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OZET

Capsaicin act kirmizi biberin etken maddesidir. Capsaicin’in spesifik olarak
baglandig1 reseptore capsaicin reseptoril ya da vanilloid reseptor 1(VR1) adi verilmistir. Bu
caligma ile, postnatal gelisme siireleri boyunca 1mg/kg dozda subkutan capsaicin uygulanan
ratlarin ovaryumlarinda VR1’in lokalizasyonu ve ekspresyonunun gézlenmesi amaglanmaistir.

Calismada 90 adet Sprague Dawley cinsi rat kullanildi. Ratlar puberte, puberte sonrasi
ve erigkin donem olmak iizere 30’ar rattan olusan 3 ana gruba, bu gruplar da kendi i¢lerinde
kontrol (10), tastyici soliisyon (TED) (%10 Tween 80, %10 Etanol, %80 Distile su) (10),
deney (10) olmak iizere ii¢ alt gruba ayrild1 ve ¢aligma 7 hafta siirdiiriildii. Deney alt
grubundaki ratlara 1 mg/kg dozda capsaicin %10 Etanol, %10 Tween 80, %80 Distile su
icersinde ¢ozdiiriilerek enjekte edildi. Tastyict soliisyon (TED) alt grubundaki ratlara %10
Etanol, %10 Tween 80, %80 Distile sudan olusan soliisyon enjekte edildi. Kontrol alt
grubundaki ratlara herhangi bir uygulama yapilmadi. Ug farkli gelisme dénemindeki ratlarda
ovaryum follikiillerinin granuloza hiicrelerinde, intersitisyel hiicrelerde ve korpus luteumlarda
farkl1 siddette immunpozitif VR1 reaksiyonlar1 gozlendi. Puberte donemindeki ratlarda
immunreaksiyon en fazla deney alt grubunda, puberte sonras1 dénemdeki ratlarda kontrol alt
grubunda ve erigkin donemdeki ratlarda ise deney ve tasiyici soliisyon (TED) alt gruplarinda
gozlendi.

Diisiik doz uzun siire capsaicin uygulamasinin VR1 ekspresyonunu inaktive etmedigi,
bununla birlikte capsaicin uygulanan deney grubunda follikiil atrezisinin diisiik olmasi,

capsaicin’in gonadlarin gelisimi {izerine olumlu yonde etki yaptigim diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Capsaicin, rat, VR1, ovaryum
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SUMMARY

Immunohistochemical Expression of VR1 in Capsaicin Treated Rat Ovaries During

Development

Capsaicin is the main ingredient in hot chilli peppers. The specific receptor of
capsaicin is known as the capsaicin receptor or vanilloid receptor 1 (VR1). In this study we
aimed to evaluate the localization and expression of VR1 in the ovaries of rats treated with
Img/kg subcutaneous capsaicin during postnatal development.

Ninety female Spraque-Dawley rats (21 d old) were used. The rats were randomly
divided into 3 groups (n=30 each) as pubertal, post pubertal and adult. Each group was
subdivided into three groups. The first subgroup (control) was given no injections. The
second subgroup (TED) received 0.3 cc solvent (10% Tween 80, 10% ethanol and 80%
distilled water) and the third subgroup (experiment) received subcutaneous injection of equal
volume of capsaicin (1 mg/kg/d) for 7 weeks. VR1 immunoreactivity was determined in
ovarian follicular granulosa cells, interstitial cells and corpus luteum cells. The
immunoreactivity was observed mostly in experimental pubertal subgroup, in control, post
pubertal subgroup, in adult TED-experimental subgroups of rats.

These results indicate that prolonged administration of a low dose capsaicin can not
inactivate the expression of VR1. However follicular atresia was lower in capsaicin treated
group than the other groups. This indicates that capsaicin may play an important role in the

post natal development of gonads.
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GIRiS

Ac1 kirmizi biber, botanik biliminde Solanacea familyasina ait bir bitki olup,
Capsicum annuum olarak bilinmektedir. Capsaicin, act kirmizi biberin etken maddesidir,
ilk olarak Tresh tarafindan 1846 yilinda izole edilmistir (1, 2, 3). Capsaicin ac1, yakic,
beyaz ve kokusuz ozellikte alkaloid (CigH;7NO;3) yapida bir maddedir (4).

Ac1 kirmiz1 biberin organizma {izerinde etkilerini inceleyen ¢ok sayida bilimsel
calisma yapilmistir ve bu ¢alismalar 1990’11 yillarda yogunlasmustir. Yapilan caligmalarin
biityiik cogunlugunda ac1 kirmizi biber yerine etken madde capsaicin kullanilmistir.

Capsaicin organizmada basta gastrointestinal, kardiovaskiiler ve solunum sistemleri
olmak tizere pek cok sistem iizerinde etkilidir. Son yillarda fizyolojik ve farmakolojik
etkilerinden dolay1 tipta ve ilag¢ sanayisinde kullanimi yayginlagsmistir. Capsaicin’in etkisi,
dozuna, uygulama sekline ve hedef organa gore degisiklikler gostermektedir (5, 6).

Capsaicin baslica senzorik sinirler {izerinde mevcut olan vanilloid reseptor 1 (VR1)
araciligi ile ndyronlarda, ndyronal eksitasyonu, proinflamatuar mediyatorlerin salinimini,
reseptoriin desensitizasyonunu ve ndyronal toksisiteyi igeren olaylar zincirini tetikler (7,
8). Capsaicin’in VR1’e baglanmasi1 néropeptidlerin, 6rnegin Substance P (SP), Calsitonin
Gene Related Peptid (CGRP) salinimina neden olmaktadir. Capsaicin uygulamasinin
devam etmesi senzorik sinirlerden SP’nin saliniminin yogalmasina ve agrinin ortadan
kalkmasina dolayisi ile norotoksisiteye neden olur (3, 7, 8, 9). Capsaicin’in immun sistem
tizerine etkisi doza bagl olarak degisir. Diisiik konsantrasyonda capsaicin uygulanmasi
immun sistemi uyarirken, yiiksek yogunluktaki dozu ise immun cevabi baskilar. Bu etki
somatostatin ve SP salinmmyla ilgilidir (10, 11).

Capsaicin’in karbonhidrat metabolizmasini, karaciger enzimlerinin aktivitesini
arttirdigi (12, 13), lipid metabolizmasini uyararak yag dokuda lipidlerin yakilmasini
kolaylastirdigi (12) ve oksijen tiiketimini arttirdig1 bildirilmistir. Ayrica capsaicin’in
solunumu baslangi¢ta uyardigi sonra azalttig1 ve serum glikoz-insiilin seviyesini yiikselttigi
bildirilmistir. Yapilan calismalar sonucunda capsaicin’in karaciger glikojeninde hizl bir
azalmayla birlikte serum trigliseridlerinde dereceli artis sagladigi, dolasim sisteminin
fonksiyonuna yardimei oldugu ve bunun sonucunda metabolizma iizerine genel uyarici etki
yaptig1 belirtilmistir (12, 14, 15).

Ac1 kirmizi biber yumurtaci tavuk lireticileri tarafindan da kullanilmaktadir. Oktay

ve arkadaslar (16) eriskin tavuklarin yemlerine ac1 kirmiz1 biber ilave ederek 81 giin



siireyle beslemisler, yaumurta sarisinin renginin koyulagtigini, yumurta veriminin, yemden
yararlanmanin ve kulugka iiretiminin etkilenmedigini gézlemislerdir. Furuse ve arkadaslari
(17) diyetlerine ac1 kirmizi biber ilave ettikleri erigkin yumurtaci tavuklarda karin ici yag
miktarinda azalma, yumurta performansinda ise %3 oraninda artma oldugunu
bildirmislerdir.

Ozer ve arkadaslar1 (18,19) ac1 kirmiz1 biberin tavuk ve horozlarda genital sistemin
gelismesi tizerinde uyarici bir etkisi oldugunu bildirmislerdir. Aci kirmizi biberli rasyonla
beslenmis olan tavuk ve horozlarin hipofiz ve epifiz bezlerinin elektron mikroskopik
diizeyde yapisal ozelliklerinin incelendigi bir bagka calismada tavuk ve horozlarin
hipofizinde gonadotropik hiicrelerin sentez aktivitesinin ilk aylardan itibaren belirgin
sekilde arttig1 gosterilmistir (20).

Vanilloidlerin baglandigi reseptorlere vanilloid reseptor denir (21). Vanilloidler
ekzojen ve endojen olarak ikiye ayrilir; endojen vanilloidlere ornek olarak yangiya bagl
pH degisiklikleri ve yiiksek sicaklik degisiklikleri (22), ekzojen vanilloidlere ise, kaktiisde
bulunan rezinferotoksin, anandamide ve aci kirmizi biberin etken maddesi capsaicin
verilebilir (23).

Capsaicin’in spesifik olarak baglandigi reseptore capsaicin reseptorii ya da
vanilloid reseptor 1 (VR1) adi verilmigstir (21). 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). Capsaicin‘le aktivite
gosteren TRPV1, TRP’lere sonradan eklenen bir alt gruptur. TRPV1 migren ve kronik
obstruktif solunum hastaliklarinda meydana gelen norojenik yangilar sonucu néyronlarda
ortaya ¢ikar (24). Agri iletim yollarinin aktivasyonuna ek olarak vanilloid reseptorler
yangisal cevaba Onciiliik eden peptidlerin salinimini da tetikler. Vanilloid reseptoriin
alisilmamis bir karakteristik 6zelligi de, tehlikeli 1s1 artisina cevap olarak capsaicin’e
benzer sekilde dahili bir akim iiretmesidir. Bu cevap sadece yiiksek 1s1da olusur ve
vanilloid reseptor antagonistleri ile bloke edilir (25). Aci biberli yiyeceklerle alinan etken
madde capsaicin, VR1’e baglanarak senzorik sinir hiicrelerinin membraninda
depolarizasyon sekillendirir ve membrandan hiicre icine Ca*™ akisinin olugmasini saglar.
Uyar1 daha sonra merkezi sinir sistemine gonderilir ve baharatta bulunan acinin duyusal
olarak algilanmasi meydana gelmis olur (26, 27).

Bu calisma ile, gelisme siireleri boyunca 1mg/kg dozda subkutan capsaicin

uygulanan ratlarin ovaryumlarinda meydana gelebilecek olasi yapisal farkliliklar tespit



etmek, VR1’in in vivo olarak ovaryumda lokalizasyonunu ve ekspresyonunu ilk kez

gostermek ve capsaicin-VR1 etkilesimini incelemek amaglanmistir.



GENEL BiLGILER

Ovaryum

Ovaryumlar memeli hayvanlarda genellikle benzer yap1 gosterirler (28). Organi en
distan tek katli yass1 ya da kiibik hiicrelerden olusmus germinatif epitel cevreler.
Ovaryumun yiizeyini 6rten germinatif epitel genclerde tek katl kiibik, ileri yaslarda ise tek
katl yassidir. Epitelin altinda siki bir bag dokunun olusturdugu tunika albuginea bulunur
(29, 30). Ovaryum aralarinda kesin bir sinir olmayan iki boliim, korteks ve medulladan
olusur (28).

Organin periferal boliimiinii korteks olusturur. Ergin disilerde kortekste, farkli
gelisme donemlerinde cok sayida follikiiller bulunmaktadir. Ayrica, dejenere olmus atretik
follikiiller, korpus luteum, korpus albikans, intersitisyel hiicreler (29) ve bag doku hiicreleri
bulunur. Korteksin yiizlek kismi derin kisimlarina gére daha fazla miktarda fibrotik yap1
gosterir (28). Ovaryum korteksi baslangigta genis bir alanda primordiyal follikiiller ile
doludur. Ovaryum gelistikce korteksin bu boliimii, tunika albugineanin altinda dar bir
bolge haline doniisiir.

Ovaryumun merkezi boliimiinii olusturan medulla gevsek bag dokusu i¢inde
damardan zengin bir yap1 gosterir (28, 29). Medulla bolgesinde ¢ok sayida bulunan
damarlardan baska hilus hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve sinir teli demetleri bulunur.
Morfolojik olarak testislerdeki Leydig hiicrelerine benzeyen hilus hiicrelerinin say1 ve
lokalizasyon bakimindan yasam siklusu boyunca oldukg¢a degisken oldugu goriilmiistiir
(31). Medulladaki kan damarlar biiyiik follikiillerin etrafinda kapillar yapida bulunurlar.
Lenf kapillarlar1 kan kapillarlarina eslik eder, teka eksterna ve korpus luteumlarin merkezi
boliimlerinde bulunurlar. Medulladaki sinirler damarlarla beraber seyrederler. Sinirler

ayrica follikiillerin etrafinda, korpus luteumda ve tunika albugineada bulunurlar (28, 30).

Ovositlerin Kokeni ve Olgunlasmasi

Ovositler intrauterin yasam doneminde ortaya cikarlar ve puberte ile olgunlagmaya
baslarlar. Ovositlerin 6nciisii olan hiicrelere primordiyal germ hiicreleri denir. Bu hiicreler
vitellus kesesinin endoderminden kdken alirlar. Embriyonun katlanmalari sirasinda

vitellus kesesinin dorsal boliimii embriyonun i¢ine dahil olur. Bu esnada primordiyal germ



hiicreleri arka barsagin dorsal mezenteryumu boyunca ilerleyerek genital kabart1 bolgesine
goc ederler. Bu germ hiicreleri genital kabart1 bolgesine yerlesince hareket 6zelliklerini
kaybederler ve ¢ok sayida mitoz boliinme gecirerek ¢cogalirlar (28, 30, 32, 33). Ayni
bolgede ovogonyumlara eslik eden, genital kabartinin mezensim kokenli somatik hiicreleri
de (prefollikiil hiicreler) bulunur ve bunlar da mitoz yoluyla ¢cogalirlar. Hiicrelerarasi
kopriiler ile birbirine bagl olan ovogonyumlar ve bunlara eslik eden prefollikiil hiicreleri,
‘esey baloncugu’ denilen bir yapiy1 olustururlar. Bazal membran ile sarili olan bu
baloncuk, fotal ovaryumun derinlerine dogru kordon bi¢iminde uzar ve rudimenter bir yap1
olan rete ovariiyi olusturur. Kortikal kordonlarin ya da diger bir deyisle primer seks
kordonlarinin boyutlar arttiginda primordiyal germ hiicreleri bu yapilarin igerisine girer.
Olusan primordiyal follikiillerin her biri, primordiyal germ hiicrelerinden kdken alan bir
ovogonyum icerir. Ovogonyumlar primer seks kordonlarindan gelisen tek katl yassi
follikiil hiicreleri ile sarilmiglardir. Fotal yasam sirasinda ovogonyumlar ¢ok sayida mitoz
gecirerek binlerce primordiyal follikiil meydana getirir (33). Bu asamada, ovogonyum
olarak mitoz boliinmelerini tamamlamis olan esey hiicreleri, mayoz boliinmenin birinci
olgunlagma boliinmesinin profaz evresinin leptoten, zigoten, pakiten evrelerini tamamlamig
ve diploten donemine girmislerdir ve primer ovosit olarak adlandirilirlar.

