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1. GIRIS VE AMAC

Enerji alimi (yiyecek tiiketimi) ve harcanmasi arasindaki karmagik denge
viicut agirhginin siirekliligini saglar. Bu enerji dengesi beyinde hipotalamus
tarafindan yriitiiliir. Lateral hipotalamik alanin (LHA) lezyonlar1 hipofaji ve kilo
kaybina, ventral medial hipotalamus (VMH) lezyonlari ise hiperfajik obeziteye
yol actig1 bilinmektedir (1).

Alinan ve tiiketilen enerji dengesinin bozulmasi sonucunda artan enerji
fazlasinin yag dokusunda birikmesi sonucu obezite meydana gelir. Obezite,
tehlikeli saglik problemlerine yol acan kronik bir hastaliktir (2).

Hipotalamik peptitlerin molekiiler genetik ¢alismalar1  ve leptin
sinyalizasyon yolunun bulunmasi enerji dengesi ve beslenme davranislarinda
molekiiler mekanizmalarin anlasilmasinda obezite hakkinda yeni bilgiler
edinmemizi saglamstir. {lk olarak 1994’te Friedman ve arkadaslar1 tarafindan
leptin tanimlanmustir (23). Leptin: Yunanca da ince zayif anlamina gelen “leptos”
kelimesinden tiiretilmistir. ob geninin bir {irlinii olan leptin hipotalamik-hipofiz
eksenleri diizenleyen bir hormon olarak kabul edilmektedir (3).

Leptinin fizyolojik fonksiyonlari, leptin kaybi olan ob/ob farelerde ¢ok
genis bir sekilde calisilmistir. Bu hayvanlarda ekzojen leptin tedavisi viicut
sicakligini, fiziksel aktiviteyi ve enerji kaybimi artirirken hiperfajilerini azaltir ve
kilo kaybina neden olur (2).

Diger bir etkisi ise disi farelerde ovaryum agirligini , erkek farelerde ise
testis agirhgmnin  arttirmasidir.  Ayrica histolojik incelemelerinde gonadal
stimiilasyon bulgular1 gézlenmistir. Bir baska ¢alismada ise normal disi farelere
leptin verilmesinin {ireme fonksiyonlarinin erken olgunlasmasina yol agtigi
goriilmiistiir (2,5,6,7).

Leptinin pubertenin baglamasi, biiylime gibi diger hormonal diizenlemeler
tizerine de etkili oldugu gosterilmistir (7). Leptinin regiile ettigi LH
sekresyonunun ve hipotalamik hipofiz gonadal aksin kesin mekanizmasi
bilinmemesine karsin puberte Oncesi farelere leptin verildiginde pubertenin
hizlandig1 goriilmiistiir. Normal ¢ocuklarda ise viicut yag kitlesinin artmasi ile
puberteden once leptin diizeyleri yiikselir ve pubertenin baslangicinda pik yapar.
Buna gore insanlarda puberteyi leptinin baslatabilecegi ileri siiriilmiistiir (7).
Paris‘teki Pasteur Enstitiisii’'nde genetik ve beslenme profesorii olan Philippe

Frauguel’e gore “leptinin gercek adi pubertin” gibi bir sey olmalidir (4).



Gebelik; fizyolojik, psikolojik, anatomik ve biyokimyasal degisimlerin
meydana geldigi bir siire¢ olarak kabul edilmektedir. Gebelik sirasindaki temel
amaglardan birisi; anne ve ¢ocuk sagliginin en iyi sekilde devaminin saglanmasi
olarak tanimlanmaktadir (8). Leptin konsantrasyonlar1 gebelerde gebe
olmayanlara gore daha yiksektir. Disliik yapan kadinlarda leptin
konsantrasyonunda azalmayi, preeklempsi ve diyabetik gebelerde ise artisi
gosteren c¢alismalarin 1s18inda leptinin gebeligin devami icin 6nemli oldugu
sonucuna varilmaktadir. Gebelikte leptin i¢in ileri siiriilen roller, fetoplasental
tinitede, hormon biyosentezi, embriyonik hematopoezis, fetal/plasental
anjiyogenezis ve fetiisiin gelisimi ve biiylimesinin diizenlenmesini igermektedir
(9). Ayrica sitotrofoblastik hiicre kordonlarinda leptin ve reseptoriiniin
ekspresyonu trofoblast invazyonu diizenleyen molekiillerin sentezinde veya
aktivitesinin artirilmasinda yardimi olabilecegi fikrini vermektedir (10).

Ayrica gebe sicanlarda , serum leptini gebelik esnasinda artar (11),
dogumdan oOnce azalir (12). Leptin mRNA transkriptleri maternal adipoz doku,
plasenta ve uterusu igeren ¢esitli dokularda ekprese edilmektedir (13). Gebe
sicanlarda maternal serum seviyelerinin 18. giin civarinda en yiiksege ulastig1 ve
sonra 21. giine kadar azaldigi gozlendi (9). Sezaryanla alinan prematiir
bebeklerin serum leptin seviyesi diisiiktiir. Dogum sonrasi laktasyon doneminde
serum leptin diizeylerinin azalisi, laktasyon donemine ait metabolik ihtiyag artist
ile agiklanmaktadir (14).

Fetal gelisimin diizenlenmesi genetik, hormonal, beslenme ve ¢evresel bir
cok faktoriin etkiledigi kompleks bir olaydir. Fetal gelisimin mekanizmasi tam
olarak anlagilmamis olsa da maternal, fetal ve ¢evresel faktorlerin birbirleriyle
etkilesiminin fetal hiicre biiylimesi ve olgunlagmasini diizenlemesi muhtemeldir
(15).

6-10. gebelik haftalarinda insan embriyolarinda gelisen subkutan dokularin
immiinohistokimyasal boyanmasinda leptin, lipidogenez ve farklilasmanin
baslamasindan itibaren gelisen yag hiicreleri tarafindan iiretildigini gostermektedir
(16). Fetal koyunlarda yapilan tiim ¢aligmalar, ge¢ donemdeki gebeliklerde leptin
transkriptlerin ¢oklugu ve fetal viicut agirligi arasinda pozitif bir korelasyon

oldugunu ileri siirmektedir (17). Fetiiste ki leptinin temel kaynaklar1 plasenta ve

fetal dokulardir (18,19).



Leptin fetal kordon kaninda gebeligin 18.’inci haftasindan itibaren
saptanir. Diisiik gebelik yasi olan veya intrauterin biiyiime geriligi olan bebeklerde
gibi diigiik viicut yag icerigi olan yenidogan bebeklerde kordon kaninda leptin
konsantrasyonu diistliktlir. Normal ve anormal fetiis gelisimlerinde leptin degerleri
arasindaki farklar fetal gelisimde leptine ilgiyi artirmistir (20,21).

Yapilan ¢aligmalar leptin hakkinda olduk¢a karmasik bilgiler icermektedir.
Bulmacanin pargalart ¢oziildiikce daha fazla bilinmeyen ortaya ¢ikmaktadir ve
leptin hakkinda daha fazla bilgiye ihtiya¢ duyulmaktadir. Baglangigta kronik
obezite ile iligkili bir anahtar oldugu diisiiniilen leptinin gilinlimiizde ¢esitli
hormonal siireglerle seksiiel gelisim, lireme, hematopoezis, angiyogenezis,
immiinite ve iskelet gelisimi {izerine etkili olduguna dair bilgiler cesitli
calismalarla ileri siiriilmektedir (4).

Bu ¢alismada prenatal ve postnatal fetal dokularda leptinin ekspresyonunu

histolojik olarak immiinohistokimyasal yontemlerle belirlenmesi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

1950°de Jackson laboratuvari, dnce ob/ob olarak adlandirilan otozomal
resesif bir mutasyonu kesfetti. Bu mutasyonun, erken yaslarda ciddi obezite,
hiperfaji, diyabet ve enerji tiiketiminde azalmaya neden oldugu bulundu. Kennedy
ve arkadaslar1 1953 yilinda, viicut yag depolarinin durumunu beyine bildirerek
enerji alimini ayarlayan, yag dokusunda yapilan ve dolagima verilen bir faktoriin
var oldugunu ileri siirdiiler. Hervey, 1958 yilinda kobaylarin dolagiminda
doygunluk veren bir faktoriin varligini gosterdi. Daha sonra 1953 yillarina kadar
genetik sisman siganlarda, 6zellikle otozomal resesif kalitimla gegen ob ve db
genlerindeki mutasyonlar {lizerine ¢alismalar yapildi . Bu calismalarin yapildig:
ob/ob ve db/db sigan modelleri tek gen (monogenik) kaynaklidir. S6z konusu
mutasyonlar birbirinden farklidir. Bu mutant genler otozomal resesif gecer
(5,6,22). Bu iki hayvan soyunun fenotipleri birbirine ¢ok benzer. Erken yasta
major obezite goriiliir ve polifaji vardir. Enerji tiiketimi azaltilmis. Hiperglisemi
ve hiperinsiilinemi dikkati ¢eker. Fizyolojik deneylerden alinan sonuglar, ob/ob
sicanlarin doymay1 saglayan faktorlerden yoksun olduklarini gostermistir. db/db
farelerde ise doymay1 saglayan faktor bol miktarda oldugu halde bu faktoriin
etkisine direng vardir. Bu doyma sinyali veren faktorii 1994 yilinda leptin olarak
adlandirilmistir. 1994°de Rockefeller Universitesi’nden Jeffery Friedman’in ekibi
ob genini ve ob geninin lirlinii leptini kodlayan geni klonladilar (23).

16 kDa agirliginda bir molekiil olan leptin yag depo miktar ile iliskili
olarak yag dokusundan sentezlenen ve salgilanan bir proteindir (23). Leptinin
kaynag1 beyaz yag dokusudur. Ancak son caligsmalar yag dokusu disinda beyin
dahil bir ¢ok kaynagin leptin iiretme yetenegine sahip oldugunu gostermistir (6).

Yag depolar1 hakkinda beyni bilgilendirdigi ve boylece enerji dengesini
diizenlendigi bilinmektedir (23,24). Leptin spesifik etkilerini merkezi sinir
sisteminde ve periferik dokularda (akciger, bobrek, karaciger, pankreas, overler,
hematopoetik hiicreler) bulunan spesifik reseptorlerle etkileserek gosterir (3,6).

Serum leptin diizeylerini obezite, besin alinimi, glikoz, insiilin, kortizol,
endotoksinler sitokinler artirirken; agirlik kaybi, aglik, insiiline bagimli diyabet,
soguga maruz kalma, ;-adrenoreseptor agonistleri azaltir (25).

Metabolik sisteme ve obezitenin kontroliinde leptinin rolii yetiskinlerde

anlagilmistir. Son calismalar feto-maternal plasental hormon olarak leptinin



fonksiyonel roliinii dogrulamaktadir. Leptin enerji dengesi, metabolizma, biiyiime
ve gelisimi diizenleyen anahtar bir hormondur. Onemli bir fetal gelisim faktoriidiir
ve fetal yag gelisimini etkiler. Yine de leptin hakkinda bilinmeyenler
bilinenlerden fazladir (26).

