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ÖZET 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

ZEARALENON’UN TM3 LEYDİG HÜCRELERİ ÜZERİNDEKİ OKSİDATİF 

ETKİSİ 

Gülnaz YILDIRIM 

 

İstanbul Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

 

Danışman: Prof. Dr. Melike ERKAN 

 

Bu çalışmada, zearalenonun TM3 Leydig hücreleri üzerindeki oksidatif etkisi hücre 

canlılığı, hücre çoğalması, sitotoksisite, lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonu, 

Bromodeoksiuridin (BrdU) aktivitesi, reaktif oksijen türlerinin miktarları ölçülerek ve 

apoptotik indeks hesaplanarak ortaya çıkarılması amaçlanmaktadır. 

Mikotoksinler, belirli nem ve ısı koşullarında besin ve yemlerin üzerinde yetişen fungal 

metabolitlerdir. Ham ve işlenmemiş üründe çoğalarak, ürünün nitelik ve niceliğini 

değiştirip bozulmasına neden olur. Dünya’daki besin ürünlerinin neredeyse %25’i en az 

bir mikotoksin tarafından kontaminedir. Mikotoksinler insan sağlığı üzerinde olumsuz 

etkilere sahip olup toksik, karsinojenik, teratojenik ve mutajenik etki göstermektedir. 

Mikotoksinlerin aflatoksin, okratoksin ve zearalenon gibi türleri bulunmaktadır. Bu 

türler arasında bulunan zearalenon Fusarium türü küf mantarları tarafından üretilen 

steroid yapıda olmayan östrojenik bir mikotoksindir ve funguslar tarafından üretildiği 

bilinen tek östrojendir. Zearalenonun en çok görüldüğü besinler arasında mısır ve 

ürünleri, mısır gevreği gibi kahvaltılık ürünler, mısır birası, ekmek, ceviz ve hayvan 

yemleri bulunmaktadır. Yüksek miktarda zearalenon ile kontamine olmuş yemleri 

tüketen hayvanların sütüne geçtiğinden çiğ ve pastörize süt, süt tozu ve peynirde de 

bulunmaktadır. 
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Zearalenonun tüm canlılar üzerinde genotoksik, hepatotoksik, hematotoksik ve 

karsinojenik etkileri bulunmaktadır. Endokrin sistemi bozan etkilerinin yanı sıra üreme 

sistemini de etkileyerek infertiliteye sebep olmaktadır. Yapılan in vivo çalışmalarda 

zearalenona maruz kalan bireylerde testis ağırlığının ve serum testosteron miktarının 

azaldığı belirlenmiştir. Ayrıca testiküler ve epididimal sperm sayısının azalmasına 

neden olmaktadır. Yapılan in vitro çalışmalara göre ise sperm canlılığının azalmasına ve 

kromatin yapısının bozulmasına neden olduğu tespit edilmiştir. 

Zearalenon 24 saat süreyle 1,2 nM ve 6 nM dozlarında TM3 Leydig hücrelerine 

uygulanmıştır. Leydig hücrelerinde hücre canlılığı, hücre çoğalması, lipit 

peroksidasyonu, protein oksidasyonu, hidroksil radikali, hidrojen peroksit miktarı ve 

apoptoz/nekroz oranları ölçülmüştür. Bulgular hücre canlılığı, lipit peroksidasyonu, 

protein oksidasyonu, hidroksil radikali, hidrojen peroksit miktarı ve apoptoz/nekroz 

oranının arttığını, hücre çoğalmasının azaldığını göstermiştir. Bu bulgular zearalenonun 

TM3 Leydig hücrelerinde lipit peroksidasyonu ve reaktif oksijen türlerinin (ROS) 

oluşumuna bağlı olarak apoptozu teşvik ettiğini göstermektedir. 

 

Mayıs, 2014, 94. 

Anahtar kelimeler: Zearalenon, Leydig hücresi, Oksidatif Hasar, Apoptoz, in vitro 
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SUMMARY 

M. Sc. THESIS 

THE OXIDATIVE EFFECT OF ZEARALENONE ON TM3 LEYDIG CELLS 

Gülnaz YILDIRIM 

 

İstanbul 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 
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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. GİRİŞ 

Dünya genelinde artan canlı populasyonu, besin kaynaklarına ve üretimine olan ihtiyacı 

da arttırmaktadır. Bu besin ihtiyacının çoğu stratejik önemi yüksek olan tahıllardan 

karşılanmaktadır. Yem ve besin olarak üretilen bu tahıllar üretim, işleme ve depolama 

aşamaları sırasında mantarların metabolitleri olan mikotoksinler ile kontamine 

olmaktadır. Ham ve işlenmemiş materyalde mantarların bulunması, üründe istenmeyen 

kokuların oluşması ve besin içeriğinin bozulması gibi sorunlara yol açarak ürünlerin 

düşük kaliteli olmasına sebep olmaktadır. Üstelik bazı mantarlar insan ve hayvan 

sağlığına zararlı olan mikotoksinleri üretme kapasitesine sahiptir. Bilinen 350 farklı 

mantar türünden 300’den fazla mikotoksin üretilmektedir (Gromadzka ve diğ., 2008). 

Mikotoksinlerin bu kadar yaygın bulunmasının sebebi ise mikotoksinleri üreten 

mantarların rüzgar ve hava akımlarıyla taşınabilmesidir (Steyn ve Stander, 1999; 

Concon, 1988). Tarım ürünlerindeki kayıplar dikkate alındığında küf mantarlarının 

verdiği ekonomik zararlar azımsanamayacak düzeydedir. Dünya genelinde 

mikotoksinlerle kontamine olmuş besinlerin artması ve bu besinlerle canlıların 

beslenmesi ciddi bir sorundur (Tsakmakidis, 2007). Günümüzde mikotoksinlerin 

etkilerine karşı insanların daha fazla bilinçlenmesine rağmen sürekli devam eden 

maruziyet ve bunun sonucunda oluşan sağlığı tehdit edici riskler azalmamıştır (D’Mello 

ve diğ., 1999) 

Fusarium türleri tüm dünyada toprak, bitki, bitki artıkları, hava, su ve su biyofilm 

tabakasında bulunmaktadır. Fusarium türlerinin yayılmasında rüzgarın ve yağmurun 

oldukça etkili olduğu bilinmektedir. Zearalenon, Fusarium türü mantarların özellikle F. 

graminearum, F. culmorum, F. equiseti, F.cerealis, F. crookwellence ve F. semitectum 

türleri tarafından sentezlenen steroit yapıda olmayan bir mikotoksindir (Bennett ve 

Klich, 2003). Bunun yanı sıra, zearalenon tarımsal ürünlerde en sık rastlanılan 

mikotoksindir (Zourgui, 2008). Mısır, soya, buğday, arpa, yulaf ve silaj gibi insanların 

beslenmesinde ve hayvan yemlerinde yoğun olarak kullanılan besinlerde sağlığı tehdit 

edici boyutlarda zearalenon bulunmaktadır. Bir östrojen agonisti olarak görev yapan 

zearalenon, 17-β östradiol ile uterus, hipotalamus, meme bezi ve hipofiz bezinde 
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bulunan sitozolik östrojen reseptörlerine bağlanmak için yarışır (D’Mello ve diğ., 1999). 

İnsanlar tarafından oral yolla alınan zearalenon bağırsak mukoza hücreleri tarafından 

hızlıca absorbe edilir, karaciğere girişini takiben sistemik dolaşıma katılır (Biehl ve diğ., 

1993). Zearalenon hücre içerisinde α-zearalenol, β-zearalenol, α-zearalanol ve β-

zearalanol gibi metabolik ürünlere dönüşmektedir ve globulinlere bağlanmaktadır 

(Gajecki, 2002). 

Yapılan birçok çalışma, zearalenonun hayvanlarda erkek üreme sisteminde pek çok 

hasara yol açtığını ve fertiliteyi olumsuz yönde etkilediğini göstermiştir (Ruzsas ve diğ., 

1979; Young ve King, 1986). Buna rağmen, zearalenonun toksisitesinin mekanizması 

tam olarak açıklanamamıştır (Gazzah ve diğ., 2013). Zearalenon, uzun süreli maruziyet 

sonucunda reaktif oksijen türlerinin oluşmasına neden olarak hücreye zarar vermektedir. 

Bunun sonucunda apoptotik hücre ölümünün artması ile testiküler germ hücre sayısının 

azalmasına sebep olmaktadır (Kim ve diğ., 2003; Yang ve diğ., 2007a). Zearalenon 

testosteron biyosentezinde görevli olan Leydig hücrelerinin steroidogenik fonksiyonunu 

bozarak testosteron üretiminin azalmasına neden olmaktadır (Tsakmakidis ve diğ., 

2006; Yang ve diğ., 2007a, 2007b). Ayrıca steroidogenik yolakta görevli olan 

enzimlerin mRNA seviyelerinin azalmasına neden olmaktadır (Yang ve diğ., 2007b). 

Zearalenon germ hücreleri arasındaki bağlantıların azalmasına, germ hücrelerinde 

vakuol oluşmasına, spermin karakteristik özelliklerinin (sperm hareketi, canlılığı ve 

akrozom reaksiyonu) bozulmasına, sperm kromatin yapısının denatüre olmasına yol 

açmaktadır (Tsakmakidis ve diğ., 2006, 2007; Yang ve diğ., 2007b; Benzoni ve diğ., 

2008). Zearalenon membran bütünlüğünün bozulmasına neden olarak lipid 

peroksidasyonunun oluşmasına sebep olmaktadır (Yang ve diğ., 2007a; 

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

Bu çalışmada, zearalenonun TM3 Leydig hücreleri üzerindeki oksidatif etkisi 

araştırılmıştır. Tezin “Genel Kısımlar” bölümünde Leydig hücreleri, zearalenon, 

oksidatif hasar ve apoptoz ayrıntılı olarak anlatılmıştır.  

Tezin “Malzeme ve Yöntem” bölümünde laboratuarda uygulanan işlemler ayrıntılı 

olarak anlatılmıştır. Yapılan işlemler sonucunda elde edilen sonuçlar tezin “Bulgular” 

bölümünde belirtilmiştir.  
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Tezin “Tartışma ve Sonuç” bölümünde ise, elde edilen veriler değerlendirilmiş ve bu 

veriler mevcut literatür bilgisi ile yorumlanarak sonuca varılmıştır.  

Bu çalışma ile zearalenonun TM3 Leydig hücreleri üzerinde oluşturduğu oksidatif etki, 

lipit peroksidasyonu, Bromodeoksiuridin (BrdU), reaktif oksijen türlerinin miktarları 

ölçülerek ve nekrotik/apoptotik hücre indeksi hesaplanarak ortaya çıkarılması 

amaçlanmaktadır.  
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2. GENEL KISIMLAR 

2.1. TESTİSİN GENEL YAPISI 

Erkek üreme sistemi, sperm üretimini sağlayan ve androjenleri salgılayan testislerden, 

erkek genital kanallarından, erkek yardımcı bezlerinden ve penisten oluşmaktadır. 

Testisler, eşey hücreleri olan spermatogonyumun üretimi ve beslenmesinden, eşey 

hormonlarının sentezi ve salgılanmasından sorumludur (Kaya ve diğ., 2006).  

Testis, endokrin ve ekzokrin işlevi olan bir bezdir. Spermler testisin ekzokrin 

fonksiyonunun ürünü olup, Leydig hücrelerinde üretilen testosteron testisin endokrin 

fonksiyonunun bir ürünüdür (Netter ve diğ., 2009; Junqueira ve diğ., 2006; Ilgaz, 2009). 

Testisin iç salgılama fonksiyonu, Leydig hücrelerinin testosteron, dihidrotestosteron ve 

androstenedion gibi androjenleri salgılamasıdır (Costanzo, 2003). Testosteron en önemli 

testis hormonu olup, testislerde veya böbreküstü bezlerinde kolesterolden ya da 

doğrudan asetil koenzim A’dan sentezlenmektedir. Testosteronun daha aktif bir formu 

olan dihidrotestosteron, periferal ve hedef dokularda oluşmaktadır (Bozdoğan, 2004).  

Spermatogenezin meydana geldiği seminifer tübüllerde germinal epitel iki hücre 

çeşidinden meydana gelmektedir. Bu hücreler spermatogenik hücreler 

(spermatogonyumlar, spermatositler, spermatidler) ve Sertoli hücreleridir. 

Spermatogenik hücreler, bazal lamina ve tübül lümeni arasında tabaka halinde 

düzenlenmiştir (Stevens ve Lowe, 1997). Sertoli hücreleri sıkı bağlantı kompleksleri ile 

birbirlerine bağlanmışlardır (Meng ve diğ., 2005). Sıkı bağlantılar sonucu oluşan kan-

testis bariyeri, spermatogenezin ileri safhalarındaki germ hücrelerini kandan gelen 

zararlı maddelere karşı korur (Janqueira ve diğ., 2006). 

 

Seminifer tübüllerin arasında bulunan alan, bağ dokusu ve kollajen liflerinin yanı sıra 

kan ve lenf damarları, sinir lifleri ve çeşitli hücreler içermektedir. Bu alanda testisin 

interstisyel veya Leydig hücrelerinin yanı sıra fibroblastlar, makrofajlar, mast hücreleri 

ve farklılaşmamış mezenşimal hücreler de bulunmaktadır (Fawcett, 1966).  
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2.2. LEYDİG HÜCRESİ 

Leydig hücreleri, ilk olarak 1850 yılında Franz Leydig tarafından keşfedilmiştir 

(Kuehnel, 2003). Memelilerde bu hücreler, interstisyel alanda seminifer tübüllerin 

etrafında düzensiz şekilde bulunurlar. Bu bölgede kan damarları, lenfatik ve makrofajlar 

da bulunur (Christensen, 1975). Leydig hücreleri interstisyel alanda kapiller damarlara 

yakın olarak bulunur. Bu hücreler erkekte testosteron biyosentezinden sorumlu 

hücrelerdir (Kuehnel, 2003). 

Leydig hücreleri, poligonal ve düzensiz şekilli, yaklaşık olarak 15µm çapında olan 

hücrelerdir. Bu hücreler tek nukleusludur ve genelde 1-2 nukleolus içerirler (Gartner ve 

Hiatt, 2003). Steroit üreten diğer hücrelerde olduğu gibi, Leydig hücreleri de sitoplazma 

içerisinde bol miktarda lipit damlacıkları, mitokondri ve iyi gelişmiş düz yüzlü 

endoplazmik retikulum bulundurur (Christensen, 1975). 

Belirlenmiş iki çeşit Leydig hücresi bulunmaktadır. 1) Fetal Leydig hücresi 2) Erişkin 

Leydig hücresi. Bu iki tip Leydig hücresi, biyokimyasal ve morfolojik olarak farklı 

özelliklere sahip olmalarına rağmen, androjen üretiminde aynı temel fonksiyonlara 

sahiptir. Fetal Leydig hücreleri, testosteron metabolizması ve biyosentezi ile ilgili 

steroidogenik enzimlerin yüksek derecede anlatımını yapmaktadır (ör: 5α-redüktaz, 3α-

HSD) (Murono ve Washburrn, 1990). Fetal Leydig hücrelerinin en belirgin özelliği ise 

sitoplazmalarının bol miktarda lipit damlacıkları içermesidir (Shan ve Hardy, 1992). 

Fetal Leydig hücreleri, erişkin Leydig hücrelerine dönüşmeden önce bir kere bölünürler. 

Erişkin Leydig hücreleri, daha az miktarda lipit damlacıkları ve daha yüksek miktarda 

lüteinizan hormon (LH) reseptörü içermektedir (Shan ve Hardy, 1992). 

Androjenler, normal erkek fenotipinin oluşmasında kritik rol oynamaktadır (Wang ve 

diğ., 2009). Androjen biyosentezindeki bozukluk ve çevresel endokrin bozucu 

bileşiklerin etkisi ile Leydig hücresinde gerçekleşen steroidogenezin hücresel kontrolü 

engellenmektedir (ör; kolesterolün mitokondri içerisine taşınması, steroidogenik enzim 

ekspresyonu veya aktivitesi). Endokrin sistemi bozan bileşikler, doğum öncesi gelişim 

sırasında androjen eksikliğine sebep olduğundan, erkek üreme organlarının gelişimde 

önemli fonksiyona sahip Wolf kanalının farklılaşmasında da kusurlara sebep 

olmaktadır. Birçok çevresel kirleticinin etkisi ile birlikte kriptorşidizm, hipospadias, 



6 

 

 

 

testis kanseri ve semen kalitesinin azalması gibi erkek üreme sistemi ile ilgili gelişimsel 

bozukluklarında sayısı artmaktadır (Svechnikov ve diğ., 2010). 

