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ÖZET 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

ZEARALENON’UN TM3 LEYDİG HÜCRELERİNDEKİ ANTİOKSİDAN 

ENZİM AKTİVİTELERİNE ETKİLERİ 

Mine CELEP 

İstanbul Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

Danışman: Prof. Dr. Melike ERKAN 

Bu çalışmada, zearalenonun testis TM3 Leydig hücrelerindeki antioksidan enzim 

aktivitelerine etkileri hücre canlılığı, hücre çoğalması, sitotoksisite, glutatyon miktarı ve 

antioksidan enzimler (katalaz, süperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-

transferaz)’in aktiviteleri belirlenerek araştırılması amaçlanmaktadır. 

Mikotoksinler besin ve yemlerin üzerinde yetişen mantarların metabolitleridir. 

Mantarlar uygun koşulların oluştuğu her ortamda doğal olarak üreyebilmektedir. Bu 

yüzden tüm insanlar ve hayvanlar mikotoksinlere mauz kalırlar. Tahılların hasatı ve 

depolanması sırasında üreyen mantarlar tarafından metabolik olarak üretilen bir 

mikotoksin çeşidi de zearalenondur. Zearalenon birçok tahılda bulunmakla birlikte, 

kontaminasyonu en çok buğday, arpa, yulaf, çavdar, darı ve pirinçte görülür. Yüksek 

miktarda zearalenon ile kontamine olmuş yemlerle beslenen hayvanların sütüne geçerek 

süt ve süt ürünleri ve peynirlerde bulunur. Böylece zearalenon insan ve hayvan sağlığını 

tehdit eden bir problem olarak karşımıza çıkar. 

Zearalenona maruz kalınması sonucunda mutajenik, karsinojenik, teratojenik, 

genotoksik, hepatotoksik ve hematotoksik etkiler görülmektedir. Zearalenon hücrede 

oksidatif strese bağlı olarak hücre fonksiyonlarında bozulmaya neden olmaktadır. 

Ayrıca üreme sistemi ve fonksiyonlarını da olumsuz yönde etkilemektedir. Zearalenon 

testis ağırlığının azalmasına, testikular ve epididimal sperm sayısının azalmasına, sperm 

hareketliliğinin azalmasına, sperm morfolojisinin değişmesine ve germ hücrelerinin 

apoptozuna neden olmaktadır. Bunlara ek olarak Leydig hücrelerinde testosteron 
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sentezinin azalmasına ve sayılan bu nedenlerden dolayı zearalenon infertiliteye neden 

olmaktadır. 

Zearalenonun 24 saat süreyle 1,2 n M ve 6 n M dozlarında TM3 Leydig hücrelerine 

uygulanmıştır. Leydig hücrelerinde hücre canlılığı, glutatyon miktarı, katalaz, 

süperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-transferaz gibi antioksidan 

enzimlerin miktarı ölçülmüştür. Bulgular hücre canlılığının arttığını, katalaz, süperoksit 

dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-transferaz gibi antioksidan enzimlerin ve 

non enzimatik bir antioksidan olan glutatyonun miktarını düşürdüğünü göstermiştir. Bu 

bulgular zearalenonun reaktif oksijen türlerinin (ROS) oluşumuna bağlı olarak hücre içi 

antioksidanları inhibe ettiğini göstermektedir. 

Mayıs, 2014, 66. 

Anahtar kelimeler: Zearalenon, TM3, Leydig hücresi, Antioksidan Enzim Aktivitesi. 
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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. 
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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, 

glutathıone-S-transferase, glutathıone peroxidase) rate were measured in Leydig cells. 

The results indicated that antioxidant enzymes and non enzymatic antioxidant 

glutathıone 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. 
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1. GİRİŞ 

Mikotoksinler; Aspergillus, Penicillium ve Fusarium cinsi mantar türleri tarafından 

üretilen mantar metabolitleridir (Blunden ve diğ., 1991). Dünya üzerinde toksik etkisi 

olduğu bilinen 400’den fazla mantar metaboliti bulunmaktadır. Ayrıca bu 

metabolitlerden %25’i çeşitli şekillerde kontaminasyona sebep olmaktadır (FAO, 1999). 

İnsanların ve hayvanların bu kontaminasyonla karşılaşması sonucunda çeşitli sağlık 

problemleri ortaya çıkmaktadır. Sağlık problemlerini oluşturan bu kontaminantlar 

arasında aflatoksin, sitrinin, okratoksin ve zearalenon gibi birçok mikotoksin 

bulunmaktadır. 

Zearalenon, non-steroidal östrojenik bir mikotoksin çeşidi olup, çeşitli Fusarium cinsi 

küf mantarları tarafından üretilen sekonder bir  metabolittir (Bennet ve Klich, 2003; 

Richard, 2007). Ayrıca zearalenon mantarlar tarafından üretildiği bilinen tek östrojenik 

metabolittir (Janssen ve diğ.,1997). Günlük hayatta sıkça tükettiğimiz ve beslenme 

alışkanlıklarımız yüzünden kaçınamadığımız zearalenonun mısır, arpa, buğday ve yulaf 

gibi tahıl gurubunda  kontaminasyonu fazladır (Girgin, 2001; Marin ve diğ., 2010). 

Bunlara ek olarak yüksek nem içeriği olan saman yığınlarında ve büyükbaş hayvan 

yemlerinde zearalenona sıkça rastlanmaktadır (Bennet ve Klich, 2003; Sabuncuoğlu ve 

diğ., 2008). Zearalenon hayvan yemlerinde yüksek miktarda bulunduğunda, bu yemi 

tüketen hayvanların etine, sütüne ve yumurtasına geçebilir. Bu yüzden zearalenona 

birçok hayvansal orijinli gıda ürününde rastlamak mümkündür (Sorensen ve Elbaek, 

2005; Huang ve diğ., 2014). Bu nedenle zearalenon tüm dünya ülkelerinde büyük bir 

problem olarak karşımıza çıkarak insan ve hayvan sağlığı açısından büyük sorunlar 

oluşturmaktadır (Dalcero ve diğ., 1997; Zinedine ve diğ., 2007).  

Yapılan birçok çalışmaya göre; zearalenonun gerçek mekanizması hakkında çok az bilgi 

bulunmaktadır (Gazzah ve diğ., 2013). Toksik bir madde olduğu bilinen zearalenonun 

hepatotoksik, hematotoksik, immunotoksik, genotoksik ve embriyotoksik etkilerinin 

olduğu saptanmıştır (Vesely ve Vesela; 1995; Zinedine ve diğ., 2007). Ayrıca 

zearalenon erkek üreme fonksiyonunu da etkilemektedir. Zearalenonun etkisi 
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sonucunda; üreme kapasitesinin düşmesi, testis ağırlığının azalması, testikular ve 

epididimal sperm sayısının azalması, sperm hareketliliğinin azalması, sperm 

morfolojisinin değişmesi, sperm kalitesinin düşmesi ve germ hücrelerinin apoptozu gibi 

çeşitli problemler ortaya çıkmaktadır. Ayrıca zearalenon Leydig hücrelerinde meydana 

getirdiği hasar sebebiyle serum testosteron miktarını düşürür ve spermatogenezi 

engeller (Yang ve diğ., 2007b). Bunlara ek olarak; zearalenonun serbest radikal 

oluşumunu tetikleyerek ve hücresel membran yapısını bozarak lipit peroksidasyonunu 

arttırdığı in vitro çalışmalarla gösterilmiştir (Yang ve diğ., 2007b; Abid-Essefi ve diğ., 

2004). 

Yapılan çeşitli hayvan deneylerine göre zearalenonun erkek üreme fonksiyonunu 

bozduğu bulunmuştur (Kim ve diğ., 2003; Tiemann ve Dänicke, 2007; Yang ve diğ., 

2007a; Zinedine ve diğ., 2007; Minervini ve Aquilla, 2008; Lopez-Casas ve diğ., 2012). 

Zearalenonun erkek üreme sistemi üzerindeki etkileri ile ilgili çok az in vitro çalışma 

bulunmaktadır (Yang ve diğ., 2007a). 

Bu çalışmada, zearalenonun Leydig hücrelerindeki antioksidan enzim aktivitelerine 

etkileri araştırılmıştır. Tezin “Genel Kısımlar” bölümünde testis, Leydig hücreleri, 

zearalenon ve oksidatif hasar ayrıntılı olarak anlatılmıştır. 

Tezin “Malzeme ve Yöntem” bölümünde laboratuarda uygulanan işlemler ayrıntılı 

şekilde anlatılmıştır. Yapılan bu işlemler sonucunda elde edilen veriler tezin “Bulgular” 

bölümde belirtilmiştir.  

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

veriler mevcut literatür bilgisi ile yorumlanarak sonuca varılmıştır.  

Bu çalışma, zearalenonun erkek üreme sisteminde testosteron üretimi gibi önemli bir rol 

üstlenen TM3 Leydig hücrelerindeki antioksidan enzim aktivitelerine etkileri enzimatik 

antioksidanlar ölçülerek hesaplanacak ve zearalenonun TM3 Leydig hücresi üzerinde 

oluşturduğu toksisite ortaya çıkartılacaktır. 
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2. GENEL KISIMLAR 

2.1.  TESTİSİN GENEL YAPISI 

Erkek üreme sistemi; sperm üreten ve androjenleri sentezleyen ve salgılayan 

testislerden; dışarıya spermatozoa taşınmasından sorumlu olan dış kanallar sistemini 

oluşturan epididimis, vaz deferans, ejekülatuar kanallar sistemi ve erkek üretrasının bir 

parçasından; yardımcı bezler olan vesikula seminalis, prostat bezi ve bulboüretral 

bezlerden ve penisten oluşur. Erkek üreme sistemi haploid erkek 

gametlerin(spermatozoa veya sperm) devamlı üretimi, beslenmesi ve geçici olarak 

depolanmasından; erkek seks hormonlarının (androjenler) sentezi ve sekresyonundan da 

sorumludur. 

