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ONSOZ

Bu ¢alisma, zearalenonun TM3 Leydig hiicreleri tizerinde olusturdugu oksidatif hasari
belirlemek amaciyla yapilmistir.
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tecriibeleriyle ¢aligmalarim boyunca bana yol gosteren ¢ok degerli danisman hocam
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Aras. GoOr. Banu Orta YILMAZ’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Tez g¢aligmalarim
sirasinda her zaman yan yana oldugum, zorluklar1 birlikte astigimiz ve her tiirli
destekleriyle yanimda olan ¢alisma arkadaslarim Biyolog Mine CELEP, Biyolog Ezgi
HAMZAOGLU ve Biyolog Batuhan COSKUN’a ¢ok tesekkiir ederim. Yine tez
calismam boyunca manevi desteklerini esirgemeyen arkadaslarim Biyolog Nebahat
YILDIZBAYRAK ve Biyolog Sezen ERDOGAN’a ¢ok tesekkiir ederim.

Lisans ve yliksek lisans egitimim sirasinda, tez ¢aligmalarim boyunca engin fikirleri ve
degerli diisiinceleriyle yoluma 151k tutan, tim manevi destegiyle yanimda olan Sayin Dr.
Resit KUKURT e tesekkiirii bir borg bilirim.

Hayatimin her evresinde sonsuz destekleriyle yanimda olan, anlayis ve sevgilerini
esirgemeyen sevgili babam Kuddusi YILDIRIM, sevgili annem Munise YILDIRIM ve
cok sevdigim kardeslerim Kiibra, Biisra ve Miirvet YILDIRIM’a tesekkiirlerimi
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adimda bana yardimci olan ve varligiyla bana her zaman destek olan sevgili Yusuf
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SiIMGE VE KISALTMA LiSTESI

Kisaltmalar

(*OH) - Hidroksil radikali

(02 - Siiperoksit radikali

17p-HSD : 17p hidroksisteroid dehidrogenaz

0, : Tekli oksijen

3a-HSD : 3a hidroksisteroid dehidrogenaz

3p HSD-1 : 3B hidroksisteroid dehidrogenaz izomeraz
3p-HSD : 3B hidroksisteroid dehidrogenaz
AHNE > 4-hidroksi-2-nonenal

AlF : Apoptoz indiikleyici faktor

Apaf-1 : Apoptotik proteaz aktive edici faktor
BrdU : Bromodeoksiuridin

cCAMP : Siklik adenozin monofosfat

CAT . Katalaz

CSF : Koloni uyarici faktor

FADD - Fas ile iliskili adaptor protein

GPx : Glutatyon peroksidaz

GR : Glutatyon

GSH : Glutatyon

GSSG . Glutatyon disiilfit

GST : Glutatyon S-transferaz

H,0, : Hidrojen peroksit

H,0, - Hidrojen peroksit

IGF - Insiilin benzeri biiyiime faktorii

JNK : ¢-Jun NH2-terminal kinaz

LDH . Laktat dehidrogenaz

LH > Luteinizan hormon

LOEL : En diistik etkinin gzlemlendigi deger
MAPK : Mitogen-activated protein kinaz
MDA : Melondialdehit

NGF : Noron bliytime faktorii

NO™ : Nitrik oksit

NOAEL : Higbir yan etkinin gézlemlenmedigi deger
P450 C17 : 17-hidroksilaz ve 17,20-liyaz

P450 scc : p450 yan-zincir kiran enzim
P450CYP11A1: kolesterol yan zincir kiran sitokrom P450
PBR : Periferal-tip benzodiazepin reseptor
PKA : Protein kinaz A

ROS : Reaktif oksijen tiirleri

SOD : Siiperoksit dismutaz

StAR . Steroidogenik Akut Regiilator Protein
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SULT
TNF-R1
TRADD
TRAIL-R2
UGT

a-zol

B-zol

- Stilfotransferaz

: Tiimor nekroz faktor reseptor-1

: TNFR1-iliskili 6liim domain protein

: TNF ile iligkili apoptoz indiikleyen ligand
- Uridindifosfat-glukuronosil transferaz

: a- zearalenol

: B-zearalenol
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Bu calismada, zearalenonun TM3 Leydig hiicreleri tizerindeki oksidatif etkisi hiicre
canliligi, hiicre ¢ogalmasi, sitotoksisite, lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonu,
Bromodeoksiuridin (BrdU) aktivitesi, reaktif oksijen tiirlerinin miktarlar1 olgiilerek ve
apoptotik indeks hesaplanarak ortaya ¢ikarilmasi amaglanmaktadir.

Mikotoksinler, belirli nem ve 1s1 kosullarinda besin ve yemlerin {izerinde yetisen fungal
metabolitlerdir. Ham ve islenmemis lriinde c¢ogalarak, {iriiniin nitelik ve niceligini
degistirip bozulmasina neden olur. Diinya’daki besin iiriinlerinin neredeyse %25’1 en az
bir mikotoksin tarafindan kontaminedir. Mikotoksinler insan saglig: tizerinde olumsuz
etkilere sahip olup toksik, karsinojenik, teratojenik ve mutajenik etki gostermektedir.
Mikotoksinlerin aflatoksin, okratoksin ve zearalenon gibi tiirleri bulunmaktadir. Bu
tirler arasinda bulunan zearalenon Fusarium tiirii kiif mantarlari tarafindan tretilen
steroid yapida olmayan &strojenik bir mikotoksindir ve funguslar tarafindan tretildigi
bilinen tek Ostrojendir. Zearalenonun en ¢ok goriildiigli besinler arasinda misir ve
tirtinleri, misir gevregi gibi kahvaltilik {iriinler, misir birasi, ekmek, ceviz ve hayvan
yemleri bulunmaktadir. Yiiksek miktarda zearalenon ile kontamine olmus yemleri
tilkketen hayvanlarin siitiine gegtiginden ¢ig ve pastorize siit, siit tozu ve peynirde de
bulunmaktadir.



Zearalenonun tiim canlilar iizerinde genotoksik, hepatotoksik, hematotoksik ve
karsinojenik etkileri bulunmaktadir. Endokrin sistemi bozan etkilerinin yani sira tireme
sistemini de etkileyerek infertiliteye sebep olmaktadir. Yapilan in vivo calismalarda
zearalenona maruz kalan bireylerde testis agirliginin ve serum testosteron miktarinin
azaldig1 belirlenmistir. Ayrica testikiiler ve epididimal sperm sayisinin azalmasina
neden olmaktadir. Yapilan in vitro galismalara gore ise sperm canliliginin azalmasina ve
kromatin yapisinin bozulmasina neden oldugu tespit edilmistir.

Zearalenon 24 saat siireyle 1,2 nM ve 6 nM dozlarinda TM3 Leydig hiicrelerine
uygulanmistir.  Leydig hiicrelerinde hiicre canliligi, hiicre ¢ogalmasi, lipit
peroksidasyonu, protein oksidasyonu, hidroksil radikali, hidrojen peroksit miktar1 ve
apoptoz/nekroz oranlar1 Olgiilmiistiir. Bulgular hiicre canliligi, lipit peroksidasyonu,
protein oksidasyonu, hidroksil radikali, hidrojen peroksit miktar1 ve apoptoz/nekroz
oraninin arttigini, hiicre gogalmasinin azaldigin1 géstermistir. Bu bulgular zearalenonun
TM3 Leydig hiicrelerinde lipit peroksidasyonu ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusumuna bagli olarak apoptozu tesvik ettigini gostermektedir.

Mayis, 2014, 94.

Anahtar kelimeler: Zearalenon, Leydig hiicresi, Oksidatif Hasar, Apoptoz, in vitro

Xi



SUMMARY

M. Sc. THESIS

THE OXIDATIVE EFFECT OF ZEARALENONE ON TM3 LEYDIG CELLS

Giilnaz YILDIRIM

Istanbul University
Graduate School of Science and Engineering

Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Melike ERKAN

The purpose of this study is to show the oxidative effect of zearalenone on TM3 Leydig
cell line by determining cell viability, cell proliferation, cytotoxicity, lipid peroxidation,
protein oxidation, Bromodeoxyuridine (BrdU) activity, amount of total reactive oxygen
species and apoptotic index.

Mycotoxins are fungal metabolites that grow on food in optimal conditions which
require an environment which must be wet and to a particular temperature. These
metabolites cause deterioration of the product’s quality and quantity via reproduction in
raw and unprocessed materials. A total of 25% of world food production is
contaminated with at least one mycotoxin. Mycotoxins have negative effects on human
health and their toxicological effects are carcinogenic, teratogenic and mutagenic. There
are a range of mycotoxin forms such as aflatoxin, ochratoxin and zearalenone.
Zearalenone is a nonsteroidal estrogenic mycotoxin that is produced by mildew fungus
species such as Fusarium. It is known to be the only estrogen that is produced by
fungus. The most prevalent foods with zearalenone are maize, cornflakes, corn beer,
bread, walnut and animal feedstuffs. It can pass through the milk of animals that have
been feeding on contaminated with zearalenone, therefore, it is found in raw and
pasteurized milk, milk powder and cheese.

Zearalenone has genotoxic, hepatotoxic, hematotoxic and carcinogenic effects on living
organisms. Zearalenone causes infertility so it effects the system of reproduction,
furthermore, it has as well as disrupting endocrine effects. In vivo studies have shown
that zearalenone causes the reduction in testis weight and serum testosterone levels in
animals exposed to zearalenone. Also, it can cause a decrease in the epididymal and

Xii



testicular sperm counts. According to in vitro studies, zearalenone causes a reduction in
sperm viability and disrupts the chromatin structure.

Zearalenone was exposed to TM3 Leydig cells for 24 hours at 1,2 nM and 6 nM doses.
Cell viability, cell proliferation, lipid peroxidation, protein oxidation, hydrogen
peroxide, hydroxyl radical and apoptosis/necrosis rate were measured in Leydig cells.
The results indicated that cell viability, lipit peroxidation, hydroxyl radical, amount of
hydrogen peroxide and apoptosis/necrosis rate are increased, while cell proliferation is
decreased. This findings indicate that zearalenone induced apoptosis depending on
producing of reactive oxygen species (ROS) and lipit peroxidation.

May, 2014, 94.

Keywords: Zearalenone, Leydig Cell, Oxidative Damage, Apoptosis, in vitro
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1. GIRIS

Diinya genelinde artan canli populasyonu, besin kaynaklarina ve iiretimine olan ihtiyaci
da arttirmaktadir. Bu besin ihtiyacinin ¢ogu stratejik dnemi yiiksek olan tahillardan
karsilanmaktadir. Yem ve besin olarak iiretilen bu tahillar {iretim, isleme ve depolama
asamalar1 sirasinda mantarlarin metabolitleri olan mikotoksinler ile kontamine
olmaktadir. Ham ve islenmemis materyalde mantarlarin bulunmasi, tirlinde istenmeyen
kokularin olugsmasi ve besin igeriginin bozulmasi gibi sorunlara yol agarak iirtinlerin
diisiik kaliteli olmasina sebep olmaktadir. Ustelik bazi mantarlar insan ve hayvan
sagligina zararli olan mikotoksinleri liretme kapasitesine sahiptir. Bilinen 350 farkli
mantar tiiriinden 300°den fazla mikotoksin iiretilmektedir (Gromadzka ve dig., 2008).
Mikotoksinlerin bu kadar yaygmn bulunmasinin sebebi ise mikotoksinleri {ireten
mantarlarin riizgar ve hava akimlariyla tasinabilmesidir (Steyn ve Stander, 1999;
Concon, 1988). Tarim iriinlerindeki kayiplar dikkate alindiginda kiif mantarlarinin
verdigi ekonomik zararlar azimsanamayacak diizeydedir. Diinya genelinde
mikotoksinlerle kontamine olmus besinlerin artmasi ve bu besinlerle canlilarin
beslenmesi ciddi bir sorundur (Tsakmakidis, 2007). Giiniimiizde mikotoksinlerin
etkilerine karsi insanlarin daha fazla bilinglenmesine ragmen siirekli devam eden
maruziyet ve bunun sonucunda olusan sagligi tehdit edici riskler azalmamistir (D’Mello

ve dig., 1999)

Fusarium tiirleri tiim diinyada toprak, bitki, bitki artiklari, hava, su ve su biyofilm
tabakasinda bulunmaktadir. Fusarium tiirlerinin yayilmasinda riizgarin ve yagmurun
oldukga etkili oldugu bilinmektedir. Zearalenon, Fusarium tiirii mantarlarin 6zellikle F.
graminearum, F. culmorum, F. equiseti, F.cerealis, F. crookwellence ve F. semitectum
tirleri tarafindan sentezlenen steroit yapida olmayan bir mikotoksindir (Bennett ve
Klich, 2003). Bunun yani sira, zearalenon tarimsal iiriinlerde en sik rastlanilan
mikotoksindir (Zourgui, 2008). Misir, soya, bugday, arpa, yulaf ve silaj gibi insanlarin
beslenmesinde ve hayvan yemlerinde yogun olarak kullanilan besinlerde sagligi tehdit
edici boyutlarda zearalenon bulunmaktadir. Bir Ostrojen agonisti olarak gorev yapan

zearalenon, 17-f ostradiol ile uterus, hipotalamus, meme bezi ve hipofiz bezinde



bulunan sitozolik dstrojen reseptorlerine baglanmak i¢in yarisir (D’Mello ve dig., 1999).
Insanlar tarafindan oral yolla alman zearalenon bagirsak mukoza hiicreleri tarafindan
hizlica absorbe edilir, karacigere girisini takiben sistemik dolagima katilir (Biehl ve dig.,
1993). Zearalenon hiicre igerisinde a-zearalenol, B-zearalenol, a-zearalanol ve f-
zearalanol gibi metabolik iiriinlere doniismektedir ve globulinlere baglanmaktadir

(Gajecki, 2002).

Yapilan bir¢ok calisma, zearalenonun hayvanlarda erkek iireme sisteminde pek cok
hasara yol agtigini1 ve fertiliteyi olumsuz yonde etkiledigini géstermistir (Ruzsas ve dig.,
1979; Young ve King, 1986). Buna ragmen, zearalenonun toksisitesinin mekanizmasi
tam olarak agiklanamamustir (Gazzah ve dig., 2013). Zearalenon, uzun siireli maruziyet
sonucunda reaktif oksijen tiirlerinin olusmasina neden olarak hiicreye zarar vermektedir.
Bunun sonucunda apoptotik hiicre 6liimiiniin artmasi ile testikiiler germ hiicre sayisinin
azalmasina sebep olmaktadir (Kim ve dig., 2003; Yang ve dig., 2007a). Zearalenon
testosteron biyosentezinde gorevli olan Leydig hiicrelerinin steroidogenik fonksiyonunu
bozarak testosteron {liretiminin azalmasina neden olmaktadir (Tsakmakidis ve dig.,
2006; Yang ve dig., 2007a, 2007b). Ayrica steroidogenik yolakta gorevli olan
enzimlerin mRNA seviyelerinin azalmasina neden olmaktadir (Yang ve dig., 2007b).
Zearalenon germ hiicreleri arasindaki baglantilarin azalmasina, germ hiicrelerinde
vakuol olugsmasina, spermin karakteristik Ozelliklerinin (sperm hareketi, canliligi ve
akrozom reaksiyonu) bozulmasina, sperm kromatin yapisinin denatiire olmasina yol
acmaktadir (Tsakmakidis ve dig., 2006, 2007; Yang ve dig., 2007b; Benzoni ve dig.,
2008). Zearalenon membran biitiinliigliniin  bozulmasmma neden olarak lipid
peroksidasyonunun olusmasina sebep olmaktadir (Yang ve dig., 2007a;

Banjerdpongchai ve dig., 2010; Juan-Garcia, 2013).

Bu c¢alismada, zearalenonun TM3 Leydig hiicreleri iizerindeki oksidatif etkisi
aragtirtlmistir.  Tezin “Genel Kisimlar” boliimiinde Leydig hiicreleri, zearalenon,

oksidatif hasar ve apoptoz ayrintili olarak anlatilmistir.

Tezin “Malzeme ve YoOntem” boliimiinde laboratuarda uygulanan islemler ayrintili
olarak anlatilmistir. Yapilan islemler sonucunda elde edilen sonuglar tezin “Bulgular”

boliimiinde belirtilmistir.



Tezin “Tartisma ve Sonu¢” boliimiinde ise, elde edilen veriler degerlendirilmis ve bu

veriler mevcut literatiir bilgisi ile yorumlanarak sonuca varilmistir.

Bu ¢alisma ile zearalenonun TM3 Leydig hiicreleri iizerinde olusturdugu oksidatif etki,
lipit peroksidasyonu, Bromodeoksiuridin (BrdU), reaktif oksijen tiirlerinin miktarlar
Olgiilerek ve nekrotik/apoptotik hiicre indeksi hesaplanarak ortaya g¢ikarilmasi

amaclanmaktadir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. TESTIiSIiN GENEL YAPISI

Erkek lireme sistemi, sperm iiretimini saglayan ve androjenleri salgilayan testislerden,
erkek genital kanallarindan, erkek yardimci bezlerinden ve penisten olusmaktadir.
Testisler, esey hiicreleri olan spermatogonyumun iretimi ve beslenmesinden, esey

hormonlarinin sentezi ve salgilanmasindan sorumludur (Kaya ve dig., 2006).

