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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

PROLININ 1.929 FIBROBLAST HUCRELERINDE GLIFOSAT BAZLI HERBISIT
TOKSISITESINE KARSI KORUYUCU ETKISI

Hasret Pinar TIPIOGLU
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Nesrin OZSOY ERDAS

Bu calismada, 1929 fibroblast hiicrelerinde glifosat bazli herbisit kullanilarak
olusturulan  toksisiteye karst prolinin koruyucu etkisinin degerlendirilmesi
amaglanmistir. L929 hiicreleri herbisitin 5 farkli konsantrasyonuna ve prolinin 3 farkli
konsantrasyona 24, 48 ve 72 saat boyunca maruz birakilmistir. Sitotoksisite i¢in 24, 48
ve 72 saat boyunca glifosata maruz birakilan hiicrelere MTT testi uygulanmis ve
absorbanslar1 6l¢lilmiistiir. Apoptozun tespiti i¢in kaspaz 3 aktivitesine bakilmistir. 24,
48 ve 72 saat igin ICso degeri hesaplanmistir. Glifosatin 210 pM konsantrasyonunda
kontrole gore sadece 24 saatte ¢ok az hiicre canlilig1 gézlenmistir. 48 ve 72 saatlerde ise
hiicre canliligi gbzlenmemistir. Ancak uygulanan diger glifosat konsantrasyonlarinda
kontrole gore 24, 48 ve 72 saat i¢in hiicre canlilifinda artis gézlenmistir. Glifosat
konsantrasyonlar1 pozitif veya negatif kontrole gore degil de kendi iginde
degerlendirildiginde; glifosat konsantrasyonu artis1 ile birlikte genel olarak kaspaz 3
aktivitesinde de artis gézlenmistir. Prolin tek uygulandiginda hiicrelerde proliferasyon
gozlenmistir. Glifosat ve prolin birlikte uygulandiginda ise tek basimna glifosat
uygulanan gruplara gore hiicre canlilifinda doza bagl olarak degisimler gozlenmistir.
Prolin ve glifosat uygulanan gruplarda ise hem tek basina glifosat uygulanan gruplara
gore hem de pozitif ve negatif kontrole gore kaspaz 3 aktivitesinde artis gézlenmistir.
L929 hiicrelerine glifosatin  yiiksek konsantrasyonda toksik etki, diisiik
konsantrasyonlarda  ise  proliferatif etki  gosterdigi  belirlenmistir.  Diisiik
konsantrasyonlarda proliferatif etkinin hiicrenin apoptoz mekanizmasini bozarak kanser
olusumuna neden olabilecegi diisiiniilmiistiir. Prolinle birlikte glifosat uygulanan
gruplardaki kaspaz 3 aktivitesindeki artisin ise bozulan apoptoz mekanizmasini tekrar
harekete gecirmis olabilecegi diisiiniilmiistir.

Ocak 2020, 50 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Prolin, Glifosat Bazli Herbisit, 1.929, Toksisite, Roundup Star,
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ABSTRACT
Master Thesis

PROTECTIVE EFFECT OF PROLINE AGAINST GLYPHOSATE BASE
HERBICIDE TOXICITY IN L929 CELLS

Hasret Pimar TIiPIOGLU

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
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Supervisor: Prof. Dr. Nesrin OZSOY ERDAS

The aim of this study is to evaluate the protective effect of proline against glyphosate
based herbicide induced toxicity in L929 fibroblast cells. L929 cells were exposed to 5
different concentrations of herbicide and 3 different concentrations of proline for 24, 48
and 72 hours. For cytotoxicity, MTT test was performed on cells exposed to glyphosate
for 24, 48 and 72 hours and their absorbance was measured. For apoptosis caspase 3
activity was examined. The 1Csq value was calculated for 24, 48 and 72 hours. Very
little cell viability was observed at a concentration of 210 uM of glyphosate in only 24
hours. No cell viability was observed at 48 and 72 hours. However, an increase in cell
viability was observed at other glyphosate concentrations for 24, 48 and 72 hours. In
general, increased caspase 3 activity was accompanied by increased glyphosate
concentration, when the results are evaluated on their own rather with respect to the
controls. Proliferation was observed in cells when treated with proline alone. When
glyphosate and proline were treated with together, dose-dependent changes in cell
viability was observed. In proline and glyphosate treated groups, caspase 3 activity
increased. It was determined that glyphosate showed toxic effect in high concentrations
and proliferative effect in low concentrations in L929 cells. It is thought that
proliferative effect at low concentrations may disrupt the apoptosis mechanism of the
cell and cause cancer. Increased caspase 3 activity in glyphosate-treated groups with
proline is thought to re-activate the impaired apoptosis mechanism.

January 2020, 50 pages

Key Words: Proline, Glyphosate Base Herbicide, L929, Toxicity, Roundup Star,
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1. GIRIS

Tiim diinyada tarimsal alanda herbisit kullanimi giin gegtik¢e artmaktadir. Herbisitlerin
is giiclinii azaltarak istenmeyen otlardan arazilerin temizlenmesini kolaylastirmasinin
yani sira ekosisteme verdigi zararlar géz ardi edilmektedir. Birgok herbisit giivenilirligi
ve zararsizligt kanitlanmadan kullanima sunulmakta ve yillarca kullanimi
siirdiiriilmektedir. Ornegin DDT kendisini bulan kisiye Nobel &diilii kazandirmis bir
pestisit olsa da zararinin anlasilip kullaniminin tamamen yasaklanmast 20 yili
bulmustur. Yasaklanana kadar ise insan ve diger bircok canli toksisitesine maruz
kalmis, en iyi ihtimalle metabolizmalarinda bozulmalar olmus nihayetinde ise 6liimle

sonuc¢lanmistir.

Gilintimiizde giivenilirlii biiyiik tartigmalara yol agan ve tiim diinyada yaygin olarak
kullanilan, bununla birlikte her yil bir 6nceki yila oranla kullanim miktar1 hizli bir artig
gosteren bir herbisit de glifosattir. Herbisidal etkisi kesfedildigi 1970 yilindan itibaren
tim diinyada Amerika’dan Avrupa’ya Asya’dan Avustralya’ya kadar yaygin ve artan

miktarda kullanmilmaktadir.

Glifosatin memeliler i¢in giivenilir oldugu diislincesi etki mekanizmasinin memelilerde
bulunmamasindan  kaynaklanmaktadir. Bu etki mekanizmast memelilerde
bulunmamasina ragmen, arkeler, bakteriler, algler, mantarlar, prokaryotlar ve bitkilerde
aromatik amino asit sentezini saglayan sikimat yolagidir. Sonugta glifosat sikimat

yolagina sahip canlilarin 6liimiine neden olmaktadir (Samsel ve Seneff 2013).

Yapilan in vivo ve in vitro bir¢ok calismada glifosat ve glifosat bazli herbisitlerin bircok
akut ve kronik toksik etki gosterdigi bulunmustur. Glifosatin bu toksik etkilerini tek
hiicreli organizmalarin yam1 sira ¢ok hiicreli organizmalarda da (insanlar dahil)
goriilmiistiir. Insanlarda genotoksisite, sitotoksisite, ndrotoksisite, endokrin bozucu etki,

kromozomal hasar ve DNA hasar1 gibi toksikolojik etkiler gézlenmistir.



WHO (Diinya Saglik Orgiitii) ve FAO (Gida ve Tarmm Orgiitii) tarafindan yayinlanan
raporda, bazi vaka kontrol calismalarinda Hodgkin’in lenfomalarindan sorumlu

oldugunu kanitlanmistir (Gill vd. 2018).

Prolin halkasal yapiya sahip esansiyel olmayan bir amino asittir. Protein yapisina
katilmasinin yani sira hiicresel metabolizmada dnemli gorevler iistlenmektedir. Prolinin
tim bitkilerde ve alglerde tuz, metal ve dehidratasyon stres kosullar1 altinda; ROS
(Reaktif Oksijen Tiirleri) olusumunu etkin bir sekilde inhibe edici etkisi vardir (Gill ve
Tuteja 2010). Ozmotik basinca ve oksidatif strese karsi korumada, protein
saperonlagmasinda, hiicre sinyallesmesinde, apoptozda, besin adaptasyonunda ve hiicre
sag kaliminda da gorev almaktadir (Szabados ve Savoure 2010, Wu vd. 2011, Natarajan
vd. 2012, Rejeb vd. 2014).

Oksidatif strese karsi prolinin etkisinin arastirildigit memeli hiicre kiiltiirleri {izerine
yapilan bir ¢alismada prolin seviyesi yiiksek olan hiicrelerin sag kalim oranlar1 kontrol
hiicrelerine gore daha yiiksek bulunmustur. Béylece prolinin sadece bitki hiicrelerinde
degil hayvan hiicrelerinde de oksidatif strese kars1 koruyucu etkisi oldugu gozlenmistir

(Krishnan vd. 2008).

Bu calismada; L929 hiicre hattinda glifosat bazli herbisit kullanilarak olusturulan
sitotoksisitenin degerlendirilmesi ve L929 hiicre hattinda olusturulan sitotoksisiteye
kars1 prolin uygulanarak, prolinin hiicre canliligi ve koruyucu etkisinin, MTT testi ve

Kaspaz 3 kiti kullanilarak arastirilmasi amaglanmastir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1 Glifosat

2.1.1 Glifosatin kimyasal yapisi1 ve genel ozellikleri

Glifosat; N-fosfonometil glisin yapisinda, genis spektrumlu, se¢ici olmayan, sistemik
bir herbisittir (Sarialtin ve Coban, 2016). 1950 yilinda sentezlenmisse de herbisit olarak
kullanim1 1970’lerde baglamistir (Szekacs ve Darvas 2012). Bu tarihten itibaren ABD
ve Avrupa basta olmak iizere tiim diinyada kullanimi, giivenli oldugu diisiincesiyle ve
zamanla yabani otlarin herbisite direng kazanmasiyla giderek artmustir. Glifosata
direngli genetigi degistirilmis bitkilerin tiretimi de glifosatinin kullanimini artirmistir.
1970’lerden gliniimiize glifosat kullanim1 yaklasik olarak 100 kat artmistir (Myers vd.
2016).

Glifosat suda ¢oziinen bir herbisittir, bu nedenle besin zincirine girdigi zaman su ve
toprakda birikir. Yapilan caligmalar glifosatin kalintilarinin su ve topragin yam sira
hava, bircok gida (un, yulaf, ekmek, bal, bira, makarna) ve yaygin kullanilan ¢ocuk
bezi, tibbi gazli bez ile kadin pedlerinde de bulundugunu gostermektedir (Torretta vd.

2018).

Ekosistemde kirlilige neden olarak hem toprak hem de sucul ekosistemini olumsuz
etkiler. Bakteriler, sucul yasamdaki bir¢ok tiir (alg, balik, deniz kestanesi), bal arilari,
kuslar ve memeliler de dahil olmak iizere ekosistemde yasayan bir¢ok canli {istiinde

glifosatin olumsuz etkileri gozlemlenmektedir (Gill vd. 2018).



