip besiyeri ile 10 mL’ye tamamlandi. Maruziyet plakalarina
uygulama sirasinda 1/10 oraninda seyreltilerek hiicrelere 0,1 mg/mL konsantrasyonunda
SDS (~IC50) pozitif kontrol olarak uygulandi (ISO-10993-5) ve ¢6zelti icindeki PBS

konsantrasyonunun da %1 olmasi saglandu.

Glifosat ve AMPA cozeltisinin seyreltilmesi: Stok ¢ozeltiler 96 kuyucuklu
seyreltme mikroplakasinda 1/10 oraninda besiyeri ile seyreltildi. Daha sonra hazirlanan
bu ¢ozeltilerden 1/2 oraninda seyreltme yapilarak toplam 6 konsantrasyonda standart
¢ozeltileri hazirlandi. Basamaklar her iki madde i¢in de ayr1 ayr1 yapildi. Seyreltme
islemi i¢in uygulanan plaka diizeni Sekil 3-2°de gosterildi:

1. A swrasindaki 1. kuyucuga 270 pL besiyeri 2.-6. kuyucuklara 150 pL besiyeri

konuldu.

2. A swasindaki 1. kuyucuga Glifosatin ve  AMPA’nin distile su iginde

hazirlanan ¢ozeltisinden 30 pL konuldu ve iyice karistirildi.

3. kuyucuktan 150 pL alinarak 2. kuyucuga aktarildi (1/2 oraninda seyreltme),
iyice karistirildr ve bu kuyucuktan 150 pL alinarak 3. kuyucuga aktarildi. Bu islem 5.
kuyucuk da dahil olmak iizere yapildi. En son 6. kuyucuktaki fazla olan 150 pL atild1.
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Bu sekilde toplam 6 konsantrasyonda olmak iizere Glifosat vee AMPA seyreltmeleri

hazirlanmis oldu.

1. kuvucuk 12 172 12 172 12
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A O0REEE®EE®OO0

Glifosat Besiveri

1. kuvucuk 12 172 12 172 12
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AMPA Besiveri

Sekil 3-2: Glifosat ve AMPA’min 1/2 oraminda seyreltilmesi.

3.6.3. Glifosat ve AMPA’min Hiicre Kiiltiiriine Maruziyeti
1. Bolim 3.6.1°de belirtilen 24 saatlik inkiibasyonun sonunda hiicre kiiltiir
mikroplakasindaki kuyucuklardan (A ve H smrasi hari¢) 8 kanalli pipet kullanilarak

kiiltlir besiyeri uzaklastirildi.

2. Bu kuyucuklara 50 uLL PBS (1x) ilave edilerek yikama islemi gergeklestirildi
(kuyucuk yiizeyine tutunmus olan hiicrelerin kazinmamasina, zarar gormemesine dikkat

edilmelidir).

3. Vakit kaybetmeden her bir kuyucuga 90 pL taze hiicre kiiltiirii besiyeri
eklendi (hiicre katmanmin kurumasindan dolay1 olusabilecek hiicre 6liimii veya stresini

engellemek icin hizli yapilmalidir).

4. Maruziyet mikroplakasi Sekil 3-3’te gosterildigi sekilde diizenlendi:
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Sekil 3-3: 96 kuyucuklu maruziyet mikroplaka diizeni.

A + H siralart: Steril bidistile su

B: i Kiiltiir besiyeri + hiicre yok (blank, negatif kontrol)

GC: ..o Kiiltiir besiyeri + hiicre (hiicre biiyiime kontrolii)

SCio Kiiltiir besiyeri + hiicre + distile su (¢oziicli kontrolii)

PC: .. Kiiltiir besiyeri + hiicre + SDS (0,1 mg/mL) (pozitif kontrol)
Al,A2,....... A6: Kiiltiir besiyeri + hiicre + Glifosat’in 6 farkli konsantrasyonu
B1, B2, ......... B6: Kiiltiir besiyeri + hiicre + AMPA’nin 6 farkli konsantrasyonu

5. 1 ve 12. Siitunlarin B-G kuyucuklarma 100 pL besiyeri konuldu (blank,
negatif kontrol).

6. B2, C2 ve D2 kuyucuklarmma 10 uL hiicre kiiltiiri besiyeri konuldu (hiicre
biiytimesi kontrolii, GC).

7. E2, F2, G2, B11, C11 ve D11 kuyucuklarina 10 pL distile su ¢ozeltisi
konuldu (¢oziicii kontrolii, SC).

8. El11, F11 ve Gl11 kuyucuklarma 10 pL %0,1’lik SDS ¢o6zeltisi konuldu
(pozitif kontrol, PC).

9. Bolim 3.6.2°de belirtildigi tizere Al-A6 seklinde yazilmis kuyucuklara
seyreltmeleri yapilmis Glifosat standart ¢ozeltilerinden, B1-B6 seklinde yazilmis
kuyucuklara seyreltmeleri yapilmis AMPA standart ¢ozeltilerinden 10’ar pL tatbik
edildi (6 konsantrasyon, her konsantrasyon igin 3 tekrar yapild). Her test 1
mikroplakada 24 saatlik maruziyet i¢in hazirlandi. Ayni diizende 2. farkli bir giinde

calisilmak tizere toplam her konsantrasyon igin 6 tekrar yapildi.
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10. 96 kuyucuklu mikroplaka 37 °C’de, %5 CO2’li inkiibatérde 24 saat inkiibe
edildi.

3.6.4. MTT Testi

MTT bilesiginin tetrazolyum halkasinin hiicredeki (canli ve mitokondriyal
fonksiyonlar1 bozulmamis) mitokondriyal bir enzim olan siiksinat dehidrojenaz enzimi
ile formazana doniismesi esasina dayanir (Alley ve ark., 1988; Mosmann, 1983). Canli
hiicrede soluk sar1 renkli MTT, enzim ile tetrazolyum halkasinin par¢alanmasi sonucu
koyu mavi-mor renkli ¢6ziinmeyen formazan {iriiniine doniisiir. Boylece canli ve
mitokondriyal fonksiyonlar1 bozulmamis hiicreler mor renkte boyanirken, O6li ve
mitokondriyal fonksiyonu bozulmus hiicreler boyanmaz. Hiicreler organik ¢6ziicii (6rn.
isopropanol, DMSO) ile ¢oziindiiriildiikten sonra, olusan formazan ¢6zeltisine ait rengin
siddeti spektrofotometrik olarak 590 nm’de (670 nm referans dalga boyuna kars1)
Ol¢iiliir. MTT nin rediiksiyonu sadece metabolik olarak aktif olan hiicrelerde meydana
gelir ve bu aktivitenin seviyesi hiicrelerin canliliklariyla 6l¢iiliir (Alley ve ark., 1988;
Fotakis ve Timbrell, 2006; Mosmann, 1983; van Meerloo ve ark., 2011).

MTT Testi Protokolii

MTT c¢ézeltisinin hazirlanigi: 5 mg MTT, 1 mL CMF-PBS (1x) icinde ¢oziindiiriildii.
Cozelti +4 °C’de karanlikta saklanda.

Deney Protokolii

1. Boliim 3.6.3’te anlatildig1 gibi Glifosat ve AMPA ile inkiibe edilen hiicre
kiiltiirlinii igeren 96 kuyucuklu mikroplakanin her kuyucuguna 20 pL MTT ¢ozeltisi
eklendi.

2. 150 rpm’de inkiibator disinda 5 dk. orbital ¢alkalayicida bekletildi.

3. 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatorde 3 saat inkiibe edildi.

4. Kuyucuklardaki tstteki sivi atildi ve kuyucuklara 100 pL %100’Lik
DMSO ilave edildi.

5. 150 rpm’de inkiibator disinda 5 dk. orbital ¢alkalayicida bekletildi.

6. Olusan rengin siddeti 590 nm’de (670 nm referans dalga boyuna kars1)

mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede o6lgiildii.
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Sonuclarin Degerlendirilmesi

1. Coziicii kontrol grubundan (SC) elde edilen absorbans degeri %100 canlilig
ifade eder. Orneklerde canli hiicre orani, ¢dziicii kontrol grubunun (SC) absorbans

degeri ile kiyaslanarak % cinsinden hesaplandi.

2. Cozicii kontrollerinin (SC) 96 kuyucuklu mikroplakanm sag ve sol kenarmda
bulunmas: sistematik hatalarin belirlenmesini saglar. Testin anlamli olabilmesi i¢in, sag
ve sol taraftaki ¢oziicli kontrollerin ortalamalari ile tiim ¢oziicii kontrollerin ortalamalari

arasinda %15’ten fazla fark olmamasi gerekir.

3. Hiicre biiylime kontrolleri (GC) ¢dziiciiniin etkisini belirlemeyi saglar. Eger
¢oziicli kontrollerin degerleri hiicre biiylime kontrolleri ile belirgin bir fark gosterirse,
test bilesiklerinin inhibisyon degerleri dikkatle yorumlanmali, miimkiinse farkli bir

¢Oziicl se¢ilmelidir.

4. Testin dogrulugunu kontrol etmek amaciyla her maruziyet mikroplakasina
SDS ¢ozeltisi (son konsatrasyonu 0,1 mg/mL olacak sekilde) eklenerek pozitif kontrol
grubu (PC) olusturuldu. Calisilan kosullarda, SDS ¢ozeltisine (0,1 mg/mL) ait hiicre
Oliimiiniin yaklasik %50 olmasi gerekir (ISO-10993-5).

5. Her ¢oziicii kontrol (SC) ve Ornek absorbans degerlerinden, blank (B)

degerlerine ait ortalama absorbans degeri cikarilarak diizeltilmis absorbans degerleri
elde edildi.

6. Diizeltilmis ¢oziicii kontrol (diizeltilmis ODSC) ve oOrnek (diizeltilmis
ODOrnek)absorbans degerlerinin ortalamasi alindi.

7. % Relatif inhibisyon (% hiicre Oliimii) degeri asagidaki formiile gore
hesaplandi (Formiil 3-2):

% Relatif inhibisyon = 100 - (diizeltilmis ort. ODOrnek x 100 / diizeltilmis ort.
ODSC)

(Formiil 3-2)
8. X ekseninde maruziyet konsantrasyonu, Y ekseninde % relatif inhibisyon (%
hiicre 6liimii) olacak sekilde excel programi kullanilarak konsantrasyona kars1 %

inhibisyon (% hiicre 6liimii) egrisi ¢izildi.
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9. Egriden %50 inhibisyona (hiicre dliimiine) karsilik gelen konsantrasyon
hesaplanarak calisilan maddelerin IC50 (%50 oraninda hiicre 6liimiine sebep olan

konsantrasyon) degeri belirlendi.

3.7. Glifosat ve AMPA’min Hiicre Dizilerine Maruziyeti

Her bir 25 cm?’lik flaska 1x10° hiicre 5 mL besiyeri icinde ekildi. CO2’li
inkiibatorde 24 saat bekletildi. Flaskin i¢indeki besiyeri dokiildi ve tekrar 5 mL taze
besiyeri konuldu. Asagida belirtildigi sekilde Glifosat ve AMPA maruziyetleri
gergeklestirildi:

Kontrol gruplari: 5 pL distile su, igerisinde 5 mL besiyeri bulunan flaska
konuldu.

50 uM glifosat maruziyeti: 5 pL. 50 mM glifosat ¢ozeltisi icerisinde 5 mL
besiyeri bulunan flaska konuldu.

100 uM glifosat maruziyeti: 5 pL. 100 mM glifosat ¢ozeltisi icerisinde 5 mL

besiyeri bulunan flaska konuldu.

250 uM glifosat maruziyeti: 5 nL 250 mM glifosat ¢ozeltisi icerisinde 5 mL

besiyeri bulunan flaska konuldu.

50 uM AMPA maruziyeti: 5 pL. 50 mM AMPA c¢o6zeltisi icerisinde 5 mL

besiyeri bulunan flaska konuldu.

100 uM AMPA maruziyeti: 5 pL. 100 mM AMPA ¢ozeltisi igerisinde 5 mL

besiyeri bulunan flaska konuldu.

250 uM AMPA maruzgiyeti: 5 pL. 250 mM AMPA c¢ozeltisi icerisinde 5 mL

besiyeri bulunan flaska konuldu.

500 uM AMPA maruziyeti: 5 pL. 500 mM AMPA ¢ozeltisi igerisinde 5 mL

besiyeri bulunan flaska konuldu.

Bu sekilde Glifosat ve AMPA yukarida belirtilen konsantrasyonlarda HepG2
hiicrelerine uyguland1 ve 24 saat boyunca 37°C’lik %5 CO2’li inkiibatorde inkiibe
edildi. Ayni ortam kosullarinda kontrol gruplar1 da olusturuldu. Her bir maruziyet
konsantrasyonu i¢in 5’er adet flaska ekim yapild1 ve deneyler 2. farkl bir giinde tekrar
edildi. En son maruziyet siireleri tamamlandiktan sonra Glifosat ve AMPA’ya maruz

birakilan hiicreler pasajlandi ve sayildi. Besiyeri igindeki hiicreler 4 °C’de 1000 x g’de 5
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dk. santrifiij edildi, tistteki besiyeri atild1 ve hiicreler PBS (1x) ile yikanarak 4 °C’de
1000 x g’de 5 dk. tekrar santrifiij edildi. Hiicreler PBS (1x)’te slispande edildi ve DNA,
RNA, ve histon proteinlerinin izolasyonunu yapabilmek amaciyla yaklagik 1x10° sayida
hiicre 200 pL PBS (1x) i¢inde olacak sekilde kisimlara ayrildi.

3.8. DNA Metilasyonunun Analizi

3.8.1. DNA izolasyonu
Hiicre kiiltliiriinden genomik DNA izolasyonu ‘High Pure PCR Template
Preparation Kit’ (Roche Life Science) ile iiretici firmanin vermis oldugu kullanim

talimatlar1 uygulanarak gerceklestirildi.

Kit igerigi

Baglama tamponu: 6 M Guanidin HC1/ 10 mM iire / 10 mM Tris HCI/ %20
Triton-X 100 (v/v) (pH 4,4).

Proteinaz K: Liyofilize proteinaz K, 4,5 mL bidistile su ile ¢oziindiiriildii.
-20°C’de saklandu.

Inhibitdr temizleme: 5 M Guanidin HC1/ 20 mM Tris HCI / alkol (pH 6,6).

Yikama tamponu: 2 mM Tris HCI/ alkol (pH 7,5).

Eliisyon tamponu: 4 M iire / 200 mM Tris / 20 mM NaCl / 200 mM EDTA (pH
7,4).