Leptin 6zellikle insiilin, glikokortikoit ve biiyiime faktor ile yakin bir iligki
igindedir. Leptin otokrin ve parakrin mekanizmalar araciligi ile gebeligin devami
icin Onemlidir. Trofoblast invazyonu, plasental biiylime ve anjiyogenezisi
diizenler ve preeklempsi, diyabetik gebelik ve tekrarlayan diisiiklerin patogenezi
ile iligkilidir. Gelecekte bu patolojik durumlarin saptanmasi ve giderilmesinde rol

oynayabilir (26).

Tablo 1. Leptin ekspresyonunu indiikleyen ve baskilayan maddeler (88).

ETKI TUR

Beslenme + Kemirgen+insan
Aclik - Kemirgen+insan
Glukokortikoidler + Kemirgen-+insan
Insiilin + Insan
Bogmaca toksini c veya + Insan
cAMP - Kemirgen
Beta reseptor - Kemirgen
Agonistleri - Kemirgen
Tiyazolidinediyonlar - Kemirgen
Sitokinler + Kemirgen

* + = indiiksiyon, - = baskilama, c= degisiklik yok

2.1. Leptin Molekiilii

2.1.1. ob Geni:

Leptin 167 amino asitlik bir peptittir. 21 amino asitlik sinyal zinciri
hiicreden leptin salinmadan 6nce uzaklastirilir. Dolasimdaki leptin 14-16 kDa
agirh@inda 146 amino asitten olusan bir peptittir. Insan leptininin %84 farelerle,
%83 ratlarla homologtur (23).

ob geninin ob/ob siganlarda 6. kromozomda yerlesik oldugu tespit
edilmistir. Insanlarda ise 7. kromozomun uzun kolunun 7q31.3 lokusunda

lokalizedir ve kemirgen hayvanlarla benzerdir. Bu genin DNA’s1 1500 baz gifti



igerir ve protein sentezini yoneten ana kodlama bdolgelerini kapsayan 3 ekzona ve
2 introna sahiptir. Leptini kodlayan baz dizisi 2. ve 3. ekzonlarda bulunur. Insan
ob geni biiyiik ¢ogunlukla yag dokuda eksprese edilen yaklasik 3,5 kb’lik bir
mRNA kodlar (27).

2.1.2. Leptin reseptorleri ve islevleri:

Leptin (ob) geninin klonlanmasindan yaklasik bir yil sonra (1995) leptin
reseptorii (ob-R) tanimlanmistir (28). Leptin, metabolik etkilerinin ¢ogunu
merkezi sinir sisteminde ve periferik dokularda (akciger, bobrek, karaciger,
pankreas, overler, hematopoetik hiicreler) bulunan spesifik reseptorlerle
etkileserek gosterir. Leptin reseptorii sinif I sitokin reseptoriidiir (3,6). Reseptor,
leptin sinyalini janus protein tirozin kinaz 2 (JAK proteinleri) ile 3,5,6 sinyal
doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatorlerine (Signal transducer and activators of
transcription 3,5,6=STAT 3,5,6) iletir. Bu STAT alt grubuna ‘yag-STAT’lar’
denir (3, 6,29).

Leptin spesifik leptin reseptor izoformlarini aktive ederek etkisini gosterir.
Iki ayrn formda leptin reseptorii izole edilmisti. Uzun formda leptin
reseptorlerinin (ob-Rb) yiyecek alimini ve enerji metabolizmasini diizenleyen
hipotalamusta yerlestigi ve bu reseptoriin birincil olarak leptin sinyalizasyonunda
etkili oldugu diistiniilmektedir. Uzun reseptor izoformu, biiyiik bir ekstraselliiler
kisim , kisa bir hidrofobik transmembran kisim ve oldukga kisa intraselliiler kisim
olmak {tizere ii¢ farkli yapiya sahiptir (2,6).

Kisa reseptor izoformunda reseptdriin (ob-Ra, ob-Rc, ob-Re, ob-Rd)
hidrofobik transmembran kismi bulunmaz. Bu izoform olasilikla  leptin
reseptoriiniin ¢oziilebilir bir formudur. Ekspresyonu beynin koroit pleksus ve
leptomeninks gibi alanlarda ¢ok fazladir. Burada, leptinin kan-beyin veya kan-
serebrospinal sivi bariyerinden alinmasina yardimci olduklar1 yada ob-Rb’nin bir
antagonisti oldugu diisiiniilmektedir (5,6,30,31).

Leptin reseptor ,ekspresyonu siganlarin santral sinir sisteminin bir ¢ok
alaninda Ozellikle hipotalamusta olmasmma ragmen ayni zamanda akciger,
bobrekler, karaciger, iskelet kas dokusu, kalp, testis, hematopoetik hiicreler ve
adipoz dokusu gibi periferal hiicrelerde de mevcuttur (27,32). Smif I sitokin
reseptor ailesinden olan uzun leptin reseptor izoformu daha 6nce agiklandigi gibi

JAK’1 aktive ederek JAK-STAT sinyali ile transkripsiyonu aktive eder ve bazi



noropeptitlerin ekspresyonunu degistirir. Hipotalamik-hipofizer-gonadal ekseni
etkileyen arkuat niikleustaki néropeptit Y ile hipotalamik-hipofizer-tiroidal ekseni
etkileyen tirotropin serbestlestirici hormon (TRH) ve hipotalamik-hipofizer-
adrenal ekseni etkileyen kortikotropin serbestlestirici hormon (CRH) bu konuda
en iyi ¢alisilan ve JAK-STAT sinyali ile ekspresyonu degisen noropeptitlerdir (2).

Leptin reseptoriiniin aktivasyonunun ve transkripsiyon faktorlerinin enerji
metabolizmasini1 diizenleyici etkilerine aracilik eden genler bilinmemektedir.
Etkili faktorlerden birisi besin alimini potansiyel olarak uyaran ve sentezi leptin
tarafindan inhibe olan hipotalamik ndropeptit Y’dir (NPY). NPY 36 amino asitli,
pankreatik polipeptit ailesinden bir polipeptittir ve besin alintmini artirir (3). NPY
memelilerin beyin dokusunda; hipotalamus, hipokampus ve korteksinde yiiksek
konsantrasyonda bulunur. NPY nin beslenme davranisi tizerinde gii¢lii bir uyarici
etkisi vardir. Sisman hayvan modellerinin ¢ogunda NPY konsantrasyonlari
artmustir.  Intraserebroventrikiiler NPY infiizyonlarmin normal hayvanlarda
sismanliga neden oldugu gosterilmistir. Leptinin eksik oldugu ob/ob sicanlarda
NPY ve NPY mRNA konsantrasyonlar1 yiiksek bulunmustur. Bu hayvanlara
leptin verildigi zaman yiyecek alimi ile birlikte NPY konsantrasyonlari da
azalmaktadir. Boylece NPY nin leptinin etkili olmasi i¢in kritik bir rol oynadigi

kanisina varilmstir (5,33).

2.2. Obezitede Leptin

Genetik olarak leptin eksikligi bulunan ve sisman olan 0b/ob farelere
leptin verildiginde; fizik aktivitelerinin arttigi, yiyecek alimlarinin azalarak kilo
kaybettikleri, glikoz intoleransinin kayboldugu ve diyabetlerinin diizeldigi
saptanmistir. Bu ¢aligmalar, yag dokusunda sentezlenerek dolagima verilen
leptinin beyindeki doyma merkezini etkiledigini, viicut yag dokusu kitlesini ve
viicut agirhigm diizenledigini diisiindiirmiistiir. Ancak bazi sisman insanlarda ,
sisman olan ob/ob farelerin tersine leptin diizeylerinin yiiksek olarak saptanmasi,
sismanlarda leptin etkisinin yetersiz oldugunu ya da bir direncin var olabilecegini
akla getirmistir. Boylece sisman insanlarda yag dokusu kitlesi artik¢a leptin
sentezi artmakta ancak doygunluk merkezi leptine duyarsiz oldugu i¢in artmis
yiyecek alimi slirmekte ve yine yag dokusu kitlesi ve leptin sentezi artmaktadir.

Nitekim genetik olarak sisman ve diyabetik olan db/db farelerde leptin



reseptoriinde mutasyon oldugu ve bu farelerin leptin tedavisine yanit vermedikleri

saptanmustir (1,2,5,34).

2.3. Leptin ve Plasenta

Leptin adipoz doku tarafindan salgilanir. Daha sonraki caligmalarda
plasental trofoblastik ve amniyotik hiicreler gibi adipoz olmayan dokularda da
tiretildigi gosterilmistir (35). Plasenta leptin hareketleri icin bir hedef oldugu
kadar ayn1 zamanda kaynaktir (36,37). Insan plasental leptini biiyiikliik ve
immiinreaktivitesi bakimdan adipoz doku leptinine benzedigi ve insan leptin
mRNA ve proteinlerinin maternal yiizde sinsityotrofoblastlarda yerlestigi
gosterilmistir (36). Leptin geni fetal kan ile direkt temas eden villus vaskiiler
endotelyal hiicrelerinde de eksprese olmaktadir. Plasental igerikleri gebelik yas1
ile artar, 6stradiol ve B-HCG konsantrasyonlar: ile pozitif iliskilidir (38). Ilk
trimester plasental villuslart term villuslar ile karsilastirildiginda 50 kat daha
yiiksek leptin salgilar ve IL-1a , Ostradiol ve IL-6 tarafindan desteklenmektedir.
Plasental leptin konsantrasyonlar1 karsinoma mol hidatiformlu hastalarda dikkat
cekici sekilde artar ancak cerrahi yada ilac tedavisini takiben hemen azalir. 1lk
amniyon hiicre kiiltiirlinde de leptin iiretilmesi amniyotik sivinin da leptinin bir
kaynag1 olabilecegi fikrini vermektedir (35).

Leptin reseptorleri maternal birlesimde sinsityotrofoblastlarda birlikte
yerlesiktir. Ob-Rb (sinyallesme formu), Ob-Ra (transport formu) ve Ob-Re
(¢coziinilir formu) igceren leptin reseptor Ob-R geni fare plasentasinda mevcuttur
(39). Son bilgiler ise, leptinin kisa (Ob-S) ve Ob-R;) uzun reseptdr izoformlarinin
gebelik esnasinda insan apikal sinsityotrofoblastlarinda ekspresyonunu ileri
stirmektedir (40). Hem leptin hem de Ob-Rs’nin varlig1 leptinin beyaz yag doku
gibi insan plasentasinda da parakrin sekilde oldugu kadar otokrin sekilde de
hareket edebildigi fikrini verir (26).

Insan plasentasinda leptin ve Ob-R’nin fonksiyonu heniiz acik degildir.
Bununla birlikte leptin spiral arterlerin trofoblast invazyonunda 6nemli bir role
sahip olabilir. Sitotrofoblastik hiicre kordonlarinda leptin ve reseptoriiniin
ekspresyonu trofoblast invazyonu diizenleyen molekiillerin sentezinde veya
aktivitesinin arttirilmasinda yardimi olabilecegini diisiindiiriir (10).

Trofoblast invazyonu uterus duvarma sitotrofoblastik hiicrelerin gociinii

kolaylastiran fetal fibronektin ve hiicre dist matriksin bozulmasi i¢in 06zgiin



proteazlarin  kullanimim  gerektirir. in vitro bilgiler,leptinin ilk trimester
sitotrofoblast kiiltiiriinde leptin sekresyonunu artiran IL-1, 6stradiol 17f’yi igeren
diizenleyici ¢esitli trofoblastik biiyiime faktorleri tarafindan trofoblast
invazyonunu uyarir. Leptin MMPs’nin bir uyarani olarak bilinen IL-1’e benzer bir
mekanizma tarafindan fFN, MMP-2 ve MMP-9 sentezini de uyarir (41,42).
Boylece trofoblastik leptin, invaziv metalloproteazlarin bir indiikleyicisi ve
integrin ekspresyonun bir diizenleyicisi gibi fonksiyona sahip olabilir (20).

