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OZET

Capsaicin Uygulanan Diyabetik ve Non-diyabetik Ratlarin Ovaryumunda

BMP-15’ in immunohistokimyasal Lokalizasyonu.

Calismada 40 adet Sprague-Dawley irki rat dort gruba ayrilarak kullanildi.
Diyabet olusturmak icin 45 mg/kg dozunda streptozotosin (STZ) intraperitoneal
(IP) yolla uygulandi. Diyabet olusumunun teyit edildigi 3. ginden sonra diyabet
+ capsaicin ve sadece capsaicin gruplarina 2 hafta sureyle 1mg/kg dozunda
gunluk capsaicin uygulandi. Deneklerin ovaryum dokulari 14. guinde alindi.
Ovaryumun histolojik yapisini incelemek icin alinan kesitlere Crossman’in tg¢li
boyamasi (Triple Boyama), Hematoksilen & Eosin (H&E) ve Periyodik Asit
Shiff (PAS) boyamalari yapildi. Bone Morfogenetik Protein 15 (BMP15)’ in
ovaryumdaki immunoreaktivitesini belirlemek icin Avidin-Biotin-Peroksidaz
Kompleks (ABC) metodu uygulandi.

Calismamizda diyabetik ratlarin ovaryumunda bulunan bazi follikil epitel
hicrelerinde dejeneratif degisiklikler ve disorganizasyon gézlendi. Ayrica bazi
follikUllerin follikal epitel hticrelerinde yikimlanma ve dejeneratif degisiklikler ile
birlikte antrumda yikimlanmis hucre dokuntuleri tespit edildi. Follikdl
sayllarinda diyabete gore diyabet + capsaicin grubunda artis meydana
gelmesi capsaicinin olumlu etkisinden kaynaklandigi duistnuldid. Kontrol,
diyabetik, capsaicin ve diyabetik + capsaicin gruplarinda BMP-15’ in benzer
bolgelerde:  oositte, granuloza hucrelerinde, korpus luteumlarda
immunolokalizasyon gosterdigi gozlendi. Diyabetik grupta diger gruplara
oranla canli agirlikta azalma oldugu belirlendi. Bu ¢calismada diyabetik ve non-
diyabetik  ratlara  capsaicin  uygulamasinin  ovaryumda BMP-15
immunoreaktivitesi Uzerine etkisi incelendi. Sonug¢ olarak diyabetin ovaryum
foliktllerinde dejeneratif degisikliklere yol agtigi, diyabet Uzerine capsaicinin
olumlu etki ettigini, ayrica BMP-15 immunoreaktivitesinin diyabette azaldigini
diyabet + capsaicin grubunda ise azda olsa arttigini belirledik. Bu konunun
daha farkh tekniklerle incelenmesinin 6zellikle capsaicin diyabet iliskisinin
ortaya konmasinin gerektigini distintyoruz.

Anahtar Kelimeler: BMP-15, Capsaicin, Diyabet, Imminohistokimyasal,
Ovaryum



SUMMARY
Immunohistochemical Localization of BMP-15 in the Ovarium of
Capsaicin-Administered Diabetic and Non-Diabetic Rats.

Forty Sprague-Dawley rats were divided into four groups. Streptozotocin (STZ)
was administered intraperitoneally (IP) at a dose of 45 mg / kg to induce
diabetes. After the 3rd day of the occurrence of diabetes confirmed, diabetes
+ capsaicin and capsaicin alone were administered capsaicin daily at a dose
of 1mg / kg for 2 weeks. Ovarian tissues of the subjects were obtained on the
14th day. In order to examine the histological structure of the ovary, Crossman
triple staining (Triple Staining), Hematoxylin & Eosin (H&E) and Periodic Acid
Shiff (PAS) staining were performed. Avidin-Biotin-Peroxidase Complex (ABC)
method was used to determine the immunoreactivity of Bone Morphogenetic
Protein 15 (BMP15) in the ovary.

In our study, degenerative changes and disorganization were observed in
some follicular epithelial cells in the ovary of diabetic rats. In addition,
degradation and degenerative changes of follicular epithelial cells of some
follicles and destruction of debris in the antrum were detected. The increase in
follicle counts in diabetes + capsaicin group compared to diabetes was thought
to be caused by the positive effect of capsaicin. In control, diabetic, capsaicin
and diabetic + capsaicin groups, BMP-15 showed immunolocalization in
similar regions: oocyte, granulosa cells, corpus luteum. Diabetic group was
found to have a decrease in body weight compared to other groups. In this
study, we investigated the effect of capsaicin administration on BMP-15
immunoreactivity in diabetic and non-diabetic rats. As a result, we found that
diabetes caused degenerative changes in ovarian follicles, capsaicin had a
positive effect on diabetes, and BMP-15 immunoreactivity decreased in
diabetes and slightly increased in diabetes + capsaicin group. We think that
this issue should be examined with different techniques, especially the
relationship between capsaicin and diabetes.

Keywords: BMP-15, Capsaicin, Diabetes, Immunohistochemistry, Ovarium



1.GiRIS
1.1. OVARYUMUN YAPISI ve HISTOLOJISI

Ovaryum, pelvis boslugunun yan duvarlarinda badem seklinde
(Erdogan ve ark. 2007) esey hucrelerini (oosit) meydana getiren, disi genital
sisteminin diger organlari Gzerinde salgiladigi hormonlarla etkili olan ve genital
siklusu dizenleyen ekzokrin ile endokrin salgi yapan organdir (Tanyolag 1999,
Kierszenbaum 2006). Ekzokrin islevini yumurta Uretip disi genital kanala
vererek, endokrin iglevini ise disi cinsiyet hormonlarini salgilayarak gorur.
Ostrojen ve progesteron salgilayarak ikincil cinsiyet karakterlerini

olusturmasinin yanisira gebeligin devamhhgi icin de dnemlidir (Ojeda 2000).

Ovaryumun yulzeyini Orten germinatif epitel tek kath kubik olup
embriyonik donemde birka¢c kere c¢ogalarak primer ve sekonder seks
kordonlarini meydana getirir (Erdogan ve ark. 2007, Girsoy ve ark 2007). Siki
bad dokulu tunika albuginea germinatif epitelin altinda yer alir (Tanyolag
1999). Ovaryumlar morfolojik olarak korteks, medulla ve hilus olmak Uzere U¢
bdlgeden olugur. Kan damarlarinin ve sinir tellerinin bulundugu bdlge olan
hilus; ovaryumu mezovaryuma baglar (Ojeda 2000). Tunika albuginea’nin
altinda ovaryum folliktllerinin ve fibroblastlarin bulundugu korteks (stroma) yer
alir. Stromada bulunan fibroblastlar humoral uyaranlara diger organlarda
bulunanlardan farkh cevap verir (Junqueira ve ark 2009). Fibroblastlar,
ovaryum paransimindeki bag dokuda yaygin olarak goérilen epiteloid
karakterde intersitisyel htcrelere doénuslp Ostrojen hormonu salgilarlar
(Tanyolag 1999). Ovaryumun i¢ kisminda yer alan medulla kollojen ve elastik
liflerden yapilmig siki bag dokusu yapisindadir (Ovalle ve ark 2009). Kalin sinir
demetleri, kan ve lenf damarlari ile birka¢ diz kas hucresinini igerir (Erdogan
ve ark. 2007). Medulla kan damarlarinca zengin bir boélge olmasindan dolayi

zona vaskuloza olarak da adlandirilir (Tanyolag 1993).



1.1.1. Ovaryum Follikdilleri

Ovaryum follikalleri; korteksin (stroma) icinde bulunan, follikdl
hdcrelerinin (granltloza hdcreleri) bir ya da daha fazla tabaka olusturarak
cevreledigi oositten meydana gelir (Junqueira ve ark 2009). Folliktl buydmesi
sirasinda follikiller degisiklikler gegirerek, primordial, primer, sekonder ve
olgunlagsmig follikuller olarak ayirt edilebilirler (Krause 1996).
1.1.1.1. Primordiyal Follikdil

Olgun disi ve erkek Greme hucreleri, gelisimin Gglincl haftasi sonunda
vitellus (yolk) kesesi duvarinda beliren ilkel Ureme hucrelerinden geligir. Bu
hdcreler vitellus kesesinden, gelismekte olan gonadlara ameboik hareketlerle
go¢ eder ve gonadlara 4. haftanin sonu veya 5. haftanin basinda ulasirlar.
Dogum Oncesi olgunlagsma evresi primordiyal ureme hucrelerinin disi gonada
ulagip oogoniumlara farklanmasi ve primer oositi bulunduran primordiyal

follikalin olugsmasi surecidir (Sadler 1995).

Bir kime icinde yer alan oogoniumlarin tamami tek bir ilkel Ureme
hicresinden geligirken, follikul htcreleri olan oogoniumlarin ¢gevresindeki yassi

epitel hiicreleri overin ylzey epitelinden kdken alirlar. (Sadler 1995).

Primordiyal follikiller, folliktler gelisimin ilk U¢ aylr doneminde baskin
olarak bulunur. Primordiyal follikuller, tunika albugineanin altinda korteks
stromasinda yer alir (Ross ve ark. 2003). Oositi yassi ve tek sira halinde

follikller hiicreler gevreler (Erdogan ve ark. 2007, Glrsoy ve ark. 2007).
1.1.1.2. Primer Follikal

Oosit ile oositi cevreleyen follikil epitel hlcreleri, puberte déneminde
salgilanmaya baglayan follikil stimulan hormonun (FSH) etkisiyle gelisir
(Ergun ve ark 2012). Pubertede gonadotropinlerin etkisi ile follikil hdcreleri
once tek katl kubik sonra ¢ok katl kubik hucreler halini alarak primer follikulleri
olusturur (Schoenwolf ve ark 2009). Tek kath kubik hiicrelerden olusan folliktle
unilaminar primer follikil denilmektedir. Follikl hdcreleri proliferasyon ile
oositin ¢gevresinde ¢ok katlh hale gelir ve folliktl, multilaminar primer follikul

adini alir. Cok katli follikll epiteline bu asamada, graniloza tabakasi ismi verilir



(Junqueira ve ark 2009). Granuloza hucreleri, oositin gelisimi igin gerekli
Ostradiol, progesteron, inhibin-B ve Anti Mullerian Hormon (AMH) gibi birgok

hormonal faktoru de sentezlemekle yukumludur (Matsuda ve ark 2012).

