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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

ZEARALENON’UN TM3 LEYDIiG HUCRELERINDEKI ANTIiOKSIDAN
ENZIM AKTIVITELERINE ETKIiLERI

Mine CELEP
Istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Melike ERKAN

Bu calismada, zearalenonun testis TM3 Leydig hiicrelerindeki antioksidan enzim
aktivitelerine etkileri hiicre canlilig1, hiicre cogalmasi, sitotoksisite, glutatyon miktar1 ve
antioksidan enzimler (katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-
transferaz)’in aktiviteleri belirlenerek arastirilmasi amaglanmaktadir.

Mikotoksinler besin ve yemlerin {izerinde yetisen mantarlarin metabolitleridir.
Mantarlar uygun kosullarin olustugu her ortamda dogal olarak iireyebilmektedir. Bu
yiizden tiim insanlar ve hayvanlar mikotoksinlere mauz kalirlar. Tahillarin hasati ve
depolanmasi sirasinda ilireyen mantarlar tarafindan metabolik olarak iiretilen bir
mikotoksin ¢esidi de zearalenondur. Zearalenon bircok tahilda bulunmakla birlikte,
kontaminasyonu en ¢ok bugday, arpa, yulaf, cavdar, dar1 ve piringte goriiliir. Yiiksek
miktarda zearalenon ile kontamine olmus yemlerle beslenen hayvanlarin siitiine gecerek
slit ve siit lirtinleri ve peynirlerde bulunur. Boylece zearalenon insan ve hayvan sagligini
tehdit eden bir problem olarak karsimiza ¢ikar.

Zearalenona maruz kalinmasi sonucunda mutajenik, karsinojenik, teratojenik,
genotoksik, hepatotoksik ve hematotoksik etkiler goriilmektedir. Zearalenon hiicrede
oksidatif strese bagli olarak hiicre fonksiyonlarinda bozulmaya neden olmaktadir.
Ayrica lireme sistemi ve fonksiyonlarini da olumsuz yonde etkilemektedir. Zearalenon
testis agirliginin azalmasina, testikular ve epididimal sperm sayisinin azalmasina, sperm
hareketliliginin azalmasina, sperm morfolojisinin degismesine ve germ hiicrelerinin
apoptozuna neden olmaktadir. Bunlara ek olarak Leydig hiicrelerinde testosteron

vii



sentezinin azalmasina ve sayilan bu nedenlerden dolay1 zearalenon infertiliteye neden
olmaktadir.

Zearalenonun 24 saat siireyle 1,2 n M ve 6 n M dozlarinda TM3 Leydig hiicrelerine
uygulanmistir. Leydig hiicrelerinde hiicre canliligi, glutatyon miktari, katalaz,
stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-transferaz gibi antioksidan
enzimlerin miktar1 dl¢lilmiistiir. Bulgular hiicre canliliginin arttigini, katalaz, stiperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-transferaz gibi antioksidan enzimlerin ve
non enzimatik bir antioksidan olan glutatyonun miktarini diisiirdiigiinii géstermistir. Bu
bulgular zearalenonun reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna bagli olarak hiicre igi
antioksidanlar1 inhibe ettigini gostermektedir.

Mayis, 2014, 66.

Anahtar kelimeler: Zearalenon, TM3, Leydig hiicresi, Antioksidan Enzim Aktivitesi.
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SUMMARY

M. Sc. THESIS

EFFECTS OF ZEARALENONE ON ANTIOXIDANT ENZYME ACTIVITY IN
TM3 LEYDIG CELLS

Mine CELEP
Istanbul University
Graduate School of Science and Engineering
Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Melike ERKAN

In this study, zearalenone induced oxidative damage on TM3 Leydig cells were
purposed to research by determination of cell viability, amount of glutathione,
antioxidant enzymes (superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase,
glutathione S-transferase) activity which is a marker for Leydig cell function.

Mycotoxins are metabolised produced by fungi that grows on food and feedstuff. Molds
can grows naturally in optimal curcimstances so all human and animal are exposed to
zearalenone. Zearalenone are metabolites produced by fungus that occurs suspectible
crops during harvesting or storage process. Zearalenone have been found in a variety of
agricultural commodities, but the most pronounced contamination has been encountered
in wheat, barley, oat, rye, corn and rice. Furthermore this toxin could be found in milk
so dairy products contain zearalenone. Thus zearalenone is a serious problem that threat
to human and animal health.

Acute toxicological effects of zearalenone are mutagenicity, teratogenicity,
genotoxicity, hepatotoxicity and hematotoxicity. Zearalenone also causes oxidative
stress in cell function and conclusion of this has been deterioration of cell function. Also
zearalenone can effects negatively male reproductive system and its function.
Furthermore reduced weight of testes, reduced testicular and epididimal sperm count,
decreased sperm mortality, changed of sperm morphology and increased apoptosis of
germ cell. In addition to decrease of testosterone synthesis in the Leydig cell and due to
these reasons zearalenone induce fertility.



Zearalenone was exposed to Leydig cells for 24 hours at 1,2 nM and 6 nM doses. Cell
viability, amonut of glutathion, antioxidant enzymes (catalase, superoxide dismutase,
glutathione-S-transferase, glutathione peroxidase) rate were measured in Leydig cells.
The results indicated that antioxidant enzymes and non enzymatic antioxidant
glutathione decreased , while cell viability increased. This findings are indicated that,
zearalenone depending on generation of reactive oxygene species (ROS) inhibited
intracellular antioxidant enzymes.

May, 2014, 66.

Keywords: Zearalenone, TM3, Leydig cell, Antioxidant Enzyme Activities.



1. GIRIS

Mikotoksinler; Aspergillus, Penicillium ve Fusarium cinsi mantar tiirleri tarafindan
tiretilen mantar metabolitleridir (Blunden ve dig., 1991). Diinya iizerinde toksik etkisi
oldugu bilinen 400°den fazla mantar metaboliti bulunmaktadir. Ayrica bu
metabolitlerden %25°i ¢esitli sekillerde kontaminasyona sebep olmaktadir (FAO, 1999).
Insanlarin ve hayvanlarin bu kontaminasyonla karsilasmasi sonucunda ¢esitli saglik
problemleri ortaya c¢ikmaktadir. Saglik problemlerini olusturan bu kontaminantlar
arasinda aflatoksin, sitrinin, okratoksin ve zearalenon gibi bir¢ok mikotoksin

bulunmaktadir.

Zearalenon, non-steroidal Ostrojenik bir mikotoksin ¢esidi olup, ¢esitli Fusarium cinsi
kiif mantarlar1 tarafindan iretilen sekonder bir metabolittir (Bennet ve Klich, 2003;
Richard, 2007). Ayrica zearalenon mantarlar tarafindan tiretildigi bilinen tek Ostrojenik
metabolittir (Janssen ve dig.,1997). Giinliik hayatta sikca tiikettigimiz ve beslenme
aligkanliklarimiz yiliziinden kaginamadigimiz zearalenonun misir, arpa, bugday ve yulaf
gibi tahil gurubunda kontaminasyonu fazladir (Girgin, 2001; Marin ve dig., 2010).
Bunlara ek olarak yiiksek nem igerigi olan saman yigmlarinda ve biiyiikbas hayvan
yemlerinde zearalenona sik¢a rastlanmaktadir (Bennet ve Klich, 2003; Sabuncuoglu ve
dig., 2008). Zearalenon hayvan yemlerinde yiiksek miktarda bulundugunda, bu yemi
tilkketen hayvanlarin etine, siitine ve yumurtasina gecebilir. Bu yiizden zearalenona
bircok hayvansal orijinli gida iriiniinde rastlamak miimkiindiir (Sorensen ve Elbaek,
2005; Huang ve dig., 2014). Bu nedenle zearalenon tiim diinya iilkelerinde biiyiik bir
problem olarak kargimiza g¢ikarak insan ve hayvan sagligi acisindan biiyiik sorunlar

olusturmaktadir (Dalcero ve dig., 1997; Zinedine ve dig., 2007).

Yapilan bir¢ok calismaya gore; zearalenonun ger¢cek mekanizmasi hakkinda ¢ok az bilgi
bulunmaktadir (Gazzah ve dig., 2013). Toksik bir madde oldugu bilinen zearalenonun
hepatotoksik, hematotoksik, immunotoksik, genotoksik ve embriyotoksik etkilerinin
oldugu saptanmistir (Vesely ve Vesela; 1995; Zinedine ve dig., 2007). Ayrica

zearalenon erkek iireme fonksiyonunu da etkilemektedir. Zearalenonun etkisi



sonucunda; iireme kapasitesinin diigsmesi, testis agirliginin azalmasi, testikular ve
epididimal sperm sayisinin azalmasi, Sperm hareketliliginin azalmasi, Sperm
morfolojisinin degismesi, sperm kalitesinin diismesi ve germ hiicrelerinin apoptozu gibi
cesitli problemler ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica zearalenon Leydig hiicrelerinde meydana
getirdigi hasar sebebiyle serum testosteron miktarini diisiirlir ve spermatogenezi
engeller (Yang ve dig., 2007b). Bunlara ek olarak; zearalenonun serbest radikal
olusumunu tetikleyerek ve hiicresel membran yapisini bozarak lipit peroksidasyonunu
arttirdig1 in vitro ¢alismalarla gosterilmistir (Yang ve dig., 2007b; Abid-Essefi ve dig.,
2004).

Yapilan ¢esitli hayvan deneylerine gore zearalenonun erkek itireme fonksiyonunu
bozdugu bulunmustur (Kim ve dig., 2003; Tiemann ve Dénicke, 2007; Yang ve dig.,
2007a; Zinedine ve dig., 2007; Minervini ve Aquilla, 2008; Lopez-Casas ve dig., 2012).
Zearalenonun erkek tireme sistemi tizerindeki etkileri ile ilgili ¢ok az in vitro galisma
bulunmaktadir (Yang ve dig., 2007a).

Bu calismada, zearalenonun Leydig hiicrelerindeki antioksidan enzim aktivitelerine
etkileri arastirtlmistir. Tezin “Genel Kisimlar” boéliimiinde testis, Leydig hiicreleri,

zearalenon ve oksidatif hasar ayrintili olarak anlatilmistir.

Tezin “Malzeme ve Yontem” boliimiinde laboratuarda uygulanan islemler ayrintili
sekilde anlatilmistir. Yapilan bu islemler sonucunda elde edilen veriler tezin “Bulgular”

boliimde belirtilmistir.

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

veriler mevcut literatiir bilgisi ile yorumlanarak sonuca varilmistir.

Bu ¢alisma, zearalenonun erkek iireme sisteminde testosteron tiretimi gibi 6nemli bir rol
iistlenen TM3 Leydig hiicrelerindeki antioksidan enzim aktivitelerine etkileri enzimatik
antioksidanlar Olciilerek hesaplanacak ve zearalenonun TM3 Leydig hiicresi iizerinde

olusturdugu toksisite ortaya ¢ikartilacaktir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. TESTIiSIN GENEL YAPISI

Erkek iireme sistemi; sperm {reten ve androjenleri sentezleyen ve salgilayan
testislerden; disartya spermatozoa tasinmasindan sorumlu olan dis kanallar sistemini
olusturan epididimis, vaz deferans, ejekiilatuar kanallar sistemi ve erkek iiretrasinin bir
parcasindan; yardimci bezler olan vesikula seminalis, prostat bezi ve bulboiiretral
bezlerden ve penisten olusur. Erkek iireme sistemi  haploid  erkek
gametlerin(spermatozoa veya sperm) devamli iiretimi, beslenmesi ve gegici olarak
depolanmasindan; erkek seks hormonlarinin (androjenler) sentezi ve sekresyonundan da

sorumludur.