2.3.1. Leptin ve Plasental Gelisim:

Dogumda insan kordon kaninda leptin konsantrasyonlari plasental
biiylikliik ile pozitif iligkilidir (43,44). Bu mekanizmanin olusumu agik degildir.
Leptinin, domuz aort endotelyal hiicrelerinde ve insan ven endotel hiicre
kiltlirlerinde gosterildigi gibi plasental anjiyogenezisi uyarmasi olasidir (45,46).
Leptin Ob-R, gebeligin ilk trimesteri esnasinda koryonik villuslarin cesitli fetal
kan damarlarida vaskiiler endotel hiicrelerde tanimlanmis olmasi trombosit
kokenli biiyiime faktorii B, bazik trofoblastik biiyiime faktorii ve vaskiiler
endotelyal biiyiime faktoriinii iceren biiyiime faktorleri ile sinerjik hareketi ile
plasental anjiyogenezisi uyarabilecegini gdstermektedir. Bununla birlikte plasental
anjiogeneziste  leptinin  roliiniin  belirlenmesi  daha ileri  calismalari
gerektirmektedir (47).

2.4. Leptin ve Gebelik:

Gebelik, fizyolojik ve metabolik degisimlerin yasandigi bir siirectir.
Gebelikte kilo artis1 olmaktadir fakat kilo degisiklikleri i¢in tek bir deger yoktur.
Chesley‘e (48) gore gebelikte ortalama toplam alinan kilo 11 kilogramdir. Parker
ve Abrams’a (49) gore gebelikte kilo aliminda azalma olmasi diisiik dogum
agirlikli cocuklara neden olmaktadir.

Leptin konsantrasyonlar1 gebe olmayanlara gore gebelikte daha yiiksektir
(50). Leptin konsantrasyonun 2. trimesterde pik yaptigin1 ve doguma kadar aym
kaldigin ileri siiriilmektedir. Ancak baska bir ¢calisma da ise 2. trimesteri takiben
doguma kadar leptin konsantrasyonlarinin azaldigini ileri siiriilmiistiir (51). Bu
bilgiler ¢eligkilidir. Ancak leptin seviyesindeki artisa hem serbest leptin
diizeylerindeki artis hem de leptin baglayan proteinlerdeki degisimlerin neden
oldugu ileri stiriilmiistiir (31).

Gebelik esnasinda artan leptin saliniminin fonksiyonel rolleri ve nedenleri

acik degildir. Gebelikte dolagimdaki leptin diizeyindeki artis, plasental iiretim,
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adipoz doku sekresyonunun artmasi veya baglayici proteinlerin (Ob-Re) azalmasi
ylziinden olabilir (52). Kemirgenlerde yapilan c¢alismalar gebelik esnasinda
maternal hiperleptineminin nedeninin , Ostrediol ve glikokortikoidlerdeki artig
sonucu adipoz leptin  mRNA’nin  artmasi yliziinden olabilecegini
diisiindiirmektedir ~ (53). Insan  gebelifinde artan maternal leptin
konsantrasyonlarinin 3 nedenden dolayr plasental kaynakli olabilecegi
diisiiniilmiistiir. Bunlardan ilki, maternal leptinin plasentanin atimini takiben
hemen gebelik oncesi seviyesine dénmesidir. Ikincisi ise maternal BMI (Body
Mass Index: Viicut Kitle Indeksi) ve leptin arasinda bir korelasyon olmamasidir.
Son neden ise leptin konsantrasyonlarindaki artis adipoz dokunun artmasindan
once olmasidir. B-HCG ve Ostrojen gibi gebelik hormonlar1 maternal
hiperleptinemide rol oynar (54).

Gebelik esnasinda maternal leptinin fizyolojik rolii hala gizemlidir.
Gebelik, maternal viicut yagi, agirh@indaki artis ve ndroendokrin sistemdeki
degisiklikler ile hipermetabolik bir durumdur. Gebelikte maternal enerji
depolariin korunmasini amaglayan besin alinnmindaki artis ile pozitif bir enerji
dengesi vardir. Paradoksal olarak yiliksek maternal leptin seviyesi hipotalamik
seviyede leptin direncini gosterir. Bu fizyolojik leptin direncinden uzun ve kisa
hipotalamik leptin reseptorleri sorumlu olabilir. Hoggard ve arkadaslari (55)
hipotalamusta kisa formda herhangi bir degisme olmaksizin leptin reseptoriiniin
uzun formunu kodlayan (0ob-Rb) mRNA da onemli derecedeki azalmayi gebe
sicanlarda gostermislerdir. Hipotalamusta ob-Rb’nin bu spesifik azalmasi kismen
leptin direncini agiklamaktadir. Alternatif olarak, Ob-Rs’nin kisa inaktif
formlarinin artan ekspresyonu ile birlikte leptin reseptdor Ob-Re’nin ¢dziinlir
baglayici proteinindeki artis gebe farelerde leptin reseptdr gen ekspresyonunun
gebe olmayanlardan farkli bir mekanizma ile diizenlendigini gostermistir. Ciinkii,
maternal dolagimdaki peptitte dnemli bir artis yoktur. Onun yerine gebeligin 20-

30. haftalarinda ¢6ziiniir maternal leptin konsantrasyonunda azalma vardir (31).

2.4.1. Kemirgenlerde Gebelik ve Leptin

Gebe farelerde serum leptin diizeyleri gebeligin 17. gilinlinde en ytiksektir
ve gebe olmayanlara kiyasla ¢ok daha fazladir. Leptin plasenta , desidua , uterus
ve adipoz dokuda bulunmustur. Adipoz dokuda leptin mRNA’s1 gebe olmayan
farelere gore birkag kat artar (56,57). Michael ve arkadaslar1 (9) gebe sicanlarda
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maternal serum seviyelerini 18. giin civarinda en yiiksege ulastigin1 ve sonra 21.
giine kadar azaldigini1 bulmuslardir . Leptin ve reseptoriiniin ekspresyonu RT-PCR
(Reserve transcription and polimerase chain reaction) ve in situ hibridizasyon
kullanarak ge¢ gebelikte fare fetus ve plasentasinda tanimlanmistir. Sag
follikiilleri, kemik, fetal kikirdak ve plasentada leptin reseptoriiniin uzun formlar
ve leptin gen ekspresyon seviyeleri dnemli derecede saptanmistir. Reseptor
ekspresyonu , fetal beyin koroit pleksusu ve leptomeninksler kadar akcigerde de
elde edilmistir (58). Leptin, fare gebeligi siiresince plasenta tarafindan
tiretilmektedir, fakat gebeligin siirdiiriilmesinde leptinin 6nemi anlagilmamistir.
Laktasyondaki siganlarda leptin seviyesindeki azalma oldugu ve bu
mekanizma dogum sonrasi laktasyonun metabolik gereklerinin karsilanmasina

olanak sagladig: diistintilmiistiir (60).

2.4.2. Leptin ve Abortus:

Diisiik yapan kadinlarda leptin konsantrasyonunda azalmayi, preeklempsi
ve diyabetik gebelerde ise artis1 gosteren caligsmalarin 1s18inda leptinin gebeligin
devami ic¢in Onemli oldugunu sdylenebilir (anormal feto-plasental {initenin
gelisimi ile iliskilidir). Spontan abortus yapan kadinlarda ilk trimesterde maternal
leptin konsantrasyonu normal gebelere gore %38 daha azdir (61). Bununla
beraber, bu calismada leptin fetal kaybi takiben Ol¢iilmiistiir. Bundan dolayz,
azalan leptin konsantrasyonun diisiik sonucu goriilmesi olasidir. Bu olasilig1
ortadan kaldirmak i¢in yapilan , son bir ¢alismada tekrarlayan diisiik hikayesine
sahip kadinlarda leptin seviyeleri oOlciildii ve son gebelik sonucu ile
iligkilendirilmistir. Bu ¢alismanin 1s18inda leptin konsantrasyonlarinin diigiik
yapan kadinlarda canli dogum yapan kadinlara oranla daha diisiik oldugu yoniinde

bir sonuca varilmistir (62).

2.4.3. Leptin ve Preeklempsi:

Maternal sirkiilasyonda leptin konsantrasyonun kontrol gruplarina gore
preeklempsili gebeliklerde Onemli derecede yiiksek olusu maternal leptin
konsantrasyonunun preeklempside bir marker olarak kullanilabilecegi fikrini
vermistir (63). Dahasi, preeklempside maternal leptin konsantrasyonlarindaki

degisimler iirik asit ve kan basinct ile de iligkilidir ve maternal leptin
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konsantrasyonu kan basincinda artig gosteren preeklemptik hastalarda
antihipertansif tedavi ile belirgin sekilde azalmaktadir (64).

Ayrica preeklemptik annelerin preterm bebeklerinde postpartum leptin
konsantrasyonlar1 preeklempsi olmayanlardan daha yiiksektir. Preeklemptik
grupta bulunan daha yiiksek leptin seviyesi hipoksi yiiziinden olabilir (65).

Preeklempside artan leptin seviyesi artan plasental iiretime de bagh
olabilir. Bu TNF-a, IL-1 gibi proinflamatuar sitokinlere cevap olarak
preeklempside plasental mRNA leptinin yiiksek seviyesi ile kanitlanmistir. Sarraf
ve arkadaglar1 (66) farelerde proinflamatuar sitokinlerin leptin konsantrasyonunu
artirdiginmi gostermislerdir. Preeklempside hiperleptineminin baska bir nedeni de
iskemi olabilir. Bu goriisii Mise ve arkadaslar1 (67) hipoksik sartlarda (%5 O,)
BeWo hiicre kiiltiiriinde normal sartlara gore daha yiiksek leptin seviyesi bularak

kanitlamustir.

2.4.4. Leptin ve Diyabetik Gebelik:

Leptin seviyelerinde 6nemli bir fark olmamasina ragmen, tip I diyabetli
kadinlar normal kontrol grubu ile karsilastirildiginda 3. trimesterde daha da artan
onemli derecede yiikselmis leptin reseptdriine sahip olduklart gozlenmistir (31).
Diyabetik grupta ¢oziiniir leptin seviyeleri ve BMI arasinda lineer (dogrusal) bir
iliski vardir. Coziinlir leptin reseptorlerinin leptine yiiksek bir baglanma
affinitesine sahip oldugu ve bunun leptinin bir membran reseptdriine baglanmasini
baskiladig1 g6z oniinde bulundurulursa, tip I diyabette daha yiiksek ¢oziiniir leptin
reseptOr seviyesi leptinin hareketine bir diren¢ mekanizmasi olusturur bdylece
agirhik kazancinin degisimlerinde rol oynadigi varsayilabilir (50). Diyabetik
gebeliklerde maternal ve plasental leptin arasinda iliski bulunmamasi, plasental
leptinin maternal sirkiilasyona salinmadigin1 gosterir ve boylece tip I diyabetik
gebelerdeki plasental ve maternal leptin konsantrasyonlarindaki uyusmazlik
aciklanabilir (68).

