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Oz: Bu calismanin amaci, ratlarda karbon tetrakloriir (CCls) ile indiiklenen testis hasari {izerine krisinin etkisini
degerlendirmektir. Yirmi dort adet erkek Spraque-Dawley rat; kontrol grubu, Krisin grubu, CCls grubu ve Krisin+CCl; grubu
olmak lzere dort gruba ayrildi. Krisin (100 mg/kg/vicut agirhgi/gin) ve CCly (misir yagi (1:1) icerisinde 0.5 ml/kg/viicut
agirhigi/giin) gavaj yoluyla 14 giin boyunca uygulandi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, CCl, grubunda; malondialdehit
(MDA) duzeyinin arttigi, redikte glutatyon (GSH) dizeyi ile sliperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (KAT) aktivitelerinin ise
azaldig belirlendi. Bu grupta ayrica birgok testikiler lezyonun indiklendigi, Johnsen’s Ortalama Testikiiler Biyopsi Skoru
(JMTBS)’nun azaldigi, kaspaz-3 immiinoreaktivitesinin ise arttigi belirlendi. CCls grubu ile karsilastirildiginda, Krisin+CCly
grubunda; GSH duizeyi ile SOD ve KAT aktivitelerinin arttigi, MDA diizeyinin ise azaldigi tespit edildi. Bu grupta ayrica testikiiler
lezyonlarin hafifledigi, IMTBS nun arttigi ve kaspaz-3 imminoreaktivitesinin ise azaldigl gézlendi. Sonug olarak; krisinin sahip
oldugu antioksidan ve anti-apoptotik 6zellikler neticesinde, CCl, kaynakli testis toksisitesinin tedavisinde faydali etkiler
gosterebilecegi kanaatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, Karbon tetrakloriir, Krisin, Oksidatif stres, Testis.

Effects of Chrysin on Carbon Tetrachloride-Induced Testicular Damage in Rats:
Biochemical, Histopathological and Immunohistochemical Evaluation

Abstract: The aim of this study was to evaluate the effect of chrysin on testicular damage induced by carbon tetrachloride
(CCly) in rats. Twenty-four male Spraque-Dawley rats were divided into four groups as the control group, Chrysin group, CCly
group, and Chrysin+CCl, group. Chrysin (100 mg/kg/body weight/day) and CCl, (0.5 ml/kg/body weight/day in corn oil (1:1))
were administered by gavage for 14 days. Compared to the control group, it was determined that malondialdehyde (MDA)
level increased, reduced glutathione (GSH) level, and superoxide dismutase (SOD) and catalase (KAT) activities decreased in
the CCl, group. It was also determined that many testicular lesions were induced, Johnsen’s Mean Testicular Biopsy Score
(JMTBS) decreased, and caspase-3 immunoreactivity increased in this group. Compared to the CCl, group, it was determined
that GSH level and SOD and CAT activities increased, MDA level decreased in the Chrysin+CCl, group. It was also observed
that testicular lesions were alleviated, JMTBS increased, and caspase-3 immunoreactivity was decreased in this group. As a
result, it was concluded that chrysin might have beneficial effects in the treatment of CCls;-induced testicular toxicity as a
result of its antioxidant and anti-apoptotic properties.

Keywords: Apoptosis, Carbon tetrachloride, Chrysin, Oxidative stress, Testis.
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temizleme maddesi, yangin sondiirme sivisi ve tahil

enksiz, ugucu ve ¢ok kararl toksik bir ¢dzlici

madde olan karbon tetraklorir (CCls) (1) kuru

fumiganti olmak Uzere endistride bircok farkh
kullanim alanina sahiptir (2). CCls, toksik emisyon
yoluyla hava, su ve topraga dogru ¢evreye salindiktan
bir

absorbe

sonra insanlarda ve hayvanlarda herhangi

maruziyet yolu tarafindan  hizlica
edilebilmektedir. CCls, absorbsiyonu takiben 6zellikle
yuksek lipid igerigine sahip dokular arasinda yaygin
bir sekilde dagilarak, maruz kalma konsantrasyonuna
<1-6
konsantrasyonuna ulasmaktadir (3). CCls, baslica

