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OZET

POSTNATAL GELISME DONEMLERINDE CAPSAICINLI YEMLE BESLENEN
FARE TESTiSLERINDE GHRELININ IMMUNOHISTOKIMYASAL
EKSPRESYONU

Act kirmizi biber, botanik biliminde Solanacea familyasina ait bir bitki olup,
Capsicum annuum olarak bilinmektedir. Capsaicin, act kirmizi biberin etken maddesidir.
Ghrelin, 6ncelikli olarak midedeki endokrin X/A hiicreleri tarafindan iiretilen polipeptid
yapida bir hormondur. Ghrelin, biiylime hormonunun salinimi, enerji dengesi, besin alimi ve
viicut agirliginin ayarlanmasinda gorev alir.

Calisma materyalini 21 gilinliik 40 adet Swiss albino soyu erkek fareler olusturdu.
Fareler anneden ayrildiklar1 21°nci glinden itibaren deney grubu (n: 20) % 0,02 oraninda
capsaicin iceren yem ile, kontrol grubu (n: 20) ise standart fare yemi ile beslendi. Gruplardaki
tiim farelere dietileter anestezisi altinda puberte (40 giinliik) ve eriskin (75 glinliik)
donemlerinde, servikal dislokasyon uygulandi. Testisleri ¢ikartilarak rutin doku takibine
alindi. Capsaicin ilavesi yapilmis yemle beslenen farelerin testisleri puberte ve eriskin
donemlerde ghrelin peptidinin lokalizasyonu histolojik ve immunohistokimyasal analizler ile
degerlendirildi.

Arastirmanin, puberte ve erigkin donemlerinde 6zellikle deney grubunda seminifer
kanal duvarinda spermatogenik hiicre serisinde artig saptandi. Ghrelin antikoru ile yapilan
immunohistokimyasal boyama sonucunda fare testisinde ¢alismamizda tiim gruplardaki
Leydig ve Sertoli hiicrelerinde immunpozitif reaksiyon ilk olarak gdsterilerek literatiir
bilgisine katki saglandi. Spermatogenik seriyi olusturan hiicrelerde reaksiyon goriilmedi.
Ghrelin reaksiyonu hem puberte hem de eriskin donem deney grubu Leydig hiicrelerinde,
kontrol gruplarina oranla daha az boyanma yogunlugunda saptandi.

Gergeklestirilen bu ¢alisma, yeme diisiik doz capsaicin ilavesinin, farelerin testis
dokusu gelisimini olumlu yonde uyardigini, gonadlar ve gelisimi lizerinde ghrelinin de etkin
rol oynadigmi gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Capsaicin, ghrelin, testis, fare



SUMMARY

Immunohistochemical Expression of Ghrelin in Mouse Testes Fed with a Diet

Containing Capsaicin on Postnatal Development

Red hot pepper, known as Capsicum annuum, belongs to Solanacea family in botany.
Capsaicin is the pungent extract of red hot pepper. Ghrelin is an acylated polypeptide
hormone secreted predominantly by endocrine X/A cells of the stomach. Ghrelin acts as a
regulator for GH release, energy balance, food intake and body weight.

Swiss albino male mice (n: 40), at the age of 21 days old, were used. After weaning at
day 21, treatment group (n: 20) fed with diet containing 0.02 % capsaicin and control group
(n: 20) fed with standard diet. In pubertal (day 40) and adult (day 75) periods, mice sacrificed
by cervical dislocation under diethyl ether inhalation anesthesia. Testes from both groups
removed and applied routine histological process.

Ghrelin peptid evaluated in testes of mice fed with capsaicin containing diet by
histological and immunohistochemical methods in pubertal and adult periods. In this research,
we determined that there was an increasing on the number of spermatogenic cells in tubules,
in both pubertal and adult periods, specially for treatment group. At the end of the
immunohistochemical staining, we confirmed that there was a positive reaction on Leydig and
Sertoli cells of mouse testes but no reaction on spermatogenic cells. Immunohistochemical
expression of ghrelin for mouse testes was first on lectures. Intensity of ghrelin reaction was
less for treatment group compared to control group in both pubertal and adult periods. These
results show that low dose capsaicin has a positive effect with ghrelin on testicular
development.

This project shows that, low dose capsaicin containing diet stimulates the development

of testes of mouse and ghrelin has an effective role on gonads.

Keywords: Capsaicin, ghrelin, testes, mouse.



GIRiS

Ghrelin, ilk kez 1999 yilinda Kojima ve arkadaglar1 (1) tarafindan farelerin midesinde
tanimlanmistir. Ghrelin, 6ncelikli olarak midedeki endokrin hiicrelerden salgilanan polipeptid
yapida bir hormondur (1, 2). Midenin oksintik bezlerinde yer alan endokrin fonksiyonlara
sahip X/A hiicreleri tarafindan iiretilmekte ve 28 amino asit igermektedir (3). Ancak, insan ve
ratlarda gen ekspresyonu ile yapilan incelemelerde, ghrelinin ve reseptoriiniin bagirsak, kalp,
bobrek, karaciger, akciger, pankreas, plasenta, hipofiz, gonadlar ve beyin gibi genis bir organ
yelpazesinde mevcut oldugu gosterilmistir (4-6).

Ghrelin, biiylime hormonu salgilatici reseptor (GHS-R)’iin endojen ligantidir (7).
Biiyiime hormonunun salinimi, enerji dengesi, yiyecek alimi ve viicut agirligmin
ayarlanmasinda gorev alan ghrelin, etkisini biiylime hormonu salgilatici reseptor (GHS-R) tip
la’ ya baglanarak gosterir (1). Reseptore baglanarak hipotalamustan biiyiime hormonu
salgilatict hormonun (GHRH) salinimini uyarir.

Somatotrop hormon, somatotropin gibi isimler de verilen biiylime hormonu, 6n
hipofizin somatotrop hiicrelerinden salgilanir. Basta kemik, kikirdak ve iskelet kas1 olmak
iizere viicudun biliylime yeteneginde olan biitiin dokularmin hiicrelerine etkir. Hiicrelerin hem
biiylimesini hem de mitoz boliinme ile ¢ogalmasini arttirarak ¢ok sayida hiicrenin gelisimini
saglar. Ghrelinin biiyiime hormonu salgilatici etkileri hem doku kiiltiiriinde, hem de ratlarda
yapilan intraserebroventrikiiler (i.c.v.) ve intraperitonal (i.p.) calismalarda gosterilmistir (8,9).
Ghrelin, GHRH salinimin1 arttirirken, somatostatin salinimini baskilamaktadir (10).
Somatostatin bliylime hormonunun salmimini inhibe eder (11). Somatostatinin bu formu
hipotalamustan salgilanmaktadir. Ayrica diger bir formu da pankreasta Langerhans
adaciklarinin Delta (D) hiicrelerinden salgilanir (12).

Ekzojen olarak verilen ghrelin farelerde besin alimini arttirmakta, yag kullanimimni
azaltmakta ve sonucta yag dokusu artisina neden olmaktadir. Ghrelinin yag dokusunu ve
istah1 arttiric1 etkilerinin biiylime hormonu iizerine olan etkilerinden bagimsiz oldugu ve
bunun, leptinin de aract oldugu merkezi sinir sistemindeki 6zel noronlar tarafindan
diizenlendigi diistiniilmektedir (13).

Ghrelinin enerji depolarinin bosalmasini ve kaseksiyi dnleyen bir hormon oldugu ve

her 6giin 6ncesi kan serum diizeylerindeki seviyesinin artmasi nedeniyle de istahi uyardigi



diistiniilmektedir (14). Farelerde acligin ghrelin salinimini arttirdigi, karbonhidrat aliminin ise

ghrelin salinimin azalttig1 gosterilmistir (15). Ghrelinin enerji homeostazi iizerine etkilert,

merkezi sinir sisteminde hipotalamusta ortaya ¢ikmaktadir. Ghrelin hipotalamusta direkt
olarak arkuat nukleus (ARC)’deki istah uyarani olan Noropeptid Y/Agouti-Related Peptide
(NPY/AGRP) mekanizmasini uyararak enerji dengesini etkilemektedir. Dolayisiyla bu etkileri
sadece periferal dokularda tiretildigi yerlere bagimli olmamaktadir (1).

Midede iiretilen ghrelin 6n hipofiz ve hipotalamustaki reseptorlerine (GHS-R tip 1a ve
GHS-R tip 1b) ulasip biiylime hormonu salinimini uyarmakta ve enerji homeostazini
diizenlemektedir. Beyinde hipotalamik nukleusta, hipokampusta, substansia nigrada, ventral
tegmental bolgede, dorsal ve median rafe ¢cekirdeginde ghrelin reseptorleri bulunmaktadir
(16).

Ghrelinin merkezi sinir sistemi aracilig1 ile reprodiiktif sistemin kontrol edilmesinde
de rol oynadigi diistiniilmektedir. Organizmanin gelisiminde ve viicut agirligmin
korunmasinda anahtar rol oynayan bir¢ok faktoriin (GHRH, leptin, IGF gibi) testikiiler
fonksiyonlarin ayarlanmasinda da etkin oldugu gdésterilmistir (17-19). Ayrica ghrelin ve onun
fonksiyonel reseptorii (GHS-R tipla), rat ve insanda immunreaktif olarak ve gen ekspresyonu
sonucunda, reprodiiktif gelisimin kontroliinde 6nemli yeri olan hipotalamus bdlgesinde
bulunmustur (1, 20, 21).

Disi ratlarda merkezi sinir sistemine intraserebroventrikiiler (i.c.v.) olarak uygulanan
ghrelin, periyodik Luteinizan Hormon (LH) sekresyonunu baskilamistir (22, 23). Bir bagka
calismada, erkek prepubertal ratlarda kanda hormon diizeylerine bakildiginda, intravenoz
(1.v.) uygulanan ghrelinin LH sekresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Fernandez ve
arkadaslar1 (24), prepubertal ratlara i.c.v. olarak verilen ghrelinin LH salinimin1 belirgin
derecede azalttigini, Folikiil Uyarict Hormon (FSH) salimimini ise etkilemedigini
bildirmislerdir. Ayrica doku kiiltiirii calismalarinda in vitro uygulanan ghrelinin ise her iki
gonadotrop hormonun salinimini arttirdig agiklanmistir. Bilindigi gibi LH 6n hipofizdeki
gonadotrop hiicrelerden salir, Leydig hiicrelerini etkileyerek bu hiicrelerden testosteron
olusumunu ve salgilanmasini uyarir (12). Bu bilgiler 15181nda ghrelinin spermatogenesis
iizerinde dolayli ve hipofiz lizerinde de LH saliniminin ayarlanmasi ag¢isindan da dogrudan
etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Ratlarda Leydig hiicrelerinde (19), insanlarda Leydig ve Sertoli hiicrelerinde (25),
koyunlarda ise bu hiicrelere ilave olarak 6zellikle seminifer tubuller icerisinde, germ

hiicrelerinde (26) ghrelin ekspresyonu goriilmiistiir. Bu ¢alismalar, ghrelinin reproduktif



sistem tizerinde, 0zellikle Leydig hiicrelerinden testosteron sentezinin ayarlanmasinda, bir

regiilator olarak gorev alabilecegini gostermektedir.

