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1. GIRIS

Act kirmizi biber Solanacea familyasimna dahil olan bir bitki olup botanik
biliminde Capsicum annuum olarak isimlendirilmekte ve etken maddesi capsaicin
(CAP) olarak bilinmektedir. CAP yakici, aci, beyaz ve kokusuz ozellikte bir alkaloit
olup bu aktif komponent ilk olarak Tresh tarafindan 1846 yilinda izole edilmistir (71,
117,119).

CAP organizmada basta kardiovaskiiler, gastrointestinal ve solunum sistemleri
olmak tzere pek c¢ok sistemin histo-fizyolojileri tizerine etki gostermektedir.
Ozellikle bu etkilerinden dolayr tip alam ve ilag sanayinde yaygin olarak
kullanilmaya baglanilmistir (56, 68, 124).

CAP in etkisi uygulama dozu ile sekline ve dokuva gore degigiklik
gostermektedir (97, 103). Ozellikle ameliyat sonrast CAP uygulamasi néropatik
agrilarda etkilidir. Agr1 duyusu ile CAP’in dogrudan iligkili oldugunu gosteren pek
cok caligma vapilmugtir. Sensorik sinirler tizerinde bulunan vanilloid reseptor 1
(VR1)e baglanan CAP, noéronda depolarizasyona ve ndrotransmitter maddelerin,
ornegin Substans P (SP) ve kalsitonin gen iligkili peptid (CGRP) salinmasina neden
olmaktadir. Uygulamamn devam ¢tmesi ile sensorik sinirlerden SP’nin salimiminin
tikenmesine ve sinirlerde desensitizasyon yaratarak agrimin ortadan kalkmasina
dolayisiyla, norotoksisiteye sebep olmaktadir (15, 26, 71, 102, 113). Disik
konsantrasyonda CAP uygulanmasi immun sistemi uyarirken, yiksek dozu ise
immun cevabi baskilar. Bu etki somatostatin ve SP salinimiyla baglantilidir. Daigtk
dozda verilen CAP, SP salimimim uyarir ve SP’de damar gecirgenligini artirir ve
sonugta reaksivon bélgesine T lenfositlerin go¢ti hizlanir, lenfokinlerin sentezi artar.
Yiuksek dozda verilen CAP ise SP salimimini azaltir ve dolayisiyla immun sistem
tizerine baskilayict bir etki yapar (10, 46, 113).

Transforme edici geligim faktori beta (Transforming Growth Factor Beta/TGF-
B), epitel hicre kiltiirinden 1980°lerin baginda izole edilmigtir. TGF-P, epitel hiicre
kultarlerinde bulunan hiicrelerde olusturdugu fenotipik transformasyon nedeni ile bu

adi almugtir (12, 99).



Hiicre ¢ogalmast agisindan potansiyel bir inhibitér 6zelligi tasivan TGF-f, ¢ogu
mezengimal, endoteliyal ve hemapoetik kok hiicrelerde (hemositoblastlar) bu 6zelligi
gostererek hiicresel ¢ogalmayi diizenler. TGF- B, hiicre siklusunun G; fazinda siklin-
bagli protein kinaz inhibitérii pl5 Uretimini uyararak ve hiicre siklusu
diizenleyicilerinden 6zellikle siklin-bagh protein kinazlardan 2 ve 4 ile siklin A ve
E’nin dretimini veva fonksiyonunu inhibe edip retinoblastoma genin (Rb)
fosforilasyonunu azaltarak gosterir. Boylelikle hiicresel ¢ogalma inhibe edilerck
hiicresel farklilagma uyarilir veya apoptozis sekillenir. Kanserli hiicrelerde TGF-p
sinyal iletim mekanizmasi zarar gordiigiinden bu hiicrelerde TGF-B’ya karsi bir
direng geligir ve hiicre gogalmasi kontrol edilemez (11, 45).

TGF-P ailesine ait tivelerin, hiicreler ile ekstraseliiler matriks (ECM) arasindaki
homeostaz1 sagladigi ve bu dengenin bozulmasi durumunda hastaliklarin ortaya
¢ikt1g1 belirlenmigtir (11).

TGF-p, viicutta epitel, endotel, hematopoictik, néral ve bag dokuya ait hiicreler
tarafindan tretilip; hiicrelerin biiyime ve farklilagmalarini, embrivonik gelismeyi,
vara iyilegmesini, sekstel gelisimi ve anjiyogenezi diizenler. TGF-f’min 6nemli
gorevlerinden biri de ekstraseliiler matriksin  Gretimi ve depo edilmesidir.
Ekstraseliiler matriks iki sekilde diretilir. Birincisi; TGF-B fibroblastlart ve diger
hiicreleri uyararak ekstraseliiler matriks proteinleri, integrinleri, fibronektinleri ve
kollajenleri de igeren hiicre adhezyon proteinlerinin tretimini arttirir. Ikineisi ise;
ckstraseliiler matriksin yikimi saglayan enzim Uretimini azaltir (11). TGF-p
tretimindeki dizensizlikler akciger, karaciger ve bobreklerde fibrotik hastaliklara
ayrica arteroskleroza da neden olabilir (12, 99).

Kapillar damar olugumu defektine sahip farelerle yapilan bir calismada 6zellikle
TGF-pB; va da TGF-f min tip II reseptoriiniin bu defektin geligimini énemli derecede
azalttigr bildirilmigtir (11). TGF-B, bitiin 16kositler tarafindan twiretilip, 16kositlerin
farklilagmasim saglarken asir ¢ogalmalarimi ve aktive olmalarimi da baskilar. TGF-,
lokositlerdeki adhezyon molekullerini diizenler ve bu hiicrelerde kemotaktik bir
stimiilan vazifesi goriir (11).

TGF-p’larin bu ozellikleri ile ilgili ¢ok sayida g¢alisma bulunmasina kargin
ozellikle genital organlar Tizerinde yapilan ¢alisma sayisi azdir. TGF-B; ve TGF-

B2'nin f6tal, neonatal, puberte wve erigkin rat testislerinde eksprese oldugu



bildirilmigtir. Fétal rat testislerinde TGF-B; ve TGF-B; hem sertoli hem de leydig
hiicrelerinde eksprese olurken, TGF-B; neonatal rat testislerinde sadece sertoli ile
levdig hiicrelerinde eksprese olmugtur (21, 93). Puberte donemindeki rat testislerinde
ise TGF-B; gen¢ spermatid, sertoli ve leydig hiicrelerinde, TGF-B;’nin de sadece
levdig hiicrelerinde eksprese oldugu saptanmustir (88). Eriskin dénemdeki rat
testislerinde TGF-B; sadece sertoli hiicrelerinde ve gen¢ spermatidlerde eksprese
olmug, buna kargilik TGF-B, ekspresyonuna ise hi¢bir hiicrede rastlanmamistir ve bu
faktorlerin testis organ kiiltiirlerinde apoptozisi arttirmak suretivle germ hiicre
sayisim dizenledikleri de belirlenmigtir (75, 122).

Bu ¢aligmada puberte dénemindeki ratlara capsaicin uygulanarak testislerdeki
TGF-P2’nin gen ekspresyon duzeyi ve immunohistokimyasal lokalizasyonunun

belirlenmesi amag¢lanmugtir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Erkek Genital Sistemi

Erkek genital sistemi; esey hiicrelerini Ureten testisler, bu hiicreleri ileten
kanallar (tubulus rektus, rete testis, duktuli eferentes, epididimis, duktus deferens),
bu kanallara agilan yardimei bezler (vezikula seminalis, bulbouretral bez, prostat) ve

dig genital organ olan penisten ibarettir (120).

2.1.1. Testis

Testis, skrotum igerisine yerlegik bir ¢ift organdir. Skrotum, testislerin 1s1sin1
intra-abdominal 1s1in altinda tutmay: saglayan deriden bir kiliftir. Ince ve seyrek
killi olan bu deri kalif altinda gevsek bag doku bulunur (120). Organ kalin tunika
albuginea ve skrotumun i¢ yizeyini de orten ince tunika vaginalis ile kaplidir (69).
Tunika albuginea’dan organ ic¢ine uzanan bag doku bdlmeleri (septula testis), testis
parengimini her biri 1-4 kivrimhi tubul igeren piramit geklinde lopguklara ayirir (24).
Yetigkin rat testisi vaklagik 20 adet seminifer tubulden olusur ve her tubul 200-400
um’lik bir ¢apa sahiptir. Bu kivrimli halkalarin son uglar1 rete testis’e baglanip, rete
testis’te spermatozoonu tubulustan epididimise tagir (69). Tubuluslar kiveimli bir
yvaptya sahip oldugundan, kesitlerde yuvarlak, oval yva da kiveimli bir géranti verirler
(120). Prenatal periyod boyunca abdomende gelisimini stirdiiren testisler, doguma az
bir stire kala inguinal kanaldan gecerek skrotuma iner ve burada funikulus
spermatikus ile asili halde tutulurlar (114).

Testisleri ¢evreleyen tunika albuginea gok miktarda kollagen iplik ve az
miktarda da elastik iplik igeren, kompakt, diizensiz bag dokudan olugan kalin bir
kapsiilden olugmaktadir (3). Tunika albuginea, testisin arka yuziinde kalinlagarak
mediastinum testisi olugturmaktadir. Tunika albuginea’dan organ igine ¢ok sayida
giren ince fibréz bolmeler orgami piramit bigimli lopguklara ayirir. Tunika
albuginea’dan igeriye uzanan bag doku miktarinda tirler arasinda farkliliklar olup,

sigan, fare ve kopek testisleri gok az intertubuler bag dokuya sahiptir (106).



Testis, intersitisyum (intertubuler boliim) ve tubulus seminiferus kontortuslar
denen iki bélimden olugur. Organ stromasini kan ve lenf damarlarindan zengin olan
intersitisyum olugsturur (106). Intersitisyumda bulunan hiicreler; fibroblastlar,
farklilagmamig bag doku hiicreleri, mast hiicreleri, makrofajlar ve endokrin
fonksiyona sahip leydig hiicreleridir. Leydig hiicreleri, puberte déneminde belirerek
sekonder seks karakterlerini belirleyen testosteron hormonunu iiretir. Bu hiicreler
steroid hormon sentezleyen hiicrelere 6zgli organel ve enzimlerden zengindir,
graniilstiz endoplazma retikulumu ve tubulus tipi mitokondriyonlar steroid
dehidrojenaz enzimi ile testosteronun dnciisii kolesterolii igerir (6, 62, 105, 106).

Leydig hiicrelerinde luteinizasyon hormon (Luteinisation Hormone/LLH)
reseptorti vardir (121). LH, leydig hiicrelerinin farklilagsmasi1 ve fonksiyonlarini
devam ettirebilmesi i¢in temel faktordir (32). LH, dogrudan va da dolayl olarak
buyiimeyi destekleyen faktorlerin - dretimini  dizenleyerek  levdig  hiicre
proliferasyonunu uyarir. Leydig hiicre proliferasyonu, vetigkin rat testislerinde az
miktardadir (121). Leydig hiicrelerinde androjenler olarak adlandirilan erkek seks
steroidlerinin (testosterone, androstenedione ve dehydroepiandrosterone) sentez ve
sekresyonu saglanir (59, 90). Androjenler leydig hiicrelerine yakmn olan kapillar
delikgiklerinden sistemik dolagima katilir. Testosteron, sistemik dolagima girdiginde
viicuttaki hedef organlarn etkiler (39). Uretilen testosteronun bir kismi da intersitisyel
s1vi igerisine verilerek spermatogeneziste parakrin ve otokrin bir etki gosterir (32,
69). Puberte ile birlikte leydig hiicrelerince salgilanan testosteronun ana
fonksiyonlart arasinda sekstiel istegin (libido) belirmesi, eklenik genital bezlerin
fonksiyonunun sirdartilmesi, spermatogenezisin  kontrolii, sekonder cinsiyet
karakterlerinin ortaya ¢ikmasi, hipofiz ve hipotalamusta negatif’ geri tepki ve genel
anabolik etkiler olarak sayilabilir (24, 59, 69).

Leydig hiicreleri, insiilin benzeri faktor 3 (Insl3) va da leydig- instilin benzeri
peptid (Ley-IL) olarak da bilinen relaksin benzeri faktor (RI1LF)™0 salgilarlar (1, 5, 66,
70).

Kor uglarla baglayan kivrimlanmig tubulus seminiferus kontortuslar, testisin
parankimini olusturan 200-400 pm capinda kanalciklardir. Tubulus seminiferus
kontortuslar fibroz bag doku kilifi, belirgin bir bazal lamina ve germinal (seminifer)

epitelden olugmaktadir (38). Tuim memeli tarlerinde testiste tubulleri ¢evreleyen



myoid hiicreler vardir (24). Myoid hiicreler, spermin tubullere ilerletilmesi ve sivinin
hareketi i¢in bir gi¢ sagladigi ve leydig hiicrelerinin testosteron uyarisim sertoli
hiicrelerine aktararak androjen baglayici protein (ABP) yapimina katkida bulundugu
bildirilmektedir (106). Ayrica biiyiime faktorleri yam sira kollajen tip I, fibronektin,
proteoglikanlar ve plazminojen-aktivator-inhibitér ile bazi sekresyon Urlinlerinin
yapiminda da rol aldig1 tespit edilmistir (38).