Sekil 2.1 Glifosatin kimyasal formiilii (Anonim 2019)

Glifosat bazli herbisitler aktif madde olan glifosatin yan1 sira birgok farkli kimyasal
icermektedir. Bu kimyasallar surfaktan etki gosterip herbisitin bitkiye penetrasyonunu
artirmaktadir, boylece glifosatin herbisit etkisi de artmis olur. Bu yardimc1 maddeler
inert olarak kabul edildiginden yapilan bir¢ok toksisite caligmasinda hesaba katilmazlar.
Glifosat bazli herbisitlerin toksisitesi ve olumsuz etkisini degerlendirmek iizere yapilan
caligmalarda; literatiire baktigimizda ¢ogunlukla tek basina glifosat toksisitesi lizerine
caligmalar yapilmistir. Buna ragmen glifosat bazli herbisitlerde ise her zaman glifosatin
yaninda farklt maddelerde bulundugu i¢in, literatiirdeki ¢alismalar yetersiz ve eksiktir.
Bununla birlikte insan hiicreleri {izerine yapilan ¢alismada glifosat bazl1 herbisitlerin tek
basina glifosattan ¢ok daha toksik oldugu goriilmiistiir. Gilinlimiizde ticari olarak bircok
glifosat bazli herbisit olmasina ragmen pazar pay1 en yliksek ve en yaygin kullanilani

Monsanto tarafindan satilan Roundup isimli herbisittir (Mesnage vd. 2013).

2.1.2 Glifosatin etki mekanizmasi

Glifosat arkeler, bakteriler, algler, mantarlar, prokaryotlar ve bitkilerde bulunan sikimat
yolagindaki 5-enolpiirivil sikimik asit-3-fosfat sentazi inhibe etmektedir. Bu inhibisyon
sonucunda fenilalanin, tirozin ve triptofan gibi aromatik amino asitlerin sentezi
azalmaktadir. Boylece glifosat maruziyeti; arkeler, bakteriler, algler, mantarlar,

prokaryotlar ve bitkilerde o6liimle sonug¢lanmaktadir. Bu biyokimyasal yolak



omurgalilarda bulunmadigindan genel olarak glifosatin insanlar dahil memeliler i¢in

giivenli oldugu varsayilmistir (Samsel ve Seneff 2013, Sarialtin ve Coban 2016).
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Sekil 2.2 Glifosatin etki mekanizmasi (Sarialtin ve Coban 2016)

Glifosatin bitkilerde inhibe ettigi sikimat yolaginin insanlarda ve memelilerde
bulunmamasi; glifosatin insan ve memelilere zarar1 olmadig1 anlamini tagimamaktadir.
Gilinlimiizde bagirsak mikrobiyotasinin insan metabolizmasinda énemli ve etkin bir rol
oynadigr bulunmus ve goriilme sikligi artmis olan eskiden nadir goriilen bircok

hastalikla bozuk bagirsak mikrobiyotasi iligkilendirilmistir.

Glifosatin bagirsak mikrobiyotasint bozarak birgok hastaligin olusmasina katkida
bulundugu diisiiniilmektedir. Ciinkii bu yolak giinlimiizde 6nemi kavranmis olan
bagirsak bakterilerinde bulunur. Bagirsak mikrobiyotast sindirimin yani sira, vitamin
sentezinde, ksenobiyotik detoksifikasyonunda ve bagisiklik sistemi homeostazinda etkin

rol oynar. Glifosatin bagirsak mikrobiyotasi iizerindeki olumsuz etkisinin gliniimiizde




giderek yayginlasan bir¢ok hastaligin olugsmasinda katkida bulundugu diisiiniilmektedir.
Bunlara enflamatuar bagirsak hastaligi, obezite, otizm, Alzheimer hastaligi, Parkinson
hastalig1, depresyon, karaciger hastaliklari, ALS (Amyotrofik lateral skleroz), multiple

skleroz, kisirlik ve kanser dahildir.

Bunun yani sira D vitamini, siilfiir ve ¢inko gibi metabolizmada kritik rol oynayan
besinlerin yetersizligine de neden olur. Toksik olmadigi diislincesiyle kullanim miktar1
giin gectikge artan ve yayginlasan glifosatin hastalik olusumuna tek basina neden
oldugu tam olarak sdylenemese de g¢evresel bircok toksinle birlikte; bu hastaliklarin

artisinda basrol oynadigi diistiniilmektedir (Samsel ve Seneff, 2013).

2.1.3 Glifosat ve glifosat bazh herbisitlerin toksik etkileri

Literatiirde glifosat ve glifosat bazli herbisitlerle ilgili (¢cogunlukla Monsanto’nun
Roundup isimli herbisiti) birgok calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan bazilari
deney hayvanlarinda in vivo, bazilar1 ¢esitli hiicre kiiltlirlerinde in vitro, bazilar ise

insanda glifosat veya glifosat bazli herbisit maruziyetini incelemektedir.

Glifosat ve glifosat bazli herbisitlerin genotoksisiteye neden oldugu yapilan in vivo ve
in vitro ¢aligmalarla gosterilmistir. Glifosat bazli herbisitle spreylenen Ekvador'un
kuzeyindeki bireylerde kan hiicrelerinde DNA hasarinda (DNA iplik kopmasi) artis
gozlenmistir (Paz-y-Mino vd. 2007).

Glifosatin; Hep-2 hiicrelerinde (Manas vd. 2009) ve lenfositlerde (Mladinic vd. 2009,
Alvarez-Moya vd. 2014) DNA zinciri kiriklarina neden oldugu bulunmustur. Hem in
vitro insan lenfosit kiiltiirii hem de in vivo fareler {izerinde yapilan ¢alismada glifosat ve

Roundup herbisitinin; kardes kromatit degisimlerine neden oldugu goézlenmistir

(Bolognesi vd. 1997).



Bunun yani sira IJARC (Uluslararasi Kanser Arastirmalar1 Ajansi) (2015) raporunda
memeli olmayan diger bir¢cok canlida da (balik, kurbaga, salyangoz gibi) glifosat bazli

herbisitlerin DNA zinciri kiriklarina neden oldugu bir¢ok ¢alisma belirtilmistir.

Toksik maddelerin detoksifikasyonu ve birikimi karaciger tarafindan saglandigindan;
glifosat ve glifosat bazli herbisitlerin karaciger metabolizmasi iizerine etkileri ile ilgili
birgok caligma yapilmistir. Sicanlarda yetmis bes giin boyunca oral glifosat maruziyeti
alanine aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) enzimlerinde artisa,
Kupffer hiicrelerinde c¢ogalmaya, hepatositlerde geri doniislimsiiz hasarlara ve

karacigerde fibrozise neden olmustur (Benedetti vd. 2004).

Sicanlarda 13 hafta boyunca Roundup herbisitine maruziyetin, histopatolojik bulgularda
karaciger hasarma neden olabilecegi bildirilmistir (Caglar ve Kolankaya 2008).
Farelerde glifosat maruziyetinin incelendigi baska bir ¢alisjmada da AST, ALT,
kreatinin ve iire miktarinda artma, karaciger ve bobrekte indiiklenen oksidatif hasar
sonucunda ise malondialdehit miktarinda artma, glutatyon miktarinda ise azalma

gozlenmistir (Cavusoglu vd. 2011).

Glifosatin; daha 6nce yapilan bazi galigmalarda kanserojen olmadigi belirtilmisse de
WHO ve FAO tarafindan yayimlanan son bir raporda, bazi vaka kontrol ¢aligmalarinda

Hodgkin’in lenfomalarindan sorumlu oldugu kanitlanmistir (Gill vd. 2018).

Genel organofosfat sinifinin bir liyesi olan glifosatin norotoksisiteye isaret eden spesifik
bir kimyasal grubunun bulunmamasi (glifosatin fosfor atomunda siilfiir veya tiyosiyanat
grubu gibi) nedeniyle norotoksik etkiye neden olmadigi varsayilmaktadir.
Organofosfatl pestisitlerin ise noromiiskiiler kavsakta asetilkolinesteraz aktivitesini

inhibe ettikleri bilinmektedir.

Memeli olmayan tiirlerdeki ¢aligmalar, asetilkolinesterazin glifosat tarafindan inhibe
edildigini gostermistir. Cyprinus carpio (Cattaneo vd. 2011), Prochilodus lineatus

(Modesto ve Martinez 2010), amfibik kurbagalar (Lajmanovich vd. 2011), Leporinus



obtusidens (Glusczak vd. 2006) ve giimiis yayin baligi (Glusczak vd. 2007) tiirlerinde

glifosat bazli herbisit maruziyetinin asetilkolin esterazi inhibe ettigi goriilmustiir.

Glisin ve glutamat gibi diger aminoasitler norotransmitter olarak islev gormekte ve
beyin fonksiyonlar1 iizerinde Onemli rol oynamaktadir. N-fosfonometil glisin
yapisindaki glifosatin, glisin tiiketimine neden olarak hiicre proliferasyonunu inhibe
ettigi distiniilmektedir (Li vd. 2013). Hiicre ici glisinin temel kaynagi olan serin

hidroksimetiltransferaz enzim aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir.

Ayrica yapi olarak glutamat reseptér agonist 2-amino-3- fosfonopropiyonik aside
yapisal benzerligi nedeniyle glifosatin norotransmitter benzeri etki  ettigi

diistiniilmektedir (Mesnage vd. 2015).

Garry vd. (2002), glifosat uygulamasi yapan ¢iftgilerin ¢ocuklarina yonelik yaptiklari
calismada, cocuklarda dikkat eksikliginde ve hiperaktivitede artis oldugu bildirilmistir.

Glifosat bazli herbisit maruziyeti ile annelerde ise noral tiip defektleri goriilmiistiir (Rull

vd. 2006).

Glifosata oral maruziyet sonucu wistar siganlarin beyin bdlgelerinde serotonin,
dopamin, norepinefrin ve bu nérotransmitterlerin metabolitlerinin de seviyelerinde doza

bagimli olarak anlamli istatistiksel degisiklikler gézlenmistir (Martinez vd. 2018).

Wistar sigcanlar iizerine yapilan bagka bir arastirmada hamilelik ve emzirme donemi
boyunca i¢gme sular1 ile glifosat bazli herbisite maruz kalan siganlarin yavrularinda
norotransmitter degisimleriyle merkezi sinir sisteminin etkilendigi gozlenmistir

(Gallegos vd. 2016).

In vitro indiiklenmis pluripotent kok hiicreler iizerine akut glifosat maruziyetinin kan

beyin bariyeri iizerine yapilan bir arastirmada, 24 saat glifosat maruziyetinin kan beyin



bariyerinin fonksiyonunu bozmasinin yani sira kan beyin bariyerinden gegerek bariyerin

gecirgenliginde de artis gdzlenmistir (Martinez ve Al-Ahmad 2019).

Glifosat maruziyetinin néronal gelisimde bozukluklara neden oldugunu agiklayan bir
caligmada kiiltiire alinmis noronlarin farklilagmadan kaldiklarini, bazilarinin polarize
olmalarina ragmen kisa ve dalsiz aksonlar olusturduklarin1 ve kontrole kiyasla daha az

kompleks dendritik yapilar olusturduklari goriilmiistiir (Coullery vd. 2016).

2.2 Prolin

2.2.1 Prolinin kimyasal yapis1 ve genel ozellikleri

Prolin; protein yapisina katilan 20 adet amino asitten biridir. Glutamat iistiinden
sentezlenebildigi i¢in (glukojenik amino asit) esansiyel olmayan amino asitlerdendir.
Dogadaki biitiin aminoasitler birincil amin grubu bulundurur. Fakat prolinin yan
zincirindeki {i¢ karbon atomu bir halka olusturarak peptid bagindaki azot atomuna
baglanir boylece diger amino asitler gibi birincil amin grubu bulundurmaz. Prolinde

bulunan azot ikincil amin grubudur. Bu yiizden prolin aslinda bir imino asittir.

