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ONSOZ

Yiukseklisans ve doktora egitimimin her asamasmda yakin ilgi ve desteklerini
gordiigim, c¢aligma azmini, bilgiyi ve uygulamayr 68rendigim, bu caligmaya
baglamamda, ¢alismay1 siurdirmede ve sonucglandirmamda emegi olan degerli
goriigleri ile katkida bulunan degerli danigman hocam Prof. Dr. Miimtaz NAZIL.I'va
tesekktr ederim. Calismamin her asamasinda bana yardimci olan Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyeleri Prof. Dr. Nurhayat YECAN
GULMEZ’e, Prof. Dr Sahin ASLAN’a, Prof. Dr. Hakan KOCAMIS’a, Dog. Dr.
Ebru KARADAG SARI'va, Yrd. Dog. Dr. Turgay DEPREM’e ve Arag. Gor. Serap
KORAL TASCI'va, Ogr. Gor. Dr. Seyit Ali BINGOL e, ayrica tezimin izlenmesinde
emefi gegen Dog. Dr. Hasan OZEN’e, Dog¢. Dr. Nejdet SIMSEK'’e,
immunohistokimyasal ¢aligmalarda bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim Dog. Dr.
Mahmut SOZMEN e ve diger arkadaslarima tesekkiir ederim. RT-PCR ¢aligmalarimi
viruttigim Hayvan Aragtirma ve Uygulama Merkezi Miuduri'ne ve galisanlarina,
RT-PCR c¢aligmasinda elde ettigim sonuglarin  dansitometrik  élgtimlerinde
desteklerini esirgemeyen Missouri Universitesi Opretim Uyesi Asistan Profesor
Yiiksel AGCA’ya tegekkiir ederim. Her zaman yammda olan ve manevi destegini her
zaman hissettigim sevgili esim Sebahattin YILDIZ a, sabir ve desteklerinden dolayi
sevgili ailemin tim bireylerine, maddi desteginden dolayr Tirkiye Bilimsel ve
Teknolojik Aragtrma  Kurumu (TUBITAK)na ve emefi gegen herkese

tegekkuirlerimi sunarim.
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1. GIRIS ve GENEL BIiLGILER

Transforme Edici Geligim Faktori Alfa (TGF o)'min saf olarak elde
edilmesinden bu yana, cesitli dokulardaki lokalizasyonu ve dagilimimi belirlemeye
yonelik ¢aligmalar yapilmigtir. Deney modelinde TGF o’nmin genital sistemdeki
dagilimint belirlemek 6strus  siklisu donemlerinin  karmagiklifi  sonucu  kolay
olmamaktadir. Ozellikle sigan ovaryumundaki yerlesimi gebelik oncesi ve gebelik
stireci boyunca tam belirlenememistir (3).

TGF «’nin 6zellikleri ile ilgili ¢ok sayida bilimsel makale bulunmaktadir
(26,33,42,58,62). Ancak TGF o’min disi genital sistemdeki yerine iligkin yapilan
caligmalara ¢ok az sayida rastlanmaktadir (2,3,38,66,78).

Yapilan bir¢ok caligmada (35,43,48,68) dogadaki bitkilerin, hastaliklarin
onlenmesinde veva tedavisinde Onemli etkileri oldugu bildirilmigtir. Kirmizi aci
biber de sebze ve gidalara renk ve tat vermenin yamsira tibbi bitki olarak da
kullanilmaktadr.

Insanoglunun act kirmuzi biber ile taniymasi yaklagik 7000 wil Snee
Meksika’da yetistirilmesi ile baglanustir. Tarkiye’de dahil olmak tizere Diinya
nifusunun vyaklasik % 0 tarafindan tiketilmektedir. Yuzyillardir tibbi amaglarla
ozellikle de agriyr ortadan kaldirmak ic¢in aci kirmizi biber kullanilmaktadir (77).

Yag dokusunda ac1 kirmizi biberin lipid mobilizasyonunu ve genital sistem
organlarinda gelismeyi hizlandiricr etkisi bulunmaktadir (48). Igerdigi capsaicinin
vag dokuda lipoprotein lipaz aktivitesini artirarak lipid mobilizasyonunu ve dolayisi
ile metabolizmasin hizlandirdigi bildirilmektedir (45,69).

Capsaicinin etkisi; doza, yapilan uygulama ¢esgidine ve uygulama yerine gore
degismektedir. Sinirsel innervasyonun ovaryum Uzerine etkisini  incelemek
maksadiyla yapilan bir galigmada, yiksek dozda capsaicin uygulanarak sinirlerde
dejenerasyon meyvdana getirdi8i tespit edilmig, bunun sonucu olarak da folikiil

atrezisi ve fertilite Gizerine sinirsel innervasyonun dnemli oldugu vurgulanmigtir (83).



Bu ¢aligma ile organizmada basta gastrointestinal, kardiovaskiiler ve solunum
sistemleri olmak Uzere pek cok sistemi etkileyen capsaicinin ovaryumda farkh
gelisim asamalarinda bulunan foliktller tizerine ne kadar etkili olup olmadig:
degerlendirildi. Elde edilecek bulgulardan hareketle tilkemizde ve biitiin diinyada
titketimi yaygin bir bitki olan kirmizi biberin fizyolojik ve farmakolojik etkilerinden
dolay1 tip, veteriner hekimlik ve ilag sanayinde kullanimi ve vyeni tedawvi
yontemlerinin geligtirilmesine yararli olabilecegi diigtintilmektedir.

Yapilan bu calisma ile puberte doneminde capsaicin uygulanan siganlarin
ovaryum dokusunda TGF a’nin gen ekspresyonu RT-PCR vontemi ile belirlenerek,
TGF a’nin gen ekspresyonuna etkisi ve ovaryum dokusunda immunohistokimyasal

lokalizasyonunun belirlenmesi amaglanmigtir.

1.1. Disi Genital Sistem

Gorevi, ovumu tretmek, doéllenmis olan yumurtaya ev sahipligi yapmak, onu
buylitmek, korumak ve dogumdur. Digi genital organlar i¢ ve dig genital organlar
olmak tizere iki kisimda incelenir. I¢ genital organlar ovaryum, tuba uterina, uterus,
serviks ve vagina’dir. Dig genital organlar ise mons pubis, labium majus, labium
minus, klitoris, vestibulum vagina ve glandula vestibularis major’dan olugsmaktadir

(67).

1.1.1. Ovaryum

Ovaryum uterusun iki yaninda, tuba uterinalarin fimbrial uglanina yakin
olarak yerlegmis, yassi ovalimsi bir ¢ift organdir (21). Sekil ve 6l¢t olarak iri badem
gorintimindedir (7). Ovaryumun bir béliimii mezoovaryum adi verilen bir periton
kivrimi aracilifn ile genig baga (broad ligament), diger bir bolimi de ovaryum
araciligi ile uterus duvarma tutunmugtur (21).

Gorevi, ovulasyon yapmak (yumurta hiicresinin olgunlagip overlerden

atilmasi) ve digilik hormonu olan &strojen ve progesteronu salgilamaktir (72).



1.1.2. Ovaryum™un Histolojisi

Ovaryumda Ti¢ katman gézlenir.

Epithelium (Epitel Kat1): Ovaryum ylzeyim orter. Bu kat tek sira vassi, kiibik yada
prizmatik epitelden yapilmigtir. Germinatif epitel olarak adlandirilan bu epitel siklik
aktiviteye gore degisebilmektedir. Epitelin peritona bakan yiiziinde mikrovilluslar ve
az sayida kinosilvalar izlenir. Hiicre sitoplazmasi mitokondriyonlar ve pinositoz
vezikiillerinden zengindir.

Tunika Albugineya: Bag dokusundan yapili kattir. Yag ilerledikge kalinlagir ve
sertlegir. Az damarli, diizensiz siki bag dokusu yapisindadir. Kollajen lifler yiizeye
kosut demetler olugtururlar.

Ovaryum Stromasi: Ovaryum’un temel ve destek dokusudur.

Ovaryumlar digta korteks, icte medulla olmak tizere iki bolgedir (17).

Korteks: Orgamin fonksiyon goren bolimtdir. Bu nedenle zona parensimatoza
olarak da adlandirilir. Ovaryumun medulla bolgesini saran dig kisimda bulunur.
Korteks bolgesi, hiicreden zengin bag dokusuna gomiilmiis olarak bulunan ovaryum
folikiillerinden olugur. Folikiiller etrafinda stromada dagilmig olarak diz kas telleri
bulunur. Medulla ve korteks arasindaki siir belirgin degildir. Medullayr digtan saran
korteks folikullerin  gelistigi  verdir. Korteks stromasinda, digta epitelium
germinativum (germinal epitel), bunun altinda sik bag doku tasiyan tunika
albugineya bulunur. Korteksin epitelium germinativumunda oogenez sonucu folikiil
gelisimi saglanir. Oogenez, hipofiz 6n lobundan salinan folikiil stimiile eden hormon

(FSH) ve luteinize edici hormon (ILH) un kontrolu altinda gergeklesir (7).

Medulla: Ovaryumun merkezi kisminda bulunan medulla gevgek bag dokusu, kan
damarlari, lenf damarlart ve sinir telleri demetlerinden olugan zengin bir yapi
gosterir. Korteksteki degisimlere uygun olarak ¢ogalip azalabilen bir kan ve damar
agina sahiptir. Kan damarlarinin bol yaygin olusu nedeni ile medullaya zona

vaskuloza da denir (5,49).



1.1.3. Ovaryum Folikiilleri

Bir ovaryum foliktlii belli hiicre tiplerinden olusan oldukc¢a karmagik bir
yvapidadir. Folikiiliin her biri degisik c¢apta olup, korteksin stromasi ig¢ine yayilmig
vaziyettedir. Folikiiliin ¢ap1 oositin geligim durumunu gésterir (59).

Histolojik olarak primordiyal folikiiller, gelismekte olan foliktller (primer ve
sekonder folikiller) ve olgun folikiiller (graaf foliktiller ) olmak tzere 3 tip folikiil
tammlanir (59).

Bir ovaryumda tiim tiplerdeki folikiiller aymi anda gorilmeyebilir ancak

primordiyal folikiiller en yaygin olan foliktllerdir (59).

1. Primordiyal Folikiiller: Primordiyal folikiiller gelisimin ilk agamasidir. Fetal
donemin Ug¢lincti ayindan itibaren izlenmeye baglarlar folikiillerin  buyik
boltimiint olugturan primordiyal folikiiller, korteksin stromasinda bulunan tunika
albugineanm hemen altinda yer alirlar. Immatiir bir oosit ve gevresinde yer alan
tek sira yassi folikiiller hiicrelerden olugan kiigtik foliktillerdir. Organelden zengin
hticrelerdir. Belirgin  bir golgi kompleksi, endoplazma retikulumu, bol
mitokondriyon, lizozom ve vezikil igerirler (22). Fotal donemde yaklagik 1-2
milyon iken dofguma kadar ¢ogunlugu dejenere olur. Dogumdan sonra yaklagik
500 bin kadar olan bu folikiillerin ¢ogu puberte déneminde olmak tizere atreziye
olur. Bu folikiillerden geriye kalanlar1 ise dstrus siklusunda bir ya da daha fazla
olmak uzere ovale olmaktadirlar. Pubertedan sonra primordiyal folikiiller az
sayidadir. Tanrtimsal amaci igin ayrintili yapisi sirasi ile primer, sekonder ve

tersiyer olarak ayrilmaktadir (6).

2. Gelismekte Olan Folikiil: Primer ve sekonder folikiil olmak tizere ikive ayrilir.

2. a. Primer Folikiil: Folikal hiicreleri tek katli kiibik hiicreler haline geldiginde
folikiile primer folikiil denir. Bu hiicrelerin ¢ogalmasi sonucunda oositi gevreleyven
tek kath epitel ¢ok katli epitele doniigiir. Bu epitele stratum grantilozum denir. Tek

katl prizmatik ve ¢ok kath prizmatik epitel igeren folikiiller de primer folikiil olarak



degerlendirilir. Tek kath epitel igeren folikiille unilaminer primer folikiil, stratum

grantilozum igeren folikiile ise multilaminer primer folikiil de denir (22).