Tubulus seminiferus kontortuslar spermatogenik hiicrelerin vam sira sertoli
hiicreleri diye adlandirilan destek hiicrelerine de sahiptirler (105). Sertoli hiicreleri
seminifer tubul iginde germ hiicreleri arasinda verlesik olan somatik hiicrelerdir.
Pubertal geligim esnasinda sertoli hiicre bolinmesi durur. Erigkin sertoli hiicre
poplilasyonu hayvanin yagsami boyunca sabit olarak kalir (106). Sertoli hiicrelerinin
bazali bazal membrana ve apikal kismi tubulus seminiferus kontortuslarin lumenine
dogru uzanir. Isik mikroskobik olarak sertoli hiicresinin sinirlari, lateral uzantilarin
spermatogenik serideki hiicreleri ¢evrelemesinden dolayr zayif olarak gortilmektedir
(62). Okromatik yapidaki oval nukleus genellikle bazalde yerlesmistir ve belirgin bir
nukleolusa sahiptir. Nuklear membranda karakteristik uzunlamasina bir kivrim
gorilebilir (6). Sertoli huicreleri tarafindan tretilen proteinler germ hiicrelerinin
proliferasyonu, farklilagmasi ve metabolizmasini dizenler. Germ hiicrelerine destek
saglama ve fonksiyonlarim diizenleyerek spermatogenezin regiilasyonunda énemli
rol oynar (17, 33). Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanan demir baglayic1 ozelligi
olan transferin 6zellikle germ hiicre maturasyonu ve boliinmesi igin gereklidir.
Ayrica interlokin 1 (IL-1) ve interlokin 6 (IL-6) gibi sitokinlerde hiicresel
proliferasyonu ve farklilagmay1 dizenlerler (35). Sertoli hiicreleri, androjen baglayic
protein (ABP) disinda, inhibin hormonu ile az miktarda da 6strojen hormonu salgilar.
Inhibin, hipofiz én lobundan FSH hormonunun salgilanmasim onler (43, 69).
Ostrojen hormonu da leydig hiicrelerinden salgilanan testosteronun, sertoli

hiicrelerinde strojene ¢evrilmesiyle elde edilmektedir (43).



2.2. Capsaicin

Capsicum anmium olarak bilinen aci kirmizi biber botanik biliminde
Solanacea familyasina ait bir bitkidir. Bu bitkinin etken maddesi olan CAP aci,
yakici, beyaz ve kokusuz 6zellikte alkaloid (CisH;7NO3) yvapida bir maddedir. CAP;
orani, kirmmzi biberin acilik derecesini belirlemekte ve biberdeki kuru agirligi
ortalama 0.83- 1.32 mg /g civarinda olmaktadir (71, 74, 119).

Bitkinin anavatam Meksika olup, 1492 vilinda Amerika’nin kesfi ile birlikte
Avrupa’ya getirilmigtir. Act kirmizi biberin kullamimi Azteklere kadar uzanmakta ve
vazitlarindan bunu antimikrobiyal wve antihemolitik ajan olarak kullandiklar
anlagilmaktadir. Fransiz botanik¢i Turneyfort bitkiye latince Capsicum ismini
vermigtir. Ac1 kirmizi biberin aciliZim veren alkoloid yapidaki bu bilesen ilk olarak
Tresh tarafindan 1846 vilinda izole edilmig ve Tresh bu bilegeni CAP olarak
isimlendirdikten sonra bunun yapisimin vanilloidler ile yakindan iligkili oldugunu
bildirmigtir (117). Daha sonra Szallasi ve Blumberg vanilloidleri endojen ve ekzojen
olarak iki gruba ayirmuglardir. Vanilloid etkenler, ¢ogunlukla periferal sinir
sonlarinda ve belirli tipte reseptérler ile etkilesime girmektedirler (49, 117).
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Sekil 1. Capsaicin’in yapisi (117).

Kirmizi aci1 biber 6zellikle Hint ve Meksika mutfaginda olmak tzere diinyada
yaygin olarak kullamlmaktadir (117, 134). Ulkemizde en fazla Giiney Dogu Anadolu
Bolgesinde yaygin olarak yetistirilmekte ve tiikketilmektedir. Gida katki maddesi ve
agn giderici olarak kullamimi ¢ok eski yillara dayanmaktadir.

CAP, organizmada bagta gastrointestinal, kardiovaskiler ve solunum
sistemleri olmak tizere pek g¢ok sistem tizerinde etki gostermektedir. Son yillarda

fizyolojik ve farmakolojik etkilerinden dolay1 tipta ve ilag sanayisinde kullanimi



vayginlagsmaktadir. CAP’in organizmada etkisi, dozuna, uygulama sekline ve hedef
organa gore degigiklikler gostermektedir (56, 68, 124).

CAP, baglica senzorik sinirler tizerinde olan VRI1 aracilifi ile noronlarda;
noronal  cksitasyon, proinflamatuar  mediyatorlerin = salinimi, — reseptoriin
desensitizasyonu ve ndronal toksisiteyi igeren olaylar zincirini tetikler (26, 102).
CAP’in VR1’e baglanmasi noropeptid maddelerin (SP, CGRP) salinimina neden
olmaktadir. CAP uygulamasmin devam etmesi durumunda senzorik sinirlerden
SP’nin  salimmimi  azalir ve buda agrinmm ortadan kalkmasina dolayisi ile
norotoksisiteye neden olur (26, 71, 102). Ratlara kronik CAP uygulama sonucunda,
medulla spinalislerindeki dorsal kornuda primer senzorik néronlarda SP’nin spesifik
ve etkileyici bir gekilde azaldigi goralmiis ve capsaicin uygulamasinin devam etmesi
halinde néronlarin bir bolimiinde 6nce uyarim ile basglayan sonra “‘Capsaicin
duyarsiziigi” olarak kabul edilen ¢tkilerin ortaya ¢iktigi bildirilmigtir (125). Jancs'o-
G'abor ve ark. (54) caligmalarinda, CAP’in primer senzorik ndronlart ve
termoregiilasyondan sorumlu olan hipotalamik néronlan aktive ettifini ve bu
sinirlerde olusan hasar1 azalttigi bildirmiglerdir.

Fizyologlar son iki ylzyilda vaptiklan ¢aligmalarda, CAP’in topikal ya da
sistemik uygulanmasinin ardindan agr1 kesici etkisinden bagka, hipotansiyon
ardindan hipertansiyon, organlarda hiperaktivite sonrasi refleks azalmasi, tagikardi,
bronkokonstriksiyon, oksiiriik ve hipotermiyi takiben bradikardi gekillendigini
bildirmiglerdir (30, 56, 76).

CAP, doza bagli olarak immun sistem tizerinde ¢egitli etkiler gostermektedir.
CAP uygulamas: disiik konsantrasyonlarda immun sistemi uyarirken, yiitksek dozu
immun cevabi baskilar. Bu etkisini somatostatin ve SP salinimini uyararak gosterir.
Dugtik dozda verilen CAP, SP salinimini uyarir ve SP’de damar gegirgenligini arttirir
ve sonugta reaksiyon boélgesine T lenfositlerin gdgli hizlanr, lenfokinlerin sentezi
artar. Yiiksek dozda verilen CAP ise SP salmimimi duraklatir ve dolayisiyla immun
sistem tizerine baskilayici etki vapar (10, 46, 113).

CAP’in karbonhidrat metabolizmasini ve karaciger enzimlerinin aktivitesini
artirdig1 (83), lipid metabolizmasini stimiile ederek yag dokuda lipidlerin yakilmasini
kolaylagtirdig1 (83) ve oksijen tiiketimini arttirdigi saptanmustir. Ayrica, CAP’1in

solunumu baslangigta artirdigi sonra azalttifi ve serum glikoz-insiilin seviyesini



arttirdigr  belirlenmistir.  Caligmalar  gostermigtir ki capsaicin’in -~ karaciger
glikojeninde hizli bir azalmayla birlikte serum trigliseridlerinde dereceli artig
sagladigi, dolagim sisteminin fonksiyonuna yardimeci oldugu ve bunun sonucunda
metabolizma tizerine genel uyaricr etki yaptigi bildirilmisir (73, 81, 83, 133).

Sindirim sistemi Gzerinde CAP’in anti-mikrobiyal ve anti-kanserojenik
etkileri oldugu belirtilmistir. Salmonella enteritis ile enfekte edilmig kanathilarda
diyet ile verilen capsaicin’in iyilestirici etkisi oldugu bildirilmigtir (123).

Ratlarda, kalp operasvonlarinda deri alti uygulanan CAP'in (50 mg/kg)
muhtemelen CGRP uyarilmasina bagli olarak doku korunmasinin artti1 saptannugtir
(136). CAP’m uzun streli kullantmimn midede alkol, aspirin va da stress gibi ajanlar
ile olusan lezyonlarin iyilegmesinde etkili oldugu bildirilerek, olusacak hasarlara
kars1 da koruyucu rol oynadigi, bu durum tzerinde CAP’a duyarh afferent néronlarin
¢tkin oldugu belirtilmigtir (124).

Pospisilova ve arkadaglar1 (100) kiigtik ensizyonlar olugturduklar: ratlara
vilkksek dozda CAP vererck capsaicin’in analjezik etkisini gostermiglerdir.

CAP, periferal sinirler tizerine kimyasal madde yaniklar1 ve normal vamiklar
sonucu olugan agrilar1 gidermek amaciyla direkt olarak tedavi amagh kullanilnug ve
CAP’in periferal orjinli agrilan gergekten azalttigi belirtilmigstir (13, §5). CAP lokal
olarak uygulandifinda, norojenik vaskiiler reaksiyonu azaltarak ve capsaicin’e
duyarl sinir fibrillerinin venilenmesini saglayarak agri esigi siddetini arttirir. CAP 1n
lokal olarak uygulanmasi deride higbir lezyon olugturmazken, neonatal CAP
uygulamalar1 sonucunda deride lezyon olusumu gozlenmistir (13, 80). Iginde
260.025- 0.075 oraninda CAP iceren preparatlar herpes virus zonalan, diyabetik
ndropati, torakotomi, mastektomi, amputasyon agrilar1 ve agrili deri timorleri gibi
patolojik vakalarin gogunda genig bir kullanim alami bulmugtur (130, 131).

CAP’in intranazal uygulamalart sonucunda kronik bag agrilan tedavi
edilebilmistir. Ayrica vanilloidlerin epidural ya da intratekal uygulamalari sonucunda
da agr1 hissi kayb1 gekilenmektedir (110).

Neonatal ratlara capsaicin’in sistemik olarak uygulamasi sonucunda CAP’a
duyarh spinal ve kranial senzorik ganglionlarda, topikal uygulamalan sonucunda ise

temporal peptiderjik ve nonpeptiderjik afferent sinir fibrillerinde lokal olarak kayip
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sekillenir (27). Perindral olarak uygulanan capsaicin sonucunda CAP’a duyarli sinir
fibrillerinde duyu kaybi gekilenir (28).

Ozer ve arkadaslar1 (93, 96) tarafindan vapilan ¢alismalarda, rasyonlarina act
kirmuzi biber ilave edilerek beslenen civeivlerden puberte ¢agina gelmis tavuk ve
horozlarda karmn i¢i yaglanmanin azaldigini, canh agirhik artisgimin yavagladigin,
tavuklarin ovaryumlarinda follikiiler gelismenin daha hizli oldugunu ve kontrol
grubuna oranla deney grubu tavuklarin 11 giin 6nce ve iki kat daha fazla sayida
yumurta verdiklerini belirtmiglerdir. Erken yumurtlamaya paralel olarak rasyonunda
act kirmuzibiber olanlarin beslenenlerde yumurta kanalinda epitelyal ve kassal
gelismenin kontrol grubuna goére daha erken oldugu gozlenmigtir. Deney grubu
horozlarda ise deney grubunda testis agirligi, uzunlugu, genisligi ve seminifer
tubullerde duvar kalinligimm artti1 belirlenmigtir. Uglincii aydan itibaren seminifer
tubullarda spermatogenik hiicre serisinde tamamlanma, sertoli hiicrelerinde
fonksiyonel faza gegig, tubul lumenlerinde spermatozoonlarin varlifi tespit
edilmigtir. Kontrol grubunda bu 6zellikler ancak bir ay sonra gézlenebilmigtir. Deney
grubunda epididimal kanalda 3. aydan itibaren, kontrol grubunda ise bundan bir ay
sonra spermatozoonlar tespit edilmisgtir.