Prolin hidroksiprolin ve hidroksilisin aminoasitlerinin yapiminda kullanilir. Kollajen
cilt, tendon, kemik, kikirdak ve bag dokuda bulunan bir proteindir. Tiim amino asitlerde
oldugu gibi prolinin de iki formu bulunmaktadir. Bu formlar L ve D formlaridir. L
formu canli organizmalarca {retilip kullanilan formdur. Bitkisel ve hayvansal
proteinlerin yapisinda amino asitlerin L formu bulunur. D formu ise bakteri hiicre

duvarinda bulunur.

Prolin metabolizmada amino asitlerin yapisina katilmanin yani sira farkli goérevler de
tistlenmistir. Bu giine dek yapilan ¢alismalarda 6zellikle yiiksek bitkilerde bir¢ok farkli
stres kosullarinda prolin birikimi dikkat ¢ekmektedir. Kuraklikta, yiliksek tuz

konsantrasyonunda, agir metal varliginda, asir1 151k ve UV radyasyonu altinda olusan



biotik strese karsit koymak iizere olusturulan metabolik cevapta prolin birikimi oldugu

gozlenmektedir (Szabados ve Savoure 2010).

Sekil 2.3 L-Prolinin kimyasal formiilii (Anonim 2019)

Prolinin ozmoza kars1 koruyucu etkisi ilk defa bakterilerde kesfedilmis olup,

bakterilerdeki tuz toleransina karsi prolin birikimi arasindaki iliskinin fark edilmesiyle

aciklanmistir (Csonka ve Hanson 1991).
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Sekil 2.4 Glutamattan Prolin sentezi (El¢in 2019)
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Prolin miktar1 kurakliga direngli piring cinslerinde yiiksekken, bazi bitkilerde stres
kosullar1 altindayken diigiiktiir. Fakat transgenik bitkiler veya mutantlar kullanilarak
yapilan bir¢ok kapsamli calisma, bazi olumsuz c¢evresel kosullara karsi tolerans
saglayabilmek i¢in prolin birikiminin énemli oldugunu gostermektedir (Hong vd. 2000,

Szekely vd. 2008).

90’11 yillardan bu yana; prolinin ozmotik stres altindaki hiicrelerde hiicre igi yapilari ve
makromolekiilleri koruyan inert bir osmolit olarak islev gordiigii gosterilmistir (Csonka
ve Hanson 1991, Hare ve Cress 1997). Prolinin protein agregasyonunun 6nlenmesi, agir
metal maruziyeti, ozmotik stres altinda nitrat rediiktazin korunmasi, arsenat
maruziyetinde riboniikleaz ve proteazlarin stabilizasyonu sagladigi bildirilmistir.
Boylece prolin molekiiler saperon olarak is gormekte; protein biitiinliigiiniin
korunmasinda ve enzim stabilizasyonunda gorev almaktadir (Szabados ve Savoure
2010).

Bircok c¢aligmada, prolinin antioksidan 0Ozellikte olup ROS miktarin1 azalttigi
gosterilmistir (Matysik vd. 2002). Chen ve Dickman (2005) tarafindan yapilan
calismada prolinin ROS miktarin1 azaltarak ROS’a bagli apoptozu onleyebilecegi

gosterilmistir.

Prolinle ilgili caligmalar ¢ogunlukla bitki ve bakteriler iizerine yapilmis olmakla birlikte
memeli hiicreleri iizerine de ¢alismalar bulunmaktadir. Prolinin memeli hiicre hatlarinda
ROS miktar1 ve apoptoz iliskisi lizerine yapilan ¢alismada; hiicre i¢i prolin seviyeleri
farki prolin metabolik enzimlerinin ekpreyonuyla karsilagtirllmistir. Calismada HEK
293 hiicreleri (insan embriyonik bdbrek hiicre hatti), HeLa hiicreleri (servikal kanser
hiicre hatt1), HepG2 hiicreleri (hepatoseliiler karsinoma hiicre hatti), Jurkat hiicreleri
(insan T lenfosit hiicre hatti) ve BJAB hiicreleri (Burkitt's lenfoma hiicre hatti)
kullanilmis; oksidatif stres icin HyO, (Hidrojen peroksit) uygulanmistir. Buna gore
prolin biyosentez enzimlerinin asir1 ekpresyonuyla prolin miktar1 2 katina ¢ikmis ve
ROS miktar1 6nemli derecede azalmistir. Boylece kontrol hiicrelerine nazaran prolin
miktar1 2 katina ¢ikmig hiicrelerde hayatta kalim oraninda artma goriilmistiir. Prolin

oksitleyen mitokondriyal bir enzim olan prolin dehidrogenazin asir1 ekspresyonu ise
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hiicre i¢i prolin miktart 6 kat diisiise sebep olmustur. Bu da kontrol hiicrelerine nazaran
prolin miktar1 6 kat diismiis olan hiicrelerde hayatta kalim oraninda ise azalma
goriilmiistiir. Bu c¢alisma ile memeli hiicrelerinde prolinin ROS miktar1 iizerine
antioksidan etki gostererek oksidatif strese karsi1 korudugunu ve ROS’a bagli apoptozu
engelleyerek hiicre hayatta kalim oraninda olumlu yonde bir artis sagladigi bulunmustur

(Krishnan vd. 2008).

2.3 Apoptoz

2.3.1 Apoptoz tanim

Homeostaz tiim organizmalarda canliligin devamliligimin saglanmasi igin elzemdir.
Homeostazin saglanmasi iginse hiicre proliferasyonu ve hiicre O6limil arasindaki
dengenin saglanmasi gerekmektedir. Bu dengenin bozulmasi sonucu ise kanser,
otoimmiin ve dejeneratif hastaliklar goriilmektedir. Apoptoz bu yilizden organizmada

cok onemli olan homeostazin saglanmasinda gorev almaktadir.

Apoptoz, eski Yunanca olan apo (ayr1) ve ptosis (diismek) kelimelerinden olusmustur.
Yaprak dokiimii anlamina gelmektedir. Apoptozis terimi Kerr, Wyllie ve Currie
tarafindan ilk defa 1972’de bir makalede kullanilmistir (Kerr vd.1972).

Apoptozis embriyonun gelisimi, homeostaz, yenilenme, tamir olaylar1 ve bagisiklik
sistemi fonksiyonlarinda kritik oneme sahiptir. Devamli yapim yikim geciren deri
hiicreleri, sindirim sistemi hiicreleri (bagirsak ve mide) ve kan hiicrelerinde hiicre 6liimii
apoptoz ile saglanmaktadir. Bunun yani sira apoptoz bagisiklik sisteminde de gorev alir.
Viriisle enfekte hiicrelerin ve toksik ajanlarca hasar gormiis hiicrelerin ortadan

kaldirilmasi da apoptoz ile olur (Balkan 2012).

Hiicre 6liimii ise apoptoz ve nekroz olarak iki farkli sekilde ger¢ceklesmektedir. Hem
apoptoz hem de nekrozda hiicrede kendine has belirli biyokimyasal ve morfolojik

degisimler olmaktadir (Oniz 2004, Aksit ve Bildik 2008).
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Ozellik Apoptoz Nekroz
Patolojik
Oliim sekli Dokuda dagink olarak tek tek hiicrelerde Komsu hiicre gruplaninda

Huicre buyiikligii

Hiicre zan

Mitokondri

Organel sekli

DNA pargalanmasi

Hiicre temizlenmesi

Mekanizmalar

Genel uyari

Spesifik uyar

Hiicresel stirecler

Azalir (biiziisme)
Fragmanlara ayrima

Devamllik korunur

Tomurcuklanma

Zar ylizeyinde fosfotidilserin

Erken parcalanma

Zar gecirgenlidinde artma

Sitoplazma igine sitokrom-c, Apaf-1 salmimi
Yap: goreceli olarak korunur

Kontrakte

Apoptotik cisimler

Fragmante, Interniikleozomal bélinme, Serbest 3' sonlary,
Elektroforezde merdiven gériiniimii

Sitoplazmada DNA gériilmesi

Fagositoz

Inflamasyon yok

Gelisimsel programlar
Endojen sinyaller
Huicreleraras: sinyaller
Hastalik siiregleri

Bliytime faktéril eksikligi (NGF,IL-2)
Oliim aktivaterleri
Yiizey reseptérlerine baglanma
Sitokinler
Lenfokinler
Toksik
hormonlar,
radyasyon,
orta derecede iskemi,
oksidanlar,

artmis DNA hasan

Programl reaksiyonlar dizisi kaspaz aktivasyonu,
interniikleozomal endoniikleazlar,
transglutamninaz aktivasyonu
Gerekenler

yeni RNA transkripsiyonu,

protein sentezi,

ATP

Artar (sisme)

Diizlesme

Sisme
Yapida bozulma

Sisme

Bozulma

Yaygin ve rasgele

Inflamasyon
Makrofaj invazyonu

Hastalik stirecleri

Toksik
Agir iskemi
Radyasvon

Protein sentezi yok

RNA transkripsiyonu yok

Enerjiden bagimsiz
ATP azalmasi

Sekil 2.5 Apoptoz ve Nekroz arasindaki farklar (Oniz 2004)

Apoptozu tetikleyebilen hem fizyolojik hem de patolojik ¢ok ¢esitli uyaran ve kosullar
vardir. Bu uyaran ve kosullara cevap apoptozda nekrozun tersine tiim hiicrelerin 6liimii
ile degil tek tek hiicrelerin oliimii ile gerceklesmektedir. Apoptozu tetikleyebilen

fizyolojik ve patolojik ¢ok gesitli uyaran ve kosullar olmasina ragmen, tiim hiicrelerin
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ayni uyarana yanit olarak mutlaka 6lmesi gerekmez. Ornegin 1smlama veya kanser
kemoterapisi i¢in kullanilan ilaclar, bazi hiicrelerde p53 bagimli bir yolaktan apoptotik
hiicre Oliimiine yol acan DNA hasarina sebep olur. Kortikosteroidler gibi bazi
hormonlar, timositlerde apoptoza neden olurken baska hiicreleri etkilemez (Elmore

2007).