2. b. Sekonder Folikiil: Folikiil hiicreleri boliinmelerine devam edip, sayilarini
arttinirlar. Bu evrede, folikiil hiicrelerinin tanecikli gorintigleri nedeniyle, bunlarin
oosit etrafinda olugturduklan tabakaya, zona grantiloza denir. Hemen oosit etrafinda,
homojen, hiicresiz bir tabaka yer alir. Bu tabaka, zona pellusidadir. Yapisinda
glikoproteinleri igeren zona pellusidayl, oosit ve folikiil hiicreleri ortaklasa olarak
tretirler. Qosit mikrovilluslart ve oosit etrafindaki ilk sira grantiiloza hiicrelerinin
mikrovilluslari, zona pellusida igine uzanir ve birbirlerivle temas ederler (31,44).
Ieri primer folikiil evresinde sekillenmeye baslayan teka folikiilii sekonder folikiilde
iki tabakali olarak gelisimini stirdiirr. Sekonder folikiili digtan kusatan hiicre ve
damardan zengin olan i¢ tabaka teka internadir. Bag dokudan gelistigi halde hiicreleri
epiteloid karekterde olup biiyiik, oval ya da polygonal bigimli hiicreler olarak gelisip
ostrojen hormonu sentezler. Damardan da olduk¢a zengin bir katmandir. Teka
interna ile foliklil epitel hicreleri arasinda folikiil bazal membrani bulunur. Teka
cksterna’da az sayida konsantrik yerlesimli bag doku hiicreleri arasinda folikiil bazal

membrani bulunur ve dig tabakayi olugturur (49).

3. Graaf Folikiil (Tersiyer Folikiil): Folikiiler gelisim devam ettigi stirece antrum
varimay ya da C geklinde tek bir bogluk halini alir ve oosit antrum iginde kiigiik bir
adacik gériniimiine sahiptir. Bu agamada oositi gok sirali granuloza hiicreleri sarar
ve kumulus ovoforus olarak adlandirilir. Kumulus ovoforusun oosite yakin olan
hiicreleri prizmatiktir ve korona radiyata hiicreleri olarak tanimlanir. Qositle korona
radiyata arasinda zona pellusida vardir. Korona radiyata spermatozoonun ovumu
dolledigi zamanda mevcut olup oviduktta da daha sonra goriilebilir (49).
Ovulasyondan sonra, ovaryumda graaf folikiiliinden arta kalan vapilar farklilagip,
korpus luteumu olugtururlar. Ovaryum korteksinde yer alan korpus luteum, burada
gegici bir endokrin bez gibi fonksiyon yapip, dstrojenleri ve progesteron hormonunu

tretir (44,81).



1.2. Transforme Edici Gelisim Faktorii (TGI)

Hucrelerin - normal veya anormal proliferasvonu; hiicre igi  haberci
(messenger) islevini goren, polipeptid yapisindaki blyame faktorlerinin kontrolii
altindadir. Son yillarda arka arkaya yeni buyime faktorleri bulunmakta, yap1 ve
etkileri tamimlanmaktadir (33). Buyiime faktdrlern 4000-60000 dalton arasinda
degisen, ¢ok az miktarlan bile hiicresel aktiviteleri etkileyebilen proteinlerdir (80).

1.2.1. Etki Mekanizmasi

Buyiime faktorleri, hiierelerin Gy fazimi birakip G; fazina girmesini uyarirlar.
Biytime faktor reseptdrleri arasinda etki mekanizmalar yontinden farkliliklar olsa da
benzer bir takim 6zellikler vardir. Bunlar su sekilde siralanabilir;

1. Ozel bir gen grubunun transkripsivonuna ihtiyag duyarlar.

2. Birgok biiviime faktor reseptorii, hiicre i¢i kinazlar ve fosfatidilinozitolin
hidrolizini aktive ederler. Birgok buiyime faktdériin reseptdrii tirozin
kinazlardir. Tirozin kinaz-biiyiime faktor reseptorinin  isleyig
mekanizmasi olduk¢a iyi bilinmektedir. Hedef hiicreyi bir biiyiime
faktoriin aktive etmesi igin temel mekanizma; reseptérin meveut olmasi
ve ona baglanabilmesidir (36,63,79).

Biyiime faktdrlerinin fibroblast ve miyoblastlart etkiledigi bilinmektedir.

Bunlardan en énemlisi TGF ailesidir (33).

1.2.2. Transforme Edici Gelisim Faktor Tiirlerinin Smiflandirilmasi

Onemli biityiime faktorlerinden biri olan TGF, kendi aralarinda alt gruplara
ayrilmig olup, TGF a ve B tipleri vardir (42). Her ikisi arasinda 6nemli farkliliklar
vardir. Epidermal blytime faktérti (EGF) reseptorlerine baglanirlar. TGEF o epitel
hiicreler i¢in mitojendir. TGF [ yumusak doku hticrelerinin goZalmasimi baskilar,
kollajen ve hiicre disi matriks dretimini ile hiicre adhezyon molekiillerini
arttirmaktadir (33). a ve B tipi TGF’ler hem benzersiz aminoasit dizilimleri yolu ile

kimyasal olarak, hem de hiicreler tizerindeki farkl faaliyetleri ile biyolojik olarak



ayirt edilir. « tipi TGF’ler, t¢ distilfat bag ile ¢apraz bagh, 50-53 aminoasit igeren
tek zincirli peptidlerdir. Onlarin baglayici reseptoér i¢in rekabet ettigi EGF ile
oldukga giiglii bir homojenligi vardir. B tipit TGF’ler 112 aminoasitlik 2 zineir igeren
bir homodimerik vapiya sahiptir. B tipi TGF 6zel bir yiizeysel hiicre reseptoriine
baglanmir (58).

[k kesifleri izleyen period, bu iki TGF nin homojenlige dogru saflagtirmas:
tizerine odaklanan vogun cabalardan biridir. Todaro ve arkadaglarimin laboratuarinda
a tipt TGF’ nin, Sporn ve arkadaglarinin laboratuarinda 3 tipi TGF nin saflagtirilmasi
bu peptidlerin herbirinin tiim aminoasit dizisinin agiklanmasi ile sonuglanmistir ve
goreceli cDNAnm kopyalanmasina yol agmugtir (58).

TGF o ve TGF P, hiicrelerin déntisim i¢in sinerji yetenegini temel alan
yaygin bir terminolojiyi paylagtiZma vurgu yapilmasi gerekir. Onlarin her biri farkh
biiylime faktor ailesine ait tiim dlguitleri ile yeni biiylime faktorlerini temsil eder:
onlarm aminoasit dizileri, ikincil yapilari, hiicre zari reseptdrleri ve mRNA’lart
benzersizdir (58).

B tipi TGF’ler hiicre biiyiimesi tizerinde fonksiyonel olmayan etkilere sahip
ve kogullara bagl olarak aymi hiicrelerin biiviimesini hem 6nleyebiliyor hem de
uyarabilivor iken, B tipi TGF’ler genellikle fibroblastlar ig¢in mitojeniktir. a ve [ tipi
TGF’lerin etkilesimi hem sinerjik hem de antogonistik olabilir. o tipi TGF lere kargit
olan peptid gelisgimi timorlerin tedavisi igin, tedavi edici potansiyele sahip
olabiliyorken, B tipi TGF’ler timor olugumunu 6nleyebilir (58).

TGF o, EGF ile % 30 vapisal benzerlik gosterir, EGF’nin daha otokrin
caligabilen bir varyanti olarak kabul edilebilir. Uyarilmig makrofajlar, trombositler,
keratinositler ve viicuttaki diger bazi hiicrelerce sentezlenir. Bivolojik etkilerini EGF
reseptorlerine baglanarak gosterir. Mezengimal, epitelyume ait, endotelyal hiicre
biiylimesini ve endotel hiicre kemotaksisini uyarir. Endotelial hiicre proliferasyonunu
saglamasi agisindan EGF ile aymi gligte; ancak anjiogenezi stimiile etmesi agisindan
10 kat daha gicludir (80). TGF a proliferasyon, diferansiasyon ve apoptosis gibi
biyolojik cevaplart diizenler (20).

TGF «a, yaklagik 50 aminoasit buyikliginde (26), molekil agirhi
salgilanma bdlgesine gbre 5-20 kDa arasinda degigebilen (11,42), biyolojik etkileri



ve fonksiyvonel yapisi ile EGF'yve olduk¢a benzeyen kiiciik bir polipeptitdir
(11,26,62).

1.2.3. TGF «’nn Disi Genital Sistem Uzerine Etkileri:

Genital sistemin intrauterin dénemdeki gelisimi oldukga karmasgik olmakla
birlikte diger sistemlerde oldugu gibi belirli bir sira iginde meydana gelmektedir.
Dollenmeden sonraki ilk 7 hafta morfolojik olarak embriyonun cinsiyetinin
belirlenmedigi donem olup indifferent donem adini1 almaktadir. Bu donemden sonra
Wolffian kanal geligimine devam edip Miullerian kanalin geriledigi durumlarda erkek
embrivo yoniinden cinsiyet farklilagmasi gorilirken; Miullerrian kanalin geligimine
devam edip Wolffian kanalin geriledigi durumlarda digi embriyo yoniinden cinsivet
farklilagmas1 gortilir. Bu gonadal yapilar yapilanmalarini tamamlayincaya kadar
gelisimlerine devam ederek sonunda yeni doganda tespit edilen morfolojilerine
erigirler. Bu zaman iginde birgok faktér gerek olumlu gerckse olumsuz yonde
etkilemek suretiyle gonadal gelisimi yonlendirirler. Bunlar iginde esas olarak genetik
ve hormonal faktérler olduk¢a biiyiik bir 6nem tagirlar. Fakat bunlarin disinda
varolan degisik tipte faktorlerin de gonadal geligimi etkiledikleri vapilan farkli
caligmalarla vurgulanmigtir (16,73). Genetik faktorlerin genital sistem gelisiminde
direkt veya dolayli bir gekilde etkin oldugu saptanmigtir (73).

TGF o ve B, EGF benzeri polipeptidlerdir ve transforme olmamig hiicrelerin
tutunma-bagimsiz geligimini uyarirlar. TGF o, EGF reseptériine baglanir ancak anti-
EGF antikorlarina baglanmaz (3,54). 7.5 giinluk fare embriyosunda ve insan normal
term plesantasinda, bunlar géz ontine alininca yiksek oézgulliktedir. TGF o, EGF
reseptériine baglanabildigi igin, orta-gebelikteki embriyonun TGF o’vya otokrin yolla
cevap verdigi bildirilmigtir (3).

Ovaryum teka hiicrelerinden salgilanan TGF « ile oosit tarafindan tretilen
Biyiime ve Farklilagma Faktorti ve Kemik Matriks Proteinleri gibi faktorler FSH in
graniiloza hiicre farklilagmasi ve erken folikiil geligimi tizerine olan etkilerini azaltir
(55).

Ovaryumda  EGF’nin granuloza  hiicrelerinin proliferasyonu  ve

differensivasyonunda rol oynayabilecegi, TGF «’nin erigkin organizmada bulunan



geklinin EGF olabilecegi ileri strtulmiigtir. Ovaryumda teka interna hiicreleri
tarafindan tretilip salman TGF o’nin, fenotipik degisimin olugmasim sagladigi, ayni
zamanda bu etkinin geri déntisimli oldugu tespit edilmis ve TGF o’nin hem
granuloza hem de teka interna hiicrelerinde var oldugu, olusan folikiiller aktiviteyi
yonlendirdigi vurgulanmigtir (3,71).

Vaskiiler endotele ait buyiime faktérii (VEGF), epidermal biiyiime faktori
reseptorii (EGF-R) ve TGF gibi anjiogenik buyime faktorleri plasenta tarafindan da
tretilmektedir (12,37). VEGF ve TGF o, muhtemelen, uterin arterin yeniden
yvapilanmasinda ve gebelik siliresince biiyliyen plasentada olan anjiogeneziste gorev
almaktadir (24,37). TGF a ve EGF-R normal plasental sitotrofoblast proliferasyonu
uyarmaktadir (12).