Androjen üretiminin büyük bir kısmı testiste Leydig hücrelerinde yapılmaktadır. 

Androjen üretimi, Leydig hücrelerinin sitoplazmalarındaki lipit damlacıklarında 

bulunan kolesterol ile yapılmaktadır. Bu olay steroidogenez olarak tanımlanmaktadır 

(Hall, 1994). Steroidogenez genel olarak ön hipofiz bezinden sentezlenen bir 

glikoprotein olan LH tarafından düzenlenmektedir. LH’nın reseptörüne bağlanması, 

siklik adenozin monofosfat (cAMP) oluşumunu arttıran adenilat siklazın aktifleşmesini 

sağlar (Dufau, 1998). cAMP, belirli protein substratlarının serin ve treonin dizilerini 

fosforlayan cAMP-bağımlı protein kinaz A’yı (PKA) uyarır (Hansson ve diğ., 1999). 

Steroidogenezin en önemli adımı olarak kabul edilen aşama ise kolesterolün mitokondri 

iç membranına taşınmasıdır (Stocco ve Clark, 1996). Kolesterol taşıma mekanizması 

steroidogenik akut regülatör (StAR) protein ve periferal-tip benzodiazepin reseptör 

(PBR) arasındaki ilişkiyi içeren karmaşık bir süreçtir (Stocco, 2000; Papadopoulas, 

2004). StAR ve PBR, kolesterolün mitokondri içerisine taşınmasında koordineli olarak 

çalışmaktadır. StAR, kolesterol taşınmasının başlatıcısı olarak fonksiyon görürken, PBR 

kolesterolün mitokondri içerisine girişinde bir kapı olarak görev yapmaktadır (Hauet ve 

diğ., 2005). Kolesterol, mitokondri iç membranına ulaştığında pregnenolona 

dönüştürülür. Bu reaksiyon mitokondri iç membranında yerleşmiş sitokrom p450 

CYP11A1 tarafından gerçekleştirilir. Pregnenolon, mitokondriyi terk ederek 3β-HSD 

tarafından progesterona dönüştürüldüğü düz yüzlü endoplazmik retikuluma 

geçmektedir. Bu steroit, p450c17 tarafından metabolize edilerek androstenediona daha 

sonra 17β-HSD tarafından testosterona dönüştürülmektedir (Payne ve Hales, 2004).  
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2.3.  ZEARALENON 

Tahıllar, Dünya genelinde stratejik önemi yüksek olan ve artan canlı populasyonu ile 

birlikte besin ihtiyacını önemli ölçüde karşılayan besinlerdir. Fakat tahılların üretim, 

işleme ve depolama aşamaları sırasında mikotoksin olarak adlandırılan mantar 

metabolitleri ile kontamine olma riskleri vardır. Mikotoksinler; Aspergillus, Penicillium, 

Fusarium, Alternia ve Claviceps gibi mantar cinslerinin sekonder metabolizması sonucu 

oluşan, düşük molekül ağırlıklı, çok çeşitli kimyasal yapıya sahip doğal toksinlerdir 

(Steyn ve Stander, 1999). Oluşan bu toksinler, hayvan ve insan sağlığı üzerinde 

karsinojenik, teratojenik ve mutajenik etki göstermektedir (Steyn ve Stender, 1999; 

Hüssein ve Brasel, 2001). Mikotoksinlerin metabolize olması sonucu farklı doku ve 

organlarda birikimi gerçekleşmektedir. Beslenme, solunum ve deri aracılığıyla 

bulaşması sonucu birçok canlıya zarar vermektedir. (Marin ve diğ., 2013). Mikotoksin 

alımına bağlı olarak gelişen hastalığa mikotoksikoz denir ve bu hastalığın klinik olarak 

tanımlanması oldukça zordur. Belirtileri arasında ise bir veya birden fazla hastalığın 

semptomları bulunmaktadır. Mikotoksikozda görülen belirtilerin şiddeti, görülen 

hastalıkların tipi, genel olarak maruz kalınan mikotoksin türü, miktarı, birden fazla 

mikotoksin varlığının yanı sıra vücut ağırlığı, fiziksel durum ve beslenme gibi kişisel 

özelliklere göre farklılık gösterebilir (Steyn ve Stander, 1999).  

Mikotoksinler, ekinlere küf mantarları ile bulaştığından dolayı ya insanlar tarafından 

direkt olarak tüketilmesinden ya da çiftlik hayvanları için besin maddesi olarak 

kullanılmasından dolayı besin zinciri içerisinde yer almaktadır. Et, süt ve yumurta 

aracılığı ile de besin zincirine dahil olmaktadır.  

Mikotoksin oluşumu, tarımsal ürünlerin üretimi sırasında birçok noktada 

gerçekleşebilmektedir (hasat öncesinde, hasat sırasında, kurutma ve depolama 

evrelerinde). Yeterli olmayan tarımsal ve hasat koşulları, uygun olmayan kurutma, 

ambalajlama, dağıtım, depolama ve taşıma koşulları fungal ürünlerin büyümesine ve 

mikotoksin ürünlerinin riskinin artmasına neden olmaktadır (Diaz, 2006; Krska ve diğ., 

2008; Marin ve diğ., 2013). Mikotoksinleri üreten mantarlar rüzgar ve hava akımlarıyla 

taşındığından dolayı her yerde bulunmaktadır (Steyn ve Stender, 1999; Concon, 1988). 

Mikotoksin kontaminasyon düzeyi iklim koşullarına, ürünün cinsine ve coğrafi 
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konumuna bağlı olarak mevsimden mevsime, yıldan yıla farklılık göstermektedir (Steyn 

ve Stender, 1999). Dünyadaki mahsüllerin dörtte birinin mikotoksin ile kontaminasyon 

riskinin olduğu bildirilmiştir (Rice ve Ross, 1994).  

2.3.1.  Zearalenonun Genel Özellikleri 

Fusarium türleri ilk olarak iki yüzyıl önce tanımlanmış olup, araştırıcıların 50 yıl önce 

ilgilerini bu türlere yönlendirmesi sonucunda Fusarium türlerin meydana gelişi ve 

metabolitlerinin etkisi kanıtlanmıştır (Bottalica ve Perrone, 2002; Chelkowski, 1998; 

Parry ve diğ., 1995). 1920’lerin sonlarında küflenmiş mısırla beslenen domuzlarda 

hiperöstrojenik semptomların ve rahim iltihabının oluşması Fusarium türlerine olan 

ilgiyi arttırmıştır. Stob ve arkadaşları (1962) küflenmiş mısırdan, bileşenleri izole eden 

ilk çalışanlar iken, 1965 yılında Christensen ve arkadaşları Fusarium ile aşılanmış 

mısırdan F2 olarak adlandırılan bir bileşik izole etmişlerdir. 1966 yılında ise Urry ve 

çalışma arkadaşları kontamine olmuş mısırdan aynı bileşeni izole ederek bu bileşene 

zearalenon adını vermişlerdir. Zearalenon, tahıl kökenli bileşenlere belirli Fusarium 

türlerinin bulaşması sonucu besinlerde oluşan doğal bir kontaminanttır. Ayrıca tüm hava 

koşullarında oluşabilen ve önemli birçok tarımsal ekine zarar veren oldukça fazla türü 

içermektedir (Stepien, 2013). F. graminearum, F. culmorum, F. crookwellense, F. 

equiseti ve F. semitectum türlerini içeren Fusarium’ların mısır, pirinç ve buğday gibi 

tahıllara bulaşması sonucu zearalenonun biyosentezi gerçekleşmektedir (Betina, 1989). 

Ekonomik olarak önemli ekinlerin hemen hemen tümü her yıl mikotoksinlerle enfekte 

olmasına rağmen, tahıllar Fusarium cinsi mantarların kontaminasyonu ile en fazla 

hasara sahip ürünler arasındadır (Stepien ve Chelkowski, 2010). Üründe oluşan 

hastalığın ciddiyeti ve depo edilen mikotoksin miktarı hava koşuluna, kontamine olan 

konağın ve sentez edilen metabolitlerin miktarına bağlı olarak değişmektedir (Bottalica 

ve Perrone, 2002; Chelkowski, 1998; Logrieco ve Visconti, 2004; Lukanowski ve diğ., 

2008; Perkowski ve diğ., 1997; Proctor ve diğ., 2006; Thrane ve diğ., 2004; Uhlig ve 

diğ., 2006; von Bargen ve diğ., 2009; Wisniewska ve diğ., 2004).  

Fusarim türü mantarlar 1) toksik ürün; fumonisin, fusarik asit, trikoten, fusarin, 

zearalenon 2) toksik olmayan ürün; bikaverin üretmektedirler (Marin, 2013). Bu 

mikotoksin türleri çiçeklenme aşamasındaki ekinleri istila eder fakat mikotoksin üreten 
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mantarların gelişimi ve toksin üretimi hasat sonrasında yeterli olmayan depolama 

koşullarında meydana gelir (EFSA, 2011). 

Tavşan, sıçan, domuz ve insanlarda zearalenonun emilimi oral olarak alımını takiben 

hızlıca ve kapsamlı bir şekilde gerçekleşmektedir (Kuiper-Goodman ve diğ., 1987). 

Total olarak emilimi ise %80-85 oranında gerçekleşmektedir (Biehl ve diğ., 1993). 

Zearalenonun gastrointestinal sistem dışında diğer organlardaki dağılımı böbrek, 

karaciğer, yağ doku, akciğer, kalp, dalak, kas, beyin ve testislerde olmaktadır (Shin ve 

diğ., 2009). 

Mikotoksin çeşitlerinden olan zearalenon adını üzerinde ürediği Zea bitkisinden almıştır 

ve kimyasal formülü C18H22O5‘dir. Kimyasal açılımı ise 3,4,5,6,9,10-hekzahidro-14,16-

dihidroksi-3-metil-1H-2-benzoksiasiklotetradesin-1,7(8H)-dion’dur. Beyaz ve kristal 

yapıda olan zearalenonun moleküler ağırlığı 318.36 g/mol olup, erime derecesi 164-165 

C ve kaynama noktası 576-599°C’dir. Zearalenon, Fusarium türlerinden üretilen steroit 

yapıda olmayan, 6β rezorsiklik asit laktondur (Chelkowski, 1998; Kuiper-Goodman ve 

diğ., 1987). Urry ve diğ., (1966), Kuo ve diğ., (1967)’nın yaptıkları çalışmalarla 

zearalenonun kimyasal yapısı belirlenmiştir. 

 

Şekil 2.3.1.1: Zearalenonun kimyasal yapısı (Urry ve diğ., 1962; Kuo ve diğ., 1967). 

 

Zearalenon 150 °C’ye kadar ısıya dayanıklıdır. Yapısının bozulabilmesi için yalnızca 

yüksek sıcaklık veya alkalin ortam koşulları (eter, benzen, asetonitril, metil klorid, 
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kloroform, aseton ve alkol) gerekmektedir (Kuiper-Goodman ve diğ., 1987). Mantar 

kültürlerinde zearalenonun kendisinden farklı olarak oluşan metabolitleride 

bulunmaktadır. Bu metabolitler arasında α-zearalenol, β-zearalenol, α-zearalanol ve β-

zearalanol bulunmaktadır. Zearalenon türevlerinin kimyasal yapıları Şekil 2.3.1.2.’de 

gösterilmiştir. Bu metabolitlerin besinler üzerinde oluştuğuna dair çok az kanıt 

bulunmaktadır (EFSA, 2011).  

 

Şekil 2.3.1.2: Zearalenon metabolitlerinin kimyasal yapısı (EFSA, 2011). 

 

Zaearalenonun in vivo metabolizması insanlarda ve birçok hayvan türünde 

araştırılmıştır. Yapılan çalışmalarla 3 önemli biyotransformasyon yolağı olduğu tespit 

edilmiştir. Bu yolaklar; 

 Zearalenonun enzimatik redüksiyonu 3α-hidroksisteroid dehidrogenaz (3α-HSD) 

ve 3β-hidroksisteroid dehidrogenaz (3β-HSD) enzimleri tarafından katalizlenir. 

Bu tepkime sonucunda α- ve β-zearalenol ve daha az miktarda zearalanol 

üretilmektedir. Oluşan ürünlerde östrojenik aktivite açısından α-

zearalenol>zearalenon>β-zearalenol ilişkisi bulunmaktadır. Bu ilişki uterus ve 
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ovidukt sitozolik östrojen reseptörlerine bağlanma afinitesine göre 

belirlenmektedir (Fitzpatrick ve diğ., 1989).  

 

 Sitokrom P450 (CYPs) (Bravin ve diğ., 2009; Pfeiffer ve diğ., 2009) ve in vitro 

da insan karaciğer mikrozomları tarafından zearalenonun monohidroksilasyonu 

(Bravin ve diğ., 2009). 

 

 Zearalenonun Faz2 konjugasyonu uridindifosfat-glukuronosiltransferaz (UGT) 

ve sülfotransferaz (SULT) tarafından katalizlenir. In vitro çalışmalara göre, 

zearalenon, α- ve β-zearalenol ve diğer metabolitler birçok hayvan türünde ve 

insanlarda karaciğer ve bağırsakta olduğu kadar diğer ekstra hepatik organlarda 

da glukuronidlenir. En yüksek UGT aktivitesi insan hepatik ve bağırsak 

mikrozomlarında gerçekleşmektedir (Pfeiffer ve diğ., 2009). Zearalenonun bu üç 

temel metabolik yolağı Şekil 2.3.1.3’te gösterilmiştir.  
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Şekil 2.3.1.3: Zearalenonun üç temel metabolik yolağı (EFSA, 2011). 
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2.3.2.  Zearalenonun Etkileri 

Zearalenon östrojenik bir bileşiktir ve metabolizması sonucunda oluşan metabolitleri 

arasında en çok östrojenik etkiye sahip olan ise α-zearalenol’dur. Zearalenon ve 

metabolitleri östrojen reseptörlerine çok yüksek affinite ile yarışmalı olarak 

bağlanmaktadır. Zearalenon ve metabolitlerinin östrojenik etkiye sahip olması bu 

maddenin toksisitesini birçok hayvan türünde ve insanda, üreme organları ve bu 

organlarla ilişkili yapılarda göstermesine sebep olmaktadır (Gromadzka ve diğ., 2009; 

Wood, 1992).  

Zearalenona uzun süreli maruziyet sonucunda birçok toksik etkinin ortaya çıktığı 

bilinmektedir. Bu etkileri arasında genotoksik, hepatotoksik, hematotoksik, 

karsinojenik, endokrin ve immun sistemi bozucu etkileri bulunmaktadır. Zearalenonun 

etkilerine en duyarlı olan hayvanlar arasında yer alan domuzlarda, üreme sistemi 

üzerinde birçok olumsuz etkiye yol açtığı tespit edilmiştir. Zearalenon, hamilelik 

sırasında embriyonun yaşamını ve fetal ağırlığını etkilemektedir. Ayrıca vulvar açılma 

ve kızarıklık, vulvovaginitis, süt üretiminde eksiklik ve rahim sarkması gibi sorunlar 

gözlenmektedir. Erkek bireylerde ise, testosteron seviyesinin ve testis ağırlığının 

azalmasına, feminizasyonun  uyarılmasına ve libidonun azalmasına neden olmaktadır 

(Zinedine ve diğ., 2007). 

Zearalenon, insan meme bezlerinde östrojenik reseptörler aracılığı ile hücrelerin 

büyümesini uyarmaktadır (Minervini ve diğ., 2005). Epidemiyolojik çalışmalar ile 

zearalenonun insan meme kanseri oluşumunda önemli role sahip olduğu gösterilmiştir 

(Yu ve diğ., 2005).  

Lioi ve diğ.(2004), zearalenonun sitogenetik ve sitotoksik etkilerini zearalenon 

uygulanarak kültür edilmiş lenfosit hücrelerinde yapısal kromozom aberasyonlarının ve 

kardeş kromatitlerin değişiminin artmasını tespit ederek göstermişlerdir. Zearalenon, 

uygulanan konsantrasyona bağlı olarak programlanmamış DNA sentezinin artmasına 

sebep olmaktadır (Ouanes Ben-Othmen ve diğ., 2008). Aida ve diğ., (2001)’in in vivo 

olarak yürüttükleri çalışmada yetişkin erkek farelere zearalenon uygulanması sonucunda 

spermatositlerde kromozom aberasyonlarının oluştuğu gözlemlenmiştir. Zearalenon, 

DNA’da yapı bozukluklarına yol açarak kromozom anomalilerinin oluşumuna yol 
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açmaktadır (Grosse ve diğ., 1997; Ayed-Boussema ve diğ., 2008; Abid-Essefi ve diğ., 

2009). Zearalenon muamalesi DNA ve protein sentezinin inhibisyonuna, glutatyon 

miktarının azalmasına, stres proteinlerinin oluşumuna, hücre ölümüne aracı olan 

oksidatif stresin oluşmasına neden olmaktadır (Abid-Essefi ve diğ., 2003; Quanes ve 

diğ., 2005; Hassen ve diğ., 2007). 

