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ONSOZz

Bu calisma, furanin TM4 Sertoli hiicrelerinde olusturdugu toksisiteye vitamin ¢ ve ¢inkonun

etkisini aragtirmak amaciyla yapilmistir.

Tez galismalarim sirasinda bilgi ve tecriibeleriyle tez calismam boyunca bana yol gosterici ve
sonsuz manevi destegi ve anlayisiyla her asamasinda degerli fikirleri, bilgileri ve deneyimleri
ile bana destek olup ve her zaman yanimda olan ¢ok sevdigim degerli danisman hocam Sayin
Dog. Dr. Yasemin AYDIN'a ve Lisansiisti 6grenimim siiresince tzerimde emegi gecen,
caligmamin her asamasinda degerli fikirleri, bilgileri ve deneyimleri ile bana destek olan ¢ok

degerli hocam Dog. Dr. Banu ORTA YILMAZ’a en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismamin her asamasinda beni yalniz birakmayan ve her tiirlii destekleriyle yanimda olan
arkadaslarim Biyolog Ertan CALMAZ, Biyolog Yasemin Ulkii DIKBASAN ve Biyolog Buse
YILMAZ’a ¢ok tesekkiir ederim.

Bu tezi gergeklestirebilmem icin {i¢ y1l boyunca bana destek veren, beni yalniz birakmayan ve
hayattaki en degerli varligim ve her tirli fedakarlik ve anlayis1 gosteren sevgili esim NUR’a

ve tim aileme en icten tesekkirlerimi sunarim.
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YUKSEK LiSANS TEZi

FURANIN TM4 SERTOLi HUCRELERINDE OLUSTURDUGU
TOKSISITEYE VITAMIN C ve CINKONUN ETKIiSi

Ziya DUMANOGLU

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi

Biyoloji Anabilim Dah

Damisman : Dog. Dr. Yasemin AYDIN

Furan ya da furfuran, gida iiriinlerinin 1s1l islem gormesi ve saklama teknikleri sirasinda olusan,
renksiz, ugucu heterosiklik aromatik organik bir bilesiktir. Furan ayrica endiistriyel olarak,
recineler, cilalar, pestisitler ve ilaglar gibi bazi bilesiklerin iiretilmesi siirecinde ara kimyasal
olarak kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan arastirmalar, furanin (C4HsO) pismis veya
kizartilmis tahil {riinleri, kahve, bebek mamasi, meyve sulari, kavanoz ve konserve
yiyeceklerde, sebzeler ve et {irlinleri, biskiiviler, kizartilmis bugday unu ve ekmek kabugunda
onemli seviyelerde bulundugunu ortaya koymustur. Viicuda alinimi kagilmaz olan furanin insan
saglmi olumsuz etkiledigi ve toksisiteye yol agtigi tespit edilmistir. Furanin, deride,
karacigerde, bobrekte, bagisiklik sistemi, sinir sistemi ve yag dokusun iizerinde potansiyel
zararl etkileri vardir. Endokrin sistemi bozan etkilerinin yani sira iireme sistemini de
etkileyerek kisirliga sebep olmaktadir. Buna ragmen furanin erkek lireme sistemi iizerindeki
toksikolojik etkileri hakkinda yeterli sayida ¢alisma bulunmamaktadir. Yapilan in vivo
caligmalarda furana maruz kalan bireylerde testis ve seminal vesikiil agirliginin, LH ve

testosteron seviyelerinin azaldii ve testisteki hiicrelerde dejenerasyon meydana geldigi

Xi



belirlenmistir. Ayrica testikiiler ve epididimal sperm sayisinin azalmasina neden olmaktadir.
Bununla birlikte, furan ile yapilmis Sertoli hiicrelerindeki hasari belirleyen bir calisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle, spermlerin beslenmesi ve spermatogenez sirasinda
desteklenmesi i¢in ¢ok onemli gorevleri olan Sertoli hiicrelerinin furandan nasil etkilendigini

arastirilmasi elzem olmustur.

Serbest radikaller, yiyecek bilesenleri veya organizmanin hiicrelerinin bilesenleri ile hizh
oksidasyon reaksiyonlarina girerek hiicreye ve organizmaya zarar verirler. Vitamin C, serbest
radikallerin etkisinin en aza indirilmesinde katkida bulunarak, hiicreyi oksidatif hasardan
korumaktadir. Cinko, insan viicudunda en yaygin bulunan ikinci eser elementtir ve viicutta
depolanamadig1 i¢in diyetle diizenli olarak tiiketilmesi gerekmektedir. Cinko viicutta agir
metallerin olusturdugu toksik hasar1 azaltmada gorev yaptigi gibi, testosteron gibi steroid
hormonlari diizenleyicisi olarak gorev yapar. Erken spermatogenez sirasinda testiste toplanir
ve germ hiicrelerinin mayozunda 6nemli bir rol oynar. Yapilan bir¢cok ¢alisma, diyette alinan
cinkonun erkek iireme sisteminde sperm hareketliligini arttirdigi, protein metabolizmasini ve

niikleik asit sentezini arttirdig1 gostermistir.

Yapilan bu ¢alismada, furan 3 mM konsantrasyonunda ve furana ilave olarak 50 puM vitamin C
ve 50 UM ¢inko 24 saat stireyle TM4 Sertoli hiicrelerine uygulanmistir. Uygulamalar sonrasinda
Sertoli hiicrelerinde hiicre canliligina, lipid peroksidasyon miktarina, siiperoksit dismutaz,
katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzim aktivitelerine ve apoptotik hicre
oranlarina bakilmigtir. Bulgular furanin hiicre canliligin1 ve antioksidan enzim aktivitelerini
azalttigini1 gosterirken, lipid peroksidasyonunu ve apopototik hiicre oranlarini arttirdigini ortaya
koymustur. Furana ilave olarak vitamin C ve ¢inko uygulamalari furanin olusturdugu bu hasari
vitamin C ve ¢inkonun birlikte uygulandigi kosullarda en aza indirdigi tespit edilmistir. Bu
bulgular furanin erkek tireme sisteminde 6nemli bir rol Gstlenen TM4 Sertoli hticresi Gzerinde
olusturdugu toksisite ve bu toksisiteye kars1 antioksidan olan vitamin C ve ¢inkonun koruyucu

rolu ortaya ¢ikarilmistir.

Haziran 2022, 62. sayfa.

Anahtar kelimeler: Furan, vitamin C, ¢inko, Sertoli hiicresi, apoptoz, oksidatif hasar
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Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Yasemin AYDIN

Furan or furfuran is a colorless, volatile heterocyclic aromatic organic compound formed during
heat treatment and storage techniques of food products. Furan is also used industrially as an
intermediate in the production of certain compounds such as resins, varnishes, pesticides, and
drugs. Recent studies have revealed that furan (C4H4O) is found at significant levels in cooked
or fried cereal products, coffee, baby food, fruit juices, jars and canned foods, vegetables and
meat products, biscuits, toasted wheat flour and bread crust. It has been determined that furan,
which is inevitably taken into the body, negatively affects human health and causes toxicity.
Furan has potential harmful effects on the skin, liver, kidney, immune system, nervous system
and adipose tissue. In addition to its effects that disrupt the endocrine system, it also affects the
reproductive system and causes infertility. However, there are not enough studies on the
toxicological effects of furan on the male reproductive system. In in vivo studies, it was
determined that testicular and seminal vesicle weight, LH and testosterone levels decreased and
degeneration occurred in testicular cells in individuals exposed to furan. It also causes a
decrease in testicular and epididymal sperm count. However, there are no studies to determine
the damage to Sertoli cells made with furan. For this reason, it is essential to investigate how
Sertoli cells, which have a very important role in feeding the sperms and supporting them during
spermatogenesis, are affected by furan.
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Free radicals damage the cell and the organism by entering into rapid oxidation reactions with
food components or components of the cells of the organism. Vitamin C contributes to
minimizing the effect of free radicals and protects the cell from oxidative damage. Zinc is the
second most common trace element in the human body, and since it cannot be stored in the
body, it must be consumed regularly in the diet. Zinc acts as a regulator of steroid hormones
such as testosterone, as well as reducing the toxic damage caused by heavy metals in the body.
It collects in the testis during early spermatogenesis and plays an important role in meiosis of
germ cells. Many studies have shown that dietary zinc increases sperm motility in the male
reproductive system, increases protein metabolism and nucleic acid synthesis.

In this study, furan at a concentration of 3 mM and in addition to furan, 50 pM vitamin C and
50 uM zinc were applied to TM4 Sertoli cells for 24 hours. After the applications, cell viability,
lipid peroxidation amount, antioxidant enzyme activities such as superoxide dismutase,
catalase, glutathione peroxidase and apoptotic cell ratios were examined in Sertoli cells.
Findings revealed that furan decreased cell viability and antioxidant enzyme activities, while
increasing lipid peroxidation and apoptotic cell rates. In addition to furan, it has been
determined that vitamin C and zinc applications minimize this damage caused by furan in
conditions where vitamin C and zinc are applied together. These findings revealed the toxicity
of furan on the TM4 Sertoli cell, which plays an important role in the male reproductive system,
and the protective role of antioxidant vitamin C and zinc against this toxicity.

June 2022, 62. pages.

Keywords: Furan, vitamin C, zinc, Sertoli cell, apoptosis, oxidative damage

Xiv



1. GIRIS

Furan, gida triinlerinin 1s1l igslem gérmesini de igeren isleme ve saklama teknikleri sirasinda
olusan sivi halde bulunan, renksiz ve ugucu bir bilesiktir. Ayn1 zamanda furanin kimyasal
sanayide kullanim1 da yaygindir. Kahve, bebek mamasi, meyve sulari, kavanoz ve konserve
yiyecekler gibi 1s1l islem gérmiis gida tirtinlerinde ytliksek miktarlarda bulunan furanin, viicuda
alimimi kacinilmazdir (Seok ve Lee, 2019). Yapilan calismalara gore furanin insan saghigini
olumsuz etkiledigi ve toksisiteye yol ag¢tig1 tespit edilmistir. Bu g¢alismalar sonucunda,
Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi tarafindan “olas1 insan kanserojeni (Grup 2B)” olarak
siiflandirilmistir (Seok ve dig., 2015). Bu nedenle furanin viicuttaki etkilerinin ¢aligilmasi son
derece dnemlidir. Furanin, yaygin kullanimi ve ¢esitli uluslararasi kuruluslarin furan maruziyeti
icin limit belirleme calismalarina ragmen literatiirde furan toksisitesi hakkinda oldukca az

sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Furan hizli bir sekilde ve yogun olarak akciger ve ince bagirsaktan emilerek, biyolojik
membrandan gecip ¢esitli organlara girebilir (Alizadeh ve dig., 2018). Furan adipoz dokusunda,
bobrek ve karaciger dokusunda zararl etkilere sebep olabilir. Insan yag dokusunda biriken
dibenzofuranlardaki kritik deger asilirsa su hiicrelere girer, reaktif oksijen radikallerinin
artmasina sebep olur. Bu radikaller de hiicrelerde oksidatif stres meydana getirerek DNA ve
proteinlerin yapilarinda mutasyonlara, apoptoza, hiicresel yapinin bozulmasma ve hiicresel
membranlarda lipid peroksidasyonuna sebep olur (Seok ve dig., 2015; Rehman ve dig., 2020;
Alizadeh ve dig., 2018). Bu etkilere bir de erkek ilireme sistemi yoniinden bakilirsa; testislerde
oksijen miktarinin az olmasindan dolay1 oksidatif stres testis dokusunda fazladir. Ciinkii testis
fazla miktarda doymamis yag asidi ve reaktif oksijen tiirleri olusturma potansiyelindedir. Buna
bagli olarak da artan oksidatif stres spermatogenez ve steroidogenez i¢in oldukc¢a zararh etkiler
yaratabilir (Asadi ve dig., 2017). Ayrica yapilan ¢aligmalarda furanin, testiste epididimiste ve
prostat bezinde bozukluklara neden oldugu, sperm sayis1 ve morfolojisi iizerinde zararli etkilere
rastlandig1 ve testiste apoptotik hiicrelerin dnemli derecede arttig1 goriilmiistiir (Rehman ve
dig., 2019). Bu sonuglar furan maruziyetinin erkek iireme sisteminin toksisitesini indiikledigini

gostermektedir.



Suda ¢6ziinen zincir kirici bir antioksidan olan C vitaminin de bitkilerde ve hayvanlarda 6nemli
bir mikro besin maddesi oldugu bilinmektedir (Kokoglu ve Alturfan, 2010). Antioksidan
etkisini enzimlerin aktivitesini artirarak gosterir. C vitamini serbest radikal olusumunu
azaltmaktadir ve antioksidan bilesikler olusturan proteinlerin tiyollerini korumaktadir ayn
zamanda hem plazmada hem de hiicre iginde gii¢lii bir antioksidandir (Halliwell ve Whiteman,
1998). Yapilan arastirmalarda C vitaminin lipid peroksidasyonu inhibe ettigi, endoteliyal
disfonksiyonu azalttig1 ve lipoproteinlerde ve membranlarda E vitaminini yeniden olusturdugu
kesfedilmistir (Evans, 2000). Bu sonug¢lar C vitamininin erkek iireme sistemi, DNA
metilasyonu, merkezi sinir sistemi {izerinde koruyucu bir etkiye sahip oldugunu goéstermistir

(Rizk ve dig., 2020; Huff ve dig., 2021).

Oksidatif stres, hiicre ve dokularin oksidatif hasarina neden olan metabolik bir islev
bozuklugudur ve bircok kronik hastaliga sebep olmaktadir. Ozellikle ¢inko (Zn), antioksidan
ozellikleri nedeniyle 300'den fazla enzim ve 2000 transkripsiyon faktorinin kofaktér gorevini
gordiigii i¢in insan saglhigi i¢cin gerekli minerallerden biri olup viicutta depolanamayan eser
elementtir (Bhowmik ve dig., 2010). Yapilan arastirmalar anti-inflamatuar ajan olan ¢inkonun,
hiicre zarlarina yapisal stabilite sagladig1 ve ayni1 zamanda gen ekspresyonunun diizenleyicisi
oldugundan dolay1 hiicresel sinyallesmenin 6nemli bir parcasi oldugunu tespit etmistir. Ayni
zamanda bu element redoks aktif metali olarak belirli baglanma bdlgelerinde degistirilebilir ve
hiicresel bolgeye 6zgii oksidatif hasar1 hafifletebilmektedir (Yamaguchi ve dig., 2009). Yapilan
calismalarda ¢inkonun antioksidan etkisi sayesinde erkeklerde sperm kalitesini ve déllenme
potansiyelini arttirdig1 kesfedilmistir. Bununla birlikte ¢inko hormon dengeleyici olarak da
erkek lireme sisteminde testosteron gibi hormonlara yardimci oldugu tespit edilmistir. Yapilan
bircok caligmada ¢inko eksikliginin spermatogenezi engelledigi, sperm anormalliklerine sebep
oldugu ve serum testosteron konsantrasyonu iizerinde olumsuz etkiye sahip oldugu

vurgulanmustir (Prasad, 2008; Colgar ve dig., 2009; Boran ve Ozkan, 2004).

