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L GIRIS VE AMAC

Obezite (sismanlik), bugiin tlim diinyada yaygin olan bir halk saglig
problemidir. Obezitenin goriilme siklifi hem gelismis hem de gelismekte olan
iilkelerde ciddi boyutlardadir (1). Bu nedenle sigmanlik, giderek ¢agimiza damgasint
vuran bir olgu olarak karsimiza ¢ikmaktadir ve farkinda olmadan viicudumuzu ele
geeiren, tehlikesini gogumuzun yeterince kavrayamadigi bir hastaliktir. Bugiin 1.2
milyar insan, yani toplam diinya niifusunun altida birinden fazlasi bu hastaligin
pengesindedir (2). Obezitenin yillar boyu; beslenme aligkanliklarindaki yanhsliklar
ve fiziksel aktivitenin yetersizliginden kaynaklanan bir estetik sorun oldugu
diigtintilmekteydi. Ancak son dénemlerde yapilan aragtirmalar obezitenin sadece
estetik bir sorun degil aym1 zamanda ¢ok ciddi bir hastalik oldugunu géstermigtir.
Clinkii obezite, bir takim metabolik problemlerle beraber kronik hastaliklari da
beraberinde getirmektedir. Obezite ile beraber goriilme sikhigi artan hastaliklarin
baginda; tip 2 diyabet, kalp damar hastaliklari, yliksek tansiyon, kalp krizi, safra
kesesi hastaliklari, kadinlarda hormonal bozukluklar (asiri tiiylenme), eklem
hastaliklari, solunum problemleri ve depresyon goriilmektedir. Aym zamanda
obezitenin belli kanser tiplerinin olusumunda da Onemli bir faktér oldugu
bildirilmistir (6rnegin; meme, endometriyum, prostat ve kolon kanserleri) (3,4,5).

Tim iilkelerde son yillarda obezite prevelansi artmugtir. Obezite gelismis
iilkelerde sigara kullanimindan sonra O&nlenebilir 6liim nedenlerinin bagta gelen
ikinci nedenidir. A.B.D’de obezite goriilme sikhigi erigkin populasyonun %
22’sinde, Avrupa’da %10-25 arasindadir. Bu oran Isveg’te en diisiik, Litvanya’da ise
en yiiksektir. Tlim diinyada ise Cin en diisiik orana sahiptir (1).

Ulkemizdeki durum da pek farkli degildir. Tiirkiye Obezite Vakfi tarafindan
1999 wyilinda gerceklestirilen bir arastlrm&;.‘; Tiirk vatandaglarinin altida  birini
sismanlik smurmin tizerine yerlestiriyor. Ayrica niifusumuzun beste birinin de agir
kilolu oldugu anlasiliyor (2).

Birgok aragtirmaciya gore obezite, kiginin genlerinin ve ¢evrenin
etkilesiminden kaynaklanan ¢ok faktorlii kronik bir hastaliktir. Obeziteye en sik
neden olan fakttrler sedanter yagsam bigimi ve yiiksek oranda yag igeren besinlerin

alimdir (1).



Sismanlk ideal kilonun {izerinde olmak demektir. Ideal kilo ise, hayati
maksimum uzatan kilo demektir ve viicut agirlifi indeksi (BMI; Body Mass Index)
ile tanimlanir. Sismanhk' viicut agirligt indeksinin %30°dan yiiksek olmasi1 demektir.
Viicut agirligi indeksi; viicut agirhgimmn kilogram (kg) cinsinden, metre kare (m?)
cinsinden boy uzunluguna oraniyla hesaplanmaktadir (2,3).

Sismanlik igin iki ayr1 goriis bulunmaktadir. Bunlardan ilki sisman kisiyi
iradesiz olmakla suglar. ikinci ve bilimsel olan goriis ise viicutta agirligimizi (daha
dogrusu viicut yag depolarini) kontrol eden duyarl: fizyolojik ve genetik
mekanizmalarm bulundugudur. Bunlarin gorevi beden agirhgmi aym diizeyde
tutmaktir (2,5).

Iste 1994 yilinda obezite geni olarak adlandirilan bir gen ve bu genin triinii
olarak kesfedilen leptin (0b protein) bu fizyolojik ve genetik mekanizmanin temel
faktorii olarak degerlendirilmistir. 1995 mayisinda A.B.D’de ki Amgen firmasi, 20
milyon dolar ddeyerek 6 ay once kesfedilmis leptinin ticari haklarm satin aldi.
Leptin eksikligi olan ileri derecede sigman farelere bir ay leptin enjekte edilmesi bu
farelerin agirliklarini higbir yan etki olmadan %50 azaltmigti. Tiim bu bulgular
sismanhifin mucize ilaci olarak leptinin g@sterilmesine yol agti. Yapilan son
¢alismalarda obezitenin artmis plazma leptin mRNA’s1 ile dogru orantili oldugunu
gostermistir (2,6).

Genellikle sismanlik genleri viicutta bir takim hormonlan etkileyerek
sismanhga sebebiyet verirler. Bu hormonlarin baginda leptin gelir. Leptin yag
dokusunda yapilir ve beynin hipotalamus bélgesindeki kilo diizenleyici merkezlere
bilgi verir. Yag depolarimin azaligi, leptini azaltarak besin alimmim arttirir. Yag
depolarinim artigt ise ters etki gostererek leptinin artmasina, istahin kesilmesine ve bu
yolla besin aliminmn azaltilmasina yol agar. Bu sekilde beden agirlign belli bir
diizeyde tutulur. Leptin eksiklifine neden olan mutasyonlar, gerek kemiricilerde,
gerekse insanlarda ileri derecede sismanlik yapar. Leptin ayni zamanda enerji
harcanmasin da etkiler; bu, besin alimindan bagimsiz olarak diizenlenir. Ancak yine
de neden bazi kisiler gisman, bazilart degil sorusunu sormaktan kendimizi

alamayabiliriz.



Leptine duyarlilik degiskendir; sismanlar leptine direnglidirler. Genetik,
cevresel ve hatta psikolojik nedenler leptin olusumunu ve leptine direnci etkiler (2).

Ob (obezite) geninin {irlinii olan ve dolagimda bulunan leptin (0b protein),
besin alumini, enerji harcanmasim ve viicut agirliginin homeostazisini kontrol eden,
daha ¢ok adipositler olmak tlizere mide, plasenta ve diger birgok dokuda eksprese
edilen peptit yapisinda bir hormon oldugu saptanmis ve leptin diizeyindeki
degisimlerin {ireme, bagisiklik ve kemik olugmas: gibi olaylarla yakindan ilgili
oldugu saptanmuistir (2,5-23).

Bu nedenle, bu c¢alismada leptfnin 6zellikle mide, beyin ve bobrek
dokusundaki dagilimlarinin tam olarak belirlenmesinin 6nemli olacagr distintldi.
Calismamizda immiinohistokimyasal yontemler kullanarak leptinin bu dokulardaki

dagilimlanm belirlemeyi ve yapi-fonksiyon iligkilerini saptamay: amagladik.

KURULY




2. GENEL BILGILER

20. yiizyiin son donemlerinde istatiksel veriler sonucunda viicut agirlig
indeksinin (BMI; Body Mass Index) idealin %30’u veya daha yukarisinda ise 6miir
uzunlugunun azaldigi saptanmigtir. Epidemiyoloji ¢alismalar gostermistir ki;
sismanlik 26 yillik bir siire g6z 6niine alindifinda, 30 ile 42 yas arasinda alinan her
yarim kilo 6liim riskini %1, 50 ile 62 yas arasinda %2 arttirdify goriilmiistiir (2).

Omurgalilarda, enerjice yogun trigliseritlerin yeterli miktarini adipoz dokuda
depolama yetenegi, evrim sirasinda hayatté kalmay1 saglar. Ancak, asir1 adipoz doku
varhg da uyumsuzluk getirebilir. Yag depolarim ve enerji dengesinin optimum
seviyede diizenlenmesi igin kompleks bir fizyolojik sistem gelismistir. Adipoz doku
tarafindan salinan leptin ve reseptdrii, bu sistemin en 6nemli komponentleridir.