karaciger (4), bobrek (5), testis (6) ve beyin (7) olmak

veya doza bagh olarak saatte pik

Uzere birgcok farkli organda, serbest radikallerin
neden oldugu hasarlar gozlemlemek igin in vivo
ve/veya in vitro ¢alisma modeli olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Laboratuvar hayvanlarinin deneysel
CCls maruziyeti sonucunda Ozellikle erkek Ureme
sisteminde oksidatif toksisite yoluyla ciddi yapisal ve
fonksiyonel tGreme bozukluklarinin meydana geldigi
bildirilmektedir (8).

Krisin (5,7-dihidroksiflavon), geleneksel tipta
yaygin olarak kullanilan ve birgok bitki 6z, bal ve
propoliste bulunan dogal flavonoidlerden biridir (9).
hidroksil

radikaller Gzerinde eliminasyon etkisine sahip olan

Yapisindaki gruplari sayesinde serbest
krisin, gliclii antioksidan 6zelligi ile bilinmektedir (10).
Krisinin ayrica anti-inflamatuar, antikanser, anti-
diyabetik ve anti-apoptotik olmak Uzere cesitli
biyolojik ve farmakolojik aktivitelere sahip oldugu da
bilinmektedir (11). Yararli etkilerinin altinda yatan
mekanizmalar tam olarak tanimlanmasa da (12),
krisinin erkek Greme sistemi lizerinde faydali etkileri
oldugu uzun zamandan beri bilinmektedir (13).
Krisinin CCly’Un neden oldugu testis hasarina karsi
faydali etkileri olup olmadigina dair herhangi bir
¢alisma bilgisi bulunmamaktadir. Bu nedenle bu
bazi  biyokimyasal, histolojik

galisma, ve

immiunohistokimyasal yontemler kullanilarak krisinin
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CCly’lin neden oldugu testis hasari lizerindeki faydali

etkilerini arastirmak icin yapilmistir.

MATERYAL ve METOT
Hayvanlar ve Galisma Diizeni

Bu calismada 6-8 haftalik, 280-300 g agirliginda,
24 adet vyetiskin erkek Spraque-Dawley cinsi rat
kullanildi. Firat
Arastirmalar Merkezi’'nden temin edildi ve g¢alisma

Ratlar, Universitesi Deneysel
suresince buradaki standart laboratuvar kosullarinda
barindirildi. Ratlara, yem ve su ad libitum olarak
saglandi. Ratlar Gizerinde uygulanan tiim prosediirler,
Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan onaylanmis etik kurul izni (Protokol No:
03.05.2021/1986) ile gergeklestirildi. Ratlar, her
grupta 6 adet olacak sekilde toplam dort gruba
ayrildi. Kontrol grubuna misir yagi gavaj yoluyla 14
gun boyunca gunluk uygulandi. Krisin grubuna; 100
mg/kg/viicut agirhigi/giin dozunda krisin (100 g,
Molekula Ltd., Wimborne Dorset, Iingiltere) gavaj
yoluyla 14 giin boyunca uygulandi. CCls; grubuna;
misir yagi (1:1) icerisinde 0.5 ml/kg/vicut agirligi/giin
dozunda CCl,; (% 99.9, Panreac Quimica, Barselona,
ispanya) gavaj yoluyla 14 giin boyunca uygulandi.
Krisin+CCls grubuna ise; krisin ve ayrica CCls gavaj
yoluyla 14 giin boyunca glinlik uygulandi. Krisin (13)
ve CCl/lin (14) uygulama dozu ve slreleri daha
onceki calismalardan uyarlandi.

Numunelerin Alinmasi

Son uygulamadan 24 saat sonra, ratlar servikal
dislokasyon yontemi ile 6tenazi edildi. Testis dokulari
hizlica alinarak histolojik ve immunohistokimyasal
incelemeler igin tespit sollisyonuna birakildi. Dokular
ayrica biyokimyasal analizler yapilincaya kadar -20
°C’'de muhafaza edildi.