Filtreli tiip, toplama tiipii
Deney protokolii

1. Boliim 3.7°de belirtildigi {izere maruziyeti yapilan 1x10° hiicre 200 ul PBS

icinde siispande edildi.

2. Uzerine 200 pL baglama tamponu, 40 pL proteinaz K eklendi. Hemen
karistirildi ve 70 °C’de 10 dk. inkiibe edildi.

3. Uzerine 100 pL isoproponal eklendi ve iyice karistirild:
4. Kitin i¢erisinden ¢ikan toplama tiipiine filtreli tiip yerlestirildi.

5. Yukarida hazirlanan ¢ozelti filtreli tiipe konuldu ve 8000 x g’de 1 dk. santrifiij

edildi. Santrifiij sonras1 toplama tiiptindeki s1v1 atildi.
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6. Filtreli tiipe 500 pL inhibitor temizleme tamponu eklendi ve 8000 x g’de 1 dk.

santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi toplama tiipiindeki s1v1 atild1.

7. Filtreli tiipe 500 pL yikama tamponu eklendi ve 8000 x g’de 1 dk. santrifiij

edildi. Santrifiij sonrasi toplama tiiptindeki sivi atildi. Bu islem iki kez tekrarlandi.

8. Yikama tamponunun kalintilarin1 temizlemek tizere bir kez daha 10 sn.
santrifiij edildi.
9. Toplama tiipii atildy, filtreli tiip 1,5 mL’lik mikrotiip i¢ine yerlestirildi.

10. Onceden 70 °C’ye getirilmis eliisyon tamponundan 100 pL filtreli tiipe
eklendi. 8000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi.

11. Elde eldilen DNA’lar daha sonraki asamalarda kullanilmak {izere -20 °C’de
buzdolabinda saklandi.

3.8.2. DNA’min Saflik ve Miktar Tayini

50, 100, 250 puM konsantrasyonlarda glifosat ve 50, 100, 250, 500 uM
konsantrasyonlarda AMPA maruziyeti sonrasinda HepG2 hiicrelerinden izole edilen
DNA’larin miktar1 ve safligi ‘Take-3 Plate’ kullanilarak mikroplaka okuyuculu
spektrofotometrede olgiildii. 260 nm’de Olglilen absorbans degerleri oldukga saf olarak
izole edilen niikleik asitlerin ng ya da pg diizeyinde miktarlarmin belirlenmesinde
kullanilir. 260 nm dalga boyunda okunan deger ile 280 nm ve 230 nm dalga boylarinda
Olciilen degerler arasindaki oran niikleik asitlerin safligi hakkinda bilgi verir.
Saflagtirilmis DNA’da A260/A280 ve A260/A230 orami yaklasik 1,75- 1,8 {izerinde

olmalidir.

3.8.3. Global DNA Metilasyonunun Tayini

5-metilsitozin (5-mC) igeriginin tayini, global olarak DNA metilasyonundaki
degisiklikleri tayin etmede hizli ve kullanigh bir parametredir (Christman, 1982; Fuke
ve ark., 2004; Ramsahoye, 2002). Bu amagla, 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 tretici

firmanin vermis kullanim talimatlar1 uygulanarak gerceklestirildi.
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3.8.3.1. 5-mC’nin Eliza Kit ile Tayini
Kit Icerigi
5-mC Kaplama tamponu (15 mL): 4°C’de saklanmalidur.
5-mC Eliza tamponu (250 mL): 4°C’de saklanmalidir.
Anti-5-metilsitozin monoklonal antikoru (1 pg/uL, 30 uL): - 20°C’de
saklanmalidir.
Sekonder antikor (1 pg/pL, 30 uL): 4°C’de saklanmalidir.
HRP gelistirici (15 mL): 4°C’de saklanmalidir.
Negatif kontrol (100 ng/uL, 50 uL): - 20°C’de saklanmalidir.
Pozitif kontrol (100 ng/uL, 50 puL): - 20°C’de saklanmalidir.
96-kuyucuklu mikroplaka: Oda sicakliginda saklanmalidir.
Deneyin esasi

5-mC DNA Eliza kitinin temeli dolayh eliza teknigidir. Denatiire, tek zincirli
DNA o6rnekleri 5-mC kaplama tampon i¢inde mikroplaka kuyucuk yiizeylerine kaplanir.
Anti-SmC monoklonal antikoru ve HRP bagli sekonder antikor 5-mC Eliza tamponunda
hazirlanir ve kuyucuklara eklenir. HRP gelistiricinin eklenmesi sonucu olusan rengin

spektrofotometrik olarak dl¢iilmesi ile 5-mC tayini gerceklestirilir (Sekil 3-4) .

A g A
N admms
Tek zincirli DNA

Kuyucuk ytizeyi

Sekil 3-4: 5-mC DNA ELISA Kitinin esas.

Deney protokolii

Boliim 3.8.1°de izole edilen ve Boliim 3.8.2°de miktar1 tespit edilen
DNA ornekleri 100 ng konsantrasyonda olacak sekilde 100 pL 5-mC

kaplama tampon i¢inde hazirlandu.



DNA ornekleri ile birlikte kit ile tedarik edilen negatif kontrol (100
ng/100 pL) ve pozitif kontrollerin (100 ng/100 puL) karisimiyla hazirlanan
metilasyon standartlar1 (% 0, 5, 10, 25, 50, 75, 100 oraninda 5-mC) da
parallel olarak ¢alisildi. Blank olarak herhangi bir DNA 6rnegi icermeyen
100 pL 5-mC kaplama tamponu kullanild1.

DNA baglama

1. Gerektigi kadar kuyucuk standart ve ornekler i¢in mikroplakadan
ayrildi

2. 0,2 uL’lik PCR tiipiine 100 ng 6rnek DNA’lar1 ve negatif ve pozitif
DNA’lar konuldu ve tizerine 100 pL 5-mC kaplama tamponu eklendi.

3. DNA’lar 98°C’de 5 dk. denatiire edildi ve denatiirasyondan sonra
hizlica 10 dk. buzda bekletildi.

4. Denatiire edilmis DNA‘lar kit ile tedarik edilen mikroplaka

kuyucuklarma eklendi ve iizeri mikroplaka filmi ile kapatildi. Mikroplaka

37°C‘de 1 saat inkube edildi.
Bloklama

5. Kuyucuklardaki tampon uzaklastirildi ve tiim kuyucuklar 200 puL 5-

mC Eliza tamponu ile 3 kez yikandi.

6. Kuyucuklara 200 pL 5-mC Eliza tamponu eklendi ve iizeri
mikroplaka filmi ile kapatildi. Mikroplaka 37°C’de 30 dk. inkiibe edildi.

Antikor eklenmesi
7. Kuyucuklardaki tampon uzaklastirildi.

8. Antikor karisimi agsagidaki gibi hazirlandi (18 kuyucuk i¢in):
5-mC Eliza tamponu 2000 uL
Anti-5-metilsitozin 1 pL
Sekonder antikor 2ulL

9. Kuyucuklara antikor karigimmdan 100 pL eklendi ve iizeri
mikroplaka filmi ile kapatildi. Mikroplaka 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.

Renk gelisimi
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10. Antikor karisimi1 kuyucuklardan uzaklastirildi ve tiim kuyucuklar
200 pL 5- mC Eliza tamponu ile 3 kez yikandi.

11. Kuyucuklara 100 pul HRP gelistirici eklendi. Mikroplaka oda
sicakliginda renk gelisimi i¢in 20 dk. bekletildi.

12. Olusan rengin siddeti 405 nm’de mikroplaka okuyuculu
spektrofotometrede Slgtildii.

Sonuclarin degerlendirilmesi
Metilasyon standardlar1 (%0, %5, %10, %25, %50, %75, %100) ile hazirlanan

Ol egrisi yardimiyla DNA 6rneklerindeki metilasyon orani1 % olarak belirlendi.

3.9. Gen EkspresyonlariinTayini
3.9.1. Total RNA Izolasyonu

Hiicre kiiltiirtinden total RNA izolasyonu ‘High Pure RNA Isolation Kit* (Roche
Life Science) ile f{iretici firmanin vermis kullanim talimatlari uygulanarak
gergeklestirildi.

Kit igerigi

Lizis/Baglama tamponu: 4,5 M Guanidin-HCI, 50 mM Tris-HCI, %30 Triton
X100 (agirlik/hacim) (pH 6,6). 25°C’de saklandi.

DNaz I (rekombinant, liyofilize): 10 KU liyofilize DNaz 1. Coziindiirtiildiikten

sonra porsyonlarak -20°C’de saklandi.

DNaz inkiibasyon tamponu: 1 M NaCl, 20 mM Tris-HC1 (pH 7,0). 25°C’de

sakland.

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

sakland1.
Yikama tamponu II: 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI (pH 7,5). 25°C’de saklanda.
Eliisyon tamponu: PCR kalitede su.

Filtreli tiip, toplama tiipii
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Deney protokolii

1.Béliim 3.7°de belirtildigi iizere hazirlanan 1x10° hiicre 200 uL PBS icinde

stispande edildi.
2.Uzerine 200 uL baglama tamponu eklendi ve 15 sn. vorteks ile karistirildi.
3.Kitin igerisinden ¢ikan toplama tiipiine filtreli tiip yerlestirildi.

4. Yukarida hazirlanan c¢ozelti filtreli tiipe konuldu ve 8000 x g’de 15 sn.

santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 toplama tiipiindeki siv1 atild1.

5.Steril bir mikrotiipte her bir 6rnek i¢in 90 uL DNaz inkiibasyon tamponu ve 10
pL DNaz I eklendi ve karistirildi.

6.100 uL DNaz I ¢ozeltisi filtreli tiipiin iist ylizeyine konuldu. 15-25°C’de 15
dk. inkiibe edildi.

7.Filtreli tiipe 500 pL Yikama tamponu I eklendi ve 8000 g de 15 sn santrifiij

edildi. Santriflij sonrasi toplama tiipiindeki siv1 atild.

8.Filtreli tiipe 500 pL Yikama tamponu II eklendi ve 8000 g’ de 15 sn. santrifiij

edildi. Santriflij sonrasi toplama tiipiindeki siv1 atild.

O.Filtreli tiipe 200 pL Yikama tamponu II eklendi ve en yiiksek devirde
(yaklasik 13000 g) 2 dk. santrifiij edildi. Santriflij sonrasi toplama tiipii i¢indeki siv1 ile
birlikte atild1.

10.Filtreli tiip 1,5 mL’lik mikrotiip i¢ine yerlestirildi.
11.Elisyon tamponundan 50 pL filtreli tiipe eklendi. 8000 x g’de 1 dk. santrifiij
edildi.

Elde edilen RNA’lar, cDNA sentezi i¢in -80°C’de sakland1.

3.9.2. RNA’mn Saflik ve Miktar Tayini

Bolim 3.7°de belirtilen konsantrasyonlarda Glifosat ve AMPA maruziyeti
sonrasinda HepG2 hiicrelerinden izole edilen RNA’larin miktar1 ve saflig1 ‘Take-3
Plate’ kullanilarak mikroplaka okuyucu spektrofotometrede ol¢iildii. 260 nm’deki
Olcimler RNA  miktarmmn  belirlenmesinde  kullanildi.  RNA’nin  safliginin

belirlenmesinde kullanilan A260/A280 orani ise yaklasik 1,95+ 0,1 olmalidir.
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3.9.3. cDNA Sentezi
cDNA tek veya ¢ift sarmalli olabilir ve mRNA kalibindan ters transkriptaz
enzimi kullanilarak sentezlenir. Eger yapilan deney cift sarmalli cDNA gerektiriyorsa,

bir bagka DNA sentez basamagi ile gergeklestirilebilir.

Olciim sonucunda elde edilen RNA’lardan ¢cDNA sentezi igin total 1000 ng
olacak sekilde ‘iScript™ c¢DNA Synthesis Kit” (Bio-Rad) ile iiretici firmanin vermis

oldugu kullanim talimatlar1 uygulanarak gerceklestirildi.
Kit icerigi
[Script reaksiyon karigimi (5x): 400 pL
[Script ters transkriptaz reaksiyon tamponu: 100 pL
PCR kalitede su: 1,5 mL

Deney protokolii

1. Steril, niikleaz icermeyen, ince duvarli PCR tiipii buz i¢ine konuldu ve

icerisinde kalip primer karisimi hazirlandi:
Toplam RNA: 1000 ng
[Script reaksiyon karisimi (5X): 4uL
[Script ters transkriptaz reaksiyon tamponu: 1 pL
PCR kalitede su: Reaksiyonun toplam hacmi 20uL olacak sekilde sueklendi.

Tip i¢indeki maddeler dikkatli bir sekilde karistirildi ve spin santrifiij yapildi.
Vorteks yapilmamalidir.

2. Daha sonra ters transkriptaz karisimi sirasiyla 25 °C’de 5 dk. ve 46°C’de 20
dk. boyunca inkiibe edildi.

3. Ters transkriptaz 95°C’de 1 dk. inkiibe edilerek inaktif hale getirildi.
4. Tip buz iistiine alinarak reaksiyon durduruldu

5. cDNA saflastirmaya gerek olmaksizin PCR reaksiyonlarinda kullanilmak
tizere -20°C’de sakland1.



52

3.9.4. Gen Ekspresyonunun Real-Time PCR ile Tayini

p53, BAX, BCL2, CASP3, CASP9, G9a, EZH2, SUV39H1, SETDS8, SETD1B,
HAT1, SIRT1, MGMT, DNMT1, RIZ1, ve p-aktin genlerinin ekspresyonlar1 primer ve
SYBR Green karigimi kullanilarak RT-PCR ile ger¢eklestirildi.

Kullanilan malzemeler

‘SYBR® Green PCR Master Mix’ karigimi,

Gene oOzgiin primerler (Tablo 3-1’de deneylerde kullanilan primer dizileri
gosterilmistir.)

