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ONSOZ

Glifosat, diinya capinda yaygin olarak kullanilan genis spektrumlu bir herbisittir. Bu tez
¢slismasinda, Saccharomyces cerevisiae L. kiiltiir ortamina farkli dozlarda eklenen
rosmarinik ve vanilik asitlerin glifosatin toksik etkisine kars1 antioksidan ve biyokimyasal
etkileri arastirilmistir. Biyokimyasal analizler sonucunda 800 mg glifosat igeren kiiltiir
ortamindaki hiicre yogunlugunun azaldigi belirlendi. Saccharomyces cerevisiae L. kiiltiir
ortaminda, rosmarinik asit ve vanilik asitin glifosat toksisitesine kars1 biyokimyasal degerler
tizerinde etkili oldugu belirlendi.
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OZET

Glifosat [N-fosfonometil glisin], diinya c¢apinda yaygmn olarak kullanilan genis
spektrumlu bir herbisittir. Glifosat; tirozin, triptofan ve fenilalanin gibi aromatik amino
asitlerin olusumu igin gerekli olan enzim 5-enolpiruvil-sikimat-3-fosfat sentaz enziminin
(EPSPS) aktivitesini inhibe ederek bitkilerin gelisimini 6nler. Rosmarinik asit ve vanilik asit
ise pek ¢ok bitkide dogal olarak bulunan fenolik asitlerdir. Bu ¢alismada, molekiiler biyoloji
ve biyokimya alanlarindaki ¢alismalarda model organizma olarak kullanilan Saccharomyces
cerevisiae L. kullanilmistir ve glifosatin toksik etkisine kars1 kiiltiir ortamina farkli dozlarda
eklenen rosmarinik ve vanilik asitin antioksidan ve biyokimyasal etkileri arastirilmistir.
Kiiltiir ortamlarina hem glifosat hem de rosmarinik ve vanilik asit konsantrasyonlar1 litrede
200, 400 ve 800 mg olarak eklendi. Kiiltiir sivilari otoklavda 121°C’de 15 dakika
sterilizasyon yapildi. Oda sicakliginda sogutulduktan sonra, steril ortamda maya
hiicrelerinin asilamasi yapildi. Bu islemden sonra 30 °C’lik etiivde 72 saat inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda kiiltiir sivilarinin yogunluklar1 spektrofotometrede 600 nm’de
olgiildii. Daha sonra hiicre peleti +4 °C’de 6000 rpm’de santrifiij edilerek izole edildi. Hiicre
peleti % 0.9’luk NaCl soliisyonu ile yikandi ve daha sonra Tris-EDTA tamponu (pH=7.4)
ile homojenize edilerek {ist siipernatant kisim +4 °C’de 6000 rpm’de pelet kisimdan ayrildi.
Siipernatant kisimdan total protein, GSH, GSSG, MDA ve Glutatyon S-Transferaz enzim
aktivitesi olgtildii. Geriye kalan pelet kismi 3/2 (v/v) n-hekzan/izopropil alkol karigimi ile
homojenize edildi. Santriflij yapilarak siipernatant kismi alindi ve esterlestirme islemi
yapilarak gaz kromatografisinde yag asitlerinin analizi yapildi. Gaz kromatografisi ile
yapilan analiz sonucunda, maya hiicresi peleti ekstrakti i¢cinde oktanoik asit (8:0), laurik asit
(12:0), miristik asit (14:0), palmitik asit (16:0), palmitoleik asit (16:1 n-7), stearik asit (18:0),
oleik asit (18:1 n-9) ve linoleik asit (18:2n-6) asitlerin bulundugu gozlendi. D, E ve K
vitamin miktarlariin analizi ise HPLC Cihazi ile yapildi. Bu analiz sonucunda, Ko, 8-
tokoferol, D>, D3, a-tokoferol, ergosterol, Ki, stigmasterol, B-sitosterol gibi molekiiller
tanimlandi. Biyokimyasal analizler sonucunda 800 mg glifosat igeren kiiltiir ortamindaki
hiicre yogunlugunun azaldig: belirlendi. Protein miktari, GST, lipid peroksidasyon ile yag
asidi diizeylerinde farkliliklar g6zlendi. Saccharomyces cerevisiae L. kiiltiir ortaminda,
glifosat toksisitesine kars1 vanilik ve rosmarinik asitin biyokimyasal degerler tizerinde etkili
oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Glifosat, Vanilik asit, Rosmarinik asit, Antioksidan etki, Total
protein, GSH, GSSG, Lipid peroksidasyon, Yag asidi, DPPH, GST, Saccharomyces
cerevisiae L.



SUMMARY

Investigation of Biochemical and Antioxidant Effects of Rosmarinic and Vanilic Acids
Against Glyphosate Toxicity In Vitro Medium

Glyphosate inhibits the growth of plants by inhibiting the activity of enzyme 5-enolpyruvyl-
shikimic-3-phosphate synthase (EPSPS), which is required for the formation of aromatic
amino acids such as tyrosine, tryptophan and phenylalanine. Rosmarinic acid and vanillic
acid are naturally occurring phenolic acids in many plants. In this study, Saccharomyces
cerevisiae L. was used as a model organism in studies in molecular biology and biochemistry
and antioxidant and biochemical effects of rosmarinic and vanillic acid added at different
doses to the culture medium against the toxic effect of glyphosate were investigated. Both
glyphosate and rosmarinic and vanillic acid concentrations in culture media were added as
200, 400 and 800 mg per liter. The culture broth was autoclaved at 121 ° C for 15 minutes.
After cooling at room temperature, yeast cells were inoculated in sterile medium. After this
procedure, the 30 °C sample was allowed to incubate for 72 hours. At the end of the period,
the concentrations of the culture fluids were measured at 600 nm in the spectrophotometer.
The cell pellet was then isolated by centrifugation at 6000 rpm at +4 © C.The cell pellet was
washed with 0.9% NaCl solution and then homogenized with Tris-EDTA buffer (pH = 7.4)
and the upper supernatant was separated from the pellet at 6000 rpm at +4 ° C. Total protein,
GSH, GSSG, MDA and Glutathione S transferase activities were measured from the
supernatant. The remaining pellet portion was homogenized with a mixture of 3/2 (v / v) n-
Hexane / isopropyl alcohol. The supernatant fraction was removed by centrifugation and
esterification was performed to analyze fatty acids in gas chromatography. Analysis by gas
chromatography revealed that the yeast cell pellet extract contained octanoic (8: 0), lauric
(12: 0), myristic (14: 0), palmitic (16: 0), palmitoleic (16:1 n-7), stearic (18: 0), oleic (18:1
n-9) and linoleic (18:2 n-6) acids were observed. Analyzes of vitamin A, D, E, and K
vitamins were performed with an HPLC instrument. As a result of this analysis, molecules
such as Ka, é-tocopherol, D2, D3, a-tocopherol, ergosterol, K1, stigmasterol, -sitosterol
were identified. Biochemical analyzes indicated that cell density decreased in culture
medium containing 800 mg glyphosate. Protein amount, GST activity, lipid peroxidation
and fatty acid levels were observed. . It was determined that vanillic and rosmarinic acid
against glyphosate toxicity were effective on biochemical values in Saccharomyces
cerevisiae L. culture medium.

Key words: Glyphosate, Vanilic acid, Rosmarinic acid, Antioxidant effect, Total
protein, GSH, GSSG, Lipid peroxidation, Fatty acid, DPPH, GST, Saccharomyces
cerevisiae L.
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1. GIRIS

Diinya niifusunun artisi ile beraber yasam i¢in gerekli en 6nemli ihtiyaglardan biri olan
besin ihtiyac1 da artmaktadir. Yeryiiziindeki yasamin kaynagini bitkiler olusturur. Insanlar
tarafindan tiiketilen enerjinin %901, proteinin ise %80’i bitkisel kaynaklidir. Geriye kalan
enerji ve protein ihtiyaci ise hayvansal kaynakli iirtinlerden karsilanmaktadir. Kontrolsiiz
endiistrilesme ile yok edilen tarim alanlar1 ve artan besin istegini karsilamak igin, {iretim
miktarini arttirma amagli ¢esitli yollar aranmaktadir (Morstimbiil vd., 2010).

Tarimsal {iretimi arttirma igin, pestisitler yogun olarak kullanmaktadirlar. Bu
kimyasallarin kullanimi ayni1 zamanda ¢evre kirliligine de neden olmaktadir. Bu maddelerin
yarilanma Omiirleri uzun olup; toprakta, sebze ve meyvelerin iizerinde kalmakta ve besin
zinciri ile de insana kadar ulagmaktadir. Tarim ilaglar1 olarak belirtilen pestisitlerin biiyiik
cogunlugu hem kontrol edilmek istenen canlilara, hem de insan ve memelilere karsi ¢ok
toksiktir. Bu maddelerin ¢ogunlugu uygulandiklar1 bitki, toprak ve su ortaminda uzun siire
bozulmadan kalabilmekte, canlilarin biinyesinde birikebilmektedir (Ortiz vd.,2004).

Pestisitler uzun yillardir zirai miicadele amaciyla kullanilmaktadir. Pestisitler; zararli
organizmalar1 engellemek, kontrol altina almak ya da zararlarin1 azaltmak i¢in kullanilan
madde veya maddelerden olusan karisimlardir (Tabrez vd., 2014). Viriis ya da bakteri gibi
biyolojik bir ajan veya dezenfektanlar gibi kimyasal ajanlar pestisit olarak kullanilabilir
(Pimentel ve Pimentel, 2008).

Pestisitler, hastalik yayan boceklere, bitki patojenlerine, yabani otlara, yuamusakgalara,
kuslara, memelilere, baliklara, solucanlara ve mikroplara kars1 kullanilmaktadir. Pestisitler
etkiledikleri canli gruplarina gore; Insektisit (Bdcekleri dldiiren), Herbisit (Yabanci otlar:
oldiiren), Fungusit (Mantarlar1 6ldiiren), Rodentisit (Kemirgenleri o6ldiiren), Akarisit
(Akarlar1 6ldiiren), Nematisit (Nematodlar1 6ldiiren), Mollusisit (Yumusakgalar1 6ldiiren),
Avisit (Kuslari 6liidiiren), Afisit (Yaprak bitlerini 6ldiiren), Bakterisit (Bakterileri 6ldiiren),
Algisit (Algleri 6ldiiren) olarak adlandirilir (Dokmeci, 1988).

Diinyada ve iilkemizde pestisit kullanimi yaygin sekilde yapilmaktadir. Diinyada
pestisitler hem tarimda verimi arttirmak hem de tarim dis1 amaglar i¢in giiniimiizde
milyonlarca ton tarim ilaci kullanildig1 ve bunlarin biiyiik bir kisminin uygulandig: yerlerden
baska yerlere tasindig1 belirtilmistir. Tarimsal amagla kullanilan bir ilag; mikroorganizmalar,

giines 15181 ya da kimyasal yollarla bozulma 6zelliginde degilse zamanla toprakta birikerek



bitkilerin yapilarina ge¢mektedir. Bundan dolayr tarimsal amagla kullanilan her pestisit
tiriiniin potansiyel etkisini belirlemeye yonelik biyokimyasal c¢aligmalarin yapilmasi
gevrenin korunmasi ve insan saglhigi acgisindan biiyiik 6nem arz etmektedir (Balkaya ve
Bayrakli, 2000).

Cesitli yollarla topraga ulasan pestisitler buharlagarak atmosfere gecebildikleri gibi, su
ve erozyon ile tasinarak ylizey sularina karigmakta, ya da sizarak yer alti suyuna
ulasabilmektedir. Yiizey sularina ulasan pestisitler burada yasayan canlilar1 olumsuz yonde
etkilemekte boylece besin zincirinde birikime de ugramaktadirlar. Pestisitlerin yarilanma
omrii ne kadar yiiksekse ¢esitli faktorler ile tasinmasi ve canlilara besin yoluyla ulagsmasi
etkili olmaktadir (Balkaya ve Bayrakli, 2000).

Herhangi bir pestisit maddesinin hedefi olmayan organizmalar1 tehdit etmesi ve su
kaynaklarinin kirlenmesi nedeniyle pestisit kalintilarinin incelenmesi ve teshis edilmesine
biiyiik ihtiya¢ vardir (Soulas ve Lagacherie, 2001).Pestisitlerin bilingsiz ve kontrolsiiz
kullanim1 sonucu, zararli organizmalarin adaptasyon saglama riskleri ve kalintilar yoluyla
insan sagligina ve ¢evreye olumsuz etkileri goz ardi edilmemelidir (Chubykin vd., 2007).
Pestisitlerin; piyasa Omriinii, insan sagligimi ve cevreye etkililigini en fazla etkileyen
olaylarin baginda pestisitlere karsi zararli organizmalarin duyarlilik azalist gelmektedir
(Tiryaki vd., 2010).

Bir pestisite organizmalarin duyarlilig1 azaldikga, o pestisitin etkililigi de diismektedir.
Uygulayic ise, eski etkinligi elde edebilmek i¢in devamli konsantrasyon yiikseltmesine
gitmektedir. Boylece artan yogunlagmalara paralel olarak cevrede pestisit kalintilar1 daha
fazla yogunlagsmaya baslamaktadir. Pestisitlerin bilingsiz kullanimlarindan dolayi, insan
yasami belki de gelecekte daha fazla saglik ve ¢evre problemlerine neden olabilecek tehlikeli
sonuclar ile kars1 karsiya kalacaktir. Bu tehlikeli sonuglarin azaltilmasi i¢in bu durumun
ciddi bir sekilde kontrol altina alinmasi ve bunun bir saglik politikast haline getirilmesi
gerekmektedir. Giinlimiiz tariminda pestisitler gida iiretimini artirmak icin verilen ¢abalarda
onemli bir role sahiptir. Yetistirilen ve hasat edilen iirlinlerin korunmasinda ve halk saglig
amagli koruyucu uygulamalarda (6rnek sitma) pestisitlerden faydalanilmaktadir. Ancak ayn
zamanda toksititeleri ve bazen yliksek kalinti birakmalari, endokrin sisteme muhtemel
etkileri ile dogal hayvan popiilasyonlarinin iireme performanslarini olumsuz etkilemeleri,
biyoakiimiilasyon riskleri nedeniyle ¢evresel ve saglik zararlarina sebep olabilmektedirler

(Berglof ve Pajuste, 2003).



Pestisit kalintilar1 agisindan yapilan ¢alismalarin, gelismis tllkelere oranla iilkemizde
olduk¢a az oldugu disiiniilmektedir. Elde edilen sonuglara gore, bitkisel iirlinlerimizde
tolerans iistii pestisit kalintis1 icerenlerin sayis1 az olmasina karsin, AB {ilkelerine giden
tirtinlerimizin uygun bulunmayan partilerinde pestisit kalintilar1 ve mikotoksinlerénemli bir
sorun olarak goriilmektedir (Delen vd., 2005).

Glifosat [N-(fosfonometil) glisin], fosfonometil aminoasit tirevidir ve bazi
herbisitlerin aktif bileseni olarak kullanilmaktadir. Son yillarda misir, soya fasulyesi, kanola
ve pamukta oldugu gibi glifosata direncli tohumlarin gelistirilmesi ile ekiminin artmasina
bagli olarak glifosat herbisit ticareti artmistir. Glifosat memelilerde olmayan fakat bitkilerde
bulunan aromatik amino asit (fenilalanin, tirozin ve triptofan) sentezinin gergeklestigi
metabolik yolu (sikimik asit yolagi) inhibe ederek aktivite gostermektedir. Bu metabolik yol
insanlarda dahil olmak {izere memelilerde bulunmadigi i¢in bu canlilarda saglik agisindan
pestisitlerin bir risk olusturmadigi kabul edilmektedir(Hernandez-Platavd., 2015).Bununla
birlikte son yillarda, insanlarda maruz kalma, hayvanlarda ise deneysel ¢alismalarda hem
glifosat ihtiva eden ticari karisimlarin hem de glifosatin nérotoksik etkilere sahip oldugu
ifade edilmistir. Glifosat iceren ticari karisimlara maruz kalan insanlarda glifosatin kan beyin
bariyerini gecebildigi, beyin ve omurilik sivisinda bulundugu tespit edilmistir (Hernandez-

Plata vd., 2015).