Testisler; seminifer tiibiiller ve interstisiyal alandan meydana gelmektedir. Seminifer
tiibiillerin gorevi; sperm iiretimi ve spermlerin bosaltict kanallara tasinmasindan
sorumludur ve spermatogenik siklusun farkli evrelerinde bulunan farklilagmamis germ
hiicrelerini ve Sertoli hiicrelerini igerir. Destek hiicreleri olarakta bilinen Sertoli
hiicreleri seminifer tiibiiliin bazalinden limenine kadar uzanir. Sertoli hiicreleri
gostermis oldugu bu yapisal diizen sayesinde spermatogenik hiicrelerle iligki kurarak
yapisal destek saglar ve spermatogenezde 6nemli bir rol oynar (Munoz ve dig., 2001,
Mruk ve Yan, 2004). Ayrica Sertoli hiicreleri komsu Sertoli hiicreleri arasinda
kurduklar1 baglantilar ile hem birbirlerine tutunur hem de kan-testis bariyerini
olusturarak kan yoluyla gelen zararli maddelere kars1 spermatogenik hiicreleri korur

(Fawcett ve Bloom, 1994; Gartner ve Hiatt, 2001; Junguueira ve Cornerio, 2003).

Seminifer tiibiillerin arasinda, gevsek bag doku karakterinde olan interstisiyal alanda;
Leydig hiicreleri, bag dokusu, sinirler, makrofajlar, fibroblastlar, miyoid hiicreler,
lenfositler, kan ve lenf damarlar1 bulunur. Ergenlikte islevsel olarak belirgin hale gelen
Leydig hiicrelerinin temel gorevi; sekonder seks karakterinin gergeklesmesinden
sorumlu erkeklik hormonu olan adlandirilan testosteronu tiiretmektir (Junqueira ve

Carneiro, 2003). Bu hormon spermatogenez, steroidogenez ve normal iireme



fonksiyonlarmin siirdiiriilebilmesi igin gereklidir (Erbengi, 1990; Fawcett ve Bloom,
1994; Kierszenbaum, 2006).



2.2. LEYDIG HUCRESI

Leydig hiicresi, diger adiyla interstisiyal hiicre, ilk defa 1850 yilinda Franz Leydig
tarafindan memeli testisinde tanimlanmistir. Poul Bouin ve Paul Ancel tarafindan
kesfedilmesinden yaklagik 50 yil sonra Leydig hiicresinin bir endokrin bez tarafindan
kontrol edildigi, erkege Ozgii Ozellikleri verdigi, sperm {lretimi ve sekonder esey
karakterlerinin olugumunu tesvik ettigi ortaya c¢ikartilmistir (Bremmer, 1981,
Christensen, 1975).1935 yilinda ise Leydig hiicresinin bir hormonu olan testosteron
izole edilmistir. 1960’larin sonu ve 1970’lerin basinda hipotalamus-testis-hipofiz
ekseninde baglica hormonal etkilesimler ve Leydig hiicrelerinde steroitlerin temel

biyosentez yollar1 ve metabolik yolaklart agiga ¢ikartilmistir (Saez, 1994).

Memelilerde Leydig hiicreleri intersitisiyal alanda diizensiz sekilde seminifer tiibiillerin
etrafinda bulunur. Tek nukleus ve 1-2 nukleolus igeren Leydig hiicreleri; kan veya lenf
damarlarinin etrafinda kiimeler olusturur (Fawcett ve dirg.,1973;Christensen, 1975;
Gartner ve dig., 2001). Bircok steroit iireten hiicre gibi Leydig hiicreleri de bol miktarda
lipit damlaciklari, karakteristik tiibiiler kristali mitokondri ve iyi gelismis diiz yiizli

endoplazmik retikulumdan olusan bir sisteme sahiptir (Magre ve Jost, 1979).

Testiste en ¢cok bulunan androjen testosterondur. Serumda bulunan testosteronun %95’
(seks hormon baglayici globulin ve diger proteinlere baglanmis halde) Leydig hiicreleri

tarafindan sentezlenir; %5°1 ise adrenel korteks tarafindan iiretilir.

Leydig hiicresi fonksiyonunu 6n hipofizin iki hormonu ile ayarlar: luteinizan hormon
(LH), testosteron {iretimini uyarirken; prolaktin, LH reseptor ekspresyonunu baslatir.
Testosteron, Leydig hiicrelerinin sitoplazmalarinda bulunan lipit damlaciklarindaki

kolestrolden sentezlenir ve bu olaya steroidogenez denir (Haider, 2004).

Steroidogenez; LH reseptoriine baglanarak, adenozin trifosfat (ATP)’tan cAMP (siklik
AMP veya 3'-5'-siklik adenozin monofosfat) sentezini uyarmasi ile baglar.
Sitoplazmadan mitokondriye kolestroliin tasinmasinda gerekli olan Protein Kinaz A
(PKA)’y1 cAMP aktiflestirir (Haider, 2004). Kolestrol mitokondrinin dig zarindan i¢
zarina StAR ve Periferal Tip Benzodiazepine reseptor (PBR) adli tasiyici proteinler
tarafindan taginir (Stocco, 1996). StAR, steroit yapidaki hormonlarin sentezindeki ilk



basamakta kolestroliin mitokondrinin dis zarindan i¢ zarina tasimmasinda gereklidir

(Stocco, 1999).

Streroidogenez kolestroliin P450s.c enzim sistemi ile pregnenolona ¢evrilmesi ile baslar.
Pregnenolon daha sonra DER (Diiz yiizlii endoplazmik retikulum) zarina tasinir. DER
pregnenolonun testosterona c¢evrilmesinde gerekli olan birgok hidroksisteroit
dehidrogenaz (HSD) enzimleri igerir. Bu enzimler 3B-HSD ve 17B-HSD gibi
enzimlerdir. Ayrica bu enzimler steroidogenez igin testosteron iretiminin temelini

olusturur (Haider ve dig., 1986).



cAMP <+— ATP
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Kolestrol

Pregnenolon

l 3p-HSD
Progesteron
1 17¢-OH-laz

17e-OH-progesteron
| c17-200yaz
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Mitokondri DER
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Sekil 2.3.1: Leydig hiicrelerinde steroidogenez. LH, Liiteinizan
Hormon; cAMP, siklik AMP veya 3'-5'-siklik adenozin monofosfat;
StAR, Steriodogenik akut regiilator protein; PBR, Periferal Tip
Benzodiazepine reseptor; P450scc, P450 yan zincir kiran enzim
sistemi (Amaral ve dig., 2013).




2.3. ZEARALENON

Mikotoksinler, genis bir yayilim alanina sahip olan Fusarium, Penicillium, Aspergillus
gibi mantar tiirlerinin trettigi toksik maddelerdir (Steyn, 1998; Scudamore ve dig.,
1998). Giinlimiizde 350 mantar tiirinlin 400°den fazla mikotoksin c¢esidi iirettigi
bilinmektedir. Mikotoksinler diinya ¢apinda 90 iilkede bulunmaktadir. Mikotoksinlerin
bu kadar yaygin bulunmalarinin sebebi, mikotoksinleri {ireten mantar tiirlerinin uygun
kosullarin oldugu her ortamda iireyebilmeleridir (Mobarak, 2007). Mikotoksin
cesitlerinden en yaygin olanlar1 ise aflatoksin (AF), okratoksin (OC), trikokenes, ergot
alkoloidleri, deoksinivalenol (DON) ve zearalenondur. Bu mikotoksin ¢esitleri canli
sagligr agisindan biiyiik problem teskil etmektedir (Castells ve dig., 2005). Son yillarda
saglikli ve kaliteli {irlinlerin tiiketilmesine yonelik tliketicinin bilinglenmesi, gida
giivenligini 6nemli hale getirip mikotoksinler iizerinde yapilan c¢aligmalara 6nem

verilmesine neden olmustur (Basmacioglu ve Ergiil, 2003).
2.3.1. Zearalenonun genel ozellikleri

Zearalenon ilk kez 1966 yilinda izole edilen bir kif tiirii olan Giberalla zeae’nin
kombinasyonundan tiiremis olan bir mikotoksin c¢esididir. Bu mikotoksin c¢esidi
Fusarium culmorum, Fusarium trinctum, Fusarium graminearum, Fusarium cerealis
gibi Fusarium cinsi mantar tiirleri tarafindan uygun kosullarin oldugu her ortamda dogal
olarak tretilir (Gajecka ve dig., 2011; Liu ve dig., 2012) (Tablo 2.3.1.1).



Tablo 2.3.1.1: Zearalenonun olusabilmesi i¢in gereken optimal
sicaklik degerleri (Samson ve Hoekstra, 2004)

. . SICAKLIK
FUSARIUM TURLERI
Optimal Minimum Maksimum
F. avenaceum 25 -3 31
F.crockwellense (F.cerealis) 21 0 30
F. equiseti 21-30 -3 >35
F.graminearum 25 0 31
F.oxysporum (F.redolens) 25-30 5 37
F.tritinctum 22-23 0-10 31-32,5
F.culmonorum 25 0 31

Ginliik hayatta sikg¢a tiikettigimiz tahillardan zearalenon ile kontaminasyonu en ¢ok
olanlar misir, bugday, arpa ve yulaftir (Girgin, 2001; Marin ve dig., 2010). Ayrica
usuliine uygun olmayan hasat islemi ve sonrasinda tahillarin 24-27°C ’de ve rutubetli
ortamlarda depolanmasi zearalenon olusumunu tesvik eder. Domates, iiziim gibi bir¢ok
bitki ¢esidinde de pek ¢ok hastaliga neden olmaktadir (Kaya ve dig., 1998). Bunlara ek
olarak baz1 fermente iiriinlerin ve biranin da zearalenon kalintis1 igerdigi saptanmistir
(Ergiin,1992; Krogh, 1987). Yiiksek miktarda zearalenon iceren yemlerle beslenen
hayvanlarin etine, siitline ve yumurtasina gecebilir. Bu yilizden zearalenona bir¢ok
hayvansal orijinli gida iriiniinde rastlamak miimkiindiir (Sorensen ve dig., 2005). Bu
gidalardaki zearalenonun maksimum smir degerleri Tiirk Gida Kodeksi tarafindan

belirlenmistir (Tablo: 2.3.1.1).
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Tablo 2.3.1.2: Zearalenonun Turk Gida Kodeksi tarafindan
belirlenmis maksimum sinir degerleri (2008).