Erdost ve ark. (29), bir giinlik vagtan bes aylik yasa kadar diyetlerine diigiik
dozda ac1 kirmizibiber ilave edilen tavuk ve horozlarm hipofiz bezinde FSH ve LH
sentezinin ilk aylardan itibaren arttifimi saptanuglardir. FSH-ir (Folikiil Stimiilan
hormon immun reaktif) ve LH-ir (Luteinizan hormon immun reaktif) hiicre
aktivitesinde goriilen artig, bu hormonlarin hedef organlar1 olan gonad gelisimini
etkileyebilecegini bildirmiglerdir. Hipofiz 6n lobunda hiicreler arasinda endokrin
hiicreler ile sinaptik iliski icinde olan ¢ok sayida SP igeren fibriller oldugunu
belirtmiglerdir. Bu fibrillerin hipofiz 6n lop hormonlarimn néral kontroliinii
sagladiklart dugtintldiginde CAP1in bu fibriller ve sistemler tzerindeki olasi

etkisinin de oldukga fazla olabilecegi diiginiilmistir.
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2.3. Transforme Edici Biiyiime Faktorii Beta (TGF-p)

TGF-B, 40°tan fazla sitokin igeren buyik bir ailedir. Bu aile TGF-p’lar,
Growth Differentiation Factor (GDF), Bone Morphogenetic Proteinler (BMP),
Aktivinler, Glial Derived Neurotrophic Factor (GDNF), Anti- Millerian Hormon
(AMH), Macrophage Inhibitory Cytokine-1 (MIC-1), Osteogenic Protein (OP),
Inhibin-a, Lefty A, Lefty B, Neurturin (NTN), Persephin, Artemin ve Nodal gibi
sitokinler ve bunlarin alt gruplarindan olugmaktadir (Tablo 1) (99).

TGF-p’lar organizmada epitel, endotel, hematopoietik, néral ve bag doku
hiicreleri tarafindan tretilen gok fonksivonlu ekstraseliiler proteinlerdir. Giiniimiizde
TGF-P ailesine ait tivelerin, hiicrelerin biiylimesini ve farklilagmalarini, embriyonik
geligmeyi, vara iyilesmesini, anjiyogenezi ve seksiiel gelisimi  diizenledigi
saptannustir (12, 99).

TGF-p ailesi, vapisal olarak birbirlerine benzer ancak degigik polipeptidler
nedeni ile 5 alt grupta incelenirler. Bunlar sirasiyla TGF-B3;, TGF-3,, TGF-p3;, TGF-
B4 ve TGF-Ps’tir. TGF-B;, TGF-B2 ve TGF-B3 memelilerden izole edilirken, TGF-B4
ve TGF-Bs kus ve Afrika penceli kurbaga (Xenopus laevis)’da izole edilmistir.
TGFB; hematopoietik, endotel ve bag doku hiicrelerinde eksprese edilirken, TGF-p3;
noral ve epitelyum hiicrelerde, TGF-; mezengimal hiicrelerde eksprese edilmigtir
(33).

TGF-p ailesi hemen hemen biittin hiicrelerde bulunan yuksek affiniteli hiicre
yiizey reseptorlerine baglanmaktadir. Hicre yuzeyinde 2 tip TGF-B reseptorii olup,
bunlar 65 kDa agirhiginda olan tip I ve 85-90 kDa agirliginda olan tip II
reseptorleridir. Oncelikle hiicre yiizeyinde bulunan tip II reseptoriine baglanan TGF-
B, daha sonra tip II reseptoriin tip I reseptdriinti fosforlamasi ve fosforlanan tip 1
reseptoriintin hiicre iginde bulunan ve sinyal iletiminden sorumlu Smad proteinlerini
etkileyerek hiicre yiizeyindeki TGF-B’dan gelen sinyalleri hiicre ¢ekirdegine iletir
(87, 88).

Testikiiler fonksivonlar, luteinizasyon hormonu (ILH) ve folikiil uyarici
hormon (FSH) gibi gonadotropinlerin yam sira bunlarla birlikte insulin-like growth
factor-insiilin benzeri biiyime faktorii- (IGF) ve epidermal growth factor-epidermal

biiytime faktorii- (EGF), TGF-B gibi sitokinlerin ve buytime faktorlerinin de kontrolii



altindadir. Memeli testislerinde yapilan galismalarda TGF-B;, TGF-B, ve TGF-B;

izole edilmig ve bu biiyiime faktdrlerinin testikiiler fonksiyonlari parakrin/otokrin

yolla diizenlediklerini géstermiglerdir (136) .

Tablo 1. TGF-p ailesi ve alt gruplar1 (99).

AMH: anti-Millerian hormon, BMP: Bone morphogenetic hormon

CDMP: Cartilage derivied morphogenctic hormon

GDF: Growth differentiation factor, GDNF: Glial derived neurotrophic factor

MIC-I: Macrophage inhibitory cytokine-1, OP: Osteogenctic protein

TGF- f’lar BMP/GDF
TGF-B; BMP-2
TGF-B, BMP-4
TGF-B3 BMP-5
TGF-B4 BMP-6
TGF-B4 BMP-7/0OP-1
TGF-Bs BMP-8a/0OP-2
BMP-8b/OP-3

BMP-14/GDF-5/CDMP-1
BMP-13/GDF-6/CDMP-2
BMP-12/GDF-7/CDMP-3
GDF-1

GDF-3

BMP-9/GDF-2

BMP-10
BMP-11/GDF-11
GDF-8/Myostatin
BMP-3/Osteogenin
BMP-3b/GDF-10

GDF-9

GDF-9B/BMP-15
BMP-16, -17, -18

Activin

Activinfa
ActivinPp
ActivinPe
ActivinPg

Digerleri
AMP

Inhibin-a

Leftv A

Leftv B

GDNF
Neurturin
Persephin
Artemin
MIC-1/GDF-15
Nodal
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TGF-p'mun  fotal leydig hiicrelerinde  steroidogenezisi  diizenledigi
belirlenmigtir.  TGF-B;, dogumdan puberte doénemine kadar sadece leydig
hiicrelerinde LH min antagonisti degil aym zamanda sertoli hiicrelerinde de FSH nin
da antagonistidir (75). Puberteye ulagmamig domuz testislerinden elde edilen sertoli
hiicrelerinde vapilan bir g¢aligmada TGF-Bi’in FSH  salimimuim  engelledigi
belirlenmistir (85). TGF-B'min digtik konsantrasyonlan (~0,06-0,4 ng/ml) fotal
domuz leydig hiicrelerinde LH salintmim uyararak leydig hiicrelerinden testosteron
tretimini arttirirken yiiksek konsantrasyonlar: (~2,5-10ng/mL) testosteron salnimini
inhibe eder. Fotal rat leydig hiicrelerinde ise TGF-P;’in Ing/mL dozu ise LH
salitmmini  uyararak testosteron uretimini %75 artirmaktadir. Bu caligmalar
sonucunda TGF-B’nin  miktarina bagh olarak testis leydig hiicrelerinde
steroidogenezi hem artirmakta hem de azaltmakta oldugunu gostermistir (8, 75).

Pubertenin  baglangict i¢in leydig hiicrelerinin proliferasyonu 6nemlidir.
Leydig huicrelerindeki sayica artis testosteron tUretiminde bir dalgalanma meydana
getirir.  Ratlarda, olgunlagsmamig leydig hiicrelerinin  proliferasyonu dogumdan
sonraki 14. giinde baglar, 21. ve 28. ginler arasinda hiicre sayisinda dikkat ¢ekici bir
artig gorialir. Yapilan bir ¢aligmada (75), 10 giinlik ratlardan elde edilen leydig
hiicrelerinde, TGF-B;’in LH salinimimi inhibe ettigi ve leydig hiicrelerinde DNA
sentezini  durdurdugu gozlenilmigtir. Bu  veriler 1siginda TGF-B;’in - sadece
steroidogenezi diizenlemekle kalmadigi ayrica leydig hiicrelerinde DNA sentezini de
kontrol altinda tuttugu saptanmugtir (65). Ayrica fotal ve neonatal ratlarda yapilan bir
caliymada (93), TGF-p; ve TGF-P2'nin gonositlerin proliferasyonu sirasinda bu
hiicrelerin mitotik aktivitesini bozmadan apoptosise neden olduklari bildirilmistir.

TGF-p’larin gen transkripsivonunu stimiile ettigi ve ekstraselliiler protein
sentezini (ECM) artirdigr bildirilmigtir (75). TGF-p tarafindan uyarilan fibroblastlar
tip I, tip III, tip IV, tip V kollajen ve fibronektin sentezler. TGF-;, ECM protein
sentezi Uzerine sertoli hiicrelerinde de benzer etkilere sahiptir. TGF-P; sertoli
hiicrelerinde proteoglikanlarin  sentezlenmesine neden olur ve anabolizmayi
diizenlerler. TGF-B;, kollajen ekspresyonunun diizenlenmesi disginda in  vivo
calismalarda germ hiicrelerinin gb¢ii sirasinda proteolizisi sinirladigi diigiiniilen ve
Sertoli hiicrelerince salgilanan plazminojen aktivatdr inhibitorii-1 (PAI-1)'1 stimiile

ettigi gosterilmigtir (79, 104, 129).
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TGF-B, mezengimal prekiirsor hiicreler igin mitojendir. LH veya insan
koryonik gonadotropin (human chorionic gonadotropin-hCG) varliginda hem TGFa
hem de TGFB —TGFa’den daha az- leydig hiicrelerinde mitozu uyarir (41, 121).

TGF-p,, peritiibiiler hiicrelerin kontraktilitesini ve hiicre seklini dizenlemekte
ve embriyogenez sirasinda primordial germ hiicrelerinin gogt sirasinda kemotrofik
etkiye sahiptir (75).

Yapilan pek ¢ok caligma, testislerde her bir TGF-f izoformunun tek bir gérevi
oldugunu gostermistir. Ornegin pubertenin baslangicinda TGF-B; LH ve FSH gibi
gonadotropinlerin  salimimimi  duraksatarak testis geligimini, TGF-B, germ
hiicrelerinin =~ ¢ogalmasimi  ve TGF-B; spermatogenik hiicre farklilagmasim

diizenlemektedir. (67, 75, 88).

2.4. Vanilloid Reseptor 1 (VR1)

Vanilloidler, ¢ogunlugu periferal sinirlerde yer alan ve vanilloid reseptor
(VR) olarak tamimlanan reseptorlerle etkilesim halindedir. Vanilloidler ekzojen ve
endojen olarak ikive ayrilmakta ve CAP eksojen vanilloidler sinifina girmektedir (14,
116, 117). CAP’1n, organizmada spesifik olarak baglandigi reseptor CAP reseptorii
va da vanilloid reseptor 1 (VRI1) olarak adlandirilmaktadir. VRI1, ~95 kDa
agirhiginda ve 426 aminoasit igeren bir proteindir. VR1, TRP (Transient Receptor
Potential) ailesi i¢inde yer alan bir iyon kanal reseptortdir (14).

VR1, CAP tarafindan 43°C in tizerindeki sicaklikta ve dasik pH da (pH<5)
olusan membran depolarizasyonu ve iyon kanallarinin agilmasi sonucu aktive
edilmektedir. VRI, ilk olarak sadece santral sinir sistemindeki néronlarda ortaya
konmugken, son zamanlarda yapilan galismalar VR1’in mast hiicreleri, derideki
keratinositler ve idrar kesesi epitel hiicreleri ile diuz kas hiicreleri, sitoplazmik
membran, endoplazmik retikulum, incebarsak villuslari, gastrik epitel hiireleri ve
koroner arterlerin perivaskiiler kiviimlan gibi néron igermeyen cesitli hiicrelerde de

bulundugunu gostermiglerdir (36, 37, 84, 135).
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VR1, senzorik néronlarda noropeptidlerin salmimminda rol oynar. CAP* 1
VR1’¢ baglanmasiyla Na, Ca  ve K' ivonlarmun hiicre igine akist
gergeklesmektedir. Bu durumda néronda depolarizasyon ve noropeptid maddelerin,
ornegin norokinin A (NKA), SP ve CGRP’in salgilanmasina neden olmaktadir (37).

CAP’in dusiik dozlarda gastrik mukozayi, asit ve alkol gibi maddelerin
olusturdugu hasarlara kargi korudugu da tespit edilmistir (118). CAP doku hasarlarim
farkli mekanizmalar aracilign ile de énlemektedir. Bu mekanizmalardan ilkine gore;
CAP primer senzorik noéronlardan CGRP’in ekspresyonunu uyararak damarlarda
gevgeme sekillenir ve olusan hiperemi ile doku hasari1 6nlenir. Diger mekanizmaya
gore; CAP in CGRP ckspresyonunu arttirmasi sonucunda prostaglandin E2 aktive
olur ve buda salgi yapan hiicreleri uyararak koruma mekanizmasini harekete gegirir
(42, 107). Pothoulakis ve arkadaglar1 (101) VR1’in gastrointestinal sistemde primer
senzorik noronlart uyararak yangi ve hipermotilitenin geligmesine neden oldugunu ve
burada araci rolinii SP nin oynadigini saptamiglardir.

