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OZET

Bu calismada postnatal gelisme siirecinde Capsaicin uygulanan farelerin testislerinde,
Capsaicin’in TGF-f’nin lokalizasyonu ve ekspresyonu iizerine etkisi incelenmistir.

Calismada 30 adet fareden olusan deney gurubuna 21 giinliik yasa ulasinca 1 hafta
boyunca her giin 1mg/kg dozda Capsaicin’in subkutan uygulamasi yapilmistir. Ardindan
fareler 1 hafta dinlendirilmistir. Bu uygulama fareler 75 giinliik yasa ulasincaya kadar devam
etmistir. Kontrol grubunu olusturan farelere de aynmi1 deney grubundaki farelerde oldugu gibi
subkutan enjeksiyon yapilmis, fakat Capsaicin yerine serum fizyolojik kullanilmistir. Bu siire
icinde deney ve kontrol grubundan 35. giinde (puberte donemi), 50. giinde (puberte sonrasi
donem) ve 75. giinde (eriskin donem) 10’ar hayvan servikal dislokasyon ile oldiiriilmiistiir.
Hayvanlarin testislerinin morfolojik yapist incelenmis ve TGFB-1 ve TGFB-2’nin
immunohistokimyasal demonstrasyonu yapilmistir.

Bu c¢alismadan elde edilen bulgulara gore; Capsaicin fare testislerinde tubulus
seminiferus kontortuslarin c¢aplarinin biiyiimesine neden olmaktadir. Caplar1 biiyiiyen
seminifer tubuluslarda ayn1 donemde kontrol grubuna gore, primer spermatosit, geng ve olgun
spermatid sayilarinda yogunluk goze carpmaktadir. Capsaicin enjeksiyonu 35 giinliik deney
grubunda Leydig hiicrelerinde TGF-B; ekspresyonunun siddetlenmesine neden olurken 75
giinliik deney grubunda da olgun spermatidlerde TGF-f, ekspresyonunun siddetlenmesine

neden olmustur.

Anahtar kelimeler: Capsaicin, fare, TGF-, testis.
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SUMMARY

The Immunohistochemical Expression of TGF-§ in Capsaicin Injected Mice Testis at the

Postnatal Development Period

In this study, it was examined the effects of capsaicin on the existence of TGF-f in
Capsaicin injected mice testis at the postnatal development period.

In the experiment group, a total of 30 mice, at 21 day of age, were injected
subcutaneously 1mg/kg doses of capsaicin everyday during one week, and then, the animals
were allowed to rest for one week. The same procedure was repeated until the mice reach to
75 day of age. In control groups, mice were injected subcutaneously with serum physiologic
as in the experiment group. During this period, 10 animals from both experiment and control
groups, were sacrificed via cervical dislocation at the 35th, 50™ and 75™ days of age. The
immunohistochemical demonstration of TGF-B;, TGF-B, and morphologic structure of testes
were examined.

As a conclusion, our results show that the effect of capsaicin is caused to become
larger seminiferous tubules. The capsaicin injected mice’s seminiferous tubules have more
primer spermatocytes, early and late spermatids than control groups. In addition that the
expression of TGF-f; in Leydig cells at the 350 days of age mice and also the expression of
TGF-f, in late spermatids at the 75" days of age mice are more intenseness in experiment

groups.
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GIRIS

Transforming Growth Factor Beta (TGF-p), ilk olarak 1980’lerin basinda epitel
hiicre kiiltirtinde izole edilmistir ve giinimiizdeki formlar1 da hizla bulunmustur. TGF-3
ismi epitel hiicre kiiltiirlerindeki hiicrelerde sekillendirdigi fenotipik transformasyon nedeni
ile verilmistir (1, 2).

TGF-B ailesi yapisal benzerliklerine ragmen igerdikleri degisik polipeptidler nedeni
ile 5 alt gruba ayrilir. Bunlar TGF-B,, TGF-,, TGF-B3, TGF-B4 ve TGF-Bs ‘tir. TGF-;,
TGF-B, ve TGF-B3 memelilerde izole edilirken, TGF-B4 ve TGF-f;5 ise kuslarda ve
Xenopus laevis’te izole edilmistir. TGF-B; endotel, hematopoietik ve bag doku
hiicrelerinde eksprese edilirken, TGF-f, epitel ve noral hiicrelerde, TGF-$3 mezensimal
hiicrelerde eksprese edilmistir (3).

TGF-B, cogu mezensimal, endoteliyal ve hemapoetik kok hiicrelerde
(hemositoblastlar), hiicre ¢ogalmast i¢in potansiyel bir inhibitordiir ve hiicresel ¢cogalmay1
diizenler. Soma hiicreleri dort basamakli bir hiicre siklusu i¢inde cogalirlar. G, fazinda,
protein ve RNA sentezlenir, S fazinda yeni DNA sentezlenir, G, fazinda kromozomlar
duplike olur ve M fazinda da hiicre mitoz gecirerek iki yeni hiicre meydana getirir. TGF-f,
hiicre siklusunun G, fazinda siklin-bagl protein kinaz inhibitorii p15 tiretimini stimiile
ederek ve hiicre siklusu diizenleyicilerinden 6zellikle siklin-bagh protein kinazlardan 2 ve
4 ile siklin A ve E’nin iiretimini veya fonksiyonunu inhibe edip retinoblastoma genin (Rb)
fosforilasyonunu azaltarak etkisini gosterir. Boylelikle hiicresel ¢ogalma inhibe edilir,
hiicresel farklilagma uyarilir veya apoptozis sekillenir. Kanserli hiicrelerde TGF-f sinyal
iletim mekanizmasi zarar gordiigii i¢in bu hiicrelerde TGF-f’ya kars1 bir direng gelisir. Bu
nedenle hiicre cogalmasi kontrol edilemez (4, 5).

Giintimiizde TGF-p ailesine ait iiyelerin hiicreler ile ekstraseliiler matriks arasindaki
homeostazi sagladig belirlenmistir. Hiicreler ile ekstraseliiler matriks arasindaki bu denge
bozulursa hastaliklar ortaya ¢ikar. TGF-f’y1 viicutta epitelyal, endotelyal, hematopoietik,
noral ve bag dokuya ait hiicreler iiretirler. TGF-f, hiicrelerin biiyiimesini ve
farklilagmalarini, embriyonik gelismeyi, yara iyilesmesini, seksiiel gelisimi ve
anjiyogenezi diizenler. TGF-f tiretimindeki azalmalar veya artislar akcigerde, karacigerde
ve bobreklerde fibrotik hastaliklara neden olurken ayrica arteroskleroza da neden olabilir
(1, 2). TGF-B’nin diger 6nemli bir gorevi de ekstraseliiler matriksin iiretilmesi ve depo

edilmesidir. Ekstraseliiler matriks iki sekilde iiretilir. Birincisi; TGF-f fibroblastlar1 ve



diger hiicreleri uyararak ekstraseliiler matriks proteinleri ve integrinleri, fibronektinleri ve
kollajenleri de iceren hiicre adhezyon proteinlerinin iiretimini saglar. ikincisi ise;
ekstraseliiler matriksin yikimina yol a¢an enzim iiretimini azaltir (4).

Kapillar damar olusumu defektine sahip farelerle yapilan ¢alismalarda 6zellikle
TGF-B, ya da TGF-B’nin tip II reseptoriiniin defektin gelisimini azalttigi saptanmistir (4).

TGF-B, biitiin 16kositler tarafindan iiretilmektedir. Lokositlerin farklilagmasini
saglarken asir1 cogalmalarini ve aktive olmalarini1 da baskilar. TGF- B 16kositlerdeki
adhezyon molekiillerini diizenler ve bu hiicrelerde kemotaktik bir stimiilan olarak gorev
alir (4).

Literatiirde TGF-f’larn belirtilen bu 6zellikleri ile ilgili fazla miktarda makale
bulunmasina karsin, TGF-} ve genital organlarla yapilan ¢aligmalara ¢ok az sayida
rastlanmistir. Ozellikle testislerde yapilan calismalarda TGF-B; ve TGF-B,’nin fotal,
neonatal, puberte ve erigkin rat testislerinde eksprese edildigi bildirilmistir. Fétal rat
testislerinde TGF-; ve TGF-B, hem Sertoli hiicrelerinde hem de Leydig hiicrelerinde
eksprese edilirken, TGF-f; neonatal rat testislerinde sadece Sertoli hiicrelerinde ve Leydig
hiicrelerinde eksprese edilmistir. Puberte donemindeki rat testislerinde ise TGF-f; Sertoli
hiicrelerinde, gonositlerde ve Leydig hiicrelerinde eksprese edilmis, TGF-B, nin de sadece
Leydig hiicrelerinde eksprese edildigi bildirilmistir. Eriskin donemdeki rat testislerinde
TGFp-1 sadece Sertoli hiicrelerinde ve gonositlerde eksprese edilmis fakat TGF-f3,
ekspresyonu ise hicbir hiicrede goriilmemistir. Ayrica bu faktorlerin testis organ
kiiltiirlerinde apoptozisi arttirarak germ hiicre sayisini diizenledikleri de goriilmiistiir (6-
12).

Calismamizda kullanilan Capsaicin (CAP), ac1 kirmizi1 biberin etken maddesidir.
Act kirmiz1 biber Solanacea familyasina dahil olan bir bitkidir ve botanik biliminde
Capsicum annuum olarak bilinmektedir. CAP yakici, aci, beyaz ve kokusuz 6zellikte bir
alkaloittir. Ac1 kirmiz1 biberin bu aktif komponenti ilk olarak Tresh tarafindan 1846
yilinda izole edilmistir. Tresh bu bileseni CAP olarak isimlendirmistir (13-15).

Act kirmiz1 biberin organizma lizerinde etkilerini inceleyen bilimsel arastirmalar
1990’11 yillarda yogunlagsmistir. Yapilan cogu caligmalarda aci1 kirmizi biber yerine etken
madde CAP kullanilmisgtir.

CAP organizmada basta gastrointestinal, kardiovaskiiler ve solunum sistemleri
olmak tizere pek cok sistemin histo-fizyolojileri tizerine etkilidir. Son yillarda fizyolojik
ve farmakolojik etkilerinden dolay1 tip alan1 ve ila¢ sanayinde kullanimi yayginlagmustir.

CAP’1n etkisi dozuna, uygulama sekline ve dokuya gore degisiklik gostermektedir (16-18).



CAP’1n topikal uygulanmasi 6zellikle ameliyat sonrasi ndropatik agrilarda etkilidir.
CAP’1n agr duyusu ile dogrudan iligkili oldugunu agikliga kavusturan pek ¢ok calisma
yapilmistir. CAP sensorik sinirler iizerinde bulunan vanilloid reseptor 1 (VR-1)’e
baglanmasi ile néronda depolarizasyona ve norotransmitter maddelerin, 6rnegin Substans P
(SP) ve kalsitonin gen iliskili peptid (CGRP) salinmasina neden olmaktadir. CAP
uygulamasinin devam etmesi sensorik sinirlerden SP’nin saliniminin tikkenmesine ve
sinirlerde desensitizasyon yaratarak agrinin ortadan kalkmasina dolayisiyla,
norotoksisiteye sebep olur (13, 19-22).