Glifosat-bazli herbisitler diinyada en yaygin olarak kullanilan tarim kimyasallari
arasinda yer almakta ve Roundup ticari ismi altinda satilmaktadir. Se¢icilik gostermeyen,
genis spektrumlu, filizlenme sonrasit kullanilmaktadir. Piring, misir, soya ile mera
alanlarinda genis yaprakli yabani otlarin kontroliinde kullanilmaktadir (Druart vd., 2017).
Glifosat, diger bir¢ok iilkede oldugu gibi Tiirkiye’de de toplam kullanilan herbisit miktarmin
tamamina yakinini glifosat i¢erikli Roundup olusturmaktadir (Gerislioglu vd., 2010).

Glifosat kullanimimnin yayginlagsmasi, arastirmacilart glifosata-direngli  bitkileri
arastirmaya itmistir. Genetigi degistirilmis bitkiler sadece bitki verimini artirmakla
kalmamig ayni zamanda hayvan ve insanlarda daha fazla glifosat kalintis1 birikimine yol
agmistir (Sivikova ve Dianovsky, 2006). Glifosat bazli formiilasyonlar tarim ve bahge
alanlarinda bulunan bitkileri, zararli ve istenilmeyen bitkilerin olumsuz etkisinden korunmak
icin tiim diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir. Diinyada yaygin olarak kullanilan
pestisitlerin ¢ogu oksidatif stres mekanizmalar1 yolu ile toksik etkilerini gostermektedirler.
Glifosat bazli bilesikler oksijen veya azot tiirevli reaktif metabolitlerin liretiminde artisa yol

acarak hem antioksidan diizeyini hem de temizleyici sistemlerinin aktivitesini etkileyerek



aktivite gostermektedirler (Astiz vd., 2009). Roundup, glifosat ve aktif madde olarak
polioksietilenaminden olusmustur (EI-Shenawy ve Nahla, 2009).

Pestisitlerin kalintilar1 veya indirgenme iiriinlerinin ana bilesikten daha giiclii toksisite
gosterdigini destekleyen kanitlar bulunmaktadir. Herbisit formiilasyonlarina herbisitlerin
etkisini artirmak amaciyla adjuvan ve surfaktan olarak adlandirilan aktif yardime1r maddeler
eklenmektedir. Bir siirfaktan olan polioksietilenamin, bitkinin biinyesine glifosat bazli
bilesigin girmesini arttirmaktadir. Ne yazik ki, bu ilave maddeler ¢cogu zaman tek basina
glifosata gore daha toksik oldugu ortaya ¢ikmistir. Glifosatin ticari formiilasyonlarinin sahip
olduklart aktif maddeler, glifosattan daha yiiksek toksisite gostermektedir. Daha Oncede
belirtildigi gibi, 6rnegin Roundup tipi herbisit formiilasyonlar1 glifosattan daha toksittir
(Carlisle ve Trevors, 1988; Cox, 1999; Giesy vd., 2000).

Bu durumun temel nedeni herbisitin 6zelliklerini degistirmek amaciyla kullanilan
surfaktan olarak adlandirilan aktif bilesiklerden kaynaklanmaktadir. Literatiirlere gore,
glifosat formiilasyonlarinin insan embriyo ve plasenta hiicrelerinin 6liimiine neden oldugu,
sican testis hiicrelerinde apoptozis ve nekrozisi indiikledigi ortaya ¢ikmistir. Ayrica yapilan
calismalarda glifosata maruz kalma ile bazi kanser tiirlerinin goriilme siklig1 arasinda bir
iligkinin bulundugu gosterilmistir (Bernardini, 2014).

Insanlar glifosata, uygulama yapilmis toprakla temas ederek, kontamine olmus su ve
besinleri tiiketerek maruz kaldiklari gibi, ¢esitli tarimsal uygulamalara bagli olarak da maruz
kalabilirler. Glifosat kullanimindaki artisa bagli olarak, insan ve hayvanlar kontamine olmus
besinler yolu ile daha fazla glifosat kalintisina maruz kalmaktadirlar (Gerislioglu vd., 2010).
Marul, havu¢ ve arpada glifosat kalintilar1 tespit edilmis ve bu kalintilarin marulda
uygulamada 5 ay sonra, arpada ise 4 ay sonra bile varligin1 korudugu saptanmistir (Sivikova
ve Dianovsky, 2006). Her ne kadar glifosatin diisitk dozlarinin memeliler {izerinde toksik
etkisinin olmadig ifade edilse de, 6zellikle tarimsal uygulamalarda kullanilan dozlarindan
cok daha diisiik dozlar1 bile memeli hayvanlarin gebelik doneminde hem anne hem de fetiis
icin toksik etkilere sahip oldugu ifade edilmistir. Hamilelik doneminde glifosat igerikli
herbisitlere maruz kalan kadin iscilerde diisiik oranmnin arttigt ve erken dogum gibi
problemlerin ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (Parvez vd., 2018).

Glifosatin gebelik doneminde neden oldugu problemlerin, tarimsal uygulamalarda
kullanilan dozlarindan daha diisiik dozlarda gosterdigi ifade edilmistir (Gerislioglu, vd.,
2010). Glifosatin ¢evresel olarak giivenli oldugu o6ne siiriilse de (Bain vd.,1994), yapilan



caligmalarda glifosata maruz kalmaya bagl olarak {izerinde toksik etkiler gosterdigi ve bir
takim metabolik anormalliklere sebep oldugu ifade edilmistir (Cattani, 2013).

Memelilerde iireme sistemi iizerine tarim kimyasallarinin etkisine yonelik yapilan
deneysel caligmalarin sayisi son yillarda artmis ve toksisite i¢in bazi olast mekanizmalar 6ne
siiriilmiistiir. Uzerinde en ¢ok durulan mekanizma ise pestisitlerin etkilerine bagl olarak es
zamanl1 bir sekilde organizmada antioksidan savunma sisteminin aktivitesinin degismesi ile
hormanal bozulmanin oldugu ifade edilmektedir. insanlar, toksik bilesiklerin etkilerine her
gecen giin daha fazla maruz kalabilmektedirler. Kiiresel dlgekte gida liretimi i¢in tarim
kimyasallarinin yogun olarak kullanilmalar1 sonucunda hem bitkisel ve hayvansal kaynakli
gidalarda hem de hava ve suda bu kimyasallarin kalintilar1 yogun olarak bulunmaktadir
(Cassault-Meyer vd.,2014; Astiz vd., 2013; Gasnier vd., 2009)

Yaygin olarak kullanilan pestisitlerin birgogunun, memeli canlilarin hiicrelerinde
oksijen ve azot kokenli reaktif metabolitlerin olusumunda artisa yol agtig1 ayn1 zamanda bu
hiicrelerin antioksidan potansiyelini azalttigi ifade edilmistir. Insanlarda ve evcil
hayvanlarda glifosatin &strojen benzer bir bilesik gibi hareket ederek cinsel farklilasmay1
bozucu etkileri oldugu, erkeklerde sperm anomalilerine, kadinlarda da bir takim gebelik
sorunlarina yol agtig1 bildirilmistir (Cassault-Meyer vd., 2014). Son zamanlarda, gevresel
bir norotoksin olan glifosatin parkinson hastaliginin patolojisinde rol oynadigi ayrica, olgu
sunumlarinda olasilikla parkinson hastaliginin glifosata maruz kalma ile baglantili oldugu
ifade edilmistir. Glifosata maruz birakilan hayvanlarda mitokondriyal transmembran
potansiyelinde kayiplarin oldugu ayn1 zamanda karaciger ve beyin dokusunda oksidatif stres
diizeyinin arttigisaptanmistir (Xu vd.,2012).

Pestisitlere maruz kalmanin, reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin (ROT, RNT) asir1
tiretimine yol actig1 bu durumun da doku hasarina neden oldugu gosterilmistir. Neyse ki
organizmada bu reaktif metabolitlere kars1 ¢esitli koruyucu mekanizmalar bulunmaktadir.
Bu mekanizmalarin bir kismi superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz ve
glutatyon-s-transferaz gibi enzimatik mekanizmalardan olusurken bir kisimda glutatyon
(GSH) ve tokoferol gibi su ve yagda ¢ozilinen antioksidan bilesiklerden olusmaktadir.
Normal kosullar altinda, organizmanin sahip oldugu antioksidan savunma sistemi, hiicresel
hasar1 en aza indirebilmektedir, ama oksidatif stres olustugu zaman bu reaktif maddelerin
tretimi hiicrenin antioksidan savunma sisteminin kapasitesini astiginda hiicresel hasar

ortaya c¢ikabilmektedir (Larsen vd., 2012).



Ana bilesigi glifosat olan Roundup formiilasyonunun o6ldiiriicii olmayan dozlarinin
uygulandig1 sicanlarin karaciger dokusunda malondialdehit (MDA) diizeyinin arttig1
gozlenmistir (EI-Shenawy, 2009). Bir baska ¢alismada ise subkronik (subakut dénem ile
kronik donem arasindaki devre) glifosat uygulanmis sicanlarin beyin, bobrek, karaciger ve
plazmalarinda MDA diizeyinin artti1 ve ayn1 zamanda antioksidan enzim fonksiyonlarinda
degisikliklerin oldugu bildirilmistir (Astiz vd., 2009). Tarimda herbisit olarak kullanilan
glifosatin insan embriyo ve plasenta hiicreleri i¢in toksik oldugu tespit edilmistir. Ayni
zamanda yapilan ¢esitli deneysel caligmalarda glifosat ve onun ticari formunun bir takim
metabolik sorunlara neden oldugu rapor edilmistir (Thongprakaisang vd., 2013). Bu
calismamizda kullanim1 ¢ok yaygin olan glifosat toksitesine karsi fenolik asitlerden

rosmarinik asit ile vanilik asitin etkileri incelenecektir.
1.1. Glifosat (Glyphosate) ve Roundup

Glifosat, N-(phosphonomethyl) glycine (Kidd ve James, 1991), karbon ve fosfat i¢eren
zayif bir organik asit olup, organofosfath bir herbisittir. C3HgNOsP (HO-COH2NHCH2P=0
(OH)2) formiiliinde olup, renksiz kati kristaller halinde bulunmaktadir. ( Knuuttila ve
Knuuttila, 1979). Glifosat berrak goriiniim de olup formu graniil yani serbest akisli, tozsuz,
higroskopiktir. Hafif kokuludur. Yanma noktasi yoktur, yanici katt madde olarak
siniflandirilmaz. Erime noktast 185°C dir. Buhar basinct <10 -5 (25°C) olup partikiil ¢ap1
700 pm dir. Molekiil agirhig1 169, 1, toz yogunlugu 0,70 g/cm?, sudaki ¢oziiniirliigii ise 10,1
g/L (20°C) dir. Asidik yapidadir, pH degeri 3,6’ dir.(Sekil 1.1)
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Sekil 1.1. Glifosatin kimyasal yapisi

Polar yapili olan glifosat, suda ¢oziinebilen fakat organik ¢oziiciilerde ¢oziinmeyen bir

kimyasaldir (Estévez vd., 2005). Glifosatin ana molekiilii olan aminometilfosfonik asit



(AMPA)’in de polaritesi yliksektir. Siirfaktan igeren birgok ticari glifosat iiriinleri, glifosatin
suda ¢Oziiniirligii fazla olan izopropilamin veya trimetilsiilfonyum tuzlart ile formiile
edilmektedir. Bitki hiicresine girisi kolaylastiran siirfaktan madde olan polioksietilen amin
igeren Roundup formulasyonlarinda farkli oranlarda bulunmaktadir (Arnett vd., 1988).
Organofosfatli bir herbisit olan glifosat; tarim alanlarinda, bah¢e bakiminda ve ormanlik
alanlarda istenmeyen bitkilerden kurtulmak amaci ile uygulanmis olup biiyiik basari
saglamistir (Chan ve Mabhler, 1992). Secici olmayip genis spektrumludur. Yiiksek aktiviteye
sahip olan glifosat tek ve ¢ok yillik bitkilerde ¢ok etkilidir. Roundup ilk glifosatli herbisit
olup 1970’lerin bagsinda ABD‘ndeki kimyasal sirket Monsanto tarafindan iiretilmistir
(Greuter vd., 2000). Avrupa ve ABD iilkelerinde siklikla kullanilmaktadir. Glifosat
Roundup’un aktif bileseni olup 1991-2001yillar1 arasindaki diinya pazarindaki satisini 3
katina ¢ikarmigtir (Barry, 2001). Avrupa birliginde glifosat kullanim orani %129’a ¢ikmistir
(Madigan vd.,1997). 1991-1995 yillar1 arasinda, 6teki herbisitlere gore daha az toksisitesinin
kabul edildigi glifosatin herbisite direngli olarak iiretilen transgenik bitkilerin de bu herbisiti
kolayca kaldiracag: belirtilmis ve piyasaya siirlilen bu transgenik bitkilerle beraber ABD
‘nde 1997 yilindan itibaren glifosat kullanimi ¢ok fazla artmistir (Vollenhofer vd., 1999).
Ingiltere‘de ise 487,21 ton glifosat 1996 yilinda tarim alanlarma uygulanmus, yaklasik
571,673 mha alanda glifosat uygulamasi yapilmistir (Bender vd., 1996).

ABD’nde Roundup’a genetigi degistirilmis dayanikli {iriinlerin ekilmesi, genel
tilketimden daha fazla glifosat uygulamasina ve dolaysiyla glifosat kirliliginde artisa sebep
olmustur. ABD’nde glifosat tiiketimi 1995 yilindan 2000 yilina kadar yaklagik 9 kat
artmistir (Song vd., 2005). ABD’nde sadece soya fasulyelerine 2004 yilinda 26 milyon
kg’dan fazla glifosat uygulanmistir (Greuter vd., 2000). 2004 doéneminde Arjantin‘de
kullanilan Roundup miktar1 yaklasik 160 milyon litredir (Song vd., 2005).

Soya fasulyesi, pamuk ve misir gibi iirlinlere herbisite karsi direng geni aktarilarak
genetigi degistirilmis olup; bunlarin glifosatla birlikte kullanilmasiyla tozlagma ile birlikte
diren¢ geninin yabani bitkilere ge¢mesiyle glifosata direngli harika yabani otlarin ortaya
cikabilecegi konusunda uyarilar giderek artmaktadir. Iddia edilenin tersine, herbisite karst
direng geni aktarilan soyalarin zaman iginde herbisit kullaniminda artisa yol actigi
bildirilmistir (Mellon vd., 2001). Glifosat kullanimindaki artis, hayvanlarin ve insanlarin
besinler yoluyla daha ¢ok glifosat kalintisina maruz kalmalarina sebep olmaktadir (Cessna

vd., 2002).



Glifosat kullanimi sonucunda kalintilar havug, marul ve arpada ortaya konulmus ve
kalintilarin marulda tiiketiminden 5 ay sonra, arpada ise 4 ay sonra ortaya c¢iktigi
belirtilmistir (Shah vd., 1990). Glifosat kalintis1 soya fasulyesinin yapraklarinda ve
koklerinde, 1,9’dan 1,8mg/kg’a kadar, tohumlarinda ise 0,1°den 1,8mg/kg’a kadar tespit
edilmistir. Glifosat iirlin verme dongiisiinde birka¢ kez tekrarlandiginda, kalintida artis
gozlenmistir (Willamowski vd., 2004).