1.3. Capsaicin

Dogada bulunan bitkiler, devamli gelisen ve ilerleven tip alam1 ve kimya
sanayisine buyilk olgiide fayda sagladign bilinmektedir. Capsicum annuum 1. de,
ilag sanayiinde, kimya, tip, veterinerlik ve halk arasinda olduk¢a sik kullanilan
onemli bir bitkidir (70,82). Ayrica diinyada biber Giretimi ve ticareti de giderek
artmakta ve kirmizi ac1 biber daha vaygin olarak kullanilmaktadir (10,18).

Kirmizi act biber ile ilgili elde edilen en eski bilgiler Maya ve Asteklere
dayanmaktadir. Yazitlarindan aci1 biberi yemeklere ¢esni olarak kattiklar: ya da dig
agrilar1 ve bazi hastaliklarm iyilegtirilmesi igin kullandiklar1 vurgulanmigtir.
Mayalilar kirmiz1 aci biberin antimikrobial ve antihemolitik ajan olarak terapotik
ozelliklerinden yararlanmuglardir. Meksika ve Hindistan’da da inflamasyon, dig
agrilart ve kabizlik tedavilerinde kirmizi aci biberden vyararlamildigi belirtilmigtir
(10,18).

Caligmamzda kullanilan Capsicum annuum 1. olarak adlandirilan kirmizi aci
biberin etken maddesi capsaicin, kuvvetli aci, beyaz, kokusuz, sicak su, etil alkol,
metil alkol ve asetonda kolayca eriyebilen bir maddedir. Act kirmizi biberin
vapisinda; acilik veren etken madde capsaicin ve buna ilave olarak, bazi1 vitaminler
A, C, E, kirmiza karotenoidler, yag, mineraller ve aromatik bilesikler, askorbik asit,

thiamin, demir, fosfor, nikotinik asit, kalsiyum, seker, protein ve su bulunmaktadir.
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Taze biberde C vitamini orani limon suyuna oranla 4-6 misli daha fazladir. Kirmizi
aci bibere aciligini veren etken madde capsaicinin biberdeki oram % 0,1 ile % 17
arasinda degigmektedir (70,82).

Act kirmuizi biber sicagt ve bol gilinesi sever. 50°ye vyakin gesidi
yetigtirilmigtir. Baharat tirleri kuru topraklarda daha iy1 yetigir. Boyu 60 cm ye kadar
uzayabilir, kazik koklia, 1 yillik bir bitkidir. Yapraklarmin buytik bolimii genisg
mizrak bigimli, az bir béliimii de elips bigimli sivri ugludur. Ustleri yesil - koyu yesil,
altlart ise agik vyegildir. Cigeklerin saplart kalinca olup agsagi dogru egiktir.
Hazirandan sonbaharin sonuna dek sarimsi beyaz cigekler agar. Kendine has bir
kokusu vardir (31).

Capsaicin  (CAP) etkisi Uizerine birgok dencysel c¢alisma yapilmigtir
(1,19,29,32,48,51,68,82,83,84.85). Kawada ve ark (34) erkek ratlarda yaptiklar
calismada domuz vya8i igeren ve capsaicin ilave edilmig diyetlerle beslenen
hayvanlarin, capsaicinin yag dokuda lipid mobilizasyonunu uvardigi ayrica boébrek
gevresi yag agirligini ve serum trigliserid sevivesini diigtirdiigtinii ifade etmiglerdir.

Capsaicinin lipid peroksidasyonunu arttirarak yag doku miktan ile karaciger
ve serum trigliseridlerinin seviyesini digirdigiini aym1 zamanda, /nvitro ortamda
iskelet kaslarinda glikojen metabolizmasini inhibe edici bir etkisi oldugunu bildiren
caligmalar meveuttur (30,35,61). Kirmizi biberin etken maddesi olan capsaicinin
barsaklardan gaz giderici, santral sinir sistemini uyarici, sindirimi kolaylagtirics,
vilcut 1sism1 arttiricl, metabolizma trtinlerinin  atilmasimmi  hizlandirier ve kan
damarlarmda daraltict etkilerinin oldugu bilinmektedir. Halk arasinda astim,
romatizma, nevralji, lumbago, faranjit ve yaralarin tedavisinde kullanilmaktadir (8).
Avyrica yapilan ¢aligmalarda capsaicinin serumda kolesterol diizevini de etkiledigi
(69), kan, serum, kolesterol ve trigliserid degerlerini azaltarak arteroskleroz gelisme
riskini azalttig1 da vurgulanmigtir (34) .

Act kirmizi biberin insan saghg Gzerindeki olumlu etkileri, 6zellikle kanser
hiicrelerini yok eden o6zelligi, Ingiltere’de yapilan bir arastirma ile bir kez daha
dogrulanmistir. Nottingham Universitesi tarafindan vapilan arasgtirmada, ac1 kirmizi
biberin iginde bulunan capsaicin maddesinin hiicrelerin enerji treten 1s1 odasi
mitokondrive saldirarak, kanser hucrelerinin Slimiini tetikledigi belirlenmigtir.

Aragtirmaya gore, capsaicindeki molekiil ailesi vanilloidler, kanser hiicrelerindeki



|

protein gelisimine engel olarak “apoptosis™ (hlicre Olumiin) tetikledigi
vurgulanmgtir (31).

Bu ¢aligma ile puberte déneminde capsaicin uygulanan siganlarin ovaryum
dokusunda TGF a’nin gen ekspresyonu RT-PCR yontemi ile belirlenerek, TGF a’nin
gen ekspresyonuna etkisi  ve ovaryum dokusunda immunohistokimyasal
lokalizasyonunun belirlenmesi amaglanmistir.

Organizmada basta gastrointestinal, kardiovaskiiler ve solunum sistemleri
olmak tzere pek c¢ok sistemi etkileyen capsaicinin ovaryumda farkli geligim
agamalarmda bulunan folikiiller tizerine ne kadar etkili olup olmadig degerlendirildi.
Elde edilecek bulgulardan hareketle capsaicinin, fizyolojik ve farmakolojik
ctkilerinden dolayi tip, veteriner hekimlik ve ilag sanayinde kullanimi ve yeni tedavi

yontemlerinin gelistirilmesine yardimei olacagi dustiniilmektedir.
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2. MATERYAL VE METOT

Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel FEtik Kurulu tarafindan
onaylanan bu ¢aligmada daha oOnce ¢iftlesmemis ve herhangi bir calismada
kullamilmamig 45 adet Sprague-Dawley wki digi sigan kullamldi. Caligmada
kullanilan deney hayvanlan Erzurum Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisti
Deney Hayvanlart Merkezi'nden temin edildi Aragtirmaya puberte (50. giin)
donemindeki siganlar alindi. Siganlar deneme, beslenme ve sham olmak Uzere 3
gruba ayrildi.

Caligmada kullanilan siganlar 22 + 2°C ortam sicakliginda, 12 saat aydinlik,
12 saat karanlik ortamda standart kafeslerde barindirildilar. Standart sigan yemi ve
musluk suyu ile beslendiler. Capsaicin oranmin belirlenmesinde Moran ve ark. (43)
ile Ttanct ve arkadaglarinin (74) yaptig ¢calisma dikkate alindi.

Deneme grubundaki sicanlara 1 mg/kg dozdaki capsaicin (Sigma M 2028) %
10 ethanol iginde ¢oézdirtldikten sonra % 1 Tween 20 (Merck M8170772100) ve
% 80 distile su ilave edildi. Giinliikk olarak hazirlanan CAP daha sonra subkutan
olarak hayvanin giinliik agirligina gore instilin enjektori ile 1 hafta stire ile her giin
ayni saatte enjekte edildi.

Beslenme grubuna ise; 1 mg/kg dozdaki Capsaicin, % 10 ethanol iginde
cozduriildiikten sonra % 1 Tween 20 ve % 80 distile su hayvanlarin giinluk
agirligina gore oral olarak sularina eklenerek hayvanlara igirildi.

Sham grubundaki siganlara ise; 1 mg/kg dozdaki % 10 ethanol, % 1 Tween
20 ve % 80 distile su igeren karisim subkutan olarak hayvanin agirligina gore insulin
enjektori ile enjekte edildi.

Siganlarin agirlik 6lgtimleri; puberte déneminde 50. giinden itibaren baglandi.
Enjeksiyon yapilmadan 6nce 1 hafta boyvunca her gin Gi¢ gruptaki siganlar tartildi.
Bir hafta sonra her Gi¢ gruptaki siganlarin viicut agirliklan tartildiktan sonra eter
anestezi altinda oldaralip ovaryumlan alindi. Alinan ovaryumlar hassas terazide

tartildi. Sol ovaryum immunohistokimya ve histolojik ¢alismalar igin formaldehitte
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tespit edildi. Daha sonra rutin doku takip iglemlerinden gecirilerek parafinde
bloklandi. Sag ovaryum ise gen ekspresyonunda kullanilmak tizere 50-100 mg
ovaryum dokusu 1 ml Tri-Reagent igine alinarak homojenizator ile homojenize
edilerek +4 °C de kullanilincaya kadar buzdolabinda saklands.

Caligmadaki tiim deneysel iglemler Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmigtir (Karar No: 11.06. 2009 /04).

2.1. Histolojik Incelemeler icin Doku Hazirlanmasi

Siganlardan alinan ovaryum dokular1 TGF « immunoreaktivitesini belirlemek
icin % 10’luk formaldehit soliisyonunda tespit edildi ve toplanan doku 6rekleri %
70°1lik alkolde +4 °C de muhafaza edildi. Ornekler dereceli alkoller, metil benzoat ve
benzollerden gegirilerek parafinde bloklandi. Krom aliim jelatin ile kaplanmig
lamlara, parafin bloklarindan 4 pm kalhinlhiginda seri kesitler alindi. Kesitler
deparafinizasyon ve rehidrasyon iglemlerinden sonra PBS (O,1 M, PH, 7.2)’de
calkalanarak endojen peroksidaz aktivitesini engellemek i¢in 0.1 M’lik PBS’te
hazirlanmig % 3’1ok H,0.’de 15 dk. inkube edildi. PBS ile yikandiktan sonra
antijenleri agiga ¢ikarmak igin 10 dk mikrodalga firmda sitrat buffer sollisyonun
iginde maksimum sicaklikta 1s1 uygulandi. Daha sonra tekrar PBS ile yikand:.
Spesifik olmayan baglanmalarini engellemek i¢in Blocking solution A damlatilda
(Invitrogen Histostain Plus Broad Spectrum (AEC) Ref. 85.9943). Sonra kesitler
tizerine oda sicakliginda, 1 saat stireyle, nemli ortamda anti TGF o antikoru (Merck
Chem (Ab-2) Mouse mAb (213-4.4) Calbiochem, Cat. No. GF10) 1/50 oraninda PBS
ile diltie edilen primer antikor uygulandi. Primer antikorun inkiibasyonundan sonra
indirekt yontemlerden biri olan Strept-avidin-biotin peroksidaz teknigi kullanild:
(64). Bu amagla primer antikorun tretildigi tiire karst olan Broad Spectrum Antibody
(Invitrogen Histostain Plus Broad Spectrum (AEC) Ref. 85.9943) antikoru kesitler
tizerine ilave edildi ve 15 dk. oda 1sisinda tutuldu. PBS ile vikandiktan sonra HRP
streptavidin  (Invitrogen Histostain Plus Broad Spectrum (AEC) Ref. 85.9943) oda
isisinda 15 dk. siire ile inkiibe edildi. Tekrar PBS ile yikandiktan sonra kromojen
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uygulamast igin AEC Substrate Solution eklendi. Kesitlere AEC soliisyonu
eklendikten sonra 151k mikroskobunda kontrol edilerek immunoreaktivitenin olma
durumuna gore reaksiyon distile su ile durduruldu. Zit boyama igin 15 sn stre ile
hematoksilene daldirilip ¢ikarildi. Distile su ile yikandiktan sonra dokularin tizerine
su bazh vyapistinict (Labvision, Large Volume Vision Mount, TA-060-UG)
damlatilarak lamelle kapatildi. Isik mikroskobunda preparatlar incelendi ve
fotograflarn ¢ekildi.