CAP immun sistem iizerine etkisi doza bagli olarak degisir. Diisiik
konsantrasyonda CAP uygulanmasi immun sistemi uyarirken, yiikksek dozu ise immun
cevabi baskilar. Bu etki somatostatin ve SP salinimiyla ilgilidir. Diisiik dozda verilen
CAP, SP salintmimi uyarir, SP damar gecirgenligini arttirir, dolayisiyla reaksiyon bolgesine
T lenfositlerin gocii hizlanir. Lenfokinlerin sentezi artar. Yiiksek dozda verilen CAP ise
SP salinimini arttirarak duraklatir ve dolayisiyla immun sistem iizerine ters bir etki yapar
(23-26).

Ayrica CAP’1n, karbonhidrat metabolizmasi ve karaciger enzimlerinin aktivitesini
arttirdigi, lipit metabolizmasini uyararak yag dokudan lipidin mobilizasyonunu
kolaylastirdigi, oksijen tiiketimini arttirdigi, solunumu baslangigta arttirdig1 sonra azalttigi,
serum glikoz ve insulin seviyesini arttirdig1, karaciger glikojeninde hizli bir azalmayla
birlikte serum trigliseridlerinde dereceli artis sagladigi, dolasim sisteminin fonksiyonuna
yardimc1 oldugu ve bunun sonucunda metabolizma iizerine genel uyarici etki yaptig
belirtilmistir (27-33).

Act1 kirmizi biber yumurtaci tavuk iireticileri tarafindan da kullanilir. Oktay ve
Olgun, erigkin tavuklarin yemlerine ac1 kirmiz1 biberi ilave ederek 81 giin siire ile
beslemisler, yumurta sarisinin renginin koyulagtigini, yumurta veriminin, yemden
yararlanmanin ve kulugka iiretiminin etkilenmedigini gézlemislerdir (34). Furuse ve ark.
diyetlerine ac1 kirmizi biber ilave ettikleri erigkin yumurtaci tavuklarda karin ici yag
miktarinda azalma oldugunu, yumurta performansinda %3 oraninda artis oldugunu
bildirmislerdir (35).

Anabilim dalimizda daha 6nce sonuglandirilan DPT ve Uludag Universitesi
Arastirma Fonu’nca desteklenen 2 projede (36, 37), gelisme doneminde rasyonlarinda
toksik olmayan dozlarda aci kirmizi biber tiiketen tavuklarin ve horozlarin reproduktif
sistem organlariin daha hizli gelistigi, ac1 kirmiz1 biberin biyolojik aktivator bir madde

oldugu belirtilmistir (38,39). Bunun iizerine yine Uludag Universitesi Arastirma Fonunca



desteklenen bir diger projede, ac1 kirmiz1 biberli diyetle beslenen tavuk ve horozlarda
tireme organlarinin gelismesinde etkili olabilecek hipofiz ve epifiz bezleri ince yap1
diizeyinde incelenmege alinmis ve bu ¢alismada da elde edilen bulgularla, ac1 kirmiz
biberli beslenmenin lireme organlariin gelismesini aktive edici yonde oldugu saptanmigtir
(40).

Bu calismada gelisme siireleri boyunca uygun dozlarda CAP uygulanan farelerin
testislerinde, immunohistokimyasal yontemler kullanilarak genital sistem organlarinin
gelismesinde rolii oldugu bildirilen TGFB’ nin lokalizasyonu ve ekspresyonunun

gozlenmesi amaclanmistir.



GENEL BILGILER

Erkek Genital Sistemi

Erkek genital sistemi; testisler, genital bosaltim kanallarn (duktus efferentes, duktus
epididimis, duktus deferens, duktus ejakulatoryus, uretra) ve bu kanallara agilan yardimet1
bezler (vezikula seminalis, bulbouretral bez, prostat) ve erkek dis genital organi olan

penisten ibarettir (41).

Testis

Testisler, erkek {ireme sisteminin esas fonksiyonel organlaridir. Bir ¢ift tubuler
bilesik bez olan bu organlar, skrotum icinde asili dururlar. Gametlerin iiretimi
(gametogenezis) ve steroid hormon iiretiminden (steroidogenesis) sorumludurlar. Prenatal
periyod siiresince abdomende gelisimini siirdiiren testisler, doguma yakin bir zamanda
inguinal kanaldan gegerek skrotuma inerler ve burada funikulus spermatikus ile asil1 halde
tutulurlar. Testisler, skrotumun i¢inde viicudun disinda yer almasi nedeniyle viicut 1sisinin
2-3°C altinda bir 1s1ya sahiptirler. Bu 1s1 ise sperm {iretimi (spermatogenez) i¢in uygun
olan bir 1sidir (41).

Testisler tunika albuginea olarak adlandirilan ¢ok miktarda kollagen iplik ve az
miktarda da elastik iplik iceren, kompakt, diizensiz bag dokudan olusan kalin bir kapsiil ile
cevrilidir (42). Tunika albuginea testisin arka yiiziinde kalinlagarak mediastinum testisi
olusturur. Mediastinum testisten organ i¢ine giren ince fibroz bélmeler organi piramit
bicimli lopcuklara ayirir. Her lopcugun i¢inde tubulus seminiferus kontortus denen
tubuller ve bu tubullerin arasim dolduran gevsek bag dokulu interstisyum bulunur (43, 44).
Tunika albugineadan igeriye uzanan bag doku miktarinda tiirler arasinda farkliliklar vardir.
Sican, fare ve kopek testisleri ¢cok az intertubuler bag dokuya sahiptirler (45).

Testis, intersitisyum (intertubuler boliim) ve tubulus seminiferus kontortuslar olmak
lizere iki boliimden olusur. Intersitisyum organin stromasimi olusturur. Bu boliim kan ve
lenf damarlarindan zengindir (45).

Intersitisyumda cesitli hiicre tipleri vardir, bunlar arasinda fibroblastlar,
farklilasmamis bag doku hiicreleri, mast hiicreleri ve makrofajlar bulunur. Puberte

sirasinda sekonder seks karakterlerini belirleyen testosteron hormonunu iiretip, salgilayan



Leydig hiicreleri belirir. Bu hiicreler steroid hormon sentezleyen hiicrelere 6zgii organel
ve enzimlerden zengindir, graniilsiiz endoplazma retikulumu, tubulus tipi
mitokondriyonlar, steroid dehidrojenaz enzimi ile testosteronun onciisii kolesterolil igerir
(45-48). Mitokondri sayis1 puberte doneminde oldukga artar (47)

Erken fotal hayatta gelisen testiste ¢cok sayida Leydig hiicresi bulunur. Plasental
kokenli gonadotropinlerin kan yoluyla fotal testise ulasip, Leydig hiicrelerini uyarmasi
sonucu Leydig hiicreleri testosteron sentezlemeye baglar. Sentezledikleri bu hormon erkek
genital organlarinin embriyolojik farklilagmasina etkindir. Gebeligin yarisinda tam olarak
gelisen Leydig hiicreleri daha sonra dejenerasyona ugrarlar, dolayisiyla testosteron diizeyi
de giderek diiser. Dogumdan hemen sonra Leydig hiicrelerinde atrofi hizlanir. Ancak
pubertede hipofiz hormonlarindan Luteotropik hormon (LTH) uyarmasi ile yeniden Leydig
hiicreleri goriilmeye baslamaktadir (44).

Testisin parankimini olusturan tubulus seminiferus kontortuslar kor uglarla
baslayan kivrimlanmig, 150-300pum capinda kanalciklardir. Tubulus seminiferus
kontortuslar fibroz bag doku kilifi, belirgin bir bazal lamina ve germinal (seminifer)
epitelyumdan olusur (49). Tiim memeli tiirlerinde testiste tubulus seminiferus
kontortuslari ¢evreleyen myoid hiicreler bulunur (50). Myoid hiicrelerin spermin tubulus
seminiferus kontortuslar i¢inde ilerletilmesi ve sivinin hareketi i¢in bir gii¢ sagladigi ve
Leydig hiicrelerinin testosteron uyarisini Sertoli hiicrelerine aktarmak siiretiyle androjen
baglayici protein yapimina katkida bulundugu bildirilmektedir (45). Ayrica biiyiime
faktorleri yan1 sira plazminojen-aktivator-inhibitor, kollajen tip I, fibronektin,
proteoglikanlar ile baz1 sekresyon iiriinlerinin yapiminda da rol aldig: tespit edilmistir (49).

Tubulus seminiferus kontortuslar sadece spermatogenik (germinal, seminifer)
hiicrelerden meydana gelmez. Ayni zamanda Sertoli hiicreleri diye adlandirilan destek
hiicrelerine de sahiptirler (48). Sertoli hiicreleri seminifer tubul i¢cinde germ hiicreleri
arasinda yerlesmis somatik hiicrelerdir. Pubertal gelisim esnasinda Sertoli hiicre
boliinmesi durur. Erigkin Sertoli hiicre popiilasyonu hayvanin yagami boyunca sabit olarak
kalir (45). Sertoli hiicrelerinin bazali bazal membrana ve apikal kismi1 tubulus seminiferus
kontortuslarin lumenine dogru uzanir. Isik mikroskobik olarak Sertoli hiicresinin sinirlari
zay1f olarak goriilmektedir, ¢iinkii bunlarin ¢cok sayida lateral uzantilar1 spermatogenik
serideki hiicreleri ¢evreler (47). Oval, 6kromatik nukleus genellikle bazalde yerlesmistir
ve belirgin bir nukleolusa sahiptir. Nuklear membranda karakteristik uzunlamasina bir

kivrim goriilebilir (46).



Biitiin evcil memelilerin Sertoli hiicreleri degisen miktarlarda lipid inkluzyonlar1 ve
glikojen igerir. Mikrofilamanlar, mikrotubuller ve graniilsiiz endoplazma retikulumu
boldur. Fakat az sayida graniillii endoplazma retikulumu bulunur. Hiicre yiizeyi
spermatidler tarafindan sik sik derince ¢entiklenir. Spermatidlerin akrozomal bolgeleri
seviyesinde mikrofilamanlar ile iligkili bir sekilde yiizeysel lokalize olmus endoplazmik
retikulum sisternalar1 Sertoli hiicrelerinin karakteristik 6zelligidir. Benzer yapilar bitigik
Sertoli hiicreleri arasindaki temas bolgelerinde de mevcuttur (50). Sertoli hiicreleri,
seminifer tubul epiteli igerisinde iki daimi (bazal ve adluminal) bir gecici (ara)
kompartman sekillendirir. Bazal kompartmanda spermatogoniumlar ve mayozun erken
leptoten fazindaki spermatositler bulunur. Bazo-lateral yiizeylerde Sertoli hiicreleri
arasinda tight junctionlar ve zonula okludens, bazalden adluminal kompartmani
sinirlandinir. Orijinal olarak kan testis bariyeri adi verilen bu bariyer yalnizca Sertoli
hiicreleri tarafindan sekillendirildigi i¢in ve yalmizca Sertoli hiicrelerinin bulundugu
kiiltiirde sekillenebildigi ve fonksiyonunu ortaya koydugu i¢in en uygun olarak Sertoli
hiicre bariyeri olarak adlandirilir. Ara kompartman olarak bilinen iiclincii kompartman
bazalden adluminal kompartmana leptoten hiicrelerin ge¢isi esnasinda, tight junctionlarin
yikilmasi ve tekrar yenilenmesi ile sekillenir. Ara kompartmanin bulunmasi, bazalden
adluminal kompartmana hiicrelerin ge¢isi esnasinda Sertoli hiicre bariyerinin biitiinliigiiniin
korunmasini saglar.