Zona pellUsida glikoprotein yapisinda olup primer follikil asamasinda
salgilanan oosit ile granlloza hticreleri arasinda sekillenir (Schoenwolf ve ark
2009). Zona pellusida ZP1, ZP2 ve ZP3 olarak adlandirilan G¢ glikoprotein
seklinde bulunur (Matzuk ve ark 2002). ZP1 dimerlerince ZP2 ve ZP3 duzenli
araliklarla birbirlerine baglanarak filament kompleksi olustururlar (Junqueira ve
ark 2009). ZP3 yoklugunda, farelerde follikilogenezin devam ettigi fakat ovile
olduktan sonra oositlerin oviduktlara yapigsmasi sebebiyle farelerin infertil
oldugu bildirilmigtir (Elvin ve ark 1998).

1.1.1.3. Sekonder Follikiil

Blyuyen oositi cogalan follikll epitel hiicreleri gok sirali olarak sarar ve
ovaryumun daha derininde yer alirlar (Tanyola¢ 1999). Hipofizden salgilanan
Folliktl Stimulan Hormon (FSH), buylime faktorleri, epidermal buyume faktord,
Insulin-Like Growth Factor-1 (IGF-1) ile kalsiyum iyonlarinin (Ca+2) etkisiyle
follikGllerin blytumesi gercgeklesir (Erdogan ve ark. 2007, Kierszenbaum 2006).
Follikll epitel (granuloza hucreleri) hiicreleri gcogaldikga follikili gevreler ve
bazal laminanin dis tarafinda bulunan teka follikili olarak da bilinen bad doku
hicrelerinden bir kilif olusturur (Ross 2016). Bu katman daha sonra teka
interna ve teka eksterna olarak iki alt tabakaya ayrilir (Junqueira ve ark 2009).
ic tarafta yer alan teka interna damarca zengin olup, cok sayida LH reseptorii
bulundurur. Ostrojenin dnciisii olan androjenleri LH uyarimina cevap olarak
sentezler. Teka interna tabakasi, fibroblastlar, kollajen lifler ve zengin bir
damar agi icerir (McGee ve ark 2000). Teka eksterna tabakasi ise duz kas
hicreleri ve kollajen lifler igerir (Michael ve ark 2011). Teka tabakasi, kan

kapillerleri ile oosit arasi madde aligveriginde gorevlidir (Gursoy ve ark. 2007).

Follikiler hucreler arasinda hucreler arasi bosluklar olusarak folliktler
sivi igerirler. Bu bosluklar birleserek antrumu meydana getirir (Abraham ve
Kierszenbaum 2006). Follikul sivisi; glikozaminoglikanlar, bazi proteinler ve

yuksek konsantrasyonda steroidler bulundurur (Guyton ve ark.2001).



Antrumun olusmasi, follikiler hicrelerin primer oosite gbére yeniden

dizenlenmesine neden olur (Abraham ve Kierszenbaum 2006).

1.1.1.4. Graaf Follikalu

Follikiler gelisim devam ederken antrum yarimay ya da C seklinde tek
bir bosluk halini aldiktan sonra oosit antrum iginde adacik gérunumune sahiptir
(Girgin ve ark. 2008). Granuloza hucreleri, anatomik ve fonksiyonel olarak
farkh iki tip hlcreye ayrilirlar: follikil duvari boyunca yerlesen steroidojenik
aktiviteye sahip mural graniloza hicreleri (MGH) ve kumulus-oosit kompleksi
(KOK) yapisini olusturan (kumulus hucreleri) huacrelerdir (Gilchrist ve ark
2008). Oaositi ¢ok sirall granuloza hucreleri ¢cevreler ve bu hucrelere kumulus
ovoforus denilir. Korona radiyata hucreleri olarak adlandirilan kumulus
ovoforusun oosite yakin hucreleri prizmatiktir (Girgin ve ark. 2008). Bu
hicreler ovulasyon sirasinda oosit ile birlikte ovaryumdan ayrilmaktadir
(Mescher 2015). Kumulus ovoforus hicreleri oositte protein sentezini uyarip
oosit olgunlagsmasi surecine katilmaktadir (Lorenzs 1995). Zona pellusida

oositle korona radiyata arasinda yer alir (Girgin ve ark. 2008).
1.1.1.5. Ovulasyon ve Korpus Luteum Olugumu

Ovulasyondan 6nce graaf follikilindn bulundugu yerde stigma denilen
soluk, kansiz, ince duvarli bir kabariklik gorulur (Kara6z 2002). Ovulasyon
(yumurtlama) sirasinda stigma bolgesinde dejenerasyonla agilan delikten
follikll sivisiyla birlikte sekonder oosit (oosit Il) ve cevresindeki bir miktar
kumulus hucresi periton bosluguna atilir (Tekelioglu 2002). Ovulasyondan
sonra follikilde kalan granuloza ve teka hucrelerinden olusan duvar derin
katlantilar yapar ve teka internadaki kapilerler follikil limenine aktiktan sonra
korpus hemorajikum olusur. Luteinizasyon sirasinda hucrelerinin ve teka
interna  tabakasindaki  hucrelerin  sitoplazmalarinda  bulunan lipit
damlaciklarinin miktari artar ve hucreler teka lutein ve graniloza lutein
hicrelerine donuserek progesteron ve ostrojen salgilayan korpus luteum (sari

cisim) yapisi olugur (Ross 2011).



insan ovaryumunda follikilin ovulasyona ugramasi Gonadotropin
salgilatict hormon (GnRH) artisinin LH ve FSH seviyesini dizenlemesiyle
olmaktadir. Pubertede GnRH salinimi, hipofizden FSH ve LH salinimini
stimile eder. Overde ovaryan siklus (28-30 gun) hipofiz hormonlarinin etkisi
ile meydana gelir. Bununla beraber meydana gelen her siklusta 5-15 adet
primer follikil FSH’in etkisiyle gelisip buyur ve gogunlukla bunlardan bir tanesi
olgun hale gelerek olgun oosit ovulasyon ile atilir. Geri kalan antral folliktller

apopitoz ile atreziye ugrarlar (Bukulmez ve ark. 1996).

1.1.1.6. Atretik Follikil

Follikul hucrelerinin ve oositin dlumuyle birlikte ovaryum follikillerinin
cogunlugu geriler ve gerileyen bu follikiller fagositoz yapan hlcreler tarafindan
yok edilir. Bu asamada granuloza hucrelerinde mitoz durur, graniloza
hucreleri bazal membrandan ayrildiktan sonra follikul hiicreleri dejenere olarak
atretik follikul olusur (Tekelioglu 2002).

Primordiyel Antral  Granuloza
Hilus follikQl follikal hlcreleri
Teka
hlcreleri
° SN 2\
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\y EAVIET
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Korpus ~— — Korpus
luteum | — hemorrhagicum
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L Atretik <., Oosit

follikQl

Sekil 1: Follikdl gelisimi; korpus luteum ve follikUler atreziyanin sematik goésterimi (Thompson
2004).



1.2. TRANSFORMING GROWTH FACTOR-B (TGF-B) AILESIi ve BMP-15

TGF-( ailesi, fonksiyonel olarak farkli fakat yapisal olarak ayni olan en
az 35 uyeden olusan proteinleri igerir. Vicudun farkli bolgelerinde meydana
gelen fizyolojik olaylarda ekstrasellller baglantida goérev alirlar.

Yapisal 6zelliklerine gore: TGF-B alt ailesi (TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3),
bone morphogenetic protein (BMP) ailesi (yaklasik 20 uyeli), growth and
differentiation factor (GDF) alt ailesi (en az 9 Uyeli), aktivin/inhibin alt ailesi
(aktivin A, AB, B, inhibin A, B), glial cell-derived neurotrophic factor (GDNF) alt
ailesi (GDNF, artemin ve neutrin), anti- mullerian hormon (AMH) olarak
gruplandirilir (Knight, Claire 2006). TGF-$ sUperailesi; hlcre proliferasyonu,
differensiyasyonu ve matriks sekresyonu gibi gelisimsel olaylarin birgogunu
dizenler (McNatty ve ark 2000).

Follikilogenez boyunca; oosit granuloza hicrelerinden nutrisyonel
destek ve regulatuar sinyalleri almasi yaninda, kendisi de mikro ¢evresini ve
gelisimsel kapasitesini arttirici parakrin faktorler salgilamaktadir. Cogu turde
oositte GDF-9 ve BMP-15 (GDF-9B)'in haberci ribonukleik asit (NRNA) ve
proteini saptanmistir. Bu nedenle d6ncelikle bu proteinlerin oositten salinan
parakrin faktorler olduklari ve follikilogenez boyunca oosit granuloza hicre
etkilesiminde ve dolayisiyla oosit gelisiminde c¢ok 6nemli olduklar
dusundlmektedir (Dube ve ark. 1998).

Primordial follikUllerin primer follikullere donugumleri fetal hayatta
baslaylp menopoza kadar devam eder (Oktem ve ark 2008). Primordial
follikGllerin primer follikillere dénisuminde rol alan Transforming growth
factor-beta (TGF-R) ailesinin bazi Uyeleri: Bone morphogenetic proteinler,
BMP-4 ve BMP-7 (Nilsson ve ark 2003); GDF-9 (oosit kaynakli) dur (Vitt ve ark
2000). GDF-9 ve BMP-15, oositlerde preproproteinler olarak sentezlenen bu
ailenin Uyeleri arasindadir (Gilchrist ve ark 2008). TGF-B stper ailesinin bir
dyesi olan ve oositlerde X"e bagiml gen tarafindan eksprese edilen BMP-15
ayni zamanda GDF-9B olarak da bilinir (Otsuka ve ark 2000).