Caligmalar, gebelik diyabet olan (anormal glikoz toleransli) kadinlarda
maternal leptin konsantrasyonlari normal ve tip I diyabetli kadinlardan daha
yiiksek oldugunu gostermistir (69).

Insiilin tedavisi uygulanan diyabetik annelerin yenidoganlarinda, kordon
kaninda leptin diizeyleri normal gebelikte oldugu gibi dogum agirligi ve cinsiyetle

ilgili degildir. Calismalar maternal diyabet ve yeni doganin leptin diizeyi
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arasindaki iligkiyi gostermistir (70). Bu calismalar, ozellikle insiilin tedavisi
uygulanan diyabetik annelerin bebeklerinde kordon kaninda yiiksek leptin diizeyi
gostermektedir. Bu artan yag kitlesinin kanit1 olabilir (68). Fetal insiilin 0ob gen
ekspresyonu ve adipositler tarafindan leptin iiretimi indiiklenir. Leptin merkezi
aynt zamanda diizenleyici hormon olarakda fonksiyon goriir, pankreatik beta
hiicrelerinde ATP K kanallarim1 aktive ederek insiilin {iretimini inhibe eder.
Insiilin ve leptin arasindaki bu negatif geri bildirim mekanizmas: yetiskin insanlar
kadar kemiricilerde de 1iyi tarif edilmistir.  Ayrica diyabetik kadinlarin
bebeklerinde dolagimdaki leptin diizeyi ve maternal HbAlc arasinda belirgin bir

iliski vardir (71).

2.4.5. Leptin ve Laktasyon:

Erken laktasyon periyodu esnasinda maternal leptin ve prolaktin seviyeleri
arasinda giiclii negatif bir iliski vardir (54). Leptin konsantrasyonlari
laktasyondaki annelerde olmayanlara gore daha yliksektir. Bu da leptinin esas
roliiniin laktasyonda ekstra taleplerin karsilanmasi igin enerji depolariin mobilize
ettigi fikrini verir (72). Insan meme epitel hiicrelerinde leptin reseptér mRNA’nin
varligi meme bezinin biiylimesi ve gelisiminde leptinin roliine isaret etmektedir
(73). Leptin maternal adipositle iliskili yiiksek konsantrasyonlarda siitte vardir.
Siit leptini yeni doganlarin ince barsaklarinda leptin reseptdr izoformlarinin varlig
bebeklerin biiyiime ve gelismesinde 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermistir

(74).

2.5. Leptin ve Fetiis:

2.5.1. Fetal Leptinin Kaynagi:

Fetal sirkiilasyondaki leptinin kaynagi tartismalidir. Esas kaynaklar
plasenta ve fetal adipoz dokudur (19). Postpartum donemde leptinin azalmas: fetal
leptinin plasental kaynakli oldugu fikrini vermistir (75). Plasental perfiizyondan
elde edilen in vitro deney bilgileri 32 kat daha yiiksek olan plasental leptinin
%98’1 maternal sirkiilasyona ve %1.6’s1 fetal sirkiilasyona salinir ve diger
plasental hormonlardan (B-hCG ve hPL) 32 kat daha fazladir. ilk ve 3. trimester
plasentasinda leptin mRNA transkriptlerinin varligir da plasentanin fetal leptinin

onemli bir kaynag1 oldugu hipotezini desteklemektedir (35). Ayrica 6-10 haftalik
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insan embriyonlarinin subkutan dokularinin immiinohistokimyasal boyamasi
leptin lipidogenezis ve heniiz farklanmamis yag hiicreleri tarafindan iiretildigini
gostermistir (16). Fetal koyunlarda tamamlanan calismalar ge¢ gebelikte fetal
agirlik ve leptin transkriptlerinin ¢oklugu arasinda pozitif bir iliski oldugunu ileri
sirmektedir (17). Normal ve patolojik gebeliklerde bebeklerin fetal dogum
agirhigi ve fetal leptin diizeyleri arasindaki iligki olmasi fetal leptin sentezine fetal
yag kitlesinin yardim edebilecegini gostermistir. Daha sonra ki ¢alismalar, kordon
kanindaki leptin diizeylerinin plasental leptin seviyesinden bagimsiz oldugunu ve
boylece insan fetiislerinde yag kitlesinin bir marker gibi olabilecegini ileri
siirmektedir. Leptin mRNA ve proteini 28-30 haftalik insan fetiislerinin adipoz
doku biyopsilerinde bulunmustur fakat yetiskin yag dokusundan 2 kat daha diisiik
seviyededir. Gelisim geriligi olan fetiisler gebelik yasina gore biiylik bebeklerle
karsilastirildiginda daha diisiik leptin konsantrasyonuna sahip olmasi ile birlikte
daha yiiksek plasental seviyeler gostermesi dolasimdaki leptinin ana kaynaginin
fetal adipoz doku olduguna isaret eder (68). Fetal leptinin 2 kaynaga sahip olmasi
miimkiindiir, plasentanin fetal adipoz dokunun olmadig1 erken dénemde anahtar
bir rol oynamasi ve adipoz dokunun ise ge¢ donemde baskin bir rol oynamasi
miimkiindiir. Ancak 3. trimesterde fetal leptinin kaynagi tam olarak

aciklanamamustir (26).

2.5.2. Leptin ve Normal Fetal Gelisim:

Leptin fetal gelisim diizenlenmesinde 6nemli oldugu disliniilmektedir
(76). Leptin, gebeligin 18 haftasinda insan fetal kaninda anne ile
karsilastirildiginda daha diisiik konsantrasyonda bulunmustur. Maternal ve kordon
leptin seviyeleri arasinda korelasyonun yoklugu, leptinin feto-plasental
diizenlenmesinde 2 kompartman arasinda iletisim olmadig: fikrini vermistir (21).

Fetal leptin konsantrasyonlari, gebelige bagh fetal adipoz doku gelisimi
ve yag kitle birikimi ile uyumlu ve gebelik yas1 ile iliskilidir (77). Baz1 ¢alismalar,
fetal plazma leptin konsantrasyonun disilerde erkeklerden daha yiiksek oldugunu
ileri stirmistiir (36,43). Ancak zit gorliste ¢camligmalrda mevcuttur (21,78). Fetal
leptin konsantrasyonu ve cinsiyet arasindaki iligkinin mekanizmalar1 ve Oonemi
tam olarak anlagilamamistir. Dogumda erkek ve disi bebekler arasinda dogum

agirhiginda ,viicut agirligi/uzunlugu, igerik ve viicut yag dagilimi, E; nin serum
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konsantrasyonu ve testosteron hormonu arasinda fark olmayisi leptin
konsantrasyonlarindaki farkin genetik nedenlerden oldugu fikrini vermistir (43).

Term bebeklerde umblikal kordon leptin konsantrasyonun, plasental
agirlik, fetal insiilin, dogum agirligi, uzunlugu, bas cevresi ile olan bagintisi
plasental leptin ve fetal bliylime arasinda ki potansiyel bir iliskiyi gdstermistir
(21,43,44,50). Fakat, fetal leptin ve plasental agirlik arasindaki iliski diger
arastirmacilar tarafindan desteklenmemistir (18,78).

Umblikal kordon leptin konsantrasyonun vajinal dogum yapanlarda
sezaryan dogumlara gore daha yiiksek olmasit dogum seklinin de etkiledigini
gosterir. Vajinal yolla dogan bebeklerde leptin diizeyinin umblikal ven arter
farklarinin varlig1 ve sezaryan dogum yapanlarda bdyle bir farkin olmayisi dogum
esnasinda hipoksik uterus konsantrasyonu veya yiiksek kortizol diizeylerine yanit

olarak plasental leptin saliniminin artmis olduguna dair kanit olmustur (79).

2.5.3. Leptin ve Anormal Fetal Biiyiime:

Gebelik yasma gore biiyiik bebeklerde leptin konsantrasyonu, gebelik
yasina gore kiiclik bebeklere kiyasla 12 kat ve normal bebeklere gore 3 kat daha
yuksektir (71,78). Bir ¢ok calisma gebelik yasina gore biiyiikk dogan bebekler ve
intrauterin gelisme geriligi olan fetiislerin dogum agirlig1 ve kord leptin diizeyleri
arasinda giiclii bir iligki gostermislerdir ancak gebelik yasina gore normal dogan
fetiisler de zayi1f bir iliski oldugu bulunmustur (18,44). Gebelik yasina gore biiyiik
dogan ve intrauterin gelisme geriligi olan bebekler arasinda leptin diizeylerindeki
farklar yag kitlesi ile iligkili olabilecegi gibi, hem fetal leptini hem de viicut yaginm
diizenleyen insiilinin de etkisi olabilir (20,68). Aile hikayelerinde obezite olan
bebekler yiiksek leptin diizeyine sahiptir. Bu da leptin ve obez hikaye arasindaki
iliskiyi verir (51). Leptin ve anormal fetal agirlik arasindaki iliski maternal ve
intrauterin ¢evreden bagimsiz olarak ikiz gebeliklerde degerlendirilebilir.

Bir ikiz ¢aligmasindan elde edilen veriler, zigot olusumundan bagimsiz
olarak (monozigot veya dizigot), intrauterin gelisim geriligi olan ikizlerde kordon
leptin konsantrasyonlarinin onlarla es zamanli dogan ama normal agirlikta olan
ikizlerden daha diisiik oldugunu ileri stirmiistiir (80). Baska bir ¢alisma da ikiz
bebeklerin kordon leptin diizeyleri ve dogum agirlig1 arasinda giiclii bir pozitif

iliski bulunmustur (81). Bu bilgiler, ya adipoz doku ile basit bir iliskiyi
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yansitabilir ve boylece gelisim problemleri olan ikizlerdeki yag birikimindeki
varyasyonlarla uyumludur veya fetal gelisimin 6nemli bir diizenleyicisi olarak
leptinin 6nemli bir role sahip oldugunu gosterebilir (82).

Kotli beslenme insiilin {iretimini bozabilir. Hayvan calismalar1 da fetal
leptin konsantrasyonun direkt olarak fetiisiin kotli beslenmesi, biiyiime hormonu,
insiilin ve IGF-I ve IGFI/IGFBP-3 oranlarindan etkilendigini gostermektedir.
Plasental agirlik, kordon leptin diizeyi ve fetal dogum agirlig1 arasindaki yakinlik
baz1 faktorler ile aciklanabilmektedir; a) Anne ve fetlis arasindaki beslenme
sinyallerin saglanmasi, b) Plasental gelisim ve anjiyogenziste leptinin direk rolii,
c¢) Fetal insiilin, troit hormonu ve kortizol aracilig ile etkisi. Alternatif olarak,
kemiricilerde diigiik leptin seviyesi azalan GH (growth hormon) ile iliskilidir ve
leptin uygulanmast hipotalamusta GH-releasing hormonunun sentezini artirarak
GH sekresyonunu normale dondiirebilecegi ileri siiriilmiistiir (83). Leptin reseptor
mRNA insan fetiislerinde 6n hipofizde tanimlanmistir ve leptin uygulamasinin
ozellikle diger hipofiz hormonlarinin etkilemeden insan fetal hipofiz kiiltiiriindeki
GH sekresyonunu stimiile edecegi gosterilmistir (84).