Biyokimyasal Analizler

Dokularin malondialdehit (MDA) ve rediikte
glutatyon (GSH) duzeyleri ile sUperoksit dismutaz
(SOD) ve katalaz (KAT) gibi antioksidan enzim
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aktiviteleri belirlendi. Dokular, %1.15 KCI ile 1:10 7 Farkhlasma olmaksizin  birgok erken
oraninda homojenize edildikten sonra lipid spermatid

. . . 8 Birkag ge¢ spermatid

k ’
peroksidasyon  (LPO) diizeyleri 532 nm’de 9 Bircok gec spermatid
tiyobarbitiirik asit reaktif maddelerin (TBARS) 10 Tam spermatogenez
konsantrasyonlarina gore spektrofotometrik olarak
Avidin-Biotin-Peroksidaz ~ kompleksi  (ABC)

lgiildi (15). Uretilen MDA seviyesi, bir LPO indeksi
MDA degerleri
homojenat olarak ifade edildi. GSH duzeyleri, 412
(16).
Dokulardaki protein igerigi standart olarak sigir

olarak kullanildi ve nmol/ml

nm’de spektrofotometrik olarak olgulda
serum albimini ile belirlendi (17) ve GSH degerleri
nmol/mg protein olarak ifade edildi. SOD aktiviteleri,
nitro blue tetrazolyum Ureten ksantin oksidazin
indirgenmesine dayanan yonteme gore 560 nm’de
(18) ve SOD
degerleri yizde inhibisyon/mg protein olarak ifade
edildi. KAT aktiviteleri, 240 nm’de spektrofotometrik

spektrofotometrik olarak olcildu

olarak olcildi (19) ve KAT degerleri k/g protein
olarak ifade edildi.

Histolojik, Histomorfometrik ve immunohisto-

kimyasal incelemeler

Dokular, Bouin soliisyonunda 48 saat siireyle
tespit edildikten sonra rutin asamalardan gegirilerek
5 um kalinhginda kesitler hazirlandi. Hematoksilen-
eozin (HE) ile boyanan kesitler 15tk mikroskobu
(Olympus BX-51; Olympus Optical Co., Ltd.) altinda
incelendi. Johnsen’s Ortalama Testikller Biyopsi
Skoru (JMTBS) spermatogenezisi kategorize etmek
icin kullanildi (20). Her kesitten 25 seminifer tibil
degerlendirildi ve her tlbile Johnsen kriterlerine
gore 1 (cok zayif) ile 10 (mikemmel) arasinda puan
verildi (Tablo 1).

Tablo 1. Johnsen’s ortalama testikiler biyopsi skoru
(IMTBS).
Table 1. Johnsen’s mean testicular biopsy score
(IMTBS).

Puan

Aciklama

Hicre yok

Germ hiicresi olmaksizin Sertoli hiicreleri
Sadece spermatogonia

Sadece birkag¢ spermatosit

Bircok spermatosit

Sadece birkag erken spermatid

Uk WN R
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prosediiriine gére immiinohistokimya (iHK) boyama
yontemi uygulandi (21). Bu yéntemde, primer antikor
olarak rabbit poliklonal aktif kaspaz-3 antikoru
#RB-1197-B,
dilisyon orani 1/50; Thermo Fisher Scientific Co.,

(Caspase-3 antibody, Katalog no:
ABD) kullanildi. Diger asamalar icin kullanilan iHK kiti
(IHC kit TP-015-HD, UltraVision
Detection System, Anti-Polivalent, HRP/DAB, Thermo
Co., ABD)
talimatlarina goére boyama yapildi. Boyama, 3,3'-

Katalog no:

Fisher Scientific ile Uretici firma
diaminobenzidin (DAB) kromojen ile tamamlandi ve
Mayer’s hematoksilen ile zit boyandi. Kesitler yari
kantitatif olarak degerlendirildi ve boya yogunluk
durumlarina gore -: boyanma yok, +: zayif boyanma,
++: orta boyanma, +++: gl¢li boyanma seklinde

derecelendirildi (21).

