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OZET

Karaman, E. F. (2018). Zearalenon ve Metabolitlerinin Enerji Metabolizmasinda Rol
Oynayan Genler Uzerine Etkilerinde Epigenetik Degisikliklerin In Vitro incelenmesi.
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmasétik Toksikoloji ABD. Doktora
Tezi. Istanbul.

Zearalenon (ZEA), cesitli Fusarium tiirleri tarafindan iretilen steroid olmayan
Ostrojenik bir mikotoksindir. Misir, bugday, yulaf ve soya fasiilyesi gibi tahil iiriinlerini
ve sular1 kontamine ederek insan sagligi lizerine olumsuz etkilerde bulunur. Doktora tez
caligmasinda bir endokrin bozucu olan ZEA ve metaboliti a-ZOL’iin epigenetik
modifikasyonlar ve metabolik yolaklar (izerine etkisi HepG2 huicrelerinde incelenerek
metabolik fonksiyon bozukluklariyla muhtemel iliskisi aydinlatilmaya calisilmustir.
HepG2 hicrelerinde MTT ve NRU testlerine gore 1Cso degerleri sirasiyla ZEA igin
143,35 ve 60,45 pM; a-ZOL igin ise 111,42 ve 35,73 pM olarak belirlendi. BrdU testi
ile hucre proliferasyonunda 1-50 pM konsantrasyonlarda 24 saat ZEA maruziyeti
sonrasinda %7,2-41,71 oraninda; 24 saat o-ZOL maruziyeti sonrasinda ise %11,78-
44,33 oraninda kontrole kiyasla anlamli artis tespit edildi. ROS olusumunda 50 pM
ZEA ve 50 pM o-ZOL maruziyeti sonucunda %48,1 ve %49,6 oraninda kontrole
kiyasla anlamli artis gozlendi. Global DNA metilasyonu seviyelerinde 10 ve 50 uM
ZEA maruziyeti 1,46 ve 2,54 kat; 1-50 pM konsantrasyonlarda a-ZOL maruziyeti ise
1,53-1,58 kat anlamli artisa neden oldu. 1-50 uM konsantrasyonlarda ZEA ve a-ZOL
maruziyeti PPARy ekspresyonu ve promotér DNA metilasyon seviyelerinde anlaml
diizeylerde degisikliklere neden olmustur. Ayn1 zamanda, 1-50 uM konsantrasyonlarda
ZEA ve a-ZOL maruziyetinin nukleer reseptor genleri (AhR, LXRa, PPARa, PPARY),
karbonhidrat ve lipit metabolizmasinda rol oynayan genler (L-fabp, LDLR, GAPDH,
Glut2, Igf-1, Aktl, HK2) ve oksidatif hasar ile iligkili genlerin (HO1, Hsp70, Nrf2)
ekspresyon seviyelerini onemli derecede degistirdigi gosterildi. Ayrica, 1-50 pM
konsantrasyonlarda ZEA ve a-ZOL maruziyetinin western blot teknigi ile global histon
modifikasyonlar1 (H3K27me, H3K9me3, H3K9ac) iizerinde anlamli degisikliklere
neden oldugu goriildii. Tez caligmasindan elde edilen sonuglarin, endokrin bozucu
kimyasallarin toksisitesinde ortaya ¢ikan anahtar molekiiler mekanizmalarin daha iyi
anlasilmasina katki saglamasi beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Zearalenon; o-zearalenol; epigenetik mekanizmalar; nikleer
reseptor genleri; karbonhidrat ve lipit metabolizmasi; oksidatif hasar.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 58568.
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ABSTRACT

Karaman, E. F. (2018). Investigation of the Effects of Zearalenone and Its Metabolites
in the Genes Related to Energy Metabolism In Vitro: Relation with the Epigenetic
Alterations. Istanbul University, Institute of Health Sciences, Department of
Pharmaceutical Toxicology. Doctorate Thesis. Istanbul.

Zearalenone (ZEA), produced by various Fusarium species, is a non-steroidal
estrogenic mycotoxin. It contaminates cereals such as corn, wheat, oat and soybean and
water, therefore it has negative effects on human health. In doctorate thesis, the effects
of ZEA and its metabolite a-ZOL on epigenetic modifications and metabolic pathways
have been investigated in HepG2 cells in order to elucidate the possible relationship
between metabolic dysfunctions. According to the MTT and NRU tests, the ICso values
were determined as 143.35 and 60.45 for ZEA and 111.42 and 35.73 uM for a-ZOL,
respectively. At the concentrations of 1-50 uM of ZEA and a-ZOL exposures for 24 h
were significantly increased cell proliferation by BrdU assay in the rates of 7.2-41.71%
for ZEA, 11.78-44.33% for a-ZOL, respectively, compared to the control. 50 uM of
ZEA and a-ZOL exposure significantly increased levels of ROS generation in the rates
of 48.1% and 49.6%, respectively, compared to the control. ZEA caused an increase in
global DNA methylation levels at 1.46 and 2.54 fold after 10 and 50 uM of ZEA
exposure and at 1.53-1.58 fold after 1-50 uM a-ZOL exposure. 1-50 uM of ZEA and o-
ZOL exposure caused alterations in PPARy expressiom and promoter DNA methylation
significantly. Besides, 1-50 uM of ZEA and a-ZOL exposure showed significant
alterations in the expression levels of nuclear receptor genes (AhR, LXRa, PPARa,
PPARy), carbohydrate-lipid metabolism related genes (L-fabp, LDLR, GAPDH, Glut2,
Igf-1, Aktl, HK2), and oxidative stress genes (HO1, Hsp70, Nrf2). In addition, 1-50 uM
of ZEA and o-ZOL exposure resulted in significant changes in global histone
modifications (H3K27me, H3K9me3, H3K9ac) by western blot technique. It is
expected that results from this thesis will contribute to better understanding of key
molecular events in the toxicity of endocrine disrupting chemicals for risk assessment
process.

Key Words: Zearalenone; a-zearalenol; epigenetic mechanisms; nuclear receptor genes;
carbohydrate and lipid metabolism; oxidative damage.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 58568.



1. GIRIS VE AMAC

Organizmaya disaridan alinarak endokrin fonksiyonlari ve homeostazi bozan,
dogal ya da sentetik maddeler endokrin bozucu kimyasallar olarak adlandirilir.
Endokrin bozucu kimyasallar hormon yapimini, taginmasini, yikimint ve atilimini
degistirebildikleri gibi hedef hiicrelerdeki etkilerini de degistirmektedirler (Choi ve
Jeung, 2003). Son yillarda yapilan c¢alismalarda, endokrin etkiler gdsteren cevresel
Kimyasallarin gen ifadesindeki degisiklikler iizerindeki roliiniin epigenetik
mekanizmalar ile de iliskili olabilecegi ortaya g¢ikmaktadir (Fleisch ve ark., 2012;

Greally ve Jacobs, 2013).

Endokrin bozucu oldugu bilinen nonsteroidal &strojenik bir mikotoksin olan
Zearalenon, Fusarium tiirleri tarafindan tretilir ve misir, arpa, bugday, sorgum, dar1 ve
piring gibi kiiclik tanelerde ve soya fasulyesinde siklikla bulunur. Ayrica, kontamine
bitkilerden yiizey sularina gegme 06zelligi ile sular1 kontamine ettigi tespit edilmis,
ozellikle hasat zamani oldukca yiiksek seviyelerde oldugu ve bu yolla da maruziyetin
gerceklesebilecegi bildirilmistir (Maragos, 2012; Waskiewicz ve ark., 2012; Gromadzka
ve ark., 2015). Zearalenon ve metabolitlerinin ¢iftlik hayvanlar1 iizerinde anabolik
aktiviteleri vardir ve karaciger, bobrek ve immun sistem tizerine toksik etki gosterir
(Kuiper-Goodman ve ark., 1987; Abbes ve ark., 2006). ZEA, tahil iiriinlerini kontamine
ederek sadece insan saglhigini degil, ayn1 zamanda kontamine olan tahillarla beslenen
veya Zeranol olarak adlandirilan sentetik ticari formulasyonun anabolik madde olarak
kullanimi ¢iftlik hayvanlarinda da olumsuz etkilere sebep olmaktadir (Hagler ve ark.,
2001). Maruziyeti sonucu insan ve hayvan saghigimi olumsuz etkilemesi risk

degerlendirmesinin 6nemini ortaya ¢ikarmaktadir.

Son zamanlarda endokrin bozucu kimyasallarin neden oldugu iireme ve
gelisimsel toksisite yaninda obezite, diyabet, insiilin direnci, alkole bagli olmayan
karaciger yaglanmasi gibi metabolik fonksiyon bozukluklariyla iliskili metabolik
hastaliklar iizerine etkilerine de yogunlasilmaktadir. Endokrin bozucu 6zelliklere sahip
maddelerin metabolik fonksiyon bozukluklari iizerine toksisite etki mekanizmalar
genel olarak su sekildedir: 1) Adipoz doku gelisiminden sorumlu endokrin yolaklarinin
bozulmasi, 2) Yag hiicreleri sayisinin artmasi, 3) Beyinde seksiiel dimorfik, istah ve

0dil merkezleri tizerindeki etkileri araciligryla gida alim1 ve metabolizmanin degismesi,



4) Pankreas, adipoz doku, karaciger, beyin gibi endokrin ya da endokrin iliskili dokular
tizerine etkileri araciligiyla insiilin hassasiyeti ve lipit metabolizmasini etkilemesidir.
Tez calismasinda zearalenon ve metaboliti a-zearalenoliin toksik etkilerinde epigenetik
mekanizmalarin roliiniin arastirilmast amaglanmistir. Ayrica, zearalenonun iireme,
gelisim ve endokrin sistemleri {izerine toksik etkileri belirlenmis olup, enerji
metabolizmast ve metabolik fonksiyonlar {izerine yapilmis molekiiler diizeyde
calismalar bulunmamaktadir. Dolayisiyla, tez ¢alismasinda zearalenonun giiniimiizde
onemli saglik sorunlardan biri olan metabolik hastaliklar {izerine olas1 etkilerinde
epigenetik mekanizmalarin rollinlin arastirilmasi odak noktasi olmustur. Ksenobiyotik
metabolizmasinda baglica hedef organlardan biri karacigerdir. Bununla birlikte
karaciger, karbonhidrat, lipit, protein ve eser element metabolizmasinda 6nemli bir rol
oynayan, temel bir metabolik organdir ve metabolik islevi insiilin ve diger metabolik
hormonlar tarafindan kontrol edilmektedir. Bu sebeple tez calismasinda, HepG2 hiicre
dizisi kullanilmis ve bir endokrin bozucu olan ZEA’nin karbonhidrat ve lipit
metabolizmasinda rol oynayan genler iizerine etkileri incelenerek metabolik

yolaklardaki etkileri aragtirilmistir.

Bu amagla, tez ¢alismasinda HepG2 hiicre dizisinde zearalenon ve metaboliti a-
zearalenoliin sitotoksik etkileri, global DNA metilasyonu, metabolik yolaklarda rol
oynayan genlerde mRNA seviyeleri, PPARy promotor bolge DNA metilasyonu ve
global histon modifikasyonlar1 lizerine etkileri arastirilmistir. Boylelikle, belirlenen
genler araciligiyla zearalenon ve metabolitinin metabolik yolaklar ile iliskisi

aciklanmaya caligilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mikotoksinler

Mikotoksin terimi mantar anlamina gelen ‘myco’ ve zehir anlamindaki ‘toxin’
kelimelerinin birlestirilmesinden tiiremistir. Mikotoksinler, esas olarak tahillarin
olusturdugu gida ve yem iiriinlerinde filament6z mantarlar (kifler) tarafindan iiretilen
ikincil metabolitlerdir. Bu diisiik molekiil agirlikli bilesikler, mikroorganizmalara,
hayvanlara ve insanlara kars1 bir dizi toksik etki gosterebilir (Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi, ‘European Food Safety Authority’, EFSA, 2017).