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

Gen adi Primer dizisi (5°-3”) Slffglk Kaynak
s LSO n anesen
o ACHSMETOSEOTIT s o)
cr | [ITSSCCOOMTASSONS | anese
Q.
CASPY F:ACCAGAGATTCGCAAACCAG 5 de Souza Prestes ve ark.
R:TCACCAAATCCTCCAGAACC (2019)
Ga RTCACCCTOTOSNS g e e
e W PRIETCGIEERATGRBGG 53 Donertyveark (2010
o DM g aweecon
oy [OCATSCCOASCASONO g et o
o OSGSTOACORICETON e
HAT1 ;:: gilig;;?rgliglggilig C 58 Mahalingaiah ve ark. (2015)
SIRT1 ;:: Lﬁi%%gz'i;%:%ﬁz::iiﬁgf A 58 Y.-Q.Wang ve ark. (2015)
DNMT1 ;:: ggli%miggégiiﬁg 60 Ahmadnejad ve ark. (2017)
DNMT3A F: GGTCACGCAAAACAGAACCC 60 Gu ve ark. (2017); Lai ve ark.
R: CCTTGGTGAAACCCTTTGCG (2008)
owns FOCICTASCITSE g Guuea o
RIZ1 ;:: '_AI_V_?((::_?_:— é; (;I' gﬁ;%%%é%?’é_?: 57 Sasaki ve ark. (2002)
S -aktin ;:: ?gi;é_?_?;;?éﬁ_gﬁ_?ﬁ gT G 48 Rosa ve ark. (2011)
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Deney Protokolii

Asagidaki gosterildigi gibi uygun miktarlarda bilesenler ilave edilerek RT-PCR
karigimi1 hazirlandi ve dikkatlice pipetleme yapildi:

‘SYBR® Green PCR Master Mix’ karigima: 10 uL
10 uM forward primer: 1 uL
PCR kalitede su: 3ulL
Toplam hacim: 15 uL

1. Hazirlanan PCR karigimindan 15 pL mikroplakanin her kuyucuguna ilave
edildi.

2. cDNA ornekleri steril su ile 1:5 oraninda seyreltildi.

3. Hazwrrlanan c¢cDNA orneklerinden 5 pL her bir kuyucuga eklendi ve

mikroplakanin iizeri mikroplaka filmi ile kapatild.
4. Mikroplaka 1500 x g’de 2 dk. santrifiij edildi.

6. Mikroplaka LightCycler 480 RT-PCR cihazina konularak 6l¢iim yapildi. RT-
PCR protokolii Tablo 3-2’de gosterilmistir.

Tablo 3-2: RT-PCR protokolii.

Program adi Siklus Sicaklik °C Siire
Polimeraz aktivasyonu 1 95 2 dk.
Denatiirasyon 40 95 5sn.
E;gf;ﬁ;‘: hedef DNA” ya 40 48-66 10 sn.
Uzama 40 72 5-20 sn.
Uzama 1 72 1dk

Sonuclarin degerlendirilmesi

Tablo 3-2°de primer dizileri verilen genler ve referans gen olarak kullanilan p—
aktin icin spesifik RT-PCR kantitatif Ct degerleri belirlendi. Genlerin relatif

ekspresyonu kontrol grubuna gore karsilagtirmali Ct yontemi ile degerlendirildi.
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3.10. Histon Proteinlerin Western Blot Yontemi ile Tayini

3.10.1. Histon Proteinlerinin izolasyonu
Hiicreden histon proteinlerinin izolasyonu EpiQuickTM toplam histon

ekstraksiyon kiti (Epigentek) ile iiretici firmanin vermis oldugu kullanim talimatlar1

uygulanarak gerceklestirildi (Sekil 3-5).

Kit icerigi
10x On-lizis ¢ozeltisi 10 mL
Lizis ¢ozeltisi 20 mL
Balans tamponu 8 mL
DTT ¢ozeltisi 20 uL
Hiicrelerin
hazwlanmas:

Lizis 6ncesi

x—33
——

Lizis

|

pH dengesi

Mikroplakaya o =
uvgulama e T

Sekil 3-5: Histon proteinlerinin izolasyon basamaklari

Deney protokolii

1. Boliim 3.7°da belirtildigi {izere hazirlanan 1x10° hiicre 200 pL PBS (1x)
icinde silispande edildi.

2. PBS (1x) ile yikanan hiicreler 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine alindi
Hiicreler 4 0C’de 1000 x g’de 5 dk. santrifiij edildi. Ustteki stv1 atildu.
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3. 10x On-lizis ¢ozeltisi, distile su ile 1: 10 oraninda seyreltilerek 1X on-lizis

¢ozeltisi hazirlandi (1 mL 10x 6n-lizis ¢ozeltisi + 9 mL su seklinde).

4. Hiicre pelletine 200 pL 1x 6n-liziz ¢ozeltisi eklendi ve siispande edildi ve 10

dk. buz i¢inde nazikge karistirilarak lizis edildi.
5. Lizatlar 4 °C* de 10000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi ve tst faz uzaklastirildi.

6. Hiicre pelletine 200 pL lizis ¢ozeltisi eklendi ve tekrar siispande edildi ve 30
dk. buz i¢inde inkiibe edildi

7. Hiicre stispansiyonu 4 °C’de 12000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi ve tstteki sivi

yeni bir mikrosantrifiij tiipiine transfer edildi.

8. Balans tamponuna 1: 500 oraninda DTT ¢ozeltisi eklenerek balans-DTT

tamponu hazirlandi (1 pL DTT ¢ozeltisi + 500 uL balans tamponu seklinde).
9. Ustteki stviya 60 uL (0,3 hacimde) balans-DTT tamponu eklendi.

10. Boylece histon proteinlerinin izolasyonu gercgeklestirildi ve protein

konsantrasyonu 0l¢iilmek tizere hazir hale getirildi.

11. Elde edilen histon proteinleri daha sonraki kullanimlar i¢in 500 pL’lik
tiiplere boliindii ve -80 °C’de saklandi.

3.10.2. Proteinlerin Miktar Tayini
Izole edilen histon proteinleri ekstrelerinde protein miktarlar1 Bio-Rad protein

tayini II kiti ile Bradford prensibine goére 6lgtildi (Bradford, 1976).
Yontemin esasi

Bio-Rad protein tayini, Bradford prensibine dayanir, basit ve dogrusalligi
yiiksek bir yontem olup ¢oziinmiis proteinlerin konsantrasyonlarmi tayin eder. Asidik
‘coomassie® brilliant blue G-250 boyasmin, eklendigi protein ¢ozeltisinde ozellikle
arginin olmak ftizere, esas olarak basit ve aromatik aminoasit rezidiilerine baglanmasi
sonucu olusan rengin siddeti 465-595 nm’de mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede

Ol¢lilmesi esasma dayanur.
Kit icerigi

Protein tayini boya reaktifi konsantresi: 450 mL boya
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Sigir serum proteini (BSA, standart): BSA standardi kit protokoliine uygun
olarak 1,41 mg/mL konsantrasyonda olacak sekilde 20 mL bidistile suda ¢oziildii.

BSA ana stok ¢ozeltisi 500 pL’lik tiiplere boliinerek -20 °C’de saklandi.

Protein standart ¢ozeltileri

BSA ana stok ¢ozeltisinden konsantrasyonlar1 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400
pg/mL olacak sekilde BSA standart ¢ozeltileri taze olarak hazirlandi ve bu g¢ozeltiler
protein tayininde standart egri ¢izimi i¢in kullanmildi. Standartlar 3’er kere tekrarl

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

2. 10’ar puL standart ¢ozeltiler ve protein drneklerinden 96 kuyucuklumikroplaka

kuyucuklarma uygun konfigiirasyonda konuldu.
3. Her kuyucuga seyreltilmis boya reaktifinden 200 pL eklendi.

4. Oda sicakliginda en az 5 dk. inkiibe edildi. Zaman gectikce absorbans

artacagindan dolay1 6rnekler 1 saatten fazla oda 1sisinda bekletilmemelidir.

5. Olusan rengin siddeti 595 nm’de mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede
olgtlda.

Protein miktarinin hesaplanmasi

Olgiilen her bir &rnek i¢in protein miktari, BSA standart ¢ozeltileri ile hazirlanan
Olcli egrisine gore hesaplandi. Protein ve histon proteinleri igin ekstrelerdeki

proteinmiktar1 ng/puL olarak hesaplandi.

3.10.3. Histon Modifikasyonlarimin Western Blot Teknigi ile Tayini
izole edilen histon proteinlerinde histon H3K9me3, H3K9ac ve H3K27me3

tayinleri western blot teknigi kullanilarak gerceklestirildi.

Deneyin esast

Jelde ayirimi yapilmig proteinlerin membrana emdirilerek ilgilenilen proteinin
isaretlenmis spesifik antikor yardimiyla membrane iizerinde yari kantitatif ya da

kantitatif olarak belirlenmesidir.
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Cozeltilerin hazirlanisi
%0,1’lik Tuzlu ve Tween 20°li Tris tamponu (TBST) ¢ozeltisinin hazirlanisi:

7,88 g Tris hidrokloriir (son konsantrasyonu 50 mM olacak sekilde) tartildi ve
iizerine 800 mL deiyonize su eklendi ve pH:7,5 olacak sekilde 1 M NaOH ile ayarlandu.
Uzerine 8,766 g NaCl (son konsantrasyonu 150 mM olacak sekilde) ve 1 mL Tween 20
(%0,1) eklendi ve 1000 mL’ye deiyonize su ile tamamland:.

%2,5°lik BSA c¢ozeltisinin hazilamisi: 2,5 g BSA 100 mL %0,1’lik TBST

¢Ozeltisinde hazirlandi.

%1’lik BSA c¢ozeltisinin hazilanisi: 1 g BSA 100 mL %0,1’lik TBST

¢Ozeltisinde hazirlandi.

%10’luk APS c¢ozeltisi: 1 g APS, 10 mL deiyonize suda ¢oziilerek hazirlandi.
500 pL’lik tiiplere boliinerek -20 °C’de saklandi.

%10°luk SDS ¢ozeltisi: 1 g SDS, 10 mL deiyonize suda ¢oziilerek hazirlandi.

5x yiiriitme tamponu: 15 g tris (son konsantrasyonu 0,025 M olacak sekilde), 72
g glisin (son konsantrasyonu 0,192 M olacak sekilde) tartildi ve tlizerine 800 mL
deiyonize su eklendi. Coziindiiriildiikten sonra 5 g SDS eklenerek ve pH 8,3 olacak

sekilde ile ayarlandi. 1000 mL’ye deiyonize su ile tamamlandi.

Deney esnasinda kullanilmak tizere 1: 5 oraninda deiyonize su ile seyreltilerek

1x yiirlitme tamponu hazirland1

10x aktarum tamponu: 60 g tris, 144 g glisin tartildi ve iizerine 800 mL
deiyonize su eklendi. Coziindiiriildiikten sonra pH 8,3 olacak sekilde ile ayarlandi. 1000

mL’ye deiyonize su ile tamamland1.

Hazirlanan aktarim tamponu deney esnasinda kullanilmak iizere 1: 10 oraninda
deiyonize su ile 1x’e seyretildi. 100 mL 1x aktarim tamponuna, 200 mL HPLC kalitede

metanol eklenerek deiyonize su ile 1000 mL’ye tamamlandi.
Yiikleme soliisyonu: 495 pL ornek indirgeyici ajana (Laemmli, 2x) 5 pL 2-
merkaptoetanol eklenerek hazirlandi.

Primer antikor c¢ozeltileri: Primer antikorlar her bir antikor i¢in uygun

seyreltme oranlarinda (H3, 1: 1000; H3K27me3, 1: 1000; H3K9me3, 1: 500; H3K9ac,
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1: 5000) (Orn: 1: 1000 seyreltme orani i¢in 5 pL antikor iizerine 5 mL %2,5’luk BSA

cozeltisi) %2,5’luk BSA ¢ozeltisi ile seyreltildi.

Sekonder antikor ¢ézeltileri: Sekonder antikor 1: 5000 oranmnda (Orn: 1 pL
antikor iizerine 5 mL %2,5’luk BSA ¢ozeltisi) %0,1°lik BSA ¢ozeltisi ile seyreltildi.

%12’lik SDS poliakrilamit jelin hazirlanigt

%12’lik ‘resolving’ jel (alt kisim):

Su:

%40 Akrilamid/Bis ¢ozeltisi (37,5: 1):

‘Resolving’ tamponu (pH 8,8):
%10 SDS:

%10 APS:

TEMED:

%4’liik ‘stacking’ jel (iist kistm):

Su:

%40 Akrilamid/Bis ¢ozeltisi (37,5: 1):

‘Stacking’ tamponu (pH 6,8):
%10 SDS:

%10 APS:

TEMED:

Deney Protokolii

4,309 mL
2,997 mL
2 mL

80 uL

80 uL

8 uL

2,9 mL
0,75 mL
1,25 mL
50 uL
50 uL

7 uL

1. Bolim 3.10.1°de izole edilen histon proteinlerinin konsantrasyonu 2 ug

olacak sekilde hesaplandi1 ve ince duvarli PCR tiipiine aktarildi.

2. Calisma buz lizerinde gerceklestirildi.

3. Protein 6rneklerine 10 pL yilikleme soliisyonu ilave edildi ve son hacim 35 pL.

olacak sekilde deiyonize su eklendi.

4. Protein orneklerine vorteks ve daha sonra spin yapildi.

5. Ornekler blok 1siticida 95 °C’de 5 dk. denatiire edildi.

6. Ornekler buz iizerine konuldu ve spin yapildi.

7. %12’lik manuel olarak hazirlanan SDS poliakrilamit jel, dikey elektroforez

tankina yerlestirildi. Tank hazirlanan 1x yiiriitme tamponu ile dolduruldu.

8. Birinci kuyucuga 7 pL protein standart1 ve diger kuyucuklara da 35’er pL

protein karigimi yliklendi ve proteinlerin zarar gérmemesi i¢in tankin etrafi buzla
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kaplandi. 300 mA sabit olacak sekilde 30 dk. 70 V; 45 dk. 100 V; 45 dk. 125 V
kademeli ytikseltilerek ytirtitiildii.

9. Jelde yiiriitiilmiis proteinler, 1slak aktarim yontemiyle 0,2 pm PVDF
membranla sandvi¢ modelinde kaset iginde hazirlanarak tanka yerlestirildi. Tank
aktarim tamponuyla doldurularak 100 V 80 mA 720 dk. siire ile aktarim gerceklestirildi.
Aktarim iglemi 4 °C’de yapildi.

10. Bloklama i¢in membran kii¢iik kap igerisinde 5 mL %?2,5’luk BSA ¢o6zeltisi
ile 1 saat oda sicakliginda calkalayicida inkiibe edildi ve %2,5’luk BSA c¢ozeltisi
dokiildi.

11. 5 mL primer antikor igeren ¢ozelti, igerisinde membran bulunan kaba
konuldu ve 1,5 saat oda sicaklifinda ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi. Primer antikor
iceren ¢ozelti atildi.

12. Membran art arda 2 kez 5 dk. ve 2 kez 10 dk. olmak iizere %0,1°lik TBST
cozeltisi ile yikandi.

13. 5 mL sekonder antikor igeren ¢ozelti, icerisinde membran bulunan kaba
konuldu ve 1 saat oda sicakliginda calkalayicida cihazinda inkiibe edildi. Sekonder
antikor iceren ¢ozelti atildi.