istatistiksel Analiz

Tim istatistiksel veriler IBM SPSS/PC (Strim
21.0, IBM Co., North Castle, New York, ABD) yazilim
programi kullanilarak analiz edildi. Veriler ortalama +
standart hata olarak verildi. Biyokimyasal veriler, tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) testi ile analiz edildi ve
¢oklu karsilastirmalar igin post hoc Tukey testi
uygulandi. Histolojik veriler, parametrik olmayan
Kruskal-Wallis testi ile analiz edildi ve Mann-Whitney
U testi uygulandi. P<0.05 degerleri istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

BULGULAR
Oksidatif Stres Gostergeleri

Kontrol grubu ile krisin grubu
karsilastirildiginda, MDA ve GSH duizeyleri ile SOD ve
KAT aktiviteleri
anlamli bir farkin bulunmadig tespit edildi (Sekil 1,

bakimindan istatistiksel olarak
P>0.05). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, CCls

grubunun MDA diizeyinin istatistiksel olarak anlamh
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derecede yiiksek oldugu belirlendi. Ancak Krisin+CCl,
grubunun MDA diizeyinin CCl; grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede disik oldugu
saptandi (Sekil 1, P<0.001). Bunun yani sira, CCls

grubunun GSH duizeyi ile SOD ve KAT aktivitelerinin

5E MDA
c 2
2
[9)
g 15
2
_E' 1
5 c b a b
E o
[ =
Kontrol Krisin cCla Krisin+
CCla
mStd Hata| 0.12 0.17 0.09 0.13
Std Ort. 1.87 1.98 2.37 2.02
= SoD
S 04
a
%" 0.3
=
:
o)
= 01
£ a a c b
X 0
Kontrol Krisin cCl4 Krisin+
CcCla
mStd Hata| 0.04 0.02 0.03 0.06
Std Ort. 0.36 0.33 0.12 0.27

kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh
derecede diisik oldugu; Krisin+CCls grubunun GSH
diizeyi ile SOD ve KAT aktivitelerinin ise CCls grubuna
gore istatistiksel olarak anlaml derecede yiksek
oldugu belirlendi (Sekil 1, P<0.001).

GSH
25
< 20
[
§ 15
g,, 10
= a a C b
E
Kontrol Krisin CcCl4 Krisin+
CcCla
mStd Hata| 2.08 1.92 1.26 1.07
Std Ort. 22.7 20.18 9.32 15
KAT
0.6
0.5
0.4
=
© 0.3
3]
5 0.2
» 01 a a o b
Kontrol Krisin CcCla Krisin+
CCl4
mStd Hata| 0.06 0.05 0.03 0.05
Std Ort. 0.52 0.49 0.22 0.37

Sekil 1. Tim gruplarin oksidatif stres parametre bulgulari. Tim gruplarin MDA (nmol ml* homojenat) ve GSH
(nmol mg? protein) seviyeleri, SOD (% inhibisyon mg™ protein) ve KAT (k mg™? protein ) aktiviteleri (Deger + SH.
n = 6). >><: Siitunlarda farkli Uist simgelere sahip ortalama degerler 6nemli 6l¢iide farkhlik gdsterir, ***: P<0.001.
SH: Standart hata, MDA: Malondialdehit, GSH: Rediikte glutatyon, SOD: Stiperoksit dismutaz, KAT: Katalaz.
Figure 1. Oxidative stress parameter findings of all groups. MDA (nmol ml* homogenate) and GSH (nmol mg™!
protein) levels, SOD (% inhibition mg? protein) and CAT (k mg? protein) activities of all groups (Value * SE. n=6).
b Mean values with different superscripts on columns differ significantly, ***: P<0.001. SE: Standard error,
MDA: Malondialdehyde, GSH: Reduced glutathione, SOD: Superoxide dismutase, KAT: Catalase.