Kifler, dogada serbest halde bol miktarda bulunur ve saprofilik 6zellikleri ile
bir¢cok organik maddeyi kullanarak biiyiime ve cogalmalar1 i¢in gerekli yapilar diger
etmenlere ihtiyag duymadan sentezleyebilir. Bu 06zelliklerinden dolayr koruyucu
tabakalar1 zarar gormiis olan bir¢ok gida maddeleri {izerinde rahatlikla kolonize olabilir.
Gilinlimiizde ¢esitli kiif cinsleri tarafindan iretilen yaklagik 300 mikotoksinin varligi
bilinmektedir. Hayvanlar iizerinde yapilan g¢alismalar farklt mikotoksinlerin farkl
organlant etkiledigini ve akut toksik, mutajenik, karsinojenik ve teratojenik etkilere
sahip oldugunu, bazilarinin bu etkilerin birkagini birden gosterdigini ortaya koymustur.
Ayrica, mikotoksinler bugday, arpa, misir ve piring gibi gida kaynaklarinin yaygin
kontaminantlar1 olup, insan ve hayvan sagligi agisindan da risk olusturmaktadir.
Mikotoksinlerin ¢ogu Aspergillus, Penicillium ve Fusarium cinsleri tarafindan
sentezlenmektedir (Creppy, 2002; Omurtag, 2002; Bennett ve Klich, 2003;). Tablo
2-1’de bu dort cinsin olusturdugu baslica mikotoksinler goriilmektedir (Doyle ve ark.,
1982; Golob, 2007).

Mikotoksin olusumunu etkileyen en 6nemli faktorler cevresel faktorlerdir. Tarim
iriinli veya gidanin nem igerigi (sicaklikla beraber bagil nem) kiif sporlarinin
cimlenmesini ve misellerin! gelismesini saglayarak toksin olusumunu etkileyen en
O6nemli faktordir. Mikotoksin olusumunu etkileyen faktorler (Tunail, 2000; Bozoglu,
2009): tarim iiriinii ve gidanin ¢esidi; iirliniin yetistirildigi ve depolandigi ortamin

fiziksel kosullart (nem igerigi, sicakligi, pH’s1) (%70°den fazla nem ve 12-47 °C

L Kuf sporlarinim bir gesidi.



arasindaki sicaklik mikotoksin iiretimi i¢in optimum kosullar1 saglamaktadir); Girtintin
olgunluk durumu, hasat islemleri, depolama kosullar;; ortamda diger yarismaci
mikroorganizmalarin varligi; yetersiz giibreleme ve kuraklik (bitkilerdeki koruma
sistemlerinin zarar gérmesi sonucu kuflerin bitkide kolayca kolonize olmasi); mekanik

islemlerin ve boceklerin bitkilerdeki koruyucu yapiyr bozmalaridir.

Tablo 2-1: Gida ve yemlerde baslica mikotoksin iireten kiifler ve trettikleri mikotoksinler
(Doyle ve ark., 1982; Golob, 2007).

Aspergillus Penicillium Fusarium Alternaria
toksinleri toksinleri toksinleri toksinleri
Aflatoksinler (AFB1, Sitrinin Zearalen(_)n Alternariol
B2, G1, G2) (F-2 toksin)
ﬁggblofﬁ'):m Okratoksin A Trikotesenler Q:atte;:_n;g?lmono-
Aspertoksin Sitreoviridin Deoksinivalenol Altertoksin
Sitrinin Rubratoksin A Nivalenol Tenuazonikasit
Sterigmatosistin Rubratoksin B Diasetoksisirpenol
Okratoksin A Patulin T-2 toksin
Patulin Penisilikasit HT-2 toksin
Penisilikasit P-R (Pen. requeforti) Tremortin

toksin

Luteosikrin Fusarin-C

[zlanditoksin Fumonisin B1

Ksantosilin-X Moniliformin

Siklopiazonikasit

Sitromisetin

Rugulosin

Ksantomegnin
Rugulovasin A
Rugulovasin B
Verrukulotoksin
Emaodin

Insanlarin mikotoksinlere baslica maruziyet kaynagi beslenmedir. Dogrudan
kontamine olmus gidalar ya da kontamine yemler ile beslenen hayvanlardan elde edilen
gidalarin tiiketilmesiyle maruziyet gergeklesir. Insan ve hayvanlarda mikotoksinlerin
sebep olduklar1 olaylar mikotoksin zehirlenmeleri “mikotoksikozis” olarak
bilinmektedir. Bu durum, mikotoksinin kimyasal yapisina, toksik etkilerine maruz

kalma siiresine, kisinin yas ve beslenme durumuna, kisinin maruz kaldigi diger



kimyasallarla toksinin kimyasal etkilesimine bagli olarak ortaya ¢ikar. Temel olarak
mikotoksin iiretimi ve buna bagli olarak yemeklerin ve gida maddelerinin
kontaminasyon diizeyleri; substrat kompozisyonu ve yapisi, nem ve sicaklik gibi
faktorler degistirilerek azaltilabilir. Mikotoksinlerin kiifler tarafindan sentezi, genetik
olarak diizenlenir ve aminoasit ve yag asidi metabolizmasi ile iliskilendirilir (Fink-
Gremmels, 1999).

Mikotoksinler i¢cinde en ¢ok incelenen ve toksisite olusturma potansiyeli en
yiiksek olan1 aflatoksin grubundan hepatotoksik ve karsinojenik oldugu bilinen
Aflatoksin B1 (AFB1)’dir. Son yillarda mikotoksin ¢aligmalari iizerinde yogunlasilan
diger mikotoksin gruplar1 ise okratoksinler, patulin, trikotesenler, zearalenon ve
fumonisinlerdir. Toksik etkileri Uzerine sinirhi ¢alismalar olan zearalenonun toksisite
mekanizmalarinin arastiritlmasi konusunda ilgi giderek artmaktadir. Bundan dolay: tez

calismasinda zearalenonun toksik etkilerinin arastiritlmasi amaglanmustir.

2.2. Zearalenon

Zearalenon (ZEA), ¢esitli Fusarium tiirleri tarafindan tiretilen bir mikotoksindir.
Molekdiler etki mekanizmasi tam olarak agiklanamamis olsa da memelilerde kronik
ostrojenik etkileri oldugu bildirilmistir. Ostrojenik aktivitesi olan hepatotoksik bir
mikotoksindir. ZEA’nin toksik etkisinin ostrojen reseptorlerine (ER) baglanmasi ve
disilerde endokrin regiilasyonunu bozmasi ile iliskili oldugu gosterilmistir (EFSA,

2017).

2.2.1. ZEA’mn Kimyasal Yapisi, Fizikokimyasal Ozellikleri ve Modifiye Formlari
ZEA, Fusarium culmorum, Fusarium cerealis, Fusarium equiseti, Fusarium
crookwellense, Fusarium semitectum ve 6zellikle Fusarium graminearum tarafindan
uretilen bir mikotoksinidir. Kifler tarafindan iiretilen biiyiik bir sekonder metabolit
grubunu olusturan poliketid yolu ile biyosentezi yapilir (Huffmann ve ark., 2010). ZEA,
ilk olarak 1962’de Stob ve ark. tarafindan Fusarium ile enfekte olmus misirdan izole
edilmistir. ZEA’ nin 150 °C’ye kadar 1s1ya dayanikli oldugu ve bozunmanin sadece daha

yiiksek sicakliklarda veya alkali kosullar altinda oldugu gézlenmistir (EFSA, 2011).



ZEA, beyaz renkli ve kristal yapida bir bilesiktir, suda ¢éziinmez fakat sulu
alkali ve etanol, aseton ve etil asetat gibi cesitli organik coziiclilerde ¢oziinlr. 294
nm’de uyarildiginda 460 nm’de tipik bir floresan 1s1ma gosterir. ZEA’nin

fizikokimyasal 6zellikleri Tablo 2-2°de verilmistir.

Tablo 2-2: ZEA’nin fizikokimyasal 6zellikleri (Sigma-Aldrich Uriin Giivenlik Bilgi Formu,

2015).

Genel Adi Zearalenon
(2E,11S)-15,17-dihidroksi-11-metil-12-

ITUPAC adlandirmasi oksabisiklo  [12.4.0]oktadeka-1(14),2,15,17-
tetraen-7,13-dion

CAS numarasi 17924-92-4

Goriiniis Fiziksel hali: Kristal; Renk: beyaz

Koku Uygun veri yoktur.

Kimyasal formilu C18H2205

Molekiiler agirlig: 318,36 g/mol

Erime noktasi/Donma noktasi Erime noktasi/erime araligi: 161 - 162 °C

ZEA, bitkiler, kufler ve hayvanlarda faz 1 ve faz II reaksiyonlar1 ile
biyotransformasyona ugrar. ZEA’nin hayvanlarda olusan metabolitleri: a-zearalenol (o-
ZOL), B-zearalenol (B-ZOL), o-zearalanol (a-ZAL), B-zearalanol (B-ZAL) ve az
miktarda zearalanon? (ZAN) gibi indirgenmis faz I metabolitleri ve ZEA nin glukoz,
stlfat ve glukuronik asit ile konjuge faz Il tirevleridir (Metzler ve ark., 2010; Berthiller
ve ark., 2013). Biyolojik modifikasyonun yani sira ZEA’nin gida ve yemlerde kimyasal
modifikasyonu cis-izomerizasyon gibi termal olmayan reaksiyonlar ile de meydana
gelebilir (Koppen ve ark., 2012). Boylece, ZEA’nin modifiye formlari, in vivo
biyotransformasyon yoluyla (bitkilerde, kiflerde veya hayvanlarda) veya proses

degredasyonu ile olusan konjuge formlar veya metabolitler olarak tanimlanabilirr.

ZEA, kimyasal olarak bir keto grubu ve bir olefinik ¢ift bag tasiyan makrosiklik
B-resorsilik asit lakton (RAL) olarak smiflandirilabilir. ZEA ve metabolitlerinin

kimyasal yapist Sekil 2-1’de gosterilmistir.

2 0-ZAL’in okside formu (mikrobiyal dehidrojenazlar ile gergeklestirilen geri doniisebilir oksidasyon reaksiyonu).
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Sekil 2-1: ZEA ve metabolitlerinin kimyasal yapilar1 (Ben Salem ve ark., 2016).

2.3. ZEA’ya Maruziyet

[liman ve sicak iklim bolgelerinde ekinlerde bulunan Fusarium tiirleri tarafindan
uretilen ZEA, esas olarak hasat 6ncesi ve ayni zamanda kotii depolama kosullarinda da
hasat sonrasi tahillarda birikir. ZEA, misir, bugday, arpa, sorgum, cavdar ve diger
tahillarda yaygin olarak gériilen bir mikotoksindir. Insanlar i¢in ZEA maruziyetinin ana
kaynaklar1 olarak; tahillar, 6giitiilmiis tahil {irtinleri, kahvaltilik gevrekler, firincilik
tiriinleri ve atistirmaliklar, bebek mamalari, misir tohumu yagi, bugday tohumu yagi,

ekmek, rulolar ve makarna gibi tahil bazli tirtinler kabul edilmektedir (EFSA, 2011).

ZEA ve modifiye formlarmin kontamine ettigi hayvan yemlerinin
kullanilmasindan sonra hayvansal gidalara gecisi hem kalitatif hem de Kkantitatif
(hayvan dokusuna aktarilan metabolitlerin tipleri) olarak degerlendirilmelidir. Hayvan
dokusunda ve yemdeki ZEA ve modifiye formlarinin Konsantrasyonlari arasindaki
oranin hesaplanmasiyla, aktarim veya tasinim faktorlerinin niceliksel degerlendirmesi
mimkunddr. Yapilan bir arastirmadan elde edilen verilerle ZEA, a-ZOL ve B-ZOL’iin
ciftlik hayvanlarinda toplam ZEA kalintilarinin ¢ogunlugunu olusturdugu 0Gne
sUrilmiistiir (Danicke ve Winkler, 2015).