Seralarda glifosat genellikle gen aktarimindan hemen 6nce, toprakta mantar varliginda
yabani ot ¢ogalmasini Onlemek i¢in lifli sebzelere uygulanmaktadir. Glifosat
uygulamasindan 15 giin sonra seralarda domateslerin lifleri {izerinde biyokiitle birikiminin
azalmasina neden olacak glifosat kalintis1 bulunmustur (Gilreath ve Santos, 2004). Sigir ve
kiimes hayvanlari 100mg/kg glifosatlar gilinliik beslendikten sonra karaciger ve
bobreklerinde 6nemli derecede glifosat kalintisina rastlanmistir. Hayvanlarin siit, yumurta
ve etlerinde ise ¢ok az miktarda saptanmigtir (Kanis, 1994).

Glifosat polar, suda ¢oziintirliigii yiiksek (12 g/L), organik ¢oziiciilerde ise ¢oziinmeyen
bir kimyasaldir (Fonseca ve Fleming, 1993). Ana metaboliti olan aminometilfosfonik asit
(AMPA)’in de polaritesi yliksektir. Bircok ticari glifosat {iriinleri, glifosatin suda
¢Oziiniirliigli yiiksek olan izopropilamin veya trimetilsiillfonyum tuzlar ile formiile
edilmekte ve siirfaktan igermektedir. Glifosatin en ¢ok kullanilan ticari formu Roundup da
formulasyonunda farkli oranlarda, bitki hiicresine girisi kolaylastiran siirfaktan madde olan
polioksietilenamin (POEA) igerir (Azzam ve Bashara, 1987).

Glifosat toksisitesi aktif madde ile birlikte kullanilan siirfaktan maddeyle iligkilidir.
Stirfaktan madde tek basina glifosata gore daha az toksik olmasina ragmen, diger bilesenlerle
birlikte Roundup’in toksisitesini arttirmaktadir (Carlisle ve Trevors, 1988). Glifosat ile
birlikte kullanilan siirfaktan madde ise daha toksik 6zellikte olup, fareler ve tavsanlar i¢in
oral uygulamada, akut glifosat LD50 degeri 4-6 g/kg (Atkinson, 1985) iken, fareler igin
POEA’nin LD50 degeri 1-2 g/kg olarak belirlenmistir (Usuku vd.,1988). Farelerde glifosatin
gelisim toksisitesi 1000 mg/kg, oral LD50 degeri 5000 mg/kg, LC50 degeri ise 3,18 mg/L
olarak belirlenmistir (Walpole ve Leader-Williams, 2002).

Aragtirmacilarca yapilan anafaz-telofaz sogan testinde, Roundup’in glifosata gore daha
toksik oldugu saptanmistir (Fonseca ve Fleming, 1993; Rank vd., 1993). Akut toksisite
lizerine yapilan calismalarda da, glifosat ve silirfaktanin birlikte bulundugu ticari
tiriinlerintoksik etkisinin, glifosatin tek basima olan toksik etkisinden daha fazla oldugu

saptanmistir (Adams vd., 1997; Dallegrave vd.,2003). Roundup’in farelerin 6liimiine neden



oldugu doz, glifosatin tek basmna 6liime neden oldugu dozun 1/3’i kadardir (Brown vd.,
1991). Glifosatin gevresel olarak giivenli oldugu savunulsa da, yapilan ¢alismalarda sub-
kronik maruziyette glifosatin gebe farelere toksik oldugu ve yetersiz kemiklesmeye neden
olabildigi belirtilmektedir ( Brown, vd.,1991; Chan ve Mahler, 1992; Potts vd., 1994).

1.2. Glifosatin Kullanim Alanlar

Bir¢ok iilkede karasal ve akuatik ortamda glifosat etkin olarak kullanilmaktadir
(Worthing, 1987). Yabanci otlarin kontroliinde Tiirkiye’de sadece narenciye, elma, armut,
erik, zeytin ve muz bahgelerinde kullanilmaktadir (Ozer, 1997). Dar ve genis yaprakli
bitkilere kars1; turunggillerde ve findiklarda 1000 ppm, meyvelerde 700-1200 ppm’de nehir,
g0l kenarlarinda, kamig ve sazliklarin kurutulmasinda, sulama kanallarinin yabanci otlardan
korunmasinda, fabrika ve demir yollarinin kenarlarindaki otlarin ortadan kaldirilmasinda
kullanilmaktadir (Silverman ve Keller, 1992).

1976 doneminde glifosat ABD’de baslica tarim iiriinlerinde, arpa, bugday, misir, soya
fasulyesinde kullanilmis, 1980 yilinda 502’nin iizerindeki tarim iirlinleri ile endiistri

bolgelerinde kullanilmistir (Henis ve Tripodi, 1980).

1.3. Glifosatin Bitkilerde Etki Mekanizmasi

Bitkilerde etkisini glifosat fenilalanin, trozin, triptofan gibi aromatik amino asitlerin
olusumu i¢in sart olanenzim 5-enolpiruvil-sikimat-3-fosfat sentaz sentaz enzimini (EPSPS)
inhibe ederek gosterir. Yapilan arastirmalarda bitkilerde P-450 enzim sSistemini etkiledigi
bulunmustur (Jonker vd.,1998).

Glifosat bakteri ve mantarlarda da protein sentezini engellemektedir. Glifosat hektara 4
kg’dan daha fazla uygulandigi zaman topraktaki serbest bakterilerin nitrojen fiksasyonunda
inhibisyona neden olmasinin yani sira, solunumu etkileyerek hiicre boyutunda kii¢iilmeye
neden oldugu bulunmusturm (Bentley ve Haslam, 1990; Santos ve Flores, 1995).
Memelilerde sikimat metabotolik yolu olmadigindan memelilerde glifosatin toksik etkisinin

daha diisiik olabilecegi ileri stiriilmiistiir (Atkinson, 1985; Santosvd., 2007).



1.4. Glifosatin Cevresel Yayilim

Cogalan glifosat kullanimiyla beraber spreyleme esnasinda glifoatin havada yayildigini
g6z Oniinde bulundurursak, glifosatin hedef olmayan {iriinlere ulasip bu iirlinleri hasara
ugrattig1 gdzlemlenmistir. Ureticiler lifli sebzeler iizerinde glifosatin sebep olacag zararlar
gozlemlemislerdir. Bu hasarlar, ¢cok belirgin olmayan klorotik terminal tomurcuk ve
yapraklarda genis yayilim gosteren nekrozlar kaydedilmistir (Gilreath, 2000). Glifosatin
uygulama sirasinda riizgardan dolayi stiriiklenebildigi, dolayisiyla ¢evresel yayiliminin ve
birikiminin s6z konusu olabildigi tespit edilmistir (Daruich vd., 2001).

Glifosat kalintilar1 ve metabolitleri besin zincirine karisabilir ve toprakta birikebilir
(AMPA ve formaldehit ). Fazla glifosat kullanimma bagli olarak da suda ve uygulama
alanlaria yakin bolgelerde yiiksek glifosat tespit edildigi gibi, glifosat metabolitleri de
toprak ve nehirlerde tespit edilmistir (Neer vd., 1994).

Toprakta bulunan glifosat yagan yagmurla birlikte sulara karigarak akintilar ile
uygulandig1 bolgeden farkli bolgelere tasinarak akinti yoniinde kirlilige neden olmaktadir

(Peruzzo vd., 2008).

1.5. Glifosatin Toprakta Kalicihig:

Glifosatin biyolojik olarak yararlaniminda ve hareketliliginde, topraktaki kalicilig1 i¢in
toprak ylizeyindeki mineral bilesenlerin adsorpsiyonu ve mikrobiyal enzimler tarafindan
katalizlenen reaksiyonlar 6nemlidir (Rueppel vd., 1977; Forlani vd., 1999; Busse vd., 2001;
Araujo vd., 2003; Haney vd., 2003; Gimsing vd., 2004; Kools vd.,2005).

Glifosatin minerallesme hiz1 topraktaki mikroorganizmalarin aktivitesine ve
biyokiitlesine baglidir.Glifosatin minerallesme hizin1 etkileyen faktdrler ayni zamanda
glifosatin topraktaki kaliciligini da etkilemektedir (Wirén-Lehr vd.,1997).

Mikrobiyal parcalanma siireci, oksijensiz ortamda oksijenli ortama gore daha yavas
olmaktadir ve bu siireg, herbisitlerin topraktaki kaliciligini belirleyen en 6nemli faktordiir
(Hill vd., 1991, De Souza vd.,1999).Topraktaki mikroorganizmalarin genel aktivitesine gore
indirgenme hizi degisim gostermektedir, glifosatin C-N baginin ayrilmasi ile biyolojik
parcalanma ger¢eklesmektedir ve pargalanma sonucu AMPA olusmaktave ayni zamanda
su,CO: ve fosfat agiga ¢ikmaktadir. Toprakta uzun siire biriken AMPA’nin bozunma hizi
glifosata gore daha yavastir (Rueppel vd., 1977; Roy ve Kailath, 1989; Gimsing vd., 2004).
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Glifosat toprakta parcalanmasi kolay olan bir maddemolekiil yapisina sahip olmus olsa
da yar1 0mrii organo-mineral komplekslere absorpsiyonuna bagli olarak birka¢ giinden
birkag aya kadar degisebilmektedir (Santos ve Flores, 1995). Arastirmalar sonunda glifosatin
topraktaki yar1 omriiniin 30-90 giin kadar oldugu bulunmustur (Roy ve Kailath, 1989).
Silikatlar,metal oksitler kristalize olmayan materyaller ve organik maddeler ile glifosat bag
kurarak toprakta siki bir bicimde tutunur ve bu sekilde toprakta kaliciligi 174 giinden fazla
devam edebilir (Rolls vd., 2003).

Yapilan arastirmalarda cesitli toprak tiplerine 32 giinliik glifosat uygulamalar1 sonucu,
AMPA’nin ¢ok fazla glifosatin az oldugunu tespit etmislerdir (Haney ve Bahar,
2014).Glifosatin topraktaki kaliciligini; kimyasal par¢alanma ve fotoliz de etkilemektedir.
Yapilan ¢alismada, glifosatin toprakta mineralizasyon hizini arttirdigini bulmustur (Rueppel
vd., 1977).

Serbest glifosatin par¢alanmasinin adsorbe olmus glifosata gore hizli olmasi, onun
topraktaki kalicihigini azaltir (Fonseca ve Fleming, 1993). Glifosat ve par¢alanma triinii
AMPA ’nin toprakta hizli bir sekilde 30 cm derinlige kadar indigi gézlenmis ve bu derinlikte
biyolojik aktivitenin yiizeye (0-20cm) gore diisiik olmasina bagli olarak daha yavas
indirgendikleri tespit edilmistir (Goksu vd., 2003). Uygulandig1 toprakta tespit edilen
glifosat miktari, bu alanda yapilan glifosat miktar1 ile dogru orantilidir (Gerislioglu, 2010).

1.6. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler ya da bir diger ismiyle polifenoller; bir veya birden fazla sayida
hidroksil grubunun baglanmis oldugu bir benzen halkasindan olusmaktadir. En az bir
aromatik halka ve bu halkada ¢ok miktarda hidroksil substitiienti bulunduran bilesiklerin
hepsine fenolik bilesikler denir (Bravo, 1998).

Kimyasal olarak aromatik benzen halkasi igeren maddeler ve tiirevleridir. -OH grubu
igeren benzen “fenol” olarak adlandirilir. En basit fenolik bilesik; 1 tane —OH grubu igeren
benzen, yani fenoldiir. Fenolik bilesikler, bitkininin ¢evresel stres kosullarina (UV
radrasyon, patojenler vb) karsi savunma mekanizmasinin sonucunda olusan sekonder
metabolitlerdir (Kafkas vd., 2006).

Fenolik bilesikler insan ve hayvan beslenmesinde yer alan bitki igerisindeki yapilardir.
Hidroksi benzen grubu igeren maddeler vitaminler ve mineraller gibi en genis gbze ¢arpan

diyet gruplaridir. Giiniimiizde sekiz binden fazla polifenol tiirevli madde ortaya ¢ikarilmistir.
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Bitki yapilarinda bulunan fenolik bilesiklerin en basit fenol grubundan tutunda en kompleks
yapili olan fenol gruplari bulunmaktadir. Polifenoller bitkilerin meyve, sebze,
tohum,¢icek,yaprak, dal ve govdelerinde bulunmaktadir (Bilaloglu vd., 1999; Cemeroglu,
2004; Coskun, 2006).

Son donemlerdeki yapilan aragtirmalarda polifenollerin kanser ve geriatrik
bozukluklarin 6nlenmesinde énemli rol oynadiklari bulunmustur. Son yillarda yeni tiirler
olarak tanimlanan fenolik bilesiklerin hayvan hiicre sistemi igerisinde antioksidan, anti-
inflamator,  anti-ostrojenik, anti-mutajenik, anti-kanserojenik etkilerinin  oldugu
belirlenmistir (Lynnette, 2001). Ayrica bazi ¢aligmalarla da fenolik bilesiklerin, serbest
radikallerin kaynagina ve yogunluguna bagl olarak hem antioksidan hem de prooksidan
olarak rol oynadigi tespit edilmistir. Bununla birlikte diyet fenolik bilesiklerinin belli
kosullarda sitotoksik ve prooksidan 6zellikler sergiledigi rapor edilmistir (Sakihama vd.,
2002).

Epidemiyolojik veriler;kalp-damar hastaliklari ve felcin olus sikligi ile fenolik bilesikge
zengin besinleri (meyveler ,sebzeler,kakao igeren ¢ikolata vs.) veya igeceklerin ({iziim suyu,
cay vs.) kullanimi arasinda negatif bir iliskinin oldugunu gostermistir (Miyagi vd., 1997;
Rein vd.,2000).

Fenolik bilesikler,bitkiler aleminin en yagin ve en ¢ok bulunan bilesik sinifidir (Ryan
vd., 2002). Fenolik bilesikler bitkilerde, ¢igek, yaprak, meyve renkleri, bazi bitkilere koku
vermeyle beraber bitkileri bocek ve mikroorganizma saldirilarina karst koruma gibi
vazifeleri de vardir (Bohm, 1998; Griesbach, 2005; Buer ve Djordjevic, 2010). Fenolik
bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olmak tizere iki gruba ayrilirlar (Cemeroglu, 2004).

Flavonoidler, bitkisel caylarin, meyve ve sebzelerin dogal yapilarinda bulunan
polifenolik antioksidanlardir. Fenolik bilesiklerin bir kism1 meyve ve sebzelerin lezzetinin
olusmasinda, 6zellikle agizda acilik ve burukluk gibi iki 6nemli tat unsurunun olusmasinda
etkilidirler. Bir kismi1 ise meyve ve sebzelerin sari, sari-esmer, kirmizi-mavi tonlardaki
renklerinin olugsmasini saglamaktadirlar. Meyve ve sebzelerin islenmelerinde enzimatik
esmerlesme gibi degisik sorunlara da neden olmaktadirlar. Fenolik bilesiklerin
oksidasyonuna neden olan bu reaksiyonlar1 katalize eden enzimlere genel olarak
polifenoloksidaz enzimleri (PPO) adi verilmektedir. Gidalarda enzimatik esmerlesme,
genellikle kalite kaybi olarak degerlendirilmekte ve bu nedenle meyve ve sebzelerin
islenmeleri sirasinda fenolik maddelerin oksidasyonlar1 c¢esitli yontemlerle onlenmeye

calisilmaktadir. Fenolik bilesikler endiistride; patlayict madde, farmasotik, plastik, kagit,
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boya, ilag, pestisit ve antioksidanlarin tiretimi gibi bir¢ok yerde kullanilmaktadir (Wang vd.,
2000; Arakawa vd., 2002).

1.6.1. Fenolik Bilesiklerin Insan Saghg Uzerine Etkileri

Giintimiizde fenolik maddeler esansiyel olmamakla beraber besin degeri de olmayan
bilesik olarak diistiniilmektedir.Fakat insan saglig1 iizerine faydalar1 da oldugu bilinmektedir
(Hollman vd., 1996). Polifenollere, beslenme fizyolojisi agisindan pozitif etkilerinden dolay1
biyoflavonoidler adi da verilir (Saldamli, 2007; Cemeroglu, 2004).

