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Sicanlarda Karbon Tetrakloriir ile Olusturulan Testis Hasarina
Karsi Kafeik Asit Fenetil Esterin Koruyucu Etkileri: Histolojik
Calisma

Protective Effects of Caffeic Acid Phenethyl Ester Against Carbon Tetrachloride-induced
Testicular Damage in Rats: A Histological Study
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Amac: Karbon tetrakloriir (CCI4) bircok dokuda hasara yol acabilen, ucucu organik bir kimyasal ajandir. Yapica flavonoidlere benzeyen kafeik asit

fenetil ester (CAPE), bal arisi propolisinin aktif bir bilesenidir. CAPE'nin antitoksik, antioksidan, anti-enflamatuvar etkileri oldugu bilinmektedir. Bu
calismada CCl,'lin neden oldugu testis hasarina karsi CAPE'in etkilerini incelemeyi amagladik.

Gerec ve Yontem: Yirmi sekiz adet Wistar-albino sican 4 gruba ayrildi (n=7). Grup 1: Kontrol (%5 etanol, 1 mL/giin/ip), Grup 2: Zeytinyagi (0,5
ml/giin asirifip), Grup 3: CCI, (0,5 mL/kg giin asirifip), Grup 4: CCl,+CAPE (10 umol/kg/giin/ip). Deney sonunda alinan doku 6rnekleri %10'luk
formaldehitte tespit edilerek parafine gomdildii. Parafin bloklardan alinan 5 um kalinhgindaki kesitler hematoksilen-eozin ile boyandi. Testikiiler
hasari degerlendirmek icin 1sik mikroskobunda her kesitten x20 biylitmede rastgele 100 tiibil incelenerek saglam, atrofik ve dejenere tibiiller olarak
siniflandirildi. Kesitler, Leica DFC 280 1sik mikroskobu ve Leica Q Win Gorlinti Analiz sistemi (Leica Micros Imaging Solutions Ltd. Cambridge, UK)
kullanilarak incelendi.

Bulgular: Kontrol ve zeytinyadi gruplarina ait testis kesitleri normal histolojik gériinimdeydi. CCl, grubunda seminifer tubullerin %55,00+4,22'si
saglam, %25,00+2,67'si atrofik ve %20,00+1,88'i dejeneratif olarak gdzlendi. Ayrica, bazi seminer tlibdllerin liimeninde multiniikleer dev hiicrelere
rastlandi. CCl,+CAPE grubunda ise tiibiillerin %72,14+3,91'i saglam, %716,42+2,10'u atrofik ve %11,42+2,36'si dejeneratifti. CCl, grubunda etkilenen
tiibiillerin sayisi kontrol grubuna gére istatistiksel olarak anlamli sekilde artarken (p<0,05), CCl,+CAPE grubunda etkilenen seminifer tiibiillerin
sayisinin, CCl, grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi tespit edildi (p<0,05).

Sonug: CAPE'nin, CCl,'Un testis Gizerindeki hasar verici etkilerinin azaltilmasinda faydali olabilecegini diigiinmekteyiz.
Anahtar Kelimeler: CAPE, karbon tetrakloriir, sican, testis

ABSTRACT

Aim: Carbon tetrachloride (CCl,) is a volatile organic chemical agent that can cause damage to many tissues. Caffeic acid phenethyl ester (CAPE),
which is structurally similar to flavonoids, is an active component of honeybee propolis. CAPE is known for its antitoxic, antioxidant, and anti-
inflammatory effects. In this study, we aimed to investigate the effects of CAPE against testicular damage caused by CClI,.