Immunoreaktivitelerin  spesifik olup olmadigini tespit etmek amaci ile
deneme, beslenme ve sham grubundan alinan ovaryum kesitlerine biitiin islemler
aym olmak kosulu ile primer antikor ilave edilmeksizin (omission control) PBS’te

tutuldu ve diger iglemler aynen uygulandi.

Kesitlerde, boyanan hiticrelerin yviizdesi ve boyanma derecesi kriter olarak
alanda semikantitatif bir vontemle, skorlama yapildi. Boyanma derecesi: 0 (boyanma
yok), +1 (zayif boyanma), +2 (orta derecede boyanma), +3 (gt¢lii boyanma) olarak
degerlendirildi.

Hangi doku tizerinde ¢ahgildigim gostermek ve dolayisiyla dokuyu biitiin
olarak gozlemek amaci ile alinan kesitlere Crossman’in Ggli boyama teknigi de

(Triple Boyama) uygulandi (40).
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2.2. Gen Ekspresyonu Analiz

2.2.1. Total RNA izolasyonu

Total RNA, Chomczynski ve Sacci (9) tarafindan tamimlanan, guanidin
isothiocyanate/phenol-kloform metodunun modifikasyonu sonucu olugan, gen RNA,

DNA ve proteinleri ayirt etmek i¢in en iyi Tri-Reagent kullanild.

Ovaryum dokusu 50-100 mg olacak sekilde alindi. Sonra 1 ml Tri-
Reagent (Sigma, T9424-100ML) igerisine konarak homojenizator ile

homojenize edildi ve uygulama vapilincaya kadar +4 °C de bekletildi.

Tri-Reagent icerisindeki doku +4°C’de, 12 000 g de 10 dk santrifiy edildi.
DNA-RNA igeren stipernatant, alta ¢oken pelete dokunulmadan mikropipetle alindi
ve 1,5 ml’lik yeni steril ependorf tiiplere aktarildi.

Steril ependorf tipe stipernatant alindiktan sonra 0,2 ml khloroform (Merck,
M102431.2500) tizerine ilave edildi. Oda 1sinda 10-15 sn ¢alkalandiktan sonra oda
1s1sinda 10-15 dk bekletildi.

Sonra +4°C ve 12 000 g de 15 dk santrifty edildi. Santrifyj igleminden sonra
tiipte 3 tabaka olustu. Ustte sar1 renkte RNA, ortada pembe renkte ince halka
geklinde DNA ve dipte koyu kirmizi tabaka protein igeren 3 tabaka meydana geldi.
DNA’va dokunmadan Ustteki RNA mikropipet vardimiyla alindi ve yeni steril
ependorf tiplere aktarildi.

Icinde RNA bulunan veni steril ependorflara 0,5 ml isopropanal (Merck,
M100995.1000) eklenip 5-10 dk. oda 1s1sinda bekletildi. Ardindan ependorflar 10 dk
sire ile +4°C ve 12 000 g santrifiyj edildi.

Santrifiijden sonra RNA pelet seklinde tiiptin dip kenarina yapigti. Tiiplin siv1
kismi alindiktan sonra, peleti yikamak igin Gizerine % 75°lik ethanolden (Merck,

M100983.2500) 1 ml konuldu.
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Ardindan 3-5 sn vortekslenerek peletin yapistifi yerden ayrilmasi ve peletin
yikanmasi saglandi 7500 g ve +4°C’de 5 dk santrifyj yardimiyla pelet yeniden
¢coktiirildii

Ethanolle ¢oktiiraliip yikandiktan sonra tizerindeki alkol dokiilda. Kalan
alkoliin ugmasi i¢in tiiptin agzi1 agik bir sekilde oda 1s1sinda 5-10 dk bekletildi.

Stirenin sonunda peletin yikanmasi1 amaciyla iginde higbir niikleazin olmadig
30—40 pul niklease free su (NFsu) konuldu. Tipler 10-15 dk 55-60°C’deki su
banvosunda bekletilerek peletin ¢ozilmesi saglandi. Buraya kadar vapilan iglem ile
RNA izole edildi. RNA izole edildikten sonra numuneler kullanilincaya kadar -22
°C’de bekletildi.

Daha sonra bir mikrolitredeki RNA miktarn 260 nm dalga boyunda
spektrofotometreyle (UV1201) olculdi. RNA batinligi ise % 1°lik agaroz jelde
olguldi.

2.2.2. Spektrofotometrik Ol¢iimii

Spektrofotometre ile 1 ul’deki RNA konsantrasyonunun hesaplanmasi.

e Olgiimler 260 ve 280 nm dalga boyunda kére (NFsu) kars1 yapilda.

e Spektrofotometre kuvetlerinden bir tanesine NFsu (kor) konuldu, diger
kiivete 1,5 ul 6rnek RNA+ 1,5 ml NF su konularak kore karg: okundu.

e Olgiimler sonucu 260/280 oranin 1.7 ve iizeri olan 6rneklerin RNA’lart iyi

kabul edilerek vonteme devam edildi.

2.2.3. RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

Spektrofotometre isleminden sonra 1 ul. de ka¢ mikrogram RNA oldugunu
tespit etmek igin;

40 X 260 nm. de Absorbasyon Miktar X Diltisyon Faktori.

Buradan ¢ikan sonug ile ilgili formil kullanilarak 1 pl. de ne kadar RNA
oldugu tespit edildi ve sonraki c-DNA (gen havuzunu elde etme) agamasi i¢in bu

miktar 2 mg RNA alinacak gekilde hesaplandi.
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2.2.4. mRNA Flde Etme

Komplementery DNA yapmak icin mRNA’lar kullamlir,. mRNA’lar
¢ekirdekten cikarken ¢ok sayida adenin son uglarina baglanir. mRNA’nin bu
durumundan yararlanilarak Oligo dT (Promega, C1101) primeri ile bunlarin
baglanmasi saglanir. En iyi sicaklik bu primer igin 70 °C’dir. RNA miktar her tipte
farkli olmasindan dolay1 gerekli hesaplamalar ona gore yapildi. RNA igeren 6mek ve

nukleaz enzimi igermeyen su (NF) miktar agagidaki sekilde hesaplanda.

RNA miktar1 + Oligo dT miktar1 + NF Su Miktar1 = 15 pl

Spektrofotometri  yontemi ile elde edilen wverilerle hesaplanan RNA
konsantrasyonu esas alinarak tespit edilen 6mek miktari, 2 ul oligo dT wve tip
hacmini 15 pl’ye tamamlayacak sekilde NF su eklenerek 6rnek tapleri hazirlandi.
Bunlar vortekslendi. Daha sonra PCR i¢in program 1’e sokuldu.

PCR’da Program 1:

1. 70°C’de 5 dakika +

2. 4°C’de enaz 2 dk.

Bu gekilde bekletilerek ttiim mRNA’lar elde edildi.

Program 1 devam ederken sonraki agama i¢in kullanilacak olan soltisyonlar
hazirlandi. Komplementery DNA c¢lde etmek igin dANTP set hazirlandi. Bunun
arkasindan Moleney Murine Leukemia Virus (MMLYV) master miks hazirlandi.
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2.2.5. dNTP Setinin Hazirlanmasi

dNTP (Sigma, DNTP100-1KT) set icin dATP, dCTP, dGTP ve dTTP 4 ayn
bazin her birinden 4 farkli tiipe 10 nM hazirlamak igin her tiipe 40 ul kondu. Daha
sonra her tip tzerine 60 ul NFsu koyuldu (sulandirma orami 1.5 kat). Sonra
vortekslendi. Sonug ihtibart ile bu doért tiiptin her biri birer ¢caligma soliisyonu oldu.
Bir 6rnek i¢in her solisyondan 2 pl kullanildi. Daha sonra her birinden 25 pl
konarak yeni bir set hazirlandi. Bunun i¢in her bir baz tiiptinden 25 pl alinarak yeni
steril ependorflarda 100 ul’lik stok dNTP seti hazirlandi. Kullanilincaya kadar -22
°C’de bekletildi.

Daha sonra DNA'min bir iplik¢igini olusturacak olan mRNA’daki urasilin
oradan ayrilmasini ve yerine timinin baglanmasim saglamak icin MMLYV ve Master

miks hazirland.

2.2. 6. MMLYV ve Master Miks’in Hazirlanmasi

Her bir 6rnek igin;
1. Buffer MMLYV enzim bufferden (Promega, M1701) 8ul,
2. dNTP’den 8 pul,
3. rRNA’sin’den (Promega, N2511) 1 ul,
4. MMLV-RT enziminden 1,6 pl
5. su 6.4 ul eklenerek her bir 6rnek igin 25 ul karisim hazirlandi.
Daha sonra PCR 1. programdan ¢ikarilan ve oligo dT ile igaretlenmis mRNA
iceren ependorf tiiplerin her birine 25 pl master miks eklendi. Hazirlanan tiipler kisa
bir siire vortekslendi. Daha sonra 2. program i¢in PCR cihazma verlestirildi. Bu

program sonrast cDNA elde edilmig oldu.
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PCR’de 2. Program:

37 °C’de 1 saat
95 °C’de 5 dakika

4 °C’de stiresiz (Genelde 1 ya da 2 saate ayarlandi o silire igerisinde

almdr).

2.2.7. Primer ve Mastermiks Hazirlanmasi

2.2.7.1. Primerlerin hazirlanmasi:

Primerler liyofilize halde olduklar i¢in dnce 7 500 g ve +4°C’de bir dakika

santrifiij edildi. Uzerine 500 ul otoklavlanmig distile su ilave edildi. Daha sonra

primerler kisa bir siire vortekslendi ve sonra 7 500 g ve +4°C’de 1 dk santrifiyj edildi.

Hazirlanan primerler 50 ul halinde ependorf tiiplere konarak -22 °C’de saklandi. Bu

sekilde gene 6zgli primerler hazirlandi.

2.2.7.2. Taq kansimm (mastermiks) hazirlanmasi:

Bunun i¢in gerekli malzemeler bir 6rnek igin;

1.

oS @ W

5 ul Taq Buffer (Sigma, D1806-250UN)
1 ul ANTP

1 ul Primer Forward

1ul Primer Revers

1 ul Taq Enzimi (karigima en son Taq enzimi kondu.)

Hepsi kangtirildiktan sonra NFsu (41 ul) ile 50 pl ye tamamlandi. Her tiip

icin 50 pl olacak gekilde hazirlandi. Hazirlanan mastermiks kisa bir siire

vortekslendi.
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Daha sonra her 6mek i¢in 50 pl mastermiks 2 pl 6rnek (cDNA’s1 elde edilmis
orneklerden) tipe kondu. Kisa bir sire vortekslendi. Daha sonra T{lzerine
buharlasmayt 6nlemek i¢in 2 ul mineral yag (Mineral oil, Sigma, M&410-1L)
eklendi. Hazirlanan tiipler PCR cihazinda 3. programa sokuldu.

PCR’de 3. PROGRAM

1. 94°C’de 5dk

2. 62°C’de 1dk

3. 72°C’de 1,5 dk

4. 94°C’de 1 dk

5. 37°C’de 1 dk

6. 72°C’de 1,5 dk

7. 94°C’de 1 dk

8. 55°C’del dk

9. GOTO 6’ ya don 33 defa tekrar
10. 72°C°de 10 dk
11. 4°C’de 2 saat bekletme.

Strenin sonunda ormekler PCR cihazindan alindi. Jelde yiirGtme islemine

kadar trtinler -22 °C’de iglem yapilincaya kadar bekletildi.
2.2.8. Jelin Hazirlanmasi

Jel hazirlamada % 1, % 1,5 veva % 2 lik jeller kullanilir. Jelin yogunlugu
artttkga bantlar daha net ayrilir. Ideali 1,5°lik jeldir. 0,75 gr Agar (Invitrogen,
16500100), 49 ml TBE 1X konsantrasyonun i¢ine katildi. Hi¢ tortu kalmayacak
gekilde mikrodalgada eritildi. Kolu yakmayacak i1siya geldiginde 1 pl ethidium
bromide (Sigma, E1510-10ML) konup g¢alkalandi.