BMP-15 proteini oositlerin olgunlastiriimasini ve follikillerin gelismesini
homodimer bir yapi olarak ya da GDF-9 ile heterodimer bir yapi olusturarak

gerceklestirmektedir (Carabatsos ve ark. 1998, Otsuka ve ark. 2000).

BMP-15, follikil stimile edici hormonundan (FSH) bagimsiz olarak
granuilosa hacrelerinin proliferasyonundan sorumludur (Otsuka ve ark 2000).
BMP-15’e baglanabilen bir baglayici protein ve negatif aktiviteli follistatin
tarafindan BMP-15’ in aktivasyonu duzenlenir. Rekombinant insan BMP-15’i
kullanilan in vitro calismalarda BMP-15" in, FSH'dan bagimsiz olarak,
farkhlasmamis graniloza hucre ¢gogalmasini uyardigi gosterilmistir (Shimasaki
ve ark. 2004). BMP-15 in FSH reseptor ekspresyonunu inhibe ettigi
bildirilmigtir (Otsuka ve ark 2000). BMP-15’ in bu etkisini follistatinin (FST)
antagonize ettigi izlenmistir (Otsuka ve ark 2001). BMP-15’ in diger bir gorevi
ise follikll gelisimi sirasinda olusabilecek prematir luteinizasyonunda yer
almaktir. BMP-15; BMP-6 ve GDF-9 ile beraber FSH tarafindan induklenen
progesteron Uretimini inhibe eder. Olusabilecek erken bir luteinizasyon bu
sekilde inhibe edilmektedir (Otsuka ve ark 2001).

Mitojenik sinyal iletim mekanizmalari yoluyla kumulus hicre
fonksiyonunun dizenlenmesi, metabolizma, ¢ogalma, apoptoz,
luteinizasyonda BMP-15 ve GDF-9 6nemli etkilere sahiptir (Sul ve ark 2008).

1.2.1. BMP-15 ve Sinyal iletimi

BMP-15, SMAD uzerinden sinyal iletimini ya ALK-tip 1 reseptdrine ya
da tip 2 reseptorine baglanarak gergeklestirir. Reseptor ve SMAD’lar her iki
(ALK6-BMPR-II) baglanma sonucunda da fosforilenmis olur. BMP-15
homodimeri BMP yolagini kullanarak SMAD 1/5/8 tizerinden yolak aktive olur.
SMAD 4 ile fosforile olan SMAD 1/5/8 birlikte hedef gen ekspresyonu igin
nukleusa gecerler (Sekil 2) (Moore ve ark 2005).



Sekil 2: Oosit-kumulus hiicre sinyal yolagi. Marsh ve ark. 2011’den degistirilerek alinmistir.

SMAD 2/3 Uzerinden BMP-15-GDF-9 heterodimeri aktivasyon gosterir.
Hedef gen ekspresyonu igin fosforile olan SMAD 2/3, SMAD 4 ile etkileserek
nikleusa gecgerler. BMP-15’ in ana yolagi SMAD Uzerinden olmasina ragmen,
BMP-15 etkisini non-SMAD yolagi (nuclear factor kB, p38MAPK, SRC kinaz)

uzerinden de goOsterebilmektedir.
1.3. DIYABETES MELLITUS

Diyabetes mellitus (DM), insulin salgisinin mutlak veya goreceli eksikligi
ya da insulin rezistansi ile olusan, hiperglisemi ile kendini belli edip
karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasi bozukluklari ile karakterize olan
kronik, metabolik bir hastaliktir (Yesilot 2008). Retinopati, néropati, nefropati,
kardiyovaskuler hastaliklara yatkinlik ve infertilite sorunlar diyabetin sebep
oldugu komplikasyonlar arasinda ilk siradadir (Quinn 2002). Genital siklusa
badli olarak ovaryum ve uterusta mast hucresi dagiliminin degistigi yapilan

¢alismalarda bildirilmistir (Karaca 2007). Lin ve arkadaslari (2010), yaptiklari



calismada fare ovaryumunda diyabetin oosit gelisiminde gecikmeye neden
oldugunu belirtmislerdir. Ayni c¢alismada; anneksin V, Bax ve kaspaz-3
eksprese eden oosit miktarinda yukselme saptanmis olup, diyabetin oositte
apoptosis’i arttirdigi ifade edilmistir. Diyabetin sebepleri arasinda genetik
yatkinlik, beslenme aligkanliklari (fast-food tlrl beslenme, yiuksek enerijili
diyetler), haraketsizlik ve cesitli kimyasal ajanlara maruziyetler sayilabilir

(American Diyabetes Association 2003).
1.3.1. Diyabetes Mellitus’ un Tipleri
1.3.1.1. Tip 1 Diyabet

Tip 1 diyabet otoimmUn hastaliktir. Pankreasin endokrin adacik beta
hucrelerindeki harabiyetiyle olusan insilin yetmezligi ile karakterize oldugu igin
hastalarin hayatlarini devam ettirebilmesi veya diyabetik ketoasidozdan (DKA)
korunmasi igin insuline ihtiyaclari vardir (WHO 1999). Bu diyabet tirl siddetli
hiperglisemi ile birlikte ani gelisen ve insulin ile tedavi olmazsa ilerleyerek

ketoasidoza ve Olume yol acan bir hastaliktir (Aral 1998).
1.3.1.2. Tip 2 Diyabet

insUlin salgisindaki yetersizlikten, insiline direngten veya her ikisinin bir
arada olmasindan dolayi ortaya ¢ikan diyabet tirl Tip 2 diyabettir (Ozbey ve
ark 2003). Dokulardaki instlin hassasiyetinin azalmasi insulin direnci anlamina
gelir. Normalde insulin, hicre yuzeylerindeki 6zel reseptorlerine baglanip
glikoz metabolizmasinda yer alan reaksiyonlar serisini baslatir. Tip 2 diyabette
buna benzer hicre ici reaksiyonlar azalmaktadir. Boylece insulin, dokularin
glikoz alimini uyarmasinda ve Kkaraciger tarafindan glikoz saliniminin

dizenlenmesinde daha az etkili hale gelir (Suzanne ve ark. 2010).
1.3.1.3. Gestasyonel Diyabetes Mellitus (GDM)

ik olarak gebelikte tanisi konan, yani; gebelikte ortaya ¢ikan bir diyabet
turadar. Postpartum doénemde glukoz toleransi birgok kadinda normale déner
(Karakurt ve ark. 2009). Ailede diyabet dykisunun olmasi, kadinlarda hamilelik
yasinin 25'den buyuk olmasi, hamilelikten dnce asir kilolu olma durumu,

onceki hamileliklerde gestasyonel diyabetes mellitus veya glukoz toleransi
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bozuklugu tanimlanmasi ve hamilelik déoneminde kan-glukoz seviyelerinin
yuksek olmasi, gestasyonel diyabetes mellitus riskini arttiran faktorler

arasindadir (Buchanan ve ark. 2005, Erdogan ve ark. 2007).
1.4. CAPSAICIN

Ik olarak 1846 yilinda Tresh tarafindan kirmizi biberin aktif bilesigi izole
edilmis ve capsaicin adi verilmigtir. Kimyasal yapi bakimindan vanilloidlerle
benzer oldugu icin bu gruba dahil edilmistir (Holzer 1991). Kimyasal yapisi
1919 yilinda Nelson tarafindan ortaya konmustur (Nelson ve ark 1923).

Aci kirmizi biber, botanik biliminde Solanacea familyasina ait bir bitkidir.
Capsicum annuum olarak isimlendiriimektedir. Capsaicin; aci biberin etken
maddesi olarak bilinmekte olup aci, yakici, beyaz ve kokusuz 6zellikte alkaloid
(C18H17NO3) yapida bir maddedir. Kirmizi biberlerin acilik dereceleri
icerdikleri capsaicin oranina gore degismektedir. Capsaicin’in biberdeki kuru
agirhgr ortalama 0.83-1.32 mg/g'dir (Lopez-Hernandez ve ark.). Capsicum
annuum; protein, askorbik asit, thiamin, kirmizi karotenoidler (capsantin,
capsorubin), demir, nikotinik asit, fosfor, seker, kalsiyum, su ve A, C, E
vitaminlerini icermektedir. Limon suyuna oranla C vitamini taze biberde 4-6
misli daha fazladir (Furuse ve ark 1994). Capsaicinin tlrevi vanilloik asittir
(Cordell ve ark. 1993). Vanilloidler endojen ve ekzojen olarak iki gruba ayrilir.
Capsaicin ekzojen vanilloidler grubunda yer alir (Szallasi ve ark. 1990, Szallasi

2001). Vanilloidler periferal sinirlerde yer alirlar (Veronesi ve ark. 2002).
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Sekil 3: Capsaisinin molekiiler yapisi (https://en.wikipedia.org/wiki/Capsaicin) 2019

Kirmizi aci biber ile ilgili elde edilen en eski bilgiler Maya ve Azteklere
dayanmaktadir. Yazitlarindan yemeklere aci biberi ¢cesni olarak kattiklari
bununla beraber dis agrilari ve bazi hastaliklarin tedavilerinde kullandiklari
anlasiimaktadir. Meksika ve Hindistanda da inflamasyon, insanlarin dis agrilari
ve kabizlik tedavilerinde kirmizi aci biberden yararlanildidi bildiriimektedir
(Boyunaga ve ark.1995). Capsaicinin agri giderici etkisinin yaninda, immun
sistem (Panossian A. ve ark 1996), gastrointestinal sistem (GiS) (Zik ve ark
2007), kardiovaskuler ve solunum sistemleri (Vaishnava ve ark 2003) gibi
bircok sistem Uzerine etkilidir. CAP’In etkisi dozuna, uygulama sekline ve
dokuya gore degismektedir (Toth ve ark 1992). Sharma SK ve arkadaslarina
(2013) gore capsaicinin anti-kanser etkisinden dolayi pankreas, prostat, mide,
kolon, meme, akciger kanseri, I6semi, hepatosellller karsinomada alternatif
olarak kullanilabilecegi ileri stirilmustir. insanlarda 6lduriici bir kanser gesidi
olan kuguk hucreli akciger kanserli farelere capsaicin uygulanmasi ile kanser
hicrelerinin baskilandigi ve kanserin geriledigi gorulmuastir (Brown ve ark.
2010).


https://en.wikipedia.org/wiki/Capsaicin
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1.5. STREPTOZOTOSIN (ST2)

Kimyasal adi 2-Deoksi-2-(3—Metil-3-Nitrozouredio)-D-Glikopiranoz
olan STZ, streptomycetes achromogenes tarafindan sentezlenen genis
spektrumlu antibiyotiktir (Kanter ve ark. 2006). Rakieten ve arkadaglari (1963)
tarafindan STZ' nin diyabetojenik etkisinin varligi tespit edilerek deneysel

diyabet modeli olusturmak igin kullanilimistir.