 

Şekil 2.3.2.1: Zearalenon metabolitleri aracılığı ile hücre ölümü sinyali (Lu ve diğ., 

2013). 

 

Zearalenonun laboratuvar hayvanlarında (fare, sıçan, tavşan, hamster) ve evcil 

hayvanlarda dişi üreme kanallarının yapısında değişikliğe sebep olduğu tespit edilmiştir. 
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Dişi hayvanlar üzerinde sahip olduğu etkiler arasında fertilitenin azalması, devamlı 

östrus, yavru sayısının azalması gibi etkileri bulunmaktadır. Ayrıca progesteron ve 

östradiolun serum seviyelerinde ve adrenal, tiroid ve hipofiz bezinin ağırlıklarında 

değişikliklerin oluşmasına neden olmaktadır (Kuiper-Goodman ve diğ., 1987; 

FAO/WHO, 2000). Tiemann ve arkadaşları (2003), α-zearalenol ve β-zearalenolun in 

vitro koşullarda, progesteron sentezi ile ilgili sitokrom P450 yan zincir kıran enzim 

(P450scc) ve 3β-hidroksisteroid dehidrogenaz (3β-HSD) enzimlerini etkilediğini 

göstermiştir. Jakimiuk ve diğ., (2010) in vitro çalışmalarda, granülosa ve teka hücreleri 

tarafından gerçekleşen steroit yapıdaki eşey hormonlarının üretimi ve salınmasında 

zearalenonun etkisini, ovaryum foliküler hücrelerinde gerçekleşen bazal steroidogenezin 

kültür çeşidine ve zearalenon konsantrasyonuna göre değiştiğini tespit etmiştir. 

Oositlerin olgunlaşması sırasında zearalenon ve metabolitlerinin varlığı konsantrasyona 

bağlı olarak oositlerin inhibisyonuna sebep olmaktadır (Chen ve diğ., 2009). 

Zearalenon ve metabolitlerinin olgun fare Leydig hücrelerinde steroidogenezi etkilediği 

incelenmiştir. Testosteron salgılanması ve 3β-hidroksisteroid dehidrogenaz izomeraz 

(3β-HSD-1), P450scc ve steroidogenik akut regulatör protein (StAR) gibi 

steroidogenezin üç önemli enziminin transkripsiyon seviyelerini etkilemektedir (Yang 

ve diğ., 2007b). 
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2.4.  OKSİDATİF HASAR 

Oksidatif hasar, hücresel antioksidan düzeyinin, reaktif oksijen düzeylerine karşı 

yetersiz kalması sonucunda toksik bir etkinin başlaması olarak tanımlanmaktadır. Bu 

toksik etki antioksidan savunmaların yetersizliği ve reaktif oksijen türlerinin aşırı 

üretiminden dolayı oluşmaktadır. Reaktif oksijen türlerinin üretiminin aşırı artması ya 

da antioksidan savunmanın azalmasından dolayı oksidatif hasar meydana gelmektedir 

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

 

Şekil 2.4.1: Reaktif oksijen türlerinin üretiminin ve antioksidatif sistemlerin dengesi 

(Mayne, 2003). 

 

Oksidatif stresle oluşturulan reaktif türler, biyolojik sistemde radikaller olarak 

bilinmektedir. Radikaller, biyomoleküller için yüksek oranda reaktif olan bir veya daha 

fazla eşleşmemiş elektron içeren moleküllerdir (Abuja ve Albertini, 2001). Eşleşmemiş 

elektron stabil değildir ve yüksek oranda reaktiftir. Eşleşmemiş elektronun stabil 

duruma dönüşmesi için, bir diğer elektronla bağ kurması gerekir. Serbest radikaller, 

ihtiyaç duyulan elektronu yakalamak için girişimde bulunan diğer bileşiklerle hızlı bir 

şekilde reaksiyona girer. Serbest radikaller vücut dışından gelebileceği gibi canlı 

metabolizmasının doğal bir sonucu olarakta oluşabilir (Sahoo ve diğ., 2000). 

 

Reaktif oksijen türleri, lipitlere, proteinlere, nükleik asitlere hasar verebilen ve insan 

karsinogenezinde rol oynayan oksidatif metabolizmanın bir yan ürünüdür (Mayne, 
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2003; Squier, 2001; Remmen ve Richardson, 2001; Voorhies, 2001). Ayrıca membran 

fonksiyonunun kaybına, membran akışkanlığının ve membran yapısının bozulmasına 

yol açan lipit peroksitlerinin oluşumuna neden olmaktadır (Naghii, 2002). Lipit 

peroksidasyonunun membranlarda oluşturduğu yıkıcı etki genellikle reaksiyon sırasında 

açığa çıkan 
-
OH radikalinin membran yağ asidi yan zincirlerine saldırması sonucu 

gerçekleşir. Membranda gerçekleşen bu hasar geri dönüşümsüzdür (Akkuş, 1995; 

Davies ve Goldberg, 1987). Proteinler, lipitlere oranla serbest radikallerden daha az 

etkilenir. Serbest radikallerin oluşturduğu hasar sonucu proteinlerde fragmentasyon, 

çapraz bağlanmalar ve proteinlerin kümelenmesi gözlenmektedir. Bunun sonucunda 

hücrenin normal fonksiyonunda bozukluk ve enzim aktivitesinde aksaklıklar meydana 

gelmektedir (Akkuş,1995). Zararlı maddelerin hücrede meydana getirdiği bu hasarlar 

sonucunda biyolojik materyalin zarar görmesi yaşlanmayı teşvik etmektedir. Ayrıca 

kalp-damar hastalıkları, çeşitli kanser türleri, katarakt, bağışıklık sisteminde zayıflama, 

sinir sistemi dejeneratif hastalıkları gibi birçok sağlık problemine neden olmaktadır 

(Diplock, 1998). 

 

Canlı hücrelerdeki oksijen metabolizması, çevre kirleticileri, radyasyon, pestisitler, 

çeşitli tıbbi tedavi yolları ve kontamine sular gibi birçok etken, kaçınılmaz bir şekilde 

oksijen türevi serbest radikallerin oluşumuna yol açmaktadır (Kaur ve Kaporr, 2001). 

Oksidanlar; radyasyon, UV ışığı, kimyasal reaksiyonlar aracılığı ile enzimatik olarak 

metal iyonlarının serbest geçişini kapsayan redoks katalizleriyle veya enzimlere metal 

iyonlarının bağlanması sonucu üretilmektedir. Serbest radikaller, reaktif oksijen 

radikalleri, reaktif nitrojen radikalleri ve sülfür merkezli radikalleri kapsamaktadır 

(Lam, 2000; Abuja ve Albertini, 2001). Aktif oksijen, çevresel veya kimyasal streslerin 

sebep olduğu metabolizmadaki karışık durumun sonucu olarak elektron taşıma 

sistemleri veya enzimlerin fonksiyonlarının bozulması ile mitokondri, endoplazmik 

retikulum, plazma membranı, kloroplast ve hücre duvarında meydana gelmektedir  

(McKersie, 1996). Serbest radikallerin oluşmasına sebep olan çevresel kaynaklar 

içerisinde kirleticiler, organik çözücüler, pestisitler, sigara dumanı, anestetikler ve 

belirli ilaçlar bulunmaktadır. Ayrıca aşırı egzersiz ve iskemi de serbest radikal üretimine 

neden olmaktadır (Naghii, 2002; Lam, 2000). Oksidan kaynakları ve antioksidan 

sistemde görevli enzimler tablo 2.4.1.’de gösterilmiştir. 
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Tablo 2.4.1: Oksidan kaynakları ve antioksidan savunma sistemleri (Diplock 1998). 

OKSİDAN ANTİOKSİDAN SAVUNMA 

Sigara dumanı 

Egzersiz 

Çevre kirleticileri 

Ateşli hastalık 

Radyasyon 

İskemi 

Karsinojenler 

Çoklu doymamış yağ asitleri ile zengin bir 

diyet 

Süperoksit dismutaz 

Katalaz 

Glutatyon peroksidaz 

Glutatyon 

Ubikinon 

Selenyum 

Ürik asit 

E vitamini 

C vitamini 

β –karoten ve diğer karotenoidler 

 

Biyolojik sistemlerdeki en büyük radikal kaynağı oksijendir. Çünkü oksijen atomu son 

yörüngesinde iki eşleşmemiş elektrona sahiptir. Oksijenin bu özelliği onun diğer serbest 

radikallerle kolayca reaksiyona girmesini sağlarken, radikal olmayan maddelerle ise 

daha yavaş reaksiyona girmesine neden olmaktadır. Oksijen atomu yörüngesindeki 

elektronların farklı dizilimi ile de süperoksit (O2•‾), peroksit ve tekli oksijen (
1
O2) gibi 

radikallerin oluşumuna sebep olmaktadır. Ayrıca serbest oksijen radikali oluşumunun 

anahtar maddeleri arasında oksijenin kendisi, süperoksit, hidrojen peroksit (H2O2), geçiş 

metal iyonları ve hidroksil (•OH) radikalleri de yer almaktadır (Koç, 2007). 

 

Canlılar serbest radikallerin zararlı etkilerini engellemek için hem hücre içerisinde hem 

de hücre membranında etki gösteren birçok mekanizma geliştirmişlerdir. Bu 

mekanizmalar gerek radikal üretimini engellemek gerekse oluşan radikallerin zararlı 

retkilerini ortadan kaldırmak amacıyla tasarlanmıştır. Canlı organizmaların oluşturduğu 

bu sistem, antioksidan savunma sistemi olarak bilinmektedir. Antioksidanlar endojen ve 

ekzojen kaynaklı olmak üzere ikiye ayrılmaktadır (Koç, 2007). Endojen kaynaklı 

antioksidan enzimleri arasında süperoksitin, hidrojen peroksit ve moleküler oksijene 

dönüşümünü katalizleyen süperoksit dismutaz (SOD), hidrojen peroksiti moleküler 

oksijen ve suya katalizleyen katalaz (CAT), hücre içi bağlayıcı ve taşıyıcı rollere sahip 

olan ve detoksifikasyondan sorumlu olan enzim glutatyon S-transferaz (GST) ve 

hücrelerde oluşan hidroperoksitlerin uzaklaştırılmasından sorumlu olan enzim glutatyon 

peroksidaz (GPx) gibi enzimler bulunmaktadır. Ekzojen kaynaklı antioksidan sistemler 

ise vücut hücrelerinde serbest radikallerin oluşturduğu hasarı önleyerek hücrenin normal 
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işlevini sürdürmeleri ve zararlı maddelerin etkisini azaltmaya yardımcı olan vitaminleri 

(β-karoten, α-tokoferol, askorbik asit), ilaçları ve gıda antioksidanlarını içermektedir 

(Koç, 2007). Bazı reaktif oksijen türleri ve antioksidan savunma mekanizması şekil 

2.4.2.’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 2.4.2: Reaktif oksijen türlerinin oluşumu ve antioksidan savunma mekanizması 

(Jacobson, 1996). 
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2.5. APOPTOZ 

Apoptoz birçok gen ile ilişkili aktif bir sistem olup, Yunanca’da apo (ayrı) ve ptozis 

(düşen) kelimelerinin birleştirilmesi ile oluşmuş sonbaharda yaprak dökümünü 

tanımlayan bir kelimedir (Özvaran 2004). Kerr ve arkadaşları; apoptotik bir hücrenin, 

plazma membranıyla çevrili parçalara bölünmesini bir ağacın yapraklarını dökmesine 

benzeterek Apoptozis terimini ilk kez kullanmışlardır (Kerr ve diğ., 1972). 

 

Apoptoz, hücreler arası ilişkilerin gereği olarak organizmanın ihtiyaç duymadığı, 

fonksiyonları bozulan, biyolojik görevini tamamlamış veya hasarlı hücrelerin 

organizmaya zarar vermeden ortadan kaldırılmasını sağlayan hücre ölümüdür (Öktem 

ve diğ., 2001; Hıkım ve diğ., 1995). Metabolik olayların devamlılığı için gerekli olan 

hücreler arası yaşamsal sinyaller yerine, ölüm sinyali aldığı ya da hasarın tamir 

edilemediği durumlarda uyarılmaktadır. Bu süreç genler tarafından düzenlenmektedir 

(Raff, 1992; Golstein ve diğ., 1991). Bu mekanizma sayesinde hücre topluluğu 

içerisinde istenmeyen hücreler uzaklaştırılır ve organizmanın yaşamsal faaliyetlerinin 

devamlılığı sağlanır (Kerr ve diğ., 1974; Gerschenson ve Rotello, 1992). Apoptoz ile 

hücre ölümü, enerji kullanılarak hücresel yaralanma ve enflamasyon olmadan 

gerçekleştirilir (Guimaraes ve Linden, 2004). Çok hücreli organizmalarda programlı 

hücre ölümünün, gelişimde ve homeostazisin sağlanmasındaki önemi büyüktür 

(Tomatır, 2003). Apoptoz mekanizmasındaki bozukluklar sonucunda kanser, otoimmun 

hastalıklar, AIDS, viral enfeksiyonlar gibi hastalıkların meydana geldiği bilinmektedir 

(Levine ve diğ., 1991; Mattson ve diğ., 1992). 

 

2.5.1. Apoptoz Mekanizmaları 

Yapılan çalışmalarla ekstrinsik (ölüm reseptörü ile uyarılan, hücre dışı) ve intrinsik 

(mitokondriyal, Bcl-2 ile düzenlenen, hücre içi) yolak olmak üzere iki temel mekanizma 

tarafından apoptoz sinyal yolağının düzenlendiği gösterilmiştir (Marsden ve Strusser, 

2003). Hücre içi proteinlerin yıkımından sorumlu olan kaspazların iki yolakta da ortak 

etkili enzim olması sebebiyle bu iki yolak birbiri ile de kesişmektedir (Krammer, 2000). 
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Bu iki temel yolağa ek olarak T hücre aracılı sitotoksisite ve Perforin-granzim bağımlı 

hücre ölümünü içeren başka bir yolakta mevcuttur. 

 

Şekil 2.5.1.1: Apoptotik olayların şematik gösterimi (Elmore, 2007). 

 

Hücre dışı sinyal yolağı, Fas ve tümör nekroz faktör reseptör 1 (TNF-R1) gibi hücre içi 

ölüm bölgesi taşıyan TNF-R ailesi üyelerinin aktivite kazanması ile uyarılır (Krammer, 

2000). Bunlardan farklı olarak koloni uyarıcı faktör (CSF), nöron büyüme faktörü 

(NGF), insülin benzeri büyüme faktörü (IGF)’nün azalması, glukokortikoidler, 

radyasyon, ilaçlar ve çeşitli antijenlerde hücre dışı yolağı uyaran faktörler arasındadır 

(Erdoğan, 2003; Akşit ve Bildik, 2008). TNF ile ilişkili apoptoz indükleyen ligand 

(TRAIL-R2) ve TNF-R1 gibi ölüm ligandları plazma membranında bulunan 

reseptörlerine bağlanarak ekstrinsik yolağı aktive eder. Bu aktivasyon sonucunda hücre 

içinde bulunan Fas ile ilişkili adaptör protein (FADD) aktivite kazanır ve apoptotik 

sinyal akışını başlatan kaspaz-8’i uyarır (Krammer, 2000). Aktifleşen kaspazlar DNaz 

ile birlikte DNA yıkımına neden olurlar (Krueger ve diğ., 2003).  

