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ONSOZ

Ob geninin iirettigi yag doku kaynakli bir molekiil olan leptin, 1994 yilinda
kesfedilmesinden bu yana iizerinde en fazla arastirma yapilan hormonlardan biri
olmustur. Yag dokusu ve merkezi sinir sistemi arasindaki sinyalizasyonu saglamasi,
gida alimi ve enerji tiiketimindeki rolii nedeniyle biiyiik ilgi uyandirmistir.

Baslangigta bir tokluk faktorii olarak tanimlanan leptinin viicuttaki bir cok
organ ve dokuda reseptorlerinin gosterilmesiyle, sadece gida alimi ve enerji
tilketiminin diizenlenmesinde gorev almadigi, biiylime, gelisme, iireme, immun,
sempatik, endokrin ve gastrointestinal sistem  gibi viicuttaki bir¢cok sistemin
fonksiyonlarinin diizenlenmesinde etkili oldugu belirlenmistir. Bu sebeple; farkli
doku ve organlarda leptinin fizyolojik ve patolojik rolleri Ogrenilmeye
calisilmaktadir.
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X1

OZET

Leptin hormonu kolon fonksiyonlarinin diizenlenmesinde onemli rol oynar.
Ovaryum steroid hormonlarinin seviyelerindeki azalmaya bagli olarak bagirsak
kanal1 ile ilgili baz1 rahatsizliklarin meydana geldigi bilinmektedir. Calismamizda
ovariektomi ve Ostrojenin kolonda lokalize olan leptin reseptorlerine olan etkisi
belirlenerek, meydana gelebilecek rahatsizliklarin patogenezisinde, leptinin ve
reseptOriiniin roliiniin saptanmasi amaglanmaistir.

Ovariektomize ratlarda Ostrojenin siireye bagli etkisini gorebilmek icin her
biri alt1 hayvandan olusan ii¢ kontrol (K18, K90, K162), ii¢c 6strojen (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 oldiiriildii. Kolon
ornekleri alinarak immunohistokimyasal boyama yontemi ile boyandi.

Leptin reseptor ekspresyonu, kolon kript epiteli ve pleksiis miyenterikuslarda
sitoplazmik olarak belirlendi. Ostrojen hormonunun 18. saatte pleksiis
miyenterikuslarda (p<0.01), 90. saatte kript epitelleri (p<0.05) ile pleksiis
miyenterikuslarinda (p<0.01), 162. saatte kript epitellerinde (p<0.01) leptin reseptor

ekspresyonunu arttirdigr gozlendi.

Sonug olarak; Ostrojen eksikligine bagli olarak go6zlenen, konstipasyon,
inflamatuar bagirsak hastaligi  gibi rahatsizliklarin  patogenezisinde, leptin

reseptorlerinin rolii olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Leptin, Leptin Resptorii, Kolon, Immunohistokimya
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SUMMARY

The effect of leptin hormone on regulation of colon function is very
important. Some disorders are known to occuring relation to decreasing ovarian
steroid hormone levels. To determine the effects of ovariectomy and estrogen on
leptine receptors localized in colon and the role of leptin and its receptor in the
pathogenesis of these disorders was aimed.

Ovariectomized rats were divided into three control (C18, C90, C162) groups
and estrogen (E18, E90, E162) groups. The control and estrogen groups were
administrated 0.2 ml sesame oil and 25 pug 17 B-estradiol respectively. Rats were
killed by cervical dislocation at 18, 90 and 162 hours respectiveley. Colon samples
were removed and stained using immunohistochemistry.

Leptin receptor intracytoplasmic expression was observed in crypt epithelium
and plexus myentericus of colon. Estrogen increased in leptin receptor expression in
plexus myentericus (p<0.01) at 18 hours, in crypt epithelium (p<0.05) and plexus
myentericus (p<0.01) at 90 hours, in crypt epithelium (p<0.01) at 162 hours.

It was concluded that the effect of leptin receptor in pathagenesis of some
disorders inspected in lack of estrogen such as constipation, inflammatuar bowel

disease is important.

Key Words: Leptin, Leptin Receptor, Colon, Immunohistochemistry



1. GIRIS

1.1. KOLON ANATOMISI

Kolon, kalin bagirsagin en uzun kesimi olup, sekumdan rektuma kadar uzanan
boliimii olusturur. Icinden gecen diskimin durumuna uygun olarak bogumlu bir
yapiya sahiptir. Ters ‘U’ harfi seklinde dizilmis bolmelerden meydana gelir (1-5).
Insanda asendens, transversum, desendens ve sigmoideum olmak iizere dort
kisimdan olusur (6-8). Ratta ise, sekumdan mide seviyesine kadar yiikselen kolon
boliimii, asendens kolon olarak adlandirilir. Bu bolimden sonra kolon viicudun sol
tarafina dogru ilerler. Daha sonra mide hizasindan rektuma kadar alcalir ve bu
boliime de kolon desendens adi verilir. Kolon bir bag ile (mezokolon) karin arka
duvarina asilidir. Ayrica pelvis kanalinda iireme organlari ile komsuluk gosterir (9-

11).

1.2. KOLON HIiSTOLOJiSi

Kolon tunika mukoza, tunika muskularis ve tunika seroza olmak iizere 3 tabakadan

olusur (12).

1.2.1. Tunika Mukoza

Mukoza diizgiindiir, villus ve Paneth hiicreleri bulunmamaktadir (12, 13). Lamina
epitelyaliste, mitokondriyalardan (14) zengin tek kathi prizmatik epitel hiicreleri
bulunur. Prizmatik hiicreler kisa, diizensiz mikrovilluslara sahip olup, abzorbtif
ozellik tasirlar. Bazi prizmatik hiicrelerde salgi graniilleri ve salgilarinda
mikroorganizma invazyonuna karsi koruyucu IgA bulundugu saptanmistir (12).

Lamina propria, hiicrelerden zengin retikiiler bag dokusu yapisindadir, burada
ince bagirsaktaki gibi lenfatik (GALT) nodiiller bulunur (15). Bazilar1 submukozaya
kadar girer. Toplam soliter nodiil sayist 2000 kadardir. Lenfatik nodiiller ince
bagirsaktakilerden daha biiyiik ve daha ¢ok sayidadir (12). Lenfoid dokunun oldukca
fazla olmasinin nedeni kalin bagirsakta asir1 derece yiiksek bir bakteri popiilasyonu
bulunmasidir (16).

Lamina propriyada yer alan Lieberkiihn kriptleri ince bagirsaktakilere kiyasla
yiizeye dik seyirli (12), daha uzun (17), daha ¢ok sayida (12) ve daha derinde yer



alirlar (18). Lieberkiihn kriptleri pirizmatik epitel hiicrelerinden, agirlikli olarak
goblet hiicrelerinden, kok hiicrelerden ve aralara serpistirilmis olan enteroendokrin
hiicrelerden olusmaktadir (19). Kolondan rektuma dogru gittikce goblet hiicre sayisi
artar. Bu durum, giderek suyunu kaybeden fecesin ilerlemesini kolaylastiran mukus
yapiminin artigi i¢cin gereklidir. Ayrica bezlerin bazal bdliimiinde yer alan kok
(indiferansiye) hiicrelerde bulunan salgi graniilleri yukariya dogru olan gogleri
sirasinda bosalarak, glikokaliks olusumuna katilir. Bunun yaninda, enteroendokrin
hiicrelerden L hiicreleri enteroglukagon ve entero-kromafin hiicrelerde serotonin
salgilama gorevini yiiriitiirler (12).

Lamina muskularis, lamina propriya ve submukozay1 birbirinden ayirir. Bu
katman ince bir diiz kas dokusu tarafindan olusturulmustur (20).

Kolonun submukozasi, kan, lenf damarlar1 ve sinirleri ¢epecevre saran bag
dokusu yapisindadir (20). Damarlar1 destekleme gorevi iistlenir (7). Ince bagirsagin
submukoza yapisina benzer niteliktedir (12). Submukozada bezler bulunmamasina

karsin (21), yag hiicrelerinden zengin bir tabakadir (22).

1.2.2. Tunika Muskularis

Muskularis tabakasi longitudinal ve sirkiiler diiz kas demetlerinden olusur. Ince
bagirsaktan farkli olarak dis longitudinal tabaka tenia koli denilen ii¢ adet kalin bant
halindedir (16). Tenia kolilerin ve dairesel kas tabakasimin kasilmalari, kolonda
haustra olarak adlandirilan cepciklerin olusmasina neden olur (19). Boylelikle kalin
bagirsak duvarinin dis yiiziiniin diizgiin olmay1p, kabartil1 gériinmesine yol acar (22).