Tarak vyerlestirilip jel kaliba dokaildi. Donunca tarak gikartildi (jel genelde 5
dk. da dondu). Bunun kontrolii jelin kenar kismina pipet ucu ile dokunarak ve
renginin grilesmesine bakilarak yapildi. Tarak ¢ikartilirken eger kurumussa tarak
uglarma biraz TBE damlatildi.
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2.2.9. Orneklerin Jele Yiiklenmesi

PCR’dan sonra ornekler kaliba konmadan 6nce 2 pl loading dyle ve 10
mikrolitre drnekten alinip tiiplere kondu ve vortekslendi.

Birinci goze 5-6 ul DNA loading marker (Promega, G2101) igerisine 2
mikrolitre loading dyle kondu. Ikinci goze 2 ul loading dyle ve 10 ul Srnekten
kondu. Ugtincii ve sonraki gozlere ikinci géze vapilan iglem aynen yapildi. Sonra Jel
clektroforez cihazinin kapagi kapatilarak ormekler 300 amper 50 volt 45 dk’da
kosturuldu. Elde edilen jel trtinii kapali UV ortaminda fotograflart ¢ekildi.
Bilgisayara istatistik ve degerlendirme i¢in kaydedildi.

hel o
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aktin: Diger 5 tanesi B-Aktin.



22

[Z] KODAK M1 - Beslenme_edited jpg *

File Edit Mode Show Window Help

o T | = YA T = (S P | Il i sl | Tow] - . T P, T
roalysic SBoxlnpme st 3y
1: Untitied 2: Untitled 3 Untitled 4: Untitled 5: Untitled 6: Untitled 7: Untitled 8: Untitled ~ 9: Untitled 10: Untitled -+
Netint. | Hetint | Pet Int | et Int | Netint | Net Int | Het Int | Hetint I et int. | Metint -
[ 511024 | aAns | [T | 42067 | | 125 u2 | 135289470 | S /456U | $au/33.04 | 4559439 45

Adjust Lanes
Adjust Bands
Id'!lﬂ Gaussian At
Set Iso-MW Lines _
Re-Map Standard
Delete Lane Set
Delete Bands

NAVIGATION

start = ca = Tk [ z
Sekil 2: Puberte déneminde capsaicin uygulanan beslenme grubundaki siganlarin

ovaryum dokusundaki TGF «’nin gen ekspresyonu. TGF «: ilk 5 tanesi TGF o. P-
aktin: Diger 5 tanesi B-Aktin.

1 KODAK MI - Sham_edited. jpg *
ile Edit Mods Show  Window  Hel
Capture GL100... | |

L Overiew @ Infe History

d  Z Untitled  3: Untitled 4 Untitled 5: Untitled 6: Untitled 7 Untitled 8: Untitled 9 Unliled  10: Untitled A |
Netit [ metint | Metint | Hetint | Metit | Eeflmt | Hetint [ Hetlt | Metint | et
1 50448 91 | 3601276 | 63956.27 | 4081418 | 32497711 | 108401643 | 63037111 | 6042483 | 109582899 | 1asS74mm

Adjust Bands 1
Adjust Gaussian Fit
Senlso-MW Lines
Re-Map Standardl
Delete Lane Sat
Delete Bands
View Options.

NAVIGA]"®

HODAK M Ready
start L - 1

Sekil 3: Puberte donemindeki sham grubuna ait siganlarin ovaryum dokusundaki

TGF a’nmn gen ekspresyonu. TGF a: ilk 5 tanesi TGF a. B-aktin: Difer 5 tanesi -
Aktin.



23

2.2.10. Kullanilan Gen Primerleri

1. p-Aktin Gen Primeri

B-aktin igin kullanilan gen primerlerinin ¢ogalttig1 trtin buyukligi 285 baz
¢ifti (b¢) uzunlugundadir.
Primer name: B-aktin Forward Primer
Oligo name: TT72548
Sequence (57to 37): TCA TgA AgT gTg ACg TTg ACATCC gT
Primer name: B-aktin Reverse Primer
Oligo name: TT72549
Sequence (5" to 3"): CCT AgA AgC ATT TgC ggT gCA CgA Tg dir.

2. TGF a Gen Primeri

Primer Name: TGF alpha Lower Primer

Oligo Name: TT72547

Sequence (57 to 37): gCg CTg ggC TTC TCg Tg dir (76).
Primer Name: TGF alpha Upper Primer

Oligo Name: TT72546

Sequence (57 to 37): Tgg AgA ACA gCA CgT CC dir dir (76).

TBE Soliisyonunun Hazirlanmasi

Trisma Base (Sigma C4H; ) NO 3 T1503-KG) 54 gr,

Borik Asid (Sigma, H;BOs, B6768) 27.5 gr ve

20 ml 0,5 molar EDTA (Ethylenediaminetetra-acetic acid disodium salt solution,
Sigma, E7889-100 ml, 050M8718) pH 8 olacak gekilde alindh.

500 ml otoklavlannug distile su eklenerek kanistirldi. 20 dk otoklavlandi. Bu gekilde
10X konsantrasyonunda TBE hazirlandi.
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2.3. Istatiksel Hesaplamalar

Deney, beslenme ve sham gruplarmin ovaryum agirliklar, canli agirlik
ortamalar1 ve immunohistokimyasal bovamalardan elde edilen veriler “Statistical
Package for Social Sciences 15.0 (SPSS) for windows programi™ kullanilarak
degerlendirildi. Testlerde P< 0,05 anlaml1 deger olarak kabul edild:.

Ovaryum agirhigi degerlerinin siganlann grup durumuna gore degisiklik
gosterip gostermedigini saptamak, kilo artiglart arasinda farklilik igin ve TGF o’nin
gen ekspresyonunu kargilagtirmak icin stirekli degiskenlere sahip ti¢ ya da daha fazla
grup i¢inde kargilagtirma vyapmayr saglavan Kruskal-Wallis Varyans Analizi
uygulandi. Bu test gruplar arast tek yonli varyans analizinin nonparametrik
alternatifidir. Degerler sirali hale ¢evrildi ve her grup i¢in sirali ortalamalar

kargilagtirildi.



3. BULGULAR

3.1. Canh Agirhk Bulgulan

Puberte dénemindeki siganlarin uygulama stiresince deneme, beslenme ve
sham grubundaki agirliklart tespit edildi ve canli agirlik ortalamalar1 alindi. Elde

edilen verilerle grup icinde 0. ve 14. ginler arasinda fark olup olmadigi

degerlendirildi (Tablo 1).

Tablo 1: Her ti¢ gruptaki siganlarm 0. ve 14.

i

glinlerdeki ortalama agirliklar:

Grup Sayi (n) | O.giin 14.glin Fark (14. giin
ve 0. giin)
Deneme Grubu 15 15520F [ 159.40F | 4.20
14,46 16,51
Beslenme Grubu | 15 131,47F [ 136,93 F | 5.46
19,10 18,40
Sham Grubu 15 14320F [ 159.47F | 16.27
22,65 15,86

Yukaridaki tabloda da goruldigiu gibi her ti¢ gruptaki siganlarin viicut

agirliklarinda artig olmustur. Ancak bu artis en fazla sham grubundadir. Beslenme

grubundaki artigta deneme grubundaki artigtan daha fazladir (Grafik 1).
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Grafik 1: Her Gi¢ gruptaki siganlarin 0. ve 14. gtnlerdeki ortalama agirliklar:.

Gruplar arasindaki bu kilo artiglan arasindaki farkliliklarin istatistiki olarak
anlamlhi olup olmadigim belirlemek i¢in Kruskal-Wallis Varyans Analizi yapildi
Gruplar arasi tek vonlii varyans analizinin (ANOV A) nonparametrik alternatifi olan
ve stirekli degigkenlere sahip ti¢ ya da daha fazla grup igin kargilagtirma yapmayi
saglayan bu analiz, grup sayilari 30°dan az oldugu i¢in vapildi (4). Gruplar
arasindaki kilo artiglar arasindaki fark tablo 2°de gosterilmistir.

Tablo 2: Istatistiki Olarak Canli Agirlik Farklilik Testi

Grup Sayi (n) | Mean Rank Ki- B
(Ortalama Siralama | Kare (Anlamhilik)

Degeri)
Deneme 15 16,03
Beslenme 15 20,57 2,514 | 0,002
Sham 15 32,40

Farkliligin istatistiki olarak hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek igin
yapilan testin sonuglan yukaridaki tabloda gosterilmektedir. Buna gére sham grubu
diger iki gruptan da daha fazla kilo artigi gostermesi istatistiki olarak p< 0,05
diizeyinde anlamli bulundu. Beslenme grubundaki artista deneme grubuna gore

anlamh olarak daha fazladir (Grafik 2).
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Grafik 2: Her Gi¢ gruptaki siganlanin canh agirhiklar arasindaki farkliliklar.

3.2.  Ovaryum Agirhg Bulgulan

Tam gruplardan alinan sol ovaryum tartildi. Her Gi¢ grup arasinda 14. giin

ovaryum agirliklart arasinda fark olup olmadigini degerlendirmek i¢in Kruskal

Wallis Varyans Analizi yapildi (Tablo 3).

Tablo 3: Istatistiki Olarak Ovaryum Agirhg Farklilik Testi

Grup Sayt1 | Mean | Ki- P
(n) Rank | Kare Anlamlilik)
Deneme 15 35,47

Beslenme | 15 18,10 | 21,390 | 0,000
Sham 15 15,43

Buna gore asagidaki tabloda goruldiga gibi ovaryum agirliklan dikkate
alindiginda deneme grubundaki siganlarin ovaryum agirliklar1 beslenme ve sham

gruplarina gore istatistiki olarak p<0,05 diizeyinde énemli bulundu (Grafik 3).
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Grafik 3: Her ti¢ gruptaki siganlarin ovaryum agirlig1 ortalamalar.

3.3. Ovaryum Dokusunda Histolojik Bulgular

Deneme, beslenme ve sham gruplarina ait siganlarin vapilan mikroskopik
incelemeler sonucunda ovaryumlarmda normal histolojik bulgular tespit edildi. Her
ti¢ grubunda histolojik yapisinda herhangi bir farklilik gézlemlenmedi. Uglii boyama
yontemi ile boyandiginda ovaryumun vizevini doseyen tek kath germinal epitel ile
kaph oldugu gozlemlendi. Germinal epitelin altinda ki tunika albuginea olarak
isimlendirilen siki bag dokusu ile ¢evrili oldugu goriildii. Ovaryumun, ¢ok miktarda
kan damari, lenf daman, gevsek fibroelastik bag doku igeren medullasi ve folikiilerin
bolca bulundugu alan olan korteks bdlgesi ayirtedildi. Dista ver alan kortekste farkh
gelisme donemlerinde, primordiyal, primer ve sekonder folikiillerine rastland: (Sekil
4). Ovaryum korteksinde oosit ve cevresinde tek kath yassi hiicrelerden olugsan
primordiyal folikiil goriildii. Bunun yaninda oosit ve gevresinde stratum granulozum
ve onun ¢evresinde teka folikiilii igeren primer folikiil, ¢ok kata sahip ve yer yer
bosluk igeren sekonder folikiil belirlendi (Sekil 5). Tersiver folikiilde antrum
cevresinde ¢ok kath stratum graniilozum ve teka interna goéraldi. Baytk bir niikleus
iceren oosit cevresinde korona radiyata izlendi. Oosit ve korona radiyatanin antruma
dogru yaptig1 ¢ikinti kumulus ooforus gézlemlendi. Ovaryum da folikiillerden bagka

korpus luteum ve atretik folikiillere de rastlanda.
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Sekil 4: Ovaryumun genel gorinimii, KS: korteks, M: medulla, TA: tunika
albuginea, GE: germinal epitel, PRF: primordiyal Folikiil, PF: primer folikiil, SF:
sekonder Folikiil. Uglii Boyama. Bar: 100 pum.