Yapilan bu tez ¢aligmasinda, TM4 Sertoli hiicrelerinde furanin olusturdugu toksisiteye vitamin
C ve ¢inkonun etkisi arastirilmigtir. Tezin “Genel Kisimlar” baghgi altinda TM4 Sertoli
hiicreleri, furan, vitamin C, c¢inko, oksidatif hasar ve apoptoz konular1 detayli olarak

sunulmustur.



Tez calismasinin “Malzeme ve YOntem” baslig1 altinda tez kapsaminda yapilmasi planlanan
yontemler detaylandirilmigtir. Yapilan bu yontemler sonucunda ulasilan sonuglar tezin

“Bulgular” baslig altinda anlatilmistir.

Tez ¢alismasinin “Tartisma ve Sonug” bashgi altinda ise, ¢alisma sonucunda ulasilan veriler
degerlendirilmis olup, elde edilen sonuglar giincel literatiir ile karsilastirilarak calisma

verilerinin 6zglinliigii ve literatiire katkis1 ortaya ¢ikarilmastir.

Bu tez ¢alismasinda, furanin Sertoli hiicrelerinde olusturabilecegi muhtemel toksisiteye karsi
gliclii antioksidan 6zellikleri oldugu bilinen vitamin C ve ¢inkonun ayr1 ayri ve birlikte bu
toksisitede listlenecegi olas1 koruyucu roller, hiicre canliligi, lipid peroksidasyonu, antioksidan

enzimler ve apoptozun Ol¢iilerek aciga ¢ikarilmasi hedefiyle yapilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. SERTOLi HUCRESI

Adin1 kesfedicisi Italyan Doktor Enrico Sertoli’den alan Sertoli hiicreleri, erkek bireylerin
gonadlar1 olan testislerin seminifer tiibiillerinde bulunmaktadir (Repord ve Griswold, 2018).
Sertoli hiicresi disinda seminifer tiibiillerde spermatogenik hiicreler bulunmaktadir. Sertoli
hlcreleri, spermatogenik hiicrelerle baglanti kurarak onlarin beslenmesi ve korunmasinda
gorev yapmaktadir. Bu gorevlerini gergeklestirebilmek igin Sertoli hiicreleri, 6kromatik olan
bir nukleus, cok sayida belirgin nukleouluslar, fazla sayida ve iyi gelismis diiz yiizli
endoplazmik retikulum, iyi gelismis Golgi, ¢ok sayida lizozomlar ve mitokondriler
bulundurmasinin yani sira, aktin filamentler, mikrotiibiiller ve 0zellikle vimentin ara

filamentlerinden olusan dayanikl bir hiicre iskeletine sahiptir (Janqueira ve Carneiro, 2006).

Sertoli hiicreleri, sahip olduklar1 6zellesmis baglanti kompleksleri sayesinde hem birbirleriyle
hem de diger spermatogenik hiicrelerle iletisim halindedir (Wiebe ve dig., 2000; Meng ve dig.,
2005). Sertoli hiicreleri okludens baglantilar ile birbirlerine sikica tutunarak seminifer epitelin
adliiminal ve bazal kompartimana ayrilmasini saglar. Sertoli-Sertoli arasindaki bu siki
baglantilar, spermatogenik hiicrelerin kandan gelen zararl iirlinlere kars1 korunmasinda gorevli
olan kan-testis bariyerini olusturur (Eroschenco, 2001). Gelismekte olan spermlerin immiin
sistem ile dogrudan iliski kurmasini1 engelleyen kan-testis bariyeri, bu spermlerde bulunan zar
antijenlerinin kana ve bagisiklik sistemine gecmesini engeller. Boylece erkek bireyin kendi
spermine karsi oto-immiin cevap olusturmasinin 6niine gegerek bu nedenle olusabilecek olan

kisirhigi 6nler (Eroschenco, 2001; Itoh ve dig., 2005).

Sertoli hiicreleri, testiste spermatogenezin uygun sekilde siirdiiriilmesinde ve diizenlenmesinde
oldukga 6nemli olan bir hiicredir. Gelismekte olan spermatogenik hiicrelere destek, koruma ve
besin saglayan Sertoli hiicreleri, spermatogenez sonunda olusan atik iirlinler ve apoptoza giden
hiicrelerin fagosite edilmesinden sorumludur. Bunun yani sira olgunlasan spermlerin liimene
daha kolay atilmasini saglamak i¢in gereken protein ve iyonca zengin testikiiler siviy1 salgilar.
Sertoli hiicrelerinin bir diger fonksiyonu ise folikiil uyarici hormon (FSH) ve testosteron
salinimint uyaran androjen baglayici proteini (ABP) sentezlemektir. ABP, testosteron ve
dihidrotestosteron androjenlerine yiiksek afinite gOsteren ve spermatogonyumlarin ¢ogalma

stirecini baglatan salgisal bir proteindir. Sertoli hiicreleri, Anti-Mdllerian hormonu Ureterek



erkek fetiisiin Miiller kanal gelisimini durdurur. Ayrica aktivin ve inhibin peptidlerini salarak,
hipofiz bezinden FSH’ nin sentez ve salmimmini diizenler. Inhibin FSH salinimini inhibe edici
bir 6zellik gosterirken, aktivin ise FSH salinimi arttirmaktadir. Sertoli hiicrelerinin fonksiyonu
instilin, progesteron, vitamin E, vitamin A, epidermal blylUme faktori gibi etkenlere gore
degisim gosterebilir. Bunlarin disinda testosteron, dstradiol ve dihidrotestosteron gibi steroidler
de Sertoli fonksiyonunu etkilemektedir (Hansson ve dig., 1974; Dalgaard ve dig., 2002; Meng
ve dig., 2005; Janqueira ve Carneiro, 2006; Young ve dig., 2006).



2.2. FURAN
2.2.1. Furanin Genel Ozellikleri

Furan, gida iiriinlerinin 150°C ile 200°C arasindaki 151l islemi uygulamalar: sirasinda olusan
lipofilik bir kirleticidir (Mogol ve Gokmen, 2016). Bu 1s1l islemler konserve, pisirme, kavurma,
firmlama ve sterilizasyonu igermektedir. Furanin kokusu bulunmadigi i¢in furan ve bir¢ok
furan tlirevi gidalarda bulunabilir (Seok ve Lee, 2019). Furan, molekiiler agirlig1 68 g/mol olan
ve 31°C kaynama noktasina sahip olmasi nedeniyle yiiksek uguculuk 6zelligi gosteren, lipofilik,
renksiz ve sivi organik bir bilesiktir (Sekil 2.2.1) (Seok ve dig., 2015). Furanin baz1 kimyasal

ve fiziksel 6zellikleri tablo 2.2.1.1°de verilmistir.
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Sekil 2.2.1: Furanin kimyasal yapisi.

Tablo 2.2.1: Furanin baz1 kimyasal ve fiziksel 6zellikleri.
Atomik Agirhk 68,07

Molekdl Formulu | CsH40O
Yogunluk 936 g/L
Renk Renksiz

Fiziksel Durumu | Sivi

Erime Noktasi -85,6°C

31,36 °C, 760 mmHg'da
32 °C, 758 mmHg'da
Molar hacmi 68,07 g/mol

Kaynama Noktasi

Alkol ve eterde serbestge ¢cozinur;
suda ¢oziiniirliik: 25°C'de %1 dir.
20°C'de 658 mmHg

20°C'de 600 mmHg

Cozunurluk

Buhar basinci




Yapilan arastirmalar, furan olusumunda bir¢ok yol oldugunu gdstermektedir. Bu yollarin en
basinda sekerlerin (glikoz, fruktoz, laktoz gibi), askorbik asit veya doymamis yag asitlerinin
furana doniistimiinii kapsar. Karbonhidratlarin termal bozulmasi ve yeniden diizenlenmesi, gida
isleme ve pisirme sirasinda enzimatik olmayan (Maillard) esmerlesme reaksiyonlarinda goriilur
(Maga ve dig., 1979). Bunun disinda, ¢coklu doymamis yag asitleri, karotenoidler ve amino
asitler de furan olusumunda 6ncii olarak goriilmektedir (Becalski ve Seaman, 2005; Yaylayan,
2006). Ozellikle askorbik asitin yiiksek sicakliklarda islem gérmesi sirasinda furan {iretimi
acisindan yiiksek potansiyele sahip oldugu yapilan c¢alismalarda gosterilmistir (Birlesik
Devletler Gida ve Ilag Dairesi (US FDA), 2004; Seok ve dig., 2015; Mariotti ve dig., 2013).

2.2.2. Gidalardaki Furan icerigi

Bilim adamlari, furam bir dizi 1s1l islem gdrmiis gida iiriintinde ilk kez tanimladigindan beri,
1s1l isleme tabi tutulan bir ¢ok gida kategorilerinden ¢ok sayida numune diinya ¢apinda analiz
edilmistir. Bu analizlerden elde edilen sonuglar, gidadaki furan igeriginin belirlenmesinde
onemli raporlart olugturmustur. Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan rapor
edilen ¢esitli gida kategorilerinde furan igeren besinler su sekilde verilmistir. Kavrulmus kahve,
hazir kahve, bebek mamasi, hazir ¢orbalar, tahil tirtinleri, stt Grtinleri, meyve sulari, konserve
sebzeler, pismis ve konserve etler, bira ve bugday ekmekleri de dahil olmak tizere bir¢ok gidada
furan mevcut oldugu bildirilmistir (EFSA, 2009; Diinya Saglik Orgiitii, 2009; US FDA 2004).
Ayrica kavanoz ve konserve gidalarla yapilan analizler sonucu, 1si1l igslem uygulanan
fabrikasyon gida iiriinlerinin depolanmasi ve ambalajlanmasi sirasinda da furan olusumunun
meydana geldigi goriilmiistiir (Reinhard ve dig., 2004). Hava almas1 ve buhar ¢ikis1 engellenen
konserve ve kavanozlu gida iriinlerinde nispeten daha fazla miktarda furan mevcut oldugu

bilinmektedir (US FDA, 2004).

Insanlarin furan maruziyeti, gida tiikketim verilerine ve cesitli gida maddelerindeki furan
icerigine dayali olarak tahmin edilmistir. Avrupa'da, yetiskinlerin gidalarda furana tahmini
ortalama maruziyeti, farkli {liye iilkelerde 0.34 ile 1.23 pg/kg viicut agirligi/glin arasinda
degismekte olup, ortalama deger olarak 0.78 pg/kg viicut agirligi/giin bulunmustur (EFSA,
2009). 3-12 aylik bebekler igin bu deger 0,27 ile 1,01 pg/kg viicut agirligi/giin arasinda
degismektedir. Yapilan bir arastirmada, bebek besinlerindeki ortalama furan oram 0,23-1,77
ng/kg viicut agirhigi/giin olarak bulunmustur (Minorczyk ve dig., 2011). Giinliik diyette sikca

tilketilen gidalara ek olarak birgok farkli alanda da furan maruziyetinden bahsetmek



mimkiindiir. Gida tiriinlerinde bulunmasinin yani sira kimyasal imalat sanayisinde sentetik ara
madde olarak furan kullanilmaktadir. Ayrica bocek ilaglarinin, stabilizatorlerin, farmasotik ve
plastik iiriinlerin liretiminde de kullanilir (Elmore ve dig., 1991; NTP, 2001). Ayrica yulaf
kabugu ve musir kogani gibi pentoz igeren tarimsal yan iriinlerin duman, ylizey suyu, asit
hidrolizatlari, endiistriyel atik sular1 ve buhar damitiklarinda furana rastlanmistir. Bunun
disinda, furanin tiitiin dumaninin ana bilesenlerinden biri oldugu da bilinmektedir (Smith ve

dig., 2000; Uluslararas1 Kanser Arastirmalarit Ajansi, 2004).
2.2.3. Furanin Toksisitesi

Gidalarin 1511 islem uygulamalar1 sonrasinda ¢esitli maddelerin olustugu bilgisine sahip
olunduktan sonra, aciga ¢ikan bu molekiiller {izerinde yapilan ¢alismalar hizlanmaistir. Is1l iglem
sonucu gidalarda dogal yollardan olusan furan iizerine yapilan ilk ¢aligmalar sonucunda furanin
kemirgenler i¢in karsinojenik oldugu bulunmustur (NPT, 1993). Bu galismalardan sonra,
Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajansi (1995) furanin “insanlar i¢in olasi karsinojenik”
(Grup 2B) oldugunu tespit etmistir (Zuckerman, 1995). Siganlarda ve farelerde furan kaynakli
toksisitenin ana hedef organi doza bagiml olarak karacigerdir (NPT, 1993). Maruziyet sonrasi
Vicuda giren furan hizli ve yogun bir sekilde ince bagirsaktan ve akcigerden emilmektedir (Egle
ve Gochberg, 1979; Burka ve dig., 1991). Diisiik polariteye sahip olmasi sebebiyle biyolojik
membranlardan kolayca gegerek organ ve dokulara rahatlikla ulasabilir. Furan bir kere viicuda
girdiginde ¢esitli mekanizmalarla detoksifikasyona ugrar. Bu siireglerden biri sitokrom P-450
enzimleriyle (6zellikle CYP2E1) furan halkasi agilarak karbondioksit ve cis-2-buten-1,4-
dialdehid olarak bilinen sitotoksik bir metabolite hizlica metabolize edilir (Burka ve dig., 1991;
Byrns ve dig., 2002). Bu furan metaboliti, hiicre ¢ogalmasini ve mitokondriyal oksidatif
fosforilasyonun ayrigmasini indiiklemesinin yani sira hedef hiicrelerde DNA ile reaksiyona
girerek, furan kaynakli timdrlerde 6nemli bir rol oynamaktadir (NTP, 1993; Kellert ve dig.,
2008). Bunlarin disinda, hiicrelerde ksenobiyotik reseptori olarak bilinen arilhidrokarbon

reseptori ile etkilesime giren furan, hem metabolik hem de hiicresel etkilere sebep olmaktadir.