BMI ve intrauterin biiylime durumundan bagimsiz olarak, dogumdan
sonraki birkag giinde leptin konsantrasyonu olduk¢a azalir (21,85). Postnatal
donemde plazma leptin konsantrasyonlarindaki azalma ekstrauterin hayat
esnasinda fetal hemostazisde degisimler i¢in fizyolojik adaptasyonun bir parcgasi
olabilir. BMI ve cinsiyeti dikkate almadan ilk bir yilin sonunda intrauterin geligme
geriligi olan ¢ocuklar normal bebeklere gore onemli derecede daha yiiksek leptin
degerlerine sahiptir. Bu fark 2 yilin sonunda kaybolur. Inrauterin gelisme geriligi
olan c¢ocuklardaki daha yiiksek leptin konsantrasyonunun onemi acik degildir,
fakat bu ¢ocuklarin gelisimlerinin artmasi icin yararli bir adapte leptin direnci
gelistigini yada bu intrauterin gelisim geriliginin bir sonucu olarak adipoz
dokudaki bir bozuklugu yansitiyor olabilir. Her iki hipotezi de test etmek gerekir
(85).

2.6. Cocuklukta ve Pubertede Leptin

Leptin pubertenin baslangici, menstruel siklus ve lireme yetenegi icin
gerekli olan yag depolarinin kritik miktarini beyne iletir. Leptinin regiile ettigi LH
sekresyonunun ve hipotalamik hipofiz gonadal aksin kesin mekanizmasi

bilinmedigi halde puberte dncesi farelere leptin verildiginde pubertenin hizlandig:
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goriilmiistiir. Normal ¢ocuklarda viicut yag kitlesinin artmasi ile puberteden dnce
leptin diizeyleri yiikselir ve pubertenin baglangicinda pik yapar. Buna gore
insanlarda puberteyi leptinin baglatabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bunun tersine
inaktive leptin reseptér mutasyonlar1 olan kisilerde ise morbid obezite ve
hipogonadotropik hipogonadizm vardir (7, 2).

Erigkin ve ergenlik donemlerinde kadinlarda leptin diizeyinin erkeklere
kiyasla daha yiiksek oldugu saptanmistir. Bu bulgu kadinlarin daha fazla viicut
yag kiitlesine sahip olmalar1 ile agiklanmistir. Postmenopozal kadinlarda,
premenopozal kadinlara gore daha diisik leptin diizeyi saptanmasi, leptin
metabolizmasinin Gstrojen ve progestron ile ilgili oldugunu akla getirmistir.
Ancak post menopozal kadinlarda yag dokusu kitleleri ayn1 olan erkeklerden,
daha yiiksek leptin diizeyleri saptanmustir. Ayrica hipogonadizmli erkeklerde
benzer BMI’e sahip erkeklere gore 3 kat daha yiiksek leptin diizeyleri
saptanmistir. Ayn1 erkeklere testosteron verildiginde leptin diizeylerinin normale
donmesi androjenlerin leptin sentezi iizerine baskilayici etkileri oldugunu akla
getirmistir (5).

Pubertenin baglamasi icin viicutta yeterli yag dokusu depolarinin
bulunmasi gereklidir. Orta derecede sisman kizlarda puberte erken baslamaktadir.
Patolojik sismanlik durumlarinda, malniitrasyonlularda, kronik hastalig1 olanlarda,
anoreksia nevrozali kizlarda pubertenin baglamasi gecikmektedir. Puberte uyku
sirasinda  hipotalamik-hipofizer gonadotropinlerin ve biiyiime hormonunun
pulsatif olarak salinmasi ile baglamaktadir. Ayrica yag dokusu ile iligkili bilinen
leptinin, pubertenin baslamasini saglayan metabolik sinyal rolii oynadig ileri
stiriilmiistiir. Genetik olarak leptin eksikligi ve infertilitesi bulunan ob/ob farelerin
leptin ile tedavisi sonucunda ; disi farelerde ovaryum agirligi , erkek farelerde ise
testis agirligi artmis ve ayrica histolojik incelemelerinde gonadal stimulasyon
bulgular1 gozlenmistir. Bir baska calismada ise normal disi farelere leptin
verilmesi lireme fonksiyonlarinin erken olgunlagsmasina yol agmistir. Bu bulgular
leptinin hipotalamus-hipofizer-gonadal eksenin diizenlenmesinde rol oynadigina
isaret etmektedir (5, 2).

Bir ¢alismada leptin diizeyinin erkeklerde on yasina kadar yiikseldigi,
pubertenin baglamasi ile serum FSH ve LH diizeyleri yiikselirken leptin
diizeylerinin ani olarak azaldig1 saptanmistir. Kizlarda ise pubertede FSH, LH ve

Ostradiol yiikselmesine paralel olarak serum leptin diizeyi artmistir. Diger bir
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calismada ise leptin, erkeklerde pubertenin baslamasindan hemen 6nce ylikselmis
daha sonra testosteron yiikselirken azalarak iki y1l boyunca sabit olarak kalmstir.
Kizlarda ise pubertede serum leptin diizeyinde her 1 ng/ml artigin , menarsin bir
ay erken baslamasma neden oldugu ve yag dokusu kitlesindeki artig oraninin ,
menars yasi ile benzer bigimde iligkili oldugu saptanmistir. Bu sonuglar; leptinin
baslamasi, tlireme fonksiyonlarinin olgunlasmasi ve seks steroidleri ile iligkili

olduguna isaret etmektedir (2,5,7,34,86) .
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3. MATERYAL ve METOD

Bu ¢alismada, siganlarin prenatal 15.,17.ve 19. giinlerdeki fetiisler ve
postnatal 2. ve 4.giin yavrularinin ¢esitli dokularinda leptin (Ob proteini) tespit
etmek i¢in, immiino histokimyasal boyama yontemi uygulandi. Bu amagla elde
edilen 4-5 pm kalinliktaki parafin blok doku kesitlerine uygulanan primer
antikorlar antijenlere (Ob proteini) baglandi, daha sonra ABC kompleksi ile
konjuge edilmis sekonder antikorlar bu komplekse baglandi. Bundan sonra da
ortama substrat AEC; 3-amino-9-ethyl carbonde eklenerek gdzle goriilebilir {iriin
ortaya ¢ikti.

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlar:

Bu caligmada, her kafeste agirliklar1 153-210 gram arasinda degisen 3 adet
disi, 1 adet erkek olmak tizere toplam 3 kafeste 9 disi, 3 erkek Wistar albino cinsi
siganlar kullanilmigtir (n=8). Deney siiresince hayvanlara yeteri kadar beslenmesi
i¢in su ve yem (Yem Kurumu Standart Sican Yemi) verildi.

3.1.2. Fetiislerin Elde Edilmesi

Erkek ve disi sicanlar ortalama 24 saat ayni1 kafeste birakildi. Erkek sican
24 saattin sonunda disi kafesinden ¢ikarilarak gebeligin ilk giinii kabul edildi.
Ultrasonografi yontemi ile gebe oldugu tespit edilen disi sicanlar, eter ile anestezi
altina alinarak abdominal kesi yapilarak uteruslarindan 15, 17 ve 19. giinlerde
fetiisleri alindi. Postnatal olarak ise dogumdan sonra 2. ve 4. glinde her giin bir
yavru eter ile 6ldirtldii.

3.2. Metot

3.2.1. Histolojik Calismalar

Elde edilen fetiis ve yavrular fiksasyon i¢in hemen % 10’luk nétral
formalin igine konmuslardir. Yikama isleminden sonra alkol serileri,

seffaflandirma, infiltrasyon ve parafine gémme gibi klasik histolojik yontemler

uygulandi.

Elde edilen tiim fetiis ve yavrular % 4’liikk noétral formalin soliisyonuna
aliip tespit edildi.

Fiksatif i¢erigi:

- Formalin % 40°lik 1 hacim

- Su 9 hacim

- Kalsiyum karbonat (CaCos;) 2 ¢ay kasigi
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A- Dehidratasyon:

Alkol derecesi Stire
% 70 1 gece
% 80 1 saat
% 53 1 saat
% 96 1 saat
%96 1 saat
% 100 1 saat

B- Seffaflandirma :
Ksilol 30 dakika
Ksilol 30 dakika

C- infiltrasyon:

Yumusak parafin (60°C etiivde) 1 saat
Yumusak + Sert parafin 1:1 (60°C etiivde) 2 saat
Sert parafin 3 saat
D- Gomme:
Sert parafin

3.2.2 immﬁnohistokimyasal Calismalar

a) Kesitlerin elde edilmesi:

Elde edilen tiim sigan fetiis ve yavrularindan yukaridaki rutin histolojik
yontemler ile parafin bloklar olusturuldu. Bunlardan mikrotom ( lipshaw tipi
kizakli mikrotom) ile alinan 4-5 um kalinliginda seri kesitler, dnceden poly-1-lizin

ile kaplanmig lamlara alindi.

b) Lamlarin Poly-L-Lizin ile kaplanmasi:

e 72 ml distile su

e 8 ml poly-I-lizin

Lamlar dnce zembile dizildi ve lamlar1 temizlemek amaciyla asit alkolden
gecirilip, % 50°lik alkolde bir siire bekletildi. Asit alkol; saf alkole (% 100°’Lik) 2-

3 damla asit ilave edilmesiyle hazirlandi. Zembildeki lamlar asit alkol igerisinde
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bir siire bekletilip, % 50’lik alkolle muamele edildi. Daha sonra lamlar distile su
icine alinip yikandi. Yikama sonrasi lamlar poly-I-lizin i¢ine alinip etiivde bir

miiddet kurutulduktan sonra kullanima hazir hale getirildi.

¢) Lamlarin jelatinle kaplanmasi:

X4 Gelatin 5.0gr
<> Chromium kalium sulphate(KCr(S04)2.12H,0:K.N:1036,Merck) 0.5 gr
<> Distile su 1000 ml
< Diethyl ether (C4H;0;K.N:921,Merck) 250 ml
X %70’1ik alkol 250 ml

Asit alkol ve % 50’lik alkolde temizlenmis lamlar, 250 ml %70’lik alkol
ve 250 ml dietil eter karisimina birka¢ kez daldirilip ¢ikartildiktan sonra, iyice
kurutulup 5 gr jelatin ve 0, 5 gr chromium kalium siilfatin 1 It distile sudaki
(kaynatildiktan sonra) ¢6zeltisine daldirilip ¢ikartildi.

Immiinohistokimyasal boyamaya gecilmeden &nce kesitlerin cevreleri
‘dakopen’ kalem (hidrofobik kalem; medium point marker; No: 754) ile
siirlandirildi. Burdaki amag, hem ayni lam iizerindeki birden fazla kesitin farkli
monoklonal ve/veya poliklonal antikorlar ile boyanmasini saglamak, hem de
kimyasallarin (antikor, AEC gibi) ekonomik kullanimini saglamaktir.

Immiin boyamada kullanilan kimyasal maddeler:

Primer antikorlar:
e Rabbit poliklonal IgG (A-20) (Santa Cruz. Cat; sc-848)
Diliisyon soliisyonu olarak fosfat tampon soliisyonu (PBS; Phosphate Buffer

Soluation) kullanilmistir. Bu soliisyonun hazirlanisi asagida verilmistir.