Hücre içi sinyal yolağı, büyüme faktörleri, oksijen yetersizliği, çeşitli sitotoksik ajanlar, 

serbest radikaller, viral-bakteriyel enfeksiyonlar ve hücre içi kalsiyum artışı ile aktive 
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edilebilir (Elmore, 2007; Akşit ve Bildik, 2008; Green, 1998). İntrinsik yolakta 

mitokondri merkez rol oynar (Zou ve diğ., 1999). Bu yolakta FADD ve kaspaz-8’den 

bağımsız olarak sitokrom c’nin sitozole salınarak kaspaz akışını başlatan kaspaz-9’un 

apoptotik proteaz aktive edici faktör (Apaf-1) aracılığı ile uyarılması gerçekleşmektedir 

(Green, 1998). Mitokondri, apoptoz için gerekli enerjiyi üretir. Ayrıca sitokrom c, 

endonükleaz G ve apoptozu uyaran faktör (AIF) gibi proapoptototik faktörlerin 

salınmasını sağlar. Sitokrom c’nin mitokondriden salınmasıyla Apaf-1 aracılığı ile 

kaspaz-9 aktifleşir. Kaspaz-9 efektör kaspazlardan prokaspaz-3’ü aktive eder ve hücre 

apoptoza gider (Zou ve diğ., 1999). Bu mekanizmaların gerçekleşmesi sonucu oluşan 

apoptoz, hücrenin büzülerek hacminin azalması ile morfolojik, nükleozomal parçalanma 

ile enzimatik, hücreler arası bağlantıların kaybolması ile biyokimyasal değişikliklere 

neden olmaktadır (Wyllie, 1980). Bu süreç sonucunda oluşan apoptotik keseler ya 

komşu hücreler ya da makrofajlar tarafından fagositoz ile ortamdan uzaklaştırılır (Huges 

ve Cildlowski, 1996).  

 

Şekil 2.5.1.2: Apoptozda ekstrinsik ve intrinsik yolak (İşler, 2012). 
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Apoptotik yolaklarda belirleyici olan Bcl-2 protein ailesi yapı ve fonksiyonlarına göre 

üç gruba ayrılmaktadır. İlk grubu oluşturan antiapoptotik etki gösteren Bcl-2 ailesi 

etkisini mitokondri dış zarının geçirgenliğini engelleyerek sitokrom C ve diğer 

apoptotik moleküllerin sitoplazmaya geçmesini durdurarak göstermektedir. İkinci grup 

olan proapoptotik Bcl-2 proteinleri ve üçüncü grup BH3 proteinleri ise mitokondri dış 

zarının geçirgenliğini arttırır. Bu gruplar arasında normal şartlar altında denge 

bulunmaktadır (Huang ve Strasser, 2000). 

Apoptozdan farklı olarak hücrelerin maruz kaldığı bir diğer ölüm şekli ise nekrozdur. 

Apoptoz fizyolojik ve patolojik şartlarda ortaya çıkan bir ölüm şekli iken nekroz sadece 

fizyolojik şartlar altında meydana gelmektedir (Brouckaert ve diğ., 2004). Nekrozda, 

hücre içerisine aşırı su girerek hücrenin ve organellerinin şişmesi ve bunun sonucunda 

plazma bütünlüğünün bozulması gerçekleşmektedir. Plazma zarının parçalanması 

sonucu hücre içeriği etrafa yayılır ve iltihap oluşumu riski artar. Apoptozda hücre 

içeriği apoptotik cisimlerin içerisine alındığından bu risk yoktur (Huges ve Cildlowski, 

1996). Nekrozda kromatin materyali normal hücredeki görüntüye benzerdir fakat 

apoptotik hücrenin kromatini nukleus membranının çevresinde toplanır ve yoğunlaşır 

(Willingham, 1999). Nekrotik hücre bu aşamaların sonunda lizise uğramaktadır (Barisic 

ve diğ., 2003). Apoptoz ve nekrozun morfolojik özellikleri bakımından farklılıkları 

Tablo 2.5.1.1’de gösterilmiştir.  

Tablo 2.5.1.1: Apoptoz ve Nekrozun morfolojik özelliklerinin karşılaştırılması 

(Elmore, 2007). 

Apoptoz Nekroz 

Tek hücre veya küçük kümelenmiş hücreler 

Hücre büzüşmesi ve kıvrılması 

Bozulmamış hücre membranı 

Sitoplazma apoptotik cisimciklerde toplanır 

İnflamasyon yok 

Genelde birleşik, komşu hücreler 

Hücrenin şişmesi 

Bozulmuş hücre membranı 

Sitoplazma salınır 

İnflamasyon var 

 

2.5.2.  Apoptozun gösterilmesi 

Apoptozun gösterilmesinde birçok yöntem kullanılmaktadır. Bu yöntemler arasında 

morfolojik görüntüleme, immunohistokimyasal, biyokimyasal, immunolojik ve 
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moleküler biyoloji yöntemleri bulunmaktadır. Son zamanlarda en çok tercih edilen 

apoptoz gösterilme yöntemleri arasında floresan mikroskopisi yer almaktadır. Floresan 

mikroskopisi floresan boyalarla yapılan bir boyama şeklidir (örn: Hoechst boyası, 

akridin orange, etidyum bromür, DAPI “4,6-diamidine-2´-phenylindole”). Bu boyalar 

DNA’ya bağlanarak nukleusu görünür hale getirirler. Hematoksilen ya da Giemsa 

boyaları gibi boyalarla sadece ölü hücreler boyanabildiğinden, hücre kültürü 

çalışmalarında canlı hücre ile ölü hücre ayırımını yapabilmek için floresan boyalar 

tercih edilmektedir. Bu boyama yöntemindeki prensip ise canlılığın belirleyicisi, 

hücrenin plazma membranının sağlam olup olmadığıdır. Hücre membranının sağlam 

olduğu hücreler, propidium iyodür gibi membran bütünlüğü bozulmuş hücreleri 

boyayan bir boya ile boyanmazken, Hoechst boyası gibi ölü veya canlı tüm hücrelere 

girebilen boyalar ise ortamdaki tüm hücreleri boyayarak ölü ve canlı hücre arasındaki 

ayrımı yapmamıza olanak sağlar (Vermes ve diğ., 1995; Watkins ve diğ., 1996; Zhang 

ve Kiechle, 1997; Sara ve diğ., 2003; Siddighi ve diğ., 2004; Vairetti ve diğ., 2005). 
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

Bu çalışmada, zearalenon farklı dozlarda 24 saat süreyle TM3 Leydig hücre soyuna 

uygulanmıştır. Uygulama sonunda zearalenonun TM3 Leydig hücrelerindeki hücre 

canlılığına, lipit peroksidasyonuna ve oksidatif hasara etkisi spektrofotometrik olarak, 

apoptoz-nekroz oranı Propidium İyodür- Hoechst yöntemi kullanılarak araştırılmıştır. 

3.1. KULLANILAN HÜCRE SOYU VE HÜCRE KÜLTÜRÜ 

Deneyde kullanılan TM3 hücre soyu 11-13 günlük farelerin Leydig hücrelerinden elde 

edilmiş tümorogenik olmayan bir hücre soyudur. Laboratuvarımıza ATCC (American 

Type Culture Collection): The Global Bioresource Center’dan getirilmiş olup in vitro 

koşullarda haftada iki-üç kez düzenli pasajları yapılarak yetiştirilmektedir. Hücreler %5 

At Serumu, %2,5 Fetal Sığır Serumu, 2.5 mM L-Glutamin, 0.5 mM Sodyum Pirüvat, 

1.2 g/L Sodyum Bikarbonat, 15 mM HEPES ve PSA (Penisilin-Streptomisin-

Amfoterin) ilave edilmiş 50:50 DMEM/F12 kültür medyumunda, %5 CO2 ve %95 hava 

içeren nemli ortamda, 37°C’de inkübe edilerek yetiştirilmektedir. 

3.2.  HÜCRELERİN PASAJ İŞLEMİ 

Deneylerimizde kullanılan hücreler, yetiştirildikleri kültür kapları içinde yeterli 

yoğunluğa eriştiklerinde haftada iki-üç defa düzenli pasajları yapılmaktadır. Bu amaçla, 

hücreler tripsinle 37
o
C’de 3 dakika muamele edildikten sonra pipetaj yapılarak toplanır 

ve santrifüj tüpüne aktarılır. 1500 rpm’de 5 dakika santrifüj edildikten sonra, 

süpernatant atılır. Dipte bulunan hücre çökeltisi üzerine uygun kültür medyumu ilave 

edilerek, her deney için gerekli sayıda hücre kültür kaplarına ekilir. 
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3.3.  ZEARALENON DOZLARININ HESAPLANMASI VE HAZIRLANMASI 

Zearalenonun TM3 Leydig hücre soyu üzerine uygulanan konsantrasyonları, toksikoloji 

çalışmalarında sıklıkla kullanılan NOAEL (hiçbir yan etkinin gözlenmediği seviye) ve 

LOEL (en düşük etkinin gözlemlendiği seviye) değerleri kullanılarak belirlenmiştir 

(Zwıerzchowskı ve diğ., 2006; Gajecka ve diğ., 2011). 

 

    
                                                     

                  
 

           (3.3.1) 

Canlının zearalenon ile kontamine olan besini oral olarak alımını takiben kan 

plazmasında bulunabilecek olan değer (Cp), zearalenonun sıçan vücudundaki dolaşım 

hacminin (Vd) biyoyararlanıma (F) oranı (Vd/F) kullanılarak 3.3.1’de verilen formüle 

göre bulunmuştur (Shin ve diğ., 2009). Bulunan Cp değerleri deney gruplarına 

uygulanırken kontrol gruplarına %0,1 DMSO içeren kültür medyumu uygulanmıştır. 

Zearalenon, %0,1 DMSO içeren kültür medyumunda uygun dozlarda Tablo 3.3.1.’deki 

gibi hazırlanmıştır.  

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

grupları. 

Zearalenon Dozları 

Kontrol Grubu 1,2 nM Zearalenon 6 nM Zearalenon 

% 0,1 DMSO içeren kültür 

medyumu 

1,2 nM Zearalenon 

+ 

% 0,1 DMSO içeren kültür 

medyumu 

6 nM Zearalenon 

+ 

% 0,1 DMSO içeren kültür 

medyumu 
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3.4.  HÜCRE CANLILIĞI VE HÜCRE ÇOĞALMASI 

3.4.1.  MTT Hücre Canlılık Testi 

Uygun koşullarda çoğalmaya bırakılan hücreler flask yüzeyini %70 oranında 

kapladıkları zaman Tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask tabanından kaldırılmıştır. 

Trypan blue boyası ile boyanan hücreler, Thoma lamı yardımıyla 3 kez sayılarak MTT 

hücre canlılık testi için 96 kuyulu kültür kaplarına kuyu başına 5000 hücre olacak 

şekilde ekildi. % 0,1 DMSO içeren kültür medyumu ile hazırlanmış zearalenonun alçak 

ve yüksek dozları 24 saat uygulanarak 37°C CO2 inkübatöründe inkübe edilmiştir. 

Deney sürelerinin tamamlanmasıyla, her bir kuyucuğa 10 µl MTT I solüsyonu 

eklenmiştir ve kültür kapları MTT boyasının suda çözünmeyen formazan kristalleri 

haline dönüştürülebilmesi için 4 saat 37°C’de CO2 inkübatöründe inkübe edilmiştir. 

Canlı hücreler tarafından oluşturulan formazan kristallerinin çözülmesi için her bir 

kuyucuğa 100 µl MTT II solüsyonu (SDS) eklenmiş ve bir gece boyunca CO2 

inkübatöründe bırakılmıştır. Bu süre sonunda hücrelerin optik yoğunlukları ELISA 

cihazında 540 nm dalga boyunda okutulmuştur. Test maddesi ile muamele edilmeyen 

kontrol hücre canlılığı %100 olarak kabul edilerek, deney hücrelerinin canlılık oranları 

yüzde olarak ifade edilmiştir. Bu test 3 kez tekrar edilmiştir (Mossman, 1983). 

 

 

Şekil 3.4.1.1: MTT Canlılık Testi 
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3.4.2.  Hemositometre ile Hücre Sayımı  

Hemositometre, hücre kültüründe hücre sayımı ve hücre popülasyonu içindeki canlılık 

oranını kesin elde etmekte yardımcı olur. Kalın düz sayım odacıklı lamın üzerine lamel 

konması temeline dayanmaktadır. Temel olarak lam üzerinde çizgi ile kesin olarak 

kazınmış 1 mm kareler ve buna ilaveten daha küçük kareler içerir. Hücre 

süspansiyonlarının çember içine doldurulmasına izin verildiği zaman hücreler 

mikroskop altında gözlenebilir ve seçili kare çizgisi içindeki hücreler sayılır. Bu 

sayımdan süspansiyonun mililitresindeki hücre sayısı hesaplanabilir. 

Tripan mavisi hücre süspansiyonu içerisinde bulunan canlı hücrelerin sayısını 

belirlemek için kullanılan vital bir boyadır. Genel olarak ölü hücreleri boyamak için 

kullanılan bu yöntemde temel prensip, membran bütünlüğü bozulmamış canlı hücrelerin 

tripan mavisi ile boyanmaması, ölü hücrelerin bu boyaları sitoplazmalarına alarak 

boyanmasıdır. Canlı hücreler temiz bir sitoplazmaya sahipken, canlı olmayan hücreler 

mavi sitoplazmaya sahiptir. 6 kuyulu kültür kaplarına kuyu başına 5x10
5
 hücre ekildi. % 

0,1 DMSO içeren kültür medyumu ile hazırlanmış zearalenonun alçak ve yüksek dozu 

24 saat uygulanarak 37°C CO2 inkübatöründe inkübe edildi. Deney sürelerinin 

tamamlanmasıyla büyüyen hücreler Tripsin-EDTA ile muamele edilerek kuyu 

tabanından kaldırıldı. 1500 rpm’de 5 dakika santrifüj edilen hücreler serumsuz 

medyumla sulandırıldı. Hücre süspansiyonuna %0,4 Tripan mavisi 1:1 oranında 

uygulandı. Oda sıcaklığında 3 dakika inkübasyondan sonra Thoma lamı ile OLYMPUS 

IX71 marka mikroskopta canlı ve ölü hücreler sayıldı. Canlı hücre yüzdesi 3.4.2.1’de 

belirtilen formüle göre hesaplandı: 

                  
           ı  ü       ı ı 

        ü       ı ı
       

          (3.4.2.1) 
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3.4.3.  Bromodeoksiuridin (BrdU) Yöntemi 

The Cell Proliferation ELISA, BrdU (5-bromo-2’-deoxy-uridine) DNA sentezini 

belirlemek için kullanılan testlerden biridir. Bu test çoğalan hücrelerin genomik 

DNA’larına eklenmiş olan BrdU’nun bulunması esasına dayanır. 96 kuyulu kültür 

kaplarına kuyu başına 5000 hücre olacak şekilde ekim yapıldı. % 0,1 DMSO içeren 

kültür medyumu ile hazırlanmış zearalenonun alçak ve yüksek dozu 24 saat 

uygulanarak 37°C CO2 inkübatöründe inkübe edildi. Deney sürelerinin 

tamamlanmasıyla büyüyen hücreler 2-24 saatte BrdU’nun eklenmesi ile işaretlendi. Bu 

işaretleme süresinde BrdU, bölünen hücrelerin DNA’sında timidinin yerine geçerek 

yerleşir. İşaretleme medyumunu uzaklaştırdıktan sonra, hücreler sabitlendi ve DNA tek 

adımda FixDenat ilavesi ile denatüre edildi. FixDenat’ın uzaklaştırılmasından sonra anti 

BrdU-POD eklendi ve bu BrdU’yu yeni sentezlenen hücresel DNA’ya bağladı. Oluşan 

immün kompleks substrat reaksiyonu sonucu ile belirlendi. Reaksiyon ürünleri, 

spektrofotometrede absorbansın 450 nm dalga boyunda ölçülmesi ile hesaplandı. Test 

maddesi ile muamele edilmeyen kontrol grubundaki hücre çoğalması %100 kabul 

edilerek, deney gruplarının çoğalma oranları yüzde olarak ifade edildi. 
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3.5.  BİYOKİMYASAL YÖNTEMLER 

Deneysel uygulamalar sonunda 6 kuyulu kültür kaplarına ekilen hücreler (5x10
5
) 

kaldırılarak, Tris-HCl tamponuna (pH:7,2) alındı. Daha sonra ultrasonikatör ile sonike 

edilerek hücrelerin membranlarının parçalanması sağlanmış ve elde edilen hücre 

süspansiyonu 14000 g’de Nüve marka soğutmalı santrifüjde santrifüj edilerek 

süpernatant alındı. Alınan süpernatantlar, lipit peroksidasyonunun ölçülmesi için 

kullanıldı. 