Flavonoidlerinen 6nemli biyolojik 6zelligi olarak, antioksidatif etkiye sahip olmalari
gosterilmektedir. Meyve ve sebzelerin i¢erdigi antioksidan 6zelligin C ve E vitaminleri ile
a-karotenden ¢ok flavon, izoflavon, antosiyanin, katesin ve izokatesin gibi flavonoidlerden
dolayidir (Wang vd., 1996). Fenolik bilesiklerin kalp saglig1 lizerinde de olumlu etkilerinin
oldugu bilinmektedir. Ornegin, siyahgay, sogan ve elmadaki flavonoidlerin fazla miktarlarda

alinmasinin yaslilarda kalp hastaliklarina bagli 6liimleri azalttigi bildirilmistir (Langseth,
1995).

1.6.2. Rosmarinik Asit

Artemisia capillaris, Calendulla officinalis, Melissa officinalis, Salvia officinalis gibi
bir¢ok bitkide bulunan rosmarinik asit (RA) dogal polifenolik bir bilesiktir. Bugiine kadar
cesitli dokularda yapilanarastirmalar sonucunda rosmarinik asitin antioksidan, antiviralve
anti-inflamatuar  etkilerinin ~ oldugu  tespit edilmisti. Bu  ozellikleri g6z
oniindebulundurularak  ndrodejeneratif — siiregclerdeki  molekiiler degisimlere  etki
ederekkoruyucu olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Nitekim rosmarinik asitin sivrisinek kaynakli
viral bir hastalik olan Japon ensefalitinde anti-inflamatuar etki gosterdigi bulunmustur

(Durak vd.,1999). Rosmarinik asitin kimyasal yapis1 Sekil 1.2. de goriilmektedir.
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Sekil 1.2. Rosmarinik asitin kimyasal yapist

Biberiye bitkisinden elde edilen rosmarinik asidin antioksidan aktivitesini dl¢iip, C ve
E vitaminlerinden daha etkili oldugu belirlenmistir. Rosmarinik asitin 0,49uM derisiminin

DPPH radikalini %50 oraninda siipiirdiigii bulunmustur (Chawla vd., 2002).
1.6.3. Vanilik Asit ( 4-hidroksi-3-metoksibenzoik asit)

Birgok bitkide yiiksek oranda bulunan vanilik asit geleneksel tipta kullanilir. Vanilik
asit fenolik karboksil grubu igermesinden dolayr antioksidan bir bilesiktir (Poo, 2010).
Vanilik asitin kimyasal yapist Sekil 1.3’de goriilmektedir.

HO
OH

o

Sekil 1.3. Vanilik asitin kimyasal yapisi

Insan hastaliklar1 tedavisinde kapsamli bir sekilde vanilik asit kullanilmustir.
Yiyeceklere koruyucu madde olarak katilan vanilik asit ayn1 zamanda gida, eczacilik,
kozmetik gibi endiistri alanlarinda da antiseptik madde olarak kullanilmasina sebep olmustur

(Vurucu, 2006).
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Bitki gidalarinin 6nemli bir kismini olusturan vanilik asitin anti oksidan 6zelliginden
dolay1 ateroskleroz ve kanser gibi ¢agimizin hastaliklarinin 6nlenmesinde énemli bir roli
vardir (Mattila ve Kumpulainen, 2002). Vanilik asit (4-hidroksi-3 metoksibenzoik asit),
yenilebilir sebze ve meyvelerden elde edilen fenolik bir bilesik tiirevidir. Vanilik asitin;
antibakteriyel, antimikrobiyal, anti-filarial ve hepatoprotektif 6zellikte etkilerinin oldugu
kanitlanmistir  (Sinha  vd., 2009). Ayrica, geleneksel tipta seker hastaligi,

hemorajikenflamasyon, hipertansiyon, iilser ve ateste de kullanilir (Ohashi vd.,1995).

1.7. Antioksidanlar

Antioksidanlar genellikle yapisinda fenolik fonksiyon tasiyan molekiiller olup; serbest
radikallerin olusumunu engelleyerek veya ortamda bulunan radikalleri siipiirerek hiicrenin
zarar gormesini engeller (Kahkonen vd.,1999). Antioksidanlar ,yiikseltgenebilen subsratlara
oranla daha diisilk konsantrayonlarda,subsratin prooksidanlarla baglatilan oksidasyonunu
onemli derecede engeller ya da geciktirir. Insan saghgindaki yerini belirleyen en 6nemli
faktorler antioksidanlarin sunlardir: antioksidanlarin kimyasal yapilari, ¢oziiniirliikleri,
yapi/aktivite iligkileri ve dogal kaynaklardan elde edilebilmeleridir (Kaur ve Kapoor 2001).

Antioksidanlar viicut hiicreleri tarafindan iiretildigi gibi besinler aracilifiyla da
alinabilmektedir. Besinlerde bulunan ve insan viicudunu zararli serbest radikallerden
koruyan baslica dogal antioksidanlar, esas olarak vitaminler (C, E ve A vitaminleri ),
flavonoidler , karotenoidler, ve fenolik bilesiklerdir. Birgok arastirmada meyve ve sebze
tiketimi ile belirli kanser ve kalp hastaliklarinin olusumu arasinda ters orantili bir iligki
vardir (Topaloglu vd., 2009).

Antioksidanlarin en Onemlileri fenolik bilesikler ~ ve bunlarin tiirevlerinden
olusmaktadir. Bu fenolik bilesikler oksidatif sistemde farkli bi¢cimlerde davranabilirler.
Ornegin; singlet oksijeni soniime ugratarak oksijen yogunlugunu diisiirebilirler. Metal iyon
katalizorlerini baglayarak, hidoksil radikaller1 gibi birincil radikalleri tutma 6zelligini
kullanarak zincir reaksiyonlarmin baslamasini onlerler (Stiglitz ve Shahid,1996).
Yiikseltgenebilen maddeler oldugundan antioksidanlar zincir reaksiyonlarin1 koparmalari
sirasinda kendileri yiikseltgenerek bozunurlar (Gtiglii vd., 2009).

Bu yiizden antioksidanlar yiikseltgenebilen maddeyi sadece smirli bir vakit iginde
koruyabilirler ve belli bir noktadan sonra madde ortamda hi¢ antioksidan yokmus gibi

yiikseltgenmeyi stirdiiriir. Antioksidanlarin hidrojen veya elektron donér araglari olarak
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indirgeme potansiyelleri baska bir ifadeyle kimyasal aktiviteleri genellikle onlarin serbest
radikal tutucu olarak gostermis olduklari potansiyel ile belirtilir (Topaloglu vd., 2009).
Antioksidan aktivitenin zincir koparici etkisinin degerlendirilmesinde antioksidanin hem
molekiil basina verebildigi elektron ya da giderebildigi serbest radikal sayisi, hem de
reaksiyonun hizi énemlidir (Rice-Evans vd., 1997).

Bir antioksidanin aktivitesi su faktorler ile belirlenir:

1. Hidrojen veya elektron dondr araci olarak gosterebildigi reaktivite (Genelde
indirgeme potansiyeline baglidir).

2. Antioksidandan tiireyen radikalin akibeti.

3. Diger antioksidanlarla etkilesim yetenegi.

4. Gegis metali selatlama potansiyeli (Rice-Evans vd., 1997)

1.8. Maya Hiicresi (Saccharomyces cerevisiae L. )

Saccharomyces cerevisiae L., ekmek ya da bira mayasi olarak da isimlendirilen fungus
alemine ait bir maya tiiriidiir (Barnett ve Robinow, 2002). Boyu 10 -30 um ve eni 2 -6 um
olan maya hiicresinin boyutu bakterilerden daha biiyiik olup genellikle elips seklinde olan
canlilardir (Sekil 1.4), (Cabaroglu ve Yilmaztekin, 2010 ).

Canli veya kuru olarak S.cerevisia L., % 20-40 oraninda karbonhidrat igermektedir.
Mayalarin bilyiikk ¢ogunlugunun hiicre duvari beta—glukan ve mannan polisakkaritlerini
icermesi bakimindan Onemlidir. Bu polisakkaritleri 6nemli kilan o6zelligi bagisiklik
sisteminde ve sindirim sisteminde patojenik bakterilerin olusumunu engellemesidir. Kolay
ulagilabilir ve besin degerinin yiiksek olmasindan dolayr hayvanlarin besin kaynagi olarak

¢ok tercih edilmektedir (Yagmur, 2006).
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Sekil 1.4. A. S.cerevisiae nin taramali elektron mikroskobu goriintiisii (Albert vd., 2002),

B. S.ceravisiae nn transmisyon elektron mikroskobu goriintiisii (Albert vd., 2002)

Mayalarin insanlar ve hayvanlar i¢in zengin protein kaynagi oldugu, yapisinda
%50’den fazla protein igerdigi yapilan deneysel arastirmalarla belirlenmistir (Rose, 1979).
Maya proteinlerinin %80-90 oraninda absorbsiyonunun ve sindiriminin gergeklestigi
goriilmiistiir. Mayalarda lizin amino asiti yiiksek oranda bulunmustur (Koksal, 1980).
Mayalarin vitamin B kompleksi bakimindan olduk¢a zengindir (Thiamin, Riboflavin,
Niasin, Pantotenik asit ve Inositol). Cok iyi bir besin kaynagi oldugunu sterol yapan D
vitamininide icermesiyle ispatlamistir. Yapisinda bulunan maddeler bagisikligim
giiclendirmekte olup enfeksiyonlara kars1 direnci artirmaktadir (Yagmur, 2006).

Biyokimya, genetik ve molekiilerbiyoloji gibi alanlarda yapilan arastirmalarda en ¢ok
kullanilan eukaryotik hiicre modelleri i¢inde yer almaktadir. S. cerevisia L.; biyolojik
mekanizmalarin ortaya ¢ikarilmasinda hayvanlar, bitkiler ve mantarlar {izerinde yapilan

genomik , proteomik ve metabolik ¢aligmalarda en 6nemli organizmadir (Braconi vd., 2006;

Braconi vd., 2015).

1.9. Daha Onceden Yapilmis Cahsmalar

Nicolai ve arkadaslar1 (2016)’ nin yaptiklar1 ¢alismada medikal bitkilerinin etanollii
ekstretelerinin ultrason destekli antioksidan aktiviteleri rosmarinik asitle incelenmistir. Bu
caligmada sonikasyon altinda elde edilen etanolik bitki ekstretelerinden adacayinda en
yiiksek oranda antioksidan bulunmustur. 0.1 mg/mL 6ziitte DPPH yontemiyle sirasiyla, %
92.7, % 95.2 ve % 94.7 Olgllmiistiir. 270nm’de HPLC ile yapilan analizde yiiksek
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konsantrasyonlu ultrason destekli etanollii ekstratlar asit igerigi 2,76 Mm ,% 10.1 (w/w)
rosmarinik asite karsilik gelmistir. Bu yonteme gore limon, biberiye, adagayi 6zleri sirasiyla
% 0.8, %5,1, %4,3 konsantrasyonlara sahip olmustur. Yapilan bilimsel arastirma sonucunda
bilim ve teknolojiyle birlikte geleneksel olarak kullanilan bitkilerin yiliksek oranda
antioksidan igerdigi goriilmektedir. Deneysel arastirmada HPLC yonteminin kullanilmas1 ve
rosmarinik asitin antioksidan Ozelliginin bulunmasi arastirmayi daha ilgi ¢ekici hale
getirmektedir.

Gerislioglu (2010) yaptig1 ¢calismada glifosatin siganlar {izerindeki toksik ve teratojenik
etkilerini incelemistir. Bu arastirmada gebe siganlara, gebeliklerinin 1. giinlinden itibaren
akut oral LD50 dozu 5600 mg/kg olan Roundup (% 78,5 glifosat, % 18 POEA)’in LD50
dozunun 1/10’u (560 mg/kg/giin) ve 1/5°1 (1120 mg/kg/giin) uygulanarak, Roundup’in anne
ve fetliste olusturacagi teratojenik etkileri aragtirilmistir. Bu nedenle gebeligin ilk giiniinden
20. gliniine kadar her glin her bir sicanin tiikettigi yem ve su miktarlart Olgiiliip
kaydedilmistir; ayn1 zamanda uygulama gubu olanlarda gozlemlenmistir. Anne ve fetiislin
her giin viicut agirliklari, bobrek ve karaciger agirliklari; fetiisiin ekstremite uzunluklari,
fetiisiin boyu, plesanta agirliklar1 6lciilmiistiir. Annenin kan serumu Olciilmiis, karaciger
enzimleri ALT, AST ve LDH degerleri ile bobrek fonksiyonlariin 6l¢iimiinde temel alinan
BUN ve CRE degerleri ol¢iilmiistir. Karaciger ve bobrekleri histopatolojik yonden
degerlendirilmistir. Geriglioglu’nun (2010) ¢alismasinda gebe siganlara uygulanan glifosatin
yem ve su tiikketiminde azalma oldugu tespit edilmistir. Gebe olan siganlarda zayiflama tespit
edilmistir. Buda kullanilan glifosattan kaynaklanmaktadir. Son yillarda yapilan birgok

arastirmada ticari olarak kullanilan glifosat ve tiirevleri benzer etkiyi gostermektedir.

1.10. Cahsmamizin Amaci

Calismamizda Saccharomyces cerevisiae L. kiiltiir ortaminda glifosat toksisitesine
kars1 rosmarinik ve vanilik asitlerinin antioksidan ve biyokimyasal etkileri arastirilmasi
amaglandi. Glifosatin tarim alanlarinda sik¢a kullanilmasi nedeniyle toksik etkisinin nasil en
aza disirilebilir ¢alismanin amacint olusturdu. Saccharomyces cerevisiae L. kiiltiir
ortamina diisiik, orta ve yliksek dozda glifosat, ayn1 zamanda diisiik, orta, yliksek dozda
rosmarinik ve vanilik asitlerde uygulanarak yag asidi, vitamin, GSSG ve MDA diizeyleri

incelendi.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Kullanilacak Kimyasallar ve Organik Coziiciiler

Tris-HCI baz ve metanol, asetonitril, n-hekzan, n-heptan, izopropanol, KH>POs,
NaxHPOs, butilhidroksitoluen (BHT), etil alkol, sodyum kloriir, potasyum bikarbonat, yag
asidi metil esteri (doymus ve doymamus tiirleri), ergosterol, beta sitosterol, stigmasterol, a-
tokoferol, K> vitamini, K; vitamini, EDTA, glutatyon (GSH ve GSSG), trikloroasetik asit
(TCA), 5,5'ditiyobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB), sodyum sitrat, bakir siilfat (CuSO4. SH>0),
sodyum potasyum tartarat, sodyum hidroksit, sodyum karbonat, folin reaktifi, albumin
standardi, metafosforik asit (MPA).

2.2. Fenolik Asitlerin DPPH Temizleme Aktivitesi

Rosmanirik asit ve vanilik asitlerin DPPH, serbest radikal temizleme aktivitesi, Brand-
Williams vd. (1995) tarafindan belirtilen metoda gore yapildi. Serbest radikal olarak 25
mg/L a,a-Diphenyl-b-picrylhydrazyl (DPPH) metanolde hazirlanilip kullanildi. Deney
tiiplerine sirastyla DPPH ¢ozeltisinden 4 ml ilave edilerek ve daha sonra 20, 40, 80, 120, 240
uL. flavonoid ¢ozeltileri ilave edilip vorteks ile karistirildiktan sonra 30 dakika oda
sicakliginda ve karanlikta inkiibe edilmis olunulup ve inkiibasyon sonunda absorbanslar1 517
nm’de blanka (metanol) kars1 spektrofotometre de okundu. Azalan absorbans degeri DPPH
miktart serbest radikal giderme aktivitesi olarak belirlendi. Sonuglar formiile gore
hesaplandi:%= Kontrol ABS - Sample ABS / Kontrol ABS x 100. Konsantraasyon % olarak

belirlendi.

