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ONSOZ

Ob geninin trettigi yag doku kaynakli bir molekiil olan leptin, 1994 yilinda
kesfedilmesinden bu yana lizerinde en fazla arastirma yapilan hormonlardan biri
olmustur. Yag dokusu ve merkezi sinir sistemi arasindaki sinyalizasyonu saglamast,
gida alim1 ve enerji tiiketimindeki rolii nedeniyle biiytik ilgi uyandirmistir.

Baslangicta bir tokluk faktorii olarak tanimlanan leptinin viicuttaki bir ¢ok
organ ve dokuda reseptorlerinin gosterilmesiyle, sadece gida alimi ve enerji
tilketiminin diizenlenmesinde gorev almadigi, biiyiime, gelisme, lireme, immun,
sempatik, endokrin ve gastrointestinal sistem gibi viicuttaki bir¢ok sistemin
fonksiyonlarinin diizenlenmesinde etkili oldugu belirlenmistir. Bu sebeple; farkli
doku ve organlarda leptinin fizyolojik ve patolojik rolleri 6grenilmeye
calisilmaktadir.
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OZET

Ob gen tarafindan kodlanan 16 kDa agirliginda bir hormon olan leptin hormonunun,
gida aliminin, viicut yapismin ve enerji tiiketiminin diizenlenmesinde rolii oldugu
bilinmektedir. Leptin reseptor ekspresyonu ince bagirsaklar da dahil olmak {izere
bircok dokuda gosterildi. ince bagirsaklarda leptin reseptdrii hakkinda ¢ok az bilgi
bulunmaktadir ve bu bilgiler ¢eliskilidir.

Calismamizda immunohistokimya boyama yontemi ile ince bagirsaklarda
leptin reseptor ekspresyonunun belirledik. Leptin reseptér ekspresyonu ince
bagirsagin villus ve Kript epitelinde ve duodenumun Brunner bezlerinde bulundu.
Kriptlerin dip kisimlarinda kuvvetli bir reaksiyon gozlenirken, kriptlerin diferensiye
hiicrelerin bulundugu {iist kisimlart ile villuslarda zay:1f bir reaksiyon belirlendi.

Ostrojen reseptdrlerini  igeren ince bagirsak dokularinda  dstrojen
hormonunun farkli fonksiyonlar1 etkiledigi bilinmektedir. Menopoz sonrasi sartlarin
oOlusturuldugu hayvan modeli olan ovariektomize edilmis ratlarin ince bagirsak
dokularinda leptin reseptdrii ilizerine 17 P estradiol (E2)’lin etkilerini ortaya
cikarmayr amacladik. Ovariektomize ratlarda Ostrojenin siireye bagl etkisini
gorebilmek icin her biri altt1 hayvandan olusan ii¢ kontrol (K18, K90, K162), ii¢
ostrojen (018, 090, 0162) grubu olmak iizere toplam alt1 grup olusturuldu. Kontrol
grubundaki ratlara 0,2 ml susam yagi, Ostrojen grubundakilere ise 25 pg 17 B-
Ostrodiol uygulandi. Ratlar 18., 90, ve 162. saatlerde servikal dislokasyon yontemiyle
oldiirtildii. Duodenum, jejenum ve ileum ornekleri alimarak immunohistokimyasal
boyama yontemi ile boyandi.

Ovariektomize ratlarda E2 uygulamalari, 90. saatte duodenumda ve
jejunumda (p<0.05), 18. saatte ileumun villus ve kript epitelinde (p<0.05) ve de 162.
saatte duodenumun villus epitelinde (p<0.05) leptin reseptor ekspresyonunu arttirdi.
Bu sonuglar gostermektedir ki gida alimi ve sindiriminden sonra glikoz ve diger
besin maddelerinin emildigi ince bagirsaklarda Ez, leptin reseptor ekspresyonunu
arttirarak sindirim, emilim ve mukus salgilanmasi gibi ince bagirsak fonksiyonlarini

diizenler.

Anahtar Kelimeler : Ostrojen, Leptin Reseptdr, Ovariektomize, Rat
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SUMMARY

Leptin, a 16 kDa hormone encoded by the ob gene, is known for its role in the
regulation of food intake, body composition and energy expenditure. Leptin receptor
expression has been showed in several tissues including small intestine. There is a
few data about the expression of leptin receptor in the small intestine and these data
are contradictory. In the present study we detected the expression of leptin receptor
in the small intestine using the methods of immunohistochemistry. Leptin receptor
expression was found in villi and crypt epithelium of small intestine and in brunner
gland of duodenum. While the strong reaction was essentially observed in base of the
crypt, weak reaction was determined in differentiated upper region of the crypt and
villi. Estrogen is known to influence different functions on the small intestine contain
estrogen receptor. We have aimed to elucidate the effects of 17 B estradiol (E2) on
leptin receptor in the small intestine of ovariectomized rats, a model of
postmenopausal condition. Ovariectomized rats were apportioned into three control
(C18, C90, C162) and three estrogen groups (E18, E90, E162) (n=6 each) to evaluate
time dependent effect of estrogen. 0.2 ml sesame oil to control group, 25 pg 17 B-
estradiol to estrogen group were administrated. Rats were Kkilled by cervical
dislocation at 18, 90 and 162 hours resprectiveley. Duodenum, jejenum and ileum
samples were removed and stained using immunohistochemistry. In ovariectomized
rat, E2 administrtion increased the leptin receptor expression on epithelium of villi
and crypt in duodenum and jejunum at 90 hours (p<0,05); and ileum atl8 hours
(p<0.05); and also on epithelium of villi in duodenum at 162 hours (p<0.05). These
results indicated that E2 may upregulate the expression of leptin receptor in small
intestine where glucose and other nutrients are absorbed after food intake and
digestion; and also regulate intestine fuctions like digestion, absorbtion and secretion

of mucin, in this wise.

Key Words : Estrogen, Leptin receptor, Ovariectomize, Rat



1. GIRIS

1.1. ince Bagirsaklar
Ince bagirsaklar mide ile kalin bagirsaklar arasinda kalan; gidalarin sindiriminin ve

emiliminin yapildig1 bagirsak bolimiidiir (1).

1.1.1. ince Bagirsaklarin Anatomisi

Insanda on iki parmak uzunlugunda oldugu igin on iki parmak bagirsag olarak da
isimlendirilen duodenum, ince bagirsaklarin ilk boéliimiidir (2). Midenin piloris
bolgesinden sonra gelen duodenum, karin duvarina dogru seyreder; karacigerin arka
yiiziinlii sag karin duvarina kadar izler ve burada geriye kivrilir; lumbal kaslarin
hizasma gelince orta hatta dogru bir kivrim daha yapar. Onde kolon transversusun
hizasina kadar gelir ve buradan sonra jejenum olarak devam eder. Ligamemtum
duodeno-kolikum aracilgiyla kolon desendens ile birlesir (3). Duodenumun
kivrintisina, dantel seklinde olan pankreasin bir kismi yerlesmistir. Pars
ekskretoryalarin birlesmesi sonucu sekillenen pankreasin biiyiik akitici kanali
duktus pankreatikus duodenumun baslangi¢c kismina agilmaktadir. Siganlarda safra
kesesi bulunmadigindan; karacigerde yapilan safra, duktus hepatikus ile dogrudan
duodenuma verilmektedir (4).

Jejenum, bagirsak lumeninin bos olmasi ya da igerisinde ¢ok az derecede
sulu besinlerin goriilmesi nedeniyle bos bagirsak olarak da adlandirilmaktadir (2).
Duodenumun bittigi yerden kisa ve ters bir “u” harfi yaparak baslayan jejenum, ince
bagirsaklarin en uzun boliimiinii olusturur (2, 4). Biiyiik bir kismi karin boslugunun
sag yarimindadir ve karnin ventral duvari ile temas halindedir (3). Jejenum, pilika
duodenokolika ile duodenumdan, ileosekalis denilen bant araciligiyla ileumdan
ayrilir (2). Jejenum uzun bir mezenterium ile asilidir (3) ve jejenum kivrimlart bu
mezenterium tarafindan bir arada tutulur (4).

Jejunumu takip eden ileum, ince bagirsaklarin en kisa boliimidir (3).
[leumun son kesimi kismen sekumun icine girer ve deligin cevresi sirkiiler bir kas
tabakastyla cevrilidir (2). ileosekal orifisium adi verilen bu bdlgede bir ganglion
bulunur (3).



1.1.2. ince Bagirsaklarin Histolojisi
Bagirsak boliimleri glandular bir mukozaya sahiptir. Mideden ince bagirsaklara
gegince mukoza kivrimlart seklindeki yiikselmelerle ince bagirsaklarin yiizeyi bir
hayli genisler. Bu mukoza kivrimlarina plika sirkiilaris veya Kerckring plika’lar1 ad
verilir (5). Ciplak gozle goriilebilen bu plikalar en ¢ok jejenumda gelismistir ve
karakteristik yapidadirlar. Duodenum ve ileumda da siklikla gériilmesine karsin,
onemli bir 6zellik gdstermezler (1). Ileuma gidildikge alcalan bu plikalarm lumene
bakan yilizeyleri duodenumda yaprak seklinde, ileuma dogru ilerledik¢ce parmak
bi¢imini alan, yaklasik 0.5-1.5 mm uzunlugunda makroskopik yapilarla donanmistir
(1). Bu mukoza ¢ikintilart villus intestinalis adini alirlar (5, 6). Tiire ve fizyolojik
aktivitelere bagli olarak villus intestinalislerin uzunlugu degistigi i¢in degisik
segmentlerin tammlanmasinda villus uzunlugu giivenilir bir 6zellik degildir (7).
Villus intestinalislerin uzun eksenleri dogrultusunda, emilen yaglarin lenf
dolagimina taginmasini saglayan ve luminal yiizleri epitel hiicreleri ile kaplh lenf
yarig1 (merkezi kilus kanali ) bulunur (5).

Ince bagirsak duvar1 3 tabakadan olusur. 1-Tunika mukoza, 2-Tunika

muskularis, 3-Tunika seroza (5, 6, 7).

1.1.2.1. Tunika Mukoza
Tunika mukoza ince bagirsakta 4 laminalidir (6).

Lamina Epitelyalis:
Lamina Epitelyalis ince bagirsagin i¢ yiizii, dolayisiyla villus ve plikalarin tizeri tek
katli prizmatik hiicreler ve bunlarin arasinda bulunan goblet (kadeh -mukus)

hiicrelerinden olusur (5, 6).

Emilim Yapan Prizmatik Hiicreler

Emilim yapan prizmatik hiicreler, hiicrenin tabanina yakin yerlesmis oval bir
cekirdege ve cizgili kenar (firgamsi kenar) olusturan belirgin mikrovilluslara
sahiptir. Hiicre sitoplazmasinin apikalinde yaklagik Ipm uzunlugunda 0.5 pm
capindaki silindirik ¢ikintilar halinde bulunan, aktin mikroflamanlari ile diger hiicre
iskeleti proteinlerinin olusturdugu bir niiveyi saran hiicre membranindan meydana
gelirler. Emilim yapan hiicrelerde ortalama 3000 mikrovillus belirlenmistir.

Mukozanin 1 mm*’inde bu yapilarin sayist 200 milyonu bulur. Mikrovilluslar



bagirsak yiizeyi ile besinler arasinda iligki yiizeyini oldukc¢a artirdiklari igin 6nemli
fizyolojik isleve sahiptir (1, 7).

Elektron mikroskobunda, mitokondrilerin bazal bdlgede ¢ekirdegin
yakiinda bulundugu; apikal sitoplazmanin ise terminal web ve trigliserid sentezi
icin gerekli olan graniilsiiz endoplazma retikulumu igerdigi goriilmektedir. Ayrica
emiilsiyon halindeki yaglarin silomikrona donistiiriilmesinde ve sindirim
enzimlerinin salgilanmasinda gorev alan gelismis bir golgi kompleksine sahiptirler.
Serbest ribozomlar ve graniillii endoplazma retikulumu ise hiicrenin bazal kisminda

bulunmaktadir (7).

Goblet (kadeh) hiicresi

Prizmatik hiicreler arasina dagilmis olan goblet hiicrelerinin sayisi ince bagirsagin
distal bélgesine dogru artig gosterir (7, 8). lleumda duodenumdan 2-3 kat daha fazla
goblet hiicresi bulunmaktadir. Villuslarin ug¢ kisimlarinda goblet hiicrelerinin
say1sinin azaldig goriiliir (7).

Hiicrenin mukus damlaciklardan dolayr apikal bolgesi siskinlesirirken;
cekirdek ve sitoplazmanin geri kalan kismi dar hiicre tabanina sikismis durumdadir
ve tipik bir kadehi andirmaktadir (7). Goblet hiicreleri asit mukopolisakkarit
yapisinda mukus salgilar; bu mukus bagirsak mukozasini kayganlastirict ve

koruyucu bir yiizey olusturur (6).

M (membranéz epitel-mikro katlanti) Hiicresi

Payer plaklarindaki lenf folikiillerinin {izerini ince bagirsaktaki prizmatik epitel
hiicrelerine esdeger M hiicreleri kaplamaktadir (1, 9). Bu hiicrelerin &zelligi
cukurcuklar olusturan c¢ok sayida bazal zar girintileri gostermesidir. Bu
cukurcuklarda intraepiteliyal lenfositler ve antijen-sunan hiicreler (makrofajlar)
bulunurlar (1, 5, 10).

M hiicreleri, intraepiteliyal hiicreler (lenfositler) ve makrofajlar1 da igeren
epitel ortist, folikiille olan iliskileri de dikkate alinarak, folikiille iliskili epitel
(follicle-associated epitelyumium-FAE) adint alir (5). M hiicreleri makro molekiiler
diizeydeki intraluminal antijenleri luminal yiizeylerinden alip, vezikiiler halde dar
olan sitoplazmalarindan gegirerek (transitozis) bazal yiizlerinden lamina propriadaki
makrofajlara ve lenfoid hiicrelere sunarlar; sonugta bu bolgedeki lenf folikiillerinin

germinal merkezlerindeki plazmasitlerden IgA yapimi gergeklestirilir (1, 5, 10).



Lamina Propria

Lamina propriya villuslarin esasini sekillendirir ve Lieberkiihn kriptlerini ¢evreler.
Kollajen iplikler yaninda elastik ve retikulum ipliklerini de igeren gevsek bir bag
dokudan meydana gelir. Bu yogun iplik ag1 igerisinde, kan ve lenf damarlari, sinir
telleri, 16kositler, fibrositler, diiz kas hiicreleri, plazma hiicreleri ve mast hiicreleri
bulunur (1, 5, 6, 7). Birgok evcil tiirtin bagirsak mukozasinda globuler 16kositlere
rastlanmaktadir. Bu l16kositler, kii¢iik bir ¢ekirdegi cevreleyen, iri eozinofilik
globuler materyaller igerir. Fakat bu l6kositlerin fonksiyonlari bilinmemektedir (7).