Sekil 5: Ovaryum korteksinde primer ve sokonder folikiil. KS: korteks, SG: stratum
granulozum, PRF: primordiyal foliktil, PR: primer folikiil, SF: sekonder Folikiil, TF:
teka folikiilii, SG: stratum granulozum. U¢lii Boyama. Bar: 200 um.
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3.4. immunohistokimyasal Bulgular

Deneme, beslenme ve sham grubunun her tgiinden de alinan ovaryum
dokular1 TGF o immunoreaktivitesi yoninden incelendi. Boyanma derecesi: 0
(boyanma yok), +1 (zayif boyanma), +2 (orta derecede boyanma), +3 (gigli
boyanma) olarak degerlendirildi. Yapilan mikroskopik incelemede her Gi¢ grupta da
TGF o boyanmasi gorildi. Tum folikil smuflarinda TGF o immunoreaktivitesi
intertsitisyel hiicrelerde, teka hiicrelerinde, primordival ve primer folikiillerin
sitoplazmasinda gozlendi. Deneme, beslenme ve sham grubundaki ovaryum

dokusunda TGF a immunoreaktivitesi orta yogunlukta gézlendi.

Puberte doneminde capsaicin uygulanan deneme grubundaki siganlarin
ovaryum dokusunda primordival folikiilde ve primer folikuliillerin sitoplazmasinda
TGF o immunoreaktivitesi orta yogunlukta tespit edildi (Sekil 6). Buna benzer olarak
beslenme ve sham grubunda primordival folikiilde we primer folikiiliin
sitoplazmasinda TGF o immunoreaktivitesi orta yogunlukta tespit edildi (Sekil 7.8).
Avyrica her U¢ grupta da teka hiicrelerinde ve intertsitisyel hiicrelerinde TGF «
immunoreaktivitesi +2 orta derecede boyanma olarak tespit edildi (Sekil 9,10,11,12).
Graaf folikiilde deneme, beslenme ve sham grubunda da TGF o immunoreaktivitesi

negatif olarak gézlendi.

Caligmada kullanilan 6meklerin TGF « i¢in spesifik olarak boyanip
boyanmadigimi tespit etmek i¢in her gruptan birer kesite butin iglemler ayni kalmak
kosulu ile primer antikor yerine sadece PBS uygulandi. Negatif kontrol igin ayrilan

bu kesitlerde immunoreaktivite gériilmedi (Sekil 13).
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Sekil 6: Puberte doneminde capsaicin uygulanan deneme grubundaki siganlarin
ovaryum dokusunda primordiyal folikiilde ve intersitisyel hiicrelerde TGF o’nin
immunoreaktivitesi. PRF: Primordiyal foliktl, TH: intersitisyel hiicreler. Bar:50 pm.

Sekil 7: Puberte doneminde capsaicin uyvgulanan beslenme grubundaki siganlarin
ovaryum dokusunda primer folikiilde ve intersitisyel dokuda TGF a’nin
immunoreaktivitesi. PF: primer folikul, IH: intersitisyel hiicreler. Bar: 50 um.
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Sekil 8: Puberte doneminde sham grubundaki siganlarin ovaryum dokusunda
primordiyal foliktlerde, teka htcreleri ve intersitisyel hiicrelerde TGF o’nin
immunoreaktivitesi. PRF: primordiyal folikiil, TH: teka hiicreleri, TH: intersitisyel
hiicreler. ‘Bar‘: 100 pum.
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Sekil 9: Puberte doneminde capsaicin uygulanan deneme grubundaki siganlarin

ovaryum dokusunda teka hiicrelerde TGF o’nin immunoreaktivitesi. TH: teka
hiicreleri. Bar: 100 pm.
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Sekil 10: Puberte déneminde capsaicin uygulanan beslenme grubundaki siganlarin
ovaryum dokusunda teka hiicrelerinde ve intersitisyel hucrelerde TGF «
immunoreaktivitesi. TH: teka hiicreleri, IH: intersitisyel hticreler. Bar: 100 um.

Sekil 11: Puberte déneminde capsaicin uygulanan deneme grubundaki siganlarin
ovaryum dokusunda teka hiicrelerinde ve intersitisyel hiucrelerde TGF «
immunoreaktivitesi. TH: teka hiicreleri, IH: intersitisyel hiicreler. Bar: 30 pm.

L)

**
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Sekll 12; Puberte donemmde capsa101n uygulanan beslenme grubundakl siganlarin
ovaryum dokusunda teka hicrelerinde ve intersitisyel hicrelerde TGF «

immunoreaktivitesi. TH teka hucrelerl IH: intersitisyel hiicreler. Bar: 100 um.

Sekil 13: Primer antikorun ilave edilmedigi sican ovaryum dokusunda sekonder
folikiile ait TGF o’nin immunoreaktivite yoklugu. Bar: 200 pm.
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3.5. Gen Ekspresyonu Bulgulan

Capsaicinin etkisini belirlemek i¢in deneme, beslenme ve sham gruplarindan
alman ovaryum dokularinda TGF o ve kontrol geni olan [-aktin genlerinin
ekspresyon diizeyleri RT-PCR yontemi ile dlgulda. TGF a’va ait degerler [-aktine
normalize edildi. Bu dl¢timler sonucunda elde edilen bulgularla gruplar arasinda ve

grup icinde istatiksel yonden kargilagtirilma yapaldi.

RT-PCR ile TGF a Gen Ekspresyonu Analizi Bulgulan

Ovaryum Dokusunda TGF a Gen Ekspresyon Diizeyinin Gruplar Arasmda

Karsilastirilmasi

Her ti¢ grupta da ovaryum dokusunda TGF « gen ekspresyonu tespit edildi.
Ancak gruplar arasinda TGF a gen ekspresvonunda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmadi (Tablo 4).

Tablo 4: Puberte déneminde capsaicin uygulanan siganlarm ovaryum dokusunda

TGF a gen ekspresyonun kargilagtirmasi.

Grup Sayi (n) Mean Rank Ki-Kare P (Anlamlilik)
Deneme 5 10.60
Beslenme 5 6.00 2,780 (0,249
Sham 5 7.40

Ug aragtirma grubu olan deneme, beslenme ve sham gruplari arasinda TGF o
degerlerinde bir farklilik olup olmadiginin analizi i¢in Kruskal Wallis farklilik testi
(gbzlem sayilan 30°dan az oldugu igin parametrik olmayan test olan) yapilmistir.
Buna gore her bir gruptan elde edilen TGF a skorlarmn istatistiki olarak anlaml

olmadig1 ortaya ¢ikmugtir (Ki-kare: 2,780, p > 0,05). Her ne kadar gruplar arasinda
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istatistiki olarak anlamli bir fark olmasa da deneme grubunun TGF a degerinin

beslenme ve sham grubundan daha yiiksek oldugu gézlenmistir (Grafik 4).

TGF a gen ekspresyonun karsilastirmasi
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B BESLENME
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Grafik 4: Puberta déneminde capsaicin uygulanan siganlarin ovaryum dokusunda
TGF a nin gen ekspresyonu.

Puberte doéneminde capsaicin uygulanan her t¢ gruptada TGF a’nin gen

ckspresyonu tespit edildi ve gruplar arasi karsilagtirma yapildi (Sekil 14,15,16).

Bl B BE B B

Sekil 14: Puberte doneminde capsaicin uygulanan deneme grubuna ait siganlarin
ovaryum dokusunda TGF « gen ekspresyonu. T: TGF o, B: B Actin, PK: Pozitif
Kontrol, NK: Negatif Kontrol.
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Sekil 15: Puberte doneminde capsaicin uygulanan beslenme grubuna ait siganlarin
ovaryum dokusunda TGF o« gen ckspresyonu. T: TGF o, B: B Actin, PK: Pozitif
Kontrol, NK: Negatif Kontrol.

Sekil 16: Puberte déneminde sham grubuna ait siganlarin ovaryum dokusunda TGF «
gen ckspresyonu. T: TGF a, B: B Actin, PK: Pozitif Kontrol, NK: Negatif Kontrol.
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4. TARTISMA ve SONUC

Bu g¢alisma ile puberte doneminde capsaicin uygulanan siganlarda; canli
agirlik ve ovaryum agirhigindaki degisiklikler, ovaryum dokusunda histolojik vapisal
degisiklikler, TGF a’nin immunohistokimyasal lokalizasyonu ve RT-PCR ile gen
ekspresyonu incelendi.

Tatine ve ark. (74), capsaicin uygulamig olduklar siganlarda deneme
grubundaki viicut agirligini diger gruplara gére daha disik olarak tespit etmiglerdir.
Bu bulgular ile capsaicin uygulamasinin viicut agirhginda azalmaya neden oldugu
sonucuna ulagmiglardir. Caligmamizda ise capsaicin deneme grubundaki canh agirlik
kazancinda beslenme ve sham grubuna gore daha az artigsa sebep olmugtur. Bu
bulgular yapilan birgok caliygmada vurgulanan capsaicinin canli agirlik kazancim
azalttig1 gorugtinii desteklemektedir (19,32,35,43,48,50,51,68). Ayrica Kempaiah ve
ark. (35) vaptiklar1 bagka bir ¢aliymada da capsaicin ile beslenen ratlarda yem
tiketiminde bir azalma olmamasina kargilik viicut agirhiginda bir azalma oldugunu
bildirmistir. Caligmamizda da benzer olarak giinliikk yem tiketiminde her Gi¢ grupta
da bir farklilik olmamasma ragmen deneme grubundaki viicut agirliindaki artis,
beslenme ve sham grubuna gore daha az tespit edilmistir. CAP karbonhidrat
metabolizmasi ve karaciger enzimlerinin aktivitesini arttirdidi, lipit metabolizmasini
uyararak yag dokudan lipidin mobilizasyonunu kolaylagtirmaktadir (60).

Yapilan bu ¢alismada da Srinivasan ve ark (68), Ozer ve ark. (48) Ozfiliz ve
ark (50), Moran ve ark. (43), Kempaiah ve ark. (35), Ozgiiden ve ark. (51), Erdost ve
ark. (19), Ilhan ve ark. (32)’'min elde ettikleri sonuglara benzer olarak; deneme,
beslenme ve sham grubundaki siganlarin viicut agirliklarinda artis olmugtur. Ancak
bu artig en fazla sham grubundadir. Beslenme grubundaki artigta deneme grubundaki
artigtan daha fazladir. Farklilifin hangi gruplar arasinda olduguna bakildiginda ise
sham grubunun diger iki gruptan da daha fazla oldugu gézlemlenmistir.

Ayrica ovaryum agirliklarma bakildiginda ise Ozer ve ark. (48) ac1 kirmuzi
biberle beslenen horozlarda deney gruplarindaki canhli agirlik kazanci azalirken testis

agirligimin arttif1 sonucuna ulagmiglardir.
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Sunulan bagka bir ¢caligmada da CAP uygulanan hayvanlarin testis agirliklan
incelendiginde deney gruplarinda ilk dénemde artis gbzlenmistir (51).

Karacigerde yapilan bagka bir ¢aligmada da capsaicinin vicut agirligimin
azalmasina neden oldugu buna karsilik karaciger dokusunda herhangi bir degisiklige
neden olmadig sonucuna varmiglardir (68).

Calismamizda ovaryum agirli§ina bakildiginda; Ozer ve ark. (48), Ozgiiden
ve ark. (51) bulgularina parelel olarak gruplara gore farklilik gbzlenmistir. Ovaryum
agirhigt  degerlerinin - siganlarin - grup durumuna gore degisiklik gostermigtir.
Farkliigin hangi gruptan kaynaklandigma bakildiginda ise deneme grubunun
degerleri beslenme ve sham grubuna gore daha yliksek dizeyde oldugu saptanmastir.