14. Membran art arda 2 kez 5 dk. ve 2 kez 10 dk. olmak iizere %0,1°lik TBST
cozeltisi ile yikandu.

15. Membranlar asetat kagitlar1 arasmna koyularak western blot goriintiileme
(luminol) ¢o6zeltisi eklendi, 5 dk. bekletildi ve goriintiileme cihazinda 5 dk. Sonrasinda
goriintiileme yapild1.

16. Elde edilen bantlar, referans olarak kullanilan H3 histon proteinine gore

kiyaslama yapilarak degerlendirilmistir.

3.11. Annexin V-FITC/PI Testi ile Apoptoz Tayini
Annexin V-FITC/PI Testinin Esasi

Normal sartlarda, negatif yiiklii fosfatidilserin hiicre membraninin i¢ kisminda
sinirlanmis durumda bulunmaktadir. Hiicre apoptoza girdiginde ise, fosfatidilserin
birimleri hiicre membraninin dis yilizeyine dogru yer degistirmektedir (Giiles ve Eren,
2008). Anneksin V, hiicre membranmin dig yiizeyinde bulunan fosfatidilserine
baglanma kabiliyeti olan bir proteindir, bu ylizden, fluoresein isotiyosiyanat (FITC) gibi

floresan Ozellik gdsteren bir molekiil ile isaretlendiginde, flow sitometri cihazi ile
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apoptotik  hiicre yogunlugu Olgiilebilmektedir. Nekroza ugrayan hiicrelerin
membranlarinda da Anneksin V-FITC baglanmas1 meydana gelebilecegi i¢in ikinci bir
boya olarak vital olmayan bir boya olan propidyum iyodiir (PI) eklenmektedir.
Hiicreler, anneksin V-FITC (yesil floresans) ve PI (kirmizi floresans) ile es zamanli
boyandig1 zaman canli hiicreler (FITC—PI-), erken apoptoza giden hiicreler (FITC+PI-),
gec apoptoza giden hiicreler (FITC+PI+) ve nekrotik hiicrelerin (FITC—PI1+) birbirinden
ayirt edilmesi miimkiin olabilmektedir (Giiles ve Eren, 2008; Overbeeke ve ark., 1998).

Annexin V-FITC/PI Testi Protokolii

Kit icerigi
Anneksin V-FITC 0,5mL
Pl 1mL

Baglayic1 tampon (10X) 30 mL
Deney Protokolii

1. HepG2 hiicreleri, 2.5x10%100 pL/kuyu olacak sekilde 6 kuyulu
mikroplakalara dagitildi ve 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi.

2. Inkiibasyon sonras1 ortamdaki siipernatant uzaklastirildi ve kuyular 1 mL PBS
(1x) ile yikandi. Her kuyuya taze besiyeri eklenerek ‘Unstained’, ‘PI’ ve ‘Anneksin’
boyalar1 i¢in hazirlanmig kontrol hiicre kuyular1 hari¢ son konsantrasyonlar 50, 100, 250
uM olacak sekilde glifosat ve 50, 100, 250, ve 500 uM olacak sekilde AMPA eklendi
ve 24 saat inkiibe edildi.

3. 24 saatlik maruziyetin ardindan silipernatant uzaklastirildi ve her kuyu 1 mL
PBS (1x) ile 2 defa yikandi. Ardindan, her kuyuya 0,5 mL %1’lik tripsin eklenerek

hiicreler tripsinize edildi ve 1,5 mL’lik mikrosantrifiije alind.

4. Elde edilen hiicre siispansiyonu 1200 rpm’de 3 dk. siire ile santrifiij edildikten
sonra sonra hiicre pelleti, 1 kez, 1 mL PBS (1x) ile yikandu.

5. Elde edilen hiicre pelleti 2 defa 200 uL soguk hiicre baglayict tampon (Cell
Staining Buffer) ile yikanarak 1200 rpm’de 3 dk. siire ile santrifij edildi. Her

yikamadan sonra siipernatant atild1.

6. Yikamalarin ardindan elde edilen pellet iizerine 100 uL. Anneksin V Binding

Buffer eklendikten sonra hiicreler siispande edildi.
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7. ‘Unstained’ kontrol hiicreleri hari¢ her maruizyet hiicrelerine 5 pL FITC
Anneksin V ve 10 pL PI boyalar1 eklendi. Anneksin V boyast i¢in hazirladigimiz

hiicrelere sadece Anneksin V, digerine de sadece PI boyas1 eklendi.

8. Boya eklenen hiicreler yavasca yaklasik 5 sn. vortekslendikten sonra 15 dk.

stire ile karanlik ortam ve oda sicakliginda bekletildi.
9. 15 dk. sonrasinda her hiicreye 200 uL ‘Anneksin V Binding Buffer’ eklendi.

10. Hiicrelerin floresans yogunlugu flow sitometride (ACEA NovoCyte)
Annexin VFITC i¢in Ex/Em: 494/518 nm, PI i¢in Ex/Em: 535617 nm dalga boyunda
olctildi.

Deneyler, her konsantrasyon i¢in en az 3 tekrar ve ayni kosullarda farkli 2 giinde

calismak tizere toplam en az 6 tekrar olacak sekilde yapild1.
Sonucglarin Degerlendirilmesi

Flow sitometri, akan bir sistem i¢inde floresan yogunluguna bagli olarak hiicre
veya parcacik poplilasyonunun fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini tespit etmek ve 6lgmek
icin kullanilan,stispansiyon seklindeki hiicrelerin incelendigi bir tekniktir (Kanev ve
Muranli, 2016). Bilgisayar Programi (NovoExpress Software) ile gerceklestirilen veri
analizi sonucu, hiicreler FSC/SSC grafiginde belirli bir alana diismektedir. Bu grafik
sayesinde, hiicrelerde yer alan farkli popiilasyonlar hiicre biyiikliigline ve
graniilaritesine ayirt edilebilmektedir. FSC/SSC grafigi iizerinde inceleme yapilacak
hiicreler bir ¢erceve ile smirlandirilir ve bu isleme‘kapilama’ veya ‘kap1 alma’ (gating)
denilmektedir (Mutlu ve Giiltekin, 2016). Kapilama yapilan alan ‘Main’ olarak
gosterilmektedir (Sekil 3-6)
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Sekil 3-6: FSC/SSC grafiginde hiicre kapilanmasinin gosterimi
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Verileri analiz etmek igin, kapilanmis hiicre alanmi {izerinden analize devam
edilmektedir (Mutlu ve Giiltekin, 2016). Veriler birkag farkli ¢izim tiiriiyle
goriintiilenebilmektdir. Bunlar; histogramlardan nokta grafikleri, kontur ve yogunluk
grafikleri gibi 2 boyutlu grafiklere ve tomogram grafigi gibi 3 boyutlu grafiklere kadar
uzanir (Adan ve ark., 2017). Grafikte, X ekseni, arastirilan parametrenin floresans
yogunlugunu gosterirken, Y ekseni ise belli bir sinyal yogunlugundaki hiicre sayisi
gostermektedir (Mutlu ve Giiltekin, 2016). M2 kapisi, hiicre popiilasyonunda analiz
edilmek istenen tek bir parametreye ait hiicre popiilasyonunun yiizdesini ifade
etmektedir. Bu yiizden, en sik tercih edilen grafik tiirii nokta alan grafigidir (Sekil 3-7).
Nokta grafigi iki parametreli bir veri gosterimi saglar ve her nokta bir veya daha fazla
olay1 (parcacigl) temsil ederken yogunluk grafigi bir frekans dagilimi olarak iki
parametreyi gosterir (Adan ve ark., 2017). Nokta alan grafiginde, iki farkli floresan
antikoru tasiyan hiicreler; her iki floresan antikoruna da baglandiysa, grafigin sag iist
kadraninda; tek bir floresan antikoruna baglandiysa, grafigin sag alt ve sol iist
kadraninda; her iki floresan antikorunu da baglanmadiysa, grafigin sol alt kadraninda

goriintiilenmektedir (Taneli, 2007).

10¢ 10°

10
Lol Ll

10° 0 10°
111

351

Sekil 3-7: Nokta alan grafigi (Mutlu ve Giiltekin, 2016).

Apoptotik hiicrelerin tayininde, grafigin 4 bdlgesine diisen hiicrelerin her biri
farkli 6zellikteki hiicreleri gostermektedir (Sekil 3-7). Hiicrelerin, ayni anda, Anneksin
V-FITC ve PI ile boyanmasi canli ve 6lii hiicrelerin ayrimin1 saglamaktadir. Tez
calismasinda, Annexin V-FITC i¢in ExX’Em: 494/518 nm, PI i¢cin Ex/Em: 535617 nm
kullanildi. Analiz sonucunda, canli hiicreler FITC PI  (1.bolge), erken apoptotik
hiicreler FITC+ PI (2. bdlge), gec apoptotik hiicreler FITC+ PI+ (3. bolge), nekrotik
hiicreler ise FITC PI+ (4. bolge) seklindetespit edildi. Her bir analiz igin, ‘Main’ kapisi
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10* hiicre olacak sekilde degerlendirildi. Baska bir ifade ile, her drnekte ‘Main’ kapisi
icerisinde 10* hiicre okutuldu (Sekil 3-8).
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Sekil 3-8: Flowsitometride apoptoz tayini icin elde edilen grafigin sematik gosterimi.
3.12. istatistiksel Degerlendirme

Veriler “ortalama + standart sapma” olarak verildi. Verilerin istatistiksel olarak
“SPSS 21.0 for Windows” paket programi kullanilarak degerlendirildi. Tiim
parametreler icin Oncelikle normalite testi ve varyanslarin homojenligi testi
uygulandiktan sonra, normal dagilim gosteren veriler i¢in ‘Tek Yonli Varyans’

(ANOVA-Post Hoc Dunnet testi) analizi ile ¢oklu karsilastirma uygulandi. p<0,05

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sitotoksisite Sonuclar

Glifosat ve AMPA’nin HepG2 hiicrelerindeki sitotoksik etkisi, hiicre canliliginin
kantitatif Olglimiine dayanan MTT testi ile yapildi. Glifosatin HepG2 Hiicrelerinde
Toksik Etkilerinin Arastirilmasi baslikli Yiiksek Lisans tez ¢alismasinda MTT testi ile
HepG2 hiicrelerine glifosat 5 mM’a kadar ¢esitli konsantrasyonlarda uygulanmis ve
uygulanan konsantrasyonlarda hiicre olimi gozlenmemis ve ICsp degeri tespit
edilememisti. Doktora tez ¢alismasinda ise daha yliksek konsantrasyonda caligilarak
HepG2 hiicrelerinde 1Cso degeri belirlendi. Hiicreler, MTT testi i¢in farkli giinlerde iki
defa tekrarlanan, 0,31-10 mM arasinda alt1 farkli konsantrasyonda glifosat ve AMPA'ya

iiger tekrarla maruz birakild.

HepG2 hiicrelerinde gerceklestirilen MTT testi sonucunda 0,31 ila 10 mM
konsantrasyon araligindaki glifosat ve AMPA maruziyetinden elde edilen % hiicre
Olimii ve standart sapma sonuclar1 Tablo 4-1 ve Sekil 4-1'de gdsterilmistir. HepG2
hiicrelerinde MTT sonucuna gore ICso degeri glifosat icin 6,19 mM; AMPA igin 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 gerceklestirilen HepG2 hiicre dizisinde %
olilm ve standart sapma degerleri.

Maruziyet Glifosat AMPA
konsantrasyonlar:

% Oliim + SD % Oliim + 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
2,5mM 12,324+4,53 16,66+4,33
5 mM 45,3543,58 21,26+2,81
10 mM 82,36+1,09 65,66+1,63

SD: Standart sapma (‘standard deviation”).

100
920
80
70
60
50 —o—Glifosat

40 —o—AMPA
30

20
10
0

% Hiicre olumii

031 0,63 125 25 5 10
Maruziyet Konsantrasyonlann (mM)

Sekil 4-1: 24 saat 0,31-10 mM konsantrasyonlarda glifosat ve AMPA’ya maruz birakilan
HepG?2 hiicre dizisinde MTT test sonuglari.

Tim degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir.

Sitotoksisite sonuglar1 ve daha once tarafimizdan (Mehtiyev ve ark., 2023)
gerceklestirilen caligmalar neticesinde glifosat ve AMPA’nin HepG2 hiicrelerine

maruziyet konsantrasyonlari sirasiyla 50-250 uM ve 50-500 uM olarak belirlendi.
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4.2. Glifosat ve AMPA Maruziyeti Sonrasi1 HepG2 Hiicre Dizisinden izole Edilen
DNA ve RNA’larin Miktarlan ve Safhiklar

HepG2 hiicreleri 24 saat 0-250 uM konsantrasyonlarda glifosat ve 0-500 uM
konsantrasyonlarda AMPA’ya maruz birakildi. Daha sonra izole edilen DNA ve
RNA’larin miktar1 ve safligi ‘Take-3 Plate’ kullanilarak mikroplaka okuyuculu
spektrofotometrede Olgiildii. HepG2 hiicrelerine ait DNA ve RNA’larin miktar1 ve
saflig1 glifosat i¢in Tablo 4-2’de, AMPA igin Tablo 4-3’te gdsterilmistir. Izole edilen
DNA ve RNA’larin A260/A280 ve A260/A230 oranlarinda safliklarinm iyi oldugu

goriildii ve DNA ve RNA o6rnekleri ileri analizler i¢in kullanildi.

Tablo 4-2: 0-250 nM konsantrasyonlarda 24 saat glifosata maruz birakilan HepG2 hiicre
dizisinden izole edilen DNA ve RNA’larin miktar ve safliklari.

RNA Ornekleri DNA Ornekleri
Maruziyet
konsantrasyonlari A260/A280 ](\:;/(:::)l A260/A280 A260/A230 ?:;;;T)l
0 uM 2,031 128,524 1,816 1,819 119,34
Glifosat 0 puM 2,012 201,326 1,95 1,918 182,103
Kontrol 0 uM 1,998 213,236 1,972 1,801 281,224
0 uM 2,05 169,265
0 uM 2,057 178,265
50 uM 1,98 203,232 1,977 2,066 127,683
50 uM 2,013 235,326 1,89 1,871 198,717
50 uM 2,014 196,326 1,936 1,844 92,296
50 uM 1,997 168,326
50 uM 2,032 186,983
100 uM 2,033 165,235 1,924 1,895 204,987
100 uM 2,041 219,326 1,925 1,981 187,332
100 uM 1,996 201,236 1,953 2,002 167,946
Glifosat 100 uM 2,023 205,326
100 uM 2,019 197,364
250 uM 2,046 186,469 1,95 1,908 119,795
250 uM 1,985 179,548 1,851 1,889 166,379
250 uM 2,054 202,364 1,889 1,877 177,922
250 uM 2,021 200,156
250 uM 2,025 196,665




68

Tablo 4-3: 0-500 pM konsantrasyonlarda 24 saat AMPA’ya maruz birakilan HepG2

hiicre dizisinden izole edilen DNA ve RNA’larin miktar ve safhiklari.