Bu tabakada yer alan bir diger yap1 ise, gangliyonik pleksuslardir. Miyenterik
pleksiis ad1 verilen (Auerbach) bu yapilar; vagal parasempatik sinirden orijin alir,
muskularis eksternanin sirkiiler ve longitudinal kas tabakalar1 arasinda bulunurlar ve

bagirsak motilitesi ile enzim salinimini1 kontrol ederler (23).

1.2.3. Tunika Seroza

Kolonu saran periton tabakasidir (6, 21). Apendiks epiploika olarak adlandirilan ve
seyrek olarak bulunan yag dokusu cepcikleri vardir. Bu yapilar, haustra ile birlikte

kolonun kendine has bir 6zelligini olusturmaktadir (19). Periton kolonu tiimiiyle



kusatmaz, peritonun bulunmadigi alanlardaki en dis tabaka ise adventisya olarak

adlandirilir (12).

1.3. KOLON FiZYOLOJiSi

Besinlerin, ince bagirsaklarda sindirim ve emilimleri tamamlandiktan sonra kalan
atiklar, ileumun peristaltik hareketleri yardim ile ileosekal valviilden kolona gecer.
Bu gecen kitle, sindirim atiklari, sindirilmemis maddeler, sindirim salgilar1 atiklar1 ve
sudan ibarettir (24). Kolonda, ince bagirsaktan gelen sindirim atiklar1 solid feces

haline getirilir, depo edilir ve kisi i¢in uygun zaman da disar1 atilir (25).

1.3.1. Motilite

Kolonda su ve elektrolitlerin emilimi ile fegesin depolanmasi gibi islevler icin fazla
harekete gerek olmadigindan, ince bagirsaga gore az hareketli olmakla birlikte (26),
karistiric1 (haustrasyon) ve ilerletici hareketler goriiliir (25).

Karistiric1 hareketler kolonun sirkiiler ve longitiidinal kaslarinin kombine
kasilmasi ile olusur (27). Bu hareketler haustral kasilma hareketlerinden ibaret olup
(24), bazen kolon liimenini tamamen kapatacak kadar daraltir. Kontraksiyon
sirasinda hareketler anal yone dogru ilerler. Birkac¢ dakika sonra da baska bir komsu
alanda yeni haustral kasilmalar goriiliir. Boylece kolondaki fekal madde yavas yavas
boliiniir, yuvarlanir (27) ve kolon yiizeyi ile temasa gecerek su ve elektrolit emilimi
saglanir (28).

Kitle hareketleri (ilerletici), genellikle besinlerin mideye ve duodenuma
gelmesi ile olusan reflekslerle sekillenir (27). Once kolonun gerilen noktasinda bir
kasilim halkasi1 olusur. Bu genellikle kolon transversumda baslar ve daha sonra kolon
desendense yayilir (24). Boylelikle fekal materyal tiimiiyle anal yone sevk edilir (27-

29). Segmental kitlevi hareketlere en ¢ok transvers ve inen kolonda rastlanir (24).

1.3.2. Salgilama

Kolonda fizyolojik olarak musin sekresyonu ile irritasyona karsi elektrolit ve su

sekresyonu olmaktadir.



Kolonda bulunan Lieberkiihn kriptleri musin salgilayan goblet hiicreleriyle
doselidir. Cok sayida goblet hiicresi kript epitel hiicrelerinin arasina dagilmistir (27).
Musin, asagi yukari izotonik bir salgidir. Kolon ceperini tahriglere karsi korur (29),
fakat ayn1 zaman da fekal maddenin birbirine yapisarak sekillenmesini de saglar (27).
Kolonda fermentasyon sonucu olusan asit iiriinleri nétiirlestirir (29). Ayrica, diski
parcalarinin bir araya gelip yapismasini da kolaylastirir. Digkinin etrafinda bir kat
olusturur. Boylece diskinin i¢ tarafindaki bakterilerin aktivasyonu ile meydana gelen
asitlerin bagirsak duvarina temaslarina engel olur (24).

Kolonun bir segmenti yogun olarak irrite edildigi zaman musine ek olarak,
mukozadan cok miktarda su ve elektrolit salgilanir. Boylece irrite eden faktor
sulandirilarak, fecesin hizla aniise hareket ettirilmesi saglanir. Cok miktarda su ve
elektrolit kaybiyla birlikte diyare gelisir ve kisi ortaya ¢ikabilecek olan hastaliklardan
kurtarilir (27).

1.3.3. Emilim

Kolonda meydana gelen emilim, ince bagirsaga oranla daha azdir. ileosekal
kapak¢igr gecerek kolona gelen kimustaki viicut icin gerekli maddelerin biiyiik
bolimii ince bagirsaklarda geri emilmis durumdadir. Kimusun geri kalan kismi
icindeki su, elektrolit (Na*, CI), baz: vitaminler (A, D, E, K) ve safra tuzlar1 da
kolonda geri emilirler (28). Potasyum (K*) ve karbonik asit (HCO5) gibi elektrolitler
ise kolon tarafindan salgilanir (29, 30). Emilimin ¢ogu asendens kolonda goriiliir.
Desendens kolon ise depolamadan sorumludur (27).

Su az oranda ince bagirsakta emilse de, asil emilim yeri kolondur (8).
fleumdan kolona giinde 500-1500 ml s1v1 gecer. Diskiyla ise disar1 atilan su miktart
giinliik 100-200 ml civarindadir. Geri kalan suyun tamami kolonda emilmektedir
(24).

Safra asitlerinin normalde %90-95°1 terminal ileumdan emilir, %5-10"u ise
kolona gecer ve pasif difiizyonla kolondan emilir (31). Bagirsaga dokiilen safranin
1/8-1/9’u digkiyla atilir. Geri kalan enterohepotik dolasimla tekrar karacigere gelir.
Bagirsakta bilurubin iirobilinojene doniisiir. Urobilinojen, bakteri etkisi ile
sterkobilinojene doniisiir ve digskiyla atilir. Digskiya rengini verir. Bir kisim

tirobilinojen geri emilir ve bobreklerden atilir (26).



1.3.4. Flora

Kolonda c¢ok sayida bakteri, 6zellikle de kolon basilleri bulunur (26). Bunlar az
miktarda seliilozu sindirerek, bu yolla viicuda az da olsa giinliikk kalori saglarlar.
Insanda 6nemli olmamakla beraber, otla beslenen hayvanlara bu enerji cok gereklidir
(27).

Kolon bakterileri ince bagirsaklarda spesifik enzimlerinin bulunmamasi
nedeniyle sindirilmemis lifli maddelere veya emilmeden kendilerine kadar gelen
proteinlere ve karbonhidratlara tesir ederek onlar1 putrefaksiyon (kokusma, ciiriime)
ve fermantasyon yolu ile parcalarlar (24). Bakteri etkinligi sonucu olusan maddeler
D vitamini, K vitamini, B12 vitamini, tiyamin ve riboflavin ile karbondioksit,
hidrojen ve metan gibi cesitli kolon gazlaridir (27). Bakteri sindirimi sonucu
meydana gelen gazlar bagirsaklar1 gererek peristaltizmi arttirirlar, bu suretle besin

maddelerinin parcalanmasina ve ilerlemesine yardim etmis olurlar (24).

1.3.5. Diska

Insanda giinde 100-150 gr disk1 meydana gelir. Bunun 34’ii su, %4’ii kat1 maddedir.
Diskinin kat1 kismini epitel hiicre dokiintiileri, yag, protein, olii bakteriler, inorganik
maddeler, sindirim salgis1 atiklar1 ve sindirilmeyen seliiloz olusturur (25, 32). Ayrica
aclik esnasinda da diski meydana gelir. Bu durum digkinin sadece atiklardan ibaret

olmadigin1 gostermektedir (28, 30).

1.4. LEPTIN

Leptin, yunanca “Leptos” (ince) kelimesinden tiiretilmistir. Ob (obezite) geninin
tirettigi, 16 kDa agirliginda, yag hiicresi tarafindan sentezlenen bir hormondur (33).
Ob geni tarafindan iiretildigi icin ob proteini de denilmektedir (34). Ik kez 1994
yilinda Zhang ve arkadaslan tarafindan tanimlanmistir (33).