Sekonder antikor:
Biotinle isaretlenmis olarak;

% Goat anti-rabbit [gG  sc-2040
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Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS; Phosphate Buffer Solutaion)

+* Sodiumdi hydrogen phosphatemonohydrate (NaH,PO4.H,O;K.N:3053,
Merck) 1,37 gr

% Sodiumdi hydrogen phosphatedihydrat(NaH,PO4.2H,O;K.N: 6345,
Merck) 1,56 gr

+* Sodium chloride (NaCl; K.N: 6048, Merck) 8,76 gr

¢ Distile Su 100ml

Sitrik asit soliisyonu:

+» Sitrik asit 2,1 gr
+» Distile su 1,0 It
+¢ Sitrik asit distile su i¢inde eritilir ve karistirtlir. PH: 6 olacak sekilde

2M NaOH ilave edilir.

Hidrojen peroksit soliisyonu:

%+ Methanol 50ml
+* Hidrojen peroksit 168ul

¢ Methanol ve hidrojen peroksit karistirilir.
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Kromojen:

¢ AEC (3-amino-ethyl carbonde)

Zat Boyama icin Hematoksilen Hazirlanmasi:

Z1t boyamada amag¢ dokudaki antijenik olmayan hiicre ve hiicre yapilarini
boyamaktir.

Mayer’s haemalum:

+¢ Aluminium potassium sulphate (K.N: 7167, Sigma) 50 gr
% Haemotoxylin (K.N: H 9627, Sigma) 1,0 gr
+* Sodium iodate (NalOs; K.N: S 407, Sigma) 0,2 gr
+¢ Chloral hydrate (C;H;C150,; K.N: C 8383, Sigma) 50 gr
+¢ Distile su 1000 ml
+¢ Sitrik asit (monohydrate) (K.N: C 7129, Sigma) 1,0 gr

% 1,0 gr hematoksilen 1000 ml distile suda eritildi. 0,2 gr Sodyum iyodit
ilave edildi. Bu karisgim, 50 gr Aluminyum potasyum siilfat ile manyetik
karistiricida tamamen eriyinceye kadar karistirildi. Daha sonra, kloral hidrat ve

sitrik asit ilave edildi.
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Immiinohistokimyasal Boyama Yontemi:

% 4-5 um kalinliginda elde edilen kesitler etiivde 60°C* de 30-60dakika
bekletildi.

¢ Daha sonra sirastyla ksilol ve algalan alkol serilerinden gegirildi ve
distile su ile yikandi.

+¢ Sitrik asit igerisindeki dokulara 5 dakika mikro dalga (Med High)
uygulandi.

¢ 15 dakika derin dondurucuda, 15 dakika oda 1sisinda sogutulan dokular
sogutuldu.

% Dakopen ile cevrelenen dokulara %01’ lik H,O, ve methanol
uygulandi.

¢ PBS’ de 3x5 dakika yikandi.

% Dokular bir gece buzdolabinda +4°C  primer antikorlar ile nemli
ortamda inkiibe edildi.

¢ PBS’de 3x5 dakika yikama.

+» Biotin ile isaretlenmis antikorlar ile dokular 30 dakika inkiibe edildi.

%+ PBS’de 3x5 dakika yikama.

+ Streptavidin biotin peroksidaz damlatilarak 30 dakika inkiibe edildi.

¢ PBS’de 3x5 dakika yikama.

¢ AEC ile reaksiyon verinceye kadar muamele edildi.

+¢ Distile su ile yikandi.

% Hematoksilen ile zit boyama yapildi.

+¢ 3 dakika ¢esme suyu ile yikandi.

+¢ 30 saniye kadar PBS’de tutuldu. Gliserol jelatin kullanarak kapatildi.
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.3 Degerlendirme:

3.3.1. Prenatal ve postnatal doku degerlendirmesi

a) Prenatal 15. gilin fetal dokular blok olarak gomiildii ve torakal bolge
dokularinin transvers kesitleri incelendi.

b) Prenatal 17. giin fetal dokular blok olarak gémiildii ve torakal bolge
dokularinin transvers kesitleri incelendi.

¢) Prenatal 19. giin fetal dokular blok olarak gomiildii ve torakal bolge
dokularinin transvers kesitleri incelendi.

d) Postnatal 2. giin yenidogan organlari ayr1 ayr1 bloklandi. Solit organlar
ayr1 ayr1 degerlendirildi.

e) Postnatal 4. giin yenidogan organlar1 ayr1 ayr1 bloklandi. Solit organlar

ayr1 ayr1 degerlendirildi.

4. BULGULAR

Prenatal doneme (15., 17., 19 giin) ait dokularda ve postnatal doneme (2.
ve 4. giin) ait organlarda leptin (ob protein) dagilimi immiinohistokimyasal

yontemlerle 151k mikroskobu diizeyinde incelendi.

4.1. Prenatal 15. giin:

Torakal bolgelerden gecen tarnsvers kesitlerde 6zellikle vaskiiler duvarda
leptin(ob protein) igin orta siddetten kuvvetliye kadar pozitif immiin reaksiyon
gbzlendi (Resim 1a (Kontrol), 1b (Pozitif reaksiyon).

Kalpte endokart ve miyokart hiicrelerinde herhangi bir immiin reaksiyon
gozlenmedi. Ancak perikartta Ozellikle mezotel hiicrelerinde kuvvetli pozitif
immiin reaksiyon gézlendi (Resim 2).

Akcigerlerde parankim ve stromaya ait hiicrelerde herhangi bir immiin
reaksiyon gozlenmedi. Ancak plevrada kuvvetli pozitif immiin reaksiyon ve
stromaya ait damar duvarlarinda 6zellikle adventisya tabakasinda pozitif immiin
reaksiyon gozlendi.

Ozafagusun toraksa ait kisminda tiim tabakalarinda immiin reaksiyon

gozlenmedi.
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4.2. Prenatal 17. giin:

Trokal bolgelerden gecen tarnsvers kesitlerde oOzellikle trokal aortta
adventisyada bulunan hiicrelerde leptin ( 0b protein) i¢in kuvvetli pozitif immiin
reaksiyon gozlendi (Resim 3).

Kalpte endokart ve miyokarta ait hiicrelerde herhangi bir immiin reaksiyon
gozlenmedi. Perikart bolgesinde ise 15. giine oranla immiin reaktivitenin arttig
gbzlendi (Resim 4a , b).

Akcigerlerde ise Ozellikle orta ¢apli ve biiyiik ¢apli arterlerin ve venlerin
adventisyalarinda kuvvetli pozitif immiin reaksiyon gozlenirken, parankime ait
brons, bronsiol ve alveol yapilarinda herhangi bir immiin reaksiyon gézlenmedi
(Resim 5).

Ozofagusta tunika mukoza, tunika submukoza ve tunika muskularis
tabakalarinda herhangi bir immiin reaksiyon gozlenmedi. Ancak tunika adventisya
tabakasinda orta siddette immiin reaksiyon gozlendi (Resim 3).

Gelismekte olan kemiklere ait hiyalin kikirdak taslaklarinda o6zellikle
perikondriyal bdlgede pozitif immiin reaksiyon gozlenirken, kikirdak
merkezlerinde teritoryal ve interteritoryal alanda ve kondrositlerde negatif
boyanma gozlendi (Resim 6).

Trokal bolge medulla spinalis tarnsvers kesitlerinde kanalis sentralis
etrafinda yer alan glial hiicrelerde ve medulla spinalis arka boynuza ait glial
hiicrelerde pozitif reaksiyon gdzlendi. On boynuz motor ndronlara ve diger ndron

gdovdelerine ait immiin reaksiyon gozlenmedi (Resim 7a (Kontrol), 7b, c).

4.3. Prenatal 19. giin:

Torakal bolgelerden gecen kesitlerde 6zellikle 6zafagus ve torakal aortay1
icine alan kesitlerde tunika adventisya tabakalarinda bag dokusuna ait hiicrelerde
ve liflerde leptin (ob protein) i¢in kuvvetli pozitif immiin reaksiyon gézlendi
(Resim 8).

Akciger kesitlerinde brong, bronsiol ve alveol yapilarinda immiin
reaksiyon gozlenmemesine ragmen plevrada kuvvetli immiin reaksiyon gozlendi
(Resim 9).

19. giline ait torakal kesitlerde o6zellikle kalp ve kikirdak dokusunda

perikart ve perikondriyum tabakalarinda leptin (ob protein) igin kuvvetli pozitif
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immiin reaksiyonun devam ettigi gozlendi (Resim 10a (Kontrol), b
(Perikondriyumdokusu pozitif immiin reaksiyon).

19. giine ait deri kesitlerinde epidermis tabakasinda leptin (ob protein) igin
pozitif immiin reaksiyon gdzlenmedi. Ancak dermis tabakasinda bulunan bag
dokusu hiicreleri ve liflerinin kuvvetli pozitif immiin reaksiyon gozlendi (Resim

11a (Kontrol), b (Deri dokusu Pozitif immiin reaksiyon).

4.4. Postnatal 2. giin:

Torakal bolgede akciger dokusuna ait kesitlerde leptin (ob protein) igin
kuvvetli pozitif immiin reaksiyonun plevra ve damar cevresindeki tunika
adventisya tabakasi ile siirli kaldigr gozlendi (Resim 12a (Kontrol), b (Pozitif
immiin reaksiyon). Akciger parankimine ait brons, bronsiol ve alveoller
yapilarinda pozitif immiin reaksiyon gézlenmedi.

Karaciger kesitlerinde sinizoit duvarlarinda orta siddette pozitif immiin
reaksiyon gozlenmesine ragmen immiin reaktivite gosteren hiicrelerin veya
dokularin detaylar1 segilemedi (Resim 13).

Bu doneme ait deri kesitlerinde epidermis tabakasinda leptin (ob protein)
icin pozitif immin reaksiyon gozlenmedi. Papiller dermiste hafif siddette,
retikiiler dermiste ise siddetli immiin reaksiyon gézlendi. Kil folikiilleri etrafinda
pozitif immiin reaksiyon goézlendi (Resim 14a (Kontrol), b (Pozitif immiin

reaksiyon).

4.5. Postnatal 4. giin:

Torakal bolgeye ait akciger dokusuna ait kesitlerde intraalveoller
septumda leptin (ob protein) i¢in kuvvetli pozitif immiin reaksiyon gozlendi ve
stromaya ait vaskiiler yapilarinda tunika adventisyalarinda kuvvetli immiin
reaksiyon gozlendi (Resim 16a (Kontrol), b (Pozitif immiin reaksiyon).

Kalp dokusu kesitlerinde miyokart hiicrelerinde orta siddette pozitif
immiin reaksiyon gozlendi. Ayrica perikart tabakasinda da immiin reaksiyonun
devam ettigi gézlendi (Resim 15a (Kontrol), b (Pozitif immiin reaksiyon).

Deri kesitlerinde ise dermis tabakasinda kuvvetli pozitif immiin reaksiyon
gozlendi. Ozellikle papiller dermis tabakasma ait bag dokusu hiicreleri ve

liflerinde kuvvetli immiin reaksiyon goézlendi (Resim 17).
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Resim 1: a) Prenatal 15. giin: Kontrol amaciyla yalnizca sekonder antikor uygulanmis sigan fetiisii
torakal kesitinden bir goriiniim izlenmekte. Negatif immiin boyanma go6zleniyor. b) Leptin (ob
protein)i¢in immiin boya uygulanmis si¢an fetiisii torakal kesitine ait bir goriiniim. Damar duvari ve bag
dokusu hiicrelerinde pozitif reaksiyon gozleniyor. (ABC-immiinperoksidaz; (a) x 20, (b) x 10).