Deneysel diyabet modeli, laboratuvar hayvanlarinda genel olarak
pankreatik [ hdcrelerine kargi spesifik toksisite gdsteren STZ ile
olusturulmaktadir. Pankreas [ hucrelerinde STZ' nin olusturdugu hasar
sonucu geligen hipoinsulinemi, hiperglisemi, tip 1 ve tip 2 diyabet modellerini

olusturmak icin kullaniimaktadir (Kanter ve ark. 2006).

STZ noétral pH'da dekompoze oldugundan optimum stabilitesi igin
pH’sI 4-4.5 olan ortamda bulundurulup STZ ¢ézindurulirken sitrat tamponu
kullaniimahdir (Murata ve ark 1999).

1.6. DIYABET, CAPSAICIN ve BMP-15

Son yillarda gelismis Ulkelerde artan, karbonhidrat, yag ve protein
metabolizmasi bozuklugu ile seyreden kronik bir metabolizma hastali§i olan
diyabeti Dinya Saghk Orgiti (DSO) “salgin” olarak nitelendirmektedir
(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs312/en2013).

Diyabetin kardiyovaskiler riskini artirdigi (Ontiirk ve ark 2007),

retinopati ile korlik meydana getirdigi (http://www.idf.org/complications-

diyabetes 2013), hamileligi olumuz etkiledigi bildiriimektedir (Kiuguk ve ark
2009). Diyabetin bu etkilerinden dolay1 deneysel hayvan modeli olusturularak
diyabet incelenmektedir (Ontirk ve ark 2007). insiiline bagimli diyabetik
prepubertal farelerin ovaryumlarinda Cu/Zn SOD aktivitesinin azaldigi
diyabetin disi genital sistem Uzerine etkisi ile ilgili calismalarda tespit edilmigstir
(Powers ve ark 1996). Lin ve ark. (2010), yaptiklari calismada fare
ovaryumunda diyabete bagl oosit gelisiminin gecikmeye neden oldugunu
belirtmistir. Ayni calismada; anneksin V, Bax ve kaspaz-3 eksprese eden oosit
miktarinda ylkselme saptanmis olup, diyabetin oositte apoptosis’i arttirdigi

ifade edilmigtir.


http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs312/en
http://www.idf.org/complications-diyabetes
http://www.idf.org/complications-diyabetes
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Capsaicinin anti-kanser etkisinden dolayl pankreas, mide, prostat,
kolon, akciger kanseri, meme, I6semi, hepatosellller karsinomada alternatif
olarak kullanilabilecegi (Sharma ve ark 2013), pankreas kanser hicrelerinde
ve ksenograaft tumor modellerinde, capsaicinin, kanser hucre apoptozisine ve
tumor regresyonuna sebep oldugu igin alternatif olarak kullanilabilecegi
bildirilmistir (Zhang ve ark 2013). Capsaicinin NF-KB ve TNF-a aktivasyonunu
inhibe etmesi prostatik kanser hucrelerinde benzer etkilerinin varhigi tespit
edilmistir (Mor1 ve ark 2006). Capsaicinin, kardiyovaskuler, gastointestinal ve
dermatolojik etkileri de bir¢gok ¢alismada belirtiimistir (Sharma ve ark 2013).
Capsaicinin lipid peroksidasyonunu arttirip, yag doku miktari ile karaciger ve
serum trigliserid seviyelerini diistirdiigi bildirilmistir. in vitro ortamda ise iskelet
kaslarinda glikojen metabolizmasini inhibe edici etkiye sahip oldugu
izlenmistir. Capsaicinin vlcut isisina, sindirim sistemine, kardiyo vaskiler
sisteme etkileri oldugu belirtilmistir (Erdost 2004).

Tatincu ve arkadaslari (2010)’nin galismalarinda, capsaicin reseptoru
olan VR1?’i uzun sure duguk doz capsaicin uygulamasinin inaktive etmedigi
dolayisiyla sinir sonlarindaki néropeptidlerin saliniminin uyarilabildigi ve bu yol
ile ovaryumda postnatal gelisme Uzerine olumlu yonde etkisi olabilecegi
bildirilmistir. Bununla beraber gelismekte olan follikil yogdunluklarini
artmasinda ve follikil atrezisinin dusmesinde dugsuk doz capsaicin
uygulamasinin  etkili oldugunu tespit etmislerdir. Ayni calismada;
ovaryumlarda granlloza hucrelerinde, intersitisyel hucrelerde, teka follikl
hicrelerinde ve korpus luteumdaki luteal hiicrelerde VR1 ekspresyonun

oldugu saptanmisgtir.

Capsaicin; endokrin, parakrin-otokrin, immun ve sinir sistemini iceren
kontrol mekanizmasi, disi genital sistemin ovaryumlarinda meydana gelen
follikilogenezis ve atrezi olaylarini etkilemektedir (Oliveros ve ark 2001).
Senzorik sinirler aracihgr ile VR1'in bu mekanizmalarin igleyisinde etkili
oldugu, transmitter n madde salinimini  uyardigi ve  ovaryum
follikilogenezis/atrezisine bu yolla katildigi bildirilmektedir (Theriault ve ark
1979). Truijillo ve arkadaslari (2015), eriskin farelerin bursa ovaricalari igerisine

CAP uyguladiklari galismanin sonucunda, ovaryum follikiler gelisiminin, duyu
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sinirleriyle merkezi sinir sistemine iletilerek noéral ve endokrin yolaklarin

kullaniimasiyla gonadotropinlerin saliminin olustugunu bildirmislerdir.

Zik ve arkadaslarinin (2010), puberte oncesi ratlara gunluk kirmizi
biberden alinabilecek miktara es deger dozda CAP uygulanmasinda, CAP’In
ovaryum dokusunda follikll gelisimi Uzerine etkisini incelemek amaciyla
yaptiklari calismalarinda, CAP uygulanan grupta follikll atrezisinin kontrol
grubuna oranla dusuk oldugu bununla beraber proliferasyon faktoru olan Ki-
67 ekspresyonunun ve follikil apoptozisini baskilayan NF-KB ve Xiap protein
ekspresyonlarinin 6zellikle 15 gunlik CAP uygulamasinda kontrol grubuna
oranla yuksek oldugunu bildirmislerdir. Sonug¢ olarak puberte 6ncesi ratlara
uygun doz CAP uygulamasinin, anti apoptotik 6zellikte NF-KB ve Xiap protein
ekspresyonlarini granuloza hicrelerinde artirarak follikilleri atreziden
koruyarak follikil gelisimini uyardigini ileri sirmusler. Zik ve arkadaslarinin
(2012) calismalarinda CAP’a bagh olarak, ovaryumda follikil gelisiminde
onemli olan nitrik oksit sentaz (NOS)'Iin izoformlarinin ovaryum follikl
tiplerinde ekspresyonlarinin arttigini tespit ederek CAP’in ovaryum follikdl
gelisiminde 6nemli olan NOS izoformlari Uzerinde de etkili oldugunu

bildirmiglerdir.

Granuloza hicre apoptozisi Uzerine birgok bluyume faktorleri ve
hormonlar etkilidir. Granuloza hucre proliferasyonu ve farklilasmasinda TGF-
B sUperailesi Uyeleri 6nemli yer tutmaktadir. Granuloza hdcreleri tarafindan
AMH, inhibin, aktivin, BMP 2, 5, 6 sentezlenirken, granuloza hucrelerinin
dizenlenmesinde oositten sentezlenen GDF-9, BMP-6 ve 15 rol almaktdir.
TGF-B ailesinin diger bir Gyesi olan Nodal, granuloza hicrelerinde AKL-7
reseptorine baglanip Akt Uzerinden Smad 4’G uyarir ve nikleusa giderek
hedef proteinlerin transkripsiyonu ile granuloza hucrelerini apoptozisten korur
(GUmus ve ark 2013).

Birgok oositte GDF-9 ve BMP-15 (GDF9B)’in haberci ribonukleik asit
(mRNA) ile proteininin varligi belirlenmistir. Bu nedenle proteinlerin oositten
salinan parakrin faktorler olduklarini ve follikilogenez boyunca oosit granuloza

hiacre etkilesiminde etkili oldugu dolayisiyla da oosit gelisiminde o6nemli
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olduklari dugtnulmektedir (Dube ve ark. 1998). BMP-15 oosit kaynakli bir
bliyime faktéridir. FSH'dan badimsiz olarak, BMP-15" in grantlosa
hicrelerinin sayica artmasina neden oldugu izlenmistir (Otsuka ve ark. 2000).
FSH reseptor ekspresyonunu BMP-15" in baskiladidi ifade edilmistir (Otsuka
ve ark 2000). BMP-15’ in bu etkisini FST tarafindan karsi tepki olusturdugu
bildirilmigtir (Otsuka ve ark 2001). Follikll gelisimi sirasinda olusabilecek
prematur luteinizasyonda BMP-15 yer almaktadir. BMP-15, BMP-6 ve GDF-9
ile beraber FSH tarafindan induklenen progesteron Uretimini baskilar (Otsuka
ve ark 2001).