Calismamizda kullanilan capsaicin (CAP), act kirmizi biberin etken maddesidir. Aci
kirmiz1 biber, Solanacea familyasina ait bir bitki olup, Capsicum annuum olarak
tanimlanmaktadir (27, 28). CAP organizmada basta gastrointestinal, kardiovaskiiler ve
solunum sistemleri olmak iizere pek ¢ok sistem tizerinde etkilidir. Son yillarda fizyolojik ve
farmakolojik etkilerinden dolayi tipta ve ilag sanayisinde kullanimi yayginlagmistir. CAP’mn
etkisi, kullanilan doza, uygulama sekline ve hedef organa gore degisiklikler gdstermektedir
(29, 30). CAP baslica sensorik sinirler tizerinde mevcut olan vanilloid reseptor 1 ( VR1)
aracilig1 ile ndronlarda, noronal eksitasyon, proinflamatuar mediyatdrlerin salinima,
reseptoriin desensitizasyonu ve noronal toksisiteyi iceren olaylar zincirini tetikler (31, 32).
CAP’1in senzorik noyronlarda VR 1°e baglanmasi ile ndropeptidlerin, 6rnegin substance P
(SP), Calcitonin Gene Releated Peptid (CGRP) salimimina neden olmaktadir. CAP
uygulamasinin devam etmesi sensorik sinirlerden SP’nin saliniminin azalmasina ve agri
duyusunun ortadan kalkmasina dolayisi1 ile nérotoksisiteye neden olur (28, 31, 32). Ayrica
CAP’1n karbonhidrat metabolizmasini ve karaciger enzimlerinin aktivitesini arttirdigi (33),
lipid metabolizmasini uyararak yag dokudaki lipidin yakilmasimni kolaylastirdigi (33), oksijen
tikketimini arttirdig1, solunumu baslangigta arttirdigi sonra azalttigi, serum glikoz ve insiilin
seviyesini arttirdig1, karaciger glikojeninde hizli bir azalmayla birlikte serum trigliseridlerinde
dereceli artis sagladigi, dolasim sisteminin fonksiyonuna yardimci oldugu ve bunun
sonucunda metabolizma lizerine genel uyarici etki yaptigi belirtilmistir (33-35).

Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali
tarafindan rasyonlarina aci kirmizi biber ilavesi yapilan gelismekte olan tavuk ve horozlarmn
reprodiiktif sistem organlari ile hipofiz bezi incelenerek, ac1 kirmizi biberin olasi etkileri
degerlendirilmistir (36-40). Arastirma sonucunda, hayvanlarin reprodiiktif sistem
organlarinin act kirmizi biberli diyetle beslendiginde, daha hizli gelistigi saptanmustir (37).
Devaminda yapilan bir bagka arastirmada da (39, 40) hipofiz bezinde FSH ve LH
immunreaktif hiicrelerin ac1 kirmiz1 biberli rasyonla beslenme sonucunda etkilendigi ve birim
alandaki hiicre sayilarinda artis saptandigi bildirilmistir.

Erdost ve arkadaslar1 (41) tarafindan hazirlanan ve Uludag Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenen bir baska projede de, farkli yas
gruplarindaki erkek farelere (35 giinliik, 50 giinliik ve 75 giinliik) birer haftalik siirelerle

capsaicinin 1mg/kg dozda subkutan (s.c.) enjeksiyonu yapilmistir. Calismanin sonucunda,



testisin histolojik yapisi degerlendirilerek, testiste VR1 ekspresyonu immunohistokimyasal

metodla gosterilerek, kandaki LH ve testosteron diizeyleri degerlendirilmistir. VRI

ekspresyonunun Leydig hiicrelerinin sitoplazmasinda goriildiigli ve serum LH ile testosteron
seviyelerinin deney gruplarinda kontrol gruplarina gére daha yiiksek seviyede oldugu
bildirilmistir. Calismanin devaminda, bir doktora tez projesi (42) olarak da, testiste TGF-f3,
ve B, ekspresyonu immunohistokimyasal yontemle gosterilmistir. Deney grubu testislerinde
tubulus seminiferus kontortuslarda primer spermatosit yogunlugunun fazla oldugu ve bununla
birlikte TGF-B; ekspresyonunun Leydig hiicrelerinde kontrol grubuna gére deney grubunda
daha erken donemde gozlenmeye basladig: bildirilmistir (42).

Bu ¢alismada puberte ve eriskin donemlerinde, CAP ilavesi yapilmig yem ile beslenen
farelerin testislerinde capsaicinin ghrelin ekspresyonuna olan etkisinin immunohistokimyasal

yontemler ile belirlenmesi amaclanmaistir.



GENEL BIiLGILER

Erkek Genital Sistemi
Erkek genital sistem; testisler, genital kanallar (duktus efferentes, duktus epididimis,
duktus deferens, duktus ejakulatoryus) ve bu kanallara agilan yardime1 bezler (vezikula
seminalis, bulbouretral bez, prostat) ve dis genital organ olan penisten ibarettir (43). Testisler
spermatozoonlarin meydana getirilmesi (spermatogenezis) ve steroid yapidaki hormonlarn

iiretilip salgilanmasindan (steroidogenezis) sorumludurlar.

Testisler

Erkek iireme sisteminin esas fonksiyonel organlari olan testisler, skrotum iginde asili
dururlar ve tubuler bilesik bez yapisindadirlar. Prenatal siirecte abdomende gelisimini
stirdiiren testisler, doguma yakin bir zamanda inguinal kanaldan gegerek skrotuma inerler ve
burada funikulus spermatikus ile asili halde tutulurlar. Testisler, skrotumun i¢inde viicudun
disinda yer almasi nedeniyle viicut 1s1smin 2-3°C altinda bir 1s1ya sahiptirler. Bu 1s1 ise
sperm tiiretimi (spermatogenez) i¢in gereklidir (43).

Testisler, tunika albuginea olarak adlandirilan ¢ok miktarda kollagen iplik ve az
miktarda da elastik iplik iceren, kompakt, diizensiz bag dokudan olusan kalin bir kapsiil ile
sarilidir (44). Tunika albuginea testisin arka yiiziinde kalinlagarak mediastinum testisi
olusturur. Kan damarlari, sinirler ve lenfatik damarlar testise bu bdlgeden girer ve yine
buradan organi terk eder. Mediastinum testisten organ igine giren ince fibroz bélmeler organi
piramit bi¢cimli lopguklara ayirir.  Her lop¢ugun i¢inde tubulus seminiferus kontortus adi
verilen tubuller ve bu tubullerin arasini dolduran gevsek bag dokulu intersitisyum bulunur
(45). Tunika albugineadan igeriye uzanan bag doku miktarinda tiirler arasinda farkliliklar
vardir. Ornegin, sigan, fare ve kdpek testisleri ¢ok az intertubuler bag dokuya sahiptirler
(46).

Testis, tubulus seminiferus kontortuslar ve tubuller arasi boliim olan intersitisyum

olmak tiizere iki boliimden olusur.

Intersitisyum



Intersitisyum kan ve lenf damarlarindan zengindir ve organim stromasini olusturur

(46). Intersitisyumda ¢esitli hiicre tipleri vardir, en 6nemlisi Leydig hiicreleri olup bunlar

arasinda fibroblastlar, farklilasmamis bag doku hiicreleri, mast hiicreleri ve makrofajlar

bulunur.

Leydig Hiicreleri

Leydig hiicreleri, testisin intersitisyumunda yerlesmis 6nemli somatik hiicrelerdir.
Sekonder seks karakterlerini belirleyen testosteron hormonunu iiretip salgilayan Leydig
hiicreleridir. Bu hiicreler steroid hormon sentezleyen hiicrelere 6zgii organel ve enzimlerden
zengindir (46-49). Testosteron sentezi mitokondriyon ve graniilsiiz endoplazmik retikulumda
bulunan enzimlerce gerceklestirilerek, hiicre organelleri arasi igbirligine bir 6rnek olusturur.
Mitokondriyon sayist puberte doneminde oldukca artar (48).

Fotal hayatin erken doneminde gelisen testiste cok sayida Leydig hiicresi bulunur.
Plasental kokenli gonadotropinlerin kan yoluyla fotal testise ulasip, Leydig hiicrelerini
uyarmasi sonucu Leydig hiicreleri testosteron sentezlemeye baglar. Sentezlenen bu hormon
erkek genital organlarinin embriyolojik farklilasmasinda etkindir. Gebeligin yarisinda tam
olarak gelisen Leydig hiicrelerinde daha sonra dejenerasyon baslar, dolayisiyla testosteron
diizeyi de giderek diiser. Dogumdan hemen sonra Leydig hiicrelerinde atrofi hizlanir.

Ancak pubertede hipofiz hormonlarimdan LH’ nin etkisi ile Leydig hiicreleri aktiflesir (48).

Tubulus seminiferus kontortus

Testisin paransimini olusturan tubulus seminiferus kontortuslar kor uglarla baslayan
krvrimlanmig, 150-300 um ¢apinda kanalciklardir. Tubulus seminiferus kontortuslar fibroz
bag doku kilifi, belirgin bir bazal lamina ve germinal (seminifer) epitelden ibarettir (50).

Tubulus seminiferus kontortuslar spermatogenik (germinal, seminifer) hiicrelerle
birlikte Sertoli hiicreleri diye adlandirilan destek hiicrelerine de sahiptirler (49). Sertoli
hiicreleri seminifer tubul iginde germ hiicreleri arasinda yerlesmis somatik hiicrelerdir. Isi,
radyasyon, toksik madde, beslenme yetersizligi, enfeksiyon gibi bir ¢cok etkene karsi oldukca
dayaniklidirlar. Insanda ve diger hayvanlarda iireme periyodu siiresince bdliinmezler (46).
Sertoli hiicreleri seminifer tubiil membranindan lumene kadar uzanan prizmatik hiicrelerdir.
Sertoli hiicrelerinin arasindaki alanlarda spermatogenik serinin farkl olgunlasma

donemindeki hiicreler gelisir. Sertoli hiicresinin apikal boliimiinde, yaklasik 10 adet gelisen
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spermatid bulunabilir (46). Isik mikroskopik olarak Sertoli hiicresinin sinirlar1 zayif olarak

goriilmektedir, ¢linkii bunlarin ¢ok sayida lateral uzantilar1 spermatogenik serideki hiicreleri

cevreler (48). Oval, 6kromatik nukleus genellikle bazalde yerlesmistir ve belirgin bir
nukleolusa sahiptir.