VR1 gesitli patolojik olgularin baglamasinda etkili bir kontrol mekanizmasidir
(15, 126). Bir kisim yapilan ¢aligma ile vangi, asir1 agri hassasiyeti ve viseral
hiperrefleks gibi patolojik durumlarin  geligmesinde VR1’in  etkili  oldugu
gosterilmigtir (4, 23). CAP’1n agr1 ve vangiyi arttirdigi, fakat buna kargin lokal
uygulamalan sonucunda da vangiya bagli asirt agni hassasiyetini azattigini bildiren
caligmalar vardir (19). CAP reseptoriiniin yvangiya bagh olarak gelisen agirt agri
hassasiyetinin gelismesindeki etkilerine bakilmig; bu mekanizma ile ilgili olarak iki
hipotez tizerinde durulmustur. Birinci hipoteze goére; sinir biiyime faktori (NGF),
bradikinin, ATP ya da prostaglandin E2 (PGE2) gibi yangi ajanlar1 yang siiresince
eksprese edilir ve bunun sonucunda primer senzorik néronlarin periferal uglarindan
vangidan sorumlu reseptorlerin  ekspresvonu gergeklegir. Yangidan sorumlu
reseptorlerin aktivasyonu ile hiicre igi iletilerin (PKA-Protein kinaz A, PKC-Protein
kinaz C, PLC- Fosfolipaz C) olugmasi tetiklenir ve TRPV1 (transient receptor
potential cation channel of vanilloid type 1) ivon kanallar1 boyunca olugan yiiksek
reseptdr esigini azaltir (18, 72, 115, 127). Ikinci hipotez ise; endojen ligandlarin

reseptdr aktivitesini etkiledigi ile ilgilidir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Deney Hayvanlan ve Bakaim Kosullar

Caligma, Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali laboratuarinda ve Qiagen-ATQ Biyoteknoloji firmast Ankara
laboratuarlarinda gergeklestirildi. Calisma materyali olarak Atatiirk Universitesi
Tibbi Deneysel Aragtirma ve Uygulama Merkezinden saglanan puberte donemindeki
50 giinlok, 30 adet Spraque Dawley ki erkek ratlar kullanildi. Ratlarin, adiibitum,
pelet geklinde standart rat yemi ile beslenerck, igme suyunu serbest olarak
tiketmeleri saglandi. Ratlar, 12 saat aydinlik/12 saat karanlik ortamda, 20-22°C
stcaklik ve ortalama % 45-60 nem igeren ortamda bakildu.

Galigmadaki tim deneysel islemler Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri

Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylandi (Karar no: 08.01.2010/01).

3.2. Analizler icin Kullamilan Makine-Techizat ve Kimyasallar

Tablo 2. Analizlerde kullanilan makine-techizat ve kimyasallar.

Makine-Techizat/Kimyasal Marka Kod/Model
Rotor-gene Qiagen (Q serisi
Histostain-Plus Kit (AEC-150) Invitrogen 859943
TGFBETA2 (V) Santa Cruz SC-20
Vision Mount Thermo/Lab TA-125-UG

Vision
Capsaicin Fluka 21750
Tween-20 Merck MR&22184.050
RNeasy Mini Kit Qiagen 74104
RT-Std/Reverse transcription kit Qiagen 4900588
HK-SY-RA-600/Rat SYBRgreen housekp(600) Qiagen 4900594
SY-RA-600/Custom RT PCR primer kit{600) Qiagen 4900577
PRECISION/Precision Mastermix 12.5ml Precision 4900573
Sample Tubes CB (2ml) Qiagen 990382




17

50ul Filtered Sterile Tips (960) Qiagen 990532
TRI-Reagent for DNA, RNA and protein Fluka 93289
Eppendorf Tup-mikrosantrifdj p.p (1.5 ml) Isolab 078.03.002
Ethidium bromide agueous solution Sigma E1510
Mikropipet ucu {100-1000ul) Usascientific S1111-2021

6 x Loading dye (1ml) Promega G190A
Gelatine (500 gr.) Merck 1040700500
Potassium chromiun (TIT) suilfate, KCr(SO,).12 H20 | Merck K-2830535
(1kg)

Sodium azide (100 gr.) Merck M1066880100
50002/SeaKem Le Agarose (100g) Seakem 4900469
Dimethyl stilfoxide Merck M102952.250
Paraffin (46-48°C) Merck M107151.100
Paraffin (56-58 °C) Merck M107337.100
Eosin Y-Solution %0.5 Aqueous Merck M109844.100
Xylene Riedel 16446

Ethancl absolut %699.8 Riedel 32221
Formaldehyde solution %37 Riedel 15512
Methanol free from acetone, extra pure Riedel 24229
Hematoxylin (C.1.75290) cryst. Merck M104302.002
Methylenblau (1 gr.) CH;CH,OH Merck M457250
Fuchsin (25 gr.) CyoHzCIN; Merck M1052310025
Diethyl ether Merck M100926.500
Sitrik asit Carlo Erba 403727
Sodyum hidroksit (1 kg.) Merck M1064621000
Borik asit Merck M1001651000
Tris-Base Merck M643310
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3.3. Deney gruplan

Puberte donemindeki ratlar, deneme (n:10), sham (n:10) ve kontrol (n:10)
olarak 3 gruba ayrildi. Deneme grubundaki ratlara, 1 mg/'kg/giin dozdaki CAP %10
etanol i¢inde ¢ozduraldi ve %1 Tween 20 ile distile su ilave edildikten sonra
subkutan olarak 0.3 cc. instilin enjektort ile enjekte edildi. Sham grubundaki ratlara,
0.3 cc %I10 etanol, %l Tween 20 ve distile sudan olusan tasiyici soliisyon
hazirlanarak subkutan olarak enjekte edildi. Kontrol grubundaki ratlara ise herhangi
bir enjeksiyon vapilmadi.

Deneme ve Sham grubuna 1 haftalik enjeksiyvondan sonra 1 hafta ara verildi
ve siire bitiminde tiim calisma gruplarindaki ratlar canli viicut agirliklar: tartildiktan
sonra dietil eter anestezisi altinda servikal dislokasyonla 6ldiirtildii. Ratlardan alinan
testis dokusunun tartimlart vapildi. Alinan testis dokusu histoloji, immunohistokimya

ve genetik analiz i¢in iki kisma ayrild.

3.4. Histolojik Analiz

Servikal dislokasyon ile 6ldariilen ratlardan alinan testisin bir kismi histolojik
ve immunohistokimyasal analizlerde kullanilmak tzere Formaldehit ve Bouin
solisyonunda tespit edildi. Tespit edilen bu dokular rutin olarak dereceli alkol
serilerinden, metil benzoat ve benzollerden gegirilerek parafinde bloklandi ve
bloklardan énceden krom alum jelatin (CAG) ile kaplanmig lamlara 4 pm’lik seri
kesitler alindi. Lam ftzerindeki doku kesitleri Crossman tglii boyamasi (Triple
Boyama) (20) ile bovandi. Boyama iglemi sonunda doku kesiti Gizerine 1 damla

entallen damlatilip Gizeri lamelle kapatilda.
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3.5. Immunohistokimyasal Analiz

Immunohistokimya; belli bir dokuda bulunan antijenlerin gosterilmesi
amaciyla isaretlenmig antikorlarin kullamilmasidir. Belirli antijenler igeren doku
kesiti, bu antijenlere karsi igaretlenmig antikorlar igeren bir soliisyonda inkiibe
edildigi zaman, antikorlar spesifik olarak antijenlere baglanir. Boylece antijen-
antikor komplekslerinin yerlesimleri va 1gik (immunohistokimya) va da elektron
mikroskopla (ultrastriktiirel immunositokimya) gozlenebilir.

Parafin bloklardan alinan 4 pum’lik kesitlerde TGF-B2’nin varlifi
immunohistokimyasal yontemlerden indirekt streptavidin-biotin-peroksidaz yontemi
(48) kullanilarak gosterildi. Islem sonunda kesitler kurulanarak su bazli yapistirict
damlatilip lamelle kapatildi. Isik mikroskobunda preparatlar incelendikten sonra
fotograflart ¢ekildi. Hiucrelerdeki TGF-B, immunoreaktivitesi, renklerin koyuluk
derecesine gore, birbirivle mukayese edilerek belirlendi. Derecelendirilmede

kullanilan semboller Tablo 3°de gbsterilmigtir.

Tablo 3. Hiicrelerdeki TGF-B, immunoreaktivitesinin derecelendirilmesi.

Hiicredeki Reaksiyon Yogunlugu Semboller
Cok yogun Flf
Orta derecede yogun ++
Az yogun 4
Reaksivon yok 0

3.6. Real-Time PCR

Polimeraz zincir reaksiyonunda, temel olarak mekanizma yiiksek sicaklikta
vapist bozulmayan bir DNA polimeraz kullanilarak, bir Thermo Cycler (1s1
diizenleyici) yardimiyla DNA replikasyonunu in vitro ortamda tekrarlanmasi sonucu
DNA nin ¢ogaltilmasim saglamaktir. Ttim Real-Time PCR sistemleri, reaksiyondaki
PCR trtni miktar ile sistem igerisinde kullamilan belirleyici bir floresan boyadan

alman boya miktar1 arasindaki oranti esasina dayali olarak ¢aligir. Floresan boya
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miktarimin dlgimi esasina dayanan bu sistemlerde belli bir dizive bagli kalmadan

tim ¢ift iplikli DNA molekiiliine baglanan floresan boyalar ya da belirlenmig bir

PCR turiinti tizerindeki spesifik bir dizive baglanabilen oligoniikleotit hibridizasyon

problar1 kullanlir.

Deney stiresi sona erdiginde her bir gruba ait ratlar servikal dislokasyon

uygulandiktan sonra testis dokusunun bir kismi Real-Time PCR ¢aligmalari i¢cin TRI-

Reagent ig¢ine konarak homojenize edildi ve +4 °C de ¢alisma baglangicina kadar

saklandi.

3.6.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu igin spin column teknolojisi kullanildi.

1.

TRI-Reagent iginde homojenize edilerek +4 °C de saklanan dokular 4 dakika
10000 rpm de santrifiy edildi ve stipernatant atildi. Doku tizerine 600 ul
buffer RLT + 6 pl. mercaptocthanol (B-ME) konuldu ve vortekslendi.
Ependorf tipiindeki doku 4 dakika 14000 rpm. de santrifiy edildi ve
stipernatan kism bagka bir ependorf tiipiine alindi. Iginde siipernatan olan
tiipe 600 pl. %70 lik etanol eklendi ve vortekslendi.

Ependorf tiipti igerisindeki stipernatanin 700 pl. si kolonlara (RNeasy mini
spin colon 2 ml) yiikklendi. Daha sonra 20 saniye 10000 rpm. de santrifiy
edildi ve alttaki toplama tiiptinde kalan stizintii dokiilda. Stpernatanin geri
kalam tekrar kolonlara yiiklendi ve yeniden 20 saniye 10000 rpm. de santrifiyj
edildi.

Santrifii] sonrasi1 alttaki toplama tiipti degistirildi ve kolon altina venileri
konuldu. Kolonlara 700 ul. buffer RW1 cklendi. Boylece kolon istenmeyen
par¢alardan temizlenmig oldu. Sonra 20 saniye 10000 rpm. de santrifiy edildi.
Kolon altindaki toplama tiipi dokiildii ve tekrar kolon altina yerlestirildi ve
kolon tizerine 500 ul. buffer RPE ¢klenip 20 saniye 10000 rpm. de santrifiyj
edildi.

Tekrar toplama tiipti dokaldi, kolon altina yerlestirildi ve kolon tizerine 500

ul. bufter RPE ¢klenip 2 dakika 10000 rpm. de santrifiijlendi.
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7. Alttaki toplama tipt dokuldi, kolon altma yerlestirildi ve kurumasi igin 1
dakika 15000 rpm. de santrifiy) edildi.

8. Alttaki toplama tupt atildi ve kolon yeni temiz bir ependorf tipi igerisine
yerlegtirildikten sonra tizerine 50 ul. RNAse Free Water tam orta kisma
gelecek sekilde dikkatlice eklendi ve 1 dakika 10000 rpm. de santrifiy edildi.