Testis, endokrin ve ekzokrin iglevi olan bir bezdir. Spermler testisin ekzokrin
fonksiyonunun iiriinii olup, Leydig hiicrelerinde iiretilen testosteron testisin endokrin
fonksiyonunun bir tirliniidiir (Netter ve dig., 2009; Junqueira ve dig., 2006; Ilgaz, 2009).
Testisin i¢ salgilama fonksiyonu, Leydig hiicrelerinin testosteron, dihidrotestosteron ve
androstenedion gibi androjenleri salgilamasidir (Costanzo, 2003). Testosteron en dnemli
testis hormonu olup, testislerde veya bobrekiistii bezlerinde kolesterolden ya da
dogrudan asetil koenzim A’dan sentezlenmektedir. Testosteronun daha aktif bir formu

olan dihidrotestosteron, periferal ve hedef dokularda olusmaktadir (Bozdogan, 2004).

Spermatogenezin meydana geldigi seminifer tiibiillerde germinal epitel iki hiicre
cesidinden meydana  gelmektedir. Bu  hiicreler  spermatogenik  hiicreler
(spermatogonyumlar,  spermatositler, spermatidler) ve  Sertoli hiicreleridir.
Spermatogenik hiicreler, bazal lamina ve tiibiil liimeni arasinda tabaka halinde
diizenlenmistir (Stevens ve Lowe, 1997). Sertoli hiicreleri siki baglanti kompleksleri ile
birbirlerine baglanmiglardir (Meng ve dig., 2005). Siki baglantilar sonucu olusan kan-
testis bariyeri, spermatogenezin ileri safhalarindaki germ hiicrelerini kandan gelen

zararli maddelere karsi korur (Janqueira ve dig., 2006).

Seminifer tiibiillerin arasinda bulunan alan, bag dokusu ve kollajen liflerinin yani sira
kan ve lenf damarlari, sinir lifleri ve ¢esitli hiicreler icermektedir. Bu alanda testisin
interstisyel veya Leydig hiicrelerinin yan1 sira fibroblastlar, makrofajlar, mast hiicreleri

ve farklilasmamis mezensimal hiicreler de bulunmaktadir (Fawcett, 1966).



2.2. LEYDIG HUCRESI

Leydig hiicreleri, ilk olarak 1850 yilinda Franz Leydig tarafindan kesfedilmistir
(Kuehnel, 2003). Memelilerde bu hiicreler, interstisyel alanda seminifer tiibiillerin
etrafinda diizensiz sekilde bulunurlar. Bu bolgede kan damarlari, lenfatik ve makrofajlar
da bulunur (Christensen, 1975). Leydig hiicreleri interstisyel alanda kapiller damarlara
yakin olarak bulunur. Bu hiicreler erkekte testosteron biyosentezinden sorumlu
hiicrelerdir (Kuehnel, 2003).

Leydig hiicreleri, poligonal ve diizensiz sekilli, yaklasik olarak 15um ¢apinda olan
hiicrelerdir. Bu hiicreler tek nukleusludur ve genelde 1-2 nukleolus igerirler (Gartner ve
Hiatt, 2003). Steroit iireten diger hiicrelerde oldugu gibi, Leydig hiicreleri de sitoplazma
igerisinde bol miktarda lipit damlaciklari, mitokondri ve iyi gelismis diiz yiizli

endoplazmik retikulum bulundurur (Christensen, 1975).

Belirlenmis iki ¢esit Leydig hiicresi bulunmaktadir. 1) Fetal Leydig hiicresi 2) Eriskin
Leydig hiicresi. Bu iki tip Leydig hiicresi, biyokimyasal ve morfolojik olarak farkli
Ozelliklere sahip olmalarina ragmen, androjen iiretiminde ayni temel fonksiyonlara
sahiptir. Fetal Leydig hiicreleri, testosteron metabolizmasi ve biyosentezi ile ilgili
steroidogenik enzimlerin yiiksek derecede anlatimini yapmaktadir (6r: Sa-rediiktaz, 3a-
HSD) (Murono ve Washburrn, 1990). Fetal Leydig hiicrelerinin en belirgin 6zelligi ise
sitoplazmalarinin bol miktarda lipit damlaciklar1 igermesidir (Shan ve Hardy, 1992).
Fetal Leydig hiicreleri, eriskin Leydig hiicrelerine doniismeden Once bir kere boliiniirler.
Eriskin Leydig hiicreleri, daha az miktarda lipit damlaciklar1 ve daha yiiksek miktarda
liiteinizan hormon (LH) reseptorii igermektedir (Shan ve Hardy, 1992).

Androjenler, normal erkek fenotipinin olugsmasinda kritik rol oynamaktadir (Wang ve
dig., 2009). Androjen biyosentezindeki bozukluk ve cevresel endokrin bozucu
bilesiklerin etkisi ile Leydig hiicresinde ger¢eklesen steroidogenezin hiicresel kontrolii
engellenmektedir (6r; kolesteroliin mitokondri igerisine taginmasi, steroidogenik enzim
ekspresyonu veya aktivitesi). Endokrin sistemi bozan bilesikler, dogum Oncesi gelisim
sirasinda androjen eksikligine sebep oldugundan, erkek iireme organlarinin gelisimde
onemli fonksiyona sahip Wolf kanalinin farklilagmasinda da kusurlara sebep

olmaktadir. Bir¢ok cevresel kirleticinin etkisi ile birlikte kriptorsidizm, hipospadias,



testis kanseri ve semen kalitesinin azalmasi gibi erkek iireme sistemi ile ilgili gelisimsel

bozukluklarinda sayist artmaktadir (Svechnikov ve dig., 2010).

Androjen iiretiminin biiylik bir kismi testiste Leydig hiicrelerinde yapilmaktadir.
Androjen tretimi, Leydig hiicrelerinin sitoplazmalarindaki lipit damlaciklarinda
bulunan kolesterol ile yapilmaktadir. Bu olay steroidogenez olarak tanimlanmaktadir
(Hall, 1994). Steroidogenez genel olarak On hipofiz bezinden sentezlenen bir
glikoprotein olan LH tarafindan diizenlenmektedir. LH’nin reseptoriine baglanmasi,
siklik adenozin monofosfat (cCAMP) olusumunu arttiran adenilat siklazin aktiflesmesini
saglar (Dufau, 1998). cAMP, belirli protein substratlarinin serin ve treonin dizilerini
fosforlayan cAMP-bagimli protein kinaz A’y1 (PKA) uyarir (Hansson ve dig., 1999).
Steroidogenezin en dnemli adimi olarak kabul edilen asama ise kolesteroliin mitokondri
i¢c membranina taginmasidir (Stocco ve Clark, 1996). Kolesterol tasima mekanizmasi
steroidogenik akut regiilator (StAR) protein ve periferal-tip benzodiazepin reseptor
(PBR) arasindaki iligkiyi igceren karmasik bir siirectir (Stocco, 2000; Papadopoulas,
2004). StAR ve PBR, kolesteroliin mitokondri igerisine tasinmasinda koordineli olarak
calismaktadir. StAR, kolesterol tasinmasinin baslaticisi olarak fonksiyon goriirken, PBR
kolesteroliin mitokondri igerisine girisinde bir kap1 olarak gorev yapmaktadir (Hauet ve
dig., 2005). Kolesterol, mitokondri i¢ membranina ulastifinda pregnenolona
doniistiiriilir. Bu reaksiyon mitokondri i¢ membraninda yerlesmis sitokrom p450
CYPI11AL1 tarafindan gerceklestirilir. Pregnenolon, mitokondriyi terk ederek 3B-HSD
tarafindan  progesterona dondstiriildiigi diiz ylizli endoplazmik retikuluma
gecmektedir. Bu steroit, p450c17 tarafindan metabolize edilerek androstenediona daha

sonra 17B-HSD tarafindan testosterona dontistiiriilmektedir (Payne ve Hales, 2004).



2.3. ZEARALENON

Tahillar, Diinya genelinde stratejik dnemi yiiksek olan ve artan canli populasyonu ile
birlikte besin ihtiyacini 6nemli dl¢iide karsilayan besinlerdir. Fakat tahillarin {iretim,
isleme ve depolama asamalar1 sirasinda mikotoksin olarak adlandirilan mantar
metabolitleri ile kontamine olma riskleri vardir. Mikotoksinler; Aspergillus, Penicillium,
Fusarium, Alternia ve Claviceps gibi mantar cinslerinin sekonder metabolizmasi sonucu
olusan, diisiik molekiil agirlikli, ¢ok cesitli kimyasal yapiya sahip dogal toksinlerdir
(Steyn ve Stander, 1999). Olusan bu toksinler, hayvan ve insan saghgi iizerinde
karsinojenik, teratojenik ve mutajenik etki gostermektedir (Steyn ve Stender, 1999;
Hiissein ve Brasel, 2001). Mikotoksinlerin metabolize olmasi sonucu farkli doku ve
organlarda birikimi gergeklesmektedir. Beslenme, solunum ve deri araciligiyla
bulagsmasi sonucu birgok canliya zarar vermektedir. (Marin ve dig., 2013). Mikotoksin
alimina bagl olarak gelisen hastaliga mikotoksikoz denir ve bu hastaligin klinik olarak
tanimlanmasi oldukca zordur. Belirtileri arasinda ise bir veya birden fazla hastaligin
semptomlart bulunmaktadir. Mikotoksikozda goriilen belirtilerin siddeti, goriilen
hastaliklarin tipi, genel olarak maruz kalinan mikotoksin tiirii, miktari, birden fazla
mikotoksin varliginin yani sira viicut agirhigi, fiziksel durum ve beslenme gibi kisisel

ozelliklere gore farklilik gosterebilir (Steyn ve Stander, 1999).

Mikotoksinler, ekinlere kiif mantarlar1 ile bulastigindan dolay1 ya insanlar tarafindan
direkt olarak tiiketilmesinden ya da ¢iftlik hayvanlar1 i¢in besin maddesi olarak
kullanilmasindan dolay1 besin zinciri igerisinde yer almaktadir. Et, siit ve yumurta

araciligi ile de besin zincirine dahil olmaktadir.

Mikotoksin  olusumu, tarimsal {irlinlerin iiretimi sirasinda birgcok noktada
gerceklesebilmektedir (hasat Oncesinde, hasat sirasinda, kurutma ve depolama
evrelerinde). Yeterli olmayan tarimsal ve hasat kosullari, uygun olmayan kurutma,
ambalajlama, dagitim, depolama ve tasima kosullar1 fungal {iriinlerin biiylimesine ve
mikotoksin tirinlerinin riskinin artmasina neden olmaktadir (Diaz, 2006; Krska ve dig.,
2008; Marin ve dig., 2013). Mikotoksinleri lireten mantarlar riizgar ve hava akimlariyla
tasindigindan dolay1 her yerde bulunmaktadir (Steyn ve Stender, 1999; Concon, 1988).

Mikotoksin kontaminasyon diizeyi iklim kosullara, {riiniin cinsine ve cografi



konumuna bagli olarak mevsimden mevsime, yildan yila farklilik géstermektedir (Steyn
ve Stender, 1999). Diinyadaki mahsiillerin dortte birinin mikotoksin ile kontaminasyon

riskinin oldugu bildirilmistir (Rice ve Ross, 1994).
2.3.1. Zearalenonun Genel Ozellikleri

Fusarium tiirleri ilk olarak iki yiizyil once tanimlanmis olup, arastiricilarin 50 yil 6nce
ilgilerini bu tiirlere yonlendirmesi sonucunda Fusarium tiirlerin meydana gelisi ve
metabolitlerinin etkisi kanitlanmistir (Bottalica ve Perrone, 2002; Chelkowski, 1998;
Parry ve dig., 1995). 1920’lerin sonlarinda kiiflenmis misirla beslenen domuzlarda
hiperéstrojenik semptomlarin ve rahim iltihabinin olusmasi Fusarium tiirlerine olan
ilgiyi arttirmistir. Stob ve arkadaglar1 (1962) kiiflenmis misirdan, bilesenleri izole eden
ilk calisanlar iken, 1965 yilinda Christensen ve arkadaglart Fusarium ile asilanmis
misirdan F2 olarak adlandirilan bir bilesik izole etmislerdir. 1966 yilinda ise Urry ve
calisma arkadaslar1 kontamine olmus misirdan ayni bileseni izole ederek bu bilesene
zearalenon adini vermislerdir. Zearalenon, tahil kokenli bilesenlere belirli Fusarium
tiirlerinin bulagsmasi sonucu besinlerde olusan dogal bir kontaminanttir. Ayrica tiim hava
kosullarinda olusabilen ve dnemli bir¢ok tarimsal ekine zarar veren oldukca fazla tiirii
icermektedir (Stepien, 2013). F. graminearum, F. culmorum, F. crookwellense, F.
equiseti ve F. semitectum tiirlerini iceren Fusarium’larin misir, piring ve bugday gibi

tahillara bulagsmasi sonucu zearalenonun biyosentezi ger¢eklesmektedir (Betina, 1989).

Ekonomik olarak 6nemli ekinlerin hemen hemen tiimii her yil mikotoksinlerle enfekte
olmasma ragmen, tahillar Fusarium cinsi mantarlarin kontaminasyonu ile en fazla
hasara sahip iiriinler arasindadir (Stepien ve Chelkowski, 2010). Uriinde olusan
hastaligin ciddiyeti ve depo edilen mikotoksin miktar1 hava kosuluna, kontamine olan
konagin ve sentez edilen metabolitlerin miktarina bagh olarak degismektedir (Bottalica
ve Perrone, 2002; Chelkowski, 1998; Logrieco ve Visconti, 2004; Lukanowski ve dig.,
2008; Perkowski ve dig., 1997; Proctor ve dig., 2006; Thrane ve dig., 2004; Uhlig ve
dig., 2006; von Bargen ve dig., 2009; Wisniewska ve dig., 2004).

Fusarim tirti mantarlar 1) toksik iirtin; fumonisin, fusarik asit, trikoten, fusarin,
zearalenon 2) toksik olmayan {iriin; bikaverin iiretmektedirler (Marin, 2013). Bu

mikotoksin tiirleri ¢igeklenme asamasindaki ekinleri istila eder fakat mikotoksin iireten



mantarlarin gelisimi ve toksin iiretimi hasat sonrasinda yeterli olmayan depolama

kosullarinda meydana gelir (EFSA, 2011).

Tavsan, sican, domuz ve insanlarda zearalenonun emilimi oral olarak alimini takiben
hizlica ve kapsamli bir sekilde gerceklesmektedir (Kuiper-Goodman ve dig., 1987).
Total olarak emilimi ise %80-85 oraninda gergeklesmektedir (Biehl ve dig., 1993).
Zearalenonun gastrointestinal sistem disinda diger organlardaki dagilimi bdobrek,
karaciger, yag doku, akciger, kalp, dalak, kas, beyin ve testislerde olmaktadir (Shin ve
dig., 2009).

Mikotoksin ¢esitlerinden olan zearalenon adini lizerinde iiredigi Zea bitkisinden almistir
ve kimyasal formiilii C1gH2,05°dir. Kimyasal agilimi ise 3,4,5,6,9,10-hekzahidro-14,16-
dihidroksi-3-metil-1H-2-benzoksiasiklotetradesin-1,7(8H)-dion’dur. Beyaz ve Kkristal
yapida olan zearalenonun molekiiler agirligi 318.36 g/mol olup, erime derecesi 164-165
C ve kaynama noktas1 576-599°C’dir. Zearalenon, Fusarium tiirlerinden {iretilen steroit
yapida olmayan, 6f rezorsiklik asit laktondur (Chelkowski, 1998; Kuiper-Goodman ve
dig., 1987). Urry ve dig., (1966), Kuo ve dig., (1967)’nin yaptiklar1 ¢alismalarla

zearalenonun kimyasal yapisi belirlenmistir.

Sekil 2.3.1.1: Zearalenonun kimyasal yapisi (Urry ve dig., 1962; Kuo ve dig., 1967).

Zearalenon 150 °C’ye kadar 1stya dayaniklidir. Yapisinin bozulabilmesi i¢in yalnizca

yiiksek sicaklik veya alkalin ortam kosullar1 (eter, benzen, asetonitril, metil klorid,
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kloroform, aseton ve alkol) gerekmektedir (Kuiper-Goodman ve dig., 1987). Mantar
kiiltiirlerinde  zearalenonun  kendisinden farkli olarak olusan metabolitleride
bulunmaktadir. Bu metabolitler arasinda a-zearalenol, B-zearalenol, a-zearalanol ve B-
zearalanol bulunmaktadir. Zearalenon tiirevlerinin kimyasal yapilar1 Sekil 2.3.1.2.°de
gosterilmistir. Bu metabolitlerin besinler {izerinde olustuguna dair ¢ok az kanit

bulunmaktadir (EFSA, 2011).

OH O CH; OH O CHj
0] O
HO ‘ HO '
“OH OH
a~Zearalenol [~Zearalenol
OH O CHj OH O CH,
O O
HO HO
"OH OH
a-Zearalanol B-Zearalanol

Sekil 2.3.1.2: Zearalenon metabolitlerinin kimyasal yapis1 (EFSA, 2011).

Zaearalenonun in vivo metabolizmas:1 insanlarda ve bircok hayvan tiiriinde
arastirilmistir. Yapilan ¢alismalarla 3 6nemli biyotransformasyon yolagi oldugu tespit

edilmistir. Bu yolaklar;

e Zearalenonun enzimatik rediiksiyonu 3a-hidroksisteroid dehidrogenaz (3a-HSD)
ve 3B-hidroksisteroid dehidrogenaz (3p-HSD) enzimleri tarafindan katalizlenir.
Bu tepkime sonucunda a- ve [(-zearalenol ve daha az miktarda zearalanol
tretilmektedir.  Olusan  iiriinlerde  Ostrojenik  aktivite agisindan -

zearalenol>zearalenon>f-zearalenol iliskisi bulunmaktadir. Bu iligki uterus ve



11

ovidukt sitozolik Ostrojen reseptorlerine baglanma  afinitesine  gore

belirlenmektedir (Fitzpatrick ve dig., 1989).