APOPTOTIK SURE(;
| L2 | e | s

Indiikleyici Modiilatsr Efektor Substrat Oliim

. Biiyiime faktérii . FADD . Kaspazlar . Birgok hiicre proteini
eksikligi . TRADD . DNA

.Adezyonun kayb1 . FLIP

. Oliim reseptorleri- . Bel-2 ailesi

nin uyarilmas . Sitokrom ¢ Komsu hiicreler veya

. Radyadyon . p53 makrofajlar tarafindan

. Kemoterapi . Mdm2 fagosite edilen apoptotik
.Seramid cisimeikler

Sekil 2.6 Apoptotik stireg¢ (Ulukaya 2003)

2.3.2 Apoptoz mekanizmasi

Apoptoz mekanizmast ATP bagimli karmagik molekiiler kaskadlar dizinidir. Yapilan
arastirmalar iki ana apoptotik yol oldugunu gostermektedir. Her iki yolakta da kaspazlar

gorev almaktadir:

- Oliim Reseptorleri Aracili Yolak (Ekstrinsik Yolak)
- Mitokondri Aracili Yolak (intrinsik Yolak)

- Oliim Reseptorleri Aracili Yolak (Ekstrinsik Yolak): Oliim sinyalleri hiicre disindan

gelir. Bu 6liim sinyalleri biiyiime faktorii yetersizligi, 6liim reseptorlerinin aktivasyonu,
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toksinler, radyasyon, UV ve sitotoksik T hiicresidir. Hiicre membraninda bulunan hiicre
oliim reseptorleri olarak bilinen FasR (CD95/Apo-1), TNFR-1 (tiimor nekroz faktor
reseptorii), ve DRS (6liim reseptdrii) ‘e 6liim sinyallerinin (ligandlarinin) baglanmasiyla
apoptoz indiiklenir. Bu reseptorler TNF reseptorii familyasmin iiyeleri olup, benzer
sistein zengini ekstraseliiler bir bolgeye ve 6lim bolgesi (death domain-DD) olarak
adlandirilan yaklasik 80 amino asitlik sitoplazmik bir bolgeye sahiptirler. Bu 6lim
bolgesi, oliim sinyalini hiicre membranindan hiicre igi sinyal yolagina aktarmada kritik
bir rol oynar. Fas sinyalinin (ligandinin) Fas reseptoriine baglanmasi ile FADD (Fas
associated death domain-Fas iliskili 6liim bolgesi) adaptor proteini ve TNF sinyalinin
TNF reseptoriine baglanmasi ise TRADD (TNFR-1 associated death domain- TNFR-1
iligkili 6liim bolgesi) adaptor proteini etkilesir ve DISC (death inducing singnaling
complex-liim sinyal kompleksi) olusur. Inaktif olan prokaspaz-8 DISC’e baglanarak
aktif kaspaz-8’e doniisiir. Apoptozun uygulama fazi kaspaz-8’in aktivasyonu ile baslar.
Aktif kaspaz-8 direk ve indirek olmak tizere prokaspaz-3’ii aktif kaspaz-3’e doniistiiriir.
Ya direk kapsaz-8 prokaspaz-3’ii aktive eder ya da Bid’i keserek indirek instrinsik
yolakda prokaspaz-9’u aktive ettikten sonra prokaspaz-3’ii aktive eder. Boylece hiicrede
proteinler ve DNA pargalanir. Bazen 6lim reseptorleri aracili yolak ile mitokondri
aracili yolak birlikte calisabilir. DISC kaspaz-8’i aktive edemediginde mitokondri
aracili yolagin tetiklenmesi saglanir (Wu vd. 2001, Elmore 2007, Coskun ve Ozgiir
2011, Kayacan 2015).

Ulukaya (2003) “bugiine kadar, en iyi karakterize edilmis 6liim sinyalleri ve karsilik
gelen oliim reseptorleri, FasL / FasR, TNFa / TNFR1, Apo3L / DR3, Apo2L / DR4 ve
Apo2L / DR5'dir” seklinde ifade etmektedir. Fas lenfoid hiicrelerde, hepatositlerde, bazi
timor hiicrelerinde, akcigerlerde, hatta miyokardda bulunurlar. FasL sitotoksik T

hiicrelerinde ve “natural killer” hiicrelerinde bulunur (Ulukaya 2003, Elmore 2007).

Ayrica enfekte hiicreler ve tiimor hiicrelerinin 6ldiiriilmesi i¢in kullanilan apoptotik
yolaga Granzim-Perforin yolagi denilmektedir. Granzim B ve Perforinler; sitotoksik T
hiicrelerinin ve NK (Natural Killer) hiicrelerinin salgi graniillerinde bulunan serin

proteazlardir. Enfekte hiicreye sitotoksik T hiicresi baglandiginda perforinler salinarak
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hiicre yiizeyinde por olustururlar. Boylece hiicre i¢i kalsiyum miktari artar. Granzim B

ise serbest kalir. Kaspaz aktivasyonu ile apoptoz uygulama fazi baglar.

Mitokondri Aracili Yolak (intrinsik Yolak): Oliim sinyalleri hiicre i¢inden gelir. Bu
6liim sinyalleri DNA hasari, hiicrede kalsiyum birikimi, pH disiisi, oksidatif stres ve
hipoksidir. Bu sinyallerle proapoptotik protein olan Bid; Bcl-2 proteinini inaktive eder,
Bax ve Bak’1 aktiflestirir. Boylece mitokondri membraninda por olusumu indiiklenir.
Mitokondriden sitoplazmaya; sitokrom-c, AIF (apoptoz indiikleyici faktoér), Endo-G
(Endoniikleaz-G), Smac (Second mitochondria-derived Activator of Caspase)/DIABLO,
Htr/Omi gibi pro-apoptotik proteinler salinir. Sitokrom-c, sitoplazmada adaptor protein
Apaf-1 ile birlikte multimerik kaspaz aktiflestirici apoptozom kompleksini olusturur.
Apoptozom prokaspaz- 9’u aktiflesirir, kaspaz-9’da prokaspaz-3’i aktiflestirir. AlF
cekirdege taginir ve Endo-G de DNA’y1 parcalar. Boylece hiicrede proteinler ve DNA
parcalanir (Wu vd. 2001, Elmore 2007, Coskun ve Ozgiir 2011, Kayacan 2015).

Olim Reseptorleri
Aracih Yolak

o
Olim sinyalleri o
TNF - FasL
p’ \ .
8 — DISC
e e e e - s P . ‘1 ------------ wewewww roew
=
’ -
...... Be T eenesete .  Besetelesesetetetetetesetesete
Mitokondriyum
TRADD FADD Aracih Yolak
l = Genetik hasar
Hipoksi

Yiiksek sitozolik [Ca*?)
Oksidatif stres
Kaspaz 8 . Pro-kaspaz 8

|

Mitokoriyum

" *® o - @ Sitokrom c
_ Pro-kaspaz 3 - - = Smac
Kaspaz 3 W W - @ DIABLO
o gt W OMmivHtrA2 l

Sitokrom c

Apoptozom
R Apaf-1 ‘ ‘
Kaspaz-9 W
Pro-kaspaz 3 AP

< Smac, DIABLO veya
Kaspaz 3 veya - — Omi/HIrA2'nin IAP lara
Kaspaz 9'un N e 1,0 51anmas) Kaspaz 3 veya A
aktiflesmesi - ~—— 9'un IAPlara baglanmasini
engeller

Sekil 2.7 Apoptoz mekanizmalar1 (Kayacan 2015)
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2.3.3 Apoptoz olusumu

Apoptoz hiicrenin ¢esitli metabolik ve fizyolojik islemleri baslatip siirdiirdiigii; sonugta
hiicreyi programli 6liime gotiiren bir mekanizmadir. Apoptoz sinyali alan hiicre komsu
hiicrelerle olan baglantisint keser ve kondanse olur. Kromatini yogunlagarak piknotik
bir hal alir. DNA’s1 niikleozomlarindan kesilir ve jel elektroforezinde tipik merdiven
bant goriinimii alir. Buna ragmen organellerin yapisal biitiinliikleri korunur. Hiicre
zarinda bulunan fosfotidil serin membranin sitoplazmaya bakan i¢ yiiziinde bulunur.
Apoptotik hiicrelerde ise membranin i¢ yiiziinden dis yliziine gecis yapar. Cekirdek
kiigtiliirek, pargalara ayrilir. Hiicre membran biitiinliigii korunarak tomurcuklanir ve
apoptotik cisimcikler olusur. Apoptotik cisimcikler makrofajlar tarafindan fagositoza
ugrar, bu esnada hiicre igi sivisi ekstraseliiler matrikse bosalmaz ve enflamasyon

goriilmez (Coskun ve Ozgiir 2011, Ulukaya 2003).

2.3.4 Apoptozla iliskili proteinler

2.3.4.1 Bcl-2 ailesi

Hiicrede proapoptotik proteinler apoptozu artirir, antiapoptotik proteinler ise apoptoz
inhibe eder. Proapoptotik proteinler Bax, Bad, Bak, Bid, BclXs, Bim, Puma ve
Noxa’dir. Bu proteinler sitoplazmada bulunurlar. Sitokrom-c ve AIF salinimini artirarak

apoptozu indiiklerler.

Antiapoptotik proteinler ise Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1’dir. Bu proteinler de g¢ekirdek

membraninda, endoplazmik retikulumda ve mitokondrinin digs membraninda bulunur.

Por olusumunu indiikleyip iyon akisimi diizenlerler. Ozellikle hiicredeki kalsiyum
miktarm1  kontrol ederler. Ayrica prokaspazlarla AIF ve sitokrom-c salinimini
durdurarak apoptozu inhibe ederler (ElImore 2007, Wu vd. 2001).
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2.3.4.2 P53

Bir transkripsiyon faktorii olan P53 proteini; DNA hasarinda tamir igin hiicre
dongiisiinii G1 fazinda durdurur. DNA hasar1 tamir edilemeyecek durumda ise Bax,
Apaf-1 ve Fas’1 artirip antiapoptotik olan Bcl-2’yi baskilar ve apoptozu baslatir (Wang
2005, Coskun ve Ozgiir 2011).

2.3.4.3 Kaspazlar

Kaspazlar, proteinlerin aspartik asitten sonraki peptid bagini kiran sistein proteazlardir.
Sitoplazmada inaktiftirler ve gesitli uyaranlarla aktiflesirler. Kaspaz kaskati olusturarak
apoptoza sebep olurlar. Hiicrede hem sitoplazmik hem de c¢ekirdek proteinlerini
pargalarlar. Memelilerde 14 farkli kaspaz bulunmaktadir. Apoptozdan sorumlu

kaspazlar:

-Baslatic1 kaspazlar (kaspaz-2, kaspaz-8, kaspaz-9, kaspaz-10)

-Efektor kaspazlar (kaspaz-3, kaspaz -6, kaspaz-7)

-Enflamatuar kaspazlar (kaspaz-1, kaspaz-4, kaspaz-5, kaspaz-11, kaspaz-12, kaspaz-
13, kaspaz-14)

Oliim sinyalleri baslatic1 kaspazlari aktiflestirir, baslatic1 kaspazlar da efektor kaspazlari
aktiflestirir. Hiicresel yikimdan sorumlu olanlar efektor kaspazlardir ve baslatici
kaspazlar tarafindan aktiflestirilir. Aktif kaspaz-3 bir¢ok hiicresel proteinin yikimi ile
apoptozun tamamlanmasinda onemli rol oynar. Kaspaz-3, ICAD’i (kaspazla aktiflesen
DNaz inhibitorii) serbestlestirir ve CAD (kaspaz bagimli DNaz), kromatini
internukleozom bolgelerinden kirarak c¢ekirdekte apoptotik parcalanmayr saglar.
Apoptoz tayininde DNA’nin nukleozomal pargalar seklinde ayrilmasi ile jel
elektroforezinde DNA ladder (DNA merdiveni) olusur. Kaspaz-6 ise g¢ekirdegin
apoptotik pargalanmasini; ¢ekirdek laminlerini yikarak ve kromatini kondense ederek
gerceklestirir (Budihardjo vd. 1999, Fan vd. 2005, Wang 2005).
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2.3.5 Apoptoz tayin yontemleri

Asagidaki tayin yontemleri Ulukaya (2003)’nin “Apoptozis ders notlari”’ndan alinmistir.

2.3.5.1 Morfolojik goriintiileme yontemleri

-Isik mikroskobu kullanimi

a. Hematoksilen boyama

b. Giemsa boyama

-Floresan mikroskobu / Lazerli konfokal mikroskop kullanimi
a. Propidium Iyodiir (PI)

b. Hoechst Dye

-Elektron mikroskobu

-Faz kontrast mikroskobu

2.3.5.2 Iimmiinohistokimyasal yontemler

-Anneksin V Yontemi
-TUNEL Y 6ntemi
-M30 Yontemi
-Kaspaz-3 Yontemi

2.3.5.3 Biyokimyasal yontemler

-Agaroz Jel Elektroforezi
-Western Blotting

-Flow Sitometri

2.3.5.4 Immiinolojik yontemler

-ELISA
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-Flourimetrik Yontem

2.3.5.5 Molekiiler biyoloji yontemleri

-DNA Microarrays
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Hiicre hatt1

Calismada kullanilan 1.929 fare fibroblast hiicre hatt1 Ankara Universitesi Miihendislik
Fakiiltesi Kimya Miihendisligi Boliimii 6gretim tiyesi Do¢. Dr. Ayse Karakegili’den

temin edilmistir.