Leptin geni 7. kromozomun uzun kolunun 3. bolgesinde bulunmaktadir.
15000 baz cifti iceren bir DNA yapisina sahiptir (35, 36). Leptin, 167 aminoasitten
olusan bir proteindir. Bunun 21 aminoasitlik kismi sinyal zincirini olusturur. Boylece

leptin 146 aminoasitlik bir protein olarak aktif haliyle kanda dolasir (33).



Organizmada bobrekler tarafindan dolasimdan alinarak idrarla atilir (37). Saglikli
eriskinlerde plazma leptinin fizyolojik sinirlar1 5-20 ng/ml diizeyindedir (38-40).

Esas olarak beyaz yag dokusu tarafindan sentezlenen leptin hormonunun, son
yillarda cok diisiik seviyelerde olsa da mide epiteli (41, 42), gobek kordonu, plasenta
(43-46), kil folikiilii (37), testis, ovaryum (47), kemikiligi (48), iskelet kas1 ve insan
meme epitel hiicreleri tarafindan da sentezlendigi bildirilmistir (49, 50).
Organizmada iiretilen leptin hormonu kanda, serbest ve proteine bagl olarak iki ayri
sekilde bulunur. Leptin hormonunun aktivasyonundan serbest formun sorumlu
oldugu diisiiniilmektedir (51). Yapilan calismalarda obez bireylerde serumdaki
leptinin biiyiik kisminin serbest formda oldugu tespit edilmistir (51, 52).

Leptinin dolasimdaki yar1 6mrii yaklasik 30 dakikadir ve pulsatif olarak
yemeklerden 2-3 saat sonra salgilanir. Sabah erken saatlerde pik yaparken 6gleden
sonra en diisiik diizeylere iner (53). Serum leptin diizeyi kadinlarda erkeklere oranla
daha yiiksektir. Bu durum kadinlarda yag dokusu fazlalig1 ve cilt alti yag oraninin

daha fazla olmasi ile aciklanmaktadir (54).

1.4.1. Leptin Reseptorleri

Ob geninin klonlanmasindan yaklasik bir y1l sonra (1995) Tartaglia tarafindan leptin
reseptorii (obezite reseptorii) tantmlanmustir. Leptin reseptorii (Lep-R), tip 1 sitokin
reseptOr ailesine aittir (55). Leptin reseptorlerinin Lep-Ra, Lep-Rb, Lep-Rc, Lep-Rd,
Lep-Re ve Lep-Rf olarak adlandirilan alt1 izoformu bulunmaktadir (56). Bunlardan
en uzun olan izoform Lep-Rb, eriyebilir/coziiniir izoform Lep-Re, diger Lep-Ra,c,d,f
reseptorleri ise kisa isoformlardir (57). Leptin reseptorlerinin tiim izoformlarinda
ekstraselliiler leptin baglama bolgesi vardir ama intraselliiler bolgeleri birbirinden
farklidir. Lep-Re’nin ise transselliiler ve intraselliiler kisimlar1 bulunmaz (56).
Leptin reseptoriiniin sinyal iletim mekanizmasinda, sitoplazmik bir protein
kinaz olan Januz kinaz-2 (JAK-2) ile sinyal aktaric1 ve transkripsiyon aktive edici
(STAT) proteinler 6nemli rol oynamaktadir (58, 59). Leptin reseptore baglandiginda,
reseptoriin sitoplazmik kisminda bulunan tirozin Y bolgeleri, JAK-2 araciliyla
fosforlanarak, STAT proteinleri i¢in alanlar olusturur (39). Bu sekilde STAT
proteinleri hem reseptore hem de dimer olusturmak iizere bagka bir STAT proteinine

baglanir. Fosforilizasyondan sonra bu STAT proteinlerindeki tirozin bdolgeleri,



reseptorlerden ve dimerlerden ayrilir. Boylece transkripsiyonel diizenleyici STAT
proteinleri aktive olur. Bunlar hiicre cekirdegine tasindiktan sonra, STAT a yanit
veren duyarli molekiiller vasitasiyla DNA’ya baglanirlar ve hedef genlerin
transkripsiyonunu uyarirlar (39, 60)

Leptin reseptorleri, basta hipotalamus (61) olmak iizere, kalp, plasenta,
akcigerler, karaciger, kas, bobrekler, pankreas, dalak timus, prostat, testisler,
ovaryumlar, ince bagirsaklar ve kolonda (62) gosterilmis olup, leptin hormonunun
enerji regiilasyonu (63, 64) iireme (65), anjiyogenezis (66), hematopoesis (67),
endokrin sistem (68), beyin gelisimi (69), metabolizma hizinin ayarlanmasi,
termoregiilasyon, biiylime ve gelisme (70) ile gastrointestinal sistem (71) gibi
viicuttaki bir¢ok sisteminin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynadig

bildirilmektedir.

1.4.2. Leptin ve Obezite

Viicut yag miktar ile orantili olarak dolasimda bulunan leptin hormonu (72), kan
beyin bariyerini gegerek hipotalamusa ulasir ve hipotalamusun ventro-medial
niikleusunda bulunan doyma merkezinde, hipotalamik noropeptid-Y (NPY)’nin
sentez ve sekresyonunu inhibe eder. NPY nin inhibisyonu gida tiiketimini ve kilo
alimimi azaltirken sempatik sistemi aktive ederek enerji tiiketimini arttirir (73).
Herhangi bir nedenle meydana gelen leptin yetersizligi veya duyarsizligi,
hipotalamusta NPY iiretiminin ve salgilanmasinin artmasina, asir1 gida alimina ve
obeziteye neden olur (70, 74). 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 (75, 76). Dolayisiyla obez insanlarin yag doku kitlesi arttik¢a, leptin
sentezi yiikselmekte; doygunluk merkezindeki leptin duyarsizligina bagli olarak ise,
gida alimi ve viicut yag doku kitlesi artmaya devam etmektedir. (77, 78).

Viicut agirhiginda %10 azalma plazma leptin diizeyinde %53 azalmaya
karsilik gelirken, viicut agirhginda %10’luk artisin plazma leptinin de %300 artisa
yol actigr belirlenmistir (40). Obezlerde plazma leptin diizeyinin artisindan yag
dokusu disinda leptin sentezleyen diger doku ve organlarin da sorumlu olabilecegi

diistiniilmektedir (37).



1.4.3. Leptin ve Mide Bagirsak Kanah

Lep-Rb izoformu, yetiskin insanda; mide (42, 79), ince bagirsak (80) ve kolon (62,
81) mukozalarinda tanimlanmustir. Insan sindirim kanalinin gelisim siirecinde mide
mukozasindan leptin salgilanmasi, fetusun amniyotik siviyr igmesiyle baglar ve
salgilanan leptin hormonu sindirim sistemi epitel hiicrelerinde lokalize olan lep-
Rb’ye baglanarak sindirim fonksiyonlarinin diizenlenmesinde rol oynar (82).

Midedeki leptin varligr ilk kez rat midesinin fundus boliimiiniin mukoza
katmaninda gosterilmis ve insanlarda yapilan sonraki calismalarda da benzer
sonuglar elde edilmistir. Fundus mukozasinda, 6zellikle prensipal hiicrelerden olmak
tizere (41, 42), az miktarda da pariyetal hiicreler tarafindan leptin hormonu
salgilanmaktadir (79). Prensipal ve pariyetal hiicreler tarafindan salgilanan ve
ekzokrin yolla mide lumenine verilen leptin, mide de gida alimini ve miktarim
kontrol eder (83). Fundus bezleri arasinda bulunan endokrin karakterdeki
hiicrelerden salgilanan leptin ise, endokrin yolla kan dolasimina gecer ve bagirsak
epitel hiicrelerinin bazolateral membranlarinda lokalize olan leptin reseptorlerine
baglanarak parakrin etki gosterir. Bu durum beslenmeden sonra gozlenen dolasimda
leptin artisin1 aciklamaktadir (84).

Leptinin, mide iizerinde koruyucu etkisi bulunmaktadir. Sistemik leptin
uygulamasi, etanol, aspirin veya asetik asitle olusturulan akut mide lezyonlarina kars1
midenin mukozal biitiinliigiinii korumaktadir (85). Bununla birlikte leptin hormonu,
midenin asit, gastrin ve somatostatin sekresyonlarinin kontroliinde gorev alir (62, 86,
87). Dogrudan portal dolasima verildiginde ise, mide ve karaciger arasindaki
haberlesmede rol oynadigi ileri siiriilmektedir (88).