Gida Maddesi Maksimum limit
(ng/kg)
ZEARALENON
Islenmemis tahillar (musir harig) 100
Islenmemis musir (1slak dgiitiilecekler harig) 350

Dogrudan tiiketime sunulan tahillar, dogrudan insan tiiketimine

sunulan tahil unlari, kepek (son iiriin olarak) ve embriyo 7

Rafine misir yagi 400

Ekmek (hafif firincilik iirlinleri dahil), pastacilik iirtinleri,

biskiivi, tahil gerezleri, kahvaltilik tahillar (misir ¢erezleri ve 50
misir bazli kahvaltilik tahillar harig)
Dogrudan insan tiiketimine sunulan misir, misir gerezleri ve 100

musir bazli kahvaltilik tahillar

Bebek ve kiiciik ¢cocuk ek gidalar 20

500 mikrondan biiyiik eleklerden gegirilerek {iretilen misirin
kabaca ogiitiilmesinden elde edilen kiiciik parcalar ve misir
irmigi (GTIP 1103 13) veya musirdan elde edilen pelletler (GTIP
1103 20 40) ve dogrudan insan tiiketimine sunulmayan 500
mikrondan biiyiik eleklerden gegirilerek iiretilen misir veya misir
iriinlerinin kabartilmasi veya kavrulmasi suretiyle elde edilen
gida maddeleri (GTIP 1904 10 10)

200

500 mikrondan kiigiik ve esit eleklerden gecirilerek {iretilen misir
unu (GTIP 1102 20) ve dogrudan insan tiiketimine sunulmayan
500 mikrondan kiigiik ve esit eleklerden gecirilerek {iretilen misir
veya musir iirlinlerinin kabartilmasi veya kavrulmasi suretiyle
elde edilen gida maddeleri (GTIP 1904 10 10)

300

Mikotoksin ¢esitlerinden olan zearalenon adini iizerinde iiredigi Zea bitkisinden almistir
ve kimyasal formiilii CigH2,0Os5°dir. Beyaz ve kristal yapida olan zearalenonun
molekiiler agirligi 318.36 g/mol olup, erime derecesi 164-165°C ve kaynama noktasi
576-599°C’dir. Bu nedenle zearalenon son derece dayanikli bir toksin gesidi olup,
1sitma ve diger islemlerden etkilenmemektedir. Ayrica zearalenon kimyasal yapisi
nedeniyle suda ¢oziinmeyerek sadece alkali sivilarda ¢oziiniir (FDA, 1979; Kuiper-
Goodman ve dig., 1987; D6l ve Danicke, 2011).

Kimyasal ad1 6-p resorsiklik asit lakton olan zearalenonun kendisi disinda bes tane
tirevi (o zearalenol, B-zearalenol, zearalanon, a-zearalanol ve [-zearalanol)
bulunmaktadir. Zearalenonun tiirevleri temelde homologtur ancak a-zearalenol ve B-

zearalenol dogal olarak kontamine olmus gidalarda ya da laboratuarda optimum kiiltiir
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kosullar1 altinda ¢ok diisiik seviyelerde meydana gelebilir (Desjardins ve dig., 2006)
(Sekil 2.3.1.1). Ayrica zearalenon ve tiirevleri Ostrojen hormonunun dogal dengesini
degistiren endokrin bozucular arasindadir (Penning ve dig., 2004). Zearalenon alfa ve
beta zearalenola doniistiigiinde Alfa-zearalenol zearalenondan dort kat daha fazla
Ostrojenik iken, P-zearalenoliin etkisi zearalenona esittir (Fink-Gremmels, 1999;
Yiannikouris ve dig., 2002).

HO

ZAN 0-ZAL B-ZAL

Sekil 2.3.1.1: Zearalenon ve tiirevleri

Zearalenon oral yolla almir ve %80-85’1 viicut i¢inde tutulur. Viicuda alimindan
yaklasik 30 dakika sonra lireme hormonlar1 gibi globulinlere baglanir ve yaklasik 30
dakika sonra kanda goriilmeye baslanir (Olsen,1989; Gajecki, 2002). Karacigerde
metabolize edilir ve iire yardimiyla disartya atilir. Kaslarda, yumusak dokuda ve

ozellikle iireme organlarinda birikimi fazladir (Olsen, 1989; Gajecki, 2002).

F2 toksini ya da Fermentasyon ostrojenik madde (FES) olarak da bilinen zearalenon
mantarlar tarafindan iiretildigi bilinen tek dstrojenik metabolittir (Janssen ve dig., 1997).
Cok genis biyolojik aktiviteye sahip olan zearalenonun ana etki bolgesinin Ostrojen
reseptorleri oldugu konusunda bir¢ok arastirmact hem fikirdir (Krogh, 1987; Yang ve
dig., 2007b). Yapilan calismalarda zearalenonun steroidal olmayan yapisina ragmen,
steroidal yapidaki hormonlardaki 6zellikle de 17p Ostrodiol benzeri yapilardaki hedef
bolgelerle etkilesim kurduklar1 gosterilmistir. Zearalenon bir Ostrojen agonisti gibi
davranarak 17f Ostrodiol ile dstrojen reseptorlerine baglanmak iizere yarisarak dstrojen

reseptorlerine baglanir ve zayif bir mitojen gibi davranir (Yang ve dig., 2007a).
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2.3.2. Zearalenonun Etkileri

Zearalenonun etkisi birgok canli grubu i¢in alindiklar1 doz, siire ve alinma sikligina
bagli olarak degismekle birlikte kronik alinimi toksisiteyi artirmaktadir (Topal, 1993).
DNA (deoksiribo niikleik asit), RNA(riboniikleik asit) ve protein gibi hiicresel makro
molekiillere afinite gosterir ve onlarin sentezini inhibe ederek metabolizmada protein
sentezi ve bilylime lizerinde olumsuz etki meydana getirir. Ayrica lizozomal enzimleri
inhibe ederek kromozomal kiriklara sebep olurken, topoizomeraz II enziminin
aktivitesini engelleyerek DNA tamir mekanizmasini bozar ve kromozomal hatalara
neden olur (Cavin ve dig., 1998). Bunlara ek olarak, zearalenon herhangi bir organ yada
dokuya 0zgii olmayip kemik, merkezi sinir sistemi ve kardiyovaskiiler sistem gibi

bir¢ok sistemde de hasara neden olmaktadir (Brase ve dig., 2009, Desjardins, 2006).

Yiiksek miktarda zearalenon igeren yemlerle beslenen hayvanlarda protein sentezi ve
immiin sistem baskilanir, karaciger ve dalakta cesitli hasarlar meydana gelir. Ayrica
zearalenon uterusta hasara neden olarak, steroit sentezini baskilayarak, oosit
olgulasmasini durdurarak ve embriyonik gelisimi baskilayarak hayvanlarda g¢esitli

problemler meydana getirmektedir (D611 ve Dénicke; 2011)( Sekil 2.3.2.1).

Cesitli klinik arastirmalar ve hayvan deneyleri zearalenonun yapisal ve fonksiyonel
sperm kusurlarina neden olarak; sperm sayisinin azalmasina, sperm hareketliliginin
diismesine ve sperm morfolojisinin degismesine neden oldugunu gostermistir. Testis
agirhginda azalma ve germ hiicrelerinde apoptoz gibi c¢esitli sorunlara da yol acarak
erkek tireme fonksiyonlarin1 olumsuz yonde etkiledigi belirtilmistir (Kim ve dig., 2003;
Yang ve dig., 2007a; Yang ve dig., 2007b; Zinedine ve dig., 2007; Nones, 2013).
Yapilan baska caligmalarda zearalenonun testislerdeki seminifer tiibiillerin arasinda
kalan, intersitisiyal alanda konumlanmis, testosteronun sentezinden ve salgilanmasindan
sorumlu olan Leydig hiicrelerinde cesitli hasarlar meydana getirerek testosteron
sentezini inhibe ettigi ve buna bagli olarak spermatogenezi, sperm olgunlagmasini ve
seksiiel davranislar1 olumsuz yonde etkiledigi bulunmustur. (Kim ve dig.,2003; Yang ve
dig.,2007a). Ayrica zearalenonun karsinojenik, mutajenik, teratojenik ve genotoksik

etkilerinin de oldugu bilinmektedir (Zinedine ve dig.,2007).
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Hayvan Saglig1 ve Performansi

e Protein Sentezi

e Immun Sistem

Karaciger ve Dalakta #
Degisiklik

Oosit Olgunlagmasi

1 8

GoOnulli Yem Tiketimi

X

e Steroit Sentezi

KISIRLIK

e Uterusta Degisiklikler
e Embriyonik Gelisim

Metabolik Kullanilabilir Toksin ve Gidalar
[ ]

Fusarium Toksinleriyle Kontamine Olmus Hayvan Yemleri

Sekil 2.3.2.1: Fusarium toksinleriyle beslenen hayvanlarda meydana gelen degisiklikler
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2.4. OKSIDATIF HASAR VE ANTIOKSIiDAN SISTEM

Serbest radikaller, besinlerin oksijen kullanilarak enerjiye doniigiimii sirasinda meydana
gelir ve dis orbitalinde tek sayida ortaklanmis elektron tasiyan, elektrik yiikli veya
yiiksiiz olabilen, kisa omiirlii reaktif maddelerdir. Serbest radikaller, radikal olmayan
maddeler ile reaksiyona girerek yeni radikaller olusturup zincir reaksiyonu baslatarak
DNA, lipit ve protein gibi hiicrenin devamlilig1 i¢in gerekli olan bilesenlere zarar verir.
Metabolizma sirasinda serbest radikal kaynagi olarak bilinen oksijen molekiilleri son
derece reaktif olan ara iirlinleri olusturur. Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest
radikaller, oksijenden olusan radikallerdir (Diplock, 1998). Bunlar siiperoksit anyonu,
hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve tekli oksijendir.

Serbest radikaller hiicrelerde ekzojen ve endojen kaynakli olabilirler. Iyonize ve
ultraviyole radyasyon, hava kirliligi, alkol, uyusturucu gibi bagimlilik yapicit maddeler,
karbon tetrakloriir, parasetamol gibi ilaglar ve sigara toksinleri ekzojen kaynakli serbest
radikallerdir. Asir1 fiziksel egzersiz, stres, yaslanma, doku hasar1 ve kronik hastaliklar
endojen kaynakli serbest radikalleri olusturur. Serbest radikaller hiicre membran
proteinlerini  yikarak hiicreleri oldiirebilmekte, DNA’ya zarar vererck DNA’y1
mutasyonlara acgik hale getirmekte, bagisiklik sistemi hiicrelerini etkileyerek
zayiflatmaktadir. Stiren hiicre ve doku hasari1 sonucu hastaliklar ortaya c¢ikmaktadir
(Young ve Woodside, 2001; Wei ve Pang, 2005; Gokpinar ve dig., 2006; Hasimi, 2006;
Sivrikaya, 2007; Demircan ve dig., 2005).

Reaktif oksijen tiirlerinin zararlarina karsilik viicutta farkli dogal savunma sistemleri
serbest radikalleri kontrol altinda tutmaktadir. Serbest radikallerin neden oldugu
oksidasyonlar1 dnleyen serbest radikalleri yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip
maddelere “antioksidan” denir. Serbest radikallerin olusum hizi ve onlarin
antioksidanlar tarafindan nétralize edilmesi arasinda bir dengenin olmas1 beklenir. Bu
sekilde hiicre serbest radikallerin olumsuz etkilerinden korunur. Eger bu denge serbest
radikaller lehine bozulursa, yani yapimdan daha yavas nétralize edilirse, hiicrede serbest
radikaller artar. Serbest radikallerin hiicrede artist ve hiicre fonksiyonlar1 iizerinde
yaptiklart olumsuz etkiye ise (oksidatif hasar) “oksidatif stres” denir. Ayrica oksidatif
stres; hiicresel antioksidan diizeyinin, reaktif oksijen diizeylerine kars1 yetersiz kalmasi

sonucu, toksik bir etkinin baslamasi olarak da tarif edilir. Bu durum ya antioksidan
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savunmalarin yetersizligi, ya reaktif oksijen tiirlerinin asir1 iiretimi, ya da her ikisinden
dolaytr olmaktadir (Halliwell ve Chirico, 1993). Antioksidanlar radikal olugumunu
Onleyici, olusan radikali tutucu ve olusan hasar1 onarici/hiicreyi yenileyici
antioksidanlar olmak iizere 3 gruba ayrilmistir. Ilk asamada onleyici antioksidanlar
radikal olusmasini engellerler. Engellenemeyen antioksidanlar radikal yakalayicilar
tarafindan tutularak zincirin baslamasi veya ilerlemesi durdurulur. Durdurulamayan
radikaller hiicreye zarar vermisse, onarici/yenileyici antioksidanlar devreye girerler ve
hiicreleri onararak ya da yenileyerek hastaliklarin olusmasina engel olurlar (Willcox ve

dig., 2004)(Sekil 2.4.1.).