3.5.1.  Membran Lipit Peroksidasyonunun Tayini  

Lipit peroksidasyonunun miktarı Devasagayam ve Tarachand (1987)’ın yönteminde 

olduğu gibi örnekteki malondialdehit içeriğine göre ölçülmüştür. Deneyin prensibi 

poliansatüre yağ asidlerinin peroksidasyonu ile oluşan son ürünlerden biri olan 

malondealdehit (MDA)’in sıcak ortamda Tiyobarbütirik asit (TBA) ile oluşturduğu 

bileşiğin pembe-kırmızı renginin 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 

ölçülmesi esasına dayanır. 

3.5.1.1. Kullanılan Çözeltiler 

-%10 Triklorasetik asit (TCA): 0.25 N HCl içinde hazırlanır. 

-%0.375 Tiyobarbütirik asit (TBA): 0.25 N HCl içinde hazırlanır. 

-0.25 N Hidroklorik asit 

Deney Karışımı:  

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

0,15 ml 10 mM KH2PO4 

3.5.1.2.Uygulama 

Örnek ve kör tüpleri aşağıdaki gibi hazırlandı. 

 

 ÖRNEK(ml) KÖR(ml) 

Hücre Ekstresi 0,1 ml — 

Tris Tamponu — 0,1 ml 

Deney karışımı 0,65 ml 0,65 ml 

TCA 0,5 ml 0,5 ml 

TBA 0,75 ml 0,75 ml 
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Örnek ve kör tüplerine deney karışımı konup 37ºC çalkalayıcı su banyosunda 20 dk 

inkübe edildi. Daha sonra reaksiyon TCA eklenerek durduruldu. Tüpler iyice 

çalkalanarak TBA eklendi ve 20 dk kaynar su banyosunda inkübe edildi. Daha sonra 

soğutulan tüpler 10 dakika 2000 g’de santrifüj edilip, süpernatantın absorbansı 532 

nm’de köre karşı okundu. TBARS (tiyobarbiturik asit reaktif türleri) miktarı (3.5.1.1)’e 

göre hesaplandı. 

 

  

 

          (3.5.1.1) 

   

TBARS için molar ekstinksiyon katsayısı: εmM = 1.56x10
5
 M

‾1
cm

‾1 

Vtoplam: Toplam hacim 
 

Vörnek: Kullanılan örnek hacmi 

Aörnek: Örnek absorbansı 

df: Sulandırma katsayısı 

LP: Işık yolu 

 

3.5.2.  Total Protein Tayini  

Total protein tayini Lowry ve diğ., (1951) yöntemine göre yapıldı. Deneyin prensibi 

fosfomolibdotungstik asit çözeltisinin (Folin-Ciocalteau belirteci) tirozin bakiyeleri ile 

reaksiyona girerek mavi bir renk oluşturma esasına dayanır. Bu mavi renk 660 nm dalga 

boyunda absorbans verir.  

 

3.5.2.1.Kullanılan Çözeltiler 

A Reaktifi: 0,1 N NaOH içinde %2 (w/v) Na2CO3  

B Reaktifi: %1 (w/v) Na-K Tartarat içinde %5 (w/v) CuSO4.5H2O 

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

bileşik taze hazırlanır. 

    TBARS (nmol/ml) = 
Vtoplam x Aörnek x 10

6 
x df 

x df 
Vörnek x εmM x LP 
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D Reaktifi: Folin belirteci 1:2 oranında sulandırılarak hazırlanır. Bu belirteç taze olarak 

hazırlanır ve ışıktan korunur.  

 

3.5.2.2.Uygulama 

Örnek ve kör tüpleri aşağıdaki gibi hazırlandı. 

 

 ÖRNEK(ml) KÖR(ml) 

Hücre Ekstresi 0,1 ml — 

Tris Tamponu — 0,1 ml 

C Reaktifi 1 ml 1 ml 

D Reaktifi 0,1 ml 0,1 ml 

 

Örnek ve kör tüplerine C Reaktifi konup 10 dk oda ısısında inkübe edildi. Daha sonra 

karanlıkta karışımın homojen olarak karışması sağlanarak D reaktifi eklendi. Tüpler oda 

ısısı ve karanlıkta 30 dk inkübe edildi. Bu süre sonunda absorbanslar 660 nm’de 

spektrofotometrede köre karşı okundu. 

 

3.5.2.3.Hesaplama 

Total protein miktarını belirlemek için Sığır Serum Albümini (BSA) Standart grafik 

kullanılarak okunan absorbanslara denk düşen protein miktarı hesaplanmıştır. 

 

3.5.3.  Proteinlerdeki Oksidatif Hasarın Tespiti 

Tiol grupları Sedlak ve arkadaşlarının (1968) metoduna göre tayin edildi. Bu metoda 

göre 5-5’-ditiobis-(-2-nitrobenzoik asit)’in tiol grupları tarafından indirgenmesi 

sonucunda 1 mol -SH grubu başına 1 mol 2-nitro-5 tiobenzoik asit oluşur. Oluşan bu 

sarı renkli ürünün absorbansı 412 nm dalga boyunda ölçülür. 

Kullanılan çözeltiler  

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

absolü metanol ile tamamlanır)  
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-Tris tamponu (0,2 M, pH 8,2): 12,1g Tris bir miktar saf suda çözüldükten sonra üzerine 

3,362 g EDTA (0,2 M’a karşılık) ilave edilir 1 N HCl ile pH 8,2’ye ayarlanır, 50 ml’ye 

saf su ile tamamlanır. 

Uygulama  

Örnek ve kör tüpleri aşağıdaki gibi hazırlandı. 

 ÖRNEK(ml) KÖR(ml) 

Hücre Ekstresi 250 µl — 

PBS — 250 µl 

Tris Tamponu 750 µl 750 µl 

DTNB 50 µl 50 µl 

Metanol 3950 µl 3950 µl 

 

Tüpler 15 dakika karanlıkta vortekslenerek inkübe edildi. İnkübasyonu takiben 

3000g’de santrifüjlendi. Örneklerin absorbansı 412 nm’de okundu. 

3.5.4.  Hidroksil Radikalinin Tayini 

Hidroksil radikali üretimi Puntarulo ve Cederbaum (1988)’un yöntemine göre yapıldı. 

Bu yöntem demir komplekslerinin varlığında üretilen hidroksil radikalinin NADPH ve 

DMSO varlığında formaldehit oluşturulması ve oluşan formaldehitin TCA ile 

reaksiyona girerek 570 nm dalga boyunda absorbans vermesi esasına dayanır.  

3.5.4.1. Kullanılan Çözeltiler 

1 M Sodyum Fosfat Tamponu (pH 7) 

0,1 M MgCl2 

10 mM Sodyum azid 

4 mM DMSO 

4 mM NADPH 

%10 Triklorasetik asit (TCA): 0.25 N HCl içinde hazırlanır. 
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3.5.4.2. Uygulama 

Örnek ve kör tüpleri aşağıdaki gibi hazırlandı. 

 

 ÖRNEK(ml) KÖR(ml) 

Hücre 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 

MgCl2 0,05 ml 0,05 ml 

TCA 0,15 ml 0,15 ml 

 

Örnek ve kör tüplerine sodyum fosfat tamponu, MgCl2, sodyum azid, DMSO ve 

NADPH ve hücre süspansiyonu konduktan sonra tüpler hafifçe çalkalandı ve 10 dk 

37ºC’de inkübe edildi. Daha sonra sonra reaksiyon TCA eklenerek durduruldu ve tüpler 

30 dk kaynayan su banyosunda inkübe edildi. İnkübasyondan sonra tüpler soğutularak 

570 nm dalga boyunda köre karşı okunur. 

3.5.4.3. Hesaplama  

 

                µ                        
   ö                     

              ö     
 

         (3.5.1) 

εmM= 6,22 M
‾1

cm
‾1 

Vtoplam: Toplam hacim 
 

Vörnek: Kullanılan örnek hacmi 

Aörnek: Örnek absorbansı 

df: Sulandırma katsayısı 

LP: Işık yolu
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3.5.5.  Hidrojen Peroksit (H2O2) Tayini 

Hidrojen Peroksit tayini Holland ve Storey (1981)’in yöntemine göre yapıldı. Bu 

yöntem asitlenmiş ferrositokrom c’nin oksidasyonu sonucu artan sapmanın 550 nm 

dalga boyunda absorbans vermesi esasına dayanır.  

3.5.5.1. Kullanılan Çözeltiler 

20 mM Tris-HCl 

113 mM KCl 

0,4 mM EDTA 

15 mM KH2PO4  

98 μM Ferrositokrom c 

3.5.5.2. Uygulama 

Örnek ve kör tüpleri aşağıdaki gibi hazırlandı. 

 

 ÖRNEK(ml) KÖR(ml) 

Hücre Ekstresi 0,02 ml — 

Tris Tamponu — 0,02 ml 

Deney karışımı 0,1 ml 0,1 ml 

 

Örnek ve kör tüplerine Tris-HCl, KCl, EDTA, KH2PO4, Ferrositokrom c’den oluşan 

deney karışımı ve hücre süspansiyonu konduktan sonra hemen 550 nm dalga boyunda 

köre karşı okunur. 

3.5.5.3. Hesaplama 

 

μ            
   ö                     

ε        ö         
 

           (3.5.1) 

εmM= 19,1 M
‾1

cm
‾1 

Vtoplam: Toplam hacim 
 

Vörnek: Kullanılan örnek hacmi 
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Aörnek: Örnek absorbansı 

df: Sulandırma katsayısı 

LP: Işık yol 
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3.6.  APOPTOZ/NEKROZ 

3.6.1.  Propidium İyodür/Hoechst Yöntemi 

Hücrelerde apoptozun belirlenmesi için Hoechst 33342 (Ho342), nekrozun belirlenmesi 

için ise Propidium iyodür (PI) floresan işaretleme yöntemleri kullanıldı. Ho342 floresan 

boyası, parçalanmış DNA’da açığa çıkan Adenin-Timin’ce zengin bölgelere bağlanarak 

apoptotik hücreyi mavi renkte işaretler (Vermes ve diğ., 1995: Watkins ve diğ., 1996; 

Zhang ve Kiechle, 1997; Sara ve diğ., 2003). PI floresan boyası ise nekrotik hücrelerin 

zayıf hücre zarından geçerek hücreyi kırmızı renkte işaretler (Sara ve diğ., 2003; 

Siddighi ve diğ., 2004).  

3.6.1.1. Kullanılan Çözeltiler 

1 mg/ml Propidium İyodür 

1 mg/ml Hoechst 33342 

1M PBS (pH 7.4) 

Deney karışımı: 20 μl PI 

                         20 μl Ho342 

                         3960 μl PBS 

3.6.1.2. Uygulama 

24 kuyulu kültür kaplarına kuyu başına 10
4
 hücre olacak şekilde ekim yapıldı. % 0,1 

DMSO içeren kültür medyumunda hazırlanmış zearalenonun iki farklı dozu 24 saat 

uygulanarak 37°C CO2 inkübatöründe inkübe edildi. Deney sürelerinin 

tamamlanmasıyla, PBS solüsyonuyla hücreler yıkandı. Her bir kuyuya 0,2 ml deney 

karışımı eklenerek 15-30 dk, 37°C’de inkübe edildi. İnkübasyon sonunda hücreler 1-2 

kez PBS ile yıkanarak floresan mikroskop altında inceleme yapıldı. Olympus IX71 

floresan ataçmanlı mikroskopta uygun filtre ile incelenerek Olympus DP72 video 

kamerada eşit aralıklarla seri olarak fotoğraflandı. 
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3.6.1.3. Hesaplama 

Her bir grup için, floresan ışıma gösteren hücreler ayrı ayrı sayılarak ortalama yüzde 

değerleri hesaplandı. Her bir grup için 3 farklı deneyde toplam 12 kuyuda 10-15 alan ve 

1000 hücre taranarak canlı, erken apoptotik, apoptotik ve nekrotik hücreler sayıldı. Her 

grup için apoptotik/nekrotik hücrelerin tüm hücrelere oranı hesaplanarak yüzde 

değerleri bulundu. 

3.7.  İSTATİSTİK ANALİZ 

Deney gruplarında, uygulanan doz ve zamana bağlı olarak, hücre canlılık testi, BrdU 

yöntemi, TBARS miktarı, -SH grubu miktarı, reaktif oksijen türleri, total protein miktarı 

saptandı (±SEM). Daha sonra çoklu karşılaştırmalarda GraphPad istatistik programında 

ANOVA tek yönlü varyans analizinde posthoc test olarak Tukey testi uygulandı. 

Sonuçların değerlendirilmesinde ise p<0.001, p<0.01 ve p<0.05 anlamlılık seviyeleri 

temel alındı. 
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4. BULGULAR 

4.1.  HÜCRE CANLILIĞI BULGULARI 

4.1.1. MTT Bulguları 

Zearalenonun iki farklı dozunun testis TM3 Leydig hücrelerinde 24. saatte hücre 

canlılığına etkisi MTT testi yapılarak tespit edildi. Kontrol ve deney gruplarındaki % 

canlılık oranları şekil 4.1.1.1’de verilmiştir. 24. saat sonunda kontrol grubu ve 

zearalenonun iki farklı dozu MTT değerleri bakımından karşılaştırıldığında 24 saat 

sonunda 1,2 nM zearalenon ve 6 nM zearalenon dozunda kontrole göre anlamlı bir 

artma gözlendi (p<0,001). 1,2 nM ve 6 nM dozları birbirleri ile kıyaslandığında ise 

anlamlı bir fark bulunamamıştır. 

 

Şekil 4.1.1.1: Zearalenonun TM3 Leydig hücrelerinde % canlılık üzerine etkileri 

(***: p<0,001). 
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4.1.2.  Tripan Mavisi Canlılık Testi Bulguları 

TM3 Leydig hücrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarında hemositometrik 

yöntem kullanılarak belirlenen canlı hücre sayılarının yüzde değerleri şekil 4.1.2.1’de 

verilmiştir. 24 saat sonunda kontrol grubu ve zearalenonun iki farklı dozu canlı hücre 

sayılarının yüzde değerleri bakımından karşılaştırıldığında 1,2 nM zearalenon ve 6 nM 

zearalenon dozunda kontrole göre anlamlı bir fark bulunamamıştır. 

 

 

Şekil 4.1.2.1: Zearalenonun TM3 Leydig hücrelerinde % canlı hücre sayısı üzerine 

olan etkileri. 

Tablo 4.1.2.1: TM3 Leydig hücrelerinin 24 saat süre sonundaki canlı ve toplam 

hücre sayıları. 

 

Canlı Hücre Toplam Hücre 

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 Bulguları 

TM3 Leydig hücrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarında 

spektrofotometrik yöntem kullanılarak sentez fazındaki hücrelerin işaretlenmesi esasına 

dayanan Bromodeoksiuridin (BrdU) değerleri şekil 4.1.3.1’de verilmiştir. 24 saat 

sonunda kontrol grubu ve zearalenonun iki farklı dozu BrdU değerleri bakımından 

karşılaştırıldığında 1,2 nM zearalenon ve 6 nM zearalenon dozunda kontrole göre 

anlamlı bir azalma saptanmıştır (p<0,001). 1,2 nM ve 6 nM dozları birbirleri ile 

kıyaslandığında ise anlamlı bir fark bulunamamıştır.  

 

 

Şekil 4.1.3.1: Zearalenonun TM3 Leydig hücrelerinde BrdU yöntemiyle belirlenen 

hücre çoğalması üzerine etkileri (***: p<0,001). 
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4.2.  OKSİDATİF HASAR BULGULARI 

4.2.1.  Lipit Peroksidasyonu 

TM3 Leydig hücrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarında 

spektrofotometrik yöntem kullanılarak hesaplanan Tiyobarbütirik asit reaktif türlerinin 

(TBARS) değerleri şekil 4.2.1.1’de verilmiştir. 24 saat sonunda kontrol grubu ve 

zearalenonun iki farklı dozu TBARS değerleri bakımından karşılaştırıldığında 1,2 nM 

zearalenon dozunda kontrole göre anlamlı bir fark gözlenmezken, 6 nM zearalenon 

dozunda kontrol grubuna göre anlamlı bir artma gözlenmiştir (p<0,001). 1,2 nM 

zearalenon ve 6 nM zearalenon dozları birbirleri ile kıyaslandığında ise lipit 

peroksidasyonunda anlamlı bir artış saptanmıştır (p<0,001). 