Farede obez (0b) ve diyabet (db) genlerinde resesif mutasyonlar, obezite ile
sonuglanir.  ob/ob ve db/db fareler benzer fenotiplere sahiptir; aym diyetle
beslendiklerinde bile normal fareden 3 kat daha agirdir ve viicut yag igeriginde bes
kat artis gOsterir. Yapilan galigmalar sonucunda ob geninin, enerji dengesini
diizenleyen ve dolagimda bulunan bir fakt6riin olusumundan sorumlu oldugunu veya
bu faktorii kodladigimi gostermektedir. Ancak, bu sonuglar ob ve db genlerinin
tanimlanmasiyla onaylanmistir (5).

1950°lerin baglarindan bu yana (obez (0ob) fare o zaman tanimlanmist) tek
genli obezite sendromlart kemirgenlerde biliniyordu. 1970’lerde ikinci bir model
(diyabetik (db) fare) belirlendi. Bu iki hayvan grubu hiperfaji, diisiik dlizeyde enerji
tilketimi, erken yasta gelisen obezite, insiilin direnci ve diyabete yatkinlik ile
kargkterize olan bir fenotipe sahipti. Coleman ve arkadaglar1 (24), normal farenin
dolasimini 0b farelere aktarinca; normal hayvanin kanindaki bir seyin ob faresinin
kilo kaybederek daha saglikli goriinmesini sagladigini tespit ettiler.

ob ve db mutasyonlarini klonlama ¢aligmalart 1986 yilinda bagladi. ob geni
1994°te, db geni de bir sonraki yil belirlendi. Normal alleller tarafindan kodlanan
proteinler de bdylelikle incelenebilirdi. Nitekim ob geninin firiinii olan leptin ile

ilgili caligmalar bu genlerin tanimlanmasiyla iz kazanmigtir (24,25).



2.1. Ob Geni :

Ob geni ilk olarak Jeffrey Friedman ve arkadaglar1 tarafindan Rockefeller
Universitesinde 8 yil siiren aragtirmalar sonrast 1994 yilinda klonlamp dizi analizi
yapilmistir (26).

Ob farelerinde mutasyona ugrayan gen farenin 6. kromozomunda bulunur.
Insandaki karsilipn 7. kromozomun uzun kolunda, 20 kilobaz uzunlugundaki 3
eksondur. ob geninin demonstrasyonu bu genin hem kemiricilerde hem de
insanlarda 2 intron 3 ekson bélgesi igerdiginin anlagilmasini saglanmustir. ob geninin
kodlanan bolgesi 501 niikleotit uzunluguh&adlr. ob geni insanlarda 7. kromozomun
uzun kolunun 31.3 lokusunda ve farelerde 6. kromozom iizerinde lokalize oldugu

bildirilmistir (24,26).

2.2. Obeziteye Neden Olan Diger Genler :

Ob ve db mutasyonlarmi belirleme ¢abalari devam ederken, farelerde
obeziteye neden olan bagka 3 mutasyon daha arastinnldi. Bu farelere tiknaz, sisman
ve sar1 fareler ad1 verildi. Hepsinde artmig besin alimi ve azalmis otonom aktivasyon
ile iligkili olarak kilo artigi sendromlari goriiliir. Bu bes genin hepsi klonlanmig ve
besinin de insanlarda homoloBu saptanmustir (5).

Tiknaz farede mutasyona ugrayan gen, farenin 7. kromozomundadir. Tub
olarak adlandirilan bu gen hipotalamustaki néronal devrelerin gelismesinde rol
oynayan bir proteini kodlar, mutantlarda ileri yasta, yavas yavas gelisen obezite
goriiliir.  Insanlardaki fub homologunun 11. kromozomun kisa kolunda oldugu
bildirilmistir (24).

Sisman farede mutasyona ugrayan gen farenin 8. kromozomundadir. Cpe
olafak adlandirilan bu gen instilin ve melanokortin gibi hormonlarin ve néropeptit Y
gibi néropeptitlerin biyosentezine katilan bir enzim olan karboksipeptidaz E’yi
kodlar. Orta derecede, gec yasta baglayan obezitede hayvanda hipoadrenalizm ve
kisirlik gibi ok sayida endokrin anormallik gériiliir. insandaki Cpe homologu 4.
kromozomun uzun kolunda yer alir (27,28).

Faredeki bes obezite sendromundan sar1 fare dominant olmayan bir
mutasyona sahip olmasi agisindan 6zglindiir. Bu ad hayvanin tiiylerine bakilarak

verilmigtir; ge¢ donemde baslayan obezitede mutant hayvanin tiiyleri sararr.



Obezite gelistikce farenin 2. kromozomundaki agouti geni sadece deride eksprese
edilir. Insanda agouti geninin kargilign 20. kromozomun uzun kolunda bulunur

(29,30).

2.3. Leptin :

Leptin, 6ncelikle genetik olarak sisman farelerde inaktif olan ob genetik
lokusunun bir tiriinii olarak tanimlanmistir (5). 167 aminoasitten olusan (21’
salinmadan 6nce kesilerek atilir) ve 16kD’luk bir protein olan gen iiriintine leptin ad:
verilir; leptin Yunanca’da ince anlamina gelir (leptos=ince; greek) ve gene semboli
kazandiran da leptindir: fare ve siganlarda Lep, insanlarda LEP (31). Bu peptit
adipositler tarafindan salinir ve daha diigiik seviyelerde gastrik epitelde, plasentada,
karacigerde, kasda ve diger bircok dokuda eksprese edilir (5). Ayrica leptin kanda
dolagir ve serebrospinal sivida bulunur; bu, leptinin beyine girdigini gosterir.
Peptidin kan beyin bariyerinden gegerken aktif tasinmaya ihtiya¢ duyup duymadi
ya da bariyerin olmadig:i yerlerdeki giris noktalarimi kullanip kullanmadig
bilinmemektedir. = Lep’den  yoksun farelerde leptinin  sistemik  veya
intraserebroventrikiiler yolla uygulanmasi besin alimini azaltir ve insiiline duyarh
glikozu ayn1 diizeyde tutar. Ayrica enerji tiikketimi de artar. Obez olmayan, genetik
agidan yaban tip hayvanlarda ¢ok yiiksek dozlarda leptin benzer etkiler
gostermektedir (32).

Leptin mRNA’s;, in situ hibridizasyon, hiicre fraksinasyonu ve
immiinohistokimyasal yontemler kullanilarak adipositlerde eksprese edilmigtir. Fare
ve insan plazmasmnda 16.000 molekiiler agirlikhh bir protein olarak bulundugu
bildirilmistir. Ayrica kemirici mide ekstrelerinde, bir 19K formu da tamimlanms,

ancak bu formun simdiye kadar fonksiyonel 6nemi saptanamamigtir (33).

2.3.1. Leptinin Yapisi :

Onceleri leptinin bir 4a-heliks sitokin yaplslﬁa sahip oldugu bilinmiyordu,
fakat diyabetik sigsman farelerin db/db lokusunda mutant gen olarak leptin
reseptdriiniin klonlanmasi ve diger tip 1 sitokin reseptorlerine net bir homoloji
géstermesi (6zellikle gp 130) leptinin bir 4a-helikal yapisina sahip oldugunun 6ne

stirtilmesine yol agmustir (34).



2.4. Leptin Reseptorii :

Leptin reseptorii (0b-R), ilk defa fare koroit pleksusundan ekspresyon kloning
ile izole edilmistir. Sitokin reseptSr ailesinin bir iiyesi olarak tanimlanmigtir ve
leptini nanomolar afinite ile baglar. Ob-R geni, db’nin pozisyonel klonlanmasi, bu
genin alternatif olarak 5 tane izoformu kodladigini gésterdi. Ob-Rb (Ob-Rl olarak
da bilinir), sinyal transdiiksiyonu i¢in gerekli ¢esitli motifleri igeren bir sitoplazmik
bolgeye sahiptir. Diger formlar bu motiflerin bir kismin1 veya higbirini bulundurmaz
(Sekil 1) (5,35).

ObRa  Ob-Rb ObRc  Ob-Rd  Ob-Re

Ekstracellnler

infracelluler

Sekil 1. Leptin reseptoriiniin ¢esitli izoformlari (5).

Leptin reseptoriintin, immiinohistokimya, RT-PCR, ve Werstern blot
yontemleri kullanilarak, genelde hipotalamusta bulundugu bildirilmistir (36, 37, 38,
39, 40).