Spermatogonyumlarin boliinmeleri ve kok hiicrelerin yenilenmeleri bazal
kompartmanda meydana gelir. Diffuz bir bariyer olan kan-testis bariyeri mayozun
komplike siirecinin ve spermiyogenezisin disaridan bir sorun olmaksizin meydana gelmesi
icin bir mikro ¢evre saglar. Sertoli hiicre bariyeri adluminal kompartmana bir¢cok
maddenin girmesine izin verir. Fakat genellikle bu maddelerin ¢ok kiigiik miktar1 tubul
lumenine ulagir. Tubul lumen s1visinda ¢cok daha yiiksek konsantrasyonlarda bazi
maddelerin bulunmasi, adluminal kompartman igindeki Sertoli hiicreleri ve germ hiicreleri
tarafindan bunlarin salgilandigim gosterir. Toksinlerin, zehirli maddelerin direkt olarak
adluminal germ hiicrelerini etkilemesi i¢in ya bariyerin bozulmasi ya da Sertoli

hiicrelerinin igerisine girmesi gereklidir (45).



Spermatogonial Hiicrelerin Kokeni

Hem erkeklerde hem de disilerde germ hiicre hattinin ilk bilinen kdken hiicresi
primordial germ hiicreleridir. Epiblast (embriyonal ektoderm) hiicrelerinin kiigiik bir
toplulugundan olusurlar. Bu hiicreler allantoisin tabanindan genital kivrima, arka barsak
boyunca goc¢ ederler (51). Farelerde go¢ esnasinda ve fotal yasamin 13. giiniine kadar
primordial germ hiicreleri ¢ogalir. Bu hiicreler genital kivrima ulastiklar1 zaman sayilar
yaklagik her gonad da 10.000'e ulasir (52). Erkek genital kivriminda, primordial germ
hiicreleri 6ncii Sertoli hiicreleri olan somatik destek hiicreleri tarafindan sarilirlar.
Primordial germ hiicreleri ve Sertoli hiicreleri birlikte seminifer kord olarak adlandirilan
bir hiicre dizisini olugtururlar. Geligim siiresince bu kordlar bir lumen sekillendirir ve
boylelikle tubulus seminiferus kontortuslar olusur. Seminifer kord icerisinde mevcut olan
germ hiicreleri morfolojik olarak primordial germ hiicrelerinden farklidirlar ve gonositler
olarak adlandirilirlar. Sicanlarda ve farelerde seminifer kordun sekillenmesinden sonra,
gonositler birkag giin cogalirlar ve sonra hiicre siklusunun Go/G; fazinda tutulurlar.
Dogumdan ¢ok kisa bir siire sonra gonositler spermatogonium A'y1 olusturmak i¢in

yeniden cogalmaya baglar. Bu olay spermatogenezisin basladiginin isaretidir (51).

Spermatogonial Cogalma ve Kok Hiicre Yenilenmesi

Spermatogonyum, ¢ekirdeklerinde heterokromatin icermeyen spermatogonyum A
ve bol miktarda heterokromatine sahip spermatogonyum B olmak iizere ikiye ayrilir.
Sicanlarda ve farelerde tigiincii bir tip olan intermediate tip spermatogonyumda
goriilmektedir. Spermatogonial kompartmanda Ag (Agingle), Apr (Apaired), V€ Aal (Aatinged)
spermatogonyumlar, tubulus seminiferus kontortuslarin bazal membraninda topografik
diizenlerine bagh olarak ayrilabilirler. A, spermatogonyumlar spermatogenezisin kok
hiicreleridir (51, 53). A spermatogonyumun boliinmesi iizerine, kardes hiicreler ya
birbirlerinden uzaklasirlar ya da sitokinezis tamamlanmaz. Bu durum hiicrelerin birlikte
kalmasina ve bir hiicreler aras1 koprii ile baglantili olan A, spermatogonyumunun
olusmasina sebep olur. Normal olarak kok hiicre toplulugunun yaklagik yaris1 A,
spermatogonyumu sekillendirmek i¢in boliiniir. Diger yaris1 ise kendi kendini yenileyen
boliinmelere ugrar boylelikle kok hiicre sayis1 korunur. A, spermatogonyum 4, 8 ya da 16
Aa spermatogonyumun zincirlerini sekillendirmek icin boliiniir. A, spermatogonyumu da,

alt1 adet boliinme gecirerek 6nce A; spermatogonyumuna sonrada A,, Az, A4, intermediate



ve son mitoz boliinme boyunca primer spermatositi meydana getiren spermatogonyum
B'ye farklilagirlar (54).

Farklilasma fazinin sonunda en olgun spermatogonyum geng¢ primer spermatositleri
olusturmak i¢in boliiniir. Ozellikle Tip B spermatogonyumlar preleptoten spermatositleri
sekillendirmek i¢in boliiniirler. Preleptoten hiicreler, hiicre siklusunun S fazina giren
spermatogenik serinin en son hiicreleridir. Kromozomlar rekombine olur ve genetik
materyal iki mayoz boliinme esnasinda hiicrelerin herbirinde paylasilir. Bununla birlikte,
germ hiicre sayis1 birinci ve ikinci mayoz boliinmeler tamamlandiktan sonra dérde katlanir.
Rekombinasyonun meydana geldigi uzun bir mayoz profazi sonunda haploid
spermatidlerin meydana gelmesine neden olan iki hizl1 boliinme takip eder. Ik mayoz
boliinmenin profazi istisnai olarak uzun siirer (yaklasik 3 hafta). Hiicrelerin biiyiikliikleri
ve nukleuslar1 profaz esnasinda ilerleyen bir sekilde artar. Biiyiikliik profazin sonunda cok
fazla olur. Nuklear degisiklikler, mayoz profazinin gelisiminin alt tiplendirilmesi i¢in
Oonemlidir.

Leptoten primer spermatositlerin bulunmas1 mayozun profaz siirecinin bagladigin
isaret eder. Preleptotenden leptotene geciste, cekirdek derece derece periferal kromatinini
kaybeder ve 151k mikroskobuyla goriilebilen ince kromatin iplikleri sekillendirir. Bu
iplikler yogunlagsmis kromozomlardir fakat kromozomlar ¢iftlesmemis durumdadirlar.
Preleptoten-leptoten gegis hiicreleri tubulun bazalinden ¢ok hafif bir sekilde hareket eder
ve nukleuslari ile birlikte bir biitiin olarak hiicreler yuvarlak bir sekil alirlar. Gegis
hiicreleri testisin ara kompartmaninda ayirt edilebilirler.

Zigoten hiicrelerde homolog kromozomlar ¢iftlesmis olurlar. Nukleusta ¢iftlesen
aparatlar; yalmzca elektron mikroskobuyla taninabilen uzams iiclii bir, synaptonemal
kompleks olarak adlandirilir. Kromozomlar uzunlamasina ¢iftlestikleri i¢in; zigoten
hiicrelerin niikleuslar1 icerisinde 151k mikroskobuyla goriilen kromozomlarin iplikleri,
leptoten hiicrelerinkinden daha kalin olarak ortaya ¢ikar.

Pakiten hiicrelerde, kromozomlar tam olarak ¢iftlesmislerdir. Sicanlarda hemen
hemen iki hafta siiresince ayni durumda kalirlar. Aslinda tiim memeli tiirlerinde mayozun
pakiten fazi 1 haftanin iizerinde 1,5-2 hafta siirer. Her tiir i¢in saptanmuis bir siire vardir.
Crossing over olarak da bilinen genetik rekombinasyon bu siirede meydana gelir. Pakiten
hiicreler yasamlarinin ortasina kadar sentez yapicidir ve biiyiikliikleri hizl bir sekilde artar.
Kesitlerde goriilebilen nukleoluslart epeyce bilylimiistiir. Nukleusun biiyiikliigiiniin
artmasi yiiziinden kromozomal materyal ¢ok genis bir sekilde yayilmistir. Geg pakiten

nukleuslar1 genellikle ovaldir, oysa pakiten Onciileri yuvarlaktir.



Erkekte mayozun diploten fazi kisadir, kiyazma olarak bilinen bolgeler disinda
diplotende sinaptonemal kompleks, kromozomal ¢iftlerin ayrilmasina izin vererek dagilir.
Mayozun diploten fazini histolojik kesitlerde tanimlamak zordur. Diploten hiicreleri en
biiyiik primer spermatositlerdir ve germ hiicrelerinin de en biiyiikleridir. Bu hiicreler
pakiten hiicreler gibi ayn1 miktarda kromatine sahiptirler fakat nukleuslar biiytidiigii icin
daha biiyiik interkromozomal agik alanlara sahiptirler. Diploten uzun bir profazin sonu
olmasina ragmen hiicre boliinme siklusunun geri kalan1 hizh bir sekilde tamamlanir.
Metafaz, anafaz ve telofaz ilk mayoz boliinme ya da mayoz I olarak goriiliir. Hiicreler
sekonder spermatositleri sekillendirir. Ikinci mayoz boliinme ya da mayoz II spermatidleri
tiretmek i¢in hizli bir sekilde devam eder.

Mayoz I'in metafaz I, anafaz I ve telofaz I hiicreleri diploten hiicreleri gibi iridirler,
bu da daha kii¢iik olan mayoz II hiicrelerinden onlarin ayirt edilmelerini saglar. Mayoz I
hiicreler ¢ok kisa omiirlii hiicreler olan sekonder spermatositleri meydana getirirler. Kisa
Omiirleri ve ayirt edici 6zelliklerinin olmamasi onlar1 tanimlamamizda giicliiklere yol acar.
Tubullerin enine kesitlerinde kiiciik bir parcada sekonder spermatositler bulunur.
Nukleuslar yuvarlaktir ve yaygin olarak karistirildig: step I spermatidlerden yaklask %30-
40 daha biiyiiktiir. Sekonder spermatositlerin ince nuklear 6zellikleri yeni sekillenmis
spermatidlerden ayirt edilmesine yardim eder.