Sitokrom P450 (CYPs) (Bravin ve dig., 2009; Pfeiffer ve dig., 2009) ve in vitro
da insan karaciger mikrozomlar1 tarafindan zearalenonun monohidroksilasyonu

(Bravin ve dig., 2009).

Zearalenonun Faz2 konjugasyonu uridindifosfat-glukuronosiltransferaz (UGT)
ve siilfotransferaz (SULT) tarafindan katalizlenir. In vitro ¢alismalara gore,
zearalenon, a- ve P-zearalenol ve diger metabolitler bircok hayvan tiirlinde ve
insanlarda karaciger ve bagirsakta oldugu kadar diger ekstra hepatik organlarda
da glukuronidlenir. En yiiksek UGT aktivitesi insan hepatik ve bagirsak
mikrozomlarinda gergeklesmektedir (Pfeiffer ve dig., 2009). Zearalenonun bu {ii¢
temel metabolik yolagi Sekil 2.3.1.3’te gosterilmistir.
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Sekil 2.3.1.3: Zearalenonun ii¢ temel metabolik yolagi (EFSA, 2011).
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2.3.2. Zearalenonun Etkileri

Zearalenon Ostrojenik bir bilesiktir ve metabolizmasi sonucunda olugsan metabolitleri
arasinda en c¢ok Ostrojenik etkiye sahip olan ise a-zearalenol’dur. Zearalenon ve
metabolitleri 0Ostrojen reseptorlerine ¢ok yiiksek affinite ile yarigmali olarak
baglanmaktadir. Zearalenon ve metabolitlerinin 0Ostrojenik etkiye sahip olmasi bu
maddenin toksisitesini bir¢ok hayvan tiirlinde ve insanda, {ireme organlart ve bu
organlarla iligkili yapilarda gdstermesine sebep olmaktadir (Gromadzka ve dig., 2009;
Wood, 1992).

Zearalenona uzun siireli maruziyet sonucunda bircok toksik etkinin ortaya ¢iktigi
bilinmektedir. Bu etkileri arasinda genotoksik, hepatotoksik, hematotoksik,
karsinojenik, endokrin ve immun sistemi bozucu etkileri bulunmaktadir. Zearalenonun
etkilerine en duyarli olan hayvanlar arasinda yer alan domuzlarda, iireme sistemi
tizerinde birgok olumsuz etkiye yol agtigi tespit edilmistir. Zearalenon, hamilelik
sirasinda embriyonun yasamini ve fetal agirhiini etkilemektedir. Ayrica vulvar acilma
ve kizariklik, vulvovaginitis, siit liretiminde eksiklik ve rahim sarkmasi gibi sorunlar
gozlenmektedir. Erkek bireylerde ise, testosteron seviyesinin ve testis agirliginin
azalmasina, feminizasyonun uyarilmasina ve libidonun azalmasina neden olmaktadir

(Zinedine ve dig., 2007).

Zearalenon, insan meme bezlerinde Ostrojenik reseptorler araciligi ile hiicrelerin
biliylimesini uyarmaktadir (Minervini ve dig., 2005). Epidemiyolojik calismalar ile
zearalenonun insan meme kanseri olusumunda 6nemli role sahip oldugu gosterilmistir

(Yu ve dig., 2005).

Lioi ve dig.(2004), zearalenonun sitogenetik ve sitotoksik etkilerini zearalenon
uygulanarak kiiltiir edilmis lenfosit hiicrelerinde yapisal kromozom aberasyonlarinin ve
kardes kromatitlerin degisiminin artmasini tespit ederek gostermislerdir. Zearalenon,
uygulanan konsantrasyona bagli olarak programlanmamig DNA sentezinin artmasina
sebep olmaktadir (Ouanes Ben-Othmen ve dig., 2008). Aida ve dig., (2001)’in in vivo
olarak yiiriittiikleri ¢alismada yetiskin erkek farelere zearalenon uygulanmasi sonucunda
spermatositlerde kromozom aberasyonlarinin olustugu gézlemlenmistir. Zearalenon,

DNA’da yap1 bozukluklarina yol agarak kromozom anomalilerinin olusumuna Yyol
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acmaktadir (Grosse ve dig., 1997; Ayed-Boussema ve dig., 2008; Abid-Essefi ve dig.,
2009). Zearalenon muamalesi DNA ve protein sentezinin inhibisyonuna, glutatyon
miktarinin azalmasina, stres proteinlerinin olusumuna, hiicre Oliimiine araci olan
oksidatif stresin olusmasina neden olmaktadir (Abid-Essefi ve dig., 2003; Quanes ve

dig., 2005; Hassen ve dig., 2007).

0-ZOL B-ZOL

/

DNA hasan INK | MAPK |

p53 aktivasvonu

\" Bax| Bcl-2 | (mitokondri)
/ N
ROS | ROS |

l

Mitokondrial stres

l

Apoptotik faktérlerin
sitoplazmaya sahknmas

ATF'nin nitklear translokasyonu

|

Hiicre Oliimii Hiicre Oliimii
(Nekroz) (Apoptoz)

Sekil 2.3.2.1: Zearalenon metabolitleri araciligi ile hiicre 6liimii sinyali (Lu ve dig.,
2013).

Zearalenonun laboratuvar hayvanlarinda (fare, sigan, tavsan, hamster) ve evcil

hayvanlarda disi ireme kanallarinin yapisinda degisiklige sebep oldugu tespit edilmistir.
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Disi hayvanlar {izerinde sahip oldugu etkiler arasinda fertilitenin azalmasi, devaml
Ostrus, yavru sayisinin azalmasi gibi etkileri bulunmaktadir. Ayrica progesteron ve
Ostradiolun serum seviyelerinde ve adrenal, tiroid ve hipofiz bezinin agirliklarinda
degisikliklerin olusmasina neden olmaktadir (Kuiper-Goodman ve dig., 1987,
FAO/WHO, 2000). Tiemann ve arkadaslar1 (2003), a-zearalenol ve B-zearalenolun in
vitro kosullarda, progesteron sentezi ile ilgili sitokrom P450 yan zincir kiran enzim
(P450scc) ve 3B-hidroksisteroid dehidrogenaz (3p-HSD) enzimlerini etkiledigini
gostermistir. Jakimiuk ve dig., (2010) in vitro ¢alismalarda, graniilosa ve teka hiicreleri
tarafindan gergeklesen steroit yapidaki esey hormonlarinin iiretimi ve salinmasinda
zearalenonun etkisini, ovaryum folikiiler hiicrelerinde ger¢eklesen bazal steroidogenezin
kiiltiir cesidine ve zearalenon konsantrasyonuna gore degistigini tespit etmistir.
Oositlerin olgunlagmasi sirasinda zearalenon ve metabolitlerinin varligir konsantrasyona

bagli olarak oositlerin inhibisyonuna sebep olmaktadir (Chen ve dig., 2009).

Zearalenon ve metabolitlerinin olgun fare Leydig hiicrelerinde steroidogenezi etkiledigi
incelenmistir. Testosteron salgilanmasi ve 3B-hidroksisteroid dehidrogenaz izomeraz
(3B-HSD-1), P450scc ve steroidogenik akut regulatér protein (StAR) gibi
steroidogenezin ii¢ onemli enziminin transkripsiyon seviyelerini etkilemektedir (Yang

ve dig., 2007b).
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2.4, OKSIDATIF HASAR

Oksidatif hasar, hiicresel antioksidan diizeyinin, reaktif oksijen diizeylerine karsi
yetersiz kalmasi sonucunda toksik bir etkinin baslamasi olarak tanimlanmaktadir. Bu
toksik etki antioksidan savunmalarin yetersizligi ve reaktif oksijen tiirlerinin asiri
iiretiminden dolay1 olusmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminin asir1 artmasi ya
da antioksidan savunmanin azalmasindan dolayr oksidatif hasar meydana gelmektedir

(Abuja ve Albertini, 2001; Mayne, 2003).

Olksidatif Stres < »  Antioksidan Savunma

0, SOD

H,0, CAT

OH~ GSH-Px

MDA a-tokoferol

4HNE askorbik asit
NO~ GSH

GSSG GR

Hiicre olumii Yasam

Sekil 2.4.1: Reaktif oksijen tiirlerinin {iretiminin ve antioksidatif sistemlerin dengesi
(Mayne, 2003).

Oksidatif stresle olusturulan reaktif tiirler, biyolojik sistemde radikaller olarak
bilinmektedir. Radikaller, biyomolekiiller i¢in yiiksek oranda reaktif olan bir veya daha
fazla eslesmemis elektron igeren molekiillerdir (Abuja ve Albertini, 2001). Eslesmemis
elektron stabil degildir ve yiiksek oranda reaktiftir. Eslesmemis elektronun stabil
duruma doniismesi i¢in, bir diger elektronla bag kurmasi gerekir. Serbest radikaller,
ihtiya¢ duyulan elektronu yakalamak i¢in girisimde bulunan diger bilesiklerle hizli bir
sekilde reaksiyona girer. Serbest radikaller viicut disindan gelebilecegi gibi canli

metabolizmasinin dogal bir sonucu olarakta olusabilir (Sahoo ve dig., 2000).

Reaktif oksijen tlirleri, lipitlere, proteinlere, niikleik asitlere hasar verebilen ve insan

karsinogenezinde rol oynayan oksidatif metabolizmanin bir yan {iriiniidiir (Mayne,
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2003; Squier, 2001; Remmen ve Richardson, 2001; Voorhies, 2001). Ayrica membran
fonksiyonunun kaybina, membran akiskanligimin ve membran yapisinin bozulmasina
yol agan lipit peroksitlerinin olusumuna neden olmaktadir (Naghii, 2002). Lipit
peroksidasyonunun membranlarda olusturdugu yikici etki genellikle reaksiyon sirasinda
aciga ¢ikan "'OH radikalinin membran yag asidi yan zincirlerine saldirmasi sonucu
gerceklesir. Membranda gerceklesen bu hasar geri donilisiimsiizdiir (Akkus, 1995;
Davies ve Goldberg, 1987). Proteinler, lipitlere oranla serbest radikallerden daha az
etkilenir. Serbest radikallerin olusturdugu hasar sonucu proteinlerde fragmentasyon,
capraz baglanmalar ve proteinlerin kiimelenmesi gozlenmektedir. Bunun sonucunda
hiicrenin normal fonksiyonunda bozukluk ve enzim aktivitesinde aksakliklar meydana
gelmektedir (Akkus,1995). Zararli maddelerin hiicrede meydana getirdigi bu hasarlar
sonucunda biyolojik materyalin zarar gormesi yaslanmay1 tesvik etmektedir. Ayrica
kalp-damar hastaliklari, ¢esitli kanser tiirleri, katarakt, bagisiklik sisteminde zayiflama,
sinir sistemi dejeneratif hastaliklar1 gibi birgok saglik problemine neden olmaktadir

(Diplock, 1998).

Canli hiicrelerdeki oksijen metabolizmasi, ¢evre kirleticileri, radyasyon, pestisitler,
cesitli tibbi tedavi yollar1 ve kontamine sular gibi bir¢ok etken, kacinilmaz bir sekilde
oksijen tiirevi serbest radikallerin olusumuna yol agmaktadir (Kaur ve Kaporr, 2001).
Oksidanlar; radyasyon, UV 15181, kimyasal reaksiyonlar araciligi ile enzimatik olarak
metal iyonlarmin serbest gecisini kapsayan redoks katalizleriyle veya enzimlere metal
iyonlarinin baglanmas1 sonucu iretilmektedir. Serbest radikaller, reaktif oksijen
radikalleri, reaktif nitrojen radikalleri ve silfiir merkezli radikalleri kapsamaktadir
(Lam, 2000; Abuja ve Albertini, 2001). Aktif oksijen, ¢evresel veya kimyasal streslerin
sebep oldugu metabolizmadaki karisik durumun sonucu olarak elektron tasima
sistemleri veya enzimlerin fonksiyonlarinin bozulmasi ile mitokondri, endoplazmik
retikulum, plazma membrani, kloroplast ve hiicre duvarinda meydana gelmektedir
(McKersie, 1996). Serbest radikallerin olugmasina sebep olan cevresel kaynaklar
icerisinde kirleticiler, organik ¢oziiciiler, pestisitler, sigara dumani, anestetikler ve
belirli ilaclar bulunmaktadir. Ayrica asir1 egzersiz ve iskemi de serbest radikal iiretimine
neden olmaktadir (Naghii, 2002; Lam, 2000). Oksidan kaynaklar1 ve antioksidan

sistemde gorevli enzimler tablo 2.4.1.’de gosterilmistir.
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Tablo 2.4.1: Oksidan kaynaklar1 ve antioksidan savunma sistemleri (Diplock 1998).

OKSIDAN ANTIOKSIDAN SAVUNMA
roksi di
S Stiperoksit dismutaz
Egzersiz Katalaz
: e Glutatyon peroksidaz
Cevre kirleticileri
. Glutatyon
Atesli hastalik ..
Ubikinon
Radyasyon
. ) Selenyum
Iskemi . .
. Urik asit
Karsinojenler .
Coklu doymamis yag asitleri ile zengin bir E vitamini
divet J C vitamini
y B —karoten ve diger karotenoidler

Biyolojik sistemlerdeki en biiyiik radikal kaynagi oksijendir. Ciinkii oksijen atomu son
yoriingesinde iki eslesmemis elektrona sahiptir. Oksijenin bu 6zelligi onun diger serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girmesini saglarken, radikal olmayan maddelerle ise
daha yavas reaksiyona girmesine neden olmaktadir. Oksijen atomu ydriingesindeki
elektronlarin farkli dizilimi ile de siiperoksit (O2¢7), peroksit ve tekli oksijen (*Oy) gibi
radikallerin olusumuna sebep olmaktadir. Ayrica serbest oksijen radikali olusumunun
anahtar maddeleri arasinda oksijenin kendisi, siiperoksit, hidrojen peroksit (H205), gecis

metal iyonlar: ve hidroksil (*OH) radikalleri de yer almaktadir (Kog, 2007).

Canlilar serbest radikallerin zararl etkilerini engellemek i¢in hem hiicre i¢erisinde hem
de hiicre membraninda etki gosteren bircok mekanizma gelistirmislerdir. Bu
mekanizmalar gerek radikal iiretimini engellemek gerekse olusan radikallerin zararh
retkilerini ortadan kaldirmak amaciyla tasarlanmistir. Canli organizmalarin olusturdugu
bu sistem, antioksidan savunma sistemi olarak bilinmektedir. Antioksidanlar endojen ve
ekzojen kaynakli olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (Kog, 2007). Endojen kaynakli
antioksidan enzimleri arasinda siiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
dontisiimiinti katalizleyen siiperoksit dismutaz (SOD), hidrojen peroksiti molekiiler
oksijen ve suya katalizleyen katalaz (CAT), hiicre ici baglayici ve tasiyici rollere sahip
olan ve detoksifikasyondan sorumlu olan enzim glutatyon S-transferaz (GST) ve
hiicrelerde olusan hidroperoksitlerin uzaklastirilmasindan sorumlu olan enzim glutatyon
peroksidaz (GPx) gibi enzimler bulunmaktadir. Ekzojen kaynakli antioksidan sistemler

ise viicut hiicrelerinde serbest radikallerin olusturdugu hasar1 6nleyerek hiicrenin normal
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islevini siirdiirmeleri ve zararli maddelerin etkisini azaltmaya yardimci olan vitaminleri
(B-karoten, a-tokoferol, askorbik asit), ilaglar1 ve gida antioksidanlarini igermektedir

(Kog, 2007). Baz1 reaktif oksijen tiirleri ve antioksidan savunma mekanizmasi sekil

2.4.2.°de gosterilmistir.

H,O
Katalaz

O GSH peroksidaz

\ > H]O

_ GSSG
GSH

Mitokondri

P450 rediiktaz sistem
Ksantin ve ksantin
oksidaz

WADPH oksidaz

<emikinonlar L-sistein

Vitamin E
02__ SOD HQOE Kinonlar —

———* OH"

Fe.Cu A
2 / \ DNA hasan
NO-

Peroksinitrit Lipit peroksidasyonu

Protein oksidasyonu

H,O Iyonize radyasyon

Sekil 2.4.2: Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve antioksidan savunma mekanizmasi
(Jacobson, 1996).
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2.5. APOPTOZ

Apoptoz birgok gen ile iligkili aktif bir sistem olup, Yunanca’da apo (ayri) ve ptozis
(diisen) kelimelerinin  birlestirilmesi ile olugsmus sonbaharda yaprak dokiimiini
tanimlayan bir kelimedir (Ozvaran 2004). Kerr ve arkadaslari; apoptotik bir hiicrenin,
plazma membraniyla ¢evrili parcalara boliinmesini bir agacin yapraklarini dokmesine

benzeterek Apoptozis terimini ilk kez kullanmislardir (Kerr ve dig., 1972).

