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Erkek Sicanlarda Diklofenak Kaynakl Testis Hasar1 Uzerine Krisin’in Tyilestirici Etkileri

Healing Effects of Chrysin on Diclofenac-induced Testicular Damage in Male Rats

Ciineyt CAGLAYAN?

(074

Diklofenak, insanlarda ve hayvanlarda farkli
patolojik durumlarla iligkili akut ve kronik agriyi
tedavi etmek igin kullanilan bir anti-inflamatuar
ilagtir. Asirt doz ve uzun siireli kullanimi hem
insanlarda hem de sicanlarda erkek {ireme organi
lizerinde olumsuz etkilere neden olmaktadir. Krisin;
bal, propolis ve birgok bitki 6ziinde yaygin olarak
bulunan dogal bir fitokimyasaldir. Bu ¢alisma, erkek
sicanlarda diklofenak kaynakli testis toksisitesine
kargt krisinin koruyucu etkilerini arastirmak i¢in
yapildi. Toplam 35 adet erkek sican sirasiyla 1)
kontrol, ii) krisin, iii) diklofenak, iv) diklofenak +
krisin 25, v) diklofenak + krisin 50 gruplari olmak
iizere 5 gruba esit olarak ayrildi. Diklofenakin testis
dokusunda kaspaz-3 ve Bcl-2 bagh X proteini (Bax)
gibi apoptotik parametrelerin  mRNA  transkript
seviyelerini artirirken, B-hiicreli lenfoma 2 (Bcl-2)
mRNA transkript seviyesini azaltarak apoptoza neden
oldugu tespit edildi. Ayrica niikleer faktor eritroid 2
(Nrf-2) ve hem oksijenaz-1 (HO-1) gibi oksidatif
stresle  iligskili ~markirlarin  mRNA  transkript
seviyelerini azaltti. Yine matriks metalloproteinazlarin
bir iyesi olan matriks metalloproteinaz-2 (MMP2)
MRNA transkript seviyeleri diklofenak tarafindan
artti. Buna karsin tedavi amaciyla verilen krisin’in
yukarida bahsi gegen parametrelerin seviyeleri {izerine
olumlu etki gostererek oksidatif stres ve apoptozu
azalttig1 belirlendi. Sonug olarak, bu ¢aligma krisin’in
oksidatif stresi ve apoptozu azaltarak diklofenak
kaynakli  testis  toksisitesini  hafifletebilecegini
gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Diklofenak, Krisin,
Oksidatif stres, Testis toksisitesi

ABSTRACT

Diclofenac is an anti-inflammatory drug used to
treat acute and chronic pain associated with different
pathological conditions in humans and animals.
Overdose and prolonged use cause adverse effects on
the male reproductive organ in both humans and rats.
Chrysin is a natural phytochemical commonly found
in honey, propolis and many plant extracts. This study
was conducted to investigate the protective effects of
chrysin against diclofenac-induced testicular toxicity
in male rats. A total of 35 male rats were divided
equally into 5 groups as i) control, ii) chrysin, iii)
diclofenac, iv) diclofenac + chrysin 25, v) diclofenac
+ chrysin 50 groups. It was determined that while
diclofenac increased the mRNA transcript levels of
apoptotic parameters such as caspase-3 and Bcl-2-
associated X protein (Bax) in testis tissue, it caused
apoptosis by decreasing the B-cell lymphoma 2 (Bcl-
2) mRNA transcript level. It also reduced the mRNA
transcript levels of markers associated with oxidative
stress such as nuclear factor erythroid 2—related factor
2 (Nrf-2) and heme oxygenase-1 (HO-1). Matrix
metalloproteinase-2 (MMP2) mRNA transcript levels,
also a member of matrix metalloproteinases, were
increased by diclofenac. On the other hand, it was
determined that chrysin given for treatment had a
positive effect on the levels of the above-mentioned
parameters and reduced oxidative stress and apoptosis.
In conclusion, this study showed that chrysin can
alleviate diclofenac-induced testicular toxicity by
reducing oxidative stress and apoptosis.
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Steroid yapida olmayan yangi giderici
ilaglar (NSAID), analjezik, antipiretik ve
anti-inflamatuar etkilerinden dolay1 ¢esitli
iltihaplanmalar ve agr1 kontrolil i¢in siklikla
kullanilirlar. Yararh etki gosterdikleri saglik
sorunlarinin ~ ¢esitliligi  ve  glinlimiizde
ulagilabilirliginin kolay olmas1 sebebiyle
NSAID kullaniminin tehlikeli boyutlara
ulastigr  bildirilmistir.® NSAID’lerin ates
diisliriicii, agn kesici ve yangi giderici
etkilerinin siklooksijenaz (COX) enzimini
inhibe  ederek  prostaglandin  sentezini
baskilamasiyla ortaya ¢iktig1 bilinmektedir.?