Primer ovositler ovogonyumlardan daha iridirler ve esey kordonunun derinlerinde
yer alirlar. Esey kordonundaki somatik hiicreler tek katli yass1 hiicreler olarak ovositi
cepecevre kusatirlar, en distan da bazal membran ile sarili olarak esey kordonundan
ayrilirlar ve bagimsiz hale gelirler, bu yapiya primordiyal follikiil denir. Primordiyal
follikiillerdeki yumurta hiicresi primer ovosittir (ovosit I) ve puberteya kadar yillarca
dinlenme asamasinda (diyakinez) kalabilir (28, 29, 33, 34, 35). Moore ve Persaud’a gore
yillar stiren bu bekleme déneminin sebebi, primer ovositleri ¢cevreleyen follikiil
hiicrelerinin ovosit maturasyon inhibitorii (OMI) adindaki maddeyi salgilayarak ovositin

mayotik boliinme siirecini durdurmasidir (33).

Follikiiler Gelisme

Erken donemdeki embriyonal gelisme siiresince primordiyal germ hiicreleri birgok
kez mitoz gecirerek ovaryumun korteksine go¢ ederler (28). Fotal hayatin dordiincii ve
besinci aylarindaki gelismede bazi ovogonyumlar gelisirler ve olgun gametleri olustururlar.

Bu agsamada mayozun I. mitoz béliinmesi sonucunda primer ovositler olusur. Fotal



yasamin yedinci ayinda primer ovositler, tek sirali follikiiler hiicreler (graniiloza hiicreleri)
tarafindan bir sira ¢evrelenirler ve primordiyal follikiilleri olustururlar.

Follikiiler gelisimin birka¢ safhas1 vardir; primordiyal follikiil, primer follikiil,
sekonder follikiil ve olgun follikiil (28, 29). Follikiillerin gelisimi puberte ile baslar.
Follikiiller gelistik¢e oval bigcim alir ve korteksin daha i¢ kisimlarina dogru gocerler.
Gelisme sirasinda hem ovositte, hem follikiil epitelinde hem de ¢evre stromal hiicrelerde
degisiklikler gozlenir. Primordiyal follikiillerdeki primer ovositler biiyiirler ve
cevrelerindeki tek katl1 yass1 follikiil epiteli once tek katli kiibik, tek kath prizmatik ve
mitoz ile cogalarak cok katli follikiil epitelini (graniiloza hiicreleri adim alirlar)
sekillendirirler. Boylece bu donemde FSH ve LH’nin etkisiyle, primordiyal follikiillerden
sirasiyla primer, sekonder ve olgun follikiiller gelisir. Ovulasyondan az dnce ya da
ovulasyon sirasinda . mitoz boliinme tamamlanir ve primer ovosit (ovosit I), sekonder
ovosit (ovosit II) olarak ovule olurlar. II. mitoz béliinme ovulasyondan sonra tuba
uterinada, spermatozoonun ovosit II’ye girisi sirasinda tamamlanir. Dollenme meydana
gelmez ise, II. mitoz boliinme metafaz safthasinda durur ve ovum ikinci olgunlagma

boliinmesini tamamlayamadan oviduktta otolize ugrar (29, 33, 34).

Primordiyal follikiiller: Primordiyal follikiillerin en fazla sayida bulundugu dénem
dogum oncesi donemdir. Her primordiyal follikiil tek sira yassi follikiil hiicreleriyle
cevrilidir ve ortasinda ovosit I hiicresi bulunur (28, 29, 35, 36, 37). Cok nadir olarak
birden fazla ovosit ortak epitel hiicreleriyle kusatilir. Bu follikiiller tunika albugineanin
altinda kalinca bir tabaka olustururlar (37).

Ovosit I yaklagik 20 milimikron ¢apinda biiyiik bir hiicredir. Nukleusu ve
nukleolosu biiyiik, kromatini ince, nukleusu biraz eksentrik konumdadir (37). Bu
nukleuslarda kromozomlar cogunlukla acilmis haldedir ve koyu olarak boyanmazlar (36).
Follikiillerin sitoplazmalarinda ¢ok sayida mitokondri, az sayida golgi kompleksi ve
endoplazmik retikulum sisternast bulunur (29, 35). Yassi follikiil hiicreleri bazal lamina
izerine otururlar ve birbirlerine desmozomlar ile baglanirlar (29).

Ovaryumda cesitli gelisme agamalarindaki follikiiller olarak primer, sekonder ve
olgun follikiiller goriiliir. Bazi kaynaklara gore bu klasik tanimlamanin disina ¢ikilarak
follikiiller, ovositin ¢evresindeki follikiil epitellerinin durumuna gore degisik bicimde
adlandirilirlar. Bunlara gore follikiil epitelleri tek katli ya da ¢ift katl olanlar primer,
bosluk (antrum) igerenler sekonder follikiiller ve Graff follikiiller de olgun follikiiller

olarak adlandirilmistir (28, 36, 38).



Biiyiimekte Olan Follikiiller (Follikiiler Farkhlasma):

Follikiillerin biiytimesi esas olarak follikiil hiicrelerinin, primer ovositin ve follikiilii

cevreleyen bag doku unsurlarinin biiyiimesi ile olur (29).

Primer Follikiil: Primordiyal follikiiller gelismeye devam ederek primer follikiilleri
olusturur. Yass1 olan follikiil hiicreleri tek katl kiibik hiicreler haline geldiginde follikiile
unilaminer primer follikiil ad1 verilir. Follikiil hiicreleri mitoz ile ¢ogalirlar ve ¢ok kath
follikiil epiteli ya da graniiloza tabakasini olustururlar. Follikiiliin bu haline multilaminer
primer follikiil ad1 verilir ve follikiil hiicreleri arasinda gap junctionlara rastlanir (28, 29,
36, 35, 38). Bu esnada ovosit nukleusu biiyiir, mitokondri sayisinda artis olur ve
sitoplazmada esit dagilim gosterir. Endoplazma retikulumu hipertrofiye ugrar ve golgi
kompleksleri de follikiil hiicre zarinin altina dogru goc eder.

Ovosit ile follikiil epitelleri arasinda homojen goriiniiste bir kalinlagma meydana
gelir. Bu yapiya membrana pellusida ya da zona pellusida (ZP) ad1 verilir (28, 29, 34).
Zona pellusida en az ii¢ farkli glikoprotein igerir (29). Bunlar ZP, ZP1 ve ZP3’diir.
Bunlardan en 6nemlisi sperm icin bir reseptor olarak gorev yapan ZP3’diir. Sperm
yiizeyinde yer alan ve galaktosil transferaz olan bir protein ZP3’iin oligosakkarit zincirleri
ile etkilesir; proteazlar, hiyaliironidazlar ve sperm akrozomundaki diger maddeler ortama
salinir ve bu enzimler spermin zona pellusiday1 agmasina ve ovositin plazma zarina
ulagmasina yardim eder (39).

Isik mikroskobunda homojen, camsi goriiniislii olan bu yapida elektron
mikroskobunda ovosit ve follikiil epitellerine ait mikrovilluslar gézlenir. Bu uzantilar
birbirleri ile gap junctionlar araciligiyla temas kurarlar. Bu degisiklikler olugmakta iken,
follikiiliin bitisiginde etrafini saran stroma farklilasma gostererek teka follikiiliyi olusturur.
Daha sonra bu tabaka teka interna ve teka eksterna olarak farklilasir (28, 29, 33, 36, 38).
Teka internanin hiicreleri tamamen farklilastiginda steroid tireten hiicreler ile ayn yap1 ve
ozelliklere sahip olurlar. Bu 6zellikleri sitoplazmalarinda bol miktarda bulunan diiz
endoplazmik retikulumlari, tiibiiler kristaya sahip mitokondrileri ve ¢ok sayida lipid
damlaciklar verir (29, 30). Endokrin 6zellige sahip diger yapilar gibi teka interna da
damarlardan zengindir (29, 37). Teka interna hiicreleri dstrojenin dnciisii olan
androstenedion (29), ovulasyon dncesi donemde progesteron, az miktarda follikiil s1vist
(33) ve az miktarda da intrafollikiiler FSH salgilarlar (29). Teka eksterna, bag doku
iplikleri, mekik sekilli bag doku hiicreleri ve kiiciik kan damarlarindan olusur (28, 29, 34,



37, 40). Teka hiicrelerinin ayrica follikiiliin gelisimi sirasinda beslenmeyi saglamak icin
teka internadaki anjiogenezisi uyaran kan damari biiyiitiicti faktorii tirettikleri
diistiniilmektedir (33). Iki teka tabakasi arasinda ve teka eksterna ile ovaryum stromasi
arasidaki sinirlar belirgin degildir (29, 37). Teka interna ile graniiloza tabakas1 arasindaki
sinir ise hiicrelerin morfolojik olarak farkli olmasi ve aralarinda kalin bir bazal membran

bulunmasindan dolay1 belirgindir (29).

Sekonder follikiiller: Primer follikiiller graniiloza hiicrelerinin sayilarinin ve
biiyiikliiklerinin artmas ile gelismeye devam ederler. Bu sirada follikiil epitel hiicreleri
yavas yavas erimeye baslar, antrum adi verilen bosluklar olusur (28, 33, 36, 38). Olusan
antrumlarda follikiil sivis1 (likor follikiili) birikmeye baglar (29). Baslangigta kiiciik
bosluklar halinde gbzlenen antrumlar birleserek tek bir bogluk halini alirlar. Antrum
icermesinden dolay1 follikiile sekonder follikiil ad1 verilir (29, 36, 38). Bu follikiiller
primer follikiillere gore korteksin biraz daha derin kisimlarinda bulunurlar (28). Antrumda
toplanan follikiil s1vis1 plazma sizintilarim ve follikiil hiicreleri tarafindan salgilanan
maddeleri igerir. Ayn1 zamanda glikozaminoglikanlar, bazi proteinler (steroid baglayici
proteinler) ve yiiksek konsantrasyonda steroidleri (6strojen ve progesteron) icerir (29).
Follikiiler gelisme devam ettik¢e graniiloza hiicreleri follikiil duvari tizerinde belli bir
yerde daha fazla sayida yogunlagirlar ve kiiciik bir tepecik olustururlar. Ovositi de iceren
bu yapiya kumulus ooforus adi verilir (29, 34, 36). Kumulus ooforus antruma dogru uzanti

yapar ve bundan sonra ovosit daha fazla biiyiimez (29).

Olgun follikiiller: Olgun (Graff) follikiil yaklasik 2.5 cm ¢apindadir ve ovaryum
yiizeyinden disar1 dogru siskinlik yapan saydam bir vezikiil olarak goriilebilir. Antrumda
follikiil stvisinin toplanmasinin sonucunda follikiil boglugunun genisliginde artis olur ve
ovosit graniiloza hiicrelerinden olugmus bir sap ile follikiil duvarina baglanir. Sivi
toplanmasina ve basing artislarina bagh olarak graniiloza hiicrelerinin sayilarinda
azalmalar meydana gelir ve ince bir katman halinde kalir. Ovum etrafindaki ilk tabakay1
olusturan graniiloza hiicreleri zona pellusida ile temas halindedir. Bu hiicreler
prizmatikleserek korona radiyatay1 olusturur. Korona radiyata ovum ovaryumu terk

ederken ona eslik eder.



Follikiiler Atrezi

Ovaryumda bulunan follikiillerin ¢ok az bir kismi1 ovule olurken, biiyiik bir kismi1
atreziye olur. Insanlarda fotal donemde ovaryumda milyonlarca germ hiicresi (ovosit)
vardir, gebeligin 5. ayinda bu say1 maksimum seviyeye ulasir (28, 41). Ovositlerdeki
dejenerasyon follikiiler gelismeden 6nce yani dogumdan 6nce sekillenir ve dogumda
ovaryumda bulunan primordiyal follikiillerin sayis1 diizenlenir (41). Follikiiler atrezi
dogum oncesinde baglar ve menapoz sonrasi da devam eder (29). Follikiiler atrezi
esnasinda graniiloza hiicrelerinde DNA sentezi azalirken RNA sentezinde herhangi bir
degisiklik gozlenmez. Atrezinin ilk asamasinda graniiloza hiicrelerinde gerileme meydana
gelirken, rat, insan ve tavsanlarda teka hiicrelerinde hipertrofi meydana gelir (42).

Follikiil atrezisi FSH ve LH gibi endokrin faktorlerle kontrol edilir (36). Follikiiler
atrezinin 6zellikle arttig1 baz1 donemler vardir. Maternal hormonlarin etkisinin ortadan
kalktig1 dogumdan hemen sonraki dénem ile hormon diizeylerinin degistigi puberte ve
gebelik donemi atrezinin en iist seviyede oldugu donemlerdir. Atrezide programlanmis

6liim ya da apoptosis denen hiicre 6liimii s6z konusudur. Atrezi follikiiler gelismenin

herhangi bir asamasinda gerceklesebilir (29).

Korpus Luteum

Ovulasyondan kisa bir siire sonra, ovaryum follikiiliiniin ve teka follikiilinin
duvarlarn biiziisiir ve katlanir. Ovaryum i¢inde kalan graniiloza ve teka hiicreleri LH nin
etkisiyle gecici bir endokrin bez olusturur. Olusan bu yapiya korpus luteum (sar1 cisim)
adi verilir (29, 33, 37). Korpus luteumdan progesteron ve az miktarda ¢strojen hormonlari
salgilanir. Buradan salgilanan 6strojen hipofizden salgilanan FSH ve LH sekresyonunu
onlerken, progesteron da follikiillerin gelismesini 6nleyerek ovulasyona engel olur (29,
34).