Apoptoz, hiicreler arasi iligkilerin geregi olarak organizmanin ihtiya¢c duymadigi,
fonksiyonlar1 bozulan, biyolojik gdrevini tamamlamis veya hasarli hiicrelerin
organizmaya zarar vermeden ortadan kaldirilmasini saglayan hiicre dliimiidiir (Oktem
ve dig., 2001; Hikim ve dig., 1995). Metabolik olaylarin devamlilig1 i¢in gerekli olan
hiicreler arasi1 yasamsal sinyaller yerine, 6liim sinyali aldigi ya da hasarin tamir
edilemedigi durumlarda uyarilmaktadir. Bu siire¢ genler tarafindan diizenlenmektedir
(Raff, 1992; Golstein ve dig., 1991). Bu mekanizma sayesinde hiicre toplulugu
icerisinde istenmeyen hiicreler uzaklastirilir ve organizmanin yasamsal faaliyetlerinin
devamlilig1 saglanir (Kerr ve dig., 1974; Gerschenson ve Rotello, 1992). Apoptoz ile
hiicre o6liimii, enerji kullanilarak hiicresel yaralanma ve enflamasyon olmadan
gerceklestirilir (Guimaraes ve Linden, 2004). Cok hiicreli organizmalarda programli
hiicre Oliimiiniin, gelisimde ve homeostazisin saglanmasindaki Onemi biiytktiir
(Tomatir, 2003). Apoptoz mekanizmasindaki bozukluklar sonucunda kanser, otoimmun
hastaliklar, AIDS, viral enfeksiyonlar gibi hastaliklarin meydana geldigi bilinmektedir
(Levine ve dig., 1991; Mattson ve dig., 1992).

2.5.1. Apoptoz Mekanizmalari

Yapilan ¢aligmalarla ekstrinsik (6liim reseptorii ile uyarilan, hiicre dis1) ve intrinsik
(mitokondriyal, Bcl-2 ile diizenlenen, hiicre i¢i) yolak olmak {izere iki temel mekanizma
tarafindan apoptoz sinyal yolaginin diizenlendigi gosterilmistir (Marsden ve Strusser,
2003). Hiicre i¢i proteinlerin yikimindan sorumlu olan kaspazlarin iki yolakta da ortak

etkili enzim olmasi sebebiyle bu iki yolak birbiri ile de kesismektedir (Krammer, 2000).
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Bu iki temel yolaga ek olarak T hiicre aracili sitotoksisite ve Perforin-granzim bagiml

hiicre 6liimiinii igeren bagka bir yolakta mevcuttur.

Fkstrinsik Yolak Intrinsik Yolak Perforin/Granzim
radyasyon.toksin hipoksia, vh. ba glm h Yo lak
f Sitotoksik T hiicrelert

oliim ligand: _
oliim reseptiri -

i U

adaptorler mitokoudrial degigiikler

granzim B granzim A

disk olusumu apoptozom olusumu l

\ ' SET kompleksi

kaspaz § aktivasyonu kaspaz 9 aktivasyonu kaspaz 10
\\\ " / aktivasyonu ¢

kaspaz 3 aktivasyonu DNA biliinmesi

endoniikleaz aktivasyonu — kromozomal DNA'nm bozulmas:
proteaz aktivasyonu == Niiklear ve hiicre iskeleti proteinlerinin hozulmasi == Hiicre iskeletinin yeniden organize olmasi

Sitomorfolojik degisiklikler:
kromatin ve sitoplazmik yogunlagma, niiklear fragmentasyon, vh.
|

apoptotik cisimlerin olusmas

Sekil 2.5.1.1: Apoptotik olaylarin sematik gosterimi (Elmore, 2007).

Hiicre dis1 sinyal yolagi, Fas ve tiimor nekroz faktor reseptor 1 (TNF-R1) gibi hiicre igi
oliim bolgesi tagtyan TNF-R ailesi iiyelerinin aktivite kazanmasi ile uyarilir (Krammer,
2000). Bunlardan farkli olarak koloni uyarici faktér (CSF), néron biiylime faktorii
(NGF), insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF)’niin azalmasi, glukokortikoidler,
radyasyon, ilaglar ve ¢esitli antijenlerde hiicre dis1 yolagi uyaran faktorler arasindadir
(Erdogan, 2003; Aksit ve Bildik, 2008). TNF ile iligkili apoptoz indiikleyen ligand
(TRAIL-R2) ve TNF-R1 gibi o6lim ligandlar1 plazma membraninda bulunan
reseptOrlerine baglanarak ekstrinsik yolagi aktive eder. Bu aktivasyon sonucunda hiicre
icinde bulunan Fas ile iliskili adaptor protein (FADD) aktivite kazanir ve apoptotik
sinyal akisini baslatan kaspaz-8’i uyarir (Krammer, 2000). Aktiflesen kaspazlar DNaz
ile birlikte DNA yikimina neden olurlar (Krueger ve dig., 2003).

Hiicre i¢i sinyal yolagi, biiylime faktorleri, oksijen yetersizligi, ¢esitli sitotoksik ajanlar,

serbest radikaller, viral-bakteriyel enfeksiyonlar ve hiicre igi kalsiyum artis1 ile aktive
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edilebilir (Elmore, 2007; Aksit ve Bildik, 2008; Green, 1998). Intrinsik yolakta
mitokondri merkez rol oynar (Zou ve dig., 1999). Bu yolakta FADD ve kaspaz-8’den
bagimsiz olarak sitokrom c’nin sitozole salinarak kaspaz akisini baglatan kaspaz-9’un
apoptotik proteaz aktive edici faktor (Apaf-1) araciligi ile uyarilmasi ger¢eklesmektedir
(Green, 1998). Mitokondri, apoptoz igin gerekli enerjiyi iiretir. Ayrica Sitokrom c,
endoniikleaz G ve apoptozu uyaran faktér (AIF) gibi proapoptototik faktdrlerin
salinmasini1 saglar. Sitokrom c¢’nin mitokondriden salinmasiyla Apaf-1 araciligr ile
kaspaz-9 aktiflesir. Kaspaz-9 efektor kaspazlardan prokaspaz-3’ii aktive eder ve hiicre
apoptoza gider (Zou ve dig., 1999). Bu mekanizmalarin gerceklesmesi sonucu olusan
apoptoz, hiicrenin biiziilerek hacminin azalmasi ile morfolojik, niikleozomal par¢alanma
ile enzimatik, hiicreler aras1 baglantilarin kaybolmasi ile biyokimyasal degisikliklere
neden olmaktadir (Wyllie, 1980). Bu siire¢ sonucunda olusan apoptotik keseler ya
komsu hiicreler ya da makrofajlar tarafindan fagositoz ile ortamdan uzaklastirilir (Huges

ve Cildlowski, 1996).

i¢ yolak / \ dis yolak
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Sekil 2.5.1.2: Apoptozda ekstrinsik ve intrinsik yolak (Isler, 2012).
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Apoptotik yolaklarda belirleyici olan Bcl-2 protein ailesi yap: ve fonksiyonlarina gore
{ic gruba ayrilmaktadir. ilk grubu olusturan antiapoptotik etki gdsteren Bcl-2 ailesi
etkisini mitokondri dis zarmin gecirgenligini engelleyerek sitokrom C ve diger
apoptotik molekiillerin sitoplazmaya gegmesini durdurarak gdstermektedir. ikinci grup
olan proapoptotik Bcl-2 proteinleri ve liglincii grup BH3 proteinleri ise mitokondri dis
zarinin  gegirgenligini arttirir. Bu gruplar arasinda normal sartlar altinda denge

bulunmaktadir (Huang ve Strasser, 2000).

Apoptozdan farkli olarak hiicrelerin maruz kaldig: bir diger 6lim sekli ise nekrozdur.
Apoptoz fizyolojik ve patolojik sartlarda ortaya ¢ikan bir 6liim sekli iken nekroz sadece
fizyolojik sartlar altinda meydana gelmektedir (Brouckaert ve dig., 2004). Nekrozda,
hiicre icerisine asir1 su girerek hiicrenin ve organellerinin sismesi ve bunun sonucunda
plazma biitiinliiglinlin bozulmas1 gerceklesmektedir. Plazma zarmmin pargalanmasi
sonucu hiicre igerigi etrafa yayilir ve iltihap olusumu riski artar. Apoptozda hiicre
icerigi apoptotik cisimlerin igerisine alindigindan bu risk yoktur (Huges ve Cildlowski,
1996). Nekrozda kromatin materyali normal hiicredeki goriintiiye benzerdir fakat
apoptotik hiicrenin kromatini nukleus membraninin g¢evresinde toplanir ve yogunlasir
(Willingham, 1999). Nekrotik hiicre bu agamalarin sonunda lizise ugramaktadir (Barisic
ve dig., 2003). Apoptoz ve nekrozun morfolojik Ozellikleri bakimindan farkliliklart
Tablo 2.5.1.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.5.1.1: Apoptoz ve Nekrozun morfolojik 6zelliklerinin karsilastirilmasi
(Elmore, 2007).

Apoptoz Nekroz
Tek hiicre veya kii¢iik kiimelenmis hiicreler Genelde birlesik, komsu hiicreler
Hiicre biizlismesi ve kivrilmasi Hiicrenin sismesi
Bozulmamis hiicre membrani Bozulmus hiicre membrani
Sitoplazma apoptotik cisimciklerde toplanir Sitoplazma salinir
Inflamasyon yok Inflamasyon var

2.5.2. Apoptozun gosterilmesi

Apoptozun gosterilmesinde bircok yontem kullanilmaktadir. Bu yontemler arasinda

morfolojik goriintiileme, immunohistokimyasal, biyokimyasal, immunolojik ve
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molekiiler biyoloji yontemleri bulunmaktadir. Son zamanlarda en ¢ok tercih edilen
apoptoz gosterilme yontemleri arasinda floresan mikroskopisi yer almaktadir. Floresan
mikroskopisi floresan boyalarla yapilan bir boyama seklidir (6rn: Hoechst boyasi,
akridin orange, etidyum bromiir, DAPI “4,6-diamidine-2"-phenylindole”). Bu boyalar
DNA’ya baglanarak nukleusu goriiniir hale getirirler. Hematoksilen ya da Giemsa
boyalar1 gibi boyalarla sadece Olii hiicreler boyanabildiginden, hiicre kiiltiirii
caligmalarinda canli hiicre ile 6lii hiicre ayirimini yapabilmek i¢in floresan boyalar
tercih edilmektedir. Bu boyama yoOntemindeki prensip ise canlilifin belirleyicisi,
hiicrenin plazma membraninin saglam olup olmadigidir. Hiicre membraninin saglam
oldugu hiicreler, propidium iyodiir gibi membran biitlinliigi bozulmus hiicreleri
boyayan bir boya ile boyanmazken, Hoechst boyas1 gibi 6lii veya canli tiim hiicrelere
girebilen boyalar ise ortamdaki tiim hiicreleri boyayarak 6lii ve canli hiicre arasindaki
ayrimi1 yapmamiza olanak saglar (Vermes ve dig., 1995; Watkins ve dig., 1996; Zhang
ve Kiechle, 1997; Sara ve dig., 2003; Siddighi ve dig., 2004; Vairetti ve dig., 2005).
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu ¢aligmada, zearalenon farkli dozlarda 24 saat siireyle TM3 Leydig hiicre soyuna
uygulanmistir. Uygulama sonunda zearalenonun TM3 Leydig hiicrelerindeki hiicre
canliligina, lipit peroksidasyonuna ve oksidatif hasara etkisi spektrofotometrik olarak,

apoptoz-nekroz orani Propidium Iyodiir- Hoechst yontemi kullanilarak arastirilmistir.

3.1. KULLANILAN HUCRE SOYU VE HUCRE KULTURU

Deneyde kullanilan TM3 hiicre soyu 11-13 giinliik farelerin Leydig hiicrelerinden elde
edilmis tiimorogenik olmayan bir hiicre soyudur. Laboratuvarimiza ATCC (American
Type Culture Collection): The Global Bioresource Center’dan getirilmis olup in vitro
kosullarda haftada iki-li¢ kez diizenli pasajlar1 yapilarak yetistirilmektedir. Hiicreler %5
At Serumu, %2,5 Fetal Sigir Serumu, 2.5 mM L-Glutamin, 0.5 mM Sodyum Piriivat,
1.2 g/L Sodyum Bikarbonat, 15 mM HEPES ve PSA (Penisilin-Streptomisin-
Amfoterin) ilave edilmis 50:50 DMEM/F12 kiiltiir medyumunda, %5 CO, ve %95 hava

iceren nemli ortamda, 37°C’de inkiibe edilerek yetistirilmektedir.

3.2. HUCRELERIN PASAJ ISLEMI

Deneylerimizde kullanilan hiicreler, yetistirildikleri kiiltir kaplar1 i¢inde yeterli
yogunluga eristiklerinde haftada iki-ii¢ defa diizenli pasajlar1 yapilmaktadir. Bu amacla,
hiicreler tripsinle 37°C’de 3 dakika muamele edildikten sonra pipetaj yapilarak toplanir
ve santrifiij tiipiine aktarilir. 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra,
slipernatant atilir. Dipte bulunan hiicre ¢okeltisi lizerine uygun kiiltiir medyumu ilave

edilerek, her deney icin gerekli sayida hiicre kiiltiir kaplarina ekilir.
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3.3. ZEARALENON DOZLARININ HESAPLANMASI VE HAZIRLANMASI

Zearalenonun TM3 Leydig hiicre soyu iizerine uygulanan konsantrasyonlari, toksikoloji
calismalarinda siklikla kullanilan NOAEL (higbir yan etkinin gézlenmedigi seviye) ve
LOEL (en diisiik etkinin gbézlemlendigi seviye) degerleri kullanilarak belirlenmistir

(Zwierzchowski ve dig., 2006; Gajecka ve dig., 2011).

Plazma konsantrasyon miktari (Cp)x Dagilim hacmi (Vd)

Doz =
oz Biyoyararlanim (F)

(3.3.1)

Canlinin zearalenon ile kontamine olan besini oral olarak alimini takiben kan
plazmasinda bulunabilecek olan deger (Cp), zearalenonun sigan viicudundaki dolasim
hacminin (Vd) biyoyararlanima (F) oran1 (Vd/F) kullanilarak 3.3.1°de verilen formiile
gore bulunmustur (Shin ve dig., 2009). Bulunan Cp degerleri deney gruplara
uygulanirken kontrol gruplarina %0,1 DMSO igeren kiiltiir medyumu uygulanmistir.
Zearalenon, %0,1 DMSO igeren kiiltiir medyumunda uygun dozlarda Tablo 3.3.1.’deki

gibi hazirlanmustir.

Tablo3.3.1: Kontrol, 1,2 nM Zearalenon ve 6nM Zearalenon uygulanan deney
gruplari.

Zearalenon Dozlar
Kontrol Grubu 1,2 nM Zearalenon 6 NM Zearalenon

1,2 nM Zearalenon 6 nM Zearalenon

% 0,1 DMSO igeren kiiltiir +: +

medyumu

% 0,1 DMSO igeren kiiltiir % 0,1 DMSO igeren kiiltiir

medyumu medyumu
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3.4. HUCRE CANLILIGI VE HUCRE COGALMASI

3.4.1. MTT Hiicre Canlilik Testi

Uygun Kkosullarda c¢ogalmaya birakilan hiicreler flask yiizeyini %70 oraninda
kapladiklart zaman Tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask tabanindan kaldirilmistir.
Trypan blue boyasi ile boyanan hiicreler, Thoma lam1 yardimiyla 3 kez sayilarak MTT
hiicre canlilik testi i¢in 96 kuyulu kiiltiir kaplarina kuyu basma 5000 hiicre olacak
sekilde ekildi. % 0,1 DMSO igeren kiiltiir medyumu ile hazirlanmig zearalenonun algak
ve yiksek dozlari 24 saat uygulanarak 37°C CO2 inkiibatériinde inkiibe edilmistir.
Deney siirelerinin tamamlanmasiyla, her bir kuyucuga 10 pl MTT I soliisyonu
eklenmistir ve kiiltiir kaplar1t MTT boyasinin suda ¢dziinmeyen formazan kristalleri
haline doniistiiriilebilmesi i¢in 4 saat 37°C’de CO2 inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.
Canli hiicreler tarafindan olusturulan formazan kristallerinin ¢6ziilmesi i¢in her bir
kuyucuga 100 pul MTT II soliisyonu (SDS) eklenmis ve bir gece boyunca CO;
inkiibatoriinde birakilmistir. Bu siire sonunda hiicrelerin optik yogunluklar1 ELISA
cihazinda 540 nm dalga boyunda okutulmustur. Test maddesi ile muamele edilmeyen
kontrol hiicre canlilig1 %100 olarak kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlari

yiizde olarak ifade edilmistir. Bu test 3 kez tekrar edilmistir (Mossman, 1983).

A Mitokondriyal |
N Q Dehidrogenaz
N
Qm\r
f w \r\%

MTT(sar) MTT-formazan (mor)

Sekil 3.4.1.1: MTT Canlilik Testi
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3.4.2. Hemositometre ile Hiicre Sayimi

Hemositometre, hiicre kiiltiiriinde hiicre sayimi1 ve hiicre popiilasyonu i¢indeki canlilik
oranini kesin elde etmekte yardimci olur. Kalin diiz sayim odacikli lamin {izerine lamel
konmasi temeline dayanmaktadir. Temel olarak lam iizerinde ¢izgi ile kesin olarak
kazinmis 1 mm Kkareler ve buna ilaveten daha kiigiik kareler igerir. Hiicre
siispansiyonlarinin ¢ember icine doldurulmasina izin verildigi zaman hiicreler
mikroskop altinda gozlenebilir ve secili kare c¢izgisi ic¢indeki hiicreler sayilir. Bu

sayimdan siispansiyonun mililitresindeki hiicre sayis1 hesaplanabilir.