Biitiin evcil memelilerin Sertoli hiicreleri degisen miktarlarda lipid inkluzyonlar1 ve
glikojen igerir. Hiicre yiizeyi spermatidler tarafindan sik sik derince ¢entiklenir. Sertoli
hiicreleri, seminifer tubul epiteli igcerisinde iki (bazal ve adluminal) kompartman sekillendirir.
Bazal kompartmanda spermatogonyumlar ve mayozun erken leptoten fazindaki spermatositler
bulunur. Bazal ve lateral yiizeylerde Sertoli hiicreleri arasinda tight junctionlar ve zonula
okludens, bazalden adluminal kompartman: sinirlandirir.  Orijinal olarak kan testis bariyeri
olarak adlandirilan bu bariyer se¢ici gecirgen 6zellige sahiptir ve hem spermatogenik serideki
hiicreleri immunolojik ve ¢evresel tehlikelerden korur hem de optimal spermatogonik bir
cevre saglar. Toksinlerin, zehirli maddelerin direkt olarak adluminal germ hiicrelerini
etkilemesi i¢in ya bariyerin bozulmasi ya da Sertoli hiicrelerinin igerisine girmesi gereklidir

(46).

Spermatogenezis

Spermatogenezis, bazal laminanin hemen iistiine yerlesmis bir germ hiicresi olan
spermatogonyum ile baglar. Spermatogonyum, spermatogonyum A ve spermatogonyum B
olmak tizere ikiye ayrilir. Sicanlarda ve farelerde {iciincii bir tip olan intermediate tip
spermatogonyum da goriilmektedir. Seksiiel olgunlasmada bu hiicreler bir seri mitoz
gecirirler ve yeni olusan hiicreler iki yol izleyebilirler; ya farklilagmamis kok hiicreler olan tip
A spermatogonyumlar olarak kalirlar ya da mitoz boliinmeler boyunca farklilasarak tip B
spermatogonyumlari olustururlar (48).

Tip A spermatogonyumlar spermatogenik serinin kok hiicreleridir. Tip B
spermatogonyumlar ise primer spermatositlere farklilasan 6nciil (progenitor) hiicrelerdir.
Olusumlarindan sonra bu hiicreler birinci mayoz boliinmenin profazina girerler. Profazda,
hiicreler leptoten, zigoten, pakiten ve diploten safhalarin1 gecirerek diyakinez sathasina
ulasirlar. Daha sonra hiicre metafaza girer ve kromozomlar takip eden anafazda iki kutba
dogru giderler. Bu bdliinmede profazin uzun siirmesi nedeniyle incelenen hiicrelerin biiytik

cogunlugu bu fazda goriiliirler. Spermatogenik seride en biiyiik hiicreler primer
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spermatositlerdir ve bunlar nukleuslarinda kromozomlarin kisalip kalinlagsmasi siirecinin
degisik sathalarmin bulunmasi ile taninirlar (48).
Birinci mayoz bdlilnmeden sonra sekonder spermatositler denilen daha kiigiik hiicreler

olusur. Sekonder spermatositler interfazda kisa siire kalan ve hemen II. mayoz boliinmeye

giren hiicreler olduklarindan, testis kesitlerinde gézlenmeleri zordur. Sekonder
spermatositlerin boliinmesi sonucunda da haploid sayida kromozom igeren spermatidler
olusur. Fertilizasyonla bunlar normal diploid sayiya donerler (48).

Spermatidler, diger hiicrelerden kiigiik boyutlar1, yogunlagmis kromatin tastyan
niikleuslar1 ve seminifer tubiillerde liimen yakininda yerlesmeleri ile ayirt edilirler. Sertoli
hiicreleri arasindaki kompartmanlarin lumene en yakin boliimiinde yer alan yuvarlak
hiicrelerdir. Daha sonra Sertoli hiicrelerinin apikal sitoplazmalarina go¢ ederek burada,
akrozom olusumu, flagellum sekillenmesi, kromatin kondensasyonu ve fazla sitoplazmanin
atilmasi olarak siralanabilecek bir dizi yapisal degisiklige ugrarlar. Bu asamada spermatid
cekirdegini kopyalama yeteneginde degildir. Bu farklilagma siireci (spermiyogenez) sonunda
seminifer tubiil lumenine salinan olgun spermatozoon meydana gelir. Spermatozoonlarin

seminifer tubul lumenine serbest birakilmasi, spermiyogenezisin son adimdir.

Hormonal Mekanizma

Testisin spermatozoon olusumunun gergeklestigi yer olmasi disindaki bir diger 6nemli
islevi de androjenleri iiretip salgilamasidir. Hormonal mekanizma, hipotalamus, hipofiz ve
testisler arasindaki karsilikli etkilesimden ibarettir. Bu etkilesimde rol alan en 6nemli
hormonlar, LH, FSH, testosteron, dstrojenler, inhibin proteini ve androjen baglayici protein
(ABP)dir.

Hipofiz 6n lobundan salgilanan LH, Leydig hiicreleri iizerinde bulunan kendisine 6zel
ylizey reseptorlerine baglanarak, testosteron hormonunun iiretilmesini ve salgilanmasini
saglar. Bu etkisinden dolay1 erkeklerde intersitisyel hiicre stimiile edici hormon (ICSH) da
denir. Testosteronun bir kismi seminifer tubul epitelini ve Sertoli hiicrelerini etkileyerek
spermatogenezin gerceklesmesinde ve tamamlanmasinda rol oynar (12). Diger kismu ise
dolasima karisarak insanlarda ses kalinlasmasi, viicut ve yiiz killarinda artig gibi sekonder
erkeklik 6zelliklerinin gelismesini saglar. Plazmadaki testosteron belirli bir diizeye
ulastiginda hipotalamusdan gonadotropin salgilatict hormon (GNRH) salinimin1 azaltarak,

feed-back mekanizmasi ile hipofizden LH salinimini da kisitlar (48).
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Hipofizin 6n lobundan salgilanan FSH, direk olarak iizerinde kendisine 6zel
reseptorler tasiyan Sertoli hiicrelerini ve spermatogonyumlari uyarir. Bu uyarim olmadan
spermatogonyumlar spermatozoon olma yoniinde gelisim gosteremezler. FSH ayn1 zamanda
Sertoli hiicrelerinden ABP ve Gstrojenlerin salgilanmasini uyarir. Boylece Sertoli hiicresi

testosteronu da kendine baglayarak spermatogenezin siirekliligini saglar (12).

ABP, spermatozoon olusumu i¢in, hem testosteron hem de dstrojenlere baglanarak,
tubulus seminiferus sivisi igerisinde tasmmalarini ve testosteronun yiiksek diizeyde yerel
birikimini gerceklestirir. Sonrasinda da seminifer tubiil sivis1 i¢erisinde genital bosaltim
kanallarina dogru ilerler. Boylece duktuli efferentes ve duktus epididimis epitelleri de
testosterondan yararlanarak islevlerini stirdiiriirler (48).

Erkeklerde Sertoli hiicrelerinden salinan inhibinin, testis islevinin diizenlenmesinde
onemli bir yeri vardir. FSH, LH ve spermatozoon olusumunu biiyiik 6l¢ciide denetler.
Seminifer tubullerde spermatozoon tliretimi yetersiz kaldiginda 6n hipofizden FSH salinimi
belirgin olarak artar. Artan FSH Sertoli hiicrelerini uyararak inhibin salinimia neden olur.
Inhibin de negatif feed-back araciligi ile 6n hipofize etkir ve FSH iiretimini kontrol eder.
Seminifer tubullerin gelisip biiylimelerine neden olur ve androjenlerden dstrojen olusumuna
katkida bulunur (12).

Ostrojenler LH salmimini kisitlayarak plazmadaki testosteron diizeyini diisiiriirken,
inhibin de, bir yandan seminifer tubiil hiicrelerinin gelisip biiyiimelerine diger yandan da
androjenlerden Ostrojen olusumuna katkida bulunur.

LH, Leydig hiicrelerini uyarir ve testosteron salinimini baglatir. Testosteron da hem
seminifer epiteli besleyip spermatozoon olusumu i¢in gerekli olan yiiksek diizeyi korur hem
de genital kanal, eklenti bezleri ve dis genital organin normal biiylime ve gelismelerini saglar.
Plazmadaki testosteron belirli bir diizeye ulasinca, hipofizdeki gonadotropin salgilatici
hormon (GnRH) salmimi azaltilarak LH salinimi kisitlanir. Dolayisiyla da testislerden
androjen salmimi durur. Testosteronun FSH salinimini kisitlayici bir etkisi yoktur (12).

Biiyiime hormonu ve diger hormonlarin ¢ogu temel metabolizma islevlerinin denetimi

icin gereklidir. Biiylime hormonu 6zellikle spermatogonyumlarm ilk bdliinmesini hizlandirir.

Capsaicin

Act kirmizi biber, botanik biliminde Solanacea familyasina ait bir bitki olup,
Capsicum annuum olarak bilinmektedir. CAP, ac1 kirmizi bibere aciligini veren etken
maddesidir, ilk olarak Tresh tarafindan 1846 yilinda izole edilmistir (27, 28, 51). CAP aci,
yakici, beyaz ve kokusuz 6zellikte alkaloid yapida bir bilesendir (Sekil 1). CAP’in biberdeki
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kuru agirligi ortalama 0.83-1.32 mg / g’dir (52). CAP’m kuvvetli bir alkaloid olusu, kirmizi
bibere ac1 bir tat vermektedir. Kirmizi biber tiirlerinin acilik dereceleri icerdikleri CAP
oranina gore degismektedir. 1912 yilinda Wilbur Scoville (53) acilik l¢limiinti gelistirdi ve
halen aciligin 6l¢ii birimi olarak Scoville Unit kullanilmaktadir. En ac1 biber 350.000

Scoville Unit aciliga sahip olan Mexican habanero adi verilen biberdir (53).

H O
|l
CH,—™N—C \/\/\//’\[/ CHj
HO CH3
OCH3

Sekil 1: Capsaicinin molekiiler yapisi.

Bu bitkinin anavataninin Meksika oldugu ve Avrupa’ya 15. ylizyilin sonunda geldigi
soylenmektedir. Diinyada yaygin olarak kullanilan ac1 kirmizi biber Hint ve Meksika
mutfaginda daha da siklikla kullanilmaktadir (54-56). Ulkemizde en fazla Giiney Dogu
Anadolu Bolgesi’nde yetistirilmekte ve tiiketilmektedir. Aci kirmizi biberin gida katki
maddesi ve agr1 giderici olarak kullanimi ¢ok eski yillara dayanmaktadir. Aci kirmizi biberin
organizma iizerinde etkilerini inceleyen bilimsel aragtirmalar 1990°11 yillarda yogunlasmuistir.
Yapilan ¢aligmalarin biiyiik cogunlugunda ac1 kirmizi biber yerine etken madde CAP
kullanilmistir. CAP organizmada basta gastrointestinal, kardiovaskiiler ve solunum sistemleri
olmak iizere pek ¢ok sistem lizerinde etkilidir. Son yillarda fizyolojik ve farmakolojik
etkilerinden dolay1 tipta ve ila¢ sanayisinde kullanimi yayginlasmistir. CAP’1n etkisi, dozuna,
uygulama sekline ve hedef organa gore degisiklikler gostermektedir (29, 30).