Erdost ve ark (19), Tutlinct ve ark (74) da bizim bulgularimiza zit olarak
puberte donemindeki deneme gruplarindaki ortalama canli agirlik kazanglan ile
ovaryum agirliklar birbirine paralel olarak azalma oldugunu vurgulamiglardir.

Kawada ve ark. (34)’da capsaicinin perirenal yag doku agirligim ve serum
trigliserid yogunlugunu azalttifimi ve lipid absorbsiyonun capsaicin tarafindan
engellendigini vurgulamiglardir. Ancak capsaicinli diyete bagh olarak karaciger ve
viicut agirligmda herhangi bir farklilik gozlemlememiglerdir. Furuse ve ark. (25)
diyetlerine 0,2 ve 10 g/kg oraninda kirmizi act biberli diyetle ve bibersiz beslenen
gruplar arasinda yem tiketiminde bir farklilik olmadigmi karin i¢i yag miktarinin
degismedigi fakat yumurta tiretiminde biberli diyetle beslenenlerde % 3 oraninda
artma, yumurta saristnin renginde ise koyulasma oldugunu saptamislardir. Ozer ve
ark. (48) vyumurtac: tavuk ve horozlarla yaptiklar1 ¢aligmalarda rasyonlarina aci
kirmizi biber ilave ederek puberte c¢afina gelen tavuk ve horozlarda karin igi
vaglanmanin azaldigmi tespit etmiglerdir. Ayrica tavuklarin ovaryumlarnda
folikiiller gelismenin daha hizli oldugunu ve kontrol grubuna gore deney grubu
tavuklarin 11 giin 6nce ve iki kat daha fazla sayida yumurta verdikleri gérilmuigtiir.

Bu gekilde farkli sonuglarin olmasi capsaicinin uygulama gekline, verilig
yoluna, dozuna, hayvanlarin yagma, bagl olabilecegi sonucunu akla getirmektedir.

Deneme, beslenme ve sham gruplarina ait siganlarin vapilan mikroskopik
incelemeler sonucunda ovaryumlarinda normal histolojik bulgular tespit edildi. Bu
sebeple capsaicinin her ti¢ grupta da yapisal anlamda farklilik yaratmadigi sonucuna

ulagild.



40

Zik ve ark. (84), sican ovaryumunda dugiik doz capsaicinin NF-kB ve XIAP
proteinin sentezlenmesi tizerine muhtemel etkisini aragtirdiklar1 calismada, dusik
doz CAP uygulamasmin ovaryum folikil gelisiminin dizenlenmesine yardimei
oldugu sonucuna varmiglardir. Bunun nedenini ise ndropeptitlerin salinimim artmasi
olarak vurgulamglardir.

Tittineti ve ark. (74) farkli geligme stireleri boyunca 1 mg/kg dozda subkutan
capsaicin uygulanan ratlarin ovaryum dokusunda meydana gelebilecek degigiklikleri
saptamaya ¢aligmiglardir. Yapilan bu ¢aligmada uzun stire diigik dozda capsaicin
uygulanmasinin capsaicin reseptorli olan vanilloid reseptor I (VRI)'1 inaktive
etmedigini  ve dolayisiyla sinir  sonlarindaki  ndropeptidlerin - salmiminin
uyarilabilecegini ve bu yol ile ovaryum Uzerine olumlu vonde etkili olabilecegini
vurgulamiglardir. Ayrica capsaicinin hipofiz-gonad sistemi tizerine olumlu yonde
etki yaptig1 goriistinti desteklemiglerdir.

Erdost ve ark. (19) vapmig olduklan ¢aligmada aci kirmuzi biberli diyetle
beslenen tavuk ve horozlarda tireme organlarimin gelismesinde etkili olabilecek
hipofiz ve epifiz bezleri incelenmeye alinmig ve elde edilen bulgularla, ac1 kirmizi
biberin Gireme organlarinin gelismesine katkisi olabilecegi saptamugtir. Caligmada bir
glinliik yagtan itibaren diyetlerine diigtik dozda kirmiz1 aci biber ilave edilen tavuk ve
horozlarin bes aylik gelisme stireci iginde hipofiz bezinde FSH, LH ve prolaktin
hiicrelerinin  morfolojik farkliliklar1 immunohistokimyasal vontemler ile 11k
mikroskopta, gonadotropik hiicreler ise elektron mikroskopta incelenmigtir. Kirmizi
act biberli diyetle beslenen tavuk ve horozlarin hipofizinde FSH ve LH
hormonlarimin sentez aktivitesinin elektron ve 151k mikroskopik bulgular 1518inda ilk
aylardan itibaren artt1g1 vurgulanmagtir.

Ozgiiden ve ark. (51) vaptiklan ¢alismada gelisme siireleri boyunca uygun
dozlarda CAP uygulanan farelerin testislerinde, immunohistokimyasal yontemler
kullanilarak genital sistem organlarinin gelismesinde rolii oldugu, TGF beta’nin
lokalizasyonu ve ekspresvonu belirlenmeye ¢aligilmig ve sonug olarak deney grubu
testislerinde; tubulus seminiferus konturtuslarin ¢aplarini kontrol grubuna gore daha
buylik olarak saptamiglardir. Buna karsihk ¢aligmamizda capsaicin uygulanan

siganlarin ovaryum dokusunun histolojik yapisinda herhangi bir degisiklik meydana



41

gelmemigstir. Bu sekilde farkli sonuglarin olmasi deney hayvanlarinin tirlerinin ve
caligilan organlarin farkli olmasi ile agiklanabilir.

Moran ve ark. (43), capsaicini neonatal donemin 3. guntindeki ratlara 50
mg/kg subkutan olarak uygulayarak pubertenin baglangicinda serum hormon
seviyelerine, ilk wvajinal Ostrus zamanina, over ve uterus agirliklarina, folikiiller
gelisimi ve overlerdeki noradrenalin yogunluklarimi analiz etmigler ve over
fonksiyonlarin diizenlenmesinde rolii olabilecegini vurgulamiglardir.

Zik ve ark. (83) siganlarin ovaryum geligimi tizerine vaptiklar ¢aligmada,
giinliik divetle alacagimiz miktardaki capsaicinin, ovaryum hiicre proliferasyonu ve
folikiil apoptozisi izerine etkisini immunohistokimyasal ve western blot yontemivle
ortaya koymaya ¢aligmiglardir. Bu amagla ovaryal ve folikiil gelisiminin fazla oldugu
prepubertel donemdeki sicanlant deneme siiresince kullanmuglardir. Caligmalarinin
sonucunda, digtik doz CAP, ovaryum folikal geligiminin diizenlenmesinde 6nemli
rol oynayabilecegini gostermiglerdir. CAP, digilerde reprodiktit fonksiyonlara
katilan ve capsaicine duvarli sensorik sinir sonlarinda bulunan néropeptidlerin
salimini uyararak bu fonksiyonlar gergeklegtirdigini saptamiglardir.

Furuse ve ark. (25) diyetlerine 0,2 ve 10 mg/kg oraninda kirmizi act biberli
diyetle ve bibersiz beslenen gruplar arasinda yem tiiketiminde bir farklilik olmadigini
karin i¢i yvag miktarmin degigsmedigini fakat yumurta tretiminde biberli diyetle
beslenenlerde % 3 oraninda artma, yumurta sarisinin renginde ise koyulagsma oldugu
bildirilmigtir. Calismamizda hayvanlarmn ginlilk yem titketimlerinde herhangi bir
degisiklik olmamustir.

Akkovunlu ve ark (2) yaptiklart bir calismada TGF «’nin hem granuloza hem
de teka mterna hiicrelerinde ve primordiyal folikiillerde varoldugunu ve bunun
olusan foliktller aktiviteyi yonlendirdigini gostermislerdir. Ozgakir ve ark. (47)
hiperstimtle edilen sigan ovaryumunda TGF o’nin endothelium, stroma, granulaza
hiicreleri ve korpus luteumda varligm ortaya koymuglardir. Caligmamizda TGF
a’nin varligt primordiyal folikillerde, primer folikiillerde, teka hiicrelerinde ve
intersitisyel hiticrelerde tespit edilmigtir. Her iki ¢aligmada bizim ¢aligmamiz ile
benzerlik gostermektedir.

Qu ve ark. (55) insan ovaryum dokusunda TGF o’y1 bizim c¢aligmamiza

parelel olarak primordiyal, primer folikiillerde, graniiloza ve teka hiicrelerinde
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gozlemlemiglerdir. Ancak stroma hiicrelerinde TGF «’'nin immunoreaktivitesini zayif
olarak tespit etmiglerdir ve TGF « nin otokrin ya da parakrin mekanizma tarafindan
EGF reseptoriine baglanarak foliktilogenesizin mekanizmasinda rol oynayabilecegi
sonucuna ulagmiglardir. Epidermal buytime faktor ve TGF o ortak bir reseptore
baglanmakta ve iki faktér de insan ovaryum folikilinde goriilmektedir. Bu
faktorlerin gorevi graniiloza hiicre gogalmasini uyarmaktir (71).

Yapilan invitro calismalarda, fertilize olmug oositte, blastosiste maternal
kaynakli transkriptler olarak TGF « ve ancak fertilizasyondan sonra ise TGF B nin
varlig1 saptanmugtir (56). Bu faktorlerin genel olarak memeli embriyolarinda biiytime
ve farklagma tlizerine etkisi vardir. Preimplantasyon evredeki fare embriyolarinda,
bunlarin bir grubuna ait mRNA’lar tespit edilmig ve ayrica tekli yverine grup halinde
yapilan fare embriyolarinda benzer bir iligkinin oldugu izlenmistir (52,75). TGF «
keratinositlerde, epitel hiicrelerinde, makrofajlarda, beyinde, hipofizde ve cgegitli
embrivonik dokularin geligiminde rol oynadigi ortaya konmugtur (15).

Yine insan invitro kiiltirlerinde, TGF a ve insiilin benzeri buylime faktori-11
(IGF-ID) tiretiminin 6zellikle fertilizasyondan 5 giin sonra yani moruladan blastosistte
gecis sirasinda oldugu ortaya konmug erken gelisim sirasinda TGF «’nin embriyonun
gelisimini olumlu yénde etkileyebilecegi vurgulanmagtir (23,28).

Akkoyunlunun ¢aligmasinda belirttigi ovaryum dokusunda vyapilan bir
caligmada (39), TGF a’nmin sitolojik yerlesimi ve hiicresel diizeyleri aragtirilmig ve
TGF a ekspresyonunun, folikiillerin gelismesiyle arttifi ve orta luteal faz sirasinda
lutein hiicrelerinde maksimum dizeye ulagtifi belirtilmigtir. Bu  sonuglarin
neticesinde, folikiil buyikliugi arttik¢a hem granuloza hiicreleri hem de teka
hiicrelerinin etkinliklerinin de artmasi sonucunu distindirmektedir.

Bizim c¢aligmanmiz daha oOnce vyapilan birgok ¢alisma ile de benzerlik
gostermistir (2,14,47.55,57,65). Calismamizda yogunluklart degigmekle birlikte
deneme grubunda ovaryum dokusunun tim primordiyal foliktllerde, primer
folikiilerde, teka hiicrelerinde ve intersitisyel hiicrelerde TGF o immunoreaktivitesi
pozitif olarak gozlendi. Beslenme ve sham grubunda da benzer olarak primordiyal ve
primer folikiiller ile teka ve intersitisyel hiicrelerinde TGF o immunoreaktivitesi tespit
edildi. Ancak graaf folikiilde TGF o immunoreaktivitesi her 1i¢ grupta da
gozlenmedi. Bizim g¢aligmamizda her ¢ grupta da ovaryum folikiilerinde TGF «
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immunoreaktivitesi orta derecede boyanma olarak tespit edildi. Her Gi¢ grupta da aym
yogunlukta TGF « immunorektivitesinin olmasi kisa siirede hem subkutan yolla hem
de oral yolla alinan capsaicinin etkisini tam olarak gostermemesi ile agiklanabilir.
Bundan sonra yapilacak olan caligmalarda capsaicin hem subkutan hem de oral yol

ile daha uzun stire verilerek TGF «’nm ovaryum tizerindeki etkisine bakilabilir.