Testisler; seminifer tübüller ve interstisiyal alandan meydana gelmektedir. Seminifer 

tübüllerin görevi; sperm üretimi ve spermlerin boşaltıcı kanallara taşınmasından 

sorumludur ve spermatogenik siklusun farklı evrelerinde bulunan farklılaşmamış germ 

hücrelerini ve Sertoli hücrelerini içerir. Destek hücreleri olarakta bilinen Sertoli 

hücreleri seminifer tübülün bazalinden lümenine kadar uzanır. Sertoli hücreleri 

göstermiş olduğu bu yapısal düzen sayesinde spermatogenik hücrelerle ilişki kurarak 

yapısal destek sağlar ve spermatogenezde önemli bir rol oynar (Munoz ve diğ., 2001; 

Mruk ve Yan, 2004). Ayrıca Sertoli hücreleri komşu Sertoli hücreleri arasında 

kurdukları bağlantılar ile hem birbirlerine tutunur hem de kan-testis bariyerini 

oluşturarak kan yoluyla gelen zararlı maddelere karşı spermatogenik hücreleri korur 

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

Seminifer tübüllerin arasında, gevşek bağ doku karakterinde olan interstisiyal alanda; 

Leydig hücreleri, bağ dokusu, sinirler, makrofajlar, fibroblastlar, miyoid hücreler, 

lenfositler, kan ve lenf damarları bulunur. Ergenlikte işlevsel olarak belirgin hale gelen 

Leydig hücrelerinin temel görevi; sekonder seks karakterinin gerçekleşmesinden 

sorumlu erkeklik hormonu olan adlandırılan testosteronu üretmektir (Junqueira ve 

Carneiro, 2003). Bu hormon spermatogenez, steroidogenez ve normal üreme 
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fonksiyonlarının sürdürülebilmesi için gereklidir (Erbengi, 1990; Fawcett ve Bloom, 

1994; Kierszenbaum, 2006). 
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2.2.  LEYDİG HÜCRESİ 

Leydig hücresi, diğer adıyla interstisiyal hücre, ilk defa 1850 yılında Franz Leydig 

tarafından memeli testisinde tanımlanmıştır. Poul Bouin ve Paul Ancel tarafından 

keşfedilmesinden yaklaşık 50 yıl sonra Leydig hücresinin bir endokrin bez tarafından 

kontrol edildiği, erkeğe özgü özellikleri verdiği, sperm üretimi ve sekonder eşey 

karakterlerinin oluşumunu teşvik ettiği ortaya çıkartılmıştır (Bremmer, 1981; 

Christensen, 1975).1935 yılında ise Leydig hücresinin bir hormonu olan testosteron 

izole edilmiştir. 1960’ların sonu ve 1970’lerin başında hipotalamus-testis-hipofiz 

ekseninde başlıca hormonal etkileşimler ve Leydig hücrelerinde steroitlerin temel 

biyosentez yolları ve metabolik yolakları açığa çıkartılmıştır (Saez, 1994). 

Memelilerde Leydig hücreleri intersitisiyal alanda düzensiz şekilde seminifer tübüllerin 

etrafında bulunur. Tek nukleus ve 1-2 nukleolus içeren Leydig hücreleri; kan veya lenf 

damarlarının etrafında kümeler oluşturur (Fawcett ve dirğ.,1973;Christensen, 1975; 

Gartner ve diğ., 2001). Birçok steroit üreten hücre gibi Leydig hücreleri de bol miktarda 

lipit damlacıkları, karakteristik tübüler kristalı mitokondri ve iyi gelişmiş düz yüzlü 

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

Testiste en çok bulunan androjen testosterondur. Serumda bulunan testosteronun %95’i 

(seks hormon bağlayıcı globulin ve diğer proteinlere bağlanmış halde) Leydig hücreleri 

tarafından sentezlenir; %5’i ise adrenel korteks tarafından üretilir. 

Leydig hücresi fonksiyonunu ön hipofizin iki hormonu ile ayarlar: luteinizan hormon 

(LH), testosteron üretimini uyarırken; prolaktin, LH reseptör ekspresyonunu başlatır. 

Testosteron, Leydig hücrelerinin sitoplazmalarında bulunan lipit damlacıklarındaki 

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

Steroidogenez; LH reseptörüne bağlanarak, adenozin trifosfat (ATP)’tan cAMP (siklik 

AMP veya 3'-5'-siklik adenozin monofosfat) sentezini uyarması ile başlar. 

Sitoplazmadan mitokondriye kolestrolün taşınmasında gerekli olan Protein Kinaz A 

(PKA)’yı cAMP aktifleştirir (Haider, 2004). Kolestrol mitokondrinin dış zarından iç 

zarına StAR ve Periferal Tip Benzodiazepine reseptör (PBR) adlı taşıyıcı proteinler 

tarafından taşınır (Stocco, 1996). StAR, steroit yapıdaki hormonların sentezindeki ilk 
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basamakta kolestrolün mitokondrinin dış zarından iç zarına taşınmasında gereklidir 

(Stocco, 1999).  

Streroidogenez kolestrolün P450scc enzim sistemi ile pregnenolona çevrilmesi ile başlar. 

Pregnenolon daha sonra DER (Düz yüzlü endoplazmik retikulum) zarına taşınır. DER 

pregnenolonun testosterona çevrilmesinde gerekli olan birçok hidroksisteroit 

dehidrogenaz (HSD) enzimleri içerir. Bu enzimler 3β-HSD ve 17β-HSD gibi 

enzimlerdir. Ayrıca bu enzimler steroidogenez için testosteron üretiminin temelini 

oluşturur (Haider ve diğ., 1986). 
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Şekil 2.3.1: Leydig hücrelerinde steroidogenez. LH, Lüteinizan 

Hormon; cAMP, siklik AMP veya 3'-5'-siklik adenozin monofosfat; 

StAR, Steriodogenik akut regülatör protein; PBR, Periferal Tip 

Benzodiazepine reseptör; P450scc, P450 yan zincir kıran enzim 

sistemi (Amaral ve diğ., 2013). 
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2.3.  ZEARALENON 

Mikotoksinler, geniş bir yayılım alanına sahip olan Fusarium, Penicillium, Aspergillus 

gibi mantar türlerinin ürettiği toksik maddelerdir (Steyn, 1998; Scudamore ve diğ., 

1998). Günümüzde 350 mantar türünün 400’den fazla mikotoksin çeşidi ürettiği 

bilinmektedir. Mikotoksinler dünya çapında 90 ülkede bulunmaktadır. Mikotoksinlerin 

bu kadar yaygın bulunmalarının sebebi, mikotoksinleri üreten mantar türlerinin uygun 

koşulların olduğu her ortamda üreyebilmeleridir (Mobarak, 2007). Mikotoksin 

çeşitlerinden en yaygın olanları ise aflatoksin (AF), okratoksin (OC), trikokenes, ergot 

alkoloidleri, deoksinivalenol (DON) ve zearalenondur. Bu mikotoksin çeşitleri canlı 

sağlığı açısından büyük problem teşkil etmektedir (Castells ve diğ., 2005). Son yıllarda 

sağlıklı ve kaliteli ürünlerin tüketilmesine yönelik tüketicinin bilinçlenmesi, gıda 

güvenliğini önemli hale getirip mikotoksinler üzerinde yapılan çalışmalara önem 

verilmesine neden olmuştur (Basmacıoğlu ve Ergül, 2003). 

2.3.1. Zearalenonun genel özellikleri 

Zearalenon ilk kez 1966 yılında izole edilen bir küf türü olan Giberalla zeae’nin 

kombinasyonundan türemiş olan bir mikotoksin çeşididir. Bu mikotoksin çeşidi 

Fusarium culmorum, Fusarium trinctum, Fusarium graminearum, Fusarium cerealis 

gibi Fusarium cinsi mantar türleri tarafından uygun koşulların olduğu her ortamda doğal 

olarak üretilir (Gajecka ve diğ., 2011; Liu ve diğ., 2012) (Tablo 2.3.1.1).  
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Tablo 2.3.1.1: Zearalenonun oluşabilmesi için gereken optimal 

sıcaklık değerleri (Samson ve Hoekstra, 2004) 

FUSARIUM TÜRLERİ 

SICAKLIK 

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 

 

 

Günlük hayatta sıkça tükettiğimiz tahıllardan zearalenon ile kontaminasyonu en çok 

olanlar mısır, buğday, arpa ve yulaftır (Girgin, 2001; Marin ve diğ., 2010). Ayrıca 

usulüne uygun olmayan hasat işlemi ve sonrasında tahılların 24-27°C ’de ve rutubetli 

ortamlarda depolanması zearalenon oluşumunu teşvik eder. Domates, üzüm gibi birçok 

bitki çeşidinde de pek çok hastalığa neden olmaktadır (Kaya ve diğ., 1998). Bunlara ek 

olarak bazı fermente ürünlerin ve biranın da zearalenon kalıntısı içerdiği saptanmıştır 

(Ergün,1992; Krogh, 1987). Yüksek miktarda zearalenon içeren yemlerle beslenen 

hayvanların etine, sütüne ve yumurtasına geçebilir. Bu yüzden zearalenona birçok 

hayvansal orijinli gıda ürününde rastlamak mümkündür (Sorensen ve diğ., 2005). Bu 

gıdalardaki zearalenonun maksimum sınır değerleri Türk Gıda Kodeksi tarafından 

belirlenmiştir (Tablo: 2.3.1.1). 
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Tablo 2.3.1.2: Zearalenonun Türk Gıda Kodeksi tarafından 

belirlenmiş maksimum sınır değerleri (2008). 