Lamina propriada yer yer lenfosit infitrasyonlarina ya da lenf folikiillerine
rastlanir. Lenf folikiilleri ¢ogu kez submukozadan buraya dogru yayilirlar. Bunlar
ya tek tek (soliter lenf folikiilleri) ya da gruplar (agregat lenf folikiilleri- peyer
plaklari) halindedir (5). Lenf folikiillerinin sayis1 ileuma dogru artar. Lamina
propria icinde tek lenf folikiilleri oOzellikle bezlerin g¢evresinde goriiliir. Peyer
plaklar1 ise ileumda, mezenterin yapistigi duvarin karsi boliimiinde yer alir. Peyer
plaklarinin bulundugu bolgede villus ve kript yoktur ve bagirsak duvari ile lenfoid
doku arasinda yiizey epiteli bulunur (6). Peyer plaklart o6zellikle genglerde
mukozayr kubbelendirir buna “dom bolgesi” adi verilir (5). Karnivorlarda
midedekine benzer bir yapida stratum kompaktum Kriptlerin tabani ve lamina
muskularis arasinda bulunabilir (7, 10). Villusun lamina propriasinin merkezinde
kilus kanal1 olarak adlandirilan tek bir lenfatik kapillar bulunur. Bu damar villusun
uc kisminda kor bir terminal sona sahiptir ve villusun tabaninda bir pleksiis yapan
lenf damarlarindan koken alir. Bu bazal pleksiis, intestinal kriptleri ve lenf
folikiillerini ¢evreleyen daha biiyiik bir pleksiise sebep olur (7).

Lamina propria igerisinde villuslarin tabanina agilan basit tubuler intestinal
bezler (Lieberkithn kriptleri), yer alir (10). Lieberkiihn kriptlerini degisik hiicre
tipleri olusturur (5, 6, 10). Bu hiicreler emilim yapan prizmatik hiicreler, goblet
hiicreleri, Paneth hiicreleri, matriks Thiicresi, enterokromaffin hiicre ve

enteroendokrin hiicrelerdir (10).

Emilim Yapan Prizmatik Epitel Hiicresi
Yiizey epitel hiicrelerinin kript i¢indeki benzerleridir. Ancak kript igindeki bu
hiicrelerin mikrovilluslar1 daha kisa ve daha azdir. En ¢ok Kriptin orta boliimiinde

bulunurlar (6).



Goblet (kadeh) Hiicresi
Kriptleri olusturan epitel hiicresi arasinda yer yer goblet hiicrelerine rastlanir (5).
Bu hiicreler ozellikle kriptin orta bolimiinde yogunlasirlar. Goblet hiicrelerinin

say1st duodenumdan ileuma gittik¢e artarken; emilim yapan hiicrelerin sayist azalir

(6).

Matriks (indiferensiye epitel) Hiicresi

Kriptlerin dip kisminda bulunan, diizensiz kiibik big¢imli, kriptlerdeki diger
hiicrelerin kaynagini olusturan hiicrelerdir (6). Cok aktif mitotik bdliinme
yeteneginde olan bu hiicreler mitozla g¢ogaldiktan sonra kriptteki herhangi bir
hiicreye diferansiye olabilirler (5, 6). Bu hiicreler viicudun en hizli ¢ogalan
hiicreleridir (6). Yeni olusan hiicreler kriptlerin ve villuslarin bazal membran
boyunca yukart dogru kayar ve villuslarin u¢ kismina kadar yayilir (5, 7). Yukar
go¢ sirasinda hiicre, yapisal ve enzimatik gelisimini tamamlar (6). Villuslarin ug
kismindaki diferensiye olmus bir hiicrenin yasam siiresi yaklasik 36-48 saat
kadardir. Olen hiicreler lumene atilirlar ve yerlerini siirekli olarak kript tabanindan
cogalarak gelen hiicreler alirlar. Boylece kriptlerin dip kismindan villuslarin ug

kismina dogru siirekli bir hiicre akimi olur (5, 7).

Paneth Hiicresi:

Kriplerin dip tarafinda ¢ok az sayida bulunan piramit sekilli, asidofilik graniil iceren
hiicrelerdir (5, 6, 7). Ozellikle, ruminant, atlar, ve insanlarda (10) bulunur; etcillerde
¢ok az domuzda ise yoktur (5). Cekirdek ve hiicre apikali arasinda lokalize olmusg
belirgin asidofilik graniillere sahiptirler. Bu hiicrelerin bazal kisimlar1 ise bazofilik
boyanmaktadir (10).

Enzim iireten hiicrelerin karakteristik 6zelliklerine sahiptirler. Antibakteriyel
bir igerik olan peptidaz ve lizozim salgilarlar. Bu hiicreler peptidazin
aktivasyonunda Onemli oldugu bildirilen ¢inko da ig¢ermektedir (7). Kimusun
(kismen sindirilmis kimyasal besin bilesimi) asitlik durumu bagirsak igerigi ile
alkalilestirildiginde mide igeriginin bakterisid etkisi azalir Bu durumda bakterilere
karst lizozim ile denge saglanmaya calisilarak mikrobiyal bagirsak florasi korunur

(5). Bu hiicrelerde mitoz bdlinme goriilmez, ¢ogalan indiferensiye hiicrelerin



yukartya gbog¢ etmeyip yerlerinde kalanlarin farklilanmasi ile olusurlar. Ortalama

Omiirleri 30 giindiir (6).

Diffuz Noroendokrin Sistem (DNES - Enteroendokrin - APUD) Hiicreleri

Mide bagirsak kanalinin hemen biitiin boliimleri boyunca mukoza i¢ine dagilmus,
degisik peptidler iireten hiicrelerdir (6). Sindirim sisteminin polipeptid salgilayan
hiicreleri 2 tiptir. Agik tip hiicrenin apikalinde mikrovilluslar vardir ve organin
lumeniyle temas halindedir. Kapal: tip hiicrenin u¢ kismu diger epitel hiicreleri ile
ortiiliidiir. Ince bagirsakta acik tip endokrin hiicreler emilim yapan komsu
hiicrelerden daha ince bir goriinimdedir; hiicrelerin apikalinde diizensiz
mikrovilluslar ve sitoplazmasinda kiigiik salgi graniilleri bulunur. Sindirim
kanalindaki kimyasal igerigin agik tip hiicrelerin mikrovilluslarimi etkileyebilecegi
ve boylece hiicre salgisinda bir artisa yol agabilecegi ileri stiriilmiistiir (1).

Bu hiicrelerin salgiladigi ¢ok sayidaki enterohormon sindirim olaylariminda
diizenleyici role sahiptir (5). Gastrik ve pankreatik salgilarin salinimini, bagirsak
hareketlerini ve safra kesesinin kasilmasi gibi olaylar1 kontrol ederler (tablo 1) (1,
9). Enteroendokrin hiicreler uyarildiklarinda salgilarini  ekzositoz yoluyla
saliverirler. Salinan bu hormonlar ise parakrin (lokal) veya endokrin etki gosterirler
(2).

Diffuz Noroendokrin Sistem hiicrelerinin bir ¢ogu biyojenik monoaminlerin
oncii yapilarini alip dekarboksilasyon islemi yapmaktadirlar ve bu nedenle Amine
Precursor Uptake and Dekarboxylation (APUD) hiicre serisi olarak adlandirilan
biiytlik bir hiicre grubunun bir kismini olusturduklar: diisiiniilmektedir. APUD hiicre
tipleri gastrointestinal kanal (mide, incebagirsak ve kalin bagirsak), solunum

sistemi, pankreas ve tiroid bezlerinin epitelinde bulunurlar (9).



Tablo 1.1. Diffuz néroendokrin sistem hiicrelerinin; tipleri, yerlesimleri, iirettikleri

hormonlar ve baslica etkileri

Hiicre tipi ve yerlesimi

Uretilen hormon

Baslica etkisi

A-mide Glukagon [Hepatik glikojenoliz
G-pilor Gastrin Gastrik asit  sekresyonunun
uyarilmast
S-ince bagirsak Sekretin Pankreas ve safra yoluyla
bikarbonat ve su sekresyonu
[K-ince bagirsak Gastrik inhibitor|Gastrik  asit  sekresyonunun
polipeptid |inhibisyonu

|L-ince bagirsak

Glukagon-benzeri

(glistentin)

madde[Hepatik glikojenoliz

I-ince bagirsak

IKolesistokinin

Pankreatik enzim sekresyonu,

safra kesesi kontraksiyonu

D-pilor, duodenum Somatostatin Diger endokrin  hiicrelerin
Jlokal inhibisyonu

[Mo-ince bagirsak [Motilin Bagirsak motilitesinin
artirilmast

EC-sindirim kanali Serotonin, substans P Bagirsak motilitesinin|
artirilmast

D1-sindirim kanal1 \Vazoaktif intestinallilyon ve su  sekresyonu,

polipeptid bagirsak motilitesinin
artiritlmasi

Gastrointestinal ~ endokrinoloji  bilgileriyle  hala  bazt  olaylarin

aciklanamamasina karsin, sindirim sistemi etkinliginin sinir sistemi tarafindan

kontrol edildigi, lokal olarak salinan peptid hormonlarinin olusturdugu karmagsik ve

etkin bir sistem tarafindan diizenlendigi agiklik kazanmistir (1).



Lamina Muskularis

Lamina propria ve submukozay: birbirinden ayiran igte sirkiiler, dista longitudinal
seyirli ince diiz kas tabakasidir. Bu tabakadan ayrilan diiz kas hiicreleri villus
icerisine uzanir. Kaslar arasinda elastik ipliklerde bulunur. Bu kas hiicrelerinin
kasilmasi villuslarin lateral hareketinden sorumludur ve villusun kisalmasina neden
olur. Kas kontraksiyonu ayni zamanda kilus kanalindaki lenf sivisinin asagida
bulunan lenf pleksiisiine pompalanmasina yardimei olur. Submukozadaki arteriyel
pleksiisten tek bir kol lamina muskularise uzanir ve yiizey epitelinin hemen altinda
arteriyovenular halka ve kapilar bir ag sekillendirerek villus icerisinde seyreder.
Sindirim aktivitesi sonucunda vaskuler ag kanla dolar ve villusun genislemesine
neden olur. Kas kontraksiyonu esnasinda vilus kisalirken, kan disart pompalanir.
Bundan olayr villus, genel dolasima kani ve lenfi tasiyan bir pompa istasyonu

gorevi goriir (7).

Submukoza
Cok sayida kan ve lenf damarlari igeren, yer yer yag hiicrelerinin bulundugu gevsek
fibr6z bag dokusundan olusur (6, 11).

Submukozada ayrica, Payer plaklar1 ve soliter lenf folikiilleri bulunur.
Soliter lenf folikiilleri ince bagirsak boyunca bulunur, agregat lenf folikiilleri
iseince bagirsagin her ii¢ boliimde de yer almasina karsin, Ozellikle ileum igin
karakteristik bir 6zellik gosterir (6, 7).

Submukozada sadece duodenumun ilk bdlimlerinde tubulo-alveolar bezler
yer alir (5, 10). Duodenumun belirleyici Ozelligi olan bu bezlere glandula
duodenalis ya da Brunner bezleri adi verilir (5, 7, 9). Duodenum bezlerinin en
o6nemli gorevi, duodenal mukozayr mide igeriginin kuvvetli asindiric1 etkisinden
korumaktir. Bu gorev, mideden duodenuma giren asidik nitelikteki kimusu nétralize
eden ya da tamponlayan alkalin mukus ve bikarbonat iyonlarini salgilama yolu ile
yapilir. Duodenum bezleri salgilarini, asidik Kimusun lumene girisi ve vagus
sinirinin  parasempatik inervasyonu sonucu lumene bosaltirlar (9). Boylece
duodenumun miikoz zar1 asit mide igeriginin etkilerinden korunmasinin yani sira,
ince bagirsak icerigini pankreatik enzimin etkisine uygun pH’ya gelmesi saglanir
(1, 6). Ayrica duodenal bezler bir polipeptid hormon olan urogastron (epidermal
biiytime faktorii) yapimiyla da midede HCI salgilanmasini engeller ve ince bagirsak

epitel hiicrelerin proliferasyona neden olur (5, 6, 9). Bu bezlerin tek kath prizmatik



epitelle doseli akitict kanallar1 lamina muskularisi gegereklamina propriya uzanirve
villuslarin dip kisimlarina agilirlar (5, 6). Bu kanallar1 olusturan hiicreler, agik

renkte boyanan sitoplazmalari ile kolaylikla kripteki diger hiicrelerden ayrilabilirler

(5).

1.1.2.2. Tunika Muskularis:
Icte sirkiiler, dista longitudinal seyirli diiz kas tabakasidir. Bu iki kas tabakasmin

arsinda yer alan gevsek bag dokusu miyenterik pleksus igermektedir (5-7).

1.1.2.3. Tunika Seroza:
Gevsek bag dokusu yapisindaki subseroza ve onu da c¢evreleyen tunika seroza
organt distan sarar. Peritonun visseral yapragi olan tunika seroza, mezenter ile

baglant1 yerinde mezenter tizerine gegerek devam eder (5, 6).

1.1.3. Ince Bagirsaklarin Histofizyolojisi

1.1.3.1. Motilite

Bagirsak icerigi, bagirsak hareketleri ile karigtirilir, hareket ettirilir ve ileriye
stirtiklenir. Tunika muskularisin sirkiiler kas katmaninda sirkiiler kasilma vardir. Bu
kasilmalar itici gii¢ degildir; bunlar igerigi karistirir, sindirim ve emilimi
kolaylastirir. Sirkiiler kas katmanindaki sirkiiler kasilmay takiben, longitudinal kas
katmaninin kisalmasi seklinde meydana gelen Peristaltik hareket luminal igerigi
ilerletir. Peristaltik kasilmalarda ekstrinsik innervasyondan ziyade tam bir intrinsik
sinir destegi (submukozal ve pleksus miyenterikus) dnemli rol oynar (10).

Diiz kaslar kasilmaya yanit olarak bagirsak kanal duvarini uzatir (miyenterik
refleks). Normal peristaltik hareketler yavas olarak materyallerin yeterli emilimini
gerceklestirir. Asirt kas kasilmalart (peristaltik hizli hareketleri) bagirsaktan gegisi
hizlandirir ve bunun sonucunda diyare, emilim ve sindirim bozukluguna neden
olabilirler (10).