Diklofenak, NSAID ilaglar igerisinde en
giiclii analjezik etkiye sahip olmasi ve etki
stiresinin kisa olmasi sebebiyle en ¢ok
kullanilan narkotik olmayan agr1 kesicilerden
biridir.  Ancak  kontrolsiiz  diklofenak
kullaniminin karaciger, mide, bagirsak, testis
ve bobrek dokularinda serbest radikaller
olarak da bilinen reaktif oksijen tiirleri (ROS)
olusumunu artirdigi, oksidan-antioksidan
dengeyi oksidan tarafa kaydirip doku ve
hiicre hasarma sebep oldugu bildirilmistir.>®

Flavonoidler sebze, meyve ve bitki
koklerinde bulunan dogal fenolik
bilesiklerdir. Kalp-damar hastaliklari, kanser,

GIRIS

norodejeneratif  hastaliklar, diyabet gibi
birgok  hastalifin ~ Onlenmesinde  ve
tedavisinde faydali etkileri vardir.” Krisin
(5,7- dihidroksi flavon) bal ve propolis gibi
dogal iiriinlerde ve ugucu yaglarda bulunan
giicli bir flavonoid bilesigidir. Onceki
aragtirmalar krisinin antioksidan savunma
sistemini  destekledigi, ¢esitli dokularda
inflamasyon, apoptoz ve oksidatif strese karsi
iyilestirici etkilerinin oldugunu gdstermistir.®
Krisin, yapisindaki hidroksil gruplar
sayesinde serbest radikal eliminasyon etkisi
yaparak antioksidan ézellik gosterir.1°
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Sekil 1. (a) Diklofenak’in Ac¢ik Yapisi, (b) Krisin’in
Acik Yapisi

Bu calisma, erkek siganlarda
diklofenak’in neden oldugu testis toksisitesi
tizerine  krisin’in  iyilestirici  etkilerini
arastirmak i¢in tasarlanmistir.

MATERYAL VE METOT

flac ve Kimyasallar

Calismada kullanilan krisin (CAS no:
480-40-0, 25 gram) analitik saflikta olup,
Sigma-aldrich firmasindan satin edilmistir.
Diklofenak (75 mg / 3 ml, dikloron) deva
sirketinden satin alindi. Krisin ve diklofenak
doz segimleri onceki ¢alismalar esas alinarak
yapilmigtir, 1t 2

Cahismada Kullamlan Hayvanlar

Deneyde agirliklar1 250-300 gr olan 35
adet Wistar Albino cinsi erkek sigan
kullanildi. Hayvanlar 24-25 °C sabit sicaklik
ve onikiser (12 h) saatlik aydinlik-karanlik
dongiisii saglanarak deney i¢in hazirlanmis
uygun bir odada, plastik kafeslerde tutuldu.
Hayvanlarin su ve standart yeme ulagmalari

ad libitum saglandi. Hayvanlarin ortama
uyum saglamalar1 i¢in 1 hafta bekletildikten
sonra deneylere baglanildi.

Bu c¢alismada erkek siganlar rastgele her
grupta 7 sican olacak sekilde 5 gruba ayrildi.
1. Grup (Kontrol); 5 giin intraperitoneal (i.p.)
yoldan 0.5 ml serum fizyolojik verildi.

2. Grup (Krisin); 50 mg/kg/glin dozunda
krisin oral yoldan gavaj kullanilarak 5 giin
siire ile verildi.!!

3. Grup (Diklofenak); 4 ve 5. giinler 50
mg/kg/viicut  agirhigr  ip.  diklofenak
uygulandz.'?

4. Grup (Diklofenak + krisin 25 mg/kg); 25
mg/kg/giin krisin oral yoldan 5 giin siire ile
verildi, sonrasinda 4 ve 5. giinler 50
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mg/kg/viicut  agirhigt  ip.  diklofenak
uygulanda.