Diyabetin yumurta sayisini azalttigi veya embriyonik gelisimde
gecikmelere neden oldugu gdsterilmistir (Colton 2002). Diyabetin ovaryuma
etkileri arasinda; ovaryum agirliginin azaldigi (Tesone ve ark. 1983), daha
kiguk caph follikilerin oldugu (Cox ve ark 1994), primer ve sekonder follikdl
sayllarinin azaldigi (Garris 1984) atretik folliktllerin arttigi (Cox ve ark. 1994)
belirtiimistir. Oosit kaynakli buyime faktéri olan BMP-15 ovaryum follikal
gelisiminde hucre ¢ogalmasinin ve farkllagmasinin duzenlenmesinde
gorevlidir (Otsuka ve ark 2000).

Diyabetik ve non-diyabetik ratlara uygulanan capsaicinin, rat
ovaryumundaki BMP-15’in immunolokalizasyonu Uzerine etkileri ayrica
diyabet olusturulmus ve capsaicin uyugulanan rat ovaryumundaki histolojik

ddegisiklikler incelenmistir.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. MATERYAL
2.1.1. Deney Hayvani Materyali

Deneyde ratlara yapilan uygulamalar icin Kafkas Universitesi Veteriner
Fakiiltesi KAU-HADYEK/2018-046 kodlu Etik Kurulu onayi alindi. 40 adet
Sprague-Dawley irki sican kullanildi. Calismada kullanilan ratlar STZ diyabet
(n=10), sadece capsaicin uygulananlar (n=10), capsaicin uygulanan STZ
diyabetli (n=10) ve kontrol (n=10) olmak Uzere dort gruba ayrildi. Gruplara
ayrilan ratlarin 2 hafta boyunca herhangi bir uygulama yapilmadan ortama
adaptasyonu saglandi. Calisma stresince ratlar 22 + 2°C ortam sicakliginda,
12 saat aydinlik, 12 saat karanlik ortamda standart seffaf rat kafeslerinde

barindirilip, standart rat yemi ve musluk suyu ile beslendi.
2.2. METOD
2.2.1. Deneysel Diyabet Olugturulmasi

Ratlara pH 4,5 deki 0.1 M sitrat tamponu iginde eritilen streptozotosin’in
(STZ) 45 mg/kg intraperitoneal (i.p.) enjeksiyonu ile deneysel diyabet
olusturuldu (Das ve ark. 1996). Deneysel diyabet olusturuimadan once
denekler 8 saat a¢ birakilip, STZ uygulamasindan 6 saat sonra yine standart
rat yemi ve icme suyu veriimeye devam edildi. STZ uygulamasindan 72 saat
sonra, 8 saatlik acghk sonrasi ratlarin kuyruklarindan alinan kanlarda
glukometre ile kan gekerleri duzeylerine bakildl. Kan gekerleri dizeyi 200
mg/dL’nin Uzerinde olanlar diyabetik olarak kabul edilerek calismaya dahil
edildi (Kanitkar ve Bhonde 2004).

2.2.2. Canli Agirlik Olgiimii ve Kan Glukoz Degerlerinin Olgiimii

Deneyin basglangic zamani 0 kabul edilerek, 0, 3 ve 14. gunlerde tim
gruplardaki ratlarin canl agirliklar hassas dijital terazi (Precisa- XB220A) ile
Olguldu. Ratlarin kan-glikoz degerleri ise 8 saatlik aglik sonrasi 0, 3 vel4.
glnlerde dlguldi. STZ uygulamasindan 72 saat sonra 8 saat a¢ birakilan

ratlarin orbital sinUslerinden hematokrit tipu ile alinan kanda, kan- glikoz
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degerleri el glukometresi (Accu- Chek- Go, Roche) kullanilarak dl¢ildi. Kan
glikoz degeri 200 mg/dl ve Uzerinde olanlar diyabet kabul edildi (Kanitkar ve
Bhonde 2004).

2.2.3. Capsaicin Uygulanmasi

Capsaicin uygulamasina, diyabet olusumunun teyit edildigi 3. ginden
sonra baslandi. 2 hafta boyunca hem diyabetik gruba hem de sadece
capsaicin uygulanacak gruba her gin 1 mg/kg dozunda capsaicin, %10
ethanol, %1 Tween 20 ve %80 distile su ile ¢dzduruldikten sonra subkutan
olarak uygulandi. Kontrol grubuna ise CAP yerine 1 mg/kg dozdaki %10
ethanol, %1 Tween 20 ve %80 distile su iceren karisim subkutan yolla

uygulandi.
2.2.4. Histolojik inceleme

Calismada kullanilacak ratlarin ovaryum dokulari, 14. glnde vicut
agirhklar tartildiktan sonra eter anestezi altinda servikal dislokasyonla alindi.
Ratlarin siklus yonu ile didstrus agamasinda oldugu gdézlendi. Alinan ovaryum
dokusu o6rnekleri immunohistokimyasal ve histolojik ¢alismalar igin %10’luk
formaldehitte ve bouin sollsyonlarinda tespit edildi. Doku érnekleri sonrasinda
rutin doku takip islemlerinden gegirilerek parafinde bloklandi. Krom-alum-
jelatin ile kaplanmis lamlara hazirlanan parafin bloklarindan 5 mikrometre (um)
kalinliginda seri kesitler alindi. Hangi doku Uzerinde ¢aligildigini gostermek ve
dolayisiyla dokuyu butun olarak gozlemlemek amaci ile alinan kesitlere
Crossman’in Ugli boyamasi (Triple Boyama), Hematoksilen & Eosin (H&E) ve
Periyodik Asit Shiff (PAS) boyamalari uygulandi (Luna 1968). Hazirlanan
preparatlar 1sik mikroskobunda (Olympus Bx53, Japan) degerlendirilerek

gerekli gorilen olgular fotograflandirildi.
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2.2.5. immunohistokimyasal inceleme

BMP-15" in ovaryum dokusundaki immunolokalizasyonunu belirlemek
icin Avidin-biotin-peroksidaz kompleks (ABC) teknigi kullanildi (Hsu SM. ve ark
1981). Alinan ovaryum dokusu 6rneklerinden hazirlanan parafin bloklardan 5
mikrometre (um) kalinhdinda seri kesitler alindi. Ardindan dokulardan alinan
kesitlere deparafinizasyon ve rehidrasyon islemleri uygulandi. Sonrasinda
kesitler fosfat buffered salin (PBS) (O,1 M, PH, 7,2)de calkalanarak endojen
peroksidaz aktivitesini inhibe etmek igin 0,1 M’lik PBS’te hazirlanmis % 3’luk
H202'de 15 dk. sure ile inkube edildi. Kesitler daha sonra tekrar PBS ile (3x5
dk.) yikandi. Ardindan doku Kkesitleri spesifik olmayan baglanmalarini
engellemek amaciyla bloking soltisyon (Ultra V Blok, %10’luk) ile inkube edildi.
Sonra kesitler 4 °C’de bir gece poliklonal anti BMP-15 (bs-6612R-Biotin) (1:75)
antikoru ile Uretici firmanin dnerisi dogrultusunda inkube edildi. inkiibasyonun
ardindan yine PBS te yikandiktan sonra kesitlere biotinlenmis sekonder antikor
ilave edildi ve 30 dk. oda sicakliginda tutuldu. PBS ile yilkama sonrasi kesitler
streptavidin horse radish peroksidaze ile (str.HRP) oda sicakhginda 15 dk.
sureyle inkibe edildi. Tekrar PBS ile yikandiktan (3x5 dk) sonra kromojen
uygulamasi igcin DAB-H20:2 teknigi kullanildi (Shu ve ark 1988). Sonrasinda zit
boyama i¢in 15 sn sure ile hematoksilen uygulandi. Devaminda rutin histolojik
islemlerden (dehidrasyon, saydamlastirma) gecirildikten sonra sabit preparat
haline getirilen preparatlar 1s1ik mikroskobunda (Olympus Bx53, Japan) tek tek
incelenerek fotograflari cekildi. Kesitlerde, boyanan hicrelerin boyanma
derecesi kriter olarak semikantitatif bir yontemle skorlama yapildi. Boyanma
derecesi: 0 (boyanma yok), +1 (zayif boyanma), +2 (orta boyanma), +3 (guglu
boyanma) olarak degerlendirildi (Okihiro ve ark. 2000).

immunoreaktivitelerin spesifik olup olmadigini tespit etmek amaci ile
her 4 gruptan alinan ovaryum kesitleri bitln islemler ayni olmak kosulu ile
primer antikor ilave edilmeksizin (omission control) PBS’te tutuldu ve diger

islemler aynen uygulandi.
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2.2.6. istatistiksel Degerlendirme

Gruplar arasinda istatistiksel farklliklarin belilenmesinde Minitab 12
paket programinda ANOVA analizi yapildi. Gruplar arasi
immunohistokimyasal yogunlugu Minitab 12 paket programinda Kruskal-Wallis

analizi ile tespit edildi.
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3. BULGULAR

Calismamizda ratlarin  canli  agirliklari,  kan-glikoz ~ degerleri,
ovaryumlardaki follikiller (primer folliktl, sekonder follikil, graaf follikil(),
atretik follikll ve korpus luteum sayilari ile histolojik ve immunohistokimyasal

bulgular degerlendirilmistir.

3.1. Canh Agirlik Bulgulan

Gruplarin kendi aralarinda degerlendirilen canli agirlik bulgular
asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 1). 0, 3 ve 14. gunlerde canli agirlik

degerlendirmeleri yapiimistir.