3.1.2 Roundup star (glifosat bazh herbisit)

Glifosat bazli herbisit olarak Monsanto firmasinin iirettigi Tilrkiye’de yaygin kullanilan
Roundup Star isimli glifosat bazli herbisit kullanilmistir. Roundup Star’in kimyasal
formiiliinde aktif madde olarak glifosatin potasyum tuzu herbisit formiilasyonunun
toplam agirliginin yaklagik % 35,5’idir. Aktif maddenin yani sira adjuvan olarak

kullanilan eter amin etoksilat formiilasyonun toplam agirliginin yaklasik % 6 ‘sidir.

Roundup Star’da 441g/ L glifosat bulunmaktadir.

Glifosatin potasyum tuzu Ma = 207,163g/mol
M glifosat = 44109/207,163 g/mol/1 L= 2,1 M =2100 mM (Roundup Star’da glifosatin

molar konsantrasyonu)

Calismada kullanilan Roundup zirai ilaglar satis1 yapan bir isletmeden satin alinmistir.

3.1.3 Prolin

Calismada kullanilan prolin; TCI (Tokyo Kimyasal Endiistri) tiretimi %99 safliktaki

insan rekombinant L-prolin’i kullanilmistir. Bitkisel ve hayvansal hiicrelerin iiretip
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metabolizmalarinda kullandiklar1 amino asit formu L formu oldugu igin prolin’in L

formu kullanilmistir.

Prolin M= 115,13g/mol

3.2 Yontem

3.2.1 Hiicre kiiltiirii hazirlanmasi

Hiicre kiiltiiriinde besi yeri olarak DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) i¢ine
% 10 FBS (Fetal Bovine Serum) ve %1 penisilin-streptomisin eklenmistir. Hazirlanan

stok besi yeri +4 °C’de saklanmaigstir.

-80 °C’de saklanan 1929 fare fibroblast hiicre hatti ¢oziindiiriilip 75 cm? “lik steril
flasklara ekilmistir. 37 °C’de ve %5 CO2 igeren inkiibatorde iki giin inkiibe edilmistir.
Inkiibe edilen flasklar hem hiicre hattt morfolojisi hem de confluent duruma karar

vermek i¢in inverted mikroskopta incelenmistir.

3.2.2 Hiicre pasajlama islemi

Confluent (yaklasik %80’lik yogunluk) durumdaki hiicre kiiltiiriine pasajlama islemi
uygulanmustir. Flaskta bulunan ve flask yiizeyine yapisik hiicrelerin kaldirilmast igin
tripsinasyon yapilmistir. Oncelikle flasktaki besi yeri uzaklastirilmistir. Flaskin yiizeyini
kaplayacak kadar DPBS (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline) ile yikama yapilmuistir.
Daha sonra flaskin yiizeyi kaplanacak kadar Tripsin-EDTA eklenmistir (yaklasik 5 mL).
5 dakika inkiibe edilmistir. Boylece hiicreler flask yiizeyinden kaldirilmis olur.
Inkiibatéreden alman hiicrelerin mikroskobik incelemesi yapilmustir. Flaska yiizeyi
yikanarak besi yeri eklenmistir. Boylece Tripsin-EDTA etkisi giderilmis olur. Flask
icerigi santrifiij tiiplerine aktarilmis 1000 rpm’de 7 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
tiiplinde istte kalan siipernatant uzaklastirilmistir. Tiipte altta kalan hiicreleri iceren

kisma seyreltme yapilmis ve hiicre sayimi yapilmistir. Deney i¢in 96 well plate
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kullanilmistir. Pasajlama islemi i¢in yaklagik her well (kuyucuk)’e 5x10* kadar hiicre
ekimi yapilmigtir. Pasajlamadan sonra 96’11k well plate’ler 24 saat inkiibe edilmistir. 24

saat, 48 saat ve 72 saatteki MTT analizi i¢in 3 tane 96’11k well plate ekimi yapilmustir.

3.2.3 Hiicre dondurulmasi

Santrifiij tiiptinde altta kalan hiicrelerin bir kismi pasajlanirken bir kismi da bagka
calismalar icin veya deneyi tekrarlayabilmek i¢in dondurulmustur. Dondurma islemi
icin %80 serumsuz besi yerine %10 DMSO (dimetil siilfoksit) ve %10 FBS (Fetal
Bovine Serum) eklenerek hazirlanan dondurma ¢6zeltisi kullanilmistir. Pasajlama islemi
icin santriflij edilen tiiplerden altta kalan hiicre kisimlar1 kriyo tiiplere aktarilmig ve
hazirlanan dondurma ¢o6zeltisi eklenmistir. Dondurma sirasinda hiicrelere zarari
azaltmak i¢in Oncelikle -20 °C’de 30 dakika tutulmus daha sonra ise -80 °C’deki derin
dondurucuya aktarilmistir. Béylece hiicre hatlar1 uzun siire genetik 6zelligi bozulmadan

saklanabilmekte ve kullanim1 saglanmaktadir.

3.2.4 Hiicre sayim

Santrifiij edilen tiiplerdeki hiicrelere seyreltme yapilmistir. Bu hiicre siispansiyonundan
Neubauer Hemositemetri Lami’nda 100 pL almmistir. Hemositometri laminda dort
karedeki hiicreler sayilip toplamin ortalamasi alinmistir. Elde edilen sayr seyreltme

faktorii ve 10 ile carpilip 1 ml’deki hiicre sayis1 (hiicre/ml) bulunmustur.

3.2.5 Glifosat ve prolin ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Calismada kullanilan Roundup Star (glifosat bazli herbisitin) ve prolinin belirlenen
konsantrasyonlar;; 96 well plate’e ekimi yapilmis ve 24 saat inkiibe edilmis olan

hiicrelerin lizerine uygulanmistir.

Oncelikle Roundup Star ve prolin’in stok ¢dzeltisi hazirlanmis ve daha sonra

seyreltmeler yapilarak uygulanacak konsantrasyonlar elde edilmistir.
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Roundup Star i¢in 1/500’liikk konsantrasyonda (4.2 mM glifosat) stok ¢ozeltisi
hazirlanmistir. 30 pL Roundup Star’dan alinarak toplam hacim 15 mL olacak sekilde
serumsuz DMEM eklenmistir. Roundup Star asidik pH’a sahip oldugu i¢in pH metre ile

NaOH (sodyum hidroksit) eklenerek fizyolojik pH araligina getirilmistir. Hazirlanan
stok c¢ozelti steril filtreden gegirilmistir. Toplam besi yerinin %10’u kadar serum

eklenmistir.

Stok Roundup Star ¢ozeltisinden 1/5.000, 1/12.500, 1/25.000, 1/50.000 ve 1/100.000

glifosat olacak sekilde 5 farkli konsantrasyonda ¢6zelti hazirlanmstir.

Prolin iginse 207,234 mg prolin hassas terazide tartilip 15 mL serumsuz besi yerinde
¢Oziindiiriilmistiir. Steril filtreden gecirilip serum eklenmistir. Boylece 120 mM’lik 15

mL stok prolin ¢ozeltisi elde edilmistir.

Stok prolin ¢ozeltisinden 10 mM, 6 mM ve 2 mM olacak sekilde 3 farkli

konsantrasyonda prolin ¢6zeltisi hazirlanmistir.

Hazirlanan hem glifosat hem de prolin konsantrasyonlar1 calismada test edilen

konsantrasyonlarin iki kat1 olacak sekilde hazirlanmistir.

3.2.6 Hiicrelere glifosat ve prolin uygulanmasi

24 saat inkiibe edilen 96’lik well plate’lerin inverted mikroskopta morfolojilerine
bakilmistir. Daha sonra her bir well’deki besi yeri mikropipet ile uzaklastirilmistir.
Glifosat i¢in son konsantrasyon 1/10.000 (210 uM - 44,1 ug/mL), 1/25.000 (84 uM —
17,64 pg/mL), 1/50.000 (42 uM — 8,82 pg/mL), 1/100.000 (21 uM — 4,41 pg/mL),
1/200.000 (10.5 uM — 2,205 pg/mL) olacak sekilde; prolin ise son konsantrasyon 1 mM
(P1), 3 mM (P2) ve 5 mM (P3) olacak sekilde belirlenen well’ler glifosat ve prolin

cozeltilerine maruz birakilmistir. Her bir deney grubu ve kontrol grubundan 3’er tekrar
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olacak sekilde 3’er well’e uygulama yapilmistir. Daha sonra 96 well plate’ler inkiibatore

konularak 24 saat, 48 saat ve 72 saat inkiibe edilmistir.

3.2.6.1 Deney gruplari

Prolin deney grubu:

1. 1 mM prolin konsatrasyonu (P1) uygulanan grup
2. 3 mM prolin konsatrasyonu (P2) uygulanan grup

3. 5 mM prolin konsatrasyonu (P3) uygulanan grup

Glifosat deney grubu:

1. 1/200.000 glifosat konsatrasyonu (G1) uygulanan grup
2. 1/100.000 glifosat konsatrasyonu (G2) uygulanan grup
3. 1/50.000 glifosat konsatrasyonu (G3) uygulanan grup
4. 1/25.000 glifosat konsatrasyonu (G4) uygulanan grup
5. 1/10.000 glifosat konsatrasyonu (G5) uygulanan grup

Glifosat ve prolin birlikte uygulanan deney grubu:

. G1 ve P1 birlikte uygulanan grup
. G1 ve P2 birlikte uygulanan grup
. G1 ve P3 birlikte uygulanan grup
. G2 ve P1 birlikte uygulanan grup
. G2 ve P2 birlikte uygulanan grup
. G2 ve P3 birlikte uygulanan grup
. G3 ve P1 birlikte uygulanan grup
. G3 ve P2 birlikte uygulanan grup

© 00 N o O b~ W N -

. G3 ve P3 birlikte uygulanan grup

10. G4 ve P1 birlikte uygulanan grup
11. G4 ve P2 birlikte uygulanan grup
12. G4 ve P3 birlikte uygulanan grup
13. G5 ve P1 birlikte uygulanan grup
14. G5 ve P2 birlikte uygulanan grup
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15. G5 ve P3 birlikte uygulanan grup

Kontrol grubu:
Glifosat veya prolin uygulanmayan sadece besi yeri eklenen grup

3.2.7 MTT analizi (sitotoksisite analizi)

MTT kalorimetrik bir metod olup; canli hiicrelerin MTT’yi formazana indirgemesine
dayanir. Indirgeme sonucu renk degisikligi meydana gelir. Tetrazolyum halkas1 sadece
aktif mitokondri tarafindan kirilabilir ve bdylece renk degisimi sadece canli hiicrelerde
olusur. Calismada prolinin glifosatin hiicreler iizerine ve prolinin glifosat {izerine olan
etkisinin konsantrasyon ve zamana bagli olarak hiicresel 6lim veya proliferasyon

tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi i¢in kullanilmistir.