Follikiil s1visinin bogalmas ile follikiil duvar biiziiliir ve follikiil boslugunda bir
miktar kanama sekillenir. Pihtilasan kan zamanla yerini bag dokuya birakir. Bag
dokusunun olusmasi ile ortadan kaldirilan kan pihtisinin artiklar1 korpus luteumun en i¢
kismina yerlesir (28, 29). Korpus luteumun parensiminin %80’ini graniiloza lutein
hiicreleri, geri kalanini ise daha kii¢iik yapida ve daha az sayida olan teka lutein hiicreleri
olusturur. Teka lutein hiicreleri graniiloza lutein hiicrelerine gore daha koyu boyanirlar

(29). Graniiloza lutein hiicreleri steroid salgi yapan hiicrelerin 6zelliklerini tagirlar.



Teka internanin kan kapillerleri ve lenfatik damarlar1 korpus luteumun i¢ kismina
dogru yerleserek bu yapinin zengin vaskiiler agini olusturur.

Gebelik meydana gelmedigi takdirde korpus luteumun omrii 10-14 giindiir. Bu siire
sonunda luteinizan hormonun eksikligi sonucu korpus luteum dejenere olup ortadan kalkar
ve menstruasyon korpus luteumu ya da korpus luteum peryodikum adim alir. Eger gebelik
sekillenirse koryonun sinsityotrofoblast hiicreleri tarafindan salgilanan koryonik
gonadotropin korpus luteumu uyarir ve 6mrii 6 aya ¢ikar (33). Bu siire sonunda korpus
luteumun etkisi azalmakla birlikte tam olarak kaybolmaz. Gebeligin sonuna kadar
progesteron salgilamaya devam eder ve gebelik korpus luteumu ya da korpus luteum
graviditatis adin1 alir (29, 34). Gebelik korpus luteumu ayrica relaksin hormonu
salgilayarak, simfizis pubisin bag dokusunu yumusatir ve dogumu kolaylastirir (29).

Menstruasyon ve gebelik korpus luteum hiicreleri otoliz ile dejenerasyona ugrar.
Yerlerini sik1 bag dokusundan olusan beyaz renkte skar doku alir ki, bu yapiya korpus
albikans ad1 verilir (28, 29, 33, 34). Korpus luteumun yikiminda prostaglandinler de
etkilidir (34).

Capsaicin

Aci1 kirmiz1 biber, botanik biliminde Solanacea familyasina ait bir bitki olup,
Capsicum annuum olarak bilinmektedir. Capsaicin aci, yakici, beyaz ve kokusuz 6zellikte
alkaloid (C;sH;7NOs3) yapida bir maddedir. Kirmizi biberlerin acilik dereceleri igerdikleri
capsaicin oranina gore degismektedir. Capsaicin’in biberdeki kuru agirligi ortalama 0.83-
1.32 mg / g’dir (4).

Bu bitkinin anavatan1 Meksika’dir ve 1492 yilinda Amerika’nin kesfi ile birlikte
Avrupa’ya getirilmistir. Aci kirmiz1 biberin kullanimi1 Azteklere kadar dayanmaktadir.
Yazitlarindan ac1 kirmiz1 biberi antimikrobiyal ve antihemolitik ajan olarak kullandiklar
goriilmiigtiir. Bu bitkiye Latince Capsicum ismini veren Fransiz botanik¢i Turneyfort’tur.
Aci1 kirmiz1 biberin aciliini veren alkoloid yapidaki bu bilesen ilk olarak Tresh tarafindan
1846 yilinda izole edilmistir. Tresh bu bileseni Capsaicin olarak isimlendirmistir ve
capsaicin’in yapisinin vanilloidler ile yakindan iliskili oldugunu diistindiigiinii bildirmistir

(43).
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Sekil-1: Capsaicin’in yapisi (43).

Nelson 1919 yilinda capsaicin’in kimyasal yapisinin vanilloid oldugunu tespit
ederek Tresh’in bulgulan ile benzer sonuglar elde etmistir (43). Daha sonra Szallasi ve
Blumberg vanilloidleri endojen ve ekzojen olarak iki gruba ayirmiglardir. Vanilloid
etkenler, cogunlukla periferal sinir sonlarinda ve belirli tipte reseptorler ile etkilesime
girerler (44, 45).

Diinyada yaygin olarak kullanilan act kirmizi biber Hint ve Meksika mutfaginda
daha da siklikla kullanilmaktadir (43, 46, 47). Ulkemizde en fazla Giiney Dogu Anadolu
Bolgesinde yetistirilmekte ve tiiketilmektedir. Aci kirmizi biberin gida katki maddesi ve
agn giderici olarak kullanimi ¢ok eski yillara dayanmaktadir.

Act kirmiz1 biberin organizma iizerinde etkilerini inceleyen bilimsel arastirmalar
1990’11 yillarda yogunlagsmistir. Yapilan calismalarin biiyiik cogunlugunda aci kirmizi
biber yerine etken madde capsaicin kullamilmistir. Capsaicin organizmada basta
gastrointestinal, kardiovaskiiler ve solunum sistemleri olmak {izere pek ¢ok sistem
tizerinde etkilidir. Son yillarda fizyolojik ve farmakolojik etkilerinden dolay1 tipta ve ilag
sanayisinde kullanim1 yaygilagsmistir. Capsaicin’in etkisi, dozuna, uygulama sekline ve
hedef organa gore degisiklikler gostermektedir (5, 6).

Capsaicin baglica senzorik sinirler tizerinde mevcut olan VR1 araciligi ile
ndyronlarda, ndyronal eksitasyon, proinflamatuar mediyatorlerin salinimi, reseptoriin
desensitizasyonu ve ndyronal toksisiteyi i¢eren olaylar zincirini tetikler (7, 8).
Capsaicin’in VR1’e baglanmasi ndropeptid maddelerin (SP, CGRP) salinimina neden
olmaktadir. Capsaicin uygulamasinin devam etmesi senzorik sinirlerden SP’nin
saliniminin azalmasina ve agrinin ortadan kalkmasina dolayisi ile norotoksisiteye neden
olur (3, 7, 8). Kronik capsaicin uygulanan siganlarin medulla spinalislerindeki dorsal
kornuda primer senzorik ndyronlarda SP’nin spesifik ve etkileyici bir sekilde azaldig
goriilmiis ve capsaicin uygulamasinin devam etmesi halinde ndyronlarin bir boliimiinde
once uyarim ile baslayan sonra ““Capsaicin duyarsizligr” olarak kabul edilen etkilerin

ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (48).
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Jancs'o-G'abor ve arkadaslari (49) yaptiklar1 calismada, capsaicin’in primer
senzorik ndyronlar1 ve termoregiilasyondan sorumlu olan hipotalamik ndyronlar1 aktive
ettigini ve bu sinirlerde olusan hasar1 azalttigini tespit etmislerdir. Bu ¢aligmanin ardindan
yapilan bagka bir ¢calismada, neonatal ratlara capsaicin enjekte edilmis ve primer senzorik
noyronlarda capsaicin’e kars1 duyarliligin azaldig goézlenmistir. Hayvanlarda yapilan
calismalarda capsaicin’in neonatal olarak uygulanmasinin, spesifik reseptorleri uyardigi ve
bunun sonucunda agr1, viseral hiperrefleks ve norojenik yangilar gibi bazi patolojik
bulgularin ortaya ¢iktigi gosterilmistir (50).

19. ve 20. yiizyilda fizyologlar capsaicin’in topikal ya da sistemik uygulanmasinin
ardindan agn kesici etkisinden baska, organlarda hiperaktivite sonrasi refleks azalmasi,
hipotansiyon ardindan hipertansiyon, tagikardi, bronkokonstriksiyon, oksiiriik ve
hipotermiyi takiben bradikardi sekillendigini bildirmislerdir (51-56).

Capsaicin’in immun sistem iizerine etkisi doza bagl olarak degisir. Diisiik
konsantrasyonda capsaicin uygulanmasi immun sistemi uyarirken, yiiksek dozu ise immun
cevabi baskilar. Bu etki somatostatin ve SP salinimiyla ilgilidir. Diisiik dozda verilen
capsaicin SP salimmmini uyarir, damar gegirgenligini arttirir, dolayisiyla reaksiyon
bolgesine T lenfositlerin gocii hizlamir. Immunglobulinlerin ve T lenfositlerin sentezi artar.
Yiiksek dozda verilen capsaicin ise ndyronlarda dnce eksitasyon yapar sonrasinda da asir
eksitasyona bagli olarak sinirlerde desensitizasyon olusur ve ndyronlarda SP salinimi
durur. Dolayisi ile immun sistemi baskilar (10, 11).

Capsaicin’in karbonhidrat metabolizmasini, karaciger enzimlerinin aktivitesini
arttirdigi (12, 13), lipid metabolizmasini uyararak yag dokuda lipidlerin yakilmasini
kolaylastirdigi (12) ve oksijen tiiketimini arttirdig1 bildirilmistir. Ayrica capsaicin’in
solunumu baslangicta arttirdig1 sonra azalttigi ve serum glikoz-insiilin seviyesini arttirdigi
bildirilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda capsaicin’in karaciger glikojeninde hizli bir
azalmayla birlikte serum trigliseridlerinde dereceli artis sagladigi, dolasim sisteminin
fonksiyonuna yardimci oldugu ve bunun sonucunda metabolizma iizerine genel uyarici etki
yaptig1 belirtilmistir (12, 14, 15).

Ayrica capsaicin’in sindirim sisteminde anti-mikrobiyal ve anti-kanserojenik
etkileri oldugu bildirilmektedir. Salmonella enteritis ile enfekte kanatlilarda diyet ile
verilen capsaicin’in iyilestirici etkisi oldugu gosterilmistir (57).

Ratlarda, kalp operasyonlarinda deri alt1 capsaicin’in uygulanmasi (50 mg/kg)
sonucu muhtemelen CGRP uyarilmasina bagli olarak doku korunmasinin arttigi

saptanmistir (58). Capsaicin’in uzun siireli verilmesinin midede alkol, aspirin ya da stress
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gibi ajanlar ile olusan lezyonlarin iyilesmesinde etkili oldugu belirtilerek, olusacak
hasarlara kars1 da koruyucu rol oynadigi, bu durum tizerinde capsaicin’e duyarh afferent
ndyronlarin etkin oldugu saptanmistir (59).

Ratlarda kii¢iik ensizyonlar olusturularak yapilan elektrofizyolojik calismalar,
termal ve mekanik uyarilar olusturan sinirlerde periferal hassasiyetin ortaya ¢iktigin ve
buna bagl olarak postoperatif agrilarin olustugunu gostermektedir (60). Pospisilova ve
arkadaslan (61) ratlarda yaptiklar1 baska bir ¢alismada yine kiiciik ensizyonlar
olusturmuslar ve ratlara yiiksek dozda capsaicin vererek capsaicin’in analjezik etkisini
gostermislerdir.

Capsaicin kimyasal madde yaniklar1 ve normal yaniklar sonucu olusan agrilar
gidermek amaciyla periferal sinirler iizerine direkt olarak tedavi amagli kullanilmis ve
capsaicin’in periferal orjinli agrilan gercekten azalttigi gosterilmistir (62-65). Lokal
olarak uygulanan capsaicin, norojenik vaskiiler reaksiyonu azaltarak ve capsaicin’e duyarl
sinir fibrillerinin yenilenmesini saglayarak agri esigi siddetini arttirir. Ayrica capsaicin’in
lokal olarak uygulanmas deride hicbir lezyon olusturmazken, neonatal capsaicin
uygulamalar1 sonucunda deride lezyon olusumu gézlenmistir (66, 67). Son zamanlarda
9%0.025- 0.075 oraninda capsaicin igeren preparatlari herpes virus zonalari, diyabetik
noropati, torakotomi, mastektomi, amputasyon agrilar1 ve agrili deri tiimorleri gibi
patolojik vakalarin cogunda genis bir kullanim alan1 bulmustur (68-71).

Intranazal capsaicin uygulamalar1 sonucunda kronik bas agrilar1 basari ile tedavi
edilmistir (72). Benzer ¢calismalar ile capsaicin uygulamalarinin bag agrilarim1 6nlemedeki
faydali etkileri desteklenmistir (73, 74). Ayrica vanilloidlerin intratekal ya da epidural
uygulanmalar1 sonucunda da agr1 hissi kaybi sekillenmektedir.

Capsaicin ve resinferotoksinin tedavi edici etkilerinin olugsmasina cesitli
mekanizmalar katkida bulunur. Yeni dogan ratlara capsaicin’in sistemik olarak
uygulamasi sonucunda capsaicin’e duyarh spinal ve kranial senzorik ganglionlarda, topikal
uygulamalar1 sonucunda ise temporal peptiderjik ve nonpeptiderjik afferent sinir
fibrillerinde lokal olarak kayip sekillenir (75, 76). Capsaicin’in perindyral olarak
uygulanmasi sonucunda da capsaicin’e duyarl sinir fibrillerinde duyu kaybi sekillenir
(77).

Act kirmiz1 biber yumurtaci tavuk iireticileri tarafindan da kullanilmaktadir. Oktay
ve Olgun (16) eriskin tavuklarin yemlerine ac1 kirmizi biber ilave ederek 81 giin siireyle
beslemisler, yumurta sarisinin renginin koyulagtigini, yumurta veriminin, yemden

yararlanmanin ve kulugka iiretiminin etkilenmedigini gézlemislerdir. Furuse ve

13



arkadaslan (17) diyetlerine ac1 kirmiz1 biber ilave ettikleri eriskin yumurtaci tavuklarda
karin i¢i yag miktarinda azalma, yumurta performansinda ise %3 oraninda artis oldugunu
bildirmislerdir.