Mide iceriginde leptin varlifi, mide bagirsak kanali boyunca leptin
reseptoriiniin  lokalizasyonuna isaret etmektedir (79). Leptin reseptorii ince
bagirsaklarda epitel hiicrelerinin apikal ve bazal sitoplazmasi ile bazolateral
membraninda lokalize olmaktadir (80). Leptin bagirsaktaki leptin reseptorleri
aracilifiyla yag metabolizmasim1 ve gidalarin emilimini diizenler. Yag agirlikli
beslenmelerde leptin, jejenumdaki epitel hiicrelerinde hizli bir sekilde APO-AVI
(Apolipoprotein AIV) mRNA transkripsiyonunu diisiirerek, Lep-Rb ve STATS
mekanizmalart araciligiyla jejenumda yaglarin sindirimini azaltir (71). Bununla

birlikte ekzokrin lipazin sentez ve sekresyonu (89) iizerine etkisiyle lipit sindirimi ve



emiliminini diizenler. Bu sekilde leptin kisa siirede enerji dengesinin korunmasina
yardimct olur. Leptin ayrica ince bagirsaklarda sodyum-glukoz gecis aktivitesini
engelleyerek, glukozun emilimini hizli bir sekilde inhibe eder (90). Leptin,
proteinlerin emilimi {izerine de diizenleyici etkiye sahiptir. Bagirsak protein tasiyicisi
PepT1’in ve leptin reseptorlerinin, Caco-2 hiicre hatlarinda ve rat bagirsak mukoza
hiicrelerinde ekpresyonu bilinmektedir. Bu hiicrelerde PepT1 aracilifiyla gerceklesen
bagirsak peptid gecisinin kontrolii apikal leptin ile (gastric leptin) iligkilidir. Apikal
leptin, PepT1 araciligiyla oligopeptidlerin bagirsaktan emilim hizim artirir (87).

Leptin reseptor immunreaksiyonu, ratlarin (91), fetal ve yetiskin insanlarin
kolon kript epitel hiicrelerinin apikal (62, 82, 91) ve bazolateral membranlar (82, 91)
ile sitoplazmalarinda (62, 82), kobaylarin ise pleksiis miyenterikuslarinda
belirlenmistir (92). Yetiskin insan kolon kript epitel hiicrelerinde gozlenen
reaksiyonun kriptlerin iist boliimlerinden alt kisimlara kadar uzandigi saptanmistir
(82).

Leptin hormonu kolon fizyolojisi ve patofizyolojisinde 6nemli rol
oynamaktadir. Kolon lumeninde bulunan ekzojen kaynakli leptin, kolon epitel
hiicreleri i¢in enerji kaynagi olan butiratin, kolon Caco-2 hiicre hatlarinda hiicre i¢cine
alinmmin  arttirir  (93). Butirat karbonhidratlarin ve lifli gidalarin  bakteriyel
fermentasyonu sonucu kolon mukozasinda iiretilen, kisa zincirli bir yag asididir (94)
ve hiicre siklusunu kontrol eden anahtar proteinleri diizenleyerek hiicre cogalmasini
inhibe eder, apoptozisi indiikler (95). Bu bulgulara benzer olarak leptinin normal
kolon dokusunun ozellikle distal boliimiinde mitoz aktiviteyi azalttigi (96)
azoxymetan ile olusturulan ilk kanserojen lezyonlarin gelisimini baskiladig
bildirilmistir (91). Yapilan diger calismalarda ise aksine leptin hormonunun hem
normal hem de kolon kanser hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasini indiikledigi (62),
apoptozisi inhibe ettigi ifade edilmistir (97).

Leptin kolonda mukus salinimini uyarir ve musin gen ekspresyonunu
arttirarak goblet hiicrelerinde tekrar intraseliiler musin depolanmasina yardimci olur.
Boylelikle kolon epitel hiicrelerinin yiizeyinde bir bariyer olusturan mukusun
fizyolojik savunma fonksiyonuna katkida bulunur (98). Ayrica leptin, anjiyogenesisi
uyarir (99) ve kolon anastomozlarimin iyilesmesini hizlandirir bu yilizden de

kolorektal cerrahide giivenli olarak kullanilabilmektedir (100).
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1.4.4. Leptin ve Ostrojen

Ostrojen ve leptin arasindaki iliski beslenme ve kilo aliminin kontroliinde 6nemli bir
role sahiptir. Ostrojen reseptorii yag dokuda lokalize olarak ostrojen hormonunun
lipolitik etkilerine arabuluculuk etmekte (101) ve obez (ob) gen transkripsiyonunu
etkileyerek leptin hormonunun {iiretimini arttirir (102). Kadinlarda da menopozla
birlikte, viicut agirliginda (103) ve viicut yag dagiliminda bazi degisiklikler meydana
gelmektedir (104). Benzer olarak ratlarda ovariektomiyi takiben gida aliminin
artmasi ve spontan fiziksel aktivitenin azalmasi sonucu, viicut agirliginin 6zellikle de
yag doku miktarinin arttigi ve viicut agirligindaki bu artisin Ostrojen verilmesiyle
baskilanabilecegi saptanmistir (105-107). Ostrojen yetersizligi sonucu olusan bu kilo
artisinin, merkezi leptin duyarsizligr ve asirt NPY iiretimine bagl olarak ortaya
ciktigi ifade edilmektedir (107). Kedi (108) ve kopeklerde (109) ise, ovariektomiyi
izleyen siirecte gida aliminin artmasina bagl olarak viicut agirliginda ¢cogunlukla da
viicut yaginda artis gozlenmistir. Bu nedenle kedi ve kopeklerde ovariektomi
obezitenin sekillenmesinde 6nemli bir faktor olarak goriilmiis ve daha cok diyette
ayarlamalar yapilarak bu sorun ortadan kaldirilmaya calisilmistir.

Kadinlarda menopoz sonrasi donemde serum leptin diizeyinde de bazi
degisiklikler gozlenmektedir. Postmenopozal donemdeki kadinlarda serum leptin
konsantrasyonu, premenopozal donem kadinlardan daha diistiktiir (110, 111). Ayrica
premenopozal donem kadinlarin, erkeklerden ve postmenopozal déonem kadinlardan;
postmenopozal kadinlarin ise, erkeklerden daha yiiksek serum leptin diizeyine sahip
olduklar1 (110) ve 6strojenin leptin iiretiminde rolii oldugu bildirilmistir (112).

Yapilan cesitli caligmalarda leptin ve reseptoriiniin  kalin  bagirsak
fonksiyonlarinin diizenlenmesinde onemli bir role sahip oldugu, menapoz sonrasi
donemde bazi bayanlarda konstipasyon (113, 114), inflamatuar bagirsak hastaligi
(115) ve kolon kanserine yatkinlik (116-119) gibi gastrointestinal komplikasyonlarin
gozlendigi bilinmektedir. Kolon fonksiyonlarinin diizenlenmesinde 6strojen hormonu
ve leptin reseptorii arasindaki iligki acik degildir. Bu sebeple, ovariektomi sonrasi
hayvanlarda ve postmenapozal donemde bayanlarda steroid hormonlarinin 6zellikle
Ostrojen hormonunun seviyesindeki azalmaya bagli olarak; kolonda lokalize olan
leptin reseptorlerinin ekspresyon derecesinin degisecegini, dolayisiyla reseptor sinyal

iletiminde meydana gelen bu degisikligin, kolonun histofizyolojik fonksiyonlarini
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etkileyebilecegini ve kalin bagirsak rahatsizliklarinin sekillenmesine Onciiliik

edebilecegini diisiinmekteyiz.
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2- GEREC VE YONTEM
2.1. Gereg
2.1.1. Hayvan

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

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

Tablo 2.1. Arastirmada kontrol ve Ostrojen grubu ratlara uygulanan deneysel

prosediir.
Grup Alt grup | Uygulama Deneyin Sonlandirilmasi
K18 0.2 ml/rat susam yagi Uygulama sonras1 18. saat
Kontrol K90 0.2 ml/rat/giin susam | Son uygulamadan 18 saat sonra

yagi (3 giin)
K162 | 0.2 ml/rat/giin susam | Son uygulamadan 18 saat sonra
yag1 (6 giin)

018 25 ug/rat/giin 17 B- | Uygulama sonrasi 18. saat
Ostrodiol
Ostrojen 090 25 ug/rat/giin 17 B- | Son uygulamadan 18 saat sonra
ostrodiol (3 giin)
0162 |25 ug/rat/gin 17 - | Son uygulamadan 18 saat sonra
ostrodiol (6 giin)

Ovariektomiden bir hafta sonra ratlar kontrol (n=18) ve Ostrojen (n=18)
olmak iizere iki ana gruba ayrildi. Ostrojenin siireye bagimli etkisini degerlendirmek
icin 18. saat dstrojen grubu (O18), 90. saat dstrojen grubu (090), 162. saat dstrojen
grubu (0162); benzer sekilde kontrol grubu da 18. saat kontrol grubu (K18), 90. saat
kontrol grubu (K90), 162. saat kontrol grubu (K162) olmak iizere 3’erli alt gruplara
ayrildi.