RNA Ornekleri DNA Ornekleri
Maruziyet
konsantrasyonlar: A260/AZE0 | hiktan A260/A280 A260/A230 Miktar
(ng/pL) (ng/pL)
0 M 2,056 431,059 1,816 1,819 119,34
AMPA 0 uM 2,05 414,435 1,95 1,918 182,103
Kontrol 0pM 2,027 324,651 1,972 1,801 281,224

0 M 1,995 362,242
0 M 2,069 309,815
50 LM 2,049 361,531 1,967 1,836 194,888
50 uM 2,051 341,193 1,911 1,910 286,973
50 uM 2,057 397,104 1,903 1,834 187,295
50 uM 2,048 310,074
100 ©M 2,053 419,258 1,953 1,800 148,794
100 uM 2,044 376,304 1,95 1,920 130,159
100 uM 2,038 401,068 1,807 1,868 229,451
100 uM 2,043 339,737
100 M 2,038 291,253
250 oM 2,039 402,027 1,929 1,904 265,15

AMPA

2t caat 250 M 2,042 400,736 1,888 1,906 168,1
250 M 2,064 363,013 1,949 2,055 115,393
250 M 2,056 300,342
250 M 2,046 403,688
500 nM 2,054 337,87 1,928 1,894 422,588
500 M 2,053 368,202 1,927 1817 212,012
500 M 2,049 430,858 1,931 1872 153,004
500 M 2,035 316,79
500 M 2,036 348,042
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4.3. DNA Metilasyonu Sonuclari

4.3.1. Global DNA Metilasyonu Sonuclar
Global 5-mC igerigi, 5-mC Eliza kiti kullanilarak nicel olarak belirlendi. Boliim

3.8.3.1'de agiklandig1 sekilde elde edilen standartlarla olusturulan standart egri
tizerinden %5-mC miktar1 hesaplandi (Sekil 4-2).
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Sekil 4-2: 5-mC standartlarina ait kalibrasyon egrisi

HepG2 hiicreleri, 24 saat boyunca 50, 100 ve 250 puM konsantrasyonlarda
glifosat ve 50, 100, 250, 500 uM konsantrasyonlarda AMPA'ya maruz birakildi. %5-
mC seviyeleri, Tablo 4-4'te detayli olarak gosterilmistir. Kontrol grubuyla
karsilastirildiginda, 250 pM glifosat maruziyeti olan hiicrelerde %5-mC seviyelerinde
%62 artis (p<0,05) gozlemlenirken, 100 uM ve 250 uM AMPA maruziyeti olan
hiicrelerde sirasiyla %43 (p<0,05) ve %60 (p<0,05) artis tespit edilmistir (Sekil 4-3 a,b).
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Tablo 4-4: 24 saat 0-250 pM konsantrasyonlarda glifosat ve 0-500 pM konsantrasyonlarda
AMPA’ya maruz birakilan HepG2 hiicre dizisinde relatif %5-mC ve standart
sapma degerleri.

Glifosat AMPA

Maruziyet 9%5-mC £+ SD Maruziyet %5-mC £ SD

konsantrasyonlari konsantrasyonlari

Kontrol 2,15+0,28 Kontrol 2,15+0,28

50 uM 2,09+0,27 50 uM 2,30+0,32

100 uM 2,36+0,32 100 uM 3,08+0,42*

250 uM 3,48+0,45* 250 uM 3,44+0,46*
500 uM 1,78+0,23

SD: Standart sapma (‘standard deviation®).Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.(n=3). (Kontrol grubundan
6nemli 6lgiide farkli: *p<0,05; ANOVA-Post Hoc Dunnet testi)
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Kontrol 50 100 250 Kontrol 50 100 250 500
Glifosat Konsantrasyonu (uM) AMPA Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4-3: 24 saat 0-250 uM glifosat (a) ve 0-500 pM AMPA (b)’ya maruz
birakilan HepG2 hiicre dizisinde % 5-mC seviyeleri.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. (n=3).
* kontrol grubundan 6nemli 6lgiide farkli p<0,05 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).

4.3.2. Global DNA Metilasyonunda Rol Oynayan Genlerin Ekpsreyonunda
Degisiklikler

Tez caligmasinda 24 saat glifosat ve© AMPA maruziyeti yapilan HepG2
hiicrelerinde DNA  metiltransferazlar (DNMT1, DNMT3A, DNMT3B)’in gen
ekspresyonlar1 real-time PCR ile analiz edildi. DNMT1, DNMT3A, ve DNMT3B
genlerinde glifosat ve AMPA maruziyet gruplarinda kontrole kiyasla anlamli

degisiklikler gozlendi.
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DNMT1 geni: 50 upuM, 100 uM ve 250 uM glifosat maruziyet
konsantrasyonlarinda sirasiyla 2,64 (p<0,001), 2,73 (p<0,001) ve 3,93 (p<0,001) kat
anlamli artis; AMPA’da 250 ve 500 uM maruziyet konsantrasyonlarinda sirastyla 1,19
ve 1,12 kat anlamli olmayan artis, 50 ve 100 uM maruziyet konsantrasyonlarinda ise

sirasiyla 2,44 (p<0,01) ve 3,16 (p<0,001) kat anlaml1 artis tespit edildi (Sekil 4-4 a, b).
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Sekil 4-4: 24 saat boyunca 0-250 uM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 uM
konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hiicre dizisinde
DNMT1 geninde relatif ekspresyon seviyeleri.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. (n=3).

** kontrol grubundan 6nemli 6l¢tide farkli p<0,01;
*** kontrol grubundan 6nemli 6lgiide farkli p<0,001 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).

DNMT3A geni: 50 uM, 100 puM ve 250 uM glifosat maruziyet
konsantrasyonlarinda sirasiyla 1,73 (p<0,01), 2,13 (p<0,001) ve 2,05 (p<0,001) kat
anlaml artis; AMPA’da 50 uM konsantrasyonda 1,12 kat anlamli olmayan artig, 100
uM, 250 uM ve 500 uM maruziyet konsantrasyonlarinda sirasiyla 1,86 (p<0,001), 2,21
(p<0,001) ve 1,65 (p<0,01) kat anlaml1 artis tespit edildi (Sekil 4-5 a, b).
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Sekil 4-5: 24 saat boyunca 0-250 uM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 pM
konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hiicre dizisinde
DNMT3A geninde relatif ekspresyon seviyeleri.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. (n=3).

** kontrol grubundan 6nemli dlgiide farkl p<0,01;
*** kontrol grubundan 6nemli 6l¢iide farkli p<0,001 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).
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DNMT3B geni: 50 uM, 100 uM glifosat maruziyet konsantrasyonlarinda
srastyla 1,22 ve 1,33 kat anlamli olmayan artig, 250 pM maruziyet konsantrasyonunda
2,53 (p<0,001) kat anlamli artis; AMPA’da 50 uM, 100 uM maruziyet
konsantrasyonlarinda sirasiyla 1,15 ve 1,21 kat anlamli olmayan artig, 250 pM ve 500
uM maruziyet konsantrasyonlarinda sirasiyla 1,85 (p<0,01), 1,65 (p<0,05) kat anlamli
artig tespit edildi (Sekil 4-6 a,b).
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Sekil 4-6: 24 saat boyunca 0-250 pM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 pM
konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hiicre dizisinde
DNMT3B geninde relatif ekspresyon seviyeleri.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. (n=3).
* kontrol grubundan 6nemli 6l¢iide farkli p<0,05;
** kontrol grubundan 6nemli 6l¢iide farkli p<0,01 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).



73

4.4. Protein Miktar Tayini Sonuclan
Histon proteinlerinin miktar1 standart olarak BSA kullanilarak hazirlanan 6lgii

egrisi lizerinden hesaplandi. Bolim 3.10.2°te anlatildigi  sekilde hazirlanan
konsantrasyonlar1 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400 ug/mL olan BSA standart ¢ozeltileri

ile ¢izilen standart 6l¢ii egrisi Sekil 4-7°da verilmistir.

15

y=00018x+03806 .
R*=0.9977

Optik dansite

0 100 200 300 400
Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4-7: Protein standart dl¢ii egrisi.

4.5. Western Blot Teknigi ile Global Histon Modifikasyonlar1 Sonug¢lari
Glifosat ve AMPA maruziyeti sonucu H3K27me3, H3K9me3 ve H3K9ac i¢in

western blot yontemi ile yapilan protein analizinden elde edilen membran goriintiileri

Sekil 4-8’da verilmistir.

Glifosat AMPA
(nM) (uM)
\ \
! K 50 100 250 1{K 50 100 250 500 |

. — — — — — — — H3K27me3
— — — —— — — — — H3KIMe3

T —— s e H3K9aC

Sekil 4-8: 24 saat boyunca 0-250 uM konsantrasyonlarda glifosat ve 0-500 pM
konsantrasyonlarda AMPA’ya maruz birakilan HepG2 hiicre dizisinde global
histon modifikasyonlari icin western blot membran goriintiileri.
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24 saat boyunca 50-250 uM glifosat ve 50-500 uM AMPA’ya maruz birakilan
HepG2 hiicrelerinde H3K27me3 seviyesinde kontrole kiyasla; glifosat maruziyetinde
100 uM maruziyet konsantrasyonunda 1,34 kat (p<0,05) anlamli artis tespit edildi.
AMPA’da ise 500 uM maruziyet konsantrasyonunda 1,56 kat (p<0,05) anlamli artis
tespit edildi (Sekil 4-9 a,b).
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Sekil 4-9: 24 saat boyunca 0-250 uM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 uM
konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG?2 hiicre dizisinde
H3K27me3 global histon modifikasyonuna ait relatif ekspresyon seviyeleri.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. (n=4).
* kontrol grubundan énemli 6lgtide farkli p<0,05; (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).

24 saat boyunca 50-250 uM glifosat ve 50-500 uM AMPA’ya maruz birakilan
HepG2 hiicrelerinde H3K9me3 seviyesinde kontrole kiyasla; glifosat maruziyetinde 250
uM konsantrasyonda 1,61 kat (p<0,05) anlamh artis tespit edildi. AMPA’da ise 250 ve
500 uM maruziyet konsantrasyonlarinda sirasiyla 1,65 (p<0,05) ve 1,75 (p<0,05) kat
anlamli artis tespit edildi (Sekil 4-10 a,b).
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Sekil 4-10: 24 saat boyunca 0-250 nM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 pM
konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hiicre dizisinde
H3K9me3 global histon modifikasyonuna ait relatif ekspresyon seviyeleri.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. (n=4).
* kontrol grubundan énemli 6lgiide farkli p<0,05; (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).
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24 saat 50, 100 ve 250 uM konsantrasyonlarinda glifosat ve 50, 100, 250 ve 500
uM konsantrasyonlarinda AMPA maruziyeti yapilan HepG2 hiicrelerinde H3K9ac
seviyesinde kontrol grubuna kiyasla; glifosat maruziyetinde 50 ve 250 uM
konsantrasyonda sirasiyla 1,33 kat (p<0,05) ve 1,78 kat (p<0,05) anlamli artig tespit
edildi. AMPA maruziyetinde ise 500 uM konsantrasyonda 1,57 kat (p<0,05) anlamli
artig tespit edildi (Sekil 4-11).
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Sekil 4-11: 24 saat boyunca 0-250 M konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 uM
konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hiicre dizisinde
H3K9ac global histon modifikasyonuna ait relatif ekspresyon seviyeleri.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. (n=4).
* kontrol grubundan 6nemli 6lgiide farkli p<0,05; (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).

4.5.1. Kromatin Modifiye Eden Enzimleri Kodlayan Genlerin Ekspresyonunda
Degisiklikler

Tez calismasinda 24 saat glifosat ve  AMPA maruziyeti yapilan HepG2
hiicrelerinde kromatin modifiye eden enzimleri kodlayan genlerin (G9a, EZH2,
SETD1B, HAT1, SIRT1, SUV39H1, SETD8) gen eckspresyonlari real-time PCR ile analiz
edildi. SETD8 gen ekspresyonunda hem glifosat hem de AMPA maruziyetinde
degisiklik gozlenmez iken, SUV39H1 gen ekspresyonunda sadece glifosat
maruziyetinde degisiklik gézlendi. G9a, EZH2, SETD1B, HAT1 ve SIRT1 genlerinde ise
glifosat ve  AMPA maruziyet gruplarinda kontrole kiyasla anlamli degisiklikler

gbzlendi.
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G9a geni: 50, 100 ve 250 uM glifosat maruziyet konsantrasyonlarinda sirasiyla
1,95 (p<0,001), 2,27 (p<0,001) ve 2,02 (p<0,001) kat, anlaml artis; AMPA’da 50 ve
500 uM maruziyet konsantrasyonlarinda sirastyla 1,15 ve 1,24 kat anlamli olmayan
artig, 100 ve 250 uM maruziyet konsantrasyonlarinda ise sirastyla 1,67 (p<0,01) ve 1,64
(p<0,01) kat anlaml1 artis tespit edildi (Sekil 4-12 a,b).
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Sekil 4-12: 24 saat boyunca 0-250 uM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 uM
konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hiicre dizisinde G9A
geninde relatif ekspresyon seviyeleri.

Tim degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir. (n=3).
** kontrol grubundan 6nemli 6l¢tide farkli p<0,01;
*** kontrol grubundan énemli 6lgiide farkli p<0,001 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).

EZH2 geni: 50 uM glifosat maruziyet konsantrasyonunda 0,93 kat anlamli
olmayan azalma, 100 uM maruziyet konsantrasyonunda 1,20 kat anlaml1 olmayan artis,
250 uM maruziyet konsantrasyonunda 2,37 kat (p<0,01) anlamli artis; AMPA’da 50
uM konsantrasyonda 0,86 kat anlaml1 olmayan azalma, 100, 250 ve 500 uM maruziyet
konsantrasyonlarinda sirasiyla 2,75 (p<0,001), 2,14 (p<0,001) ve 2,59 (p<0,001) kat
anlamli artis tespit edildi (Sekil 4-13 a,b).
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Sekil 4-13: 24 saat boyunca 0-250 uM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 pM
konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hiicre dizisinde EZH2
geninde relatif ekspresyon seviyeleri.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. (n=3).
** kontrol grubundan 6nemli dlgiide farkl p<0,01;
*** kontrol grubundan 6nemli 6l¢iide farkli p<0,001 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).
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SETDI1B geni: 50 uM glifosat maruziyet konsantrasyonunda 1,69 kat anlamli
olmayan artis; 100 uM ve 250 uM maruziyet konsantrasyonunda sirastyla 2,67 (p<0,01)
ve 2,45 (p<0,01) kat anlaml1 artis; AMPA’da 50 uM konsantrasyonda 1,43 kat anlaml1
olmayan artis, 100, 250 ve 500 uM konsantrasyonlarda sirasiyla 2,15 (p<0,001), 3,07
(p<0,001) ve 2,54 (p<0,001) kat anlaml1 art1s tespit edildi (Sekil 4-14 a,b).