Vanilloidlerin baglandigi reseptorlere Vanilloid Reseptorler (VR) denir (57).
Vanilloidler ekzojen ve endojen olarak ikiye ayrilir. Endojen vanilloidlere 6rnek olarak
yangiya bagli pH degisiklikleri ve yiiksek sicaklik degisiklikleri (58), ekzojen vanilloidlere
1se, kaktiisde bulunan rezinferotoksin, anandamide ile ac1 kirmizi biberin etken maddesi
capsaicin verilebilir (59).

CAP’1n spesifik olarak baglandigi reseptore capsaicin reseptorii ya da VR-1 adi
verilmistir (60). VR-1 426 aminoasit i¢eren bir proteindir. VR1 Transient Receptor Potential
(TRP) ailesinde yer alan bir iyon kanal reseptoriidiir. TRP 3 alt gruba ayrilir; Canonical
Transient Receptor Potential (TRPC), Melastatin—Related Transient Receptor Potential
(TRPM) ve Vanilloid Receptor—Related Transient Receptor Potential (TRPV). CAP ile
aktivite gdsteren TRPV1, TRP’lere sonradan eklenen bir alt gruptur. TRPV1 migren ve
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kronik obstruktif solunum hastaliklarinda meydana gelen ndrojenik yangilarda ndyronlarda
ortaya ¢ikar (61). Son zamanlarda klonlanmis olan sigan VR-1’1 CAP’1n bir ligand gibi
baglanmasiyla, asit ya da 1sinin etkisiyle aktive olan bir reseptordiir (60). CAP baslica

senzorik sinirler lizerinde mevcut olan bu reseptdr araciligi ile ndronlarda, noronal eksitasyon,

proinflamatuar mediyatorlerin salinimi, reseptoriin desensitizasyonu ve ndronal toksisiteyi
iceren olaylar zincirini tetikler (31, 32).

CAP’1in immun sistem iizerine etkisi doza bagli olarak degisir. Diisiik konsantrasyonda
CAP uygulanmas1 immun sistemi uyarirken, yiiksek dozu ise immun cevabi baskilar. Bu etki
somatostatin ve SP salinimiyla ilgilidir. Diisiik dozda verilen CAP, SP salinimini uyarir,
damar gecirgenligini arttirir, dolayisiyla reaksiyon bolgesine T lenfositlerin go¢ii hizlanir.
Immunglobulinlerin ve T lenfositlerin sentezi artar. Yiiksek dozda verilen CAP ise
noronlarda dnce eksitasyon yapar sonrasinda da asir1 eksitasyona bagli sinirlerde
desensitizasyon olusur ve ndronlarda SP salinimini durur. Dolayisi1 ile immun sistem tizerinde
ters etki meydana getirir (62, 63).

Caterina ve Julius (57) senzorik noronlarda agrinin stimiilasyonunda etkin proteinlerin
belirlenmesi i¢in VR1 ile ilgili dizinleri GenBank’dan arastirmiglardir. Reseptoriin islev
gormeye baglamasiyla hiicre i¢ine katyon akisi tetiklenir, aksiyon potansiyeli baslar ve
ardindan baharatl yiyeceklerle iligkili olarak yanma duyusu olusur (64, 65). Ac1 baharath
yiyeceklerle alinan etken madde CAP, VR1’e baglanarak senzorik sinir hiicrelerinin
membraninda depolarizasyon sekillendirir ve membrandan hiicre i¢ine Ca™ akismnimn
olusmasini saglar. Uyar1 daha sonra merkezi sinir sistemine gonderilerek baharatta bulunan
acmin duyusal olarak algilanmasi saglanmis olur (64, 65).

Agr1 iletim yollarmin aktivasyonuna ek olarak vanilloid reseptorler yangisal cevaba
onciiliik eden peptidlerin salinimini da tetikler. Vanilloid reseptoriin alisilmamis bir
karakteristik 6zelligi de, tehlikeli 1s1 artigina (hipertermi) cevap olarak capsaicine benzer
sekilde dahili bir akim {iretmesidir. Bu cevap sadece yiiksek 1sida olusur ve vanilloid reseptor
antagonistleri ile bloke edilir. Tehlikeli 1s1 hissi (hipertermi) ile capsaicin reseptorii
arasindaki iligki, ac1 biber yendiginde hissedilen ve aslinda fiziksel olmayan yanma (1s1)

hissini agiklayabilir (66).

Ghrelin
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Ghrelin ismi, Hint-Avrupa dilleri ailesindeki gelisim anlamina gelen “grow”
sO0zcligiiniin koki olan “ghre” ile salgilatma anlamina gelen “relin” sozciikleri birlestirilerek
tiiretilmistir (1). Wren ve arkadaslar1 tarafindan istah hormonu (appetite hormone) olarak da
adlandirilmistir (67). Ghrelin, ilk kez 1999 yilinda Kojima ve arkadaslar1 (1) tarafindan

farelerin midesinde tanimlanmistir. Ghrelin, temel olarak mide fundusundan salinan 28

amino asitlik (aa) lipopeptid yapida bir hormondur ve biiyiime hormonu salgilatici reseptor
(GHS-R)’iin endojen ligantidir (1, 7).

Memelilerde ghrelin homologlar1 insan, sigan (1), kopek, koyun, domuz, sigir, rhesus
maymunu (68) ve farelerde (2) de tanimlanmistir. Molekiiler agirhig1 yaklagik 3300 Dalton
olan memeli ghrelinleri birbirine tamamen benzer degildir. Insan ghrelini N-terminal
ucundaki 3. aa olan Serine bagl oktanil grubu ad1 verilen sekiz karbonlu bir yag asidi
icermektedir (Sekil 2). Fare ve sican ghrelini de ayn1 yapiya sahiptir ve insanda oldugu gibi
117 amino asitten olusur. Ancak birbirlerinden sadece iki amino asit bakimindan farklidirlar.
Yarilanma omrii 15-20 dakika olan ghrelin (69); viicut sivilarinda ve dokularda iki formda
bulunmaktadir. Insan, rat ve farede, ghrelin geni 5 farkli exon (gen parcasi)’dan olusur. Bu 5
exon’un birlesmesi ile 117 aminoasitten olusan ve molekiil agirligi 13 kDa olan pre-
proghrelin molekiilii sekillenir. Ghrelin bu yapida 2°nci ve 3’iincii exon’dan meydana gelir.
23 aminoasitten olusan 1°nci exon kodlamaya katilmaz ve sonrasinda artik kisim olarak
ayrilir. Kalan parca artik 94 aminoasite sahiptir ve proghrelin olarak isimlendirilir. Proghrelin
molekiilii de ayrilmaya ugrar ve sonucunda 28 aminoasitten olusan ghrelin molekiilii ile 66
aminoasitten olusan C-terminal parcgasi (C-ghrelin) ortaya ¢ikar. Son hali ortaya ¢ikan 28
aminoasitlik ghrelinin, 3’ilincli aminoasiti olan Serin’e n-oktanil grubu bir yag asidi
baglanarak, ghrelinin, biiylime hormonunun da salinimini saglayan aktif formunu meydana
getirir. Bu formu, aktif ya da acil ghrelin olarak adlandirilir. Yag asidi baglanmamis formu ise
des-agil ghrelin olarak isimlendirilir. Organizmada, dolagimda bulunan ghrelinin sadece
yaklasik % 20’si acil ghrelindir. Proghrelinden geriye kalan 66 aminoasitlik C-ghrelinden ise,
organizmada ghrelinin antagonisti olarak davranan ve G proteine bagli reseptdr (GPR)
ailesinden GPR39’a baglanarak etkisini gosteren ‘obestatin’ sentezlenir (70).

Farkli memeli tiirlerindeki 28 aminoasitlik ghrelin peptidleri arasinda, molekiiliin
N-terminal ucundaki 10 aminoasit a¢isindan tam bir 6zdeslik s6z konusudur. Bu 6zdesligin
muhtemelen, 3’lincii aminoasitin acillenmesi i¢in bir ¢esit ‘enzimatik ayakizi’ oldugu
disiiniilmektedir. C-terminal ucunda kalan 18 aminoasitlik bolge i¢in ise bu 6zdeslikten

bahsetmek zordur (70-72).
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Sekil 2: insanda ghrelinin yapisi.

Ghrelin etkisini GHS-R tip 1a’ ya baglanarak gosterir (1). Reseptore baglanarak
hipotalamustan biiyiime hormonu salgilatici hormonun (GHRH) salinimimni1 uyarir. Yapilan
calismalar ile biiylime hormonu salgilatici reseptdrlerin iki tip oldugu tespit edilmistir : Uzun
yapilt olan GHS-R tip 1a ve kisa yapili olan GHS-R tip 1b’ dir (73). GHS-R tip la
fonksiyonel olarak aktiftir ve sinyal tasiyan tiptir (Sekil 3). Buna karsilik, GHS-R tip 1b
transmembran alanlar1 6 ve 7 den yoksun oldugundan ligand baglama ve sinyal iletimi
kapasitesi yoktur. Ancak GHS-R tip 1b’ in de ghrelinin hedef dokular {izerinde etkinligini
gostermesinde, GHS-R tip 1a ile etkilesim i¢cinde olmas1 muhtemeldir (74).

Sekil 3: Ghrelin reseptorii (GHS-R 1a).

17



Salg1 graniillerinin ultrastriiktiirel karakterleri baz alinarak, midenin glanduler
mukozasinda farkli tiplerde hiicreler tanimlanmustir (75). Insan ve rat midesinde baslica 7 tip
endokrin hiicre tanimlanmustir : enterokromaffin-benzeri (ECL) hiicreler, P hiicreleri, D
hiicreleri, enterokromaffin (EC) hiicreler, X/A hiicreleri, D1 hiicreleri ve graniilsiiz hiicreler
(76). Midedeki X/A hiicreleri Davis tarafindan 1954 yilinda kesfedilmistir (77). Bu
hiicrelerin i¢cindeki graniiller ise ghrelinin kesfine kadar gizemini korumustur. Kojima ve
arkadaslar1 tarafindan siganlarin midesinden biiytime hormonu salgilatic1 6zellige sahip
ghrelin kesfedildikten sonra, X/A hiicrelerinin i¢lerindeki graniiller, molekiiler teknikler
kullanilarak agiklanmis ve bu hiicrelerin ghrelinin sentezinden sorumlu oldugu gorilmiistiir.