Leptinin viicudun yag durumu hakkinda sinyal vermesi ile iligkili fizyolojik
islevi adipositler tarafindan salinmasiyla baglar. Kemiricilerde sinyal, leptin
reseptSriiniin Re izoformu tarafindan tagmabilir.  Son bulgular da uzun Rb
izoformunu otokrin feedback’te araci rol oynarak leptin’in kendi biyosentezini
(adipoz dokuda) diizenlenmesini saglar. Kan-beyin bariyerine ulagan leptin aktif
taginma ile tagimr (Ra izoformu yoluyla); Ra izoformu beyindeki koroit pleksusta
cksprese edilir. Beyinde bariyerin olmadigr bolgeler de vardir, Hipotalamusta
leptin reseptdriiniin baslica formu Rb’dir ve bu form JAK/STAT sinyal basamagim
aktive eder. Bunun bir sonucu Noropeptit Y’yi kodlayan NPY geninin baskilanmasi

gerceklesebilir (41).




2.5. Leptinin Faaliyet Bolgeleri :

Ob-Rb normalde hipotalamik néronlarda ve diger hiicre tiplerinde 6rnegin T
hiicreleri ve vaskiiler endotel hiicrelerinde yiiksek diizeylerde eksprese edilir.
Merkezi sinir sisteminde hipotalamik arkuat ¢ekirdek, dorsamediyal hipotalamik
cekirdek (DMH), paraventrikiiler g¢ekirdek(PVN), ventromediyal hipotalamik
cekirdek (VMH), ve lateral hipotalamik ¢ekirdek (LH) o0b-Rb ifadesinin temel
bolgeleri olarak tanimlanmistir. Bu ¢ekirdeklerin herbiri, viicut agirhimn
regiilasyonunda olduk¢a 6nemlidir (5,37).

Bu hipotalamik nukleuslarda, besin alimim ve/veya viicut agirhigim

diizenleyen bir ya da daha fazla néropeptit ve norotransmitter ifade eder (5)(tablo 1).

Tablo 1. Besin Alimimimin Hipotalamik Modiilatérleri

Besin Alimini Arttiranlar Besin Alimini Azaltanlar

NPY | CART
MCH CCK
Galanin ‘ CRH
Orexin ave b a-MSH
Peptide YY Insiilin
Noradrenalin GLP-1
Bombesin
Serotonin

Genetik veriler, néropeptit Y (NPY) ve reseptorlerinden bir ya da daha
fazlasiun leptin yoklugunda (ve olasilikla diistiik oldugunda) tepki verdigini
gOstermistir. Bununla birlikte melanokortin-4 (MC-4) reseptorii ve onun ligandlar
(MSH ve ART) artmig leptin diizeylerine biyolojik yanit i¢in olasilikla gereklidir.
Agirlik kazancina (kilo alimina) bagh olarak artmis leptin diizeylerine yanit olarak
hipotalamustan MSH salmmum arttirir.  MSH, MC-4 reseptorleri iizerinden etki
gostererek obeziteye yanit olarak besin alimim azaltir (5).

NPY, intratekal (omurilik zarlar i¢ine; dura mater-araknoid veya araknoid ile
pia mater arasina) uygulandiginda bilinen en giiclii oreksijenik (istah arttirici)
ajandir. Yani NPY mRNA’smn ob/ob farelerinde arttigi, buna karsin leptin



uygulanmasindan sonra ise azaldig: tespit edilmistir. Melanokortin-4-knockout (bu
reseptoriin bulunmamast durumu) hayvanlarda leptin direnci ve obezite gelistigi
bildirilmigtir. Ciinkii, MC-4 resept6r noksanlifinda, artmis leptin diizeylerine yanit
olusmaz (leptin direnci) dolayisiyla artnus kilo ve yag kitlesi sonucunda leptin ne
kadar artarsa artsin besin alimi {izerinde etki edemeyecektir.

o-MSH ve MSH agonistleri besin alimini azaltir. Hayvanlarn bir  o-MSH
antogonisti ile 6nceden muamele edilmesi, enjekte edilen leptinin anorektik etkisini
koreltir. Normalde, leptin enjeksiyonu MSH iizerinden etki gostererek besin
alinimini azaltir.  Ancak, MSH antogohiéti leptinin bu etkisini (anorektik etkisi)
gOstermesine engel olarak istahsizligin ortadan kalkmasina neden olmaktadir (42).

Melanokortin sinyal mekanizmasinda endojen bir antogonist olan ART
(Agouti-related transcript=agouti iligkili transkript; bir bagka melanokortin reseptdrii)
kilonun diizenlenmesinde islev goriir.  Yiiksek diizeyde ART eksprese eden
transgenik farelerin belirgin olarak obez olduklar: tespit edilmistir (43). Normalde,
obezite artmis leptin diizeylerine yanit olarak hipotalamustan salgilanan ART azalir.
Bu durumda besin alimiminda bir azalma s6z konusudur. Ancak transgenik olarak
ART’nin yiiksek ekspresyonunda tersi etki gostererek besin alimminda artisa
dolayisiyla obeziteye neden olur (Sekil 2) (5).

Kolesistokinin (CCK), leptinin anorektik etkisini kuvvetlendirir. Ayrica,
CCK-8 midede leptin depolarint azaltir (44). Bir hipotalamik peptit olan kokain ve
amfetamin-diizenleyici transkript (CART; kokain-amfetamin regulated transcript)
besin almu azaltir. Anti-CART antikorlar besin almmini arttrir ve CART
mRNA’sinin diizeyinin 0b/0b farelerde arttig: tespit edilmistir.

~ Bombesin besin alimmint azaltir ve bombesin-3’te olusturulan mutasyonlar
hafif obezite ile sonuglamir. Insiilin, besin almimmm azaltmak igin hipotalamus
tizerine etkir. Lateral hipotalamusta eksprese edilen bir néropeptit olan melanin
concentrating hormone (MCH) seviyeleri, ob/ob farelerde artar, ve enjeksiyonlari
farelerde besin alimmim arttirir.  Oreksin-a ve oreksin-b’de lateral hipotalamusta
ifade edilir ve besin almimum arttirir. Leptin, paraventrikiiler ¢ekirdekte (PVN;
paraventrikiiler nukleus)’de kortikotropin- salgilayici hormon (CRH; corticotropin
releasing hormone) mRNA’sinin seviyelerini yiikseltir, ve amigdala ve PVN’den

CRH salinimin stimiile eder (5).
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Sekil 2. Yiiksek ve Diigiik Leptin Seviyelerine Biyolojik Yamit (5).

Ozetle leptin konsantrasyonlari, hipotalamustaki néron gruplarinca algilamr.
Acglhk siiresince, leptin seviyeleri diiser ve boylece besin olmadiginda adaptif bir
durum olan; davramgsal, hormonal ve metabolik cevabi aktive eder. Kilo alimi
plazma leptin konsantrasyonunu arttirir ve farkli bir tepki ortaya g¢ikarir, bu da bir
negatif enerji dengesine yol agar. Bu durum, besin aliminda azalma ve enerji
harcanmasinda artisla karakterizedir. Artan ve azalan leptin seviyelerine, benzer ya

da farkli ndronlarin mi1 yanit verdigi heniiz bilinmiyor.

2.6. Leptinin Biyolojik Islevleri:

Leptinin biyolojik iglevleri arasinda metabolik hizin artmasi, kemiricilerde
giiclii bir besin alim:i supresdrii ve enerji harcama stimiilatérii, ve adrenal stres
hormonlarmm {iretiminin azalmasi yer almaktadir (45) . Bunun yam sira leptin disi
farelerde puberteye ulasma hizini arttirir ve hayvanlarda bir lipostat gibi hareket eder
ve buna bagh olarak yag seviyelerini diistirmek icin gergeklesen davramslan aktive
eder (46).
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2.6.1. Leptinin Kilo Diizenlemedeki Rolii:

Leptin beslenme davramgint diizenleyen ve enetji dengesinin kontrolii igin
kisa ve uzun dénem sistemin bir komponenti olarak gériilmektedir (47, 48).

Besin alimim kantitatif olarak diizenleyen faktSrlerden olan uzun siireli
regiilasyon (enerji regiilasyonu); baglica viicuttaki enerji depolarinin normal
miktarinin uzun siireli korunmasi ile ilgilidir. Kisa siireli regiilasyon (beslenme
regiilasyonu) ise baglica dgiinlerde asir1 yemeyi 6nlemekle ilgilidir.