Ekstrinsik sinir destegi, intrinsik bagirsak aktivitesinin siddetine ve sikligina
etki eder. N. vagus bagirsak diiz kas aktivitesini artirirken; sempatik uyarimi azaltir
ya da tamamen engeller. Cesitli bolgelerin duyusal uyarilari bagirsaklari inhibe

edebilir. Bagirsagin herhangi bir boliimi gerildiginde (intestinointestinal inhibitor
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refleks) bagirsak hareketleri durabilir. Travma, peritonitis, tikanma ve operasyon da
bagirsaklarda ki peristaltigi durdurabilir (10).

Intestinal uyar1 mideye gida girdiginde ya da ince bagirsaklara kimus girdigi
zaman meydana gelir (gastrointestinal tetikleyici refleks). Gastrin ve kolesitokinin

intestinal motiliteyi uyarirken; sekretin engeller (10).

1.1.3.2. Sindirim ve Emilim
Besin maddelerinin sindirimi ve bu maddelerin daha sonra emilerek viicuda
alinmasi ince bagirsaklarin en 6nemli fonksiyonudur (10).

Ince bagirsagin submukozal bezleri ve kriptleri doseyen hiicreler ve goblet
hiicreleri, su, elektrolit, musin, immunglolobulin A ve enzim gibi ¢esitli bagirsak
salgilarini ince bagirsak lumenine salgilarlar. Mekanik ve kimyasal uyaranlar
bagirsak sekresyon artisinda etkilidir. Sekretin ve kolesitokinin bagirsak
submokozal bezlerinini uyarir. Kopeklerde ince bagirsak ekstratinin igerdigi bir
madde olan enterokrinin de sekresyonu uyarabilir (10).

Sindirim olayi, gidalarda bulunan yasam igin gerekli maddelerin, mekanik
ve kimyasal olaylara katilarak, mide-bagirsak kanalinin duvarindan viicut sivilari
olan kan ve lenfe ge¢mesidir. Mekanik olaylar belli kaslarin kasilimi ile olur.
Kimyasal olaylar az veya ¢ok 6zel enzimler ile gergeklesir. Lamina epiteliyalis ve
pankreas hiicrelerinin igerdigi, sindirime katkida bulunan pek ¢ok enzim bu
hiicrelerin parcalanmasi ile lumene bosalir. Baz1 enzimler (sukraz,laktaz, maltaz ve
aminopeptidaz) bagirsak lumenine salinmaz; hiicrelerin firga kenar olusturdugu
plazma membraninda 6nemli bilesenler olarak kalirlar ve besinlerin emilim 6ncesi

sindirimlerinde rol oynarlar (12, 13).

Karbonhidratlarin Sindirimi ve Emilimi

Normal besin maddelerinde sakkaroz, laktoz, nisasta olmak ftizere ii¢ biiyiik

karbonhidrat kaynagi vardir. Bunun disinda daha az olarak alinan glikojen, alkol,

laktik asit, piriivik asit, pektinler, dekstrinler diger karbonhidratlardir.
Karbonhidratlarin (polisakkaritler) sindirimi parotis bezinden salgilanan

pityalin (o-amilaz) enzimi ile agizda baslar. Besinler mideden duodenuma

bosaldiktan sonra, pankreas sindirim enzimleri ile karisir; amilaz enziminin

etkisiyle de disakkaritlere kadar yikimlanir (5). Disakkaritler bagirsak mukoza
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hiicrelerinin lumene yonelik yilizeyindeki sindirim enzimleriyle monosakkaritlere
parcalanirlar (5, 13).

Bakterilerce olusturulan fermentatif sindirimde ise parcalanma daha da
ilerletilir ve ugucu yag asitleri meydana gelir. Bunlarin ¢ogunlugunu asetik,
propiyonik ve butirik asitler olusturur (13).

Insanlarda seliilozu sindiren enzim bulunmamaktadir. Sicanlarda ise
seliilozun son sindirimi sekumda gergeklesir (4).

Karbonhidratlarin tiimii monosakkarid seklinde emilir (12, 14, 15), ancak
¢ok az miktarda disakkaridler de emilebilmektedir (12).

Monosakkaridler kolaylastirilmis diflizyon ile emilirler (10). Glikoz
(galaktoz da), epitel hiicrelerinin firgamsi kenarinda bulunan tasiyict protein ve
sodyum aracifiyla hiicre ic¢ine tasinir. Tasiyict proteinin, glikoz ve sodyum
iyonunun baglanabilecegi birer reseptorii vardir. Hiicre disi ile iginde farkli
konsantrasyonda olan sodyum, hiicre igine difiize olurken glikozu da birlikte
stiriikler boylece glikoz tasinmasi i¢in gerekli enerjiyi saglar. Bu olaya sodyumun
ko-transport’u ya da glikozun sekonder aktif transportu adi verilir (12). Hiicre i¢ine
giren monosakkaridler, hiicrenin bazal yiiziinden intersitisyuma ve kan kilcallarina
difizyonla gegerler; vendz kan damarlartyla da vena porta’ya taginirlar (5). Fruktoz
ise portal vene ge¢meden Once, epitel hiicrelerinde 6nce fosforile olur, sonra da

glikoza cevrilir ve nihayet epitel hiicresinden kana verilir (12).

Proteinlerin Sindirimi ve Emilimi
Proteinler birbirine, peptid baglariyla bagli uzun aminoasit zincirlerinden ibarettir
(12).

Proteinlerin sindirimi midede baslar ve ince bagirsaklar boyunca siirdiiriiliir
(13). Protein ve peptidler mide ve pankreas enzimleri ile hidroklorik asit tarafindan
sindirilir (10).

Midede proteinlerin sindirimi prensipal hiicrelerden salgilamnan pepsinojen
ile saglamir. Onciil bir enzim olan pepsinojen midenin asit ortamina salgilandiktan
sonra hizli bir sekilde aktif bir proteolitik olan pepsine doniisiir (1). Pepsin
genellikle diyetteki gesitli proteinlerin tiimiinii sindirebilir (12). Pepsinin proteinler
tizerine etki gosterebilmesi i¢in mide sivisinin asitli olmasi gerekir. Mide asidinin
duodenumda safra ve pankreasin HCO3', tarafindan nétralize edilmesi ile pepsin

kismen inaktive olur (15). Proteinler mideyi terk ettikleri sirada baslica pepton,
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proteos ve biiylik polipeptidler halinde bulunular. Kismen sindirilmis bu triinler
bagirsaga geger gegmez pankreastan gelen tripsin, kimotripsin ve karboksipeptidaz
enzimlerinin etkisiyle karsilagir. Tripsin ve kimotripsin protein molekiillerini kiigiik
polipeptidlere ve dipeptidlere pargalayabilir. Villus epiteline ulasan dipeptidlerin
kalan baglart pankreatik karboksipeptidaz ve bagirsak mukozasi tarafindan tiretilen
aminopeptidaz enzimlerince hidrolize edilir. Peptidlerin son olarak aminoasitlere
parcalanmasi ise dipeptidazlar tarafindan gergeklestirilir (12, 15).

Aminoasitlerin emilimi mikrovilluslarin bulundugu apikal yiizde olur (13).
Aminoasitlerin ~ bagirsak ~ mukozasindan  emilimi  bagirsak  liimeninde
sindirilmelerinden ¢ok daha hizlidir ve aminoasitler bagirsak igeriginde
toplanmaksizin dogrudan aktif tasima ile bagirsak epitel hiicrelerine alinir (5, 12).

Aminoasitlerin bagirsak limeninden mukoza hiicrelerine taginimlarindan
Na+ ko transport sistemleri sorumludurlar (12, 15). Glikoz taginmasinda oldugu
gibi tasiyici protein hem sodyum hem de aminoasit i¢in reseptore sahiptir ve her
ikiside reseptore baglandiginda iKisini de hiicre igine tasir (5, 12). Boylece hiicre
icinde aminoasit konsantrasyonu yiikselir ve daha sonra bu aminoasitler hiicrelerin
bazal yiizlerinden kolaylastirilmis difiizyonla portal dolagima geger (5,12,15).

Yeni doganlarda ve siit emen yavrularda protein molekiilleri biitiin olarak
biiyiik partikiiller halinde pinositozla sitoplazmaya almabilirler (5). Ozellikle kuzu,
oglak, buzagi, tay, kopek ve domuz yavrulart gibi hayvan tiirlerinde kolostrumdaki
immunglobulinler, dogumdan hemen sonra emilebilirler (10, 13). Ancak daha sonra
bu tiir emilim miimkiin olmaz, bagirsak hiicresine almma gittik¢e azalir ve

dogumdan 24-36 saat sonra tamamen durur (5).

Yaglarin Sindirimi ve Emilimi:

Diyetteki yaglarin biiylik bolimi trigliserid olarak da bilinen noétral yaglardir.
Trigliseridler, gliserinin ii¢ yag asitiyle olan esterleridir ve suda hemen hig
erimezler (12, 13, 16).

Besinlerle alinan yaglar neredeyse higbir isleme ugramadan ince bagirsaga
gelir ve yag sindirimi, ince bagirsaklarda (duodenumda safra ve pankreas salgisinin
dokiildiigi yerde) baslar. Bagirsakta yag sindiriminde rol oynayan iki 6nemli faktor
bulunur (14):

1) Safra salgisi

2) Pankreas lipazi
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Safra salgisinin i¢indeki safra asidi ve tuzlari, yaglarin yiizey gerilimini
azaltarak, bliylik yag damlaciklarinin ince bagirsagin karistirict hareketleriyle kiiciik
damlaciklar halinde dagilmalarim saglar (10, 13, 14). Bu durum, enzimlerin yag
molekiillerine daha iyi etkimesine yol agar (14).

Duodenumda safra tuzlarinin etkisiyle kii¢iik damlaciklar haline getirilmis
olan yag molekiilleri, pankreatik lipaz tarafindan parcalanir (14). Yaglarim mekanik
olarak emiilsiyon haline gelmelerini saglayan yag-su ara yiiziinde, lipazlar
aktiflesirler. Lipaz trigliseridlere, diger yaglara (mono ve digliseridlere) gore daha
hizli ve oncelikli etkime egilimindedir (14). Trigliseridlerin gogu serbest yag asitleri
ve monogliseridlere parcalanirlar. Cok kiiciik bir bolimii de sindirilmeden

digliserid halinde kalir (5, 12).

(Safra+ Calkalama) Pankreas Lipaz1

-

Yag---------------m--- >emiilsiyon halinde yag ----------------- >yag asitleri ve
monogliseridler (12).

Trigliseridlerin serbest yag asitleri ve monogliseridlere pargalanmasindan
sonra bu maddeler safra asitleriyle birleserek 20 angstrom c¢apindaki kiigiik
miselleri  sekillendirir. Cok sayidaki misel, mikrovilluslar yoluyla apikal
sitoplazmaya gecer (5, 10). Bu hiicre igine gegis 1siya bagli olmaksizin basit
diflizyonla enerji gerektirmeden gergeklesir (13). Yaglarin emilimi kimusun
jejenumun sonuna ulagmasi ile tamamlanir. Fakat safra tuzlar1 misellerden ayrilarak
ileumdan emilirler (Na+ beraber ikincil aktif tagtmim) (13, 15).

Bagirsak hiicresine almman yag asidi ve monogliseridler, graniilsiiz
endoplazma retikulumuna girerler ve ¢ok enzimli karmasik bazi reaksiyonlar
sonucunda yeniden trigliserid bi¢ciminde esterlestirilirler (5, 10, 12, 13, 15).

Bagirsak epitel hiicrelerinde trigliserid sentezinden sonraki asama, lenf
yollarina gececek olan silomikronlarin olusumudur. Silomikronlarin esasini
trigliseridler olusturur; bununla birlikte %7 oraninda fosfolipid, %7 oraninda
kolestrol ile %1 oraninda da protein igerirler. Trigliseridler graniilsiiz endoplazma
retikulumundan golgi kompleksine taginir ve burada etrafi bir membranla sarilir, bu
sekilde olusan bu silomikronlar lateral hiicre duvarindan interseliiler araliga verilir.
0.5 mikron ¢apindaki silomikronlar interseliiler aralifin bazal boliimiine gegerek
lamina propria igindeki ince duvarli lenf kilcalina (merkezi kilus damarina) ve
oradan da lenf dolagimina ulasirlar. Mezenteriyel lenf diiglimlerinden gegerek lenf

dolagiminda ilerleyen silomikronlar, duktus torasikus yoluyla V. Jugularis ve V.
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Subklavya’nin bulundugu yerde ven dolasimina karisirlar. Gidalardaki yaglarin
hemen tamami emilerek lenfe karistiklar1 halde, bunlarin ¢ok kii¢lik bir oranini

olusturan kisa zincirli yag asitleri dogrudan V. Porta dolagimina gegerler (5).

Suyun, Mineral ve Vitaminlerin Emilimi

Su, intestinal membrandan tamamen difiizyon islemiyle tasinir. Bu difiizyon genel
osmoz yasalarina uygun olarak gelisir; kimus diliie oldugu zaman, su bagirsak
villuslarindan kana geger (13).

Insanda ve tiim omnivorlarda duodenunda sindirim kanalina salgilanan su,
emilen miktara az ¢ok esittir. Bu nedenle duodenumde net emilimden pek soz
edilmez. Su emilimi en ¢ok jejenumda gergeklesir. Bunu sirasiyla ileum ve kolonlar
izler (12).

Erimis maddeler bagirsak liimeninden emildik¢e, kimusun osmatik basinci
azalir. Fakat su, bagirsak kanalinda kolayca diflize oldugu i¢in (epitel hiicreler
arasinda “sik1 baglantilar” denen interselliiler porlardan su ge¢mektedir), iyonlar ve
besin maddeleri ile birlikte su da emilmektedir. Bu yolla kimus bagirsak kanalini
gecerken, sadece iyon ve besin maddeleri degil, suyun %99 kadar1 da emilir (13).

Ote yandan, su aksi yonde, plazmadan kimusa gecebilir. Bu durum, 6zellikle
mideden duodenuma hiperosmatik eriyikler gectigi zaman goriiliir. Genellikle,
dakikalar iginde, osmozisle yeterli miktarda su gegerek kimusu plazma ile
izoosmatik duruma getirir. Bu nedenle kimus, ince ve kalin bagirsaklari gegisi
sirasinda hemen hemen izoosmatik durumda tutulur (13).

Ince bagirsaklardan diger besin maddelerinden safra tuzu, Na®, H*, HCO3,
Ca™, CI', PO4?, SO42 ve Fe™" emilir. Duodenumdan safra tuzu, B12 Vitamini ve

H*; ileumdan ise siilfatlar emilmez (10).