Gıda Maddesi 
 Maksimum limit 

(μg/kg) 

ZEARALENON  

İşlenmemiş tahıllar (mısır hariç) 100 

İşlenmemiş mısır (ıslak öğütülecekler hariç) 350 
 

Doğrudan tüketime sunulan tahıllar, doğrudan insan tüketimine 

sunulan tahıl unları, kepek (son ürün olarak) ve embriyo 
75

 

Rafine mısır yağı
 

400
  

Ekmek (hafif fırıncılık ürünleri dahil), pastacılık ürünleri, 

bisküvi, tahıl çerezleri, kahvaltılık tahıllar (mısır çerezleri ve 

mısır bazlı kahvaltılık tahıllar hariç) 

50 

Doğrudan insan tüketimine sunulan mısır, mısır çerezleri ve 

mısır bazlı kahvaltılık tahıllar 
100 

Bebek ve küçük çocuk ek gıdalar 20 

500 mikrondan büyük eleklerden geçirilerek üretilen mısırın 

kabaca öğütülmesinden elde edilen küçük parçalar ve mısır 

irmiği (GTİP 1103 13) veya mısırdan elde edilen pelletler (GTİP 

1103 20 40) ve doğrudan insan tüketimine sunulmayan 500 

mikrondan büyük eleklerden geçirilerek üretilen mısır veya mısır 

ürünlerinin kabartılması veya kavrulması suretiyle elde edilen 

gıda maddeleri (GTİP 1904 10 10) 

200 

500 mikrondan küçük ve eşit eleklerden geçirilerek üretilen mısır 

unu (GTİP 1102 20) ve doğrudan insan tüketimine sunulmayan 

500 mikrondan küçük ve eşit eleklerden geçirilerek üretilen mısır 

veya mısır ürünlerinin kabartılması veya kavrulması suretiyle 

elde edilen gıda maddeleri (GTİP 1904 10 10) 

300 

 

Mikotoksin çeşitlerinden olan zearalenon adını üzerinde ürediği Zea bitkisinden almıştır 

ve kimyasal formülü C18H22O5‘dir. 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. Bu nedenle zearalenon son derece dayanıklı bir toksin çeşidi olup, 

ısıtma ve diğer işlemlerden etkilenmemektedir. Ayrıca zearalenon kimyasal yapısı 

nedeniyle suda çözünmeyerek sadece alkali sıvılarda çözünür (FDA, 1979; Kuiper-

Goodman ve diğ., 1987; Döll ve Dänicke, 2011). 

Kimyasal adı 6-β resorsiklik asit lakton olan zearalenonun kendisi dışında beş tane 

türevi (α zearalenol, ß-zearalenol, zearalanon, α-zearalanol ve ß-zearalanol) 

bulunmaktadır. Zearalenonun türevleri temelde homologtur ancak α-zearalenol ve ß-

zearalenol doğal olarak kontamine olmuş gıdalarda ya da laboratuarda optimum kültür 
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koşulları altında çok düşük seviyelerde meydana gelebilir (Desjardins ve diğ., 2006) 

(Şekil 2.3.1.1). Ayrıca zearalenon ve türevleri östrojen hormonunun doğal dengesini 

değiştiren endokrin bozucular arasındadır (Penning ve diğ., 2004). Zearalenon alfa ve 

beta zearalenola dönüştüğünde Alfa-zearalenol zearalenondan dört kat daha fazla 

öströjenik iken, β-zearalenolün etkisi zearalenona eşittir (Fink-Gremmels, 1999; 

Yiannikouris ve diğ., 2002). 

 

 

Şekil 2.3.1.1: Zearalenon ve türevleri 

Zearalenon oral yolla alınır ve %80-85’i vücut içinde tutulur. Vücuda alımından 

yaklaşık 30 dakika sonra üreme hormonları gibi globulinlere bağlanır ve yaklaşık 30 

dakika sonra kanda görülmeye başlanır (Olsen,1989; Gajecki, 2002). Karaciğerde 

metabolize edilir ve üre yardımıyla dışarıya atılır. Kaslarda, yumuşak dokuda ve 

özellikle üreme organlarında birikimi fazladır (Olsen, 1989; Gajecki, 2002). 

F2 toksini ya da Fermentasyon östrojenik madde (FES) olarak da bilinen zearalenon 

mantarlar tarafından üretildiği bilinen tek östrojenik metabolittir (Janssen ve diğ., 1997). 

Çok geniş biyolojik aktiviteye sahip olan zearalenonun ana etki bölgesinin östrojen 

reseptörleri olduğu konusunda birçok araştırmacı hem fikirdir (Krogh, 1987; Yang ve 

diğ., 2007b). Yapılan çalışmalarda zearalenonun steroidal olmayan yapısına rağmen, 

steroidal yapıdaki hormonlardaki özellikle de 17β östrodiol benzeri yapılardaki hedef 

bölgelerle etkileşim kurdukları gösterilmiştir. Zearalenon bir östrojen agonisti gibi 

davranarak 17β östrodiol ile östrojen reseptörlerine bağlanmak üzere yarışarak östrojen 

reseptörlerine bağlanır ve zayıf bir mitojen gibi davranır (Yang ve diğ., 2007a).  
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2.3.2. Zearalenonun Etkileri 

Zearalenonun etkisi birçok canlı grubu için alındıkları doz, süre ve alınma sıklığına 

bağlı olarak değişmekle birlikte kronik alınımı toksisiteyi artırmaktadır (Topal, 1993). 

DNA (deoksiribo nükleik asit), RNA(ribonükleik asit) ve protein gibi hücresel makro 

moleküllere afinite gösterir ve onların sentezini inhibe ederek metabolizmada protein 

sentezi ve büyüme üzerinde olumsuz etki meydana getirir. Ayrıca lizozomal enzimleri 

inhibe ederek kromozomal kırıklara sebep olurken, topoizomeraz II enziminin 

aktivitesini engelleyerek DNA tamir mekanizmasını bozar ve kromozomal hatalara 

neden olur (Cavin ve diğ., 1998). Bunlara ek olarak, zearalenon herhangi bir organ yada 

dokuya özgü olmayıp kemik, merkezi sinir sistemi ve kardiyovasküler sistem gibi 

birçok sistemde de hasara neden olmaktadır (Brase ve diğ., 2009, Desjardins, 2006). 

Yüksek miktarda zearalenon içeren yemlerle beslenen hayvanlarda protein sentezi ve 

immün sistem baskılanır, karaciğer ve dalakta çeşitli hasarlar meydana gelir. Ayrıca 

zearalenon uterusta hasara neden olarak, steroit sentezini baskılayarak, oosit 

olgulaşmasını durdurarak ve embriyonik gelişimi baskılayarak hayvanlarda çeşitli 

problemler meydana getirmektedir (Döll ve Dänicke; 2011)( Şekil 2.3.2.1). 

Çeşitli klinik araştırmalar ve hayvan deneyleri zearalenonun yapısal ve fonksiyonel 

sperm kusurlarına neden olarak; sperm sayısının azalmasına, sperm hareketliliğinin 

düşmesine ve sperm morfolojisinin değişmesine neden olduğunu göstermiştir. Testis 

ağırlığında azalma ve germ hücrelerinde apoptoz gibi çeşitli sorunlara da yol açarak 

erkek üreme fonksiyonlarını olumsuz yönde etkilediği belirtilmiştir (Kim ve diğ., 2003; 

Yang ve diğ., 2007a; Yang ve diğ., 2007b; Zinedine ve diğ., 2007; Nones, 2013). 

Yapılan başka çalışmalarda zearalenonun testislerdeki seminifer tübüllerin arasında 

kalan, intersitisiyal alanda konumlanmış, testosteronun sentezinden ve salgılanmasından 

sorumlu olan Leydig hücrelerinde çeşitli hasarlar meydana getirerek testosteron 

sentezini inhibe ettiği ve buna bağlı olarak spermatogenezi, sperm olgunlaşmasını ve 

seksüel davranışları olumsuz yönde etkilediği bulunmuştur. (Kim ve diğ.,2003; Yang ve 

diğ.,2007a). Ayrıca zearalenonun karsinojenik, mutajenik, teratojenik ve genotoksik 

etkilerinin de olduğu bilinmektedir (Zinedine ve diğ.,2007). 
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Şekil 2.3.2.1: Fusarium toksinleriyle beslenen hayvanlarda meydana gelen değişiklikler 
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 Protein Sentezi 

 İmmun Sistem 

 Karaciğer ve Dalakta 

Değişiklik 

 Oosit Olgunlaşması 

 Steroit Sentezi 

 Uterusta Değişiklikler 

 Embriyonik Gelişim 

Hayvan Sağlığı ve Performansı 
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2.4. OKSİDATİF HASAR VE ANTİOKSİDAN SİSTEM 

Serbest radikaller, besinlerin oksijen kullanılarak enerjiye dönüşümü sırasında meydana 

gelir ve dış orbitalinde tek sayıda ortaklanmış elektron taşıyan, elektrik yüklü veya 

yüksüz olabilen, kısa ömürlü reaktif maddelerdir. Serbest radikaller, radikal olmayan 

maddeler ile reaksiyona girerek yeni radikaller oluşturup zincir reaksiyonu başlatarak 

DNA, lipit ve protein gibi hücrenin devamlılığı için gerekli olan bileşenlere zarar verir. 

Metabolizma sırasında serbest radikal kaynağı olarak bilinen oksijen molekülleri son 

derece reaktif olan ara ürünleri oluşturur. Biyolojik sistemlerdeki en önemli serbest 

radikaller, oksijenden oluşan radikallerdir (Diplock, 1998). Bunlar süperoksit anyonu, 

hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve tekli oksijendir.  

Serbest radikaller hücrelerde ekzojen ve endojen kaynaklı olabilirler. İyonize ve 

ultraviyole radyasyon, hava kirliliği, alkol, uyuşturucu gibi bağımlılık yapıcı maddeler, 

karbon tetraklorür, parasetamol gibi ilaçlar ve sigara toksinleri ekzojen kaynaklı serbest 

radikallerdir. Aşırı fiziksel egzersiz, stres, yaşlanma, doku hasarı ve kronik hastalıklar 

endojen kaynaklı serbest radikalleri oluşturur. Serbest radikaller hücre membran 

proteinlerini yıkarak hücreleri öldürebilmekte, DNA’ya zarar vererek DNA’yı 

mutasyonlara açık hale getirmekte, bağışıklık sistemi hücrelerini etkileyerek 

zayıflatmaktadır. Süren hücre ve doku hasarı sonucu hastalıklar ortaya çıkmaktadır 

(Young ve Woodside, 2001; Wei ve Pang, 2005; Gökpınar ve diğ., 2006; Haşimi, 2006; 

Sivrikaya, 2007; Demircan ve diğ., 2005). 