Tripan mavisi hiicre siispansiyonu igerisinde bulunan canli hiicrelerin sayisini
belirlemek i¢in kullanilan vital bir boyadir. Genel olarak 6lii hiicreleri boyamak icin
kullanilan bu yontemde temel prensip, membran biitiinliigii bozulmamis canli hiicrelerin
tripan mavisi ile boyanmamasi, 6lii hiicrelerin bu boyalar1 sitoplazmalarina alarak
boyanmasidir. Canli hiicreler temiz bir sitoplazmaya sahipken, canli olmayan hiicreler
mavi sitoplazmaya sahiptir. 6 kuyulu kiiltiir kaplarina kuyu basina 5x10° hiicre ekildi. %
0,1 DMSO igeren kiiltiir medyumu ile hazirlanmis zearalenonun algak ve yiiksek dozu
24 saat uygulanarak 37°C CO; inkiibatoriinde inkiibe edildi. Deney siirelerinin
tamamlanmasiyla biiyliyen hiicreler Tripsin-EDTA ile muamele edilerek kuyu
tabanindan kaldirildi. 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilen hiicreler serumsuz
medyumla sulandirildi. Hiicre siispansiyonuna %0,4 Tripan mavisi 1:1 oraninda
uygulandi. Oda sicakliginda 3 dakika inkiibasyondan sonra Thoma lami ile OLYMPUS
IX71 marka mikroskopta canli ve 6lii hiicreler sayildi. Canli hiicre yiizdesi 3.4.2.1°de
belirtilen formiile gore hesaplandi:
Toplam canli hiicre sayisi

% Hi hhg = 100
% Hiicre canlihgi Toplam hiicre sayisi *

(3.4.2.1)
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3.4.3. Bromodeoksiuridin (BrdU) Yontemi

The Cell Proliferation ELISA, BrdU (5-bromo-2’-deoxy-uridine) DNA sentezini
belirlemek icin kullanilan testlerden biridir. Bu test c¢ogalan hiicrelerin genomik
DNA’larma eklenmis olan BrdU’nun bulunmasi esasina dayanir. 96 kuyulu kiiltiir
kaplarina kuyu basma 5000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. % 0,1 DMSO iceren
kiilltir medyumu ile hazirlanmig zearalenonun algak ve yiiksek dozu 24 saat
uygulanarak 37°C CO; inkiibatoriinde inkiibe edildi. Deney  siirelerinin
tamamlanmasiyla biiyiiyen hiicreler 2-24 saatte BrdU’nun eklenmesi ile isaretlendi. Bu
isaretleme siiresinde BrdU, boliinen hiicrelerin DNA’sinda timidinin yerine gegerek
yerlesir. Isaretleme medyumunu uzaklastirdiktan sonra, hiicreler sabitlendi ve DNA tek
adimda FixDenat ilavesi ile denatiire edildi. FixDenat’in uzaklastirilmasindan sonra anti
BrdU-POD eklendi ve bu BrdU’yu yeni sentezlenen hiicresel DNA’ya bagladi. Olusan
immiin kompleks substrat reaksiyonu sonucu ile belirlendi. Reaksiyon iiriinleri,
spektrofotometrede absorbansin 450 nm dalga boyunda Olcililmesi ile hesaplandi. Test
maddesi ile muamele edilmeyen kontrol grubundaki hiicre c¢ogalmasi %100 kabul

edilerek, deney gruplarinin ¢ogalma oranlar1 yiizde olarak ifade edildi.



30

3.5. BIYOKIMYASAL YONTEMLER

Deneysel uygulamalar sonunda 6 kuyulu kiltiir kaplarma ekilen hiicreler (5x10°)
kaldirilarak, Tris-HCI tamponuna (pH:7,2) alindi. Daha sonra ultrasonikator ile sonike
edilerek hiicrelerin membranlarinin parcalanmasi saglanmis ve elde edilen hiicre
siispansiyonu 14000 g’de Niive marka sogutmali santrifiijde santrifiij edilerek
stipernatant alindi. Alinan siipernatantlar, lipit peroksidasyonunun o6lgiilmesi igin
kullanildi.

3.5.1. Membran Lipit Peroksidasyonunun Tayini

Lipit peroksidasyonunun miktar1 Devasagayam ve Tarachand (1987)’in yonteminde
oldugu gibi ornekteki malondialdehit igerigine gore Olglilmistiir. Deneyin prensibi
poliansatiire yag asidlerinin peroksidasyonu ile olusan son {iriinlerden biri olan
malondealdehit (MDA)’in sicak ortamda Tiyobarbiitirik asit (TBA) ile olusturdugu
bilesigin pembe-kirmizi renginin 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak

Olciilmesi esasina dayanir.

3.5.1.1. Kullanilan Cozeltiler

-%10 Triklorasetik asit (TCA): 0.25 N HCl i¢inde hazirlanir.
-%0.375 Tiyobarbiitirik asit (TBA): 0.25 N HCl i¢inde hazirlanir.
-0.25 N Hidroklorik asit

Deney Karisimi:

0,5 ml 0,15 M Tris-HCI tamponu (pH 7,4)

0,15 ml 10 mM KH,PO,4

3.5.1.2.Uygulama
Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

ORNEK(ml) KOR(ml)

Hiicre Ekstresi 0,1 ml —

Tris Tamponu — 0,1 mi

Deney karisimi 0,65 ml 0,65 ml
TCA 0,5 ml 0,5ml
TBA 0,75 ml 0,75 mi
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Omek ve kor tiiplerine deney karisimi konup 37°C calkalayici su banyosunda 20 dk
inkiibe edildi. Daha sonra reaksiyon TCA eklenerek durduruldu. Tiipler iyice
calkalanarak TBA eklendi ve 20 dk kaynar su banyosunda inkiibe edildi. Daha sonra
sogutulan tiipler 10 dakika 2000 g’de santrifiij edilip, siipernatantin absorbansi 532
nm’de kore kars1 okundu. TBARS (tiyobarbiturik asit reaktif tiirleri) miktar1 (3.5.1.1)’e

gore hesaplandi.

Vioplam X Agmek X 10° X df
TBARS (nmol/ml) = —2=" .

Vmek X €mm X LP
(3.5.1.1)
TBARS i¢in molar ekstinksiyon katsayist: eqmy = 1.56x10° M 'cm’!
Vioplam: TOplam hacim
Vsmek: Kullanilan 6rnek hacmi
Asmei: Ornek absorbanst
df: Sulandirma katsayisi

LP: Isik yolu

3.5.2. Total Protein Tayini

Total protein tayini Lowry ve dig., (1951) yontemine goére yapildi. Deneyin prensibi
fosfomolibdotungstik asit ¢ozeltisinin (Folin-Ciocalteau belirteci) tirozin bakiyeleri ile
reaksiyona girerek mavi bir renk olusturma esasina dayanir. Bu mavi renk 660 nm dalga

boyunda absorbans verir.

3.5.2. 1. Kullanilan Cozeltiler

A Reaktifi: 0,1 N NaOH iginde %2 (w/v) Na,COs3

B Reaktifi: %1 (w/v) Na-K Tartarat i¢inde %5 (w/v) CuSO4.5H20

C Reaktifi: 50 ml A reaktifine 1 ml B reaktifi eklenerek C belirteci hazirlanir. Bu

bilesik taze hazirlanir.



32

D Reaktifi: Folin belirteci 1:2 oraninda sulandirilarak hazirlanir. Bu belirte¢ taze olarak

hazirlanir ve 1giktan korunur.

3.5.2.2.Uygulama

Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

ORNEK(ml) KOR(ml)
Hiicre EKstresi —
Tris Tamponu — 0,1 ml
C Reaktifi 1mil 1ml
D Reaktifi 0,1 ml 0,1 ml

Ormek ve kor tiiplerine C Reaktifi konup 10 dk oda 1sisinda inkiibe edildi. Daha sonra
karanlikta karistmin homojen olarak karigsmasi saglanarak D reaktifi eklendi. Tiipler oda
1s1s1 ve karanlikta 30 dk inkiibe edildi. Bu siire sonunda absorbanslar 660 nm’de

spektrofotometrede kore karst okundu.

3.5.2.3.Hesaplama
Total protein miktarint belirlemek i¢in Sigir Serum Albiimini (BSA) Standart grafik

kullanilarak okunan absorbanslara denk diisen protein miktar1 hesaplanmastir.

3.5.3. Proteinlerdeki Oksidatif Hasarin Tespiti

Tiol gruplart Sedlak ve arkadaslarinin (1968) metoduna gore tayin edildi. Bu metoda
gore 5-5’-ditiobis-(-2-nitrobenzoik asit)’in tiol gruplar1 tarafindan indirgenmesi
sonucunda 1 mol -SH grubu basina 1 mol 2-nitro-5 tiobenzoik asit olusur. Olusan bu

sar1 renkli {irlinlin absorbansi 412 nm dalga boyunda 6lg¢iiliir.

Kullanilan cozeltiler
-0,01 M DTNB (5,’-ditio-bis(-2-nitrobenzoik asit) ¢ozeltisi (19,8 mg DTNB 5 m’ye

absolii metanol ile tamamlanir)
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-Tris tamponu (0,2 M, pH 8,2): 12,1g Tris bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra iizerine
3,362 g EDTA (0,2 M’a Karsilik) ilave edilir 1 N HCl ile pH 8,2’ye ayarlanir, 50 ml’ye

saf su ile tamamlanir.

Uygulama

Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

ORNEK(ml) KOR(ml)
Hiicre Ekstresi —
PBS — 250 1
Tris Tamponu 750 nl 750 nl
DTNB 50 ul 50 pul
Metanol 3950 ul 3950 pl

Tiipler 15 dakika karanlikta vortekslenerek inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben
3000g°de santrifiijlendi. Orneklerin absorbans1 412 nm’de okundu.

3.5.4. Hidroksil Radikalinin Tayini

Hidroksil radikali {iretimi Puntarulo ve Cederbaum (1988)’un yontemine gore yapildi.
Bu yontem demir komplekslerinin varliginda iiretilen hidroksil radikalinin NADPH ve
DMSO varliginda formaldehit olusturulmasi ve olusan formaldehitin TCA ile

reaksiyona girerek 570 nm dalga boyunda absorbans vermesi esasina dayanir.

3.5.4.1. Kullanilan Cozeltiler

1 M Sodyum Fosfat Tamponu (pH 7)

0,1 M MgCl,

10 mM Sodyum azid

4 mM DMSO

4 mM NADPH

%10 Triklorasetik asit (TCA): 0.25 N HCl iginde hazirlanir.
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3.5.4.2. Uygulama
Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirland.

ORNEK(mI) KOR(m)) ‘
Hiicre Ekstresi 0,25 ml —
Tris Tamponu — 0,25 ml
Sodyum Fosfat Tamponu 0,1 ml 0,1 ml
Sodyum azid 0,05 ml 0,05 ml
DMSO 0,05 ml 0,05 ml
NADPH 0,05 ml 0,05 ml
MgCl, 0,05 ml 0,05 ml
TCA 0,15 ml 0,15 ml

Omek ve kor tiiplerine sodyum fosfat tamponu, MgCl,, sodyum azid, DMSO ve
NADPH ve hiicre siispansiyonu konduktan sonra tiipler hafif¢ce calkalandi ve 10 dk
37°C’de inkiibe edildi. Daha sonra sonra reaksiyon TCA eklenerek durduruldu ve tiipler
30 dk kaynayan su banyosunda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra tiipler sogutularak

570 nm dalga boyunda kore kars1 okunur.

3.5.4.3. Hesaplama

A (6rnek)x df x V(toplam)
emM x LP x V (6rnek)

Dakikada olusan pmol Hidroksil radikali =

(3.5.1)
emm= 6,22 M cm?

Vigplam: TOplam hacim

Vsmek: Kullanilan 6rnek hacmi
Asmer: Ornek absorbanst

df: Sulandirma katsayisi

LP: Isik yolu



35

3.5.5. Hidrojen Peroksit (H,O,) Tayini

Hidrojen Peroksit tayini Holland ve Storey (1981)’in yontemine gore yapildi. Bu
yontem asitlenmis ferrositokrom c’nin oksidasyonu sonucu artan sapmanin 550 nm

dalga boyunda absorbans vermesi esasina dayanir.

3.5.5.1. Kullanilan Cozeltiler
20 mM Tris-HCI

113 mM KCI

0,4 mM EDTA

15 mM KH;PO4

98 uM Ferrositokrom c

3.5.5.2. Uygulama
Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

ORNEK(ml) KOR(ml) ‘
Hiicre Ekstresi 0,02 mi —
Tris Tamponu — 0,02 ml
Deney karisim 0,1 ml 0,1 ml

Ornek ve kor tiiplerine Tris-HCI, KCI, EDTA, KH,PO, Ferrositokrom c¢’den olusan
deney karigim1 ve hiicre siispansiyonu konduktan sonra hemen 550 nm dalga boyunda

kore karst okunur.

3.5.5.3. Hesaplama

A (6rnek)x V (toplam)x df
emM x V (6rnek)x LP

pmol/ml H202 =

(35.1)
emm= 19,1 M tem?

Vigplam: TOplam hacim

Vsmek: Kullanilan 6rnek hacmi



Asmer: Ornek absorbanst
df: Sulandirma katsayisi

LP: Isik yol

36
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3.6. APOPTOZ/NEKROZ

3.6.1. Propidium Iyodiir/Hoechst Yontemi

Hiicrelerde apoptozun belirlenmesi i¢in Hoechst 33342 (Ho342), nekrozun belirlenmesi
icin ise Propidium iyodiir (PI) floresan isaretleme yontemleri kullanildi. Ho342 floresan
boyasi, par¢alanmis DNA’da agiga ¢ikan Adenin-Timin’ce zengin bolgelere baglanarak
apoptotik hiicreyi mavi renkte isaretler (Vermes ve dig., 1995: Watkins ve dig., 1996;
Zhang ve Kiechle, 1997; Sara ve dig., 2003). PI floresan boyasi ise nekrotik hiicrelerin
zaylf hiicre zarindan gegerek hiicreyi kirmizi renkte isaretler (Sara ve dig., 2003;

Siddighi ve dig., 2004).

3.6.1.1. Kullanilan Cozeltiler
1 mg/ml Propidium Iyodiir

1 mg/ml Hoechst 33342

1M PBS (pH 7.4)

Deney karisimi: 20 pl PI
20 pl Ho342
3960 ul PBS

3.6.1.2. Uygulama

24 kuyulu kiiltiir kaplarina kuyu bagina 10 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. % 0,1
DMSO igeren kiiltir medyumunda hazirlanmis zearalenonun iki farkli dozu 24 saat
uygulanarak  37°C  CO, inkiibatoriinde inkiibe edildi. Deney siirelerinin
tamamlanmasiyla, PBS soliisyonuyla hiicreler yikandi. Her bir kuyuya 0,2 ml deney
karisimi eklenerek 15-30 dk, 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler 1-2
kez PBS ile yikanarak floresan mikroskop altinda inceleme yapildi. Olympus IX71
floresan atagmanli mikroskopta uygun filtre ile incelenerek Olympus DP72 video

kamerada esit araliklarla seri olarak fotograflandi.
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3.6.1.3. Hesaplama

Her bir grup igin, floresan 1s1ma gosteren hiicreler ayri ayri sayilarak ortalama yiizde
degerleri hesaplandi. Her bir grup igin 3 farkli deneyde toplam 12 kuyuda 10-15 alan ve
1000 hiicre taranarak canli, erken apoptotik, apoptotik ve nekrotik hiicreler sayildi. Her
grup i¢in apoptotik/nekrotik hiicrelerin tlim hiicrelere oranit hesaplanarak yiizde

degerleri bulundu.

3.7. ISTATISTIK ANALiZ

Deney gruplarinda, uygulanan doz ve zamana bagli olarak, hiicre canlilik testi, BrdU
yontemi, TBARS miktari, -SH grubu miktari, reaktif oksijen tiirleri, total protein miktari
saptand1 (=SEM). Daha sonra ¢oklu karsilastirmalarda GraphPad istatistik programinda
ANOVA tek yonlii varyans analizinde posthoc test olarak Tukey testi uygulandi.
Sonuglarin degerlendirilmesinde ise p<0.001, p<0.01 ve p<0.05 anlamlilik seviyeleri

temel alindi.
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4. BULGULAR

4.1. HUCRE CANLILIGI BULGULARI

4.1.1.MTT Bulgulan

Zearalenonun iki farkli dozunun testis TM3 Leydig hiicrelerinde 24. saatte hiicre
canliligina etkisi MTT testi yapilarak tespit edildi. Kontrol ve deney gruplarindaki %
canlilik oranlar1 sekil 4.1.1.1°de verilmistir. 24. saat sonunda kontrol grubu ve
zearalenonun iki farkli dozu MTT degerleri bakimindan karsilastirildiginda 24 saat
sonunda 1,2 nM zearalenon ve 6 nM zearalenon dozunda kontrole gore anlamli bir
artma gozlendi (p<0,001). 1,2 nM ve 6 nM dozlan birbirleri ile kiyaslandiginda ise

anlamli bir fark bulunamamuistir.
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Sekil 4.1.1.1: Zearalenonun TM3 Leydig hiicrelerinde % canlilik {izerine etkileri
(***: p<0,001).
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4.1.2. Tripan Mavisi Canhlik Testi Bulgular:

TM3 Leydig hiicrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda hemositometrik
yontem kullanilarak belirlenen canli hiicre sayilarinin yiizde degerleri sekil 4.1.2.1°de
verilmistir. 24 saat sonunda kontrol grubu ve zearalenonun iki farkli dozu canli hiicre
sayilarinin yiizde degerleri bakimindan karsilastirildiginda 1,2 nM zearalenon ve 6 nM

zearalenon dozunda kontrole gore anlamli bir fark bulunamamastir.