Onleyici Antioksidanlar Radikal Yakalayici Onarict/ Yenileyici
antioksidanlar Antioksidanlar
Siiperoksit Dismutaz C Vitamini E Vitamini Lipaz
Glutatyon Peroksidaz Urat Ubikinol Proteaz
Metallerle Kompleks Albumin Karotenoidler DNA Onarict
Yapici Proteinler Flavonoidler Enzimler
Transferazlar

| i |

Radikal Zincir Zincir Zarar1 onararak
olusumunu bagamasini ilerlemesini/zincir dokular1 yeniden
Onleyerek Onleyerek sonunu bozarak diizenleyerek

| |

Serbest Lipit Zincir
Baglatici P radikal radikali oksidasyonu Zarar H Hastalik

Sekil 2.4.1: Antioksidan gruplar ve 6zellikleri (Willcox ve dig., 2004).

Antioksidanlar1 organizmadaki etki mekanizmalari ve lokalizasyonlarina gore de
simniflandirmak miimkiindiir. Endojen kaynakli (hiicre i¢) antioksidanlar; siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon S-transferaz
(GST) ve sitokrom oksidaz (Sit O)’dir. Siiperoksit dismutaz enzimi, siiperoksit

anyonunun, hidrojen perokside (H;0;)’ye oksijene doniisiimiinii katalizle ederek bu
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radikallerin etkisini azaltmaktadir (Koca ve Karadeniz, 2005). Peroksizomlarda lokalize
olmus katalaz enzimi hidrojen peroksiti oksijene ve suya parcalayan reaksiyonu
katalizler (Duthie ve dig., 1989). GPx, hem lipit peroksidasyonunun baslamasini onler,
hem de lipit peroksidasyonu sonucu olusan lipit hidroperoksitlerin metabolizmasini
saglar. Hidroperoksitlerin rediikte olmasi ile meydana gelen okside glutatyon (GSSG),
glutatyon rediiktaz (GR)’1n katalizledigi reaksiyon ile tekrar glutatyon (GSH)’a doniistir
(Delibas ve Ozcankaya, 1995; Simsek, 1999; Burgak ve Andican, 2004). GST, sisteinin
stilfiir atomu tizerinden c¢esitli elektrofillere glutatyonu aktaran proteindir (Boyer, 1989).
Organizmanin  biitiin ~ hiicrelerinde ~ bulunan  glutatyon  zararli  bilesiklerin
etkisizlestirilmesinde kullanilan non-enzimatik bir molekiildir. Ekzojen kaynakli
antioksidanlar (hiicre dis1) arasinda ise; transferin, bilirubin, mukus, eritrositler ve

askorbik asit gibi enzim sistemleri sayilabilir (Sekil 2.4.2.).

="
Fe -

S0OD Katalaz
_—— [0r | ———— [H0, | > |H:0

GSSG

Vitamin E S0D
Vitamin C

GSH

H:02

Sekil 2.3.2: Antioksidan sistemde yer alan bazi enzimler (Li ve dig.,
2003)
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu ¢alismada, zearalenon 24 saat boyunca farkli dozlarda TM3 Leydig hiicre soyuna
uygulanmistir. Zearalenon belirlenen bu dozlara uygulanarak hiicre canlili§i, non
enzimatik hiicre i¢i bir antioksidan olan glutatyon miktar1 ve siiperoksitdismutaz,
katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksidaz gibi hiicre
ici enzimatik antioksidanlarin miktarlar1 biyokimyasal yontemler kullanilarak

spektrofotometrik olarak Sl¢iilmiistiir.

3.1. KULLANILAN HUCRE SOYU VE HUCRE KULTURU

Deneyde kullanilan TM3 Leydig hiicre soyu 11-13 giinliik farelerin Leydig
hiicrelerinden elde edilmis tiimorik olmayan bir hiicre soyudur. Laboratuvarimiza
ATCC (American Type Culture Collection): The Global Bioresource Center’dan
getirilmis olup in vitro kosullarda haftada iki-li¢ kez diizenli pasajlar1 yapilarak
yetistirilmektedir. Hiicreler %5 At Serumu, %2,5 Foétal Sigir Serumu, 2.5 mM L-
Glutamin, 0.5 mM Sodyum Pirtivat, 1.2 g/L Sodyum Bikarbonat, 15 mM HEPES ve
PSA (Penisilin-Streptomisin-Amfoterin) ilave edilmis 50:50 DMEM/F12 Kkiiltiir
medyumunda, %5 CO, ve %95 hava igeren nemli ortamda, 37°C’de inkiibe edilerek

yetistirilmektedir.

3.2. HUCRELERIN PASAJ ISLEMI

Deneyde kullanilan hiicreler, yetistirildikleri kiiltiir kaplar1 i¢inde yeterli yogunluga
eristiklerinde haftada iki-ii¢ defa diizenli pasajlar1 yapilmaktadir. Bu amacla, hiicreler
tripsinle 37°C’de 3 dakika muamele edildikten sonra pipetaj yapilarak toplamr ve
santrifiij tiipline aktarilir. 1500 g’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra, slipernatant
atilir. Dipte bulunan hiicre ¢okeltisi iizerine uygun kiiltiir medyumu ilave edilerek, her

deney icin gerekli sayida hiicre kiiltiir kaplarina ekilir.
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3.3. ZEARALENON KONSANTRASYONLARININ HAZIRLANMASI

Zearalenonun TM3 Leydig hiicre soyu iizerine uygulanan konsantrasyonlari, toksikoloji
caligmalarinda siklikla kullanilan NOEL (hi¢bir yan etkinin gozlenmedigi seviye) ve
LOEL (en disiik etkinin gozlemlendigi seviye) degerleri kullanilarak belirlenmistir
(Shin ve dig., 2009). Domuzlarda belirlenen NOEL ve LOEL degerinin plazmadaki
konsantrayonlarinin (Cp) degerini bulabilmek i¢in; oral yolla viicuda alindiktan sonra
kan dolasiminda bulunabilecek olan zearalenon miktar1 viicuttaki dagilim hacmi (Vd) ve
biyoyararlanom (F) gibi temel farmakokinetik parametreler esas alinarak ortaya
¢ikarilmigtir (Dhillon ve Gill, 2006).

Plazma konsantrasyon miktari (Cp)xDagilma hacmi(Vd)
Oral alinan doz (D) =

Biyoyararlanimi (F)
(3.3.1)

Tim deneyler boyunca uygulanan konsantrasyonlar %0,1 DMSO igeren kiiltiir
medyumunda her giin taze olarak hazirlandi. Haziranan 1,2 nM ve 6 nM’lik zearalenon
soliisyonlart 0,2 um milipor filtre ile steril edilerek TM3 Leydig hiicrelerine 24 saat

boyunca uygulanmistir.

Tablo 3.3.1: Kontrol, 1,2 nM ve 6 nM uygulanan deney gruplari.
ZEARALENON

Kontrol Grubu (K) %0,1 DMSO igeren kiltir medyumu

1,2 nM Zearalenon

1,2 nM w
%0,1 DMSO igeren kiltiir medyumu

6 nM Zearalenon
6 nM 4
%0,1 DMSO igeren kiltiir medyumu
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3.4. HUCRE COGALMA HIZI

3.4.1. MTT Hiicre Canlilik Testi

Uygun kosullarda ¢ogalmaya birakilan hiicreler flask yiizeyini %70 oraninda
kapladiklar1 zaman Tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask tabanindan kaldirilmistir.
Trypan blue boyasi ile boyanan hiicreler, Thoma lam1 yardimiyla 3 kez sayilarak MTT
hiicre canlilik testi i¢cin 96 kuyulu kiiltiir kaplarina kuyu basma 5000 hiicre olacak
sekilde ekildi. %0,1 dimetil siilfoksit (DMSO) igeren kiiltiir medyumunda hazirlanmis
zearalenon hiicrelere 24 saat uygulanarak 37°C COz2 inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.
Deney siirelerinin tamamlanmasiyla, her bir kuyucuga 10 ul MTT I soliisyonu
eklenmistir ve kiiltiir kaplar1t MTT boyasinin suda ¢oziinmeyen formazan kristalleri
haline doniistiiriilebilmesi i¢in 4 saat 37°C’de COz2 inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.
Canli hiicreler tarafindan olusturulan formazan kristallerinin ¢oziilmesi i¢in her bir
kuyucuga 100 pul MTT II soliisyonu (SDS) eklenmis ve bir gece boyunca CO;
inkiibatoriinde birakilmistir. Bu siire sonunda hiicrelerin optik yogunluklart ELISA
cihazinda 540 nm dalga boyunda okutulmustur. Test maddesi ile muamele edilmeyen
kontrol hiicre canlilifi %100 olarak kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlari

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

3.5. BIYOKIMYASAL YONTEMLER

Deneysel uygulamalar sonunda 6 kuyulu kiltiir kaplarma ekilen hiicreler (5x10°)
kaldirilarak, Tris-HCI tamponuna (pH:7,2) alindi. Daha sonra ultrasonikator ile sonike
edilerek hiicrelerin membranlarmin pargalanmasi saglanmig ve elde edilen hiicre
siispansiyonu 14000 g’de Niive marka sogutmali santrifiijde santrifiij edilerek
stipernatant alindi. Alinan siipernatantlar, total protein miktarinin, glutatyonun (GSH)
antioksidan enzimler olan siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GPx) ve glutatyon S-transferaz (GST) enzimlerinin o6lgiilmesi igin
kullanildi.

3.5.1. Total Protein Tayini

Total protein tayini Lowry ve dig., (1951) yontemine gore yapildi. Deneyin prensibi

fosfomolibdotungstik asit ¢ozeltisinin (Folin-Ciocalteau belirteci) tirozin bakiyeleri ile
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reaksiyona girerek mavi bir renk olusturma esasina dayanir. Bu mavi renk 660 nm dalga

boyunda absorbans verir.

3.5.1.1. Kullanilan Cozeltiler

A Reaktifi: 0,1 N NaOH iginde %2 (w/v) Na,CO3

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

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

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

hazirlanir ve 1giktan korunur.

3.5.1.2. Uygulama

Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

DENEY KARISIMI ORNEK(ml) KOR(ml)
Hiicre Ekstresi 0,1 mi —

Tris Tamponu — 0,1 ml

C Reaktifi 1mi 1mil

D Reaktifi 0,1 mil 0,1 ml

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

spektrofotometrede kore kars1 okundu.

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

kullanilarak okunan absorbaslara denk diisen protein miktar1 hesaplanmastir.




21

3.5.2. Siiperoksit dismutaz (SOD) Tayini

Stiperoksit dismutaz enzimi gosterilmesi i¢in Marklund ve Marklund (1974)’un yontemi
kullanildi. Deneyin prensibi pyrogalloliin otooksidasyonunun SOD enzimi tarafindan

inhibe edilmesi esasina dayanir.

3.5.2.1. Kullanilan Cozeltiler
0,05 M Tris Tamponu (pH 8,5)
20 mM Pyrogallol

3.5.2.2. Uygulama

Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

DENEY KARISIMI ORNEK(ml) KOR(ml)
Hiicre Ekstresi 0,05 ml —

Tris Tamponu 1,4 ml 1,45 ml
Pyrogallol 0,05 ml 0,05 mi

Omnek ve kor tiiplerindeki absorbans degisimi ¢ozeltiler konduktan sonra 3 dakika

boyunca 30 saniye araliklarla 420 nm’de spektrofotometrede okunur.