41 SETD1B 4 - SETD1B

* %
i * %
l -4. I [
0
50 100 250

Kontrol
Glifosat konsantrasyonu (uM)

Relatif ekspresyon
N
Relatif ekspresyon

Kontrol 50 100 250 500
AMPA Kkonsantrasyonu (nM)

Sekil 4-14: 24 saat boyunca 0-250 uM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 uM
konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG?2 hiicre dizisinde
SETDIB geninde relatif ekspresyon seviyeleri.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. (n=3).
** kontrol grubundan 6nemli 6l¢tide farkli p<0,01;
*** kontrol grubundan énemli 6lgiide farkli p<0,001 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).

HAT1 geni: 50 uM, 100 uM ve 250 uM glifosat maruziyet
konsantrasyonlarinda sirasiyla 2,54 (p<0,01), 3,06 at (p<0,001) ve 2,64 (p<0,01) kat
anlamli artis; AMPA’da 500 puM maruziyet konsantrasyonunda 1,35 kat anlamli
olmayan artig, 50, 100 ve 250 uM maruziyet konsantrasyonlarinda sirasiyla 2,41

(p<0,001), 2,40 (p<0,001) ve 2,70 (p<0,001) kat anlamli artis tespit edildi (Sekil 4-15).
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Sekil 4-15: 24 saat boyunca 0-250 uM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 uM
konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hiicre dizisinde HAT1
geninde relatif ekspresyon seviyeleri.

Tim degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir. (n=3).
** kontrol grubundan 6nemli dlgiide farkl p<0,01;
*** kontrol grubundan 6nemli 6l¢iide farkli p<0,001 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).
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SIRT1 geni: 50 uM glifosat konsantrasyonunda 1,25 kat anlamli olmayan artis,
100 ve 250 puM konsantrasyonlarda sirastyla 3,43 (p<0,001) ve 2,57 (p<0,05) kat
anlamlt artis; AMPA’da 250 ve 500 uM konsantrasyonlarda sirasiyla 1,98 ve 1,66 kat
anlamli olmayan artis, 50 ve 100 uM maruziyet konsantrasyonlarinda ise sirastyla 2,63

(p<0,01) ve 2,88 (p<0,001) kat anlaml1 artis tespit edildi (Sekil 4-16).
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Sekil 4-16: 24 saat boyunca 0-250 nM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 pM
konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG?2 hiicre dizisinde SIRT1
geninde relatif ekspresyon seviyeleri.

Tim degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir. (n=3).

* kontrol grubundan 6nemli 6l¢iide farkli p<0,05;

** kontrol grubundan 6nemli 6l¢tide farkli p<0,01;

*** kontrol grubundan 6nemli dlgiide farkli p<0,001 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).

SUV39H1 geni: 50 uM, 100 uM ve 250 uM glifosat maruziyet
konsantrasyonlarinda sirasiyla 0,37 (p<0,001), 0,40 (p<0,001) ve 0,28 (p<0,001) kat
anlamli azalma; AMPA’da 50, 250 ve 500 uM maruziyet konsantrasyonlarinda sirasiyla
0,78 kat 0,67 kat ve 0,70 kat anlamli olmayan azalma, 100 uM konsantrasyonda ise
kontrole kiyasla ekspresyon seviyesinde degisiklik gézlenmedi (Sekil 4-17).
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Sekil 4-17: 24 saat boyunca 0-250 uM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 pM
konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG?2 hiicre dizisinde
SUV39H1 geninde ait relatif ekspresyon seviyeleri.

Tim degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir. (n=3).
*** kontrol grubundan 6nemli 6l¢iide farkli p<0,001 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).
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4.6. Annexin V- FITC/PI Analizi ile Apoptoz Sonuclar
Glifosatn 50-250 pM konsantrasyon araliginda ve AMPA’nin 50-500 uM

konsantrasyon araliginda HepG2 hiicreleri iizerindeki apoptotik etki potansiyeli 24 saat
stireli maruziyeti takiben Anneksin V-FITC/PI yontemi ile degerlendirildi.

24 saat glifosat uygulanan HepG2 hiicrelerinde erken apoptoz ve gec apoptoz
goriilmesi  kontrol grubu ile kiyaslandiginda; erken apoptozda maruziyet
konsantrasyonlarinda anlamli degisiklik goriilmemis, gec¢ apoptozda 50 ve 250 uM
konsantrasyondaki maruziyet grubunda, sirasiyla, %70 (p<0,05) ve %145 (p<0,001)
artig gortlmistiir (Sekil 4-18) (Tablo 4-5).

Tablo 4-5: Glifosatin HepG2 hiicrelerinde 50-250 pnM konsantrasyon araliginda Annexin
V-FITC/PI yontemi ile apoptotik etkileri.

) ) Annexin V-FITC*/PI- Annexin V-FITC*/PI*
Glifosat maruziyet (erken apoptoz) (ge¢ apoptoz)
konsantrasyonlar % Apoptoz orani £ SD % Apoptoz orani + SD
Kontrol 100 + 16,95 100 + 21,56
50 uM 96,95 +23,13 170 +19,55*

100 uM 117,2 + 15,33 142,3 £21,22
250 uM 98,2 £21,28 2454 £ 21,06%%*

SD: Standart sapma (‘standard deviation’).Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.(n=5). (Kontrol grubundan
onemli 6l¢iide farkli: *p<0,05; *** p<0,001; ANOVA-Post Hoc Dunnet testi)
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Sekil 4-18: HepG2 hiicre dizisine 50-250 nM konsantrasyon aralhiginda glifosat
maruziyetinin erken apoptoz ve ge¢ apoptoz etkisi

Tim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.(n=5). K: kontrol. (Kontrol grubundan 6nemli 6l¢iide farkli: *p<0,05;
*** n<0,001; ANOVA-Post Hoc Dunnet testi)
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24 saat AMPA uygulanan HepG2 hiicrelerinde erken apoptoz ve ge¢ apoptoz
goriilmesi  kontrol grubu ile kiyaslandiginda; erken apoptozda 100 pM
konsantrasyondaki AMPA maruziyet grubunda, %116 (p<0,001) artis, ge¢ apoptozda
50, 100 ve 250 uM konsantrasyondaki AMPA maruziyet grubunda, sirasiyla, %151
(p<0,001), %123 (p<0,001) ve %41 (p<0,05) artis goriilmiistiir (Sekil 4-19) (Tablo 4-6).

Tablo 4-6: AMPA’nin HepG2 hiicrelerinde 50-500 pM konsantrasyon arah@inda Annexin
V-FITC/PI yontemi ile apoptotik etkileri.

) Annexin V-FITC*/PI- Annexin V-FITC*/PI*

AMPA maruziyet (erken apoptoz) (ge¢ apoptoz)
konsantrasyonlar % Apoptoz oram £ SD % Apoptoz oram £ SD

Kontrol 100 + 23,54 100 + 24,98

50 uM 145,69 + 16,36 250,96+ 17,25%**

100 uM 216,23 £ 13,25%%* 223,28 +20,89%**

250 uyM 67,25+ 19,52 141,35+ 35,47*

500 uM 93,15+ 36,32 130,55 + 14,05

SD: Standart sapma (‘standard deviation’).Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.(n=5). (Kontrol grubundan
6nemli 6l¢iide farkli: *p<0,05; *** p<0,001; ANOVA-Post Hoc Dunnet testi)
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Sekil 4-19: HepG2 hiicre dizisine 50-500 pM konsantrasyon arahiginda AMPA
maruziyetinin erken apoptoz ve gec¢ apoptoz iizerine etkisi.

Tim degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.(n=5). K: kontrol. (Kontrol grubundan &nemli dlgiide farkli: *p<0,05; **
p<0,01 *** p<0,001; ANOVA-Post Hoc Dunnet testi)
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4.6.1. Apoptoz Ile iliskili Genlerin ifadesindeki degisiklikler

Tez caligmasinda 24 saat glifosat ve  AMPA maruziyeti yapilan HepG2
hiicrelerinde apoptoz ile iliskili genlerin (p53, BAX, BCL-2, CASP-3, CASP-9) gen
ekspresyonlari real-time PCR ile analiz edildi. BCL-2 gen ekspresyonunda hem glifosat
hem de AMPA maruziyetinde degisiklik gozlenmez iken, p53, BAX, CASP-3 ve CASP-
9 genlerinde ise glifosat ve AMPA maruziyet gruplarinda kontrole kiyasla anlaml

degisiklikler gozlendi.

P53 geni: 50 ve 250 uM glifosat maruziyet konsantrasyonlarinda sirasiyla 1,23
ve 1,32 kat anlamli olmayan artis, 100 uM maruziyet konsantrasyonunda 1,68 (p<0,01)
kat anlaml artis; AMPA’da 250 puM maruziyet konsantrasyonunda 1,32 kat anlaml
olmayan artig, 50, 100 ve 500 uM maruziyet konsantrasyonlarinda sirasiyla 1,60

(p<0,05), 1,90 (p<0,001) ve 1,49 (p<0,05) kat anlaml1 art1s tespit edildi (Sekil 4-20).
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Sekil 4-20: 24 saat boyunca 0-250 nM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 pM
konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG?2 hiicre dizisinde p53
geninde relatif ekspresyon seviyeleri.

Tim degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir. (n=3).
* kontrol grubundan 6nemli lgiide farkli p<0,05;
** kontrol grubundan 6nemli dlgiide farkli p<0,01 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).
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BAX geni: 50 ve 100 uM glifosat maruziyet konsantrasyonlarinda sirasiyla 1,10
ve 1,23 kat anlamli olmayan artig, 250 pM maruziyet konsantrasyonunda 1,91
(p<0,001) kat anlamli arti;; AMPA’da 500 uM maruziyet konsantrasyonunda 1,15 kat
anlamli olmayan artig, 50, 100 ve 250 uM maruziyet konsantrasyonunda sirastyla 2,18

(p<0,001), 1,82 (p<0,001) ve 1,83 (p<0,001) kat anlaml1 art1s tespit edildi (Sekil 4-21).
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Sekil 4-21: 24 saat boyunca 0-250 pM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 pM
konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG?2 hiicre dizisinde BAX
geninde relatif ekspresyon seviyeleri.

Tim degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir. (n=3).
*** kontrol grubundan énemli 6lgiide farkli p<0,001 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).

CASP-3 geni: 250 uM glifosat maruziyet konsantrasyonunda 1,28 kat anlamli
olmayan azalma, 50 ve 100 pM maruziyet konsantrasyonlarinda sirasiyla 1,57
(p<0,001), ve 1,37 (p<0,01) kat anlamh artis; AMPA’da 50, 100, 250 ve 500 uM
maruziyet konsantrasyonunda sirastyla 2,97 (p<0,001), 2,60 (p<0,001), 2,40 (p<0,001)
ve 2,24 (p<0,001) kat anlamli artis tespit edildi (Sekil 4-22).
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Sekil 4-22: 24 saat boyunca 0-250 nM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 pM
konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hiicre dizisinde CASP-
3 geninde relatif ekspresyon seviyeleri.

Tim degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir. (n=3).
** kontrol grubundan 6nemli 6l¢tiide farkli p<0,01;
*** kontrol grubundan 6nemli 6l¢tide farkli p<0,001 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).
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CASP-9 geni: 50 ve 250 uM glifosat maruziyet konsantrasyonlarinda 1,17 kat
anlamli olmayan artig, 100 uM maruziyet konsantrasyonunda 1,83 (p<0,001) kat
anlamli artis; AMPA’da 100 uM maruziyet konsantrasyonunda 0,93 kat anlamli
olmayan azalma, 250 ve 500 uM maruziyet konsantrasyonlarinda ise sirasiyla 1,39 kat
ve 1,46 kat anlamli olmayan artig tespit edildi. 50 uM maruziyet konsantrasyonunda

2,51 (p<0,001) kat anlaml1 artis tespit edildi (Sekil 4-23).
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Sekil 4-23: 24 saat boyunca 0-250 uM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 uM
konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hiicre dizisinde CASP-

9 geninde relatif ekspresyon seviyeleri.
Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. (n=3).
*** kontrol grubundan 6nemli 6l¢iide farkli p<0,001 (ANOVA-Post Hoc Dunnet testi).

BCL-2 geni: 50, 100 ve 250 uM glifosat maruziyet konsantrasyonlarinda ve 50,
100, 250 ve 500 uM AMPA maruziyet konsantrasyonlarinda kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Sekil 4-24).
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Sekil 4-24: 24 saat boyunca 0-250 uM konsantrasyonlarda glifosat (a) ve 0-500 pM
konsantrasyonlarda AMPA (b) maruziyeti sonucu HepG2 hiicre dizisinde BCL-2

geninde relatif ekspresyon seviyeleri.
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5. TARTISMA

Glifosat tarim alanlarinda yabani otlarin yok edilmesi i¢in kullanilan genis
spektrumlu herbisittir (Webster ve ark., 2014). Glifosatin herbisit etkisi, Monsanto®
sirketinden (St. Louis, MO, ABD) kimyager John Franz tarafindan 1970 yilinda
kesfedilmistir ve birkac yil sonra ilk glifosat bazli herbisit olan Roundup® iiretilmistir
(Davoren ve Schiestl, 2018). Giiniimiizde diinya ¢apinda 100'den fazla iilkede farkli
markalar altinda yiizlerce glifosat bazli herbisit ticari olarak satilmaktadir (Williams ve
ark., 2000). Glifosat, diinya genelinde en ¢ok kullanilan herbisittir (Benbrook, 2016).
Yillar icinde glifosat kullaniminda meydana gelen hizli artis, insan sagligma olas1
olumsuz sonuglar konusunda artan endiselere neden olmustur. Bu nedenle, glifosatin
insan saglig1 iizerindeki toksik etkileri hakkinda yapilan ¢aligmalarin sayisi son yillarda
artmustir (Tarazona ve ark., 2017). Glifosat tarim alanlarinda yogun bir sekilde
uygulanmakta ve kalintilar1 sik¢a bitkilerde, toprakta, suda, gida iiriinlerinde ve
dolayisiyla maruziyet sonucu insan idrarinda da tespit edilmektedir (Chiesa ve ark.,
2019). Glifosatin ¢evre ve insanlar iizerindeki potansiyel etkilerini incelemek amaciyla
farelerde yapilan kronik toksisite ¢aligmalar1 glifosatin karaciger ve bobrek itizerinde
toksik etkilerini ortaya ¢ikarmistir (Myers ve ark., 2016). Ayrica, Richard ve ark. (2005)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada glifosatin insan plasenta hiicrelerinde toksik etkisinin
oldugunu ve ostrojen sentezinden sorumlu olan aromataz aktivitesini bozabilecegini
gostermistir. Calisma ayrica, glifosat igeren bir ticari iiriin olan Roundup'in, glifosattan
daha toksik oldugunu vurgulamustir.