9. Spin kolon atilir ve bunun altindaki ependorf tiipinde ise total RNA elde
edildi.

3.6.2. RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

RNA miktar1 ve saflifimi belirlemek amaciyla RNA nin izole edildigi tiipten 2
ul. alip tzerine 1998 ul. Nukleaz Free (NF) eklenir ve vortekslendikten sonra
spektrofotometride 260 nm. ve 280 nm. dalga boyunda optik dansite veya nanodropta
dogrudan olciilebilir. Spektro &Slgiimleri 260/280 dalga boyunda >1.7 ise RNA
miktar1 ve saflig1 iyidir.

Asagidaki formiil 260 nm. dalga boyunda elde edilen degerler vardimiyla 1

ul. de bulunan nanogram (ng) cinsinden RN A miktarin1 vermektedir.

40 % 260 nm. de absorbasyon miktar1 » dilusyon faktoéra (1000)
Ornek: Herhangi bir numunenin 260 nm. deki absorbasyon miktar1 0.620
ise;

40 % 0.620 x 1000 = 24.8 ng.

Numunelerimizdeki RNA miktar1 nanodropta odlclilerek tespit edildi. Total RNA
stogundan 1 ul. alimip nanodropta oOlgiilerek 1 ul. RNA stogunda ka¢ ng. RNA
oldugu anlagilabilmektedir.
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3.6.3. cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in 0.2 mLlik ependort tiiplerine;

Kanigim Miktar
RNA template (2 ng.-2 ng.) 9 ul.
Random nanomerprimer mix 1 pul

cklendi. Sonra, thermal cycler da 65 °C de 5 dakika bekletildi. cDNA sentezi igin,

asagida gosterildigi gibi toplam hacim 10 pl. olacak sekilde mastermix hazirlanda.

Tablo 4. cDNA sentezi i¢in kullamlan karisim igerigi.

Kansim Milktar
gScript 10x buffer 2ul
dNTP mix 10 mM of each 1 pul
DTT 100 mM 2 ul
RNAse/DN Ase free water 4 ul.
qScript enzyme 1 ul.
Toplam 10 pl.

Hazirlanan mastermix den her ependorf tiiptine 10 pl. eklendi. Sonra tekrar
termal cycler a konuldu ve cDNA elde edildi;

8 20 dakika

73% 15 dakika
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3.6.4. Real-Time PCR (RT-PCR)

Liyoflize haldeki primer protokole uygun gekilde RNAse/DNAse free water
la sulandirildi. Primerlerin daha iyi ¢aligmasi igin 56 °C de 5 dakika bekletildi.

Tablo 5. RT-PCR i¢in miks igerigi.

Karisim Miktar
2x qPCR sybergreen mastermix 10 pl.
PCR Grade water (RN Ase/DN Ase free water) 4 ul.
Reconstituted primer mix (TGFB32 ve GAPDH) 1 pul
cDNA 5l
Toplam 20 pl.

Toplam 20 ul. RT-PCR miks igerigi dncelikle enzim aktivasyonunun saglanmasi i¢in
thermal cycler’da 95 °C de 5 dakika bekletildi. Daha sonra RT-PCR miks igerigi
agagidaki kosullarda reaksiyvonu gerceklestirildi:

Tablo 6. RT-PCR reaksiyon kosullar1.

50 Siklus
Denatiirasyon (Denaturation) 10 s. 95 °C
Baglanma (Anncaling) 30s 55°C

Uzama (Extension) 10 s 72°C
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Sekil 2. RT-PCR reaksiyon kogullar1.

3.6.5. Primer Dizilerinin Hazrlanmasi

SYBR green teknigi, 0Ozgiil gen ekspresyonu kantitasyonunda siklikla
kullanilan bir tekniktir (44). PCR thpiinde polimerize olan ¢ift zincirli PCR Grtiniine
katilan ve araya giren bir floresan boya olan SYBR green boyasimn triin miktar ile
orantili floresans vermesi prensibine dayanmaktadir. SYBR green teknigi ile gen
ckspresyonu kantitasyonu i¢in uygun primer se¢imi en énemli noktadir. Bu teknigin
basartyla uygulanabilmesi i¢in PCR primerlerinin  sadece 0zgiil cDNA’va
baglanmasi, primer-dimer veya 06zgil olmayan amplifikasyon Griinii vermemesi
gereklidir. Benzer sekilde RNA izolasyonu sirasinda siklikla gozlenen genomik
DNA kontaminasyonu SYBR green tekniginin baganisim etkileyen bir diger
durumdur. ¢DNA amplifikasyon primerlerinin  farkli  ekzonlardan segilmesi,
amplikon uzunluklarmin kisa tutulmasi (120-250 baz), primerlerin baglandigi
ckzonlarin  uzak segilmesi PCR reaksiyvonu kosullarimin  olast  bir DNA

kontaminasyonunda DNA dizisini ¢ogaltmamasi i¢in optimize edilmesi gereklidir
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(elongasyon-uzama- stiresinin kisitli tutulmasi). Bu prensipler géz 6ntine alinarak

kullanilan primerler, NCBI Gene veri tabani erisim numaralar1 (132) ve amplikon

uzunluklar1 Tablo 7 da verilmigtir.

Tablo 7. Caligmada kullanilan TGF-B, ve GAPDH primerlerinin dizileri ve Tm
dereceleri (132).

Gen No Oligontikleotid Dizisi Tm
Forward | ATCGATGGCACCTCCACATATG 66
TGF-B, | GI: 311324 Reverse | GCGAAGGCAGCAATTATGCTG 64
Forward | AGCCCAGAACATCATCCCTG 62
GARDH GI: 10190788 | Reverse | CACCACCTTCTTGATGTCATC 62

Caligmada  kullanilan TGF-B; ve GAPDH (Gliseraldehit 3-fosfat

dehidrojenaz) geninin kimyasal ve molekiiler 6zellikleri Tablo 8 ve Tablo 9°de

gosterilmigtir (132).

Tablo 8. Rat TGF-3; geni 6zellikleri (132).

TGF-B, geninin dzellikleri

Lokus NC 005112

Tammlama Rattus norvegicus Transforme Edici Geligim Faktori Beta 2 (TGF-B;), mRNA

Organizma Rattus norvegicus
Eukaryota, Metazoa;, Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; Mammalia;
Eutheria; Huarchontoglires; Glires; Rodentia; Sciurognathi; Muroidea; Muridae;
Murinae; Rattus

Mol-Tvpe mRNA

Kromozom 13

Lokasyon 13926

Gen tipi Protein kodlayan

Sembol TGF-p;

Gorev Transforme Edici Gelisim Faktorii-Beta Reseptortine baglanir. Hicre buylime ve
proliferasyonunun diizenlenmesinde rol oynar. Gelisme sirasinda mezensimel-epitel
hticre interaksiyonuna neden olabilir.
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Tablo 9. Rat GAPDH geni 6zellikleri (132).

GAPDH geninin ézellikleri

Lokus NC 005103

Tanimlama Rattus norvegicus Gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH), mRINA

Organizma Rattus norvegicus
Eukaryota, Metazoa;, Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; Mammalia;
Eutheria; Huarchontoglires; Glires; Rodentia; Sciurognathi; Muroidea; Muridae;
Murinae; Rattus

Mol-Type mRNA

Kromozom 4

Lokasyon 4q42

Gen tipi Protein kodlayan

Sembol GAPD, GAPDH

Gorev D-gliseraldehit 3-fosfat, fosfat ve NAD(+) in 3-fosfo-D-gliserol fosfat ve NADH a

dontistimitini katalize eder. Ayrica apoptozise katkida bulunur.

3.7. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatiksel Analiz

Istatiksel degerlendirmede SPSS (Statistical Package for Social Sciences)

12.0 (111) paket programi kullanildi.

3.7.1. Histolojik Bulgularmm Degerlendirilmesi

Elde edilen sonuclar istatiksel olarak tek yonlii varyans analizi (one-way

ANOVA) ile vapildi. Gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik Tukey HSD ¢oklu

kargilagtirma testi ile degerlendirildi. Anlamlilik egik degeri olarak p<0.005

kullanildi.
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3.7.2. Real-Time PCR Bulgularmin Degerlendirilmesi

Testis orneklerinden 6lgiilen TGF-B, gen ifadesi dizeylerinin gruplar arasi
kargilagtirilmasi, tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) ile vapildi. Gruplar
arasindaki istatistiksel anlamlilik Tukey HSD ¢oklu kargilastirma testi ile
degerlendirildi. Anlamlilik egik degeri olarak p<0.005 kullanilda.
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4. BULGULAR

4.1. Canh Agirhk Bulgulan

Caligma bagladiktan sonra, tim gruplar 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 14. ginde
toplam 9 kez tartildi. Tartimlar sonucunda elde edilen veriler, ¢aligma boyunca grup

icinde istatiksel olarak analiz edildi.

4.1.1. CAP Grubunda Giinlere Gore Canh Agirhk Karsilastirmasi

CAP grubu iginde glinlere gore canli agirhik ortalamasi artmig olmasina ragmen
glinlere gore bu artis hizi az ve istatistiki diizeyde p<0,05 goére anlamli degildir
(Tablo 10). CAP grubu canh agirlhigi ortalamasi, 0. giin ile karsilagtinldiginda 7.
giinde %0 9.26, 14. giinde ise agirlik 7. giine kiyasla % 1.42 oraninda azalarak %0 9.05
oraninda artmistir.

Tablo 10. CAP grubu iginde giinlere gore canh agirlik karsilagtirmasi.

Giin N Canh agirhik (g) 0. giine gore yiizde artis SD F
0. gim 10 144,68 - 23.65
1. giin 10 149,98 3.66 25.84
2. giin 10 150,63 408 26,51
3. giin 10 150,65 428 23,53
0,32
4. giin 10 151,73 491 22,72
5. giin 10 154,45 6,77 23,50
6. giin 10 156,54 822 23.87
7. giin 10 158,02 9.26 24,65
14. giin 10 157,78 9,05 26,65

*p<0,05 (SD: Standart sapma, F: F deger1)
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4.1.2. Sham Grubunda Giinlere Gire Canh Agirhk Karsilastirmasi

Sham grubu iginde giinlere gore canhi afirlik ortalamasi diizenli bir artig
kaydetmektedir. Ancak bu artig istatistiki diizeyde p<0,05 gére anlamh degildir
(Tablo 11). Sham grubu canli agirlig1 ortalamasi, 0. giin ile karsilagtinldiginda 7.
giinde %011,1, 14. giinde ise %17,46 oraninda artnusgtir.

Tablo 11. Sham grubu i¢inde giinlere gore canli agirlik kargilagtirmasi.

Giin N Canh agirhik (g) 0. giine gore yiizde artig SD F
0. gin 10 140,42 & 31,70
1. giin 10 146,56 4,41 30,47
2. glin 10 148,16 5,55 32,37
3. glin 10 148,69 5,98 29,20
4. giin 10 149,89 6,84 30,12 e
5. giin 10 153,54 9.40 31,86
6. glin 10 155,52 10,76 30,81
7. giin 10 156,13 11,10 29,23
14. giin 10 164,87 17,46 27,34

*p<i0,05 (SD: Standart sapma, F: F deger)

4.1.3. Kontrol Grubunda Giinlere Gore Canh Agirhk Karsilastirmasi

Kontrol grubu iginde giinlere gére canli agirlik ortalamasi diizenli bir artig
kaydetmektedir. Bu artig istatistiki diizeyde p<0,05 gore 0. ve 14. glinler arasinda
anlamhi bir fark olugturmaktadir (Tablo 12). Kontrol grubundaki canli agirlii
ortalamasi, 0. giin ile karsilagtirildiginda 7. giinde %013.69, 14. giinde ise %25.60

oraninda artmistir.
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Tablo 12. Kontrol grubu iginde glinlere gore canli agirlik kargilagtirmasi.

Giin N Canh agirhik (g) 0. giine gore yiizde artis SD F
0. giin 10 159,27* - 22,69
1. giin 10 163,76 282 23,87
2. glin 10 165,50 3,95 24,40
3. giin 10 166,78 4,71 24,03
4. giin 10 170,15 6,84 23,81 233
5. glin 10 175,15 9,92 2421
6. giin 10 177,73 11,62 23,76
7. glin 10 181,03 13,69 25,21
14. giin 10 200,10* 26,06 26,45

*p<0,05 (SD: Standart sapma, F: F degeri)

Ug grubunda canli agirlik ortalamalart 0. giine gore karsilastirildiginda CAP
grubu % 9.05, sham grubu % 17.46 ve kontrol grubu % 25.60 oraninda artmagtir.

4.2, Testis Agirhg Bulgular

Deney sonunda 14. giinde tim gruplardaki hayvanlarm canli agirliklar
tartildi ve servikal dislokasyon yoluyla oldirtlerek testisleri alindi. Testis tartimlart
sonucunda elde edilen verilerle gruplar arasinda, testis agirlifimin canli agirlia
oraninin istatiksel analizi yapildi. Gruplar arasinda testis agirliklarinin canli agirlia

oram bakimindan istatistiksel bir 6nem gortilmedi (Tablo 13, Sekil 3).