Tripan Mavisi Boyas1 Canhhk Testi

150-
o 100 p——————
5
=
i
=
[~
@]
=]
= 504

KON"I'ROL 1,2 nM Zea 6 nM Zea

Sekil 4.1.2.1: Zearalenonun TM3 Leydig hiicrelerinde % canli hiicre sayis1 {izerine
olan etkileri.

Tablo 4.1.2.1: TM3 Leydig hiicrelerinin 24 saat siire sonundaki canli ve toplam
hiicre sayilari.

I TS
KONTROL 560000 + 38181 791000 + 41431
1,2 nM Zea 463636 + 48096 709167 + 37808
6 nM Zea 542727 £ 47979 790000 + 74508
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4.1.3.BrdU Bulgular

TM3 Leydig hiicrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda
spektrofotometrik yontem kullanilarak sentez fazindaki hiicrelerin isaretlenmesi esasina
dayanan Bromodeoksiuridin (BrdU) degerleri sekil 4.1.3.1’de verilmistir. 24 saat
sonunda kontrol grubu ve zearalenonun iki farkli dozu BrdU degerleri bakimindan
karsilagtirildiginda 1,2 nM zearalenon ve 6 nM zearalenon dozunda kontrole gore
anlamli bir azalma saptanmistir (p<0,001). 1,2 nM ve 6 nM dozlar1 birbirleri ile

kiyaslandiginda ise anlaml1 bir fark bulunamamastir.
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Sekil 4.1.3.1: Zearalenonun TM3 Leydig hiicrelerinde BrdU yontemiyle belirlenen
hiicre ¢ogalmasi {izerine etkileri (***: p<0,001).
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4.2. OKSIDATIF HASAR BULGULARI

4.2.1. Lipit Peroksidasyonu

TM3 Leydig hiicrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda
spektrofotometrik yontem kullanilarak hesaplanan Tiyobarbiitirik asit reaktif tiirlerinin
(TBARS) degerleri sekil 4.2.1.1°de verilmistir. 24 saat sonunda kontrol grubu ve
zearalenonun iki farkli dozu TBARS degerleri bakimindan karsilastirildiginda 1,2 nM
zearalenon dozunda kontrole goére anlamli bir fark gozlenmezken, 6 nM zearalenon
dozunda kontrol grubuna gore anlamli bir artma gozlenmistir (p<0,001). 1,2 nM
zearalenon ve 6 nM zearalenon dozlari birbirleri ile kiyaslandiginda ise lipit

peroksidasyonunda anlamli bir artis saptanmistir (p<<0,001).
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Sekil 4.2.1.1: Zearalenonun TM3 Leydig hiicreleri tizerindeki lipit peroksidasyonuna
etkisi (***: p<0,001).
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4.2.2. Total Protein Tayini

TM3 Leydig hiicrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda
spektrofotometrik yontem kullanilarak hesaplanan total protein miktar1 sekil 4.2.2.1°de
verilmistir. 24 saat sonunda kontrol grubu ve zearalenonun iki farkli dozu total protein
miktar1 bakimindan karsilastirildiginda kontrol grubuna gére 1,2 nM zearalenon ve 6
nM zearalenon dozlarinda anlamli bir artma goézlendi (p<0,001). 1,2 nM ve 6 nM

dozlar birbirleri ile kiyaslandiginda ise anlamli bir fark bulunamamistir.

Total Protein miktar:
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Sekil 4.2.2.1: Zearalenonun TM3 Leydig hiicreleri lizerindeki total protein miktarina
etkileri (***: p<0,001).
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4.2.3. Proteinlerdeki Oksidatif Hasar

TM3 Leydig hiicrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda
spektrofotometrik yontem kullanilarak hesaplanan —SH gruplariin miktar1 tablo
4.2.3.1.’de verilmistir. 24. saat sonunda kontrol grubu ve zearalenonun iki farkli dozu —
SH gruplarmin miktar1 bakimindan karsilastirildiginda 1,2 nM zearalenon ve 6 nM

zearalenon dozlarinda kontrol grubuna gore anlamli bir farklilik gézlenmemistir.

-SH grubu miktar:
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Sekil 4.2.3.1: Zearalenonun TM3 Leydig hiicreleri {izerindeki tiol grubu (-SH)
miktarina etkileri.
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4.2.4. Hidroksil Radikali

TM3 Leydig hiicrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda
spektrofotometrik yontem kullanilarak hesaplanan hidroksil radikali miktar1 sekil
4.2.4.1°de verilmistir. 24 saat sonunda kontrol grubu ve zearalenonun iki farkli dozu
hidroksil radikali miktar1 bakimindan karsilastirildiginda 1,2 nM zearalenon ve 6 nM
zearalenon dozlarinda kontrol grubuna gore anlamli bir artis saptanmistir (p<0,01;
p<0,001). 1,2 nM zearalenon ve 6 nM dozlar1 birbirleri ile kiyaslandiginda ise anlaml

bir fark bulunamamustir.

Hidroksil Radikali
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Sekil 4.2.4.1: Zearalenonun oksidatif hasara bagli olarak TM3 Leydig hiicrelerinde
olusturdugu hidroksil radikali seviyeleri (**:p<0,01; ***:p<0,001).



46

4.2.5. Hidrojen Peroksit

TM3 Leydig hiicrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda
spektrofotometrik yontem kullanilarak hesaplanan hidrojen peroksit degerleri sekil
4.2.5.1°de verilmistir. 24 saat sonunda kontrol grubu ve zearalenonun iki farkli dozu
hidrojen peroksit degerleri bakimindan karsilastirildiginda 1,2 nM zearalenon dozunda
kontrol grubuna gore anlamli bir fark bulunmamasina ragmen, 6 nM zearalenon
dozunda kontrol grubuna gdre anlamli bir artis belirlenmistir (p<0,001). Ayrica 1,2 nM
zearalenon ve 6 nM zearalenon dozlar1 birbirleri ile kiyaslandiginda 6 nM zearalenon

dozunda 1,2 nM zearalenon dozuna gore hidrojen peroksit degerlerinde anlamli bir

artma gozlendi (p<0,01).
Hidrojen Peroksit Aktivitesi
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Sekil 4.2.5.1: Zearalenonun oksidatif hasara bagli olarak TM3 Leydig hiicrelerinde
olusturdugu hidrojen peroksit degerleri (**:p<0,01; ***:p<0,001).
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4.3. APOPTOZ/NEKROZ BULGULARI

4.3.1. Propidium Iyodiir/Hoechst Bulgular

TM3 Leydig hiicrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda floresan
isaretleme yontemi kullanilarak propidium iyodiir ve Hoechst 33342 floresan boyalarin
hiicreleri isaretlemeleri sonucunda olusan renge gore yapilan sayim sonucu bulunan
canli hiicre, erken apoptoz, apoptoz, nekroz yiizdeleri tablo 4.3.1.1.’de verilmistir. 24
saat sonunda kontrol grubu ve zearalenonun iki farkli dozu canli hiicre, apoptoz ve
nekroz yiizdeleri bakimindan karsilagtirildiginda kontrol grubuna goére 1,2 nM
zearalenon dozunda higbir grupta anlamli bir fark goézlenmezken erken apoptoz
yiizdelerinde kontrole gore anlamli bir artis saptandi (p<0,01). 6 nM zearalenon dozu
kontrol grubuna goére kiyaslandiginda ise canli hiicre sayisinda anlamli bir azalma
saptanirken (p<0,05), erken apoptotik ve apoptotik hiicrelerin yiizdesinde anlamli bir
artis saptandi. (p<0,01; p<0,001). 1,2 nM ve 6 nM dozlar1 birbirleri arasinda

kiyaslandiginda ise apoptotik indeks bakimindan anlamli bir fark bulunamadi.

Tablo 4.3.1.1: TM3 Leydig hiicrelerinde 24 saat siire sonunda belirlenen %
apoptoz/nekroz degerleri (*: p< 0,05; **: p< 0,01; ***: p<0,001).

Canh Hiicre | Erken Apoptoz Apoptoz Nekroz
(%) (%) (%) (%)

KONTROL 95,37 + 1,082 3,255+ 0,258 0,3262+ 0,113  0,0251 + 0,02

1,2 nM Zea 90,32 +1,183 11,07 + 0,948** 1,442+ 0,503  0,0472+ 0,038

6 NnM Zea 87,67 +2,668% 14,54 +2525%** 2772+0,58**  0,108+0,036
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Sekil 4.3.1.1: Zearalenonun 24 saat sonunda TM3 Leydig hiicrelerinde
apoptoz/nekroz orani lizerindeki etkileri. Kontrol grubu (E:>: canli hiicre).
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Sekil 4.3.1.2: Zearalenonun 24 saat sonunda TM3 Leydig hiicrelerinde

apoptoz/nekroz orani lizerindeki etkileri. 1,2 nM Zearalenon. (E>:canh hiicre, §
-erken apoptoz, %:apoptoz).
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Sekil 4.3.1.3: Zearalenonun 24 saat sonunda TM3 Leydig hiicrelerinde
apoptoz/nekroz orani lizerindeki etkileri. 6 nM Zearalenon. (E:>:canh hiicre, %
erken apoptoz, '%>:apoptoz, g :nekroz).
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5. TARTISMA VE SONUC

Kiif mantarlarinin sekonder metabolitleri olarak adlandirilan mikotoksinler, gida
maddelerinde iireyebilmektedir. Yem ve besin maddeleri ile alindigindan insan ve
hayvanlarin sagligini etkileyerek zehirlenmelere ve oOliimlere yol agmaktadir. Bu
toksinler giiniimiizde halk sagligini tehdit etmenin yani sira ekonomide de ciddi
kayiplara neden olmaktadir. Besinlerin ve havyan yemlerinin mikotoksinler ile
kontamine olmasi insan ve hayvan sagligi i¢in biiyiik problem teskil etmektedir (Stec ve
dig., 2009). insanlar, mantarlarin biiyiimesi ile direkt olarak kontamine olmus besini
tilketerek ya da mikotoksin ile kontamine olmus besinleri tiiketen hayvanlardan elde
edilmis besin maddeleri ile mikotoksinlere maruz kalmaktadir (Rodriguez, 1985;
Schollenberger, 2006). Mikotoksinlerin besinler araciligi ile viicuda alinmasi akut
toksisiteye, uzun siireli veya kronik saglik problemlerine (immun sistemin baskilanmast,

kanser) neden olmaktadir (Bennett ve Klich, 2003).

Mikotoksinler Aspergillus, Fusarium ve Penicillium tiirlerini igeren ii¢ 6nemli mantar
grubunun sekonder metabolitleridir (Bennett ve Klich, 2003). Zearalenon en yiiksek
dagilim oranina sahip Fusarim tiirii mikotoksin olup, insan ve hayvan tiiketimine
sunulan 6nemli tahil tiriinleri igerisinde yiiksek oranlarda bulunmaktadir (Scudamore ve
Patel, 2000; MacDonald ve dig., 2005; Engelhardt ve dig., 2006; Tabuc ve dig., 2009).
Yem ve besin olarak {iretilen bu tahillar tiretim, isleme ve depolama asamalar1 sirasinda
mantarlarin metabolitleri olan mikotoksinler ile kontamine olmaktadir. Ham ve
islenmemis materyalde mantarlarin bulunmasi {riiniin  kalitesini  diisiirmektedir
(Gromadzka ve dig., 2008). Mikotoksinleri iireten mantarlar riizgar ve hava akimlariyla

tasinabildiginden diinya genelinde genis dagilim gostermektedir (Steyn ve Stander,
1999; Concon, 1988).

Zearalenon, genel olarak Fusarium graminearum ve Fusarium culmorum tiirlerinden
tiretilen bir toksindir (Hestbjerg ve dig., 2002; Glenn, 2007). Siklikla misir ve arpa,
bugday, misir unu gibi kiiclik tahillarda, piring ve soya fasulyesinde bulunmaktadir

(Jimenez ve Mateo, 1997). Zearalenon ve metabolitleri (o ve - zearalenol) steroid
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yapida olmayan ve olduk¢a yiiksek Ostrojenik Ozellige sahip mikotoksinlerdir.
Insanlarda ve hayvanlarda uterus, meme bezi, kemik, karaciger, beyin, prostat,
ovaryum, akciger, idrar kesesi, testis, gogiis uiriner kanallar gibi 0strojene yanit veren
dokularda yiiksek Ostrojenik hormon aktiviteleri ile endokrin bozucu olarak gorev
yaparlar (Mike ve dig., 2013). Ostrojenler primer olarak ovaryumda ve yag hiicrelerinde
kolesterolden sentezlenmektedir. Ontogeni sirasinda, Ostrojen reseptorii  (ER)
aktivasyonu ile sekonder disi esey karakteristigi, spermin olgunlasmasi, protein ve lipit
sentezi gibi silireglerde gorev almaktadir. ER-Ostrojen kompleksi DNA’da hormona
cevap veren elementlere baglanarak ER ile iliskili genlerin transkripsiyonunu aktive
eder (Lin ve dig., 2004). Zearalenon disiik akut toksisite gdstermesine ragmen,
hiperostrojenizm, lireme sistemi bozukluklari, hepatonefrotoksisite, immunotoksisite,
apoptotik ve lipit peroksidasyonunu arttirict etki gostermektedir (Abbes ve dig., 2006;
Ben Salah Abbes ve dig., 2008; Ben Salah Abbes ve dig., 2007; Abid-Essefi ve dig.,
2003; Ben Salah Abbes ve dig., 2009). Yapilan epidemiyolojik caligsmalar, zearalenon
alimi insan ve hayvan kanserlerinin etiyolojisi ile iligkili oldugunu gostermistir

(Tomaszewski ve dig., 1998; IARC, 1993).

Zearalenonun insanlarda giinliik tiikketimi ile ilgili raporlarin az olusu, tiiketilen
besinlerdeki zearalenon igerikleri ile ilgili kisith datalarin olmasi ve Diinya’nin farklh
bolgelerindeki {ilkelerde yapilan caligmalarin az olmasindan kaynaklanmaktadir
(Zinedine ve dig., 2007). Yapilan bazi caligmalarla zearalenonun ortalama giinliik
aliminin Kanada, Norve¢ ve Danimarka icin 20 ng/kg v.a/glin iken Amerika i¢in 30
ng/kg v.a/giin olarak belirlenmistir. Bazi iilkelerde tespit edilmis ortalama zearalenon
giinliik maruziyet seviyeleri ise, Belgika’da 8.1 ng/kg/v.a; Kibris’ta 8.6 ng/kg/v.a, Cek
Cumbhuriyeti’nde 14.7 ng/kg/v.a, Finlandiya’da 4.3 ng/kg/v.a, Fransa’da 8.3 ng/kg/v.a,
Almanya’da 6.35 ng/kg/v.a, Italya’da ise 9.93 ng/kg/v.a dir (EFSA, 2011). Ulkemizde
gidalarla alinan zearalenonun besinler igerisindeki maksimum limitleri belirlenmistir.
Islenmemis tahilda (misir hari¢) 100 pg/kg; islenmemis misirda 350 pg/kg; dogrudan
insan tiiketimine sunulan tahil, tahil unlar1 ve kepekte 75 pg/kg; ekmekte 50 pg/kg;
dogrudan insan tiiketimine sunulan misir, misir ¢erezleri ve misir bazli kahvaltilik
tahillarda 100 pg/kg zearalenon maksimum limiti tespit edilmistir (Tiirk Gida Kodeksi,
2008). Zearalenon i¢in yapilan risk degerlendirmesi ¢alismalar1 ile zearalenon ve

metabolitlerinin Ostrojenik etkisi temel alinarak, gecici maksimum tolere edilebilen
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ginliik alim dozunun (PMTDI) 500 ng/kg v.a, domuzlarla yapilmis 15 giinlik bir
calismanin sonucunda 40 pg/kg v.a/gliin NOAEL degeri kullanilarak JECFA tarafindan
elde edilmistir (EFSA, 2004). Bu c¢alismalar ile gegici tolere edilebilen giinliik alimin
(TDI) ise 200 ng/kg v.a oldugu belirlenmistir (SCF, 2000).

Bu calismada belirlenen dozlar higbir yan etkinin gézlemlenmedigi deger olan NOAEL
degeri (Gajecka ve dig., 2011) ve en diisiik etkinin gozlemlendigi deger olan LOEL
degeri (Zwierzchowski ve dig., 2006) kullanilarak hesaplanmistir. Diisiik ve yiiksek
zearalenon dozlari, mevcut farmakokinetik parametreler kullanilarak hesaplanmistir
(Dhillon ve Gill, 2006). Canlinin zearalenon ile kontamine olan besini oral olarak
alimini takiben kan plazmasinda bulunabilecek olan deger (Cp), zearalenonun dagilim
hacminin (Vd) biyoyararlanima (F) oran1 (Vd/F) kullanilarak bulunmustur (Shin ve dig.,
2009). Bulunan Cp degeri in vitro kosullarda TM3 Leydig hiicrelerine 24 saat siireyle

uygulanmigtir.