Ozer ve arkadaslari (18, 19) yumurtaci tavuk ve horozlarla yaptiklar1 calismalarda,
rasyonlarina ac1 kirmizi1 biber ilave edilerek beslenen civcivlerden puberte ¢agina gelmis
tavuk ve horozlarda karm i¢i yaglanmanin azaldigini, canli agirlik artisinin yavasladigini,
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 gérmiislerdir. Erken yumurtlamaya paralel olarak ac1 kirmizi biberli rasyonla
beslenenlerde yumurta kanalinda epiteliyal ve kassal gelismenin kontrol grubuna gore daha
erken oldugu gozlenmistir. Horozlarda ise deney grubunda testis agirligi, uzunlugu,
genigligi ve seminifer tubullerde duvar kalinliginin arttig1 saptanmistir. Seminifer
tubuluslarda tigiincii aydan itibaren spermatogenik hiicre serisinde tamamlanma, Sertoli
hiicrelerinde fonksiyonel faza gecis, seminifer tubulus lumenlerinde spermatozoonlarin
varlig1 tespit edilmistir. Benzer 6zellikleri kontrol grubunda ancak bir ay sonra
gorebilmiglerdir. Deney grubunda epididimal kanalda 3. aydan itibaren, kontrol grubunda
ise bir ay sonra spermatozoonlar goriilmiistiir.

Erdost ve arkadaslan (78) tarafindan bir giinliik yastan itibaren diyetlerine diisiik
dozda ac1 kirmiz1 biber ilave edilen tavuk ve horozlarin bes aylik gelisme siireci icinde
hipofiz bezinde FSH ve LH sentezinin ilk aylardan itibaren arttig1 saptanmistir. 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
etkileyecegini diigsiinmiislerdir. Hipofiz 6n lobunda hiicreler arasinda endokrin hiicreler ile
sinaptik iligki icinde olan ¢ok sayida SP igeren fibriller oldugunu bildirmislerdir. Hipofiz
on lop hormonlarinin ndyral kontroliiniin bu fibriller araciligi ile gerceklestigi
diisiiniildigiinde capsaicin’in bu fibriller ve sistemler iizerindeki olasi etkisinin de olduk¢a

fazla olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Vanilloid Reseptor 1 (VR1)

Vanilloidlerin baglandig: reseptorlere vanilloid reseptor denir (21), vanilloidler
ekzojen ve endojen olarak ikiye ayrilir. Endojen vanilloidlere 6rnek olarak yangiya bagh

pH degisiklikleri ve yiiksek sicaklik degisiklikleri (22), ekzojen vanilloidlere ise, kaktiisde
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bulunan rezinferatoksin, anandamide ve ac1 kirmizi biberin etken maddesi capsaicin
verilebilir (23). Rezinferotoksin ve capsaicin’in ortak vanilloid 6zelliklerine dayanilarak
yapilan ¢alismalar, bu iki bilesigin yapisal olarak iligkili olduklarini ortaya koymustur (79).
Deneysel olarak rezinferotoksinin capsaicin’e benzer sekilde eksitasyon ve
desensitizasyona yol actigi fakat bu etkisinin capsaicin’den bin kat daha zayif siddette
oldugu bildirilmistir (80).

Capsaicin’in spesifik olarak baglandigi reseptore capsaicin reseptorii ya da
vanilloid reseptor 1 (TRPV1 ya da VR1) adi verilmistir (21, 23). VR1 426 aminoasit
iceren ve ~ 95 kDa agirliginda bir proteindir. VR1 TRP (Transient Receptor Potential)
ailesinde yer alan bir iyon kanal reseptoriidiir. TRP ailesi en az 6 alt familya igerir.
Bunlar; TRPA (Ankyrin Transient Receptor Potential) , TRPC (Canonical Transient
Receptor Potential), TRPM (Melastatin—Related Transient Receptor Potential), TRPN (No
Mechanoreceptor potentials), TRPP (Polycystin Transient Receptor Potential) ve
TRPV1’inde i¢inde bulundugu TRPV (Vanilloid Receptor—Related Transient Receptor
Potential)’dir (81). Capsaicin’le aktivite gosteren TRPV1 (VR1), TRP’lere sonradan
eklenen bir alt gruptur. TRPV1’in yapist ve aminoasit dizilisi tim TRPV ailelerinde
benzerdir (9, 81). TRPV1 alt1 tane transmembran domein igerir.

Nagy ve arkadaglar (82) VRI reseptoriinii Sekil-2’de gosterildigi gibi sematize

etmislerdir.

gk

Vo B 0 T B B -
RRRRRRILARIIRILDLS Sekil-2: VR1’in membran yapisi (82)

N: N terminus, C: Cterminus, A: Protein Kinaz A icin baglanma bolgesi,
M: CaMKII (Kalmoduline bagl protein kinaz II) i¢in baglanma bolgesi,

Ca: Ca** nin permeabilitesinin diizenlendigi bolge

P: PtdIns(4,5)P2 (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) baglandig1 bolge

V: Vanilloidlerin baglandigi bolgeler, H: Protonlarin baglandigi bolgeler,

TRPV1 migren ve kronik obstruktif solunum hastaliklarinda meydana gelen
norojenik yangilarda, ndyronlarda ortaya cikar (24).
VRI1 capsaicin tarafindan, 43°C’nin iizerindeki sicaklikta ve diisiik pH’da (pH<S)

olusan membran depolarizasyonu ve iyon kanallarinin a¢ilmasi sonucu aktive edilir. VR1
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ilk olarak sadece santral sinir sistemindeki ndyronlarda ortaya konulmustur (83). Ancak
son zamanlarda yapilan calismalar VR1’in mast hiicreleri, derideki keratinositler ve idrar
kesesi epitel hiicreleri gibi ndyron icermeyen ¢esitli hiicrelerde de bulundugunu
gostermistir (84).

VR1’in primer senzorik ndyronlardan bagka, 1/3-1/2 dorsal rot ganglionlarindan,
trigeminal ganglion ndyronlarindan, nodoz ganglion ndyronlarindan ve sinirden yoksun
hiicrelerden de eksprese edildigi RT-PCR, in situ hibridizasyon, western blott ve
immunhistokimyasal olarak yapilan ¢alismalarla gosterilmistir. Ancak VR1’in tiim bu
fonksiyonel hiicrelerden nasil eksprese edildigi hala agikliga kavusturulamamistir (85, 86).

VR1’in senzorik ndyronlarda noropeptidlerin saliniminda rol oynadigi son yillarda
yapilan ¢alismalar ile saptanmustir. Capsaicin’in VR ile baglanmasiyla Na*, Ca*? ve K*
iyonlarinin hiicre icine akisi1 sekillenmektedir. Bu durum ndyronda depolarizasyona ve
noropeptid maddelerin, 6rnegin ndrokinin A (NKA), SP ve CGRP’in salgilanmasina neden
olmaktadir (87, 88).

Yapilan calismalar VR1’in sitoplazmik membranlar, endoplazmik retikulum ve
sitoplazmik vezikiillerden eksprese edildigini gostermistir (89, 90). VRI1 sitoplazmik
membranlarda depo halinde bulunur. Sitoplazmik membrandan VR1 ekspresyonu oldugu
zaman vezikiillerdeki VR1 mediatorleri membrana dogru gecerek aktiflesirler (90).
Endoplazmik retikulumdan reseptor ekspresyonu ise tam olarak a¢iklanamamistir. Sonug
olarak reseptorler cesitli uyaranlarla aktiflestigi zaman hiicre igcine Ca* iyonunun akis1
uyarilir ve ayn1 zamanda da Ca** hemostazisi diizenlenir (91, 92).

1997 yilinda Caterina ve arkadaglar tarafindan senzorik ndyronlarda VR1’i
kodlayan fonksiyonel cDNA elde edilmistir. Kemirgen dorsal kok gangliyonundan elde
edilmis birbirinden bagimsiz klonlarin bulundugu cDNA havuzlarinda, insan embriyonik
bobrek kokenli HEK 293 hiicrelerinde VR1’in gegici olarak eksprese edildigi gézlenmistir
(9). Transfekte hiicreler Ca** ye duyarh boyalar ile yiiklenerek, hiicre i¢cindeki serbest Ca*
‘nin capsaicin uyarisi karsisindaki artis1 histokimyasal yontemlerle gosterilmistir (93).

Caterina ve Julius senzorik ndyronlarda agrinin stimiilasyonunda etkin proteinlerin
belirlenmesi i¢cin VR1 ile ilgili dizinleri GenBank’dan arastirmisglardir (94). Reseptoriin
islev gdrmeye baslamasiyla hiicre i¢ine katyon akisi tetiklenir, aksiyon potansiyeli baslar
ve ardindan baharath yiyeceklerle iliskili olarak yanma duyusu olusur. Aci baharatl
yiyeceklerle alinan etken madde capsaicin, VR1’e baglanarak senzorik sinir hiicrelerinin

membraninda depolarizasyon sekillendirir ve membrandan hiicre icine Ca*? akisinin
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olusmasini saglar. Uyar daha sonra merkezi sinir sistemine gonderilir ve baharatta
bulunan acinin duyusal olarak algilanmasi meydana gelmis olur (26, 27).

VR1’in cesitli patolojik olgularin baslamasinda etkili bir kontrol mekanizmasi
oldugu bildirilmektedir (9, 95, 96). Yapilan caligmalarin bir kisminda VR1’in yangi, asir
agr hassasiyeti ve viseral hiperrefleks gibi patolojik durumlarin gelismesinde etkili oldugu
gosterilmistir (21, 97, 98). Capsaicin agr ve yangiyi arttirdigi, ancak lokal uygulamalar
sonucunda da yangiya bagl asir1 agr hassasiyetini azatligini bildiren ¢alismalar vardir
(99). Yangiya bagl olarak gelisen asir1 agr1 hassasiyetinin gelismesinde capsaicin
reseptoriiniin etkilerine bakilmis; bu mekanizma ile ilgili olarak iki hipotez tizerinde
durulmustur. Birinci hipoteze gore, bradikinin, NGF, ATP ya da prostaglandin E2 gibi
yangi ajanlar1 yangi siiresince eksprese edilirler. Bunun sonucunda primer senzorik
noyronlarin periferal uglarindan yangidan sorumlu reseptorlerin ekspresyonu gergeklesir.
Bu reseptorlerin aktivasyonu hiicre ici iletilerin (PKA-Protein kinaz A, PKC-Protein kinaz
C, PLC- Fosfolipaz C) olugmasini tetikler ve TRPV1 iyon kanallar1 boyunca olusan yiiksek
reseptor esigini azaltir (100-104). ikinci hipotez ise; endojen ligandlarin reseptor
aktivitesini etkiledigi ile ilgilidir. Capsazepin gibi capsaicin antagonistleri inflamasyon
sonucu olusan asir1 agr hassasiyetini azaltmaktadir (105, 106). Deneysel olarak
olusturulmus pankreatitislerde neonatal capsaicin uygulanmasinin biyokimyasal
markirlarda, serumda bulunan amilaz, miyeloperoksidaz gibi maddelerde ve yangi sonucu
olusan 6dem miktarinda meydana gelen artigin azaldigini gostermislerdir ve bu durumun
VR1 ile ilgili oldugunu tespit etmislerdir (107).

VR1’in her ii¢ embriyonal yapraktan (endodermal, mezodermal ve ektodermal)
koken alan hiicrelerden eksprese edildigine dair caligsmalar da yapilmistir. Endodermal
olarak, rat midesi epitel hiicrelerindeki mRNA’lardan, (108). Mezodermal olarak, idrar
kesesi diiz kas hiicrelerinde, E14 ve P30 rat hiicre hatlarindan gelistirilen
kardiyomiyositlerde (109), prostat bezi ve idrar kesesi instersitisyel hiicrelerinde, (110,
111) Ektodermal olarak da, insan derisinde ve i¢ kulakta keratinositlerde TRPV 1
ekspresyonu gosterilmistir (112, 113).

Agr iletim yollarimin aktivasyonuna ek olarak vanilloid reseptorler yangisal cevaba
onciiliik eden peptidlerin salinimini da tetikler. Vanilloid reseptoriin alisilmamis bir
karakteristik 6zelligi de, tehlikeli 1s1 artisina cevap olarak capsaicin’e benzer sekilde dahili
bir akim iiretmesidir. Bu cevap sadece yiiksek 1s1da olusur ve vanilloid reseptor

antagonistleri ile bloke edilir. Tehlikeli 1s1 hissi ile capsaicin reseptorii arasindaki iligki,
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ac1 biber yenildiginde hissedilen ve aslinda fiziksel olmayan yanma hissini agiklayabilir
(25).

VR1 ile ilgili olarak, gastrointestinal sistemde yapilan ¢alismalarda, primer ve vagal
senzorik ndyronlarin uglarindan, miyenterik pleksuslardaki ndyronlardan, ince barsak
villuslarindan ve gastrik epitel hiicrelerinden VR1’in eksprese edildigi gosterilmistir (108,
114, 115, 116). Ayrica diisiik dozlarda verilen capsaicin’in gastrik mukozayi asit ve alkol
gibi maddelerin olusturdugu hasarlara kars1 korudugu da tespit edilmistir (117). Capsaicin
farkli mekanizmalar araciligi ile doku hasarlarim 6nlemektedir. Bu mekanizmalardan
ilkine gore; capsaicin primer senzorik noyronlardan CGRP’in ekspresyonunu uyarir ve
CGRP ekspresyonu sonucunda damarlarda gevseme sekillenerek hiperemi olusur, olusan
hiperemi doku hasarini 6nler. Diger mekanizmaya gore; capsaicin’in CGRP
ekspresyonunu arttirmasi sonucunda prostaglandin E2 aktive olur. Prostaglandin E2 de
salg1 yapan hiicreleri uyararak koruma mekanizmasini harekete gecirir (118, 119).
Pothoulakis ve arkadaslar1 (120) VR1’in gastrointestinal sistemde primer senzorik
ndyronlart uyararak yangi ve hipermotilitenin gelismesine neden oldugunu ve burada araci
roliinii Substance P’nin oynadigini bildirmislerdir.

Son yillarda yapilan calismalar VR1’in merkezi sinir sisteminde bircok bolgeden
salgilandigin1 gostermistir. Medulla spinalis ve buradan kdken alan postsinaptik yapilarda
(121), beyindeki olfaktorik hiicrelerde, 3. ve 5. serebral kortekste, sentromedian ve
paraventrikiiler talamik niikleuslarda, hipotalamusta, substansiya nigra ve serebellar
korteks bolgelerinde (122) ve bazi motor hastaliklarin ilerlemesinde etkili olabilecegini
desteklemektedirler (123).