Tablo 13. Gruplar arasinda testis agirliklarmin  canli  agirhiga oranmin

kargilagtirilmasi.
Gruplar N (Sag+Sol testis agirhgy/canh agirhk)*1000 (gr) SD F
CAP 10 15,072 1,834
Sharn 10 13,673 1,645 2,51
Kontrol 10 13,907 0,805

*p<0,05 (SD: Standart sapma, F: F degeri)
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Testis Agirhklarinin Canli Agirhga Orani
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Sekil 3. Gruplar arasinda testis agirhklarinin canli agirliga oranmin kargilagtirllmasi.

*p<0.05

4.3. Histolojik Bulgular

Her Ui gruba ait testis dokular1 Crossman’in Uglii boyama yontemi (20) ile
boyanip incelendiginde testislerin tunika albuginea tarafindan c¢evrili oldugu
gozlendi. Tunika albugineanin altinda yuvarlak ve dlizgiin yapida tubulus
seminiferus kontortuslarin oldugu, tubulu ¢evreleyen ince bazal membranin hemen
altinda ise tek sira halinde myoid hiicrelerin bulundugu goriildii. Interstisyel alanlarin

incelemesinde leydig hiicreleri ve kan damarlar gorilda (Sekil 4, 5, 6).
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Sekil 4. Kontrol grubu, testis kesiti genel goriinim, tg¢lii boyama, st: tubulus
seminiferus kontortus, L.: Leydig hticreleri. (Bar: 50um).

Hen
W

Sekil 5. Sham grubu, testis kesiti genel goériniim, tglii boyama, st: tubulus
seminiferus kontortus, L: Leydig hiicreleri. (Bar: 50 pm).
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Sekil 6. CAP grubu, testis kesiti genel goriniim, tglii boyama, st: tubulus
seminiferus kontortus, L: Leydig hiicreleri. *: Seminifer tiibtl hiicre tabakalar arasi

bosluklar. KD: Kan damari. (Bar: 50 um).

Kontrol grubuna ait hayvanlarin testislerinden alinan kesitlerde bag doku ve
seminifer tiibalin diizenli vapisinin korundugu (Sekil 7) goézlenirken, CAP
uygulanan gruptaki testis dokusunda, bazi tubullerde hiicre tabakalari arasinda
bosluklar, tiibiil duvarinda invaginasyon ve seminifer tibiil bitiinlagtinde bozulma

tespit edildi.
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b.

Sekil 7 a, b. Kontrol grubuna ait hayvanlarin testislerinin seminifer tiibiillerinde
spermatogonyum (sp), primer spermatosit (ps), sekonder spermatosit (ss), sertoli hiicresi (s),

sperm (=), olgun spermatid (») ve leydig hiicreleri (L). Uglii boyama. (Bar: 50um).
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Sekil 8. CAP grubuna ait hayvanlarin testis seminifer titbiillerinde spermatogonyum
(sp), primer spermatosit (ps), sertoli hiicresi (s), seminifer tubul hiicreleri arasinda

bosluklar (v) ve leydig hiicreleri (L). Uglii boyama. (Bar: 50um).

4.4. immunohistokimyasal Bulgular

Immunohistokimyasal olarak indirekt streptavidin-biotin-peroksidaz yontemi
(48) kullamldi. Sadece sekonder antikorun uygulandigi negatif kontrol
preparatlarinda higbir boyanma goriilmedi (Sekil 9). TGF-B, ekspresyonu kontrol,
sham ve CAP gruplarina ait testis preparatlarinda degerlendirildi (Sekil 10, 11, 12).
TGF-B,, tim deney ve kontrol gruplarinda olgun spermatidlerde immunoreaktivite
gostermigtir. Her ti¢ gruptaki immunoreaktivite birbirleri ile karsilagtirildiginda

benzer yogunlukta oldugu gortldii (Tablo 14).



Tablo 14. Kontrol, sham ve deney gruplarinda TGF-3, immunoreaktivite yogunlugu.

(+++) gok yogun, (++) orta derecede yogun, (+) az yogun, (0) reaksiyon yok.

Immun reaksiyon Kontrol grubu Sham grubu CAP grubu
ghsteren yapi
Olgun spermatid ++ + ++

Sekil 9. Negatif Kontrol Kesitinde Immnunoreaktivite (yalmzca sekonder antikor

uygulanmig testis kesiti), KD: Kan damari, Bar: 50 pm.
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Sekil 12. CAP grubunda TGF-B,'nin immunoreaktivitesi, ———> : olgun spermatid.
Bar: 50 pm.

4.5. Real-Time PCR Bulgulan

Puberte doneminde CAP verilen rat testislerinde, TGF-p; nin gen ekspresyon
diizeyleri; CAP, sham ve kontrol gruplarinda RT-PCR teknigiyle analiz edilmig ve
referans gen olarak kullamilan GAPDH ile normalize edilmigtir. Floresan boya olarak
secilen Sybr Green’in DNA dizisine 6zgiil olmayan bir gekilde baglanabileceginden
dolay: primer se¢imi ve deneylerin optimizasyonu ¢ok dikkatli bir gekilde yapilmigtir

(Sekil 13, 14).
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Sekil 13. Standart egri (TGF-p,).
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Sekil 14. Standart egri (GAPDH).

Total RNA clde edildikten sonra RNA Kkalitesi i¢in tiim numunelerin
nanodropta vapilan dlgtimlerinde 260/280 dalga boyu oranlamasinda RNA degerleri
1.9-2.2 arasinda Olciilmiiy bu deger >1.7 degerinden buyik oldugundan, RNA
miktar ve safliinin iyi oldugu anlasilmigtir. RN A kalitesine elektroforetik olarakta
bakilarak, elektroforez tamamlandiktan sonra jel goriintileme ve dokimantasyon

sistemi ile incelenerek gorantiisii alindi (Sekil 15).
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21277 b

5148 be
3530 be

2027 be

1584 b
1375

347 be
8316¢

564 bg

Sekil 15. RNA drinlerinin jel gortntiisi. Swrasiyla 1. kuyucuk marker, 2-11.
kuyucuklar CAP, 12. kuyucuk marker, 13-22. kuyucuklar sham, 23. kuyucuk marker,
24-33. kuyvucuklar kontrol grubu. (Marker: Lambda Hind 1)

Gruplar, testis dokusu GAPDH geni ekspresyon dizeyi bakimindan istatiksel
olarak kargilagtirildi. Gruplar arasinda istatiksel olarak p<0,05 e gore anlamh fark
bulunmadi (Tablo 15, Sekil 16).

Tablo 15. Gruplar arasinda GAPDH geni ekspresyon karsilagtirilmasi.

Gruplar N GAPDH mRNA SD F
CAP 10 80,660 6,465
Sham 10 72,307 3,100 3,27
Keontrol 10 78,338 10,917

*p=<0,05 (SD: Standart sapma, F: F degeri)
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Sekil 16. Gruplar arasinda GAPDH geni ekspresyon kargilagtirilmasi. *p<0,05

Gruplar arasinda, testis dokusunda TGF[B, geni amplifikasyon sonuglarinin

kargilagtirilmasit yapilnugtir (Tablo 16).

Tablo 16. Gruplar arasinda TGF-B, geni ekspresyonu karsilagtirmasi (TGF-p
normalize: TGF-f; mRNA/GAPDH mRNA)

Gruplar N TGF[, Normalize SD F
CAP 10 0,0032* 0,00032
Sharn 10 0,0060* 0,00034 185,44
Keontrol 10 0,0076* 0,00076

*p=<0,05 (SD: Standart sapma, F: F degeri)

GAPDH geninin amplifikasyon sonuglart incelendiginde CAP grubunda,

sham ve kontrol grubuna gore nisbi bir artig olmustur. Her Gi¢ grubunda GAPDH

amplifikasyon degerleri ortalamalan birbirine yakindir, yani ortalama aym miktarda

eksprese olmuglardir ve aralarinda p<0,05 e gore anlamh bir istatistiki fark yoktur.

TGF-B, amplifikasyon sonuglari referans gen ile normalize edildikten sonra

incelendiginde, CAP ve sham gruplart ekspresyon diizeyleri, kontrol grubuna gore

azalmigtir. CAP gubunda kullanilan capsaicin ve sham grubunda kullanilan capsaicin

cozuctlerinin TGF-P2 gen ekspresyonunu azalttigi anlasilmaktadir. Her ti¢ grup

arasinda istatistiki olarak p<0,05 e goére anlamlh fark vardir (Tablo 16). Hedef ve

referans gene ait kantitatif degerler kullanilarak ortalama gen konsantrasyonlar:
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hesaplanmugtir (Tablo 17). Real-Time PCR’da yapilan gen amplifikasyon yazilim

gortintiileri Sekil 17°de gosterilmigtir.

Moarm. Fluara.
=
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Sekil 17 a, b. Real-Time PCR’da yapilan gen amplifikasyon yazilim géruntiileri; a.
TGF-p2 geninin amplifikasyonu, b. GAPDH geninin amplifikasyonu.



Tablo 17. Hedef ve referans gene ait kantitatif degerler kullanilarak ortalama gen

konsantrasyonlart.
Gruplar TGFpB, GAPDH Relatif
konsantrasyonu konsantrasyonu konsantrasyon
CAP 2649 82,660 0,0032
Sham 4363 70,407 0,0060
Kontrol 596,1 78,239 0,0076

TGF-B, geni igin, gruplar arast mRNA diizeyleri artig iligkisi relatif
konsantrasyona gore yapilmgtir (Sekil 18).

TGFg,

0,009
0,008 -
0,007
0.006 z

G005
(.004 1
4,003 -
5,002
§,001

. @Yiizde Artig

Sham

CAP

Kontrol

Sekil 18. TGF-B; mRNA dizeyleri yiizde artig iligkisi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada puberte doneminde CAP uygulanan rat testislerinde TGF-B2 nin
gen ekspresyon diizeyi ve immunohistokimyasal lokalizasyonu incelendi.

Traurig ve ark. (128), veni dogan ratlara uyguladiklart capsaicin ile bu
canlilarda viicut geligimi, sekstiel olgunluk wve fertilizasyon tzerinde puberte
zamaniminda gecikme, fertilitede ve vicut agirhiklarnda azalma gibi etkiler
gergeklestigini bildirmislerdir. IThan’in (33) yaptifr galigmada, farelerin postnatal
gelisme donemlerinde yapilan CAP uygulamasi ile giinlik yem tiiketimlerinde,
deney gruplarinda kontrol grubuna kiyasla 6énemli bir artis oldugu ancak bu yem
tilketim artigina paralel olarak canli agirlik artiginin olmadigi bildirilmektedir. Park
ve ark. (98), rasyonlarina % 0,02 CAP ilave edilen 6-7 haftalik ratlarin yem alimimn
azaldigi ve buna baglh olarak beyindeki birgok bolgede néropeptid Y (NPY)
ckspresyonunun zayifladigt ve bunun yiyecek alimmimn kontroliyle ilgili olan
hipotalamustaki NPY ’nin capsaicin tarafindan olumsuz etkilendigini bildirmiglerdir.
Oktay ve Olgun (92), erigkin tavuklarin yemlerine acit kirmiz1 biber ilave ederek 81
glin stireyle beslemigler ve sonugta yumurta sarisinin renginin koyulagtigini, yumurta
veriminin, yemden vararlanmanmn ve kulugka tUretiminin ise etkilenmedigini
gozlemiglerdir.

Srinivasan ve ark. (112), yedi hafta boyunca fare yemlerine % 2 CAP ilave
ederek hayvanlar beslemiglerdir. Uygulamanin ilk dort haftasinda hayvanlarda kilo
artigt goriliirken, beginci haftadan itibaren kilolarinda bir azalma oldugunu tespit
etmiglerdir. Furuse ve ark. (31), diyetlerine ac1 kirmizi biber ilave ettikleri erigkin
yumurtaci tavuklarda karin igi yag miktarinda azalma, yumurta performansinda ise %o
3 oraninda artig oldugunu bildirmiglerdir. Sambaiah ve ark. (108) ile Oh ve ark. (91),
ratlarla yaptiklar1 ¢aligmalar, CAP’1n non-steroid vag asitlerini mobilize ettifini ve
bu suretle ana enerji kaynag olarak kullanilmasm sagladigim tespit etmiglerdir.
Yaptiginiz ¢alismada kullandigimiz CAP’a bagli olarak diger caligmalardaki
bulgulara paralel olarak (53, 98, 108, 112, 128) deney gruplarinda yem aliminda artig

ve bu artigin aksine canli agirlik kazancinda yavaglama gozlenmisgtir.
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Kawada ve ark. (63, 64) capsaicin kullandiklar1 ¢aligmalarinda kullanilan
maddeye bagh olarak adrenal medulladan kategolaminlerin salinmasi ve bunlarin
santral sinir sistemini uyarmasi sonucunda enerji ve lipit metabolizmasimin
arttirtlmast yoluyla siganlarda obezitenin azaltildigimi belirtmiglerdir. Elde ettigimiz
bulgular, capsaicin’in canli agirlik kazancim olumsuz yonde etkiledigini tespit eden
aragtirmacilarin (63, 64, 83, 91, 95, 108, 112) bulgular ile benzerlik gostermektedir.
Ozellikle CAP grubundaki artisin, sham ve kontrol grubuna gore az olmasi
capsaicin’in canli agirlik artiy hizinda yavaglamaya yol a¢tifi ve bu etkisini
capsaicin’in daha o6nce bilim adamlarinca vapilan galismalardan elde edilen
karbonhidrat metabolizmasinin ve karaciger enzimlerinin aktivitesinin artmasi, lipit
metabolizmasim uyararak yag dokudan lipidin mobilizasyonunu saglamasi, karin igi
yvaglanmay1 azaltmasi (63, 64, 95, 96) ve oksijen kullamminm arttirmasi (73, 81, 83,
133) ctkilerinden kaynaklanabilecegi kanisindayiz.