2.3. In Vitro Maya Kiiltiir Ortamlarinin Hazirlanmasi

Bu amagla; oncelikle deneyde kullanilacak olan S. Cerevisiae L. (Ekmek mayasi)
gelisimi ve cogalmasi igin YEDP (100 mL i¢in 1 g yeast exrakt, 2 g bactopepton, 2 g glukoz)
besi yeri ortami hazirlanmistir. Besi yeri ortami hazirlandiktan sonra asagidaki gruplara

ayrildi:



2.3.1. Kontrol grubu (K)

Bu gruptaki S. cerevisiae L. hiicreleri i¢in, 200 mL saf su i¢inde 2 g yeast ekstrakti, 4

g baktopepton ve 4 g glukoz iceren besiyeri ortami hazirlandi.

2.3.2. Glifosat grubu (G)

Bu gruptaki S. cerevisiae L. hiicreleri i¢in, 200 mL saf su i¢inde 2 g maya ekstrakti, 4
g baktopepton ve 4 g glukoz igeren besiyeri ortami igerisine 40, 80 ve 160 mg
konsantrasyonlarda glifosat icerecek sekilde gruplar hazirlandi. Her konsantrasyon ayri bir

grup olarak belirlendi ve deneysel ¢aligmalar yiirtitiildii.

2.3.3. Rosmarinik asit (RA)

Bu gruptaki S. cerevisiae L. hiicreleri i¢in, 200 mL saf su i¢inde 2g maya ekstrakti, 4g
baktopepton ve 4g glukoz igeren besiyeri ortami igerisine 40, 80, 160 mg konsantrasyonlarda
RA igerecek sekilde gruplar hazirlandi. Her konsantrasyon ayri bir grup olarak belirlendi ve

deneysel ¢alismalar yiiriitiildii.

2.3.4. Vanilik asit (VA)

Bu gruptaki S. cerevisiae L. hiicreleri i¢in, 200 mL saf su i¢inde 2g maya ekstrakti, 4g
baktopepton ve 4g glukoz igeren besiyeri ortami 40, 80 ve 160 konsantrasyonlarda VA
icerecek sekilde gruplar hazirlandi. Her konsantrasyon ayri bir grup olarak belirlendi ve

deneysel caligmalar yiirtitiildii.

2.3.5. Glifosat+Rosmarinik Asit Grubu (RA+G)

Bu gruptaki S. cerevisiae L. hiicreleri i¢in, 200 mL saf su i¢inde 2g maya ekstrakti, 49
baktopepton ve 4g glukoz igeren besiyeri ortami igerisine 40, 80 ve 160 mg

konsantrasyonlarda ayr1 ayr1 RA ve G igerecek sekilde gruplar hazirlandi. Her konsantrasyon

ayr1 bir grup olarak belirlendi ve deneysel ¢aligmalar yiiriitiildii.

20



2.3.6. Glifosat+Vanilik Asit Grubu (VA+G)

Bu gruptaki S. cerevisiae L. hiicreleri i¢in, 200 mL saf su i¢inde 2 g maya ekstrakti, 4
g baktopepton ve 4 g glukoz igeren besiyeri ortami igerisine 40, 80 ve 160 mg
konsantrasyonlarda ayr1 ayri VA ve G icerecek sekilde gruplar hazirlandi. Her
konsantrasyon ayr1 bir grup olarak belirlendi ve deneysel ¢aligmalar yiiriitiildii.

Biitiin gruplar 30 °C’de 72 saat inkiibasyona birakildiktan sonra, hiicrelerin yogunlugu
600 nm’de spektrofotometrede Olgiilerek belirlendi. Bu islemden hemen sonra her kiiltiir
ortamindaki hiicreler steril falkon tiiplerine alinarak 6000 rpm’de ve +4°C’de santrifiij
edilerek hiicre peletleri toplandi. Daha sonra hiicre peletleri % 0,9’luk NaCl ¢ozelti ile
yikanarak kiiltiir sivis1 atiklarindan temizlendi. Hiicre peletlerinin yikama isleminden sonra
yas agirliklar1 belirlenerek fosfat ve TRIS-ETDA tamponu (pH=7.4) ile homojenize
edildikten sonra, total protein, GSH ve GSSG ol¢iimii, vitamin C diizeyi, glutatyon S
transferaz enziminin aktivitesi belirlendi. Ayrica, n-hekzan/izopropil alkol karisimi (3/2,
v/v) kullanilarak homojenize edildikten sonra membran lipidleri, steroller ve a- tokoferol ve

K vitaminleri gibi lipofilik molekiiller ile yagasitlerinin dl¢timleri yapildi.

2.4. Protein, GSH, GSSG, MDA ve GST Olciimii icin Hiicre Peletinin
Ekstraksiyonu

Hiicre peletleri % 0,9’luk NacCl ile yikandiktan sonra, yas agirliklar1 belirlendi ve10 mL
50 mM Tris-20 mM EDTA (pH= 7,40) tampon karigimi ile soguk ortamda homojenize
edildi. Bu islemden sonra +4°C’de 9000 rpm’de 15 dakika siireyle santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra iist siipernatant kisim alinarak total protein (Lowry yontemi), GSH ile

GSSG, MDA ve GST aktivitesi dl¢iildii.

2.5. GSH ve GSSG Miktarinin HPLC Cihazinda Ol¢iimii

GSH ve GSSG miktarlarinin 6l¢timii HPLC cihaz ile analiz edildi (Klejdus vd., 2004;
Yilmaz vd., 2009). Kisaca, 1 mL homejanat alinarak iizerine 1 mL % 10’luk PCA ilave
edilerek deprotenize edildi ve 6000 rpm’de santrifiij isleminden sonra 1 mL otosampler
viallerine alindi. Analiz i¢in Shimadzu marka HPLC cihaz1 kullanildi. Analiz i¢in 214 nm
dalga boyu kullanildi. Cihazda pompa olarakLC-10 AD VP, UV-visible detektor olarak
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SPD-M10A VP, PDA dedektorii, kolon firini olarak CTO-10AS VP, otosampler olarak SIL-
10AD VP, degasser iinitesi olarak DGU-14A ve Class VP6.26 isletim programi kullanildi
(Shimadzu, Kyota Japan). Mobil faz olarak % 0,1 TFA ve metanol (% 94/% 6, v/v) karisimi
kullanildi. Ayirma islemi ODS-3 HPLC kolonunda yapildi. Hesaplama islemi
standartkarigimlardan hazirlanan kalibrasyon egrisine gore Class VP 6,26 programi ile

hesaplandi (Shimadzu, Kyota Japan) .

2.6. Lipid Peroksidasyon(MDA) Diizeyinin Ol¢iimii

MDA miktarlarinin 6lgtimii HPLC cihazinin kullanildigi analiz metodu ile yapildi
(Karatas vd., 2002). Tris tamponu ile homojenize edilen siipernatantdan 1 mL alinarak %
10°luk perklorik asit (PCA) ile muamale edilerek proteinler ¢oktiiriildii ve karisim 5000
devirde 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant kisim otosampler viallerine alinarak
HPLC’de analizi yapildi. Analiz i¢in Shimadzu marka HPLC cihazi kullanildi (Shimadzu,
Kyota Japan).

Mobil faz olarak 30 mmol KH2PO4 ve metil alkol karigimi (Karatepe vd., 2004) (%82,5-
%17,5, H 3PO4 ile pH=4.0) kolon olarak da ODS-3 HPLC kolonu (150 mm x 4,6- 5
um)kullanildi. Mobil faz akis hizi 1 mL/dk ve PDA dedektoriiniin dalga boyu 254
nm‘debelirlendi. Hesaplama islemi standart karigimlardan hazirlanan kalibrasyon egrisine

gore Class VP 6,26 software ile hesaplandi (Shimadzu, Kyota Japan).

2.7. Lipidlerin Ekstraksiyonu

Hiicre peletinden lipidlerin ekstraksiyonu 3:2 (v/v) hekzan-izopropil alkol karisiminin
kullan1ldig1 Hara ve Radin (1978) metoduna gore yapildi. Bunun i¢in; hiicre peletleri iizerine
10 mL hekzan/izopropil alkol karigimi 3/2,(v/v) ilave edilerek 11000 rpm’de 1 dakika siire
ile homojenize edildi ve daha sonra 6000rpm’de santrifiij edilerek iist siipernatant kisim esit
olarak iki kisma ayrildi. Ayrilan bir kisim ile peletlerdeki yag asidi bilesimi ve diger kismi

ile de a-Tokoferol, ergosterol ile diger fitosterollerin miktarlar: belirlendi.
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2.8. Yag Asidi Metil Esterlerinin Hazirlanmasi

Metil esteri hazirlamak i¢in hekzan/izopropanol fazi igindeki lipit ekstrakti 25 mL’lik
deney tiiplerine alinarak tizerine %2’lik metanolik siilflirik asitten 5 mL ilave edilecek ve
vorteks ile iyice karigmalart saglandi. Bu karigim 55 °C’lik etiivde 15 saat siire ile
metilasyona birakildi. Dahasonra, tiipler etiivden ¢ikarildi oda sicakligina kadar sogutulup
ve 5 mL % 5°lik NaCl ilave edilerek karigmalari saglandi. Tiipler iginde olusan yag asidi
metil esterleri 5 mL n-hekzanile ekstre edilip ve hekzan fazi iisten pipetle alinarak 5 mL %-
2’lik KHCOg3 ile muamele edildi. Bu karisim fazlarin ayrilmasi igin 4 saat bekletilecek. Daha
sonra metil esterlerinin iceren karisim, 45 °C’de ve azot akimi altinda ¢oziiciisi
buharlastirilarak 1 mLheptanda ¢oziindli. 2 mL’lik agz1 kapakli otosampler vialleri igine

alinarak gaz kromatogafisinde analizi yapildi (Christie, 1990).

2.9. Yag Asidi Diizeylerinin Gaz Kromatogafik Analizi:

Lipid ekstrakti i¢indeki yagasitleri metil esterlerine doniistiiriildiikten sonra Shimadzu
GC 17 gaz kromatografisi ile analiz edildi. Bu analiz i¢in, SP-2560, 25 m x 0,25 mm i.d.,
0,20 um (Supelco, Sigma,USA) ozelliklere sahip kapiller kolon kullanildi. Analiz sirasinda
kolon sicakligi1120-220 °C, enjeksiyon sicakligi 240 °C ve dedektor sicakligi 280 °C olarak
tutuldu vekolon sicaklik programi 120 °C’den 215 °C’ye kadar ayarlandi. Tasiyici gaz olarak
azot gazi kullanildi. Analiz sirasinda 6rneklere ait yag asidi metil esterlerinin analizinden
once, standart yag asidi metil esterlerine ait karigimlar enjekte edilerek, her bir yag asidinin
alikonma siireleri belirlendi. Bu islemden sonra gerekli programlama yapilarak drneklere ait
yag asidi metil esterleri karisimlarinin analizi yapildi. Yag asidi metal esterlerinin
hesaplamasi Class GC 2.00 isletim program ile her bir yag asidinin toplam yag asidi i¢indeki
yiizdesi (%) ve pg/g pelet miktari hesaplandi.

2.10. Alfa-Tokoferol ve Ergosterol’iin HPLC Yontemi ile Analizi:
5 mL silipernatant 25ml’lik agz1 kapakl tiipler icine alinarak iizerine % 5’lik KOH
cozeltisi ilave edildi ve vortekslendikten sonra 85 °C’de 15 dk bekletildi. Tiipler ¢ikartilarak

oda sicakligina kadar sogutulup ve iizerine 5 mL distile su ilave edilerek karistirildi.

Sabunlagmayan lipofilik molekiiller 2x5 mL hekzan ile ekstrakte edilerek azot gazi altinda
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¢Oziicli uguruldu. Daha sonra 1ImL (%50 + % 50/v/v) asetonitril/metil alkol karisiminda
coziilerek otosampler viallerine alinip analiz yapildi. Mobil faz olarak asetonitril/metil alkol
(% 60 + % 40/v/v) karisim1 kullanild1, mobil faz akis hiz1 1 mL/dakika’dir. Analiz i¢in PDA-
UV dedektor kullanildi ve kolon olarak da Supelcosil LC 18 (15%4,6 cm, 5 um; Sigma, USA)
kolonu kullanildi. E vitamini ile diger vitaminler ve fitosterollerin analizi 202 nm boyu
kullanilarak yapildi (Katsanidis ve Addis, 1999; Lopez-Cervantes vd., 2005; Karpinska
vd.,2006 ).

2.11. Glutatyon-S- Transferaz Enzim Aktivitesi

Glutatyon-S-transferaz (GST) enzim aktivitesi Habig vd. (1974) metoduna gore yapilda.
Bu 6l¢iim i¢in, 1_mM 1-chloro- 2,4-dinitrobenzene (CDNB), 1mM GSH ve 0,1M fosfat
(pH=6,5) tamponu kullanildi. Enzim aktivitesi 340 nm’de spektrofometrik olarak belirlendi.
Reaksiyon karisimi1 0,1 mL GSH ve 0,1 mL CDNB ilave edilerek fosfat tamponu ile hacmi
2,9 mL’ye tamamlandi ve 0,1 mL enzim ¢0zeltisi ilave edilerek reaksiyon baslatildi.
Reaksiyon baglangicindan sonra her 15 saniyede absorbans degisimi distile su blank’ine

kars1 340 nm’de 6lgiildi. Bu 6l¢tim 3 dakika iginde tamamlanarak kaydedildi.