Ortii sistemi ile yapilan calismalarda, VR1’in derinin dermis-epidermis arasindaki
baglant1 bolgesinde ve dermisdeki sinir fibrillerinde, Meissner sinir pleksuslarinda
ekspresyonu gozlenmistir (89, 124). Ayrica keratinositler tarafindan gerceklestirilen VR1
ekspresyonunun bazi deri hastaliklarinin gelismesinde rolii olabilecegi diisiiniilmektedir
(113).

Intravezikal olarak yapilan capsaicin ya da resinferotoksin enjeksiyonlarinim, idrar
kesesi diiz kas hiicrelerinde refleks aktivitesini ve idrar kesesi duvarindaki nérojenik
yangilar arttirdig bildirilmektedir (56, 125). Vanilloidlerle uyarilip artmis kontraksiyon
mekanizmasina gore; capsaicin ya da resinferotoksin direkt olarak idrar kesesinin
subepiteliyal katmanindaki capsaicin’e duyarli primer senzorik ndyronlarin aktivasyonu ile

sik sik idrara ¢ikma refleksi olusturur (126-128).
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Dolasim sisteminde miyokartdaki senzorik fibrillerde ve koroner arterlerin
perivaskiiler kivrimlarinda VR1 ekspresyonu gozlenmistir (129). VR1-pozitif senzorik
sinirlerin kan basincinin diizenlenmesinde etkili oldugunu gosteren ¢alismalarda Wang ve
arkadaslar (130, 131) neonatal capsaicin uygulanmasindan sonra artan sodyum alimina
karsilik idrar ile kisitli sodyum atiliminin arteriyel hipertansiyon olusturdugunu, plazmada
rennin ve angiotensin II diizeylerindeki degisimin ndéro-humoral mekanizma aracilig ile
etkili olduguna isaret etmislerdir.

Organizmada bir¢ok sistem iizerinde VR1’in etkilerini inceleyen ¢ok sayida
calisma yapilmis olmasina ragmen, VR1, capsaicin ve disi genital organlari ile yapilan
calismalar ¢ok az sayidadir.

Rat ovaryumlar sinirsel uyarimlar1 sempatik, kolinerjik, peptiderjik ve senzorik
sinir telleri boyunca alir. Genellikle senzorik ekstrinsik sinirlerin follikiiler bilyiime,
intersitisyel doku ve ovaryumlardaki damarlagmayla ilgili oldugu kabul edilir (132). SP,
NKA ve Neurokinin B (NKB) gibi tasikininlerin de reprodiiktif fonksiyonlarin
diizenlenmesinde rolleri olduklarini gésteren calismalar vardir (133, 134). Memeli disi
genital sisteminde capsaicin’e duyarli primer afferent sinir tellerinde SP ve NKA’nin
lokalizasyonu tespit edilmistir (135). Barad ve arkadaslar1 (136) yapmis olduklar
calismada, SP’nin insan ovaryumlarinda mevcut oldugunu ve muhtemelen ovaryum
fonksiyonlar icin diizenleyici bir gorev yaptigini bildirmislerdir. Calismada SP
yogunlugunun ovaryumdaki iri follikiillerde kiiciik follikiillere oranla daha az oldugu
gosterilmistir. Senzorik sinirlerin innervasyonunda ovaryumlarin SP igerdigi gozlenmistir
(137, 138). Birgok calismada, yeni dogan ratlarda capsaicin enjeksiyonundan sonra disi
genital organlarinda SP, CGRP, NKA ve somatostatin’in immun reaksiyonunun, dikkat
cekici sekilde azaldig1 gosterilmistir (139). SP igceren primer afferent néyronlardaki
hasarlarin disilik ve erkeklik davraniglarinda azalmalara neden oldugu, ciftlesme esnasinda
penis ve serviksdeki noroendokrin reflekslerde, hipofizdeki LH ve prolaktin
sekresyonlarinda engeller olustugu saptanmistir (140).

Moran ve arkadaglarinin (141) capsaicin ve disi genital sistem ile yapmis olduklart
calismada ratlarin puberte cagina gelme siirelerinde herhangi bir farklilik goriilmemis
olmasina ragmen yavrulama sayilarinda azalma gézlenmis. Ayni calismada capsaicin
uygulanan gruplarda ratlarin ovaryumlarinda follikiil sayilarinin azaldig, atretik follikiil
sayilarinin ise tasiyici ya da kontrol gruplarina gore arttig1 gozlenmistir. Capsaicin
uygulanan ratlarin hepsi ciftlestirilmis ve ¢cok az sayida hayvanin yavruladig tespit

edilmistir. Nance ve arkadaslarina (142) gore, intratekal capsaicin enjeksiyonunun ostrus
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siklusu ve ovaryum gelisiminde ya da disi seksiiel hareketleri {izerinde herhangi bir etkisi
olmadig1 gosterilmistir. Ancak yiiksek dozda capsaicin uygulanmasinin ¢iftlesmede
noroendokrin refleksin bozulmasina ve dolayisiyla serviks uterinin senzorik uyarilmasinin
eksikligiyle fertilite izerine olumsuz etki yaptig1 gosterilmistir.

Ovaryumlarda follikiilogenezis ve atrezi olaylar1 endokrin, parakrin-otokrin,
immun ve sinir sistemini iceren kapsamli bir kontrol mekanizmasinin etkisi altindadir
(143-146). Bu mekanizmalarin isleyisinde VR1 senzorik sinirler aracilig ile etkili
olabilecegi, transmitter maddelerin salinimini uyardigini ve bu yolla ovaryum
follikiilogenezis/atrezisine katildigini bildirmektedirler (48). Bir baska ¢calismada
arastirmacilar, follikiil cevresine yerlesen reseptorlerle fonksiyonel bilgilerin alindigini ve
ndyronlar araciligr ile hipotalamik ve ekstra hipotalamik merkezlere bu bilgilerin
gonderildigini saptamiglardir (147). Trujillo ve arkadaslar (148) bursa ovarika icine
capsaicin uygulanmasinin ovaryumlarda Ostrojen sekresyonunda artisa neden oldugunu ve
ovaryum fonksiyonlarinin diizenlenmesinde innervasyonun énemli rol oynadigim
belirtmislerdir. Traurig ve arkadaslar1 (149) yaptiklan bir ¢alismada, yeni dogan ratlara
capsaicin uygulamis, capsaicin’in viicut gelisimi, seksiiel olgunluk ve fertilizasyon
tizerinde etkili oldugunu gostermislerdir. Capsaicin uygulanan hayvanlarin viicut
agirliklarindaki artigin diistiigii, puberte zamaninin geciktigi ve fertilitede azalma oldugu

gosterilmistir.
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GEREC VE YONTEM

Deney Hayvanlar1 ve Bakim Kosullar

Calisma Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastirma Merkezi
ve Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
laboratuvarlarinda yiiriitiildii. Caligma materyali olarak 21 giinliik 90 adet Sprague Dawley
rka disi ratlar kullanildi. Ratlar puberte (42 giinliik), puberte sonrasi (56 giinliik) ve eriskin
donem (70 giinliik) olmak iizere 3 ana gruba, deney, tasiyici soliisyon (%10 Tween 80,
%10 Etanol, %80 Distle su) uygulanan (TED) ve kontrol gruplar1 olmak iizere 3 alt gruba
ayrildi. Ratlar ad libitum, pelet seklinde standart rat yemi ile beslenerek, icme suyunu
serbest olarak tiiketerek ve 12 saat aydinlik /12 saat karanlik periyodunda, 21-23 ° C
sicaklik ve %50-60 nem iceren ortamda bakildi. Ratlarin her capsaicin enjeksiyonu
oncesinde canli agirliklar tartildi ve uygulanacak olan capsaicin miktar1 belirlendi.

Deneysel Onay No: 25.04.2006/1

Calisma Plam

Ratlar puberte (42 giinliik), puberte sonrasi (56 giinliik) ve erigskin dénem (70
giinliik) olmak {iizere 30’ar rattan olusan 3 ana gruba, bu gruplar da kendi i¢lerinde kontrol
(10), tasiyict soliisyon (10) ve deney (10) olmak iizere ii¢ alt gruba ayrildi ve deney 7 hafta

sturdiruldii.

Calisma Soliisyonunun Hazirlanmasi

Deney alt grubundaki 30 adet rata 1 mg/kg dozdaki Capsaicin (Sigma M 2028)
%10 Etanol i¢inde ¢ozdiiriildiikten sonra %10 Tween 80, %80 Distile su ilave edildi.
Hazirlanan soliisyon subkutan olarak 21. giinden itibaren 70. giine kadar her giin insiilin
enjektorii ile ratlara enjekte edildi.

Tastyici soliisyon alt grubundaki 30 adet rat i¢in 0,3 cc %10 Tween 80, %10 Etanol
ve %80 distile sudan olusan tasiyici soliisyon hazirlanarak capsaicin uygulanisina benzer
sekilde enjekte edildi.

Kontrol alt grubundaki ratlara ise herhangi bir enjeksiyon uygulamasi yapilmada.
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Hayvanlarin Canh Agirhik Olciimii, Ovaryumlarinin Alinmasi, Ovaryum

Agirhklarmm Olciilmesi, Tespit ve Takip

Deneme alt grubundaki ratlara ¢calisma planina gore her giin 1 mg/kg dozda
subkutan capsaicin uygulamasi yapildi. Tasiyici soliisyon alt grubundaki ratlara calisma
planina gore her giin daha Once agiklanan sekilde hazirlanan tastyici soliisyon enjekte
edildi. Kontrol alt gruplarina herhangi bir uygulama yapilmadi. Daha sonra sirasi ile
puberte donemine (42. giinde), puberte sonrasi (56. giinde) ve erigkin doneme (70. giin)
gelen kontrol, tasiyici soliisyon ve deney alt grubu ratlarin canli viicut agirliklan tartildi,
dietil eter (Merck 100926) anestezisi altinda her bir ratin kalbinden ortalama 3-4 ml kan
alindi ve toplanan kanlar 5000 devirde 5 dakika santrifiij edilerek serumlar1 ¢ikarildi.
Serumlardan Elisa yontemi ile LH, FSH, Progesteron ve Ostrojen seviyeleri 6l¢iimleri
yapildi. Diger taraftan ratlara servikal dislokasyon yapilarak ovaryumlart alindi, ovaryum
cevresindeki yag dokusu temizlenerek tartimlar1 yapildi.

Her ii¢ gruptaki kontrol, tastyici soliisyon, deney alt gruplarina ait ratlarin
ovaryumlari, tartildiktan sonra 24 saat siire ile %10’luk Tamponlu Formaldehit tespit
solusyonuna konuldu. Rutin doku takibi prosediirleri uygulandi ve dokular parafin
bloklara gomiildii. Parafin bloklardan 5 p’luk kesitler alindiktan sonra normal histolojik

yapinin incelenmesi icin Crossmon’1n ii¢lii boyama teknigi (150) kullanildi.
Immunohistokimyasal Boyama

Parafin bloklardan alinan 5 p’luk ovaryum kesitlerinde VR1’in varligi
immunohistokimyasal yontemlerden streptavidin-biotin-kompleks yontemi kullanilarak
gosterildi.
Gerecler

Antikor sulandirma soliisyonu

Primer antikorlarin istenilen konsantrasyona sulandirilmasi sirasinda Zymed

firmasina ait 00-3118 kod numarali Antibody diluent reagent solution kullanildi.
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Protein Bloklama Soliisyonu

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

Rabbit Primary Kit’in bloklama soliisyonu kullanildi.
Primer Antikor

Calismada, Santa Cruz firmasina ait SC 28759, VR (R-130) kodlu VR1 rabbit
poliklonal antikor kullanildi. Antikor 1:1500 oraninda antikor sulandirma soliisyonu ile
sulandirildi.

Sekonder Antikor

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

Rabbit Primary Kit’in biotinli goat anti-rabbit antikoru kullanildu.

Streptavidin Peroksidaz

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

Rabbit Primary Kit’in HRP-Streptavidin biotin peroksidazi kullanildi.

Kromojen

Zymed firmasina ait 31079800 kodlu 3’3-diaminobenzidine hydrochloride (DAB)

kromojen ve substratlar kullanildi.

DAB kromojen ve DAB substrat karistmindan (1ml distile suya 1, 2 ve 3 numarah

substrattan 1’er damla karistirilarak) dokularin iizerini kapatacak sekilde preparatlara

damlatilarak 5 dakika beklendi. Bu soliisyon immunositokimyasal boyama sirasinda taze

olarak hazirland:1 ve hazirlandiktan hemen sonra kullanildi.
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Immunohistokimyasal Boyamada Kullamlan Soliisyonlar
Poly-L-lysine Soliisyonu

Immunohistokimyasal boyamalarda kullanilacak olan lamlar, distile su icerisinde
%15’1uk Poly-L-lysine (Sigma P 8920) soliisyonu icerisinde 10-15 dakika bekletildi ve
37°C’lik etiivde bir gece kurutuldu. Ertesi giin kesitler bu lamlara cekildi.

Phosphate Buffered Saline (PBS) Soliisyonu

Immunohistokimyasal boyamalar sirasinda biitiin ytkamalar i¢in kullanilan PBS
soliisyonu, sodyum kloriirden (Merck,1.064.0100) 7,2 g, di-sodyum hidrojen fosfattan
(Merck, 1.06586.0500) 1,48 g, sodyum dihidrojen fosfat monohidrattan (Merck,
1.06346.0100) 0,43 g tartilarak 1 1t distile su i¢inde eritilerek hazirlandi.

Hidrojen Peroksit Soliisyonu

Dokulardaki endojen peroksiti ortadan kaldirmak iizere distile su icerisinde %3’litkk
hidrojen peroksit (6 ml hidrojen peroksit + 64 ml distile su) (Merck 1.08600.1000)
soliisyonu hazirlandi.

Sitrat Buffer Solusyonu

Dokulardaki antijeni aciga ¢ikarmak icin 1000 ml distile suya 2,1 g Sitrik asit
(Merck, 1.00242.1000) eklenip karistirildi.