Tablo 1. Gruplara ait canh agirliklarinin degerlendiriimesi

a, b: Ayni situnda farkl harf tasiyan ortalamalar arasinda fark istatistiki olarak énemlidir.
(P<0.001). A, B; Ayni satirda farkli harf tagiyan ortalamalar arasinda fark istatistiki olarak
onemlidir. (P<0,001). (-) :P>0,05, (***): P<0,001

GRUPLAR | 0.GUN 3.GUN 14.GUN F P
KONTROL | 208,80+5,44 | 231,10+4,45 | 222,10+4,342 2,16 1,135 _
CAPSAICIN | 207,10+3,98 | 212,80+4,35 | 217,10+3,91a 1,51 0,239 _
DiYABET 209,10+3,6~ | 205,80+3,2A | 179,60+2,088b 27,72 | 0,000
DiYABET 210,60+3,8~ | 208,30+5,14 | 189,50+2,338b 8,53 0,001
+
CAPSAICIN
F 0,12 0,66 39,24
P 0,950 0,579 0,000

*k%k

Kontrol grubu ile capsaicin grubunun canh agirlik ortalamasi kendi
iclerinde istatistiksel dizeyde anlamli bir fark bulunmadi. Diyabet ve diyabet +
kendi
degerlendiriimesinde glinlere gore istatistiksel dizeyde anlamli bir fark
(P<0.001).

capsaicinli  gruplarin  canh  agirhk  ortalamasinin iginde

belirlendi Gruplar  arasi canli agirlik  ortalamasi
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degerlendiriimesinde ise istatiksel olarak diyabet ve diyabet + capsaicinli
gruplarin canli agirlik ortalamasi kontrol ve capsaicinli gruplara oranla anlamli
bir fark tespit edilidi (P<0.001). Tablo 1’de goruldugu tUzere diyabetli ve diyabet
+ capsaicinli gruplarda ortalama canl agirlikta zamana bagli olarak azalma

oldugu tespit edildi.
3.2. Kan-Glikoz Degerleri

Deneysel uygulamada tim gruptaki deneklerin kan-glikoz degerleri 0, 3

ve 14. gunlerde olguldu.

Tablo 2. Gruplara ait kan-glikoz degerleri (mg/dl).

a, b: Ayni slitunda farkli harf tasiyan ortalamalar arasinda fark istatistiki olarak énemlidir.A, B:
Ayni satirda farkli harf tagiyan ortalamalar arasinda fark istatistiki olarak dnemlidir. (-): P>0.05,
(***): P<0,001

GRUPLAR | 0.GUN 3.GUN 14.GUN F P

KONTROL | 110,50+2,61 | 109,90+2,57° 114,10+1,46> | 1,00 0,382 _

CAPSAICIN | 107,30+2,37 | 110,30+2,44b 112,301,400 | 1,41 0,263 _

DIiYABET 109,50+1,98 | 396,60+7,184a 414,80+7,93 | 743,90 | 0,000 ok

DIYABET 112,80+1,8~ | 405,3016,5982 410,3049,3182 | 651,21 | 0,000 Hhk
+

CAPSAICIN

F 1,06 1049,21 777,48

P 0,380 0,000 0,000

Diyabet ve diyabet + capsaicin grublarinin kendi iglerinde deneyin

baslangici olarak kabul edilen 0. gundeki ortalama kan-glikoz degeri ile 3 ve

14. gunlerdeki ortalama kan-glikoz degerleri arasinda istatistiksel duzeyde
(P<0.05) anlamli bir fark tespit edildi. (Tablo 2).

Ayrica diyabet ve diyabet + capsaicin gruplarinin kan glukoz

duzeylerinin kontrol ve capsaicin gruplarina goére istatiksel anlamda énemli fark
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oldugu tespit edildi (P<0,05). Bu verilere goére, STZ uygulamasini takip eden
72 saatte diyabet ve diyabet + capsaicin gruplarinda diyabet olustugu ve bir
aylik calisma surecinin sonuna kadar kan-glikoz diuzeylerinde anlamli bir

degisiklik olmadigi goraldu.
3.3. Histolojik Degerlendirme

Tam gruplardaki rat ovaryumlarindan elde edilen kesitler Periyodic Asid
Schiff (PAS), Crossman Ug¢li boyamasi (triple boyama) ve Hematoksilen &
Eosin (H&E) boyama ydntemleriyle boyandi ve i1sik mikroskobunda alinan

kesitler incelendi.

Ovaryumun histolojik yapisi incelendiginde; ovaryum dokusunun
etrafinda germinatif epitel gézlemlendi (Resim 1). Yapisal olarak ovaryum
dokusunun korteks ve medulla bolgeleri belirlenerek korteks bolgesinde

follikaller (primer follikil, sekonder follikal, graaf follikll, atretik follikul) tespit
edildi (Resim 1, Resim 2).

Resim 1. Capsaicin grubu genel gériinim. (ince ok: Germinatif epitel, kalin ok: Sekonder
follikiil, Ok basi: Graaf follikiilli, CL: Korpus luteum, Uggen: Atretik Follikdl). H&E
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Primer follikillerin oositin etrafini gevreleyen c¢ok kath kibik epitel

hicrelerden (granuloza hicrelerinden) olustugu gézlemlendi (Resim 3).

Resim 2. Kontrol grubu ovaryum dokusu genel gériinimii (ince ok: Germinatif Epitel, Kalin
Ok: Sekonder follikil, Ok basi: Graaf follikili, CL: Korpus luteum, Uggen: Atretik Follikil, M:
Medulla, K: Korteks). Triple boyama
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Resim 3. Kontrol grubu ovaryum dokusu primer follikdl (Ok). Triple boyama

Sekonder follikllerin oosit ve oositi cevreleyen birkag katli granuloza
hicre tabakasindan olustugu (Resim 4, Resim 5), primordiyal folliktllerin tek
katll epitel hucreleri ile gevrili olan oositten olustugu (Resim 5), graaf
follikllerin granuloza hicre katmani igcinde antrum boslugu, kumulus ovoforus
ve teka tabakasi belirgin olarak gdzlemlendi (Resim 6, Resim 7). incelenen

ovaryum dokusunda korpus luteumlar (Resim 7) tespit edildi.

Kontrol ve capsaicin gruplarinda histolojik degisiklikler gézlemlenmedi.
Diyabetik ratlarin ovaryumunda bulunan bazi follikil epitel hlcrelerinde
dejeneratif degisiklikler ve disorganizasyon goézlendi (Resim 8) ayrica bazi
follikUllerin follikal epitel hticrelerinde yikimlanma ve dejeneratif degisiklikler ile

birlikte antrumda yikimlanmis hicre dékintuleri tespit edildi (Resim 9).
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Resim 4: Kontrol grubu genel gérinim (Ok: sekonder follikiil, ok basi: graaf follikili,CL:
korpus luteum). PAS boyama.

Resim 5. Kontrol grubu ovaryum dokusu. ince ok: primordiyal follikiil, kalin ok: sekonder
follikdl, ok basi: graaf follikGlG. Triple boyama.
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Resim 6: Capsaicin grubu ovaryum dokusu. Ok basi: graaf follikGlG, yildiz: antrum, ok:
kumulus ovoforus, T: teka tabakasi. H&E.

Resim 7: Diyabet grubu ovaryum dokusu ok basi: graaf follikiili, CL: korpus luteum. H&E.
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FollikGller (primer, sekonder, graaf, atretik) ve korpus luteum sayilari

icin yapilan degerlendirme tablo 3’ te verilmistir.

Primer follikil sayisi kontrol grubuna gobre capsaicin ve diyabet
grubunda azalmig, diyabet + capsaicin grubunda c¢ok az bir farkla artig
gOstermigtir. Fakat sayisal olarak farklilik gorulse de istatistiksel olarak anlaml

bir fark gorulmemigtir.

Sekonder follikll sayisi olarak diyabet ve diyabet + capsaicin
gruplarinda kontrol grubuna gore azalma varken capsaicin grubunda artig
olmustur. Sayisal olarak gozlemlenen degisimin istatistiksel olarak onemi

bulunmamistir.

Tablo 3: Follikdl sayilarinin degerlendiriimesi.
a, b: Ayni stitunda farkh harf tagiyan ortalamalar arasinda fark istatistiki olarak dnemlidir.

(-): P>0,05, (**): P<0,01

PRIMER SEKONDER | GRAAF ATRETIK CORPUS
FOLLIKOL | FOLLIKOL | FOLLIKULOU | FOLLIKUL | LUTEUM
KONTROL | 3,41+0,402 | 2,35+0,432 | 0,930,152 3,970,532 | 6,94+0,692
CAPSAICIN | 2,71+0,472 2,77+0,492 0,93+0,072 3,940,332 6,94+0,812
DiYABET 2,060,332 1,770,282 | 0,53+0,132 | 2,94+0,412 8,88+0,932
DiYABET 3,35+0,44a 1,82+0,272 1,20+0,26° 3,04+0,292 | 4,94+0,44°
+
CAPSAICIN
F 2,38 1,56 2,64 1,58 4,74
P 0,078 0,209 0,058 0,202 0,005
*%

Graaf follikul sayisi gruplar arasinda karsilastirildiginda kontrol grubuna

oranla diyabet grubunda azalma, diyabet + capsaicin grubunda artig
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bulunmaktadir. Capsaicin grubunun ise sayisal orani degismemigtir. Bu

oranlar istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur.

Atretik follikil sayisi capsaicin grubu ve diyabet + capsaicin gruplarinda
kontrol grubuna goére ¢ok az bir farkla azalig varken diyabet grubunda anlamli
olarak sayisal azalma vardir. Sayisal olarak goézlemlenen azalisin istatistiksel

olarak dnemsiz oldugu tespit edildi.

Korpus luteum sayilari agisindan kontrol ve capsaicin gruplari ve

diyabet gruplari arasinda fark bulundu. Ancak diyabet + capsaicin ile diger

gruplar arasinda istatistiki agidan énemli fark bulundu.