Resim 2: Prenatal 15. giin: Leptin (0b protein)i¢in immiin boya uygulanmis sigan fetiisii torakal
kesitine ait bir goriiniim. Kuvvetli pozitif reaksiyon gosteren perikart tabakasi izleniyor. (ABC-
immiinperoksidaz; x 20).

Resim 3: Prenatal 17. giin: Leptin (0ob protein)i¢in immiin boya uygulanmis sigan fetiisii torakal
kesitine ait bir goriiniim. Ozellikle torakal aortta adventisya tabakasinda kuvvetli pozitif reaksiyon
dikkat gekiyor. Ozafagus cevresinde tunika adventisyada orta siddette immiin reaksiyon gozleniyor.
(ABC-immiinperoksidaz; x 10).
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Resim 4: a) Prenatal 17. giin: Leptin (0b protein)i¢in immiin boya uygulanmis sigan fetiisii torakal
kesiten kalp dokusuna ait bir goriiniim. Kuvvetli pozitif reaksiyon gosteren perikart tabakasi izleniyor.
b) Leptin (0b protein)igin immiin boya uygulanmis si¢an fetiisii torakal kesiten kalp dokusuna ait bir

goriinim. Kuvvetli pozitif reaksiyon gosteren perikart tabakasi izleniyor. (ABC-immiinperoksidaz; (a) x
10, (b) x 20).
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Resim 5: Prenatal 17. giin: Leptin (0b protein)igin immiin boya uygulanmig akciger kesitten bir
goriiniim. Parankime ait brong, bronsgiol ve alveollerde negatif bir immiin reaksiyon gozleniyor. Ancak
arter ve venlere ait adventisya tabakalarmda kuvvetli pozitif immiin reaksiyon gozleniyor. (ABC-
immiinperoksidaz; x 10).

Resim 6: Prenatal 17. giin: Leptin (ob protein)i¢in geligmekte olan kemige ait hiyalin kikirdak
taslagina ait bir goriiniim. Perikondriyal bdlgede kuvvetli pozitif immiin reaksiyon dikkat cekmekte.
(ABC-immiinperoksidaz; x 10).
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Resim 7: a) Prenatal 17. giin: Kontrol amaciylayalnizca sekonder antikor uygulanmis torakal bolgede
medulla spinalis kesitinden bir goriiniimii. Negatif immiin boyanma go6zleniyor. b) Leptin (ob
protein)i¢in immiin boya uygulanmis si¢an fetiisii torakal bolgede medulla spinalise ait goériinim.
Kanalis sentralis etrafinda ve arka boynuz bolgesinde pozitif reaksiyon gozleniyor. (ABC-
immiinperoksidaz; (a) x 4, (b) x 4).
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Resim 7: c¢) Prenatal 17. giin: Medulla spinalisten gecen kesite ait leptin ( 0ob protein) igin pozitif
reaksiyon gosteren glial hiicrelerin biiyiik bilylitmede goriiniimii. (ABC-immiinperoksidaz; x 10).
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Resim 8: Prenatal 19. giin: Leptin ( 0ob protein) i¢in boyanmis 6zafagus ve torakal aortaya ait kesitlere
ait goriiniim. Her iki organinda tunika adventisyasinda kuvvetli pozitif immiin reaksiyon gdzleniyor.
(ABC-immiinperoksidaz; x 10).

- b g R

Resim 9: Prenatal 19. giin: Leptin ( 0b protein) i¢in boyanmig akciger dokusuna ait kesitten goriiniim.
Plevra bolgesinde kuvvetli pozitif immiin reaksiyon gozleniyor. (ABC-immiinperoksidaz; x 10).



Resim 10: a) Prenatal 19. giin: Kontrol amaciyla yalnizca sekonder antikor uygulanmig kikirdak
dokusu izlenmekte. Negatif immiin boyanma gdzleniyor. b) Leptin ( ob protein) icin boyanmis
kikirdak dokusuna ait kesiten bir goriiniim. Perikondriyum tabakasinda kuvvetli pozitif immiin
reaksiyon gozleniyor. (ABC-immiinperoksidaz; (a) x 10, (b) x 10).




Resim 11: a) Prenatal 19. giin: Kontrol amaciyla yalnizca sekonder antikor uygulanmis deri dokusu
izlenmekte. Negatif immiin boyanma goézleniyor. b) Leptin ( 0b protein) i¢cin boyanmig deri dokusunda
dermis tabakasinda pozitif immiin reaksiyon gozleniyor. (ABC-immiinperoksidaz; (a) x 10, (b) x 10).




Resim 12: a) Postnatal 2. giin: Kontol amaciyla yalnizca sekonder antikor uygulanmis akciger dokusu
izlenmekte. Negatif immiin boyanma goézleniyor. b) Leptin ( ob protein) igin boyanmis akciger
dokusunda plevra ve damar etrafinda pozitif immiin reaksiyon gozleniyor. (ABC-immiinperoksidaz; (a)
x 10, (b) x 10).
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Resim 13: Postnatal 2. giin: Leptin ( 0b protein) i¢in boyanmig karaciger dokusuna ait kesitten bir
goriinim. Sinazoit duvarinda orta siddette pozitif immiin  reaksiyon gozleniyor. (ABC-
immiinperoksidaz; x 20).
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Resim 14: a) Postnatal 2. giin: Kontrol amaciyla yalnizca sekonder antikor uygulanmis deri dokusu
izlenmekte. Negatif immiin boyanma gozleniyor. b) Leptin ( 0ob protein) i¢in boyanmis deri dokusuna
ait kesiten bir goriiniim. Papiller dermiste hafif siddette, retikiiler dermiste ise kuvvetli pozitif immiin
reaksiyon gozleniyor. (ABC-immiinperoksidaz; (a) x 10, (b) x 10).
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Resim 15: a) Postnatal 4. giin: Konrol amaciyla yalnizca sekonder antikor uygulanmig kalp dokusu
izlenmekte. Negatif immiin boyanma gozleniyor. b) Leptin ( 0ob protein) igin boyanmis kalp dokusuna
ait kesitte miyokart hiicrelerinde orta siddette pozitif immiin  reaksiyon gozleniyor. (ABC-
immiinperoksidaz; (a) x 10, (b) x 10).



Resim 16: a) Postnatal 4. giin: Kontrol amaciyla yalnizca sekonder antikor uygulanmis akciger
dokusu izlenmekte. Negatif immiin boyanma gozleniyor. b) Leptin ( ob protein) i¢in boyanmis akciger
dokusuna ait kesitten bir goriiniim. Intraalveoller septumda ve stromaya ait vaskiiler yapilarda kuvvetli
pozitif immiin reaksiyon gozleniyor. (ABC-immiinperoksidaz; (a) x 10, (b) x 10).
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Resim 17: Postnatal 4. giin: Leptin ( 0b protein) i¢in boyanmis deri dokusuna ait kesitten bir
goriiniim. Dermis tabakasinda kuvvetli pozitif immiin reaksiyon gozleniyor. (ABC-immiinperoksidaz;
(a) x 10, (b) x 10).
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5. TARTISMA VE SONUC

Leptin ilk kez 1994 yilinin sonunda adiposit kdkenli sinyal faktorii olarak
tanimland1 ve bu faktoriin reseptorleri ile etkilestikten sonra viicut agirligi ve
enerji tiiketiminin kontrolii gibi karmasik bir yaniti uyardigi, ayrica iireme ve
noro-endokrin sinyal olusumunda oOnemli fonksiyon gordigi bildirilmistir
(2,3,54).

Gilinlimiiz bilgileri ile leptinin hipotalamik hipofizer eksenleri diizenleyen
bir hormon oldugu kabul edilmektedir. Ancak insiilin fizyolojisinde leptinin roli
hakkinda edinilen bilgiler heniiz ¢ok azdir. Insanda yiyecek alimi ve obezitede
enerji dengesinin diizenlenmesinde, pubertenin baglangicinin  kontroliinde,
infertilitede, insiilin direncinde 6nemli roller oynamaktadir (2,5,59).

Fetiisteki leptinin plasenta ve fetal dokular tarafindan iretildigi One
striilmistiir (18,19). Leptin insan fetal kordon kaninda 18. haftadan itibaren
saptanir (20,21) ve 34. haftaya kadar diisilk konsantrasyonda bulunur, 34.
haftadan sonra belirgin sekilde artar (2,7). Yura ve arkadaglar1 (75) postpartum
donemde leptinin ani diislisiinden gozlemleyerek fetal leptinin esas kaynaginin
plasenta oldugunu ileri siirmiislerdir. Masuzaki ve arkadaslarinin (35) yaptigi
calismada ilk ve {igiincii trimester plasentasinda leptin mRNA transkriptlerinin
varlig1 plasentanin fetal leptin i¢in Onemli bir kaynak oldugu goriisiini
giiclendirir. Atanasova ve Popova’nin yaptigi ¢alismada ise 6-10 haftalik insan
embriyosunun subkutan dokusunda immiinohistokimyasal olarak leptin {iretimini
gosterilmisdir. Lepercq ve arkadaglart (68) gebelik yasina gore biiyiik fetiislerde
intrauterin gelisim geriligi olan fetiislere gore kordon kanindaki leptin diizeyinin
daha yiiksek oldugunu bulmuslardir, bu da leptinin esas kaynaginin fetal adipoz
doku oldugunu gostermektedir.

Hoggard ve arkadaslarinin (39) murine fetiis ve plasentasinda yaptigi
caligmalar sonucunda leptin ve reseptorii plasenta, fetal kikirdak/kemik ve kil
folikiillerinde saptanmistir. Ayn1 zamanda leptin reseptoriiniin fetal akcigerlerde,
fetal beynin leptomeninks ve koroit pleksus bolgelerinde de bulundugunu
immiinohistokimyasal yontemlerle gostermislerdir. Ayrica baska bir ¢aligmada
kalp, karaciger, yag dokusu gibi fetal dokulardaki leptin iiretiminin fetal
dolagimdaki leptin diizeyine katkida bulunabilecegi saptanmistir (55,57). Bu
caligmalarin sonucunda leptinin multifonksiyonel olabilecegi hem parakrin hem

de otokrin etkilerinin olabilecegi sonucuna varilmistir.
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Yapilan ¢aligmalarda maternal leptin diizeyleri ile fetal agirlik arasinda
korelasyon olmadigi ancak umblikal kordon kanindaki leptin diizeyleri ile fetal
insiilin, dogum agirligi, uzunluk ve bas g¢evresi arasinda pozitif bir korelasyon
oldugunu gozlenmistir (21,58).

Lea ve arkadaslarimin (60) yaptigi bir incelemede, 33 haftalik ikiz
gebelikte gelisme geriligi olan fetiiste plasental ve kordon kani leptin diizeylerinde
normal gelisim gosteren fetiise gore diistiigii saptanmistir. Bu bulgular, leptinin
fetal gelisimdeki potansiyel roliine ait bulgular gii¢lendirir.

Yapilan bir ¢calismada insanlarda ve kemiricilerde gebeligin sonuna dogru
maternal dolagimdaki leptin diizeyinin arttig1 ancak insan (38) ve sicanlardaki (11)
ic kat artis1 ile karsilastirildiginda farelerde (53) 25 kat arttig1 gdzlenmistir. Bu
bulgu siganlarin leptin ¢alismalart i¢cin uygun bir model olabilecegi fikrini
vermektedir.