Kisa siireli regiilasyon ;

a) Gastrointestinal dolgunluk: Gastrointestinal sistemde &zellikle mide ve
duodenum gerildigi zaman, inhibitor gerim sinyalleri beslenme merkezini gegici

olarak baskilamak i¢in vagus yoluyla tagmir ve boylece besin istegi azalir.

b) Beslenmeyi durduran humoral ve hormonal faktorler: Gastrointestinal
hormonlardan kolesistokinin, baglica yagin duodenuma girmesine yamt olarak
salgilanir ve agiri yemeyi azaltmak i¢in beslenme merkezleri tizerinde giiglii bir
direkt etkiye sahiptir. Besin maddesinin mide ve duodenumda bulunmasimn
pankreastan onemli miktarlarda glukagon ve insiilin salgilanmasina yol agmasin
nedenleri tam olarak bilinmemekle birlikte, her iki hormonda beyinde ndrojenik

beslenme sinyallerini durdurur (49).

2.6.2. Leptinin Metabolizma Uzerine Olan Etkileri

Leptinin kiloyu azaltmak igin merkezi olarak faaliyet gosterdigi kaniti
merkezi sinir sisteminin (MSS) leptin konsantrasyonundaki farkliliklara cevap olarak
periferal metabolizmay1 nasil regiile ettigi sorusunu ortaya c¢ikarmaktadir. Artan
leptin diizeyi yag oksidasyonuna yol agar ve adipoz doku kiitlesinin kaybina yol
acarken, leptin yetersizligi ise ( ob/ob farelerde veya leptin antogonisti verilen
farelerde), yag depolarinda artig ile iligkilidir. Ob farelerin metabolik bozukluklarmin
tamamen besin alimimn artiginin bir sonucu mu? oldugu belli degildir (50,51);
yapilan ¢aligmalarda besin alimi engellenen ob farelerin yag depolarmdaki fazlalik
goze garpmaktadir. Bu da ob farelerdeki metabolik bozukluklarin sadece besin alimi
ile ilgili olmayip diger faktdrlerin de 6nemli oldugunu gostermektedir (5).
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Leptine metabolik tepki, besin aliminin azalmasina verilen tepkiden g¢ok
farklidir. Besin kisitlanmasi (diyet) adipoz doku kiitlesinin kaybina yol agarken,
leptin kaynakh kilo kayb1 adipoz doku kiitlesi i¢in spesifiktir (44).

2.6.3. Leptinin Glikoz Metabolizmasi Uzerine Olan Etkileri :

Plazma glikoz konsantrasyonu, viicut sicaklifi, plazma aminoasitleri,
kolesistokinin ~ ve diger hormonlar yemek yeme seklini (aghk ve tokluk)
degistirebilir, ve kisa siireli regiilasyonun komponentleridir. Leptin bir yemekten
sonra 6nemli derecede artis gdstermez ve kendi bagma yemegin sonlanmasini
saglamaz. Bu nedenle, leptinin ¢ofunlukla uzun siireli regiilasyonun iginde
fonksiyon goérdiigii diistinlilmektedir ve leptin harcanan enerjiye gore alinan besinin
miktarim etkiler. Bununla birlikte, fare midelerinde yemekten sonra veya CCK
uygulamasindan sonra leptin depolarimin azaldigr bildirilmistir, bu da kisa siireli
reglilasyonda da veya lokal olarak gastrointestinal kanalda da fonksiyon
gdsterebilecegi anlamina gelmektedir ( 5).

Zayif hayvanlara leptin uygulamasi, insiilin diizeylerini degistirmeden serum
glikoz seviyelerinde azaimaya yol agar. Leptin, insanlarda periferal dokularda glikoz
alimim kilo kaybindan bagimsiz olarak arttiriyorsa, diabetes mellitus hastalarimin
bazilarina yararli olabilir. Ancak yinede leptinin MSS (merkezi sinir sistemi) ile yag
ve glikoz metabolizmasini regilile etmesinin mekanizmast tam olarak

aydinlatilamamastir.

2.6.4. Leptinin insiilin Metabolizmas1 Uzerine Olan Etkileri:

. Norepinefrin aracilifiyla B3 adrenerjik stimiilasyonu leptin salinimimu inhibe
eder, fakat bu durum artmis lipolizis ile de meydana gelmis olabilir. Ayrica bazi
calismalarda leptin ekspresyonunun beslenme sonrasi arttigi, diyet ve diyabette ise
azaldig1 bildirilmigtir. Insiilin ve glukokortikoidlerin de leptin ekspresyonunu
arttird1g1 rapor edilmistir (5, 51). In vitro denemeler de gostermistir ki, instilin hem
leptin mRNA ekspresyonunu hem de adipositlerden leptin sekresyonunu
arttirmaktadir (52,53).

Leptin, kemiricilerde insiilin salgilanmasii baskilamak {izere pankreatik -

hiicrelerindeki reseptorlere direk olarak etkir. Leptin, izole edilmis Langerhans
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adaciklarinda, perfiize edilmis fare ve kemirici pankreasinda ve in vivo ¢alismalar
yapilan siganlarda, insiilin salgilanmasin, insiilin mRNA diizeylerini ve si¢an insiilin
promotorundan transkripsiyonu baskiladig: bildirilmistir ( 52).

Enerji homeostazinda, leptin insiilinden gok daha onemlidir. Ornegin insiilin
eksikligi sismanlik yapmaz; fakat leptin eksikligi, instilin diizeyi yiksek olsa da,
asir yeme ve ileri derecede sismanlifa neden olur. Olay aslinda daha karmagiktir.
Insiilin bir yandan yag depolarini, bir yandan da igtah azaltic1 leptin sentezini arttirir.
Yagmn depolanmas: insiilin gerektirdiginden, insiilin yoklugunda, asirt besin alinsa
bile kilo almmaz. Ornegin, kontrolsiiz seker hastaliginda (insiilin azlig) hem
sicanlarda, hem de insanlarda yag depolar ve leptin azalir. Alinan asin kaloriler yag
yerine glikoza gevrilir ve bu glikoz idrarla disar1 atilir. Bu gesit insiilini ve leptini
azalmig seker hastalarinda “seker hastalarinin aginn yemesi” (diyabetik hiperfaji)
olusur; bu, insiilin ve leptinin beyin tizerindeki istah azaltici etkisinin kaybolmasina
baglidir. Instilin eksikligine bagl seker hastalifi olan siganlarda, leptin enjekte
edilmesi, kan leptin diizeyini arttirarak (instilini arttirmadan) agir1 yemeyi nler.

Bazi sisman insanlarda plazma leptin diizeyinin artmis bulunmasi, bu
kisilerde leptine direng olustugu varsayimmi dogurmustur. Bu gibi sisman hastalarin
beyni leptine duyarsizdi ve leptin tedavisi sonug¢ vermiyordu. Leptin reseptorleri
mutasyona ugramig sigan ve fareler ile, sisman farelerde leptine direng oldugu
gosterildi.

Kan-beyin bariyerinin endotel hiicreleri leptine gecirgen degilse, leptin,
beynin hiicrelerarast sivisina girerek ndéronlar tizerindeki leptin reseptorlerine
baglanamaz; leptine direncin bir nedeni budur. Kan-beyin bariyerinde bulunan
endotel hiicrelerinde leptin reseptdrleri vardir; bunlar leptini kandan beyine
naklederler. Bu olayin aksamasimn sismanlik yapip yapmadigi bilinmiyor; fakat
BOS’da (beyin-omurilik sivisi= beyni ve omuriligi ¢evreleyen stv1 ) kana gore daha

az leptin bulunmasi bu goriisii desteklemektedir.
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Sekil 3. Leptin ve insiilinin merkezi sinir sistemindeki etkileri (2).