3.5.2.3. Hesaplama

Koriin absorbans degisimi: AA

Ornegin absorbans degisimi: AB

Agon — Aj Bson — B;
A =22 Tk (3521) Ap=—=22 Tk (3522)
Tson- Tiik Tson — Tk
, o , (AA - AB)x 100
SOD un %50 inhibisyon miktar1 = (3.5.2.3)

AA x50
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3.5.3.Katalaz Tayini

Katalaz gosterilmesi i¢in Sinha (1972)’nin yontemi kullanildi. Katalaz enzimi hiicre i¢in
cok zararli olan hidrojen peroksidi (H>O>) su ve molekiiler oksijene doniistiiriir. Deney
prensibi  H,O,’nin dikromat/asetik asit belirteci ile olusturdugu koyu mavi-mor
cokeltinin kaynatilarak agik yesil renge doniistiiriilmesi esasina dayanir. Bu agik yesil

renk 570 nm dalga boyunda absorbans verir.

3.5.3.1. Kullanilan Cozeltiler

0,01 M Sodyum Fosfat Tamponu (pH 7)

2 M H,0,

Dikromat/asetik asit belirteci: 5 gr potasyum dikromat 100 ml ultrasaf suda ¢6ziiliir. Bu

karisima yavagga 300 ml glasiyal asetik asit eklenir.

3.5.3.2. Uygulama
Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

DENEY KARISIMI ORNEK(ml) KOR(ml)
Hiicre Ekstresi 0,1 ml —
Tris Tamponu — 0,1 ml
Sodyum Fosfat Tamponu 0,5 ml 0,5 mi
H20, 0,4 ml 0,4 ml
Dikromat/Asetik Asit Belirteci 0,2 ml 0,2 ml

Ornek ve kor tiiplerine sodyum fosfat tamponu, H,O; ve hiicre siispansiyonu konduktan
sonra tlipler hafifce calkalandi. Daha sonra dikromat/asetik asit belirteci eklenir ve
tiipler 10 dk kaynayan su banyosunda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra tiipler
sogutularak 570 nm dalga boyunda kore kars1 okunur.

3.5.3.3. Hesaplama

Aprnek X df x VToplam

Tiiketilen H,0, = (3.5.3.1.)

emM x LP X Vynek
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H,0; icin molar ekstinksiyon katsayisi: gmm= 1.88x10*M *cm?

Vioplam: TOplam hacim

Vsmek: Kullanilan 6rnek hacmi
Asmei. Ornek absorbansi

df: Sulandirma katsayisi

LP: Isik yolu

3.5.4. Glutatyon peroksidaz (GPx) Tayini

Glutatyon peroksidaz gosterilmesi i¢in Hafeman ve digerlerinin (1974) yontemi
kullanildi. Bu deney prensibi GPx enzimi tarafindan tiiketilen glutatyonun 5,5'-Dithio-
bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) belirteci ile 412 nm dalga boyunda olgiilebilir bir

bilesik olusturma esasina dayanir.

3.5.4.1. Kullanilan Cozeltiler

0,4 M Sodyum Fosfat Tamponu (pH 7) (0,4 mM EDTA igerir)

2 mM Rediikte glutatyon

10 mM Sodyum azid

1,25 mM H,0,

DTNB belirteci: 40 mg DTNB 100 ml %1 sodyum sitrat i¢inde ¢oziiliir. Bu belirteg
1siktan korunur.

%10 Triklorasetik asit (TCA): 0.25 N HCl i¢inde hazirlanir.

0,4 M Sodyum fosfat soliisyonu (Na;HPO,)

3.5.4.2. Uygulama
Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.
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DENEY KARISIMI ORNEK(ml) KOR(ml)
Hiicre Ekstresi 0,15 ml —

Tris Tamponu — 0,15 ml
Sodyum Fosfat Tamponu 0,5 ml 0,5 ml
Rediikte glutatyon 0,5 ml 0,5 ml
Sodyum azid 0,25 ml 0,25 mi
Ultrasaf su 0,6 ml 0,6 ml

Ormnek ve kor tiiplerine deney karisimi konduktan sonra tiipler 5 dakika 37°C’de inkiibe
edilir. Daha sonra 0,5 ml H,O, eklenir ve 3 dk 37°C’de inkibe edilir. Bunun ardindan 1
ml TCA eklenerek 1500 g’de 5 dk santrifiij edilir. Siipernatanttan 0,2 ml alinir ve buna
0,2 ml Na;HPO, soliisyonu ve 0,1 ml DTNB eklenerek 412 nm dalga boyunda kore

kars1 okunur.

3.5.4.3. Hesaplama

Aprnek X df X VToplam

Tiiketilen glutatyon = (3.5.4.1.)

emM x LP X Vypnek
DTNB i¢in molar ekstinksiyon katsayist: gmm= 13600 Micm?

Vigplam: TOplam hacim

Vsmek: Kullanilan 6rnek hacmi
Asmek: Ornek absorbansi

df: Sulandirma katsayisi

LP: Isik yolu

3.5.5. Glutatyon-S-Transferaz (GST) Tayini

Glutatyon-S-transferaz (GST) gosterilmesi i¢in Habig ve digerlerinin (1974) yontemi
kullanildi. GST enzimi glutatyon ve 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) varliginda
Glutatyon-DNB konjugati olusturur. Deney prensibi olusan bu Glutatyon-DNB
konjugatinin 340 nm dalga boyunda absorbans vermesi esasina dayanir. Artan

absorbsiyon orani GST enzimi aktivitesi ile dogrudan iligkilidir.
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3.5.5.1. Kullanilan Cozeltiler

0,1 M Potasyum Fosfat Tamponu (pH 6,5)

0,1 M CDNB

0,2 M Rediikte Glutatyon

Deney Karisimi: 9,8 ml Potasyum Fosfat Tamponu
0,1 ml Rediikte Glutatyon
0,1 ml CDNB

Bu hazirlanan karisim 50 tiip i¢indir.

3.5.5.2. Uygulama

Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

DENEY KARISIMI ORNEK(ml) KOR(ml)
Hiicre Ekstresi 0,02 ml —

Tris Tamponu — 0,02 ml
Deney Karisimi 0,18 mi 0,18 ml

Ornek ve kor tiiplerindeki absorbans degisimi cozeltiler konduktan sonra 5 dakika

boyunca 60 saniye araliklarla 340 nm’de spektrofotometrede okunur.

3.5.5.3. Hesaplama
Dakikadaki absorbans degisimi: AA
emm: 5,3 M 'cm’!
Vigplam: TOplam hacim
Vsmek: Kullanilan 6rnek hacmi
Asmek: Ornek absorbanst
df: Sulandirma katsayisi
LP: Isik yolu
Ason — Ak

ANM=——7—¥#¥— 3.5.5.1.
Tson - Tilk ( )

(AAérnek - AAblank) X Vtoplam x df

GST spesifik aktivitesi =
spesifik aktivitesi emM X Vppey X LP

(3.5.5.2.)



26

3.5.6.Glutatyon (GSH) Tayini

Glutatyon tayini Ellman (1959)’nin yontemine goére yapildi. Bu yontem glutatyonun
5,5’-DTNB tarafindan oksitlenerek okside glutatyon ve 5-thio-2-nitrobenzoikasit (TNB)

olusumuyla TNB’nin 414 nm dalga boyunda absorbans vermesi esasina dayanir.

3.5.6.1. Kullanilan Cozeltiler
0,4 M Tris-HCI (pH 8.9)
3,4 mg/ml Ellman ayirac1 (DTNB)

3.5.6.2. Uygulama

Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

DENEY KARISIMI ORNEK(ml) KOR(ml)
Hiicre Ekstresi 0,1 mi —

Tris Tamponu — 0,1 ml
Tris-HCI 0,16 ml 0,16 ml
DTNB 0,004 ml 0,004 ml

Ornek ve kor tiiplerine Tris-HCI, DTNB ve hiicre siispansiyonu konduktan sonra 5 dk
karanlikta oda 1sisinda inkiibe edilir ve 5-10 dk i¢inde hemen 414 nm dalga boyunda

kore karst okunur.

3.5.6.3. Hesaplama

mmol _ AgrnekX Vtoplam x df

Tiiketilen glutatyon (3.5.6.1.)

ml emM X Vipper X LP
emv= 13,6 M 'cm’!

Vigplam: TOplam hacim

Vsmek: Kullanilan 6rnek hacmi

Asmei: Ornek absorbanst

df: Sulandirma katsayisi

LP: Isik yolu
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3.6. ISTATISTIK ANALIiZ

Deney gruplarinda, uygulanan doz zamana bagli olarak, hiicre canlilik testi total protein
miktari, glutatyon miktari, SOD enzimi, katalaz enzimi, GPx enzimi ve GST enzim
miktar1 saptandi. Daha sonra yapilan karsilastirmalarda ANOVA varyans analizinde
posthoc test olarak Tukey kullanildi. Sonuglarin degerlendirilmesinde p<0.001, p<0.01

ve p<0.05 anlamlilik seviyesi temel alindu.
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4. BULGULAR

4.1. HUCRE COGALMA HIZI BULGULARI

4.1.1.MTT Bulgulan

Zearalenonun iki farkli dozu TM3 Leydig hiicrelerinde 24 saat siirenin sonunda kontrol
ve deney gruplarindaki hiicre canliligindaki degisim hiicre canliligit MTT testi yapilarak
tespit edildi. Kontrol ve deney gruplarindaki % canlilik oranlar sekil 4.1.1.1°de
verilmistir. 24 saat siirenin sonunda kontrol grubu ve iki farkli deney grubu MTT
degerleri bakimindan karsilastirildiginda zearalenonun iki dozu kontrol grubuna gore
anlamli olarak artarken (p<0,001), 1,2 nM ve 6 nM zearalenon dozu arasinda ise

anlaml bir fark bulunamamuistir.

Hiicre Canhhgi

*k*
* k%
150- I
c
o
O 1004
—
£
(&] 504
R
o1 —

Kontrol Zea (1.2 nM) Zea (6 nM)

Sekil 4.1.1.1: Zearalenonun TM3 Leydig hiicrelerinde %
canlilik tizerine (doza bagh) etkileri (***: p<0,001).
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4.2. OKSIDATIF HASAR BULGULARI

4.2.1. Total Protein Miktari

TM3 Leydig hiicrelerinin sonunda kontrol ve deney gruplarinda spektrofotometrik
yontem kullanilarak hesaplanan total protein miktar1 sekil 4.2.1.1°de verilmistir. 24 saat
sonunda kontrol grubu ve zearalenonun iki farkli dozu total protein miktari bakimindan
karsilagtirildiginda kontrol grubuna gore zearalenonun iki farkli dozu olan 1,2 nM ve 6
nM dozlarinda anlamli bir artis gézlenirken (p<0,001), zearalenonun iki farkli dozu

arasinda ise anlamli bir faklilik gézlemlenmemistir.

Total Protein Miktari

k%%

**k%*

30+

20+

104

Mg protein/mi

KOI‘IItl'Ol Zea (1.2 nM) Zea (6 nM)

Sekil 4.2.1.1: Zearalenonun TM3 Leydig hiicreleri tizerindeki total
protein miktarina (doza bagli) etkileri (***:p<0,001)
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4.2.2.SOD Enzim Aktivitesi

TM3 Leydig hiicrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda
spektrofotometrik yontem kullanilarak hesaplanan SOD enzimi miktar sekil 4.2.2.1°de
verilmistir. 24 sonunda kontrol grubu ve 1,2 nM ve 6 nM olarak secilen zearalenon
dozlar1t SOD enzimi miktar1 bakimindan karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir fark
bulunmazken, kontrole gore 1,2 nM dozunda (p<0,05) ve 6 nM dozunda (p<0,001)

anlaml bir azalma gézlemlenmistir.