2.12. Deney Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Deney sonucunda elde edilen veriler SPSS 15.0 istatistik programi ile degerlendirildi.
Kontrol grubu ile diger gruplarin ortalamalar: arasi farklar 6nce tek yonlii ANOVA ile daha
sonra da her bir grubun digerinden olan farkliliklar LSD testi yapilarak belirlendi. Deney
sonuglari tablolar ve grafikler halinde verildi ve degerler ortalama + standart hata olarak
(mean+SEM.) belirtildi. Istatistik yonden énemli bulunan farklar tablolar i¢inde degisik
harfler ile gosterilecek ve ayrica metin iginde de istatistiksel P (p>0,05, p<0,05, p<0,01,
p<0,001) degerleri seklinde ifade edilmistir. Deney sonuglarinin degerlendirilmesi kontrol

grubuna gore yapilmistir.
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3. BULGULAR

DPPH radikali ile yapilan ¢alismada 100 mg RA 10 mL DMSO’da ¢oziinmiis ve belirli
konsantrasyonlarda denenmis 50 pL-200 puL (0.5 mg - 2 mg) araligindaki konsantrasyonda

maksimum temizleme aktivitesi gozlenmistir (95,58), daha yukar1 konsantrasyonlarda

aktivitenin gittikge azaldig1 gézlenmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Rosmarinik asitin (RA) degisik konsantrasyonlarda DPPH* radikalini temizleme aktivitesi (%)

Sira no Kontsanrasyon(uL) DPPH temizleme etkisi (%) ABS ortalamalari(A)
1 50 95,58+0,11 0,03+0.00
2 100 95.13+0,15 0,3340,15
3 150 94,10+0,17 0,04+0,17
4 200 93,66+0,09 0,04+0,09
5 250 92,53+0,05 0,05+0,05
6 300 92,33+0,22 0,05+0,22
7 350 90,36+0,40 0,06+0,040

*:0.1 g (100 mg) Rosmarinik asit 10 mL Dimetil siilfoksit (DMSO) i¢inde ¢6ziinerek hazirlandi

Vanilik asit (VA) ile yapilan DPPH deneyinde 400 pL (4 mg) konsantrasyonda

maksimum temizleme aktivitesi goézlenmistir (95,23), daha asagi konsantrasyonlarda

aktivitenin gittik¢ce azaldig1 gézlenmistir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2.Vanilik asitin degisik konsantrasyonlarda DPPH radikalini temizleme aktivitesi(%)

Sira no Konsantrasyon(puL) DPPH temizlemeEtkisi (%) ABS ortalamalari(\)
1 50 56,98+4,42 0,29+4,42
2 100 76,45+1,60 0,15+1,60
3 200 91,24+0,55 0,05+0,55
4 400 95,23+0,29 0,02+0,29
5 600 94,19+1,60 0,03+1,60
6 800 94,44+0,42 0,03+0,42
7 1000 94,78+0,38 0,03+0,38

*:0,1 g (100 mg) Vanilik asit (VA) 10 mL Dimetil siilfoksit (DMSO) iginde ¢6ziinerek hazirlandi




40 mg madde ilavesi yapilan hiicre kiiltiir ortaminda, K2 vitamini G+RA ve G+VA
gruplarinda kismen azaldigi (p<0,05). G grubunda ise kontrol grubuna gore degisim
gozlenmedi. &-Tokoferol G+RA kismrn yiiksek bulundu (p<0,05), diger gruplarda ise
farklilik gbzlenmedi. a-Tokoferol miktar1 G grubunda diisiik bulunmasina ragmen (p<0,05),
G+RA grubunnda yiiksek oldugu gozlendi (p<0,05). D2 vitanini G grubunda azalmasina
ragmen RA+G ve G+VA gruplarinda yiiksek oldugu belirlendi (p<0,05). D3 vitamini ise G
grubunda 6nemli diizeyde yiiksek bulundu (p<0,01), G+RA grubunda kismen azalmisti
(p<0,05). Ergosterol diizeyi, G ve G+RA gruplarinda belirgin diizeyde azalirken (p<0,05),
G+VA grubunda yiikselmisti (p<0,01). Stigmasterol diizeyi G grubunda onemli diizeyde
azaldigr halde (p<0,01), G+tRA ve G+VA gruplarinda kismen azalmisti (p<0,05). B-
Sitosterol, kontrol grubu disinda diger gruplarda yiiksek bulundu (p<0,05; p<0,001) (Tablo
3.3).

Tablo 3.3. Kiiltiir ortamina 40 mg madde ilavesi yapilan hiicre kiiltiir ortamindaki ADEK vitaminleri ve

sterollerin miktarinin degisimi (ng/g hiicre peleti)

Vitaminler K G G+RA G+VA
K2 0,30+0,05 2 0,28+0,06 2 0,24+0,05 © 0,2440,07°
3-Tokoferol 0,30+0,05 2 0,33+0,08 2 0,78+0,03 © 0,28+0,042
D2 0,88+0,08 @ 0,48+0,06 © 0,78+0,07 @ 1,18+0,05°
D3 0,37+0,06 0,83+0,07 ¢ 0,25+0,03 © 0,37+0,062
a-Tokoferol 0,26+0,02 0,18+0,01 b 0,38+0,03 © 0,220,042
Ergosterol 114,12+10,11 26,70+2,76 ¢ 32,67+3,32¢ 156+11,45¢
K1 0,39+0,04 2 0,38+0,06 2 1,03+0,11 ¢ 0,27+0,09
Stigmasterol (mg/g) 2,04+0,23 1,63+0,12 ¢ 1,88+0,21° 1,70+0,12°
B-Sitosterol 3,60+0,54 4,37+0,42° 8,01+0,67 ¢ 11,14+0,88¢

a: p>0.05 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan 6nemli degil

b: p< 0.05 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan kismen 6nemli

c: p<0.01 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan 6nem derecesi yiiksek

d: p <0.001 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan belirgin diizeyde 6nemli
K= Kontrol grubu

G=Glifosat grubu

RA= Rosmarinik grubu

VA= Vanilik grubu

G+RA= Glifosat ve Rosmarinik asit grubu

G+VA= Glifosat ve Vanilik asit grubu
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sterollerin miktarinin degisimi (ng/g hiicre peleti)

Tablo 3.4. Kiiltiir ortamimma 80 mg madde ilavesi yapilan hiicre kiiltiir ortamindaki ADEK vitaminleri ve

K G RA VA RA+G VA+G

Vitamin K1 0.15+0.042 0.3540.06¢ 0.25+0.01¢ 0,20+0,01° 0.26+0.01¢ 0,27+0,02¢
Vitamin K2 0.11£0.03? 0.08+0.012 0.11+0.052 0,26+0,04¢ 0.21+0.05° 0,560,044
a-Tokoferol 0.28+0.02 0.38+0.01° 0.18+0.03° 0,31+0,062 0.43+0.03P 0,56+0,03¢
5-Tokoferol 0.27+0.052 0.5340.08° 0.19+0.03b 0,30+0,032 0.32+0.03b 0,560,064
Vitamin D2 0.73+0.08 0.78+0.062 0.48+0.07¢ 0,48+0,044 0.58+0.07° 0,63+0,09°
Vitamin D3 0.23+0.06 0.43+0.07¢ 0.24+0.032 0,39+0,01¢ 0.15+0.03P 0,35+0,03°
Ergosterol 53.61+2.11 16.70£2.76% | 46.6743.32° | 77,90+4,56° | 15.6743.329 | 41,17+2,89¢

Stigmasterol
0.38+0.03 0.56+0.02¢ 0.47+0.01° 0,71+0,044 0.57+0.02P 0,74+0,034

(mg/g)

[-sitosterol 4.76+0.54 8.37+0.42°¢ 3.07+0.67°¢ 3,07+0,36°¢ 2.32+0.67¢ 3,82+0,45¢

a: p>0.05 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan 6nemli degil

b: p< 0.05 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan kismen 6nemli

c: p<0.01 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki acidan 6nem derecesi yiiksek

d: p <0.001 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan belirgin diizeyde 6nemli

80 mg madde ilavesi yapilan hiicre kiiltiir ortaminda, K1 vitamini Kontrol grubuna gére
G grubunda belirgin diizeyde artis gosterirken (p<0,01), diger gruplarda degisik oranlarda
artig gozlenmistir (p<0,05, p<0,01). K vitamini kontrol grubuna gére G ve RA gruplarinda
farklilik gostermesine ragmen (p>0,05), VA, RA+G ve VA+G gruplarinda yiiksek bulundu
(p<0,01, p<0,05, p<0,001). a-Tokoferol diizeyi kontrol grubuna goére G ve VA+G
gruplarinda kismen yiiksek bulunurken (p<0,05), RA+G grubunda belirgin diizeyde
yiikselmisti (p<0,05). RA grubunda ise kontrol grubuna gére kismen azalmisti (p<0,05). -
Tokoferol diizeyinde kontrol grubuna gore G ve VA+G gruplarinda belirgin diizeyde yliksek
bulundu (p<0,001). Kontrol grubuna gére RA grubunda kismen azalirken (p<005), VA
grubunda farklilik bulunmadi. D2 vitamininin kontrol grubuna gore G grubunda farklilik
gozlenmedigi halde, diger gruplarda farkli oranlarda azalmisti (p<<0,001, p<0,05).

D3 vitamini G, VA ve VA+G gruplarinda yiiksek bulundugu halde (p<0,01, p<0,05),
RA+G E grubunda kismen azalmis (p<0,05), RA grubunda ise farklilik gézlenmemisti.
Ergosterol miktar1 kontrol grubuna gére G ve RA+G grubunda belirgin diizeyde azaldigi
halde (p<0,001), RA ve VA+G gruplarinda daha az oranda azalma meydana gelmisti
(p<0,05, p<0,01). VA grubunda ise kismen yiikselme gozlendi (p<0,05). Stigmasterol
diizeyi kontrol grubuna gore diger gruplarda degisik oranlarda yiiksek oldugu saptandi
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(p<0,05, p<0,01, p<0,001). Betasitosterol kontrol gére grubuna G grubunda 6nemli diizeyde
yiiksek bulundugu halde (p<0,01), diger gruplarda azalmist1 (p<0,01, p<0,001) (Tablo 3.4).

Tablo 3.5. Kiiltiir ortamina 160 mg madde ilavesi yapilan hiicre kiiltiir ortamindaki ADEK vitaminleri ve

sterollerin miktarinin degisimi (ng/g hiicre peleti)

K G RA VA RA+G VA+G
Vitamin Kz 0.46+0.042 0.88+0.06¢ 0.56+0.01° 0,44+0,032 0.33+£0.01° 0,60+0,03 ¢
Vitamin K2 0.11+0.012 0.08+0.012 0.09+0.012 0,16+0,012 0.21+0.02°¢ 0,15+0,022
a-Tokoferol 0.39+0.022 0.39+0.012 0.21+0.03° 0,2340,02P 0.31+0.032 0,26+0,03°
5-Tokoferol 0.30+0.052 0.27+0.082 0.28+0.032 0,310,022 0.18+0.03°¢ 0,23+0,02°
Vitamin D2 0.78+0.082 0.75+0.062 0. 84+0.072 1,40+0,09¢ 0.38+0.07¢ 0,46+0,06°
Vitamin D3 0.35+0.062 0.61+£0.07°¢ 0.23+0.03° 0,38+0,022 0.33+£0.03 2 0,19+0,01¢
Ergosterol 84.88+10.11 | 16.63+2.769 | 58.07+3.32° | 47,9543,67¢ | 59.64+3.32¢ | 63,11+£367°
Stigmasterol (mg/g) 0.41+0.03 0.38+0.022 0.26£0.03°> | 0,38+0,02a | 0.33£0.02° 0,32+0,03P
B-Sitosterol 5.77+0.44 28740329 | 6.22+047° | 426:034> | 3.42+0379 | 7,16%0,23P

a: p>0.05 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki acidan dnemli degil

b: p< 0.05 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan kismen 6nemli

¢: p<0.01 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki acidan 6nem derecesi yiiksek

d: p <0.001 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan belirgin diizeyde 6nemli

160 mg madde ilavesi yapilan hiicre kiiltiir ortaminda, Ky vitamini ve a-Tokoferol
miktarikontrol grubuna gore kismen azalirken (p<0,05), diger gruplarda daha yiiksek oranda
azalma go6zlendi (p<0,001). 8-Tokoferol diizeyi VA grubunda belirgin diizeyde yiiksek
oldugu halde (p<0,001), RA+G grubunda azalmisti. D2 vitamini VA grubunda belirgin
diizeyde yiiksek oldugu halde, diger gruplarda azalmisti (p<0,001). Ergosterol diizeyi
kontrol grubuna gore biitiin gruplarda azalmist1 (p<0,001). Stigmasterol kontrol grubuna
gore VA ve RA gruplarinda kismen yiiksek oldugu halde, diger gruplarda azalmisti (p<0,05).
B-Sitosterol diizeyi de kontrol grubuna gore belirgin diizeyde artarken (p<0,001), diger
gruplarda azalmist1 (p<0,01) (Tablo 3.5).
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Tablo 3.6. Kiiltiir ortamina 40 mg madde ilavesi yapilan hiicre kiiltiir ortamindaki yag asitlerinin degisimi (%)

Yag asitleri K G RA VA RA+G VA+G
C8:0 2.39+0.12 3.45+0.16° 3.52+0.17° 2.70+0.032 2.68+0.012 2.65+0.022
C10:0 1.07+0.012 0.93+0.012 0.98+0.032 0.94+0.012 0.63+0.01° 1.03+0.012
C12:0 5.79+0.152 6.56+0.12° 6.97+0.11° 5.7140.092 6.95+0.11° 6.94+0.06°
C14:0 2.90+0.112 2.95+0.122 3.40+0.11° 3.10+0.03° 3.2240.16° 3.20+0.01°
C16:0 42.7142.67 | 23.71+1.899 | 30.87+2.04° 31.21+0.28° | 20.19+1.789 | 20.18+0.07¢

C16:1n-7 4.63+0.112 5.03+0.13P 4.47+0.142 2.61+0.129 4.41£0.16° 2.52+0.25¢
C17:0 1.81+0.02 1.47+0.04° 1.32+0.09° 5.16+0.03¢ 2.38+0.12° 4.75+0.028
C18:0 25.38+2.15% | 23.9442.22% | 23.89+230° | 24.77+0.23% | 19.58+1.05° | 21.39+1,34%

C18:1n-9 9.71+0.87 3.24+0.671 3.73+0.56¢ 8.29+0.08P 2.76+£0.439 | 4.27+0.09 d

C18:2n-6 3.61+0.04 1.68+0.08¢ 1,89+0,07¢ 1.48+0.014 1,76+0,05¢ 1.80+0.01¢

a: p>0.05 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan dnemli degil

b: p< 0.05 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan kismen 6nemli

c: p<0.01 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan 6nem derecesi yiiksek

d: p <0.001 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan belirgin diizeyde 6nemli

40 mg madde ilavesi yapilan hiicre kiiltiir ortamindan elde edilen hiicre peletlerinin yag
asidi degisimlerine bakildiginda, C8:0 kontrol grubuna gére G ve RA gruplarinda 6nemli
diizeyde arttign (p<0.01), diger gruplarda ise istatistiksel farklilik olmadigi gozlendi
(p>0.05). C10:0 kontrol grubuna gére RA+G grubu disinda diger gruplar arasinda farklilik
olmadigini belirlendi (p>0.05). RA+G grubunda ise azaldi (p<0,01). C12:0 kontrole gore
VA grubunda istatistiksel farklilik gozlenmedigi halde (p>0.05), diger gruplarda kismen
yiiksek oldugu gozlendi (p<0,05). C14:0 miktart kontrol grubuna gore G grubu disinda diger
gruplarda kismen yiiksek oldugu goézlendi (p<0.05). C16:0 kontrol grubuna gore biitiin
gruplarda farkli oranlarda azaldig: belirlendi (p<0,05, p<0.001). C16:1 n-7 kontrol grubuna
gore G grubunda kismen arttig1 halde (p<0,05), VA ve VA+G grubunda belirgin diizeyde
azaldig1 (p<0,001), RA ve RA+G gruplarinda istatistiksel farkliligin olmadig1 saptandi.
C17:0 kontrol grubuna gore VA ve VA+G gruplarinda anlamli diizeyde azaldig: (p<0.001),
RA ve RA+G gruplarinda farklilik olmadigi belirlendi. C18:0 miktarinin gruplar arasinda
farklilik gostermedigi tespit edildi (p>0.05). C18:1 n-9 ve C18:2 n-6 miktarlarinin kontrol
grubuna gore azaldig1 saptand1 (p<0,05, p<0,001) (Tablo 3.6).
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Tablo 3.7. Kiiltiir ortamina 80 mg madde ilavesi yapilan hiicre kiiltiir ortamindaki yag asitlerinin degigimi (%)

Yag asitleri | K G RA VA RA+G VA+G
C8:0 3.53+0.13 | 8.13+0.27¢ 5.31+0.28° 2.77+0.05° | 4.04£0.16° | 4.04+0.15°
C10:0 0.27+0.02% | 0.28+0.012 0.29+0.01* | 0.60+0.01¢ | 0.40+0.01° | 0.43+0.07°
C12:0 7.69£0.17% | 8.49+0.27° 8.93£0.32° | 8.09+0.21° | 7.45+0.21% | 7.52+0.25%
C14:0 4.33+0.17 | 4.75£0.21* | 4.29+0.22% | 3.59+0.16° | 4.19+0.19% | 4.15+0.20°
C16:0 43.61£1.37 | 41.58+1.45 | 45.57£1.67° | 42.34+0.84% | 45.12+1.74° | 43.37+0.83?
C16:1n-7 4.23+0.13 | 5.30+0.14° 5.31+0.13° 5.45+0.15 | 5.72+0.14°> | 5.72+0.16°
C17:0 3.1840.16 | 2.41%0.13° 2.25+0.19° 2.62+0.13 | 2.21£0.25° | 2.29+0.30°
C18:0 16.46£1.11 | 13.21£0.93° | 13.75£1.01° | 19.18+0.13¢ | 17.83+1.15° | 17.52+0.19°
C18:1n-9 4.35+0.65% | 2.11+0.32¢ 3.22+0.44° | 456+0.61 | 3.19+0.35° | 3.17+0.14°
C18:2n-6 1.41£0.06 1.21+0.022 1.32+0.05% | 2.11+0.32° | 1.52+0.08° | 3.44+0.17¢

a: p>0.05 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki acidan 6nemli degil

b: p< 0.05 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan kismen 6nemli

c: p<0.01 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan 6nem derecesi yiiksek

d: p <0.001 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan belirgin diizeyde 6nemli