Prenatal donemde leptinin fizyolojik etkilerini ve kaynaklarini arastirmaya
yonelik c¢alismalarin  ¢ogu biyokimyasal diizeydedir. Doku diizeyindeki
kaynaklarimin ve leptin reseptorlerinin lokalizasyonuna yonelik caligsmalar
siirhdir.

Yaptigimiz c¢alismada prenatal 15., 17., ve 19. ginlerdeki sican
fetiislerinde 6zellikle angiyogenetik hiicrelerde ve serdz zarlarin yapisina katilan
hiicrelerde ayrintili bir sekilde leptin dagilimi saptandi ve fetal dokularda leptinin
roliiniin netlestirilmesine katki saglamak amacglandi.

Insan endotel hiicrelerinin kiiltiirlerinde leptin plasental anjiyogenezisi
uyardig1 saptanmustir (51). Insan plasenta kesitlerinde endotel hiicrelerinde leptin
reseptorii saptanmamistir ancak leptinin indirekt rolii olabilecegi ve diger
anjiyogenik faktorleri 6rnegin plasentayr indiikleyen growth faktdr ve vaskiiler
endotelyal growth faktorii uyarabilecegi {lizerinde durulmustur. Calismamizdaki
bulgular damar endotelinde Ieptinin bulunmadigini ancak damarin tunika
adventisyalarindaki fibroblastlarin leptini salgilayabildigini gostermektedir. Bu
bulgu prenatal 15. gilinde pozitif immiin reaksiyonun gozlenmesi ve ardindan
prenatal 17. ve 19.’de damarsal alanlarda immiin reaksiyonun siddetlenmesi ile
desteklendi. Calismamiz, leptinin vaskiiler endotel growth faktor araciligr ile fetal
anjiyogeziste etkili oldugu hipotezini de desteklemektedir.

Plevra ve perikart gibi serz zarlarda pozitif immiin reaksiyon gdstermesi

literatiir bilgilerimiz 1s18inda yapilan ¢alismalarda saptanmamis bir bulgudur.
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Gainsford ve arkadaslarinin(52) yaptiklar1 calismalarda leptinin insanlarda
endotel hiicre ve fibroblast hiicre serilerine ve hemapoetik hiicre serileri iizerine
proliferatif etkileri oldugunu saptamislardir. Sierra ve Honigmann’in (51) yaptigt
calisma ise degisik hayvan modellerinde leptinin yeni damar olusumunu
indiikledigini gostermislerdir.

Akcigerlerde parankime ait brons, bronsiol ve alveol yapilarinda leptin
ekspresyonuna rastlanmadigi gibi stromada sadece damarsal yapilarin etrafinda
leptin ekspresyonunun saptanmasi leptinin mezensimal kaynakli hiicrelerde yogun
bulundugu ancak endodermal kaynakli hiicrelerin ve dokularin gelisiminde
parakrin etkilerinin olabilecegini diislindiirmektedir. Aym sekilde kalpte de
endokart ve miyokart tabakalarinda (Resim 15)leptin ekspresyonunun
gozlenmemesi endodermal hiicrelerde leptinin eksprese olmamasina ve miyokart
tabakasinda ekstraseliiler matriks oraninin diisiik olmasina baglanabilir.

Fetal leptin konsantrasyonlari ile adipoz doku gelisimi ve yag kitlesindeki
artis ile kemik ve yag kitlesi arasinda pozitif bir iligki vardir. Son zamanlarda
yapilan ¢alismalarda fetal fare kemik-kikirdaklarinda yiiksek oranda leptin ve
leptin reseptor ekspresyonunun gozlenmesi leptinin fetal kemik metabolizmasinda
rolii olabilecegini gdstermektedir (39).

Bu ¢alismamizda 6zellikle hiyalin kikirdak yapisindaki kemik taslaklarinin
perikondriyumlarinda kuvvetli immiin reaksiyon saptandi. Yine perikondriyumun
mezensimal kaynakli fibroblastlar ve kollogen liflerden olustugunu g6z Oniinde
bulundurarak leptinin salgilanmasina fetal dokuda mezengimal hiicrelerinde
katkida bulundugu séylenebilir.

Leptin plasenta ve belirli fetal dokularda ekspresyonunun gozlenmesine
ragmen bu hormonun bu dokulardaki fonksiyonlar1 hakkinda c¢ok az bilgi
mevcuttur.

Mezensimal hiicrelerde leptin ekspresyonunun gebelik yasi ile birlikte
artist leptinin fetal gelisim iizerinde direkt etkileri olabilecegi gibi endodermal ve
ektodermel hiicreler iizerine growth faktorler araciligi ile etki edebilecegi fikrini
vermektedir.

Prenatal donemde Ozellikle medulla spinaliste kanalis sentralis etrafinda
bulunan glial hiicrelerin ve medulla spinalis arka boynuzunda bulunan glial
hiicrelerin pozitif immiin reaksiyon gostermeleri leptinin glial hiicre gelisiminde

etkili olabilecegini diisiindlirmektedir.
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Prenatal donemde yapilan bir ¢alismada 0b-R’nin immiinohistokimyasal
yontemlerle gebeligin 14. gilinlinde sican beyninde leptin reseptoriiniin  bir
izoformunu saptamistir (87). Yaptigimiz calismada 6zellikle medulla spinalisteki
glial hiicrelerin immiin reaktivite gostermesi leptinin beyin disinda diger sinir
sistemi organlarinda da eksprese edildigini gostermektedir.

Calismamizda torakal bolgeye ait organlar degerlendirildi. Ancak
abdominal bolge kesitleri degerlendirmeye alinamadi.

Prenatal donemdeki dnemi kadar postnatal donemdeki donemde ki 6nemi
de vurgulanan leptin 16 kD agirliginda bir hormondur ve ob geninin bir lirtiniidiir.
Eriskinlerde yapilan calismalarda esas sentez ve sekresyonun kaynaginin beyaz
yag dokusu oldugu gosterilmistir. Ancak leptin sekresyonunun erigkin kisilerde
diisiiniilenden daha fazla dokuda oldugu bulunmustur (23,24,25). Her ne kadar
leptinin viicut enerji dengesinin diizenlenmesinde yer alan ve beyne etki eden bir
sinyal molekiilii oldugu diisiiniilse de leptinin pek ¢ok sayida baska fonksiyonu
oldugu da giderek artan oranda fark edilmistir. Ornegin, iiremede rolii oldugu
puberteye etki ettigi, gebelikte rolii oldugu gosterilmistir (39,44,54).

Diisiik gebelik yas1 olan veya intrauterin biiylime geriligi olan bebekler
gibi disik yag igerigi olan yenidoganlarda kordon kanindaki leptin
konsantrasyonlari daha diisiiktiir. Diisiik leptin konsantrasyonu bu bebeklerde
fizyolojik bir avantaj olabilir (78).

Leptin enerji rezervlerinin beyne iletilmesi disinda neonatal beslenmeyi ve
biiylimeyi diizenledigi diisiiniilmektedir (7,2).

Bu calismamizda mezensimal dokularda ekspresyonun fazla oldugunu
gbzledik. Bunun da biiyiime tlizerine direkt etkili oldugunu diisiindiik.

Postnatal donemde akciger dokusunda alveoler septumdaki hiicrelerin
leptin  ekspresyonu  gostermesi  organ  gelisiminde ve  hiicrelerin
diferansiyasyonunda leptinin etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica artan
yasla birlikte leptin ekspresyonunun dokularda artis1 maturasyon i¢in gerekli bir
hormon oldugunu gostermektedir.

Bu calisma ve yapilan diger calismalar leptinin endokrin, parakrin ve
otokrin etkilerinin olabilecegini gostermektedir. Bu nedenle, leptinin gerek
hipotalamusu, hipofizi ve beyin korteksini etkileyerek, gerekse dokular iizerinde
direkt etki gostererek, ozellikle biliylimenin hizli oldugu prenatal, postnatal ve

pubertal donemde etkili oldugu diisiiniilmiistiir. Leptinin doku diizeyinde etkileri
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hakkinda yapilacak ileri ¢alismalar leptinin fizyolojik ve histolojik etkilerinin

ortaya ¢ikmasinda yol gdsterici olacaktir.

OZET

Yaklagik 20 y1l 6nce kanda besin alinimini ve viicut agirhigini diizenleyen
bir faktor oldugu ileri siiriildii. 1994 yilinda Friedman ve arkadaslart bu faktorii
tanimladilar. Bu faktoriin yoklugunda yada etkisiz oldugu durumlarda obezite,
hiperfaji, insiilin direnci ve enerji harcamadaki azalma goriilmektedir ve ob/ob
mutant farelerde saptanmustir.

Leptinin metabolik sistemde ve obesitenin kontroliindeki rolii
yetiskinlerde iyi tanimlanmigtir. Bunun yaninda, son literatiirler leptini feto-
plasental bir hormon olarak fonksiyonlarint dogrulamaktadir. Leptin, intauterin ve
ekstrauterin hayatta normal fetal gelisim kadar gelisim geriligi olan fetiislerde de
enerji dengesi, metabolizma, biiylime ve gelisimin diizenlenmesinde anahtar bir
hormondur. Fetal dolasgimdaki leptinin kaynagi tam olarak anlasilmamustir.
Kaynaklarin plasenta ve fetal dokudu oldugu genel kanidir.

Bu arastirmada, immiinohistokimyasal yontemi ile prenatal ve postnatal
sigan fetus dokularinda leptinin histolojik dagilimin1 saptamak amaciyla
yapilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada, prenatal 15., 17., 19. giinlerdeki sican fetiislerinde
anjiyogenetik hiicrelerde ve serdz zarlarin yapisina katilan hiicrelerde leptin (ob
protein) ekspresyonu gosterildi.

Sonugta leptinin prenatal ve postnatal sigan fetus dokularindaki

dagilimlarinin belirli 6zellikler gosterdigi saptandi.

Anahtar kelimeler: Immﬁnohistokimya, Leptin, Sican, Fetiis,
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SUMMARY

Nearly 20 years ago, a blood born factor regulating food intake and
balance of body weight has been suggested. However, 1t was only in 1994 that
Friedman and co-worker identified and sequenced this factor. Its absence or
ineffectiveness has been shown to be responsible for the marked obesity,
hyperphagia, insulin resistance, and low expenditure seen in a partucular mutant
type of mice, ob/ob mice.

The role of leptin in the metabolic system and its control of obesity is
well established in adults. Recent literature confirms the functional role of leptin
as a feto-maternal placental hormone. Leptin is a key hormone which regulates
energy balance, metabolism, growth and development of normal as well as growth
restricted fetuses in intrauterine and extrauterine life. The source of leptin in the
fetal circulation remains controversial. The predominant source are the placenta
and fetal adipose tissue.

This investigotion has focused on the histologic distribution of leptin
prenatal and postnatal rat fetus by using immunohistochemistry .

In this study, leptin was shown in prenatal 15, 17 and 19. days rat fetus.
Distribution of leptin was shown angiogenetic cells and serosa cells.

In conclusion; the distribution of leptin prenatal and postnatal rat feus

tissues are of special interest.

Key words: immunohistochemistry, Leptin, Rat Fetus
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