Reaktif oksijen türlerinin zararlarına karşılık vücutta farklı doğal savunma sistemleri 

serbest radikalleri kontrol altında tutmaktadır. Serbest radikallerin neden olduğu 

oksidasyonları önleyen serbest radikalleri yakalama ve stabilize etme yeteneğine sahip 

maddelere “antioksidan” denir. Serbest radikallerin oluşum hızı ve onların 

antioksidanlar tarafından nötralize edilmesi arasında bir dengenin olması beklenir. Bu 

şekilde hücre serbest radikallerin olumsuz etkilerinden korunur. Eğer bu denge serbest 

radikaller lehine bozulursa, yani yapımdan daha yavaş nötralize edilirse, hücrede serbest 

radikaller artar. Serbest radikallerin hücrede artışı ve hücre fonksiyonları üzerinde 

yaptıkları olumsuz etkiye ise (oksidatif hasar) “oksidatif stres” denir. Ayrıca oksidatif 

stres; hücresel antioksidan düzeyinin, reaktif oksijen düzeylerine karşı yetersiz kalması 

sonucu, toksik bir etkinin başlaması olarak da tarif edilir. Bu durum ya antioksidan 
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savunmaların yetersizliği, ya reaktif oksijen türlerinin aşırı üretimi, ya da her ikisinden 

dolayı olmaktadır (Halliwell ve Chirico, 1993). Antioksidanlar radikal oluşumunu 

önleyici, oluşan radikali tutucu ve oluşan hasarı onarıcı/hücreyi yenileyici 

antioksidanlar olmak üzere 3 gruba ayrılmıştır. İlk aşamada önleyici antioksidanlar 

radikal oluşmasını engellerler. Engellenemeyen antioksidanlar radikal yakalayıcılar 

tarafından tutularak zincirin başlaması veya ilerlemesi durdurulur. Durdurulamayan 

radikaller hücreye zarar vermişse, onarıcı/yenileyici antioksidanlar devreye girerler ve 

hücreleri onararak ya da yenileyerek hastalıkların oluşmasına engel olurlar (Willcox ve 

diğ., 2004)(Şekil 2.4.1.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

Şekil 2.4.1: Antioksidan gruplar ve özellikleri (Willcox ve diğ., 2004). 

 

Antioksidanları organizmadaki etki mekanizmaları ve lokalizasyonlarına göre de 

sınıflandırmak mümkündür. Endojen kaynaklı (hücre iç) antioksidanlar; süperoksit 

dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon S-transferaz 

(GST) ve sitokrom oksidaz (Sit O)’dır. Süperoksit dismutaz enzimi, süperoksit 

anyonunun, hidrojen perokside (H2O2)’ye oksijene dönüşümünü katalizle ederek bu 
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radikallerin etkisini azaltmaktadır (Koca ve Karadeniz, 2005). Peroksizomlarda lokalize 

olmuş katalaz enzimi hidrojen peroksiti oksijene ve suya parçalayan reaksiyonu 

katalizler (Duthie ve diğ., 1989). GPx, hem lipit peroksidasyonunun başlamasını önler, 

hem de lipit peroksidasyonu sonucu oluşan lipit hidroperoksitlerin metabolizmasını 

sağlar. Hidroperoksitlerin redükte olması ile meydana gelen okside glutatyon (GSSG), 

glutatyon redüktaz (GR)’ın katalizlediği reaksiyon ile tekrar glutatyon (GSH)’a dönüşür 

(Delibaş ve Özcankaya, 1995; Şimşek, 1999; Burçak ve Andican, 2004). GST, sisteinin 

sülfür atomu üzerinden çeşitli elektrofillere glutatyonu aktaran proteindir (Boyer, 1989). 

Organizmanın bütün hücrelerinde bulunan glutatyon zararlı bileşiklerin 

etkisizleştirilmesinde kullanılan non-enzimatik bir moleküldür. Ekzojen kaynaklı 

antioksidanlar (hücre dışı)  arasında ise; transferin, bilirubin, mukus, eritrositler ve 

askorbik asit gibi enzim sistemleri sayılabilir (Şekil 2.4.2.).  

 

 

Şekil 2.3.2: Antioksidan sistemde yer alan bazı enzimler (Li ve diğ., 

2003) 
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

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

uygulanmıştır. Zearalenon belirlenen bu dozlara uygulanarak hücre canlılığı, non 

enzimatik hücre içi bir antioksidan olan glutatyon miktarı ve süperoksitdismutaz, 

katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksidaz gibi hücre 

içi enzimatik antioksidanların miktarları biyokimyasal yöntemler kullanılarak 

spektrofotometrik olarak ölçülmüştür. 

3.1.  KULLANILAN HÜCRE SOYU VE HÜCRE KÜLTÜRÜ 

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

hücrelerinden elde edilmiş tümorik 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 Fötal 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
o
C’de inkübe edilerek 

yetiştirilmektedir. 

3.2.  HÜCRELERİN PASAJ İŞLEMİ 

Deneyde 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 g’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 KONSANTRASYONLARININ HAZIRLANMASI 

Zearalenonun TM3 Leydig hücre soyu üzerine uygulanan konsantrasyonları, toksikoloji 

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

LOEL (en düşük etkinin gözlemlendiği seviye) değerleri kullanılarak belirlenmiştir 

(Shin ve diğ., 2009). Domuzlarda belirlenen NOEL ve LOEL değerinin plazmadaki 

konsantrayonlarının (Cp) değerini bulabilmek için; oral yolla vücuda alındıktan sonra 

kan dolaşımında bulunabilecek olan zearalenon miktarı vücuttaki dağılım hacmi (Vd) ve 

biyoyararlanım (F) gibi temel farmakokinetik parametreler esas alınarak ortaya 

çıkarılmıştır (Dhillon ve Gill, 2006). 

       ı            
                           ı        ğı             

            ı ı    
 

 (3.3.1.) 

Tüm deneyler boyunca uygulanan konsantrasyonlar %0,1 DMSO içeren kültür 

medyumunda her gün taze olarak hazırlandı. Hazıranan 1,2 nM ve 6 nM’lık zearalenon 

solüsyonları 0,2 µm milipor filtre ile steril edilerek TM3 Leydig hücrelerine 24 saat 

boyunca uygulanmıştır. 

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

ZEARALENON 

Kontrol Grubu (K) %0,1 DMSO içeren kültür medyumu 

1,2 nM 

1,2 nM Zearalenon 
+ 

%0,1 DMSO içeren kültür medyumu 
 

6 nM 
6 nM Zearalenon 

+ 
%0,1 DMSO içeren kültür medyumu 
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3.4. HÜCRE ÇOĞALMA HIZI 

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 dimetil sülfoksit (DMSO) içeren kültür medyumunda hazırlanmış 

zearalenon hücrelere 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). 

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, total protein miktarının, glutatyonun (GSH) 

antioksidan enzimler olan süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon 

peroksidaz (GPx) ve glutatyon S-transferaz (GST) enzimlerinin ölçülmesi için 

kullanıldı.  

3.5.1. Total Protein Tayini 

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

fosfomolibdotungstik asit çözeltisinin (Folin-Ciocalteau belirteci) tirozin bakiyeleri ile 
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reaksiyona girerek mavi bir renk oluşturma esasına dayanır. Bu mavi renk 660 nm dalga 

boyunda absorbans verir.  

 

3.5.1.1. 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. 

D Reaktifi: Folin belirteci 1:2 oranında sulandırılarak hazırlanır. Bu belirteç taze olarak 

hazırlanır ve ışıktan korunur.  

 

3.5.1.2. Uygulama 

Örnek ve kör tüpleri aşağıdaki gibi hazırlandı. 

 

DENEY KARIŞIMI 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. 

 

3.5.1.3. Hesaplama 

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

kullanılarak okunan absorbaslara denk düşen protein miktarı hesaplanmıştır. 
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3.5.2. Süperoksit dismutaz (SOD) Tayini 

Süperoksit dismutaz enzimi gösterilmesi için Marklund ve Marklund (1974)’un yöntemi 

kullanıldı. Deneyin prensibi pyrogallolün otooksidasyonunun SOD enzimi tarafından 

inhibe edilmesi esasına dayanır. 

 

3.5.2.1.  Kullanılan Çözeltiler 

0,05 M Tris Tamponu (pH 8,5) 

20 mM Pyrogallol  

 

3.5.2.2.  Uygulama 

Örnek ve kör tüpleri aşağıdaki gibi hazırlandı. 

 

DENEY KARIŞIMI ÖRNEK(ml) KÖR(ml) 

Hücre Ekstresi 0,05 ml — 

Tris Tamponu 1,4 ml 1,45 ml 

Pyrogallol 0,05 ml 0,05 ml 

Örnek ve kör tüplerindeki absorbans değişimi çözeltiler konduktan sonra 3 dakika 

boyunca 30 saniye aralıklarla 420 nm’de spektrofotometrede okunur. 

3.5.2.3.  Hesaplama 

Körün absorbans değişimi: ΔA 

Örneğin absorbans değişimi: ΔB 

   
       İ  

       İ   

                                                      
       İ  

       İ  

                    

 

                            ı  
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3.5.3. Katalaz Tayini 

Katalaz gösterilmesi için Sinha (1972)’nın yöntemi kullanıldı. Katalaz enzimi hücre için 

çok zararlı olan hidrojen peroksidi (H2O2) su ve moleküler oksijene dönüştürür. Deney 

prensibi H2O2’nin dikromat/asetik asit belirteci ile oluşturduğu koyu mavi-mor 

çökeltinin kaynatılarak açık yeşil renge dönüştürülmesi esasına dayanır. Bu açık yeşil 

renk 570 nm dalga boyunda absorbans verir.  

 

3.5.3.1.  Kullanılan Çözeltiler 

0,01 M Sodyum Fosfat Tamponu (pH 7) 

2 M H2O2  

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

karışıma yavaşça 300 ml glasiyal asetik asit eklenir. 