Ozer ve ark. (96), yaptiklar1 ¢alismada yemlerine % 1 oraminda aci kirmuzi
biber ilave edilen ve bir glinliikk yastan itibaren beslenen horozlarda, kontrol grubuna
gore deney grubu hayvanlarinin testis agirliklarinda artig ve seminifer tiibtil epitelinin
daha erken gelisim gosterdigim goézlemiglerdir. Calismamizda kullanilan ratlarin
testis agirliklarinin canli agirhga oranlamasi yapildiginda, Ozer ve ark. (96)
caligmasina paralel olarak CAP grubunda testis agirliginda, istatistiki anlamda
(p<0.05) 6nemi olmayan bir artig gézlenmigtir.

Ratlarda, CAP’1in erkek tireme sistemine indirekt etkisinin incelendigi bir
caligmada, flutamid ile olugturulan kriptorsid testislerin inigi incelenmis ve dencklere
dogum sonrasinda tek doz olarak subkutan yolla CAP enjeksiyonu yapilarak
testislerin  morfolojisine bakildiginda CAP’in testislerin normal konumuna
ulagsmasinda higbir olumlu etkisinin olmadigi, bunun yam sira testislerde geligim
malformasyonlarina vol ag¢tifim bildirilmistir (109). Calismamizda olusturulan
kontrol, sham ve CAP gruplarindan elde edilen testislerin makroskopik goriiniim
agisindan incelemesinde gruplar arasinda bir farklilik gézlenmemigtir. Kontrol grubu
testislerinde, seminifer tiibiillerin normal gériinlimde ve spermatogenetik aktivitenin
oldugu goézlendi. Sham grubunda da kontrol grubuna yakin mikroskobik bulgular

tespit edildi. Kontrol ve sham gruplarindaki seminifer tiibillerin olagan gérintimde
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olmasi spermatogenik hiicrelerin birbirleri ve sertoli hiicreleri ile olan baglantilarmin

normal ve testikiiler fonksiyonlarin diizenli olmasindan kaynaklandigi kanisindayiz.

Tium gruplarda interstisyel alanlarin leydig hiicreleri ve kan damarlarindan
olustugu goriuldii. Kontrol grubundan elde edilen testis kesitlerinde bag doku ve
seminifer tibulin dazenli yapisinin korundugu goézlenirken, CAP grubunda ise
seminifer tubullerin bir kisminda tubul butinliginde bozulma, bazi tubullerde ise
seminifer tibil hiicre tabakalart arasinda bogluklar gortilmektedir. Hiicreler arasinda
diizensiz bogluklarin, bazi tubullerde sertoli hiicreleri ile spermatogenik hiicreler
arasinda var olan baglantilarda zayiflama ve germinal hiicre kaybindan
kaynaklanabilecegini diigiinmekteyiz.

Erdost ve ark. (29), yapmig olduklart ¢alismada rasyonlarina aci kirmizi biber
cklenen tavuk ve horozlarin hipofiz bezinden ilk aylardan itibaren FSH ve LH
sentezinin artti@1 saptanmig, hipofizde endokrin hticreleri ile iligki iginde olan gok
sayida SP igeren fibriller bulunmasi CAP'm dogrudan hipofize etki ettigim ve
bundan dolayida deney grubundaki horoz ve tavuklarin gonad geligimini kontrol
grubu hayvanlardan daha o6nce baslattiZim bildirmiglerdir. Calismamizdan elde
edilen bulgular sonucu &zellikle kullanilan CAP’1n sensorik sinir sonlarindan SP ve
CGRP salimimum uyararak (47) sinirsel innervasyondan olduk¢a zengin olan testis
dokusu tizerinde etki yapmig olabilecegi kanisindayiz.

TGF-p’larla ilgili yapilan immunohistokimyasal ¢alismalarda (51, 88, 122),
puberte dénemindeki ratlarda TGF-B;’1 levdig hiicrelerinde ve geng spermatidlerde
gozlerken, erigkin rat testislerinde TGF-p; sadece leydig hiicrelerinde reaksiyon
gosterdigi ve bu reaksiyonun siddetinin leydig hiicrelerinde yagla beraber azaldigim
tespit etmiglerdir. Jung ve ark. (61), testikiiler geligim ve fonksiyonda TGF-f’larin
énemli rol oynadipii belirtmektedir. In vitro ¢alismalarda (73), viiksek
konsantrasvondaki TGF-B;’in LH salimmim inhibe ederek testesteron tiretimini
durdurdugu  ve spermatogenezisi diizenledigini saptamuglardir. Yapilan bazi
caligmalarda TGF-B;’in eriskin donemdeki ratlarin geng spermatidlerinde immun
reaksiyon vermedigi saptanmistir (51, 88, 122). Akkog¢’un (2) vaptigr calismada,
postnatal gelisme donemlerinde capsaicin uygulanan fare testislerinde TGF-B’nin

immunohistokimyasal ekspresyonunda; TGF-B; ekspresyonu, leydig hiicreleri ve
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geng spermatidlerde gortilmugtir. Leydig hiicrelerinde TGF-B;’in ekspresyonu, 35
glinliik kontrol grubunda reaksiyvon olmazken, deney grubunda reaksiyonun zayif, 50
glinliik kontrol grubunda reaksiyon giddetli, deney grubunda reaksiyon orta siddetli,
75 giinlik kontrol grubunda reaksiyon orta giddetli, deney grubunda ise giddetli
immun reaksivon gozlenmistir. Geng spermatidlerde ise 35 giinlitk kontrol ve deney
grubunda reaksiyon zayif, 50 ve 75 giinliik kontrol ve deney gruplarinda ise orta
siddetli reaksiyon gozlenmigtir. TGF-B, ekspresyonu ise leydig hiicreleri ile olgun
spermatidlerde gozlenmis ve leydig hiicrelerindeki ekspresyonun yasa bagh olarak
azaldigini bildirmiglerdir. 35, 50 ve 75 ginlik kontrol ve deney gruplarinda leydig
hiicrelerindeki reaksiyon giddeti aym yogunlukta iken 75 giinliik kontrol ve deney
grubunda olgun spermatidlerdeki reaksiyon siddeti diger glinlere gore istatiksel bir
fark olugturmayacak gekilde arttigini bildirmektedir. Teerds ve ark. (122), Olaso ve
ark. (94) ile Ingman ve ark. (51) TGF-B2’in immunoreaktivitesini puberte
donemindeki ratlarda sadece leydig hiicrelerinde, erigkin donemdeki ratlarda ise hem
leydig hiicrelerinde hem de olgun spermatidlerde saptamus, ayrica reaksivon
siddetinin leydig hiicrelerinde yasa bagh olarak azaldigimi belirtmiglerdir. Jung ve
ark. (61) vyaptiklari ¢alismada TGF-B, ekspresyonunun testislerdeki olgun
spermatidlerde yasa bagli olarak arttigim belirtmiglerdir. Caligmamizda ise bazi
aragtirmalarin bulgularina paralel olarak (2, 51, 61, 94, 122) TGF-3;’nin ekspresyonu
olgun spermatidlerde gortilmuigtiir.

TGF-B, geni, ratta 13. kromozomun 13q26 bolgesinde lokalizedir. Hiicre
biiyime ve proliferasyonunun diizenlenmesinde rol oynar. Gelisme sirasinda
mezengimal-epitel hiicre interaksiyonuna neden olabilir (132). TGF-B ailesinin tiim
tiyeleri organizmadaki nerdeyse tiim hiicrelerde bulunan yiiksek affiniteli hicre
yviizey reseptorlerine baglanir. Hiicre yiizeyinde 2 farkli TGF-B reseptori vardir.
Bunlardan tip I olarak adlandirilam 65 kDa agirlifinda, tip II ise 85-90 kDa
agirhgindadir. TGF-B 6ncelikle hiicre viizeyindeki tip II reseptoriine baglanir ve
baglanma sonucunda tip II reseptort tip I reseptorini fosforlar ve fosforlanan tip I
reseptorti hiicre iginde bulunan ve sinyal iletiminden sorumlu Smad proteinlerini
harekete gecirerek hiicre ylizeyindeki TGF-f3’dan gelen sinyalleri hiicre ¢ekirdegine
iletir (87, 94).
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Gunimiizde pek ¢ok arastirici kesin ve glivenilir sonug vermesi agisindan
Real-Time PCR yontemini gen ekspresyonlarinda kullanmaktadir (16, 25, 39, S0, 57,
77).

Mahmoud ve ark. (77), CAP’m etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda immun
tepki ile baglantili olan major histocompality complex II (MHC-II) ekspresyonuna
kemirici makrofaj kultiirinde bakmiglardir. CAP’in (0.1-10uM), interferon (IFN)-y
(100 tnite/ml) eklenmig peritonal makrofa; kiltiironde MHC II mRNA
ckspresyonunu azalttigi bildirilmigtir. Bunun interferon (IFN)-y dozuna bagli olarak
CAP’ in MHC 1I transactivator (CIITA) mRNA ekspresyonunu inhibe etmesinden
dolay1 oldugunu belirtmiglerdir. Interferon (IFN)-y ile uyarilnug makrofaj kiltiiriine
CAP ilavesi ile MHC II ekspresyonunda azalma olmasina kargin makrofaj tarafindan
tretilen nitrik  oksit  diazeylerinde degisme olmamistir. CAPin  CIITA
transkripsivonunu  asagi regile etmesinden dolayi MHC II  ekspresyonu
baskilanmakta fakat NO diretimi bundan etkilenmemektedir. Bunun sonucunda
CAP’in spesifik genlerin regulasyonunu diizenleyerek immun bozukluklarda
immunofarmokolojik bir rol Gstlenerek yararli olabilecegini bildirmiglerdir.

Haan ve ark. (39), streptozotosin (STZ) ile yaptiklar bir caligmada, diabet
olusturduklar1 farelerde katalazin ekspresyonunu real-time PCR ile incelemis ve
diabetik grupta katalaz mRNA diizeyinin diigiik oldugunu tespit etmiglerdir.

Real-Time PCR metodu, ozellikle klasik olan diger metodlarn sonuglarini
desteklemektedir. Janina ve ark. (87), meme kanseri tamsi konulmus hastalarin
parafin bloklara gémiilii dokularindan elde edilen DNA ile yaptiklar: real-time PCR
analizinde, insan epidermal buyitime faktér reseptoriic (HER-2/neu) geni igin 210
hastanin 41°inde amplifikasyon tespit edildigini ve ayn1 gen bolgesi igin vaptiklar
immunohistokimyasal analizde ise 210 hastanin 70°inde protein ekspresyon
diizeyinde artig oldugunu bildirmiglerdir.

Caterina ve ark. (16), kiigtik hiicreli olmayan akciger kanseri (KHOAK) tanisi
konulmug hastalarin  dokularindan elde edilen DNA ile HER-2/neu geninin
ekspresyonuna Real-Time PCR ve immunohistokimyasal metodla bakmis ve Real-
Time PCR analizinde hastalarin % 22 sinde amplifikasyon gorilirken,
immunohistokimyasal yontemde hastalarin % 23 tinde ekspresyonu gériilmuigtiir. Bu

Real-Time PCR ve immunohistokimyasal ¢aligma sonuglarinin  birbirini
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destekledigini gostermigtir. Calismamizda da TGF-; ekspresyonu, Real-time PCR
ve klasik metod sonuglarinin birbirini destekledigi ¢aligmalardakine (16, 37) paralel
olarak tiim gruplardan elde edilen testis dokusunun Real-Time PCR ve
immunohistokimyasal analizlerinde gergeklegmuisgtir.