EFSA Gida Zincirindeki Bulasanlar Paneli (‘Panel on Contaminants in the Food
Chain’, CONTAM), disi domuzlarda Gstrojenik etkiler igin (kizarik/sismis vulva ve
serviks, rahim agirliginda artis gibi) ‘etki gbzlenmeyen seviye’ (‘Non Observed Effect
Level’, NOEL) degerine (10 pg/kg viicut agirligt (v.a.)/glin) dayanarak ZEA icin tolere
edilebilir giinlik alim (‘Tolerable Daily Intake’, TDI) degerini 0,25 pg/kg v.a. olarak
belirlemistir (EFSA, 2011).

Toksikolojik, gevresel ve epidemiyolojik ¢aligmalar mikotoksinlerin problemini
tek tek cle alsa da, genellikle ayn1 kontamine yiyeceklerde birden fazla mikotoksin
bulunabilmektedir. Potansiyel olarak ¢oklu mikotoksinlere maruz kalan insanlar icin
risk degerlendirmesi, gida tiiketim verilerinin eksikligi ve belirli bir mikotoksin igin
ayni gida maddelerinde bulunan diger mikotoksinler ile sinerjistik ve antagonistik
etkileri de bilinmediginden dolay: yapilamamaktadir. Ornegin, AFB1 ve okratoksin A
(OTA) birlikte en sik rastlanan mikotoksinler olmasina ragmen, normal olarak ayni
anda ortaya ¢ikmalarindan kaynaklanan risk dikkate alinmamaktadir (Viegas ve ark.,
2011). Bununla birlikte, ayn1 anda farkli mikotoksinlerin bir arada verilmesiyle
etkilerinin incelendigi in vivo ¢alismalar da mevcuttur. 14 giinliik ¢oklu mikotoksin
calismasinda (Szabo ve ark., 2018); sicanlara ZEA (15 ug/hayvan/giin), deoksinivalenol
(DON; 30 pg/hayvan/giin) ve fumonisin B1 (FB1; 150 pg/hayvan/gun) 1 mL suda
gavajla ayr1 ayri, 2’li (FD, FZ ve DZ) ve 3’li kombinasyonlar1 (FDZ) halinde
verilmistir. Viicut agirlign etkilenmezken, karaciger ve bobrek agirliklart DON ve
FDZ’ye kiyasla ZEA’da artmustir. Renal fosfolipitler lizerine en giiglii etkiyi ZEA
gostermistir. ZEA’nin FB1 ve DON ile antagonistik iliskide oldugu bildirilmistir (Szabd
ve ark., 2018). 18-23 haftalik, AF (123 pg/kg), ZEA (260,2 pg/kg) ve
kombinasyonlarinin kuslarda yumurtalar tizerine toksik etkilerinin incelendigi bir
calismada (Jia ve ark., 2016) ise; AF ve AF + ZEA gruplari, kontrol grubuna gore daha
diisiik yumurta iiretimi, gida tiiketimi ve kabuk kalinlig: sergiledigi gosterilmis olup, AF
ve ZEA, yumurta liretimi ve gida tiiketimi lizerinde sinerjik etki de bildirilmistir. (Jia ve
ark., 2016). 6 haftalik domuz yavrular iizerinde yapilan baska bir ¢alismada; 4 hafta
boyunca 8 mg DON/kg veya 0,8 mg ZEA/Kg igeren diyetlerle beslenmistir (Reddy ve
ark., 2018). Maruziyet sonrasi bobreklerde immiin iliskili genler iizerine etkileri
incelenmis ve DON ve ZEA’nin bu gen aglar1 ve sinyal yolaklarmi baskiladig:

gosterilmistir (Reddy ve ark., 2018).



Son yillarda yapilan c¢alismalarda sucul ortamda Kkiflerin  ve toksik
metabolitlerinin varli§i ve bunlarin sucul ekosistemi kontamine etmesi hususundaki
farkindalik artmaktadir. Bu bilesiklerin kaynaklarindan biri atik su aritma amaciyla
kullanilan bitkilerden ¢ikan atiklardir. ZEA’nin da  kontamine bitkilerden yiizey
sularina gegme 6zelligi ile sular1 kontamine ettigi 6zellikle hasat zaman1 oldukga yiiksek
seviyelerde oldugu gosterilmis olup bu yol ile de maruziyetin gergeklesebilecegi
bildirilmistir (Maragos, 2012; Waskiewicz ve ark., 2012; Gromadzka ve ark., 2015).
A.B.D.’de yapilan bir ¢alismada (Maragos, 2012); géllerden, akarsulardan ve bir
tarladaki hendekten elde edilen su orneklerinde ZEA’ya rastlanmistir. Tespit sikligi
yuksek olmasina ragmen sularda belirlenen seviyesi disiiktiir. Bu nedenle, kifler
cevresel ostrojenlere maruz kalinmasinda énemli olsa da ZEA’nin su ile maruziyet
katkisinin diisiik oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica, Cin’de yapilan bir c¢alismada,
ZEA’nm hava araciligiyla tasinabilen bir mikotoksin oldugu da ileri siiriilmiis olup
ZEA’nin havadaki konsantrasyonu 2,363 ng/m*® olarak belirlenmnistir. Kiimes hayvani
calisan1 tarafindan giinliik olarak solunan ZEA’nin 17,432-20,512 ng’a ulasabilicegi
bildirilmistir (Wang ve ark., 2008).

2.4. ZEA’nin Toksikokinetigi

Absorpsiyon: Oktanol ve su (log Kow) partisyon katsayisinin nispeten yiksek
(3,13) olmas ile lipofilik 6zellik géstermesinden dolayr ZEA oral maruziyetin ardindan
hizla emilir (Kuiper-Goodman ve ark., 1987). Ayrica indirgenmis ZEA metabolitlerinin
insan kolorektal adenokarsinoma (Caco-2) hiicre modelinde gosterildigi gibi biyolojik
membranlari kolaylikla gegebilecegi diistiniilmektedir (Pfeiffer ve ark., 2011). Epitelyal
hiicre modelinde, hem ZEA hem de indirgenmis metabolitleri olan a-ZOL ve $-ZOL’{in
ABCC (‘ATP-binding cassette transporter’) tasiyict proteinleri ile etkilesime
girebilecegi bildirilmistir (Videmann ve ark., 2009). ZEA ve metabolitlerinin ¢ogu
absorpsiyona ugradiktan sonra barsaklarda hidroliz ile serbest birakildiktan sonra

yeniden absorbe edilir.

Dagilim: Dagilima iligkin bilgilerin ¢cogu ana bilesik ZEA ile iliskilidir.
ZEA’nin dagilim hacmi fazladir ve ZEA rahim, yumurtalik folikilleri ve testisler gibi
dokulara da dagilir (Kuiper-Goodman ve ark., 1987). ZEA ile yapilan mevcut
calismalar1 iceren bir derlemede; gida lireten hayvanlarda (emziren inekler, besi

sigirlari, domuzlar, tavsanlar ve kus tiirleri) uzun streli maruz kalmaya ragmen
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karacigerde ardindan bobrek, yag ve kas dokusunda c¢ok sinirli miktarda ZEA
bulundugu bildirilmistir (Danicke ve Winkler, 2015). Ayrica, az sayidaki raporda ayni
dokularda, modifiye ZEA metabolitlerinin de ana bilesikten daha disiik
konsantrasyonlarda bulundugu belirtilmektedir (EFSA, 2017).

Metabolizma: Karaciger 6ncesi ZEA’nin biyotransformasyon reaksiyonlarina
rumen® ve enterik mikroorganizmalar aracilik etmekte olup, biyotransformasyonun
enterik hiicrelerde de meydana gelebilecegi bilinmektedir. Kimus* mikroorganizmalari,
gastrointestinal seviyede ZEA ve modifiye formlarmin metabolizmasinda énemli rol
oynarlar. ZEA biyotransformasyonunda rumen mikrobiyotanin da énemli fonksiyonlari
oldugu belirtilmistir (Danicke ve ark., 2004). Danicke ve Winkler (2015)’a ait bir
derlemede, in vitro ¢alismalar ile ¢ogunlukla a-ZOL ve B-ZOL olusumu ile sonuglanan
indirgeme reaksiyonlarinin baskin oldugu gosterilmistir. insan diskilariyla yapilan in
vitro calismalar insan enterik mikroflorasinin ZEA glukozitlerini hidroliz etme
yeteneginin oldugunu isaret etmektedir (Kovalsky Paris ve ark., 2014). Caco-2 hucreleri
ile yapilan in vitro ¢alismalar, enterik hiicrelerin a-ZAL ve B-ZAL’in yani sira, ZEA,
ZAN, a-ZOL ve B-ZOL gibi gesitli oranlarda indirgenmis, glukuronit ve siilfat
konjugasyonlu metabolitleri olusturan hem faz I hem de faz II biyotransformasyonlarini

gerceklestirmede tamamen yetkin olduklarini gostermektedir (Pfeiffer ve ark., 2011).

Prehepatik metabolizmadan sonra ZEA karacigerde faz 1 ve faz I
biyotransformasyon reaksiyonlarina ugrar. Faz I reaksiyonlar1 ¢ogunlukla indirgeme
reaksiyonlart olup sirasiyla a-ZOL ve B-ZOL, daha sonra a-ZAL ve onun stereoizomeri
B-ZAL olusur (EFSA, 2004). Genel olarak a- ve B-hidroksisteroid dehidrojenazlarin
(HSD) memeli tiirlerinde ZEA indirgenmesini gerceklestiren baslica enzimler oldugu
kabul edilir. Bu tir enzimler, hem testosteron, ostradiol ve progesteronun sentezini hem
de hormonal olarak daha aktif olan keto turevlerinin (—CO) daha az aktif olan
indirgenmis tiirevlerine (-COH) doniistiiriilmesini i¢eren steroid hormon homeostazinda
onemli bir rol oynar. (Penning ve ark., 2004). Olusan metabolit miktar1 ve oran1 ZEA

konsantrasyonuna gore degismekle birlikte, memeli hepatositlerinin primer hicre

3 Gevis getiren hayvanlarin birinci mide bdliimii.

4 Mideden bagirsaga gegen yari sindirilmis haldeki besin maddeleri.
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kiiltirlerinde ZEA’nmin c¢ogunlukla a-ZOL’e metabolize edildigi gosterilmistir
(Malekinejad, 2013).

Son donemde yapilan in vitro c¢alismalar, sitokrom P (CYP) enzimleri aracili
ZEA hidroksilasyonunun varligini dogrulamaktadir, ancak evcil hayvan tlrlerinde CYP
aracili ZEA hidroksile tiirevlerinin olusumu hakkinda olduk¢a az bilgi bulunmaktadir
(EFSA, 2017). Sigan ve insan karaciger mikrozomlarinda, aromatik hidroksilasyon, esas
olarak 13- ve 15-OH katekol ZEA tiirevlerinin olusmasina neden olan C13 ve C15’te
meydana gelir (Fleck ve ark., 2012). CYP1B aracili endojen steroid hormon 17f-
Ostradiol’lin oksidasyonu ile olusturulan katekoldstrojenlere benzer sekilde, daha sonra
reaktif oksijen tiirleri (‘reactive oxygen species’, ROS) ve DNA hasar1 olusumuna
neden olan kinonlara okside olabilirler. Ek olarak, si¢an eritrositlerinin de ZEA’y1
cogunlukla indirgenmis bir a- tlirevine doniistiirebildigi belirtilmistir (Chang ve Lin,

1984).