Yag hiicrelerince salgilanan leptinin ve pankreasin endokrin salgist olan (ve
yag depolartyla orantili olarak salgilanan) insiilinin merkezi sinir sistemindeki besin
alma ve enerji sarfetme alanlarim etkileyisine baktigimizda; leptin ve insiilin arkuat
cekirdekte (ARC) katabolik POMC/CART néronlartm uyarir ve anabolik
NPY/AGRP né&ronlarmi baskilar. Bu néronlar PVN, PFA, ve LHA’ya akson
gonderirler. Hipotalamustan ¢ikan anabolik ve katabolik uyarilar arka beyindeki
NTS’e (nucleus tractus solitarius) gelirler. NTS’e aym1 zamanda karaciger ve mide-
bagirsak sisteminden doyma sinyalleri (6rnegin; CCK=kolesistokinin) erisir. Bu
sinyaller vagus siniri ve sempatik sinirlerle NTS’e ulagir. Doyma simirinda beyindeki
anabolik yollar baskilanir ve katabolik yollar uyarilr. Boylece doyulur ve yemek
sona erer. Zayiflama diyetlerinde beyin sapindaki NTS’e gelen doyma sinyalleri
zayiflar ve viicut besin alimim arttirmak ister. NTS’den beyin yarim kiirelerine de
yollar gider (Sekil 3)(2).
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2.6.5. Leptinin Infertilite Uzerine Olan Etkileri:

Leptin reseptériiniin uzun ve kisa formlar1 insan overinde gosterilmis ve
leptinin, in vitro fertilizasyon igleminden elde edilen granuloza luteal hiicrelerinde
LH-stimiile estradiol {iretimini inhibe ettigi gosterilmistir (54).

Leptinin overde insiilin fonksiyonu {izerinde etkileri kesin olarak
tanimlanamamistir, ancak leptinin overdeki insiilin fonksiyonu iizerinde, IGF-I
fonksiyonu tizerine oldugu gibi bir negatif etkisi olma potansiyeli mevcuttur. Elde
edilen verilere goére, obez kadinlarda yiiksek leptin konsantrasyonlar:i bunlan
infertilitiye daha yatkin hale getirmekfédir. Sisman kadinlarda yiiksek leptin
konsantrasyonlari, lokal olarak iiretilen biiytime faktorlerinin duyarlilik etkilerine zit
yonde g¢aligabilir. Dominant follikiillerinden, IGF-I gibi molekiillerin iiretiminin
FSH’1n stimiilator etkilerini arttirdig1, ve boylece dominant follikiillere biiyiime ve
gelisme avantaji sagladig diistiniiliir. FSH konsantrasyonu, menstriiel déngiiniin orta
follikiiler fazindan geg follikiiler fazina gittikge diistiigiinden, dominant follikiil .
biiylime ve gelismeye devam edebilir, diger follikiiller ise yetersiz trofik uyari alir ve
atreziye gider. Yiksek leptin konsantrasyonlarimin dominant follikiil gelisimi
tizerinde etkidigi ve estradiol iiretimini baskiladig: ihtimali mevcuttur (55).

Leptin ayni zamanda puberte baslangicinin diizenlenmesinde de énemlidir. Cok
zayif kadinlarda genelde ovulasyon durur, ve anormal derecede zayif yetiskin
kadmlar, daha agir olan benzerlerinden daha ge¢ puberteye girer, bu da yag
dokusunun tiremeyi diizenleyen bir sinyal {iretebilecegini gostermektedir. Bu faktsr
leptin olabilir. Farelerde leptin uygulamasi, disi tireme yolunun olgunlasmasim

hizlandirir ve tireme faaliyetinin daha 6nce baglamasina yol agar (56).

2.6.6. Leptin ve Diger Fonksiyonlar::

ob/ob fareler, a¢ kalan hayvanlarda goriilen anormalliklerin bir gogunu
gosterirler. Bu anormallikler; disiik viicut sicakligy, hiperfaji, diisiik aktivasyona
bagh diiglik enerji harcama, immiin fonksiyonlarin azalmasi ve infertilite. Digaridan
leptin verilmesi bu anormalliklerin hepsini diizelttigi g&sterilmistir (5). Sonugta
diigiik plazma leptin seviyelerinin besin yoklugunun sinyalini verdigi fikri, ekzojen
leptinin besin kisitlamasina karsi ndéroendokrin tepkileri zayiflattifinin gézlenmesi

ile destek bulmaktadar.
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Ag birakilmis ve digaridan leptin alan yaban tip farelerin ovulasyonunun
stirdligti; salin verilen a¢ kontrollerin ise birka¢ giinlik ovulasyon gecikmesi
yagadig rapor edilmistir. Bu leptinin tireme ile iliskini destekleyen bir goriistiir.

Leptin uygulamasi normalde besin yoklugu ile iligkili, dolagimdaki tiroit
hormonu ve kortikosteroit diizeylerindeki degisiklikleri baskilar. Ileri derecede aglik
ayni zamanda immiin fonksiyonun azalmasi ile de ilgilidir ve leptin bu anormallikleri
diizeltir. Leptinin CD4" T hiicrelerinin proliferasyonunu stimiile ettigi ve T-yardimer
hiicreleri tarafindan sitokin firetimini arttirdigs bildirilmistir (57). Tiim bu sonuglar,
leptinin aymi zamanda beslenme ile immiin sistem arasinda anahtar baglanti
olabilecegini gbstermektedir. '

Leptinin fazla kilo alimimi 6nlemedeki roliiniin, fizyolojik olarak 6nemli
oldugu gosterilmistir. Kronik leptin inflizyonu uygulanan zayif fareler, fizyolojik
aralik igindeki leptin diizeylerinde doza bagimlt bir gekilde adipoz doku kaybina
ugramaktadir (5).

Ayni zamanda leptin in vivo olarak pankreatik § hiicre fonksiyonunu modiile
ettigi ve endotelyal hiicrelerini de direkt olarak etkiledigi ve yiiksek dozlarda
anjiyogenezisi arttirdigi gosterilmistir (58).

2.7. Yag Dokusu :

Yag dokusu, bag dokusunun 6zel bir tipidir ve hiicre gogunlugunu adipositler
(vag hiicreleri) olusturur. Adipositler bag dokusu i¢inde tek bagina olabilecekleri
gibi kiiciik gruplar halinde de bulunabilir. Yag dokusu normal agirliktaki insanda,
erkeklerde viicut agirliginin %15-20s1, kadinlarda ise viicut agirligimn %20-25ini
olusturur.

. Yag dokusu viicudun en biiylik enerji deposudur (trigliserit halinde).
Devamli olarak degisim halinde olan yag dokusu, gerek sinir gerekse hormon
uyarilarina hassastir.

Yag dokusu farkls yerlesim, yap1, renk ve patoloji g6sterir;
a) Unilokiiler (genel veya sar1 yag dokusu)
b) Multilokiiler (kahverengi yag dokusu).
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Unilokiiler yag dokusu hiicrelerinin, sitoplazmalarimda bir tek san yag
damlacigr icerir. Multilokiiler yag dokusu hiicrelerinin sitoplazmalarinda ise gok
sayida lipid damlacig1 ve kahverengi mitokondriyumlar bulunur.

Yetiskinlerdeki sismanlik, unilokiiler yag dokusu hiicrelerinin normalden
daha fazla biriktirmesi ile meydana gelebilir (hipertrofik obezite). Sayisal adiposit
artisi hiperplastik obeziteyi meydana getirir. Bliyiime hormonu ile glukokortikoidler,
prolaktin, kortikotropin, insiilin ve tiroid hormonlarinin da yag dokusu
metabolizmasinin farkli kademelerinde rolleri vardir.

Leptin enjekte edilmis ob/ob farelerde kahverengi yag dokusunda sempatik
aktivitede artis gézlenmistir. Bu durum UCP-1 (uncoupling protein 1)’in mRNA
seviyesindeki artigla ilgilidir (59).

11. kromozom tizerinde UCP-2 (uncoupling protein 2) denilen bir genin
proteini bulundu. Bir insanin ¢ok yemesine ragmen kilo almayisini ya da az
yemesine ragmen sigmanlanmasin bu protein belirliyor. Bu protein hiicrelerde fazla
miktarda bulunursa, alinan besinlerdeki enerjiyi ATP olarak depolamak yerine 1s1ya
déniistir (2).

Yaban tip hayvanlara leptin uygulamasimin UCP-1 aktivitesini arttirdifina
dair herhangi bir kanit yoktur. Leptin uygulanan farelerde UCP-2 RNA seviyeleri
artabilir, ancak bu degisikligin implikasyonlar1 bilinmiyor. 24 saat enerji
harcanmasinda net bir artisa yol agmaz, ancak bunun yerine genelde besin

kisitlanmasi ile birlikte enerji harcanmasini arttirtr (5).