1.1.3.3. Savunma Sistemi

IgA olduk¢a genis mukozal yiizeye sahip mide-bagirsak kanalininda
mikroorganizmalara karst ilk savunma hattin1 olusturur. Diger bir koruyucu
mekanizma hiicreler arasi siki baglantilardir. Bu baglantilar ile birlikte antikor
salgilayan plazma hiicreleri, makrofajlar ve c¢ok sayidaki lenfositler savunma
sistemini olusturur. Bu hiicrelerin hepsine birden sindirim sistemi ile iliskili lenfatik
doku(gut-associated lymphatic tissue-GALT) denir (1). Inteferon da epitel hiicreleri

mikroorganizma girisine karst bir engel olusturur. Koruyucu bariyeri
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gastrointestinal kanalda mukoza ve submukozada yerlesmis lenf folikiilleri
destekler. Asit pH’daki mide 6zsuyu, mikroorganizmalar {izerine bakterisid etki
yapar. Safra sivisi entero-patojen viruslar1 inaktive eder. Bagirsak salgisinin asil
unsuru olan laktoferrin bakteriyostatik etkiye sahiptir. Fizyolojik bagirsak florasi da

¢ogu kez patojenik etkenlerin yerlesmesini onler (5).

1.2.Leptin
Leptin (Ob), ilk kez 1994 yilinda Zhang ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanan ve
Yunanca’da leptos, “ince” kelimesinden tiiretilen, 16 kDa agirhiginda 167

aminoasitten olusan bir hormondur (17).

1.2.1. Leptinin Yapisal Ozellikleri

Leptin, Ob (obezite) geni tarafindan tretilmektedir (17). Ob geni Siganlarin 6.
kromozomunda bulunmaktadir. Bu gen iki intron kisimlari ile ayrilan, {i¢ ekzondan
(ekzon 1, ekzon 2, ekzon 3) olusmaktadir. Ob genini kodlayan bdlge 2. ve 3.
ekzonda bulunur ve bu ekzonlar glutamin-49 ile serin-50 kodonlar1 arasina yerlesik
olan 2,3 kb intron tarafindan ayrilir (18, 19). Ob geni insanlarda ise 7. kromozomun
uzun kolunun 3. bolgesinde (7g31) bulunmaktadir (20, 21). Bu gen yaklasik olarak
20 kb bir alan kaplar ve kemirici hayvanlarda oldugu gibi ii¢ ekzon ve bunlar
ayiran iki introndan meydana gelir (20, 22). Bu ekzonlardan 2. ve 3. sii 167
aminosaitlik pro-hormon formu ig¢in kodlanmis bolge ihtiva etmektedir.
Translasyondan sonra olusan 167 aminoasitten, 21 aminoasitlik sinyal zincirinin,
leptinin hiicreden salinmadan 6nce ayrilmasiyla 146 aminoasitten olusan ve 16 kDa

aktif bir leptin proteini dolagima geger (23, 24).

1.2.2. Leptin Salinim
Leptin esas olarak beyaz yag dokusundan, az miktarda kahverengi yag dokusundan
sentezlenmektedir (1, 25). Son yillarda yapilan calismalarda plasenta, gobek
kordonu (26, 27), endometriyum (28), iskelet kasi, meme bezi (29), testis, ovaryum
(30), hipofiz (31) ve mide (32, 33) gibi ¢esitli doku ve organlardan da salgilandigi
tespit edilmistir.

Leptin kemiricilerde nokdurnal (gece sekresyon) ve diurnal (giindiiz
sekresyon) ritimlerle salgilanirken (34); insanlarda sirkadien (24 saattlik sekresyon)

ritimde ve pulsatil (aralikli sekresyon) olarak salgilanmaktadir. Leptin puls siklig
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32 dakikada bir ve puls siiresi 33 dakikadir. Bu hormon gece 6zellikle de saat 4.00
de pik yapmakta giindiiz saatlerinde ise diisiik seviyelerde seyretmektedir (35, 36)
(37). Bu sekilde uyku boyunca, aksam yemegi ve kahvalti arasinda gegen uzun
stirede aglik hissini bastirdigi ileri stirtilmiistiir

Leptin diizeyinin ana belirleyicisi viicut yag kitlesi ve viicut Kitle indeksi
(VKI) olsa da (38, 39), birgok faktdr leptinin diizenlenmesinde rol almaktadur.
Glikoz, insiilin (40), kortizol (41), prolaktin (42), 6strojen (43, 44) leptin sentezini
artirirken; tip 1 diabetus mellitus, tiroid hormonlar1 (45), biiylime hormonu (46),
somatostatin (47), serbest yag asitleri (48), katekolaminler (49) ve soguga maruz
kalma ise sentezi azaltmaktadir (50). Bununla birlikte insanlarda ve hayvanlarda
aclik, viicut yag kitlesini degistirmeden, serum leptin diizeyini diisiiriir. Yiksek

miktarda kalori alimi da leptin seviyesini belirgin miktarda arttirir.

1.2.3. Leptin Reseptorleri

Ob geninin klonlanmasindan yaklasik bir yil sonra (1995) leptin reseptorii (obezite
reseptorii) tammlanmustir (51). Leptin reseptor (Lep-R) ekspresyonu ilk olarak
hipotalamusta, doyma merkezinde ve koroid pleksusta gosterilmistir (51), daha
sonraki yillarda pankreasin Langerhans adaciklar1 (52), bobrekler (53), adren
medullasinin epinefrin salgilayan hiicreleri (54), plasenta (55), kalp, akciger,
karaciger, kas, dalak, timus, prostat, testisler, ovaryumlar (56), ince bagirsaklar (57)
ve kolon (58) gibi pek ¢ok periferal dokuda da tespit edilmistir.

Leptin reseptorii sitokin reseptor ailesinin bir iiyesi olup db (diyabet) geni
tarafindan kodlanir (59). Leptin reseptoriiniine ait bir tanesi uzun (Lep-Rb) ve bes
tanesi kisa (Lep-Ra,c,d,f,e) olmak {izere toplam alt1 adet izoformu bulunmaktadir
(60). Leptin reseptorlerinin genelde tek ekstraselliiler leptin baglama bdlgesi varken
intraselliiler bolgeleri birbirinden farklidir. Lep-Rb en uzun yapili olanidir ve leptin
sinyal iletimi i¢in gerekli motifleri (DNA sekansindaki ornek kisim) iceren
sitoplazmik bolgeye sahiptir (61, 62). Kisa leptin reseptorleri ise Lep-Rb
reseptoriiniin sahip oldugu sitoplazmik motiflerin bir kismina ya da tamamina sahip
degildirler. (61, 63). Lep-Ra izoformu beyindeki koroid pleksusta eksprese
edilmekte ve leptin kan beyin bariyerini bu reseptor araciligiyla aktif tagima ile
ge¢mektedir (51). Lep-Re’nin ise transelliiler ve intraselliiler kisimlart bulunmaz,
(64) ¢ozelti halinde olan bu Lep-Re izoformu leptinin kanda taginmast ile ilgilidir

(65). Diger reseptor izoformlarinin fonksiyonlar1 tam olarak aydinlatilamamakla
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birlikte bu reseptorlerin de leptinin kan beyin bariyerini gegisinde rol aldiklar1 ya da
diger hiicre ylizeyi proteinleri ile heterodimerler olusturduklar diisiiniilmektedir
(66).

Leptin reseporiiniin intraselliiler pargasi, janus kinaz-2 enzimi (bir tirozin
kinazdir) ile sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktive edici STAT (signal
transducer and activator of transcription) proteinlerini icerir (44, 67, 68). Leptinin
reseptore baglanmasi, hem reseptorlerde hem de reseptorlerle iliskili janus
kinazlarda (JAK) degisimi indiikler. Bu olayla reseptoriin hiicre i¢i uzantisinin
tirozin (Y) bolgeleri JAK-2 araciligr ile fosforile olarak STAT proteinlerinin
baglanabilecegi bolgeler olusturur. Daha sonra STAT proteinleri hem reseptorlere
hem de dimer olusturmak iizere baska bir STAT proteine baglanir.
Fosforilasyondan sonra STAT proteinlerindeki tirozin bolgeleri reseptorden ve
dimerlerden ayrilir. Bu sekilde aktive olan STAT proteinleri ¢ekirdek i¢ine girerek
DNA’daki yanitsal bolgeye baglanir ve hedef genlerin transkripsiyonunu uyarir

(69).

1.2.4. Leptin, Leptin Reptorleri ve Mide Bagirsak Kanah

Leptinin istah ve kilo artisindaki rolii dikkate alindiginda, gidalarin sindirim ve
emilim yeri olan mide bagirsak kanalinda leptin ve reseptoriiniin 6nemi biiyiiktiir.
Midede leptinin varligi ilk kez Bado ve arkadaslari tarafindan ratlarda fundus
bolgesindeki bez epitel hiicrelerinde gosterilmis ve daha sonraki yillarda yapilan
calismalarda insanlarda da benzer sonuglar elde edilmistir (32).

Gastrik leptin hem ekzokrin hem de endokrin olarak salgilanmaktadir.
Fundus bezinde bulunan prensipal hiicreler pepsinojen ile birlikte leptin hormonunu
salgilamaktadir (70). Pariyetal hiicrelerinden de az miktarda leptin hormonu
salgilanmakla birlikte asil ekzokrin leptin kaynagi prensipal hiicrelerdir (71). Gida
alimim takiben bu hiicreler tarafindan salgilanan leptin, kisa siire igerisinde mide
enzimleri ile birlikte mide igerigine verilir (70). Leptin salgilayan diger bir hiicre ise
mide bezleri arasinda lokalize olan endokrin karakterde kiiciik hiicrelerdir. Kilcal
damarlarla siki iligki i¢inde olan bu hiicrelerden leptin kan dolasimina geger.
Leptinin midedeki sekresyonu; gida alimi, bagirsak hormonlar1 (kolesitokinin,
sekretin ve pentagastrin) (32, 72) ve N. vagus tarafindan salgilanan asetil kolin (73)
araciliiyla diizenlenmekte ve bdylece alinan gida miktar1 kisa siirede kontrol

edilebilmektedir.
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Mide igeriginde ekzokrin leptin varligt mide bagirsak kanali boyunca leptin
reseptoriiniin  lokalizasyonuna isaret etmektedir. Leptin reseptOriiniin fundus
bezlerinin prensipal ve pariyetal hiirelerinde (71); ince bagirsaklarin villus ve kript
epitel hiicrelerin de lokalize oldugu bilinmektedir. Leptin reseptorii ince bagirsak
epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda; apikal ve bazolateral membraninda eksprese
oldugu bildirilmistir (70, 74). Mide igerigindeki leptin (32) kimus iginde bir
proteine ya da yap1 olarak Ob-Re homologu olan ¢oziiniir haldeki leptin reseptoriine
baglanip, mide igeriginin zararli etkisinden korunarak ince bagirsaklara ulasir (75)
ve epitel hiicrelerinin apikal membramindaki leptin reseptorlerine baglanir (74).
Bagirsak epitel hiicrelerinin bazolateral membraninda lokalize olan leptin
reseptorlerine ise endokrin leptin baglanarak parakrin etki gosterirler (74). Yapilan
caligsmalar, leptin hormonunun bir biiyiime faktorii gibi ince bagirsak uzunlugunu ve
mukoza kalmligim arttirdigini; bagirsak emilim fonksiyonlarinda rol oynadigini
gostermektedir (76, 77). Yag agirlikli beslenmelerde leptin, jejenumdaki epitel
hiicrelerinden hizli bir sekilde APO-AVI (Apolipoprotein  AlV) mRNA
transkripsiyonunu diisiirerek, Lep-Rb ve STATS5 mekanizmalar1 vasitasyla
jejenumda yaglarin sindirimini azaltir (57); ekzokrin lipazin sentez, aktivite ve
sekresyonunu (78) diisiirerek de yaglarin sindirim ve emilimini minimize eder. Bu
sekilde leptin kisa siirede enerji dengesinin korunmasina yardimer olur. Leptin
ayrica ince bagirsaklarda sodyum-glukoz gegis aktivitesini engelleyerek, glukozun
emilimini hizl bir sekilde inhibe eder (79). Leptin hormonunun proteinlerin emilimi
izerine diizenleyici etkisi vardir. Bagirsak protein tasityicist PepT1’in ve leptin
reseptorlerinin, Caco 2 hiicre hatlarinda ve rat bagirsak mukoza hiicrelerinde
ekpresyonu bilinmektedir. Bu hiicrelerde PepT1 araciligiyla gergeklesen bagirsak
peptid gecisinin kontrolii ekzokrin leptin ile iliskilidir. Ekzokrin leptin, PepT]l
araciligiyla oligopeptidlerin bagirsaktan emilimim hizim1 artirir (80). Ayrica
kedilerde yapilan deneysel bir calismada kolesistokinin varliginda bagirsak

kontraksiyonlarini da arttirdigr gosterilmistir (81).

1.2.5. Leptin ve Obezite
Viicut agirliginin uzun siireli kontroliinde hipofajik bir hormon olan leptin, istah

azaltic1 ve enerji tiiketimini arttirict etkisini hipotalamustaki reseptorlere baglanarak

gosterir. Hipotalamusta baslica etkiledigi yerler arkuat niikleus (AN), ventromedial
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hipotalamus (VMH), paraventrikuler niikleus (PVN), lateral hipotalamus (LH),
ventral premamiller niikkleus (VMN) ve dorsomedial niikleus (DMN)’tur (82, 83).

Dolagimdaki leptin kan beyin bariyerini plazma seviyelerine orantili bir
sekilde aktif olarak gegerek hipotalamusa ulasir. Basta AN olmak {izere diger
hipotalamik niikleuslardaki spesifik leptin resopterlerine baglanarak neuropeptid Y
(NPY) gibi istah ile siki bir iliskiye sahip noropeptidlerin salgilanmasini azaltir.
(84-87). Ancak leptin yetersizligi veya reseptorlerindeki bir direng(duyarsizlik)
sonucu hipotalamusta NPY iiretimi ve salgilanmasi artar; buna bagli olarak da fazla
gida alimiyla birlikte obezite sekillenir (88, 89).

Leptin hormonunun hipotalamusta, AgRP (Agouti-Related Peptide) ve
oreksin gibi besin alimini uyaran ajanlar1 baskilayarak veya aMSH, (a-melanosit
stimiilan hormone), CART (Cocaine-Amphetamine-Regulated Transcript), CRH
(corticotrophe release hormone) gibi istah baskilayan faktorlerin yapimini uyararak
besin alimini da azalttig1 bilinmektedir (90, 91).