Resim 8: Diyabet grubu follikiil epitel hiicrelerinde dejeneratif degisiklikler ve disorganizasyon
(ok). Triple boyama
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Resim 9: Diyabet grubu antrumda yikimlanmis hiicre dékuntuleri (ok). Triple boyama

3.4.immunohistokimyasal Bulgular

Tdm gruplara ait ovaryum dokulart BMP-15 immunorektivitesi
yonudnden incelendi. Tablo 4’te géruldugu gibi BMP-15 immunreaktivitesinin
kontrol, diyabet, capsaicin ve diyabet + capsaicin gruplarinda benzer
bélgelerde oldugu, follikillerin (primer, sekonder, graaf) oositlerinde,
granuloza hucrelerinde ve olgun folliktllerin (sekonder, graaf) folliktler
sivisinda oldugu tespit edildi (Resim 10, Resim 11, Resim 12). Ayrica
ovaryumun medulla katmaninda ve follikiller arasinda bulunan intersitisyel

hicrelerde immunoreaktivite tespit edildi (Resim 13, Resim 14)
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Tablo 4: Gruplara ait ovaryum dokusunda BMP-15 immunoreaktivite yogunlugunun
degerlendirilmesi. (-= Immunoreaktivite yok += Az yogun, ++= Orta derecede yogun, +++=

Gok yogun)

GRUPLAR KONTROL DIYABET CAPSAICIN DIYABET
+

CAPSAICIN
OOS|T +++ ++4+ +++ +++
GRANULOZA + n it .t
HUCRELERI
ANTRUM - ¥ + ¥
KORPUS +++ ++ +++ T+
LUTEUM

BMP-15 immunoreaktivitesine ovaryum dokusunda korteks bolgesinde,
follikll granuloza hucrelerinde, oositlerde, graaf follikil antrumunda, korpus

luteum icerisinde tek tek hicrelerde rastlandi (Resim 11)

Oositlerde bulunan immunoreaktivitenin tim gruplarda benzer oldugu
belirlendi. Granuloza hucrelerindeki immunoreaktivitenin en yogun capsaicin
ve diyabet + capsaicin gruplarinda, kontrolde orta dlizeyde diyabette ise en
dusuk diuzeyde immunoreaktivite goruldi (Resim 10). Antrumda kontrolde
immunoreaktivite gorulmedi fakat diyabet ve diyabet + capsaicin gruplarinda
benzer dizeyde, capsaicinde yuksek duzeyde immunoreaktivite goruldu
(Resim 12)
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Resim 11. Diyabet grubu BMP-15 immunoreaktivitesi. Ok: Sekonder follikil,

Ok basi: Graaf follikGlU.
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Resim 12. Diyabet+Capsaicin grubu BMP-15 immunoreaktivitesi. Ok: Sekonder follikiil,
Ok basi: Graaf follikali

Resim 13. Kontrol grubu BMP-15 immunoreaktivitesi. M: Medulla
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Resim 14. Diyabet grubu BMP-15 immunoreaktivitesi. M: Medulla, Ok: intersitisyel hiicreler

Ovaryum dokusunda bulunan korpus luteumlarin gruplar arasi BMP-15
immunoreaktivitesinin incelenmesinde kontrol, capsaicin ve diyabet+capsaicin
gruplarinda yodun immunoreaktivite gdzlemlenirken, diyabet grubunda ise
daha duglUk duzeyde immunoreaktivite izlendi (Resim 15, Resim 16).

Ayrica kontrol grubunun bazi korpus luteumlarinin orta kisminda
bulunan hdcreler zayif immunoreaktivite gosterirken (Resim 17) diyabet
grubundaki bazi korpus luteumlarin orta kismindaki hicreler kontrol grubuna
gore daha yogun duzeyde immunoreaktivite gosterdigi tespit edildi (Resim
18).

Follikiller arasinda bulunan intersitisyel hucrelerde (Resim 13)
ovaryumun medulla bdlgesinde (Resim 14) butin gruplarda esit duzeyde

immunoreaktvite gortlmuastur.
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Resim 16. Capsaicin grubu BMP-15 immunoreaktivitesi .CL: Korpus luteum
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Resim 18. Diyabet grubu BMP-15 immunoreaktivitesi. CL: Korpus luteum.
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Resim 19. Negatif boyama
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4. TARTISMA VE SONUG

Calismamizda diyabetik ve non-diyabetik ratlara capsaicin
uygulamasinin ovaryumda BMP-15 immunoreaktivitesi Uzerine etkisi ile rat
ovaryumunda meydana gelen histolojik  degisiklerin  incelenmesi

amaclanmistir.

Diyabetes mellitus; kan glikoz duizeyinde artisa, bireylerde kilo
kayiplarina neden olan, bireylerin karbonhidrat, protein ve lipid
metabolizmasini etkileyen metabolik hastaliktir (Vardi ve ark 2003, Karaca
ve ark 2010).

Hayiroglu (2013) STZ ile diyabet olusturdugu sicanlarda diyabetik
gruplarda vucut agirliklarinin anlamli derecede azaldigini tespit etmigstir. Farkli
bir galismada ise STZ ile diyabet olusturulan farelerin vicut agirliklarinda
kontrol grubuna kiyasla anlaml bir fark tespit etmedikleri bildirilmistir (Grover
ve ark. 2001). Sarkarat (2016) deneysel diyabet olusturulmus uterus
dokusunda yaptigdi calismada diyabetik gruplarda deney sonunda deney
baslangicina gore anlaml derecede canli agirlik kayiplari oldugunu tespit

etmistir.

Yaptigimiz galisma sonucunda STZ ile diyabet olusturdugumuz ratlarda
vucut agirligi bakimindan birgok ¢alismaya ( Vardi ve ark. 2003, Karaca ve
ark. 2010, Hayiroglu 2013, Sarkarat 2016) paralel olarak diyabet olusturulan
ratlarin canli agirliklarinin azaldigi bulundu. Farklihgin cinsiyet farkhliklari ve

farkli deneysel donemlerden kaynaklandigini dusinmekteyiz.

Capsaicinin vicut agirh@i ile ilgili farkh calismalar bulunmaktadir
(Agarwal ve Bhide 1988, Jang ve ark. 1992, OZfiliz ve ark 2002). Agarwal ve
Bhide (1988) ise Syrian Golden Hamsterlere agiz bosluguna 20/4g
uyguladiklari capsaisinin, deneme gruplarinda canh agirlik artisinin kontrollere

gore az oldugu tespit edilmigtir.

Ozfiliz ve ark (2002) capsaicin ile ilgili yaptiklari calismada calismanin
uc aylik strecgte canli agirlik artigi ortalamasinin deneme gruplarinda kontrole

gore fazla oldugu, son iki ayda ise kontrol grubunda deneme grubuna gore


https://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/10520295.2014.919024?scroll=top&needAccess=true
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/10520295.2014.919024?scroll=top&needAccess=true
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fazla oldugunu tespit ederek gruplar arasindaki bu farklihgin istatistiki agidan

onemli olmadigini bildirmiglerdir.

Yapilan baska bir galismada B6C3F1 irki erkek siganlarin rasyonuna
%0,5-1,0-2,5-7,5-10 oranlarinda kirmizi aci biber ilave edilerek kontrol gruplari
ile kargilastirildiginda canh agirlik dedisiminde istatistiki agidan 6nemli

olmadigini bildirmislerdir (Jang ve ark. 1992).

Yaptigimiz calismamizda bazi ¢alismalara (Jang ve ark. 1992, Ofiliz
ve ark 2002) paralel olarak capsaicin grubu canli agirliklarinin ortalamasinda
istatistiksel duzeyde anlamh bir fark tespit edilmemigtir. Yapilan literatur
taramalarinda (Agarwal ve Bhide 1988, Jang ve ark. 1992) sonugclarin farkh
olmasi capsaicinin dozuna, kullanilan hayvan turlerine gore degisebilecegini

dusunmekteyiz.

Diyabetin ovaryum Uzerine etkileri arasinda; ovaryum agirliginin
azaldigi (Tesone ve ark. 1983), follikiler capin daha kiiglik oldugu (Cox ve ark
1994), primer ve sekonder follikullerde follikul sayilarinin azaldigi (Garris 1984)

atretik folliktl oraninin arttig1 (Cox ve ark. 1994) yonunde bildirimler olmustur.

Garris (1984) calismasinda; kontrol hamsterlara kiyasla orta dizey
(160-350 mg/dl kan glikozu) ve yuksek duzey (=350 mg/dl kan glikozu)
diyabetik hamsterlarda toplam primer ve sekonder follikil sayisinda azalma
oldugunu bildirmistir. Bunun yani sira yuksek dizey diyabetik hamsterlarda
kontrollere gore tersiyer follikll sayisinda 6nemli bir degisiklik olmadidi, atretik
ile sekonder follikal ylzdesinin yuksek oranda arttigi tespit etmistir. Chang ve
ark. (2005) ise Akita farelerinde kontrol grubuna goére ovaryum dokularinda
gorulen buyuk, antral, orta/kuguk follikiller ile korpus luteum sayilarinda
azalma oldugunu bildirmislerdir. Ayrica Shima ve ark (2011) ise STZ ile diyabet
olusturulan rat ovaryumlarinda primordial, primer, sekonder ve tersiyer follikul
sayllarinin azaldigi, atretik follikil sayisinda ise artma oldugu yonunde

bildirimler yapmiglardir.

Bizim c¢alismamizda ise birgok calismanin aksine primer, sekonder,

graaf follikil ve korpus luteum sayisinda artis (Garris 1984, Chang ve ark
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2005, Shima ve ark 2011), bazi calismalara paralel olarak atretik follikdl
sayisinda artis (Shima ve ark 2011) meydana gelmigtir. Follikll sayilarinda
meydana gelen bu farklihdin STZ' nin uygulanma dozu (Garris 1984), deneyde
kullanilan hayvan taranan farkh olmasindan (Garris 1984, Chang ve ark. 2005)

kaynaklandigini dugunmekteyiz.

Fraunhoffer ve arkadaslari (2018) calismalarinda diyabetik farelerde,
yumurtalik histolojisi, follikller apoptozis ile iligkili guglu dejenerasyon, belirgin
granllosa hicre duzensizligi ve antral follikilde anormal oosit morfolojisi
oldugunu tespit etmislerdir. Yapilan diger bir ¢alismada ise Yildiz (2014)
tarafindan kontrollere gore korpus luteumlarda vakuollerin, intersitisyel
alanlarda ise; hidropik dejenerasyon alanlarinin diyabet gruplarinda arttig
belirtiimistir. Korpus Iluteum vakuolizasyonunun diyabet+misir yagr ve
diyabet+likopen gruplarinda kontrol+misir yadi grubuna goére anlamli sekilde
fazla oldugu tespit edilmistir. Ayrica diyabet+misir yagi grubunda; intersitisyel
alanlarda hidropik dejenerasyonun kontrol+misir yagi grubuna goére énemli

oranda arttigi bildirilmistir.