 

3.5.3.2.  Uygulama 

Örnek ve kör tüpleri aşağıdaki gibi hazırlandı. 

 

 

DENEY KARIŞIMI ÖRNEK(ml) KÖR(ml) 

Hücre Ekstresi 0,1 ml — 

Tris Tamponu — 0,1 ml 

Sodyum Fosfat Tamponu 0,5 ml 0,5 ml 

H2O2 0,4 ml 0,4 ml 

Dikromat/Asetik Asit Belirteci 0,2 ml 0,2 ml 

 

Örnek ve kör tüplerine sodyum fosfat tamponu, H2O2 ve hücre süspansiyonu konduktan 

sonra tüpler hafifçe çalkalandı. Daha sonra dikromat/asetik asit belirteci eklenir ve 

tüpler 10 dk kaynayan su banyosunda inkübe edildi. İnkübasyondan sonra tüpler 

soğutularak 570 nm dalga boyunda köre karşı okunur. 

 

3.5.3.3.  Hesaplama 

 ü             
 Ö                   

            Ö    
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H2O2 için molar ekstinksiyon katsayısı:  mM= 1.88x10
4
M

‾1
cm

‾1 

Vtoplam: Toplam hacim 
 

Vörnek: Kullanılan örnek hacmi 

Aörnek: Örnek absorbansı 

df: Sulandırma katsayısı 

LP: Işık yolu 

 

3.5.4. Glutatyon peroksidaz (GPx) Tayini 

Glutatyon peroksidaz gösterilmesi için Hafeman ve diğerlerinin (1974) yöntemi 

kullanıldı. Bu deney prensibi GPx enzimi tarafından tüketilen glutatyonun 5,5'-Dithio-

bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) belirteci ile 412 nm dalga boyunda ölçülebilir bir 

bileşik oluşturma esasına dayanır. 

 

3.5.4.1.  Kullanılan Çözeltiler 

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

2 mM Redükte glutatyon 

10 mM Sodyum azid 

1,25 mM H2O2 

DTNB belirteci: 40 mg DTNB 100 ml %1 sodyum sitrat içinde çözülür. Bu belirteç 

ışıktan korunur.  

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

0,4 M Sodyum fosfat solüsyonu (Na2HPO4) 

 

3.5.4.2.  Uygulama 

Örnek ve kör tüpleri aşağıdaki gibi hazırlandı. 
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DENEY KARIŞIMI ÖRNEK(ml) KÖR(ml) 

Hücre Ekstresi 0,15 ml — 

Tris Tamponu — 0,15 ml 

Sodyum Fosfat Tamponu 0,5 ml 0,5 ml 

Redükte glutatyon 0,5 ml 0,5 ml 

Sodyum azid 0,25 ml 0,25 ml 

Ultrasaf su 0,6 ml 0,6 ml 

 

Örnek ve kör tüplerine deney karışımı konduktan sonra tüpler 5 dakika 37ºC’de inkübe 

edilir. Daha sonra 0,5 ml H2O2 eklenir ve 3 dk 37ºC’de inkübe edilir. Bunun ardından 1 

ml TCA eklenerek 1500 g’de 5 dk santrifüj edilir. Süpernatanttan 0,2 ml alınır ve buna 

0,2 ml Na2HPO4 solüsyonu ve 0,1 ml DTNB eklenerek 412 nm dalga boyunda köre 

karşı okunur. 

 

3.5.4.3.  Hesaplama 

 ü                  
 Ö                   

            Ö    

                                                                      

DTNB için molar ekstinksiyon katsayısı:  mM= 13600 M
‾1

cm
‾1 

Vtoplam: Toplam hacim 
 

Vörnek: Kullanılan örnek hacmi 

Aörnek: Örnek absorbansı 

df: Sulandırma katsayısı 

LP: Işık yolu 

 

3.5.5. Glutatyon-S-Transferaz (GST) Tayini 

Glutatyon-S-transferaz (GST) gösterilmesi için Habig ve diğerlerinin (1974) yöntemi 

kullanıldı. GST enzimi glutatyon ve 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) varlığında 

Glutatyon-DNB konjugatı oluşturur. Deney prensibi oluşan bu Glutatyon-DNB 

konjugatının 340 nm dalga boyunda absorbans vermesi esasına dayanır. Artan 

absorbsiyon oranı GST enzimi aktivitesi ile doğrudan ilişkilidir. 
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3.5.5.1.  Kullanılan Çözeltiler 

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

0,1 M CDNB  

0,2 M Redükte Glutatyon  

Deney Karışımı: 9,8 ml Potasyum Fosfat Tamponu 

       0,1 ml Redükte Glutatyon 

       0,1 ml CDNB 

Bu hazırlanan karışım 50 tüp içindir.  

 

3.5.5.2.  Uygulama 

Örnek ve kör tüpleri aşağıdaki gibi hazırlandı.  

 

DENEY KARIŞIMI ÖRNEK(ml) KÖR(ml) 

Hücre Ekstresi 0,02 ml — 

Tris Tamponu — 0,02 ml 

Deney Karışımı 0,18 ml 0,18 ml 

 

Örnek ve kör tüplerindeki absorbans değişimi çözeltiler konduktan sonra 5 dakika 

boyunca 60 saniye aralıklarla 340 nm’de spektrofotometrede okunur. 

 

3.5.5.3.  Hesaplama 

Dakikadaki absorbans değişimi: ΔA 

 mM: 5,3 M
‾1

cm
‾1

 

Vtoplam: Toplam hacim 
 

Vörnek: Kullanılan örnek hacmi 

Aörnek: Örnek absorbansı 

df: Sulandırma katsayısı 

LP: Işık yolu 

   
          

          
                                                                                                                      

                        
   ö                             

       ö         
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3.5.6. Glutatyon (GSH) Tayini 

Glutatyon tayini Ellman (1959)’nın yöntemine göre yapıldı. Bu yöntem glutatyonun 

5,5’-DTNB tarafından oksitlenerek okside glutatyon ve 5-thio-2-nitrobenzoikasit (TNB) 

oluşumuyla TNB’nin 414 nm dalga boyunda absorbans vermesi esasına dayanır. 

 

3.5.6.1.  Kullanılan Çözeltiler 

0,4 M Tris-HCl (pH 8.9) 

3,4 mg/ml Ellman ayıracı (DTNB) 

 

3.5.6.2.  Uygulama 

Örnek ve kör tüpleri aşağıdaki gibi hazırlandı. 

 

DENEY KARIŞIMI ÖRNEK(ml) KÖR(ml) 

Hücre Ekstresi 0,1 ml — 

Tris Tamponu — 0,1 ml 

Tris-HCl 0,16 ml 0,16 ml 

DTNB 0,004 ml 0,004 ml 

 

Örnek ve kör tüplerine Tris-HCl, DTNB ve hücre süspansiyonu konduktan sonra 5 dk 

karanlıkta oda ısısında inkübe edilir ve 5-10 dk içinde hemen 414 nm dalga boyunda 

köre karşı okunur. 

 

 

3.5.6.3.  Hesaplama 

 ü                 
    

  
 

 ö                    

       ö         
                                                         

 mM= 13,6 M
‾1

cm
‾1 

Vtoplam: Toplam hacim 
 

Vörnek: Kullanılan örnek hacmi 

Aörnek: Örnek absorbansı 

df: Sulandırma katsayısı 

LP: Işık yolu 
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3.6.  İSTATİSTİK ANALİZ 

Deney gruplarında, uygulanan doz zamana bağlı olarak, hücre canlılık testi total protein 

miktarı, glutatyon miktarı, SOD enzimi, katalaz enzimi, GPx enzimi ve GST enzim 

miktarı saptandı. Daha sonra yapılan karşılaştırmalarda ANOVA varyans analizinde 

posthoc test olarak Tukey kullanıldı. Sonuçların değerlendirilmesinde p<0.001, p<0.01 

ve p<0.05 anlamlılık seviyesi temel alındı. 
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4. BULGULAR 

4.1.  HÜCRE ÇOĞALMA HIZI BULGULARI 

4.1.1. MTT Bulguları 

Zearalenonun iki farklı dozu TM3 Leydig hücrelerinde 24 saat sürenin sonunda kontrol 

ve deney gruplarındaki hücre canlılığındaki değişim hücre canlılığı MTT testi yapılarak 

tespit edildi. Kontrol ve deney gruplarındaki % canlılık oranları şekil 4.1.1.1’de 

verilmiştir. 24 saat sürenin sonunda kontrol grubu ve iki farklı deney grubu MTT 

değerleri bakımından karşılaştırıldığında zearalenonun iki dozu kontrol grubuna göre 

anlamlı olarak artarken (p<0,001), 1,2 nM ve 6 nM zearalenon dozu arasında ise 

anlamlı bir fark bulunamamıştır. 

 

Şekil 4.1.1.1: Zearalenonun TM3 Leydig hücrelerinde % 

canlılık üzerine (doza bağlı) etkileri (***: p<0,001). 
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4.2. OKSİDATİF HASAR BULGULARI 

4.2.1. Total Protein Miktarı 

TM3 Leydig hücrelerinin sonunda kontrol ve deney gruplarında spektrofotometrik 

yöntem kullanılarak hesaplanan total protein miktarı şekil 4.2.1.1’de verilmiştir. 24 saat 

sonunda kontrol grubu ve zearalenonun iki farklı dozu total protein miktarı bakımından 

karşılaştırıldığında kontrol grubuna göre zearalenonun iki farklı dozu olan 1,2 nM ve 6 

nM dozlarında anlamlı bir artış gözlenirken (p<0,001), zearalenonun iki farklı dozu 

arasında ise anlamlı bir faklılık gözlemlenmemiştir. 