5. Grup (Diklofenak + krisin 50 mg/kg); 50
mg/kg/glin krisin oral yoldan 5 giin siire ile
verildi, sonrasinda 4 ve 5. giinler 50
mg/kg/vicut  agirhigt  i.p.  diklofenak
uygulandi.

Numunelerin AliInmasi

Calisma  siiresinin ~ bitiminde  (son
diklofenak ve krisin uygulamasindan 24 saat
sonra) hayvanlar hafif sevofloran anestezisi
altinda dekapite edilerek testis doku 6rnekleri
alindi. Testis dokular1 biyokimyasal analizler
icin alinarak analizler yapilincaya kadar -20
°C’de saklandu.

Real-Time PCR Analizleri

Sicanlardan alinan testis dokular1 bir doku
pargalayict cihaz1 kullanilarak sivi  azot
icerisinde toz hale getirildi. Daha sonra
dokulardan QIAzol Lysis Reagent (Qiagen,
Cat: 79306, Germany) ile ireticinin
talimatlarina uyularak total RNA izolasyonu
gerceklestirildi. Elde edilen RNA’lardan ise
iScript™ cDNA Synthesis Kit’i (BIO-RAD,
United  States)  vasitasiyla  {ireticinin
talimatlar1 bire bir takip edilerek cDNA
sentez edildi. Sonrasinda cDNA’lar kaspaz-3
(F: ACTGGAATGTCAGCTCGCAA, R:
GCAGTAGTCGCCTCTGAAGA), Bax (F:
TTTCATCCAGGATCGAGCAG, R:
AATCATCCTCTGCAGCTCCA), Bcl-2 (F:
GACTTTGCAGAGATGTCCAG, R:

BULGULAR

Diinya genelinde yaygin olarak kullanilan
diklofenak, insan sagligi ve refahi i¢in agri,
inflamasyon, ates gibi istenmeyen durumlara
kars1 siklikla kullanilmaktadir. Cesitli saglik
sorunlarina  ¢6ziim olmast  maksadiyla
kullanilirken, kontrolsiiz ve asir1 kullanimi
oksidatif strese yol acabilmekte ve c¢esitli
doku ve organlara zarar verebilmektedir.'*
Oksidan tiirlerine diisiik konsantrasyonlarda
normal sinyal iletimi i¢in ihtiya¢ duyulsa da
yiiksek konsantrasyonlarinin birgok patolojik
duruma sebebiyet verdigi bildirilmistir.'®
NSAID’lerin farkli organ ve sistemler
lizerine olumsuz etkileri g¢esitli ¢alismalarla
saptanmis olup, diklofenak kaynakli bir ROS

TCAGGTACTCAGTCATCCAC), Nrf2 (F:
TTTGTAGATGACCATGAGTCGC,  R:
TCCTGCCAAACTTGCTCCAT), HO-1 (F:

ATGTCCCAGGATTTGTCCGA, R:
ATGGTACAAGGAGGCCATCA) ve
MMP2 (F:
CTCTAGGAGAAGGACAAGTG, R:

CTCAAAGTTGTACGTGGTGG) primerleri
ve iTag Universal SYBR Green Supermix
(BIORAD) ile mix hazirlandiktan sonra
ROTOR-GENE Q (Qiagen, Germany)
cihazinda mRNA transkript seviyeleri analiz
edildi. Housekeeping gen olarak B-actin (F:
CAGCCTTCCTTCTTGGGTATG, R:
AGCTCAGTAACAGTCCGCCT) kullanildi.
Goreli mRNA transkript seviyeleri ise Liwak
ve Schmittgen (2002) metoduna gore
hesapland1.®®

istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel analizi i¢in SPSS
20.0 paket programi kullanilarak yapildi.
Gruplar aras1 farkliliklar One-way ANOVA
post hoc Tukey testi ile belirlendi. P<0.05
seviyesindeki  sonuclar  6nemli  kabul
edilirken tiim degerler ortalama + standart
sapma (SD) olarak verildi.

Arastirmanin Etik Yonii

Bu ¢alisma Bingdl Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanligi
tarafindan onayland1 (Karar No: 2022-
53633).