Histolojik, Histomorfometrik ve immunohisto-

kimyasal Degerlendirme Sonuglari

Kontrol (Sekil 2A) ve krisin gruplarinda (Sekil
2B); testis dokusu normal goriinime sahipti. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, CCls grubunda; germinal
hicrelerde dejenerasyon, nekroz, disorganizasyon,
deskuamasyon ve kayip, seminifer tubillerde atrofi,
¢ok cekirdekli sinsityal hiicre olusumu, spermatojenik
ve maturasyon arresti ve interstisyel bolgede 6dem
testikller lezyonlar

ve damar konjesyonu gibi

gozlendi (Sekil 2C). CCls grubu ile karsilastirildiginda,
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Krisin+CCl, testikiiler
hafifledigi ve histomimaride iyilesmelerin oldugu
tespit edildi (Sekil 2D). JIMTBS degerleri bakimindan

kontrol grubu ile krisin grubu karsilastirildiginda,

grubunda; lezyonlarin

istatistiksel olarak anlamli bir farkin bulunmadig
tespit edildi (Sekil 3, P>0.05). Kontrol grubu ile
karsilastinlldiginda, CCls grubunun JMTBS degerinin
istatistiksel olarak anlamli derecede disik oldugu
Ancak Krisin+CCl, JMTBS
degerinin CCl, grubuna gore istatistiksel olarak

belirlendi. grubunun

anlamli derecede yiiksek oldugu saptandi (Sekil 3,
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P<0.05). Kontrol (Sekil 4A) ve krisin gruplarinda (Sekil karsilastirildiginda, Krisin+CCl; grubunda ise; kaspaz-
4B); kaspaz-3 imminreaktivitesi  bakimindan 3 immunreaktivitesi bakimindan orta yogunlukta
pozitiflik gbzlenmedi. Fakat kontrol grubu ile pozitiflik gozlendi (Sekil 4D). Tum gruplarin
karsilastirildiginda, CCl;  grubunda; kaspaz-3 immiinohistokimyasal boyama yogunlugu Tablo 2’de
imminreaktivitesi bakimindan glgli yogunlukta gosterildi (Tablo 2).

pozitiflik tespit edildi (Sekil 4C). CCl; grubu ile

.

b it = \ - N

Sekil 2. Tim gruplarin histolojik degerlendirme bulgulari. A-Kontrol grubu ve B-Krisin grubu; normal testis
histolojisi (H&E). C-CCl, grubu; germinal hiicrelerde dejenerasyon (beyaz oklar), disorganizasyon (siyah ok) ve
kayip (yildiz), ¢ok gekirdekli sinsityal hiicreler (ok basi) (H&E). D-Krisin + CCls grubu; hafif testis lezyonlarinin yani
sira histomimaride restoratif goriinim (H&E), CCl,: Karbon tetrakloriir, H&E: Hematoksilen ve Eozin.

Figure 2. Histological evaluation findings of all groups. A-Control group and B-Chrysin group; normal testis
histology (H&E). C-CCl, group; degeneration (white arrows), disorganisation (black arrow), and loss (star) in
germinal cells, multinuclear syncytial cells (arrowhead) (H&E). D-Chrysin + CCls group; restorative appearance as
well as mild testicular lesions in histoarchitecture (H&E), CCls: Carbon tetrachloride, H&E: Hematoxylin and Eosin.
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JMTBS

Kontrol Krisin CCla Krisin+CCl4

Sekil 3. Tum gruplarin histomorfometrik degerlendirme bulgulari. Tim gruplarin JMTBS nun aritmetik
ortalamalarinin dagilimi (Deger + SH. n=6). *><: Siitunlarda farkl (st simgelere sahip ortalama degerler 6nemli