Immunohistokimyasal Boyama Prosediirii

Streptavidin- Biotin- Peroksidaz yontemine gore yapilan boyamada;
1- Polilizinli lama ¢ekilen dokular 37° C lik etiivde kurutuldu.
2- Deparafinizasyon islemi i¢in, dokular ksilole alind1 (2x10 dakika).
3- Kesitler %100’liik alkol (2x5 dakika), %9611k alkol (2x5 dakika), %80’lik ve
%70’1ik alkol (5 dakika) soliisyonlarindan geg¢irildi.
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4- Dokulardaki antijeni agiga cikarmak icin sitrat buffer (pH:6) soliisyonu icersine
alinan kesitler mikrodalga firinda, 700 watt’lik devirde, 3 defa olmak iizere 5’er
dakikalik 1sitma islemine tabi tutuldu. Daha sonra sitrat buffer soliisyonu
icersindeki kesitler 20 dakika oda 1s1sinda sogumaya birakildi.

5- Sitrat buffer soliisyonundan ¢ikarilan kesitler PBS ile yikand.

6- Endojen peroksidaz aktivitesini onlemek i¢in, dokular %3’liik hidrojen peroksit
(6ml H,O, + 64 ml distile su) soliisyonu icersinde 10 dakika inkiibe edildi.

7- Kesitler PBS icersinde 3 defa olmak iizere 5’er dakika yikandi.

Bundan sonraki asamalarda Kkesitlerin kurumasini 6nlemek amaci ile kesitler chamber

icerisine konuldu.

8- PBS soliisyonundan cikarilan dokularin etrafi iyice kurulandiktan sonra {izerlerine
protein bloke edici soliisyon damlatildi ve 60 dakika beklendi.

9- Kesitler yikanmadan iizerlerine 1/1500 oraninda sulandirilmis primer antikor
damlatilarak (30ul), 4°C de 1 gece bekletildi. Bu arada negatif kontrol grubu
dokular1 bloking soliisyonunda bekletildi.

10- Daha sonra kesitler PBS igersinde 3 defa olmak iizere 5’ er dakika yikandi.

11-PBS’den c¢ikan kesitlerin iizerine Biyotin damlatilarak oda sicakliginda 15 dakika
inkiibe edildi ve sonra dokular PBS icersinde 3 defa olmak iizere 5’er dakika
yikandi.

12- PBS’den c¢ikan dokular iizerine streptavidin- biotin peroksidaz kompleks
damlatilarak oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.

13- DAB kromojen ve DAB substrat karisimindan (1ml distile suya 1, 2 ve 3 numarah
substrattan 1’er damla eklenerek) kesitlerin iizerini kapatacak sekilde preparatlara
damlatilarak 5 dakika beklendi.

14- Daha sonra kesitler distile su ile yikandi.

15- Distile sudan ¢ikan kesitler cesme suyunda yikandi.

16- Daha sonra kesitler ¢cekirdek boyamasi i¢in 10 sn. Harris hematoksilen
soliisyonunda bekletildi.

17- Hematoksilen soliisyonundan ¢ikan dokular ¢cesme suyu ve distile suda yikandi.

18- Yikama igleminden sonra dokular dereceli alkollerden (%96, 100) gecirilerek
ksilole alind1 (3x10 dakika).

19- Kesitler iizerlerine entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.
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Degerlendirme

Immunhistokimyasal degerlendirme; follikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin,
intersitisyel hiicrelerin, teka follikiil hiicrelerinin ve korpus luteumlardaki hiicrelerin
boyanma yogunluguna bakilarak yapildi. Degerlendirme bagimsiz gézlemciler tarafindan,
boyanmama (-), zayif boyanma (+), orta siddette boyanma (++) ve siddetli boyanma (+++)
ozelliklerine gore 0’dan 3’e kadar degerler verilerek yapildi (151). Serum LH, FSH,

Progesteron ve Ostrojen seviyeleri Elisa yontemi ile ol¢iilerek degerlendirmeleri yapildi.

istatistik Analizler

Kontrol, tastyici soliisyon (TED) ve deney alt gruplarinin canl agirlik kazanct
ortalamalar1, ovaryum agirliklari, immunohistokimyasal boyamalar ve Elisa ile elde edilen
verilerin istatistiksel degerlendirmeleri i¢in Parametrik testlerden One Way Anova Testi
kullanildi. Ardindan farkliligin nereden kaynaklandigin1 gérmek icin Duncan’s Testi yapildi
(152).
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BULGULAR

Morfolojik Bulgular

Calisma siiresince kontrol, tasiyici soliisyon ve deney alt gruplarini olusturan
ratlarda herhangi bir sebeple 6liim gdzlenmemistir. Ratlarda tasiyici soliisyon ve deney
gruplarinda enjeksiyondan sonra herhangi bir davranis degisikligi gozlenmedi.

Kontrol, tastyici soliisyon ve deney gruplarindaki ratlarin canli agirliklar 21.
giinden itibaren belirtilen ¢calisma planina gore her giin diizenli olarak tartildi. Alinan
sonuglara gore her donemin kontrol, tasiyici soliisyon ve deney gruplarindaki ratlarin canl
agirlik kazanci ortalamalar1 kendi i¢lerinde karsilastirilda.

42 giinliikk (puberte donemi) kontrol ve tasiyici soliisyon gruplart arasinda ortalama
canli agirlik kazancglarinda farklilik gézlenmistir ve bu iki alt grup arasinda istatistiki
oneme rastlanilmistir. Kontrol grubundaki canli agirlik kazanci ortalamasinin tasiyict
sollisyon ve deney gruplarina gore daha fazla oldugu gozlenmistir. Kontrol-deney ve
deney- tastyici soliisyon gruplari arasinda istatistiki onem gosteren bir farklilik
gozlenmemistir (Tablo—1, Sekil 3).

56 giinliik (puberte sonrast donemi) kontrol ve deney alt gruplarinda ortalama canlt
agirlik kazanglarinda farklilik gézlenmis ve bu iki grup arasinda istatistiki 5Gneme
rastlamlmistir. Kontrol- tasiyici soliisyon ve deney- tasiyici soliisyon gruplar arasinda
istatistiki onemde bir farklilik gézlenmemistir (Tablo—1, Sekil 3). En fazla canh agirlik
kazancinin kontrol grubunda oldugu gozlenmistir.

70 giinliik (eriskin donem) kontrol-deney alt gruplar ile tasiyici soliisyon-deney alt
gruplar arasinda ortalama canli agirlik kazancglarinda istatistiki 6neme rastlanilmistir.
Tasiyict soliisyon-kontrol alt gruplar arasinda istatistiki onemde bir farklilik
gozlenmemistir (Tablo—1, Sekil 3). Kontrol ve tasiyict soliisyon grubundaki canli agirlik
kazanclari ortalamasi birbirine benzer iken deney grubundaki canli agirlik kazanci
ortalamasinin bu iki gruptan daha az oldugu gézlenmistir.

Kontrol, tastyici soliisyon ve deney gruplarindaki ratlarin ovaryum agirliklan
ortalamalar1 kendi iclerinde karsilastirilmistir. 42 giinliik (puberte donemi) her iic alt
grupta istatistiki onemde anlaml bir farklilik tespit edilmemistir (Tablo-2, Sekil 4). 56 ve
70 giinliik deney gruplarinin ovaryum agirlik artislarinin diger gruplara gére daha fazla
oldugu gozlenmistir. 56 giinliik (puberte sonrasi donemi) ve 70 giinliik (eriskin donem)

gruplarinda deney-kontrol ve tasiyici soliisyon-kontrol alt gruplart arasinda istatistiki
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oneme rastlanilmistir. Deney- tasiyici soliisyon alt gruplari arasinda farklilik

gozlenmemistir (Tablo-2, Sekil 4).

Tablo-1: Kontrol, tastyici soliisyon ve deney gruplarinin ortalama canli agirlik kazanglar

(gram)
42 Giinliik 56 Giinliik 70 Giinliik

Kontrol
£ SE 89,25 +2,93 1323+ 2,48 157,1+ 2,31%*
TED (Tasty1c1
soliisyon) 73,11 £3,51% 1235+ 3,06 1582 % 340+
x+SE
Deney
<+SE 80,6 + 1,60 118,7+ 3,04% 128,33 + 3,12

*  Kontrolden farkli (p<0,05)
*%* Deneyden farkli (p<0,001)

180

HE Kontrol
160 1 TED (Taslyici soltisyon)
I Deney

140

120

100

80

60

40

20

Ortalama Canh Agirhik Kazanci (gram)

Sekil-3: Kontrol, tasiyict soliisyon (TED) ve deney gruplarindaki ratlarin ortalama canli

42 ganluk

agirlik kazanglar (gram)

56 gunlik

*k

Giunler

*%

70 ginlik
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Tablo-2: Kontrol, tasiyici soliisyon (TED) ve deney gruplarinin ovaryum agirliklar

ortalamalari (gram)

42 Giinliik 56 Giinliik 70 Giinliik
Kontrol
x+SE 0,0280 = 0,002 0,0303 = 0,002 0,0387 = 0,002
TED (Tasiyic
soliisyon) 0,0299 + 0,002 0,0397 + 0,004* 0,0468 + 0,003*
x +SE
Deney
x +SE 0,0256 = 0,001 0,0472+ 0,003* 0,0525 + 0,003*

*  Kontrolden farkli ( p<0,05)

0,06

I Kontrol
[ TED (Tasiyici soliisyon)

0,05 - I Deney

0,04 -

0,03

0,02

Ovaryum Agirlhigi (gram)

0,01

0,00 -

Gilnler

Sekil-4: Kontrol, tasiyici soliisyon (TED) ve deney gruplarindaki ratlarin ovaryum agirlik

ortalamalari (gram)
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Histolojik Bulgular

Kontrol, tastyici soliisyon ve deney gruplarina ait ratlarin ovaryum kesitleri
Crossmon’1n ii¢lii boyama yontemi ile boyanip incelendiginde ovaryumlarin germinatif
epitel ve altinda tunika albuginea ile ¢evrili oldugu goriildii. Kortekste farkli gelisme
donemlerinde follikiiller (primordiyal, primer, sekonder, Graff ve atretik), intersitisyel
hiicreler ve korpus luteumlar tespit edildi. Medullada ise bag doku igersinde farkl
biiyiikliiklerde kan damarlar1 ve bag doku hiicreleri gozlendi (Sekil-35, 6).

Preparatlar incelenirken follikiil sayimi1 yapilmadi ancak genel olarak
degerlendirildiginde 42 giinliik ratlarda kontrol, tasiyici soliisyon ve deney alt gruplari
arasinda follikiil yogunlugu bakimindan dikkat ¢eken bir farklilik gozlenmedi. Kontrol ve
tasiyici soliisyon gruplarinda atretik follikiil fazla iken deney alt grubunda gelismekte olan
follikiil yogunlugu daha fazla gozlendi. Kontrol alt grubundaki atretik follikiil
yogunlugunun ise tasiyici soliisyon alt grubuna gére daha fazla oldugu tespit edildi (Sekil-
7,8,9).

56 giinliik kontrol, tastyici soliisyon ve deney alt gruplar1 degerlendirildiginde;
gruplar arasinda gelismekte olan follikiil yogunluklar arasinda farklilik gozlenmedi.
Atretik follikiil yogunlugu bakimindan karsilastirildiginda kontrol, tasiyici solusyon ve
deney alt gruplar arasindaki farkin sirasi ile giderek azaldig: tespit edildi (Sekil-10, 11,
12).

70 giinliik, ii¢ alt grupta gelismekte olan ve atretik follikiil yogunluklar bakimindan
belirgin bir farklilik gbzlenmedi. Her ii¢ alt grupta korpus luteumlar daha sik goriilmeye

baslad1 (Sekil-13, 14, 15).
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Sekil 5: Ovaryum genel goriiniim, ticlii boyama x 4’liik objektif
p: Primordiyal follikiil, *: Primer follikiil, s: Sekonder follikiil, =: Atretik follikiil
cl: Korpus luteum, K: Korteks, M: Medulla

Sekil 6: Ovaryum genel goriiniim, tiglii boyama x 4°liikk objektif
p: Primordiyal follikiil, *: Primer follikiil, s: Sekonder follikiil, cl: Korpus luteum,
=>: Atretik follikiil, i: Intersitisyel hiicreler
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Sekil 7: 42 giinliik kontrol grubu genel goriiniim, ii¢lii boyama x 4’liik objektif
T: Gelismekte olan follikiiller, = =: Atretik Follikiiller

Sekil 8: 42 giinliik tastyict soliisyon (TED) grubu genel goriiniim, {iglii boyama x 4’liik objektif
T: Gelismekte olan follikiiller, = =: Atretik Follikiiller

32



Sekil 9: 42 giinliik deney grubu genel goriiniim, iiclii boyama x 4°liikk objektif
1: Gelismekte olan follikiiller, =: Atretik Follikiiller

Sekil 10: 56 giinliik kontrol grubu genel goriiniim, iiclii boyama x 4’liikk objektif
T: Gelismekte olan follikiiller, = =: Atretik Follikiiller
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Sekil-11: 56 giinliik tagiyici soliisyon (TED) grubu genel goriiniim, ti¢lii boyama x 4’liik objektif
T: Gelismekte olan follikiiller, = =: Atretik Follikiiller

Sekil 12: 56 giinliik deney grubu genel goriiniim, ii¢lii boyama x 4’liik objektif
t: Gelismekte olan follikiiller, =: Atretik Follikiiller
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Sekil 13: 70 giinliik kontrol grubu genel goriiniim, iiclii boyama x 4’liik objektif
t: Gelismekte olan follikiiller, = =: Atretik Follikiiller, cl: korpus luteum

Sekil 14: 70 giinliik TED grubu genel goriiniim, ii¢lii boyama x 4’liik objektif
1: Gelismekte olan follikiiller, = =: Atretik Follikiiller, cl: korpus luteum
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Sekil 15: 70 giinliik deney grubu genel goriiniim, ii¢lii boyama x 4’liik objektif
T: Gelismekte olan follikiiller, — =: Atretik Follikiiller, cl: korpus luteum
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Immunohistokimyasal Bulgular

Immunohistokimyasal olarak VR1 ekspresyonu yontemi uygulanan kontrol, tastyici
soliisyon (TED) ve deney alt gruplarina ait ovaryum preparatlarinin degerlendirmeleri,
follikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin, intersitisyel hiicrelerin, teka follikiil hiicrelerinin ve
korpus luteumlardaki luteal hiicrelerin reaksiyon yogunluguna bakilarak yapildi.
Degerlendirme bagimsiz gézlemciler tarafindan, boyanmama (-), zayif boyanma (+), orta
siddette boyanma (++) ve siddetli boyanma (+++) 6zelliklerine gore O ile 3 puanlar
arasinda degerler verilerek yapildi. Her ii¢ ana grupta da (42, 56 ve 70 giinliik) farkli
gelisme donemlerindeki follikiillerin graniiloza hiicrelerinde, intersitisyel hiicrelerde, teka
follikiil hiicrelerinde ve korpus luteumdaki luteal hiicrelerde degisik siddetde boyanma
reaksiyonlart gbzlendi. Negatif kontrol preparatlarinda herhangibir boyanma gozlenmedi
(Sekil-16).