Insanlarda dolagimdaki ghrelin seviyesi giin iginde aglik halinde yiikselmekte, tokluk
durumunda ise azalmaktadir. Giin i¢inde en yiiksek seviyesi gece 2 ile 4 saatleri arasindadir
(78). Aclik ghrelin seviyesini arttirmaktadir; gida alimini takiben 60-120 dk. icinde ise
ghrelin seviyesi diismektedir (79).

Biitiin omurgali hayvanlarda ghrelinin ana sentez yeri midedir (71). Midenin fundus
bolgesi, piloris bolgesine gore daha fazla ghrelin sentezlemektedir. Doku hibridizasyonu ve
immunohistokimyasal analizler, midenin mukozal tabakasimnin belirli bolgelerinde ghrelin
pozitif hiicreler oldugunu ortaya koymustur (3). Dolagimdaki ghrelinin biiyiik bir kismi1
mideden, % 30’u ise ince bagirsak, meme (69, 80, 81) ve tiikriik bezi gibi degisik organlardan
kaynaklanmaktadir (69, 82, 83). Pankreasin a ve B hiicrelerinde diger hormonlarin yani sira
ghrelin de sentezlenmektedir (84).

Lateral hipotalamus, ARC, ventromediyal nukleus (VMN), dorsomediyal nukleus
(DMN), paraventrikiiler nukleus (PVN) ve {iciincii ventrikiiliin ependimal tabakasindaki
cekirdekler arasi boslukta ghrelin ekspresyonu yapilmistir (85). Ghrelin mRNA’smin
bobrekte 6zellikle glomerulusta bulundugu bildirilmistir (86). Kondrositlerde de ghrelinin
sentez ve sekresyonunun oldugu gosterilmistir (87). Ayni zamanda tlikriigiin serumdan daha

fazla hormon icerdigi de rapor edilmistir (82).

Ghrelinin Etkileri
Ghrelinin kesfinin ardindan yapilan ¢alismalar, organizmada bir ¢ok sistem lizerine
etkili oldugunu gostermistir. Biliylime hormonu salgilatici etkisi, istah ve yemek yeme iizerine

olan etkisi, karbonhidrat metabolizmasi iizerine olan etkisi, gastrointestinal etkileri, fizyolojik
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etkileri, kardiyovaskiiler etkileri, hiicre proliferasyonuna etkileri ve reproduktif sistem lizerine

olan etkileri 6zellikle {izerinde ¢alisilan konulardir (6, 88-92).

Istahin beyin tarafindan kontrol edildigi ve yemek yemenin merkezi sinir sisteminde
ve O0zellikle hipotalamustaki kompleks mekanizmalar tarafindan diizenlendigi kabul
edilmektedir (93). Ghrelin istah lizerine olan etkisini farkl: sekillerde gdsterebilmektedir (1).
Midede sentezlenerek kan dolasimi ile hipotalamik ARC’a ve beynin diger boliimlerine kan-
beyin bariyerini aktif transport ile gecerek ulasip istahi etkilemektedir. Bunun disinda,
periferal olarak sentezlenen ghrelin, vagal afferent sinir u¢larini1 uyarmakta, bu da GHS-R
ekspresyonuna neden olarak vagal baglantisi olan nukleus solitaryus yoluyla hipotalamusu
uyarmaktadir. Ayni zamanda ghrelin hipotalamusta lokal olarak sentezlenmekte ve direkt
olarak ARC’deki Noropeptid Y/Agouti-Related Peptide (NPY/AGRP) ve diger hiicreleri
uyarmaktadir (1).

Kardiyovaskiiler etkisi agisindan bakildiginda, kalp ve aortada da ghrelinin mRNA’s1
oldugu bildirilmistir (6). Intravendz ghrelin enjeksiyonu yapilan goniillii deneklerde ghrelinin
kan basincini azalttig1, kardiak indeksi ve hacmi arttirdigi belirtilmistir (5, 6, 90). Ayrica
ghrelin, arterlerdeki endotelin-1’in damar daraltici etkisini de ortadan kaldirmaktadir (90).

Ghrelin’in bityiime hormonu (GH) ile iliskisi oncelikli olarak arastirilmistir (10, 88).
GH salinim iki farkli yolla ger¢eklesmektedir: Birincisinde biiylime hormonu salgilatict
hormon (GHRH) kendi reseporii (GHRH-R) vasitasiyla hipofiz igerisine girip, intraselliiler
cAMP seviyesini yiikselterek GH salmimi1 uyarir. Ikincisinde ise GHRH ya da ghrelin,
hipofiz membraninda bulunan biiyiime hormonu salgilatici reseptor (Growth Hormone
Secretagogues Receptor, GHS-R) vasitasiyla hipofiz i¢ine girer ve fosfolipaz C aktivasyonu
sonucu intraseliiler Ca ** iyonu derisiminin yiikseltmesiyle GH salmimi uyarilir (1).

Ghrelin, biiylime hormonu salinimini hem in vitro hem de in vivo sartlarda doza
bagimli olarak arttirmaktadir (1, 94-96). Insan ve kdpeklere ghrelinin intravendz verilmesi
biiylime hormonu salimimini uyarmaktadir (72). Ghrelin, bliylime hormonu salgilatict hormon
(GHRH) salmimini arttirirken somatostatin salinimini azaltmaktadir. Bu hormon memeliler
disindaki, baliklar ve kanathilarda da biiyiime hormonu salinimi arttirmaktadir (97-99).
Ghrelin ve GHRH’ 1 birlikte verilmesi sinerjik olarak biiylime hormonu salmimini
arttirmaktadir (88). Ozetle tek tek verilmesine gore birlikte verilmesi biiyiime hormonun
salmimini daha da fazla arttirmaktadir. Biiylime hormonu salgilatici 6zelligi ile vagus siniri

arasinda da bir baglant1 bulunmaktadir. Vagus siniri kesildiginde ya da capsaicin gibi bir
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madde ile bloke edildiginde ghrelin verilmesine ragmen biliyiime hormonu salmimai asir1

derecede azalmaktadir (100).

GEREC VE YONTEM

Deney Hayvanlan ve Bakim Kosullan

Calisma, Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastirma Merkezi ve
Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali
Laboratuvarinda gercgeklestirildi. Calisma materyalini 21 giinliik, 40 adet Swiss albino soyu
erkek fareler olusturdu. Hayvanlar ad lubitum, pelet seklinde fare yemi ile beslenip, icme
suyunu serbest olarak tiiketti ve 12 saat aydinlik /12 saat karanlik periyodunda, 21 -23 °C
sicaklik ve % 50-60 nem iceren ortamda bakild1.

Deney grubu i¢in M. Barboros Denizeri (M.B.D.) Deney Hayvanlar1 Yem
Sanayi’inde % 0,02 oraninda CAP iceren pelet yem hazirlatildi. Fareler capsaicin iceren yem
ile beslenen deney ve standart fare yemi ile beslenen kontrol olmak tizere 2 gruba ayrild1.
Deney grubu fareler siitten kesildikleri 21. giinden itibaren capsaicin igeren fare yemi, kontrol
grubu fareler ise yine 21. giinden itibaren standart fare yemi ile beslendi. Calismadaki tiim
deneysel uygulamalar Uludag Universitesi Hayvan Bakimi ve Kullanimi1 Komitesi tarafindan

onaylandi (Karar No: 31.01.2007 / 5).

Deney Plani

Fareler puberte (40 giinliik) ve erigkin (75 giinliik) olmak {izere 2 doneme ayrild1.
Kendi i¢lerinde de deney (n: 10) ve kontrol (n: 10) olmak tizere iki alt grup halinde bakim ve
besleme gerceklestirildi. Gruplardaki farelerin, her giin canli viicut agirliklar: ve tiikettikleri
yem miktar1 tartilarak kaydedildi. Yem tiiketiminin hesaplanmasi i¢in hayvanlara her giin
belli miktar yem verildi (25 gr/gilin/fare). Giinliik olarak farelere verilen yemlerden kalan
miktar tartilarak, tiiketilen yem miktar1 hesaplanip, 6nlerindeki yem tekrar her fare i¢in 25
gr’a tamamlandi. Deney ve kontrol gruplarindaki farelere puberte (40 giinliik) ve erigkin (75
giinliik) donemlerine geldiklerinde, canli agirliklar: tartildiktan sonra, dietil eter anestezisi
altinda servikal dislokasyon yapilarak farelerin testisleri ¢ikartilip hassas terazide tartimlari
gerceklestirildi. Tiim gruplara ait fare testislerinde immunohistokimyasal prosediire uygun

histolojik takip yapild1 ve parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklardan alman 4-5p’luk
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kesitlerde normal histolojik yapinin incelenmesi i¢in Crossmon’un tiglii boyama yontemi

(101) kullanild.

Tablo1: Calismada kullanilan fare yemi igerigi.

Kuru Madde % 88
Ham Protein % 23
Ham Seliiloz % 5
Ham Kiil % 8
Kalsiyum % 1,1
Fosfor % 0,9
Sodyum % 0,5
Lysine % 1,3
Methionin % 0,45
Metabolik Enerji (kcal/gr) 3100

Kontrol grubu farelere dogrudan bu yem karisimi verilirken, deney grubu farelere, bu

icerige % 0,02 oraninda capsaicin (Sigma-V9130) ilavesi yapilmstir.

Gerecler

Antikor sulandirma soliisyonu

Primer antikorlarin istenilen konsantrasyonda sulandirilmasinda hazir antikor

sulandirma solusyonu (Zymed, 00-3118, antibody diluent reagent solution) kullanildi.

Protein Bloklama Soliisyonu

Zymed firmasina ait, kullanima hazir, 85-6743 kod numarali Histostain® Plus Rabbit

Primary Kit’in bloklama soliisyonu kullanildi.

Primer Antikor
Calismada, Phoenix firmasima ait H-031-31 kodlu Rabbit Anti-Ghrelin (Rat, Mouse)
poliklonal antikor kullanildi. Antikor 1:2000 oraninda antikor sulandirma soliisyonu (Zymed,

00-3118) ile hazirland.
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Sekonder Antikor
Zymed firmasina ait, kullanima hazir, 85-6743 kod numarali Histostain® Plus Rabbit

Primary Kit’in biotinli sekonder antikoru kullanild1.

Streptavidin Peroksidaz
Zymed firmasina ait, kullanima hazir, 85-6743 kod numarali Histostain® Plus Rabbit
Primary Kit’in HRP-Streptavidin peroksidazi kullanildi.

Kromojen

Labvision firmasma ait, TA-125-HDS kodlu 3°3-diaminobenzidine hydrochloride
(DAB) substrate ile ayni1 firmaya ait TA-012-HDC DAB kromojen kullanildi.