Furanin Ozellikle yag dokusunda birikimi, reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminde bir artig
meydana gelir. Hicrelerde fazla miktarda ROS olusumu, protein ve DNA'da mutasyonlara,
membranlarda lipid peroksidasyonuna, apoptoza ve hiicresel yapilarda hasara neden olur
(Peterson ve dig., 2016). Daha once yapilan ¢aligmalar, furana maruziyetinin hepatotoksisite,

karsinojenisite, akciger, bobrek ve ovaryum hasar1 gibi genis bir toksisite araliginda



sonuglandigimi gostermistir. Furanla karsinojen oldugu tespit edildikten sonra, lenfoma
hiicrelerinde mutasyon olusturdugu, kromozom aberasyonlarma sebep oldugu bildirilmistir.
Furan ya da furanin mikrosomal metaboliti cis-2-butene-1,4-dial’in hedef hiicrelerde DNA’yla
reaksiyona girerek furan kaynakli tiimor olusumunda 6nemli bir rol oynamasi olasidir. Bununla
birlikte furan, hepatik mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun ayrigmasina yol acan ATP
kaybina neden olur ve bdylelikle hiicre o6liimiinde rol oynayan sitotoksik enzimlerin
aktivasyonunu saglar. Onceki galismalardaki bulgulara dayanarak furan genotoksik bir bilesik

olarak kabul edilir (Kellert ve dig.,2008).

Bunlarin yani sira, elde edilen sonuglar furan maruziyetinin erkek iireme sistemi toksisitesini
indiikledigini gostermektedir. Yapilan calismalarda furanm, folikiil stimiile edici hormon,
luteinizan hormon ve testosteron gibi erkek tireme sisteminde gorevli olan hormon seviyelerinin
de azaldig1 gézlemlenmistir (Kara ve dig., 2016). Furan erkek treme sisteminde, prostat bezi,
epididimis ve testiste yapisal bozukluklara yol ac¢tigi; testis dokusunda apoptozu indikleyerek
hiicre sayilarinin azalmasina neden oldugu ve testosteron seviyelerinde diisiise sebep oldugu
ortaya konmustur (Karacaoglu ve dig., 2010; Rehman ve dig., 2019; El-Hakim ve dig., 2018).
Furanin erkek iireme sisteminde hiicresel diizeyde Leydig hiicrelerinin apoptoza gotiirdiigii;
Sertoli hiicrelerinde vakuollesmeyi arttirdigi; spermlerin karaktetistik 6zelliklerinin bozuldugu

ve sperm liretiminin azaldigi bulunmustur (Karacaoglu ve dig., 2010; Owumi ve dig., 2020).
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2.3. VITAMIN C

Vitaminler, besinlerin igerisinde yer almalari nedeniyle dogal yollarla viicudumuza alinan, pek
cok fizyolojik siiregte rol oynayan organik molekiillerdir. B, E ve C vitamini gibi dogal
vitaminlerin yani sira, vitamin benzeri biyomolekiiller olarak siniflanan karnitin, koenzim Q10,
lipoik asit gibi molekuller, karotenoidler ve flavonoidler gibi polifenoller giniimiizde meyve
ve sebzelerin faydali bilesenleri olarak kabul edilmektedir (Kokoglu ve Alturfan, 2010).
Vitaminlerin viicutta eksiklikleri ciddi belirtilere neden olurken kiiciik miktarlar1 bile bu
etkilerin tersine ¢evrilmesinde etkilidir. Besinler igerisinde bulunan vitaminlerin yasamsal
Oonemi biiyiiktliir ve biitiin vitaminler besinler araciligiyla saglanabilmesine ragmen tiim
vitaminler tek bir besinle saglanamamaktadir. Bazi vitaminler insanlarda ince bagirsakta
sentezlenirken, vitamin C gibi bazi vitaminlerin ekzojen alimi1 zorunludur. Hayati 6nem tasiyan
bu molekiillerin eksiklikleri durumunda yerine konulmasi dogal yollarla besinlerle olabilecegi

gibi sentetik iiretilen tabletlerle de saglanabilir (Rietjens ve dig., 2002).

Insanlar icin hayati éneme sahip vitaminlerden biri olan vitamin C ilk kez 1919 yilinda
kesfedilmis, 1933 yilina kadar devam eden galismalar sonucunda lahana 6zsuyundan kristalik
preparat1 elde edilmistir. Ilerleyen yillarda iskorbiit hastaligini 6nleyen asit olmasindan dolay1
askorbik asit adin1 almistir (Szent-Gyorgi, 1928; Zilva, 1932). Vitamin C’nin kimyasal yapisi
sekil 2.3.1°de verilmistir.

HO_CH2
|
HO —C d O

H

HO OH

Sekil 2.3.1: Vitamin C’nin kimyasal yapisi (Mouhannad ve dig., 2010).

Suda ¢6zlnen zincir kirici bir antioksidan olan C vitaminin de bitkilerde ve hayvanlarda énemli

bir mikro besin maddesi oldugu bilinmektedir. Antioksidan olarak gorev goren C vitamini,
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enzimlerin aktivitesini artirarak cesitli enzimatik reaksiyonlar igin kritik bir kofaktordir.
Vitamin C serbest radikal olusumunu azaltmaktadir ve antioksidan bilesikler olusturan
proteinlerin tiyollerini korumaktadir ayn: zamanda hem plazmada hem de hucre i¢inde gucli
bir antioksidandir (Halliwell ve Whiteman, 1998).

Vitamin C’nin olumlu faydalarinin alinan C vitamini miktar ile arttig1 diistiniilmektedir. C
vitamini, hastalik direncini artiran ve oksidatif stres direncini iyilestiren giiglii bir antioksidan
takviyesidir. Meyve ve sebzelerden alinan vitamin C’nin en iyi kaynaklari, turunggillere ait
meyveler, domates, yesil ceviz, kusburnu, lahana, yesil biber ve tiim yesil yaprakli sebzelerdir.
Meyve ve sebzelerin aksine hayvansal gida triinleri vitamin C yoninden yetersizdir
(McDowell, 1989). Antioksidan role sahip vitamin C’nin, g6zlemsel epidemiyolojik
aragtirmalara gore uygun miktarlarda tiiketildiginde kalp hastaliklarin1 ve kanseri onledigi
diistiniilmektedir. Ayni zamanda, insan miyeloid I6semi hiicre dizilerinde hiicre 6limu, niklear
parcalanma ve DNA boéliinmesini indikledigi gosterilmistir, bunlarin tiimii, yiiksek
konsantrasyonlarda vitamin C’nin bir¢ok tiimor hiicre dizisinde apoptozu indiikleme yetenegi
ile tutarhidir (Sakagami ve dig., 2000).

Vitamin C, testiste bulunan ve testisleri oksidatif hasardan korudugu bilinen bir antioksidandir.
Testislerde vitamin C’nin etkin konsantrasyonlarda bulunmasi spermatogenezin de
desteklenmesine katki saglamaktadir (Nayanatara ve dig., 2008). Testislerde bulunmasi
glutatyona bagli bir dehidroaskorbat rediizktaz tarafindan kontrol edilir ve bu enzim sayesinde
vitamin C testislerde indirgenmis durumda tutulur. Vitamin C’nin testislerde pek c¢ok
fonksiyonu bulunmaktadir. Sperm hareketliligini arttirmasi, semen kalitesini iyilestirmesi ve
infertilitenin 6nlenmesine katki saglamasi vitamin C’nin erkek reme sistemi Uzerindeki
etkilerinin birkagidir (Rekha ve dig., 2009).
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2.4. CINKO

Cinko, blylme, proteinlerin ve nukleik asitlerin Gretimi, yaralarin iyilesmesi, iireme
organlarmin gelisimi ve prostat bezinin ¢aligmasi igin gerekli olan bir eser elementtir (Bhowmik
ve dig., 2010). Periyodik tabloda iki toksik metal olan kadmiyum ve civa ile birlikte 1B
grubunda yer alan ¢inkonun, insanlar icin nispeten toksik olmadigi kabul edilir. Cinko, insan
viicudunda yaygin bulunan ve birgok biyolojik aktivite icin anahtar roller almaktadir. insan
vicudu 2-3 g cinko icerir ve yaklasik %90 kas ve kemikte bulunur. Cinkonun geri kalan
%10’luk kismi1 karaciger, bobrek, deri, akciger, beyin, kalp, pankreas, prostat ve gastrointestinal
sistemde bulunmaktadir (Sekil 2.4.1) (Plum ve dig., 2010). Cinko, biyolojik sistemlerde,
proteine bagli ve iyonik formlarda bulunur ve proteinlerin iglevine ve yapisina aracilik etmede
ve fizyolojik dengenin korunmasinda 6nemli roller oynar (Yamaguchi ve dig., 2009). Hucresel
dizeyde cinkonun 9%30-40"1 ¢ekirdekte, %50'si sitozolde ve geri kalan kismi hicresel

membranlarla iliskili olarak bulunur (Vallee ve Falchuk, 1993).

. e DOKU DAGILIMI
Diyetle alinan Iil ] 'l Plazma Gmko . 0
Ginko — / A (~%0,1) . _
7 | S s’g"b@@__ TN N Iskelet kasi (~ %60)
| \s n] ;;Jt) %do“ -
| ot \ N
| | o7 %
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| XS |
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] +  Zihinsel bozukluklar Deri [ %5]
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Sekil 2.4.1: Cinkonun insan viicudunda dagilimi (To ve dig., 2020).
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2.4.1. Cinkonun Erkek Ureme Sistemi Uzerine Etkisi

Omurgalilarda ¢inko, karaciger ve bobrektekilerle kiyaslandiginda testislerde yiiksek
seviyelerde biriktigi bulunmustur (Bedwal ve Bahuguna, 1994). Insanlarla yapilan
epidemiyolojik ¢aligmalarda, Crohn hastalig1 gibi ¢inko eksikligine bagli olusan hastaliklarda
anormal spermlerin olustugu ve spermatogenezin inhibe edildigini rapor edilmistir (Prasad,
2008). Bu sonugclar ¢inkonun erkek lireme sistemi icin gerekli oldugunu ortaya koymaktadir.
Cinko, erken spermatogenez sirasinda testislerde birikerek germ hiicrelerinde mayozu ve
spermatogonyal Uremeyi diizenleyerek, ayn1 zamanda testiste Sertoli hiicrelerinin biitiinligiini
saglar (Colgar ve dig., 2009). Spermatogenez siirecindeki olumlu etkilerine karsin epididimiste
sperm hareketliligini azalttigi bulunmustur (Henkel, 2005). Bunlarin yani sira, ¢inko
uygulamalarinin agir metaller, floriir ve 1s1 gibi streslerin neden oldugu testis hasarim

hafifletebilecegine dair bazi raporlar vardir (Boran ve Ozkan 2004).
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2.5. OKSIDATIF HASAR

D1s yoriingelerinde en az bir eslenmemis elektron ihtiva eden molekiiller serbest radikal olarak
adlandirilmaktadir. Radikaller, yapilarinda bulunan eslenmemis elektronlarindan dolay1
oldukca kararsiz bir yapiya sahiptir (Diplock, 1998). Yoriingelerindeki eslenmemis elektron
yanina diger bir bilesigin elektronunu ¢ekme egilimi gosterdiginden, serbest radikaller son
derece reaktif bilesikler olarak tanimlanirlar (Sahoo ve dig., 2000). Serbest radikaller,
arasidonik asit metabolizmasi, otooksidasyon reaksiyonlari, mitokondrial elektron tagima
sistemi gibi normal metabolik siireclerde bir yan iiriin olarak olusurken; sigara dumani, hava
kirliligi, metal iyonlari, UV 1sinlar1 ve ¢esitli kimyasallarin maruziyeti radikal olusumunun

eksojen etkenlerinin basinda gelmektedir (Reilly ve dig., 1991; Karabulut, 2016).

Atomik yapisindaki iki eslenmemis elektron sebebiyle oldukca kararsiz bir 6zellik gdsteren
oksijen atomu, diger serbest radikallerle cok hizli bir sekilde reaksiyona girerek reaktif oksijen
tiirlerini olusturur (Karabulut, 2016). Yiiksek reaktif 6zelliklerinden dolay1 DNA, protein, lipit
ve niikleotit koenzimleri gibi hiicresel bilesenlerle hizlica reaksiyona girerek bilesiklerin
yapilarinin bozulmasina sebep olur (Diplock, 1998). Bu nedenle de oksijen atomu, biyolojik
sistemlerdeki en biiylik radikal kaynagi olarak bilinir. Hiicrede en fazla bulunan reaktif oksidan
threvleri, stiperoksit anyonu (O2°—), hidroksil (*OH), nitrik oksit (NO-) ve peroksil radikali
(ROOe) gibi oksijen radikalleri ile hidrojen peroksit (H202) ve singlet oksijen (102) gibi radikal
olmayan oksijen tirevleridir (Kog, 2007).

Hiicrede biriken reaktif oksijen tiirlerinin yiiksek konsantrasyonlara ulagsmasi ile antioksidan
seviyesinin yetersiz kalmasi, hiicredeki oksidatif dengenin bozulmasiyla sonuglanir. Oksidanlar
ve antioksidanlar arasinda ortaya ¢ikan dengesizlik durumu oksidatif hasar ya da oksidatif stres
olarak adlandirilir (Sekil 2.5.1). Oksidatif strese bagli olarak olusumu artan radikaller ve lipit
peroksidasyonu hiicresel hasara sebep olur (Tabakoglu ve dig., 2013). Reaktif oksijen
tiirlerinden biri olan hidroksil radikalinin hiicre memraninda bulunan yag asidinin yan zincirine
baglanmasi ile gergeklesen lipit peroksidasyonu membran yapisina zarar verir. Buna ek olarak,
lipit peroksidasyonu hilicre membraninin islevsiz hale gelmesine ve akiskan O6zelliginin
bozulmasina geri doniisiimsiiz olarak sebep olur (Naghii, 2002; Davies ve Goldberg, 1987).
Serbest radikaller protein yapilarinda fragmantasyona ve capraz baglanmalara neden olarak
proteinin yanls katlanmasina, bdylece fonksiyonunu yerine getirememesine ya da enzimin

aktive olamamasina yol agar (Akkus,1995).
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Antioksidanlar

Superoksit Dismutaz (SOD)
Glutatyon Peroksidaz (Gpx)
Gluatatyon Rediiktaz (GR)

Glikoz-6-fosfat dehidrogenaz
Reaktif Oksijen Tiirleri (G6PD)
Hidroksil Radikali (O;) Diger antioksidanlar: A, C, E ve K
Siiperoksit Anyonu (OH) vitaminleri, Selenyum, Cinko ve
Peroksil Radikali (RO;) p karotenoidler
Alkoksil Radikali (RO") R
- — A
< //
<= Oksidatif Stres =
= S
— ’\/ ~J
o - DNA Hasan
Lipid Peroksidasyonu

Protein Hasari/Denatiirasyonu

Sekil 2.5.1: Oksidatif streste oksidan-antioksidan denge mekanizmasi.