2.8. Noropeptit Y:

Noropeptit Y pankreatik peptit ailesinin 36 aminoasitlik bir proteinidir ve
sinir sisteminde bir nérotransmitter olarak rol oynar (26). Beyindeki kisa aminoasit
zincirlerinden biri olan NPY (ndropeptit Y) besin alimim arttirir.  Siganlarda beynin
yan karmciklari igine ya da hipotalamusa direkt olarak NPY veriligi, besin alimim
¢ok arttirirken, enerji harcanmasini azaltir ve ayn1 zamanda karacigerin ve beyaz yag
depolarmin yag yapict enzimlerini etkinlestirir. Bunlarn sonucu olarak beyne
stirekli ya da sik araliklarla NPY veriligi, kolayca sigmanlhiga neden olur. Ayrica
leptinin, arkuat gekirdekte NPY genini baskilamas: ya da NPY’nin genetik olarak

etkisizlestirilmesi, leptin eksikligi olan farelerde asin1 yeme ve sismanlig1 azaltir.



18

Buradan ¢ikan sonug, leptin eksikliinin etkin olabilmesi i¢in NPY sinyalinin
gerektigidir.  Insiilin eksikligi olan seker hastalarinda goriilen asir1 yeme,
hipotalamusta NPY sentezinin ve salgilanmasinin artigina paralel seyreder ve bu
cevap beyne veya deri altina insiilin vermekle bloke olur. No&ropeptit diigiik leptin
diizeylerine ve agirlik artisina yanitin énemli bir komponentidir. Leptin diizeyindeki
bir azalma NPY mRNA miktarinda artisa ve dolayisiyla besin altmuminda bir artisa

neden olur. Ozetle istah1 arttiran bir nérotransmitter olarak gérev yapmaktadir (1).
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3. MATERYAL ve METOT

Bu caligmada erigkin sican beyin, mide ve bdbrek doku Smeklerinde ob
proteini (leptini)’i tespit etmek igin, immiin boyama yéntemi uygulandi. Bu amagla
elde edilen 4-6 pum kalinliktaki parafin blok doku kesitlerine uygulanan primer
antikor antijenlere (ob proteini) baglandi, daha sonra peroksidaz enzimiyle konjuge
edilmis sekonder antikor bu komplekse baglandi. Bundan sonra da ortama substrat

DAB; 3,3°, diaminobenzidin tetraklorid eklenerek gozle goriilebilir {iriin ortaya gikti.

3.1. Materyal
3.1.1. Deney Hayvanlan :

Bu ¢aligmada agirhiklart 190-210 gram arasinda degisen, 5 adet Wistar albino
cinsi siganlar kullamilmigtir (n=5). Deney siiresince hayvanlara yeteri kadar

beslenmesi igin (ad libitium) su ve yem (Yem Kurumu Standart Sican Yemi) verildi.

3.1.2. Dokularin Elde Edilmesi :
Bu aragtrmada, Siileyman Demirel Universitesi Ethem Mumcu Hayvan

labaratuvarindaki Wistar albino cinsi ratlardan elde edilen saglikhi dokular kullanildi.

3.2. Metot

3.2.1. Histolojik Calismalar :
Vaskiiler perfiizyon yontemi ile tespit edilen doku ornekleri yikama isleminden sonra
alkol serileri, seffaflandirma, infiltrasyon ve parafine gémme gibi histolojik yéntemler

uygulandi. Yapilan klasik histolojik ¢aligmalar agagida tablo seklinde gosterilmistir.

Vaskiiler Perfiizyon Yontemi :

Bu yontemde, siganlar 6nce sodium pentobarbital ile derin anestezi altina
alindilar. Begbin tinite sodium heparin, 1ml %0.9'luk serum fizyolojik iginde
eritilerek sol ventrikiilden dolagima verildi. Sonra sag atriuma makasla bir kesi
yapilarak, kanin digar1 akisi gézlendi. Kalp kontraksiyona devam ederken, bir kaniil
ile apeks tarafindan sol ventrikiil igine girildi. Bu kaniil vasitasiyla, kan viicuttan
tamamen uzaklagincaya kadar, yani sag atriumdan akan siv1 renksiz olana kadar, sol

ventrikiile %0.9'luk serum fizyolojik soliisyonu verildi (yaklagik 100ml).
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Ardindan aym sekilde, 0.1M'lik sodyum fosfat tamponu (pH : 2) igin %4'liik
paraformaldehit tespit sollisyonu ventrikiilden dolagima verildi. Perfiizyona, biitiin
viicut sertlesinceye ve Ozellikle organlar (karaciger, akcifer v.s.) beyazlasincaya
kadar devam edildi (60).

Tespit sonrasi gikartilan bébrek dokular1 ayni tespit sollisyonunda 24 saat

bekletildikten sonra, dokulara rutin 1g1k mikroskopi takip yontemleri uygulandi.

A- Dehidratasyon :

Alkol Derecesi Siire

%70 1 gece
%80 1 saat
%90 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
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3.2.2. Kullanilan soliisyonlar :

Dokular: Tespit Soliisyonu:

e Hayvandan elde edilen tiim dokular %10’luk nétral formalin soliisyonuna

alinip tespit edildi.
e Fiksatif Icerigi:
o Formaldehit %40’ ik J 1 hacim
e Su 9 hacim
e Kalsiyum Karbonat(CaCos) 2 ¢ay kas1g1

3.2.3. immiinohistokimyasal cahsmalar :
a) Kesitlerin elde edilmesi:

Elde edilen tiim doku &rnekleri, %10 ‘luk formalin solusyonuna alindi.
Dokular en fazla 24 saat formalin soliisyonunda bekletildi. Daha sonra yukarida
sayilan rutin histolojik yontemler kullanilarak dokular parafine gémiildi. Mikrotom
(lipshaw tipi kizakli mikrotom) ile alinan 4-6 um kalinlifinda seri kesitler, 6nceden

poly-1-lizin ile kaplanmig lamlara alindi.

b) Lamlarin Poly-L-Lizin ile kaplanmasi:
e 72 ml distile su
e 8 mlpoly-1-lizin
Lamlar nce zembile dizildi ve lamlar1 temizlemek amactyla asit alkolden
gecirilip, %50’lik alkolde bir siire bekletildi. Asit alkol; saf alkole (%100’lik) 2-3
damla asit ilave edilmesiyle hazirlandi. Zembildeki lamlari, asit alkol icerisinde bir
siire bekletip, %50’lik alkolle muamele edildi. Daha sonra lamlar distile su igine
almip yikandi. Yikama sonrasi lamlar poly-1-lizin i¢ine almip etiivde bir miiddet

kurutulduktan sonra kullanima hazir hale getirildi.
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¢) Lamlarin jelatinle kaplanmasi :

e Gelatin (K.N:4072,Merck) 5.0 gr.
e Chromium kalium sulphate (KCr(SO4)2.12H,0: K.N:1036,Merck) 0.5 gr.
e Distile su 1000ml.
e Diethyl ether (CsH;00; K.N:921, Merck) 250ml.
e  %70’lik Alkol : 250 ml.

Asit alkol ve %50°1ik alkolde temizlenmis lamlar, 250 ml %70°1lik alkol ve
250 ml dietil eter karigimina birkag kez daldirlip ¢ikartildiktan sonra, iyice kurutulup
5 gr jelatin ve 0.5 gr chromium kalium sulfatin 1 1t distile sudaki (kaynatildiktan
sonra) ¢ozeltisine daldurilip ¢ikartildi.

Immiinohistokimyasal boyamaya gecilmeden oOnce kesitlerin g¢evreleri
“dakopen” kalem (hidrofobik kalem; medium point marker, No:754) ile
sinirlandirildi. Burdaki amag, hem aym lam iizerindeki birden fazla kesitin farkl
monoklonal ve/veya poliklonal antikorlar ile boyanmasiu saglamak, hemde

kimyasallarin (antikor, DAB gibi) ekonomik kullanimini saglamaktir.

Immiin boyamada kullanilan kimyasal maddeler:
Primer (poliklonal) antikor:
e Rabbit poliklonal IgG (A-20) (Santa Cruz. Cat; sc-842).
Diliisyon soliisyonu olarak fosfat tampon soliisyonu (PBS; Phosphate Buffer
Soluation) kullanilmigtir. Bu soliisyonun hazirlams1 asagida ayrintili olarak

verilmigtir.