SOD Aktivitesi

*k*k

Unite/mg protein
o
N

Kor;trol Zea (1.2 nM) Zea (6 nM)

Sekil 4.2.2.1: Zearalenonun TM3 Leydig hiicreleri lizerindeki
stiperoksit dismutaz aktivitesine (doza bagli) etkileri (***:p<0,001, *:
p<0,05).
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4.2.3. Katalaz Enzim Aktivitesi

TM3 Leydig hiicrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda
spektrofotometrik yontem kullanilarak tiiketilen H,O, miktarina bagli olarak hesaplanan
katalaz enzimi miktar1 sekil 4.2.3.1°de verilmistir. 24 saat sonunda kontrol grubu ve
zearalenonun iki farkli dozu katalaz enzimi miktar1 bakimindan karsilastirildiginda
kontrol grubu ile 1,2 nM’lik zearalenon dozu arasinda, 1,2 nM ile 6 nM zearalenon
dozlar1 arasinda anlamli bir fark gozlemlenmezken, 6nM’lik zearalenon dozunda

kontrole gore anlamli olarak azalma gozlemlenmistir (p<0,001).

Katalaz Aktivitesi
*%k%k

2.0+
c
.E
o
1
Q. 1.54
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E
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e |
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Kontrol Zea (1.2 nM) Zea (6 NnM)

Sekil 4.2.3.1: Zearalenonun TM3 Leydig hiicrelerinde tiiketilen
H202 miktarina bagli olarak degisen katalaz enzimi aktivitesine
(doza bagh) etkileri (***:p<0,001).
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4.2.4. GPx Enzim Aktivitesi

TM3 Leydig hiicrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda
spektrofotometrik yontem kullanilarak tiikketilen glutatyon miktarina bagli olarak
hesaplanan glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi miktar1 sekil 4.2.4.1°de verilmistir. 24
saat sonunda kontrol grubu ve zearalenonun iki farkli dozu GPx enzimi miktar
bakimindan karsilastirildiginda 1,2 nM’lik zearalenon dozunda kontrole gore ve
zearalenonun iki farkli dozu olan 1,2 nM ve 6 nM dozlar1 arasinda anlamli bir farklilik
gbzlenmezken, 6 nM olan zearalenon dozunda kontrole gére anlamli bir azalma

gozlemlenmistir (p<0,01).

GPx Aktivitesi

* %

©

-

(4]
]

0.104

0.05

Tiketilen Glutatyon mM/mg protein

0.00

Kontrol Zea (1.2 nM) Zea ( 6 nM)

Sekil 4.2.4.1: Zearelenonun TM3 Leydig hiicreleri tizerindeki
glutatyon peroksidaz aktivitesine (doza bagh) etkileri (**:p<0,01).
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4.25.GST Enzim Aktivitesi

TM3 Leydig hiicrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda
spektrofotometrik yontem kullanilarak dakikada olusan CDNB-GSH kompleksinin
miktarina bagl olarak hesaplanan GST enzimi miktar sekil 4.2.5.1°de verilmistir. 24
saat sonunda kontrol grubu ve zearalenonun iki farkli dozu GST enzimi miktar
bakimindan karsilagtirildiginda 6 nM’lik zearalenon dozunun hem kontrol grubuna goére
anlaml olarak azaldig1 (p<0,001), hem de 1,2 nM’lik zearalenon dozuna gore anlaml
olarak azaldig1 gozlemlenmistir (p<0,01). Zearalenonun 1,2 nM dozunda ise kontrole

gore anlamli bir fark gozlemlenmemistir.

GST Aktivitesi

*k*

0.54

nM olusan CDNB-GSH
kompleksi/mg protein
=

0.0

Kontrol Zea (1.2 nM) Zea (6 nM)

Sekil 4.2.5.1: Zearalenonun TM3 Leydig hiicreleri tizerindeki
glutatyon S-transferaz aktivitesine (doza bagli) etkileri
(***:p<0,001, **:p<0,01).
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4.2.6. Glutatyon Aktivitesi

TM3 Leydig hiicrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda
spektrofotometrik yontem kullanilarak hesaplanan hiicre i¢i glutatyon diizeyleri sekil
4.2.6.1°de verilmistir. 24 saat sonunda kontrol grubu ve zearalenonun iki farkli dozu
glutatyon miktart bakimindan karsilastirildiginda kontrole grubuna goére 1,2 nM’lik
zearalenon dozunda ve zearalenonun iki farkli dozu olarak segilen 1,2 nM ve 6 nM olan
dozlar1 arasinda anlamli bir farklilik gbézlemlenmezken, kontrole gére 6 nM olan
zearalenon dozunda glutatyon miktari bakimindan anlamli bir azalma gézlemlenmistir
(p<0,01).
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5. TARTISMA VE SONUC

Glinlimiizde insan niifusunun artmasi, besin ihtiyacinin da paralel olarak artmasina
neden olmaktadir. Bu besin ihtiyacinin 6nemli bir kismini kargilayan tahillarin
Fusarium cinsi mantarlar tarafindan kontamine olmasi besin zincirine zearalenon gibi
zehirli metabolitlerin karismasma yol agar (CAST, 2003). Besinler yoluyla alinan
zearalenonun insan saglhigi tizerinde gesitli etkilerinin oldugu bilinmektedir (Wayne,
2007). Son yillarda saghkli ve kaliteli triinlerin tiikketilmesine yonelik tiiketicinin
bili¢lendirilmesi, gida giivenliginin 6nemli hale getirilmesi ve ¢esitli belirlenmelerin
yapilmasina ragmen bitkilerde, hayvanlarda ve insanlarda en sik karsilasilan toksin
cesidinin Fusarium cinsi mantarlar tarafindan {iretilmesi zearalenona olan ilgiyi
giniimiizde arttirmaktadir (Gajecki, 2002; Basmacioglu ve Ergiil, 2003; Zinedine ve
dig., 2007; Gromadzka ve dig., 2008).

Fazla miktarda viicuda alinan zearalenonun erkek iireme sistemini olumsuz ydnde
etkiledigi bilinmektedir (Kim ve dig., 2003; Yang ve dig., 2007a; Yang ve dig., 2007b;
Zinedine ve dig., 2007; Minervini ve dig., 2008; Hou ve dig., 2013; Lopez-Cassas ve
dig., 2012; Marin ve dig., 2013; Nones ve Scussel., 2013; Wang ve dig., 2012).
Zearalenon germ hiicrelerinde vakuol olugsmasina, spermin karakteristik 6zelliklerinin
(sperm hareketi, canliligi ve akrozom reaksiyonu) bozulmasina ve sperm kromatin
yapisinin denatiire olmasina neden olmaktadir (Tsakmakidis ve ark., 2006; Yang ve
ark., 2007; Benzoni ve ark., 2008). Zearalenonun testiste Leydig hiicreleri iizerindeki
olumsuz etkilerini goésteren in vitro ¢alisma sayisi ¢ok azdir (Yang ve dig., 2007b).
Ancak zearalenonun Leydig hiicrelerinde meydana getirdigi hasar sebebiyle serum
testosteron miktarmi diislirdiigli bilinmektedir. Ayrica steroidogenik yolakta gorevli
olan enzimlerin mRNA seviyelerinin azalmasina yol agar (Yang ve ark., 2007a).
Yukarida bahsedilen nedenler ve zearalenonun endokrin bozucu etkileri nedeniyle
zearalenona maruz kalmis bireylerde lireme sistemi etkilenerek infertilite meydana

gelmektedir.
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Gilinlik yasanttimizda sikca maruz kaldigimiz zearalenon gida maddelerinin
kontaminasyonu sonucunda insanlara ve diger canlilara beslenme yoluyla ulagsmaktadir.
Diinya’da gidalarla maruz kalinan giinliik zearalenon miktarlart Amerika’da 12 ve 69
ug/kg/va, Almanya’da 6.35 ng/kg/va, Fransa’da 8.3 ng/kg/va ve Kibris’ta 8.6 ng/kg/va
olarak Ongorilmistir (EFSA, 2011). Tirkiye’de ise Tirk Gida Kodeksi tarafindan
gidalarda bulunabilecek zearalenonun maksimum kontaminasyon siir degeri 20 pg/kg
ve 400 ug/kg araliginda tespit edilmistir (TGK, 2008). Bazi iilkelerde insanlarin
tiketimine sunulan musirli yiyecekler ve musir gevreginde 70ug/kg seviyesinde
belirlenen zearalenon dozu maymunlar {izerinde etkili olacak dozdan 400 kat, fareler
tizerinde etkili olacak dozdan 600 kat daha diisiiktiir. FAO/WHO tarafindan 6ngoriilen
zearalenonun maksimum tolere edilebilir gilinlik alim dozu ise 0,5 pg/kg/va’dir
(Mitterbauer ve dig., 2003). Ayrica toksikoloji ¢alismalarinda siklikla kullanilan NOEL
(Higbir etkinin goézlemlenmedigi doz) degeri domuzlarda 40 pg/kg/va olarak
belirlenirken yine domuzlarda LOEL degeri 200 upg/kg/va olarak belirlenmistir
(Zwierzchowski ve dig., 2006; Gajecka ve dig, 2011).

Bu ¢alismada segilen yiiksek zearalenon ve diisiik zearalenon dozlari, hi¢bir yan etkinin
gozlemlenmedigi deger olan NOEL degeri ve en diisiik etkinin gézlemlendigi deger
olan LOEL degeri goz Oniine alinarak belirlenmistir. Bulunan bu degerlerin oral olarak
viicuda alimini takiben plazmaya gecen zearalenon konsantrasyonu (C,)’nu bulabilmek
icin ise, zearalenonun viicuttaki dagilim hacmi (Vg), biyoyararlanimi (F) gibi ¢esitli
farmakokinetik degerlerin formiile edilmesi ile in vitro c¢aligma i¢in uygun hale
getirilmistir (Dhillon ve Gill, 2006; Shin ve dig., 2009). NOEL ve LOEL dozlarinin in
vitro’ya uyarlanmis hali kullanilarak elde edilen bu veriler deney gruplarina 24 saat

boyunca uygulanmuigtir.

Kouadio ve digerlerinin 2005 yilinda yaptiklart c¢alismada, insan kolon kanser
hiicrelerine (Caco-2), 1-150 pM konsantrasyonlari arasinda zearalenonun 72 saat
siireyle uygulanmasi sonucunda zearalenonun artan konsantrasyonlarinda hiicre canliligi
inhibisyonunun arttig1 tespit edilmistir. Yapilan baska bir ¢aligmada at ovaryumundan
izole edilmis graniiloza hiicrelerine 1x10%-1 uM konsantrasyon araliginda zearalenonun

72 saat siireyle muamelesi sonucunda 1x10“uM ve 1x10°uM zearalenon dozunda
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graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasinin kontrol gruplarina gére anlamli olarak arttig1 tespit

edilmistir (Minervini ve dig., 20006).