Glifosatin insan saglig1 iizerindeki potansiyel zararli etkileri konusunda devam
eden bir tartisma olsa da, ¢aligmalar karaciger ve bobrek fonksiyon bozukluklar,
kanser, norotoksisite, lireme ve gelisim toksisitesi gibi olumsuz etkileri gostermektedir
(Gui ve ark., 2012; Guyton ve ark., 2015; Hao ve ark., 2019; Kwiatkowska ve ark.,
2020). Dolayisiyla glifosatin insanlar ve gevre iizerindeki toksik etkilerinin tam olarak
anlasilabilmesi icin toksisitede rol oynayan mekanizmalarin aydinlatilmasi ihtiyag

vardrr.

Tez calismasinda glifosat ve metaboliti olan AMPA’nin toksik etkilerinde
epigenetik mekanizmalarin ve apoptozun roliinlin arastirilmast amacglanmistir. Bu

amagla, tez calismasinda HepG2 hiicre dizisinde glifosat ve metaboliti olan AMPA’nin
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belirli konsantrasyonlarda hiicrelere maruziyeti sonucu; sitotoksik etkileri, global DNA
metilasyonu, global histon modifikasyonlar1 ve apoptoz iizerine etkileri arastirildi.
Ksenobiyotiklerin karacigerde metabolize olmalar1 ve glifosatin da karaciger {izerine
toksik etkilerinin bulunmasi sebebiyle tez ¢caligmasinda uygun bir hiicre kiiltiirii modeli

olarak karaciger hiicreleri segildi.

Daha once yiiksek lisans tezinde ¢alisilan glifosatin en yiiksek konsantrasyonda
(5 mM) ICso degerine ulasilamamistir (Mehtiyev ve ark., 2023). Doktora tezi
kapsaminda daha yiiksek konsantrasyonlar calisilmistir. Tez ¢alismasinda, 24 saat siire
ile 0-10 mM konsantrasyon araliginda glifosat ve AMPA’nin HepG2 hiicre dizisinde
hiicre canlilig1 {izerine etkilerini degerlendirmek i¢in MTT testi uygulanmistir. HepG2
hiicrelerinde MTT testinde ICso degerleri glifosat i¢in sirasiyla 6,19 mM ve AMPA icin
ise 8,13 mM olarak belirlendi. Bu sonuglara gore glifosatin AMPA’ya gore daha
sitotoksik oldugu gozlendi. Benzer bir calismada 48 saat siire ile 0,1-10 mM
konsantrasyon araliginda MTT testi uygulanarak glifosat ve AMPA maruziyeti sonucu
SH-SYS5Y hiicre dizisinde IC50 degeri sirasiyla 5,36 mM ve 9,93 mM bulunmustur
(Martinez ve ark., 2020). Yapilan diger ¢alismalarda, MTT testi ile belirlenen glifosat
sitotoksisitesi, insan fibroblast hiicrelerinde (ICso degeri >75 mM) (Lueken ve ark.,
2004), insan karaciger HepG2 hiicrelerinde (ICso degeri >10 mM) (Gasnier ve ark.,
2009) ve PC12 hiicrelerinde (ICso degeri >40 mM) (Gui ve ark., 2012) rapor edilmistir.
Glifosatin izopropilamin tuzunun 24 saat siire ile farkli konsantrasyonlarda maruziyeti
sonucunda SH-SYS5Y hiicre dizisinde IC50 degeri yaklasik olarak 5,51 mM iken, ayni
calismada HepG2 ve A549 hiicre dizilerinde 14 mM'in tizerinde bulunmustur. (Hao ve
ark., 2019). Glifosat ve AMPA’nin 500-2000 mg/L konsantrasyon araliginda Vibrio
fischeri ve Tetrahymena pyriformis mikroorganizmalar1 {izerinde yapilan sitotoksisite
calismasinda, glifosatin AMPA’ya gore daha toksik oldugu goriilmiistiir (Bonnet ve
ark., 2007). Glifosat ve AMPA’nin sitotoksik etkilerini dogrulayan ¢ok sayida ¢alisma
olmasia ragmen sitotoksik etkilerinin hiicre tipine ve maruziyet siiresine bagli olarak
degiskenlik gosterdigi gozlenmektedir (Hao ve ark., 2019). Tez calismasindan elde
edilen sonuglar ve yapilan ¢aliymalar glifosatin sitotoksisite potansiyelinin AMPA’ya

gore daha fazla oldugunu gdstermektedir.

DNA metilasyonu, memelilerde yogun olarak c¢alisilan epigenetik

modifikasyonlardan biridir. Normal hiicrelerde, gen ekspresyonunun diizenlenmesini ve
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gen susturmanin devamliligint saglar. DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar: ile
iliskilidir ve bu epigenetik modifikasyonlarmn etkilesimi, kromatin yapismi degistirerek
genomun isleyisini diizenlemek i¢in kritiktir (Kulis ve Esteller, 2010). Global DNA
metilasyonunun genetik ifadeyi diizenlemede 6nemli bir rol oynamakta ve metilasyon
seviyelerinde olusan degisikliklerin kanser dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklara yol
acabilecegi diistiniilmektedir (Esteller, 2008). Tez ¢alismasinda, global DNA
metilasyonu seviyelerini incelemek i¢in HepG2 hiicrelerine 24 saat glifosat ve AMPA
maruziyeti sonucu; kontrol grubuna kiyasla glifosat 250 uM konsantrasyon maruziyet
grubunda, AMPA’da ise 100 ve 250 uM konsantrasyon maruziyet gruplarinda DNA
metilasyonunda anlamli artis gozlenmistir. Ergun ve Cayir (2021) tarafindan
gergeklestirilen bir calismada insan akciger epitel hiicrelerinde (A549) 1500 uM
konsantrasyonda 24 saat glifosat maruziyeti sonucu global %5-mC oraninda kontrole
kiyasla >6 kat artis oldugu gosterilmistir. Kubsad ve ark. (2019), siganlar iizerinde
yapilan ¢aligmada, gebeligin 8-14 giinleri arasinda giinliik 25 mg/kg glifosat uygulanan
sicanlarda F1 F2 ve F3 nesillerin sperm hiicrelerinin DNA metilasyon seviyelerinde
belirgin bir artis oldugu tespit edildi. Benzer bir calismada da 25 mg/kg glifosat
uygulanan sicanlarda sperm hiicrelerinde DNA metilasyonu bolgelerinin gézlendigi ve
F1 neslinden itibaren hastaliklarin sonraki nesillere aktarildigi gozlenmistir (Ben
Maamar ve ark., 2021). Bu calismalar ayni zamanda, sperm hiicrelerindeki DNA

metilasyonunun epigenetik olarak nesiller arasi kalitimda rol oynadigini1 gostermistir.

Pestisitlerin neden oldugu oksidatif stres ve olusan serbest hidroksil radikalleri
(OH") 5-hidroksimetilsitozin (5hmC) olusturarak global DNA metilasyonunda
degisikliklere neden olabilir. (Fratelli ve ark., 2005; Martinez ve ark., 2020; Solomon ve
ark., 2007; Yu ve ark., 2008). Bunun disinda DNA metilasyon mekanizmasinda yer alan
DNA metiltransferaz enzimlerinin etkilenmesi sonucu (Shepherd ve ark., 2006), ve bazi
immiinotoksik etkiler (Daniel ve ark., 2001) DNA metilasyon mekanizmalarini
etkileyebilir. Tez ¢aligmasinda, global DNA metilasyonu ile iliskili genlerin
ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla: DNMT1 geni i¢in 50 uM, 100 uM ve 250 uM
konsantrasyonlarda glifosat >2,64 kat, 50 uM ve 100 uM konsantrasyonda AMPA
>2,44 kat anlamhi artisga; DNMT3A geni i¢in 50 uM, 100 pM ve 250 uM
konsantrasyonda glifosat >1,73 kat, 100 uM, 250 uM ve 500 uM konsantrasyonlarda
AMPA >1,65 kat anlamli artisa; DNMT3B geni geni i¢in 250 pM konsantrasyonda
glifosat 2,53 kat, 250 pM ve 500 uM konsantrasyonlarda AMPA >1,65 kat, anlamli
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artisa neden oldugu gosterildi. Wozniak ve ark. (2021) yaptigi calismada 24 saat
boyunca PBMC hiicrelerine 0,5, 10, 100 puM konsantrasyonlarda glifosat, 10 ve 250
uM konsantrasyonlarindaki AMPA maruziyeti sonucu kontrole kiyasla DNMT1 gen
ekspresyonunda hem glifosat hem de AMPA maruziyetinde, DNMT3A gen
ekspresyonunda ise sadece glifosat maruziyetinde istatistiksel olarak anlamli bir artis
goriilmiistiir. Oryzias latipes balig1 tizerinde yapilan ¢alismada 15 giin boyunca 0,5
mg/L glifosat maruziyeti sonucu DNA metilasyon mekanizmasindaki degisiklikler
tespit edilmis ve DNMT1 ve DNMT3A gen ekspresyonunda istatistiksel artig
gozlenmistir (Smith ve ark., 2019). Sicanlara iki yil boyunca giinde 4 ng/kg
konsantrasyonda oral yoldan maruziyet uygulanan bir ¢alismada DNMT3A gen
ekspresyonunun arttig1 goriildii (Mesnage ve ark., 2015a). Baska bir ¢alismada siganlara
uygulanan 1500 pM konsantrasyonda glifosat formiilasyonu (Roundup®) maruziyeti
sonrasinda karaciger ve bobrek hiicrelerinde DNMT3B ve DNMT3A ekspresyonunda
artig gézlendi (Ergun ve Cayir, 2021).

Kimyasallarin DNA'y1 dogrudan veya dolayli olarak transkripsiyon faktorlerini
etkilemesi yoluyla kromatin yapisinda epigenetik modifikasyonlar gézlenebilir. H3
proteininin  H3K9me3 ve H3K27me3 seklinde trimetil modifikasyonunun
transkripsiyonel aktiviteyi ve heterokromatinin yogunlagsmasini azalttigi gdsterilmistir.
Asetilasyon ise niikleozomdan uzanan histon kuyruklarindaki lizin kalintilarina negatif
bir yiik ekler. Bu negatif yiikler, negatif yiikli DNA'y1 iter ve sonug olarak gevsek bir
kromatin yapisi olusur. A¢ik kromatin yapisi, transkripsiyon faktorlerinin baglanmasina
ve gen ekspresyonunun 6nemli lgiide artmasima olanak tanir. Asetil gruplar, histon H3
ve H4 lizin kalintilarina histon asetiltransferazlar (HAT) tarafindan eklenir ve
deasetilazlar (HDAC) tarafindan ¢ikarilir (Roth ve ark., 2001). Wozniak ve ark. (2021)
tarafindan PBMC hiicrelerinde glifosat ve AMPA'nin 0.5 - 100 pM arasinda degisen
konsantrasyonlarda histon metilasyonu modifikasyonunda yer alan genlerin (EHMTL,
EHMT2) ve histon deasetilasyon modifikasyonunda yer alan genlerin (HDACS,
HDACS) gen ifadesi iizerindeki etkileri arastirilmistir. Elde edilen verilere gore glifosat
0.5, 10 ve 100 uM konsantrasyonlarda, AMPA ise 250 uM konsantrasyonda HDAC3
geninin ifadesini degistirdigi goriilmiistiir. Siganlar iizerinde yapilan incelemede, histon
modifikasyonlar1 kromatin immunopresipitasyon yontemi ile incelenmis ve glifosat
bazli herbisitlere maruz kalan siganlarda H4 asetilasyonu ve H3K9 trimetilasyonu

(H3K9me3) artis gosteritken H3K27 trimetilasyonunda (H3K27me3) azalma
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gozlenmistir (Lorenz ve ark., 2019). Tez c¢alismasinda ise, 24 saat 50-250 uM
konsantrasyonlarinda glifosat ve 50-500 uM konsantrasyonlarinda AMPA maruziyeti
yapilan HepG2 hiicrelerinde H3K27me3, H3K9me3, H3K9ac seviyelerinde kontrol
grubuna kiyasla, H3K27me3 seviyesinde glifosat maruziyetinde 100 uM
konsantrasyonda 1,34 kat anlamli artis tespit edildi. AMPA maruziyetinde ise 500 uM
konsantrasyonda 1,56 kat anlamli artig tespit edildi. H3K9me3 seviyesinde glifosat
maruziyetinde 250 uM konsantrasyonda 1,61 kat anlamli artis tespit edildi. AMPA
maruziyetinde ise 250 ve 500 uM konsantrasyonlarda sirasiyla 1,65 kat ve 1,75 kat
anlaml artig tespit edildi. H3K9ac seviyesinde glifosat maruziyetinde 50 uM ve 250
uM konsantrasyonda sirasiyla 1,33 kat ve 1,78 kat anlamh artis tespit edildi. AMPA
maruziyetinde ise 500 pM konsantrasyonda 1,57 kat anlamh artig tespit edildi. Tez
calismasindan elde edilen sonuglara gore glifosat ve AMPA maruziyetinin karaciger
hiicrelerinde global histon modifikasyonlara etkisinin olabilecegi gosterilmistir.

Histon modifikasyonlar1 ile apoptoz arasindaki iliskiye dair dnemli ¢aligmalar
bulunmaktadir. Konishi ve ark. (2003) histon proteinlerinin apoptotik sinyallerin
cekirdekten mitokondriye iletilmesinde 6nemli bir rol oynayabilece§ini gdstermistir.
Losemik hiicrelerde erken apoptoz sirasinda trimetillenmis histon proteini ve
interniikleozomal olarak par¢alanmis DNA'nin salinmasi, epigenetik olaylar ile apoptoz
arasinda baglantilar saglamaktadir (Boix-Chornet ve ark., 2006).