 

Şekil 4.2.1.1: Zearalenonun TM3 Leydig hücreleri üzerindeki total 

protein miktarına (doza bağlı) etkileri (***:p<0,001) 
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4.2.2. SOD Enzim Aktivitesi 

TM3 Leydig hücrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarında 

spektrofotometrik yöntem kullanılarak hesaplanan SOD enzimi miktarı şekil 4.2.2.1’de 

verilmiştir. 24 sonunda kontrol grubu ve 1,2 nM ve 6 nM olarak seçilen zearalenon 

dozları SOD enzimi miktarı bakımından karşılaştırıldığında aralarında anlamlı bir fark 

bulunmazken, kontrole göre 1,2 nM dozunda (p<0,05) ve 6 nM dozunda (p<0,001) 

anlamlı bir azalma gözlemlenmiştir. 

 

Şekil 4.2.2.1: Zearalenonun TM3 Leydig hücreleri üzerindeki 

süperoksit dismutaz aktivitesine (doza bağlı) etkileri (***:p<0,001, *: 

p<0,05). 
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4.2.3. Katalaz Enzim Aktivitesi 

TM3 Leydig hücrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarında 

spektrofotometrik yöntem kullanılarak tüketilen H2O2 miktarına bağlı olarak hesaplanan 

katalaz enzimi miktarı şekil 4.2.3.1’de verilmiştir. 24 saat sonunda kontrol grubu ve 

zearalenonun iki farklı dozu katalaz enzimi miktarı bakımından karşılaştırıldığında 

kontrol grubu ile 1,2 nM’lık zearalenon dozu arasında, 1,2 nM ile 6 nM zearalenon 

dozları arasında anlamlı bir fark gözlemlenmezken, 6nM’lık zearalenon dozunda 

kontrole göre anlamlı olarak azalma gözlemlenmiştir (p<0,001). 

 

Şekil 4.2.3.1: Zearalenonun TM3 Leydig hücrelerinde tüketilen 

H2O2 miktarına bağlı olarak değişen katalaz enzimi aktivitesine 

(doza bağlı) etkileri (***:p<0,001). 
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4.2.4. GPx Enzim Aktivitesi 

TM3 Leydig hücrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarında 

spektrofotometrik yöntem kullanılarak tüketilen glutatyon miktarına bağlı olarak 

hesaplanan glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi miktarı şekil 4.2.4.1’de verilmiştir. 24 

saat sonunda kontrol grubu ve zearalenonun iki farklı dozu GPx enzimi miktarı 

bakımından karşılaştırıldığında 1,2 nM’lık zearalenon dozunda kontrole göre ve 

zearalenonun iki farklı dozu olan 1,2 nM ve 6 nM dozları arasında anlamlı bir farklılık 

gözlenmezken, 6 nM olan zearalenon dozunda kontrole göre anlamlı bir azalma 

gözlemlenmiştir (p<0,01). 

 

Şekil 4.2.4.1: Zearelenonun TM3 Leydig hücreleri üzerindeki 

glutatyon peroksidaz aktivitesine (doza bağlı) etkileri (**:p<0,01). 
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4.2.5. GST Enzim Aktivitesi 

TM3 Leydig hücrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarında 

spektrofotometrik yöntem kullanılarak dakikada oluşan CDNB-GSH kompleksinin 

miktarına bağlı olarak hesaplanan GST enzimi miktarı şekil 4.2.5.1’de verilmiştir. 24 

saat sonunda kontrol grubu ve zearalenonun iki farklı dozu GST enzimi miktarı 

bakımından karşılaştırıldığında 6 nM’lık zearalenon dozunun hem kontrol grubuna göre 

anlamlı olarak azaldığı (p<0,001), hem de 1,2 nM’lık zearalenon dozuna göre anlamlı 

olarak azaldığı gözlemlenmiştir (p<0,01). Zearalenonun 1,2 nM dozunda ise kontrole 

göre anlamlı bir fark gözlemlenmemiştir. 

 

Şekil 4.2.5.1: Zearalenonun TM3 Leydig hücreleri üzerindeki 

glutatyon S-transferaz aktivitesine (doza bağlı) etkileri 

(***:p<0,001, **:p<0,01). 
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4.2.6. Glutatyon Aktivitesi 

TM3 Leydig hücrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarında 

spektrofotometrik yöntem kullanılarak hesaplanan hücre içi glutatyon düzeyleri şekil 

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

glutatyon miktarı bakımından karşılaştırıldığında kontrole grubuna göre 1,2 nM’lık 

zearalenon dozunda ve zearalenonun iki farklı dozu olarak seçilen 1,2 nM ve 6 nM olan 

dozları arasında anlamlı bir farklılık gözlemlenmezken, kontrole göre 6 nM olan 

zearalenon dozunda glutatyon miktarı bakımından anlamlı bir azalma gözlemlenmiştir 

(p<0,01). 

 

Şekil 4.2.6.1: Zearalenonun TM3 Leydig hücrelerinde 

glutatyon aktivitesine (doza bağlı) etkileri (**p<0,01). 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Günümüzde insan nüfusunun artması, besin ihtiyacının da paralel olarak artmasına 

neden olmaktadır. Bu besin ihtiyacının önemli bir kısmını karşılayan tahılların 

Fusarium cinsi mantarlar tarafından kontamine olması besin zincirine zearalenon gibi 

zehirli metabolitlerin karışmasına yol açar (CAST, 2003). Besinler yoluyla alınan 

zearalenonun insan sağlığı üzerinde çeşitli etkilerinin olduğu bilinmektedir (Wayne, 

2007). Son yıllarda sağlıklı ve kaliteli ürünlerin tüketilmesine yönelik tüketicinin 

biliçlendirilmesi, gıda güvenliğinin önemli hale getirilmesi ve çeşitli belirlenmelerin 

yapılmasına rağmen bitkilerde, hayvanlarda ve insanlarda en sık karşılaşılan toksin 

çeşidinin Fusarium cinsi mantarlar tarafından üretilmesi zearalenona olan ilgiyi 

günümüzde arttırmaktadır (Gajecki, 2002; Basmacıoğlu ve Ergül, 2003; Zinedine ve 

diğ., 2007; Gromadzka ve diğ., 2008). 

Fazla miktarda vücuda alınan zearalenonun erkek üreme sistemini olumsuz yönde 

etkilediği bilinmektedir (Kim ve diğ., 2003; Yang ve diğ., 2007a; Yang ve diğ., 2007b; 

Zinedine ve diğ., 2007; Minervini ve diğ., 2008; Hou ve diğ., 2013; Lopez-Cassas ve 

diğ., 2012; Marin ve diğ., 2013; Nones ve Scussel., 2013; Wang ve diğ., 2012). 

Zearalenon germ hücrelerinde vakuol oluşmasına, spermin karakteristik özelliklerinin 

(sperm hareketi, canlılığı ve akrozom reaksiyonu) bozulmasına ve sperm kromatin 

yapısının denatüre olmasına neden olmaktadır (Tsakmakidis ve ark., 2006; Yang ve 

ark., 2007; Benzoni ve ark., 2008). Zearalenonun testiste Leydig hücreleri üzerindeki 

olumsuz etkilerini gösteren in vitro çalışma sayısı çok azdır (Yang ve diğ., 2007b). 

Ancak zearalenonun Leydig hücrelerinde meydana getirdiği hasar sebebiyle serum 

testosteron miktarını düşürdüğü bilinmektedir. Ayrıca steroidogenik yolakta görevli 

olan enzimlerin mRNA seviyelerinin azalmasına yol açar (Yang ve ark., 2007a). 

Yukarıda bahsedilen nedenler ve zearalenonun endokrin bozucu etkileri nedeniyle 

zearalenona maruz kalmış bireylerde üreme sistemi etkilenerek infertilite meydana 

gelmektedir.  
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Günlük yaşantımızda sıkça maruz kaldığımız zearalenon gıda maddelerinin 

kontaminasyonu sonucunda insanlara ve diğer canlılara beslenme yoluyla ulaşmaktadır. 

Dünya’da gıdalarla maruz kalınan günlük zearalenon miktarları Amerika’da 12 ve 69 

μg/kg/va, Almanya’da 6.35 ng/kg/va, Fransa’da 8.3 ng/kg/va ve Kıbrıs’ta 8.6 ng/kg/va 

olarak öngörülmüştür (EFSA, 2011). Türkiye’de ise Türk Gıda Kodeksi tarafından 

gıdalarda bulunabilecek zearalenonun maksimum kontaminasyon sınır değeri 20 μg/kg 

ve 400 μg/kg aralığında tespit edilmiştir (TGK, 2008). Bazı ülkelerde insanların 

tüketimine sunulan mısırlı yiyecekler ve mısır gevreğinde 70µg/kg seviyesinde 

belirlenen zearalenon dozu maymunlar üzerinde etkili olacak dozdan 400 kat, fareler 

üzerinde etkili olacak dozdan 600 kat daha düşüktür. FAO/WHO tarafından öngörülen 

zearalenonun maksimum tolere edilebilir günlük alım dozu ise 0,5 µg/kg/va’dır 

(Mitterbauer ve diğ., 2003). Ayrıca toksikoloji çalışmalarında sıklıkla kullanılan NOEL 

(Hiçbir etkinin gözlemlenmediği doz) değeri domuzlarda 40 µg/kg/va olarak 

belirlenirken yine domuzlarda LOEL değeri 200 µg/kg/va olarak belirlenmiştir 

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

Bu çalışmada seçilen yüksek zearalenon ve düşük zearalenon dozları, hiçbir yan etkinin 

gözlemlenmediği değer olan NOEL değeri ve en düşük etkinin gözlemlendiği değer 

olan LOEL değeri göz önüne alınarak belirlenmiştir. Bulunan bu değerlerin oral olarak 

vücuda alımını takiben plazmaya geçen zearalenon konsantrasyonu (Cp)’nu bulabilmek 

için ise, zearalenonun vücuttaki dağılım hacmi (Vd), biyoyararlanımı (F) gibi çeşitli 

farmakokinetik değerlerin formüle edilmesi ile in vitro çalışma için uygun hale 

getirilmiştir (Dhillon ve Gill, 2006; Shin ve diğ., 2009). NOEL ve LOEL dozlarının in 

vitro’ya uyarlanmış hali kullanılarak elde edilen bu veriler deney gruplarına 24 saat 

boyunca uygulanmıştır. 