Farelerde ob geninde meydana gelen ob /ob homozigot mutasyonu
sonucunda leptin eksikligi meydana gelir. Bu farelerde doyma hissi olusmaz ve
hiperfaji goriiliir; sonugta obezite, insiilin direnci ve infertilite gelisebilir. Giinliik
leptin enjeksiyonlariyla bu farelerde zamana ve doza baghh olarak bu
olumsuzluklarin normale dondiigii gorilmistir (92, 93, 94, 95). Obezite ve
diyabete neden olan db / db gen mutasyonuna bagli olarak leptin duyarsizlig
gelisen ratlarda ise leptin uygulamalarinin bir etkisi olmadig: bildirilmistir (19, 96,
97). Obez insanlarda leptin geninde heniiz farelerdeki gibi bir mutasyon
saptanamasa da, serum leptin konsantrasyonlari, viicut kitle indeksi ve viicut yag
kitlesi ile dogru orant1 gostermektedir (84,98). Obez insanlarin biiyiik gogunlugunda
serum leptin konsantrasyonlar1 yiiksektir ve kilo kaybiyla serum leptin seviyesi
tekrar azalir (99). Yapilan ¢alismalar obez bireylerde serumdaki leptin’in biiyiik
kisminin serbest formda oldugunu gostermistir. Obez insanlarda plazmada serbest
leptin formunun artisinin tespit edilmesi, obezite gelisiminde asil sorunun leptin

eksikliginden degil, hipotalamik reseptorlerin duyarsizligindan kaynaklandigini

gostermektedir (100, 22).

1.2.6. Leptin, Leptin Reseptor ve Ostrojen
Beslenme ve kilo aliminin kontroliinde steroid hormonlarinin dolayisiyla cinsiyet

farkliliklarinin nemi biiyiiktiir. Ostrojen, yag hiicrelerinde bulunan reseptérleri
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vasitasiyla obezite (ob) gen transkripsiyonunu etkileyerek (101) leptin hormonunun
iretiminde degisikliklere yol agmaktadir. Menopoz Oncesi donemde kadinlarin,
erkeklerden ve menopoz sonrasi kadinlardan daha fazla serum leptin diizeyine sahip
olduklar1 bildirilmistir (102). Benzer olarak menopoz sonrasi kadinlara Gstrojen
hormonunun verilmesinin omental yag dokudan daha fazla leptin sentezlenmesine
neden oldugu saptanmustir (103, 104).

Ostrojenin, hipotalamik paraventrikular niikleustan NPY salimini azaltarak
anorektik bir etkiye de sebep oldugu gorilmiistiir. (87). Kadinlar, yetiskin disi rat ve
fareler Ostrojen salgilanmasinda ki siklik degisikliklerin kontrolii altinda ovaryum
sikluslarinin proostrus ve Ostrus sathasinda diger safhalara gore daha az yedikleri;
hem oOstrojen hem de progesteron seviyelerinin yiiksek oldugu; luteal fazda ise
bayanlarin daha fazla seker tiikettikleri gozlenmistir (105). Benzer olarak,
menopoza giren bayanlarin viicut agirliginda ve yag kiitlesinde artis (106) ayni
zamanda viicut yag dagiliminda da degisiklikler meydana gelmektedir (107).
Kedilerde (108) ve kopeklerde de (109) benzer sekilde ovarektomiyi izleyen siiregte
gida aliminin artmasina bagh olarak viicut agirliginda ¢ogunlukla da viicut yaginda
artts gozlenmistir. Bu nedenle kedi ve kopeklerde ovarektomi, obezitenin
sekillenmesinde onemli bir faktor olarak goriilmiis ve daha ¢ok diyette ayarlamalar
yapilarak bu sorun ortadan kaldirilmaya ¢alisilmistir.

Ostrojen hormon eksikligi hipotalamusta NPY iiretimini artirirken ayni
zamanda merkezi leptin duyarsizligina yol agarak obeziteye neden olmaktadir (10-
12). Leptin duyarsizliginin nedeni, leptin reseptorlerinde ve post-reseptor
fonksiyonunda bir bozuklugun ve/veya leptin hormonunun kan-beyin bariyerini
gecisini  saglayan tasiyict  proteinlerin - fonksiyonlarindaki bir aksakligin
sekillenmesidir (113, 114). Dolayisiyla ratlarda yapilan c¢alismalar, Ostrojen
cksikliginin beyinde Ob-R mRNA (110) seviyesini diisiirdiigiini, hipotalamusta
(110, 115) ve dorsal gangliyonda (116) ve yag dokularinda (115,117) Ob-Rb
protein ve mRNA ekspirasyonunu, azalttigim1 gostermistir. Farede yapilan bir
calismada ise ovariektomi sonrasi kandan beyine leptin transportunun azaldigi
gbzlenmistir (111). Diivelerde yapilan g¢alismada da endometriyum, meme yag
dokusu gibi Ostrojene yanit veren dokularda Ostrojen hormonunun leptin ve
reseptoriiniin ekspresyonunu azaltirken; hipotalamus, karaciger, kas ve subkutan
yag dokularinda bir degisiklige neden olmamustir (118). Kanathlarda cinsel
olgunluk sirasinda bircok dokuda cOb-R mMRNA ekspresyonunda degisiklik
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olmazken; bagirsaklardaki ekspresyonu artmaktadir. Ayrica Gstrojen uygulanmasi
bagirsaklarda cOb-R mRNA ekspresyonunu artirirken diger dokulardaki
ekspresyonunu degistirmemesi; Ostrojenin kanath ince bagirsaklarinda leptin
reseptor ekspresyonun diizenlenmesiyle de iliskili oldugunu, gonadal ve metabolik
fonksiyonlar arasinda korelasyonun varligin1 géstermektedir (119).

Leptin ve reseptoriiniin mide bagirsak kanalinin fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde 6nemli role sahip oldugu bilinmesine ragmen, bu fonksiyonlarin
diizenlenmesinde Ostrojen hormonu ile leptin reseptorii arasindaki iligkinin
gosterildigi, memelilerde yapilmis herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamaktadir.

Hayvanlarda ovariektomize sonucu gozlenen obezitenin etiyolojisinde ince
bagisaklarin O6nemli rol oynadigini, steroid hormonlarinin 6zellikle Gstrojen
hormonunun etkisinin ortadan kalkmasi sonucu ince bagirsaklarda lokalize olan
leptin reseptorlerinin ekspresyon derecesinin, dolayisiyla duyarliliginin azalacagin,
buna bagl olarak da normal bagirsak fonksiyonlarinin etkilenebilecegini ve gidadan
yararlanma diizeyinde olusabilecegini diisiiniiyoruz.

Calismamizda bu hipotezimiz iizerine incelemeler yaparak obezitenin

etiyolojisine katkida bulunmay1 amacladik.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecg

2.1.1. Hayvan

Arastirmada Giilhana Askeri Tip Akademisi, Deney Hayvanlar1 Unitesinden elde
edilen 6 aylik, 36 adet Sprague Dawley disi rat (sigan) kullanildi. Arastirma 6ncesi
ratlara genel anestezi(21,1 mg/kg ketamin ve 4,2 mg/kg ksilazinin ip) altinda
ovariektomi yapildi. Anestezi uygulandiktan sonra ratlarin alt abdomen bélgesi tiras
edilerek ensizyonla batina girildi. Fallop tiipleri ve ovaryumlar bulundu ve 2.0 ipek
iplik ile bilateral tiipler baglanarak ovaryumlar ¢ikarildi. Ratlara operasyon sonrasi

bes giin 60 000 IU/giin Penisilin G (Pfizer) i.m.uygulandi.

Tablo 2.1. Arastirmada kontrol ve Ostrojen grubu ratlarina uygulanan deneysel

prosediir.
Grup Alt Grup® | Uygulama Deneyin Sonlandirilmasi
K18 0.2 ml/rat Susam yag1 Uygulama sonrasi 18. saat
Kontrol | K90 0.2 ml/rat/giin (3 giin) Son uygulamadan 18
Susam yag1 saat sonra
K162 0.2 ml/rat/giin (6 giin) Son uygulamadan 18
Susam yag1 saat sonra
018 25 upglrat/gin @ 17 B- | Uygulama sonrasi 18. saat
Ostrojen Sstrodiol
090 25 ug/rat/giin (3 giin) Son uygulamadan 18
17 B-6strodiol saat sonra
0162 25 pg/rat/giin (6 giin) Son uygulamadan 18
17 B-6strodiol saat sonra

K18: Kontrol 18 saat, O18: Ostrojen 18 saat, K90: Kontrol 90 saat, 090: Ostrojen
90 saat, K162: Kontrol 162 saat, 0162: Ostrojen 162 saat

Ovariektomiden bir hafta sonra ratlar kontrol (n=18) ve 6strojen (n=18) olmak
iizere iki ana gruba ayrildi. Ostrojenin siireye bagimli etkisini degerlendirmek igin
ostrojen grubu 18. saat dstrojen grubu (O18), 90. saat dstrojen grubu (090), 162.

saat Ostrojen grubu (0162); benzer sekilde kontrol grubu da 18. saat kontrol grubu
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(K18), 90. saat kontrol grubu (K90), 162. saat kontrol grubu (K162) olmak tizere
3’erli alt gruplara ayrildi; ayni giin susam yagi ve 17 B-Ostrodiol uygulanmaya
baslandi.

Gruplarda uygulanan deney protokolii tablo 2.1’de dzetlenmistir. Buna gore;

Birinci kontrol grubuna tek doz 0.2 ml/rat susam yagi i.m. uygulandi (18. saat
kontrol grubu; K18).

Ikinci kontrol grubuna ii¢ doz 0.2 ml/rat/giin susam yag i.m. uyguland1 (90
saat kontrol grubu; K90).

Ugiincii kontrol grubuna alt1 doz 0.2 ml/rat/giin susam yag i.m. uygulandi
(162 saat kontrol grubu; K162).

Birinci Ostrojen grubuna tek doz 25 pg/rat/giin 17 B-6strodiol i.m. uygulandi
(18. saat dstrojen grubu; O18).

Ikinci dstrojen grubuna ii¢ doz 25 pg/rat/giin 17 B-6strodiol i.m. uygulandi
(90. saat 8strojen grubu; 090).

Ucgiincii dstrojen grubuna alt1 doz 25 pg/rat/giin 17 B-dstrodiol i.m. uygulandi
(162. saat dstrojen grubu; 0162).

Gruplarda ratlar genel anesteziye alindiktan sonra etik kurallara uygun olarak
(AKU.HEK. 49-07) boyun eklemlerinden disloke edilerek 6ldiiriildii. Batin agilarak
ince bagirsak dokusundan 2-3 cm’lik (duodenumun poksimal, jejenum ve ileumun

orta kismi) ornekler alindi

2.1.2. Cihazlar

Mikrotom Leica RM2155
Su Banyosu Leica HI1210
Etiiv Niive EN 500
Parafin Tanki Leica E61120
Mikrodalga firin Argelik Interwire
Buz Dolab1 Indesit S46
Hassas Terazi Precisa XB220A
Mikroskop Olympus CX41
Fotograf Makinasi Olympus L-5060

Ph Metre InoLab WTW Series
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2.1.3. Tespit ve Doku Takibinde Kullanilan Kimyasallar

Kimyasallar

%37 Formaldehit Merck
Sodyum dihidrojen fosfat Merck
Disodium hidrojen fosfat Merck
%100 Alkol Merck
%96 Alkol Tekel
%80 Alkol Tekel
%70 Alkol Tekel
%50 Alkol Tekel
Xylene Merck
Parafin (56°C-58°C) Merck
Polylisine Sigma
Distile Su

2.1.3.1.Tespit ve Doku Takibinde Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmsi

Notr Formol Tespit Soliisyonu

%37 Formaldehit 100 ml
Distile su 900 ml
Sodium dihidrojen fosfat 4 gr
Disodium hidrojen fosfsat 45 gr
%080 Alkol

%96 Alkol 80 ml

Distile Su 16 ml

%70 Alkol

%96 Alkol 70 mi

Distile Su 26 ml

9050 Alkol

%96 Alkol 50 mi

Distile Su 46 ml
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2.1.4. Immunohistokimyasal Yontemde Kullanilan Gerecler
Immunohistokimyasal ydntem olarak Indirekt Streptavidin-Biotin Peroksidaz
yontemi uygulandi.

Antijen retrival i¢in (Zymed Laboratories Inc. 00-5000, 20x konsantre) sitrat
buffer soliisyonu,

Endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak i¢in metanol ile hazirlanmis (best
kimyasallar1) + %35°1ik hidrojen peroksid soliisyonu

Antikor diliient ( Zymed 00-3118) soliisyonu,

Primer antikor (Ob-R) (Santa Cruz Biotechnology M-18, sc-1834 goat poliklonal
antikoru),

Sekonder antikor olarak ise biyotinlenmis anti-rabbit, anti-mouse ve anti-goat
immunglobilin; (LSAB + Kit, HRP) (Universal Dakocytomation LSAB® + Kit,
Peroksidase K0690),

Enzim olarak tasyici protein ve antimikrobiyel ajan igeren PBS’de streptavidin ile
konjuge edilmis Horseradish Peroxidase enzimi (LSAB + Kit, HRP) (Universal
Dakocytomation LSAB® + Kit, Peroksidase K0690),

Substrat-kromojen (Zymed 00-2020 DAB 3-3 diaminobenzidin) soliisyonu,

Yikama soliisyonu olarak da PBS (Zymed 00-3002)

Zit boyama i¢in Haris hematoksilen kullanilda.

2.1.4.1. Iimmunohistokimyasal Yontemde Kullamlan Soliisyonlarin Hazirlanist
Sitrat Buffer Soliisyonu

Konsantre Sitrat Buffer Soliisyonu Distile su ile 20 kat sulandirildi.

Hidrojen Peroksit - Metanol Solusyonu
1 ml %35°lik hidrojen peroksit + 9ml metanol karistirtldi.

Primer Antikor (Ob-R)

Primer antikor, 1:25 oraninda antikor diliient soliisyonu ile dilue edildi

Substrat- Kromojen Soliisyonu
1 ml distile suya Zymed 00-2020 DAB 3-3 diaminobenzidin’in 1, 2, 3 nolu

soliisyonlarindan birer damla damlatilarak hazirlandi.
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Harris Hematoksilen

Hematoxylin crystals.................... 5.0 gm
Alcohol, 100%........ccccovevvviveereinnnnn. 50.0 ml
Potasyum alum....................... 100.0 gm
Distilled water ...................... 1000.0 ml
Mercuric oxide (red).................... 2.5 gm

Hematoksilen alkol i¢inde; potasyum alum sicak distile su iginde eritildi. Isitma
islemi birakilarak iki solusyon karistirildi ve bu karistmin hemen kaynama
noktasina gelmesi saglandi. Daha sonra karigim atesten alinip lizerine yavasca civa
oksit ilave edildi. Su igerisinde menekse mor rengi alana kadar sogutularak boya
hazir hale getirildi (120).

2.2. Yontem

2.2.1. Dokularin Alinmasi

Hayvanlar genel anestezi altinda servikal dislokasyon yontemiyle oldiiriildiikten
sonra, batin uygun sekilde agilarak sirasiyla duodenumun proksimal, jejenumun ve
ileumun orta kisminlarindan 2-3 cm’lik Ornekler alinarak serum fizyolojik

soliisyonu ile yikandi.