HMT geni olan G9a, histon H3 metilasyonu i¢in 6nemli bir enzim olup,
epigenetik modifikasyonlarda gorev almaktadr (Kim ve ark.,, 2009; Shinkai ve
Tachibana, 2011; Tachibana ve ark., 2002). G9a, kanser hiicrelerinde yiiksek diizeyde
eksprese olur ve kanser invazyonu ve metastaz gelismesinde 6nemli bir rol oynar.
Invaziv akciger kanseri hiicrelerinde G9a’nin baskilanmasi, in vitro ve in vivo kanser
invazyonunu ve metastazi inhibe ettigi goriilmiistir (Chen ve ark., 2010). G9a’nin
ndroblastom hiicrelerinde proliferasyon ve apoptoz iizerindeki etkileri arastirilmis ve
G9a inhibisyonunun apoptozu tetikledigi ve hiicre proliferasyonunu diizenlenledigi
gorilmistir (Lu ve ark., 2013). Tez ¢alismasinda, G9a geni ekspresyonunda kontrol
grubuna kiyasla; 50, 100 ve 250 uM konsantrasyonlarda glifosat maruziyeti sonrasi
>1,95 kat, 100 ve 250 uM konsantrasyonlarda AMPA maruziyeti sonras1 >1,64 kat
anlamli artis bulunmugtur. PBMC hiicrelerinde yapilan in vitro ¢alismada, glifosat ve
AMPA ile 24 saat boyunca maruziyet gergeklestirilen hiicrelerde G9a gen ifadesinde

istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmadigini rapor edilmistir ancak glifosat ve
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AMPA maruziyetinin G9a gen ifadesinde artis egilimi gosterdigi gozlenmistir
(Wozniak ve ark., 2021). Tez g¢alismasinda, EZH2 geni ekspresyonunda kontrol
grubuna kiyasla; 250 uM konsantrasyonda glifosat maruziyetinde 2,37 kat; 100, 250 ve
500 uM konsantrasyonlarda AMPA maruziyetinde >2,14 kat anlamli artis bulunmustur.
Kanser hiicrelerinde, EZH2 geni genellikle asir1 ifade edilir. Bu asir1 ifade,
H3K27me3'lin artmasina yol acgar ve tiimor baskilayic1 ve apoptoz ile iliskili genlerin
ifadesini baskilayabilir (Zhang ve ark., 2014). Dolayisiyla, tez caligmasinda G9a ve
EZH2 ekspresyonundaki artisin kanser gelisimine katkis1 olabilecegi diisiiniilmekte
ancak burada rol oynayan mekanizmalarin apoptoz ile iligkili olmadig1 gosterilmistir.

En 6nemli H3K9 metiltransferazlardan biri de SUV39H1dir. Histon 3 lizin 9'un
trimetillenmesi (H3K9me3), gen promotorlarinda gen ifadesini susturan 6nemli bir
epigenetik mekanizmadir (Loyola ve ark., 2009). Yapilan bir arastirmada insan
kolorektal karsinom hiicresinde (CRC), FAS protein ifadesinin belirgin bir sekilde
azalmasi, SUV39H1 ifadesinin ise belirgin bir sekilde arttigi goriilmiistiir. SUV39H1
secici inhibitér (F5446) ajan kullanimi sonrasinda ise, FAS promotorundaki H3K9me3
baskisi azaltilmis ve FAS ifadesinin arttigi gézlenmistir. Bunun disinda p53 aktivasyonu
ile FAS ifadesi transkripsiyonel olarak etkinlestirebilir ve ekstrinsik yol araciliiyla
hiicre apoptoza siiriiklenebilir (Miiller ve ark., 1998). Dolayisiyla in vitro kosullarda
metastatik  kolon karsinom hiicrelerinde apoptozun tetiklendigi ve biiylime
inhibisyonunun konsantrasyona bagli bir sekilde arttigi gozlenmistir (Lu ve ark., 2020).
Tez ¢alismasinda, SUV39H1 geni ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla; 50 uM, 100
uM ve 250 uM konsantrasyonlarda glifosat maruziyeti sonras1 0,37 kat, 0,40 kat ve 0,28
kat anlamli azalma tespit edildi.; 0-500 uM konsantrasyonlarda AMPA maruziyeti
sonrast ise herhangi anlamli degisiklik bulunamamistir. SETD1B histon H3K4
metilasyonu i¢in 6nemli bir enzim olup, epigenetik modifikasyonlarda gérev almaktadir
(Davie ve ark., 2015). Tez ¢alismasinda, SETD1B geni ekspresyonunda kontrol grubuna
kiyasla; 100 ve 250 uM konsantrasyonlarda glifosat maruziyeti sonras1 >2.,45 kat; 100,
250 ve 500 uM konsantrasyonlarda AMPA maruziyeti sonras1 >2,15 kat anlaml artig
bulunmustur. SETD1B’nin asir1 ekspresyonu apoptozu tetikleyebilir. Bu durum,
SETD1B’nin H3K4 metilasyonunun yani sira H3K9 metilasyonunda da gérev almast ile
iliskili olabilir. H3K9'un metilasyonu, p53 gibi apoptotik genlerin aktive olmasina

neden olabilir. p53, hiicre dongiisiinii durduran ve apoptozu tetikleyen tiimor baskilayici
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genidir. Dolayisiyla, p53 aktivasyonu hiicrelerde apoptozu tetikleyebilir (Olcina ve ark.,
2016).

Histon asetiltransferazlarin (HAT) FAS proteininin asir1  ifadesi ile iliskili
olduguna dair bilgiler mevcuttur (Ren ve ark., 2015). Yapilan bir arastirmada insan
akciger kanser hiicrelerinde HAT ailesinin bir {iyesi olan HAT1'in ekspresyonunun FAS
ekspresyonunu tetikleyerek apoptozu indiikledigi gézlenmistir (Han ve ark., 2017). Tez
calismasinda, HAT1 geni ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla; 50, 100 ve 250 uM
konsantrasyonlarda glifosat maruziyeti sonrast > 2,54 kat, 50, 100 ve 250 uM
konsantrasyonlarda AMPA maruziyeti sonras1 > 2,40 kat anlamli artis bulunmustur.
SIRT1 memelilerde kesfedilen ilk SIRT gen ailesinin {iyesidir ve yasam siiresini
arttirmada rol oynayan en kapsamli sekilde ¢alisilmis bir SIRT proteinidir (Bonkowski
ve Sinclair, 2016). SIRT1 aracili deasetilasyonun, hiicresel yaslanma, apoptoz, seker,
lipid metabolizmasi, oksidatif stres ve inflamasyon gibi bir¢cok biyolojik siireclerde
onemli etkileri vardir. (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 kiigiik degisiklikler bile hiicresel yanit iizerinde 6nemli etkiye sahip olabilir. Tez
calismasinda, SIRT1 geni ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla; 100 ve 250 uM
konsantrasyonlarda glifosat maruziyeti sonrast >2,57 kat; 50 ve 100 uM
konsantrasyonlarda AMPA maruziyeti sonrasi > 2,63 kat anlamli artis bulunmustur.

Tez ¢alismasinda, 24 saat glifosat ve AMPA uygulanan HepG2 hiicrelerinde
Annexin V ve Pl boyalar1 kullanilarak flow sitometri cihazi ile %apoptoz oranina
bakildiginda, kontrol grubuna kiyasla maruziyet gruplarinda degisiklikler gozlenmis
olup, erken apoptoz ve ge¢ apoptoz olusumunda istatistiksel olarak anlamli degisiklikler
oldugu goriilmistiir. HepG2 hiicrelerinde 50-250 uM glifosat ve 50-500 uM AMPA
maruziyeti sonrasi kontrol grubu ile kiyaslandiginda erken apoptozda; Glifosat
maruziyet gruplarinda degisiklik goriilmemis, AMPA, 100 pM maruziyet grubunda
istatistiksel olarak anlamli artis goriilmiistiir. Ge¢ apoptozda; Gifosat 50 ve 250 uM
maruziyet gruplarinda istatistiksel olarak anlamli artiy, AMPA 50 100 ve 250 uM
maruziyet gruplarinda istatistiksel olarak anlamli artiy goriilmiistiir. Yapilan bir
aragtirmada glifosat ve AMPA’nin 4 saat 0,01-5 mM maruziyet konsantrasyonlarinda
PBMC hiicre dizisine maruziyeti sonucunda 0,5 ve 5 mM konsantrasyon grubunda
glifosat ve 5 mM konsantrasyon grubunda AMPA maruziyeti sonucu kontrol grubuna

kiyasla apoptozda anlamli artis (p<0,001) oldugu goriilmiistiir (Kwiatkowska ve ark.,
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2020). Yine aym c¢alismada CASP3 ve CASP9 aktivitelerinde kontrole kiyasla
istatistiksel olarak anlamli artis tespit edilmistir (Kwiatkowska ve ark., 2020). Baska bir
calismada Annexin V ve PI boyalar1 kullanilarak flow sitometri analizi sonucu C4-2B
ve PC-3 hiicre dizisinde 24, 48 ve 72 saat 50 mM AMPA maruziyeti sonucunda
maruziyet siiresiyle dogru orantili olarak apoptozda istatistiksel olarak %40’ in {izerinde
anlamli artis oldugu gozlenmistir (Li ve ark., 2013). Martini ve ark. (2012), yaptigi
calismada annexin-V ve Pl kullanarak 3T3-L1 hiicre dizisinde (fibroblastlar) 1.55 mM
konsantrasyonda glifosat iceren ticari bir iiriiniin, kontrole kiyasla apoptotik hiicrelerin
sayisinda anlamli bir artisa neden oldugunu bulmuslardir.

BCL-2, hiicrenin hayatta kalmasimi tesvik eden ve apoptoza karsi koruyucu bir
gen ailesidir. BAX geni ise mitokondriyal membran gegirgenligini artirarak apoptozu
tesvik eden pro-apoptotik bir sinyal olarak islev goriir (Goldblatt ve ark., 2021). Bir
diger apoptozu diizenleyen faktoér olan kaspazlar ise bir grup sistein proteazidir ve
apoptozun gerceklesmesinde gorev alirlar. Ozellikle CASP3 ve CASP9’un aktivasyonu,
apoptozu tetikleyen kritik faktordiir (Zou ve ark., 1999). Apoptoz, hiicre 6liimiine yol
acan siirectir ve bu siire¢ mitokondri biitiinkigii ve ATP seviyesi ile iligkili olarak
sekillenmektedir. Yapilan bir arastirmada, Zebra baligi larvalarmin glifosata maruz
kalmas1 sonrasinda ATP seviyelerinin azaldig1 ve glifosatin neden oldugu toksisitenin
apoptoz ile iligkili olabilecegi gosterilmektedir (Lu ve ark., 2022). Bu arastirmada, 30,
60 ve 90 pug/ml konsantrasyonlarda 72 saat glifosata maruz kalan larvalarda BAX
seviyelerinde artiglar ve BCL-2 seviyelerinde azalmalar gozlenmistir. Bununla birlikte
glifosata maruz kalan larvalarda CASP3 ve CASP9 seviyelerinin arttigi gézlenmistir (Lu
ve ark., 2022). Diger bir arastirmada 50-200 mg/kg glifosat ve glifosat bazli bir herbisit
formiilasyonuna (Trop®) 5 giin boyunca maruz birakilan farelerde karaciger, akciger ve
bobrekte oksidatif stres belirteglerinde ve aymi zamanda p53, BAX ve BCL2
proteinlerinin ekspresyonunda anlamli degisiklikler goriilmistiir (Locatelli ve ark.,
2022). Li ve ark. (2013) yaptig1 ¢alismada AMPA’nin, prostat kanseri hiicrelerinde (C4-
2B) p53 protein seviyelerinin arttirdigini ve bunun da apoptoz ile iligkili oldugunu
belirtmistir. Tez c¢aligmasinda, apoptoz ile iliskili genlerin ekspresyonunda kontrol
grubuna kiyasla: pS3 geni i¢in 100 uM konsantrasyonda glifosat 1,68 kat, 50, 100 ve
500 uM konsantrasyonda AMPA ise >1,49 kat anlaml artisa; BAX geni i¢in 250 uM
konsantrasyonda glifosat 1,91 kat kat, 50, 100 ve 250 pM konsantrasyonlarda AMPA
ise >1,82 kat anlamli artiga; CASP-3 geni geni i¢in 50 ve 100 uM konsantrasyonlarda
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glifosat >1,37 kat, 50, 100, 250 ve 500 uM konsantrasyonda AMPA, > 2,24 kat anlaml1
artisga; CASP-9 geni i¢in ise 100 uM konsantrasyonda glifosat 1,83 kat, 50 uM
konsantrasyonlarda AMPA, 2,51 kat anlamli artisa neden oldugu gosterildi. Caligilan
konsantrasyon araliginda glifosat ven AMPA maruziyeti yapilan HepG2 hiicrelerinde
apoptoz seviyelerindeki artis ile apoptoz ile ilskili genlerinin mRNA seviyelerindeki
artigin birbiriyle ve literatiirle tutarli oldugu gozlendi.

Sonug olarak, tez calismasindan elde edilen veriler de g6z Oniine alindiginda
HepG2 hiicrelerindeki sitotoksik etki potansiyeleri kiyaslandiginda glifosatin AMPA’ya
kiyasla daha toksik oldugu gozlenmistir. Glifosatin toksisitesinde epigenetik etkilerin
rolinlin  incelenemesinde; global DNA metilasyonunda ve global histon
modifikasyonlarinda degisikliklerin gézlenmesi ve bu mekanizmalara etki eden genlerin
gen ifadelerindeki degisiklikler Onemli gostergeler olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Glifosatin ve AMPA’nin apoptozu tetikledigi ve apoptoz olusumunda rol oynayan
genlerin (p53, BAX, CASP3, CASP9) ekspresyonunu etkiledigi gdsterilmistir. Bunun
yaninda, glifosat ve metaboliti AMPA’nin apoptoz ve epigenetik mekanizmalar {izerine
etkileri degerlendirilmis olup, bu mekanizmalar arasinda iliski olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ozellikle hiicre dongiisiiniin ve apoptozun kontrol edilmesinde kritik
gorevi olan p53 proteinin, HepG2 hiicrelerinde bazi histon metil transferaz (SUV39H1,
SETD1B) ve histon asetil transferaz (HAT1) enzimleri araciligiyla dolayli yoldan aktive
edildigi ve boylece apoptozun baslatildig1 diistiniilmektedir. Tez ¢aligmasindan elde
edilen sonuclarm, risk degerlendirme siirecinde glifosatin toksisitesinde ortaya c¢ikan
anahtar molekiiler mekanizmalarm daha 1iyi anlasilmasma katki saglamasi

beklenmektedir.
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