Gruplara uygulanan deney protokolii tablo 2.1°de 6zetlenmistir. Buna gore;

Birinci kontrol grubuna tek doz 0.2 ml/rat susam yagi i.m. uygulandi (K18).
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Ikinci kontrol grubuna ii¢ doz 0.2 ml/rat/giin susam yag1 i.m. uygulandi1 (K90).
Uciincii kontrol grubuna alt1 doz 0.2 ml/rat/giin susam yag1 i.m. uygulandi (K162).
Birinci dstrojen grubuna tek doz 25 ug/rat/giin 17 B-6strodiol i.m. uyguland1 (018).
Ikinci 6strojen grubuna ii¢ doz 25 pg/rat/giin 17 B-6strodiol i.m. uygulandi (090).
Uciincii dstrojen grubuna alt1 doz 25 pg/rat/giin 17 B-ostrodiol i.m. uyguland1 (0162).
Gruplarda ratlar genel anesteziye alindiktan sonra etik kurallara uygun olarak
boyun eklemlerinden disloke edilerek oldiiriildii. Batin agilarak kolon dokusundan

ornekler alind1

2.1.2. Cihazlar

Etiiv (Niive EN 500)
Parafin tanki (Lecia E61120)
Mikrotom (Leica RM2155)

Su banyosu (Lecia HI1210)
Mikrodalga firin (Arcelik Interwire)
Buz dolabi (Indesit S46)
Mikroskop (Olympus CX41)
Fotograf makinesi (Olympus L-5060)
Hassas terazi (Precisa XB220A)

Ph metre (inoLab WTW Series)

2.1.3. Tespit ve Doku Takibinde Kullanilan Kimyasallar

Kimyasallar %37’lik Formaldehit Merck
Sodium dihidrojen fosfat Merck
Disodium hidrojen fosfsat Merck
%100 Alkol Merck
%96 Alkol Tekel
%80 Alkol Tekel
%70 Alkol Tekel
%50 Alkol Tekel

Xylene Merck
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Distile Su
Parafin (56°C-58°C) Merck
Poly lisine Sigma

2.1.3.1. Tespit ve Doku Takibinde Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanisi

Notr Formol Tespit Soliisyonu

%37 Formaldehit 100 ml
Distile su 900 ml
Sodium dihidrojen fosfat 4 gr
Disodium hidrojen fosfat 4,5 gr
% 80 Alkol

%96 Alkol 80 ml

Distile Su 16 ml

%70 Alkol

%96 Alkol 70 ml

Distile Su 26 ml

% 50 Alkol

%96 Alkol 50 ml

Distile Su 46 ml

2.1.4. immunohistokimyasal Yontemde Kullanilan Gerecler

Immunohistokimyasal yontem 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 icin metanol ile
hazirlanmis %35’lik hidrojen peroksid soliisyonu,

Antikor diliient ( Zymed 00-3118) soliisyonu,
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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 tasyic1 protein ve antimikrobiyel ajan iceren 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 PBS (Zymed 00-3002).

2.1.4.1. immunohistokimyasal Yontemde Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanisi

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 (best kimyasallar1) karistirildi.

Primer Antikor (Ob-R)

1:25 oraninda antikor diliient soliisyonu ile dilue edildi
Substrat- Kromojen Soliisyonu
1 ml distile suya DAB (Zymed 00-2020) 3-3 diaminobenzidin’in 1, 2, 3 nolu

sollisyonlarindan birer damla damlatilarak hazirlandi.

Haris Hematoksilen

Hematoxylin crystals.................... 5.0 gm
Alcohol, 100%........cccceeereeveeuennnnne 50.0 ml
Potasyum alum........................ 100.0 gm
Distilled water ...................... 1000.0 ml

Mercuric oxide (red).................... 2.5 gm
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Hematoksilen alkol i¢inde; potasyum alum sicak distile su icinde eritildi. Isitma
islemi birakilarak iki solusyon karistirildi ve bu karisimin hemen kaynama noktasina
gelmesi saglandi. Daha sonra karisim atesten alinip {izerine yavasca civa oksit ilave
edildi. Su icerisinde 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 kolondan 2-3 cm’lik 6rnekler alindi ve serum

fizyolojik soliisyonu ile yikandi.

2.2.2. Tespit, Doku Takibi ve Kesit Alma

Dokular %10’luk nétiir formolde 72 saat tespit edildi. Dokular bir gece akarsuda
yikandiktan sonra dereceli alkol serilerinden gecirilerek, suyu giderildi

(Dehidratasyon).

%350 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 Parlatildi

Xylol 1 X 1 Saat

Xylol 2 X 1 Saat

Xylol 3 X 1 Saat
56°C-58°C’de eriyen parafinin xylol ile yer degistirerek dokuya niifuz etmesi
saglandi.

Xylol/Parafin (1:1) X 1 saat
Parafin 1 X 1 saat
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Parafin 2 X 1 saat

Dokular Parafine gomiildii
Mikrotom ile 4-5 p kesitler alind1
Poly lisine kapli lamlara c¢ekildi

2.2.3. Immunohistokimyasal Boyama

Xylol ile parafini giderilen ve dereceli alkollerden gecirilen doku kesitleri distile
suda bekletildi.
Indirek streptavidin peroksidaz yontemi kullanilarak immunohistokimya boyamas1

yapildi.

Xylol 3x5 dk

%100 Alkol 2x3 dk

%96 Alkol 3 dk

%80 Alkol 3 dk

%70 Alkol 3 dk

%50 Alkol 3 dk

Distile Su 2x3 dk bekletildi.

1- 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.

2- Preperatlarin Sogutulmasi
Mikrodalga firindan ¢ikarilan preparatlar sogutulmak amaciyla oda sicakliginda 20

dakika bekletildi.

3- PBS ile Yikama
Preparatlar PBS ile 3 X 5 dakika yikandi.
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4- Endojen peroksit aktivitesini giderilmesi
Endojen peroksit aktivitesini gidermek i¢in, %10’luk H,O; ile preparatlar 10 dakika
inkiibe edildi.

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

6- Kesitlerin Etrafinin Simirlandirilmasi

Lamin iizerindeki kesitlerin etrafi pap pen ile ¢izildi.

7- Antikor Diliisyonu
Anti-goat poliklonal Ob-R primer antikoru, antibody diliuent (Zymed) ile
1/25 oraninda diliie edildi.

8- Preperatlara Antikor Uygulamasi
Normal preparatlara 1/25 oraninda sulandirilmis primer antikor (Santa Cruz) negatif

kontrol preparatlarina ise PBS konuldu.

9- inkiibasyon
Prepatlar nemli ortami saglayan bir kap icerisine yerlestirilerek + 4 °C’de 1 gece (18

saat) inkiibe edildi.

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

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

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

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

15- Substrat-Kromojen Uygulamasi

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

16- Distile Su ile Yikama
Distile su ile yikandi.

17- Zat boyama
Boyama oncesinde preperatlar distile su icinde 5 dakika tutuldu

Harris Hemotoksilen ile 25 saniye zit boyama yapildi.

18- Akarsu ile yikama
5 dk akarsu altinda yikandi

19- Distile suda yikandi
5 dk Distile su ile yikandi

20- Alkol Serilerinden Gecirilmesi
% 96 Alkol 2 X 3 dk
%100 Alkol 2 X 3 dk

21- Ksilolde Parlatilma
Xylol 1 X 5 dk

Xylol 2 X 10 dk

Xylol 3 X 15 dk
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22- Kapatma

Boyanan kesitler entellan ile kapatildi.