Glifosat ve proline maruz birakilarak 24 saat, 48 saat ve 72 saat inkiibe edilen 96’lik
well plate’leri inkiibatérden ¢ikarilmistir. Daha sonra iizerlerindeki ortam
uzaklastirilmistir. Bundan sonra yapilan islemler karanlikta yapilmistir. Her bir well’e
100 uL MTT ¢ozeltisi eklenmistir. Hiicreler 3 saat 37 °C’de ve %5 COy’de inkiibe
edilmistir. Inkiibatérden alinan well’ler iizerindeki siipernatant uzaklastirilmistir.
Hiicreler tizerine 200 puL IPA (izopropil alkol) ¢ozeltisi eklenmistir. Well plate hafifce
sallanarak ve pipetaj yapilarak ¢oziinme saglanmistir. 570nm’de spektrofotometrede

okuma yapilmistir (Okumada blank olarak IPA ¢6zeltisi kullanilmustir).

MTT ortalama absorbans sonuglarina gore hiicre canlilig1 yiizdesi asagidaki formiile

gore hesaplanmistir:

Deney grubu
Hiicre canlilik orani (%)= ——— x 100

Kontrol grubu

26



3.2.8 Kolorimetrik kaspaz-3 ol¢iimii

Hiicrelerdeki apoptozun belirlenmesi i¢in Sigma’nin kolorimetrik kaspaz 3 kitinden
yararlanilmistir. Kaspaz 3 kolorimetrik analiziyle, peptit substrat asetil-Asp-Glu-Val-
Asp p-nitroanilidin (Ac-DEVD-pNA) kaspaz 3 enzimi tarafindan hidrolizine dayanir ve
sonugta p-nitroanilin (pNA) kisminin salinmasina neden olur. Substrattan salinan pNA
konsantrasyonu, 405 nm'deki absorbans degerlerinden veya tanimlanmis pNA
coOzeltileri ile hazirlanan bir kalibrasyon egrisinden hesaplanir. Boylece kaspaz 3

aktivitesi belirlenmis olur (Sigmaaldrich, 2019).

Caspase 3
Ac-DEVD-pNA —— > Ac-DEVD + pNA

Calismada apoptozun belirlenmesi icin kaspaz 3 kitinde kullanilan glifosat dozlar

asagida verilmistir:

-1/25.000 (84 uM)
-1/20.000 ( 105 pM)
-1/17.500 (120 uM)
-1/15.000 (140 pM)
-1/12.500 (168 uM)

Kaspaz 3 aktivitesi i¢in 24 saat inkiibe edilen 96’11k well plate inkiibatorden alinarak her
bir well’deki besi yeri mikropipet ile uzaklagtirilmigtir. Daha sonra 96’11k well plate diiz
sekilde sogutucu lizerine konulmustur. Her well’e 25 pL kit i¢indeki liziz tampondan
eklenmistir. 15-20 dakika sogukta inkiibe edilmistir. Her well’e yine kitte bulunan test
tamponundan 200 pL eklenmistir ve pipetajla iyice karismasi saglanmistir. Boylece

kaspaz 3 kolorimetrik kiti i¢in kullanilacak hiicre lizatlar1 elde edilmistir.

Bagka bir 96’11k well plate’de kaspaz 3 6l¢iimii i¢in ekim yapilir. Hiicre lizat1 eklenmesi
gereken her well’e (negatif kontrol ve inhibitorii ile glifosat ve prolin konsantrasyonlari

uygulananlar ve bunlarin inhibitérleri) 5 pL hazirlanan hiicre lizatindan eklenmistir.

27



Negatif kontrol (sadece hiicre bulunan lizatlar) ve negatif kontrol inhibitdr, glifosat ve
prolin konsantrasyonlari uygulananlar ve bunlarin inhibitorleri, kaspaz 3 pozitif kontrol
ve kaspaz 3 pozitif kontrol inhibitor ile blank i¢in 3 ‘er tekrar uygulanmistir. Tim
well’lere kitteki substrattan 10 pL eklenmistir. Inhibitdrler iginse kitteki inhibitdrden 10
uL eklenmistir. Sadece kaspaz 3 pozitif kontrol ve inhibitdriine Kitteki kaspaz 3’ten 5

uL eklenmistir. Her well’deki toplam son hacim 100 pL olacak sekilde her well kitteki

test tamponu ile tamamlanmistir. Aliiminyum folyo ile kaplanan 96 well plate 37 °C’de

80 dakika inkiibe edilmistir. 405 nm’de spektrofotometrede absorbansi okunmustur.

3.2.9 istatistiksel analiz

Caligmamizda istatistiksel analiz i¢in SPSS Statistics 22 programi kullanilmis olup tek
yonlii ANOVA ve post hoc testlerinden yararlanilmistir. Anlamlilik degeri i¢in p<0.05

kullanilmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Glifosat ve Kontrol Konsantrasyonlart MTT Absorbanslar:

L929 hiicre hattina 24 saat boyunca 10,5 puM ile 210 puM arasindaki 5 farkli
konsantrasyonda uygulanan glifosat ile kontrol grubunun 3’er tekrar olacak sekilde
MTT testi absorbanslari, ortalama absorbanslar1 ve standart sapma degerleri Cizelge

4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 24 saat boyunca 1929 hiicre hattina uygulanan glifosat konsantrasyonlari
ile kontrol hiicrelerinin MTT absorbans degerleri ve standart sapma

degerleri
Glifosat 1. 2. 3. Ortalama Standart
Konsantrasyonlari Absorbans | Absorbans | Absorbans | Absorbans Sapma
Kontrol (0 uM) 0,141 0,152 0,147 0,008
G1 (10,5 uM) 0,121 0,186 0,290 0,199 0,085
G2 (21 uM) 0,074 0,178 0,192 0,148 0,064
G3 (42 uM) 0,074 0,185 0,245 0,168 0,087
G4 (84 uM) 0,178 0,258 0,411 0,282 0,118
G5 (210 uM) 0,000 0,000 0,060 0,020 0,035

Glifosatin (G5) 210 pM konsantrasyonunda hiicrelerin neredeyse tlimiinde O6lim
gerceklesmistir. Bu konsantrasyon L1929 hiicre hatt1 icin glifosatin  toksik
konsantrasyonudur. Glifosatin diger konsantrasyonlarinda (G1, G2, G3 ve G4) ise

kontrol grubuna gére MTT ortalama absorbans degerlerinde artis goriilmektedir.

L929 hiicre hattina 48 saat boyunca 10,5 pM ile 210 pM arasindaki 5 farkh
konsantrasyonda uygulanan glifosat ile kontrol grubunun 3’er tekrar olacak sekilde
MTT testi absorbanslari, ortalama absorbanslari ve standart sapma degerleri Cizelge

4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2 48 saat boyunca 1.929 hiicre hattina uygulanan glifosat konsantrasyonlari ile
kontrol hiicrelerinin MTT absorbans degerleri ve standart sapma degerleri

Glifosat 1. 2. 3. Ortalama Standart

Konsantrasyonlari Absorbans | Absorbans | Absorbans | Absorbans Sapma
Kontrol (0 uM) 0,329 0,232 0,281 0,069
G1 (10,5 uM) 0,570 0,533 0,984 0,696 0,250
G2 (21 uM) 0,831 0,643 0,593 0,689 0,125
G3 (42 uM) 0,414 0,503 0,600 0,506 0,093
G4 (84 uM) 0,561 0,471 0,318 0,450 0,123
G5 (210 pM) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

24 saat sonuglarina benzer olarak glifosatin (G5) 210 pM konsantrasyonunda hiicrelerin
tiimiinde 6liim ger¢eklesmistir. Bu konsantrasyon L929 hiicre hatt1 i¢in glifosatin toksik
konsantrasyonudur. Yine 24 saat sonuglarina benzer olarak glifosatin diger
konsantrasyonlarinda (G1, G2, G3 ve G4) ise kontrol grubuna gére MTT ortalama

absorbans degerlerinde artis goriilmektedir.

L929 hiicre hattina 72 saat boyunca 10,5 pM ile 210 pM arasindaki 5 farkh
konsantrasyonda uygulanan glifosat ile kontrol grubunun 3’er tekrar olacak sekilde
MTT testi absorbanslari, ortalama absorbanslar1 ve standart sapmasi degerleri Cizelge

4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3 72 saat boyunca 1.929 hiicre hattina uygulanan glifosat konsantrasyonlari ile
kontrol hiicrelerinin MTT absorbans degerleri ve standart sapma degerleri

Glifosat 1. 2. 3. Ortalama Standart
Konsantrasyonlari Absorbans | Absorbans | Absorbans | Absorbans Sapma
Kontrol (0 uM) 0,166 0,404 0,285 0,168
G1 (10,5 uM) 0,630 0,639 0,464 0,578 0,099
G2 (21 uM) 0,354 0,669 0,934 0,652 0,290
G3 (42 uM) 0,175 0,588 0,947 0,570 0,386
G4 (84 uM) 0,374 0,525 0,658 0,519 0,142
G5 (210 uM) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

24 ve 48 saat MTT sonuglarina benzer olarak 72 saat glifosatin (G5) 210 puM
konsantrasyonunda hiicrelerin tiimiinde 6liim gerceklesmistir. Bu konsantrasyon 1929
hiicre hatt1 i¢in glifosatin toksik konsantrasyonudur. Yine 24 ve 48 saat sonuglarma
benzer olarak glifosatin diger konsantrasyonlarinda (G1, G2, G3 ve G4) ise kontrol

grubuna gére MTT ortalama absorbans degerlerinde artig goriilmektedir (Sekil 4.1).
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Glifosat konsantrasyonlar: ve Kontrol MTT absorbans
karsilastirmasi 24 h, 48 h, 72 h

mKontrol mG1 mG2 mG3 mG4 mGh

24 h 48 h 72h

Sekil 4.1 Glifosat konsantrasyonlar1 (G1, G2, G3, G4ve G5) ve Kontrol grubunun 24
saat, 48 saat ve 72 saat MTT absorbans degerlerinin karsilastirmasi

0,8
0,7
0,6
=—CG1
0,5 G2
0,4 fe=G3
—-G4
03 —I'// —0 s G5
0,2 =@-Kontrol
0,1
H‘
0 T T 1
24h 48h 72h

Sekil 4.2 24 saat, 48 saat ve 72 saat boyunca glifosat konsantrasyonlari ve kontrol
grubunun MTT absorbans degisimi

Glifosatin G5 (210 uM ) konsantrasyonu hari¢ diger konsantrasyonlarinda 24 saate gore
48 saatte MTT absorbans artis1 goriilmektedir. G1 (10,5 uM) ve G2 (21 uM)
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konsantrasyonlarinda ise 72 saatte 48 saate gore MTT absorbansinda diisiis
goriilmektedir fakat G3 (42 uM) ve G4 ( 84 uM) konsantrasyonlarinda ise 72 saatte 48
saate gore MTT absorbansinda artis goriilmektedir (Sekil 4.2).

Glifosatin 24 saatteki konsantrasyonlar1 ve kontrol grubu arasindaki MTT absorbans
degerleri istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Tukey testine gore 24 saatte G4 ve G5
gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmustur. Glifosatin 48 satteki konsantrasyonlari
ve kontrol grubu arasindaki MTT absorbans degerleri istatistiksel olarak anlamli
degildir (p<0,05). Glifosatin 72 satteki konsantrasyonlar1 ve kontrol grubu arasindaki
MTT absorbans degerleri istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Tukey testine gore 72

saatte G2 ve G5 gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmustur.