Sekonder antikor:

e Biotinle isaretlenmis anti- rabbit IgG.
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Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS; Phosphate Buffer Solutaion):

Sodiumdihydrogen phosphatemonohydrate (NaH,PO4.H,0;K.N:3090,Merck)
1,37gr.

Sodiumdihydrogen phosphatedihydrate (NaH,PO,42H,O;K.N: 6345,Merck)
1,56¢r.

Sodium chloride (Nac,K.N: 6048,Merck) ‘ 8,76g
Distile su | 1000ml

Sitrik Asit Soliisyonu :

Sitrik asit 2,1 gr.
Distile Su 1,0 It.
Hazirlanist:

Sitrik asit distile su iginde eritilir ve kangtirilir. PH: 6 olacak sekilde 2M

Naoh ilave edilir.

Hidrojen Peroksit Soliisyonu (%3) :

Methanol 5.4 ml.
Hidrojen Peroksit 0,6 ml.
Hazirlanisi :

Methanol ve Hidrojen Peroksit kangtirilir.
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Kromojen :

DAB (3,3’- diaminobenzidine tetrachloride (K.N: D 5637, Sigma)
Bu madde, sekonder antikor olarak kullanilan Horseradish-peroksidaz

enziminin substratt olarak kullanildi.

Zit Boyama icin Hematoksilen Hazirlanmas: :

Zit boyamada amag¢ dokudaki antijenik olmayan hiicre ve hiicre yapilarim

boyamaktir.

Mayer’s haemalum :

Aluminium potassium sulphate (K.N : 7167, sigma) 50 gr.
Haemotoxylin (K.N:H 9627,Sigma) 1,0 gr.
Sodium iodate (NalO3; K.N:S 407, Sigma) 0,2 gr.
Chloral hydrate (C,H3Cl30,; K.N :C 8383, Sigma) 50 gr.
Distile su | 1000 ml.
Sitirk asit (monohydrate) (K.N:C 7129,Sigma) 1,0 gr.

1,0 gr. Hematoksilen 1000 ml.distile suda eritildi suda eritildi. 0,2 gr.

Sodyum iyodit ilaye edildi. Bu karigim, 50 gr. Aluminyum potasyum siilfat ile

manyetik karigtiricida tamamen eriyinceye kadar karistirildi. Daha sonra, kloral

hidrat ve sitrik asit ilave edildi.
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Immiinohistokimyasal Boyama Yontemi :

e 4-6um kalmhgmda ede edilen parafin kesitler etiivde 45 °C’ de etiivde 24
saat bekletildi.

e Ertesi giin etiivde 55 °C’ de etiivde 1 saat bekletildi.

e Dabha sonra sirastyla ksilol ve algalan alkol seviyelerinden gegirildi ve distile
su ile yikanda. :

e Sitrik asit igerisindeki dokulara 5 dMa mikro dalga (Med High) uygulandi.

e 20 dakika derin dondurucuda sogutulan dokular, tekrar mikrodalga da
kaynatilir ve 20 dakika digarida sogutulmaya birakildu.

e Dakopen ile gevrelenen dokulara nemli ortamda %3’liik H,O, uygulanda.

e PBS’ de 3x5 dakika yikandi.

e Blocking Serum (Non immiin serum) 15 dakika stireyle uygulandi.

o Dokular 1 saat siireyle oda 1sisinda primer antikor ile nemli ortamda inkiibe
edildi.

e PBS’de 3x5 dakika yrikama.

e Biotinile igaretlenmis antikor ile dokular 30dk. inkiibe edildi.

e PBS 3x5 dakika yikama.

e Sreptavidin damlatilir. Daha sonra dokularin {izerine DAB damlatilir, ve
hematoksilen ile zit boyama yapilir.

e Boyanan preparatlar musluk suyu ile yikandi.

o Distile su ile yikandi.

e Dechidratasyon igin, sirasiyla; %80, %96, %100’liik alkollerde 5° er dakika
bekletildi.

e 2x5 dakika ksilolde seffanlandirilds.

e Entellan ya da gliserol jelatin kullanilarak kapatma islemi gergeklestirildi.

e Kontrol amaciyla, her poliklonal antikor igin birka¢ kesit primer antikor

basamag atlanarak (dokulara PBS damlatildi), izleyen basamaklara ge¢ildi.
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3.3. Degerlendirme :

Immiinohistokimyasal boya uygulanmis sigan beyin, bébrek ve mide parafin
kesitlerinde ob protein (leptin) dagilimim (ya da tanimlanmasini) saptamak igin iki
basamakli islem gerceklestirildi. Oncelikle, mevcut benzer c¢alismalar Srnek
alinarak, incelenen tiim dokular asagidaki tablolarda belirtildigi gibi cesitli bSlgelere
ayrildi. Daha sonra, yart kantitatif degerlendirme sistemi kullanildi. Bu amagla,
agsagidaki skala kullanildi.

) : Boyanma yok

(-/+) : Cok zayif boyanma

+) : Zayif boyanma

(++) : Orta derecede boyanma
(+++) : Kuvvetli boyanma

Tablo.3.1. Bsbrek Dokusunun inceleme Kapsamma Alinan Boliimleri

Medulla

e Proksimal D.T"

Henle kulpu
Distal D.T.”
Toplayic1 kanallar

* ¢ Kavriml Tiibiil
** . Diiz Tiibtil
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Tablo.3.2. Beyin Dokusunun Inceleme Kapsamma Alman Boliimleri

Medulla

Akson
Pleksus Chroidesus

TR T

Tablo.3.3. Mide Dokusunun Inceleme Kapsamima Alinan Béliimleri

Submukoza Seroza
Meissner Bag Dokusu
Hiicreleri
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4. BULGULAR

Elde edilen mide, bébrek ve beyin dokularinda leptin (ob protein) dagilimi

immiinohistokimyasal yontemlerle 151k mikroskobu diizeyinde incelendi.

4.1. MIDE :

Midenin fundus bélgesinden gegen kesitte Ozellikle mukoza bélgesinde
leptin igin orta siddetten kuvvetliye kadar degisen pozitif immiin reaksiyon
gbzleniyor (Resim 1b). N

Yiizey epitelinde kuvvetli lineer, paryetal hiicre ve esas hiicrelerde orta
siddette sitoplazmik, mukoza bezlerinde yine kuvvetli pozitif immiin reaksiyon
gozlendi. Ancak lamina propriada herhangi bir boyanma gézlenmedi (Resim 1b, 2a,
2b, 3).

Sican mide duvarmdan gegen kesitte, i¢ sirkiiler ve dig longitudinal diiz kas
tabakalar1 arasinda bulunan Myenterik (Auerbach) sinir pleksusu leptin (ob protein)
i¢in kuvvetli pozitif boyanma gézlenmektedir (Resim 4).

Normal sigan mide dokusunda dagilimi incelenen ob proteini (leptin) igin

Ozet bilgiler Tablo-4.1°de gosterilmistir.

4.2. BOBREK :

Korteks bolgesinden gecen kesitte 6zellikle proksimal tiibiillerde hiicrelerin
apikal membranlarinda lineer ve sitoplazmik pozitif immiin reaksiyonlar gézlendi.
Distal tiibiillerde nispeten daha zayif (orta siddette) immiin reaksiyon gézleniyor
(Sekil 5b, 6a, 6b,).

. Daha biiyiik bﬁj;ﬁtrnelerde Makula Densa da kuvvetli glomerulusta baz:
intraglomeruler mezengiyal hiicrelerde hafif siddette boyanma gozleniyor.
Glomerulusta kapiller endotelinde ise immiin reaksiyon gézlenmedi (Resim 6b, 7a,
7b). Normal sigan bobrek dokusunun medullasindan gegen kesitte, distal ve
kollektor tiibiillerde pozitif immiin reaksiyon gozlenirken, henle kulpunun ince
parcasinda negatif boyanma gézlendi (Resim 8).

Normal sigan bdbrek dokusu parafin kesitlerindeki ob proteini (leptin)’in

dagilim1 Tablo-4.2° de verilmistir.
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Tablo 4.1. Normal sigan mide dokusunda mikrofotografik alanlara 6zgii farkli
bélgelerde leptinin dagilimi.