Organizma, ¢evresel ya da fizyolojik etmenler sebepli ortaya ¢ikan reaktif oksijen tiirlerinin yol
actig1 yikici etkileri yok etme yetenegine sahip molekiilleri iceren antioksidan savunma
sistemine sahiptir. Antioksidan sistem eksojen ve endojen kaynakli olmak {izere iki ana baslik
altinda toplanir (Ozcan ve dig., 2015). Eksojen kaynakli antioksidanlarin, oksidatif stresin
baskilanmasinda ve reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonunda endojen kaynakl
antioksidan molekiilleri destekledigi gosterilmistir. Cinko ve selenyum gibi eser metaller,
vitamin C, vitamin E, karotenoidler, flavonoidler, omega-3 yag asitleri eksojen kaynakli
antioksidanlara 6rnek verilebilir (Gupta ve dig., 2014). Endojen kaynakli antioksidanlardan
stperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon S-transferaz
ve glutatyon rediiktaz enzimleri enzimatik antioksidan sinifindadir. SOD oldukga reaktif 6zellik
gosteren superoksit radikalinin molekdler oksijen ve H202’ye doniisiimiinii katalizler (Zhang

ve dig., 2007). H20; ise KAT enzimi tarafindan su ve molekiiler oksijene doniistiiriiliir (MatEs



16

ve dig., 1999). GPx enzimi, rediikte glutatyonun (GSH) oksidasyonunu katalizleyerek H>,O>’in
uzaklastirilmasin1 saglamakla birlikte hidroperoksit seviyesini de azaltir (Usta, 2013).
Glutatyon rediiktaz enzimi, NADPH’dan elde ettigi enerjiyi kullanarak okside glutatyonu
antioksidan sistem elemanlarindan biri olan GSH’ye tekrardan indirger (Kabel, 2014; Nicotera
ve Orrenius, 1986). Hiicre igi tastyict ve baglayici olarak gorev alan glutayon S-transferaz,
sisteinin siilfiir atomu {izerinden ¢esitli elektrofillere glutatyonu aktarirken detoksifikasyon
islevini de gerceklestirir (Sherratt, 2002; Nicotera ve Orrenius, 1986). Glutatyon, melatonin,
koenzim Q10, bilirubin ve iirik asit, endojen kaynakli enzimatik olmayan antioksidanlara 6rnek

verilebilir (Noori, 2012).
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2.6. APOPTOZ

Apoptoz, zaman i¢inde yaslanan, biyolojik sistemler i¢cindeki gorevi sonlanan, islevlerini yerine
getiremeyen veya cesitli nedenlerden 6tiirii hasar goren hiicrelerin ¢esitli i¢ ve dis sinyaller
araciligiyla uyarilarak ortadan kaldirildig1 programli hiicre 6liimiidur. Apoptoz ilk olarak Vogt
tarafindan 1842’de normal gelisim gosteren hiicrelerin 6liimii olarak tanimlanmistir. 1972°de
ise Kerr, Wyllie ve Currie gibi arastirmacilar apoptoz terimini ilk kez kullanmaya baslamis ve
canli dokulardaki hiicrelerin azalmasinda gorevli bir hiicre 6liim tipi olarak tanimlamiglardir
(Kerr ve dig., 1972). Hiicrelerin hayatta kalip kalmayacagini belirleyen apoptoz, embriyogenez
ve gelisme siiregleri, yikim ve onarim islemleri, organ ve dokulardaki hiicre sayisinm belli bir
sayida kontrol altinda tutulmasi ve hiicre homeostazinin siirdiiriilebilmesi igin oldukca

onemlidir (Cummings ve dig., 1997; Cohen, 1993).

Hiicre kaderinin belirlendigi apoptoz siirecinde ¢esitli genetik kontroller altinda gergeklesen
birkag farklt mekanizma bulunmaktadir (Green ve dig., 2015). Buna gore, ekstrinsik veya 6liim
reseptor yolagi ile intrinsik veya mitokondriyal yolak apoptozun en temel iki mekanizmasini
olusturur (Sekil 2.6.1) (Bhosale ve dig., 2020). Bunun disinda, T lenfositlerinde ve natural killer
hicrelerinin granullerinde bulunan granzim A denilen bir serin proteaz kaspaz bagimsiz hiicre
Olimiinii igeren baska bir yolak daha bulunmaktadir. Bu {i¢ yolak g6z oniine alindiginda
apoptoz mekanizmalar1 ilk agsamada kaspaz-3’lin etkinlesmesiyle baslayan kaspaz kaskadin
aktif hale gecmesi yoluyla DNA pargalanmasi, hiicre iskeletinin ve nikleus proteinlerinin
yikilmas1 ve proteinlerin ¢apraz baglanmasi gibi hiicresel degisimlere sebep olmaktadir.
Sonraki agamada ise apoptotik cisim olusumu meydana gelerek hiicrenin fagositozu gergeklesir

(Martinvalet ve dig., 2005; Elmore, 2007).

Farkli uyaranlar ile kontrol edilen apoptoz mekanizmasinin ekstrinsik yolak {iizerinden
gerceklestigi durumlarda Fas ve tumor nekroz faktor (TNF) reseptorlerinin uyarilmasi, TNF,
instilin benzeri blylme faktord, koloni uyarici faktor ve néron biylme faktorl gibi bilesenlerin
ortamda azalmasi birer uyar1 gorevi goriir. Bunlara ek olarak glukokortikoidler, ilaglar, cesitli
antijenler ve radyasyon gibi etkenler de ekstrinsik yolagin uyarilmasinda etkili olmaktadir
(Erdogan, 2003; Aksit ve Bildik, 2008). Zar reseptorii gorevindeki tiimor nekroz faktor
reseptori (TNFR) ailesi ve bu reseptor ailesinde bulunan Fas ve TNFR1 reseptorleri ekstrinsik
yolak aracilifiyla apoptozun baglamasinda olduk¢a 6nemlidir (Lavrik ve dig., 2005). Fas ve

TNFRI1 reseptorleri hiicre disindaki baglanma bolgeleri sayesinde ilk uyariy1 alarak sitoplazmik
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tarafta bulunan baglanma bdlgeleri araciligiyla hiicre sitoplazmasindaki adaptor proteinlere
baglanirlar. Adaptor proteinlerin ise prokaspaz-8 ile birleserek oliim baslatici sinyal

kompleksini olusturur (Lavrik ve dig., 2005; Elmore, 2007).

Memeli Hiicresindeki Ana Apoptotik Yollar

Oliim Reseptorleri Mitokondriyal Yolak
Yolagi

=

<>
1 @. S5
_—
kaspaz 3
l Kaspaz 9

v
Hiicresel Hedefler <+—— m APOPTOZOM

Sekil 2.6.1: Apoptozun gerceklesmesi i¢in ektrinsik ve intrinsik yollar (Celepli ve dig., 2020).

APAF -1

Intrinsik yolagin sinyal iletimi &zellikle mitokondri iizerinden olmaktadir. Endojen ve ekzojen
kaynaklar sebebiyle hiicre icinde artig gosteren reaktif oksijen tiirleri, hiicre i¢i kalsiyum artisi,
TNF, DNA hasar1 sonrast p53°iin aktive olmasi, sitokinler ve hormon eksikligi gibi uyarici
durumlar intrinsik yolagin aktiflesmesinde gorevlidir (Elmore, 2007; Aksit ve Bildik, 2008;
Redza-Dutordoir ve dig., 2016). Buna gore, gelen uyari sonrast mitokondride baslayan iyon
akisiyla birlikte mitokondri proteinlerinden biri olan sitokrom ¢ ve apoptozu uyaran faktor
sitozole gecger. Burada sitokrom c, apoptotik proteaz aktive edici faktor ile baglanarak
apoptozomu olusturur (Orrenius ve dig., 2015). Olusan bu kompleks ATP varliginda pro-
kaspaz-9’u keserek aktif kaspaz-9’a dontstiiriir. Aktive olan kaspaz-9, efektor 6zellikte olan
kaspaz-3’iin aktivasyonunu gergeklestirerek hiicreinin apoptoza girmesini saglar (Igney ve
Krammer, 2002).

Apoptoz mekanizmasini kontrol eden bir¢ok gen ve protein bulunmaktadir. Bunlardan biri olan

ve ozellikle hiicre igcindeki ROS artis1 sonrasi aktiflesen p53, pro-apoptotik ve anti-apoptotik
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ozellik gosteren genlerin transkripsiyonunun diizenlenmesinde gorev almaktadir (Dashzeveg
vedig., 2015). Bcl-2 ve Bcl-X, gibi anti-apoptotik proteinler apoptozun aktivasyonunu baglatan
sitokrom c’nin mitokondriden salimmasint ve buna bagli devam eden sinyal akigim
engellemekle gorevlidir (Goldstein ve ark., 2000). Bax ve bad gibi pro-apoptotik proteinler ise
Bcl-2/Bcl-X. etkinligini engelleyerek apoptoza oOnciilik edecek proteinlerin mitokondri

zarindan akisina izin verir (Lotem ve Sachs, 1995).
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3. MALZEME VE YONTEM

Yapilan bu tez calismasinda, deney gruplari Furan, Vitamin C, Cinko, Furan + Vitamin C,
Furan + Cinko, Vitamin C + Cinko ve Furan + Vitamin C + Cinko olarak belirlenmistir. Buna
gore, secilen konsantrasyonlarda hazirlanan furan, ¢inko ve vitamin C’nin tek basina ve
yukarida belirtilen kombinasyonlar ile 24 saat boyunca Sertoli hiicrelerine uygulandi. Madde
maruziyeti sonrasinda hiicre canlilig1, sitotoksisite, lipit peroksidasyonu, total protein tayini ve
enzimatik antioksidanlarda meydana gelen degisimler spektrofotometrik olarak Ol¢iiliirken;
apoptotik/6lii hiicre orani ise floresan isaretleme yontemi olan Propidium/Hoechst yontemi ile

arastirild.
3.1. HUCRE KULTURU DENEYLERI

Bu ¢aligmada, hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanilan TM4 hiicre soyu, 11-13 glnluk farelerin
testislerinden izole edilen Sertoli hiicrelerinden elde edilmis olup, timorogenik olmayan bir

hicre soyudur. Bu hiicre soyu laboratuvarimiza ATCC (American Type Culture Collection):

The Global Bioresource Center’dan alinmis olup, haftada bir-iki kez diizenli pasajlari yapilarak
yetistirilmektedir. Sertoli hiicreleri, 50:50 DMEM/F12 medyumunda, %5 At Serumu, %2,5
Fotal Sigir Serumu, %1 Penisilin-Streptomisin-Amfoterin (PSA) ilave edilmis flasklarda %5

Sekil 3.1.1: Sertoli Hucrelerinin morfolojik gortinim.
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3.2. SERTOLi HUCRELERININ PASAJLANMASI

Yapilan deneylerde kullanilan Sertoli hiicreleri, yetistirildikleri kiiltiir kaplarinin yiizeyini %70
oraninda kapladiginda haftada bir-iki kez diizenli olarak pasajlar1 yapilarak yetistirilmistir. Bu
islemde, hiicreler ilk olarak PBS ile yikanir. Ardindan flaska tripsin eklenerek 3 dakika boyunca
37°C’de inkiibe edilir. Siire bitiminde flasktan toplanan hiicreler santrifiij tiipiine aktarilarak
1500 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edilir ve hiicreler ¢oktirillr. Siipernatant atilarak,
hlcre peletine uygun kiltlr medyumu eklenir ve nazikge pipetaj yapilir. Ardindan yapilacak
olan her deney i¢in gerekli sayida hiicre Thoma lam1 kullanilarak sayilir ve deney i¢in gerekli

miktardaki hicre kiiltiir kaplarina ekilir.
3.3. FURAN, VITAMIN C VE CINKO’NUN HAZIRLANMASI VE UYGULANMASI

Furanin TM4 Sertoli hiicre soyuna uygulanan konsantrasyonu belirlenirken, dncelikle %100
etanolde ¢Ozilerek furan stok soliisyonu olusturulmustur. Daha sonra stok sollisyonundan
icerisinde %0,1 etanol olacak sekilde sulandirma yoluyla 50, 100, 250, 500, 1000, 2500, 3000,
6000 uM'ik furan konsantrasyonlar: hiicrelere 24 saat siireyle uygulanmistir. Hiicre canlilik
oranini %80’e diisiiren 3000 uM'lik furan konsantrasyonu diger deneylerde kullanilmak iizere

secilmistir. Kontrol grubuna ise %0,1 etanol igeren medyum uygulanmustir.