Zhu ve digerlerinin 2011 yilinda yaptiklar1 in vitro calismada domuz graniiloza
hiicrelerine 30, 60, 90 ve 120 uM zearalenon 24 saat siireyle uygulanmistir. Calisma
sonucunda 60, 90 ve 120 uM zearalenon uygulanan gruplar kontrole gore
kiyaslandiginda hiicre ¢ogalmasinda anlamli bir azalma tespit edilmistir. 2011 yilinda
Ayed ve digerlerinin yaptig1 ¢alismaya gore 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160 ve 180
UM zearalenonun 24 saat siireyle insan rahim servikal karsinoma (HeLa) hiicre soyuna
uygulanmas1 sonucu, artan toksin konsantrasyonuna bagli olarak hiicre canliliginin
kontrole gore azaldigi belirlenmistir. Prouillac ve digerlerinin 2012 yilinda yaptiklar
calismada, insan trofoblast hiicre soyuna (The Bewo) 1, 20, 25, 50 ve 100 pM
konsantrasyonlarda 48 saat silireyle zearalenon uygulanmistir. 48 saatlik uygulamanin
sonucunda 25, 50 ve 100 pM zearalenon dozlarinda hiicre canliliginin kontrole gore
anlaml bir sekilde azaldigr bildirilmistir. 2013 yilinda Bouaziz ve digerlerinin (2013)
yaptig1 ¢caligmaya gore yesil maymun bdbreginden izole edilmis hiicrelere (Vero) 5, 20,
40, 60, 80, 100 nM zearalenon 24 saat siireyle uygulanmistir. 24 saat sonunda yapilan
MTT deneyi ile zearalenonun artan konsantrasyonlarinin doza bagli olarak hiicre
canliligin1 anlamli bir sekilde azalttig1 tespit edilmistir. The Chang karaciger hiicre soyu
(CCL 13) ile yapilan in vitro bir ¢alismada, 0-200 uM konsantrasyon araliginda
zearalenonun 24 saat silireyle uygulanmasi sonucunda, artan zearalenon
konsantrasyonlarinda hiicre canliligindaki anlamli azalmanin 150 ve 200 uM zearalenon

dozunda gerceklestigi tespit edilmistir (Kang ve dig., 2013).

In vivo olarak yapilan bir ¢alismada iki yasindaki saglikli domuzlardan dort hafta
araliklarla alinan semen Ornekleri seyreltilerek 125 uM (disiik), 187,5 uM (orta), 250
uM (yiiksek) konsantrasyonlarinda zearalenon ve a-zearalenon uygulanmasi sonucunda
artan doza ve artan zamana bagli olarak sperm canliliginin azaldigr gozlemlenmistir
(Tsakmakidis ve dig., 2006). Yang ve arkadaslariin 2007 yilinda yaptiklart bir
caligmada intraperitonal yolla farelere yedi giin boyunca 25 pg/kg/va, 50 pg/kg/va ve 75
pg/kglva zearalenon ve a-zearalenol uygulanmistir. Calisma sonucunda hem zearalenon
hem de a-zearalenol uygulanan gruplarda sperm canliliginin artan doza bagh olarak

anlamli bir sekilde azaldig: bildirilmistir. Boeira ve digerlerinin 2012 yilinda yaptig1 bir
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calismada albino siganlara oral olarak 40 mg/kg verilen zearalenonun 48 saat sonra
yaptig1 etkiler incelenmistir. Calisma sonucunda, 48 saat sonrasinda canli spermatozoa

sayisinda azalma meydana geldigi tespit edilmistir.

Transforme edilmemis intestinal hiicreler (IPEC-J2) ile yapilan baska bir ¢alismada 0, 5,
10, 20 ve 40 uM zearalenon 48 saat siireyle hiicrelere uygulanmis ve deney sonucunda
10 uM zearalenon uygulanan grupta hiicre canliliginda kontrole gére anlamli bir artma
gozlenirken, 40 uM zearalenonun uygulandigi gruplarda hiicre canliliginda kontrole
gore anlamli bir azalma gézlenmistir (Wan ve dig., 2013). Raghad ve digerlerinin 2013
yilinda yaptiklart bir ¢aligmada ise, malignant olmayan fare hiicre soyuna (L20B) 0,039
ng/ml, 0,078 ng/ml, 0,156 ng/ml, 0,313 ng/ml, 0,625 ng/ml, 1,25 ng/ml ve 2,5 ng/ml
zearalenon 24 saat siireyle uygulanmistir. Deney sonucunda 2,5 ng/ml-0,625 ng/mi

konsantrasyonlarinda hiicre canlilifinda kontrole gore anlamli bir artis saptanmistir.

Yapilan bu in vitro ¢alismada, TM3 Leydig hiicrelerine zearalenonun 1,2 nM ve 6 nM
dozlarinin uygulanmasi sonucunda hiicre canliliginin iki dozda da anlamli olarak arttig1
tespit edilmistir. Bu veriler 1s181inda, Minervini ve digerlerinin 2006 yilinda yaptiklari
calismada, 1x10™ ve 1x10™ dozlarindaki zearalenon konsantrasyonlarinin at graniiloza
hiicrelerine uygulanmasiyla hiicre canliliginin anlamli olarak artmasi, Wan ve
digerlerinin 2013 yilinda yaptiklar1 baska bir calismada, IPEC-J2 hiicrelerine
uyguladiklar1 10 uM zearalenon dozunda hiicre canliligin1 anlamli olarak arttirmasi ile
paralellik gostermekle birlikte bunlara ek olarak Raghad ve digerlerinin 2013 yilinda
L20B hiicreleri ile yaptiklar1 ¢alismada, 0,625 ng/ml ve 2,5 ng/ml araligindaki tiim
dozlarin hiicre canliligini arttirmasi yapilan bu caligmada kullanilan 1,2 nM (0,371
ng/ml) ve 6 nM (1,860 ng/ml) dozlarinda hiicre canlilifin1 arttirmasi ile de paralellik
gostermektedir. Yapilan bu c¢aligmada, TM3 Leydig hiicrelerine uygulanan
zearalenonun meydana getirdigi artis, ¢cok yiiksek olmayan dozlarda zearalenonun
Ostrojenik etkisinden dolayr hiicre c¢ogalmasini pozitif yonde indiikledigini

diistindiirmektedir.

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engelleyici hiicresel yanit olarak birgok savunma
sistemi vardir. Bu savunma sistemlerinden biri olan antioksidan enzimler ROS’un
detoksifikasyonundan sorumludurlar ve bu enzimlerin artan aktiviteleri dolayli olarak

ROS iiretiminin arttigma isaret eder (Higuchi ve dig., 2008). Siiperoksit dismutaz
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(SOD) bu savunma sisteminde yer alan ve siiperoksit anyonu ile hidrojen peroksit
arasindaki reaksiyonu katalizleyerek molekiiler oksijen ve hidrojen peroksit olugmasini
saglar (Zhang ve dig., 2007). Boiera ve digerlerinin 2012 yilinda yaptiklar1 ¢alismaya
gore, albino farelere 1000 gr viicut agirligi basina 40 mg zearalenon uygulanmistir. 48
saat sonunda alinan karaciger, bobrek ve testis dokusunda zearalenon uygulanan tim
gruplarda SOD enzimi aktivitesinin anlamli olarak arttig1 tespit edilmistir. Ben Salah-
Abbes ve digerlerinin 2009 yaptigi calismada ise, 28 giin boyunca erkek farelere 40
mg/kg/va zearalenon uygulanmis ve c¢alisma sonucunda homojenize edilen testis
dokulari, SOD enzim miktar1 bakimindan incelendiginde SOD enzimi miktarinin
kontrole gore anlamli olarak azaldig1 tespit edilmistir. Farelere 28 giin boyunca giinliik
olarak uygulanan 40 mg/kg zearalenonun uygulandig1 baska bir ¢alismada, karaciger
dokusunda SOD enzim miktarinin kontrole gore anlamli olarak azaldigi tespit
edilmistir. (Salah- Abbes ve dig., 2009). Stadnik ve digerlerinin 2010 yilinda siganlarla
yaptiklar1 bagka bir ¢alismada, ilk gruba 24 saatte tek doz olarak 1, 2, 3 mg/kg, ikinci
gruba ise; 10 gilin boyunca giinde bir defa olmak {izere 50, 100, 200, 500 pg/kg olacak
sekilde zearalenon uygulanmistir. Sonug olarak, ilk gruptaki karaciger dokularinda SOD
enzimi miktarinda anlamli bir degisiklik olmazken, ikinci gruptaki zearalenonun 200
ug/kg ve 500 pg/kg olarak uygulandigi hayvanlarin karaciger dokusunda SOD enzimi

miktarinda anlamli bir azalma meydana geldigi goriilmistiir.

TM3 Leydig hiicreleri ile yapilan bu ¢alismayla, zearalenonun 1,2 nM ve 6 nM olarak
24 saat siiresince uygulandig1 gruplarda SOD enzim miktarinin anlaml olarak azaldig:
gozlemlenmistir. Boiera ve digerlerinin yaptigi ¢alismadan farkli olarak Ben Salah-
Abbes ve digerlerin (2009), Salah Abbes ve digerlerinin (2009)’in yaptiklari ¢aligmalar
ile de paralellik gosteren bu ¢alisma, Stadnik ve digerlerinin (2010) verilerine ek olarak,
zearalenonun siiperoksit anyonu ile hidrojen peroksit arasindaki reaksiyonu
katalizleyerek molekiiler oksijen ve hidrojen peroksit olusumuna yol agtigi ve bunun
sonucunda uygulanan diisilk dozlarda bile TM3 Leydig hiicreleri iizerinde toksik

etkisinin oldugunu diisiindiirmektedir.

Katalaz, hidrojen peroksiti ortadan kaldirmada goérev alan antioksidan enzimlerden
biridir. Bu enzim iki hidrojen peroksit molekiiliinii reaksiyona sokarak su ve O;

olusumunu saglar ve genel olarak peroksizomlarda bulunur (Cederbaum ve dig., 2009).
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Ayrica katalaz enzimi aktivitesi sliperoksit radikali tarafindan inhibe edilir (Kono ve
Fridovich, 1982). Farelere 28 giin boyunca giinlik olarak 40 mg/kg zearalenon
uygulanan galismada, karaciger dokusunda katalaz enzim miktarinin kontrole goére
anlamli olarak azaldig1 belirtilmistir (Salah- Abbes ve dig., 2009). Ben Salah- Abbes ve
digerlerinin 2009 yilinda yaptiklar1 baska bir ¢alismada ise, 28 giin boyunca erkek
farelere 40 mg/kg/va zearalenon uygulanmasi sonucunda homojenize edilen testis
dokusu katalaz enzim miktar1 bakimindan incelendiginde, kontrole gére anlamli bir
azalmanin oldugu tespit edilmistir. Boeira ve digerlerinin 2012 yilinda yaptiklar1 bir
caligmada, albino farelere 40 mg/kg/va zearalenon uygulanmistir. Deney gruplarindan
48 saat sonunda alinarak homojenize edilen karaciger, bobrek ve testis dokularinda
katalaz aktivitesindeki degisikilik incelendiginde, testis ve karaciger dokularinda
anlamli bir farklilik gozlemlenmezken, bobrek dokusundaki katalaz aktivitesinde

anlamli bir artma meydana gelmistir.

Vero hiicreleriyle yapilmis bagka bir calismada ise, hiicrelere 40, 60, 120 pM
zearalenon uygulanmistir. 24 saat sonunda hiicrelerin Katalaz enzimi aktivitesi yani
hiicrede olusan H,O, miktarinin artan doza bagli olarak anlamli bir sekilde arttig1 tespit
edilmistir (Abid- Essefi ve dig., 2012).