42 giinliik deney alt grubunda reaksiyon siddetinin kontrol ve tasiyict soliisyon alt
gruplarina gore daha siddetli oldugu gozlendi. Kontrol alt grubunda da reaksiyon
siddetinin tasiyic1 soliisyon alt grubuna gore daha siddetli oldugu gozlendi (Sekil- 17, 18,
19). Deney alt grubundaki reaksiyon siddeti +++, kontrol alt grubundaki reaksiyon siddeti
++ ve tastyici soliisyon alt grubundaki reaksiyon siddeti + olarak degerlendirildi (Tablo 3)

56 giinliik kontrol alt grubunda reaksiyon siddetinin deney ve tasiyici soliisyon alt
gruplarina gore daha siddetli oldugu gozlendi (Sekil- 20, 21, 22). Deney ve tasiyici
soliisyon alt gruplarindaki reaksiyon siddetlerinin ise birbirine benzer oldugu gozlendi.
Kontrol alt grubundaki reaksiyon siddeti ++ olarak degerlendirilirken, deney ve tasiyici
soliisyon alt gruplarindaki reaksiyon siddeti + olarak degerlendirildi (Tablo 3).

70 giinliik kontrol alt grubunda reaksiyon siddetinin deney ve tasiyici soliisyon alt
gruplarina gore daha zayif siddette oldugu gozlendi. Deney ve tasiyici soliisyon alt
gruplarinin reaksiyon siddetinin birbirine yakin oldugu tespit edildi (Sekil- 23, 24, 25).
Deney ve tasiyici soliisyon alt gruplarindaki reaksiyon siddetleri ++ olarak
degerlendirilirken kontrol alt grubundaki reaksiyon siddeti + olarak degerlendirildi (Tablo
3).

42, 56 ve 70 giinliik gruplardaki deney, tasiyici soliisyon ve kontrol alt gruplarinin
kendi aralarindaki degerlendirmeleri de yapildi.

Kontrol alt gruplar arasinda yapilan degerlendirmelerde 42 ve 56 giinliik gruplarda

reaksiyon siddeti birbirine benzer iken, 70 giinliik grupta diger iki gruba gore zayif siddette
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gozlendi. 42 ve 56 giinliik gruplardaki reaksiyon siddetleri ++, 70 giinliik grupta + olarak
degerlendirildi (Tablo 3).

Tas1yic soliisyon alt gruplar arasindaki reaksiyon siddeti 42 ve 56 giinliik
gruplarda 70 giinliik gruplara gore daha zayif siddette gozlendi. 42 ve 56 giinliik
gruplardaki reaksiyon siddeti +, 70 giinliik grupta ++ olarak degerlendirildi (Tablo 3).

Deney alt gruplan arasindaki reaksiyon siddeti, 42 giinliik grupta siddetli, 70
giinliik grupta orta siddette, 56 giinliik grupta ise zayif siddette gozlendi. 56 giinliik grupta
reaksiyon siddeti +, 70 giinliik grupta reaksiyon siddeti ++ olarak degerlendirilirken, 42
giinliik gruptaki reaksiyon siddeti +++ olarak degerlendirildi. Yapilan mikroskobik
incelemelerde gruplar arasinda reaksiyon siddeti bakimindan farkliliklar gozlenmesine

karsin, istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli bir farklilik gézlenmemistir (Tablo 3).

Tablo-3: 42, 56 ve 70 giinliik ana gruplarin ovaryumlarinda VR1 ekspresyonu reaksiyon
siddetleri
Boyanmama (-), zayif boyanma (+), orta siddette boyanma (++) ve siddetli boyanma (+++)

42 Giinlik 56 Giinliik 70 Giinlik
Kontrol ++ ++ +
TED (Tasiyici
soliisyon) + + ++
Deney +++ + ++
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Sekil 17: 42 giinliik kontrol grubunda VR1 ekspresyonu x 10’luk objektif
t : Teka follikiili, g : Graniiloza hiicreleri, i : Intersitisyel bolge

39



RN

Ry Y v
ke (b -1
74 NS DA TS o

Sekil 18: 42 giinliik tastyici soliisyon (TED) grubunda VR1 ekspresyonu x 10’luk objektif
t : Teka follikiili, g : Graniiloza hiicreleri, i : Intersirisyel bolge
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Sekil 19: 42 giinliik deney grubunda VR1 ekspresyonu x 10’luk objektif
t : Teka follikiili, g : Graniiloza hiicreleri, i : Intersitisyel bolge
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Sekil 20: 56 giinliik kontrol grubunda VR1 ekspresyonu x 10’luk objektif
t : Teka follikiili, g : Graniiloza hiicreleri, i : Intersitisyel bolge, ¢l : Korpus luteum

g~ 2 -~
- Y Tt *
<5 N *'L 7.

Sekil 21: 56 giinliik tastyici soliisyon (TED) grubunda VR1 ekspresyonu x 10’1uk objektif
t : Teka follikiili, g : Graniiloza hiicreleri, ¢l : korpus luteum, i : Intersitisyel bolge
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Sekil 22: 56 giinlik deney grubunda VRI ekspresyonu x 10’luk objektif
t : Teka follikiili, g : Graniiloza hiicreleri, ¢l : korpus luteum, i : Intersitisyel bolge

Sekil 23: 70 giinliik kontrol grubunda VR1 ekspresyonu x 10’luk objektif
t : Teka follikiili, g : Graniiloza hiicreleri, ¢l : korpus luteum, i : Intersitisyel bolge

42



-

-

AR e
& S > -'n' ‘%:‘.7. ;-‘ "’ u&.‘ n
- if S‘%“ Fios o AL
A iz = E
i.ﬁ R B T

Sekil 24: 70 giinliik tagiyici soliisyon (TED) grubunda VR1 ekspresyonu x 10’Iuk objektif
t : Teka follikiili, g : Graniiloza hiicreleri, cl : korpus luteum, i : Intersitisyel bolge
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Sekil 25: 70 giinliik deney grubunda VR1 ekspresyonu x 10’luk objektif
cl : korpus luteum, i: intersitisyel bolge
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Biyokimyasal Bulgular

42, 56 ve 70 giinliik ana ¢alisma gruplarn kontrol, tasiyici soliisyon (TED) ve deney
alt gruplarinda serum LH, FSH, Progesteron ve Ostrojen hormon analizleri Elisa yontemi

ile yapild1 ve elde edilen sonuglarin ortalama degerleri istatistiksel olarak degerlendirildi.

LH: 42 giinliik kontrol, tasiyic1 soliisyon ve deney alt gruplar1 kendi i¢lerinde
degerlendirilerek deney alt grubundaki hormon seviyesinin kontrol ve tasiyici soliisyon alt
gruplarina gore daha yiiksek oldugu, kontrol alt grubunun da tastyici soliisyon alt grubuna
gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir (Tablo 4, Sekil 26). 56 giinliik grupta hormon
seviyesinin deney alt grubunda diger iki alt gruba gore daha fazla oldugu ve kontrol-
tasiyici soliisyon alt gruplar arasinda ise bir yakinlik oldugu saptanmistir (Tablo 4, Sekil
26). 70 giinliik grubun deney ve kontrol alt gruplarinda hormon seviyesi birbirine yakin
iken, tastyici soliisyon alt grubunda bu iki gruba gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir
(Tablo 4, Sekil 26). Her ii¢ ana ve alt grup ortalamalar arasinda goriilen farkliliklar kendi
iclerinde karsilastirildiginda istatistiki bakimdan 6nem farki tespit edilmemistir.

42, 56 ve 70 giinliik gruplar kendi aralarinda degerlendirildiklerinde, 56 giinliik
kontrol alt grubundaki LH hormon seviyesinin 42 ve 70 giinliik kontrol alt gruplarina gore
daha fazla oldugu tespit edilmistir. Tastyici soliisyon alt gruplarindaki degerlendirmede,
56 ve 70 giinliik gruplar arasinda ¢ok az bir farklilik gozlenirken, 42 giinliik grupta hormon
seviyesinin diger iki gruba gore daha diisiik oldugu gozlenmistir. Deney alt gruplarinda
ise, 42 ve 56 giinliikk gruplardaki hormon seviyeleri arasinda fazla bir farklilik
bulunmazken, 70 giinliik grupta hormon seviyesinin diger iki gruba gore daha diisiik
oldugu gozlenmistir. Her ii¢ alt grup ortalamalari arasinda goriilen farkliliklar kendi

aralarinda karsilastirildiginda istatistiki bakimdan 6nem farki tespit edilmemistir.

FSH: Analizler sonucunda her ii¢ grup degerlendirildiginde; 42 giinliik deney ve
tasiyici soliisyon alt gruplarinin FSH hormon ortalama degerleri birbirine yakin iken,
kontrol alt grubu degerlerinin oldukca diisiik oldugu saptanmistir. 56 giinliik; deney ve
tasiyici soliisyon alt gruplarinin FSH diizeyleri birbirine yakin iken, kontrol alt grubunun
FSH diizeyinin diger iki alt gruptan daha yiiksek oldugu gézlenmistir. 70 giinliik; deney ve
tasiyici soliisyon alt gruplarinin FSH diizeyleri birbirine yakin iken, kontrol alt grubunun

FSH diizeyinin diger iki alt gruptan daha diisiik oldugu gozlenmistir (Tablo 4, Sekil 27).
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Her ii¢ ana ve alt grup ortalamalar1 arasinda goriilen farkliliklar kendi iclerinde
karsilastirildiginda istatistiki bakimdan énem farki tespit edilmemistir.

Kontrol, tastyici soliisyon ve deney alt gruplari kendi aralarinda
degerlendirildiginde, 56 giinliik kontrol alt grubunun FSH diizeyinin 42 ve 70 giinliik
gruplara oranla daha yiiksek seviyede oldugu gozlenmistir. Tasiyict soliisyon alt gruplari
kendi aralarinda degerlendirildiginde 56 giinliik grubun 42 ve 70 giinliik gruplara oranla
daha yiiksek seviyede oldugu tespit edilmistir. Kontrol ve tastyici soliisyon alt gruplar
kendi i¢lerinde karsilastirildiklarinda goriilen farkliligin istatistiki bakimdan énem farki
tespit edilememistir. 56 giinliik deney alt grubunun 42 ve 70 giinliik deney alt gruplarina
oranla daha yiiksek seviyelerde olup, goriilen farkliligin istatiski bakimdan 6nemli oldugu

tespit edilmistir.

Progesteron: Analizler sonucunda her ii¢ grup degerlendirildiginde; 42 giinliik
grupta tasiyict soliisyon ve kontrol alt gruplarinin progesteron hormonu ortalama degerleri
birbirine yakin ve deney alt grubuna gore yiiksek oldugu gbzlenmistir. 56 giinliik grupta;
Deney alt grubundaki progesteron seviyesinin kontrol ve tasiyict soliisyon alt gruplarina
gore yiiksek oldugu, tasiyici soliisyon alt grubunun da kontrol alt grubuna gore daha
yiiksek seviyede oldugu saptanmistir. 42 ve 56 giinliik ana gruplar ve alt gruplari arasinda
goriilen farkliligin istatistiki bakimdan 6nemli olmadigi tespit edilmistir. 70 giinliik grupta
ise tasiyici soliisyon alt grubunun progesteron diizeyinin kontrol ve deney alt gruplarina
gore daha yiiksek, kontrol alt grubunun ise deney alt grubuna gore yiiksek oldugu
goriilmiistiir (Tablo 4, Sekil 28). 70 giinliik tasiyici soliisyon ve deney alt gruplari, tastyici
soliisyon ve kontrol alt gruplan arasinda istatistiki bakimdan anlamli bir farklilik tespit
edilmistir.

Kontrol, tastyici soliisyon ve deney alt gruplar kendi aralarinda degerlendirilerek
42 ve 56 giinliik kontrol alt gruplar1 progesteron seviyeleri birbirine yakin ve 70 giinliik
gruba gore daha yiiksek seviyede oldugu gozlenmistir. Tasiyict soliisyon alt gruplarina
bakildiginda; 56 ve 70 giinliik tasiyici soliisyon alt gruplarinin progesteron seviyelerinin
birbirine yakin ve 42 giinliik gruba oranla daha yiiksek seviyede oldugu goriilmiistiir.
Kontrol ve tasiyict soliisyon alt gruplari arasinda goriilen farkliligin istatistiki bakimdan
onemli oldugu tespit edilmistir. Deney alt gruplari kendi aralarinda degerlendirildiginde
42 ve 70 giinliik gruplarin progesteron seviyelerinin birbirine yakin ve 56 giinliik gruptan
daha diisiik seviyede oldugu gozlenmistir. Deney alt gruplarinda gériilen farkliligin

istatiski bakimdan 6nemli oldugu tespit edilmistir.
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Ostrojen: Analizler sonucunda her ii¢ grup degerlendirildiginde; 42, 56 ve 70
giinliik gruplarin kontrol alt gruplarinin 6strojen diizeylerinin tasiyici soliisyon ve deney alt
gruplarina gore daha yiiksek, tasiyici soliisyon alt gruplarinin ise deney alt gruplarina gore
yiiksek seviyede oldugu gozlenmistir (Tablo 4, Sekil 29). 42 ve 56 giinliik gruplarda
kontrol alt gruplar ile tasiyici soliisyon ve deney alt gruplar arasinda istatistiki 6nem farki
tespit edilmistir. 70 giinliik grupta ise kontrol ve deney alt gruplar arasinda istatistiki
onem farki gozlenmistir.