Glifosat konsantrasyonuna bagh MTT absorbans degerleri; 24h,

48h, 72h
0,8
0,7
0,6 —P—A
0s N\K

04 \

0,3 \
0’2 /.< \
o1 ——— NN

, T

Gl G2 G3 G4 G5

=o—24h 48h ==ie=T72h

Sekil 4.3 Glifosat konsantrasyonu artisinin 24 saat, 48 saat ve 72 saat boyunca degisimi

4.2 Glifosat Konsantrasyonlarmmin Hiicre Canhihgi Uzerine Etkisi

L929 hiicre hattina 24 saat boyunca 10,5 pM ile 210 pM arasindaki 5 farkh
konsantrasyonda uygulanan glifosat konsantrasyonlarinin hiicre canlilign Sekil 4.4°de
verilmistir. Kontrol grubu %100 olarak hesaplanmistir. Kontrol grubuna gore 210 uM

glifosat konsantrasyonu hari¢ diger konsantrasyonlarda hiicre canliliginda (hiicre sayisi)

32



artis goriilmektedir. 210 pM glifosat konsantrasyonunda ise kontrol grubuna gore hiicre

canliliginda biiyiik oranda azalma goriilmektedir.

250%

200% Il

%)

= 150%
a0

100%
50%
e o

210 84 42 21 10,5 Kontrol

Hiicre canlili

-50%

Glifosat konsantrasyon pM

Sekil 4.4 Glifosat konsantrasyonunun hiicre canlilif1 iizerine etkisi, 24 saat

48 saat

350%
300%
— 250%

T
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100% t
0% T T T T T
0 84 42 21

-50% 24 10,5 Kontrol
-100%

bl

v
o
X

Hiicre canhligi (%

Glifosat konsantrasyon puM

Sekil 4.5 Glifosat konsantrasyonunun hiicre canlilig1 tizerine etkisi, 48 saat

24 saat glifosat konsantrasyonlarina benzer sekilde hem 48 saatte hem de 72 saatte 210
uM glifosat konsantrasyonu hari¢ kontrole gore hiicre canliliginda artis goriilmektedir.

Uygulanan 210 pM glifosat konsantrasyonunda ise 48 ve 72 saatlerde hiicre canliligi

goriilmemektedir (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).
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72 saat
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Sekil 4.6 Glifosat konsantrasyonunun hiicre canliligi lizerine etkisi, 72 saat

ICs0 (yart maksimum inhibitdr konsantrasyonu) degeri; bir maddenin maksimum
biyolojik cevabin yarisini inhibe etmek icin gereken konsantrasyon olarak tanimlanir.
Burada MTT testindeki hiicre canliliginin % 50 azalmasi olarak hesaplanmistir. 1Cs
degerleri sirasiyla 24 saat i¢in 184 uM, 48 saat i¢in 175 uM ve 72 saat i¢inse 176 uM

olarak hesaplanmistir.

4.3 Prolin Konsantrasyonlarimin Glifosatla Birlikte Hiicre Canlihg1 Uzerine Etkisi

Prolin P1 (1 mM), P2 (3mM) ve P3 (5§ mM) olarak adlandirilip 3 farkli konsantrasyonda
kullanilmistir. 24, 48 ve 72 saat boyunca glifosatin 5 farkli konsantrasyonu ile birlikte

prolinin 3 farkli konsantrasyonu uygulanmaistir.

Tek basina uygulanan prolin konsantrasyonlarinda (P1, P2, P3) 24, 48 ve 72 saatte
kontrole gore hiicre artig1 goriilmektedir. Hiicrelere uygulanan P1, P2 ve P3’ler kendi
aralarinda karsilastirildiginda ise P3’te (kontrole gore) P1 ve P2’ye nazaran daha az

hiicre artis1 goriilmektedir.

34
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Sekil 4.7 1 mM prolinin (P1) ve glifosatin hiicre canlilig1 grafigi

24 saatte G (Gl, G2, G3, G4, G5)’ler P1+G (P1+G1, P1+G2, P1+G3, P1+G4,
P1+G5)’ler ile karsilagtirildiginda ise P1+G’lerdeki hiicre canliligi artisi G’lere gore

daha fazla gorilmektedir. 48 ve 72 saatte ise hiicre canliligi birbirine yakin
gorilmektedir (Sekil 4.7).

P1 ve G’lerle karsilastirildiginda ise 24 saatte G’lere gore P1°de hiicre canlilifinda artis
goriilmektedir. 48 saatte ise G’lere gore P1’de (G5 hari¢) hiicre canliliginda azalis
gorilmektedir. 72 saatte ise G’lere gore P1°de hiicre canliliginda artis goriilmektedir

(Sekil 4.7).

P1 ile P1+G’ler karsilastirildiginda ise 24 saatte (P1+G1 ve P1+G5 harig) P1’e gore
hiicre canliliginda artis goriilmektedir. 48 saatte ise P1’e gore P1+G’lerde (P1+G5
hari¢) hiicre canliliginda artis goriilmektedir. 72 saatte ise P1’e gore P1+G’lerde hiicre

canliliginda azalis goriilmektedir (Sekil 4.7).
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Hiicre Canlihgi (%)

M 24 saat
M 48 saat
72 saat

Sekil 4.8 3 mM prolinin (P2) ve glifosatin hiicre canlilig grafigi

24 saatte G’ler P2+G (P2+Gl, P2+G2, P2+G3, P2+G4, P2+G5)’ler ile
karsilastirildiginda P2+G’lerdeki hiicre canliligi artist G’lere gore daha fazla
goriilmektedir (Sekil 4.8).

P2 ve G’lerle karsilastirildiginda ise 24 saatte G’lere gore P2’de hiicre canliliginda artis
goriilmektedir. 48 saatte ise G’lere gore P2’de (G5 harig) hiicre canliliginda azalig
goriilmektedir. 72 saatte ise G’lere gore P2’de hiicre canliliginda artis goriilmektedir

(Sekil 4.8).

P2 ile P2+G’ler karsilagtirildiginda ise 24 saatte P2+G’lere gore P2’de hiicre
canliliginda artis goriilmektedir. 48 saatte ise P2’ye gore P2+G’lerde (P2+GS5 harig)
hiicre canlihiginda artis goriilmektedir. 72 saate ise P2’ye gore P2+G’lerde (P2+G3
hari¢) hiicre canliliginda azalis goriilmektedir (Sekil 4.8).

36



Hiicre Canlihgi (%)

300

250 L.

200 I I i

150 I  E24saat

100 —— m48saat
50 I 72 saat

0
BE BT T BT B
S R’ R R R R
S

Sekil 4.9 5 mM prolinin (P3) ve glifosatin hiicre canlilig1 grafigi

24 saatte G’ler P3+G (P3+Gl1, P3+G2, P3+G3, P3+G4, P3+G5)’ler ile
karsilagtirildiginda ise P3+G’lerdeki hiicre canliligi artist G’lere gore daha fazla
goriilmektedir. 48 saatte G’ler P3+G’ler ile karsilastirildiginda ise P3+G’lerde hiicre

canliliginda azalis goriilmektedir. 72 saatte ise hiicre canlilifi birbirine yakin

gorilmektedir (Sekil 4.9).

P3 ve G’lerle karsilastirildiginda ise 24 saatte G’lere gore P3’de (G4 harig¢) hiicre
canliliginda artis goriilmektedir. 48 saatte ise G’lere gore P3’de (G5 hari¢) hiicre
canliliginda azalis goriilmektedir. 72 saatte ise G’lere gore P3’de hiicre canliligi

birbirine yakin goriilmektedir (Sekil 4.9).

P3 ile P3+G’ler karsilastirildiginda ise 24 saatte P3+G’lere gore P3’de (P3+GS5 harig)
hiicre canliliginda azalis goriilmektedir. 48 saatte ise P3’e gore P3+G’lerde (P3+G4
P3’le neredeyse ayni oldugu i¢in harig) hiicre canliliginda azalis goriilmektedir. 72 saate
ise P3’e gore P3+G’lerde (P3+G5 haric) hiicre canliligi neredeyse birbirine yakin
goriilmektedir (Sekil 4.9).

Yapilan istatistiksel analizde prolin gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunamamaistir

(p<0,05).
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Cizelge 4.4 Deneydeki tiim gruplarin standart sapmalariyla birlikte MTT absorbans

ortalama degerleri

MTT absornans ortalamalari 24 Saat 48 Saat 72 Saat
KONTROL 0,147+0,008 [0,281+0,069 |0,285+0,168
Gl 0,199+0,085 |0,696+0,250 |0,578+0,099
G2 0,148+0,064 |0,689+0,125 |0,652+0,290
G3 0,168+0,087 |0,506+0,093 |0,570+0,386
G4 0,282+0,118 |0,450+0,123 |0,519+0,142
G5 0,020+0,035 |0=+0 0+0
P1 0,308+0,206 |0,243+0,251 |0,815+0,096
P2 0,334+0,075 |0,382+0,284 |0,667+0,005
P3 0,212+0,036 |0,325+0,066 |0,589+0,096
P1+G1 0,271+0,204 |0,407+0,310 |0,368+0,308
P1+G2 0,359+0,117 |0,667+0,099 |0,772+0,200
P1+G3 0,336+0,162 |0,568+0,088 |0,648+0,025
P1+G4 0,389+0,130 |0,338+0,055 [0,510+0,068
P1+G5 0,189+0,087 |0+0 0+0
P2+G1 0,249+0,081 |0,573+0,054 |0,364+0,299
P2+G2 0,184+0,085 |0,642+0,122 |0,599+0,231
P2+G3 0,220+0,086 |0,758+0,062 |0,700+0,106
P2+G4 0,243+0,041 |0,748+0,083 |0,446+0,022
P2+G5 0,035+0,031 |0=+0 0+0
P3+G1 0,281+0,199 |0,174+0,136 |0,580+0,162
P3+G2 0,373+0,101 [0,077+£0,052 [0,575+0,218
P3+G3 0,249+0,052 |0,073+0,074 |0,659+0,071
P3+G4 0,363+0,100 |0,325+0,100 |0,479+0,074
P3+G5 0,020+0,035 |0+0 0+0

4.4 Kaspaz 3 Aktivitesi

Kaspaz 3 aktivitesi i¢in glifosat ve prolin konsantrasyonlar1 24 saat boyunca

uygulanmistir. Uygulanan glifosat konsantrasyonlar1 glifosatin G4 (1/25.000)
konsantrasyonundan baslayip G5 (1/10.000) konsantrasyonu arasinda seg¢ilmistir. Son
konsantrasyon (1/12.500-168 uM) ise ICsq degerine yakin se¢ilmistir. Asagida kaspaz 3

icin uygulanan glifosat konsantrasyonlar1 verilmistir:

-1/25.000 (84 uM)
~1/20.000 (105 uM)
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-1/17.500 (120 uM)
-1/15.000 (140 uM)
-1/12.500 (168 uM)

Glifosatla birlikte prolin uygulanan konsantrasyonlarda ise glifosatin kaspaz 3 aktivitesi
icin uygulanan en yiiksek (1/12.500-168 uM) ve en disik (1/25.000-84 uM)
konsantrasyonlar1 secilmistir. Prolin P1 (1 mM), P2 (3 mM) ve P3 (5 mM) olacak
sekilde uygulanmistir.

140

120 l

100 T
1
80 I [

60 I —

O T T T T T T 1
Kaspaz 3 Negatif 1/25.000 1/20.000 1/17.500 1/15.000 1/12.500
pozitif kontrol (84 uMm) (105 uM) (120 pM) (140 uM) (168 uM)
kontrol Glifosat Glifosat Glifosat Glifosat Glifosat

Kaspaz 3

Sekil 4.10 Glifosat gruplarindaki Kaspaz 3 aktivitesi

Kaspaz 3 pozitif kontrole gore sadece 1/15.000’lik glifosat konsantrasyonunda kaspaz 3
artis1 goriilmektedir. Yine negatif kontrol (glifosat uygulanmamis hiicreler)’e gore
kaspaz 3’te artis sadece 1/15.000’lik glifosat konsantrasyonunda goriilmektedir (Sekil
4.10).