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
-8

-1 µM konsantrasyon aralığında zearalenonun 

72 saat süreyle muamelesi sonucunda 1x10
-4

µM ve 1x10
-3

µM zearalenon dozunda 



37 

 

 

 

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 bir 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 canlılığının 

kontrole göre azaldığı belirlenmiştir. Prouillac ve diğerlerinin 2012 yılında 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 canlılığındaki 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 semen örnekleri seyreltilerek 125 μM (düşük), 187,5 μM (orta), 250 

μM (yüksek) konsantrasyonlarında zearalenon ve α-zearalenon uygulanması 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 
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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 ise, malignant olmayan fare hücre 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 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 

dozlarının uygulanması sonucunda hücre canlılığının iki dozda da anlamlı olarak arttığı 

tespit edilmiştir. Bu veriler ışığında, Minervini ve diğerlerinin 2006 yılında yaptıkları 

çalışmada, 1x10
-4

 ve 1x10
-3

 dozlarındaki zearalenon konsantrasyonlarının at granüloza 

hücrelerine uygulanmasıyla hücre canlılığının anlamlı olarak artması, Wan ve 

diğerlerinin 2013 yılında yaptıkları başka bir çalışmada, IPEC-J2 hücrelerine 

uyguladıkları 10 µM zearalenon dozunda hücre canlılığını anlamlı olarak arttırması ile 

paralellik göstermekle birlikte bunlara ek olarak Raghad ve diğerlerinin 2013 yılında 

L20B hücreleri ile yaptıkları çalışmada, 0,625 ng/ml ve 2,5 ng/ml aralığındaki tüm 

dozların hücre canlılığını arttırması yapılan bu çalışmada kullanılan 1,2 nM (0,371 

ng/ml) ve 6 nM (1,860 ng/ml) dozlarında hücre canlılığını arttırması ile de paralellik 

göstermektedir. Yapılan bu çalışmada, TM3 Leydig hücrelerine uygulanan 

zearalenonun meydana getirdiği artış, çok yüksek olmayan dozlarda zearalenonun 

östrojenik etkisinden dolayı hücre çoğalmasını pozitif yönde indüklediğini 

düşündürmektedir. 

Reaktif oksijen türlerinin oluşumunu engelleyici hücresel yanıt olarak birçok savunma 

sistemi vardır. Bu savunma sistemlerinden biri olan antioksidan enzimler ROS’un 

detoksifikasyonundan sorumludurlar ve bu enzimlerin artan aktiviteleri dolaylı olarak 

ROS üretiminin arttığına işaret eder (Higuchi ve diğ., 2008). Süperoksit dismutaz 
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(SOD) bu savunma sisteminde yer alan ve süperoksit anyonu ile hidrojen peroksit 

arasındaki reaksiyonu katalizleyerek moleküler oksijen ve hidrojen peroksit oluşmasını 

sağlar (Zhang ve diğ., 2007). Boiera ve diğerlerinin 2012 yılında yaptıkları çalışmaya 

göre, albino farelere 1000 gr vücut ağırlığı başına 40 mg zearalenon uygulanmıştır. 48 

saat sonunda alınan karaciğer, böbrek ve testis dokusunda zearalenon uygulanan tüm 

gruplarda SOD enzimi aktivitesinin anlamlı olarak arttığı tespit edilmiştir. Ben Salah- 

Abbes ve diğerlerinin 2009 yaptığı çalışmada ise, 28 gün boyunca erkek farelere 40 

mg/kg/va zearalenon uygulanmış ve çalışma sonucunda homojenize edilen testis 

dokuları, SOD enzim miktarı bakımından incelendiğinde SOD enzimi miktarının 

kontrole göre anlamlı olarak azaldığı tespit edilmiştir. Farelere 28 gün boyunca günlük 

olarak uygulanan 40 mg/kg zearalenonun uygulandığı başka bir çalışmada, karaciğer 

dokusunda SOD enzim miktarının kontrole göre anlamlı olarak azaldığı tespit 

edilmiştir. (Salah- Abbes ve diğ., 2009). Stadnik ve diğerlerinin 2010 yılında sıçanlarla 

yaptıkları başka bir çalışmada, ilk gruba 24 saatte tek doz olarak 1, 2, 3 mg/kg, ikinci 

gruba ise; 10 gün boyunca günde bir defa olmak üzere 50, 100, 200, 500 µg/kg olacak 

şekilde zearalenon uygulanmıştır. Sonuç olarak, ilk gruptaki karaciğer dokularında SOD 

enzimi miktarında anlamlı bir değişiklik olmazken, ikinci gruptaki zearalenonun 200 

µg/kg ve 500 µg/kg olarak uygulandığı hayvanların karaciğer dokusunda SOD enzimi 

miktarında anlamlı bir azalma meydana geldiği görülmüştür.  

TM3 Leydig hücreleri ile yapılan bu çalışmayla, zearalenonun 1,2 nM ve 6 nM olarak 

24 saat süresince uygulandığı gruplarda SOD enzim miktarının anlamlı olarak azaldığı 

gözlemlenmiştir. Boiera ve diğerlerinin yaptığı çalışmadan farklı olarak Ben Salah-

Abbes ve diğerlerin (2009), Salah Abbes ve diğerlerinin (2009)’in yaptıkları çalışmalar 

ile de paralellik gösteren bu çalışma, Stadnik ve diğerlerinin (2010) verilerine ek olarak, 

zearalenonun süperoksit anyonu ile hidrojen peroksit arasındaki reaksiyonu 

katalizleyerek moleküler oksijen ve hidrojen peroksit oluşumuna yol açtığı ve bunun 

sonucunda uygulanan düşük dozlarda bile TM3 Leydig hücreleri üzerinde toksik 

etkisinin olduğunu düşündürmektedir. 

Katalaz, hidrojen peroksiti ortadan kaldırmada görev alan antioksidan enzimlerden 

biridir. Bu enzim iki hidrojen peroksit molekülünü reaksiyona sokarak su ve O2 

oluşumunu sağlar ve genel olarak peroksizomlarda bulunur (Cederbaum ve diğ., 2009). 
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Ayrıca katalaz enzimi aktivitesi süperoksit radikali tarafından inhibe edilir (Kono ve 

Fridovich, 1982). Farelere 28 gün boyunca günlük olarak 40 mg/kg zearalenon 

uygulanan çalışmada, karaciğer dokusunda katalaz enzim miktarının kontrole göre 

anlamlı olarak azaldığı belirtilmiştir (Salah- Abbes ve diğ., 2009). Ben Salah- Abbes ve 

diğerlerinin 2009 yılında yaptıkları başka bir çalışmada ise, 28 gün boyunca erkek 

farelere 40 mg/kg/va zearalenon uygulanması sonucunda homojenize edilen testis 

dokusu katalaz enzim miktarı bakımından incelendiğinde, kontrole göre anlamlı bir 

azalmanın olduğu tespit edilmiştir. Boeira ve diğerlerinin 2012 yılında yaptıkları bir 

çalışmada, albino farelere 40 mg/kg/va zearalenon uygulanmıştır. Deney gruplarından 

48 saat sonunda alınarak homojenize edilen karaciğer, böbrek ve testis dokularında 

katalaz aktivitesindeki değişikilik incelendiğinde, testis ve karaciğer dokularında 

anlamlı bir farklılık gözlemlenmezken, böbrek dokusundaki katalaz aktivitesinde 

anlamlı bir artma meydana gelmiştir. 

Vero hücreleriyle yapılmış başka bir çalışmada ise, hücrelere 40, 60, 120 µM 

zearalenon uygulanmıştır. 24 saat sonunda hücrelerin katalaz enzimi aktivitesi yani 

hücrede oluşan H2O2 miktarının artan doza bağlı olarak anlamlı bir şekilde arttığı tespit 

edilmiştir (Abid- Essefi ve diğ., 2012). 

Bu çalışmadan elde edilen bulgular sonucunda, 24 saat sonunda kontrol grubu ve 

zearalenonun iki farklı dozu katalaz enzimi miktarı bakımından karşılaştırıldığında 

kontrol grubu ile 1,2 nM’lık zearalenon dozu arasında anlamlı bir fark 

gözlemlenmezken, 6 nM’lık zearalenon dozunda kontrole göre anlamlı olarak azalma 

gözlemlenmesi sonucu in vivo olarak Ben Salah Abbes ve diğerleri (2009) ile Salah 

Abbes ve diğerleri (2009)’nin yaptıkları in vivo olarak yaptığı çalışmayla paralellik 

göstermektedir. Bunlara ek olarak bu çalışma Abid- Essefi ve diğerlerinin 2012 yılında 

yaptığı in vitro çalışma ile de paralellik gösteriyor olup katalaz enzim miktarının 

azalması, ortamda hidrojen peroksit oluştuğunu (Yıldırım, 2014) ve hidrojen peroksit 

oluşumu sonrasında ortaya çıkan bu toksisiteyi önlemek için de katalaz enziminin 

kullandığını göstermektedir. 

Glutatyon S-transferaz (GST) substrat olarak GSH’ı kullanan, elektrofilikbileşiklerin ve 

GPx ile benzer şekilde lipit hidroperoksitlerin detoksifiye edilmesinde rol alan bir hücre 

içi bir antioksidan enzimdir (Piner, 2009). Salah-Abbes ve diğerlerinin yaptıkları bir 
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çalışmada, 28 gün boyunca farelere 40 mg/kg zearalenon uygulanmıştır. Çalışma 

sonucunda ise, homojenize edilen karaciğer dokusunda zearalenon uygulanmış gruptaki 

GST enzimi miktarının kontrole göre anlamlı olarak azaldığı belirtilmiştir (Salah- 

Abbes ve diğ., 2009). Boeira ve diğerlerinin yaptıkları çalışmada ise, albino farelere oral 

olarak tek doz olmak üzere 40 mg/kg/va zearalenon uygulanmıştır. Sonuç olarak; 

karciğer, böbrek ve testis dokusundaki GST enzimi miktarı incelendiğinde, 

karaciğerdeki GST enzim miktarınında anlamlı bir değişiklik olmadığı ancak böbrek ve 

testis dokularındaki GST enzim miktarının anlamlı olarak azaldığı tespit edilmiştir. 