 

Şekil 4.2.1.1: Zearalenonun TM3 Leydig hücreleri üzerindeki lipit peroksidasyonuna 

etkisi (***: p<0,001). 
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4.2.2.  Total Protein Tayini 

TM3 Leydig hücrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarında 

spektrofotometrik yöntem kullanılarak hesaplanan total protein miktarı şekil 4.2.2.1’de 

verilmiştir. 24 saat sonunda kontrol grubu ve zearalenonun iki farklı dozu total protein 

miktarı bakımından karşılaştırıldığında kontrol grubuna göre 1,2 nM zearalenon ve 6 

nM zearalenon dozlarında anlamlı bir artma gözlendi (p<0,001). 1,2 nM ve 6 nM 

dozları birbirleri ile kıyaslandığında ise anlamlı bir fark bulunamamıştır. 

 

 

Şekil 4.2.2.1: Zearalenonun TM3 Leydig hücreleri üzerindeki total protein miktarına 

etkileri (***: p<0,001). 
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4.2.3.  Proteinlerdeki Oksidatif Hasar 

TM3 Leydig hücrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarında 

spektrofotometrik yöntem kullanılarak hesaplanan –SH gruplarının miktarı tablo 

4.2.3.1.’de verilmiştir. 24. saat sonunda kontrol grubu ve zearalenonun iki farklı dozu –

SH gruplarının miktarı bakımından karşılaştırıldığında 1,2 nM zearalenon ve 6 nM 

zearalenon dozlarında kontrol grubuna göre anlamlı bir farklılık gözlenmemiştir.  

 

 

Şekil 4.2.3.1: Zearalenonun TM3 Leydig hücreleri üzerindeki tiol grubu (-SH) 

miktarına etkileri. 
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4.2.4.  Hidroksil Radikali 

TM3 Leydig hücrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarında 

spektrofotometrik yöntem kullanılarak hesaplanan hidroksil radikali miktarı şekil 

4.2.4.1’de verilmiştir. 24 saat sonunda kontrol grubu ve zearalenonun iki farklı dozu 

hidroksil radikali miktarı bakımından karşılaştırıldığında 1,2 nM zearalenon ve 6 nM 

zearalenon dozlarında kontrol grubuna göre anlamlı bir artış saptanmıştır (p<0,01; 

p<0,001). 1,2 nM zearalenon ve 6 nM dozları birbirleri ile kıyaslandığında ise anlamlı 

bir fark bulunamamıştır.  

 

 

 

 

Şekil 4.2.4.1: Zearalenonun oksidatif hasara bağlı olarak TM3 Leydig hücrelerinde 

oluşturduğu hidroksil radikali seviyeleri (**:p<0,01; ***:p<0,001). 
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4.2.5.  Hidrojen Peroksit 

TM3 Leydig hücrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarında 

spektrofotometrik yöntem kullanılarak hesaplanan hidrojen peroksit değerleri şekil 

4.2.5.1’de verilmiştir. 24 saat sonunda kontrol grubu ve zearalenonun iki farklı dozu 

hidrojen peroksit değerleri bakımından karşılaştırıldığında 1,2 nM zearalenon dozunda 

kontrol grubuna göre anlamlı bir fark bulunmamasına rağmen, 6 nM zearalenon 

dozunda kontrol grubuna göre anlamlı bir artış belirlenmiştir (p<0,001). Ayrıca 1,2 nM 

zearalenon ve 6 nM zearalenon dozları birbirleri ile kıyaslandığında 6 nM zearalenon 

dozunda 1,2 nM zearalenon dozuna göre hidrojen peroksit değerlerinde anlamlı bir 

artma gözlendi (p<0,01). 

 

Şekil 4.2.5.1: Zearalenonun oksidatif hasara bağlı olarak TM3 Leydig hücrelerinde 

oluşturduğu hidrojen peroksit değerleri (**:p<0,01; ***:p<0,001). 
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4.3.  APOPTOZ/NEKROZ BULGULARI 

4.3.1.  Propidium İyodür/Hoechst Bulguları 

TM3 Leydig hücrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarında floresan 

işaretleme yöntemi kullanılarak propidium iyodür ve Hoechst 33342 floresan boyaların 

hücreleri işaretlemeleri sonucunda oluşan renge göre yapılan sayım sonucu bulunan 

canlı hücre, erken apoptoz, apoptoz, nekroz yüzdeleri tablo 4.3.1.1.’de verilmiştir. 24 

saat sonunda kontrol grubu ve zearalenonun iki farklı dozu canlı hücre, apoptoz ve 

nekroz yüzdeleri bakımından karşılaştırıldığında kontrol grubuna göre 1,2 nM 

zearalenon dozunda hiçbir grupta anlamlı bir fark gözlenmezken erken apoptoz 

yüzdelerinde kontrole göre anlamlı bir artış saptandı (p<0,01). 6 nM zearalenon dozu 

kontrol grubuna göre kıyaslandığında ise canlı hücre sayısında anlamlı bir azalma 

saptanırken (p<0,05), erken apoptotik ve apoptotik hücrelerin yüzdesinde anlamlı bir 

artış saptandı. (p<0,01; p<0,001). 1,2 nM ve 6 nM dozları birbirleri arasında 

kıyaslandığında ise apoptotik indeks bakımından anlamlı bir fark bulunamadı. 

 

Tablo 4.3.1.1: TM3 Leydig hücrelerinde 24 saat süre sonunda belirlenen % 

apoptoz/nekroz değerleri (*: p< 0,05; **: p< 0,01; ***: p<0,001). 

 

Canlı Hücre 

 (%) 

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 nM Zea 87,67 ± 2,668* 14,54 ± 2,525*** 2,772 ± 0,58** 0,108±0,036 
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Şekil 4.3.1.1: Zearalenonun 24 saat sonunda TM3 Leydig hücrelerinde 

apoptoz/nekroz oranı üzerindeki etkileri. Kontrol grubu ( : canlı hücre). 
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Şekil 4.3.1.2: Zearalenonun 24 saat sonunda TM3 Leydig hücrelerinde 

apoptoz/nekroz oranı üzerindeki etkileri. 1,2 nM Zearalenon. ( :canlı hücre, 

:erken apoptoz, :apoptoz). 
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Şekil 4.3.1.3: Zearalenonun 24 saat sonunda TM3 Leydig hücrelerinde 

apoptoz/nekroz oranı üzerindeki etkileri. 6 nM Zearalenon. ( :canlı hücre, : 

erken apoptoz, :apoptoz,  :nekroz). 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Küf mantarlarının sekonder metabolitleri olarak adlandırılan mikotoksinler, gıda 

maddelerinde üreyebilmektedir. Yem ve besin maddeleri ile alındığından insan ve 

hayvanların sağlığını etkileyerek zehirlenmelere ve ölümlere yol açmaktadır. Bu 

toksinler günümüzde halk sağlığını tehdit etmenin yanı sıra ekonomide de ciddi 

kayıplara neden olmaktadır. Besinlerin ve havyan yemlerinin mikotoksinler ile 

kontamine olması insan ve hayvan sağlığı için büyük problem teşkil etmektedir (Stec ve 

diğ., 2009). İnsanlar, mantarların büyümesi ile direkt olarak kontamine olmuş besini 

tüketerek ya da mikotoksin ile kontamine olmuş besinleri tüketen hayvanlardan elde 

edilmiş besin maddeleri ile mikotoksinlere maruz kalmaktadır (Rodriguez, 1985; 

Schollenberger, 2006). Mikotoksinlerin besinler aracılığı ile vücuda alınması akut 

toksisiteye, uzun süreli veya kronik sağlık problemlerine (immun sistemin baskılanması, 

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

Mikotoksinler Aspergillus, Fusarium ve Penicillium türlerini içeren üç önemli mantar 

grubunun sekonder metabolitleridir (Bennett ve Klich, 2003). Zearalenon en yüksek 

dağılım oranına sahip Fusarim türü mikotoksin olup, insan ve hayvan tüketimine 

sunulan önemli tahıl ürünleri içerisinde yüksek oranlarda bulunmaktadır (Scudamore ve 

Patel, 2000; MacDonald ve diğ., 2005; Engelhardt ve diğ., 2006; Tabuc ve diğ., 2009). 

Yem ve besin olarak üretilen bu tahıllar üretim, işleme ve depolama aşamaları sırasında 

mantarların metabolitleri olan mikotoksinler ile kontamine olmaktadır. Ham ve 

işlenmemiş materyalde mantarların bulunması ürünün kalitesini düşürmektedir 

(Gromadzka ve diğ., 2008). Mikotoksinleri üreten mantarlar rüzgar ve hava akımlarıyla 

taşınabildiğinden dünya genelinde geniş dağılım göstermektedir (Steyn ve Stander, 

1999; Concon, 1988).  

Zearalenon, genel olarak Fusarium graminearum ve Fusarium culmorum türlerinden 

üretilen bir toksindir (Hestbjerg ve diğ., 2002; Glenn, 2007). Sıklıkla mısır ve arpa, 

buğday, mısır unu gibi küçük tahıllarda, pirinç ve soya fasulyesinde bulunmaktadır 

(Jimenez ve Mateo, 1997). Zearalenon ve metabolitleri (α ve β- zearalenol) steroid 
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yapıda olmayan ve oldukça yüksek östrojenik özelliğe sahip mikotoksinlerdir. 

İnsanlarda ve hayvanlarda uterus, meme bezi, kemik, karaciğer, beyin, prostat, 

ovaryum, akciğer, idrar kesesi, testis, göğüs üriner kanallar gibi östrojene yanıt veren 

dokularda yüksek östrojenik hormon aktiviteleri ile endokrin bozucu olarak görev 

yaparlar (Mike ve diğ., 2013). Östrojenler primer olarak ovaryumda ve yağ hücrelerinde 

kolesterolden sentezlenmektedir. Ontogeni sırasında, östrojen reseptörü (ER) 

aktivasyonu ile sekonder dişi eşey karakteristiği, spermin olgunlaşması, protein ve lipit 

sentezi gibi süreçlerde görev almaktadır. ER-östrojen kompleksi DNA’da hormona 

cevap veren elementlere bağlanarak ER ile ilişkili genlerin transkripsiyonunu aktive 

eder (Lin ve diğ., 2004). Zearalenon düşük akut toksisite göstermesine rağmen, 

hiperöstrojenizm, üreme sistemi bozuklukları, hepatonefrotoksisite, immunotoksisite, 

apoptotik ve lipit peroksidasyonunu arttırıcı etki göstermektedir (Abbes ve diğ., 2006; 

Ben Salah Abbes ve diğ., 2008; Ben Salah Abbes ve diğ., 2007; Abid-Essefi ve diğ., 

2003; Ben Salah Abbes ve diğ., 2009). Yapılan epidemiyolojik çalışmalar, zearalenon 

alımı insan ve hayvan kanserlerinin etiyolojisi ile ilişkili olduğunu göstermiştir 

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

Zearalenonun insanlarda günlük tüketimi ile ilgili raporların az oluşu, tüketilen 

besinlerdeki zearalenon içerikleri ile ilgili kısıtlı dataların olması ve Dünya’nın farklı 

bölgelerindeki ülkelerde yapılan çalışmaların az olmasından kaynaklanmaktadır 

(Zinedine ve diğ., 2007). Yapılan bazı çalışmalarla zearalenonun ortalama günlük 

alımının Kanada, Norveç ve Danimarka için 20 ng/kg v.a/gün iken Amerika için 30 

ng/kg v.a/gün olarak belirlenmiştir. Bazı ülkelerde tespit edilmiş ortalama zearalenon 

günlük maruziyet seviyeleri ise, Belçika’da 8.1 ng/kg/v.a; Kıbrıs’ta 8.6 ng/kg/v.a, Çek 

Cumhuriyeti’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, İtalya’da ise 9.93 ng/kg/v.a dır (EFSA, 2011). Ülkemizde 

gıdalarla alınan zearalenonun besinler içerisindeki maksimum limitleri belirlenmiştir. 

İşlenmemiş tahılda (mısır hariç) 100 µg/kg; işlenmemiş mısırda 350 µg/kg; doğrudan 

insan tüketimine sunulan tahıl, tahıl unları ve kepekte 75 µg/kg; ekmekte 50 µg/kg; 

doğrudan insan tüketimine sunulan mısır, mısır çerezleri ve mısır bazlı kahvaltılık 

tahıllarda 100 µg/kg zearalenon maksimum limiti tespit edilmiştir (Türk Gıda Kodeksi, 

2008). Zearalenon için yapılan risk değerlendirmesi çalışmaları ile zearalenon ve 

metabolitlerinin östrojenik etkisi temel alınarak, geçici maksimum tolere edilebilen 
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günlük alım dozunun (PMTDI) 500 ng/kg v.a, domuzlarla yapılmış 15 günlük bir 

çalışmanın sonucunda 40 µg/kg v.a/gün NOAEL değeri kullanılarak JECFA tarafından 

elde edilmiştir (EFSA, 2004). Bu çalışmalar ile geçici tolere edilebilen günlük alımın 

(TDI) ise 200 ng/kg v.a olduğu belirlenmiştir (SCF, 2000). 

Bu çalışmada belirlenen dozlar hiçbir yan etkinin gözlemlenmediği değer olan NOAEL 

değeri (Gajecka ve diğ., 2011) ve en düşük etkinin gözlemlendiği değer olan LOEL 

değeri (Zwierzchowski ve diğ., 2006) kullanılarak hesaplanmıştır. Düşük ve yüksek 

zearalenon dozları, mevcut farmakokinetik parametreler kullanılarak hesaplanmıştır 

(Dhillon ve Gill, 2006). Canlının zearalenon ile kontamine olan besini oral olarak 

alımını takiben kan plazmasında bulunabilecek olan değer (Cp), zearalenonun dağılım 

hacminin (Vd) biyoyararlanıma (F) oranı (Vd/F) kullanılarak bulunmuştur (Shin ve diğ., 

2009). Bulunan Cp değeri in vitro koşullarda TM3 Leydig hücrelerine 24 saat süreyle 

uygulanmıştır. 

Zearalenonun hücre canlılığına etkisi ile ilgili olarak birçok çalışma bulunmaktadır 

(Kouadio ve diğ., 2005; Minervini ve diğ., 2006; Zhu ve diğ., 2011; Ayed ve diğ., 2011; 

Prouillac ve diğ., 2012; Wan ve diğ., 2013; Bouaziz ve diğ., 2013; Kang ve diğ., 2013). 

Kouadio ve diğerlerinin 2005 yılında yaptıkları çalışmada, insan kolon kanser 

hücrelerine (Caco-2), 1-150 µM konsantrasyonları arasında zearalenonun 72 saat 

süreyle uygulanması sonucunda zearalenonun artan konsantrasyonlarında hücre canlılığı 

inhibisyonunun arttığı tespit edilmiştir. Yapılan başka bir çalışmada at ovaryumundan 

izole edilmiş granüloza hücrelerine 1x10
-7

-0.1µM konsantrasyon aralığında 

zearalenonun 72 saat süreyle muamelesi sonucunda 1x10
-4

µM ve 1x10
-3

µM zearalenon 

dozunda granüloza hücrelerinin çoğalmasının kontrol gruplarına göre anlamlı olarak 

arttığı tespit edilmiştir (Minervini ve diğ., 2006). 

Zhu ve diğerlerinin 2011 yılında yaptıkları in vitro çalışmada domuz granüloza 

hücrelerine 30, 60, 90 ve 120 µM zearalenon 24 saat süreyle uygulanmıştır. Çalışma 

sonucunda 60, 90 ve 120 µM zearalenon uygulanan gruplar kontrole göre 

kıyaslandığında hücre çoğalmasında anlamlı olarak azalma tespit edilmiştir. 2011 

yılında Ayed ve diğerlerinin yaptığı çalışmaya göre 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160 

ve 180 µM zearalenonun 24 saat süreyle insan rahim servikal karsinoma (HeLa) hücre 

soyuna uygulanması sonucu, artan toksin konsantrasyonuna bağlı olarak hücre 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zwierzchowski%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17203743
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canlılığının kontrole göre azaldığı belirlenmiştir. Prouillac ve diğ. (2012) nin yaptıkları 

çalışmada insan trofoblast hücre soyuna (The Bewo) 1, 20, 25, 50 ve 100 µM 

konsantrasyonlarda 48 saat süreyle zearalenon uygulanmıştır. 48 saatlik uygulamanın 

sonucunda 25, 50 ve 100 µM zearalenon dozlarında hücre canlılığının kontrole göre 

anlamlı bir şekilde azaldığı bildirilmiştir. 2013 yılında Bouaziz ve diğerlerinin (2013) 

yaptığı çalışmaya göre yeşil maymun böbreğinden izole edilmiş hücrelere (Vero) 5, 20, 

40, 60, 80, 100 nM zearalenon 24 saat süreyle uygulanmıştır. 24 saat sonunda yapılan 

MTT deneyi ile zearalenonun artan konsantrasyonlarının doza bağlı olarak hücre 

canlılığını anlamlı bir şekilde azalttığı tespit edilmiştir. The Chang karaciğer hücre soyu 

(CCL 13) ile yapılan in vitro bir çalışmada, 0-200 µM konsantrasyon aralığında 

zearalenonun 24 saat süreyle uygulanması sonucunda, artan zearalenon 

konsantrasyonlarında hücre canlılığının azaldığı fakat kontrole göre anlamlı azalmanın 

150 ve 200 µM zearalenon dozunda gerçekleştiği tespit edilmiştir (Kang ve diğ., 2013).  