Materials and Methods: Twenty-eight Wistar albino rats were divided into 4 groups (n=7) as, Group 1: control (5% ethanol, 1 mL/day/ip), Group
2: olive oil (0.5 mL/day over/ip), Group 3: CCl, (0.5 mL/kg over/ip), Group 4: CCl,+CAPE (10 pumol/kg/day/ip). Tissue samples collected at the end of
the experiment were detected in 10% formaldehyde and embedded in paraffin. Five-micron-thick sections taken from paraffin blocks were stained
with hematoxylin-eosin. To evaluate testicular damage, 100 tubules from each section were randomly examined at 20x magnification under a light
microscope and classified as intact, atrophic, and degenerated tubules. Sections were examined by using Leica DFC 280 light microscope and Leica
Q Win Image Analysis system (Leica Micros Imaging Solutions Ltd. Cambridge, UK).
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Results: The testicular sections of the control group and the olive oil group had a normal histological appearance. In the CCI, group, 55.00+4.22% of
the seminiferous tubules were intact, 25.00+2.67% were atrophic and 20.00+1.88% were degenerative. In addition, multinucleated giant cells were
found in the lumen of some seminiferous tubules. In the CCI,+CAPE group, 72.14+3.91% of the tubules were intact, 16.42+2.10% were atrophic,
and 11.42+2.36% were degenerative. While the number of affected tubules significantly increased in the CCl, group compared to the control group
(p<0.05), the number of affected seminiferous tubules decreased significantly in the CCl,+CAPE group compared to the CCl 4 group (p<0.05).

Conclusion: We think that CAPE may be useful in reducing the damaging effects of CCl, on the testicle.

Keywords: CAPE, carbon tetrachloride, rat, testis

GRIS
Ksenobiyotik olan karbon tetrakloriir (CCI4) tath bir kokuya
sahip renksiz bir sividir’. Yiiksek oranda toksik bir madde
olarak insan ve hayvanlarda potansiyel kanserojenik bir
etkiye sahip olan CCl,, ginimiizde endistride sogutucu
floroklorokarbonlarin iliretiminde dolayisiyla, klima ve soguk
hava deposu makinalarinda yaygin bir sekilde kullaniimaktadir.
CCl,'lin basta karaciger olmak lzere bobrek, kalp, akciger,
beyin ve testis dokularinda toksik etkileri bulunmaktadir?3,
CCl,'lin spermatogenik seri hiicrelerinde hasar, bazal membran
ayrilmasi, seminifer tbiil atrofisi, interstisyel alanda genisleme
ve sperm sayisinda azalma meydana getirdigi yapilan
calismalarda gdsterilmistir*®.

Yapica flavonoidlere benzeyen kafeik asit fenetil ester
“caffeic acid phenethyl ester" (CAPE), bal arisi propolisinin
aktif bir bilesenidir®. CAPE'nin antitoksik, antioksidan, anti-
enflamatuvar, antiviral, imminomodilator, noroprotektif
ve sitostatik etkileri oldugu bilinmektedir’8. Diger propolis
bilesenlerine gore arasidonik asit kaskadini giiclii sekilde
modile ettiginden anti-enflamatuvar etkisi daha belirgindir®.
Genellikle 10 pmol/L konsantrasyonda ksantin dehidrogenaz/
ksantin oksidaz sistemi tarafindan meydana getirilen reaktif
oksijen tiirlerininin hepsini bloke ettigi gosterilmistir®.

Bu calismada, CCl, ile testikiiler hasar olusturulan sicanlarin
testis dokusundaki histolojik degisiklikler ve bu degisiklikler
tzerine  CAPE'nin iyilestirici  etkilerinin  histokimyasal
yontemlerle incelenmesi amaclandi.

GEREG VE YONTEM

Deney Hayvanlan

Calismamizda kullanilan 200-250 g olan 3 aylik 28 adet Wistar
albino erkek sicanlar, inonii Universitesi Deney Hayvanlari
Uretim ve Arastirma Merkezi'nden temin edildi. Calismamiz
icin indnii Universitesi Deney Hayvanlar Etik Kurulu'ndan
onay alinmistir (protokol no: 2012/A-49, tarih: 21.03.2012).
Sicanlar oda sicakligr 24-27 °C arasinda, havalandirma sartlari
saglanmis, aydinlatiimasi 12 saat aydinhik 12 saat karanhk
olacak sekilde ayarlanan odalarda barindirildi. Sicanlar ¢alisma
boyunca ad libitum standart pellet yemle beslendi. Rastgele
secilen denekler 4 farkh gruba ayrildi.
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Deney Gruplari

Grup 1: Kontrol, Grup 2: Zeytinyagi, Grup 3: CCl,, Grup 4:
CCl,+CAPE.

1. Kontrol grubu: Bu gruptaki sicanlara 10 giin siireyle, 1 mL/
giin %5 etanol intraperitoneal olarak uygulandi.

2. Zeytinyagi grubu: Bu gruptaki sicanlara 10 giin siireyle 0,5
mL/giin asiri zeytinyagi intraperitoneal olarak uygulandi.