2.2.2.Tespit, Doku Takibi ve Kesit Alma
Dokular %10’luk notiir formolde 72 saat tespit edildi. Dokular, bir gece akarsuda
yikandiktan sonra,dereceli alkol serisinden gegirilerek suyu giderildi (dehidrasyon).
%50 Alkol X 1saat
%70 Alkol X 1saat
%80 Alkol X 1saat
%96 Alkol X 1saat
%100 Alkol X 1saat
%100 Alkol X 1saat
Xylol’de Parlatild1
Xylol 1 X 1 Saat
Xylol 2 X 1 Saat
Xylol 3 X 1 Saat
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56°C-58°C’de eriyen parafinin xylol ile yer degistirerek dokuya niifuz etmesi

saglandi.
Xylol/Parafin (1:1) X 1 saat
Parafin 1 X1 saat
Parafin 2 X1 saat

Dokular Parafine gomiildii
Mikrotom ile 5 p’luk kesitler alindu.
Polylizine kapli lamlara g¢ekildi.

Oda 1s1sinda kurumaya birakildi.

2.2.3. immunohistokimyasal Boyama

Xylol ile parafini giderilen ve dereceli alkollerden gegirilen doku kesitleri distile
suda bekletildi.

Xylol 3 X 5 dakika

%100 Alkol 2 X 3 dk

%96 Alkol 3 dk

%80 Alkol 3 dk

%70 Alkol 3 dk

%50 Alkol 3 dk

Distile Su 2X3 dk

Antijen retrievel (antijenlerin aciga cikarilmasi)

Antijen retrieval i¢in preparatlar, distile su ile 20 kat konsantre edilmis sitrat buffer
soliisyonuna alind1 ve 700°C’lik mikrodalga firinda 5’er dakikalik siirelerde 5 kez (5
X'5) tutuldu.

Preperatlarin Sogutulmasi
Mikrodalga firindan ¢ikarilan preparatlar sogutulmak amaciyla oda sicakliginda 20
dakika bekletildi.

PBS ile Yikama
Preparatlar PBS ile 3 X 5 dakika yikandi.

Endojen peroksit aktivitesinin giderilmesi
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Endojen peroksit aktivitesini gidermek icin, % 10’luk H202’de preparatlar 10
dakika inkiibe edildi.

PBS ile Yikama
Preparatlar PBS ile 3 X 5 dakika yikandi.

Kesitlerin Etrafinin Simirlandirilmasi

Lamin tizerindeki kesitlerin etrafi pap pen ile ¢izildi.

Antikor Diliisyonu
Goat poliklonal Ob-R primer antikoru, antibody diliuent (Zymed) ile 1/25

oraninda diliie edildi.

Preperatlara Antikor Uygulamasi
Normal preparatlara 1/25 oraninda sulandirilmis primer antikor, (Santa

Cruz) negatif kontrol preparatlarina ise PBS konuldu.

Inkiibasyon
Prepatlar nemli ortamu saglayan bir kap igerisine yerlestirilerek + 4 °C’de 1 gece (18
saat) inkiibe edildi.

PBS ile Yikama
Preparatlar PBS ile 3 X 5 dakika yikandi.

Sekonder Antikor Uygulamasi
Preparatlar biotinlenmis sekonder antikor (DAKO kit) ile oda sicakliginda 25
dakika inkiibe edildi.

PBS ile Yikama
Preparatlar PBS ile 3 X 5 dakika yikandi.

Horseradish Peroxidase Enzim Uygulamasi
Streptavidin-HRP (DAKO kit) ile preparatlar oda sicakliginda 25 dakika inkiibe
edildi.
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PBS ile Yikama
Preparatlar PBS ile 3 X 5 dakika yikandi.

Substrat-Kromojen Uygulamasi
Preparatlar DAB substrat-kromojen soliisyonunda (Zymed) 3 dakika tutuldu.

Distile Su ile Yikama

Distile su ile yikandi.

Zit Boyama
Boyama Oncesinde preperatlar distile su i¢inde 5 dakika tutuldu

Harris Hemotoksilen ile 25 saniye zit boyama yapildi.

Akarsu ile Yikama

5 dk akarsu altinda yikandi

23- Distile suda yikandi
5 dk Distile su ile yikandi

24- AlKkol Serilerinden Geg¢irilmesi
% 96 Alkol 2 X 3 dk
%100 Alkol 2 X 3 dk

25- Ksilolde Parlatilma
Xylol 1 X 5 dk

Xylol 2 X 10 dk

Xylol 3 X 15 dk

26- Kapatma

Boyanan kesitler entellan ile kapatildi.
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2.3. Degerlendirme

Immunohistokimyasal degerlendirme; hedef dokunun boyanip boyanmamasina,
boyamanin karakterine (niikleer ya da sitoplazmik), hedef doku yapilarinin hangi
boliimlerinin boyandigina ve olusan boyanma yogunluguna bakilarak yapild.
Degerlendirme iki bagimsiz gbzlemci tarafindan, boyanmama (-), zayif boyanma
(+), orta siddette boyanama (++), siddetli boyanma (+++) 6zelliklerine gére 0’dan

3’e kadar degerler verilerek yapildi (121).

2.4. Istatistiksel Analiz

Immunohistokimyasal degerlendirme sonucu elde edilen verilerin ortalama ve
standart hata degerleri bulunarak gruplar arasindaki farkliliklarin istatistiki agidan
onem gosterip gostermedigi belirlendi. Ostrojen ve kontrol gruplarinin verileri non-
parametrik Mann-Whitney U testi ile karsilastirildi. Gliven diizeyini gostermede
p<0.05 i¢in * simgesi kullanildi. Calismanin istatistiksel analizleri SPSS 10.0

(Statiscal Packagef For Social Sciences) programu kullanilarak yapildi
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3. BULGULAR

Duodenumda Leptin Reseptor Iimmunoreaksiyonu
Duodenumun villus ve kript epitellerinin apikal sitoplazmasinda, Brunner bez epitel
hiicrelerinde, bag doku hiicrelerinde ve az sayida goblet hiicresinde leptin reseptor

immunreaksiyonu gozlendi.

Duodenumda 18. saatte leptin reseptorlerinin immunohistokimyasal skorlama
sonuclari

Kontrol grubunun 18. saatinde, duodenumun villus epitelinde negatif, kriptlerin dip
kisimlarindaki epitel hiicrelerinde negatif ya da zayif bir reaksiyon gozlendi (Sekil-
3.1 A, B). Ostrojen grubunda villus epitel hiicrelerinde ve kriptlerin orta ve iist
kisimlarindaki epitel hiicrelerinde zayif, dip kisimlarindaki epitel hiicrelerinin
bazilarinda ise orta siddette bir reaksiyon belirlendi (Sekil 3.2 A, B). 18. saatte
kontrol ve 0strojen grubunda duodenumun Brunner bezlerinde zayif ile orta

arasinda degisen siddette bir immunreaksiyon gozlendi (Sekil 3.1 A, B).

Tablo 3.1 Duodenumda 18. saatte leptin reseptoriiniin immunohistokimyasal

skorlama sonuglari.

K18 018 P
Villus 0.00 +0.00 0.66 +0.33 0.217
Kript 0.83+0.60 2.16 £ 0.60 0.127
Brunner bezi 1.50+£0.28 1.66 £0.33 0.637

K18: Kontrol 18 saat, O18: Ostrojen 18 saat
P degeri Mann—Whitney U-test kullanilarak belirlendi.

18. saatte duodenumda leptin reseptdrlerinin immunhistokimyasal skorlama
sonuglart tablo 3.1°de gosterilmistir. Kontrol ve 0Ostrojen grubunda sirasiyla
villuslarda 0.00 + 0.00, 0.66 + 0.33; kriptlerde 0.83 + 0.60, 2.16 + 0.60; Brunner
bezlerinde 1.50 + 0.28, 1.66 + 0.33 verileri elde edildi. Gruplar arasinda villus, kript
ve Brunner bez epitel hiicrelerindeki reaksiyonun siddeti yoniinden istatistiki bir

O6nem saptanmadi.
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Duodenumda 90. saatte leptin reseptorlerinin immunohistokimyasal skorlama
sonuclari

Kontrol grubunun 90. saatinde duodenumun villus epitel hiicrelerinde negatif, kript
epitel hiicrelerinde ise negatif, ara sira ¢ok zayif bir reaksiyon gozlenirken (Sekil
3.3 A, B), ostrojen grubunda villus epitel hiicrelerinde zayif, kript epitel
hiicrelerinde ise orta siddette bir immunreaksiyon belirlendi. 90. saatte kontrol ve
Ostrojen grubunda duodenumun Brunner bezlerinde zayif ile orta arasinda degisen

siddette bir ekspresyon gozlendi (Sekil 3.4 A, B).

Tablo 3.2 Duodenumda 90. saatte leptin reseptoriiniin immunohistokimyasal

skorlama sonuglari.

K90 090 P
Villus 0.00+0.00 0.80+0.20 0.040*
Kript 0.33+0.33 1.90+0.40 0.046*
Bruner bezleri 1.50 £ 0.28 1.50 £0.50 0.817

K90: Kontrol 90 saat, 090: Ostrojen 90 saat
*Gruplar arasinda P<0.05 diizeyinde 6nemlilik Mann—Whitney U-test kullanilarak
belirlendi.

90. saatte duodenumda leptin reseptorlerinin  immunohistokimyasal
skorlama sonuglar1 tablo 3.2’de gosterilmistir. Kontrol ve 0Ostrojen grubunda
sirastyla villuslarda 0.00 + 0.00, 0.80 + 0.20; kriplerde 0.33 + 0.33, 1.90 + 0.40;
Brunner bezlerinde 1.50 + 0.28, 1.50 + 0.50 verileri elde edildi. Gruplarin villus ve

kript epitel hiicrelerindeki leptin reseptor immunreaksiyon siddetleri arasinda
p<0,05 diizeyinde fark tespit edildi. Brunner bez epitel hiicrelerinde ise

immunreaksiyonun siddeti yoniinden istatistiki bir onem saptanmadi.

Duodenumda 162. saatte leptin reseptorlerinin immunohistokimyasal
skorlama sonuclar:

Kontrol grubunun 162. saatinde duodenumun villus epitel hiicrelerinde
negatif ile ¢ok zayif arasinda degisen bir immunreaksiyon gdzlenirken; Gstrojen
grubunda villus epitel hiicrelerinde zayif bir reaksiyon saptandi. Kontrol grubunda
duodenum kriptlerinin orta ve {ist kisimlarindaki epitel hiicrelerinde negatif ile zayif
arasinda degisen bir reaksiyon belirlenirken; dip kisimlarindaki epitel hiicrelerinde

zayif, ara ara orta sidette bir immunreaksiyon gozlendi. Ostrojen grubunda
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kriptlerin dip taraflarinda ki bazi epitel hiicrelerinin orta siddette, kriptlerin orta ve
ist kistmlarindaki epitel hiicrelerinin ise negatif ya da zayif siddette boyandigi
saptandi. Brunner bez epitel hiicrelerinde zayiftan orta siddete degisen leptin

reseptor ekspresyonu belirlendi (Sekil 3.5 A, B; 3.6 A, B).

Tablo 3.3 Duodenumda 162. saatte leptin reseptoriiniin immunohistokimyasal

skorlama sonuglari.

K162 0162 P
Villus 0.25+0.25 1.00 +0.00 0.025*
Kript 0.50+£0.28 1.10+0.10 0.079
Bruner bezleri 1.50+0.28 1.87+0.12 0.317

K162: Kontrol 162 saat, 0162: Ostrojen 162 saat
*Gruplar arasinda P<0.05 diizeyinde 6nemlilik Mann—Whitney U-test kullanilarak
belirlendi.

Duodenum 162. saatte leptin reseptorlerinin immunohistokimyasal skorlama
sonuglart tablo 3.3’de goOsterilmistir. Kontrol ve Ostrojen grubunda sirasiyla
villuslarda 0.25 + 0.25, 1.00 + 0.00; kriplerde 0.50 + 0.28, 1.70 + 0.30 verileri elde
edildi. Gruplar arasinda kriptlerdeki immunreaksiyon siddeti yoniinden istatistiki bir
fark gozlenmezken, villus epitel hiicrelerinde ekspirasyon siddeti bakimindan
p<0,05 diizeyinde bir Onem belirlendi. Brunner bez epitel hiicrelerindeki

immunreaksiyonun siddeti yoniinden istatistiki bir dnem saptanmadi.

Jejenumda Leptin Reseptér immunreaksiyonu
Jejenumun villus ve kript epitellerinin apikal sitoplazmasinda, bag doku
hiicrelerinde ve az sayida goblet hiicresinde leptin reseptér immunreaksiyonu

gbzlendi.

Jejenumda 18. Saatte Leptin Reseptorlerinin Immunohistokimyasal Skorlama
Sonuclari

Kontrol grubunun 18. saatinde jejenumun villus epitel hiicrelerinde negatif, kript
epitel hiicrelerinde negatif, ara sira zayif reaksiyon gozlendi (Sekil-3.7 A, B).
Ostrojen grubunda villus epitel hiicrelerinde negatif, kript epitelinin orta ve {ist
kismlarinda negatif ya da zayif dip kisimlarinda ise orta siddette immunreaksiyon
gozlendi (Sekil 3.8 A, B).
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Tablo 3.4 Jejenumda 18. saatte leptin reseptoriiniin immunohistokimyasal skorlama

sonuglari.

K18 018 P
Villus 0.00 +0.00 0.00 £0.00 1.000
Kript 0.33+£0.33 1.33+£0.33 0.099

O18: Kontrol 18 saat, O18: Ostrojen 18 saat
P degeri Mann—Whitney U-test kullanilarak belirlendi.

Jejenum 18 saatte leptin reseptorlerinin immunhistokimyasal skorlama
sonuglart tablo 3.6’da gosterilmistir. Kontrol ve 0Ostrojen grubunda sirasiyla
villuslarda 0.00 + 0.00, 0.00 + 0.000; kriplerde 0.33 + 0.33, 1.33 + 0.33 verileri elde
edildi. Gruplar arasinda villus ve kript epitel hiicrelerindeki immunreaksiyonun

siddeti yoniinden gruplar arasinda istatistiki bir fark saptanmadi.

Jejenumda 90. Saatte Leptin Reseptorlerinin immunohistokimyasal Skorlama
Sonuclari

Kontrol grubunun 90. saatinde jejenumun villus epitel hiicrelerinde zayif bir
reaksiyon gozlenirken, kriptlerin epitel hiicrelerinde negatif ya da zayif, dip
kisimlardaki bazi epitel hiicrelerinde ise orta siddette bir immunreaksiyon belirlendi
(Sekil-3.9 A, B). Ostrojen grubunun villus epitel hiicrelerinde zayiftan siddetliye
degisen bir reaksiyon saptanirken; kriptlerin orta ve iist epitel hiicrelerinde orta
derecede, dip kisimlardaki bazi epitel hiicrelerinde ise siddetli bir reaksiyon
gozlendi (Sekil 3.10 A, B).