Cinko ve vitamin C’nin uygulanacak konsantrasyonu gesitli hiicre soylar1 ile yapilan in vitro
caligmalarda ortalama antioksidan konsantrasyonu 50 uM olarak belirlenmistir (Orta ve Erkan,
2014; Gurbay, 2012). Medyum icerisinde ¢dzilen ¢inko ve vitamin C her deney 6ncesinde taze
olarak hazirlanmigtir. Hazirlanan furan, vitamin C ve ¢inko soliisyonlart 0,22 um milipor
filtreden gegirilerek steril edilmis ve Sertoli hiicrelerine uygulanmistir. Deney gruplari tablo

3.3.1°de gosterilen sekilde belirlenmistir.
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Tablo 3.3.1: Sertoli hucrelerine uygulanan furan, ¢inko ve vitamin C deney gruplar

Deney Grubu Secilen Konsantrasyon
Kontrol %0,1 Etanol iceren medyum
Furan 3mM
Vitamin C 50 uM
Cinko 50 uM
Furan + Vitamin C 3 mM + 50 uM
Furan + Cinko 3 mM + 50 uM
Vitamin C + Cinko 50 uM + 50 uM
Furan + Vitamin C + Cinko 3 mM + 50 uM + 50 uM

3.4. HUCRE CANLILIK TESTI (MTT)

Uygun kosullarda ¢ogalan TM4 Sertoli hiicrelerinin, tek basina ve birlikte hazirlanan furan,
vitamin C ve ¢inko konsantrasyonlarina maruz birakilmasina bagh olarak hiicre canliliginda
meydana gelen degisimlerin belirlenmesi i¢in MTT hiicre canlilig1 testi yapilmistir. Buna gore,
flask yiizeyinde yeterince ¢ogaldigi gozlemlenen Sertoli hiicreleri Tripsin-EDTA ile muamele
edilerek flask tabanindan kaldirildi. Elde edilen hiicreler, kuyu basina 5000 hiicre olacak sekilde
96 kuyulu kiiltiir kaplarma ekilerek bir gece boyunca 37°C’de ve %5 COz2 igeren inkiibatorde
inkiibe edildi. Ertesi giin %0,1 etanol igeren medyumda hazirlanan Furan, Vitamin C, Cinko,
Furan + Vitamin C, Furan + Cinko, Vitamin C + Cinko ve Furan + Vitamin C + Cinko
konsantrasyonlar1 hiicrelere uygulanarak 24 saat siiresince inkiibe edildi. Maruziyet siiresinin
bitiminde her kuyuya 10 ul MTT 1 soliisyonu eklenerek 4 saat 37°C’de inkiibasyona birakild1.
MTT | soliisyonundaki tetrazolyum tuzu sadece canli hiicrelerde formazan kristallerine
indirgenmektedir. Bu kristallerin ¢oziilmesi icin her kuyucuga 100 pl MTT 11 soliisyonu (SDS)
eklendi ve bir gece boyunca inkiibe edildi. Deney siresinin bitmesiyle birlikte 540 nm dalga
boyundaki spektrofotometrede hiicrelerin optik yogunluklart 6l¢iildii. Furan, Vitamin C ve
Cinko konsantrasyonlarina maruz birakilmayan kontrol grubu hiicre canliligi %100 olarak
kabul edilmis ve diger deney gruplarinin hiicre canliligi kontrole goére yuzde cinsinden
hesaplanmistir. Bu test her biri ii¢ tekrarli olacak sekilde {i¢ bagimsiz deney olarak

tasarlanmistir (Mossman, 1983).
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3.5. BIYOKIMYASAL YONTEMLER

Biyokimyasal analizlerin gerceklestirilmesi icin Sertoli hiicreleri (5x10% 6 kuyulu kultur
kaplarina ekildi. Hiicrelerin kuyulara tutunmasmin ardindan, furan, ¢inko ve C vitamini tek
veya kombine edilerek belirlenen konsantrasyonlarda 24 saat boyunca hiicrelere uygulandi.
Maruziyet siiresinin sonunda, hiicreler tripsinizasyon ile kaldirildi. Daha sonra, soguk Tris
tamponuna (Tris-HCI, pH:7.2) aktarilan hiicrelerin ultrasonikatér ile membranlarinin
parcalanmasi saglanarak hiicre icerikleri acgiga cikarildi. Parcalanmis hiicrelerden olusan
suspansiyon 14,000g’de sogutmali santrifiijde (NUve) santriftj edildi. Elde edilen
stipernatantlar total protein miktari, lipit peroksidasyonu, katalaz (KAT), stiperoksit dismiitaz
(SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) aktivite analizlerinde kullanilmak {izere -80°C’de

muhafaza edildi.
3.5.1. Membran Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi

Lipit peroksidasyonu, Heath ve Packer’in (1968) yontemine gore malondialdehit (MDA) miktar
tayini yoluyla belirlendi. YoOntemin prensibi, hiicrelerdeki poliansatire yag asidi
peroksidasyonunun bir iirlinii olan MDA nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile sicak ve asidik pH'l
ortamda gerceklesen reaksiyonu sonucu olusan pembe renkli bilesigin miktarinin

spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda 6l¢iilmesine dayanmaktadir.

Lipit peroksidasyonu tayini igin, hiicre suspansiyonunun lizis tamponu igerisinde sonike
edilmesinden sonra santrifiijlenmesi ile elde edilen siipernatant drneklerinden 100 puL deney
tiiplerine alindi. Kor tiipiine ise siipernatant 6rnegi yerine 100 pulL Tris-HCI (0.15 M, pH:7.2)
tamponu konuldu. Ardindan, deney tiiplerine %20 trikloroasetik asit icinde ¢dziilen %0.05
tiobarbitiirik asit karisimindan 1 mL eklendi ve tiipler iyice ¢alkalandi. Calkalanan tiipler, 1 saat
boyunca kaynar suyun iginde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda, reaksiyonu
durdurmak i¢in tiipler oda 1s1sinda sogumaya birakildi. Deney karigimlar: 10000 g’de 5 dk
santrifiij edildi ve elde edilen siipernatantlarin absorbans degerleri 532 nm dalga boyunda kore

kars1 okundu.

__ toplam hacimXérnek absorbansix10®xsulandirma katsayist

TBARS (nmol/ml) =

emMxornek hacmixisik yolu

emM (TBARS’m molar ekstinksiyon katsayis1) = 1.56x10°M* cm*!
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3.5.2. Total Protein Olguimii

Total protein igeren siipernatantin elde edilmesinin ardindan, O&rneklerin protein
konsantrasyonlar1 bikinkoninik asit (BCA) tahlili ile belirlenir. BCA tahlili igin Smart BCA
Protein Assay Kit kullanilmistir. Bu testin prensibi bir bakir iyonunun iki BCA molekiiliine
baglanmas1 sonucu olugsan mor renkli reaksiyon iiriinliniin kolorimetrik olarak tespit edilmesi
ve bdylece protein miktarinin belirlenmesine dayanir. Olusan bu mor renkli reaksiyon triinii
562 nm’de artan protein miktar1 ile dogrusal olarak giiclii bir absorbans verir. Sigir serum
alblimin (BSA) stok solisyonunun distile su ile seyreltilmesiyle 20-2000 pg/mL arasinda
bilinen farkli konsantrasyonlar ile standart araligi olusturulur. Hazirlanan standartlarla

karsilastirilarak 6rnekteki bilinmeyen protein konsantrasyonu hesaplanir.
3.5.3. Suiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi belirlenmesi

Total SOD enzim aktivitesi, Marklund ve Marklund (1974)’un yontemi kullanilarak
degerlendirildi. Deney prensibi, SOD enziminin pyrogallol otooksidasyonunu alkalin pH’da
inhibe etmesi esasina dayanir. Bir birim SOD aktivitesi, pyrogallol otooksidasyonunu %50

oraninda diistirmek i¢in gereken enzim miktar1 olarak tanimlanir.

[k olarak, deney tiiplerine hazirlanan deney soliisyonlarindan 4 mL Tris-HCI tamponu (pH
8.2), 0.05 mL pyrogallol (2 mM) ve 0,05 ml hiicre ekstresi eklendi. Kér tipilne ise 0,05 ml
pyrogallol ¢ozeltisi ile 1,45 ml Tris tamponu konuldu. Ardindan, deney soliisyonunun degisen
absorbansi 3 dakika siire boyunca 30 saniye araliklarla toplamda yedi zaman noktasinda 420

nm’de spektrofotometrede okundu.

4 5i o Ason — A;
AA (6rnegin absorbans degisimi) = =2tk
Tson —Tilk
- G Bson — Bilk
AB (korin absorbans degisimi) = —*————
Tson —Tik

(AA - AB) x 100

SOD’un %50 inhibisyon miktart =
AA x50

3.5.4. Katalaz (KAT) enzim aktivitesi belirlenmesi

Katalaz enzim aktivitesinin belirlenmesi, Sinha (1972)’nin ydntemine gore yapildi.
Antioksidanlardan katalaz enzimi, oldukca kararli bir reaktif oksijen tiirii olmasi sebebiyle

hiicrede hasara sebep olan hidrojen peroksitin su ve molekiiler oksijene ayrigsmasini katalizler.
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Bu yontemin prensibi, asetik asitte bulunan dikromatin H2O2 varliginda 1sitilmasi sonucu
kromik asetata indirgenmesine ve dikromat asetik asitin H.O> ile meydana getirdigi koyu mavi

mor rengin 1s1 ile acik yesile doniisiimiine dayanir.

0.4 mL H202 (0.2 M), 0.5 mL sodyum fosfat tamponundan (0.01M) olusan reaksiyon karisimina
0.1 mL hiicre ekstrakt1 eklendi ve deney tiipleri hafifce ¢alkalandi. Ardindan, 100 ml ultra saf
suda ¢oziinmiis 5 gr potasyum dikromata yavas¢a 300 ml glasiyel asetik asit ilave edilerek
hazirlanan dikromat asetik asit belirtecinden deney tlplerine 2 ml eklenerek reaksiyon
durduruldu. Daha sonra, tipler kaynar su icindel0 dakika boyunca inkiibe edildikten sonra

sogumaya birakildi. Soguyan tiiplerdeki deney karigimlari, 570 nm'de kore karsi okundu.

Ornek absorbansi X sulandirma katsayis1 X toplam hacim

Tiketilen H202 =
" emM X stk yolu X 6rnek hacmi

emM (H202’nin molar ekstinksiyon katsayis1) = 1.88 x 10*°M* cm?
3.5.5. Glutatyon Peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi belirlenmesi

GPx enzimi, rediikte glutatyon varliginda okside glutatyon ve su olusturan H202'min ayrigma
tepkimesini katalize eder. GPx enzim seviyesinin tayininde, substrat olarak H2O2’nin
kullamldigi Hafeman (1974)’nin ydntemi uygulanmustir. Oncelikle, deney tuplerine 0.4 mM
EDTA igeren 0.5 mL sodyum fosfat tamponu (0.4 M), 0.25 mL sodyum azid (10 mM), 0.5 mL
rediikte GSH (2 mL), 0.6 mL distile su ve 0.15 ml hiicre ekstrakti eklendi ve tiipler 37°C’de 5
dakika inkiibe edildi. Ardindan, deney tiiplerine 0.5 mL H20: (1.25 mM) eklenerek 37°C’de 3
dakika siireyle inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda, deney tiiplerine 1 mL
%10 TCA eklenerek reaksiyon durduruldu ve karigim santrifiijlendi. Santrifiij sonunda elde
edilen supernatanta 4 mL sodyum fosfat solisyonu (0.4 M) ile 40 mg 5,5-Dithio-bis (2-
nitrobenzoic acid) (DTNB)’in 100 ml %1°’lik sodyum sitrat i¢inde ¢oziinmesiyle hazirlanan
DTNB belirtecinden 1 ml eklendi. Deney karigimlarinin absorbans degerleri 412 nm’de kore

kars1 okundu.

ornek absorbanst X toplam hacim X sulandirma katsayist
EmM x ornek hacmi X stk yolu

Ttuketilen glutatyon =

emM (DTNB nin molar ekstinksiyon katsay1s1) = 13600 M cm?



26

3.6. IKILI FLORESAN BOYAMA (PROPIiDIUM iYODUR/HOECHST) YONTEMI
ILE APOPTOZUN BELIRLENMESI

Apoptozun belirlenmesinde, apoptotik hucrelerin isaretlenmesi igin Hoechst 33342 (H0342),
o0l hucrelerin isaretlenmesi igin ise Propidium iyodur (PI) boyalar1 kullanilarak, es zamanli
ikili floresan boyama isaretleme yontemi kullanildi. Buna goére, 24 kuyulu kiiltiir kaplarina kuyu
basma 10* hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapilarak bir gece boyunca inkiibe edildi. Ertesi
gun, % 0,1 etanol igeren medyumda hazirlanan Furan, Vitamin C, Cinko, Furan + Vitamin C,
Furan + Cinko, Vitamin C + Cinko ve Furan + Vitamin C + Cinko konsantrasyonlar1 hiicrelere
uygulanarak 24 saat boyunca tekrar inkibe edildi. Maruziyet siiresinin bitiminde hucreler ilk
olarak PBS soliisyonuyla yikandi. Ardindan 1 mg/ml Propidium Iyodiir, 1 mg/ml Hoechst
33342 ve 1M PBS (pH 7.4) ile hazirlanan deney karigimi her bir kuyuya 0,2 ml olacak sekilde
eklenerek 37°C’de 15-30 dakika boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda deney
karisiminda bulunan Ho342 floresan boyasi apoptotik hiicreleri mavi renkte isaretlerken, PI
floresan boyasi ise 6lii hiicreleri kirmizi renkte isaretler (Vermes ve dig., 1995: Watkins ve dig.,
1996; Zhang ve Kiechle, 1997; Sara ve dig., 2003; Sara ve dig., 2003; Siddighi ve dig., 2004).
Bu sire sonunda hucreler tekrar PBS ile galkalandi ve floresan mikroskop altinda incelendi.
Olympus IX71 floresan atagmanli ters mikroskopta UVB filtre ile incelenerek Olympus DP72
video kamerada esit araliklarla seri olarak fotograflandi. Floresan 1s1ma gosteren hiicreler her
bir grup i¢in ayr1 ayri sayilarak ortalama ylizde degerleri hesaplandi. Her bir grup i¢in Ug¢ farkli
deneyde toplam 12 kuyuda 10-15 alan ve her bir kuyu i¢in 1000 hiicre taranarak canli, apoptotik
ve Olii hiicreler sayildi. Her grup igin canli, apoptotik ve 6li hiicrelerin tiim hiicrelere orant

yuzdelik degerler olarak hesaplandi.
3.7. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Furan, vitamin C ve c¢inkonun belirlenen konsantrasyonlarda tek veya kombine edilerek
uygulanmasina bagli olarak hiicre canlilig1, hiicre sitotoksisitesi, total protein miktari,
malondialdehit miktari, katalaz enzimi, sliperoksit dismutaz enzimi, glutatyon peroksit enzimi
seviyelerinin degisen verilerinin istatistik degerlendirilmesinde Graphpad Prism 9.0 programi
(GraphPad Prism Software, San Diego, California, USA) kullanildi. Elde edilen veriler,
Tukey'in ¢oklu karsilagtirma testi ile tek yonli ANOVA testi kullanilarak istatistiksel olarak
analiz edildi ve ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Sonuglar, p<0,001, p<0,01,

p<0,05 anlamlilik seviyeleri referans alinarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. HUCRE CANLILIGI BULGULARI

Furanin, ¢inko ve vitamin C ile ayr1 ayr1 ve birlikte TM4 Sertoli hiicrelerine 24 saat siireyle
uygulanmasi sonucu hiicre canlilik oranlar1 {izerindeki etkisi MTT kiti kullanilarak
arastirtlmigtir. Elde edilen canlilik oranlar1 (%) sekil 4.1.1.’de sunulmustur. 24 saat sonunda
kontrol ve furan grubu MTT degerleri bakimindan kiyaslandiginda kontrol gruplaria gore
furanin tek basina uygulandig1 grupta anlamli bir diigiis goriilmistiir (p<0,01). Furan grubu ve
furana ilave olarak uygulanan cinko ve/veya vitamin C gurubu ile MTT degerleri bakimindan
karsilastirildiginda, furan grubuna gore Fu+Zn, Fu+VitC ve Fu+Zn+VitC gruplarinda anlaml1
bir fark artis goriilmektedir (p<0,05). Fut+Zn ve Fut+VitC gruplar1 kendi aralarinda
kiyaslandiginda anlamli bir farklilikk bulunmamustir. Hiicre canliligma ait bu veriler
incelendiginde furanin Sertoli hiicre canlilig1 tizerinde etkilerini iyilestirmede Zn ve VitC’nin
benzer rolleri oldugu ve furan sitotoksisitesinde iyi birer antioksidan olarak kullanilabilecekleri

saptanmistir.
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Sekil 4.1.1: Furan, vitamin C ve ¢inkonun TM4 Sertoli hiicrelerinde % canlilik {izerine etkileri
(*p<0,05; **p<0,01; *:kontrollere gdre; #: furana gore).
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4.2. OKSIDATIF HASAR BULGULARI
4.2.1. Total protein miktari

TMA4 Sertoli hiicrelerinin deney siiresi olan 24 saat siireyle furan, vitamin C ve ¢inko uygulamist
sonunda BCA yontemi kullanilarak elde edilen total protein miktarlar1 sekil 4.2.1.1°de
verilmistir. Deney siiresi sonunda kontrol gruplar1 ve furan uygulanan gruplarla total protein
miktar1 bakimindan karsilastirildiginda yalniz furanin tek basina uygulandig: grupta anlaml bir
diisiis gozlenmistir (p<0,05). Furan grubu ve furana ilave olarak verilen ¢inko ve vitamin C
gruplariyla karsilastirildiginda total protein miktar1 bakimindan anlamli bir farklilik

goriilmezken, furan ve Fu+Zn+VitC grubu arasinda anlaml bir artis saptanmustir (p<0,05).