80 mg madde ilavesi yapilan hiicre kiiltiir ortamindan elde edilen hiicre peletlerinin yag
asidi degisimlerine bakildiginda, C8:0 kontrol grubuna gére VA grubu disinda diger
gruplarda farkli oranlarda arttig1 (p<0.001, p<0,05), VA grubunda ise kismen azaldig
gozlendi (p>0.05). C10:0 kontrol grubuna goére VA, RA+G ve VA+G gruplarinda belirgin
diizeyde yiliksek oldugu halde (p<0,001), kontrol ile diger gruplar arasinda farklilik
olmadigimi belirlendi (p>0.05). C12:0 kontrol grubuna gére RA+G ve VA+G gruplarinda
istatistiksel farklilik gzlenmedigi halde (p>0.05), diger gruplarda kismen yiiksek oldugu
gozlendi (p<0,05). C14:0 miktar1 kontrol grubuna gére VA grubu disinda diger gruplarda
farklilik gozlenmedi (p>0.05). VA grubunda ise kismen azaldi (p<0,05).C16:0 kontrol
grubuna gore G grubunda kismen azaldigi halde RA ve RA+G grubunda kismen yiiksekti
(p<0,05). Diger gruplarda ise kontrol grubuna gore farklilik gozlenmedi. C16:1 n-7 kontrol
grubuna gore diger gruplarda kismen yiiksek bulundu (p<0,05). Fakat VA+G grubundaki
artig daha yiiksek oldugu saptandi (p<0,01). C17:0 kontrol grubuna gore d gruplarinda diger
gruplarda kismen azaldig1 belirlendi (p<0.001). C18:0 miktar1 kontrol grubuna gore G ve
RA grubunda 6nemli diizeyde azalirken (p<0,01), VA, RA+G ve VA+Ggruplarinda
yiikseldigi tespit edildi (p<0.05, p<0,01). C18:1 n-9 miktar1 kontrol grubuna gore G, RA,
RA+G ve VA+G gruplarinda azaldigi halde (p<0,01, p<0,001), VA grubunda farklilik
gozlenmedi (p>0,05). C18:2 n-6 miktarlarikontrol grubuna VA, RA+G ve VA+G
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gruplarinda yiiksek oldugu halde (p<0,01), G ve RA grubunda farklilik gézlenmedi (p>0,05)

(Tablo 3.7).

Tablo 3.8. Kiiltiir ortamina 160 mg madde ilavesi yapilan hiicre kiiltiir ortamindaki yag asitlerinin degisimi

(%)

Yag asitleri K G RA VA RA+G VA+G
C8:0 3.49+0.11% | 3.35+0.08° 3.65+0.13% | 3.98+£0.01° | 4.26+0.12° | 4.43+0.10°
C10:0 0.64+0.01% | 0.78+0.022 0.77£0.01% | 1.02+£0.01° | 1.04+0.01° | 1.1440.05"
C12:0 6.37+0.11 7.86+0.21° 8.87+£0.32° | 7.15+£0.03° | 7.94+0.35° | 9.07+0.08"
C14:.0 3.51+0.18% | 3.68+0.15° 4.84+0.11° | 2.81+0.03° 3.64+0.12 3.04+0.02°
C16:0 40.35+1.18% | 42.60+1.05° | 42.73+1.57° | 38.32+0.11% | 39.91+0.98* | 37.13+0.412

C16:1n-7 | 2.43+0.02% | 2.33+0.06* | 3.59+0.04° | 4.80+0.01¢ | 4.03+0.01¢ | 4.91%0.01¢
C17:0 1.19+0.08% | 1.33+0.02% 1.09+0.02% | 1.87+0.02° | 1.89+0.02° | 1.86%0.02°
C18:0 20.99+1.18% | 22.91+1..14° | 21.43+1.152 | 25.75+0.22° | 21.22+1.27% | 20.59+0.052

C18:1n-9 4.82+0.20 3.96+0.21° 2.65+0.119 | 2.45+0.12¢ | 1.22+0.06% | 5.62+0.19¢

C18:2n-6 1.04+0.02 0.54+0.05¢ 0.58+0.01¢ | 2.45+0.019 | 0.66+0.019 | 2.88+0.09¢

a: p>0.05 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki acidan dnemli degil

b: p< 0.05 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agcidan kismen 6nemli

¢: p<0.01 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki acidan 6nem derecesi yiiksek

d: p <0.001 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki acidan belirgin diizeyde 6nemli

160 mg madde ilavesi yapilan hiicre kiiltiir ortamindan elde edilen hiicre peletlerinin
yag asidi degisimlerine bakildiginda, C8:0 ve C10:0 miktarlar1 kontrol grubuna gore VA,
RA+G ve VA+G gruplarinda kismen yiikseldigi halde (p<0,05), diger gruplarda farklilik
gozlenmedi (p>0,05). C12:0 kontrol grubuna gére RA+G ve VA+G gruplarinda istatistiksel
farklilik gbzlenmedigi halde (p>0.05), diger gruplarda kismen yiiksek oldugu goézlendi
(p<0,05). C14:0 miktar1 kontrol grubuna gore RA, VA ve VA+G gruplarinda azaldigi halde
(p<0,05), diger gruplarda farklilik gézlenmedi (p>0.05). C16:0 kontrol grubuna gére G ve
RA gruplarinda kismen yiiksekti (p<0,05). Diger gruplarda ise kontrol grubuna gore farklilik
tespit edilmedi. C16:1 n-7 kontrol grubuna gére G grubunda farklilik tespit edilmedigi halde
(p>0,05), diger gruplarda yiiksek bulundu (p<0,01, p<0,001). C17:0 kontrol grubuna gore G
ve VA gruplarinda istatistik farklilik saptanmadigi halde, VA, RA+G ve VA+G gruplarinda
kismen yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05). C18:0 miktar1 kontrol grubuna gére G ve VA
grubunda yiiksek oldugu halde (p<0,05, p<0,01), RA, RA+G ve VA+G gruplarinda istatistik
farklilik tespit edilmedi (p>0.05). C18:1 n-9 miktar1 kontrol grubuna goére G, RA, VA,

RA+G ve VA+G gruplarinda azaldigi belirlendi (p<0,05; p<0,01, p<0,001). C18:2 n6
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miktar1 kontrol grubuna VA grubu disinda diger gruplarda belirgin diizeyde azalmisti
(p<0,01 (Tablo 3 8).

40 mg madde ilavesi yapilan hiicre kiiltiir ortamindan elde edilen hiicre peletlerinde
kontrol grubu ile RA ve VA ile glifosat uygulanan gruplar arasinda istatistik farklilik
bulunmadig halde (p>0,05). Glifosat uygulanan grubun MDA diizeyinin belirgin diizede
yiiksek oldugu saptandi (p<0.001). Glifosat uygulanan S.cerevisiae L.kiiltiiriine rosmarinik
asit ilave edilmesi MDA diizeyini belirgin diizeyden (p<0.001), daha az diizeye dogru
azalmasi saglamistir (p<<0,01) (Tablo 3.9). Protein miktarinin ise kontrol grubuna gore
yiiksek oldugu belirlendi.

80 mg madde ilavesi yapilan hiicre kiiltiir ortamindan elde edilen hiicre peletlerinde
kontrol grubu ile RA ve VA uygulanan gruplar arasinda istatistiksel farklilik bulunmadi
(p>0,05). Kontrol grubuna gore glifosat grubundaki MDA diizeyi ¢ok yiiksek diizeyde arttig1
saptand1 (p<0,001). Rosmarinik asit, vanilik asit uygulamasi glifosatin MDA olusturma
etkisini kismen azaltsa da yine de MDA diizeyi kontrol grubuna gore yiiksekti (p<0,001)
(Tablo 3.9).

160 mg madde ilavesi yapilan hiicre kiiltiir ortamindan elde edilen hiicre peletlerinde,
kontrol grubu ile RA ve VA uygulanan gruplarin MDA diizeyi daha disiiktii (p>0,05).
Kontrol grubuna gore glifosat grubundaki MDA diizeyi ¢ok yiiksek diizeyde arttig1 saptandi
(p<0,001). Rosmarinik asit ve vanilik asit uygulamasi glifosatin MDA olusturma etkisini
kismen azaltsa da yine de MDA diizeyi kontrol grubuna gore yiiksekti (p<0,001) (Tablo 3.9).

Protein degeri her grupta 40 mg ilave edilen vanilik asit ve rosmarinik asit uygulanan
gruplarda artis gostermistir (p<0,01, p<0,001). Farklilik gosterse de 80 ve 160 mg
uygulamalarda da benzer sonuglar gézlenmistir (p<0,05, p<0,01) (Tablo 3.9).
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Tablo 3.9. Kiiltiir ortamina 40, 80 ve 160 mg madde ilavesi yapilan hiicre kiiltiir ortamindaki hiicre peletlerinde

total protein ve MDA miktarinin degisimi.

Total protein MDA

Gruplar (mg/g hiicre pelleti) (nmol/g hiicre peleleti)

40 mg
K 6,55+0,16 75.79+1.582
G 11,08+0,17° 151.27+7.34¢
RA 14,260,128 69.14+2.372
VA 11,37+0,14¢ 85.76+5.832
G+RA 16,07+0,17¢ 83.21+4.10°
G+VA 15,14+0,27 ¢ 71.48+4.92

80 mg
K 6,41+0,22 76.53+1.142
G 8,10+0,15° 198.64+11.66¢
RA 8,98+0,32° 67.81+6.932
VA 10,43+0,11° 99.61+6.99"
G+RA 9,22+0,16° 144.17+8.28°
G+VA 12,35+0,15¢ 181.01+23.67¢

160 mg
K 5,21+0,172 84.03+3.00
G 5,87+0,28° 231.76+19.48¢
RA 7,21+0,27° 65.66+4.71°
VA 10,39+0,11 ¢ 78.02:+4.682
G+RA 7,14+0,34° 148.00:14.06°
G+VA 9,45+0,16¢ 167.82+4.71°¢

a: p>0.05 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki acidan dnemli degil
b: p< 0.05 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan kismen 6nemli

¢: p<0.01 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki acidan 6nem derecesi yiiksek
d: p <0.001 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan belirgin diizeyde 6nemli
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Tablo 3.10. Kiiltiir ortamina 40, 80 ve 160 mg madde ilavesi yapilan hiicre kiiltiir ortamimdaki hiicre

peletlerinde GSH VE GSSG miktarinin degisimi (ng/ g hiicre peleti)

Gruplar GSH GSSG
40 mg
K 416.32+9.56° 49.55+].152
G 486.42+12.47° 109.92+4.434
RA 409.54+5.672 40.46+2.09?
VA 425.88+18.36° 45.40+8.222
G+RA 542.72+9.799 59.79+2.07°
G+VA 491.17+31.69° 58.69+3.26°
80 mg
K 503.00+7.70 39.19+0.97
G 800.91+45.619 108.46%2.11¢
RA 435.81+27.61° 31.38+1.52P
VA 541.12+47.28" 41.29+4.08°
G+RA 636.98+34.06¢ 75.66+1.49¢
G+VA 648.57+61.33¢ 108.03+15.77¢
160 mg
K 432.12+ 15.542 40.32+0.98
G 610.60+ 38.94¢ 122.92+3.82¢
RA 334,93+ 19.11° 33.32+1.87°
VA 336.30+ 11.87° 30.79+0.92P
G+RA 432.12+20.832 65.00+£0.82°
G+VA 44551+ 13.232 87.21+7.42¢

a: p>0.05 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki acidan dnemli degil

b: p< 0.05 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan kismen 6nemli

¢: p<0.01 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan 6nem derecesi yliksek

d: p <0.001 gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan belirgin diizeyde 6nemli

40 mg glifosat uygulamasinda GSH miktari, kontrol grubu ile RA ve VA gruplari
arasinda istatistik farklilik bulunmadigi halde (p>0,05). Yalnizca glifosat uygulanan grubun
GSH ve GSSG diizeyinin belirgin diizeyde yiiksek oldugu saptandi (p<0.001). S.cerevisiae
L. kiiltiiriine rosmarinik asit ve vanilik asit ilave edilmesi sonucu GSSG diizeyini belirgin
diizeyden (p<0.001), daha az diizeye dogru azalmasini saglamistir (p<0,05) (Tablo 3.10).

80 mg glifosat ve rosmarinik asit uygulamasi sonucu kontrol grubuna gore rosmarinik
asit uygulanan grupta GSH ve GSSG diizeyinde azalma gozlenirken (p>0,01), kontrol
grubuna gore glifosat grubundaki GSH ve GSSG diizeyinin ¢ok yiiksek diizeyde arttig

saptand1 (p<0,001). Rosmarinik asit uygulamasi sonucu glifosatin etkisine kars1 artan GSH
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diizeyinde kismen azalma meydana gelse de yine kontrol grubuna gore belirgin diizeyde
yiiksek diizeyde yiiksek oldugu saptandi (p<0.001). GSSG diizeyinde de benzer sonuglar
gbzlendi (Tablo 3.10).

160 mg glifosat ve rosmarinik asit uygulamasi sonucu GSH diizeyinde kontrol grubu ile
rosmarinik asit ve glifosat uygulanan gruplar arasinda istatistiksel farklilik bulunmadi
(p>0,05). Kontrol grubuna gore glifosat grubundaki GSH diizeyi ¢ok yiiksek diizeyde arttigi
saptand1 (p<0,001). Rosmarinik asit uygulamasi glifosatin etkisine kars1t GSH diizeyinde
artisa ihtiya¢ azaltsa da, glifosat uygulanan grupta kontrol grubuna gore GSH diizeyinin
belirgin diizeyde yiiksek oldugu gozlendi (p<0,001). GSH diizeyi yalnizca rosmarinik asit
uygulanan grupta da kontrol grubuna gore azalmisti (p<<0,01). GSSG diizeyinde de benzer
sonuglar gozlendi (Tablo 3.10).
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada, kimyasal olarak herbisitler iginde yer alan bir madde olan glifosatin farkl
konsantrasyonlardaki toksik etkisine karsi rosmarinik asit ve vanilik asit molekiillerinin
antioksidan etkisi incelendi. Hem glifosat hem de polifenolik asitler i¢in diisiik, orta ve
yiiksek doz olmak tizere ii¢ farkli konsantrasyon kullanildi. Hiicre modeli olarak ekmek
mayasi olarak bilinen Saccharomyces cerevisiae L. hiicreleri kullanildi.

S. cerevisiae L. (ekmek mayasi), ksenebiyotik ve diger toksik maddelerin etkilerinin
incelenmesinde en iyi Okaryotik hiicre modeli olarak goriilmektedir (Ribeiro vd., 2000;
Cabral vd., 2003, 2004). Yapilan ¢alismalarda, S. cerevisiae L., insanlar tarafindan ¢ok eski
yillardan beri ekmek ve sarap yapiminda kullanildigr belirtilmistir (Kocaadam ve Acar ,
2016).