Tim indirgenmis formlarinin yam1 sira ZEA’nin kendisi de, hemen hemen
Ostrojenik aktiviteden yoksun, polar tiirevlerin olusumuyla sonuglanan faz II
reaksiyonlarmma  tabi  tutulur. Konjugasyon esas olarak iiridin  difosfo
glukuronoziltransferazlar (UGT) ile gerceklestirilir, her bir hidroksil grubu daha sonra
safra veya idrar atilimina maruz kalabilecek glukuronitleri olusturmaya egilimlidir.
Tercih edilen eliminasyon yolunda (biliyer ve idrar yolu) ve glukuronidasyon
pozisyonunda oldugu gibi ZAN, ZEA ve indirgenmis metabolitlerinin
glukuronidasyonu kapsaminda tiirlerle ilgili farkliliklar vardir (EFSA CONTAM Panel
2011, 2016). Siilfat konjugasyonunun ZEA ve tiim indirgenmis metabolitleri i¢in ek bir
konjugasyon yolu olabilecegi ortak bir goriis olmasina ragmen, bu tiir siilfat tiirevlerinin
hem yapilar1 hem de enzimolojisi ile ilgili sinirli bilgi mevcuttur (Metzler ve ark.,
2010). Sekil 2-2’de ZEA’nin biyotransformasyon reaksiyonlarinda rol oynayan

enzimler ve olugsan metabolitleri ayrintili olarak gdsterilmistir.
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oynayan enzimler (Mukherjee ve ark., 2014).
3-HSD: 3-hidroksisteroid dehidrojenaz, COMT: Katekol-O-metiltransferaz, CYP450: Sitokrom P450, SAM: S-

adenozil metiyonin, UDPGA: Uridin difosfat glukuronik asit, UGT: UDP-glukuronoziltransferaz.

Sekil 2-2: ZEA’min faz 1 ve II biyotransformasyon reaksiyonlari, metabolitleri ve rol
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Endojen steroidal Ostrojenlerin kanser gelisim riski iki mekanizma ile iligkidir:
1) hormonal aktivite ve 2) sitokrom P450 (CYP450) katalizli, katekollere metabolik
aktivasyondan sonra genotoksik etkiler (Bolton ve Thatcher, 2008). Benzer sekilde,
ZEA ve a-ZOL de belirgin bir dstrojenik aktivite gosterir ve katekol metabolitlerinin
olusumuna neden olan aromatik hidroksilasyona ugrar. Katekol-O-metiltransferaz
(COMT) ile katekollerin daha sonra metilasyona ugramasi, genellikle detoksifiye edici
bir yolak olarak kabul edilir (Pfeiffer ve ark., 2009). Aktivasyon ve inaktivasyon
reaksiyonlar1 arasindaki dengesizlikler, DNA’nin alkillenmesine neden olan veya
redoks dongusi ile ROS uretebilen reaktif semikinonlar ve kinonlarin olusumuna yol
acabilir. Katekol metabolitlerinin olusmasiyla birlikte ZEA, endojen 6strojenlerle baska

bir benzerligi daha tasimis olmaktadir (Fleck ve ark., 2012).

Genel olarak, ZEA metabolitlerinin 0Ostrojenik aktivitesindeki iyi bilinen
farkliliklar nedeniyle, tiire bagli metabolik profilin, mikotoksin duyarlilig1 tizerinde

onemli bir etkiye sahip olabilecegi diisiiniilmektedir.

Attlim: Cogu tiirde ZEA ve indirgenmis metabolitlerinin yaygin olarak safra
yolu ile atilimi nedeniyle esas olarak glukuronitler halinde digki yoluyla atilir.
Enterohepatik siklusa ugramalar1 o6zellikle domuzlarda viicuttaki mikotoksin ve
tirevlerinin nispeten uzun siiren kaliciligimi aciklayabilmektedir (EFSA CONTAM
Panel 2011, 2016). Ayrica, tavsan ve insanda idrar atilimi1 orani diger tiirlere gore daha
yuksektir (Kuiper-Goodman ve ark., 1987). Hem ZEA hem de metabolitlerinin
kiigiikbas, s1g1ir ve domuzlarda siit ile atildig1 da bildirilmistir (Dacasto ve ark., 1995;
EFSA, 2004; Danicke ve ark., 2014; Flores-Flores ve ark., 2015). Yumurtlayan
tavuklarda Cius-ZEA veya ectiketlenmemis bilesik ile yapilan ¢aligmalar yumurta
sarisinda ZEA ve lipofilik metabolitlerin artan birikimini gdstermistir (EFSA, 2004).

2.5. ZEA’nin Toksik Etki Mekanizmalari

ZEA, toksik etkisinin biiylik ¢ogunlugunu 6strojen reseptorlerine (ER) baglanma
yetenegi ve dolayisiyla, 6zellikle disilerde, lireme sisteminin endokrin regiilasyonunu
bozmasiyla iligkili oldugu bilinmektedir (EFSA, 2017). ZEA ve metabolitlerinin
anabolik aktiviteleri vardir ve karaciger, bobrek ve immun sistem iizerine toksik etki
gosterir  (Abbés ve ark., 2006). Ayrica, hiicre Oliimiinii indiikledigi, lipit

peroksidasyonuna neden oldugu, protein ve DNA sentezini inhibe ederek genotoksik
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etkiler gosterebilecegi ve bobrekte fagolizozomal hassasiyete neden olabilecegi

bildirilmistir (Gao ve ark., 2013).

2.5.1. Ostrojenik Aktivite

ZEA’nin en belirgin biyolojik aktivitesi endojen 6strojen gibi davranabilmesi
yani Ostrojenik Ozellikte olmasidir. Bircok in vivo ve in vitro ¢alismalar ZEA’nin
ER’lere baglanarak oOstrojene benzer bir cevap olusturdugunu gostermistir (EFSA,
2004). ZEA pasif olarak hiicre membranin1 gecer ve ER’lere baglanir. Reseptor-ZEA
kompleksi hizla niikleusa tasinir, Ostrojen duyarli elementlere (‘estrogen responsive
elements’) baglanir ve boylece gen transkripsiyonunu aktive eder (EFSA, 2004).
ER’lerin iki alttipi olan ERo ve ERP’nin memeli dokularinda eksprese oldugu
bilinmekte ve ZEA bu iki alttipten c¢ogunlukla ERa’ya daha yiiksek afinite
gostermektedir (EFSA CONTAM Panel, 2011). ER’lere baglanmasmin yani sira
ZEA’nin endokrin etkileri diger mekanizmalart da igerir. ZEA ve indirgenmis
metabolitleri steroidlerin sentezinde rol oynayan iki enzim olan 3a-HSD ve 3B-HSD

icin yarigmali substratlardir (Fink-Gremmels ve Malekinejad, 2007).

ZEA ve modifiye formlari, strojenik aktivitelerinde oldukga farklilik gosterir
(EFSA CONTAM Panel, 2016). Kemirgenlerde degerlendirilen uterotropik® aktivitesine
gore, ZEA ve modifiye formlarinin strojenik aktivitesi soyle siralanabilir: a-ZOL>a-
ZAL>ZEA~ZAN~B-ZAL>B-ZOL (EFSA CONTAM Panel, 2016). Bununla birlikte,
ZEA ve modifiye formlarmin ER’lere goreceli baglanma afinitesi ve iki ER tiirliniin gen

ekspresyon seviyeleri tiirler arasinda da farklilik gostermektedir (Metzler ve ark., 2010).

2.5.2. Genotoksik Etkileri

ZEA’nin genotoksik etkisi EFSA tarafindan degerlendirilmistir (EFSA
CONTAM Panel, 2011, 2016). ZEA, bakteriyel mutasyon testlerinde negatif; cesitli
hiicre kiiltliri sistemlerinde ve ayni zamanda in vivo c¢alismalarda klastojenik ve
anojenik etki gosterdigi bildirilmistir (EFSA CONTAM Panel, 2011, 2016). ZEA’nin

genotoksik etkilerine ait sonuglar Tablo 2-3’te verilmistir.

5 Rahim Uzerine etki gosteren.
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Tablo 2-3: ZEA ile yapilmis genotoksisite testlerinin sonuglar1 (JECFA, 2000).

Test Sistemi  Test Nesnesi Konsantrasyon Sonug Kaynak

Ters mutasyon S. typhimurium TA1535, 100 pg/mikroplaka®  Negatif ~ Kuczuk ve
TA1537, TA1538 ark., 1978

Ters mutasyon S. typhimurium TA1535, 400 pg/mikroplaka®  Negatif ~ Wehner ve
TA1537, TA98, TA100 ark., 1978

Ters mutasyon S. typhimurium TA1538, 50 pg/mikroplaka? Negatif® Bartholomew
TA98, TA100 ve Ryan, 1980

Ters mutasyon S. typhimurium TA98, Belirtilmemis? Negatif  Stark, 1980
TA100

Ters mutasyon  S. typhimurium TA1535, 50 pg/mikroplaka® Negatif® Ingerowski ve
TA1537, TA1538, TA98, ark., 1981
TA100

Ters mutasyon S. typhimurium (Sus 1000 pg/mikroplaka® Negatif ~ Tennant ve
belirtilmemis) ark., 1987

Ters mutasyon S. typhimurium TA1535, 1000 pg/mikroplaka® Negatif ~ Mortelmans ve
TA1537, TA98, TA100 ark., 1986
(6n-inkibasyon)

Gen mutasyonu S. typhimurium 29,5 ug/L Negatif ~ Kasamaki ve
TA1535/pSK100, umu Urasawa, 1993
mutasyonu

Gen mutasyonu B. subtilis H17, M45 rec+/- 100 pg/disk Pozitif®  Ueno ve

20 pg/disc Negatif ~ Kubota, 1976
SOS tamiri E. coli C600 478 mg/L Pozitif®  Ghedira-
Chekir ve ark.,
1998

SOS kromotest E. coli PQ37 30 mg/L? Negatif ~ Krivobok ve
ark., 1987

Planlanmamis  Si¢an hepatositleri 32 mg/L Negatif ~ Williams ve

DNA tamiri ark., 1989b

Nokta S. cerevisiae D3 1000 pg/mikroplaka® Negatif ~ Kuczuk ve

mutasyonlary/ ark., 1978

Mitototik

rekombinasyon

Ileri mutasyon Fare lenfoma L5178Y 60 mg/L*? Negatif ~ McGregor ve
Tk+/- hicreleri ark., 1988

Ileri mutasyon Fare lenfoma L5178Y 65 mg/L Negatif ~ Tennant ve
Tk+/- hicreleri ark., 1987

Kromozomal  Cin hamster: yumurtalik 15 mg/L Pozitif®®  Galloway ve

aberasyon hiicreleri 50 mg/L Negatif® ark., 1987

Kromozomal  Insan fibroblast (HAIN55 9,5 pg/L Zayif Kasamaki ve

aberasyon ve CPAE) pozitif Urasawa, 1993

Kromozomal  Cin hamster1 yumurtalik 15 mg/L Pozitif! ~ Tennant ve

aberasyon hiicreleri Negatif® ark., 1987
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Kromozomal  Cin hamster1 V79 hiicreleri 32 mg/L Negatif2  Thurst ve ark.,
aberasyon 1983

Kardes Cin hamster1 yumurtalik 12,5 mg/L Pozitif® Galloway ve
kromatit hicreleri 40 mg/L Pozitif"  ark., 1987
degisimi

Kardes Cin hamster1 yumurtalik 12,5 mg/L Pozitif'  Tennant ve
kromatit hiicreleri Negatif® ark., 1987
degisimi

Kardes Cin hamster1 V79 hiicreleri 32 mg/L Negatif2  Thurst ve ark.,
kromatit 1983

degisimi

Kardes Insan periferal lenfositleri 3 mg/L? Zayif Kuiper-
kromatit pozitif Goodman ve
degisimi ark., 1987
Hicre siklusu  Cin hamster1 V79 hiicreleri 32 mg/L Negatif2  Thurst ve ark.,
gecikmesi 1983

@ Metabolik aktivasyonlu ve metabolik aktivasyon olmadan

b Sonraki en yiiksek konsantrasyonda sitotoksik

¢ 6 mmol/L vitamin E ile 6n-inkiibasyon etkiyi engelledi

d Metabolik aktivasyon olmadan

€ Tetraploidi ve gecikmis hiicre siklusu

f Metabolik aktivasyonlu

930 mg/L’de DNA sentezinin tamamen inhibisyonu

hpH 6, 7 veya 8’de M45rec-, 2-3 mm ve H17rec +, 0-1 mm biiyiime inhibisyonu

Caco-2 hucrelerinde ZEA ve ana metabolitlerinin  DNA fragmentasyonu
olusturma tzerine etkisi Comet ve difenilamin testleriyle degerlendirilmistir (Abid-
Essefi ve ark., 2009). ZEA ve metabolitlerinin gosterdigi ¢esitli toksik etkilerin DNA
fragmentasyonu ile iliskili olabilecegi bildirilmis, bununla birlikte gozlenen toksik

etkilerin ZEA’nin a-ZOL ve B-ZOL’e metabolizmasi ile hafifledigi de gézlenmistir.