Total protein miktar: (mg/ml)
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Sekil 4.2.1: Furan, vitamin C ve ¢inkonun TM4 Sertoli hiicreleri tizerinde total protein miktarina
etkileri (*p<0,05; *:kontrollere gore; #: furana gore).
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4.2.2. Lipid peroksidasyonu

TM4 Sertoli hiicrelerine furan, vitamin C ve ¢inkonun 24 saat siireyle uygulanmasi sonucu
ELISA yontemi kullanilarak hesaplanan malondialdehit miktarlart sekil 4.2.2.1°de
sunulmustur. Deney sonunda kontrol gruplari ve furan uygulanan gruplar malondialdehit
miktarlar1 bakimindan kiyaslandiginda furan uygulanan gruplarda kontrol gruplarina gére lipid
peroksidasyon seviyelerinin anlamli olarak arttig1 goriilmiistiir (p<0,01, p<0,001). Furan grubu
ve furana ek olarak uygulanan ¢inko ve/veya vitamin C gruplartyla malondialdehit miktar:
bakimindan karsilagtirildiginda tiim antioksidan uygulanan gruplarda anlamli bir azalma
goriilmiistir (p<0,05). Fut+Zn grubu ile Fut+Zn+VitC grubu malondialdehit miktarlar
bakimindan karsilastirildiginda anlamli bir azalma goriilmektedir (p<0,05). Elde edilen verilen
Sertoli hiicrelerinde furana bagli olusan lipid peroksidasyonunda ¢inko ve vitamin C’nin
birlikte kullaniminin lipid peroksidasyonunu baskilamada ayr1 ayr1 kullanimlarina gore daha

etkin olabilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.2.2: Furan, vitamin C ve ¢inkonun TM4 Sertoli hiicreleri Gzerinde lipid peroksidasyonuna
etkileri (¥*p<0,05; **p<0,05; ***p<0,05; *:kontrollere gore; #: furana gore; *: Fu+Zn grubuna
gore).
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4.2.3. Katalaz enzim aktivitesi

Katalaz enzim aktivitesi, spektrofometrik yontem kullanilarak TM4 Sertoli hiicrelerinde 24 saat
deney siiresi sonunda furan, vitamin C ve ¢inko uygulanan gruplarinda tiiketilen H20> diizeyine
bagl olarak hesaplanmis ve sonuglar sekil 4.2.3.1°de sunulmustur. Deney siiresi sonunda
kontrol gruplar1 ve furan uygulanan gruplar katalaz enzim miktar1 bakimimdan kiyaslandiginda
kontrol gruplarma gore tiim furan uygulanan gruplarda anlamli bir diisiis goriilmiistiir (p<0,01,
p<0,001). Furan grubu furana ilave olarak verilen ¢inko ve/veya vitamin C gruplariyla katalaz
enzim miktar1 bakimindan kiyaslandiginda yine tiim deney gruplarinda anlamli bir yiikselme
gozlenmistir (p<0,05). Fu+Zn, Fu+VitC ve Fu+Zn+VitC gruplar birbirleriyle kiyaslandiginda

katalaz enzim miktarinin en yiiksek oldugu grubun Fu+Zn+VitC oldugu saptanmistir (p<0,05).
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Sekil 4.2.3: Furan, vitamin C ve ¢inkonun TM4 Sertoli hiicreleri Uzerinde katalaz enzim aktivitesine
etkileri (*p<0,05; **p<0,05; ***p<0,05; *:kontrollere gore; #: furana gore; *: Fu+Zn grubuna
gore).
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4.2.4. Stperoksit dismutaz enzim aktivitesi

Spektrofotometrik yontem kullanilarak hesaplanan SOD enzimi miktarinin TM4 Sertoli
hlcrelerinde 24 saat sonunda furan, vitamin C ve ¢inko gruplarindaki degisimi sekil 4.2.4.1°de
sunulmustur. Kontrol gruplart ve furan gruplart SOD enzim diizeyleri agisindan
kiyaslandiginda kontrol grubuna gore tiim konsantrasyonlarda anlamli bir diislis goriilmiisttr
(p<0,01, p<0,001). Furan grubu ve furana ek olarak antioksidan uygulanan gruplar SOD enzim
miktar1 bakimindan karsilagtirildiginda Fu+Zn ve Fu+VitC gruplarinda anlamli bir fark

bulunmazken, Fu+Zn+VitC grubunda anlamli bir artig goriilmiistiir (p<0,05).
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Sekil 4.2.4: Furan, vitamin C ve ¢inkonun TM4 Sertoli hiicreleri Gizerinde sliperoksit dismutaz enzim
aktivitesine etkileri (*p<0,05; **p<0,05; ***p<0,05; *:kontrollere gdre; #: furana gore; °:
Fu+Zn grubuna gore).
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4.2.5. Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi

TM4 Sertoli hicrelerinin 24 saat deney siiresi sonunda furan, vitamin C ve ¢inko uygulanan
gruplarda tiiketilen glutatyon miktarina gore degerlendirilen GPx enzimi miktar1 sekil
4.2.5.1°de sunulmustur. Deney siiresi sonunda kontrol gruplar1 ve furan gruplari GPx enzimi
miktar1 agisindan kiyaslandiginda kontrol gruplarina goére tiim furan gruplarinda anlaml bir
diisiis goriilmiistiir (p<0,001). Yalniz furan uygulanan grup ile furana ilave olarak ¢inko ve/veya
vitamin C uygulanan gruplar GPx enzim miktar1 yoniinden karsilastirildiginda bahsedilen tim
gruplarda anlamli bir artig goriilmiistiir (p<0,05). Fu+Zn grubu ile Fu+Zn+VitC grubu GPx
enzim miktar1 bakimindan karsilastirildiginda ¢inko ve vitamin C’nin birlikte uygulamasinin

anlami bir artisa neden oldugu goriilmektedir (p<0,05).
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Sekil 4.2.5: Furan, vitamin C ve ginkonun TM4 Sertoli hiicreleri tizerinde glutatyon peroksidaz enzim
aktivitesine etkileri (*p<0,05; ***p<0,05; *:kontrollere gore; #: furana gore; *: Fu+Zn grubuna
gore).
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4.3. APOPTOZ BULGULARI

TM4 Sertoli hiicrelerinde furan, ¢inko ve vitamin C ile olusturulan deney gruplarinda floresan
boyama yontemi kullanilarak belirlenen canli, apoptotik ve 6lii hiicrelerin yilzde cinsinden
degerleri tablo 4.3.1°de ve kontrol ve deney gruplarma ait fotograflar ise sekil 4.3.1-4.’de
sunulmustur. 24 saat deney siiresi sonunda floresan boyama sonuglarindan elde edilen verilere
gore, deney gruplarinda goézlemlenen morfolojik degisiklikler asagidaki kriterlere gore
siiflandirilmistir: 1) canli hiicreler; olduk¢a kompakt niikleuslu parlak mavi renkli gériiniimli
11) apoptotik hiicreler; niiklear olarak yogunlasmis ve kromatin fragmentasyonuna sahip mat
mavi veya mor renkli goérinimlu iii) 610 hdcreler; kromatin fragmentasyonu géstermeyen
kirmizi renkli gériiniimlii.

Deney siiresi sonunda kontrol gruplar1 ve furan gruplar1 apoptoz oranlart ydniinden
kiyaslandiginda kontrol gruplarina gore tiim furan gruplarinda anlamli bir yiikselme, 6lii hiicre
oranlarinda ise yalniz furan ve Fu+VitC uygulanan gruplarda anlaml bir artig goriilmiistir
(p<0,01, p<0,001). Yalniz furan uygulanan grup ile furana ilave olarak ¢inko ve/veya vitamin
C uygulanan gruplar apoptoz oranlart bakimindan karsilastirildiginda Fu+Zn, Fu+VitC ve

Fu+Zn+VitC gruplarinda anlamli bir artis tespit edilmistir (p<0,05).

Tablo 4.3.1: Furan, vitamin C ve ¢inkonun TM4 Sertoli hiicrelerinde 24 saat sonunda canli, apoptoz
ve OlU hiicre iizerine etkileri (*: kontrollere gore, #:furana gore, ¢: furantg¢inko grubuna gore;
*p<0,05, #p<0,05, *p<0,05).

Kontrol 98,1+0,9 0,9+0,0 1,0+0,1
Fu 81,5+0,5** 16,2+0,3*** 2,3+0,2**

Zn 99,5+0,8 0,4+0,0 0,1+0,0
Fu+Zn 96,3+0,3* 3,3+0,1**# 0,4+0,0*
VitC 98,3+1,1 0,8+0,0 0,9+0,1
Fu+VitC 91,4+0,6" 6,4+0,5%*" 2,2+0,1**
Zn+VitC 99,8+1,2 0,1+0,0 0,1+0,0
Fu+Zn+VitC 96,7+0,8" 3,240,2%** 0,1+0,0%
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Sekil 4.3.1: Furanin Sertoli hiicrelerinde 24 saat sonunda kontrol ve furan gruplarinda canli, apoptotik
ve 61U hticre tizerindeki etkileri. (¢<: Canli hiicre, «4: Apoptotik hiicre,\/: Olu hiicre)
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Sekil 4.3.2: Furanin Sertoli hiicrelerinde 24 saat sonunda ¢inko ve furan+¢inko gruplarinda canls,
apoptotik ve 6lu hiicre Gzerindeki etkileri. (¢: Canli hiicre, «: Apoptotik hticre,V: Ol hiicre)
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Sekil 4.3.3: Furanin Sertoli hiicrelerinde 24 saat sonunda vitamin C ve furan+Vitamin C gruplarinda
canli, apoptotik ve 6lii hiicre lizerindeki etkileri. (¢: Canli hiicre, d: Apoptotik hiicre,V: Ol
hiicre)
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/n+VitC

2,00im

Sekil 4.3.4: Furanin Sertoli hiicrelerinde 24 saat sonunda vitamin C+g¢inko ve furan+Vitamin C+¢inko
gruplarinda canli, apoptotik ve olii hiicre tizerindeki etkileri. (¢: Canli hiicre, d4: Apoptotik
hiicre,V: Oli hiicre)
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5. TARTISMA VE SONUC

Dogal gida bilesenlerinin termal bozulmasi yoluyla 151l islem gormiis gidalarda olusan furanin
insan sagligi i¢in zararl oldugu pek ¢ok caligmada gosterilmistir (Knutsen ve dig., 2017; Moro
ve dig., 2012; Mariotti ve dig., 2013). Furanin ¢esitli organlarda toksisiteye sebep oldugu
bilinmesine ragmen, erkek iireme sistemindeki hasarin detayli olarak anlagilmasini saglayacak
hiicre diizeyinde yapilmis ¢aligmalar olduk¢a azdir (Wang ve dig., 2014; Alam ve dig., 2017;
Kaya ve dig., 2019; Bas ve Pandir, 2016; Awad ve dig., 2018; Barros ve dig., 2019; Yuan ve
dig., 2019). Literatiirde furanin erkek iireme sisteminde meydana getirdigi hasar az sayida in
Vvivo ¢aligsma ile ortaya konulmus olup, furanin testiste Sertoli hiicrelerindeki etkilerini gésteren
in vitro ¢alisma bulunmamaktadir (Kara ve dig., 2016; Abd El-Hakim ve dig., 2018; Rehman
ve dig., 2019). Bunun yam sira, furanin Sertoli hiicrelerinde olusturdugu hasara ¢inko ve
vitamin C’nin ayr1 ayr1 ve birlikte iyilestirici etkilerinin olup olmadig1r gosteren c¢alisma

bulunmamaktadir.

Furan maruziyetinin karaciger, bobrek, ovaryum ve testis gibi pek ¢ok dokuda hasara neden
oldugu yapilan calismalarda gosterilmistir (Wang ve dig., 2014; Awad ve dig., 2019;
Karacaoglu ve dig., 2010; Ucar ve Pandir, 2017). Furanin hiicresel diizeyde hiicre canlilig1 ve
sayis1 lizerine yapilan oldukga sinirli sayida bulunmaktadir (Barros ve dig., 2019; Karacaoglu
ve dig., 2010). Barros ve digerlerinin 2019 yilinda B16F10 melanoma hiicreleriyle yaptiklari
bir in vitro ¢alismada bes farkli furan tiirevi 48 saat siireyle uygulanmistir. Bu ¢alismanin
sonuclarma gore furan tiirevlerinin hiicre canliligini azalttigr bulunmustur (Barros ve dig.,
2019). Yapilan bir in vivo ¢alismada yetiskin siganlara 90 giin siireyle 2, 4 ve 8 mg/kg/giin
dozlarinda furan uygulanmis ve histolojik incelemeler sonucunda Leydig ve Sertoli hiicre
sayisinda azalma oldugu bulunmustur (Karacaoglu ve dig., 2010). Yukarida bahsedilen siirh
sayida caligmalarda, furan uygulanmasi sonucunda hiicre canliliginda anlamli azalmalar
goriilmesi Sertoli hiicreleri ile yapilan bu in vitro ¢alismada 3 mM furanin benzer sekilde hiicre
canliligimi anlamh olarak azalttig1 sonucu ile ortiigmektedir. Buna ek olarak, ¢alismamizda
furana antioksidan olarak uygulanan ¢inko ve vitamin C’nin hiicre canliliginda anlamli bir artisa
neden olduklar1 gézlenmistir. Elde edilen bu veriler, furan toksisitesinde ¢inko ve vitamin C’nin
birlikte kullaniminin hiicre canlilifi iizerinde iyilestirici bir rol oynayabilecegini ortaya

koymustur.
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Hicrelerde ROS olusumu, protein ve DNA'da mutasyonlara, membranlarda lipid
peroksidasyonuna, apoptoza ve hiicresel yapilarda hasara neden olur (Peterson ve dig., 2016).
Ozellikle erkek iireme sisteminin ana eleman: olan ve zayif vaskiilaritesi sebebiyle oksijen
miktar1 diigiik testis dokusunda oksidatif stres daha fazladir. Ayrica testislerdeki oksidatif
stresin spermatogenez ve steroidogenez i¢in zararli oldugu bilinmektedir. Testislerdeki diisiik
oksijen seviyesine ragmen, biiyiikk miktarlarda doymamis yag asitleri ve ROS {ireten sistemler
icerdigi icin oksidatif strese duyarlidir. Hiicre membrani lipidlerinde bulunan doymamis yag
asitleri ile ROS’lar arasinda ger¢eklesen zincirleme bir reaksiyon sonucu olusan bir siire¢ olan
lipid peroksidasyonu, stress kosullar1 altinda hiicre membran yapisin1 bozarak, islevsel

bozukluklara neden olmaktadir (Albalawi ve dig., 2017).