Olctide farkhhk gosterir, *: P<0.05. SH: Standart hata, JMTBS: Johnsen’s Ortalama Testikiiler Biyopsi Skoru.
Figure 3. Histomorphometric evaluation findings of all groups. Distribution of arithmetic mean of JMTBS of all
groups (Value + SE. n=6). *¢: Mean values with different superscripts on columns differ significantly, *: P<0.05.
S‘I.E:' S;t_:rndarg‘error‘, JMIBS?JPI‘“S'EV"S Mkean Testicular Eiopsy Score. .
VST T YA AL TN R G, i N Rl 0%
o ? T -

o 3

3 immiinoreaktivitesi yok (iHK, Mayer'in hematoksilen zit boyamasi). C-CCls grubu; giicli kaspaz-3
immiinoreaktivitesi (oklar) (IHK, Mayer’in hematoksilen zit boyamasi). D-Krisin + CCls grubu; orta derecede
kaspaz-3 immiinoreaktivitesi (iIHK, Mayer’in hematoksilen zit boyamasi), CCls: Karbon tetrakloriir, iHK:
immiinohistokimya.

Figure 4. Immunohistochemical evaluation findings of all groups. A-Control group and B-Chrysin group; no
caspase-3 immunoreactivity (IHC, Mayer’s hematoxylin counterstain). C-CCl, group; strong caspase-3
immunoreactivity (arrows) (IHC, Mayer’s hematoxylin counterstain). D-Chrysin + CCl, group; moderate caspase-
3 immunoreactivity (IHC, Mayer’s hematoxylin counterstain), CCl;: Carbon tetrachloride, [IHC:
Immunohistochemistry.
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Tablo 2. Tum gruplarin
boyama yogunlugu.

Table 2. Immunohistochemical staining intensity of
all groups.

immuinohistokimyasal

Gruplar Kontrol  Krisin  CCls  Krisin+CCl4
Kaspaz-3 - - ++ ++
Skorlama; -: boyanma yok, +: zayif boyanma, ++: orta boyanma,
+++: gligli boyanma olarak belirlendi.
TARTISMA ve SONUC
EndUstriyel bir kimyasal olan CCls, testis

toksisitesini indikleyen mutlak bir hepatotoksin
olarak bilinmektedir (22). CCl, toksisitesinin temeli
sitokrom P450 (CYP)
gercgeklestirilen biyo-transformasyonuna dayanmak-

ise, sistemi tarafindan
tadir. CYP genleri, karaciger dokularinda yiksek
seviyelerde eksprese edildiginden CCls’Gin karaciger
glcli  toksik bu

aciklanmaktadir. Bununla birlikte, steroidojenik ve

Uzerindeki etkileri yolla
steroidojenik olmayan CYP enzimleri dahil olmak
Uzere Ureme dokularinda CYP ekspresyonunun
onemi hakkinda artan kanitlar da CCls’tin reproduiktif
toksisite olusturma potansiyelini desteklemektedir.
CCl4’lin sitokrom oksidaz enzim kompleksi araciligiyla
dekompozisyonu sonucu olusan triklorometil (CCls)

(CCl30,)
fosfolipitlerinde

ve triklorometil peroksil radikalleri;

sitoplazmik  membran lipit
peroksidasyonuna (LPO) sebep olmakta ve testikiler
oksidatif
antioksidan enzimlerin aktivitelerini azaltmaktadir
(1,23).

Bircok c¢alisma, deneysel CCls maruziyetinin
olan MDA

dizeyini arttirdigini, glgli bir hiicresel antioksidan

dokularda stresi indiklemek (zere

testis dokusunda LPO biyobelirteci

olan glutatyon peroksidaz (GPX) diizeyi ile birincil
antioksidatif savunmayi temsil eden SOD ve KAT
aktivitelerini ise azalttigini 6ne strmistir (24-26).
Benzer sekilde galisma sonuglarimiz; ratlara 14 gin
boyunca 0.5 ml/kg CCls
dokusunda MDA’nin artmasina; GSH, SOD ve KAT’In

ise azalmasina neden oldugunu gostermistir. Bitkisel

uygulamasinin, testis

Urunler ve onlarin aktif bilesenleri olarak bilinen bitki
sekonder metabolitlerinin, doku ve organlari ROS’un