Bu soliisyon immunohistokimyasal boyama sirasinda taze olarak, 1 ml DAB substrat
icerisine 1 damla DAB kromojen eklenerek hazirlandi ve hazirlandiktan sonra en geg 10

dakika icerisinde kullanild1.

Immun Boyamada Kullanilan Soliisyonlar

Alkol-Eter Soliisyonu
Boyamalar sirasinda kullanilan lamlarin temizligi i¢in 1:1 oraninda karistirilmis alkol-
eter soliisyonu kullanildi. Bu soliisyonda 15 dakika siireyle bekletilen lamlar bir tiilbent ile

silinmistir.

Poly-L-lysine Soliisyonu

Immunohistokimyasal boyamalarda kullanilacak olan lamlar, distile su igerisinde
% 10’luk Poly-L-lysine (Sigma P 8920) soliisyonu hazirlandiktan sonra 5-10 dakika bekletilip
37 °C’lik etiivde bir gece kurutuldu. Ertesi giin kesitler bu lamlara ¢ekildi.

Phosphate Buffered Saline (PBS) Soliisyonu

Immunohistokimyasal boyamalar sirasinda biitiin yikamalarda PBS soliisyonu
kullanild.

* Sodyum Kloriir (Merck,1.064.0100) --- 7,2 g,

* di-Sodyum Hidrojen Fosfat (Merck, 1.06586.0500) --- 1,43 g,

* Sodyum Dihidrojen Fosfat Monohidrat (Merck, 1.06346.0100) --- 0,43 g
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1 1t distile su i¢inde eritilerek hazirlandi.

Hidrojen Peroksit Soliisyonu

Dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak iizere distile su

icerisinde % 3’liikk hidrojen peroksit (Merck 1.08600.1000) soliisyonu hazirlandi.

Immunohistokimyasal Boyama Prosediirii

Immunohistokimyasal boyama tiim preparatlara ayni protokol uygulanarak, tek bir kisi

tarafindan gergeklestirildi. Eter-alkolde temizlenen ve poly-L-lysine ile kaplanmis olan

lamlara 4-5p’luk kesitler ¢ekildi.

Tiim kesitlere asagidaki islemler uygulandi.

I.
2.

10.

11

Preparatlara ksilol ile deparafinizasyon yapildi (3x5 dakika).

Sonrasinda sirasiyla, absolu (2x5 dakika), % 96’lik (5 dakika), % 80’lik (5 dakika) ve
% 70’lik (5 dakika) alkollerden geg¢irildi. Daha sonra preparatlar distile suda 1 dakika
yikandu.

Antijen retrieval icin preparatlar mikrodalga firinda, 700 Watt da, 2x5 dakika olmak
iizere tutuldu.

PBS ile yikama yapild1 (3x5 dakika).

Preparatlardaki endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak i¢in % 3’liikk
hidrojen peroksitte 10 dakika tutuldu.

PBS ile yikama yapild1 (3x5 dakika).

Lamlarin iizerindeki kesitlerin ¢evresi Pappen ile ¢izildi.

Bundan sonraki asamalarda kesitlerin kurumasini 6nlemek amaci ile kesitler nemli bir
ortam igerisine (humidity chamber) konuldu.

Kesitler spesifik olmayan boyanmay1 6nlemek tizere bloklama soliisyonu ile oda
1s1sinda 1 saat inkiibasyona birakildi.

Boyama sirasinda her kesitten bir normal bir de negatif kontrol preparat1 hazirlandi.
Normal preparatlar, 1:2000 oraninda sulandirilmis antikor (ghrelin) ile, negatif kontrol

preparatlari ise antikor sulandirma soliisyonu ile 45 dakika 37 °C’de inkiibe edildi.

. PBS ile her biri 5’er dakika olmak iizere 3 kere yikandi.
12.
13.

Preparatlar sekonder antikor ile oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.
PBS ile her biri 5’er dakika olmak iizere 3 kere yikandu.

23



14. HRP-Streptavidin ile oda sicakliginda 15 dakika inkiibasyona birakilda.

15. PBS ile her biri 5’er dakika olmak tizere 3 kere yikandi.

16. Biitiin preparatlar hazirlanan DAB kromojeni ile 3 dakika inkiibasyona birakild1.
17. Distile su i¢inde 5 dakika yikandi.

18. Harris hematoksilende 10 saniye tutuldu.

19. Akarsuda yikandu.

20. Distile suda yikanda.

21. Hizli bir sekilde seri alkollerden gegirilerek ksilolde parlatildi.

22. Entellan ile kapatild1.

Immunohistokimyasal Boyama

Parafin bloklardan alinan 4-5 p’luk kesitlerde ghrelinin varligi immunohistokimyasal
yontemlerden indirekt strepteavidin-biotin-kompleks yontemi kullanilarak gosterildi.
Immunohistokimyasal olarak ghrelin ile boyanan kontrol ve deney gruplarina ait testis
preparatlarinin degerlendirmeleri, testis dokusunda ghrelin pozitif reaksiyon veren hiicrelerin
saptanmasi, reaksiyonun karakterine (diffuz ya da graniiler), boyanan hedef hiicrelerdeki
reaksiyon yogunluguna ve hiicresel diizeyde boyanma 6zelliklerine bakilarak yapildi. Her bir
hayvandan alian testis kesitleri i¢in, kesit bagina 50 adet pozitif Leydig hiicresi ve 10 adet
Sertoli hiicresi sayilarak reaksiyon siddetleri, zayif boyanma (+), orta siddette boyanma (++)
ve siddetli boyanma (+++) 6zelliklerine gore 1’den 3’e kadar degerler verilerek yapildi.

Sonuglarn aritmetik ortalamasi alind1.

Istatistiksel Analizler
Deney ve kontrol gruplarina ait canli agirlik ortalamalari, testis agirliklar: ve
immunohistokimyasal boyamalardan elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmeleri t-testi

kullanilarak (102) Sigma Stat programinda yapildi.
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BULGULAR

Calismamiz siiresince kontrol ve deney grubunu olusturan farelerde 6liim
goriilmemistir. Yine her iki gruptaki farelerin genel durumlarinda herhangi bir degisiklik
olmamasina karsin, CAP ilavesi yapilmis yem ile beslenen deney grubu farelerde kontrol

grubundakilere oranla asir1 hareketlilik gézlenmistir.

Morfolojik ve Morfometrik Bulgular

Kontrol ve deney grubu hayvanlarin her giin tartimlar1 yapilarak canli agirliklari tespit
edilmistir. Calismanin baslangicindaki agirliklari ile puberte ve erigkin donem sonundaki
agirhiklar1 karsilastirilip, aradaki fark caligma siiresince farelerin canli agirlik kazanglar
olarak kabul edilmigstir. Puberte ve erigkin donemlerde, kontrol gruplarinda canli agirlik
kazancinin deney gruplarina oranla daha fazla oldugu saptanmistir. Bu farklilik kullanilan
istatistik programi sonucunda da 6nemli bulunmustur (p < 0,05) (Tablo 2, Sekil 4).

Kontrol ve deney gruplarina ait testisler arasinda makroskopik goriiniim agismdan bir

farklilik goriilmemistir.
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Tablo 2: Kontrol ve deney gruplarina ait her farenin ortalama canli agirlik kazanci (g).

n Kontrol (x + SE) Deney (x = SE)
Puberte (40 giin) 10 18,33 £0,51 15,85 +£0,53 *
Erigkin (75 giin) 10 26,26 + 0,86 23,49 +£0,48 **

*  Puberte donemi, deney ve kontrol arasindaki 6nem, p < 0,05

** Eriskin donem, deney ve kontrol arasindaki 6nem, p < 0,01
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Sekil 4: Puberte (40 giin) ve eriskin donem (75 giin) gruplardaki ortalama canli agirlik
kazanci.
* Puberte donemi, deney ve kontrol arasindaki énem, p < 0,05
** Erigskin donem, deney ve kontrol arasindaki énem, p < 0,01

Kontrol ve deney gruplarina ait farelerin, deney siiresince yem tiiketimlerinin
ortalamasi alarak, bir farenin ortalama yem tiiketimi Tablo 3 ve Sekil 5’de gosterilmistir.

Yem tiiketimlerine bakildiginda, deney grubunu olusturan farelerin kontrol grubuna goére daha
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fazla yem tiikettikleri goriilmiistiir. Bu farklilik istatistiki olarak puberte doneminde p < 0,05

saptanirken erigkin donemde p < 0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Tablo 3: Kontrol ve deney gruplarma ait bir farenin ortalama yem tiiketimi (g).

n | Kontrol (x = SE) Deney (x = SE)
Puberte (40 giin) 10 | 97,5 £ 1,96 124,5 + 12,97 *
Erigkin (75 giin) 10 | 305,7 £ 5,01 395,8 £11,5 **

* Puberte donemi, deney ve kontrol arasindaki énem, p < 0,05

** Eriskin donem, deney ve kontrol arasindaki 6nem, p < 0,01
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Sekil 5 : Puberte (40 giin) ve erigkin (75 giin) gruplara ait bir farenin deney siiresince
ortalama yem tiiketimi.

* Puberte donemi, deney ve kontrol arasindaki 6nem, p < 0,05
** Eriskin donem, deney ve kontrol arasindaki 6nem, p < 0,01

Kontrol ve deney grubuna ait farelerin, puberte ve erigkin donem testis agirliklari

Tablo 4 ve Sekil 6’da gosterilmistir. Puberte doneminde testis agirlik ortalamalarinda deney

grubunun degerleri kontrol grubuna oranla daha fazla ¢ikmasina karsin istatistiki bir 6nem
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gorilmemistir. Eriskin donemde kontrol ve deney gruplari arasinda testis agirlik farkliligt
p<0,05 diizeyinde istatistiki bir 6nem gostermis ve kontrol grubunun testislerinin daha agir

oldugu goriilmiistiir.

Tablo 4: Kontrol ve deney gruplarma ait farelerin ortalama testis agirliklari (g).

n | Kontrol (x = SE) Deney (x = SE)
Puberte (40 giin) 10 { 0,079 + 0,003 0,084 + 0,003
Erigkin (75 giin) 10 | 0,095 + 0,004 0,081 +0,003 *

* Eriskin donem, deney ve kontrol arasindaki 6nem, p <0,05.
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Sekil 6: Puberte (40 giin) ve eriskin (75 giin) gruplardaki ortalama testis agirliklar1.
* Erigskin donem, deney ve kontrol arasindaki 6nem, p <0,05.
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Histolojik Bulgular

Kontrol ve deney gruplarma ait puberte ve erigkin donemdeki farelerin testis dokulari
iclii boyama yontemi (101) ile boyanarak histolojik yonden degerlendirildi (Sekil 7-10).
Normal histolojik bulgular disinda testis yapisinda herhangi bir histopatolojik bulguya
rastlanmadi.