Mayoz II hiicreler mayoz I hiicrelerden daha kiiciik boyutlariyla ayrilabilir. Mayoz
[I'nin tiim fazlan kisadir. Boliinen sekonder spermatositler (metafaz II, anafazIl ve telofaz
IT) mayoz I de goriilenden epeyce daha kiigiiktiir. Mayoz siirecinin sonunda haploid

hiicreler meydana gelir (45).

Spermiyogenezis

Spermatidler Sertoli hiicreleri arasindaki kompartmanlarin lumene en yakin
boliimiinde yer alan yuvarlak hiicrelerdir ve bunlar erken evre spermatidleri olarak
adlandirilirlar. Daha sonra Sertoli hiicrelerinin apikal sitoplazmalarina gé¢ ederek bir dizi
yapisal degisiklige ugrarlar. Bu yapisal degisiklikler:

1) Akrozom olusumu,
2) Flagellum sekillenmesi,
3) Kromatin kondensasyonu,

4) Fazla sitoplazmanin atilmasidir.
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Spermatidin bu yapisal degisiklikleri gecirdigi donem olgun spermatid evresi olarak

bilinir (45).

Transforming Growth Factor Beta (TGF-p)

TGF- ailesi 40’tan fazla sitokin igeren biiyiik bir ailedir. Bu aile TGF-f3’1ar, Bone
Morphogenetic proteinler (BMP), Growth Differentiation Factor (GDF), Aktivinler, anti-
Miillerian Hormon (AMH), Glial derived neurotrophic factor (GDNF), Macrophage
Inhibitory Cytokine-1 (MIC-1), Osteogenic Protein (OP), Inhibin-a, Lefty A, Lefty B,
Neurturin, Persephin, Artemin ve Nodal gibi sitokinler ve bunlarin alt gruplarindan olusur
(1, Tablo-1).

Tablo-1: TGFp ailesi ve alt gruplari
AMH: anti-Miillerian Hormon, BMP: Bone Morphogenetic Hormon,
CDMP: Cartilage derivied morphogenetic hormon,
GDF: Growth differentiation factor, GDNF: Glial derived neurotrophic factor
MIC-1: Macrophage inhibitory cytokine-1, OP: Osteogenic protein

TGFp’lar BMP/GDF Activin Digerleri
TGFp, BMP-2 Activinfa AMP
TGFp, BMP-4 Activinfg Inhibin-a
TGFps3 BMP-5 Activinfc Lefty A
TGFp4 BMP-6 Activinfg Lefty B
TGFs BMP-7/0OP-1 GDNF

BMP-8a/OP-2 Neurturin
BMP-8b/OP-3 Persephin
BMP-14/GDF-5/CDMP-1 Artemin
BMP-13/GDF-6/CDMP-2 MIC-1/GDF-15
BMP-12/GDF-7/CDMP-3 Nodal
GDF-1
GDEF-3
BMP-9/GDF-2
BMP-10

BMP-11/GDF-11
GDF-8/Myostatin
BMP-3/Osteogenin
BMP-3b/GDF-10
GDF-9
GDF-9B/BMP-15
BMP-16, -17, -18

TGF-f ailesi hemen hemen biitiin hiicrelerde bulunan yiiksek affiniteli hiicre yiizey
reseptorlerine baglanir. Hiicre yiizeyinde 2 tip TGF- reseptorii vardir. Bunlar 65 kDa

agirhiginda olan tip I ve 85-90 kDa agirliginda olan tip II reseptorleridir. TGF-f oncelikle
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hiicre ylizeyinde bulunan tip II reseptoriine baglanir. Daha sonra tip II reseptorii tip 1
reseptoriiniil fosforlar ve fosforlanan tip I reseptorii hiicre i¢cinde bulunan ve sinyal
iletiminden sorumlu Smad proteinlerini etkileyerek hiicre yiizeyindeki TGF-f3’dan gelen
sinyalleri hiicre ¢ekirdegine iletir (9, 55).

TGF-f’lar organizmada epitelyal, endotelyal, hematopoietik, noral ve bagdoku
hiicreleri tarafindan iiretilen multifonksiyonel ekstraseliiler proteinlerdir. Giiniimiizde
TGF-p ailesine ait iiyelerin, hiicrelerin biiyiimesini ve farklilasmalarini, embriyonik
gelismeyi, yara iyilesmesini, anjiyogenezi ve seksiiel gelisimi diizenledigi bildirilmistir (1,
2).

Testikiiler fonksiyonlar sadece luteinizasyon hormonu (LH) ve folikiil uyarici
hormon (FSH) gibi gonadotropinlerin kontrolii altinda degil bunlarla birlikte epidermal
growth factor (EGF), insulin-like growth factor (IGF) ve TGF-J gibi sitokinlerin ve
biiyiime faktorlerinin de kontrolii altindadir. Memeli testislerinde TGF-f;, TGF-, ve
TGF-B3 izole edilmis ve bu biiyiime faktorlerinin testikiiler fonksiyonlarin parakrin/otokrin
diizenleyicileri olduklar gosterilmistir (56) .

TGF-B, fotal Leydig hiicrelerinde steroidogenezisi diizenledigi bilinmektedir. Fotal
domuz Leydig hiicrelerinde TGF-f’nin diisiik konsantrasyonlari (~0,06-0,4 ng/ml) LH
salinimint stimiile ederek Leydig hiicrelerinden testosteron iiretimini arttirirken yiiksek
konsantrasyonlari (~ 2,5-10ng/mL) Leydig hiicrelerinden testosteron salinimini inhibe
eder. Fotal rat Leydig hiicrelerinde ise TGF-;’in 1ng/mL dozu ise LH salinimini uyararak
testosteron iiretimini %75 arttirmistir. Bu ¢alismalar testislerde TGF-B’nin miktarina bagh
olarak Leydig hiicrelerinde steroidogenezi hem arttirmakta hem de azaltmakta oldugunu
gostermistir (12, 57, 58) .

Leydig hiicrelerinin proliferasyonu pubertenin baslagici icin 6nemlidir. Ciinkii
Leydig hiicrelerindeki sayica artis testosteron iiretiminde bir dalgalanma meydana
getirmektedir. Ratlarda olgunlasmamis Leydig hiicrelerinin proliferasyonu dogumdan
sonraki 14. giinde baglar, 21. ve 28. giinler arasinda hiicre sayisinda dikkat ¢ekici bir artig
goriiliir. Yapilan bir calismada (12) 10 giinliik ratlardan elde edilen Leydig hiicrelerinde
TGF-B;’in LH salimmini inhibe ettigi ve Leydig hiicrelerinde DNA sentezini durdurdugu
bildirilmistir. Bu da gosteriyor ki TGF-f3; sadece steroidogenezi diizenlemekle kalmaz
ayrica Leydig hiicrelerinin DNA sentezini de kontrol altinda tutar (59). Ayrica fotal ve
neonatal ratlarda yapilan bir calismada (8), TGF-B; ve TGF-f,’nin gonositlerin
proliferasyonu sirasinda bu hiicrelerin mitotik aktivitesini bozmadan apoptosise neden

olduklar1 gosterilmistir.

12



TGF-f’larin gen transkripsiyonunu aktive ettigi ve ekstraselliiler protein sentezini
(ECM) arttirdigr bildirilmistir (12). TGF-f tarafindan aktive edilen fibroblastlar tip I, tip
II1, tip IV, tip V kollajen ve fibronektin sentezlerler. Sertoli hiicrelerinde TGF-; ECM
protein sentezi iizerine benzer etkilere sahiptir. Ornegin TGF-B; Sertoli hiicrelerinde
proteoglikanlarin sentezlenmesine neden olurlar ve anabolizmayi diizenlerler. TGF-f;,
kollajen ekspresyonunun diizenlenmesi disinda in vivo ¢aligmalarda germ hiicrelerinin
gocll sirasinda proteolizisi sinirladig diisiiniilen ve Sertoli hiicrelerince salgilanan
plazminojen aktivator inhibitorii-1 (PAI-1) ' stimiile ettigi gosterilmistir (60-62).

Dogumdan sonra puberte donemine kadar TGF-3; sadece Leydig hiicrelerinde
LH’nin antagonisti degil, Sertoli hiicrelerinde FSH’ nin da antagonistidir (12). Ornegin
puberteye ulasmamis domuz testislerinden elde edilen Sertoli hiicrelerinde yapilan bir
calismada TGF-B;’in FSH salinimim engelledigi bildirilmistir (63).

TGF-p, peritiibiiler hiicrelerin kontraktilitesini ve hiicre seklini diizenler. Bununla
birlikte TGF-f; embriyogenez sirasinda primordial germ hiicrelerinin gogii sirasinda
kemotrofik etkiye sahiptir (12).

Bircok ¢alisma gostermistir ki, testislerde her bir TGF-f} izoformunun tek bir gorevi
vardir. Ornegin pubertenin baslangicinda TGF-B; spermatogenik hiicre farklilasmasinda
gorev alirken TGF-f, germ hiicrelerinin ¢ogalmasini diizenlemektedir. TGF-f;ise LH ve

FSH gibi gonadotropinlerin salintmimi duraksatarak testis gelisimini diizenler (6, 12, 64) .

Capsaicin

Act kirmizi biberin kullanimi1 Azteklere kadar dayanmaktadir. Yazitlarindan aci
kirmiz1 biberin antimikrobial ve antihemolitik ajan olarak teropatik 6zelliklerinden
yararlandiklar1 goriilmiistiir. Anavatan1 Meksika olan bu bitki Amerika’nin 1492 yilinda
kesfi ile birlikte Avrupa’ya getirilmistir. Bu bitkiye ‘Capsicum’ Latince ismini veren
Fransiz botanik¢i Turneyfort’tur. Aci kirmizi biberin aciligini veren alkoloid yapidaki bu
bilesen ilk olarak Tresh tarafindan 1846 yilinda izole edilmistir. Tresh bu bilegeni ‘CAP’
olarak isimlendirmistir ve CAP’1n yapisinin vanilloidler ile yakindan iligkili oldugunu

tahmin etmistir (15).
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GH
Sekil-1: CAP’nin yapis1 (15).

Nelson 1919 yilinda CAP’1n kimyasal yapisinin vanilloid oldugunu buldugunda
Tresh’in tahminlerinde yanilmadigin1 géstermistir. Daha sonra Szallasi ve Blumberg
vanilloidleri endojen ve ekzojen olarak iki gruba ayirmiglar ve CAP’1n da ekzojen bir
vanilloid oldugunu bildirmislerdir (15).

Vanilloidler, ¢ogunlugu periferal sinirlerde yer alan ve vanilloid reseptor (VR)
olarak tanimlanan belirli tipte reseptorlerle etkilesim i¢indedir. CAP’1n organizmada
spesifik olarak baglandigi reseptdr CAP reseptorii ya da vanilloid reseptor-1 (VR-1) olarak
isimlendirilmistir (65).