Kontrol, tastyici soliisyon ve deney alt gruplar kendi aralarinda degerlendirildi ve
su sonuglar elde edildi. 42 ve 56 giinliik kontrol alt gruplarinin strojen diizeylerinin
birbirine benzer ve 70 giinliik gruba gore oldukga yiiksek oldugu saptanmistir. 42 ve 70
giinliik kontrol alt gruplar ile 56-70 giinliik kontrol alt gruplar1 arasinda goriilen farkliligin
istatiski bakimdan dnemli oldugu tespit edilmistir. Tastyici soliisyon alt gruplarina
bakildiginda; 56 giinliik grupta Ostrojen diizeyinin 42 ve 70 giinliik gruplara gére daha
yiiksek, 70 giinliik grubun ise 42 giinliik gruba gore yiiksek seviyede oldugu gozlenmistir.
Deney alt gruplarina bakildiginda ise; 56 giinliik grubun 6strojen diizeyinin 42 ve 70
giinliik gruplara gore daha yiiksek, 70 giinliik grubun ise 42 giinliik gruba gore yiiksek
seviyede oldugu saptanmistir. Tasiyici soliisyon ve deney alt gruplariin kendi i¢lerinde

goriilen bu farkliligin istatistiki bakimdan 6nemli olmadig tespit edilmistir.
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Tablo-4: 42, 56 ve 70 giinliik gruplarin serum LH, FSH, Progesteron ve Ostrojen hormon diizeyleri

42 giinlitkk 56 giinlitk 70 giinlitk

Kontrol TED Deney Kontrol TED Deney Kontrol TED Deney

x+SE x+SE X+SE x+SE x+SE x+SE x+SE x+SE x+SE
Serum
LH Diizeyleri 0.479 + 0.133 |0.373 £0.138 |0.634 £0.085 |0.548 £0.098 |0.533 +0.154 |0.750+£0.251 |0.447 £0.111 |0.654£0.121 |0.464 £0.085
Serum
FSH Diizeyleri 0.042 +£0.300 |0.140+0.041 |0.162 +0.053 *| 1.561 £ 0.412 |0.840+0.310 | 0.668+ 0.174 |0.157 £0.060 |0.587+0.300 | 0.478+0.159°
Serum
Progesteron 2,181+ 0.545 [2.372+0.402 |1.091+0.262" |2.877+ 1216 |4.012+1.594 |6.307+1.882 |1.436+0.543"(3.961+0.996 |0.817+0.104°*
Diizeyleri
Serum
Ostrojen 626.712+ 133.374+ 28.285+ 634.310+ 247.592+ 149.274+ 231.880+ 177.485+ 125.076+
Diizeyleri 25.712¢ 19.383 ¢ 0.000 ¢ 26.350 ¢ 37.484 19.368 16.973 19.082 10.362 ¢

a 56 giinliik deney grubundan farkl1 (p < 0,05)
¢ Kontrolden farkli (p < 0,05)

b TED’den farkl (p < 0,05)
d 70 kontrolden farkli (p < 0,05)
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Sekil 26: Kontrol, TED ve deney alt gruplarindaki ratlarin serum LH degerleri ortalamalari
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Sekil 27: Kontrol, TED ve deney alt gruplarindaki ratlarin serum FSH degerleri ortalamalart

a: 56 giinliik deney grubundan farkli (p < 0,05)
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Sekil 28: Kontrol, TED ve deney alt gruplarindaki ratlarin serum Progesteron degerleri
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b: TED’den farkli (p < 0,05)
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Sekil 29: Kontrol, TED ve deney alt gruplarindaki ratlarin serum Ostrojen degerleri
Ortalamalan

c: Kontrolden farkl (p < 0,05)

d: 70 kontrolden farkli (p < 0,05)
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TARTISMA VE SONUC

Calismamizda 42 ve 56 giinliik gruplarda ratlarin ortalama canl agirlik kazancinin
deney ve tasiyici soliisyon alt gruplarinda kontrol grubuna gore azalmis oldugu gézlenmistir.
70 giinliik kontrol ve tasiyict soliisyon alt gruplarindaki canli agirlik kazanci birbirine benzer
iken deney grubundaki ratlarin canli agirlik kazanci 42 ve 56 giinliik gruplarda oldugu gibi
diger alt gruba gore azalmis olarak tespit edilmistir. Deney alt gruplarinda her iic donemde de
canh agirlik kazancinin azalmis ve deneme siiresince benzer etkinin gézlenmis olmast,
capsaicin’in canli agirlik kazancin olumsuz yonde etkiledigini tespit eden arastirmacilarin
bulgulart ile benzerdir (12, 18, 153-159).

Calisma sonucunda elde edilen ovaryum agirliklar1 grup i¢inde incelendiginde, 42.
giinde deney, kontrol ve tasiyici soliisyon alt gruplart ovaryum agirligi bakimindan
istatistiksel farklilik gdstermemektedir. 56 ve 70. giinlerde ise, ovaryum agirliginin deney
gruplarinda artmis oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu dénemlerde deney gruplarindaki
ortalama canli agirlik kazanglar ile ovaryum agirhigr arasinda pozitif yonde korrelasyon
saptanmistir. Diger gruplarda canli agirlik kazanci ile ovaryum agirligi arasinda bir
korrelasyon tespit edilmemistir. Erdost ve arkadaglar (160) da bizim bulgularimiza benzer
olarak capsaicin uygulanmis farelerde ortalama canl agirlik kazancglan ile testis agirliklar
arasinda dogru orant1 tespit ederlerken, Ozer ve arkadaslar1 (19) ac1 kirmizi biberle beslenen
horozlarda ortalama canli agirlik kazancinin azaldigim testis agirliginin arttigini ve canl
agirlik ile testis agirligi arasinda ters oranti oldugunu saptamiglardir.

Calismamizda capsaicin’i vermek iizere kullandigimiz tasiyici soliisyon
uyguladigimiz gruplarda da ovaryum agirliginda kontrollere gore bir artis oldugu tespit edildi.
Bu durumun kullanilan tasiyici soliisyonun da genel metabolizma iizerindeki etkilerinden
kaynaklanmis olabilecegini diisiinmekteyiz. Ancak literatiirde in vivo diizeyde ovaryum
calismast karsilastirmasi yapmamiz ve dolayisi ile konuya daha fazla aciklik getirmemiz
miimkiin olamamistir. Ayni tastyici soliisyonun kullanildigi ¢aligmalarin bir kisminda ayri bir
kontrol grubu olusturulmamistir (142, 161, 162).

Calismamizda 42 ve 56. giinlerde deney alt gruplarinda gelismekte olan follikiil
yogunlugunun diger iki alt gruba gore daha fazla oldugu gozlendi. 70 giinliik grupta ise ii¢ alt
grupta da follikiil yogunlugu bakimindan herhangi bir farklilik gézlenmedi. Moran ve
arkadaslan (141) bizim bulgularimizin aksine yeni dogmus ratlara yiiksek doz capsaicin

uygulanmasinin ovaryumlarda follikiil sayilarinda azalma ve atretik follikiil sayilarinda artiga
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neden oldugunu gozlemlemislerdir. Sonuglar arasindaki bu farkliligin capsaicin’in uygulama
stiresinden ve dozundan kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Calismamizda yapilan immunohistokimyasal boyamalar sonucunda, ratlarda
ovaryumda farkli hiicrelerde VR1 ekspresyonunun varligi tespit edilmistir. Literatiir
taramalarinda VR1’in mide, barsak, testis, Gl. Submandibularis, deri gibi pek cok dokuda
sinir pleksiisleri ve epitel hiicrelerinde lokalize oldugu goézlenirken (44, 45, 84, 160, 163-165),
ovaryum dokusunda VR1’in lokalizasyonu ile ilgili bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Capsaicin
ile yapilan ¢alismalarin cogunun, in vitro ortamda CHO (Chinese Hamster Ovary) hiicre
hatlartyla ile yapilmis oldugu ve bu ¢alismalarin sonucunda daha ¢ok capsaicin ile baglantili
olan noropeptidlerden SP, CGRP’in ekspresyonunun gosterildigi tespit edilmistir (9, 109).

Immunohistokimyasal boyamalar sonucunda, 42, 56 ve 70 giinliik rat ovaryumlarinin
graniiloza hiicrelerinde, intersitisyel hiicrelerde, teka follikiil hiicrelerinde ve korpus
luteumdaki luteal hiicrelerde farkli siddetlerde VR1 ekspresyonu gézlenmistir. VR1’in
immunreaksiyon siddeti bakimindan, gruplar arasinda farkliliklar gozlenmesine ragmen,
istatistiksel analizler sonucunda gruplar arasinda 6nem gosteren bir farklilik belirlenmemistir.
Tiim gruplarda VR1 ekspresyonunu gézlemlememiz diisiik doz uzun siire capsaicin
uygulanmasinin VR1 iiretimine engel olusturmadigini diisiindiirmektedir. Bu bulgumuz Zik
ve arkadaslarinin duodenumda (164) diisiik doz (0,5 mg/kg) ve diizenli araliklarla uygulanan
capsaicin’in VR1’1 inaktive etmedigini bildiren ¢aligmalari ile uyumludur. Ancak tek ve
yiiksek doz capsaicin uygulamasinin senzorik sinirlerde dejenerasyon olusturdugu,
ndyroendokrin refleksi bozdugu ve fertilite iizerine olumsuz etki yaptigin bildiren
calismalarin (141, 142, 148) sonuglarindan farklidir. Ayrica capsaicin’e duyarl senzorik sinir
sonlarinda SP, NKA ve CGRP gibi ndyropeptidlerin varligin1 immunohistokimyasal olarak
gosteren calismalarda da tek ve yliksek dozda kullanilan capsaicin’in, ndyropeptid
ekspresyonunda azalmaya neden oldugunu bildiren ¢alismalar vardir (134, 166). Bu
farkliliklarin capsaicin’in doz ve uygulanma sekli ile ilgili oldugunu diisiinmekteyiz.

Walczeska ve arkadaglar (167) noropeptidlerden SP’nin hipotalamo-hipofizer
sistemde GnRh konsantrasyonunu énemli derecede arttirdigini ve gonadotropin salinimi
iizerine rol oynadigim bildirmislerdir. Bununla birlikte, Dees ve arkadaslar1 da (168) SP’yi
follikiilllerin teka eksternasina yakin yerlesen sinir sonlarinda ve kan damarlarinin ¢evresinde
tespit etmis, SP’nin ovaryum i¢ine kan akisini saglamada ve ovaryum fonksiyonunu
gerceklestirmede onemli rol oynayabilecegini belirtmislerdir. Erdost ve arkadaslart VR1 (20),
Caterina ve arkadaglar1 (21) SP ile yaptiklart calismalarda capsaicin’in sinir sonlarindaki

ndyropeptidlerin saliniminin uyarilabilecegini saptamislardir. Holzer ve arkadaslar1 (169)
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tarafindan yapilan ¢aligmada SP ile birlikte CGRP’ninde vazodilatator etki ile ovaryum
fonksiyonlar1 {izerinde olumlu etkiler yaptigini bildirilmektedirler. Biz de calismamizda her
donemde deney gruplarinda VR1 ekspresyonunun gozlenmesinin, diisiik doz uzun siire
capsaicin uygulamasinin capsaicin reseptorii olan VR1’1 inaktive etmedigini ve dolayisiyla
sinir sonlarindaki noéropeptidlerin saliniminin uyarilabilecegini ve bu yol ile ovaryumda
postnatal gelisme iizerine olumlu yonde etkili olabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica diisiik doz
uzun siire capsaicin uygulamasinin deney grubu ratlarda ortalama canli agirlik kazancini
azaltmasi, ovaryum agirliklar ile gelismekte olan follikiil yogunluklarini arttirmasi ve follikiil
atrezisinin diisiik olmasi capsaicin‘in hipofiz-gonad ekseni aracilig1 ile gonad gelisimi iizerine
olumlu yonde etki yaptig1 yoniindeki diistincelerimizi giiclendirmektedir.

Calismamizda 56 giinliik kontrol grubu hari¢ genel olarak tiim deney gruplarinda
serum LH ve FSH seviyelerinin yiiksek oldugu gozlenmistir fakat istatistiki olarak anlamli bir
farklilik tespit edilememistir. Bu bulgularimiz, diger aragtirmacilarin (20, 134, 141, 168, 170)
da belirttigi gibi capsaicin’in hipofiz gonad sistemi fonksiyonu iizerine etkili oldugunu
gostermektedir. In vitro olarak yapilan ¢alismalarda LH ve FSH nin graniiloza hiicrelerinde
anti apoptotik bir etki yaptig1 ve follikiil gelisimini uyardig: bildirilmektedir (171). Bu
aragtirmacilarin bulgulart 1s181inda calismamizda diisiik doz uzun siire capsaicin
uygulamasinin serum LH ve FSH seviyelerini arttirdigini ve bunun da follikiiler gelisim,
dolayisi ile fertilite tizerine olumlu etkiler yapabilecegini akla getirmektedir. Ayrica deney
grubunda atretik follikiil yogunlugunun daha az gbzlenmesi de bu bulgularimizi
desteklemektedir. Calismamizda genellikle tiim gelisme donemlerinin deney gruplarinda
serum Ostrojen ve progesteron seviyeleri diger gruplara gore diisiik olarak gézlenmistir.
Ancak 56 giinliik deney grubunda progesteron seviyesinin diger gruplara gora daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Bu da bize deney grubunun kontrol grubuna gore daha erken donemde
ovulasyona girdigini ve dolayisi ile Ostrojen seviyelerinin daha diisiik, progesteron
seviyelerinin ise buna bagl olarak artis gdsterebilecegini diisiindiirmektedir.

Sonug olarak sunulan bu ¢alisma ile VR1’in ovaryum dokularindaki lokalizasyon ve
ekspresyonu in vivo olarak ilk defa gosterilmis ve capsaicin-VR1 etkilesimi ilk olarak
incelenmistir. VR1 ekspresyonu tiim gruplarin ovaryumlarinda graniiloza hiicrelerinde,
intersitisyel hiicrelerde, teka follikiil hiicrelerinde ve korpus luteumdaki luteal hiicrelerde
gosterilmistir. VR1 ekspresyonunun tiim gruplarda gozlenmesi diisiik doz uzun siire
capsaicin uygulamasinin VR1’1 inaktive etmedigini, bununla birlikte capsaicin uygulanan

deney grubunda serum LH ve FSH degerlerinin diger gruplara gore yiiksek, follikiil
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atrezisinin diisiik olmasi capsaicin’in hipofiz-gonad sisteminin aktivitesi izerine olumlu

yonde etki yaptigim akla getirmektedir.
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