2.3. Degerlendirme

Immunohistokimyasal degerlendirme iki bagimsiz gozlemci tarafindan; hedef
dokunun boyanip boyanmamasina, boyamanin hedef dokudaki dagilimina,
boyamanin karakterine (niikleer yada sitoplazmik) ve olusan boyanma yogunluguna
bakilarak yapildi. Degerlendirme, iki bagimsiz gozlemci tarafindan; boyanmama (-),
zayif boyanma (+), orta siddette boyanama (++), siddetli boyanma (+++)

ozelliklerine gore 0’dan 3’e kadar degerler verilerek yapildi (62, 121).

2.4. istatistiksel Analiz

Immunohistokimyasal degerlendirme sonucu elde edilen verilerin ortalama ve
standart hata degerleri bulunarak gruplar arasindaki farkliliklarin istatistiki acidan
onem gosterip gostermedigi belirlendi. Ostrojen ve kontrol gruplarinin verileri non-
parametrik Mann-Whitney U testi ile karsilastirildi. Giliven diizeyini gostermede
p<0.05 icin *, p<0.01 i¢in ** simgeleri kullanildi. Calismanin istatistiksel analizleri

SPSS 10.0 (Statiscal Packagef For Social Sciences) programi kullanilarak yapildi.
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3- BULGULAR
3.1. Kolondaki Lep-R’nin immunohistokimyasal Skorlama Sonuclar

Parafin bloklardan alinan 4-5 mikronluk kesitlerde, leptin reseptér ekspresyonu
indirek Streptavidin-Biotin Peroksidaz yoOntemi ile boyanarak gosterildi. Kontrol ile
Ostrojen gruplarinin kolon kesitleri incelendiginde; kript epitel hiicrelerinde ve
pleksiis miyenterikuslarda sitoplazmik tarzda ekspresyon saptandi. Ayrica lamina
propria icerisindeki bag doku hiicrelerinde de leptin reseptdr ekspresyonu
gozlenmesine ragmen goblet hiicrelerinde ekspresyon saptanmadi (Sekil 3.3, 3.4,
3.16).

Leptin reseptor ekspresyonu, kontrol gruplarinda, sadece kriptlerin iist
kistmlarindaki epitel hiicrelerinde gozlenirken (Sekil 3.15), Ostrojen gruplarinda
kriptlerin iist boliimlerinden alt kistmlara kadar uzandig: belirlendi. Ayrica reaksiyon
siddetinin, kriptlerin iist kisimlarindan alt kesimlere dogru azaldig gozlendi (Sekil
3.11).

18 saatlik kontrol ve Ostrojen gruplarinin kolon kript epitel hiicrelerinde orta
siddette bir immunreaksiyon belirlendi (Sekil 3.3, 3.4, 3.5, 3.6). hnmunreaksiyon
siddeti yoniinden K18 ve O18 gruplari arasinda istatistiki bir fark saptanmadi (Tablo
3.1). K18 grubunda pleksiis miyenterikuslarda leptin reseptdr ekspresyonu
gozlenmezken, O18 grubunda zayif ile orta siddette degisen bir immunreaksiyon
saptand1 (Sekil 3.7, 3.8). Gruplar arasinda p<0.01 diizeyinde istatistiki bir onem
belirlendi (Tablo 3.1), (Sekil 3.2).

K90 grubunda, kolon kript epitel hiicreleri zayif ya da orta siddette
boyamirken (Sekil 3.9, 3.10), O90 grubunda kript epitel hiicrelerinin orta ya da
siddetli boyandig1 gozlendi (Sekil 3.11, 3.12). Kontrol ve dstrojen gruplari arasinda
immunreaksiyonun siddeti bakimindan p<0.05 diizeyinde istatistiki énem saptandi
(Tablo 3.2), (Sekil 3.1). Kontrol grubundaki pleksiis miyenterikuslarda negatif
immunreaksiyon gozlenirken (Sekil 3.13), Ostrojen grubundaki pleksiis
miyenterikuslarda zayif bir immunreaksiyon saptandi (Sekil 3.14). Immunreaksiyon
siddeti yoniinden K90 ve O90 gruplar arasinda p<0.01 diizeyinde 6nem belirlendi
(Tablo 3.2), (Sekil 3.2).

K162 ile 0162 gruplar incelendiginde; K162 grubu ratlarin kolon kript epitel
hiicrelerinde zayif immunreaksiyon gozlenirken (Sekil 3.15, 3.16), 0162 grubunda
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kript epitel hiicrelerinin, orta siddette boyandig: belirlendi (Sekil 3.17, 3.18). Kontrol
ve Ostrojen gruplart arasinda immunreaksiyonun siddeti bakimindan p<0.01
diizeyinde istatistiki 6nem saptandi (Tablo 3.3), (Sekil 3.1). Kolonlarin pleksiis
miyenterikuslar1 kontrol grubunda negatif olarak boyamrken (Sekil 3.19), 0162
grubunda ise zayif immunreaksiyon gozlendi (Sekil 3.20) ve gruplar arasinda

reaksiyonun siddeti yoniinden istatistiki bir fark saptanmadi (Tablo 3.3).

Tablo 3.1. Kontrol ve dstrojen gruplarindaki ratlarda, 18.saatte; kolonun kript epiteli
ve pleksiis miyenterikuslarinda Lep-R’nin immunohistokimyasal skor degerlerinin
ortalamasi (Mean+SE)

Kontrol 18. Saat (")stroje"n 18. Saat P-degeri
(K18) (018)
Kript Epiteli 1.67+0.21 2.17+0.17 0.092
Pleksiis 0.00+0.00 1.33£0.21 0.002"

Miyenterikus

K18, Ov ratlara tek doz 0.2 ml susam yag1 uygulandi.

018, Ov ratlara 17 B-estrodiol (25 pg/rat/giin i.m) dozunda bir giin uygulandi.
": Gruplar arasinda P<0.01 oraninda fark belirlendi (n=6).
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Tablo 3.2. Kontrol ve dstrojen gruplarindaki ratlarda, 90.saatte; kolonun kript epiteli
ve pleksiis miyenterikuslarinda Lep-R’nin immunohistokimyasal skor degerlerinin
ortalamasi (Mean+SE)

Kontrol 90. Saat (")stroje"n 90. Saat P-degeri
(K90) (090)
Kript Epiteli 1,66+0,21 2.50+0,22 0.030%*
Pleksiis 0.00+0.00 0,66+0,21 0.019%x

Miyenterikus

K90, Ov ratlara ii¢ doz 0.2 ml susam yag1 uygulandi.

090, Ov ratlara 17 B-estrodiol (25 pg/rat/giin i.m) dozunda ii¢ giin uygulandi.
*:Gruplar arasinda P<0.05 oraninda fark belirlendi (n=6).

. Gruplar arasinda P<0.01 oraninda fark belirlendi (n=6).

Tablo 3.3. Kontrol ve 0Ostrojen gruplarindaki ratlarda, 162.saatte; kolonun Kkript
epiteli ve pleksiis miyenterikuslarinda Lep-R’nin  immunohistokimyasal skor
degerlerinin ortalamas1 (Mean+SE)

Kontrol 162. Saat  Ostrojen162.Saat P-degeri
(K162) (0162)
Kript Epiteli 0,16 £0.16 1,66 +£0.21 0.004%
Pleksiis 0.00 + 0.00 0.33+0.21 0.138

Miyenterikus

K162, Ov ratlara ii¢ doz 0.2 ml susam yag1 uygulandi.
0162, Ov ratlara 17 B-estrodiol (25 ug/rat/giin i.m) dozunda alt1 giin uygulanda.
": Gruplar arasinda P<0.01 oraninda fark belirlendi (n=6).
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Sekil 3.1. Kolonun kript epitellerinde leptin reseptor immunreaksiyonu.
*: 90. saatte kontrol ve dstrojen gruplar1 arasinda P<0.05 oraninda fark belirlendi.
*%: 162. saatte kontrol ve 0strojen gruplart arasinda P<0.01 oraninda fark belirlendi.
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Sekil 3.2. Kolonun pleksiis miyenterikuslarinda leptin reseptdr immunreaksiyonu
*%: 18. ve 90. saatlerde kontrol ve Ostrojen gruplar1 arasinda P<0.01 oraninda fark
belirlendi.
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Sekil 3.3. Kolon kript epitel (ok basi) ve bag doku (ok) hiicrelerinde orta siddette
Lep-R immunreaksiyonu, (K18), SBP, 1 bar = 100 mikron.

Sekil 3.4. Kolon kript epitel (ok basi) ve bag doku (ok) hiicrelerinde orta siddette
Lep-R immunreaksiyonu, (K18), SBP, 1 bar = 100 mikron.
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Sekil 3.5. Kolon kript epitel hiicrelerinde (ok basi) orta siddette Lep-R
immunreaksiyonu, (018), SBP, 1 bar = 100 mikron.