Bircok in vivo calisma, furanin lipid peroksidasyonu ftizerindeki etkilerini aragtirmistir
(Karacaoglu ve dig., 2010; Wang ve dig., 2014; El-Hakim ve dig., 2018). Kara ve dig. (2016)
yaptiklar1 bir ¢aligmada, furanin testis tizerindeki toksisitesini ve likopenin koruyucu etkisini
aragtirmiglardir. Bu ¢alimada furanin 40 mg/kg dozu 28 giin siireyle Wistar albino si¢anlara
uygulanmistir. Bu uygulamalar sonucunda, testisler ¢ikarilarak MDA diizeyleri olglilmiistiir.
Elde edilen verilere gore furanin MDA diizeylerini testis dokusunda anlamli olarak azalttigi,
likopenin ise koruyucu bir etki gosterdigi bulunmustur. 2018 yilinda yapilan bir caligmada, 28
gun sureyle 16 mg/kg/gin furan tek basina ve furana ek olarak 300 mg/kg/gin Spirulina
platensis bitkisi ekstrat1 verilmistir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore, furan uygulanan grupta
MDA miktar1 anlamli olarak artarken; Spirulina platensis uygulanan grupta, MDA miktarimin
anlamli olarak azaldig: tespit edilmistir (EI-Hakim ve dig., 2018). yapilan baska bir ¢calismada,
yetigken sigan testislerinde furanin oksidatif stress lizerindeki etkisi ve sarimsak yaginin furan
toksisitesindeki iyilestirici rolii arastirilmistir. Furan 90 giin boyunca haftada 5 giin siireyle 4
mg/kg/giin ve sarimsak yagi ise 80 mg/kg/glin dozlarinda sicanlara verilmistir. Elde edilen
sonuclara gore furan uygulamasinin MDA diizeylerini arttirdig1 goriiliirken, sarimsak yaginin
bu toksisiteyi baskiladigi saptanmistir (E1 Akabawy ve El-Sherif, 2016). Alam ve dig. (2017)
yaptiklar1 bir calismada, erkek siganlara 30 giin boyunca 16 mg/kg/ giin furan ve 50 mg/kg/giin
Kuersetin uygulanmistir. Calismadan elde edilen bulgular sonucunda, furanin MDA duzeyini
arttirdig1 gozlemlenirken, kuersetinin lipid peroksidasyonunu diisiirdiigii boylece oksidatif

hasara kars1 antioksidan etki gosterdigi gozlemlenmistir.
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Yapilan bu ¢alismada, yukarida bahsedilen in vivo c¢alismalar benzer olarak, furanin Sertoli
hiicrelerinde lipid peroksidasyonunu analamli olarak arttirdigi bulunmustur. Literatiirde furan
toksisitesinde iyilestirici rolleri tespit edilen likopen, spirulina platensis ekstrati, sarimsak yagi
ve kuersetin gibi ¢inko ve vitamin C’ninde ayr1 ayr1 ve birlikte lipid peroksidasyonunda

tyilestirici rolleri oldugu ortaya ¢ikarilmstir.

Hem enzimatik hem de enzimatik olmayan (glutatyon gibi) antioksidanlar, normal kosullar
altinda hiicre i¢i redoks dengesini korumak i¢in hiicre savunma sistemi tarafindan kullanilir (He
ve dig., 2017). Biyolojik sistemlerde oksidatif stres sonrasi hiicrelerde katalaz, stperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon gibi hiicre ici enzim seviyeleri artarak antioksidan
savunma sistemi devreye girmektedir (Peltola ve dig., 1992).Yapilan caligmalar furanin
antioksidan savunma sistemini baskiladigi gostermektedir (Wang ve dig., 2014; bas ve Pandir,
2016; ElI Akabawy ve El-Sherif, 2016; Rehman ve dig., 2019). Yapilan bir ¢alismaya gore,
furan (40 mg/kg body weight) maruziyeti sonrasi izole edilen sigan akcigerlerinde KAT, SOD,
GPx ve GST gibi enzim aktivitelerinin azaldig1 belirlenmistir (Bas ve Pandir, 2016). Kara ve
dig., (2016) yaptiklar1 bir ¢alismaya gore, 28 giin siireyle 40 mg/kg dozunda furana maruz
birakilan Wistar albino si¢anlarin testislerindeki SOD, KAT, GPx ve GST aktivitelerinin
azaldigi, furana ek olarak likopen uygulanmasi sonucunda ise antioksidan enzim diizeylerinin
anlamli olarak arttigi bulunmustur. 2016 yilinda yapilan 90 giinliik bir in vivo ¢alismada,
haftada bes giin oral olarak 4 mg/kg/glin dozunda furan uygulamasinin sicanlarda GSH, SOD
ve KAT gibi testikiiler antioksidanlarin enzimatik aktivitesini 6nemli 6l¢iide azalttigi, furana
ek olarak uygulanan sarimsak yaginin ise bu etkileri tersine cevirdigi gosterilmistir (EI-
Akabawy ve El-Sherif, 2016). Erkek siganlarla yapilan in vivo ve in vitro bir ¢alismaya gore
oral yolla 28 giin boyunca furana (0, 5, 10, 20 ve 40 mg kg-1 bw d-1) maruz birakilan deney
grubundaki si¢anlarin testis dokusundaki SOD aktivitesinin azaldig1 gézlemlenirken; sadece
yliksek dozlardaki furanin KAT enzim aktivitesini diislirdiigii belirlenmistir. Siganlarin testis
dokusuna uygulanan farkli furan konsantrasyonlarmin (1, 100, 500 ve 1000 pg/uL-1) ise KAT
enzim aktivitesini diislirdiigii gézlemlenirken, furan uygulanan hicbir deney grubunda kontrol
grubuna kiyasla SOD enzim aktivitesinde anlamli bir diislis gézlemlenmemistir (Rehman ve

dig., 2019).

Yapilan bu tez g¢alismasina gore, furanin Sertoli hilcrelerinde SOD, KAT, GPx enzim

aktivitelerini anlamli olarak azalttigi bulunmustur. Antioksidan olarak verilen ¢inko ve vitamin
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C’nin furanin olusturdugu bu hasarda etkileri incelendiginde, sarimsak yagi1 ve likopen gibi tek
baslarina giiclii antioksidan Ozelliklerinin olmadig1 ancak birlikte uygulandiklarinda

antioksidan enzimlerin etkilerini giiclendirdikleri sonucuna varilmistir.

Apoptoz, hiicre homeostazini ve enerjiye bagli biyokimyasal yollar1 igeren, programli hiicre
6lumi olarak bilinen karmagsik bir siiregtir. (Jin ve El Deiry, 2005). Hucrelerde apoptoz,
cevresel kirleticiler ve hormon bozucu kimyasallar gibi ajanlara maruz kalmanin bir sonucu
olarak meydana gelen oksidatif stresten kaynaklanir. Oksidatif stres, mitokondriyal membrana
zarar vererek apoptoza yol agmaktadir (Gou ve Xu, 2021). Yapilan bir ¢ok ¢alisma, furanin
farkl1 apoptotik mekanizmalar1 kullanarak etki gosterdigini rapor etmistir (Chen ve dig., 2010;
Zhang ve dig., 2015; El-Hakim ve dig., 2018). Furan (16 mg/kg bwt/ giin,30 giin) ile yapilan
bir ¢aligmada, maruziyet sonucu yetiskin erkek sigan testislerinde furan indukli apoptotik
degisimler oldugu belirlenmistir (El-Hakim ve dig., 2018). Wistar siganlar1 ile yapilan bir
calismada, 28 gilin boyunca furana (8 mg/kg) maruz birakilan gruplarda apoptoz ile ilgili genler
olan kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivitelerinin indiiklendigi gosterilmistir (Owumi ve dig., 2020).
Baska bir calismada, 90 giin boyunca oral yolla 2, 4 ve 8 mg/kg/giin dozlarinda furana maruz
birakilan si¢anlarin testislerinde apoptotik hiicre sayisinin 6nemli 6lciide arttig1 belirlenmistir
(Karacaoglu ve dig., 2010). Yapilan bir ¢alismada, Erkek F344/N siganlar 28 giin boyunca 0.1
ve 2 mg/kg dozlarinda furana maruz birakilmislardir. Furanin DNA hasari, apoptoz ve hiicre
dongiisii kontrolii ile ilgili gen anlatimlar1 {izerindeki etkisinin degerlendirildigi calisma
sonucunda, hiicre siklusu ve apoptoz ile iliskili genlerin asir1 eksprese edildigi belirlenmistir.
Ayrica 2 mg / kg furan dozunda apoptozla iligkili genlerin farklilagsmis ekspresyonunun daha
fazla oldugu gosterilmistir (Chen ve dig., 2010). Furan tiirevleri olan dibenzil ve difenil
aminofosfonat bilesiklerinin, HT29 ve HCT116 kanser hiicre soylarinda olusturdugu sitotoksik
etkilerin arastirildig1 bir ¢alismada, uygulanan furan tiirevlerinin bu hiicre soylar1 lizerinde
apoptoz ve nekroza yol actig1 gdsterilmistir (Lewkowski ve dig., 2018). Insan 16semi Jurkat
hiicreleriyle yapilan bir ¢aligmada, kiikiirt igeren furan aromasinin hiicre canlilig1 ve apoptoz
iizerine etkilerine bakilarak artan ROS seviyesi ve apoptoz arasindaki iliskinin agiga ¢ikarilmasi
amaglanmistir.  Yapilan bu c¢aligmaya gore, siilfit iceren furan tilirevlerinin DNA
fragmantasyonu, apoptoz ve kaspaz-3 aktivasyonunu indiikledigi gosterilmistir (Zhang ve dig.,
2015).
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TM4 Sertoli hiicreleri ile yapilan bu tez caligmasinin sonuglarina gore, furanin Sertoli
hiicrelerinde apoptotik hiicre oranini arttirarak hiicreleri apoptoza gétiirdiigii, bu konuyla ilgili
yukarida verilen in vivo ve in vitro ¢alismalarla paralellik gostermektedir. Yapilan bu tez
caligmasi, literatiir incelendiginde furanin olusturdugu apoptozun o6nlenmesinde g¢esitli
antioksidan molekiillerin kullanilmasi ile ilgili yapilan ilk calismadir. Yaptigimiz bu ¢alismanin
sonuclarma gore, vitamin C, ¢inko ve her ikisinin birlikte uygulamalar1 furanin yol agtigi

apoptozu istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltmaktadir.

Sonug olarak, calismamizda furanin hiicre canliligini azalttig1, toksisite belirte¢lerinden olan lipid
peroksidasyonunu arttirdig1 tespit edilmistir. Furanin ayrica hiicre i¢i antioksidan savunma
sisteminde gorevli enzimler olan KAT, SOD ve GPx’in aktivitesini azaltarak Sertoli hiicrelerinde
oksidatif hasara neden oldugu saptanmistir. Bunlarin yani sira, furanin Sertoli hiicrelerinde
apoptozu tesvik ettigi ortaya konulmustur. Furana ilave olarak ayr1 ayr1 ve birlikte vitamin C ve
¢inko uygulanmasti hiicre canliligini, lipid peroksidasyonu, KAT ve GPX gibi antioksidan enzimler
ve apoptoz Uzerinde iyilestirici etki gosterdigini agiga cikarmigtir. SOD enzim aktivitesine
bakildiginda furanin olusturdugu hasara karsi sadece vitamin C ve ¢inkonun birlikte uygulandigi
gruplarda iyilestirici oldugu belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar, furan toksisitesine karsin
vitamin C ve ¢inkonun birlikte uygulandigr durumlarda, daha etkili olarak furanin olusturdugu
hasari iyilestirdigi sonucuna varilmistir. Bu sonuglar bize, giinliik rutin yasantimizda yeme igme
aliskanliklarimiz nedeniyle kagamadigimiz furan gibi molekiillerden korunmak i¢in vitamin C ve
cinko gibi antioksidanlari i¢eren besinlerin veya takviye gidalarin birlikte alinmasinin hasarin en

aza indirgenmesinde énemli yer tuttugunu ortaya koymaktadir.



43

KAYNAKLAR

Akkus, T., 1995, Serbest radikaller ve fizyopatolojik etkileri, Konya mimoza yaywnlari, 1-80.
Aksit, H. ve Bildik, A., 2008, Apoptozis, Yyi veterinerlik fakiltesi dergisi, 19 (1), 55-63.

Alizadeh, M., Barati, M., Saleh-Ghadimi, S., Roshanravan, N., Zeinalian, R., Jabbari, M., 2018,
Industrial furan and its biological effects on the body systems. Journal of food
biochemistry, 42 (5), e12597.

Asadi, N., Bahmani, M., Kheradmand, A., Rafieian-Kopaei, M., 2017, The impact of oxidative
stress on testicular function and the role of antioxidants in improving it: a review. Journal
of clinical and diagnostic research: JCDR, 11 (5), IE01.

Bedwal, R.S. and Bahuguna, A., 1994, Zinc, copper, and selenium in reproduction, Cellular &
molecular life science, 50, 624—640.