VR-1"in senzorik néronlarda noéropeptidlerin saliiminda rol oynadigi son yillarda
yapilan calismalar ile saptanmustir. CAP’in VR-1 ile baglanmasiyla Na*, Ca** ve K*
iyonlarinin hiicre i¢ine akisi sekillenmektedir. Bu durum néronda depolarizasyona ve
norotransmitter maddelerin, 6rnegin norokinin A (NKA), SP ve CGRP salgilanmasina
neden olmaktadir (66, 67).

Kronik CAP uygulanan siganlarin medulla spinalislerindeki dorsal kornuda primer
senzorik noronlarda SP’nin spesifik ve etkileyici bir sekilde azaldig1 goriilmiis, ve CAP
uygulamasinin devam etmesi halinde noronlarin bir boliimiinde dnce uyarmayla baslayan
sonra “CAP duyarsizlig1” olarak kabul edilen etkilerinin ortaya ¢iktigr bildirilmistir (68).

Ayrica CAP’1n sindirim sisteminde anti-mikrobial ve anti-kanserojen etkileri
bildirilmektedir. Salmonella enteritis ile enfekte kanatlilarda diyet ile verilen CAP’1n
iyilestirici etkisi oldugu gosterilmistir (69).

Ratlarda, kalp operasyonlarinda deri altt CAP uygulanmasi (50 mg/kg) sonucu
muhtemelen CGRP uyarilmasina bagli olarak doku korunmasinin arttigi saptanmistir (70).

Ratlarda CAP’1n uzun siireli verilmesinin midede alkol, aspirin ya da stres gibi
ajanlar ile olusan lezyonlarin iyilesmesinde etkili oldugu belirtilerek, olusacak hasarlara
kars1 da koruyucu rol oynadigi, bu durum iizerinde CAP’a duyarl afferent néronlarin etkin

oldugu saptanmustir (71).
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Ozer ve ark. yumurtaci tavuk ve horozlarla yaptiklar1 calismalarda, rasyonlaria aci
kirmiz1 biber ilave ederek puberte cagina gelen tavuk ve horozlarda karin i¢i yaglanmanin
azaldigi, canli agirlik artisinin yavasladigi, tavuklarin ovaryumlarinda follikiiler gelismenin
daha hizli oldugunu ve kontrol grubuna oranla deney grubu tavuklarin 11 giin 6nce ve iki
kat daha fazla sayida yumurta verdikleri goriilmiistiir. Erken yumurtlamaya paralel olarak
ac1 kirmizi1 biberli rasyonla beslenenlerde yumurta kanalinda epiteliyal ve kassel
gelismenin kontrol grubuna gore daha erken oldugu gozlenmistir. Horozlarda ise deney
grubunda testis agirligi, uzunlugu, genisligi ve seminifer tubullerde duvar kalinliginin
arttig1 saptanmistir. Seminifer tubuluslarda iiclincii aydan itibaren spermatogenik hiicre
serisinde tamamlanma, Sertoli hiicrelerinde fonksiyonel faza gecis, seminifer tubulus
lumenlerinde spermatozoonlarin varlig: tespit edilmistir. Benzer 6zellikler kontrol
grubunda ancak bir ay sonra goriilebilmistir. Epididimal kanalda deney grubunda 3. aydan
itibaren spermatozoonlar goriilmiistiir. Kontrol grubunda aymi 6zellikler bir ay sonra
gozlenmistir (38, 39).

Erdost ve ark. tarafindan bir giinliik yastan itibaren diyetlerine diisiik dozda ac1
kirmiz1 biber ilave edilen tavuk ve horozlarin bes aylik gelisme siireci i¢inde hipofiz
bezinde FSH, ve LH sentezinin ilk aylardan itibaren arttig1 saptanmistir. FSH-ir ve LH-ir
hiicre aktivitesinde goriilen artig, bu hormonlarin hedef organlar1 olan gonad gelisimini
etkileyecegi diistiniilmiistiir. Hipofiz 6n lobunda hiicreler arasinda endokrin hiicreler ile
sinaptik iligki icinde olan ¢ok sayida SP iceren fibriller bulunmaktadir. Hipofiz 6n lop
hormonlarinin noral kontroliintin bu fibriller araciligi ile gerceklestigi diisiiniildigiinde
CAP’1n bu fibriller ve sistemler iizerindeki olasi etkisinin de oldukga fazla olabilecegi
ortadadir (40).

TGF-B; ve TGF-B; ‘ nin testislerdeki varliginin belirlenmesinde kullanilan immuno-
histokimya, dokular ve hiicrelerde bulunan protein, karbonhidrat veya lipid molekiillerinin
(antijen) enzim ile isaretlenmis bir antikor yardimu ile reaksiyona girmesi sonucuna dayali
bir tekniktir (72). Immun boyamalarda kullanilan antikorlar poliklonal ve monoklonal
olmak tizere iki cesittir ve yine direkt ve indirekt olmak {izere iki metod kullanilabilir.
Metodun direkt veya indirekt olmasina gore, primer veya sekonder antikora bir enzim
baglanir. Bu enzim daha sonra substratla (kromojen) reaksiyona girerek renkli bir
goriiniim verir. Indirekt olarak kullanilan Streptavidin-Biotin-Peroksidaz yonteminde
sekonder antikor biotinle isaretlenmis olup, daha sonra Streptavidin-Biotin-Peroksidaz
kompleksi ile birlesir (73). IH’de bir antijenin konsantrasyonu, boyandig kromojenin

goriinen yogunlugu ile kolayca degerlendirilir. Bu degerlendirme daha ¢ok bagil olarak
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yapilmaktadir. Antikorun etkinliginin kiyaslanmasinda yar1 kantitatif metot etkilidir.
Sonuglar tipik olarak 1+, 2+, gibi degerlendirilerek 3 veya 4’e kadar numaralandirma

yapilir (74).
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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-Embriyoloji Anabilim Dali
Immunohistokimya Laboratuari’nda gerceklestirildi. Caligmanin materyalini 21 giinliik,
puberte donemindeki 60 adet Swiss albino soyu erkek fare olusturdu. Bu hayvanlar,
Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nden ayn1 dogum tarihli
farelerin dogumlarindan 20 giin sonra cinsiyet ayrim1 yapilarak elde edilmistir. Hayvanlar
ad lubitum, pelet seklindeki standart fare yemi ile beslendiler, igme suyunu serbest olarak
titkettiler ve 12 saat aydinlik/ 12 saat karanlik periyodunda tutuldular, ayrica klima ile
bulunduklar1 oda sicakligi 21-23 %C, nem ise %5060 oraninda sabitlendi. Farelerin her
CAP enjeksiyonu 6ncesinde canli agirliklar tartildi.

Calismadaki tiim deneysel islemler Uludag Universitesi Hayvan Bakimi ve

Kullanim1 Komitesi tarafindan onaylandi (Karar No: 1.06.2004/1)

Deney Plam

Fareler puberte, puberte sonrasi ve erigkin donem olmak iizere 20’ser fareden
olusan 3 ana gruba ayrildi. Bu gruplar da kendi i¢lerinde deney (10) ve kontrol (10) grubu

olmak tizere iki alt gruba ayrildi ve deney 7 hafta siirdii.

Capsaicinin Hazirlanmasi

Deney grubundaki 30 adet fareye 1 mg/kg dozdaki CAP (Sigma M 2028) % 0,9’luk
serum fizyolojik icerisinde ¢ozdiiriiliip, %1 Tween 20(Merck 817072) ilave edildikten
sonra subkutan olarak 0,3 cc insiilin enjektorii ile enjekte edildi.

Kontrol grubundaki 30 adet fareye ise sadece 0,3 cc %1 Tween 20 (Merck 817072)
ve % 0,9’luk serum fizyolojik iceren karisim subkutan olarak 0,3 cc insiilin enjektorii ile

enjekte edildi.
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Hayvanlarin Canh Agirhklarin Olciimii, Testislerin Almmasi, Agirhklarmm

Olciilmesi, Tespit ve Takip

Uc gruptaki deney hayvanlarina 1 hafta boyunca her giin 1 mg/kg dozda subkutan
CAP uygulamasi yapildi. Daha sonra enjeksiyona 1 hafta ara verildi, 3. hafta puberte
donemindeki (35. giinde) grubun deney ve kontrol grubu farelerin canli viicut agirliklar
tartildiktan sonra dietil eter (Merck 100926) anestezisi altinda servikal dislokasyon ile
oldiiriildii. Sonrasinda testisleri alinarak tartimlar1 yapildi.

Puberte sonrasindaki ve eriskin gruptaki hayvanlara 3. hafta tekrar CAP
enjeksiyonu baslandi ve enjeksiyon 1 hafta boyunca her giin 1 mg/kg dozda subkutan
olarak yapildi. Enjeksiyondan sonra 1 hafta dinlendirilen farelerden puberte sonrasindaki
grubun (50. giinde) deney ve kontrol grubu fareleri 5. hafta canl viicut agirliklan tartildi.
Daha sonra dietil eter anestezisi altinda servikal dislokasyon ile 6ldiiriildii. Bunu takiben
testisleri alinarak tartimlar1 yapildi.

Erigkin gruptaki hayvanlara 5. hafta tekrar CAP enjeksiyonu baglandi ve enjeksiyon
1 hafta boyunca her giin 1 mg/kg dozda subkutan olarak yapildi. Enjeksiyondan sonra 1
hafta dinlendirilen farelerden puberte sonrasindaki grubun (75.giinde) deney ve kontrol
grubu fareleri 7. hafta canl viicut agirliklan tartildiktan sonra dietil eter anestezisi altinda
servikal dislokasyon ile 6ldiiriildii. Sonrasinda testisleri alind1 ve tartimlar1 yapildi.

Kontrol grubundaki hayvanlara da aynmi prosediir uygulandi. Yalniz hayvanlara
CAP yerine serum fizyolojik verildi.

Ucg gruptaki deney ve kontrol grubu farelerin testisleri, hassas terazide tartildiktan
sonra 24 saat siire ile Bouin tespitine konuldu. Rutin doku takibi uygulandi ve parafin
bloklara gomiildii. Parafin bloklardan 4-5 p’luk kesitler alindiktan sonra normal histolojik

yapinin incelenmesi icin Crossmon’1n ii¢lii boyama teknigi kullanildi (75).
Immunohistokimyasal Boyama
Parafin bloklardan alinan 4-5 p’luk kesitlerde TGFB nin varlig

immunohistokimyasal yontemlerden indirekt strepteavidin-biotin-kompleks yontemi

kullanilarak gosterildi.
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Gerecler

Antikor sulandirma soliisyonu

Primer antikorlarin istenilen konsantrasyona sulandirilmasi sirasinda Zymed

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

Protein Bloklama Soliisyonu

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

Rabbit Primary Kit’in bloklama soliisyonu kullanildi.