Ayrica, S. cereviae L. diger maya hiicreleri molekiiler biyoloji, genetik, biyokimya ve
metabolik ¢aligmalarda en fazla kullanilan 6karyotik hiicre modelleri i¢cinde yer almaktadir.
S. cereviae L.; mantarlar, bitkiler ve hayvansal organizmalar {izerinde yapilan genomik,
proteomik ve metabolik ¢aligmalarda muhtemel biyolojik mekanizmalarin ortaya
cikarilmasinda en iyi karakterize edilen organizma olarak kabul edilmektedir (Braconi
vd.,2006). S. cerevisiae L., 6zellikle 6nemli patofizyolojik mekanizmalarin anlagilmasinda
kullanilabilen bir hiicre modeli olarak goriilmektedir.

Birgok caligmada S. cerevisiae L. mayasinin strese verdigi tepkiler karakterize
edilmistir. En yaygin karakterize edilen stres durumlarinin 1s1, glukoz yoklugu, agir metal
veya yiiksek etil alkol diizeyi gibi ciddi ozmotik ve oksidatif stres durumlarinda verilen
tepkilerin oldugu belirlenmistir (Singh vd., 2013). Maya hiicresinin strese karsi verdigi
tepkilerin basinda, hiicresel yapiyr koruyan ve redoks tepkimelerinde gorevli proteinlerin
diizenlenmesiyle ilgili gen transkripsiyonundaki dramatik degisimler oldugu ileri
siirtilmstiir.

Maya hiicresindeki, membran yapis1 molekiiler diizeyde etil alkole kars1 maruz kalmaya
veya hiperosmolariteye karst koruyucu ozellikte yapidadir. Stres durumlarinda membran
yapisindaki doymamis yag asitleri ile ergosterol sentezi diizenlenerek sivi mozaik yapi
korunmaktadir. Izoldsin, metiyonin, fenilalanin gibi amino asitler ile inositoliin membran
yapisinin giiclendirdigi ve etil alkol stresine karsi hiicrenin korunmasini sagladig

diistiniilmektedir (Singh vd., 2013).



Maya hiicresi hem aerobik solunum hem de anaerobik solunum yapabilen bir hiicredir.
Daha ¢ok anaerobik sartlarda kullanimi tercih edilir. Anaerobik sartlarda 1 mol glukoz
molekiilii hiicre i¢ine alinarak glikoliz yoluyla 2 mol ATP, 2 mol NADH+H ve 2 mol piruvat
molekiilii sentezlenir. Hiicre metabolik faaliyetlerini devam ettirebilmek icin net olarak elde
ettigi ATP molekiillerini kullanir. Ortamda yeterli miktarda glukoz molekiilii var ise
yasamsal faaliyetlerinin devam ettirebilmek icin tekrar glukoz almasi gerekir. Ancak bir
onceki glikoliz olayindan olusan indirgen yapida olan NADH-+H molekiiliinii okside formu
olan NADH molekiiliine ¢evirmek zorundadir. Bunun i¢in olusan piruvat molekiilleri ilk
once piruvat dekarboksilaz enzimi ile asetaldehide ¢evrilir (Voet vd., 1999; Nelson ve Cox,
2000)(Sekil 4.1).

Bu reaksiyon sirasinda 1 mol CO: agi8a cikar. Olusan asetaldehit maya hiicresindeki
alkol dehidrogenaz enzimi ile etil alkole doniistiiriiliir. Alkol dehidrogenaz enzimi koenzim
tinitesi olarak NADH+H’1 kullanir ve bu molekiiliin hidrojenleri uzaklastirilarak okside
forma doniistiirtiliir ve hiicre igerisine tekrar glukoz girisi saglanir (Kruckeberg ve
Dickinson, 2004; Barnet ve Entian, 2005). Ortamdaki monosakKaritler bitene kadar bu islem
devam eder. Bizim deney planimizda 30 ° C’de 72 saat igerisinde sonlanmaktadir. Bu siire¢
icinde olusan hiicrelerde kiiltiir ortamina ilave edilen maddeler veya molekiiller hiicre
yapisina etki etmektedir (Sekil 10.1).

Maya hiicresi metabolizmasinda ortama etil alkol salinimi1 gergeklestigi i¢in, maya
hiicresindeki, membran yapis1 molekiiler diizeyde etil alkole kars1 veya hiperosmolariteye
kars1 koruyucu 6zellikte yapidadir. Stres durumlarinda membran yapisindaki doymamis yag
asitleri ile ergosterol sentezi diizenlenerek sivi mozaik yapi korunmaktadir. Izoldsin,
metiyonin, fenilalanin gibi amino asitler ile inositol’iin membran yapisin1 giiglendirdigi ve

etil alkol stresine kars1 hiicrenin korunmasini sagladigi diisiniilmektedir (Singh vd., 2013).
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Sekil 4.1. Piruvatin etil alkole doniisiimii

Rosmarinik asit (RA), kafeik asit ve 3,4-dihidroksifenilaktik asidin bir esteridir. RA en
yaygin olarak Boraginaceae ve Lamiaceae'nin alt ailesi Nepetoideae tiirlerinde bulunur.
Bununla birlikte, diger yiiksek bitki familyasina ait tiirlerde ve bazi fern ve hornwort
tirlerinde de bulunur. RA'nin antiviral, antibakteriyel, anti-enflamatuar ve antioksidan
Ozellikler de dahil olmak {izere yararli biyolojik aktiviteleri oldugu bildirilmistir (Tal
Friedman, 2015).

Vanilik asit, baz1 vanilya tiirlerinde ve diger bir¢ok bitki 6ziinde bulunan bir fenolik
asittir. Hos, kremsi bir koku veren bir aroma ve koku maddesidir. Ferulik asidin vaniline iki
asamali biyolojik doniisiimiinde ara iirlindiir. Bir klorojenik asit olan vanilik asit, oksitlenmis
bir vanilindir. Ayrica vanilinin ferulik asit tiretimindeki bir ara iirtintidiir. Vanilik asit, kafeik
asitin metabolik bir yan {iriiniidiir ve siklikla kahve, ¢ikolata, ¢ay ve vanilya aromali
sekerleme tliketen insanlarin idrarinda bulunur. Vanilik asit secici ve spesifik olarak
S'niikleotidaz aktivitesini inhibe eder.

Vanilik asit, bir aroma maddesi olarak kullanilan bir benzoik asit tiirevidir. Vanilinin
ferulik aside doniisiimii sirasinda iiretilen bir oksitlenmis vanilindir. Bitkilerde en yiiksek
miktarda vanillik asit, geleneksel olarak kullanilan Angelica sinensis'in koklerinde
bulunmustur. Cin tibbinda c¢esitli c¢aligmalarda immiin veya inflamatuar yanitlarin
yonetiminde vanilik asidin etkinligine dair kamitlar elde edilmistir. Ornegin, vanilik asit

insan periferal kan mononiikleer hiicrelerinde insan lenfosit proliferasyonunun ve interferon-
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gamma salgilanmasinin aktivitesini arttirmistir. Bir baska calisma, vanilik asitin, konkavalin
A'nin neden oldugu karaciger hasari icinde immiin aracili karaciger inflamasyonu tizerindeki
baskilayici etkisi ile hepatoprotektif bir etkiye sahip oldugunu gostermistir. Bununla birlikte,
vanilin asidin anti-kolitik etkiye sahip olup olmadigi belirtilmistir. RA ve VA fenolik
asitlerin DPPH iizerindeki antioksidan etkinligi karsilastirildiginda RA’nin daha etkili
oldugu belirlenmistir (Tablo 3.1; Tablo 3.2).

Glifosatin, aromatik asitler fenilalanin, triptofan ve tirozin ve bir dizi baska maddenin
biyosentezine yol agan sikimik asit yolunun bir enzimi olan 5-enolpiruviliikiidinat-3-fosfat
sentezi (EPSPS) inhibe ettigi bilinmektedir. Bu yol sadece bitkilerde ve
mikroorganizmalarda mevcut oldugundan, glifosatin insanlar ve hayvanlar igin disiik
toksisite oldugu diisiiniilmiistiir. Bununla birlikte, daha yeni arastirmalar, glifosatin
hayvanlara ve insanlara daha 6nce beklenenden daha zararli olabilecegine dair endiselerini
dile getirmistir (Myers vd., 2016).

Glifosat ayn1 zamanda mineraller i¢in giiclii bir selator olarak da bilinir, onlarca yil 6nce
gozlenen bir Ozellik herbisit glifosat kesfedilmistir (Komives ve Schroder, 2016). Eger
glifosat aslinda esansiyel mineralleri etkili bir sekilde baglarsa, uygulanmasi, aritilmig
bitkilerde ve potansiyel olarak bu tiir bitkileri besleyen organizmalarda bir¢ok biyolojik
islemde 6nemli ortak faktorler olan minerallerin yetersizligine yol agabilir. Bu da, hastaliga
karst bitki direncini etkileyebilir ve insan ve hayvan sagligimi etkileyebilir. Selatlama
ozellikleri 1yi bilinmesine ragmen, bu potansiyel ek ¢evresel risk hi¢bir zaman diizenleyici
risk degerlendirmesinde dikkate alinmamistir (EFSA 2015a, 2015b).

Glifosatin farkli dozlarda hiicre metabolizmasi iizerinde etkili oldugu ve maya
hiicresinin bu toksik etkiye karsi metabolik olarak karsi koyucu savunmaya gegtigi, hiicrenin
en Onemli savunma sistemlerinden biri olan glutatyon (GSH) sentezini artirdigi
belirlenmistir (Tablo 3.9). Ciinkii artan oksidatif stres diizeyine kars1 glifosat verilen ii¢ doz
grubunda da MDA miktar yiikselirken GSH miktar1 da yilikselmistir. Ayrica, MDA ve
GSH’m okside formu olan GSSG miktarinin da RA ve VA verilen gruplarda azaldigi
saptanmistir. GSH’1n RA ve VA verilen gruplarda azalmasinin iki sekilde nedeni olabilir. 1.
artan oksidatif stresin bu molekiiller tarafindan azaltilmasi ve GSH sentezine ihtiyag
duyulmamasi, 2. ise bazi flavonoidlerin hiicelerdeki GSH sentezini engellemelerinden
kaynaklanabilir. Bulgulara bakildiginda birinci ifadenin daha baskin oldugu goriilmektedir.

Diisiik dozda uygulanan glifosat ve diger maddelerin verilmesi, palmitik asit (C16:0),

oleik asit (C18:1, n-9) ve linoleik asit (C18:2 n-6) miktarin1 azaltmistir. Bu sonuca gore
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kiiltiir ortamina ekstra madde ilavesinin toksik ya da farkli 6zellikte olsun hem yag asidi
sentataz aktivitesini hem de A'? desatiiraz enzim aktivitelerini azalttig1 belirlenmistir. Ciinkii
palmitik asit yag asidi sentetaz enzimi ile C18: ve C18:2 n-6 A® ile A'? desatiiraz enziminin
son tirtinleridir (Watanabe vd., 2004; Tang vd., 2015). Bunlarda azalma gbzlenmistir.

Saccharomyces cerevisiae L., cgesitli pestisitlerin toksisitesini incelemek igin bir
okaryotik model olarak kullanilmistir (Kitagawa vd., 2002; Cabral vd., 2003). Glifosat,
ekmek mayasindaki aromatik asit biyosentezini etkilemedigi belirtilmistir (Roisch ve
Lingens, 1980) bu da bu konsantrasyonda toksik etkilerinin olmadigin1 gostermektedir. Bu
nedenle mayanin detoksifikasyon mekanizmalart ile glifosat metabolizmasi olasi bir baglanti
oldugu diisiiniilebilir.

Glifosat, 121 ° C'ye kadar sicakliklara ve 2 ila 10 arasi pH ortamlarina maruz kaldiginda
bozunmaya karst direnglidir. Ancak, bu arastirma ilk kez glifosatin ekmek yapiminin
fermentasyon asamalarinda S. cerevisiae L. tarafindan bozunmaya duyarli oldugunu
gostermistir. Bu nedenle, bugday unu i¢inde glifosat kalintilar1 var ise, 1 saat boyunca
mayalanmis hamurun prodiiksiyonu, seviyeleri yaklasik beste bir oraninda azaltacaktir. Bu,
glifosatin bozunmasini katalize eden biyotik faktorlerin iyi bir 6rnegidir. Mayanin glifosati
indirgeme yetenegi, glifosatin bakteriyel bozulmaya karsi sorumlu oldugu bilgisi ile
uyumludur (Low vd., 2005)

Bakteriyel bozulmaya paralel olarak, glifosat degradasyonunun neden oldugu ana
pargalanma {irinliniin, aminometilfosfonik asit oldugu beklenmektedir. Radyoizotoplu
glifosat molekiilleri kullanarak bu olasilig1 arastirmak icin ileri caligmalar yapilmasina
ithtiya¢ duyulmaktadir (Low vd., 2005).

Glifosatin diisiik toksisitesi, bugdayda bulunan tortu diizeylerinin diisiik toksikolojik
oneme sahip oldugu anlamina gelir. Bu, bugdaydaki glifosat kullanimiyla ilgili endiseleri
giderebilir ve hem ekmek endiistrisine hem de tiiketicilere, tiikketim i¢in tiiketilen veya yenen
ekmek giivenli oldugu konusunda giiven verir. Bugdayda veya ekmekte izin verilen
maksimum seviyeler, tliketici giivenligiyle ilgili olarak yeniden degerlendirilebilir. Bu
sekilde, diizenleyici makamlar kamuya daha dogru bilgi yaymak i¢in daha donanimlidirlar.

Bizim yaptigimiz ¢alismada hem glifosat hem de flavonoid molekiiller diisiik, orta ve
yiiksek dozda kullanilmistir. Elde edilen sonuglarda glifosat uygulamasi ti¢ dozda da MDA
miktarinda artis meydana gelirken GSH miktarinda da artis gozlenmistir. Ancak yag asitleri
ve diger molekiillerin sentezinde ayn1 sonuglar gozlenmemistir. Literatiir bilgilerinden de

gorildiigi gibi glifosat oksidatif stresi artirici etkisinin varligi belirlenmistir.
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Bu arastirmadan elde edilen sonuglar, daha ileri diizeyde yeni arastirma yollari
acmaktadir. Mevcut arastirmalar, herbisit ve pargalanma irlinlerinin daha diisiik
konsantrasyonlarda basit tespiti i¢cin radyoizotoplu glifosat kullanimina odaklanmaktadir. Bu
calisma ile birlikte, maya tarafindan glifosat metabolizmasinin kimyasini agiklamak igin in
vitro deneyler yapilmasna ihtiyag¢ duyulmaktadir.

Mayanin diger pestisitleri metabolize etme yetenegi lizerine nispeten az literatiir bilgisi
vardir ve bu bulgunun diger pestisit modellerinde replike olup olmadigini gérmek ilging
sonug ortaya ¢ikaracaktir. Ayrica, bu tiir ekmeklerin yapildigi unun daha yiiksek glifosat
seviyeleri icerebileceginden, kepekli ve ¢ok tahilli ekmekleri analiz etmek ihtiyatli olabilir.
Glifosatin detoksifikasyondan sorumlu genleri indiikleme kabiliyetini arastirmak da ilging
olacaktir.

Bu calismadan elde edilen sonuglar, daha ileri diizeyde yeni farkli aragtirma yollarinin
acilmasina yon vermektedir. Bu arastirma ile birlikte, maya tarafindan herbisitlerin
metabolizmalart ile ilgili yeni in vitro deneyler yapilmasina ihtiyag duyulmaktadir. Maya
hiicrelerinin diger herbistleri meabolizma etme yetenegi iizerine nispeten az literatiir bilgisi
vardir ve bu bulgunun diger pestisit modellerinde nasil sonuglar meydana getirecegini
gormek ilging sonuclar ortaya ¢ikaracaktir. Ayrica bu tiir ekmeklerin yapildigi unun daha
yiiksek glifosat seviyeleri i¢erebileceginden, kepekli ve ¢ok tahilli ekmekleri analiz etmek

thtiyath olabilir.
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