Yapılan başka bir çalışmada, 14 gün boyunca Balb/c farelerine günlük olarak 50, 100, 

200 μg/kg/va zearalenon oral yolla uygulanmıştır. Sonuç olarak, homojenize edilen 

karaciğer dokusunda GST enzimi miktarının artan doza bağlı olarak anlamlı bir şekilde 

azaldığı belirlenmiştir (Chatopadhyay ve diğ., 2012). 

Zearalenonun TM3 Leydig hücreleri üzerindeki toksisitesini araştırmak için yapılmış bu 

çalışmada ise, uygulanan zearalenon dozlarının (1,2 nM ve 6 nM) GST enzim miktarını 

anlamlı bir şekilde düşürdüğü tespit edilmiştir. Salah-Abbes ve diğerlerinin (2009), 

Chatopadhyay ve diğerlerinin (2012) çalışmalarına ek olarak Boeira ve diğerlerinin 

yaptığı çalışmayla da paralellik gösteren bu çalışma zearalenonun toksisitesine bağlı 

olarak ortaya çıkan lipit peroksitlerin GST enzimi tarafından detoksifiye edildiğini 

düşündürmekte ve yine bu toksisiteye bağlı olarak oluşan reaktif ara ürünlerin GST 

enzimin reaktif bileşiklerin daha az reaktif olan bileşenlere dönüşümünü katalizlediği 

düşüncesini ortaya çıkarmaktadır. 

Glutatyon peroksidaz (GPx), hücredeki hidrojen peroksitin detoksifikasyonunda anahtar 

rol oynayan bir enzimdir. Glutatyon peroksidaz, glutatyonun indirgeyici gücünü 

kullanarak hidrojen peroksitin ve doymamış yağlardan meydana gelen organik 

hidroperoksitlerin deaktivasyonunu katalizler (Fantone ve Ward, 1985; Basaga, 1990). 

Peroksitlerin indirgenmesini katalizleyen glutatyon peroksidaz enzimi hücredeki 

indirgenmiş glutatyonu (GSH) yükseltgenmiş glutatyona (GSSG) dönüştürmektedir 

(Frei, 1994; Akkuş, 1995). Glutatyon peroksidaz glutatyonu hidrojen vericisi olarak 

kullanarak hidrojen peroksiti elimine etmektedir. Bu reaksiyonlar, canlı organizmada 

oksidatif stresin zararlı etkilerinden hücresel membranları korumaya yarar (Di Mascio 

ve diğ., 1991). Farelere 28 gün boyunca günlük olarak 40mg/kg zearalenonun 
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uygulandığı başka bir çalışmada, testis dokusundaki GPx enzim miktarının kontrole 

göre anlamlı olarak azaldığı belirtilmiştir (Ben Salah-Abbes ve diğ., 2009). Stadnik ve 

diğerlerinin 2010 yılında farelerle yaptıkları başka bir çalışmada ise, birinci guba; vücut 

ağırlığı başına 1, 2, 3 mg/kg olarak zearalenon, ikinci gruba; 10 gün boyunca günde bir 

defa olmak üzere vücut ağırlığı başına 50, 100, 200, 500 mg/kg zearalenon 

uygulanmıştır. Çalışma sonucunda karaciğer dokusunda ölçülen GPx enzimi miktarı, 

birinci grupta anlamlı olarak değişmezken, ikinci gruptaki zearalenonun 500 µg/kg 

olarak uygulandığı gruplarda anlamlı bir azalma olduğu saptanmıştır. 

Yapılan bu çalışmada ise, TM3 Leydig hücrelerinde zearalenonun GPx enzim 

miktarında 6 nM dozunda meydana getirdiği anlamlı azalma, Ben Salah-Abbes ve 

diğerlerinin (2009) çalışmalarındaki GPx enzim miktarlarındaki anlamlı azalmayla, 

Stadnik ve diğerlerinin 2010 yılında yaptıkları çalışmanın ikinci grubunda yüksek doz 

olarak (200 µg/kg/va ve 500 µg/kg/va ) farelere uygulanan zearalenon dozunun 24 saat 

sonunda karaciğer dokusunda meydana getirdiği GPx enzim miktarındaki anlamlı 

azalmaya da benzerlik gösteriyor olup meydana gelen bu azalmanın zearalenonun düşük 

dozlarda bile TM3 Leydig hücreleri üzerindeki toksik etkisinden dolayı hücrede 

meydana getirdiği lipit peoksidasyonu sonucu oluşan lipit hidroperoksitlerin 

metabolizmasını sağlamada ve bu toksisiteyi ortadan kaldırmada GPx enzimini 

kullandığını düşündürmektedir. 

Başta karaciğer olmak üzere pek çok dokuda yüksek düzeylerde bulunan glutatyon 

(GSH), glutamat, sistein ve glisinden sentezlenebilen bir tripeptitdir. Glutatyon, GST ve 

GPx enzimleri tarafından substrat olarak kullanılarak okside glutatyon (GSSG)’a 

yükseltgenir ve daha sonra NADPH’ı elektron kaynağı olarak kullanan GR enzimi ile 

yeniden GSH’a indirgenir. GSH düzeyindeki değişimler canlının detoksifikasyon 

yeteneğinin önemli bir indikatörü olabilir. Glutatyon oksijen radikali yakalayıcı olarak 

antioksidan savunmada önemlidir (Durmaz Bekmezci, 2010) Zearalenonun yapılan 

çalışmalarla hücre içi GSH düzeylerini azalttığı ve bir kofaktör olarak GSH gerektiren 

çeşitli enzimleri inhibe ettiği belirtilmiştir. GSH düzeylerindeki bu zearalenona bağlı 

düşüşe, diğer antioksidan enzim miktarlarının azalmasının ve ROS üretiminin aşırı 

artmasının neden olduğu yapılan çalışmalarla ortaya konmuştur (Hassen ve diğ., 2007; 

Salah-Abbes ve diğ., 2008; Chatopadhyay ve diğ., 2012; Lee ve diğ., 2013). Salah-
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Abbes ve diğerlerinin 2008 yılında yaptıkları bir çalışmada, farelere 10 gün boyunca 

oral olarak vücut ağırlığı başına 40 mg/kg zearalenon uygulanmıştır. 10 günlük çalışma 

sonunda homojenize edilen karaciğer ve böbrek dokusunda zearalenonun uygulanan 

gruplarda kontrole göre anlamlı bir azalma olduğu belirlenmiştir. Farelere 28 gün 

boyunca günlük olarak uygulanan 40 mg/kg zearalenonun uygulandığı başka bir 

çalışmada, karaciğer dokusunda glutatyon enzim miktarının kontrole göre anlamlı 

olarak azaldığı tespit edilmiştir. (Salah- Abbes ve diğ., 2009). Hassen ve diğerlerinin 

2007 yılında insan karaciğer kanser hücre soyu olan HepG2 hücreleriyle yaptığı bir 

çalışmada ise, hücrelere 10, 50, 75, 100, 150, 200 μg zearalenon uygulanmış ve 

hücrelerin 3. ve 24. saatte glutatyon enzimi miktarı ölçülmüştür. Çalışma sonucunda, 

glutatyon enzim miktarının artan zamana ve doza bağlı olarak azalma gösterdiği 

belirlenmiştir. 2013 yılında CCL 13 (The Chang karaciğer hücre soyu) hücre soyuyla 

yapılmış bir çalışmada, hücrelere artan dozlarda (10 µM, 25 µM, 50 µM, 100 µM, 150 

µM ve 200 µM) zearalenon uygulanmıştır. Çalışma sonucunda, glutatyon miktarının 25 

µM ve 200 µM dozları arasında kontrole göre anlamlı olarak azaldığı saptanmış ve en 

yüksek doz olan 200 µM dozundaki azalmanın %71,1 oranında olduğu belirlenmiştir. 

(Lee ve diğ., 2013).  

Zearalenonun TM3 Leydig hücreleri üzerindeki toksik etkisini saptamak için yapılmış 

bu çalışmada ise, uygulanan 1,2 nM dozu glutatyon miktarında anlamlı bir farklılık 

oluşturmazken, 6 nM dozunda ise anlamlı bir azalma meydana getirmiştir. Bu bilgiler 

ışığında bu çalışma bugüne kadar yapılmış hem in vivo (Salah Abbes ve diğ., 2008; 

Salah Abbes ve diğ., 2009) hem de in vitro çalışmalarla (Hassen ve diğ., 2007; Lee ve 

diğ., 2013) paralellik gösteriyor olup bu bilgilere ek olarak zearalenonun serbest 

radikaller ve peroksitlerin oluşumu sonucunda onlarla reaksiyona girerek oksidatif hasar 

karşı koruduğu ayrıca sülfidril (-SH) gruplarını redükte tutarak bu grupları oksidasyona 

karşı koruduğu düşüncesini ortaya çıkarmıştır. Bunlara ek olarak, düşük zearalenonun 

düşük dozlarda bile kofaktör olarak GSH gerektiren GST ve GPx gibi enzimlerin 

aktivitelerini inhibe ettiğini düşündürmektedir. 

Yapılan bu çalışmanın sonuçlarına göre, zearalenonun hücre içi non enzimatik bir 

antioksidan olan glutatyonun miktarını azaltması ve yine hücre içi enzimatik 

antioksidanlardan olan SOD, CAT, GPx, GST gibi enzimlerin miktarlarını azaltması 
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TM3 Leydig hücrelerinde reaktif oksijen türlerinin oluşumuna yol açtığı ve oksidatif 

hasar oluşturduğu düşüncesini ortaya çıkarmıştır. Bunlara ek olarak uygulanan düşük 

dozlarda (1,2 nM ve 6 nM) zearalenonun hücre canlılığında anlamlı olarak artma 

meydana getirmesi zearalenonun düşük dozlarda östrojenik bir metabolit olmasından 

dolayı hücre çoğalmasını pozitif yönde indüklediği düşüncesini ortaya çıkarmıştır. 
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