Zearalenonun hiicre canliligina etkisi ile ilgili olarak birgok g¢alisma bulunmaktadir
(Kouadio ve dig., 2005; Minervini ve dig., 2006; Zhu ve dig., 2011; Ayed ve dig., 2011;
Prouillac ve dig., 2012; Wan ve dig., 2013; Bouaziz ve dig., 2013; Kang ve dig., 2013).
Kouadio ve digerlerinin 2005 yilinda yaptiklar1 calismada, insan kolon kanser
hiicrelerine (Caco-2), 1-150 pM konsantrasyonlari arasinda zearalenonun 72 saat
siireyle uygulanmasi sonucunda zearalenonun artan konsantrasyonlarinda hiicre canliligi
inhibisyonunun arttig1 tespit edilmistir. Yapilan baska bir ¢aligmada at ovaryumundan
izole edilmis graniiloza hiicrelerine 1x107-0.1uM konsantrasyon araliginda
zearalenonun 72 saat siireyle muamelesi sonucunda 1x10™*uM ve 1x10°uM zearalenon
dozunda graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasinin kontrol gruplarina gore anlamli olarak

arttig1 tespit edilmistir (Minervini ve dig., 2006).

Zhu ve digerlerinin 2011 yilinda yaptiklart in vitro g¢alismada domuz graniiloza
hiicrelerine 30, 60, 90 ve 120 uM zearalenon 24 saat siireyle uygulanmistir. Calisma
sonucunda 60, 90 ve 120 uM zearalenon uygulanan gruplar kontrole gore
kiyaslandiginda hiicre ¢ogalmasinda anlamli olarak azalma tespit edilmigtir. 2011
yilinda Ayed ve digerlerinin yaptig1 ¢alismaya gore 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160
ve 180 uM zearalenonun 24 saat siireyle insan rahim servikal karsinoma (HeLa) hiicre

soyuna uygulanmasi sonucu, artan toksin konsantrasyonuna bagli olarak hiicre


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zwierzchowski%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17203743
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canliliginin kontrole gore azaldigi belirlenmistir. Prouillac ve dig. (2012) nin yaptiklar
calismada insan trofoblast hiicre soyuna (The Bewo) 1, 20, 25, 50 ve 100 pM
konsantrasyonlarda 48 saat siireyle zearalenon uygulanmistir. 48 saatlik uygulamanin
sonucunda 25, 50 ve 100 uM zearalenon dozlarinda hiicre canliliginin kontrole gore
anlaml bir sekilde azaldigi bildirilmistir. 2013 yilinda Bouaziz ve digerlerinin (2013)
yaptig1 caligmaya gore yesil maymun bdbreginden izole edilmis hiicrelere (Vero) 5, 20,
40, 60, 80, 100 nM zearalenon 24 saat siireyle uygulanmistir. 24 saat sonunda yapilan
MTT deneyi ile zearalenonun artan konsantrasyonlarinin doza bagli olarak hiicre
canliligin1 anlaml bir sekilde azalttig1 tespit edilmistir. The Chang karaciger hiicre soyu
(CCL 13) ile yapilan in vitro bir ¢alismada, 0-200 uM konsantrasyon araliginda
zearalenonun 24 saat sireyle uygulanmasi sonucunda, artan zearalenon
konsantrasyonlarinda hiicre canliliginin azaldig: fakat kontrole gore anlamli azalmanin

150 ve 200 uM zearalenon dozunda gergeklestigi tespit edilmistir (Kang ve dig., 2013).

In vivo olarak yapilan bir ¢alismada iki yasindaki saglikli domuzlardan dort hafta
araliklarla alinan semenler seyreltilerek 125 uM (disiik), 187.5 uM (orta), 250 uM
(yiikksek) konsantrasyonlarda zearalenon ve a-zearalenon ile muamele edilmesi
sonucunda artan doza ve artan zamana bagli olarak sperm canlilifinin azaldigi
gozlemlenmistir (Tsakmakidis ve dig., 2006). Yang ve arkadaslarmin 2007 yilinda
yaptiklar1 bir ¢aligmada intraperitonal yolla farelere yedi giin boyunca 25 ug/kg/ va, 50
ng/kgl/ va ve 75 pg/kg/ va zearalenon ve a-zearalenol uygulanmigtir. Calisma sonucunda
hem zearalenon hem de a-zearalenol uygulanan gruplarda sperm canliliginin artan doza
bagli olarak anlamli bir sekilde azaldigi bildirilmistir. Boeira ve digerlerinin 2012
yilinda yaptig1 bir ¢alismada albino siganlara oral olarak 40 mg/kg verilen zearalenonun
48 saat sonra yaptig1 etkiler incelenmistir. Caligma sonucunda, 48 saat sonrasinda canli

spermatozoa sayisinda azalma meydana geldigi tespit edilmistir.

Transforme edilmemis intestinal hiicreler (IPEC-J2) ile yapilan bagka bir ¢alismada 0, 5,
10, 20 ve 40 uM zearalenon 48 saat siireyle hiicrelere uygulanmis ve deney sonucunda
10 uM zearalenon uygulanan grupta hiicre canliliginda kontrole gore anlamli bir artma
gozlenirken, 40 uM zearalenonun uygulandigi gruplarda hiicre canliliginda kontrole
gore anlaml1 bir azalma gozlenmistir (Wan ve dig., 2013). Raghad ve digerlerinin 2013

yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada malignant olmayan fare fibroblast hiicre soyuna (L20B)
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0.039 ng/ml, 0.078 ng/ml, 0.156 ng/ml, 0.313 ng/ml, 0.625 ng/ml, 1.25 ng/ml ve 2.5
ng/ml zearalenon 24 saat siireyle uygulanmistir. Deney sonucunda 2.5 ng/ml-0.625
ng/ml konsantrasyonlarinda hiicre canliliginda kontrole goére anlamli bir artig

saptanmistir.

Yapilan bu in vitro calismada, TM3 Leydig hiicrelerine zearalenonun 1,2 nM ve 6 nM
dozlar1 uygulanmasi sonucu hiicre canliliginin anlamli olarak arttig1 tespit edilmistir.
Yukaridaki c¢alismalardan farkli olarak, Minervini ve digerlerinin (2006) yapmis
olduklar1 ¢alismada 1X10'4uM ve 1x10'3uM zearalenon konsantrasyonlarinin
uygulanmasi ile hiicre canliligini arttirmasi1 ve Wan ve digerlerinin (2013) yaptiklari
calismada 10 uM konsantrasyonundaki zearalenonun hiicre canliligini anlamli olarak
arttirmasi, yapilan bu ¢alismada 1,2 nM (1,2x10°uM) ve 6 nM (6x10°uM) dozlarinda
hiicre canliligin1 anlamli olarak arttirmasi ile paralellik gostermektedir. Ayrica Raghad
ve digerlerinin (2013) yaptiklar1 ¢alismada 0.625 ng/ml- 2.5 ng/ml arasindaki tim
dozlarin hiicre canliligini arttirmasi yapilan bu ¢alismada 1,2 nM (0.371 ng/ml) ve 6 nM
(1.860 ng/ml) dozlarinda da hiicre canliligini arttirmasi ile paralellik gostermektedir.
Hiicre canliliginin bu dozlarda artmasi, zearalenonun 6strojenik etkiye sahip olmasindan
dolaytr  toksik olmayan konsantrasyonlarda uygulandiginda  gergeklestigini

diistindiirmektedir.

Zearalenonun hiicre canlilif1 iizerindeki etkisini Tripan mavisi boyama yontemiyle
belirleyen ¢ok az sayida g¢alisma bulunmaktadir. Lioi ve digerlerinin 2004 yilinda
yaptiklar1 calismada si1gir lenfosit hiicrelerine 0, 0.5, 1, 2 ve 4 uM konsantrasyonlarinda
zearalenon 24  saat uygulandiginda deney sonunda artan  zearalenon
konsantrasyonlarinin hiicre canlilig1 lizerine belirli bir etkisi olmadigimni belirlemistir.
Zearalenon ile yapilan bagka bir in vitro ¢aligmada S. frugiperda kelebek tiiriiniin pupal
ovaryumdan izole edilen SF-9 hiicreleri kullanilmisgtir. Bu hiicrelere 0.001, 0.01, 0.1, 1,
10, 100 ve 1000 uM zearalenon uygulanarak SF-9 hiicreleri i¢in zaearalenonun hiicre
¢ogalmasimni %50 inhibe eden konsantrasyon (ICsp) ve %50 sitotoksik olan
konsantrasyon (CCsp) degerlerinin belirlenmesi i¢in yapilan MTT ve Tripan mavisi
caligmalarinda, ICsg degerinin 17,5 uM ve CCsp degerinin ise 18,3 uM oldugu
belirlenmistir. Ayrica 48 saatlik uygulamanin sonucunda en yiiksek zearalenon dozunda

bile hiicre canliliginin kontrol seviyelerine yakin oldugu ve anlamli bir degisikligin
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gozlemlenmedigi belirtilmistir (Fornelli ve dig, 2004). Tsakmakidis ve dig., (2006)’nin
yaptiklar bir caligmada, iki yasindaki yaban domuzundan izole edilmis semen 1, 2, 3 ve
4 saat siireyle 125 uM; 187,5 uM ve 250 uM zearalenon ve o-zearalenol dozlariyla
inkiibe edilmis ve deney sliresi sonunda sperm canlilig1 Tripan mavisi ile belirlenmistir.
Calisma sonunda, sperm canliliginin inkiibasyon zamanina ve artan konsantrasyona

bagli olarak anlamli sekilde azaldig: tespit edilmistir.

Zearalenonun TM3 Leydig hiicreleri tizerindeki oksidatif etkisini belirlemek igin
yapilan bu calismada, zearalenonun 1,2 nM ve 6 nM dozlarinda hiicre canliliginda
kontrole gore anlamli bir fark goriilmemistir. Tsakmakidis ve dig., (2006)’nin yaptiklar
caligmada yaban domuzu semen 6rneklerinde artan doza ve zamana bagli olarak sperm
canliliginin azaldigin1 belirlemelerine ragmen, Lioi ve digerlerinin 2004 yilinda sigir
lenfosit hiicreleri ile yaptiklar1 ¢alismada zearalenonun yiiksek konsantrasyonlarinda
dahi kontrole gore bir farklilik gériilmemesi, Fornelli ve digerlerinin 2004 yilinda SF-9
pulpal ovaryum hiicreleri ile yaptiklar1 ¢alismada 0,001 uM ve 0,01 uM zearalenon
konsantrasyonlarindaki hiicre canliligi seviyesinin yani sira yiiksek zearalenon
konsantrasyonlarinda da hiicre canliliginin kontrol seviyesinde olmasi, yapilan bu
calismada 1,2 nM (0,0012 uM) ve 6 nM (0,006 uM) zearalenon konsantrasyonlarinin
TM3 Leydig hiicrelerinde hiicre canliligimi anlamli bir sekilde etkilememesi ile

paralellik gostermektedir.

Zearalenon, sentez fazindaki hiicrelerde DNA ve protein sentezini inhibe etmektedir
(Abid-Essefi ve dig., 2004). Abid-Essefi ve digerlerinin 2004 yilinda yaptiklari
calismada yesil maymun bobreginden izole edilmis Vero hiicreleri ve insan kolon
kanser hiicre soyuna (Caco-2) 10, 20 ve 40 uM konsantrasyonlarinda zearalenon 24 saat
siireyle uygulanmistir. Muamele sonucunda iki hiicre soyunda da artan zearalenon
konsantrasyonuna bagli olarak DNA ve protein sentezinin anlamli olarak azaldig:
belirtilmistir. Lioi ve digerlerinin 2004 yilinda yaptiklar1 ¢alismada lenfosit hiicrelerine
0.1, 0.5, 1, 2 ve 4 uM konsantrasyonlarinda zearalenon 72 saat siireyle uygulanmistir.
Deney siiresi sonunda mitotik indeks hesaplanarak belirlenen ¢ogalmanin 1 ve 2 uM
zearalenon dozlarinda kontrole gére anlamli olarak azaldig: tespit edilmistir. Yapilan bir
diger ¢alismada insan kolon kanser hiicre soyuna (Caco-2) 24 saat stireyle 10, 20 ve 40

UM zearalenon uygulanarak DNA ve protein sentezinin inhibisyonu incelenmistir. 10
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uM dozda %50 DNA sentezi inhibisyonu goriiliirken 19 uM’da %50 protein sentezi
inhibisyonu belirlenmistir (Kouadio, 2007). Ayed ve dig., (2007)’nin yesil maymun
bobrek hiicre soyu (Vero) kullanilarak yaptiklar1 calismada 10, 20 ve 40 puM
zearalenonu 24 saat siireyle uygulamistir. Calisma sonunda 10 pM’dan yiiksek
konsantrasyonlarda GO/G1 fazindaki hiicrelerin yiizdesinin doza bagli olarak kontrole
gore azaldigi tespit edilmistir. Zearalenonun DNA replikasyonunu ya da hiicre
cogalmasin1 engelleyerek hiicre dongiisiinii etkiledigini belirtmislerdir. Stec ve
digerlerinin 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 7 haftalik domuzlar ticari yemlerle
besleyerek haftada bir kan ornekleri alinarak periferal kan mononuklear hiicreleri ile
calisilmigtir. Concanavalin A ile indiiklenmis hiicre proliferasyonu iizerine
zearalenonun etkisi H3-metil timidin ile DNA sentezine bakilarak belirlendiginde 10

ug/ml zearalenonun hiicre proliferasyonunun %50’sini inhibe ettigi bulunmustur.

Yapilan bu ¢alisma, TM3 Leydig hiicrelerine zearalenonun 1,2 nM ve 6 nM dozlarinin
uygulandig1 gruplarda her iki gruptada DNA sentez fazindaki hiicrelerin kontrole gore
anlamli olarak azalmasi, Abid-Essefi ve dig., (2004) ve Lioi ve dig., (2004)’nin
zearalenonun tiim dozlarinda sentez fazindaki hiicreleri anlamli olarak azalttigini
belirledikleri c¢aligmalarla paralellik gostermektedir. Ayrica %50 DNA ve protein
sentezi inhibisyonunun belirlendigi Kouadio ve dig., (2007) ve Stec ve dig., (2009)’nin
yaptiklar1 ¢aligmalarin sonucunda zearalenonun tiim dozlarinin DNA sentez fazindaki
hiicreleri kontrole gore azaltmasi, yapilan bu calismada 1,2 nM ve 6 nM zearalenon
dozlarmin da DNA sentez fazindaki hiicreleri kontrole gore azaltmasi ile paralellik

gostermektedir.

Oksidatif stres bir¢ok biyolojik molekiile 6zellikle DNA’ya, proteinlere ve lipitlere
zarar verebilir. Bu hasar hiicrelerde reaktif oksijen tiirleri tarafindan meydana
getirilebilmektedir (Cai ve dig., 1997). Reaktif oksijen tiirleri tarafindan membrandaki
lipitlerin okside edilmesiyle lipit peroksidasyon iiriinleri olusarak membran biitiinliigi
bozulur (Halliwell ve Gutteridge, 1990). Zearalenonun lipit peroksidasyonu iizerine
etkisini aragtiran bir ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Abid-Essefi ve dig., 2004; Kouadio ve
dig., 2005; Ferrer ve dig., 2009; Salah-Abbes ve dig., 2009; Salah-Abbes ve dig., 2010;
Jiang ve dig., 2011; Boeira ve dig., 2012).
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2004 yilinda Abid-Essefi ve digerlerinin yaptig1 ¢alismada yesil maymun bdbreginden
izole edilmis Vero hiicrelerini ve insan kolon kanseri hiicre soyunu (Caco-2) 10, 20 ve
40 uM zearalenon ile 24 saat boyunca muamele etmislerdir. 24 saatlik inkiibasyon
siiresinin sonunda belirlenen sonuglara gore lipit peroksidasyonunun her iki hiicre
soyunda da artan zearalenon konsantrasyonuna bagli olarak kontrol grubuna gore
anlamli olarak arttig1 bulunmustur. Kouadio ve digerlerinin 2005 yilinda yaptiklar
calismada insan kolon kanser (Caco-2) hiicre soyuna 5, 10, 20 ve 40 uM zearalenon
dozlar1 24 saat siireyle uygulanmistir. Deney sonucunda malondialdehit iiretiminin artan
dozlar ile baglantili olarak kontrole kiyasla anlamli bir sekilde arttig1 tespit edilmistir.
Yapilan bagka bir in vitro ¢alismada insan kolon kanser hiicre soyuna (Caco-2) 10 uM
zearalenon, deoksinivalenol ve fumonisin B1 ayr1 ayr1 veya birlikte 24 saat siireyle
uygulanmistir. Deney siiresi sonunda mikotoksinlerin ayr1 ayri uygulandigi gruplarda,
zearalenonun 10 uM dozunun lipit peroksidasyonunu anlamli olarak arttirdigi tespit
edilmistir (Kouadio ve dig., 2007). Yetiskin erkek farelerin 28 giin boyunca 40 mg/kg
v.a dozunda zearalenon ile oral olarak muamele edilmesi ile lipit peroksidasyonunun
Olciilmesinin amaclandig1 baska bir calismada 28. giinliin sonunda alinan testis
dokusunda lipit peroksidasyonunun kontrol grubuna goére anlamli olarak arttig
belirlenmistir (Salah-Abbes ve dig., 2009). Baska bir ¢alismada farelerden izole edilmis
keratinosit hiicre soyuna (C5-O) zearalenonun tek bir dozunun (40 uM) 24, 48 ve 72
saat muamelesi sonucunda zamana bagli olarak lipit peroksidasyonunun arttig1
belirtilmistir (Salah-Abbas, 2010). Jiang ve dig. (2011) ise siitten yeni kesilmis domuz
yavrularm farkli konsantrasyonlarda zearalenon iceren (1, 2 ve 3 mg/kg) diyet ile 18
giin boyunca besleyerek, beslenme siiresinin sonunda yavru domuzlarin serum ve
karacigerlerinde  oksidatif hasar ve lipit peroksidasyonunu  dlgmiislerdir.
Spektrofotometrik Ol¢iimlere gore artan zearalenon igeren diyet gruplari ile beslenen
gruplarda doza bagl olarak lipit peroksidasyonunun kontrole gore anlamli bir sekilde
arttig1 tespit edilmistir. Yapilan baska bir ¢alismada, 90 giinliik Swiss albino farelere
zearalenonun akut dozu (40 pg/kg) uygulandiktan 48 saat sonra karaciger, bobrek ve
testis dokular1 kullanilarak oksidatif hasarin enzimatik olmayan belirteci TBARS
Olgiilmiistiir. Calismanin sonucunda zearalenon muamelesi sonucunda TBARS
seviyesinin degismedigi belirtilmistir (Boeira ve dig., 2012). Lee ve digerlerinin 2013
yilinda yaptiklart in vitro ¢aligmada Chang karaciger hiicre soyuna (CCL 13-HeLa) 25,
50, 100, 150 ve 200 uM zearalenon 6, 12 ve 24 saat siireyle uygulanmistir. inkiibasyon
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sliresinin sonunda artan doza ve zamana bagl olarak lipit peroksidasyonunun kontrole

gore anlamli bir sekilde arttig1 tespit edilmistir.