Yapilan bagka bir ¢alismada bizim galigmamiza benzer olarak 1 hafta oral
yolla verilen capaicin sonucunda hayvanlarin duodenumun epitel hiicrelerinde bir
degisiklik olugmadigi ancak 56 gin boyunca agiz yolu ile verilen capsacinin

duodenum tizerine istatiksel olarak anlamli sonuglar verdigi tespit edilmistir (46).

Harada ve ark (27), yaptiklar calismada fare blastosistinde TGF «, EGF ve
EGF reseptorini (EGF-R) RT-PCR yontemi ile aragtirmiglar ve ¢alismanin
sonucunda TGF o ve EGF’yi saptamiglardir. Ancak EGR mRNA tekrarlanan
deneylerde ortaya konmamugtir. Bunun sonucunda TGF o’mn 6zellikle embriyonik
gelisimde otokrin faktor olarak rol oynadig goériugiine ulagmiglardir.

Kudlow ve ark. (38), Skinner ve ark. (66), Yeh ve ark. (78), da benzer gekilde
sicanlarin ovaryum dokusundaki graniiloza hiicrelerinde RT-PCR yontemi ile TGF
a’'nin varhgm saptamis ve TGF a’'min diger buylime faktorleri ile etkilegimde
oldugunu vurgulamiglardir.

Pehlivan ve ark. (53), siganlarin ovaryum dokusunda teka hiicrelerinde TGF «
ve TGF P’nin apoptozis ve proliferasvonuna baktiklar1 ¢alismada TGF a ve TGF
B’nin tek basina veya birlikte mitotik aktivite ve apoptozisi azaltan veya arttiran T
hiicrelerini etkiledigini belirtmiglerdir.

Bagka bir ¢aligmada da fare embriyolarinda preimplantasyon déneminde,
TGF « geninin fare blastosistinde ve fertilize olmamis ovumun oositinde varligim
saptanmiglardir. TGF «’nin birgok fonksiyonun oldugunu ve buyiime faktdrlerinin
mitozis ve farklilagsmada rol oynadigini, ayrica erken embriyonal dénemde uterusun
decidualizasyonunda, anjiogenezisinde ve varalarin iyilesmesinde roliintin
olabilecegini ortaya koymuslardir (13,56).

Yapilan bagka bir ¢alismada da RT-PCR yontemi kullanilmis ve TGF a’nin
varligini graniiloza hticrelerinde ve teka hiicrelerinde saptamiglardir. Bu sekilde TGF

a’nin folikiil buytimesi déneminde rolii oldugu kanaatina ulagmiglardir (41).
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Bizim c¢alismamizda Harada ve ark. (27), Yeh ve ark. (78), Skinner ve ark.
(66) Kudlow ve ark. (38), Pehlivan ve ark. (53), Rappolee ve ark. (56), Lobb ve ark.
(41) galigmalarma benzer olarak RT-PCR yolla TGF « ovaryum dokusunda tespit
edilmigtir. Dolayisi ile TGF a’'nin ovaryum gelisiminde rolu oldugu goriigtinii
digtinmekteyiz.

Domuzlarda yapilan bir caligmada bizim caligmamiza parelel olarak ovaryum
dokusunda primordiyal ve primer folikiillerde TGF «’y1 hem immunohistokimyasal
hem de RT-PCR ile tespit etmigler fakat oositte belirleyememiglerdir. Bu sonucun da
TGF o’'nin ve g¢esithh peptidlerin tirler arasinda oOnemli &l¢ide farkhilik
gostermesinden dolayi olabilecegi bildirilmigtir (65).

Bizim g¢aligmamizda ise Gi¢ aragtirma grubu olan deneme, beslenme ve sham
gruplann arasmda TGF o’'nin varligt RT-PCR yontemi ile tespit edilmistir ve
capsaicinin TGF a tizerinde etkisi olup olmadig1 analiz edilmigtir. Her ti¢ grupta da
TGF o’nin varhigir saptanmistir. Ancak gruplar arasinda TGF o’nin yogunlugunda
istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamamigtir. Her ne kadar gruplar arasinda
istatistiki olarak anlamli bir fark olmasa da deneme grubunun TGF o degerinin
beslenme ve sham grubundan daha viiksek oldugu gozlenmistir.

Bu gekilde RT-PCR wve immunohistokimyasal olarak CAP uygulanan
sicanlari ovaryum dokusunda TGF «; deneme, beslenme ve sham grubunda anlaml
bir degisiklik yapmadigi saptanmistir. Bir 6neri olarak bundan sonraki ¢aligmalarda
uzun zaman ve farkli dozlarda CAP uygulamasi yapilarak hem gen dizevinde hem
de immunohistokimyasal olarak meydana gelebilecek degigiklikler saptanabilir.

Sonug olarak; bu ¢alismada hem subkutan hem de oral yolla verilen diigiik doz
capsaicinin sicanlarin ovaryum dokusunda TGF a’nmin; canli agilik ve ovaryum
agirhigi  tzerine etkisi, ovaryumun histolojik vapisi, immunohistokimyasal
lokalizasyonu ve RT-PCR ile gen ekspresyonu lizerine etkisi incelenmisgtir.

Canli viicut agirhiklar1 ve ovaryum agirhigi karsilagtinildiginda; her ti¢ gruptaki
sicanlarin  viicut agwliklarmda artis olmugtur. Ancak bu artiy en fazla sham
grubundadir. Beslenme grubundaki artigta deneme grubundaki artistan daha fazladir.
Ovaryum agirliklan dikkate alindiginda da deneme grubundaki siganlarin ovaryum

agirliklan beslenme ve sham grubuna gbre anlamh olarak daha fazladir.
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Deneme beslenme ve sham grublarina ait siganlarin yapilan mikroskopik
incelemeler sonucunda ovaryumlarinda normal histolojik bulgular saptandi. Her ti¢
grubunda histolojik yapisinda herhangi bir farklilik gézlemlenmedi.

Yapilan tim incelemeler sonucunda deneme, beslenme ve sham grubundaki
siganlarin  ovaryumunda TGF «o’'nin immunoreaksiyonu orta tim primordiyal
folikiillerde, primer folikilerde, teka hiicrelerinde ve intersitisyel hiicrelerde orta
yogunlukta tespit edilmigtir.

RT-PCR yontemi ile yapilan ¢alismada ise ovaryum dokusunda TGF o’nin
varligi saptanmigtir. Ancak capsaicinin TGF a tizerindeki etkisine bakildiginda ise
her ti¢ grup arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamigtir. Bunun
nedeninin capsaicinin miktari, uygulama zamani, verilis yolu, kullamilan RT-PCR
metodlar gibi faktdrlere bagh olabilecegi duigtintilmektedir.

Planlanan bu galismanin gerceklestirilmesi bunun devami olabilecek daha
ileri diizeydeki real time, mikroarray gibi teknikler kullanmilarak yapilacak olan
caligmalara da onciilik edecektir.

Bu caligmanin literatiire katkisi daha Once puberte ddneminde capsaicin
uygulanan siganlarin ovaryum dokusunda TGF «’nin RT-PCR yontemi ile gen
ckspresyonunun ve immunohistokimyasal lokalizasyonunun belirlenmesinin yapilmamig
olmas1 ve bu konudaki boglugu doldurmasidir. Bu ¢aligmada dugtik doz uygulanan
capsaicinin  ovaryum  dokusunda TGF « tzerine olan etkisi hem

immunohistokimyasal olarak hem de RT-PCR yontemi ile incelenmistir.
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5 OZET

Bu ¢aligmada, puberte doneminde capsaicin (CAP) uygulanan siganlarin
ovaryumlarinda Transforme Edici  Gelisim Faktori  Alfa'nin (TGF o)

immunohistokimyasal lokalizasyonu ve gen ekspresyonu tizerine etkisi incelendi.

Bu galigmada 50 giinliik 45 adet sican kullanildi. Siganlar deneme, beslenme
ve sham olmak tizere 3 gruba ayrildi. Deneme grubundaki (n=15) siganlara subkutan
yolla her giin 1 mg'kg dozda capsaicin, % 10 ethanol, % 1 Tween, % 80 distile su
iceren karigim bir hafta siire ile enjekte edildi. Beslenme grubuna (n=15), agiz yolu
ile 1 mg/kg dozda capsaicin, % 10 ethanol, % 1 Tween, % 80 distile su igeren
karigim hayvanlara su ile igirildi. Sham grubunu (n=15) olusturan siganlara da aym
deneme grubundaki siganlarda oldugu gibi subkutan yolla CAP yerine sadece % 10
cthanol, % 1 Tween, % 80 distile su igeren karigim subkutan olarak yapildi. Her tig
gruptaki hayvanlarin viicut agirliklart tartildiktan sonra eter anestezisi altinda
olduraliip ovaryumlan alind.

Gruplarin canhi agirhk ve ovaryum agirliklant karsilagtinldi. Histolojik
boyanma igin TUg¢lii boyama vontemleri kullanildi. TGF o lokalizasyonu,
immunohistokimyasal yontemle ve gen ekspresyonu, RT-PCR yontemi ile tespit
edildi.

Deneme grubunda, diger gruplara gore canli afirlikta azalma, ovaryum
agirhiginda ise artig bulundu. Her Gi¢ grubunda histolojik yapisinda herhangi bir
farklilik gozlemlenmedi. Immunohistokimyasal olarak tim gruplarda TGF «
immunoreaktivitesi primordiyal folikiillerde, primer foliktllerde, teka hiicrelerinde
ve intersitisyel hiicrelerde orta yogunlukta tesbit edildi. Capsaicinin TGF «
tizerindeki etkisine RT-PCR ile bakildiginda ise her i¢ grup arasinda istatiksel olarak
anlamh bir fark bulunmamastir.

Bu calisma ile organizmada pek ¢ok sistemi etkileyen capsaicinin, ovaryumda
farkli geligim agamalarinda bulunan foliktlleri Gizerine istatiksel olarak onemli bir
etki olugturmadigr belirlenmis oldu.

Anahtar  Kelimeler: Capsaicin, TGF o, Ovaryum, RT-PCR,
Immunohistokimya, Sigan.



47

6. ABSTRACT

In this study, the effect on the Immunohistochemical Distribution and Gene
Expression of Transforming Growth Factor Alpha (TGF a) were examined in ovary
of the rat administered capsaicin at the pubertel age.

Forty- five rats ageing 50 days old were used in this study. Rats were divided
into three groups; treated, oral feeding and sham group. Treated group (n = 15) rats,
subcutaneously every day, was injected 1 mg / kg doses of capsaicin, 10% ethanol,
1% Tween, containing 80% distilled water mixture for a period of one week. Only
oral feeding group (n = 15), through the mouth were drunk with water 1 mg / kg
doses of capsaicin, 10% ethanol, 1% Tween, 80% distilled water mixture. Sham
group (n = 15) rats, route in the same trial as in the CAP group of rats, was by
subcutancously injected only 10% cthanol, 1% Tween, containing 80% distilled
water mixture. After a week followed by last day injection, rats of three groups were
taken to their body weights, sacrificed under the ether anesthesia and were removed
the ovary.

Groups were compared with body weight and ovary weight. Triple methods
were used for histological examination. The tissue localization of TGF o was
analysed by immunohistochemical methods and gene expression level was undertaken
via RT-PCR technique.

The treatment group had lowered bady weights along with the increased
ovary weights compared that of other groups. Any difference in the structure of the
three groups were not observed histologically. Immunohistochemical, TGF «
immunoreactivity in all groups, the primordiyal follicles, primary follicles, teka cells
and interstitial cells were detected in medium density. The effect capsaicin on TGF «
with RT-PCR were found statistically significant differences between the three
groups.

In this study, the organism that affects many systems capsaicinin, on ovarian
follicles in different developmental stages was determined not produce a statistically
significant effect.

Keywords: Capsaicin, TGF a, Ovary, RT-PCR, Immunohistochemistry, Rat.
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