Bu ¢alisgmadan elde edilen bulgular sonucunda, 24 saat sonunda kontrol grubu ve
zearalenonun iki farkli dozu katalaz enzimi miktar1 bakimindan karsilastirildiginda
kontrol grubu ile 1,2 nM’hik zearalenon dozu arasinda anlamli bir fark
gozlemlenmezken, 6 nM’lik zearalenon dozunda kontrole gore anlamli olarak azalma
gozlemlenmesi sonucu in vivo olarak Ben Salah Abbes ve digerleri (2009) ile Salah
Abbes ve digerleri (2009)’nin yaptiklar1 in vivo olarak yaptigi ¢alismayla paralellik
gostermektedir. Bunlara ek olarak bu ¢alisma Abid- Essefi ve digerlerinin 2012 yilinda
yaptig1 in vitro caligma ile de paralellik gosteriyor olup katalaz enzim miktarinin
azalmasi, ortamda hidrojen peroksit olustugunu (Yildirim, 2014) ve hidrojen peroksit
olusumu sonrasinda ortaya ¢ikan bu toksisiteyi onlemek i¢in de katalaz enziminin

kullandigin1 gostermektedir.

Glutatyon S-transferaz (GST) substrat olarak GSH’1 kullanan, elektrofilikbilesiklerin ve
GPx ile benzer sekilde lipit hidroperoksitlerin detoksifiye edilmesinde rol alan bir hiicre

ici bir antioksidan enzimdir (Piner, 2009). Salah-Abbes ve digerlerinin yaptiklart bir
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calismada, 28 giin boyunca farelere 40 mg/kg zearalenon uygulanmistir. Calisma
sonucunda ise, homojenize edilen karaciger dokusunda zearalenon uygulanmis gruptaki
GST enzimi miktarinin kontrole gore anlamli olarak azaldigi belirtilmistir (Salah-
Abbes ve dig., 2009). Boeira ve digerlerinin yaptiklar: ¢alismada ise, albino farelere oral
olarak tek doz olmak tizere 40 mg/kg/va zearalenon uygulanmistir. Sonug olarak;
karciger, bobrek ve testis dokusundaki GST enzimi miktar1 incelendiginde,
karacigerdeki GST enzim miktarininda anlamli bir degisiklik olmadig1 ancak bébrek ve
testis dokularindaki GST enzim miktarinin anlamli olarak azaldigi tespit edilmistir.
Yapilan baska bir ¢aligmada, 14 giin boyunca Balb/c farelerine giinliik olarak 50, 100,
200 pgl/kglva zearalenon oral yolla uygulanmistir. Sonug olarak, homojenize edilen
karaciger dokusunda GST enzimi miktarinin artan doza bagli olarak anlamli bir sekilde

azaldig belirlenmistir (Chatopadhyay ve dig., 2012).

Zearalenonun TM3 Leydig hiicreleri lizerindeki toksisitesini aragtirmak igin yapilmig bu
caligmada ise, uygulanan zearalenon dozlarinin (1,2 nM ve 6 nM) GST enzim miktarini
anlamli bir sekilde diistirdiigii tespit edilmistir. Salah-Abbes ve digerlerinin (2009),
Chatopadhyay ve digerlerinin (2012) caligmalarina ek olarak Boeira ve digerlerinin
yaptigi caligmayla da paralellik gosteren bu ¢aligma zearalenonun toksisitesine bagl
olarak ortaya ¢ikan lipit peroksitlerin GST enzimi tarafindan detoksifiye edildigini
diisiindiirmekte ve yine bu toksisiteye bagli olarak olusan reaktif ara triinlerin GST
enzimin reaktif bilesiklerin daha az reaktif olan bilesenlere doniisiimiinii katalizledigi

diisiincesini ortaya ¢ikarmaktadir.

Glutatyon peroksidaz (GPx), hiicredeki hidrojen peroksitin detoksifikasyonunda anahtar
rol oynayan bir enzimdir. Glutatyon peroksidaz, glutatyonun indirgeyici giiclinii
kullanarak hidrojen peroksitin ve doymamis yaglardan meydana gelen organik
hidroperoksitlerin deaktivasyonunu katalizler (Fantone ve Ward, 1985; Basaga, 1990).
Peroksitlerin indirgenmesini katalizleyen glutatyon peroksidaz enzimi hiicredeki
indirgenmis glutatyonu (GSH) yiikseltgenmis glutatyona (GSSG) doniistiirmektedir
(Frei, 1994; Akkus, 1995). Glutatyon peroksidaz glutatyonu hidrojen vericisi olarak
kullanarak hidrojen peroksiti elimine etmektedir. Bu reaksiyonlar, canli organizmada
oksidatif stresin zararli etkilerinden hiicresel membranlar1 korumaya yarar (Di Mascio

ve dig., 1991). Farelere 28 giin boyunca ginliik olarak 40mg/kg zearalenonun
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uygulandigi baska bir ¢alismada, testis dokusundaki GPx enzim miktarinin kontrole
gore anlamli olarak azaldigi belirtilmistir (Ben Salah-Abbes ve dig., 2009). Stadnik ve
digerlerinin 2010 yilinda farelerle yaptiklar1 baska bir ¢alismada ise, birinci guba; viicut
agirligi basma 1, 2, 3 mg/kg olarak zearalenon, ikinci gruba; 10 giin boyunca giinde bir
defa olmak fiizere viicut agirligi basina 50, 100, 200, 500 mg/kg zearalenon
uygulanmistir. Calisma sonucunda karaciger dokusunda Olgiillen GPx enzimi miktart,
birinci grupta anlamli olarak degismezken, ikinci gruptaki zearalenonun 500 pg/kg

olarak uygulandig1 gruplarda anlamli bir azalma oldugu saptanmustir.

Yapilan bu ¢alismada ise, TM3 Leydig hiicrelerinde zearalenonun GPx enzim
miktarinda 6 nM dozunda meydana getirdigi anlamli azalma, Ben Salah-Abbes ve
digerlerinin (2009) calismalarindaki GPx enzim miktarlarindaki anlamli azalmayla,
Stadnik ve digerlerinin 2010 yilinda yaptiklar1 ¢alismanin ikinci grubunda yiiksek doz
olarak (200 ug/kg/va ve 500 pg/kg/va ) farelere uygulanan zearalenon dozunun 24 saat
sonunda karaciger dokusunda meydana getirdigi GPx enzim miktarindaki anlamli
azalmaya da benzerlik gosteriyor olup meydana gelen bu azalmanin zearalenonun diisiik
dozlarda bile TM3 Leydig hiicreleri {izerindeki toksik etkisinden dolay:r hiicrede
meydana getirdigi lipit peoksidasyonu sonucu olusan lipit hidroperoksitlerin
metabolizmasini saglamada ve bu toksisiteyi ortadan kaldirmada GPx enzimini

kullandigini diistindiirmektedir.

Basta karaciger olmak iizere pek ¢ok dokuda yiiksek diizeylerde bulunan glutatyon
(GSH), glutamat, sistein ve glisinden sentezlenebilen bir tripeptitdir. Glutatyon, GST ve
GPx enzimleri tarafindan substrat olarak kullanilarak okside glutatyon (GSSG)’a
yiikseltgenir ve daha sonra NADPH"1 elektron kaynagi olarak kullanan GR enzimi ile
yeniden GSH’a indirgenir. GSH diizeyindeki degisimler canlinin detoksifikasyon
yeteneginin énemli bir indikatorii olabilir. Glutatyon oksijen radikali yakalayici olarak
antioksidan savunmada Onemlidir (Durmaz Bekmezci, 2010) Zearalenonun yapilan
caligmalarla hiicre i¢i GSH diizeylerini azalttif1 ve bir kofaktoér olarak GSH gerektiren
cesitli enzimleri inhibe ettigi belirtilmistir. GSH diizeylerindeki bu zearalenona bagh
diisiise, diger antioksidan enzim miktarlarinin azalmasinin ve ROS {iretiminin asir1
artmasinin neden oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (Hassen ve dig., 2007;

Salah-Abbes ve dig., 2008; Chatopadhyay ve dig., 2012; Lee ve dig., 2013). Salah-
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Abbes ve digerlerinin 2008 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada, farelere 10 giin boyunca
oral olarak viicut agirligi basina 40 mg/kg zearalenon uygulanmistir. 10 giinliik ¢alisma
sonunda homojenize edilen karaciger ve bobrek dokusunda zearalenonun uygulanan
gruplarda kontrole gére anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir. Farelere 28 giin
boyunca giinliik olarak uygulanan 40 mg/kg zearalenonun uygulandigi baska bir
caligmada, karaciger dokusunda glutatyon enzim miktarinin kontrole gore anlamli
olarak azaldig: tespit edilmistir. (Salah- Abbes ve dig., 2009). Hassen ve digerlerinin
2007 yilinda insan karaciger kanser hiicre soyu olan HepG2 hiicreleriyle yaptig1 bir
calismada ise, hiicrelere 10, 50, 75, 100, 150, 200 pg zearalenon uygulanmis ve
hiicrelerin 3. ve 24. saatte glutatyon enzimi miktar1 ol¢lilmiistiir. Calisma sonucunda,
glutatyon enzim miktarinin artan zamana ve doza bagl olarak azalma gosterdigi
belirlenmistir. 2013 yilinda CCL 13 (The Chang karaciger hiicre soyu) hiicre soyuyla
yapilmis bir ¢alismada, hiicrelere artan dozlarda (10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM, 150
uM ve 200 uM) zearalenon uygulanmistir. Calisma sonucunda, glutatyon miktarinin 25
uM ve 200 uM dozlar arasinda kontrole goére anlamli olarak azaldigi saptanmis ve en
yiiksek doz olan 200 uM dozundaki azalmanin %71,1 oraninda oldugu belirlenmistir.

(Lee ve dig., 2013).

Zearalenonun TM3 Leydig hiicreleri iizerindeki toksik etkisini saptamak i¢in yapilmis
bu caligmada ise, uygulanan 1,2 nM dozu glutatyon miktarinda anlamli bir farklilik
olusturmazken, 6 nM dozunda ise anlamli bir azalma meydana getirmistir. Bu bilgiler
1s1¢inda bu galigma bugiine kadar yapilmig hem in vivo (Salah Abbes ve dig., 2008;
Salah Abbes ve dig., 2009) hem de in vitro galismalarla (Hassen ve dig., 2007; Lee ve
dig., 2013) paralellik gosteriyor olup bu bilgilere ek olarak zearalenonun serbest
radikaller ve peroksitlerin olusumu sonucunda onlarla reaksiyona girerek oksidatif hasar
kars1 korudugu ayrica siilfidril (-SH) gruplarini rediikte tutarak bu gruplari oksidasyona
kars1 korudugu diisiincesini ortaya c¢ikarmistir. Bunlara ek olarak, diisiik zearalenonun
diisiik dozlarda bile kofaktor olarak GSH gerektiren GST ve GPx gibi enzimlerin

aktivitelerini inhibe ettigini diistindiirmektedir.

Yapilan bu calismanin sonuglarina gore, zearalenonun hiicre i¢i non enzimatik bir
antioksidan olan glutatyonun miktarin1 azaltmasi ve yine hiicre i¢i enzimatik

antioksidanlardan olan SOD, CAT, GPx, GST gibi enzimlerin miktarlarini azaltmasi
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TM3 Leydig hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna yol ag¢tig1 ve oksidatif
hasar olusturdugu diisiincesini ortaya ¢ikarmistir. Bunlara ek olarak uygulanan diisiik
dozlarda (1,2 nM ve 6 nM) zearalenonun hiicre canliliginda anlamli olarak artma
meydana getirmesi zearalenonun diisiik dozlarda Gstrojenik bir metabolit olmasindan

dolay1 hiicre cogalmasini pozitif yonde indiikledigi diislincesini ortaya ¢ikarmistir.
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