Sekil 3.6. Kolon kript epitel hiicrelerinde (ok bagi) orta siddette Lep-R
immunreaksiyonu, (O18), SBP, 1 bar = 100 mikron.
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Sekil 3.7. Kolon pleksiis miyenterikusunda (ok basi) negatif Lep-R
immunreaksiyonu, (K18), SBP, 1 bar = 100 mikron.

Sekil 3.8. Kolon pleksiis miyenterikusunda (ok basi) orta siddette Lep-R
immunreaksiyonu, (O18), SBP, 1 bar = 100 mikron.
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Sekil 3.9. Kolon kript epitel hiicrelerinde (ok basi) orta siddette Lep-R

immunreaksiyonu, (K90), SBP, 1 bar

100 mikron.

Sekil 3.10. Kolon kript epitel hiicrelerinde (ok basi) orta siddette Lep-R

immunreaksiyonu, (K90), SBP, 1 bar = 100 mikron.
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Sekil 3.11. Kolon kript epitel hiicrelerinde (ok bas1) siddetli Lep-R immunreaksiyonu,
(090), SBP, 1 bar = 100 mikron.

Sekil 3.12. Kolon kript epitel hiicrelerinde (ok bas1) siddetli Lep-R immunreaksiyonu,
(090), SBP, 1 bar = 100 mikron.
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Sekil 3.13. Kolon pleksiis miyenterikusunda (ok basi) negatif Lep-R
immunreaksiyonu, (K90), SBP, 1 bar = 100 mikron.

Sekil 3.14. Kolon pleksiis miyenterikusunda (ok basy) zayif Lep-R
immunreaksiyonu, (090), SBP, 1 bar = 100 mikron.
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Sekil 3.15. Kolon kript epitel hiicrelerinde (ok basi1) zayif Lep-R immunreaksiyonu,
(K162), SBP, 1 bar = 100 mikron.

Sekil 3.16. Kolon kript epitel (ok basi) ve bag doku hiicrelerinde (ok) zayif Lep-R
immunreaksiyonu, (K162), SBP, 1 bar = 100 mikron.
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Sekil 3.17. Kolon kript epitel hiicrelerinde (ok basi) orta siddette Lep-R
immunreaksiyonu, (0162), SBP, 1 bar = 100 mikron.

Sekil 3.18. Kolon kript epitel hiicrelerinde (ok basi) orta siddette Lep-R
immunreaksiyonu, (0162), SBP, 1 bar = 100 mikron.
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Sekil 3.19. Kolon pleksiis miyenterikusunda (ok basi) negatif Lep-R
immunreaksiyonu, (K162), SBP, 1 bar = 100 mikron.

Sekil 3.20. Kolon pleksiis miyenterikusunda (ok basi) zayif Lep-R
immunreaksiyonu, (0162), SBP, 1 bar = 100 mikron.
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100

(ok bas1), SBP, 1 bar =

b

Sekil 3.21. Negatif kontrol (kript epitel hiicreleri)

mikron.

SBP, 1 bar = 100

Negatif kontrol (pleksiis miyenterikus), (ok bast),

Sekil 3.22.

mikron.
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4. TARTISMA

Ob gen iiriinti bir molekiil olan leptin, 1994 yilinda kesfedilmesinden bu yana son
10-12 yildir iizerinde en fazla arastirma yapilan bir hormondur. Yag dokusu ve
merkezi sinir sistemi arasindaki sinyalizasyonu saglamasi, gida alimi ve enerji
tilketimindeki rolii nedeniyle biiyiik ilgi uyandirmistir. 1995 yilinda leptin
reseptoriiniin (Lep-R) kesfi ile de bu alanda yapilan calismalar artarak devam
etmistir .

Leptin ve reseptorii ile ilgili olarak yapilan calismalar, genelde obezitenin
etiyolojisine odaklanmisken; kolon dokusunda daha ziyade proliferasyon (62, 91, 96)
apoptozis (97), mukus sekresyonu (98, 122) ve butirat transportu gibi kolon
fonksiyonlarina yoneliktir (93-95).

Disi cinsiyet hormonlar ile ilgili deneysel ¢alismalarda ov rat modeli yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ov ratlarda gerek leptin hormonu gerekse diger enzimlerle
ilgili yapilmis calismalarda 17 B-ostradioliin 10-50 pg/rat/giin dozlar1 kullanilmistir
(61, 123, 124). Ayrica Ostrojenle ilgili yapilan arastirmalarda, Ostrojenin dokular
tizerine olan etkisinin yaklasik olarak 18. saate ortaya c¢iktigi belirlenmistir (125). Bu
bildirimler 1s181nda, c¢alismamizda ov ratlara 17 B-6stradiol 25 pg/rat/giin dozunda
uygulanmis ve Ostrojenin kolon iizerindeki etkisinin tam olarak saptanabilmesi
amaciyla K18 ve O18 gruplarindan 18. saatte (tek uygulama), K90 ve 090
gruplarindan 90.saatte (ii¢ uygulama + 18 saat), K162 ve 0162 gruplarindan ise 162.
saatte (alt1 uygulama + 18 saat) doku Ornekleri alinmis ve bu deney kurgusuna gore
kolondaki leptin reseptor ekspresyonu belirlenmistir.

Calismamizda, Ostrojen ile kontrol gruplarmin kript epitel hiicrelerinde ve
pleksiis miyenterikuslarinda sitoplazmik tarzda leptin reseptor ekspresyonu saptandi.
Ayrica lamina propria igerisindeki bag doku hiicrelerinde de leptin reseptor
ekspresyonu gozlendi. Kontrol gruplarinda sadece diferensiye olmus hiicrelerin
bulundugu kriptlerin iist kistmlarinda ekspresyon gozlenirken, dstrojen gruplarinda;
ekspresyonun kriptlerin iist boliimlerinden alt kisimlarina kadar uzandig: belirlendi.
Yapilan calismalarda leptin reseptor ekspresyonu, sicanlarin (91), fetal ve yetiskin
insanlarin kolon kript epitel hiicrelerinin apikal (62, 82, 91), bazolateral membranlari

(82, 91) ve sitoplazmalarinda (62, 82), kobaylarin (92) ise pleksiis



36

miyenterikuslarinda gosterilmistir. Calismamizda literatiire benzer olarak (82)
ekspresyon siddetinin kriptlerin alt kistmlarina dogru azaldigi gozlendi.

Calismamizda; kontrol gruplarinin kript epitel hiicrelerinde zayif ve orta,
Ostrojen gruplarinda ise orta ve siddetli immunreaksiyon belirlendi. Bu sonuclar
Ostrojen hormonunun ovariektomize rat kolon dokusunun kript epitelinde leptin
reseptOr ekspresyonunu arttirdigin1 gostermektedir.

Ovariektomize ratlarda yapilan caligmalarda bizim bulgularmiza uyumlu
olarak, yag doku (61) beyin, hipotalamus (123), iskelet kas1 (126) ve dorsal kok
gangliyonunda (124) Lep-R ekspresyonunun Ostrojenin etkisiyle arttigi tespit
edilmistir. Mitsuhiro Kimura ve ark. (123) ovariektomize ratlar {izerine yaptiklari
calismada, 10 ug ve 50 pg olmak iizere iki ayr1 doz Ostrojen verilmis ve doz miktari
artttkca  beyin, hipotalamus ve yag dokuda Lep-R ekspresyonun da arttig
belirlenmistir. Rosaria Meli ve ark. (61) ovariektomize ratlara haftada iki defa 25 ug
Ostrojen uygulayarak, 7. ve 22. haftalarda doku Orneklerini incelemislerdir. Yag
dokudaki leptin reseptor ekspresyonunun 7. haftada ovariektomize grupta, 22.
haftada ise Ostrojen grubunda daha fazla oldugunu gozleyerek, siireye ve doza bagh
olarak ekspresyon siddetinin arttigin1 belirtmislerdir. Ayrica Chen H.P. ve ark. (124)
calismalarinda ovariektomize ratlara 24 saat ara ile iki defa 10ug Ostrojen
uygulayarak, dorsal kok gangliyonda leptin reseptor ekspresyonunda artis
gozlemisler ve sonugta Ostrojenin leptin reseptdr ekspresyonunun diizenlenmesinde
rol oynadiginm ifade etmislerdir. Eretova V. ve ark. (127) kadinlar iizerine yaptiklari
calismada, kan dokuda bulunan ¢oziiniir (soluble) Lep-R konsantrasyonunun kontrol
grubuna gore ovariektomize grupta azalma egiliminde oldugunu belirlemislerdir.
Thorn SR. ve ark. (128) ovariektomize diiveler {izerine yaptiklar1 ¢alismada bizim
bulgularimizin aksine, Ostrojenin meme yag dokusu ve uterus endometriyumunda
Lep-R ekspresyonunu azalttigini; hipotalamus, karaciger, kas ve subkutan yag
dokuda ise Lep-R ekspresyonunu etkilemedigini saptamislardir. Yag dokuda leptin
reseptor ekspresyonu ile ilgili calismalarinda elde edilen bulgular ise celiskilidir.
Ovariektominin etkisiyle ovaryum c¢evresi (123, 129), subkutan ve retroperitonal yag
dokuda (110) Lep-R ekspresyonunun azaldigi, dstrojenin etkisi ile arttigy bildirilirken,
bunun aksine Ana Alonso ve ark. (126) retroperitonal yag dokuda ovariektominin