In vivo olarak yapılan bir çalışmada iki yaşındaki sağlıklı domuzlardan dört hafta 

aralıklarla alınan semenler seyreltilerek 125 μM (düşük), 187.5 μM (orta), 250 μM 

(yüksek) konsantrasyonlarda zearalenon ve α-zearalenon ile muamele edilmesi 

sonucunda artan doza ve artan zamana bağlı olarak sperm canlılığının azaldığı 

gözlemlenmiştir (Tsakmakidis ve diğ., 2006). Yang ve arkadaşlarının 2007 yılında 

yaptıkları bir çalışmada intraperitonal yolla farelere yedi gün boyunca 25 μg/kg/ va, 50 

μg/kg/ va ve 75 μg/kg/ va zearalenon ve α-zearalenol uygulanmıştır. Çalışma sonucunda 

hem zearalenon hem de α-zearalenol uygulanan gruplarda sperm canlılığının artan doza 

bağlı olarak anlamlı bir şekilde azaldığı bildirilmiştir. Boeira ve diğerlerinin 2012 

yılında yaptığı bir çalışmada albino sıçanlara oral olarak 40 mg/kg verilen zearalenonun 

48 saat sonra yaptığı etkiler incelenmiştir. Çalışma sonucunda, 48 saat sonrasında canlı 

spermatozoa sayısında azalma meydana geldiği tespit edilmiştir.  

Transforme edilmemiş intestinal hücreler (IPEC-J2) ile yapılan başka bir çalışmada 0, 5, 

10, 20 ve 40 µM zearalenon 48 saat süreyle hücrelere uygulanmış ve deney sonucunda 

10 µM zearalenon uygulanan grupta hücre canlılığında kontrole göre anlamlı bir artma 

gözlenirken, 40 µM zearalenonun uygulandığı gruplarda hücre canlılığında kontrole 

göre anlamlı bir azalma gözlenmiştir (Wan ve diğ., 2013). Raghad ve diğerlerinin 2013 

yılında yaptıkları bir çalışmada malignant olmayan fare fibroblast hücre 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 süreyle uygulanmıştır. Deney sonucunda 2.5 ng/ml-0.625 

ng/ml konsantrasyonlarında hücre canlılığında kontrole göre anlamlı bir artış 

saptanmıştır. 

Yapılan bu in vitro çalışmada, TM3 Leydig hücrelerine zearalenonun 1,2 nM ve 6 nM 

dozları uygulanması sonucu hücre canlılığının anlamlı olarak arttığı tespit edilmiştir. 

Yukarıdaki çalışmalardan farklı olarak, Minervini ve diğerlerinin (2006) yapmış 

oldukları çalışmada 1x10
-4

µM ve 1x10
-3

µM zearalenon konsantrasyonlarının 

uygulanması ile hücre canlılığını arttırması ve Wan ve diğerlerinin (2013) yaptıkları 

çalışmada 10 µM konsantrasyonundaki zearalenonun hücre canlılığını anlamlı olarak 

arttırması, yapılan bu çalışmada 1,2 nM (1,2x10
-3

µM) ve 6 nM (6x10
-3

µM) dozlarında 

hücre canlılığını anlamlı olarak arttırması ile paralellik göstermektedir. Ayrıca Raghad 

ve diğerlerinin (2013) yaptıkları çalışmada 0.625 ng/ml- 2.5 ng/ml arasındaki tüm 

dozların hücre canlılığını arttırması yapılan bu çalışmada 1,2 nM (0.371 ng/ml) ve 6 nM 

(1.860 ng/ml) dozlarında da hücre canlılığını arttırması ile paralellik göstermektedir. 

Hücre canlılığının bu dozlarda artması, zearalenonun östrojenik etkiye sahip olmasından 

dolayı toksik olmayan konsantrasyonlarda uygulandığında gerçekleştiğini 

düşündürmektedir.  

 

Zearalenonun hücre canlılığı üzerindeki etkisini Tripan mavisi boyama yöntemiyle 

belirleyen çok az sayıda çalışma bulunmaktadır. Lioi ve diğerlerinin 2004 yılında 

yaptıkları çalışmada sığır lenfosit hücrelerine 0, 0.5, 1, 2 ve 4 µM konsantrasyonlarında 

zearalenon 24 saat uygulandığında deney sonunda artan zearalenon 

konsantrasyonlarının hücre canlılığı üzerine belirli bir etkisi olmadığını belirlemiştir. 

Zearalenon ile yapılan başka bir in vitro çalışmada S. frugiperda kelebek türünün pupal 

ovaryumdan izole edilen SF-9 hücreleri kullanılmıştır. Bu hücrelere 0.001, 0.01, 0.1, 1, 

10, 100 ve 1000 µM zearalenon uygulanarak SF-9 hücreleri için zaearalenonun hücre 

çoğalmasını %50 inhibe eden konsantrasyon (IC50) ve %50 sitotoksik olan 

konsantrasyon (CC50) değerlerinin belirlenmesi için yapılan MTT ve Tripan mavisi 

çalışmalarında, IC50 değerinin 17,5 µM ve CC50 değerinin ise 18,3 µM olduğu 

belirlenmiştir. Ayrıca 48 saatlik uygulamanın sonucunda en yüksek zearalenon dozunda 

bile hücre canlılığının kontrol seviyelerine yakın olduğu ve anlamlı bir değişikliğin 
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gözlemlenmediği belirtilmiştir (Fornelli ve diğ, 2004). Tsakmakidis ve diğ., (2006)’nin 

yaptıkları bir çalışmada, iki yaşındaki yaban domuzundan izole edilmiş semen 1, 2, 3 ve 

4 saat süreyle 125 µM; 187,5 µM ve 250 µM zearalenon ve α-zearalenol dozlarıyla 

inkübe edilmiş ve deney süresi sonunda sperm canlılığı Tripan mavisi ile belirlenmiştir. 

Çalışma sonunda, sperm canlılığının inkübasyon zamanına ve artan konsantrasyona 

bağlı olarak anlamlı şekilde azaldığı tespit edilmiştir.  

Zearalenonun TM3 Leydig hücreleri üzerindeki oksidatif etkisini belirlemek için 

yapılan bu çalışmada, zearalenonun 1,2 nM ve 6 nM dozlarında hücre canlılığında 

kontrole göre anlamlı bir fark görülmemiştir. Tsakmakidis ve diğ., (2006)’nin yaptıkları 

çalışmada yaban domuzu semen örneklerinde artan doza ve zamana bağlı olarak sperm 

canlılığının azaldığını belirlemelerine rağmen, Lioi ve diğerlerinin 2004 yılında sığır 

lenfosit hücreleri ile yaptıkları çalışmada zearalenonun yüksek konsantrasyonlarında 

dahi kontrole göre bir farklılık görülmemesi, Fornelli ve diğerlerinin 2004 yılında SF-9 

pulpal ovaryum hücreleri ile yaptıkları çalışmada 0,001 µM ve 0,01 µM zearalenon 

konsantrasyonlarındaki hücre canlılığı seviyesinin yanı sıra yüksek zearalenon 

konsantrasyonlarında da hücre canlılığının kontrol seviyesinde olması, yapılan bu 

çalışmada 1,2 nM (0,0012 µM) ve 6 nM (0,006 µM) zearalenon konsantrasyonlarının 

TM3 Leydig hücrelerinde hücre canlılığını anlamlı bir şekilde etkilememesi ile 

paralellik göstermektedir.  

Zearalenon, sentez fazındaki hücrelerde DNA ve protein sentezini inhibe etmektedir 

(Abid-Essefi ve diğ., 2004). Abid-Essefi ve diğerlerinin 2004 yılında yaptıkları 

çalışmada yeşil maymun böbreğinden izole edilmiş Vero hücreleri ve insan kolon 

kanser hücre soyuna (Caco-2) 10, 20 ve 40 µM konsantrasyonlarında zearalenon 24 saat 

süreyle uygulanmıştır. Muamele sonucunda iki hücre soyunda da artan zearalenon 

konsantrasyonuna bağlı olarak DNA ve protein sentezinin anlamlı olarak azaldığı 

belirtilmiştir. Lioi ve diğerlerinin 2004 yılında yaptıkları çalışmada lenfosit hücrelerine 

0.1, 0.5, 1, 2 ve 4 µM konsantrasyonlarında zearalenon 72 saat süreyle uygulanmıştır. 

Deney süresi sonunda mitotik indeks hesaplanarak belirlenen çoğalmanın 1 ve 2 µM 

zearalenon dozlarında kontrole göre anlamlı olarak azaldığı tespit edilmiştir. Yapılan bir 

diğer çalışmada insan kolon kanser hücre soyuna (Caco-2) 24 saat süreyle 10, 20 ve 40 

µM zearalenon uygulanarak DNA ve protein sentezinin inhibisyonu incelenmiştir. 10 
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µM dozda %50 DNA sentezi inhibisyonu görülürken 19 µM’da %50 protein sentezi 

inhibisyonu belirlenmiştir (Kouadio, 2007). Ayed ve diğ., (2007)’nin yeşil maymun 

böbrek hücre soyu (Vero) kullanılarak yaptıkları çalışmada 10, 20 ve 40 µM 

zearalenonu 24 saat süreyle uygulamıştır. Çalışma sonunda 10 µM’dan yüksek 

konsantrasyonlarda G0/G1 fazındaki hücrelerin yüzdesinin doza bağlı olarak kontrole 

göre azaldığı tespit edilmiştir. Zearalenonun DNA replikasyonunu ya da hücre 

çoğalmasını engelleyerek hücre döngüsünü etkilediğini belirtmişlerdir. Stec ve 

diğerlerinin 2009 yılında yaptıkları çalışmada 7 haftalık domuzları ticari yemlerle 

besleyerek haftada bir kan örnekleri alınarak periferal kan mononuklear hücreleri ile 

çalışılmıştır. Concanavalin A ile indüklenmiş hücre proliferasyonu üzerine 

zearalenonun etkisi H3-metil timidin ile DNA sentezine bakılarak belirlendiğinde 10 

µg/ml zearalenonun hücre proliferasyonunun %50’sini inhibe ettiği bulunmuştur. 

Yapılan bu çalışma, TM3 Leydig hücrelerine zearalenonun 1,2 nM ve 6 nM dozlarının 

uygulandığı gruplarda her iki gruptada DNA sentez fazındaki hücrelerin kontrole göre 

anlamlı olarak azalması, Abid-Essefi ve diğ., (2004) ve Lioi ve diğ., (2004)’nin 

zearalenonun tüm dozlarında sentez fazındaki hücreleri anlamlı olarak azalttığını 

belirledikleri çalışmalarla paralellik göstermektedir. Ayrıca %50 DNA ve protein 

sentezi inhibisyonunun belirlendiği Kouadio ve diğ., (2007) ve Stec ve diğ., (2009)’nin 

yaptıkları çalışmaların sonucunda zearalenonun tüm dozlarının DNA sentez fazındaki 

hücreleri kontrole göre azaltması, yapılan bu çalışmada 1,2 nM ve 6 nM zearalenon 

dozlarının da DNA sentez fazındaki hücreleri kontrole göre azaltması ile paralellik 

göstermektedir.  

Oksidatif stres birçok biyolojik moleküle özellikle DNA’ya, proteinlere ve lipitlere 

zarar verebilir. Bu hasar hücrelerde reaktif oksijen türleri tarafından meydana 

getirilebilmektedir (Cai ve diğ., 1997). Reaktif oksijen türleri tarafından membrandaki 

lipitlerin okside edilmesiyle lipit peroksidasyon ürünleri oluşarak membran bütünlüğü 

bozulur (Halliwell ve Gutteridge, 1990). Zearalenonun lipit peroksidasyonu üzerine 

etkisini araştıran bir çok çalışma bulunmaktadır (Abid-Essefi ve diğ., 2004; Kouadio ve 

diğ., 2005; Ferrer ve diğ., 2009; Salah-Abbes ve diğ., 2009; Salah-Abbes ve diğ., 2010; 

Jiang ve diğ., 2011; Boeira ve diğ., 2012).  
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2004 yılında Abid-Essefi ve diğerlerinin yaptığı çalışmada yeşil maymun böbreğinden 

izole edilmiş Vero hücrelerini ve insan kolon kanseri hücre soyunu (Caco-2) 10, 20 ve 

40 µM zearalenon ile 24 saat boyunca muamele etmişlerdir. 24 saatlik inkübasyon 

süresinin sonunda belirlenen sonuçlara göre lipit peroksidasyonunun her iki hücre 

soyunda da artan zearalenon konsantrasyonuna bağlı olarak kontrol grubuna göre 

anlamlı olarak arttığı bulunmuştur. Kouadio ve diğerlerinin 2005 yılında yaptıkları 

çalışmada insan kolon kanser (Caco-2) hücre soyuna 5, 10, 20 ve 40 µM zearalenon 

dozları 24 saat süreyle uygulanmıştır. Deney sonucunda malondialdehit üretiminin artan 

dozlar ile bağlantılı olarak kontrole kıyasla anlamlı bir şekilde arttığı tespit edilmiştir. 

Yapılan başka bir in vitro çalışmada insan kolon kanser hücre soyuna (Caco-2) 10 µM 

zearalenon, deoksinivalenol ve fumonisin B1 ayrı ayrı veya birlikte 24 saat süreyle 

uygulanmıştır. Deney süresi sonunda mikotoksinlerin ayrı ayrı uygulandığı gruplarda, 

zearalenonun 10 µM dozunun lipit peroksidasyonunu anlamlı olarak arttırdığı tespit 

edilmiştir (Kouadio ve diğ., 2007). Yetişkin erkek farelerin 28 gün boyunca 40 mg/kg 

v.a dozunda zearalenon ile oral olarak muamele edilmesi ile lipit peroksidasyonunun 

ölçülmesinin amaçlandığı başka bir çalışmada 28. günün sonunda alınan testis 

dokusunda lipit peroksidasyonunun kontrol grubuna göre anlamlı olarak arttığı 

belirlenmiştir (Salah-Abbes ve diğ., 2009). Başka bir çalışmada farelerden izole edilmiş 

keratinosit hücre soyuna (C5-O) zearalenonun tek bir dozunun (40 µM) 24, 48 ve 72 

saat muamelesi sonucunda zamana bağlı olarak lipit peroksidasyonunun arttığı 

belirtilmiştir (Salah-Abbas, 2010). Jiang ve diğ. (2011) ise sütten yeni kesilmiş domuz 

yavrularını farklı konsantrasyonlarda zearalenon içeren (1, 2 ve 3 mg/kg) diyet ile 18 

gün boyunca besleyerek, beslenme süresinin sonunda yavru domuzların serum ve 

karaciğerlerinde oksidatif hasar ve lipit peroksidasyonunu ölçmüşlerdir. 

Spektrofotometrik ölçümlere göre artan zearalenon içeren diyet grupları ile beslenen 

gruplarda doza bağlı olarak lipit peroksidasyonunun kontrole göre anlamlı bir şekilde 

arttığı tespit edilmiştir. Yapılan başka bir çalışmada, 90 günlük Swiss albino farelere 

zearalenonun akut dozu (40 µg/kg) uygulandıktan 48 saat sonra karaciğer, böbrek ve 

testis dokuları kullanılarak oksidatif hasarın enzimatik olmayan belirteci TBARS 

ölçülmüştür. Çalışmanın sonucunda zearalenon muamelesi sonucunda TBARS 

seviyesinin değişmediği belirtilmiştir (Boeira ve diğ., 2012). Lee ve diğerlerinin 2013 

yılında yaptıkları in vitro çalışmada Chang karaciğer hücre soyuna (CCL 13-HeLa) 25, 

50, 100, 150 ve 200 µM zearalenon 6, 12 ve 24 saat süreyle uygulanmıştır. İnkübasyon 
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süresinin sonunda artan doza ve zamana bağlı olarak lipit peroksidasyonunun kontrole 

göre anlamlı bir şekilde arttığı tespit edilmiştir.  