3. CCl, grubu: Bu gruptaki sicanlara 10 giin siireyle 0,5 mL/kg
glin asiri CCl, intraperitoneal yolla uyguland.

4. CClI,+CAPE grubu: Bu gruptaki siganlara 10 giin siireyle
zeytinyaginda ¢oziilerek hazirlanan 0,5 mL/kg giin asiri CCl, ve
ardindan 10 umol/kg CAPE etanolde ¢tziilerek intraperitoneal
yolla uygulandi.

Calismanin 11. glinlinde sicanlara 5 mg/kg xylazine ile 50 mg/
kg ketamin i.p uygulanarak genel anestezi altinda orta hat
insizyonuyla batinlari acildi. Histolojik incelemeler igin testis
doku drnekleri alind.

Histolojik Analizler

Histopatolojik degerlendirme icin dokularin tespit ve takip
islemlerine gecildi. Dokunun iyi fikse olmasi icin 910'luk
formaldehite konuldu. Ornekler, daha sonra 34 mm'lik daha
kiictik parcalara ayrilip plastik doku takip kasetlerine konularak
formaldehitte 24 saat sire ile fikse edildi. Fiksasyon isleminin
bitmesini takiben parcalar 24 saat boyunca akan ¢esme suyunda
yikandilar. Daha sonra dereceli alkollerde dehidrate edilerek,
ksilende seffaflastirilip parafine gdmiildiler. Parafin bloklardan
Leica RM2145 marka mikrotom yardimiyla 5'er mikron'luk kesitler
alindi. Kesitlere genel histolojik yapryi gozlemlemek amaciyla
Hematoksilen ve eozin, boyama yontemi uygulandi. Testikiiler
hasari degerlendirmek icin isik mikroskobunda her kesitten x20
blyltmede rastgele 100 tiibiil incelenerek saglam, atrofik ve
dejenere tiibiiller olarak siniflandirildi. Kesitler, Leica DFC 280 isik
mikroskobu ve Leica Q Win Goriintii Analiz sistemi (Leica Micros
Imaging Solutions Ltd. Cambridge, UK) kullanilarak incelendi.

istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) programi (SPSS for Windows version 13) ve MedCalc
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(2007, Belcika) istatistiksel yazilim programlari ile yapildi.
Tim sonuclar aritmetik ortalama + standart hata olarak ifade
edildi. Tim gruplardaki olcllebilir degiskenlerin Shapiro-
Wilk normallik testine goére normal dagilim gdstermedigi
saptandi (p>0,05). Bu nedenle istatistiksel degerlendirmede
parametrik olmayan testlerden Kruskal-Wallis varyans analizi
tlim degiskenler yonunden gruplarin genel karsilastirilmasinda
kullanilirken gruplarin ikili karsilastirilmasinda ise Connover
testi kullanildi. P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Histopatolojik Degerlendirme

Kontrol ve zeytinyagi gruplarina ait testis kesitleri incelendiginde
seminifer tlibiller normal histolojik goriinlimdeydi. Tubdller
belirgin bir bazal lamina lizerine oturmus seminifer epitelinden
olusmaktaydi. Seminifer epitelindeki Sertoli hiicreleri ve
spermatogenik seri hiicreleri belirgin olarak ayirt edilmekteydi.
Spermatogonyumlar yuvarlak ve oval sekilleriyle bazal
membranin hemen lizerinde yer alirken spermatidler liimende
izlendi (Sekil 1A, 1B).

CCl, grubunda baz tiibiillerde eozinofilik sitoplazmali, mayozun
belli asamalarinda duraksamis ve farkh sekillerde izlenen
dejenere hiicrelere rastlandi (Sekil 1C). Ayrica, bazi seminer
tubillerin limeninde multintikleer dev hicreler izlendi (Sekil
1D). Bu grupta seminifer tiibiillerin %55,00+4,22'si saglam,
0025,00+2,67'si atrofik ve 920,00+1,88'i dejeneratif olarak
gozlendi. CCl +CAPE grubunda ise tubdillerin 9%72,14+3,91i
saglam, 9%16,42+2,10'u atrofik ve %11,42+2,36'sI dejeneratifti
(Sekil 1E, 1F). CCl, grubunda etkilenen tiibiillerin sayisi kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde artarken
(p<0,05), CCl,+CAPE grubunda etkilenen seminifer tiibiillerin
sayisinin, CCl, grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
azaldigi tespit edildi (p<0,05) (Tablo 1).