ZEA ve metabolitlerinin toksik etkisi, in vivo (Balb/c farelerinin kemik iligi
hlcreleri) ve in vitro (HeLa hicreleri) olarak kromozomal aberasyon testi ile DNA
hasarmin indiikklenmesinde ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Sonuglar, ZEA ve o-ZOL
toksisitelerinin ayni oldugunu ve her iki bilesigin de B-ZOL’den daha sitotoksik
oldugunu gostermistir. Her iic maddenin de fare kemik iligi hiicrelerinde ve Hela
hicrelerinde kromozomal mutasyonlarin oranini arttirdigi goriilmistiir. ZEA ve a-ZOL
ayn1 dlzeylerde genotoksik etkiler gosterirken her ikisinin B-ZOL’den daha toksik
oldugu gosterilmistir (Ayed ve ark., 2011).
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2.5.3. Epigenetik Modifikasyonlar Uzerine Etkileri

Epigenetik modifikasyonlar, cesitli kanserler, kardiyovaskiiler hastaliklar,
norolojik bozukluklar, tip 2 diyabet (T2DM), astim gibi c¢esitli hastaliklar ile
iliskilendirilmis ve ayn1 zamanda kimyasallar ve mikotoksinlerin aracilik ettigi toksik
etki ve karsinojenezin altinda yatan bir mekanizma olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Portela
ve Esteller, 2010; Ostry ve ark., 2017). Son donemde yapilan arastirmalarda da gevresel
ksenobiyotiklere maruziyet ile epigenetik degisiklikler arasindaki iliski siklikla
incelemektedir (Liu ve ark., 2008; Zhu ve ark., 2017).

ZEA ve metabolitlerinin epigenetik modifikasyonlar (izerine etkilerini gosteren
calismalar kisithdir. Domuz oositlerinin ZEA’ya maruz birakildigi bir ¢alismada; 30
uM konsantrasyonda ZEA’nin global DNA metilasyon (%5-mC, 5-metilsitozin)
seviyesini ve DNA metiltransferazlarin (DNMT) gen ekspresyonu seviyelerini arttirdigi
gosterilmistir. Ayni calismada benzer sekilde global histon modifikasyonlari
(H3K4me2, H3K9me3, H3K27me3) ve gesitli histon metilransferazlarin mRNA
seviyelerinde de artis gézlenmistir (Han ve ark., 2015). Bununla birlikte, 10 ve 50 pM
ZEA’nin fare oositlerinde %5-mC seviyesini arttirdigi, H3K4me2, H3K9me3 ve
H4K20me/me2/me3 seviyelerini ise azalttig bildirilmistir (Zhu ve ark., 2014). Cin’de
kiimes hayvani ¢aliganlar tarafindan giinliik olarak solunan ZEA’nin hava araciligiyla
taginmas1 sonucu dokularda 17,432-20,512 ng’a ulasabilicegi bildirilmistir (Wang ve
ark., 2008). Bu nedenle, insan bronsiyal epitelyal BEAS-2B hiicrelerinde ZEA’nin
epigenetik modifikasyonlar Uizerine etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada; 40 uM ZEA’nin
global DNA metilasyonu seviyesini kontrollere gore onemli derecede diisiirdiigli ve
kromatin modifiye eden genlerden histon deasetilaz 1 ve 2 (HDACI ve 2)’nin

ekspresyonunu da azalttig1 gosterilmistir (So ve ark., 2014).

Epigenetik modifikasyonlarin bir bagska mekanizmasini olusturan mikroRNA
(miRNA) regiilasyonu flizerine ZEA’nin etkisinin incelendigi bir c¢aligmada; 40
pg/kg/gin dozda ZEA maruziyeti yapilan cinsel olarak olgunlagsmamis domuzlarin
karaciger ve kolonlarinda miRNA ekspresyonu analiz edilmistir. Karacigerde 35 giin
boyunca ZEA uygulamasi, miR-15a, miR-21 ve miR-192 ekspresyonunda anlamli bir
artisa neden olurken; kolonda 42 giin boyunca ZEA uygulamasi miR-15a, miR-34a ve

mMiR-192 ekspresyonunu arttirmistir (Brzuzan ve ark., 2015). Ekspresyonlar1 artan bu



18

miRNA’lar kanser olusum ve gelisim siireclerinde 6nemli rol oynadigi da bildirilmistir
(Jin ve ark., 2018).

2.5.4. Proliferasyon ve Apoptoz Uzerine Etkileri

ZEA, dogal 6strojenik bilesiklere benzer olarak insan meme bezi epitel hiicre
dizisi T47D ve insan meme adenokarsinoma hticre dizisi MCF-7°de konsantrasyona
bagl olarak proliferasyon uyarici bir etkiye neden oldugu gosterilmistir. Bu pro-
proliferatif etki, ER’lerin varligi ile iliskilendirilmistir. Diisiik konsantrasyonlarda ZEA
proliferasyonu tetiklerken, yuksek konsantrasyonlarda hiicre canliliginda azalmaya
neden olmustur (Kowalska ve ark., 2016). o-ZAL’in adipoz dokuda aromataz
aktivasyonunu uyararak ve Ostrojen biyosentezini artirarak meme kanseri hiicresi
blyiimesini tesvik ettigi bildirilmistir (EFSA, 2017). Yapilan bir ¢alismada, 2-50 nM a-
ZAL’in (Zeranol), insan primer meme preadiposit kiiltlirlerinde aromataz aktivitesi,
aromataz mRNA ekspresyonu ve Ostrojen {iretimini Onemli Olclide arttirdigi
gbzlenmistir (Zhong ve ark., 2016). ZEA’nin hiicre proliferasyonunu uyarma yetenegi,
MCF-7 hiicrelerinde siklin bagimli kinazlar1 aktive etme yetenegi ile gosterilmistir;
ZEA, siklin DI protein seviyelerini arttirabilir ve retinoblastoma gen {irlinliniin
hiperfosforilasyonu ile sonuglanan siklin bagimli kinaz (Cdk)-2’yi aktive edebilir. Cdk-
2’nin bu aktivasyonu ayrica mitoz ve G1 ila S faz gecislerinin de artigina yol agmaktadir

(Fink-Gremmels, 2008).

ZEA’nin periferik kan mononiikleer hicreleri ve l6semili hicre dizilerinde,
mitokondriyal potansiyelde degisiklikler ve sitokrom C saliminin indiiksiyonuna ek
olarak pro ve anti-apoptotik proteinler olan Bax ve Bcl-2’nin modiilasyonu araciligiyla
da apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Banjerdpongchai ve ark., 2010). Ek olarak ZEA,
primer sican Sertoli hiicrelerinde hem ekstrinsik hem de intrinsik apoptotik yollar

aktive edebilme yetenegi gostermistir (Xu ve ark., 2016).

2.5.5. Oksidatif Hasar Uzerine Etkiler

ZEA’nin toksisitesinde rol oynayan etki mekanizmalarindan birinin de 6zellikle
ROS iiretiminin artis1 ile birlikte oksidatif hasar olabilecegi yapilan caligmalarla
gosterilmistir (Abid-Essefi ve ark., 2009; EI Golli Bennour ve ark., 2009; Fleck ve ark.,
2012; Liu ve ark., 2014; Qin ve ark., 2015; Fan ve ark., 2017). Abid-Essefi ve ark.
(2009), ZEA’nin toksik etkilerinin temel nedeninin ana molekiil (ZEA) veya ana

metabolitlerine (a-ZOL ve B-ZOL) bagli olup olmadigini degerlendirmislerdir. Bu
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amagla, Caco-2 hiicreleri kullanilarak, malondialdehit (MDA) Uretimi ile oksidatif hasar
indiksiyonu, hiicre i¢i sinyal yolagini belirlemek i¢in de kaspaz-3 aktivasyonu
incelenmistir. Sonuglara gére, ZEA’nin yani sira iki metabolitinin de hiicre 6élimine ve
MDA olusumunda artisa neden oldugu gosterilmistir. ZEA’ nin a-ZOL ve B-ZOL’e
gore toksik etkilerinin daha kuvvetli oldugu gosterilmistir (Abid-Essefi ve ark., 2009).

HepG2 hiicre dizisinde ZEA’nin hiicre canliligi, koruyucu ve adaptif yanitin bir
parametresi olarak us: soku proteini 70 (‘heat shock protein 70, HSP70) ve HSP27 gen
ekspresyonlari, oksidatif hasar ve hiicre O6limi sinyal yolaklar1 tizerindeki etkileri
degerlendirilmistir (EI Golli Bennour ve ark., 2009). Sonuglar, ZEA’nin hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigini, ROS tiretimi, HSP70 ve HSP27 gen ekspresyonlarini

onemli derecede arttirdigini gostermistir (EI Golli Bennour ve ark., 2009).

Sprague-Dawley erkek sicanlari, disi si@ir ve domuzlarin karacigerlerinden
hazirlanan mikrozomlarda ZEA ve a-ZOL’iin katekol metabolitlerinin genotoksik etki
ile oksidatif hasar mekanizmalar1 arastirilmistir (Fleck ve ark., 2012). Katekol
metabolitlerinin miktarinin  dogrudan oksidatif hasar artis1 ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Sonuglara gore, ZEA ve a-ZOL’iin katekol metabolitlerinin oksidatif
hasari tetikleyen DNA hasarina sebep olabilecekleri gosterilmistir (Fleck ve ark., 2012).
Liu ve ark. (2014), 96 adet gebe Sprague-Dawley sicanlarinin gebeliklerinin 1-7.
gundnden itibaren 0,3; 48,5; 97,6 veya 146,0 mg/kg konsantrasyonlarda ZEA iceren
diyetler ile beslendigi ¢alismada; ZEA’ nin gebe siganlarda doza bagli olarak oksidatif
hasara neden olabilecegi gosterilmistir. Yuksek ZEA seviyelerinin yutulmasi, sitten
kesilen yavrularda da oksidatif hasarin artis1 ve diisiik sitokin ekspresyonu gibi geri
doniisii olmayan hasara neden oldugu gosterilmistir. Maternal ZEA’nin neden oldugu
uzun siireli hasara isaret eden gastrointestinal glutatyon peroksidaz (GPx) mRNA
ekspresyonunun artmis oldugu, siitten kesilmis yavrularda saptanmistir (Liu ve ark.,

2014).

Domuz grantloza hcrelerinde 15, 30 ve 60 uM konsantrasyonlarinda ZEA
maruziyeti ile in vitro ROS seviyeleri, antioksidan enzimlerinin mRNA seviyesi ve
aktivitesi aragtirllmistir. Sonuglar, kontrol ile karsilastirildiginda, ZEA’nin yiikksek ROS
seviyeleri ile oksidatif hasari indiikledigini, antioksidan enzimlerin ekspresyonunu ve
aktivitesini azalttigini gostermistir (Qin ve ark., 2015). Domuz ince bagirsak IPEC-J2

hlcreleri kullanilarak yapilan baska bir in vitro ¢alismada ise 48 saat siire ile 7 ve 8
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pug/mL kosantrasyonlarinda ZEA nin MDA seviyelerini 6nemli bir sekilde arttirdigi ve
antioksidan enzim aktivitelerini azalttigi gorilmistiir. ROS birikimi yiiksek doz
gruplarinda artmis, antioksidan enzim aktivitelerinin azalmasiyla mitokondriyal hasarin

da tetiklendigi bildirilmistir (Fan ve ark., 2017).