etkisiyle Lep-R ekspresyonunun arttifini, Ostrojenin etkisiyle ise azaldigim
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saptamislardir. Mesenterik yag dokuda ise Ostrojen grubuna gore ovariektomize
grupta Lep-R ekspresyonunun daha fazla oldugu belirlenmistir (110).

Kolon dokusunda sirkiiler ve longitudinal kas tabakalar1 arasinda bulunan
pleksiis miyenterikuslar bagirsak motilitesinin kontroliinde gorev alirlar (23).
Calismamizda; kontrol gruplarinin pleksus miyenterikuslarinda negatif, Ostrojen
gruplarinda ise zayif ile orta arasi degisen siddette immunreaksiyon belirlendi.
Ostrojenin etkisiyle pleksiis miyenterikuslarda Lep-R ekspresyonunun olusmasi,
leptinin bu gangliyonik yapilarin fonksiyonlar1 {izerine etkisi olabilecegini
gostermektedir. Ovariektomiye bagli olarak; pleksiis miyenterikuslarda Lep-R
ekspresyonunun gozlenmemesi, postmenopozal kadinlarda kolon motilitesinde
birtakim diizensizliklerin sekillenmesine yol acabilir.

Yapilan ¢alismalarda leptin hormonunun hem normal hem de kolon kanser
hiicrelerinde hiicre cogalmasim indiikledigi, kolon epitel hiicreleri i¢in bir biiyiime
faktorii oldugu (62) ve kript boliinme siirecinde Onemli bir etkiye sahip oldugu
bildirilmektedir (130). Bunun aksine, leptinin kolon dokusunda hiicre ¢ogalmasini
indiiklemedigi (96, 130), distal kolonda mitoz aktiviteyi, kolonun tiim boliimlerinde
ise kript alanlarini azalttigi (96), azoxymetan ile olusturulan deneysel kanserde,
lezyonlarin gelisimini baskiladigi ve dolayisiyla kanserlesme siirecinde onemli bir
role sahip olmadigi ifade edilmektedir (91). Calismamizda leptin reseptor
ekspresyonunun Ozellikle diferensiye olmus hiicrelerin bulundugu kriptlerin iist ve
orta kistmlarinda gozlenmesi, leptin hormonunun hiicre cogalmasi {izerine bir etkiye
sahip olmadigini, bununla birlikte metabolik fonksiyonlarda rol oynadigini
gostermektedir.

Leptin hormonunun ayni1 zamanda, butiratin kolon Caco-2 hiicrelerine alimini
arttirdigr saptanmistir (93). Butirat, kolon liimeninde bulunan bakteriler tarafindan
karbonhidrat ve lifli gidalarin fermantasyonu sonucu iiretilen kisa zincirli bir yag
asididir (94). Kolonun proksimal boliimiinde B-oksidan yoluyla solunum yakiti
olarak gorev yapar. Kolon epitel hiicreleri i¢cin enerji kaynagidir. Kolonda hiicre
cogalmasim baskilar (95, 131-133), hiicre farklilasmasini uyarir (132, 132, 134).
Hiicre siklusunun kontroliinde anahtar gorev iistlenen proteinlerin diizenlenmesinde
rol alarak apoptozise neden olur (95). Kolonda kan akimini arttirir, motilitesini

diizenler, sodyum ve su emilimini uyarir, ayrica kolit olusumunu 6nleyici rol oynar
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(135). Calismamizda Ostrojenin etkisiyle kript epitelinde Lep-R ekspresyonunun
artmasi, reseptoriin epitel hiicrelerine butirat transportunu etkileyebilecegini akla
getirmektedir. Ayrica calismamizda ovariektominin etkisine bagli olarak kript
epitelinde leptin reseptor ekspresyonu azliginin, butiratin epitel hiicrelerine alinim
stirecini olumsuz olarak etkileyebilecegini, kolon epitel hiicrelerinin farklilagsma ve
apoptosis mekanizmasini bozabilecegini diisiinmekteyiz. Dolayisiyla butiratin hiicre
cogalmasina yonelik baskilayici roliiniin azalmasi, kolon kanserinin gelismesine de
yol agabilir.

Kolon dokusunda fizyolojik olarak devamli mukus sekresyonu goriiliir. Bu
sekresyon siireci sinirsel aktivasyon ve inflamasyon durumuna paralel olarak
sekillenir (136-138). Kolonda salgisal ve hiicre membraniyla birlesik musin olmak
tizere iki farkli simif musin bulunur (122). Salgisal musinler MUC2, MUCS5AC,
MUCSB, MUC6 (139), hiicre membraniyla birlesik olan musinler ise MUCI,
MUC3, MUCH4 olarak adlandirilir (140). Goblet hiicreleri tarafindan salgilanan musin
MUC?2 olup, kolon mukus salgisinin biiyiik cogunlugunu olusturur (141-143). Hiicre
membraniyla birlesik olan musinler ise hem goblet hem de epitel hiicrelerinde
bulunur (144).

Mukus kolonda bir jel katmani olusturur ve mukoza yiizeyini sarar. Boylece
epitel doku ile liimen arasinda yar1 gecirgen bir bariyer meydana gelir. Bu bariyer
kolon epitelinin biitiinliigiiniin saglanmas1 (145, 146) ve savunma mekanizmasiyla
iliskili olup (98), kolon mukozasini patojen bakteri ve toksinlerden korur (139).
Kolon dokusunda etki gosteren luminal ve sistemik leptin, mukus sekresyonunu
uyarir ve musin gen ekspresyonunu arttirarak goblet hiicrelerinde tekrar intraselliiler
musin depolanmasina yardimci olur (98). Leptin bu etkisini; kolon epitel hiicrelerini
(122) ve epitel hiicrelerinin apikal ve bazolateral membranlarinda lokalize olan leptin
reseptorlerini uyarmasi (86), Lep-R’nin de PKC ve PI3K yollarim1 aktive etmesiyle
gerceklestirir (56). Bu verilere dayanarak, Ostrojenin etkisiyle kript epitelinde Lep-R
ekspresyonunun artmasi, mukus salgilama islevinin uyarilmasinda leptin ve
reseptoriiniin -~ roliiniin oldugunu gostermektedir. Ovariektominin etkisiyle kript
epitelinde leptin reseptdr ekspresyonunun azalmasi ise, leptinin Lep-R’leri
araciligrtyla mukus salgilanmasma yonelik indiikleyici roliinii yavaslatabilir.

Boylelikle bagirsak mukozasindan yeterince mukus salgilanamamasina bagl olarak,



39

mukusun kolon mukozasindaki koruyucu etkisi azalabilir ve digkinin liimendeki
ilerleme hiz1 yavaslayarak kolonda daha uzun kalma durumu ortaya c¢ikabilir.
Boylelikle de ostrojen eksikligine bagl olarak gelisen inflamatuar barsak hastaligi ve

konstipasyon gibi rahatsizliklarin olusma riskinin artabilecegi diisiiniilebilir.
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5. SONUC

Ostrojen eksikligine bagli olarak gozlenen konstipasyon, inflamatuar bagirsak
hastaligi gibi rahatsizliklarin patogenezisinde, kolonda lokalize olan leptin
reseptOrlerinin rolii olabilecegi ve bu rahatsizliklarin tedavisine yonelik farkl

yaklasimlarin ortaya konulabilecegi sonucuna varildi.
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