TARTISMA

Cevresel ve/veya mesleki toksik maddelere maruz kalinmasi, sperm
kalitesinin dustlisiinden sorumlu ana faktorlerden biri olarak
kabul edilmektedir'™. Toksik maddelerin cevremizde kaliciligr ve

genel saghk basta olmak Uzere lireme saghgi Gzerinde gozlenen
tlim etkileri onu bir halk saghgi sorunu haline getirmektedir.

CCl,, hava, su ve topraga toksik emisyon yoluyla salindiktan sonra
insanlarda ve hayvanlarda hizla emilen renksiz, ugcucu ve toksik
endustriyel bir maddedir. CCl,'lin deney hayvanlarinda karaciger®,
akciger", bobrek'>'* ve testis' hasarlarina neden oldugu yapilan
calismalarda gosterilmistir. CCl, uygulamasinin erkek sicanlarda
oksidatif toksisite olusturmasiyla ireme sisteminde hasara yol
actigi yapilan calismalarda rapor edilmistir*'*6,

Bircok ilacin ve kimyasal ajanin olumsuz yan etkilerinin
sebep oldugu degisiklikler goz online alindiginda, iyilestirici
maddelerin viicudun cesitli dokulari Gzerindeki olasi etkilerinin
arastirilmasi  gerekmektedir. Propolis bal arlarn tarafindan
agaclarin kozalak ve kabuklarindan, bitkilerin tomurcuk ve
filizlerinden toplanan cesitli yaglar, polenler, 6zel regine ve
mumsu maddelerin karisimindan olusan; ¢ok kuvvetli anti-
viral, anti-bakteriyel, anti-fungal etkiye sahip yapiskan bir
maddedir'’. CAPE, propolisin aktif bir bilesenidir ve anti-
enflamatuvar, anti-mitojenik, anti-kanserojen, anti-oksidan ve
immiinomoddulator etkiler ile farmakolojik olarak glvenli bir
bilesik oldugu gosterilmistir'®-?2. Bu ¢alisma CCl, ile olusturulan
testis hasarinda, CAPE'nin tedavi edici etkilerinin histolojik
olarak degerlendirilmesi amaciyla planlandi.

Deneysel olarak gerceklestirilmis daha 6nceki arastirmalarda,
CCl, maruziyetinin erkek (Greme sisteminde yapisal ve
fonksiyonel hasara yol actigi bildirilmistir®. Ayrica, daha 6nce
yapilmis olan benzer calismalarda, CCl, toksisitesine bagl olarak
testis dokusunda histopatolojik degisikliklerin meydana geldigi
ortaya konmustur®. Tirk ve ark:nin® sicanlarla yaptigi CCI,
calismasinda germinal hiicrelerde dejenerasyon, interstisyel
alanda &dem ve konjesyon gozledikleri rapor edilmistir.
Benzer sekilde Khan ve Ahmed'in* sicanlarla yaptigi calismada
CCl,'iin spermatogenik seri hiicrelerinde dejenerasyon, bazal
membran ayrilmasi, seminifer tlbul atrofisi, interstisyel alanda
genisleme izledikleri bildirilmistir. Horn ve ark!nin'® sicanlarla
yaptigi ¢alismada CCl, uygulanmasi ile germ hucrelerinde
kayip, germinal epitelde vakuolizasyon, mayozun kesintiye
ugramasi sonucunda seminifer tiibillerde sadece Sertoli

Tablo 1. Tiim gruplarin histopatolojik skor degerleri

Gruplar Saglam tiibiil Atrofik tiibiil Dejenere tiibiil
1. Kontrol (%) 83,57+2,10 10,71+£0,71 571+1,70