2.6. ZEA’nin Toksik Etkileri

Genel olarak, ZEA ve modifiye formlarinin hayvanlar itizerinde etkilerinin
degerlendirilmesi amaciyla ¢aligmalar ii¢ tipte incelenmektedir: 1) Saf ZEA ve modifiye
formlarin1 kullanarak kontrollii deneyler, 2) Dogal olarak kontamine olmus gida
maddeleri ile kontrolli yemleme deneyleri ve fungal materyel ile kontamine edilmis
beslenme, 3) Saha caligmalar1 ve epidemiyolojik gézlemler. Dogal kontaminasyon yolu
ile diyete eklenen saf ZEA ve modifiye formlari kullanilarak yapilan kontrolli

deneylerin toksisite testleri icin en uygun yol oldugu bildirimistir (EFSA, 2017).

2.6.1. Akut Toksisite

ZEA ile akut toksisite ¢alismalarinin sonuglar1 Tablo 2-4’te 6zetlenmistir. Geng
disi domuzlara, 0; 3,5; 7,5 veya 11,5 mg/kg v.a. dozlarinda jelatin kapsiillerde oral
olarak tek doz ZEA verildiginde, vulva vajinit ve genislemis tireme yollari, dozlamadan

bir hafta sonra tiim hayvanlarda gozlemlenmistir (Farnworth ve Trenholm, 1981).

Tablo 2-4: ZEA ile yapilmis akut toksisite calismalarimin sonuclari (JECFA, 2000).

Tur Cinsiyet  Uygulamayolu  LDsy (mg/kgv.a.) Kaynak
Ulusal Toksikoloji Programi

Fare E/D Oral >2000 (‘National Toxicology Program’,
NTP), 1982

Fare D Oral >20000 Hidy ve ark., 1977

Fare D Intraperitonal >500 Hidy ve ark., 1977

Sican E/D Oral >4000 NTP, 1982

Sican E/D Oral >10000 Hidy ve ark., 1977

Sican E Intraperitonal 5500 Hidy ve ark., 1977

Kobay D Oral > 5000 Hidy ve ark., 1977

Kobay D Intraperitonal 2500 Hidy ve ark., 1977

E: Erkek; D: Disi.
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2.6.2. Subakut/Subkronik Toksisite

Fareler tizerinde yapilan bir ¢alismada; 13 hafta boyunca giinde 0, 4,5, 15, 45,
150 veya 450 mg/kg v.a. dozlarina esdeger 0, 30, 100, 300, 1000 veya 3000 mg/kg
dozlarinda ZEA igeren diyetler ile beslenen B6C3F1 fare gruplarinda 3000 mg/kg
dozlar1 alan 2 disi farenin 6ldigi rapor edilmistir. >300 mg/kg dozlarini alan erkek
farelerde kilo artisi, %14 veya daha fazla oranda baskilanmis; 1000 veya 3000 mg/kg
dozlarini igeren diyetle beslenen erkek farelerde seminal kesecik ve testislerin atrofisi
ve adrenallerin sitoplazmik vakuolizasyonu bulunmus ve 3000 mg/kg dozlar1 alan erkek
farelerde prostatin skuamdz metaplazisi gézlenmistir. Maruziyet gruplarindaki tim disi
farelerde rahimde endometriyal hiperplazi goriilmiis, ancak insidans doza bagh
olmamistir. Her >100 mg/kg doz iceren diyet ile beslenen disi farelerde osteoporoz
gozlenmis ve >300 mg/kg doz igeren diyetle beslenen disi farelerde kemik iligi

miyelofibrosisi goriilmiistiir (NTP, 1982).

Disi B6C3F1 fareleri (26 kontrol ve 8 maruziyet grubundan olusan), 0 veya 10
mg/kg dozlarinda (giinde 0 veya 1,5 mg/kg v.a.’ya esdeger) ZEA igeren diyetlerle 8
hafta boyunca beslenmistir. Viicut agirligi artisi veya gida tliketiminde maruziyet
yapilan hayvanlar ile kontrol grubu arasinda fark goriilmemistir. Timiis, dalak,
karaciger, bobrek, rahim, ince bagirsak, kolon, kalp, beyin, akciger ve kemik iliginde
briit ve histopatolojik degerlendirme sonucunda ZEA maruziyetine baglh bir degisiklik
goriilmemis ve maruziyet grubu ile kontrol grubu hayvanlarin organ agirliklarinin
benzer oldugu bildirilmistir. Hematolojik incelemede, maruziyet yapilan hayvanlarin
eritrosit sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artis goriiliirken, diger parametreler

degismedigi rapor edilmistir (Forsell ve ark., 1986).

Siganlar iizerinde yapilan bir ¢alismada ise; 13 hafta boyunca gunlik 0, 3, 10,
30, 100 ya da 300 mg/kg v.a.’na esdeger olan 0, 30, 100, 300, 1000 ya da 3000 mg/kg
ZEA iceren diyetler ile beslenen Fischer 344/N sicanlarinda, uygulamaya bagl 6liimler
goriilmemistir. Yemde >100 mg/kg’lik dozu alan her 2 cinsiyetteki siganlarda viicut
agirligr artist %17°den fazla oranda baskilanmistir. 1000 veya 3000 mg/kg dozlarinda
ZEA ile beslenen sigcanlarda, seminal vezikiil atrofisi ve prostat fibromiiskiiler
hiperplazisi; en yuksek doz grubunda her 2 cinsiyetteki hayvanlarda ise meme bezinde
duktal hiperplazi gozlenmistir. >100 mg/kg ZEA iceren diyetle beslenen sicanlarda,
rahimde endometriyal hiperplazi goriilmiistiir. Hipofiz hiperplazisi, 100 mg/kg ZEA
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iceren diyetle beslenen disilerin 1/10’inde ve iki ylksek dozda hem erkek hem de
disilerde gozlenmistir. En yiiksek iki dozda erkek si¢anlarda ve maruziyet gruplarindaki

tiim disi si¢anlarda osteoporoz goriilmiistiir (NTP, 1982).

2.6.3. Kronik Toksisite ve Karsinojenite

Kronik toksisite testlerinde, ‘higbir advers etkinin gézlenmedigi seviye’ (‘No
Observed Adverse Effect Level’, NOAEL) ve NOAEL degeri olamadiginda ‘g6zlenen
en diisik yan etki seviyesi’ (‘Lowest Observed Adverse Effect Level’, LOAEL)

degerleri kimyasal risk degerlendirmesinde kullanilabilecek doz tanimlayicilaridir.

EFSA’nin 2011 yilinda gergeklestirdigi ZEA risk degerlendirmesinde (EFSA
CONTAM Panel, 2011), TDI degeri (0,25 pg/kg v.a./gln) olgunlasmamis domuz
yavrularinda goézlenen Ostrojenik etkiler igin belirlenen 10 pg/kg v.a. NOAEL
degerinden ve 40 belirsizlik faktoriinden (toksikokinetikte tiirler arasi degiskenlik i¢in 4
ve insanlar aras1 degiskenlik i¢in 10) tiiretilmistir. Disi domuzlarda yumurtalik, rahim
ve vulva i¢in ‘gbzlenen en diisiik etki seviyeleri’ (‘Lowest Observed Effect Level’,
LOEL), 17-200 pg/kg v.a./gun arasinda degismekte olup, genel olarak NOEL degeri
10,4 pg/kg v.a./gun dir.

Risk karakterizasyonu i¢in koyun, domuz, kiimes hayvanlari, balik ve kopekler
icin tanimlanan NOAEL veya LOAEL degerleri kullanilmistir. Sigir, at, tavsan, keci,
Ordek, kedi ve vizonlar i¢in ZEA’ya maruziyetten kaynaklanan saglik riski, NOAEL
veya LOAEL degerleri tanimlanmadigi i¢in degerlendirilememistir. ZEA toksisite
calismalariyla gesitli hayvanlar {izerinde belirlenen NOAEL/LOAEL degerleri Tablo

2-5’te verilmistir.

7 haftalik 50 erkek ve 50 disi B6C3F1 farelerinden olusan gruplar {izerinde
yapilan bir ¢aligmada; fareler 103 hafta boyunca 0, 50 veya 100 mg/kg (maksimum
tolere edilen doz) dozlarinda ZEA igeren diyetler ile beslenmistir. Glnlik ZEA tiiketim
miktari, erkeklerde yaklasik O, 8 ve 17 mg/kg v.a., disilerde ise yaklasik 0, 9 ve 18
mg/kg v.a. olarak belirlenmistir. Gruplar arasinda sagkalim agisindan anlamli bir fark
goriilmemis ve farelerin %64-88’i ¢alismanin sonuna kadar yasamistir. Viicut agirhigi
artisinda doza bagli degisiklikler olmamustir. Erkek farelerde maruziyetle iliskili
neoplastik olmayan lezyonlara rastlanilmazken, disilerde rahimde fibrozis, meme
bezlerinde sistik kanallar ve kemik iliginde miyelofibrozis gibi cesitli dokularda

ostrojen ile ilgili etkiler goriilmistiir. Erkeklerde diisiik dozda 3/50’tinde, yuksek dozda
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7/49’sinde; disilerde ise diisiik dozda 2/49’sinde ve yuksek dozda 7/49’sinde
hepatoseluler adenomlar gézlenmistir. Hipofiz adenomu insidansinda istatistiksel olarak
anlamli degisiklikler hem erkek (diisiik doz 4/45, yiiksek doz 6/44) hem de disilerde
(diisiik doz 2/43, yiiksek doz 13/42) gozlenmistir ve artan insidans yiksek dozda erkek
ve disilerde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (NTP, 1982).

Tablo 2-5: ZEA ile yapilmis toksisite calismalarinda gesitli hayvanlar iizerinde belirlenen
NOAEL ve LOAEL degerleri (EFSA, 2017).

Tur NOAEL LOAEL Gozlenen advers etki Kaynak
28 ug/kg v.a./giin, _ Depresif ovilasyon .
Koyun 3 gﬁ]n gv.a/g 56 Mg/kg V.2./9n oranlar ve diisiik Smith ve ark., 1990
yavrulama yiizdesi
Domuz 104 Mg/kg v.a/gin 17,6 pg/kg Sismis ve kizamis by e g 2003

(NOEL), 95 giin  v.a/gin (LOEL) Vulva, rahim
agirhiginin artmast

Tavuk 7500 pg/kg 30000 pg/kg Lenfosit sayisinda Chi ve ark., 1980
v.a/gin, 3 hafta  v.a./gin azalma
Hindi 9100 pg/kg 19000 pg/kg Burun deliginde sisme Allen ve ark., 1981

v.a./glin, 8 hafta v.a./gln

Miyometriyum ve
endometriyumda
dejeneratif lezyonlar,
Kopek  Veri yok 25 pg/kg v.a./gun, rahim bezlerinde Gajecka ve ark,
100 giin genisleme ve atrofi, ~ 2007; 2008a,b
hematolojik degerlerde
degisiklikler, AST ve
ALT’de azalma

ALT: alanin aminotransferaz; AST: aspartat aminotransferaz.

28 gunluk 90 erkek ve 90 disi FDRL Wistar sigan1 ve kontrol grubunda 140
erkek ve 140 disi sigandan olusan gruplar iizerinde yapilan ¢alismada; siganlar 104 hafta
boyunca yaklasgik 0; 0,1; 1 veya 3 mg/kg/giin dozlarinda ZEA igeren diyetlerle
beslenmistir. Uygun giinlik dozlar1 devam ettirebilmek amaciyla, diyetteki ZEA
konsantrasyonu, bir 6nceki haftada olgiilen viicut agirliklar1 ve gida tiiketimine gore
haftalik olarak ayarlanmistir. ZEA, ana jenerasyonda Ureme parametreleri Uzerinde

herhangi bir etki gostermemekle birlikte, F1 jenerasyonunun erkeklerinde kontroller ile
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kiyaslandiginda, viicut agirlig1 artisinda gegici ama anlamli bir diisiise neden olmustur.
13, 26, 65 ve 104. haftalarda her gruptan 10 hayvandan alinan Orneklerle yapilan
hematolojik, klinik kimyasal veya Uriner parametre ol¢lmleri ile gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik gortlmemistir. Calismanin sonunda, 3 mg/kg v.a.
dozlarina maruz kalan erkek ve disilerde karaciger agirliklarin anlamli derecede arttigi
ve iki yiksek dozda disilerde rahim agirliklarinin arttigi bildirilmistir. Maruziyetlere
bagh timor olusumu gozlenmemistir (Becci ve ark., 1982a). Bu ¢alismada NOEL

degeri 0,1 mg/Kg v.a./giin olarak belirlenmistir.