saldinlarindan  korudugu ve oksidatif stres
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olusumunu engelledigi bilinmektedir (27). Flavanoid
aktif bilesenini igeren feverfew bitki ekstresinin, rat
CCls oksidatif
hafifleterek MDA igerigini azalttigi; GPX ve SOD gibi
antioksidan enzim aktivitelerini ise arttirdigi tespit

testisinde kaynakli travmayi

edilmistir (28). Flavonoid, tanen ve fenol gibi baz
fotoaktif bilesenleri icerdigi bilinen Pleurotus tuber-
regium mantar turinin diyetle aliniminin, CCly
kaynakh lreme ve testis hasarini iyilestirdigi
bildirilmistir (24). Calismada, ratlarda doza bagimh
olarak P. testiste
MDA’nin azalmasini; peroksidaz, GSH, SOD ve KAT’In

ise artmasini

tuber-regium uygulamasinin,

sagladigl ifade edilmistir. Dogal
ilgili
50 mg/kg krisin
(10)

doksorubisin (29) kaynakli oksidatif stresi azaltarak

flavanoidlerden bir digeri olan krisin ile

¢ahsmalar; 7 gin boyunca

uygulamasinin, rat testisinde kolistin ve
MDA seviyesini distrdiginil; GSH seviyesiile SOD ve
KAT aktivitelerini ise ylkselttigini 6ne slrmustir.
LPO’'nu  bloke

edebildikleri icin reaktif oksijen tirlerine (ROS)

Flavonoidler  yapilari  geregi
baglanabilmekte, metal iyonlarini selatlayabilmekte
bu

gosterebilmektedirler

antioksidan ozellik
(30).

calismamizda ratlara 14 giin boyunca 100 mg/kg

ve sayede

Paralel olarak,
krisin uygulamasinin, CCls kaynakli oksidatif hasara
karsi faydah etkiler sergiledigi ve testis dokusunda
GSH, SOD ve KATIn
artmasina yol actigi tespit edilmistir.

MDA’nin azalmasina; ise

Akut veya kronik CCls uygulamasinin erkek
laboratuvar hayvanlarinda oksidatif toksisite yoluyla
Ureme sisteminde gesitli morfolojik degisikliklere ve
dolayisiyla bazi yapisal hasarlara neden oldugu
bildirilmistir (14). Zira, CCl; metabolitlerinin, ¢oklu
doymamis yag asitleri (PUFAs) ile reaksiyona girerek
lipidler ve proteinlerle kovalent eklentiler
olusturdugu ve dolayisiyla lipid peroksit olusumu ve
hiicre zarlarinin yikimi ile testis hasarina yol actig
belirtilmistir (31). CCl; uygulamasini takiben artan
LPO seviyesinin ve azalan antioksidan aktivitenin,
testiste cesitli derecelerde histopatolojik hasarlara
neden olabilecegi ifade edilmistir (14). Ratlara 7 glin

boyunca 0.5 ml/kg CCly’Gin uygulandigi bir calismada,
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tabal duvarindaki

hlcrelerde bazi dejeneratif degisiklikler ile birlikte

seminifer spermatojenik
hicresel kayiplarin, yogun tiibiler hasarin ve hatta
bazi tubillerde atrofinin gozlendigi bildirilmistir.
interstisyel alanda ise ayrilmalar ve 6dem ile damar
konjesyonunun varhgi ifade edilmistir (32). Wistar
ratlara intraperitoneal yolla 14. giin 1 ml/kg CCls'ln
uygulandig! bir baska g¢alismada ise, seminifer tubill
epitelinde sekil duzensizligi, hiicrelerin ayrilmasi ve
vakuolizasyon gibi dejeneratif degisikliklerin yani sira
seminifer tUbdullerin dis capinda ve germinal epitel
kalinliginda azalmanin bulundugu rapor edilmistir
(25). 10 hafta boyunca, haftalik 0.25 ml/kg CCls'iin
Wistar ratlara uygulandigi birka¢ c¢alismada ise;
germinal  hiicrelerde  nekroz,  dejenerasyon,
deskuamasyon, disorganizasyon ve azalma, seminifer
bazal

tubulllerde atrofi, membranda kalinlasma,

interstisyel 6dem ve konjesyon, c¢ok cekirdekli
sinsityal hiicre olusumu, spermatojenik arrest ve
dasik JMTBS gibi

gozlendigi belirtilmistir. Calismacilar ayrica apoptotik

histopatolojik degisikliklerin

hiicre indeksinde bir artisin varoldugunu da ortaya
koymuslardir (2,14,33). Benzer sekilde, ¢alismamizda
CCly
indiikledigi,

uygulamasinin testikiiler
JMTBS’nu

immiunoreaktivitesini arttirdigi tespit edilmistir.