Primer Antikor

Calismada, Santa Cruz firmasina ait SC-146 kodlu TGFp, rabbit poliklonal antikor
ve SC-90 kodlu TGFp, rabbit poliklonal antikor kullanildi. Her iki antikorun

konsantrasyonu 1:750 olarak antikor sulandirma soliisyonu ile sulandirildi.

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

Rabbit Primary Kit’in biotinli sekonder antikoru kullanildi.

Streptavidin Peroksidaz

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

Rabbit Primary Kit’in HRP-Streptavidin peroksidazi kullanildi.

Kromojen

Labvision firmasina ait, TA-125-HDS kodlu 3’3-diaminobenzidine hydrochloride
(DAB) substrate ile ayn1 firmaya ait TA-012-HDC DAB kromojen kullanildi.

Bu soliisyon immunositokimyasal boyama sirasinda taze olarak, 1 ml DAB substrat
icerisine 1 damla DAB kromojen eklenerek hazirlandi ve hazirlandiktan sonra en geg 15

dakika igerisinde kullanildi.
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Immun Yapistirica

Boyamalar sonrasinda lamlar tizerine bir damla Entellan (Merck 107961.0100 )lameller

ile yapistirildi.
Immun Boyamada Kullanilan Soliisyonlar
Alkol-Eter Soliisyonu

Boyamalar sirasinda kullanilan lamlarin temizligi i¢in 1:1 oraninda karigtirilmis
alkol-eter soliisyonu kullanildi. Bu soliisyonda 15 dakika siireyle bekletilen lamlar temiz
bir tiilbent ile temizlenmistir.
Poly-L-lysine Soliisyonu

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

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

Hidrojen Peroksit Soliisyonu

Dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak iizere distile su

icerisinde %3’liik hidrojen peroksit (Merck 1.08600.1000) soliisyonu hazirlandi.
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Saponin Soliisyonu

Dokulardaki antijeni agia ¢ikarmak icin 100 ml distile suya 0,05 gr Saponin

(Serva, 34655) eklenip karistirildi.

Immunohistokimyasal Boyama Prosediirii

Immunohistokimyasal boyama ayni yontemle, tek bir kisi tarafindan

gergeklestirildi. Eter-alkolde temizlenen ve poly-L-lysine ile kaplanmig olan lamlara 4-

Swluk kesitler ¢ekildi.

Tiim kesitlere asagidaki igslemler uygulandi.

1.

Her biri 5’er dakika olmak {izere 3 kere degistirilerek ksilolde deparafinizasyon
yapildi.

Her biri 5’er dakika olmak iizere 2 kere absolu alkol ve bir kere %96’11k, %80’lik
ve %70’lik alkollerden gecirildi. Daha sonra preparatlar distile suda 1 dakika
yikandi.

Antijen retrieval icin preparatlar %0,05’lik saponin soliisyonuna alindi. Oda
1s1sinda (20—250C) 20 dakika inkiibe edildi.

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

5. Preparatlardaki endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak icin %3’liik

10.

1.
12.
13.

hidrojen peroksitte 10 dakika tutuldu.

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

Lamlarin iizerindeki kesitlerin etraflar1 pappen ile ¢izildi.

Bundan sonraki asamalarda kesitlerin kurumasini dnlemek amaci ile kesitler nemli
bir ortam igerisine konuldu.

Kesitler spesifik olmayan boyanmay1 énlemek iizere bloklama soliisyonu ile oda
1sisinda 1 saat inkiibasyona birakildi.

Boyama sirasinda her kesitten bir normal bir de negatif kontrol preparati hazirlandi.
Normal preparatlar, 1:750 oraninda sulandirilmis antikor (TGF-; ve TGF-f3,) ile
negatif kontrol preparatlari ise antikor sulandirma soliisyonu ile + 4°C’de 1 gece
inkiibasyona birakildi.

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

Preparatlar sekonder antikor ile oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.

PBS ile her biri 5’er dakika olmak iizere 3 kere yikandi.
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14. HRP-Strepteavidin ile oda sicakliginda 15 dakika inkiibasyona birakildi.

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

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

18. Harris hematoksileninde 25 saniye tutuldu.

19. Akarsuda yikandi.

20. Distile suda yikandi.

21. Hizh bir sekilde seri alkollerden gegirilerek ksilolde parlatildi.

22. Entellan ile kapatildi.

Degerlendirme

Immunohistokimyasal degerlendirme; hedef hiicrelerin boyanip boyanmamasina,
boyanmanin karakterine (diffuz ya da graniiler) ve boyanan hedef hiicrelerdeki boyanma
yogunluguna bakilarak yapildi. Degerlendirme iki bagimsiz gézlemci tarafindan,
boyanmama (-), zayif boyanma (+), orta siddette boyanma (++), siddetli boyanma (+++)

ozelliklerine gore 0’dan 3’e kadar degerler verilerek yapildi (74).
Istatistik Analizler

Deney ve kontrol gruplarinin canli agirlik ortalamalar, testis agirliklari ve
immunohistokimyasal boyamalardan elde edilen verilerin istatistik degerlendirmeleri i¢in

Non-Parametrik testlerden Kruskal-Wallis Testi kullanildi. Bu test sonrasinda anlamli

cikan gruplarda Mann-Whitney U testi kullanilarak ikili karsilastirmalar1 yapildi (76).

22



BULGULAR

Morfolojik ve Morfometrik Bulgular

Caligsma siiresince deney ve kontrol grubunu olusturan hayvanlarda 6liim
gozlenmemistir. CAP enjeksiyonundan sonra 6zellikle 50 ve 75 giinliik farelerde uzun
siireli bir hareketlilik gozlenmistir.

Kontrol ve deney grubu hayvanlarin her dénem oncesi tartimlar yapilarak canlt
agirliklan tespit edilmis ve canli agirlik ortalamalart alinmistir. Alinan sonuglara gore tiim
deney gruplarindaki hayvanlarin canli agirlik ortalamalarinin kontrol gruplarina oranla
daha fazla oldugu saptanmig ve bu iki grup arasinda p<0,005 diizeyinde istatistiki Sneme
rastlanmistir (Tablo—2, Sekil-2). Kontrol ve deney gruplarindaki tiim hayvanlarin testis
agirliklar ortalamalarinda ilk iki donemde deney grubunda bir artis gozlenirken, ti¢iincii
donemde kontrol grubunda artis gézlenmistir. Go6zlenen farkliliklar arasinda istatistiki bir
oneme rastlanmamistir (Tablo-2, Sekil-3).

Kontrol ve deney gruplarinda testisler arasinda makroskopik goriiniim agisindan bir

farklilik goriilmemistir.

Histolojik Bulgular

Kontrol ve deney gruplarina ait farelerin testis dokular1 Crossman’in {i¢lii boyama
yontemi ile boyanip incelendiginde testislerin tunika albuginea ile ¢evrili oldugu goriildii.
Tunika albugineanin altinda diizgiin, yuvarlak tubulus seminiferus kontortuslarin
kesitlerinin yer aldigi, tubulu ¢cevreleyen ince bir bazal membranin hemen altinda tek sira
halinde myoid hiicrelerin bulundugu gozlendi. Bir 6l¢ciim yapilmamis olmasina karsin,
deney grubu testislerinde tubulus seminiferus kontortuslarin ¢aplarinin kontrol grubuna
gore daha biiyiik oldugu gozlendi (Sekil—4, 5, 6, 7, 8, 9). Interstisiel alanlarin Leydig
hiicreleri ve kan damarlarindan olustugu goriildii. Kontrol ve deney gruplarindaki tiim
hayvanlarin testis agirlik ortalamalarinda 6nemli farkliliklar gbzlenmemesine paralel
olarak kontrol ve deney grubuna ait testis dokular arasinda interstisiel gelismede hicbir
farklilik goriilmemistir. Tubuler gelismede ise kontrol ve deney gruplari
karsilastirildiginda deney gruplarinda 35 ve 50 giinliik donemlerde primer spermatosit

yogunlugunun kontrol gruplarina oranla daha fazla oldugu goriilmiis, bununla birlikte 75
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giinliik donemdeki deney grubunda geng ve olgun spermatid yogunlugunun yasla beraber
artisinin dikkat ¢ekici oldugu goézlenmistir. Bu histolojik bulgular disinda testis yapisinda

her hangi bir histopatolojik bulguya rastlanmamistir (Sekil-4, 5, 6, 7, 8, 9).
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Tablo-2: Kontrol ve deney gruplarinin canhli agirlik ve testis agirliklart ortalamalari

* . [ki deger arasindaki 6nem (p<0,05)

35 giinliik

50 giinliik 75 giinliik
n Kontrol Deney Kontrol Deney Kontrol Deney
x+SE x+SE x+SE x+SE x+SE x+SE
Canlh Agirhg (g) 10 20.6 £0.834 27.7 +0.834* 27.1+£0.834 32.8 £0.834* 28.6 £0.834 32.9 £0.834*
Testis Agirhg (g)
10 0.051 £0.003 0.056 £ 0.003 0.079 £ 0.003 0.093 £ 0.003 0.098 £ 0.003 0.088 +0.003
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Canli Agirik

0 Kontrol
m Deney

Sekil-2: Kontrol ve deney gruplarindaki hayvanlarin canl agirlik ortalamalar

Testis Agirhgi

0O Kontrol

m Deney

Sekil-3: Kontrol ve deney gruplarindaki hayvanlarin testis agirlik ortalamalar
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x10 objektif
Leydig hiicreleri
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Sekil-8:75 giinliik kontrol grubu, iiclii boyama, x10 objektif
st: tubulus seminiferus kontortus, L: Leydig hiicreleri
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Sekil-9:75 giinliik deney grubu, ii¢lii boyama, x10 objektif
st: tubulus seminiferus kontortus, L: Leydig hiicreleri
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Immunohistokimyasal Bulgular

Immunohistokimyasal olarak TGF-B; ve TGF-B, ile boyanan kontrol ve deney
gruplarina ait testis preparatlarinin degerlendirmeleri, hedef hiicrelerin boyanip
boyanmamasina, boyanmanin karakterine (diffuz ya da graniiler) ve boyanan hedef
hiicrelerdeki boyanma yogunluguna, boyandiklari alanlar ve hiicresel diizeyde boyanma
ozelliklerine bakilarak yapildi. Degerlendirme iki bagimsiz gozlemci tarafindan,
boyanmama (-), zayif boyanma (+), orta siddette boyanma (++), siddetli boyanma (+++)

ozelliklerine gore 0’dan 3’e kadar degerler verilerek yapildi.

TGF-$, antikoru ile yapilan boyamalar

TGF-B,, tim deney ve kontrol gruplarindaki Leydig hiicrelerinde ve geng
spermatidlerde eksprese edilirken spermatogonyumlarda, primer spermatositlerde, olgun
spermatidlerde ve Sertoli hiicrelerinde eksprese edilmemistir. Bununla birlikte negatif
kontrol preparatlarinda da (Sekil-10) hi¢cbir boyanma goriilmemistir.