Zearalenonun TM3 Leydig hiicrelerinde olusturdugu lipit peroksidasyonunu 6lgmek
i¢in yapilan deneyler sonucunda NOAEL olarak belirlenen dozun (40 ug/kg) in vitro
kosullara uyarlanmis degeri olan 1,2 nM zearalenonun uygulandigi deney grubunda lipit
peroksidasyonu bakimindan anlamli bir fark bulunamamasi, Boeira ve digerlerinin
(2012) yaptiklar1 in vivo galismada lipit peroksidasyonunun belirteglerinden TBARS
miktarinin 40 pg/kg uygulanan dozda degismemesi ile paralellik gostermektedir. Ayrica
yapilan bu ¢aligmada 6 nM zearalenon dozunda lipit peroksidasyonunun kontrole gore
anlamli bir sekilde artmasi yukarida belirtilmis diger ¢aligmalarla paralellik gostererek
zearalenonun  yiiksek  dozunun lipit  peroksidasyonuna  sebep  oldugunu

disiindiirmektedir.

Proteinler serbest radikallere karsi lipidlerden daha az hassastir. Etkilenme dereceleri
icerdikleri aminoasit bilesimine baglidir Protein oksidasyonunun yaslanma, oksidatif
stres ve birgok hastalik ile iliskili oldugu iyi bilinmektedir (Linton ve dig., 2001) ve
proteinlerin organizmada ¢ok miktarda bulunmasindan dolayr onemli bir oksidatif
modifikasyondur. Hiicresel metabolizmanin yan {riinli olarak veya ¢evresel
kaynaklardan iiretilen reaktif tiirler, proteinlerdeki amino asitlerde modifikasyonlara
sebep olur ve protein fonksiyonunda/enzimatik aktivitede kayiba neden olurlar (Grune
ve dig., 1997). Bir oksidanin neden oldugu protein oksidasyonunun derecesi protein
tiirli, oksidan ve anitoksidanlarin degisen oranlarini igceren bircok faktoére baglhdir.
Ayrica oksidatif protein hasari, oksidatif DNA hasarina oranla daha komplekstir, ¢iinkii
DNA’daki 4 baz yerine proteinlerde 20’den fazla farkli oksidasyon {iriinlerinin

olusumuna neden olabilecek amino asit vardir (Grune 2000).

Reaktif oksijen tiirleri proteinlerdeki tiol (-SH) gruplarinin oksidasyonuna yol
acmaktadir (Shacter E., 2000; Hu, 1994). Oksidatif protein hasar1 protein tiol
diizeylerindeki azalma ile karakterizedir (Hu, 1994). Rucinska ve dig, (2008) yaptiklari
caligmada 5-90 uM 24 saat uygulama sonucunda diisiik dozlarda bile genisteinin protein
tiol gruplarinda oksidasyona sebep oldugunu, yiiksek dozlarda (90 uM) ise protein-tiol
gruplarinda meydana gelen oksidasyonun ise kontrole kiyasla yaklasik % 50 arttigini
gostermiglerdir. Yapilan baska bir calismada farelere gavaj yoluyla 40 mg/kg
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zearalenon verilmis ve 48 saat sonunda karaciger, bobrek ve testis dokulart alinmigtir.
Alman dokularla non-enzimatik ve enzimatik oksidatif stres belirteclerinin tespit
edilmesi sonucunda tiol (-SH) grubu miktarinda anlamli bir fark bulunmamustir (Boeira
ve dig., 2012). Sarkar ve digerlerinin 2013 yilinda yaptiklar1 ¢alismada farelerden izole
edilmis eritrositler 1 mM asetat ile 9 saat muamele edilmis ve eritrosit membran
proteinlerinde tiol gruplarinin miktar1 arastirilmistir. Calisma sonunda asetat ile
muamele edilmis hiicrelerde eritrosit membranindaki proteinlerin i¢erdigi tiol grubunun

kontrole gore anlamli olarak azaldigi tespit edilmistir.

Bu ¢alismadan elde edilen bulgular sonucunda, Rucinska ve dig., (2008) genistein ile
yaptiklar1 ¢calisma sonucunda diisiik dozlarda bile protein oksidasyonu gozlemlenmesi
ve Sarkar ve digerlerinin 2013 yilinda yaptiklari ¢alisma sonucunda tiol miktarinin
azalmasina ragmen, yapilan bu c¢alismada 1,2 nM ve 6 nM zearalenon dozlarinin
uygulandigr gruplarda anlamli bir fark bulunamamasi Boeira ve digerlerinin 2012

yilinda yaptiklari caligsma ile paralellik gostermektedir.

Hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artmasi, bir¢ok hastaligin patogenezinde ve
bilesiklerin toksisitesinde rol alir (Hassan ve Yousef, 2009). Zearalenonun reaktif
oksijen tiirleri iizerine olan etkisi ile ilgili birgok ¢alisma bulunmaktadir (Bennour ve
dig., 2008; Ferrer ve dig., 2009; Banjerdpongchai ve dig., 2010; Zhu ve dig., 2011,
Bouaziz ve dig., 2013; Gao ve dig., 2013; Mike ve dig., 2013). Yapilan bir ¢alismada,
100 puM zearalenon 0, 16, 20 ve 40 saat siireyle insan HepG2 hepatositlerine
uygulanmistir. Calismanin sonunda, reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminin 24 ve 40.
saatlerde kontrol grubuna kiyasla 8 ve 17 kat arttig1 bulunmustur (Bennour ve dig.,
2008). Ferrer ve dig. (2009)’nin calismasinda kullanilan Chinese hamster ovaryum
hiicre soyuna (CHO-K1) 5, 10 ve 50 uM zearalenon 120 dakika boyunca uygulanmustir.
Konsantrasyon ve zamana bagli olarak yapilan bu ¢aligma sonucunda, hiicre i¢i olusan
ROS miktarinin artan konsantrasyon ve ilerleyen muamele zamanlarinda kontrol
grubuna gore anlamli olarak arttig1 tespit edilmistir. 2010 yilinda Banjerdpongchai ve
digerlerinin yaptigi ¢alismada, kullanilan insan promiyelositik 16semi (HL-60)
hiicrelerine 4 saat boyunca 20 pg/ml (62 pM) zearalenon uygulandiginda hiicre i¢i ROS
miktarinin arttig1 tespit edilmistir. Zhu ve digerlerinin 2011 yilinda yaptiklar1 calismada

domuz graniilosa hiicrelerine 0, 60, 90 ve 120 uM konsantrasyonlarinda zearalenon
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uygulandiginda hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin seviyesinin kontrol grubuna gore
anlamli bir sekilde arttig1 belirtilmistir. Yapilan baska bir g¢alismada, maymun
bobreginden izole edilmis hiicre soyuna (Vero) 50-100 nM konsantrasyon araliginda
zearalenon muamele edilmistir.  Calismanin  sonunda zearalenonun artan
konsantrasyonlarinda ROS artisina bagli olarak degisen floresanin kontrol seviyesini
geemedigi tespit edilmistir (Bouaziz ve dig., 2013). Transforme edilmis insan primer
embriyonik bobrek hiicrelerine (HEK293) 0, 2.5, 5, 10 ve 20 uM zearalenonun 1 ve 2
saat siire ile uygulandigi in vitro ¢alismada hiicre i¢i ROS firetimi 6l¢iilmiistiir. Deney
sonucunda 1 saatlik muamelenin reaktif oksijen tiirlerinin seviyesini biiyiik oranda
degistirmedigi ancak kontrole gore anlamli artisin 2 saatlik muamele sonucunda

gerceklestigi bildirilmistir (Gao ve dig., 2013).

Zearalenonun TM3 Leydig hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin miktarini belirleyen
deneyler sonucunda 1,2 nM ve 6 nM zearalenon dozlarinda reaktif oksijen tiirlerinin
tiretiminin arttig1 tespit edilmistir. Bouaziz ve dig., (2013)’nin Vero hiicreleri ile
yaptiklar1 ¢alismada zearalenonun yiiksek dozlarinda bile ROS miktarinin kontrol
seviyesini gegmedigini belirlemelerine ragmen, yukarida bahsedilen diger ¢alismalarda
zearalenonun artan dozlarinda ROS {iretiminin arttiginin belirlenmesi yapilan bu
calisgmada 1,2 nM ve 6 nM zearalenon dozlarinda TM3 Leydig hiicrelerinde reaktif

oksijen tiirlerinin artmasi ile paralellik gostermektedir.

Apoptoz, gen ekspresyonu ve/veya protein aktivitesi ile sinyal proteinlerinin oldukca
hassas diizenlenmesini i¢ceren karmasik bir olgudur (Barbier ve dig., 2010). Genel olarak
oksidatif stresin, Ozellikle reaktif oksijen tiirlerinin apoptozu tetikledigi yapilan
calismalarla ortaya konmustur. Bu etkiyi, oksidatif strese bagli lipit peroksidasyonunu
arttirarak ve mitokondriyal islev bozukluguna neden olarak gostermektedir (Anuradha
ve dig., 2001; Matsui ve dig., 2007; Karube ve dig., 2009). Yapilan bir ¢alismada 10
haftalik erkek sicanlara tek bir zearalenon dozu (5mg/kg) intraperitonal olarak
uygulanmis ve 3, 6, 12, 24 ve 48. saatlerde testis dokular1 alinmistir. Calisma
sonucunda, TUNEL etiketli germ hiicrelerinin sayis1 ilerleyen zamanlarda derece derece
artmis, 12. saatte kontrole gore 4 kat artmis ve sonra 48 saat sonunda kontrol seviyesine
inmistir. TUNEL isaretli hiicrelerin kontrol ve zearalenon uygulanmis gruplarda genelde

spermatogonia ve spermatosit olmasi apoptozun zamana ve germ hiicrelerinin evrelerine
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gore degistigini vurgulamaktadir (Kim ve dig., 2003). Abid-Essefi ve dig., (2003)’nin
yaptiklar1 ¢alismada displasik oral keratinosit hiicreleri (DOK), insan kolon kanser
hiicreleri (Caco-2) ve maymun bdbrek hiicrelerine (Vero) 10, 20 ve 40 uM zearalenon
24 saat siireyle uygulanmistir. Artan konsantrasyona bagli olarak DOK ve Caco-2
hiicrelerinde apoptotik hiicrelerin yilizdesinin kontrole gore arttig1 tespit edilmistir. Sigir
lenfosit hiicrelerinin  kullanildigi in vitro c¢alismada 0, 0.5, 1, 2 ve 4 uM
konsantrasyonlarinda zearalenon 24 saat siireyle hiicrelere uygulandiktan sonra tiim
dozlarda apoptotik hiicre sayisi bakimindan anlamli bir fark gozlenmezken, nekrotik
hiicre sayis1 sadece en yiiksek dozda anlamli artis gézlenmistir (Lioi ve dig., 2004).
Ayed-Boussema ve digerlerinin 2004 yilinda maymun bobrek hiicreleri (Vero) ile
yaptiklari ¢calismada 10, 20 ve 40 uM zearalenon 24 saat siireyle uygulanmistir. Deney
sonucunda artan konsantrasyona bagli olarak apoptotik hiicre yiizdesinin kontrole gore
artt1g1 tespit edilmistir. insan hepatoselliilar karsinoma (HepG2) hiicreleri ile yapilan in
vitro ¢alismada bu hiicrelere 120 uM zearalenon 48 saat siireyle uygulanmistir. Deney
sonucunda apoptotik ve nekrotik hiicrelerin kontrole gore anlamli olarak arttig1 tespit
edilmistir (Bouaziz ve dig., 2008). Yapilan baska bir ¢calismada keratinosit hiicre soyuna
(C5-0) 40 puM zearalenon 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanmistir. Calismanin
sonunda hiicrelerin apoptotik indeksinin ilerleyen saatlerde kontrole gore arttig tespit
edilmistir (Salah-Abbes ve dig., 2010). Zhu ve digerlerinin 2011 yilinda yaptiklart in
vitro ¢alismada domuz graniiloza hiicre soyuna 0, 60, 90 ve 120 puM zearalenon
konsantrasyonlarini 24 saat siireyle uygulamislardir. Ayrica 20 uM kaspaz inhibitorii Z-
VDD-FMK veya 10 puM kaspaz-9 inhibitorii Ac-LEHD-FMK 2 saat siireyle
uygulandiktan sonra 90 ve 120 puM zearalenon konsantrasyonlar1 24 saat slireyle
uygulanmistir. TUNEL deneyi sonunda, zearalenon ile muamele edilmis domuz
graniiloza hiicrelerinde, TUNEL-pozitif hiicre sayisinin kontrol grubuna gore arttigi
tespit edilmistir. Once kaspaz inhibitdrleri ve arkasindan zearalenon ile muamele
edilmis domuz graniiloza hiicrelerinde, TUNEL-pozitif hiicrelerin azaldig1 tespit
edilmistir. Bunun sonucunda, zearalenon muamele edilmis domuz graniiloza
hiicrelerinde apoptozun, kaspaz-9 yolag1 aracilig ile uyarildig: tespit edilmistir. Yine
ayni calismada flow sitometri kullanilarak zearalenon uygulanan domuz graniiloza
hiicrelerinde apoptoz yiizdesinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigi tespit
edilmistir. Gazzah ve digerlerinin (2013) yaptiklar1 ¢aligmada insan hepatosellular

karsinoma hiicresine (HepG2) 100 uM zearalenon 2, 4, 8, 24, 30, 48 ve 60 saat siireyle
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uygulanmistir. Calisma sonunda 8 saatlik uygulamanin sonucunda hiicrelerin %95’inin
canlt oldugu belirtilirken 30. saatten sonra apoptotik hiicrelerin ylizdesinin arttig1

belirlenmistir.

Yapilan bu ¢alismada ise, zearalenonun apoptoz tizerindeki etkisi 24. saat sonunda TM3
Leydig hiicrelerinde erken apoptotik hiicrelerin sayisini arttirmasi ile ger¢ceklesmektedir.
Yukarida yapilan ¢alismalardan farkli olarak Lioi ve dig., (2004)’nin sigir lenfosit
hiicreleri ile yaptiklar1 ¢alismada tim dozlarda apoptotik hiicre sayisi bakimindan
anlamli bir fark goriillmemesine ragmen, Kim ve dig., (2003), Salah Abbes ve dig.,
(2010), Zhu ve dig., (2011) ve Gazzah ve dig., (2013)’nin yaptiklar1 ¢aligmalarda
oldugu gibi apoptotik hiicre yilizdesinin artmast yapilan bu calisma ile paralellik
gostermektedir. Gazzah ve digerlerinin 2013 yilinda HepG2 hiicreleri ile yaptiklar
calismada 100 uM dozunda 2, 4, ve 8. saatlerde hiicrelerin %95’inin canli olmas1 ve
apoptoz yiizdesinin 30. saatten sonra artmasi, yapilan bu c¢aligmada canli hiicrelerin
yiizdesinin kontrol seviyelerine yakin ya da ¢ok az miktarda diisiikk olmasi ve 24. saatte
erken apoptotik ve apoptotik hiicrelerin yiizdesinin anlamli olarak artmasi ile paralellik

gostermektedir.

Yapilan bu calismanin sonuglarina gore, zearalenonun hiicre metabolizmasinin
aktifligini belirleyen hiicre canliligini, NOAEL ve LOEL dozlarinda zearalenonun
Ostrojenik etkisinden dolay1 arttirdigr belirlenmis ve sentez fazindaki hiicre sayisini
azalttig1 tespit edilmistir. Zearalenonun hiicre membran fosfolipitlerinin doymamis yag
asitlerinde istenmeyen etkiler olusturmasi sonucu lipit peroksidasyonunu olusturmas,
oksijen tiirevi serbest radikallerden hidroksil radikali ve hidrojen peroksit miktarlarini
arttirmasiyla TM3 Leydig hiicrelerinde oksidatif hasara yol a¢tig1 ortaya ¢ikarilmistir.
Ayrica zearalenonun lipit peroksidasyonunu arttirmasina ve mitokondri membran
biitiinliiglinii bozmasi1 sonucu reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna bagl olarak apoptozu

tesvik ettigi ortaya ¢ikarilmistir.
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