bircok lezyonu

azalttigr ve  kaspaz-3

Apoptoz, testiste fizyolojik olarak yeterli sayida
germ hicresini korumak icin ortaya c¢ikan, fakat
patolojik olarak arttiginda spermatogenezisin
bozulmasina neden olabilen bir hiicre 6lim seklidir
(28,33). Oksidatif stresin genellikle hiicre apoptozunu
baglatarak kaspaz-3 aktivasyonu
bilinmektedir (34).

Memeli hiicrelerinde apoptozun bir belirteci olarak

ile sonuglanan
kaspaz vyolunu aktive ettigi
bilinen kaspaz-3, sitokrom c¢ salinimi sonucu
aktifleserek diger kaspaz enzimlerini aktive edip
kaskadi ve DNA
fragmentasyonuna neden olmaktadir (11). CCls

kaynakli testikiiler toksisitede de, asiri serbest radikal

apoptotik baslatmakta

Uretiminin aracilik ettigi DNA hasari ve artmis germ
hiicre apoptozu rapor edilmistir (2,26,33).
ROS

enzimleri inhibe etmelerinin yani sira membran

Flavonoidlerin, Uretiminde yer alan
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lipidlerini oksidatif stresin zararl etkilerine karsi
koruduklari bilinmektedir (35). Ratlara uygulanan
Jurinea dolomiaea kok ekstresinin, icerdigi aktif
CCls
histopatolojik degisiklikleri iyilestirdigi ve hatta klasik

flavanoid bilesenler sayesinde, kaynakh
testis histolojisine yakinlastirdigi ifade edilmistir (36).
Bu durum, flavanoidlerin dogrudan veya dolayh
olarak oksidatif hasari iyilestirebilme yetenekleri ile
iliskilendirilmistir. Diyet biyoflavanoidlerden biri olan
kuersetinin ise, antiperoksidatif etkisine bagli olarak
CCly Un
histopatolojik lezyonlari ve apoptozu hafiflettigi

ratlarda neden oldugu testikller
ortaya konmustur (14). 3 hafta boyunca 50 mg/kg
krisin uygulamasinin, ratlarda nitrofurazon kaynakl
testikiler toksisiteye karsi koruyucu etkiler gosterdigi
bildirmistir (37). Calismada, dogal flavanoid kaynagi
olan krisinin; testis hasarini azalttig,
spermatogenezis siklusunu restore ettigi ve kaspaz-3
aktivitesini inhibe ettigi 6ne surilmustir. Paralel
CCly

hafiflettigi,

olarak, calismamizda krisin uygulamasinin,

kaynakh bircok testikiler lezyonu
JMTBS’nu arttirdigi ve kaspaz-3 immunoreaktivitesini
azalttig) tespit edilmistir. Krisin gibi flavanoidler, CYP
inhibitor  etki

olusturabilmelerinin (14) yani sira serbest radikal

aktivitesi/ekspresyonu (izerinde

suplrme kabiliyetlerinden kaynakli olarak anti-
apoptotik etki gosterebilmektedirler (37).

Sonug olarak, ¢calismamizda krisinin, antioksidan
ve diger biyolojik etkileri yoluyla, ratlarda CClsiin
neden oldugu testikliler toksisiteyi azalttig
gozlenmistir. Dogal ve glgli bir flavonoid olan
krisinin, erkek {reme sisteminde CClsin neden
oldugu hasar igin potansiyel bir tedavi olabilecegi

disinulmektedir.
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