Tablo 3.5 Jejenumda 90. saate leptin reseptdrlerinin immunohistokimyasal

skorlama sonug¢lari

K90 090 P
Villus 0.50+£0.28 1.70 £0.30 0.039*
Kript 0.62 +0.23 2.00+0.31 0.022*

K90: Kontrol 90 saat, 090: Ostrojen 90 saat
*Gruplar arasinda P<0.05 diizeyinde 6nemlilik Mann—Whitney U-test kullanilarak
belirlendi.

Jejenum 90. saatte leptin reseptorlerinin immunhistokimyasal skorlama
sonucglart tablo 3.7°da gosterilmistir. Kontrol ve 0Ostrojen grubunda sirasiyla

villuslarda 0.50 + 0.28, 1.70 + 0.30; kriplerde 0.62+0.23, 2.00 + 0.31 verileri elde
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edildi. Gruplarin villus ve kript epitel hiicrelerindeki leptin reseptdr ekspresyon

siddetleri arasinda p<0,05 diizeyinde fark belirlendi.

Jejenumda 162. Saatte Leptin Reseptérlerinin  Immunohistokimyasal
Skorlama Sonug¢lari

Kontrol grubunun 162. saatinde jejenumun villus eptel hiicreleri negatif boyanirken,
Ostrojen grubunun villus epitel hiicrelerinde zayif ile orta arasinda degisen siddette
bir reaksiyon saptandi. Kontrol grubu kript epitel hiicrelerinde zayif bir reaksiyon
gortiliirken, Gstrojen grubunda kript epitel hiicrelerinde orta siddette bir ekspresyon
belirlendi. (Sekil 3.11 A, B; 3.12 A, B).

Tablo 3.6 Jejenumda 162. saatte leptin reseptdriiniin  immunohistokimyasal

skorlama sonuglart.

K162 0162 P
Villus 0.00+0.00 1.60+0.40 0.180
Kript 0.75+£0.25 1.70 £0.30 0.059

K162: Kontrol 162 saat, 0162: Ostrojen 162 saat
P degeri Mann—Whitney U-test kullanilarak belirlendi.

Jejenum 90. saatte leptin reseptorlerinin immunhistokimyasal skorlama
sonuclart tablo 3.8’de gosterilmistir. Kontrol ve Ostrojen grubunda sirasiyla
villuslarda 0.00 + 0.00, 0.60 + 0.40; kriplerde 0.75 + 0.25, 1.70 + 0.30 verileri elde
edildi. Villus ve kript epitel hiicrelerindeki immunreaksiyonun siddeti yoniinden

gruplar arasinda istatistiki bir fark saptanmadi.

fleum Dokusunda Leptin Reseptor Iimmunreaksiyonu
[leumun villus ve kript epitellerinin apikal sitoplazmasinda, bag dokusu
hiicrelerinde ve az sayida goblet hiicresinde leptin reseptér immunreaksiyonu

gbzlendi.

fleumda 18. Saate Leptin Reseptorlerinin Immunohistokimyasal Skorlama
Sonuclari
Kontrol grubunun 18. saatinde ileumun villus ve kript epitel hiicrelerinde negatif bir

reaksiyon gézlendi (Sekil 3.13 A, B). Ostrojen grubunda villus epitel hiicrelerinde



36

orta siddette bir reaksiyon; kript epitelinin genelinde zay1f, dip kisimlarindaki bazi

epitel hiicrelerinde ise orta siddette bir immunreaksiyon saptandi (Sekil 3.14 A, B).

Tablo 3.7 ileum dokusunda 18. saat kontrol ve dstrojen grubunda leptin reseptor

immunohistokimyasal skorlama sonuglari.

K18 018 P
Villus 0.00£0.00 2.00£0.40 0.026*
Kript 0.00+0.00 1.50+0.28 0.025*

O18: Kontrol 18 saat, O18: Ostrojen 18 saat
*Gruplar arasinda P<0.05 diizeyinde énemlilik Mann—Whitney U-test kullanilarak
belirlendi.

[leum 18. saatte leptin reseptdrlerinin immunhistokimyasal skorlama
sonuglar1 tablo 3.9°da gosterilmistir. Kontrol ve Ostrojen grubunda sirasiyla
villuslarda 0.00 + 0.00, 2.00 + 0.40; kriplerde 0.00 + 0.00, 1.50 + 0.28 verileri elde
edildi. Villus ve kript epitel hiicrelerindeki immunreaksiyonun siddeti yoniinden

gruplar arasinda p<0,05 diizeyinde fark belirlendi

fleumda 90. Saate Leptin reseptorlerinin immunohistokimyasal Skorlama
Sonuclari

[leum dokusunda 90. saatte kontrol ve dstrojen gruplarinin villus epitel hiicrelerinde
negatif ile zayif arasinda degisen bir immunreaksiyon gozlendi. Kontrol ve dstrojen
gruplarinda kriptlerin sadece dip kisimlarda ki epitel hiicrelerinde orta ile siddetli
arasinda degisen bir reaksiyon belirlendi (Sekil 3.15 A, B; 3.16 A, B).

Tablo 3.8 Ileumda 90. saate leptin reseptérlerinin immunohistokimyasal skorlama

sonuclari

K90 090 P
Villus 0.33+0.33 0.50+0.28 0.683
Kript 2.33+0.33 2.50+0.28 0.683

K90: Kontrol 90 saat, 090: Ostrojen 90 saat
*Gruplar arasinda P<0.05 diizeyinde 6nemlilik Mann—Whitney U-test kullanilarak
belirlendi.

fleum 90. saatte leptin reseptdrlerinin immunhistokimyasal skorlama

sonuglar1 tablo 3.10’da gosterilmistir. Kontrol ve Ostrojen grubunda sirasiyla
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villuslarda 0.33 + 0.33, 0.50 + 0.28; kriplerde 2.33 + 0.33, 2.50 + 0.28 verileri elde
edildi. Villus ve kript epitel hiicrelerindeki immunreaksiyonun siddeti yoniinden

gruplar arasinda istatistiki bir fark saptanmadi.

Ileumda 162. Saate Leptin Reseptorlerinin Immunohistokimyasal Skorlama
Sonuclari

Kontrol grubunun 162. saatinde, ileum dokusunun villus epitel hiicrelerinde zayif,
yer yer orta; kript epitellerinde ise ¢cok zayif siddette bir immunreaksiyon saptandi
(Sekil: 3.17 A, B). Ostrojen grubunda villus epitel hiicrelerinde negatif ya da gok
zayif; kriptlerin sadece dip kisimlarim1 doseyen epitel hiicrelerinde ise orta siddette

bir immunreaksiyon belirlendi (Sekil: 3.18 B).

Tablo 3.9 Ileum dokusunda 162. saatte leptin reseptoriiniin immunohistokimyasal

skorlama sonuglari.

K162 0162 P
Villus 1.00£0.20 0.33+0.33 0.138
Kript 0.75+0.25 2.00£0.00 0.128

K162: Kontrol 162 saat, 0162: Ostrojen 162 saat
*Gruplar arasinda P<0.05 diizeyinde 6nemlilik Mann—Whitney U-test kullanilarak
belirlendi.

[leum 162. saatte leptin reseptdrlerinin immunhistokimyasal skorlama
sonuclart tablo 3.11°de gosterilmistir. Kontrol ve 0Ostrojen grubunda sirasiyla
villuslarda 1.00+0.20, 0.33 + 0.33; kriplerde 0.75+0.25, 2.00+0.00 verileri elde
edildi. Villus ve kript epitel hiicrelerindeki immunreaksiyonun siddeti yoniinden

gruplar arasinda istatistiki bir fark saptanmadi.
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Sekil 3.1 A: Kontrol grubunda 18. saatte, sigan duodenum dokusunun villus epitel
hiicrelerinde (ok) negatif Lep-R immunreaksiyonu, SBP, 1 bar = 100 mikron.

Sekil 3.1 B: Kontrol grubunda 18. saatte, sican duodenum dokusunun kript epitel
hiicrelerinde (ok) ve Brunner bezlerinde (ok basi) orta siddette Lep-R
immunreaksiyonu, SBP, 1 bar = 100 mikron.
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Sekil 3.2 A: Ostrojen grubunda 18. saatte, sican duodenum dokusunun villus epitel
hiicrelerinde (ok) zayif sidette Lep-R immunreaksiyonu, SBP, 1 bar = 100 mikron.

K
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Sekil 3.2 B: Ostrojen grubunda 18. saatte, sican duodenum dokusunun kript epitel
hiicrelerinde (ok) orta siddette Lep-R immunreaksiyonu, SBP, 1 bar = 100 mikron.




Sekil 3.3 A: Kontrol grubunda 90. saatte, sigan duodenum dokusunun villus epitel
hiicrelerinde (ok) negatif Lep-R immunreaksiyonu, SBP, 1 bar = 100 mikron.

Sekil 3.3 B: Kontrol grubunda 90. saatte, sican duodenum dokusunun kript epitel
hiicrelerinde (0k) ¢ok zayif siddette Lep-R immunreaksiyonu, SBP, 1 bar = 100
mikron.
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Sekil 3.4 A: Ostrojen grubunda 90. saatte, sican duodenum dokusunun villus epitel

hiicrelerinde (ok) zayif siddette ve Goblet hiicrelerinde (ok basi) Lep-R

bar 100 mikron.

immunreaksiyonu, SBP, 1

Sekil 3.4 B: Ostrojen grubunda 90. saatte, sican duodenum dokusunun kript epitel

100 mikron.

hiicrelerinde (ok) ve Brunner bezlerinde (ok basi) orta siddette Lep-R

immunreaksiyonu, SBP, 1 bar



Sekil 3.5 A: Kontrol grubunda 162. saatte, sigan duodenum dokusunun villus epitel
hiicrelerinde (ok) ¢ok zayif sidette Lep-R immunreaksiyonu, SBP, 1 bar = 100
mikron.

Sekil 3.5 B: Kontrol grubunda 162. saatte, sican duodenum dokusunun Kript epitel
hiicrelerinde (ok) orta siddette Lep-R immunreaksiyonu, SBP, 1 bar = 100 mikron.
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Sekil 3.6 A: Ostrojen grubunda 162. saatte, sican duodenum dokusunun villus

epitel hiicrelerinde (ok) zayif siddette Lep-R immunreaksiyonu, SBP, 1 bar = 100

mikron.

sigan duodenum dokusunun kript epitel

Sekil 3.6 B: Ostrojen grubunda 162. saatte

1 bar = 100 mikron.

SBP,

R immunreaksiyonu,

hiicrelerinde (ok) orta siddette Lep
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Sekil 3.7 A: Kontrol grlj unda . saatte, sigan jejenum dokusunun villus epitel
hiicrelerinde (ok) negatif ve Goblet hiicrelerinde (ok basi) Lep-R immunreaksiyonu,

SBP, 1 bar = 100 mikron.

>

Sekil 3.7 B: Kontolgrubnda 18. saatte,‘su;an jeum dokusunun kript epitel
hiicrelerinde (ok) negatif Lep-R immunreaksiyon, SBP, 1 bar = 100 mikron.



Sekil 3.8 A: Ostrojen gi‘ubundg 18 saatte sigan jejenum dokusunun villus epitel
hiicrelerinde (ok) negatif Lep-R immunreaksiyonu, SBP, 1 bar = 100 mikron.

. B ﬂ M
Sekil 3.8 B: OstrOJen grubunda 18. saatte sigan jejenum dokusunun Kript epitel
hiicrelerinde (ok) orta siddette Lep-R immunreaksiyonu, SBP, 1 bar = 100 mikron.
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Sekil 3.9 A: Kontrol grubunda 90. saatte, sigan jejenum dokusunun villus epitel
hiicrelerinde (ok) zayif siddette Lep-R immunreaksiyonu, SBP, 1 bar = 100 mikron.

Sekil 3.9 B: Kontrol grubunda 90. saatte, sigan jejenum dokusunun kript epitel
hiicrelerinde (ok) orta siddette Lep-R immunreaksiyonu, SBP, 1 bar = 100 mikron.



Sekil 3.10 A: Ostrojen grubunda 90. saatte, sican jejenum dokusunun villus epitel
hiicrelerinde (ok) orta siddette Lep-R immunreaksiyonu, SBP, 1 bar =100 mikron.

Sekil 3.10 B: Ostrojen grubunda 90. saatte, sican jejenum dokusunun Kript epitel
hiicrelerinde (ok) siddetli Lep-R immunreaksiyonu, SBP, 1 bar = 100 mikron.
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Sekil 3.11 A: Kontrol grubunda 162. saatte, sigan jejenum dokusunun villus epitel
hiicrelerinde (ok) negatif ve bag dokusu hiicrelerinde (ok basi) Lep-R
immunreaksiyonu, SBP, 1 bar = 100 mikron.

Sekil 3.11 B: Kontrol grubunda 162. saatte, sigan jejenum dokusunun kript epitel
hiicrelerinde (ok) zayif siddette Lep-R immunreaksiyonu, SBP, 1 bar = 100 mikron.
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Sekil 3.12 A: Ostrojen grubunda 162. saatte, sican jejenum dokusunun villus epitel
hiicrelerinde (ok) orta siddette ve bag doku hiicrelerinde (ok basi) Lep-R
immunreaksiyonu, SBP, 1 bar = 100 mikron.

Sekil 3.12 B: Ostrojen grubunda 162. saatte, sican jejenum dokusunun kript epitel
hiicrelerinde (ok) orta siddette Lep-R immunreaksiyonu, SBP, 1 bar = 100 mikron.
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Sekil 3.13 A: Kontrol grubunda 18. saatte, sican ileum dokusunun villus epitel
hiicrelerinde (ok) negatif ve Goblet hiicrelerinde (ok basi) Lep-R immunreaksiyonu,

SBP, 1 bar = 100 mikron.

Sekil 3.13 B: Kontrol grubunda 18. saatte, sigan ileum dokusunun kript epitel
hiicrelerinde (ok) negatif ve Goblet hiicrelerinde (ok basi) Lep-R immunreaksiyonu,
SBP, 1 bar = 100 mikron.
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Sekil 3.14 A: Ostrojen grubunda 18. saatte, sican ileum dokusunun villus epitel
hiicrelerinde (ok) orta siddette ve Goblet hiicrelerinde (ok bast) Lep-R
immunreaksiyonu, SBP, 1 bar = 100 mikron.

hiicrelerinde (ok) ve Goblet hiicrelerinde (ok basi) Lep-R immunreaksiyonu, SBP, 1
bar = 100 mikron.
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Sekil 3.15 A: Kontrol grubunda 90. saatte, sican ileum dokusunun villus epitel
hiicrelerinde (ok) zayif siddette Lep-R immunreaksiyonu, SBP, 1 bar = 100 mikron.