Zearalenonun TM3 Leydig hücrelerinde oluşturduğu lipit peroksidasyonunu ölçmek 

için yapılan deneyler sonucunda NOAEL olarak belirlenen dozun (40 µg/kg) in vitro 

koşullara uyarlanmış değeri olan 1,2 nM zearalenonun uygulandığı deney grubunda lipit 

peroksidasyonu bakımından anlamlı bir fark bulunamaması, Boeira ve diğerlerinin 

(2012) yaptıkları in vivo çalışmada lipit peroksidasyonunun belirteçlerinden TBARS 

miktarının 40 µg/kg uygulanan dozda değişmemesi ile paralellik göstermektedir. Ayrıca 

yapılan bu çalışmada 6 nM zearalenon dozunda lipit peroksidasyonunun kontrole göre 

anlamlı bir şekilde artması yukarıda belirtilmiş diğer çalışmalarla paralellik göstererek 

zearalenonun yüksek dozunun lipit peroksidasyonuna sebep olduğunu 

düşündürmektedir.  

Proteinler serbest radikallere karşı lipidlerden daha az hassastır. Etkilenme dereceleri 

içerdikleri aminoasit bileşimine bağlıdır Protein oksidasyonunun yaşlanma, oksidatif 

stres ve birçok hastalık ile ilişkili olduğu iyi bilinmektedir (Linton ve diğ., 2001) ve 

proteinlerin organizmada çok miktarda bulunmasından dolayı önemli bir oksidatif 

modifikasyondur. Hücresel metabolizmanın yan ürünü olarak veya çevresel 

kaynaklardan üretilen reaktif türler, proteinlerdeki amino asitlerde modifikasyonlara 

sebep olur ve protein fonksiyonunda/enzimatik aktivitede kayıba neden olurlar (Grune 

ve diğ., 1997). Bir oksidanın neden olduğu protein oksidasyonunun derecesi protein 

türü, oksidan ve anitoksidanların değişen oranlarını içeren birçok faktöre bağlıdır. 

Ayrıca oksidatif protein hasarı, oksidatif DNA hasarına oranla daha komplekstir, çünkü 

DNA’daki 4 baz yerine proteinlerde 20’den fazla farklı oksidasyon ürünlerinin 

oluşumuna neden olabilecek amino asit vardır (Grune 2000). 

Reaktif oksijen türleri proteinlerdeki tiol (-SH) gruplarının oksidasyonuna yol 

açmaktadır (Shacter E., 2000; Hu, 1994). Oksidatif protein hasarı protein tiol 

düzeylerindeki azalma ile karakterizedir (Hu, 1994). Rucinska ve diğ, (2008) yaptıkları 

çalışmada 5-90 μM 24 saat uygulama sonucunda düşük dozlarda bile genisteinin protein 

tiol gruplarında oksidasyona sebep olduğunu, yüksek dozlarda (90 μM) ise protein-tiol 

gruplarında meydana gelen oksidasyonun ise kontrole kıyasla yaklaşık % 50 arttığını 

göstermişlerdir. Yapılan başka bir çalışmada farelere gavaj yoluyla 40 mg/kg 
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zearalenon verilmiş ve 48 saat sonunda karaciğer, böbrek ve testis dokuları alınmıştır. 

Alınan dokularla non-enzimatik ve enzimatik oksidatif stres belirteçlerinin tespit 

edilmesi sonucunda tiol (-SH) grubu miktarında anlamlı bir fark bulunmamıştır (Boeira 

ve diğ., 2012). Sarkar ve diğerlerinin 2013 yılında yaptıkları çalışmada farelerden izole 

edilmiş eritrositler 1 mM asetat ile 9 saat muamele edilmiş ve eritrosit membran 

proteinlerinde tiol gruplarının miktarı araştırılmıştır. Çalışma sonunda asetat ile 

muamele edilmiş hücrelerde eritrosit membranındaki proteinlerin içerdiği tiol grubunun 

kontrole göre anlamlı olarak azaldığı tespit edilmiştir.  

Bu çalışmadan elde edilen bulgular sonucunda, Rucinska ve diğ., (2008) genistein ile 

yaptıkları çalışma sonucunda düşük dozlarda bile protein oksidasyonu gözlemlenmesi 

ve Sarkar ve diğerlerinin 2013 yılında yaptıkları çalışma sonucunda tiol miktarının 

azalmasına rağmen, yapılan bu çalışmada 1,2 nM ve 6 nM zearalenon dozlarının 

uygulandığı gruplarda anlamlı bir fark bulunamaması Boeira ve diğerlerinin 2012 

yılında yaptıkları çalışma ile paralellik göstermektedir.  

Hücrelerde reaktif oksijen türlerinin (ROS) artması, birçok hastalığın patogenezinde ve 

bileşiklerin toksisitesinde rol alır (Hassan ve Yousef, 2009). Zearalenonun reaktif 

oksijen türleri üzerine olan etkisi ile ilgili birçok çalışma bulunmaktadır (Bennour ve 

diğ., 2008; Ferrer ve diğ., 2009; Banjerdpongchai ve diğ., 2010; Zhu ve diğ., 2011; 

Bouaziz ve diğ., 2013; Gao ve diğ., 2013; Mike ve diğ., 2013). Yapılan bir çalışmada, 

100 µM zearalenon 0, 16, 20 ve 40 saat süreyle insan HepG2 hepatositlerine 

uygulanmıştır. Çalışmanın sonunda, reaktif oksijen türlerinin üretiminin 24 ve 40. 

saatlerde kontrol grubuna kıyasla 8 ve 17 kat arttığı bulunmuştur (Bennour ve diğ., 

2008). Ferrer ve diğ. (2009)’nin çalışmasında kullanılan Chinese hamster ovaryum 

hücre soyuna (CHO-K1) 5, 10 ve 50 µM zearalenon 120 dakika boyunca uygulanmıştır. 

Konsantrasyon ve zamana bağlı olarak yapılan bu çalışma sonucunda, hücre içi oluşan 

ROS miktarının artan konsantrasyon ve ilerleyen muamele zamanlarında kontrol 

grubuna göre anlamlı olarak arttığı tespit edilmiştir. 2010 yılında Banjerdpongchai ve 

diğerlerinin yaptığı çalışmada, kullanılan insan promiyelositik lösemi (HL-60) 

hücrelerine 4 saat boyunca 20 µg/ml (62 µM) zearalenon uygulandığında hücre içi ROS 

miktarının arttığı tespit edilmiştir. Zhu ve diğerlerinin 2011 yılında yaptıkları çalışmada 

domuz granülosa hücrelerine 0, 60, 90 ve 120 µM konsantrasyonlarında zearalenon 
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uygulandığında hücre içi reaktif oksijen türlerinin seviyesinin kontrol grubuna göre 

anlamlı bir şekilde arttığı belirtilmiştir. Yapılan başka bir çalışmada, maymun 

böbreğinden izole edilmiş hücre soyuna (Vero) 50-100 nM konsantrasyon aralığında 

zearalenon muamele edilmiştir. Çalışmanın sonunda zearalenonun artan 

konsantrasyonlarında ROS artışına bağlı olarak değişen floresanın kontrol seviyesini 

geçmediği tespit edilmiştir (Bouaziz ve diğ., 2013). Transforme edilmiş insan primer 

embriyonik böbrek hücrelerine (HEK293) 0, 2.5, 5, 10 ve 20 µM zearalenonun 1 ve 2 

saat süre ile uygulandığı in vitro çalışmada hücre içi ROS üretimi ölçülmüştür. Deney 

sonucunda 1 saatlik muamelenin reaktif oksijen türlerinin seviyesini büyük oranda 

değiştirmediği ancak kontrole göre anlamlı artışın 2 saatlik muamele sonucunda 

gerçekleştiği bildirilmiştir (Gao ve diğ., 2013).  

Zearalenonun TM3 Leydig hücrelerinde reaktif oksijen türlerinin miktarını belirleyen 

deneyler sonucunda 1,2 nM ve 6 nM zearalenon dozlarında reaktif oksijen türlerinin 

üretiminin arttığı tespit edilmiştir. Bouaziz ve diğ., (2013)’nin Vero hücreleri ile 

yaptıkları çalışmada zearalenonun yüksek dozlarında bile ROS miktarının kontrol 

seviyesini geçmediğini belirlemelerine rağmen, yukarıda bahsedilen diğer çalışmalarda 

zearalenonun artan dozlarında ROS üretiminin arttığının belirlenmesi yapılan bu 

çalışmada 1,2 nM ve 6 nM zearalenon dozlarında TM3 Leydig hücrelerinde reaktif 

oksijen türlerinin artması ile paralellik göstermektedir.  

Apoptoz, gen ekspresyonu ve/veya protein aktivitesi ile sinyal proteinlerinin oldukça 

hassas düzenlenmesini içeren karmaşık bir olgudur (Barbier ve diğ., 2010). Genel olarak 

oksidatif stresin, özellikle reaktif oksijen türlerinin apoptozu tetiklediği yapılan 

çalışmalarla ortaya konmuştur. Bu etkiyi, oksidatif strese bağlı lipit peroksidasyonunu 

arttırarak ve mitokondriyal işlev bozukluğuna neden olarak göstermektedir (Anuradha 

ve diğ., 2001; Matsui ve diğ., 2007; Karube ve diğ., 2009). Yapılan bir çalışmada 10 

haftalık erkek sıçanlara tek bir zearalenon dozu (5mg/kg) intraperitonal olarak 

uygulanmış ve 3, 6, 12, 24 ve 48. saatlerde testis dokuları alınmıştır. Çalışma 

sonucunda, TUNEL etiketli germ hücrelerinin sayısı ilerleyen zamanlarda derece derece 

artmış, 12. saatte kontrole göre 4 kat artmış ve sonra 48 saat sonunda kontrol seviyesine 

inmiştir. TUNEL işaretli hücrelerin kontrol ve zearalenon uygulanmış gruplarda genelde 

spermatogonia ve spermatosit olması apoptozun zamana ve germ hücrelerinin evrelerine 
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göre değiştiğini vurgulamaktadır (Kim ve diğ., 2003). Abid-Essefi ve diğ., (2003)’nin 

yaptıkları çalışmada displasik oral keratinosit hücreleri (DOK), insan kolon kanser 

hücreleri (Caco-2) ve maymun böbrek hücrelerine (Vero) 10, 20 ve 40 µM zearalenon 

24 saat süreyle uygulanmıştır. Artan konsantrasyona bağlı olarak DOK ve Caco-2 

hücrelerinde apoptotik hücrelerin yüzdesinin kontrole göre arttığı tespit edilmiştir. Sığır 

lenfosit hücrelerinin kullanıldığı in vitro çalışmada 0, 0.5, 1, 2 ve 4 µM 

konsantrasyonlarında zearalenon 24 saat süreyle hücrelere uygulandıktan sonra tüm 

dozlarda apoptotik hücre sayısı bakımından anlamlı bir fark gözlenmezken, nekrotik 

hücre sayısı sadece en yüksek dozda anlamlı artış gözlenmiştir (Lioi ve diğ., 2004). 

Ayed-Boussema ve diğerlerinin 2004 yılında maymun böbrek hücreleri (Vero) ile 

yaptıkları çalışmada 10, 20 ve 40 µM zearalenon 24 saat süreyle uygulanmıştır. Deney 

sonucunda artan konsantrasyona bağlı olarak apoptotik hücre yüzdesinin kontrole göre 

arttığı tespit edilmiştir. İnsan hepatosellülar karsinoma (HepG2) hücreleri ile yapılan in 

vitro çalışmada bu hücrelere 120 µM zearalenon 48 saat süreyle uygulanmıştır. Deney 

sonucunda apoptotik ve nekrotik hücrelerin kontrole göre anlamlı olarak arttığı tespit 

edilmiştir (Bouaziz ve diğ., 2008). Yapılan başka bir çalışmada keratinosit hücre soyuna 

(C5-O) 40 µM zearalenon 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanmıştır. Çalışmanın 

sonunda hücrelerin apoptotik indeksinin ilerleyen saatlerde kontrole göre arttığı tespit 

edilmiştir (Salah-Abbes ve diğ., 2010). Zhu ve diğerlerinin 2011 yılında yaptıkları in 

vitro çalışmada domuz granüloza hücre soyuna 0, 60, 90 ve 120 µM zearalenon 

konsantrasyonlarını 24 saat süreyle uygulamışlardır. Ayrıca 20 µM kaspaz inhibitörü Z-

VDD-FMK veya 10 µM kaspaz-9 inhibitörü Ac-LEHD-FMK 2 saat süreyle 

uygulandıktan sonra 90 ve 120 µM zearalenon konsantrasyonları 24 saat süreyle 

uygulanmıştır. TUNEL deneyi sonunda, zearalenon ile muamele edilmiş domuz 

granüloza hücrelerinde, TUNEL-pozitif hücre sayısının kontrol grubuna göre arttığı 

tespit edilmiştir. Önce kaspaz inhibitörleri ve arkasından zearalenon ile muamele 

edilmiş domuz granüloza hücrelerinde, TUNEL-pozitif hücrelerin azaldığı tespit 

edilmiştir. Bunun sonucunda, zearalenon muamele edilmiş domuz granüloza 

hücrelerinde apoptozun, kaspaz-9 yolağı aracılığı ile uyarıldığı tespit edilmiştir. Yine 

aynı çalışmada flow sitometri kullanılarak zearalenon uygulanan domuz granüloza 

hücrelerinde apoptoz yüzdesinin kontrol grubuna göre anlamlı olarak arttığı tespit 

edilmiştir. Gazzah ve diğerlerinin (2013) yaptıkları çalışmada insan hepatosellular 

karsinoma hücresine (HepG2) 100 µM zearalenon 2, 4, 8, 24, 30, 48 ve 60 saat süreyle 
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uygulanmıştır. Çalışma sonunda 8 saatlik uygulamanın sonucunda hücrelerin %95’inin 

canlı olduğu belirtilirken 30. saatten sonra apoptotik hücrelerin yüzdesinin arttığı 

belirlenmiştir.  

Yapılan bu çalışmada ise, zearalenonun apoptoz üzerindeki etkisi 24. saat sonunda TM3 

Leydig hücrelerinde erken apoptotik hücrelerin sayısını arttırması ile gerçekleşmektedir. 

Yukarıda yapılan çalışmalardan farklı olarak Lioi ve diğ., (2004)’nin sığır lenfosit 

hücreleri ile yaptıkları çalışmada tüm dozlarda apoptotik hücre sayısı bakımından 

anlamlı bir fark görülmemesine rağmen, Kim ve diğ., (2003), Salah Abbes ve diğ., 

(2010), Zhu ve diğ., (2011) ve Gazzah ve diğ., (2013)’nin yaptıkları çalışmalarda 

olduğu gibi apoptotik hücre yüzdesinin artması yapılan bu çalışma ile paralellik 

göstermektedir. Gazzah ve diğerlerinin 2013 yılında HepG2 hücreleri ile yaptıkları 

çalışmada 100 µM dozunda 2, 4, ve 8. saatlerde hücrelerin %95’inin canlı olması ve 

apoptoz yüzdesinin 30. saatten sonra artması, yapılan bu çalışmada canlı hücrelerin 

yüzdesinin kontrol seviyelerine yakın ya da çok az miktarda düşük olması ve 24. saatte 

erken apoptotik ve apoptotik hücrelerin yüzdesinin anlamlı olarak artması ile paralellik 

göstermektedir.  

Yapılan bu çalışmanın sonuçlarına göre, zearalenonun hücre metabolizmasının 

aktifliğini belirleyen hücre canlılığını, NOAEL ve LOEL dozlarında zearalenonun 

östrojenik etkisinden dolayı arttırdığı belirlenmiş ve sentez fazındaki hücre sayısını 

azalttığı tespit edilmiştir. Zearalenonun hücre membran fosfolipitlerinin doymamış yağ 

asitlerinde istenmeyen etkiler oluşturması sonucu lipit peroksidasyonunu oluşturması, 

oksijen türevi serbest radikallerden hidroksil radikali ve hidrojen peroksit miktarlarını 

arttırmasıyla TM3 Leydig hücrelerinde oksidatif hasara yol açtığı ortaya çıkarılmıştır. 

Ayrıca zearalenonun lipit peroksidasyonunu arttırmasına ve mitokondri membran 

bütünlüğünü bozması sonucu reaktif oksijen türlerinin oluşumuna bağlı olarak apoptozu 

teşvik ettiği ortaya çıkarılmıştır.  
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