Bhosale, P.B., Ha, S.E., Vetrivel, P., Kim, H.H., Kim, J.A., Park, K.I., Kim, G.S., 2020,
Flavonoid-induced apoptotic cell death in human cancer cells and its mechanisms,
Journal of biomedical and translational research, 21 (2), 50-58.

Bhowmik, D., Chiranjib, K., Kumar, S., 2010, A potential medicinal importance of zinc in
human health and chronic, International journal of pharmaceutics, 1 (1), 05-11.

Boran, C., Ozkan, K.U., 2004, The effect of zinc therapy on damaged testis in prepubertal rats,
Pediatric surgery international, 20, 444-448.

Celepli, S., Bigat, 1., Celepli, P., Karagin, P.H., 2020, Apoptoz ve apoptotik yollarin gézden
gecirilmesi, Ankara: Tiirkiye bilimsel ve teknik arastirma kurumu.

Cohen, J.J., 1993, Apoptosis: The physiological pathway of cell death, Hospital practise, 15,
35-43.

Cummings, M.C., Winterford, C.M., Walker, N.I., 1997, Apoptosis, The american journal of
surgical pathology, 21, 88-101.

Dashzeveg, N. and Yoshida, K., 2015, Cell death decision by p53 via control of the
mitochondrial membrane, Cancer letters, 367, 108-112.

Davies, K. and Goldberg, A., 1987, Oxygen radicals stimulate intracellular proteolysis and lipid
peroxidation by independent mechanisms in erythrocytes, Journal of biological
chemistry, 262, 8220-8226.

Diplock, A., 1998, Healty lifestyles nutrition and physical activity, Antioxidant nutrients, ILSI
Europe concise monograph series, 59 p, Belgium.

EFSA, 2009, Results on themonitoring of furan levels in food, EFSA scientific report, 304, 1—
23.



44

Elmore, S., 2007, Apoptosis: A review of programmed cell death, Toxicologic pathology, 35,
495-516.

Erdogan, B.B., 2003, Apoptozis mekanizmalari: Tiimor gelisiminde FASFASL bagimh
apoptozis, Akciger arsivi, 4, 165-174.

Evans, W. J., 2000 Vitamin E, vitamin C, and exercise. The American journal of clinical
nutrition, 72 (2), 647S-652S.

Fallah, A., Mohammad-Hasani, A., Colagar, A.H., 2018, Zinc is an essential element for male
fertility: a review of Zn roles in men’s health, germination, sperm quality, and
fertilization, Journal of reproduction & infertility, 19 (2), 69.

FDA, U.S., 2004, Exploratory data on furan in food.

Goldstein, J.C., Waterhouse, N.J., Juin, P., Evan, G.I., Green, D.R., 2000, The coordinate
release of cytochrome c during apoptosis is rapid, complete and kinetically invariant,
Nature cell biology, 2, 156-162.

Green, D.R., LIambi, F., 2015, Cell death signaling, Cold spring harbor perspectives in biology
7, A006080.

Guo, M. and Xu, J., 2021. PI3K/Akt/mTOR signal pathway in endocrine disrupting chemicals-
induced apoptosis and autophagy of thyroid follicular cells. (Zhonghua lao Dong wei
Sheng zhi ye Bing za zhi) Chinese Journal of Industrial Hygiene and Occupational
Diseases, 39 (9), 717-720.

Gupta, R.K., Patel, A.K., Shah, N., Chaudhary, A.K., Jha, U.K., Yadav, U.C., Gupta, P.K.,
Pakuwal, U., 2014, Oxidative stress and antioxidants in disease and cancer, Asian pacific
journal of cancer prevention, 15, 4405-4409.

Halliwell B. and Whiteman M., 1998, Measurement of peroxynitrite scavengers, Methods in
enzymology, 301, 333-342.

Henkel, R., Maass, G., Schuppe, H.C., Jung, A., Schubert, J., Schill, W.B., 2005, Molecular
aspects of declining sperm motility in older men, Fertility and sterility, 84 (5), 1430-
1437.

Huff, T. C., Sant, D. W., Camarena, V., Van Booven, D., Andrade, N. S., Mustafi, S., Wang,
G., 2021, Vitamin C regulates Schwann cell myelination by promoting DNA
demethylation of pro-myelinating genes. Journal of neurochemistry, 157 (6), 1759-1773.

Igney, F.H. and Krammer, P.H., 2002, Death and anti-death: tumour resistance to apoptosis,
Nature reviews cancer, 2, 277-288.

Kabel, A.M., 2014, Free radicals and antioxidants: role of enzymes and nutrition, World journal
of nutrition and health, 2 (3), 35-38

Karabulut, H. ve Giilay, M.S., 2016, Serbest radikaller, Mehmet akif ersoy iiniversitesi saglik
bilimleri enstitlisu dergisi, 4 (1).



45

Kerr, J.F., Wyllie, A.H., Currie, A.R., 1972, Apoptosis: a basic biological phenomenon with
wideranging implications in tissue kinetics, British journal of cancer, 26 (4), 239-257.

Knutsen, H.K., Alexander, J., Barregard, L., Bignami, M., Brischweiler, B., Ceccatelli, S.,
Cottrill, B., Dinovi, M., Edler, L., Grasl-Kraupp, B., 2017, Risks for public health related
to the presence of furan and methylfurans in food, EFSA journal, 15 (10), p.e05005.

Kog, M., 2007, Ratlarda indometazin ile olusturulan gastrik hasara karst askorbik asitin
gastroprotektif etkilerinin ve bu etkilerin antioksidant sistem ile iliskisinin belirlenmesi,
Tez (Yiksek lisans), Saglik Bilimleri Enstitiisi.

Kokoglu, E. ve Alturfan, A.A., 2010, Vitaminler ve vitamin benzeri biyomolekiller, Nobel Tip
Kitabevleri, Istanbul, 978-975-420-737-8.

Lavrik, 1., Golks, A., Krammer, P.H., 2005, Death receptor signaling, Journal of cell science,
15, 265-7.

Lotem, J. and Sachs, L., 1995, Regulation of bcl-2, bcl-X~L and bax in the control of apoptosis
by hematopoietic cytokines and dexamethasone, Cell growth and differentiation-
publication american association for cancer research, 6 (6), 647-654.

Maga, J.A. and Katz, I., 1979, Furans in foods, Critical reviews in food science & nutrition, 11
(4), 355-400.

Mariotti, M.S., Granby, K., Rozowski, J., Pedreschi, F., 2013, Furan: a critical heat induced
dietary contaminant, Food & function, 4 (7), 1001-1015.

Martinvalet, D., Zhu, P., Lieberman, J., 2005, Granzyme A induces caspase in dependent
mitochondrial damage, a required first step for apoptosis, Immunity, 22, 355-70.

Matés, J.M., Pérez-Gémez, C., De Castro, I.N., 1999, Antioxidant enzymes and human
diseases, Clinical biochemistry, 32 (8), 595-603.

McDowell, L.R., 1989, Vitamins in animal nutrition, Animal Feeding and Nutrition, In: Cunha
T.J. (ed.), Academic Press, SanDiago.

Minorczyk, M., Starski, A., Jedra, M., Gawarska, H., Sawilska-Rautenstrauch, D., 2011,
Studies on the occurrence of furan in food for infants by gas chromatography with mass
spectrometry method, Roczniki panstwowego zakladu higieny, 62 (3), 283-288.

Mogol, B.A., and Gokmen, V., 2016, Thermal process contaminants: Acrylamide,
chloropropanols and furan, Current opinion in food science, 7, 86-92.

Moro, S., Chipman, J.K., Wegener, J.W., Hamberger, C., Dekant, W., Mally, A., 2012, Furan
in heat-treated foods: Formation, exposure, toxicity, and aspects of risk assessment,
Molecular nutrition & food research, 56 (8), 1197-1211.

Mouhannad, A.L., Bagir, S.J., Aowda, S.A., Hussein, F.A., Alasedi, M.K., 2010,
Determination of vitamin ¢ (ascorbic acid) concentration in some of commercial products,
by redox titration, Journal of babylon university/pure and applied science, 3 (18), 1-4.



46

Naghii, M.R., 2002, Sulfur mustard intoxication, oxidative stress, and antioxidants, Military
medicine, 167 (7), 573-575.

National Toxicology Program, 1993, Toxicology and carcinogenesis studies of furan (CAS No.
110-00-9) in F344 rats and B6C3F1 mice (gavage studies), National toxicology program
technical report series, 402, 1-286.

Nayanatara, A.K., Vinodini, N.A., Damodar, G., Ahemed, B., Ramaswamy, C.R., Shabarinath,
M., Bhat, M.R., 2008, Role of ascorbic acid in monosodium glutamate mediated effect
on testicular weight, sperm morphology and sperm count, in rat testis, Journal of chinese
clinical medicine, 3 (1), 1-5.

Nicotera, P. and Orrenius, S., 1986, Role of thiols in protection against biological reactive
intermediates, Advances in experimental medicine and biology, 197, 41-51.

Noori, S., 2012, An overview of oxidative stress and antioxidant defensive system, Open access
scientific reports, 1 (8), 1-9

Orrenius, S., Gogvadze, V., Zhivotovsky, B., 2015, Calcium and mitochondria in the regulation
of cell death, Biochemical and biophysical research communications, 460, 7281

Ozcan, O., Erdal, H., Cakirca, G., Yonden, Z., 2015, Oxidative stress and its impacts on
intracellular lipids, proteins and DNA, Journal of clinical and experimental
ivestigations, 6 (3), 331-336.

Prasad, A.S., 2008, Zinc deficiency, British medical journal, 326, 409-410.

Redza-Dutordoir, M. and Awverill-Bates, D.A., 2016, Activation of apoptosis signalling
pathways by reactive oxygen species, Biochimica et biophysica acta (bba)-molecular cell
research, 1863 (12), 2977-2992.

Rehman, H., Jahan, S., Ullah, I., Winberg, S., 2019, Toxicological effects of furan on the
reproductive system of male rats: An “in vitro” and “in vivo"-based endocrinological and
spermatogonial study. Chemosphere, 230, 327-336.

Rehman, H., Jahan, S., Ullah, I., Thérngvist, P. O., Jabbar, M., Shoaib, M., John, N., 2020,
Effects of endocrine disruptor furan on reproductive physiology of Sprague Dawley rats:
an F1 Extended One-Generation Reproductive Toxicity Study (EOGRTS). Human &
experimental toxicology, 39 (8), 1079-1094.

Reilly, P.M., Schiller, H.J., Bulkley, G.B., 1991, Pharmacologic approach to tissue injury
mediated by free radicals and other reactive oxygen metabolites, The american journal of
surgery, 161, 488-503

Rekha, D.K., Nayanatara, A.K., Ramaswamy, S.R., Sheila, R.P., Ramesh Bhat, M., Venkappa,
S.M., 2009, Infertility in male wistar rats induced by cadmium chloride: role of ascorbid
acid, Journal of chinese clinical medicine, 4 (11), 616-621.

Rietjens, 1.M., Boersma, M.G., de Haan, L., Spenkelink, B., Awad, H.M., Cnubben, N.H., van
Zanden, J.J., Woude, H.V.D., Alink, G.M., Koeman, J.H., 2002, The pro-oxidant



47

chemistry of the natural antioxidants vitamin C, vitamin E, carotenoids and flavonoids,
Environmental toxicology and pharmacology, 11 (3-4), 321-333.

Rizk, N. I, Rizk, M. S., Mohamed, A. S., Naguib, Y. M., 2020,. Attenuation of sleep
deprivation dependent deterioration in male fertility parameters by vitamin C.
Reproductive biology and endocrinology, 18 (1), 1-13.

Sahoo, A., Samanta, L., Chainy, G.B.N., 2000, Mediation of oxidative stress in HCH-induced
neurotoxicity in rat, Archives of environmental contamination and toxicology, 39 (1), 7-
12.

Sakagami, H., Satoh, K., Hakeda, Y., Kumegawa, M., 2000, Apoptosis-inducing activity of
vitamin C and vitamin K, Cellular and molecular biology (Noisy-le-Grand, France), 46
(1), 129-143.

Seok, Y. and Lee, K., 2019, Analysis of furan in semi-solid and paste type foods, Food science
and biotechnology, 29, 293-301.

Seok, Y.J., Her, J.Y., Kim, Y.G., Kim, M.Y., Jeong, S.Y., Kim, M.K,, Lee, K.G., 2015, Furan
in thermally processed foods-a review, Toxicological research, 31 (3), 241-253.

Sherratt, P.J. and Hayes, J.D., 2002, Glutathione S-transferases, Enzyme systems that
metabolise drugs and other xenobiotics, In: loannides C. (ed.), Chapter 9, John Wiley and
Sons Ltd, UK, ISBN: 0-471-894-66-4, 319-352.

Szent-Gyorgi, A., 1928, Observations on the function of the peroxidase systems, Biochemical
journal, 22, 1387-1409.

Tabakoglu, E. ve Durgut, R., 2013, Veteriner hekimlikte oksidatif stres ve bazi Oonemli
hastaliklarda oksidatif stresin etkileri, AVKAE dergisi, 3 (1), 69-75.

To, P.K., Do, M.H., Cho, J.H., Jung, C., 2020, Growth modulatory role of zinc in prostate
cancer and application to cancer therapeutics, International journal of molecular
sciences, 21 (8), 2991.

Usta, B. and Yilmaz-Ersan, L., 2013, Antioxidant enzymes of milk and their biological effects,
Ziraat fakultesi dergisi, Uludag Universitesi, 27 (2), 123-130

Vallee, B.L. and Falchuk, K.H., 1993, The biochemical basis of zinc physiology, Physiological
reviews, 73, 79-118.

Zhang, Y., LI, W., Chi, H.S., Chen, J., Denbesten, P.K., 2007, JNK/c-Jun signaling pathway
mediates the fluoride-induced down-regulation of MMP-20 in vitro, Matrix biology, 26,
633-641.

Zilva, S.S., 1932, Hexuronic acid as the antiscorbutic factor, Nature, 129, 690.



48

OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Ad1 Soyadi Ziya DUMANOGLU
Dogum Yeri
Dogum Tarihi Tarih girmek icin tiklayin veya dokunun.
Uyrugu MT.C. ™ Diger: Suriye
E-Posta Adresi
Web Adresi
Egitim Bilgileri
Lisans
Universite Damascus Universitesi
Fakiilte Fen Bilimleri
Bolimii Biyoloji
Mezuniyet Yili 19.05.2017
Yiiksek Lisans
Universite Istanbul Universitesi
Enstitii Ad1 Fen Bilimleri Enstitiisii
Anabilim Dali Biyoloji
Programi Zooloji
Doktora
Universite
Enstitii Adi
Anabilim Dali Anabilim Dali Adi
Programi Program Adi
Makale ve Bildiriler
|