5 haftalik 50 erkek ve 50 disi Fischer 344 si¢anlarindan olusan gruplar lizerinde
yapilan bir ¢alismada; sicanlar, 103 hafta boyunca 0, 25 veya 50 mg/kg (maksimum
tolere edilen doz) dozlarinda ZEA igeren diyetler ile beslenmistir. Maruziyet
gruplarindaki siganlarin ortalama viicut agirh@ artisi, kontrollere gore daha diisiik
olmus ve 44 haftalik maruziyetin ardindan yiiksek dozda erkeklerde %19 ve disilerde
%11 oraninda meydana gelen diisiislerin doza bagl olabilecegi bildirilmistir. Gruplar
arasinda sagkalim agisindan anlamli bir fark gbézlenmemis ve sicanlarin %74-82’si
caligmanin sonuna kadar hayatta kalmistir. Gozlenen neoplastik olmayan lezyonlar,
erkeklerde meme bezlerinde kist veya Kistik kanallar, testikiler atrofi, prostat bezinin
inflamasyonu, hepatoseliiler sitoplazmik vakuolizasyon insidansinin artmasi ve her iki
cinsiyette de kronik progresif nefropati insidansinin artmasi olmustur. Erkeklerde her iki
dozda ve disilerde ise diisiik dozda retinopati ve katarakt insidansinin arttigi
bildirilmistir. Maruziyetler ile iligkili tUmor insidansinda artis gézlenmemistir. Diisiik
dozda erkek siganlarda, hipofiz adenomlari insidansinda anlamli bir artis olmasina
karsin Oonemli bir doza bagl degisiklik goriilmemistir. Hipofiz bezi adenom ve
karsinomlarinin kombine insidansi maruziyete bagl degisiklik gdostermemistir (NTP,
1982).

Tunus popilasyonunda, ZEA metaboliti (a-ZAL) seviyeleri ile meme kanseri
insidans1 arasinda bir korelasyon bulunmustur (Belhassen ve ark., 2015). Endometrial
kanser hayvan modelleri Uzerinde birgok arastirma yapilmis, ancak sadece birkag tanesi
insan hiicrelerine odaklanmistir. Birkag yil boyunca ZEA’ya maruz kalmanin,
endometrial kanser gelisimi ile iliskili olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Tomaszewski ve
ark., 1998).
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Yapilan in vivo ¢alismalara ek olarak, kanser olusum ve gelisim agamalarinda
rol oynayan mekanizmalar (proliferasyon, apoptoz gibi) Uzerinde ZEA ve
metabolitlerinin etkisini incelemek amaciyla, in vitro ¢alismalar da yapilmistir (Ben
Salem ve ark., 2015a; Yang ve ark., 2017; Zheng ve ark., 2018). ZEA ve
metabolitlerinin farkli hiicrelerde hiicre proliferasyonunu tetikledigi ve hiicre siklusu
regulasyonuna mudahale ettigi de yine cesitli in vitro c¢aligmalarla gosterilmistir
(Khosrokhavar ve ark., 2009; Cortinovis ve ark., 2014; Abassi ve ark., 2016; Kowalska
ve ark., 2017; Zhang ve ark., 2018; Zheng ve ark., 2018). ZEA, 06strojen duyarh
genlerin ekspresyonunu degistirerek hiicre proliferasyonunu uyarir ve ER’lere baglanma
yetenegi nedeniyle, fizyolojik 6strojende oldugu gibi hiicre proliferasyonunda roli olan
oOstrojenle duzenlenen genlerin ekspresyonunu da etkiledigi bildirilmistir (Darbre ve
ark., 2002).

ZEA’nn, hiicre proliferasyonuna ek olarak, kanser hucrelerinin belirgin
Ozellikleri olan hiicre migrasyonu, koloni olusumu ve DNA fragmentasyonuna da neden
oldugu gosterilmistir (Abid-Essefi ve ark., 2003; Abassi ve ark., 2016). In vivo
calismalar ZEA’nin, hormona bagl tiimdr olusumu riskini arttirabilecegini ve farkl
organlarda kanser insidansinin artmasinda 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermistir
(Tomaszewski ve ark., 1998; Yu ve ark., 2005). ZEA’nin ‘gap junction’ hiicreler arasi
iletisim (‘gap junctional intercellular communication’, GJIC) islevini bozabilecegini
gosteren c¢alismalar da mevcuttur; ZEA konneksinlerin ekspresyonunu etkilemis ve
GJIC aktivitesini inhibe etmistir (Othmen ve ark., 2008; Zheng ve ark., 2017). GJIC
islev bozuklugunun kanser olusumu icin 6ncii oldugu bilinmektedir, 6zellikle invazyon
asamasinda ‘gap junction’larda fonksiyon kaybi olmaktadir (Mesnil ve ark., 2005).
ZEA’nm, hiicre buyimesi ve 6lim arasindaki dinamik dengeyi bozarak onkogenlerin
anormal regulasyonuna neden olabilecegi gosterilmistir. ZEA’nin, hiicre siklusuna
miidahale ederek siklin proteinleri gibi faz gecislerinde rol alan proteinlerin
ekspresyonunu ve c-Myc, c-Fos ve c-Jun gibi proto-onkogenlerin ekspresyonlarini
arttirdigr bildirilmistir. Ayrica, ZEA’nin fare Leydig hiicre dizisinde (TM3), PTEN ve
p53 gibi timor siipresor genlerin ekspresyonlarini azaltarak da normal hiicrelerin (tumor
hicreleri de dahil olmak UGzere) anormal hiicrelere doniisiimiinii indiikledigi

gosterilmistir (Zheng ve ark., 2017).
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Ayrica, Xu ve ark. (2010), Zeranol maruziyetinin 6zellikle obez kadinlarda
meme kanseri riskini arttirabilecegi hipotezini 6ne siirmiistiir. Bu amagla, insan normal
meme epitel primer hicre Kkiltirlerine 24 saat sure ile 5, 10 ve 20 nM
konsantrasyonlarinda Zeranol ve 1,5; 3 ve 6 nM konsantrasyonlarinda leptin maruziyeti
yapilmis, hiicre kiiltiir ortaminda leptinin de bulunmasiyla obezite modeli olusturarak
Zeranol®{in meme kanseri gelistirme riski in vitro arastirilmistir. Leptin, esas olarak
adipositler tarafindan salgilanan ve obez bireylerde ekspresyonu artan bir proteindir.
Meme kanseri gelisiminde 6nemli bir rol oynadigi ve meme kanseri hiicre biylmesini
destekledigi bilinmektedir (Rose ve ark., 2004). Sonug¢ olarak, leptin, hucrelerin
Zeranol’e duyarliligint arttirmis ve Zeranol de hucrelerin leptin salgilama yetenegini
arttirmistir. Zeranol hicre boélinmesinde rol oynayan Siklin D1 ekspresyonunu doza
bagli arttirarak hiicre proliferasyonunu tetiklemistir. Bu nedenle, Zeranol’iin leptin
indkli meme neoplazisinde rol oynayabilecegi bildirilmistir (Xu ve ark., 2010). Baska
bir ¢alismada ise, insan normal ve kanserli meme epitel primer hiucre kultirlerine
Zeranol maruziyetinin tumor slpresor genlerinden p53’iin ekspresyonunu azaltarak

hicre proliferasyonunu tetikledigi rapor edilmistir (Ye ve ark., 2011).

ZEA ile iliskili tiimorlerin, ZEA’nin hormonal etkisine bagli oldugu one
siriilmiistir (NTP, 1982). Uluslararas1 Kanser Arastirma Merkezi (‘International
Agency for Research on Cancer’, TARC), bu calismalardan elde edilen veriler
dogrultusunda deney hayvanlarinda ZEA’nin karsinojenik etkisine iligkin smirh kanit
bulunduguna karar vermis ve ZEA’y1 “Insandaki karsinojenik etkileri y&niinden

smiflandirilamayan etkenler” (Grup 3) grubunda smiflandirmistir (IARC, 1993).

2.6.4. Ureme ve Gelisim Uzerine Toksik Etkileri
ZEA ve metabolitlerinin yapist ve sekli, endojen estrojen 17f-Ostradiole
benzerlik gosterir. Bu benzerlikten 6tiirti, ZEA, ER’lere baglanarak ilgili genleri aktive

eder ve 6zellikle lireme sisteminde degisikliklere neden olur (Wang ve ark., 2014).

Yenidogan disi C57BL/Crgl fareleri ile yapilan lireme toksisitesi ¢aligmasinda, 5
gun boyunca, 1 pg/gin ZEA deri altindan enjekte edilmis olup, maruziyet yapilan

farelerde rahim stromasinda yogun kolajen birikimi oldugu, hayvanlarin %56’sinda

6 Sentetik a-ZAL, iftlik hayvanlarinda biiyiime promotérii olarak kullanilir.
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rahim bezlerinin goriilmedigi ve %59’u skuaméz metaplazi gelistigi bildirilmistir
(Williams ve ark., 1989a). Dogumdan sonra 1-3. gun veya 1-5. glnlerde 10-30 pg
ZEA’nin 4-9 disi ICR farelerine intraperitonal enjeksiyonu, vajinal agilmanin
gecikmesine ve hayvanlarin %60-80’inde siirekli 6strusa neden oldugu bildirilmistir. 10.
ginde 30 ug’lik tek dozun hayvanlarda vajinal ag¢ilmayi hizlandirdigi, ancak 1, 3, 5
veya 8. giinlerde verilen ayn1 dozun fareleri etkilemedigi gosterilmistir. 1, 3 ya da 5.
giinlerde ZEA maruziyeti yapilan 8 haftalik farelerde siirekli 6strus insidansinin anlamli
olarak arttigi, ancak 8 veya 10. giinlerde maruziyet yapilan farelerde ayni durum soz

konusu olmadig bildirilmistir (I1to ve Ohtsubo, 1994).

FDRL Wistar siganlar ile yapilan bir baska ¢alismada ise, diyette giinlik 0; 0,1;
1 veya 10 mg/kg v.a. dozlarinda ZEA verilmistir. 4 haftalik maruziyetten sonra, FO
nesli, F1 nesli iiretmek icin ¢iftlestirilmis ve cinsel olgunlukta F1 nesli, F2 nesli elde
etmek icin yetistirilmistir. FO ve F1 nesillerine, laktasyon donemi harig, ¢iftlesme ve
gebelik boyunca ZEA verilmistir. ZEA, sadece en yiiksek dozda canli F1 yavrularinin
sayisini azalttigi gozlenirken, giinde 1 ve 10 mg/kg v.a. dozlarinda canli F2 yavrularinin
sayisini azalttigi rapor edilmistir. F1 ve F2 nesillerinde en yiksek dozda fertilitede

onemli 6lgude azalma bildirilmistir (Becci ve ark., 1982b).