35 giinliik kontrol grubundaki testislerde Leydig hiicrelerinde immun reaksiyon
goriilmezken (-), 50 giinliik kontrol grubunda immun reaksiyon siddetlenmis (+++) (Sekil-
11, 13, Tablo-3) ve bu iki grup birbiri ile karsilastirildiginda p<0,005 diizeyinde istatistiki
oneme rastlanmigtir (Tablo-5). 75 giinliik kontrol grubunda immun reaksiyon orta siddette
(++) goriilmiis ve 35 ve 75 giinliik kontrol gruplari birbirleri ile karsilastirildiginda
p<0,005 diizeyinde istatistiki 6neme rastlanmistir (Sekil-15, Tablo-3, 5).

35 giinliik deney grubundaki testislerde Leydig hiicrelerinde immun reaksiyon zayif
(+) iken 50 giinliik deney grubunda immun reaksiyon orta siddette (++) goriilmiis (Sekil-
12,14, Tablo-3), 75 giinliik deney grubunda ise reaksiyon siddetlenmistir (+++) (Sekil-16,
Tablo-3). 75 giinliik deney grubu 35 giinliitk deney grubu ile karsilastirildiginda p<0,005
diizeyinde istatistiki oneme rastlanmistir (Tablo-5).

Leydig hiicrelerinde alinan TGF-f; ekspresyonu sonuglarina bakildiginda; 35
giinliik kontrol grubunda immun boyanma olmazken (-) 35 giinliik deney grubunda zayif
boyanma (+) goriilmiistiir. Bu iki grup arasinda istatiksel her hangi bir farklilik
goriilmemistir. 50 giinliik kontrol grubunda immun reaksiyon siddetli (+++) iken 50
giinliik deney grubunda immun reaksiyon orta siddetli (++) olarak goriilmiis, 75 giinliik

kontrol grubunda immun reaksiyon orta siddetli (++) iken, 75 giinliik deney grubunda
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reaksiyon siddetlenmistir (+++) (Tablo-3). 75 giinliik donemler arasinda 6nemli diizeyde
(p<0,005) istatistiki 6nem bulunmustur (Tablo-5).

35 giinliik kontrol grubu testislerdeki gen¢ spermatidlerde immun reaksiyon zayif
(+) iken, 50 giinliik kontrol grubunda immun reaksiyon orta siddette (++), 75 giinliik
kontrol grubunda ise immun reaksiyon siddetli (+++) olarak goriilmustiir (Sekil-11, 13, 15,
Tablo-4). Yapilan istatiksel incelemelerde kontrol grubundaki gen¢ spermatidlerde TGF-
B, ekspresyonu sonuclarina gore 35 giinliik ve 50 giinlitk donemler ile 35 giinliikk ve 75
giinliik donemler arasinda onemli diizeyde (p<0,005) istatistiki 6nem bulunmustur (Tablo-
5).

35 giinliik deney grubunda immun reaksiyon zayif (+) iken, 50 ve 75 giinliik deney
gruplarinda immun reaksiyon orta siddette (++) goriilmiistiir (Sekil-12,14,16, Tablo-4).

Geng spermatidlerde TGF-f; ekspresyonu sonuglarina bakildiginda; 35 giinliik
deney grubu ve 35 giinliik kontrol grubu karsilastirildiginda immun reaksiyon siddetinde
istatiksel bir farklilik goriillmemistir. 50 giinliik deney ve kontrol grubu karsilastirildiginda
da immun reaksiyon siddetinde istatiksel bir farklilik bulunmamugstir. Fakat 75 giinliik
deney grubundaki immun reaksiyon orta siddette (++) iken, 75 giinliik kontrol grubunda
immun reaksiyon siddetli (+++) olarak goriilmiistiir ve bu iki grup arasinda istatiksel bir

farklilik goriilmemistir (Tablo-4, 5).
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Tablo-3: Kontrol ve deney gruplarindaki Leydig hiicrelerinde TGF-;’in ekspresyonu

Kontrol Grubu Deney Grubu
35 giinliik donem - +
50 giinliik donem +++ ++
75 giinlilkk donem ++ +++

Tablo-4: Kontrol ve deney gruplarindaki gen¢ spermatidlerde TGF-;’in ekspresyonu

Kontrol Grubu Deney Grubu
35 giinliik donem + +
50 giinliik donem ++ ++
75 giinliikk donem +++ ++
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Tablo-5: Kontrol ve deney gruplarindaki hayvanlara ait TGF-f; immunohistokimyasal skor ortalamalari, K:Kontrol Grubu, D:Deney Grubu,

*:1ki deger arasindaki 6nem p<0,05

D/K D/K

Kontrol/Deney K/K
Gruplar 35 50

LeydigHiicresi 0,6 2,1%

GencSpermatid 0,7 1,8*%

D/D
35 50
1,2 1,6
0,9 1,8

50 50 75 75

L6 21 2,2% 14

1,8 1,8 1,8 24
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Sekll -10: TGF-B,; ekspresyonu 191n negatlf preparat x20 obj ektlf
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Sekil-11: 35 giinliik kontrol grubunda TGF-f, ekspresyonu, x20 objektif,
T: geng spermatid, = :Leydig hiicresi

Sekil-12:35 giinliik deney grubunda TGF-f; ekspresyonu, x20 objektif
T: geng spermatid, = :Leydig hiicresi
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& 0L a%
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Sekil-13:

: :
T: geng spermatid, & :Leydig hiicresi

S kil-14: 50 gunluk deney grubunda TGF-B1 ekspresyonu x20 obJektlf
T: geng spermatid, = :Leydig hiicresi
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Sekil-16: 75 giinliik deney grubunda TGF-f; ekspresyo
T: geng spermatid, = :Leydig hiicresi
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TGF-§, antikoru ile yapilan boyamalar

TGF-p,, tim deney ve kontrol gruplarindaki Leydig hiicrelerinde ve olgun
spermatidlerde eksprese edilirken spermatogonyumlarda, primer spermatositlerde, geng
spermatidlerde ve Sertoli hiicrelerinde eksprese edilmemistir. Bununla birlikte negatif
kontrol preparatlarinda da (Sekil-17) hi¢cbir boyanma goriilmemistir.

35 ve 50 giinliik kontrol grubundaki Leydig hiicrelerinde immun reaksiyon siddetli
(+++) iken, 75 giinliik kontrol grubunda immun reaksiyon orta siddetli (++) olarak
goriilmiistiir (Sekil-18, 20, 22, Tablo-6). Yapilan istatiksel analizde herhangi bir farklilik
goriilmemistir ( Tablo-8).

35 ve 50 giinliik deney grubundaki Leydig hiicrelerinde immun reaksiyon siddetli
(+++) iken, 75 giinliik deney grubunda immun reaksiyon orta siddetli (++) olarak
goriilmiistiir (Sekil-19, 21, 23, Tablo-6). Yapilan istatiksel analizde herhangi bir farklilik
goriilmemistir (Tablo-8).

35, 50 ve 75 giinliik kontrol ve deney gruplar birbirleri ile karsilastirildiginda
immun reaksiyon bakimindan herhangi bir farklilik goériilmemistir (Tablo-6). Ayrica
yapilan istatiksel analizde de herhangi bir farklilik goriilmemistir ( Tablo-8).

35 ve 50 giinliik kontrol gruplarinda olgun spermatidlerde immun reaksiyon zayif
(+) iken (Sekil-18, 20, Tablo-7), 75 giinliik kontrol grubunda immun reaksiyon orta
siddette (++) (Sekil-22, Tablo-7) gézlenmis ve 35 giinliik kontrol grubu ile 75 giinliik
kontrol grubu karsilagtirildiginda p<0,005 diizeyinde istatistiki 6nem bulunmusgtur (Tablo-
8).

35 ve 50 giinliik deney gruplarinda olgun spermatidlerde immun reaksiyon zayif (+)
iken (Sekil-19, 21,Tablo-7), 75 giinliikk deney grubunda immun reaksiyon siddetlenmistir
(+++) (Sekil-23, Tablo-7). 35 ve 50 giinliik deney gruplar1 75 giinliik deney grubu ile
karsilastirildiginda gruplar arasinda p<0,005 diizeyinde istatistiki 5nem bulunmustur
(Tablo-8).

Kontrol ve deney gruplarinda olgun spermatidlerde TGF-f, ekspresyonu sonuglari
incelendiginde 35 ve 50 giinliik kontrol ve deney gruplar1 karsilastirildiginda immun
reaksiyon siddetinde bir fark goriilmedigi gibi bu gruplar arasinda istatiksel bir farkliliga
da rastlanmamustir.(Tablo-8). 75 giinliik kontrol grubunda immun reaksiyon orta siddette
(++) iken 75 giinliik deney grubunda immun reaksiyon siddetli (+++) olarak goriilmiistiir

(Tablo-7). Fakat istatiksel bir onem bulunmamustir (Tablo-8).
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Tablo-6: Kontrol ve deney gruplarindaki Leydig hiicrelerinde TGFp,’in ekspresyonu
(-) boyanmama, (+) zayif boyanma, (++) orta siddette boyanma, (+++)siddetli

boyanma
Kontrol Grubu Deney Grubu
35 giinlitk donem +++ +++
50 giinliik donem +++ +++
75 giinliik donem ++ T+

Tablo-7: Kontrol ve deney gruplarindaki olgun spermatidlerde TGFf3,’in ekspresyonu
(-) boyanmama, (+) zayif boyanma, (++) orta siddette boyanma, (+++)siddetli

boyanma
Kontrol Grubu Deney Grubu
35 giinliik donem + +
50 giinliik donem + +
75 giinliik donem ++ +++
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Tablo-8: Kontrol ve deney gruplarindaki hayvanlara ait TGF-3, immunohistokimyasal skor ortalamalar1 K: Kontrol Grubu, D: Deney Grubu,
*: [ki deger arasindaki 6nem (p<0,05)

Kontrol/Deney K/K K/K K/K D/D D/D D/D D/K D/K D/K
Gruplar 35 50 35 75 50 75 35 50 35 75 50 75 35 35 50 50 75 75
Leydig Hiicresi 29 2,6 29 1,9 2,6 1,9 2,8 2,7 2,8 2,7 2,7 2,7 2,8 2,9 2,7 2,6 2,7 1,9
Olgun Spermatid 0,8 1,3 0,8 1,9* 13 1.9 0,6 1,2 0,6 2,3% 1,2 2,3% 0,6 0,8 1,2 1,3 2,3 1,9
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Sekil-17: TGF-B, ekspresyonu i¢in negatif preparat, x10 objektif
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Sekil-18: 35 giinliik kontrol grub
T: olgun spermatid, & :Leydig hiicresi
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Sekil-19: 35 giinliik deney grubunda TGF-f3; ekspresyonu, x20 objektif,

T: olgun spermatid, = :Leydig hiicresi
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21: 50 giinliik deney grubunda TGF-f3, ekspresyon
T: olgun spermatid, = :Leydig hiicresi
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Sekil-23: 75 giinliik deney grubunda TGF-f3; ekspresyonu, x20 objektif,
T: olgun spermatid, = :Leydig hiicresi
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TARTISMA ve SONUC

TGF-p’lar; adrende, megakaryositlerde, kondrositlerde, kalp kasi hiicrelerinde,
bobrekteki tubulus distalislerde, testislerde, ovaryumdaki intersitisiel hiicreleri ve
plasentanin koriyonik hiicrelerinde bulunur ve hiicrelerin gelismesini ve bilyiimesini
diizenleyen ¢ok fonksiyonlu biiyiime faktorleridir (77)

Memeli testislerinde TGF-f;, TGF-3, ve TGF-B3izole edilmis ve bu biiyiime
faktorlerinin testikiiler fonksiyonlarin parakrin/otokrin diizenleyicileri olduklar
gosterilmistir (56) .