Kontrol ve deney gruplarinda testislerde tubuler gelisim, puberte ve erigkin
donemlerde karsilagtirilmistir (Sekil 7-14). Puberte donemi deney grubunda Sertoli hiicresi
uzaminca maturasyon fazindaki spermatogenik seriyi olusturan hiicre yogunlugunda ve
mitotik aktivitede gdzle goriiliir bir artis saptanmustir. Ozellikle primer spermatositlerde
heterokromazinin kontrole oranla daha yogun oldugu goriilmiistiir (Sekil 7, 8, 11, 12). Bunun
yani sira, puberte donemi deney grubunun tubulus lumenlerinde daha ¢ok sayida
spermatozoon izlenmistir (Sekil 7, 8). Eriskin donemde gelismekte olan spermatositler
tubulus duvarinda 6zellikle deney grubunda, daha yogun bir yerlesim gosterirken, kontrol

grubundaki tubiillerde bu yogunluk goriilmemistir (Sekil 9, 10, 13, 14).
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Sekil 7: Kontrol grubu puberte donemi, testis dokusu, seminifer tubuller (S),

spermatozoonlar (), Leydig hiicreleri (#), Sertoli hiicreleri (=), tiglii
boyama. Bar 50um.
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Se.kil 8: Deriey gfubu pubérte donemi, testis dokusu, seminifer tubuller (S),

spermatozoonlar (), Leydig hiicreleri (#), Sertoli hiicreleri (=), tiglii
boyama. Bar 50um.
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Sekil 9: Kontrol grubu eriskin donem, testis dokusu, seminifer tubuller (S), Leydig
hiicreleri (#), Sertoli hiicreleri (=), ticlii boyama. Bar 50pm.
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Sekil 10: Deney grubu eriskin donem, testis dokusu, seminifer tubuller (S), Leydig
hiicreleri (#), Sertoli hiicreleri (=), ticlii boyama. Bar 50pm.
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Sekil 11: Kontrol grubu puberte donemi, testis dokusu, semmlfer tubuller (S), Leydig
hiicreleri (#), Sertoli hiicreleri (=), liglii boyama. Bar 25um.

Sekil 12: Deney grubu puberte donemi, testis dokusu, seminifer tubuller (S), Leydig
hiicreleri (#), Sertoli hiicreleri (=), ti¢lii boyama. Bar 25um.
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Sekil 13: Kontrol grubu erlskm donem testls dokusu semmlfer tubuller(S) Sertoh
hiicreleri (=), li¢lii boyama. Bar 25um.

Sekil 14: Deney grubu erlskm donem, testis dokusu, seminifer tubuller (S), Leydlg
hiicreleri (#), Sertoli hiicreleri (=), ticlii boyama. Bar 25um.

Immunohistokimyasal Bulgular
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Ghrelin antikoru ile yapilan immunohistokimyasal boyama sonucunda, her iki
donemde (puberte-erigkin) ve tiim gruplarda (kontrol - deney) immun reaksiyonun 6zellikle
intersitisyel alanlarda Leydig hiicrelerinde ve tubulus seminiferus kontortuslar igerisinde
Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarinda eksprese edilmistir (Sekil 15, 16, 18-21). Ancak,
spermatogenik seriyi olusturan hiicrelerde reaksiyona rastlanmamistir (Sekil 15, 16).

Leydig ve Sertoli hiicrelerinde tespit edilen boyanmanin tamamen hiicre
sitoplazmasinda ve graniiler tarzda oldugu gorilmiistiir. Hiicre ¢ekirdegi immun boyanma

acisindan negatif reaksiyon vermistir (Sekil 22, 25).

Leydig hiicreleri (#), Sertoli hiicreleri (—). Bar 50 pm.
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Sekil 16: Kontrol grubu eriskin donem testis dokusu ghrelin pozitif hiicreler. Leydig

hiicreleri (#), Sertoli hiicreleri (). Ghrelin negatif hiicreler, spermatogenik
seriyi olusturan hiicreler ( W). Bar 10pm.

40 giinliik kontrol grubu Leydig hiicrelerinde siddetli immun reaksiyon (+++)
goriiliirken, deney grubunda orta siddette (++) reaksiyon saptanmustir (Tablo 5 — Sekil 17, 22,
23).

75 giinliik kontrol grubu Leydig hiicrelerinde siddetli immun reaksiyon (+++)
goriiliirken, deney grubunda orta siddette (++) reaksiyon saptanmustir (Tablo 5 — Sekil 17, 24,
25). Bu farklilik istatistiki acidan da anlamli bulunmustur.

Sertoli hiicreleri agisindan bakildiginda ise, 40 giinliik donemde boyanma yogunlugu
hem kontrol hem de deney gruplarinda siddetli (+++) olarak degerlendirilmistir (Sekil 17, 26,
27). 75 giinlik donemde ise, her iki grup i¢inde orta siddette (++) degerlendirilmistir (Sekil
17, 28, 29).

40 ve 75 giinliik kontrol grubundaki Leydig hiicrelerinde immun reaksiyon, siddetli
boyanma gosterirken (+++) deney grubu orta siddette (++) boyanarak, kontrole oranla daha
az reaksiyon vermistir (Tablo 5).

Yapilan immiinohistokimyasal boyama ile paralel olarak gergeklestirilen negatif

kontrol preparatlarinda boyanma kalitesi degerlendirilerek, hi¢cbir boyanma gézlenmemistir
(Sekil 30).
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Tablo 5: Leydig ve Sertoli hiicrelerinde ghrelin immunpozitif boyanma siddetinin

degerlendirilmesi.
Leydig Hiicreleri Sertoli Hiicreleri
n Kontrol + SEM Deney + SEM Kontrol + SEM Deney + SEM
Puberte donemi 10 2,6+0,23 1,9+0,15 2,6 0,18 2,7+0,21
(+++) (++) (+++) (+++)
Erigkin donem 10 2,8+0,16 1,7+0,14 * 1,8 +0,14 1,8 £0,27
(+++) (++) (++) (++)

*Eriskin donem, deney ve kontrol arasindaki 6nem, p <0,05.

Siddetli boyanma (+++), orta siddette boyanma (++), zayif boyanma (+).

LEYDIG HUCRELERI

Boyanma Siddeti

Puberte (40. giin) Eriskin (75. giin)

SERTOLI HUCRELERI

Boyanma Siddeti

Puberte (40. giin) Eriskin (75. giin)

Sekil 17: Puberte (40 giin) ve eriskin (75 giin) gruplarda, Leydig ve Sertoli
Hiicrelerinde ghrelin immunpozitif boyanma siddeti.
* Erigkin donem, deney ve kontrol arasindaki énem, p <0,05.
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Sekil 18: Kontrol grubu puberte doneminde ghrelin ekspresyonu, seminifer tubuller
(S), Leydig hiicreleri (#). Bar 50 pm.

Sekil 19: Deney grubu puberte doneminde ghrelin ekspresyonu, seminifer tubuller (S),
Leydig hiicreleri (#). Bar 50 um.
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Sekil 20: Kontrol grubu erigkin donem ghrelin ekspresyonu, seminifer tubuller (S),
Leydig hiicreleri (#), Sertoli hiicreleri (—). Bar 50 um.
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Sekil 21: Deney grubu erigkin donem ghrehn ekspresyonu seminifer tubuller (S),
Leydig hiicreleri (#), Sertoli hiicreleri (—). Bar 50 pm.
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Sekil 22: Kontrol grubu puberte doneminde intersitisyel alandaki Leydig hiicrelerinde
ghrelin ekspresyonu (4). Bar 25 pm.
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Sekil 23: Deney grubu puberte doneminde intersitisyel alandaki Leydig hiicrelerinde
ghrelin ekspresyonu (4). Bar 25 pm.
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Sekil 24 Kontrol grubu erlskm- dénem 1nters1t1syel alandakl Leydig hucrelerlnde (+)
ghrelin ekspresyonu. Bar 25 pm.

Sekll 25 Deney grubu er1$k1n dénem 1nteers1tlsye1 alandaki Leydlg hucrelermde ghrelin
ekspresyonu (4 ). Bar 25 um.
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Sekil 26: Kontrol grubu puberte doneminde Sertoli hiicrelerinde ghrelin ekspresyonu.
Sertoli hiicresi sitoplazmasi (=). Bar 10 pm.
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'. b i 1
Sekil 27: Deney grubu puberte doneminde Sertoli hiicrelerinde ghrelin ekspresyonu.
Sertoli hiicresi sitoplazmasi (=), seminifer tubul duvar1 (=). Bar 10 um.
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Sekil 28: Kontrol grubu eriskin donem Sertoli hiicrelerinde ghrelin ekspresyonu.
Sertoli hiicresi sitoplazmasi (=), seminifer tubul duvar1 (¢7). Bar 10 um.

Se l 29: Deney grubu erlskm donem Sertoli hiicrelerinde ghrelln ekspresyonu
Sertoli hiicresi sitoplazmasi (=>). Bar 10 pm.
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TARTISMA ve SONUC

Ac1 kirmizi biber ve onun etken maddesi olan CAP’mn genel metabolizma ve genital
sistem tizerine olan farkli etkileri bir cok arastirmaci tarafindan incelenmistir. Traurig ve
arkadaslar1 (103), yeni dogan ratlara capsaicin uygulamasi yaparak, capsaicinin viicut
gelisimi, seksiiel olgunluk ve fertilizasyon tizerinde etkili oldugunu gostermislerdir. Capsaicin
uygulanan gruptaki hayvanlarin puberte zamaninin geciktigi, fertilitede ve viicut
agirliklarinda azalma oldugu saptanmistir. Arastrmamizda 6zellikle puberte doneminde,
gelismekte olan spermatojenik hiicre serisinde yogunluk o6zellikle deney grubunda belirgin
olarak gozlenmistir. Ayn1 donemde deney grubu Leydig hiicrelerinde ghrelin ekspresyonun
azaldig1 da goriilmiistiir. Azalan ghrelin immunreaktivitesinin LH salinimini uyardigini
bildiren Fernandez-Fernandez ve arkadaslari’nin (24) bulgulari ile bizim bulgularimiz
paraleldir. Yapilan bu projede, farelerin giinliik yem tiiketimlerinde, capsaicin uygulanan
gruplarda, her iki yas doneminde de kontrol grubuna gore dikkate deger bigimde artis oldugu
gozlendi. Ozellikle eriskin ddnemde bu artis oldukca belirgin olarak saptandi. Ancak yem
tilketimindeki bu artisa karsilik, canli agirlik kazancinin deney gruplarinda azaldigi goriildii.
Bu bulgular yukarida bahsedilen capsaicin ve canli agirlik kazanci ¢calismalari ile paralellik
gostermektedir. Park ve arkadaslar1 (104), 6-7 haftalik ratlarin rasyonlarma % 0,02 CAP
ilavesinin yem alimin1 azalttigin1 ve bu nedene bagli olarak beyindeki bir¢ok bolgede
noropeptid Y (NPY) ekspresyonunun zayifladigini bildirmislerdir. Bu sonug yiyecek alimmin
kontroliiyle ilgili olan hipotalamustaki NPY ’nin capsaicin tarafindan olumsuz etkilendigini
disiindiirmektedir. Arastirmamizda ise bu sonuglarin tam tersi olarak, CAP’li yem ile
beslenen her iki yas grubundaki farelerin yem aliminda dikkate deger bir artis saptanmaistir.