VE TARTISMA

artig1 gorlildigli, buna bagl olarak gelisen
hiicre hasarlarim1  takiben nefrotoksisite,
hepatotoksite, norotoksisite, genotoksisite
gibi farkli organ hasarlar1 gelistigi rapor
edilmistir.’61° Giiniimiizde toksik ajanlara
kars1 antioksidan maddelerin kullanimiyla
siklikla karsilasilmakta ve ozellikle krisin,
hesperidin, morin ve rutin gibi flavonoid
grubu antioksidanlarin doku ve organ
hasarlarina kars: iyilestirici etkilerinin oldugu
cesitli calismalarla bildirilmistir. 202
Apoptoz, cesitli patolojik ve fizyolojik
uyaranlar tarafindan yonlendirilen, normal ve
programli hiicre Oliimiiniin ana tiplerinden

biridir.2* Temel apoptotik yol, mitokondriden
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sitokrom c'nin salinmasi ile baglar ve bu yol,
Bcl-2 gibi anti-apoptotik proteinler ve Bax
gibi apoptotik proteinler tarafindan kontrol
edilir. Bcl-2 apoptoz inhibit6rii  (anti-
apoptotik) olarak gorev yaparken Bax ise
apoptozu uyaran bir rol iistlenmistir.?®
Kaspaz-3 proteini, CASP3 geni tarafindan
kodlanan, memelilerde 14 farkli ¢esidi olan
kaspaz ailesinin bir iiyesi olup, kaspaz-8 ve
kaspaz-9 ile etkilesime giren Onemli bir
apoptotik markirdir.?® Benzer calismalarda
elde edilen sonucglar, programli hiicre
Olimiine giden yolda kaspaz-3 mMRNA
transkript ~ seviyelerinin  belirlenmesinin,
hiicre 6liimii ve doku hasar1 hakkinda 6nemli
bilgiler =~ sundugunu  gdstermistir.? 2
Apoptotik sinyalin alinmasindan sonra Bax
proteinleri ~ mitokondri  zarinin  iyon
gecirgenligini azaltir ve bu zar degisimleri
sonucu mitokondri zar1 igerisinde yer alan

A Kaspaz-3

(Kaspaz-3/D-Aktin)

mRNA transkript seviyesi
mMRNA transkript seviyesi
(Bax/fB-Aktin)

sitokrom-c ve Apoptozis Inducing Factor
(AIF) gibi apoptotik faktorler sitoplazmaya
geger. AIF dogrudan cekirdege yonelirken
sitokrom-c bir sitoplazma proteini olan Apaf-
1’e baglanarak prokaspaz-9’ u aktive eder.
Prokaspaz-9 bir takim apoptotik yolagi uyarir
ve cesitli kaspaz aktivasyonlarini baglatir. Bu
uyarimlar sonucu kaspaz-3 aktive olur.?’
Bax/Bcl-2 genleri ve kaspaz-3 proteinleri
apoptozun tespiti ve doku hasarinin
belirlenmesinde 6nem arz eden yolaklardir.
Sunulan ¢alismada diklofenak enjekte edilen
sicanlarin testis dokularinda kaspaz-3 ve Bax
MRNA transkript seviyeleri artarken, Bcl-2
mRNA transkript seviyelerinin azaldig1 tespit
edilmistir. Tedavi amaciyla verilen 25 ve 50
mg/kg dozlarindaki krisin’in Bax ve kaspaz-3
seviyelerini azalttigi, Bcl-2 seviyesini ise
artirdigi tespit edilmistir (p<0.05).

2

]
]

o
]

4
]
]

4
]
]

A
]
]
]
]

252

mRNA transkript seviyesi
(Bel-2/D-Aktin)
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Sekil 2. Deneysel Gruplardaki Siganlarin Testis Dokularinda (A) Kaspaz-3, (B) Bax ve (C) Bcl-2 Genlerine
Ait mRNA Transkript Seviyeleri. Farkh Harfler (a, b, ¢ ve d) Gruplar Arasi Farkhhg ifade Eder (p<0.05)

Hem oksijenaz (HO), yiiksek derecede
zararli  serbest hemi azaltabilen ve
antioksidanlar, anti-inflamatuarlar ve
proliferasyon modiilatorleri ireterek
patolojik  kosullar  altinda  homeostazi
stirdiirebilen strese duyarli bir enzimdir.
Memelilerde HO-1 ve HO-2 olmak iizere 2
izoformu vardir ve bunlardan HO-1 oksidatif
hasara karst savunma rollerinden birini
olusturur.?® Nrf-2, Faz Il detoksifikasyonun
indiiksiyonunu veya antioksidan enzimleri
(HO-1, SOD, KAT ve GPx) diizenleyerek,
oksidatif  stresin sebep olabilecegi
sitotoksisiteye karsi hiicre savunmasinda rol
oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir.?°