Malagarie-Cazenave ve ark. (78), CAP ile muamele edilmig prostat
hiicrelerinde 11.-6 sekresyonunu inceledikleri ¢aligmalarinda CAP eklenen ve
cklenmemis grupta androjene hassas LNCaP hicrelerinde IL-6 sekresyonunu
olduk¢a az miktarda tespit etmiglerdir. Bunun aksine androjene direngli PC-3
hiicrelerinde IL-6 sekresyonun CAP dozuna bagli olarak stimiille edildigini
belirtmiglerdir. PC-3 hticrelerinde 11L.-6 sekresyonunda artig olsada 10 uM. ve 20 uM.
lik CAP dozunun kullamldigi gruplara kivasla 1 uM. CAP kullanilan grupta RWPE-
1 kontrol grubuna gore énemli bir istatistiki fark (p<0.05) olustugunu saptamiglardir.
CAP etkilerinin genis kapsamli aragtirilmasi i¢in vine androjene direngli diger bir
hiicre hatti olan DU-145 hiicreleri kullamilmig ve 10 uM. verilen grupta IL-6
sekresyonunda 6nemli bir artig oldugu gozlenmistir. Her iki hiicre hattinda (PC-3,
DU-145) IL-6 scekresyonundaki artisin TRPV1 reseptor antogonisti capsazepine ile
inhibe edilmesiyle I11.-6 sekresyondaki artisin her iki hiicre hattinda farkli dozlarda
gergeklesmesinin hiicrelerdeki capsaicin reseptort olan TRPV1 etkinligine bagh
oldugunu saptamuglardir. Caligmamizda da CAP gubunda TGF-B, ckspresyon
diizeyindeki azalmalarin bir nedeninin de Malagarie-Cazenave ve ark. (78) yapmug
olduklar ¢aligmadaki bulgulara paralel olarak bu maddenin baglandigi reseptdr olan
TRPV1 in ¢tkinliginden kaynaklanabilecegi digtiniilmektedir.

CAP’in dimetil silfoksit (DMSO) ile ¢oziindiriilerek erkek farelere intra
peritonal yolla 1.8 ve 7.5 mg/kg dozda enjekte edilmis ve uygulamadan sonra testiste
kisa siireli radyoaktif deneylerle DNA bivosentezi incelenerek, kullanilan her iki
dozda testiste DNA sentezinin inhibe edildigi ve bundan da germ hiicrelerindeki
genetik materyalin etkilendigi bildirilmistir (89). Calismamizin Real-Time PCR
kismunda testis dokusundaki TGF-B, ckspresyon diizeyi gruplar arasindaki fark
acisindan degerlendirilmis ve TGF-B; amplifikasyon degerlerinin referans gen
GAPDH ile normalize edilmesi ile bu oran CAP grubunda 0.0032, sham grubunda
0.0060 ve kontrol grubunda 0.0076 olarak belirlenmistir. Kontrol grubunda seminifer

tubul butinligiiniin korunmasi, spermatogenik hiicre hatlarinin normal ve sertoli
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hiicreleriyle olan baglantilarinin olagan olmasi bu grupta TGF-p; ekspresyonunun
normal seviyede bulunmasim saglarken, sham grubunda CAP enjeksiyonu yerine
sadece bu maddenin ¢oziiciilerini barindiran tasiyici solisyon enjekte edilmesine
ragmen kontrol grubuna kivasla TGF-P; ckspresyonunun azalmasi muhtemelen
enjeksiyon ve her enjeksiyon Oncesi ratlarin dietil eter anestezisine maruz kalmalar
sonucu olusan oksidatif stresten kaynaklanabilecegini diistinmekteyiz. Ozellikle CAP
grubunda TGF-B, e¢kspresyon diizeyi kontrol grubuna kivasla olduk¢a azalmugtir.
Bunun nedeninin kullanilan madde wve miktarina bagli olarak CAP’in testis
tizerindeki etkilerinden kaynaklandigi, bu etkilerin sensorik sinir sonlarindan
norotransmitter madde salimimim uyararak (47) hipofizdeki hormonal sekresyon
miktarlarinda olugturdugu degisim ile bu hormonlarin testislerde olasi etkileri sonucu
hedef hiicrelerde gen ekspresyon degigimleri ile TGF-B, ekspresyonunda azalmaya
sebep olmasindan kaynaklanabilir.

CAP’in testiste DNA sentezini inhibe ettigi ve bunun sonucunda germ
hiicrelerindeki genetik materyalin etkilendigini belirten ¢aligmalar (109) CAP’in
testiste bu tiir bir etki sonucu TGF-3; ekspresyonunda degisimlere vol acgtig fikrini
kuvvetlendirmektedir. Yapilan bir ¢alismada (82), A 303 ve A 304 spermatogenik
kok hiicre hatlarinda CAP’in 150 uM, 200 uM ve 250uM konsantrasyonlan ile 24 ve
48 saatlik koltorlerinin  yapilmasi ve anti-activated caspase-3 antikoru ile
immunohistokimyasal bovama yapildiktan sonra apoptotik hiicre sayisinda doza
bagli olarak bir artigin meydana geldigi saptanmagtir.

CAP, apoptozu indiikkleyerek birgok Slimstiz ve koétii huylu hiicre hattinin
bliylimesini baskilar. Bu indiikksivonun hiicrelerde intraselliller reaktif oksijen
tirlerinin Gretiminin arttirilmasi seklinde olabilecegi belirtilmigtir (9, 40). CAP
kanser hiicrelerinde de apoptoza neden olabilir. Bu nedenle yapilan ¢aligmalarda
kullanilan CAP 1 bazi1 prostat kanser hiicrelerinde apoptozu arttirdign gosterilmigtir
(86). Dogal CAP*in 16semi hiicrelerinin baytimesini engelledigi (52), insan hepatoma
HepG2 hiicrelerinde (22) ve akciger kanser hiicrelerinde (7) apoptoza neden oldugu
bildirilmigtir. CAP’1n insan melanoma hiicrelerindeki apoptoz miktarmm arttirmak
amaciyla kaspazla aktive edilen DNaz inhibitoriiniin ekspresyonunu baskiladigini
(34), hucre i¢i antiapoptotik Bcl-2 oranmmi  azalttifit ve hepatokarsinoma

hiicrelerindeki kaspaz-3 aktivitesini arttirdign (60) bildirilmigtir. Caligmanzda
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kontrol ve sham grubunda seminifer tubullerin normal gériniimde olmasina kargin
CAP grubunda bazi tubullerde apaptoz sonucu hiicre dliimlerinin artmasima bagli
olarak vakuollerin olugmug olabilecegi diistincesindeyiz.

CAP’in doza bagl olarak, digtan gelen madde ve ajanlara karst oldukga
hassas olan spermatogenik hiicreler tGizerinde hasar veya 6liime yol agmasi, sertoli
hiicre membraninin biitiinliiglintin bozulmasi sonucu bu hiicrelerin germ hiicreleriyle
olan baglantilarinda olugabilecek bozukluklar (58) sonucuda spermatogenik hiicre
kayiplart  gergeklegebilecek, sertoli  hiicrelerinde meydana gelecek  vapisal
bozukluklar sonucu bu hiicreler tarafindan tiretilen protein seviyelerindeki azalmalar
ozellikle germ hiicrelerinin  proliferasyon, farklilagma ve metabolizmasinda
bozukluklara ve nihayetinde TGF-B; ekspresyon diizevlerinde istatistiki anlamda
(p<0,05) azalmalara sebep olacag kanisindayiz.

Real-Time PCR ve immunohistokimyasal analizlerden elde edilen bulgulara
gore, CAP’1in uygulanan dozda TGF-B, ckspresyonunda kontrol grubuna kiyasla
azalmanin olmasi ile testikiiler fonksivonlarda degigimlere, tubullerde yukarida
sayilan bazi olgularin ortaya ¢ikmasi ise seminifer tubullerde yapisal bozukluklara ve
biiylime faktorlerinin ekspresyon duzeylerinde degisimlere yol actigi sonucunu
ortaya koymaktadir.

Bu tez ¢aligmasi ile capsaicin uygulanan rat testislerinde TGF-B, nin Real-
Time PCR ile gen ckspresyon diizevindeki degisiklikler, histolojik goriintiimii ve

immunohistokimyasal lokalizasyonu gosterilmistir.
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6. OZET

Caligmamizda puberte doneminde capsaicin uygulanan rat testislerinde
Transforme Edici Geligim Faktori Beta-2 (TGF-B2)’nin Real-Time PCR ile gen
ekspresyonu ve immunohistokimyasal lokalizasyonu incelenmigtir.

Caligmada her grupta 10°ar adet Sparaque-Dawley cinsi rat olmak tzere
capsaicin (CAP), sham ve kontrol gruplari olusturulmugtur. CAP grubundaki ratlara,
1 mg/kg dozdaki capsaicin % 10 etanol i¢inde ¢oztndurilda ve % 1 Tween 20 ile
distile su ilavesi yapildiktan sonra subkutan olarak enjekte edildi. Sham grubuna, 0.3
cc. % 10 etanol, % 1 Tween 20 ve distile sudan olugan tagiyict sollisyon subkutan
yolla enjekte edildi. Kontrol grubundaki ratlara herhangi bir enjeksiyon yapilmadi.
CAP ve sham grubundaki ratlara 1 hafta boyunca yapilan enjeksiyondan sonra 1
hafta beklenildi ve stire sonunda tiim gruplardaki ratlar dietil eter anestezisi altinda
servikal dislokasyonla ldrtldii.

Ratlarin canli agirhk artiglari, CAP grubunda % 9.05, sham grubunda %
17.46 ve kontrol grubunda ise % 25.60, testis agrliginin canli agirlifa oranlamasinda,
CAP grubu 15.072, sham grubu 13.673 ve kontrol grubu ise 13.907 olarak
belirlenmistir.

Testis kesitleri histolojik goriniim agisindan degerlendirildiginde; sham wve
kontrol grubunda bag doku ve seminifer tibiiliin diizenli yapisinmin korundugu ancak
CAP grubunda tiibiil hiicre tabakalari arasinda bogluklar, tiibtil hiicre duvarinda
imvaginasyon, tibtl bitinliginde bozulma ve bag dokuda pargalanmalar
gozlenmistir.

Tum gruplarda TGF-B; immunoreaktivitesi olgun spermatitlerde gézlenmis,
ayrica her ii¢ gruptada immunoreaktivite birbirine benzer yogunlukta bulunmustur.

Real-Time PCR analizinde; tiim gruplardaki TGF-B, amplifikasyon degerleri
referans gen olan GAPDH (Gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz) ile normalize
edildiginde, bu oran CAP grubunda 0.0032, sham grubunda 0.0060 ve kontrol
grubunda 0.0076 olarak gozlenmis ve elde edilen bulgular sonucunda CAP grubunda
TGF-B, ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla Onemli bir azalma gosterdigi
belirlenmigtir.

Anahtar sézciikler: Capsaicin, TGF-B;, Testis, Real-Time PCR, Immunohistokimya.
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7. ABSTRACT

In our study, gene expression and immunohistochemical localization of
transforming growth factor beta-2 with Real-time PCR was analysed in the testes of
rats, which were administered capsaicin at the pubertal ages.

In this study, thirty Sparaque-Dawley rats were divided into the three groups,
were called capsaicin, sham and control groups. 1mg/kg dose of capsaicin dissolved
in % 10 ethanol and afier addition of 1% Tween 20 with distilled water it was
injected by subcutaneously. Carrier solution, which includes 0.3 cc. %10 ethanol, %l
Tween 20 and distilled water, was injected by subcutaneously. Any injection to rats
in the control group was not performed. Rats existed in the sham and CAP groups
were injected during one week. After one week waited, all rats were sacrificed by
cervical dislocation under the diethyl ether anaesthesia.

Live weight gain of rats is determined as % 9.05 in the group of CAP,
217.46 in the sham group and % 25.60 in the control group while the rationing of
testicular weight to the live weight 15.072 in the group of CAP, 13.673 in sham
group and 13.907 in the control group. In terms of histological appearance of
testicular sections, it was observed that sham and control groups maintained the
structure of connective tissue and seminiferous tubule while CAP groups, gaps
among the tubule cells, invagination in the tubule cell wall, tubular integrity
degradation, breakdowns in the connective tissue were also monitered.

TGF-pB, immunoreactivity was observed in mature spermatids of all groups;

moreover, immuno reactivities in the groups were found to be similar in intensity.
In the analysis of Real-Time PCR, when TGF-B; amplification values in all groups
normalized with the reference gene GAPDH, that ratio was observed as 0.0032 for
CAP group, 0.0060 for sham group and 0.0076 for control group and as the result of
obtained findings, a significant decrease was determined for CAP group

compared with TGF-[3; expression to the control group.

Keywords: Capsaicin, TGF-p;, Testes, Real-Time PCR, Immunohistochemistry.
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