Olgun ve Oktay (105), eriskin tavuklarin yemlerine ac1 kirmizi biber ilave ederek 81
giin siireyle beslemisler, yumurta sarisinin renginin koyulastigini, yumurta veriminin, yemden
yararlanmanin ve kulugka tiretiminin ise etkilenmedigini gdzlemislerdir. Furuse ve
arkadaslar1 (106), diyetlerine ac1 kirmiz1 biber ilave ettikleri eriskin yumurtaci tavuklarda
karin i¢1 yag miktarinda azalma, yumurta performansinda ise % 3 oraninda artis oldugunu
bildirmislerdir. Ozer ve arkadaslar1 (37, 107) 151k mikroskopik diizeyde yaptiklar1 arastirmada
act kirmiz1 biberin tavuk ve horozlarda genital sistemin gelismesi iizerinde uyarici bir etkisi
oldugunu gostermislerdir. Erdost ve arkadaglar1 (40), elektron mikroskopik diizeydeki bir
baska arastirmalarinda tavuk ve horozlarin hipofizinde gonadotropik hiicrelerin sentez

aktivitesinin ilk aylardan itibaren belirgin sekilde arttigmi gostermislerdir.
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Immunohistokimyasal boyamalar sonucu elde edilen, FSH ve LH immunpozitif reaksiyonlar
degerlendirildiginde deney gruplarindaki olumlu gelisme elektron mikroskopik bulgular ile
de desteklenmistir. FSH ve LH hormonlarinin sentez aktivitesindeki artigin, bu hormonlarin
etkili oldugu genital sistemin gelisimini de olumlu yonde etkileyecegi sonucuna varilmistir
(37, 39, 40). Calismamizda, 6zellikle puberte doneminde deney grubunun kontrol grubundan
daha fazla mitotik aktivite gosterdigi gézlenmistir. Bu bulgu, CAP’m puberte doneminde daha
etkin bir proliferatif etki sagladigini diisiindiirmektedir.

Erdost ve arkadaslar1 (108), farelere 21. giinden itibaren s.c capsaicin uygulamasi
sonucunda canli agirliklarinin degerlendirmesini yaparak tiim deney gruplarindaki
hayvanlarin kontrol gruplarina oranla daha fazla oldugunu saptamislardir. Yapilan bu tez
calismasinda ise yem ilavesi olarak oral yoldan verilen CAP’1n hem puberte hem de eriskin
donemde canli agirlikta azalmaya sebebiyet vermesi, subkutan CAP uygulamasi sonucu elde
edilen bulgular ile ters diismektedir. Bu bulgular subkutan CAP uygulamasinin tersine oral
yoldan yemle birlikte alinan CAP’in canli agirlik kazancina etkisinin farkli oldugunu
diistindiirmektedir.

Ayrica capsaicinin karbonhidrat metabolizmasini ve karaciger enzimlerinin aktivitesini
arttirdigy, lipid metabolizmasini uyararak yag dokudaki lipidin yakilmasmi kolaylastirdig:
(33), oksijen tiiketimini arttirdigi, solunumu baslangicta arttirdigi sonra azalttig1, serum glikoz
ve insiilin seviyesini arttirdigi, karaciger glikojeninde hizli bir azalmayla birlikte serum
trigliseridlerinde dereceli artis sagladigi, dolagim sisteminin fonksiyonuna yardimei oldugu ve
bunun sonucunda metabolizma iizerine genel uyarici etki yaptig: belirtilmistir (33-35).
Calismamizda bu biyokimyasal degerlendirmeleri yapamamakla birlikte bu bulgulara ilave
olarak yem tiiketiminin deney grubunda belirgin derecede artmis olmasi, her iki yas
doneminde de deney grubu farelerde belirgin bir hareketlilik gdzlenmesi, yem tiiketimi
artmasia ragmen, canli agirlik kazanciin azalmis olmast CAP’1in metabolizma iizerindeki
uyarici etkisini bir kez daha gdéstermistir.

Rat testis dokusundaki ghrelinin ekspresyonu, 6zellikle erigkin ratlarda (60-90 giinliik)
en yuksek diizeyde, infantil-prepubertal ratlarda ise diisiik diizeylerde saptanmistir (7).
Immunreaktif ghrelin hiicreleri, rat, koyun, insan gibi gesitli tiirlerin, testis dokusunda Leydig
hiicreleri ve Sertoli hiicrelerinde tanimlanmistir (25). Ratlarda sadece Leydig hiicrelerinde
ekspresyonun bulundugu, Sertoli hiicrelerinde immunreaksiyonun negatif oldugu bildirilmistir
(7). Ancak daha sonraki yillarda Arakawa ve arkadaslari’nin (109) farelerde yaptigi

calismada, Sertoli hiicrelerinde de ghrelin liretiminin ve salinimmin oldugu RIA yontemi
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kullanilarak gosterilmistir. Insanlarda yapilan bir baska ¢alismada ise Leydig hiicrelerine ek
olarak seminifer tubul i¢erisinde Sertoli hiicrelerinde de immunreaksiyonun oldugu
bildirilmis, spermatogenezisin herhangi bir agamasindaki germ hiicrelerinde ise immunpozitif
hiicreye rastlanmadigi belirtilmistir (25). Arastrmamizda da intersitisyel alandaki Leydig
hiicrelerinde ve seminifer tubul icerisindeki Sertoli hiicrelerinde ghrelin immunpozitif
reaksiyon goriilmiistiir ancak spermatogenik serideki hiicrelerde ghrelin pozitif reaksiyona
rastlanmamistir. Reaksiyon 6zellikle Leydig hiicrelerinde kuvvetli olup, Leydig ve Sertoli
hiicrelerinde lokalizasyon hiicre sitoplazmasinda graniiler tarzda dagilim géstermistir.

Puberte ve erigkin donemde, CAP ilavesi yapilmis rasyonla beslenen deney grubu
farelerde, Leydig hiicrelerindeki ghrelin reaksiyonunun kontrol grubundaki farelere gore daha
az yogunlukta oldugu gézlenmistir. Barreiro ve arkadaslar1 (110), ghrelinin Leydig hiicreleri
iizerinde diizenleyici rol oynadigmi ve bu roliin antiproliferatif olarak ortaya ¢iktigmi
bildirmiglerdir. Ratlara digsaridan ghrelin verilmesi, immatiir Leydig hiicrelerinin
proliferasyonunda dikkate deger bir azalmaya neden oldugunu, bu etkisini gosterirken,
intersitisyumdaki diger mezensimal kokenli hiicreleri (bag dokusu hiicreleri gibi)
etkilemedigini agiklamiglardir (110). Arastirmamizda, yemle birlikte oral yoldan verdigimiz
CAP deney grubu Leydig hiicrelerinde ghrelin ekspresyonunun azalmasina sebep olmus ve
her iki doneme ait deney gruplarinda, tubul icerisindeki spermatogenik hiicre dizisinde de
gozle goriiliir bir artis saglanmistir. Bu bulgular Barreiro ve arkadaslari’nin (110)
calismalarina paralel olup, azalan ghrelinin dolayl1 olarak tubul igersindeki hiicreleri
proliferatif yonde etkilemis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Ghrelinin Sertoli hiicreleri tizerinden de Leydig hiicrelerinin fonksiyonlarini
etkiledigini bildiren arastirmacilar (110), stem cell factor (SCF) ile anti-Mullerian hormon
(AMH) gibi Sertoli hiicrelerinden kdken alan ve Leydig hiicrelerinin proliferasyonunda rol
oynayan Onemli molekiillerin, ghrelin tarafindan etkilendigini yaptiklar1 calismada
gostermiglerdir. Ghrelinin testosteron iizerindeki steroidogenik etkisine ek olarak, direkt
seminifer tubul fonksiyonlarina da etkisi olabilecegi diistiniilmektedir. Bilindigi gibi, GHSR
tipla demonstrasyonu testisin tubuler kompartmani icerisinde de yapilmistir (111).
Calismamizda Sertoli hiicresindeki ghrelin ekspresyonu deney ile kontrol gruplar1 arasinda bir
farklilik gostermemistir ancak deney gruplarinda hiicrenin en 6nemli fonksiyonu olan

spermatojenik hiicre serisindeki artis belirgindir.
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Gergeklestirdigimiz tez projesinin temel hedefi postnatal gelisme donemlerinde,
capsaicin ilavesi yapilmis yemle beslenen farelerin testislerinin ghrelin peptidi yoniinden
degerlendirilmesidir. Elde edilen sonuglar 6zet olarak:

- Hem puberte hem de eriskin deney grubu farelerde asir1 hareketlilik gozlendi.

-Canl1 agirlik kazanci yoniinden ¢alisma degerlendirildiginde, hem puberte hem de
eriskin donemde canli agirlik kazancinin deney gruplarinda kontrol gruplarina oranla daha az
oldugu ve istatistiki 6nem gosterdigi saptandi.

-Yem tiiketimlerinde ise deney gruplarmi olusturan farelerin kontrol gruplarina oranla
daha fazla yem tiikettikleri ancak daha fazla yem tiiketerek daha az canli agirlik kazandiklar1
gortldi.

- Puberte ve erigskin donemlerde 6zellikle deney grubunda tubulus duvarinda
spermatojenik hiicre serisinde artig saptandi.

- Ghrelin antikoru ile yapilan immunohistokimyasal boyama sonucunda fare testisinde
Leydig ve Sertoli hiicrelerinde immunpozitif reaksiyon ilk olarak gosterilerek literatiir
bilgisine katki saglandi. Spermatogenik seride herhangi bir reaksiyon goriilmedi.

- Hem puberte hem de eriskin donem deney grubu Leydig hiicrelerinde, ghrelin
immunreaksiyonu kontrol gruplarina oranla daha az boyanma yogunlugu gosterdi.

- Sertoli hiicrelerindeki ghrelin immunreaksiyonu ise, puberte donemi farelerde erigkin
doneme oranla daha fazla boyanma yogunlugu gosterdi.

Sonug olarak hazirlanan bu tez ¢caligmasi ile ghrelinin fare testisindeki lokalizasyonu
ve capsaicinin ghrelin iizerindeki etkisi ilk defa immunohistokimyasal olarak gosterilmistir.
Yem ilavesi olarak diisiik doz, uzun siire CAP uygulamasinin testiste ghrelin ekspresyonunu

azalttig1 ve spermatogenik hiicre serisini olumlu yonde etkiledigi goriilmiistiir.
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