Bazi calismalarla gok az benzerlik gosteren (Fraunhoffer ve ark. 2018,
Yildiz 2014) arastirmamizda diyabetik ratlarin ovaryumunda bulunan bazi
follikil epitel hiicrelerinde dejeneratif degisiklikler ve disorganizasyon gozlendi
ayrica baz folliktllerin follikll epitel hicrelerinde yikimlanma ve dejeneratif

degisiklikler ile birlikte antrumda yikimlanmig hiicre dokuntuleri tespit edildi.

Capsaicinin, kardiyovaskiler, gastointestinal ve dermatolojik etkileri
bircok calismada belirtilmistir (Sharma ve ark 2013).

Alatriste ve ark. (2013) kobaylara, yuksek dozda CAP uygulamasinin,
puberteyi geciktirdigini ve ovaryumdaki preantral ve antral follikUllerin sayisini
azaltugini bildirmiglerdir. Moran ve ark. (2003) tarafindan capsaicinin
yumurtlama ve hamilelik Uzerine etkisi Uzerine yaptiklari ¢alismalarinda yeni
dogan siganlara yuksek dozda CAP uygulanmasinin gebelik oraninda ve
ovaryum follikll sayisinda azalmaya ancak atretik follikil sayisinda artiga
neden oldugu bildiriimistir. Zik ve ark. (2010) da si¢canlara digsik doz CAP’In
(0.5 mg/kg) uygulanmasiyla follikillerin atreziden korundugu, follikul
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gelisiminin ve granuloza hicre proliferasyonunu yoénidnde bildirimlerde
bulunmuslardir. Dislk doz CAP’In ovaryum Uzerine olumlu yénde etkilerinin
olabilecegi sinirli sayida yapilan g¢aligsmalarla bildirilmistir (Tatincu ve ark.
2011, Zik ve ark. 2010).

Ozgiiden ve ark. (2018) yaptiklari ¢alismalarinda deney grubundaki
(CAP (Sigma M2028) enjekte edilen) hayvan ovaryumlarinda, graaf follikllerin
sayisinin kontrol gruplarina gore daha fazla oldugu, kontrol A (higbir
enjeksiyon yapilmayan) ve kontrol B (CAP’in eritildigi tasiyici sollsyonun
enjekte edildigi) grubuna ait ovaryumlarda ise, gelismekte olan folliklllerin gok
sayida oldugu, graaf follikillerin sayisinin ise deney grubuna gére daha az
oldugu ayrica her ¢ gruptaki ovaryum dokusunda korpus Iuteum

g6zlemlenmedigi belirtilmistir.

Yaptigimiz c¢alismada capsaicinin ovaryum dokusunda bulunan
follikller Uzerine etkisi incelendiginde primer follikil sayisi bazi ¢alismalara
paralel olarak (Alatriste ve ark. 2013) azalirken bazi calismalarin tersine
(Alatriste ve ark. 2013) sekonder folliklil sayisi artmistir. Bunun yani sira bazi
calismalardan (Ozgiden ve ark. 2018) farkli olarak graaf follikil sayisi, atretik
follikiil sayis1 (Moran ve ark. 2003) ve korpus luteum sayilari (Ozgiiden ve ark.

2018) degismemistir.

Capsaicinin diyabetli ovaryumda etkisini inceleyen bir arastirmaya
rastlaniimamistir. Ancak capsaicinin farkli diyabetik dokular Gzerine olan etkisi
ile ilgili galismalarda ise; Guillot ve arkadasari (1996) capsaicin duyarh
sinirlerin diyabetik sicanlarda glukoz toleransinin dizenlenmesini arastirdiklari
calismalarinda diyabetik sicanlarda capsaicin  kullaniminin, insulin
sekresyonunu degistirmeden glukoz toleransini duzenledigi bildirmiglerdir.
Ayrica, topikal capsaicin uygulamasinin diyabetik nefropatiyi olumlu yonde
etkiledigi gosterilmistir (Webster ve ark. 2011). Deprem ve ark. (2014) 45
mg/kg STZ uyguladiklari ve 200 ml Gzeri olanlari diyabetik gruba 1mg/kg
capsaicin uygulamasinin diyabetik siganlarin karacigerlerinde GPx1

ekspresyonunda azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir.
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Bizim c¢alismamizda ise capsaicinin diyabetin olusturdugu hasari
gidermede olumlu yonde etkiledigini belirledik. Diyabet grubunda primer,
sekonder, graaf ve atretik follikil sayilarinda diger gruplara gore istatistige
yansimasa da bir disus oldugu goruldu. Capsaicinde diyabete gore primer,
sekonder, graaf ve atretik follikil agisinda diyabetten daha ylksek bulundu.
Capsaicin verilmesinin diyabette azalmis olan follikll sayisinda istatistige
yansimasa da genel bir artisa yol agtigi goruldu.

TGF-B super ailesinin bir Uyesi olan ve oositlerde X"e bagimli gen
tarafindan eksprese edilen BMP-15 ayni zamanda GDF-9B olarak da bilinir
(Otsuka ve ark 2000). BMP-15 proteini oositlerin olgunlastiriimasini ve
follikllerin gelismesini homodimer bir yapi olarak ya da GDF-9 ile heterodimer
bir yapi olusturarak gergeklestirmektedir (Carabatsos ve ark. 1998, Otsuka ve
ark. 2000).

Silva ve ark (2004) keci yumurtaliklarinda GDF-9 ve BMP-15
ekspresyonunu arastirdiklari ¢galismalarinda BMP-15" 1 1:50 oraninda inkube
ettikleri ve hem GDF-9 hem de BMP-15 proteinlerinin, primordiyal follikdl
asamasindan itibaren oositlerde tespit edildigini, GDF-9 ve BMP-15
immunoreaksiyonunu, granulosa hucrelerinde, primer ve sekonder follikullerde
gozlemlediklerini ancak primordiyal follikillerde go6zlemlemediklerini
bildirmiglerdir. Ayni ¢alismalarinda bazi kiguk antral follikillerde kumulus ve
granulosa hucrelerinde GDF-9’un zayif, BMP-15" in ise daha belirgin bir
immunreaksiyon gosterdigini belirtmiglerdir. Buyuk antral follikullerde kumulus
ve mural granulosa hucrelerinin, GDF-9 igin guclu bir reaksiyon gosterirken,
kumulus hicrelerinde BMP-15" in immunreaksiyon gostermedigi, fakat mural
granulosa hucrelerinin guglu bir reaksiyon gosterdigini tespit etmislerdir. GDF-
9 ve BMP-15 yonu ile antral follikillerde GDF-9 boyamasi harig, teka
hicrelerinde reaksiyon gortulmedigini tespit etmislerdir. Corpus luteumda
GDF-9 proteini ve mRNA ekspresyonu tespit edilirken BMP-15 proteini ve
MRNA bu bolgelerde gozlenmedigini bildirmislerdir.

Sun ve arkadaglarinin (2010) memeli ovaryum folliktllerinde GDF-9
ve BMP-15 ekspresyonunu arastirdiklari ¢alismalarinda oositlerde granuloza

hicrelerinde ve olgun follikGllerin follikiler sivisinda eksprese edildigi
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belirtiimislerdir. Ayni calismada domuz ovaryumunda ise BMP-15, primordiyal
folliklllerde ve ¢ekirdekte sitoplazmada oldugundan daha yuksek bulundugu,
BMP-15 ayrica granuloza hucrelerinin hicreler arasi maddesinde zayif
immunreaktivite goOsterdigi tespit edilmigtir. Ayrica sekonder ve graaf
follikUllerin hem oositleri hem de granuloza hicreleri BMP-15 immunreaktivite
gOsterdigi bildirilmistir.

Yaptigimiz calismada BMP-15'in rat ovaryumunda
immunohistokimyasal lokalizasyonunun birgok c¢alismaya paralel olarak
follikUllerin (primer, sekonder, graaf) oositlerinde, granuloza hucrelerinde,
olgun follikillerin (sekonder, graaf) antrum boslugunda (Silva ve ark. 2004,
Sun ve ark 2010) farkh duzeylerde BMP-15 immunohistokimyasal
lokalizasyonu gozlemlendi. Ayrica corpus luteumlarda da (Sun ve ark 2010)
degisik dizeylerde BMP-15 reaksiyon gosterdigi tespit edildi.

Sonug olarak calismamizda follikul sayilari diyabet+capsaicin grubunda
diyabet grubuna goére artis olmasi capsaicinin olumlu etkisinden
kaynaklandigini disiindiirdii. Immunohistokimyasal incelemeler sonucu BMP-
15 immunoreaktivitesinin diyabet grubunun granuloza hucrelerinde az yogun
oldugu goruldu. Korpus luteumlarda immunoreaktivitenin diyabet grubunda
kontrol, capsaicin ve diyabet + capsaicin gruplarina gore az yogun oldugu
goruldu. Calismamizda diyabetin follikllleri olumsuz yonde etkiledigi icin BMP-
15 immunoreaktivitesinin bu durumdan etkilendigi ve bundan dolayi kontrole
gbre diyabette daha az immunoreaktivite gosterdigi belirlendi. Yapilan bu
calismada butun sistemleri etkileyen capsaicinin, diyabet hastaliginda BMP-
15 in  ovaryum dokusundaki immunohistokimyasal lokalizasyonunu
arastirarak en sik arastirilan hastaliklardan biri olan Diyabetes Mellitus
hastaliginda capsaicin kullaniminin etkilerini gostermek ve ovaryum uzerine

yapilan ¢alismalara yeni bir bakis acisi kazandiracagini disunmekteyiz.
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