Normal fizyolojik siirecte, Nrf-2 ve kelch
benzeri ECH ile iligkili protein 1 (Keapl)
hiicrede  heterodimer  formunda  kalir.
Inflamasyon, toksisite ve hasar gibi hiicreye
disaridan bir uyar1 gelmesi durumunda Nrf-2
ve Keap1 birbirinden ayrilarak hiicre i¢indeki
denge bozulur. Daha sonra Nrf-2 hiicre
cekirdegine girer ve HO-1, KAT, SOD ve
GPx gibi antioksidan enzimleri kodlayan
genleri aktive ederek hiicresel oksidatif
hasart azaltir.?® Calismamizdan elde edilen
testis dokularma ait mRNA transkript
seviyeleri degerlendirildiginde, krisin
uygulamasinin Nrf-2 ekspresyonunu aktive
ederek antioksidan enzim olan HO-1 sinyal
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yolunu tetikledigi, oksidatif stresi azaltarak
inflamasyonu iyilestirici etkiler gosterdigi
saptanmigtir.
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Sekil 3. Deneysel Gruplardaki Sicanlarin Testis
Dokularinda (A) Nrf-2 ve (B) HO-1 Genlerine Ait
MRNA Transkript Seviyeleri. Farkhh Harfler (a, b,
¢ ve d) Gruplar Arasi Farkhig ifade Eder
(p<0.05)

Matriks  metalloproteinaz-2  canlilarda
MMP-2 geni tarafindan kodlanan, normal
hiicre gelisimi ve fizyolojide hiicre dis1
matriks proteinlerini pargalayarak
inflamatuar  yanitta  kilit rol oynayan
endopeptidazlar ailesine ait bir enzimdir.*
Testiste  MMP-2  aktivasyonu, sertoli
hiicreleri ve germ hiicreleri arasindaki

baglantilar1 degistirerek sertoli hiicrelerinin
azalmis destek kapasitesine katkida bulunur
ve bu tliir bozulmalar, germ hiicre
dekolmaninin  baslamasina neden olur.!
Yapilan bir in vivo ¢alismada, bir MMP-2
inhibitorii ile o6n tedavinin MMP-2 ile
indiiklenen germ hiicre dekolmani inhibe
ettigi rapor edilmistir.3? Bir diger ¢alismada
ise doksorubisin kaynakli testis hasarinda
kurkumin ve kafeik asit fenetil ester
tedavilerinin testis dokusu homojenatlarinda
MMP-2, -3, -8 ve -13 seviyelerini azalttig
rapor edilmistir.®® Bu calismada, RT-PCR
sonugclari, diklofenakin sican  testis
dokusunda MMP-2'nin. mRNA transkript
diizeylerini arttirdigini gostermistir.
Terapotik olarak uygulanan krisinin, MMP-
2'nin transkripsiyon seviyelerini azalttig1
bulunmustur.

MMP-2
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Sekil 4. Deneysel Gruplardaki Siganlarin Testis
Dokularnda MMP-2 Genine Ait mRNA

Transkript Seviyeleri. Farkh Harfler (a, b, ¢ ve d)
Gruplar Arasi Farklihg ifade Eder (p<0.05)

SONUC VE ONERILER

Elde edilen veriler dogrultusunda, sican
testis dokularinda diklofenak ile indiiklenen
oksidatif stres ve apoptoza karsit krisin’in
tyilestirici etkileri oldugu tespit edilmistir.
Krisin dogada bol bulunan ve genis
farmakolojik ozellikler gosteren bir fenolik
bilesiktir. Dolayisiyla, diklofenak kaynaklh

testikiilar toksisite tedavisi igin Krisin umut
verici bir ajan olabilir veya adjuvan olarak
kullanilabilirlige sahiptir. Fakat bu konu ile
ilgili daha kapsamli c¢aligmalarin yapilmasi
krisinin  terapotik  etkinliginin  ortaya
konmasinda 6nem kazanacaktir.
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