Srinivasan ve ark. (78) fare yemlerine % 2 Capsaicin ilave ederek hayvanlar1 7
hafta boyunca beslemislerdir. Deneyin ilk dort haftasinda hayvanlarda kilo artisi
goriiliirken, besinci haftadan itibaren kilolarinda azalma tespit etmislerdir. Sunulan
calismada, deney gruplarindaki hayvanlarin canl agirliklarinin kontrol gruplarina oranla
daha fazla oldugu saptanmistir. Elde edilen bu bulgular Srinivasan ve arkadaslarinin ilk
dort haftadaki bulgulan ile benzerlik gdstermekdir. Sambaiah ve ark. (79) ve Oh ve ark.
(80) ratlar ile yaptiklar ¢aligmalarda, CAP’1n non-steroid yag asitlerini mobilize ettigini ve
ana enerji kaynagi olarak kullanilmasim sagladigim bildirmislerdir. Ayrica CAP
uygulanan hayvanlarda hareketliligin ve bu hareketlilik siiresinin kontrol grubuna gore
daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Sunulan calismada CAP enjeksiyonundan sonra
ozellikle 50 ve 75 giinliikk hayvanlarda uzun siireli bir hareketlilik gézlenmesi bu caligmalar
ile desteklenmistir.

Sunulan ¢alismada hayvanlarin testis agirliklar incelendiginde kontrol ve deney
gruplarinda ilk iki dénemde artis gdzlenirken, liglincii donemde sadece kontrol grubunda
artis, deney grubunda ise bir azalma gozlenmistir. Bizim bulgularimizin aksine, Ozer ve
ark.’lar1 (39), yemlerine % 1 ac1 kirmiz1 biber ilave edilen ve 1 giinliik yastan itibaren
beslenen horozlarla yaptiklar ¢calismada, kontrol grubuna gore deney grubu hayvanlarinin
testis agirliklarinda artis gézlemislerdir. Bulgular arasinda gozlenen bu farklilik, kullanilan
CAP’nin tiirii, dozu, verilis yolu ve ¢alismada kullanilan hayvan tiiriiniin farkliligindan
kaynaklandigim diisiindiirmektedir.

Calismamizda kontrol ve deney grubu testislerinde makroskopik goriiniim
acisindan bir farklilik goriillmemesine ragmen, testis dokular1 Crossman’in ii¢lii boyama
yontemi (75) ile boyanip incelendiginde, deney grubu testislerinde tubulus seminiferus

kontortuslarin ¢aplarinin kontrol grubuna gore daha biiyiik oldugu gézlenmistir. Bunun
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disinda interstisiel gelismede hicbir farklilik goriilmemistir. Tubuler gelismede ise kontrol
ve deney gruplan karsilastirildiginda deney gruplarindaki primer spermatosit
yogunlugunun kontrol gruplarina oranla daha fazla oldugu goriilmiis, bununla birlikte
deney gruplarindaki geng¢ ve olgun spermatid yogunlugunun yasla beraber artisinin dikkat
cekici oldugu gozlenmistir. Bu bulgular Ozer ve ark. (39) horozlarla yapmis olduklar
calismanin bulgular ile benzerlik gostermistir. Ozer ve arkadaslari gelisme dénemlerinde
diisiik dozda ac1 kirmizi biberli rasyonla beslenen horozlarin seminifer tubullerinde duvar
kalinliginin arttigin1 ve seminifer tubuluslarda spermatogenik hiicre serisinin kontrol
grubundan 1 ay Once iiciincii aydan itibaren tamamlandigini bildirmiglerdir.

Bazi arastirmacilar (6, 7, 11), TGF-B,’1 puberte donemindeki rat testislerinde
immunohistokimyasal olarak, Leydig hiicrelerinde ve genc spermatidlerde gozlerken,
eriskin rat testislerinde TGF-f;’1 sadece Leydig hiicrelerinde gozlemisler ve Leydig
hiicrelerinde boyanma siddetinin yasla beraber azaldigini bildirmislerdir. Sunulan
calismada, kontrol grubunun Leydig hiicrelerinde immunohistokimyasal bulgular
degerlendirildiginde, TGF-; ekspresyonunun 35 giinliik puberte donemindeki farelerde
gozlenmedigi, 50 giinliik puberte sonrasi farelerin Leydig hiicrelerinde yogun oldugu, 75
giinliik eriskin donemdeki farelerde ise boyanma siddetinde azalma oldugu gozlenmis,
TGF-B; her ti¢ donemde de geng spermatidlerde yasa bagh olarak artan yogunlukta
ekspresyon gostermistir. Bu bulgular diger arastirmacilarin (6, 7, 11) bulgular ile
benzerlik gostermekte ancak gen¢ spermatidlerde alinan sonuglarda farklilik
goriilmemektedir.

Calismamizin deney grubunda, Leydig hiicrelerinde TGF-f; immunreaksiyonu,
kontrol grubundan farkli olarak 35. giinde zayif siddette goriilmeye baglanmis ve yasla
birlikte boyanma siddetinin bu hiicrelerde arttig1 gozlenmistir. Jung ve ark. (81) TGF-
B’larn testikiiler gelisim ve fonksiyonda 6nemli rol oynadiginm belirtmektedir. In vitro
calismalarda (12) ise, TGF-B;’in yiiksek konsantrasyonunun LH salinimini inhibe ederek
testosteron iiretimini durdurdugu ve spermatogenezisi diizenledigini bildirmiglerdir.
Erdost ve ark. (40) yapmis olduklar ¢aligmada act kirmiz1 biberli rasyonla beslenen tavuk
ve horozlarin hipofiz bezinden ilk aylardan itibaren FSH ve LH sentezinin arttig1
saptanmis, hipofizde endokrin hiicreleri ile iliski icinde olan ¢ok sayida SP iceren fibriller
bulunmas1 CAP’ 1n direkt hipofize etki ettigini ve bu nedenle de deney grubundaki horoz
ve tavuklarin gonad gelisimini kontrol grubu hayvanlardan daha 6nce basladigini
bildirmiglerdir. Calismamizda da deney grubunda kontrol grubundan farkli olarak erken

donemde, TGF-B, reaksiyonunun Leydig hiicrelerinde zayif siddette gbzlenmesi, CAP’1n
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diisiik konsantrasyonunun sinirsel innervasyondan zengin olan testis iizerine olumlu etki
yaptigini, bu fonksiyonunu sensorik sinir sonlarindan SP ve CGRP gibi neurotransmitter
maddelerin salinimini uyararak (82), spermatojenik hiicre gelisiminin kontrol grubuna gore
daha erken donemde baslamasini sagladigini diisiinmekteyiz.

Calismamizin kontrol grubunda, geng spermatidlerde TGF-; boyanma yogunlugu
yasla beraber artmistir. Elde edilen bu bulgular, eriskin donemdeki ratlarin geng
spermatidlerinde immunreaksiyon gozlenmedigini belirten arastirmacilarin (6, 7, 11)
bulgulariyla farklilik géstermistir. Watrin ve ark.(83) ise erigkin fare testislerindeki geng
spermatidlerde TGF-B; mRNA eksprese edildigini belirtmesi bizim bulgularimizi
desteklemektedir.

Calismamizin 50 ve 75 giinliik deney gruplarindaki geng¢ spermatidlerde TGF-f;
immun boyanma yogunlugunun kontrol gruplarindan farkli olarak bu donemlerde
degismedigi ve aym siddette eksprese edildigi gézlenmistir. Baz1 arastirmacilar (12, 59,
81) TGF-B,’in yiiksek konsantrasyonunun spermatogenik hiicrelerde mitotik aktiviteyi
inhibe ettigini belirtmislerdir. Calismamizin 75 giinliik kontrol grubundaki geng
spermatidlerde TGF-f;’in siddetli immunreaksiyon gostermesi yukaridaki arastirmacilarin
belirttigi gibi bu hiicrelerde mitotik aktivitenin azaldigini, deney grubunda ise reaksiyon
siddetinin kontrole gére daha zayif olmasinin gen¢ spermatidlerde aktivitenin devam ettigi
sonucuna varilmasina neden olmustur.

Teerds ve ark. (7) Olaso ve ark. (9), ve Ingman ve ark. (11) puberte donemindeki
ratlarda sadece Leydig hiicrelerinde, eriskin donemdeki ratlarda ise hem Leydig
hiicrelerinde hem de olgun spermatidlerde TGF-f, ekspresyonu gozlemisler ve Leydig
hiicrelerindeki ekspresyonun yasa bagl olarak azaldigim bildirmislerdir. Sunulan
calismada TGF-f3; ekspresyonu Leydig hiicrelerinde ve olgun spermatidlerde
gozlenmistir. Tiim kontrol ve deney gruplarindaki Leydig hiicrelerinde TGF-f3,
ekspresyonu benzer yogunlukta gozlenirken, 75 giinliik kontrol ve deney gruplarinin
olgun spermatidlerindeki TGF-f, ekspresyon siddeti arasinda istatistiksel 6neme sahip
olmayan bir farklilik gostermistir. Her iki grupta da 75. giinlerde olgun spermatidlerde
TGEF-B, ekspresyonunun artmistir. Jung ve ark. (81) yaptiklar1 calismalarinda testislerde
olgun spermatidlerde TGF-f, ekspresyonunun yasa bagli olarak arttigini bildirmislerdir.
Calismamizdan elde edilen bulgu ile Jung ve arkadaslarinin bulgular1 arasinda benzerlik
bulunmustur.

Sonug olarak ¢alismamizdaki deney grubu testislerinde; tubulus seminiferus

kontortuslarin caplarinin kontrol grubuna gore daha biiyiik olmasi, tubuluslarda primer
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spermatosit yogunlugunun fazla olmasi, bununla birlikte TGF-f; ekspresyonunun Leydig
hiicrelerinde kontrol grubuna gire deney grubunda daha erken donemde gozlenmeye
baslanmasi, CAP uygulanan farelerin puberteye kontrol grubu farelerine gore daha erken

donemde girdikleri sonucuna varmamiza neden olmustur.
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