Gebeligin 9. giiniinde gavaj ile 5-20 mg/kg v.a. dozlarinda ZEA verilen CBA/Ca
farelerinde teratojenik etki bulunmamuistir (Arora ve ark. 1981, 1983). Gebeligin 6-15.
glnlerinde disi Wistar siganlarina gavaj ile giinliik 1-10 mg/kg v.a. dozlarinda verilen
ZEA, gecikmis kemiklesmeye bagli oldugu diisiiniilen mindr iskelet deformasyonlarina
neden olmustur (Ruddick ve ark. 1976). Iki nesilli bir ¢alismada, her iki nesilden FDRL
Wistar siganlarina diyette 0; 0,1; 1 veya 10 mg/kg v.a./giin dozlarinda ZEA verilmistir.
4 hafta maruziyetten sonra, FO nesli F1 neslini iiretmek i¢in ¢iftlestirilmis ve her iki
neslin siganlarina, laktasyon donemi harig, c¢iftlesme ve gebelik boyunca ZEA
maruziyeti yapilmistir. Gebeligin 20. giiniinde, ginde 10 mg/kg v.a. dozlarinda ZEA
iceren diyetle beslenen disilerde, rezorpsiyon sayisinda artis ile birlikte ortalama canl
yavru sayisinda, korpus luteumda ve implantasyonlarda istatistiksel olarak anlamli
azalma bulunmustur. En yiiksek dozda, gecikmis fetal gelisim ile iliskili yumusak doku
anormallikleri de bildirilmistir. 1 mg/kg v.a. dozunda azalan buyime-gelisim ile iligkili
mindr iskelet anormallikleri gozlenmistir. Belirgin teratojenik etki saptanmamistir

(Becci ve ark., 1982D).
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ZEA maruziyetinin erken donem fare oojenezi sirasinda mayoza girisi, DNA ¢ift
zincir kiriklart ve primordial folikiil diizenegi tizerindeki etkilerinin arastirildig
calismada; ZEA maruziyetinin diploid evre germ hiicrelerinin ylzdesini énemli dl¢ude
azalttigi ve daha fazla germ hiicresinin zigoten veya pakiten asamalarinda kaldigini
gOsterilmis olup, mayozla ilgili genlerin  mMRNA ekspresyon seviyesi ZEA
maruziyetinden sonra 6nemli 6lglide azaldig: bildirilmistir (Liu ve ark., 2017). Gao ve
ark. (2017) yaptiklar1 bir galismada ise; 64 gebe sigan dort gruba ayrilarak tiim gebelik
doneminde 0, 5, 10 ve 20 mg/kg ZEA igeren diyetle beslenmistir; F1 erkek fetlsin
canliliginin etkilenmedigi, ZEA’ya prenatal maruziyet sonrast yeni dogan viicut
agirliginin ise anlamli olarak azaldigi gosterilmistir. Dogum sonrasi 21. giinde erkek
sicanlarda viicut agirligt azalmistir. Ayrica, ZEA maruziyeti yapilan sicanlarda,
spermatosit ve olgun sperm oranlarinin azalmasinin (%35 ve %31) yanisira seminifer
tibdl atrofisi ile eriskin testis agirligr artmistir. Bu arada, ZEA maruziyeti yapilan
sicanlarda Ostradiol artarken, luteinize edici hormon (LH) ve testosteron dolasim
seviyeleri azalmistir (Gao ve ark., 2017). Ayrica, zebra baligi modeli, Danio rerio
embriyolar1 (zerinde yapilan bir ¢alismada; 350, 550, 750 ve 950 pg/L
konsantrasyonlarda ZEA’nin gelisim tizerine etkileri incelenmistir (Muthulakshmi ve
ark., 2018); 550 ug/L’den yiiksek dozlarda ZEA’nin, perikardiyal 6dem, hiperemi,
yumurta kesesi 0demi, omurga egriligi ve kalp atim hizinda azalma gibi gelisimsel
kusurlari tetikledigi ve bunun da konsantrasyon ve zamana bagl bir sekilde arttigi

gosterilmistir (Muthulakshmi ve ark., 2018).

Yukarda bahsedilen hayvan calismalarina ek olarak, Bandera ve ark. (2011), 9-
10 y1la kadar New Jersey’de geng kizlarda ZEA’ nin idrar konsantrasyonunun kisa boy
ve meme gelisimi ile iligskisinin incelendigi bir ¢aligma yiiriitmiistiir. Bu populasyon
tizerinde gerceklestirilen uzun siireli ¢calismanin, ZEA’nin idrar konsantrasyonunun kisa
boy ve meme gelisimi ile anlamli olarak iliskili oldugu gozlenmis ve endokrin
profilinde erken degisikliklerin daha sonraki kanser gelisimi ile nasil iliskili
olabilecegine dair kanit saglayabilecegi diistinlilmiistiir. ZEA’nin disi lireme sisteminin
morfolojik yapisini etkileyebilen Wnt-7a sinyal yolagin1 da modiile ettigi bildirilmistir
(Wagner ve Lehmann, 2006).

Insan plasenta koryokarsinom hiicre dizisinde 48 saat 0,1; 1 ve 10 puM

konsantrasyonlarinda ZEA ve metabolitlerinin (0-ZOL ve B-ZOL) toksisitesinin
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incelendigi bir calismada; ZEA hiicre farklilasmasini tetiklerken ZEA’nin aksine
indirgenmis metabolitler trofoblast farklilagsmasina neden olmamustir. Ayrica, ZEA ve
metabolitleri, plasental hiicrelerin tasima fonksiyonunu degistirebilen niikleer
reseptorler (LXR, PXR, PR) ile potansiyel etkilesim yoluyla, ABC tasiyici proteinleri
ekspresyonunda 6nemli degisiklikleri de indiiklemistir (Prouillac ve ark., 2012). 35
giinliik siganlardan izole edilen olgunlasmamis Leydig hiicrelerinde 24 saat siire ile
0,05-50 uM konsantrasyonlarinda ZEA maruziyeti sonrasinda 50 nM gibi diisiik
konsantrasyonda CYP11al, HSD3p1 ve Steroid 5a-rediktaz 1’in (SRD5al) ekspresyon
seviyelerinin azalmasiyla olgunlasmamis Leydig hiicrelerinde androjen iiretimi ve
steroidojenik enzim aktiviteleri inhibe edilmistir. Sonu¢ olarak ZEA maruziyetinin

Leydig hiicre gelisimi ve steroidogenezi bozabilecegi bildirilmistir (Zhou ve ark., 2018).

2.6.5. Immiinotoksik Etkileri
Enfeksiyona ve otoimmiiniteye kars1 immiin cevapta, gii¢lii cinsiyet farkliliklari
goriilebilmektedir. ER’ler ¢ogu immiin sistem hicresinde eksprese olmakta ve sinyal

yolaklarinin regiilasyonunda gorev almaktadir (Kovats, 2015).

Siitten yeni kesilen 8 disi B6C3F1 faresi 6 hafta boyunca 10 mg/kg ZEA (1,5
mg/kg v.a./glin’e esdeger) igeren diyetle beslendiginde; 26 kontrol hayvanina kiyasla
immiinoglobulin G, M veya A’nin serum konsantrasyonlarinda hicbir farklilik
goriilmemistir. ZEA’nin diyetle verilmesi 16kosit sayist veya farkli lenfosit,
polimorfonikleer nétrofil, monosit veya eozinofil sayilari tizerinde higbir etkiye sebep

olmadig bildirilmistir (Forsell ve ark., 1986).

40 ve 80 mg/kg v.a. gibi yiikksek subkronik dozlarinda ZEA verilen Balb/c
farelerinde lipopolisakkarit modiilasyonu {izerinde immiinolojik etkiler incelenmistir
(Salah-Abbes ve ark., 2010). ZEA tuketen fareler, vicut agirligi artisinda ve immiin
sistem ile iliskili organlarin agirliklarinda doza bagl bir azalma gdstermistir. Ayrica,
dalak histopatolojisinde atrofi ve lenfoit tiilkenmesi goriilmiistiir. ZEA nin toplam
alyuvar ve lenfosit sayilar1 izerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu gézlenmistir. Benzer
sekilde, ZEA, farelerde antikor ve regiilatdr sitokinlerin iretimini de degistirdigi

bildirilmistir (Salah-Abbes ve ark., 2010).
Yapilan bagka bir ¢alismada ise, 28 giin boyunca gavaj ile giinliikk 3 mg/kg ZEA

verilen yumurtaliklart alinmis siganlarda viicut agirlign artisi, besin tiiketimi,

hematolojik parametreler, kazanilmig immiin cevaplar, makrofaj aktivitesi, lenfoit
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organlar ve bu organlardaki hiicrelerin yapisal olarak nitelikleri degerlendirilmistir
(Hueza ve ark., 2014). ZEA viicut agirligi artisint ve besin tiiketimini azaltmistir.
Hematolojik parametreler tzerinde bir etkisi goriilmese de, ZEA, histolojik ve timosit
fenotipi degisiklikleriyle timus atrofisine ve dalakta B hilcre ylzdesindeki azalmaya
neden olmustur. Kazanilmis ve dogustan gelen immiin cevaplart ile ilgili olarak,
gecikmis tipte hipersensitivitede istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir.
Bununla birlikte, ZEA verilen siganlarda, makrofajlar tarafindan antikor iiretimi ve
peroksit salimi bozulmustur. Bu calismada gozlenen sonuglarin ZEA’nin ER’ler

uzerindeki aktivitesi ile iliskili olabilecegi 6ne siiriilmiistir (Hueza ve ark., 2014).

Pistol ve ark. (2014, 2015), ZEA igeren diyetle beslenen domuzlarin karaciger
ve dalak orneklerinin incelendigi 2 ayr1 ¢alismada; ZEA’nin pro- ve antiinflamatuvar
aracilar ve ilgili sinyal yolaklar1 iizerine etkisini incelemislerdir. ilk ¢alismada, ZEA nin
proinflamatuvar (TNFa, IL-8, IL-6, IL-1p ve interferon-y) ve antiinflamatuvar (IL-10
ve IL-4) sitokinleri ve inflamatuvar slireclere dahil olan diger molekiiller (matriks
metalloproteinazlar (MMP)/matriks metalloproteinazlar doku inhibitérleri (TIMP),
PPARy ve NF-kB1 gibi niikleer reseptorler, mitojen aktive edilmis protein kinazlar
(MAPK)) tizerindeki etkisi domuz yavrularinin karaciger orneklerinde arastirilmigtir
(Pistol ve ark., 2014). ZEA’nin hem gen ekspresyonu hem de protein seviyelerinde pro-
ve antiinflamatuvar sitokin seviyelerinde 6nemli bir azalmaya neden oldugu, MMP ve
TIMP gibi diger inflamatuvar aracilarin seviyelerinde azalma ile iliskili oldugu
gosterilmistir.  Ayrica, diyetsel ZEA’nin maruz birakilmis domuz yavrularinin
karacigerindeki NF-xB1 ve TAK1/p38a MAPK genlerinin ifadelerinde dramatik bir
azalmay1 indiikledigi ve PPARy mRNA ekspresyonu tzerinde ise hicbir etkisinin
olmadig1 gosterilmistir. Bu ¢alisma ZEA’nin hepatik hiicresel immiin cevabin birkag
onemli parametresini degistirdigi vurgulanmistir (Pistol ve ark., 2014). Diger caligmada
ise, 18 giinliik siitten yeni kesilmis domuz yavrularinin dalak 6rneklerinde mikrodizi
analizi ile ZEA’nin tiim genom ekspresyonu, pro- (TNFa, IL-8, IL-6, IL-1p, interferon-
y) ve antiinflamatuvar (IL-10, IL-4) sitokinler, inflamatuvar siire¢lere dahil olan diger
molekiiller (MMP’ler/TIMP’ler), ayrica sinyal molekilleri, (p38/JINK1/INK2-
MAPK lar) ve nikleer reseptorler (PPARY/NFkB/AP-1/STAT3/c-JUN) (izerine etkisi
degerlendirilmistir. Mikrodizi analizi, ZEA maruziyeti ile ekspresyon seviyeleri degisen
genlerin toplaminin %46’sinin hiicresel sinyal yolaklarinda, %13’{inlin sitokin aginda

ve %10’unun inflamatuvar cevapta yer aldigin1 gostermistir. ZEA, proinflamatuvarlarin
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(TNFa, IL-8, IL-6, IL-1B) ekspresyonunu ve iiretimini arttirirken, dalakta interferon-y,
IL-4 ve IL-10 sitokinleri iizerinde hicbir etki gdstermemistir (Pistol ve ark., 2015).
Bahsedilen hayvan ¢alismalarindan elde edilen veriler 1s18inda ZEA’ nin immiinotoksik

0zellikte olabilecegi diistiniilmektedir.

2.6.6. Norotoksik Etkileri

ZEA’nin norotoksik etkileri ile ilgili veriler oldukc¢a smirlidir. Ancak zebra
balig1 (Danio rerio) embriyolarinda yapilan bir ¢alismada, ZEA’nin embriyotoksik
etkileri, kalp hizi, oksidatif hasar gostergeleri (ROS, lipit per