Sekil 3.15 B: Kontrol grubunda 90 saatte s1<;an |Ieum dokusunun kript epitel
hiicrelerinde (ok) orta siddette ve Goblet hiicrelerinde Lep-R immunreaksiyonu,
SBP, 1 bar = 100 mikron.
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Sekil 3.16 A: Ostrojen grubunda 90. saatte, sican ileum dokusunun villus epitel
hiicrelerinde (ok) zayif siddette Lep-R immunreaksiyonu, SBP, 1 bar = 100 mikron.

Sekil 3.16 B: Ostrojen grubunda 90. saatte, sican ileum dokusunun kript epitel
hiicrelerinde (ok) siddetli Lep-R immunreaksiyonu, SBP, 1 bar = 100 mikron.



Sekil 3.17 A: Kontrol grubunda 162. saatte, sican ileum dokusunun villus epitel
hiicrelerinde (ok) zayif siddette ve bag doku hiicrelerinde (ok basi) Lep-R
immunreaksiyonu, SBP, 1 bar = 100 mikron.

Sekil 3.17 B: Kontrol grubunda 162. saatte, sican ileum dokusunun Kript epitel
hiicrelerinde (ok) zayif siddette Lep-R ve Goblet hiicrelerinde (ok basi) Lep-R
immunreaksiyonu, SBP, 1 bar = 100 mikron.



Sekil 3.18 B: Ostrojen grubunda 162. saatte, sican ileum dokusunun Kkript epitel
hiicrelerinde  (ok) siddetli ve Goblet hiicrelerinde (ok basi) Lep-R
immunreaksiyonu, SBP, 1 bar = 100 mikron.
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4. TARTISMA

Midenin prensipal (70, 71, 72), pariyetal (71, 72) ve endokrin hiicreleri (70)
tarafindan salgilanan leptin hormonu, besin emilimi ve lipid alimina bagli olarak,
ince bagirsagin degisik boliimlerinde lokalize olan leptin reseptorlerine baglanir
(57). Calismamizda ratlarin ince bagirsak boliimlerinde (duodenum, jejunum ve
ileum) leptin reseptorlerinin bulundugunu immunohistokimyasal boyama yontemi
ile gdsterdik. Ince bagirsakta leptin reseptdriiniin 6zellikle kriptlerin dip kisimlarini
doseyen epitel hiicrelerinde kuvvetli, kriptlerin iist kisimlarini ve villuslar1 déseyen
epitel hiicrelerinde ise daha zayif olarak eksprese oldugunu belirledik. Matriks
hiicrelerin bulundugu kriptlerin dip kisimlarinda kuvvetli ve diferensiye olmus
hiicrelerin bulundugu orta ve iist kript bolgelerinde ve villuslarda zayif bir
ekspresyonun goézlenmesi, leptin hormonunun ince bagirsaklarda bir biiylime
faktorii olarak fonksiyon gorebilecegini diisiindiirmektedir. Alavi ve ark (77) bizim
ise leptinin ince bagirsaklarda biiyiime faktorii gibi etki ettigini ve mukoza Kitlesini
arttirdigini iddia etmislerdir. Aksine leptinin ince bagirsak ve kolon kriplerinde
proliferasyon iizerine herhangi bir etkisinin olmadigi da ileri siiriilmiistiir (122).
Leptin reseptor ekspresyonunun villus ve kript epitel hiicrelerinin sadece
sitoplazmasinda gozlendigini saptadik. Ince bagirsaklarda leptin reseptdriiniin
lokalizasyonu ile ilgili 6nceki yapilan ¢alismalarda elde edilen bulgular ¢eliskilidir.
Philippe ve ark (70) ince bagirsak (duodenum, jejunum ve ileum) epitel hiicrelerinin
ozellikle mikrovilluslarin bulundugu apikal yiizlerinde ve bazolateral membraninda
leptin reseptor varligini saptamislar ve gastrik leptinin bagirsak epitel hiicrelerinin
apikal membranindaki reseptorlerine baglanarak kisa siireli olarak ince bagirsak
fonksiyonlarini diizenledigini, endokrin kaynakli leptinin ise epitel hiicrelerinin
bazolateral membranindaki reseptorleri araciligiyla parakrin etki gosterdigini ve
sirkiilasyondaki yag doku kaynakli leptinle paralel olarak bagirsak epitel
hiicrelerine uzun siire etki ettigini ileri siirmiislerdir. Benzer sekilde insan fotal
gelisimi sirasinda leptin reseptorii ince bagirsaklarda 7.5 ile 9 haftalik arasinda
primitif villus epitelinde; 10-11 haftalikken de kript epitel hiicrelerinin apikal ve
bazolateral membranlarinda saptanmustir (123). Barrenetxe J ve ark (74) insan
duodenumunda leptin reseptdriiniin villus ve kript epitel hiicrelerinin hem apikal
hem de bazolateral membraninda, fare ve rat jejunumunda ise bazolateral

membranda lokalize oldugunu; ayrica duodenumda ve jejunumda intrasitoplazmik
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bir reaksiyonun da gozlendigini bildirmislerdir. Calismamizda villus ve Kript
epitellerinde membransel degil sadece intrasitoplazmik bir ekspresyon saptadik. Bu
durum leptin baglanmasindan sonra reseptoriin endositozu ve hiicre icerisinde
sekillenen vezikiil trafiginden kaynaklanmis olabilir. Bununla beraber tespit, tiir ve
antikor farkliligi da onemli bir etkendir. Barrenetxe J ve ark (74) degisik tespit
soliisyonlarin1 deneyerek aymi tiir ve dokuda farkli leptin reseptdr ekspresyonlari
elde etmistir. Kullanilan primer antikor farkliligi da oOnemlidir. Antikorun
reseptoriin uzun ya da kisa formunu isaretliyor olmasi; antikorun reseptoriin N
terminal bolgesine veya C terminal bolgesine baglaniyor olmasi reaksiyonun
lokalizasyonunu ya da siddetini degistiriyor olabilir.

Ayrica Buyse ve ark (80) rat frozen doku kesitleri lizerinde bizimle ayni
antikoru kullanarak yaptiklar1 immunohistokimyasal boyamada, bulgularimizin
aksine, leptin reseptor ekspresyonunu jejunum epitel hiicrelerinin apikal
membraninda gostermislerdir. Bizim c¢alismamiz ile arasindaki bu lokalizasyon
farkliliginin doku kesitlerinin paraffin ya da frozen olmasindan kaynaklandigini
diisiinmekteyiz.

Calismamizda 6zellikle jejenumda bulunan az sayidaki bag doku hiicresinde
pozitif bir reaksiyon gozledik. Lostao ve arkadaslart (124) rat jejenumunun lamina
propriasinda, ¢ogunlugunu granulositlerin ve makrofajlarin olusturdugu immun
hiicrelerinde leptin reseptor ekspresyonunu gostermislerdir. Leptinin makrofajlari
aktive ederek fagositozu gii¢lendirdigini ve onlardan pro ve anti-inflamatuar sitokin
salimmimt  uyardigim  bildirmistir (124, 125). Lamina propriyadaki leptin
reseptorlerini  eksprese eden immun hiicrelerinin epitel hiicreleri ile isbirligi
igerisinde seker emilimini de diizenledigi bildirilmistir (124).

Ik defa duodenumun Brunner bezlerinde ve ince bagirsagin goblet
hiicrelerinde leptin reseptor ekspresyonunu gosterdik. Brunner bezlerinde ve goblet
hiicrelerinde leptin reseptorlerinin bulunmasi1 énemlidir. Ince bagirsaklardan asit ve
alkali karakterdeki mukus ve Brunner bezlerinden de epirdermal biiyiime faktor
(Urogastron) sentez ve sekresyonu bildirilmistir (5); leptin reseptorlerinin Brunner
bezlerinde bulunmasi leptinin bu maddelerin yapimin1 uyararak, hiicre
proliferasyonunun  diizenlenmesinde gorev alabilecegini  diisiindiirmektedir.
Kolonda yapilan c¢aligmalarda luminal leptinin kolondaki goblet hiicrelerinden
mukus salgilanmasinda uyarici bir rol oynadigi ve mukus salinimini arttirdig tespit

edilmistir (126, 127). Leptinin mukus sekresyonu iizerine olan etkisini, luminal ve
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sistemik leptinin kolonik hiicre membranlarinin apikal ve bazolateral boliimlerinde
eksprese olan Ob-R reseptorlerine baglanarak olusturdugu vurgulanmistir (126).
Bizim sonuglarimiz leptinin, mukus sekresyonunu sadece epitel hiicrelerindeki
reseptorleri ile degil aynm1 zamanda goblet hiicrelerinde eksprese olan reseptorleri
vasitasiyla da diizenledigine isaret etmektedir. Bununla birlikte leptin reseptoriiniin
tim goblet hiicrelerinde ekspresyonun goriilmemesi, bu hiicrelerin geng goblet
hiicrelerine farklilagan koken hiicreler olabileceginide diisiindiirmektedir.

Leptinin spesifik etkilerinin ortaya g¢ikmasinda onemli role sahip olan
hipotalamusta, leptin reseptdrlerinin, Ostrojen reseptdr ER o ve B’min lokalize
oldugu hiicrelerde bulundugu ve bunlarin isbirligi igerisinde olduklar1 saptanmustir.
(115). Dorsal kok gangliyonunda da ERa’mn leptin reseptor ekspresyonu ile %100;
ERB’1n ise %15 rolii oldugu belirlenmis ve Ostrojenin leptin reseptor mRNA
ekspresyonundaki artist ERa’ ya bagh bir yolla gerceklestirdigi ifade edilmistir
(116). ince bagirsak kript epitel hiicrelerinden elde edilen, IEC-6 hiicrelerinde
dstrojen reseptoriiniin bulundugu bildirilmistir (128). Ostrojen reseptérlerinin ince
bagirsak epitel hiicrelerinde varligiin bilinmesi, Ostrojenin, yine ince bagirsak
epitel hiicrelerinde saptadigimiz leptin reseptér ekspresyonu ftizerine etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Ostrojen hormonunun leptin reseptérii iizerine etkilerini inceleyebilmek igin
ovariektomize rat deney modeli olusturduk. Disi cinsiyet hormonlari ile ilgili
deneysel c¢alismalarda ovariektomize rat modeli yaygin olarak kullanilmaktadir.
Memelilerde, aralarinda Ostradiolunda bulundugu 20’den fazla Ostrojen
belirlenmesine karsin bunlardan en fazla ve en etkin olam Ostradioldur (129).
ovariektomize ratlarda gerek leptin hormonu gerekse diger ajanlarla ilgili yapilmis
calismalarda 17-B 6stradiol’un 10-50 pg/rat/giin dozlar1 kullanilmistir. (110, 115,
116, 131). Ayrica Ostrojenle ilgili yapilan arastirmalarda Ostrojenin dokularda
etkilerinin yaklagsik olarak 18. saatte oOrtaya c¢iktigi belirlenmistir (130). Bu
bildirimler 1s1g8inda bu ¢alismada ov ratlarda 17p-0stradiol 25 pg/rat/giin dozunda
uygulanmig, ayn1 zamanda uygulama siiresinin de etkisinin belirlenmesi amaciyla
18., 90. ve 162. saatlerde ince bagirsaklardaki leptin reseptdr ekspirasyonlarina
bakilmistir.

Calismamizda 18.saatte jejunumun ve 162. saatte ileumun villus epiteli
disinda; tiim ince bagirsak boliimlerinin villus ve kript epitel hiicrelerinde dstrojen

hormonunun leptin reseptoér ekspresyonunun arttirdigini gozledik. Reaksiyon
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siddetindeki bu artisin gruplar arasinda sadece 18. saatte ileumun, 90. saatte
duodenumun ve jejunumun villus ve kript epitelinde ve 162. saatte duodenumun
villus epitelinde istatistiki olarak anlamli oldugunu belirledik.

Ovariektomize ratlarin yag hiicrelerinde kisa siireli ostrojen uygulamasinin
leptin reseptdr ekspresyonunu azalttigi, ilerleyen giinlerde leptin reseptor
ekspresyonunu arttirdigi ve uzun siire uygulamanin (kronik) ise tekrar ekspresyon
seviyesini diisiirdiigiinii gozlemislerdir (117). Calismamizda kisa siireli Gstrojen
uygulamasinda sadece ileum da ekspresyonun arttigi, duodenum ve jejunumda ise
90. saatte ekspresyon seviyesinin anlamli olarak yiikseldigi belirlendi. Ostrojen
hormonunun siireye bagli olarak leptin reseptor ekspresyonunu degistirdigi
sOylenebilir. Bununla birlikte degisik hayvan tiirlerinde ve farkli dokularda yapilan
calismalarda bizim bulgularimiza benzer sonuglar elde edilmistir. Ovariektomize
ratlarda yapilan calismalar, Ostrojen eksikliginin beyinde Ob-R mRNA (110)
seviyesini diigiirdiigiinii, hipotalamusta (110, 115) ve dorsal gangliyonda (116) ve
yag dokularinda (115, 117) Ob-Rb protein ve mRNA ekspresyonunu, azalttigimi
gostermistir. Ancak farkli olarak diivelerin endometriyum, meme ve yag dokusu
gibi Ostrojene yanit veren dokularinda dstrojen hormonunun leptin ve reseptoriiniin
ekspresyonunu azalttigini; hipotalamus, karaciger, kas ve subkutan yag dokularinda
ise bir degisiklige yol agmadigin belirtilmistir (118). Kanatlilarda cinsel olgunluk
sirasinda bircok dokuda cOb-R mRNA ekspresyonunda degisiklik olmazken;
bagirsaklardaki cOb-R mRNA ekspresyonun arttigi bildirilmistir. Ayrica Ostrojen
uygulanmasi bagirsaklarda cOb-R mRNA ekspresyonunu artirirken  diger
dokulardaki ekspresyonunu degistirmemesi; dstojenin kanatli ince bagirsaklarinda
leptin reseptdr ekspresyonun diizenlenmesiyle de iliskili oldugunu, gonadal ve

metabolik fonksiyonlar arasinda bir korelasyonun varligini iddia edilmistir (119).
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5. SONUC

Ostrojen hormonu ince bagirsagin degisik boliimlerinde siireye bagli olarak leptin
reseptdr ekspresyon siddeti iizerine farkli etkilere sahiptir. Ostrojen hormonunun
leptin reseptorii vasitasiyla besinlerin sindirimi ve emilimini etkileyerek, bagirsak
fonksiyonlarininin  diizenlenmesinde gorev alir ve Ostrojen yetersizliginde

sekillenen obezitenin patogenezinde rol oynar.
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