84 uM (1/25.000) glifosat uygulanan hiicre grubuna gore glifosat ile birlikte 1 mM, 3
mM ve 5 mM prolin uygulanan gruplarda kaspaz 3 aktivitesinde artig goriilmektedir. 84
uM glifosat uygulanan grupta hem kaspaz 3 pozitif kontrole goére hem de negatif
kontrole gore kaspaz 3 aktivitesinde azalis goriilmektedir. Fakat 84 uM glifosatin
prolinle birlikte uygulanan gruplarinda ise (84 uM glifosat+3 mM prolin hari¢) 1 mM
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ve 5 mM prolin’li gruplarda kaspaz 3 pozitif kontrol ve negatif kontrole gore kaspaz 3
aktivitesinde artis goriilmektedir (Sekil 4.11).

180
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120 T
100

80 T

60

40

20

0 . . . . .
Kaspaz 3 Negatif 84 uM Gli. 84 uM Gli.+1 84 uM Gli.+ 3 84 UM Gli.+ 5
pozitif kontrol  kontrol mM Prolin  mM Prolin ~ mM Prolin
Kaspaz 3

Sekil 4.11 84 uM glifosat ve prolinin kaspaz 3 aktivitesi

168 uM (1/12.500) glifosat uygulanan hiicre grubuna gore glifosat ile birlikte 1 mM, 3
mM ve 5 mM prolin uygulanan gruplarda kaspaz 3 aktivitesinde artig goriilmektedir.
168 uM glifosat uygulanan grupta hem kaspaz 3 pozitif kontrole gore hem de negatif
kontrole gore kaspaz 3 aktivitesinde azalig goriilmektedir. 168 pM glifosatin prolinle
birlikte uygulanan gruplarinda kaspaz 3 pozitif kontrol ve negatif kontrole gore kaspaz 3
aktivitesinde artig goriillmektedir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 168 uM glifosat ve prolinin kaspaz 3 aktivitesi
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Sekil 4.13 Uygulanan tiim gruplarda (84 uM, 168 uM glifosat ve prolin gruplar1) kaspaz
3 aktivitesi

Kaspaz 3 uygulanan gruplar arasinda yapilan istatistiksel analizde anlamli bir fark

bulunmamustir (p<0,05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Caligmada tiim diinyada yaygin olarak kullanilan glifosat bazli herbisit olan Roundup
Star’in L.929 fibroblast hiicrelerine toksisitesinin arastirilmasi ve olusan toksisite
tizerine prolin (L formu) amino asidinin koruyucu etkisi arastirilmistir. Glifosat bazl
herbisit Roundup Star’dan (etken maddesi glifosat) 5 farkli glifosat konsantrasyonu
hazirlanarak 1929 hiicrelerine uygulanmistir. Glifosatin L929 hiicreleri iizerine toksisite
etkisine karar verebilmek i¢in 24 saat, 48 saat ve 72 saat inkiibasyon sonrast MTT testi
uygulanmistir.  MTT testi ile uygulanan glifosatin hiicre canliligina etkisi
degerlendirilmistir. Hiicre canliligina etkisine gore belirlenen 2 farkli konsantrasyonda
kaspaz 3 aktivitesine bakilmistir. 1929 hiicrelerinde glifosatin ve prolinle birlikte
uygulanmis glifosatin apoptotik etkilerini degerlendirmek icin kolorimetrik kaspaz 3

aktivitesi 6l¢limii yapilmustir.

Literariirde yapilan ¢alismalarda hem glifosat bazli herbisitlerle (Roundup ve digerleri)
hem de sadece glifosatla ilgili bircok hayvan deneyleri ve hiicre kiiltiirii iizerine toksisite
deneyleri yapilmistir. Ancak bu calismada kullanilan hiicre hatti olan L929 fare
fibroblast1 hiicreleri lizerine glifosat veya Roundup’in toksik etkisinin arastirildigi

calismaya rastlanilmamistir.

Martini vd. (2012) tarafindan Arjantin’de satilan ticari glifosat bazli herbisitin 3T3-L1
fibroblasti lizerine yaptiklari ¢calismada; kullandiklar1 glifosat bazli herbisitin hem hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigini hem de apoptozu indiikledigini tespit etmislerdir.
Calismada; 3T3-L1 fibroblasti 24 ve 48 saat boyunca glifosatin 1/1.000, 1/2.000,
1/5.000 ve 1/10.000 konsantrasyonlarina maruz birakilmistir. 48 saat maruziyet sonucu
kontrole gore en yiiksek hiicre Olimii olan konsantrasyon en yiiksek glifosat
konsantrasyonu olan 1/1.000’de gorilmiistiir. Diger glifosat konsantrasyonlar1 (1/5.000
ve 1/10.000) i¢in; kontrole gore hiicre canliligi yiizdesi azalmakla birlikte, glifosat
konsantrasyonu ile hiicre canliligi yiizdesi arasinda ters oranti gozlenmistir. 24 saat
maruziyet sonucu ise 1/2.000 glifosat konsantrasyonunda da kontrole gére yaklasik %50

oraninda hiicre 6liimii gdzlenmistir.
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Calismamizda kullanilan en yiiksek glifosat konsantrasyonu olan G5 - 1/10.000 (210
uM)’de hiicre canlilig1 24 saat yok denecek kadar az olup; 48 ve 72 saatlerde ise tiim
hiicrelerin 6ldiigli gozlenmistir. Martini vd. (2012) yaptigi c¢alismada ise 1/10.000
glifosat konsantrasyonu caligmadaki en diisiik konsantrasyondur ve hiicre canliligi en
fazla bu konsantrasyonda gozlenmekte olup; kontrole ¢ok yakindir. Martini vd. (2012)
yaptigr calisma ile c¢alismamizdaki 1/10.000 konsatrasyonda gozlenen hiicre
canliligindaki farkin kullanilan hiicrelerin ayn1 olmamasindan kaynaklandig
diistiniilmektedir. Martini vd. (2012) yaptig1 calisma ile benzer olarak calismamizda
glifosat konsantrasyon hiicre canliligi ylizdesi arasinda ters orant1 gézlenmistir. Fakat
calismamizda G5 hari¢ diger glifosat konsantrasyonlarinda kontrole gore hiicre
canliliginda artis gbzlenmistir. Bu artisin ise Martini vd. (2012) calismasina gore
calismamizda ¢ok diisiik konsantrasyonlarda glifosat kullanildigi i¢in gergeklestigi

distintilmektedir.

de Melo vd. (2018) yaptigi calismada insan yag dokusu tiirevli mezensimal kok
hiicrelerde glifosat bazli herbisitin toksik etkisini incelemislerdir. 24 saat boyunca 150
pg/mL, 100 pg/mL, 71 pg/mL, 45 pg/mL, 33 pg/mL, 10 pg/mL, 3,2 pg/mL ve 1,26
ug/mL konsantrasyonlarini uygulamiglardir. MTT testi sonucu ICso degerini 24 saat igin
42,98 (£ 1,72) pg /mL olarak bulmuslardir. Caligmamizda da benzer olarak bulunan
ICs0 degerleri sirasiyla 24 saat i¢in 184 uM (38,64 pug/mL), 48 saat i¢in 175 uM (36,75
pg/mL ) ve 72 saat i¢inse 176 uM (36,96 pg/mL ) olarak hesaplanmistir.

de Melo vd. (2018) 24 saat boyunca 90 pg/mL konsantrasyonda glifosat bazli herbisite
maruz birakilan yag dokusu tiirevli mezensimal kok hiicrelerinde Anneksin V Apoptoz
Kiti ile yapilan incelemede; glifosat bazli herbisitin hem apoptoza hem de nekroza
neden oldugunu gostermislerdir. Calismamizda apoptozun belirlenmesi i¢in kaspaz 3
kitinde kullanilan doz belirlenen 1Csy konsantrasyonuna yakin konsantrasyonlardan
secilmistir (84 uM-17,64 pg/mL ile 168 pM-35,28 pg/mL arasinda). Glifosat
konsantrasyonlarinda kendi i¢inde artan kaspaz 3 aktivitesi goriilse de; kaspaz 3 pozitif
kontrol veya negative kontrole gore anlamli bir kaspaz 3 aktivitesi goriilmemistir. Bu

farkliligim  calismamizdaki  hiicrelere  ¢ok  diisiik  konsantrasyonda  glifosat
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uygulanmasindan ve kullanilan hiicrelerin de Melo vd. (2018)’nin yaptig1 ¢alismadaki

hiicrelerden farkli olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Bununla birlikte yine de Melo vd. (2018)’nin yaptigi calismadaki glifosat bazl
herbisitin kullandiklar1 en diisiik konsantrasyonunda (36 ug/mL) 24 saat, 48 saat ve 72
saatteki MTT absorbanslarinda kontrole gore hiicre canliliginda artis gozlenmistir. Bu
gozlenen artis da c¢alismamizdaki diisiik konsantrasyonlarda gorilen MTT
absorbanslarinda kontrole gore hiicre canliligindaki gozlenen artis ile benzerdir. Cohen
ve Ellwein (1990)’in yaptigi calismada proliferasyonla toksisite iligkilendirilip
hiicrelerin kanserlesmesi proliferasyonla agiklanmistir. Calismamizda da goriilen
proliferasyonun  glifosatin  hiicrelerde  karsinojen  etkisinden  kaynaklandigi

distinilmistiir.

Sonug¢ olarak calismamizda glifosat konsantrasyonu artisi ile birlikte genel olarak
kaspaz 3 aktivitesi artis1 goriilmektedir (kendi i¢cinde bakildiginda; pozitif kontrole veya
negatif kontrole gore degil). Diisiik konsantrasyonlarda kaspaz 3 aktivitesinin ¢ok az
goriilmesi hiicrelerdeki apoptoz mekanizmasinin bozulmus olabilecegine isaret
etmektedir. Yine kaspaz 3 aktivitesine ilaveten; glifosat konsantrasyonu azaldikca
kontrole gore artan hiicre canlilifinin apoptoz mekanizmasimin bozulmus olmasindan
kaynaklanip ve sonugta hiicre 6liimiiniin gerceklesmeyip tam tersine proliferasyona
neden oldugu diisliniilmektedir. Boylece diisiik dozlarda karsinojen etki gosterip;

hiicrenin apoptoza gitmesini 6nleyerek kansere neden olabilmektedir.

Glifosat ve prolin birlikte uygulanan gruplarin kaspaz 3 aktivitesine bakildiginda;
prolinli gruplarin hem tek basina glifosat uygulanan gruplardan (84 uM ve 168 uM
glifosat) hem de kaspaz pozitif kontrol ve negatif kontrole gore daha fazla kaspaz 3
aktivitesi gosterdigi goriilmektedir. Bu yilizden prolinli gruplarda gézlemlenen kaspaz 3
artisin; prolinin glifosatla bozulmus veya baskilanmis oldugu diisiiniilen apoptoz
mekanizmasinin geriye ¢evirmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Fakat tek basina glifosata
gore glifosatla birlikte prolin uygulanan gruplarindaki anlamli olmayan hiicre
canliligindaki azalmadan dolay1 prolinin apoptoz iistiindeki bu roliiniin anlasilabilmesi

icin daha ileri aragtirmalar gerekmektedir.
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