2. Zeytin yagi (%) 80,00+2,43 10,71+1,70 9,28+1,30
3.CCl, (%) 55,00+4,22° 25,00+2,67¢ 20,00+1,88¢

4. CCl,+CAPE (%) 72,1443,91° 16,42+2,10° 11,42+2,36¢

*Kontrol ile istatistiksel olarak anlamli fark (p=0,0008).
*CCl, ile istatistiksel olarak anlamli fark (p=0,0008).
*Kontrol ile istatistiksel olarak anlamli fark (p=0,0025).
9CCl, ile istatistiksel olarak anlaml fark (p=0,0025).
CCl,: Karbon tetraklorir, CAPE: Kafeik asit fenetil ester
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Sekil 1. Kontrol (A) ve zeytinyadi grubu (B) seminifer tiibil epitelinde Sertoli hticrelerinin (oklar) ve spermatojenik hticrelerin (yildiz)
goriniimi. CCl, grubu (C), bdlinmenin farkli asamalarinda kalmis spermatositlerin gériiniimi (oklar). (D) germinal hiicre kaybi
(yildiz) ve multiniikleer dev hiicrelerin (oklar) goriinimii CCI4+CAPE grubu (E) farkh boliinme asamalarinda kalmis spermatositlerin

goriinima (oklar) (F) germinal hiicre kaybi (yildiz)
CCl,: Karbon tetrakloriir, CAPE: Kafeik asit fenetil ester

hucreleri  gozlediklerini  bildirmislerdir. Biz  c¢alismamizda
CCl,'lin testis tizerinde meydana getirdigi hasari histopatolojik
olarak gostermek icin tiibulleri dejenere hicrelerinin varligina
ve atrofi olmalarina gére siniflandirdik. GCalismamizda; CCI,
uygulamasinin ardindan testis dokusunda atrofik tiibillerin
yani sira baz tiibiillerde eozinofilik sitoplazmali, mayozun belli
asamalarinda duraksamis ve farkli sekillerde izlenen dejenere
hiicrelere rastladik. Ayrica, bazi seminer tiibillerin [iimeninde
multintkleer dev hicrelerin varhgini tespit ettik.

Calismamizda CCl, verilmesiyle testisde izlenen histolojik
hasarin CAPE tedavisiyle azaldigi izlendi. CAPE bu koruyucu
etkilere, antioksidan ozellikleri sonucu sahiptir. Ancak
CAPE'nin  antioksidan  06zelliklerinin  kesin  mekanizmasi
heniiz bilinmemektedir. Ancak CAPE'nin antioksidan enzim
genlerinin ve gen {rlnlerinin transkripsiyonunu ve/veya
translasyonunu etkileyebilecedi tahmin edilmektedir®. Ayrica
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CAPE'nin koruyucu etkileri, serbest radikalleri temizleme
yetenegi ile birlikte CYP2E1 aktivitesini inhibe ederek CCl,'tin
biyoaktivasyonunu bloke etme yeteneginden kaynaklaniyor
olabilir?6, Atik ve ark? tarafindan sicanlarda iskemi/
reperflizyonun neden oldugu testis hasarina karsi CAPE'nin
etkilerinin arastinldigr  bir ¢alismada, CAPE uygulamasi
ile histopatolojik hasarin etkisinin azaldigr bildirilmistir.
Abdallah ve EI-Refaei® sicanlara kadmiyum uygulamasi
ile testisde gozlemledikleri yaygin enflamasyon, nekroz ve
hemorajinin, CAPE uygulamasi ile hafifledigini bildirmislerdir.
Biz de caligmamizda CCI,+CAPE grubunda etkilenen seminifer
tubdllerin sayisinin, CCl, grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde azaldigini tespit ettik.

Calisma Kisithhiklar

Calismamizin en 6nemli kisitlamasi, fonksiyonel iyilesme ve
biyokimyasal parametrelerle desteklenmemesidir.
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SONUG

Sonug olarak ¢alismamizda, CCl,'e bagl testis hasarinda
CAPE'nin olasi etkisi arastirilmistir ve calismamizin sonuclarina
gore, CCl,'lin testisler zerinde hasara sebep oldugu ve CCl,
ile birlikte CAPE verilmesi durumunda testislerdeki bu hasarin
belli bir 6l¢lide diizelme sagladigi gosterilmistir. Bu bulgular
esliginde testis hasarinin tedavisinde CAPE gibi antioksidan
ve anti-enflamatuvar 6zelligi olan ajanlarin kullaniimasinin,
olumlu etkileri olabilecegini diislinmekteyiz.
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Etik Kurul Onayi: Calisma icin inonii Universitesi Deney
Hayvanlari Etik Kurulu'ndan onay alinmistir (protokol no:
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