Incelenen Boliim Reaksiyon siddeti Boyanma Ozelligi
MUKOZA
¢ Yiizey epiteli ++ Lineer

e Lamina Propria -
e Paryetal hiicre +++ Sitoplazmik
o Esas hiicre +/++ Sitoplazmik

o  Muskularis mukoza

e  Qastrik bezler ++ Sitoplazmik

e Kripta bezleri +++ Sitoplazmik
SUBMUKOZA

e Meissner Pleksusu -
MUSKULARIS EKSTERNA

e Myenterik Pleksus +++ Sitoplazmik
SEROZA

e Bag Dokusu Hiicreleri’ +++ Sitoplazmik

-: Boyanma yok, -/+: Cok zayif boyanma, +: Zayif boyanma, ++: Orta derecede

boyanma, +++: Kuvvetli boyanma.

* Bag dokusu hiicreleri:
Fibroblast : +++
Lokositler : +++
Lenfositler : +++

Polimorfoniikleer hiicreler: +++
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Tablo.4.2. Normal sigan b6brek dokusunda mikrofotografik alanlara 6zgii farklt
bolgelerde leptinin dagilimi.

Incelenen Béliim Reaksiyon siddeti Boyanma Ozelligi
KORTEKS
Glomerul
e Mezengial hiicreler + Sitoplazmik

e Endotel hiicreler -

Bowman Kapsiilii

e Paryetal Tabaka ++ Sitoplazmik
e Visseral Tabaka -
Toplayia Tiibiiller

e Proksimal Kivrintils Tiibtiller S Sitoplazmik, lineer
e Distal Kivrintili Tiibiiller +H++ Sitoplazmik

e Toplayict kanal +/++ Sitoplazmik

e Makula Densa ++ Sitoplazmik

MEDULLA
o Proksimal diiz tiibiiller ++ Sitoplazmik

e Henle Kulpunun ince pargasi -

¢ Distal diiz tiibiiller + Sitoplazmik
e Toplayic: kanallar +/++ Sitoplazmik

VASKULER YAPILAR
.- Afferent arteriol -
e Efferent arteriol -

e Peritiibliler Kapiller -

-: Boyanma yok, -/+: Cok zayif boyanma, +: Zayif boyanma, ++: Orta derecede

boyanma, +++: Kuvvetli boyanma.
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4.3. BEYIN :

Mevcut ¢alismada, incelenen tiim sigan beyin dokularinda koroit pleksus
epitel hiicreleri i¢in leptin (ob protein) kuvvetli pozitif immiin reaksiyon gosterdi.
Ayrica ventrikiil boslugunu dégseyen vaskiiler endotel ve dorsal hipokampus sinir
hiicreleri kuvvetli pozitif reaksiyon géstermektedir (Resim 10).

Normal sigan beyin dokusunda ob proteini (leptin) frontal kortekste pia mater,
dis graniiler tabaka néronlart ve dig piramidal tabaka néronlari kuvvetli pozitif
immiin reaksiyon gésterdi. Ancak pleksiform ya da molekiiler tabakadaki néronlarda
boyanma gézlenmedi (Resim 9b, 12). B

Yine ob proteini (leptin) i¢in beyin dokusundaki sinir hiicrelerinin néronlarin
govdelerinde (perikaryon) ve uzantilarmda kuvvetli sitoplazmik pozitif immiin
reaksiyon goriilmektedir (Resim 11).

Normal sigcan beyin dokusunda tanimlanan ob proteini (leptin)’e ait Szet
bilgiler Tablo.4.3’ de verilmistir.

Tablo.4.3. Normal sigan beyin dokusunda mikrofotografik alanlara 6zgii farkli
bolgelerde leptinin dagilima.

Incelenen Boliim Reaksiyon siddeti Boyanma Ozelligi
KORTEKS

e Pia mater +++ Sitoplazmik

e Dis Piramidal Tabaka -+ Sitoplazmik

e I¢ Piramidal Tabaka +++ Sitoplazmik

e Multiform Tabaka -

¢ Dorsal Hipokampus Noronlart ++ Sitoplazmik
MEDULLA

e Akson -

e Pleksus Chroidesus +++ Sitoplazmik

-: Boyanma yok, -/+: Cok zayif boyanma, +: Zayif boyanma, ++: Orta derecede

boyanma, +++: Kuvvetli boyanma.
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5. TARTISMA VE SONUC

Leptinin biyolojik etkileri arasinda tokluk hissi vermek, metabolik hiz1 ve seks
diirtiistinii arttirmak ve adrenal stres hormonlarimn firetiminin azaltilmasim saglamak
yer almaktadir. Ayrica leptin, disi farelerin puberteye daha c¢abuk ulagmasini
sagladig1 gibi, bir lipostat gibi hareket ederek, viicuttaki yag seviyelerini diigirmek
icin gereken davranislar aktive etmektedir. Leptinin sayilan bu fonksiyonlar1 yerine
getirebilmesi i¢in beynin merkezine ulagmasi gerekmektedir ki, bunu koroit
pleksusda tammlanmug bir leptin reseptorii aracihii ile yapmaktadir. Leptin
hipotalamusa koroit pleksusda ki reseptdrii sayesinde serebrospinal sivi ile
girmektedir.

Leptin, beslenmenin azaltilmas: igin hipotalamusta melanokortin-4 reseptérii
tizerinde etki gosterek melanokortinlerin {iretimine sebep olmaktadir. Béylece bir
nérotransmitter stimiile edici roliinde hipotalamusta néropeptit Y (NPY; appetite-
stimiilating neurotransmitter, istah stimiile edici nérotransmiter) tiretimini baskilar.

Bununla beraber leptin tiroit bezinde tiroksin ﬁretiminin artmasina bagh olarak
metabolik hizda artmaya, adrenal bezlerde streoidlerin iiretiminin baskilanmasi ve
gonadlarda seks streoidlerinin liretiminin artmasina neden olmaktadir (62, 63).

Leptin reseptoriiniin primitif hematopoietik hiicrelerden bagimsiz olarak
klonlanmas1 ve hematopoietik hiicre soylarinda ektopik olarak ifade edilmesi
proliferatif ve diferansiyetif hiicre sinyalizasyonu gerceklestirmeleri, leptinin
hematopoietik hiicre fonksiyonunda gérev aldigini gostermektedir. Bu ayrica erken
hematopoietik hiicre progenitérlerinin proliferasyonu ve aktive olmus makrofajlarin
parazitlere yapigmasi igin sinerjistik bir stimiilasyon olduguna isarettir (64, 65).
Bununla beraber periferal kandaki ve kemik iligindeki lenfositlerin bir hasar1 db/db
farelerde temel hematopoietik bir defekte yol acar ki bu durum; fonksiyonel leptin
reseptoriiniin eksikliginde meydana gelmektedir (66).

Ob geninin iiriinii olan leptin esas olarak insan adiposit hiicre kiiltiirlerinde
cesitli yontemlerle (immiinohistokimya ve RT-PCR) eksprese edilmistir (67, 68).

Son yillarda yapilan birgok galisma ile ob proteinin (leptin) adipositler disinda,
koroit pleksusda (69), olgun insan oositinde, kumulus ve graniiloza hiicrelerinde

(70), insan plasentasinda (71-75), sitotrofoblastik hiicrelerde, sekretuvar
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kolonda (80), mide epitel hiicrelerinde (77, 79), C6 glioblastoma hiicrelerinde (81),
RT-PCR yodntemiyle beyin ve hipofizde (82), kasda (73), meme epiteli sekretuvar
hiicrelerde (83), hipofizde (37, 38, 39, 40, 83) immiinohistokimyasal ve RT-PCR
yontemleriyle tanimlanmistir.

ob protein (leptin)’in fonksiyonlar1 arasinda besin alimi ve enerji harcanmasim
diizenlemesinin yaninda (15,84), seks diirtlisliniin artmasi, adrenal stress
hormonlarinin {iretiminin azaltilmasi, insiilin salgilanmasini inhibe etmesi, infertilite
ve immiin sistem {izerideki etkileri sayilabilir (7,52,85,86) .

Leptin bu etkilerini koroit pleksusda (10, 23,52, 87), hipotalamusta (18,21,52),
karacigerde (17, 52), kalp de , iskelet kasmnda (52) ve endokrin pankreas da (52, 88)
tammlanan leptin reseptoriiniin degisik izoformlar: araciligiyla gerceklestirmektedir.

Son willarda leptinin adipositler diginda daha birgok organ ve dokuda
tanimlandigi gosterilmistir. Bunun yam sira, leptinin yalnizca besin alimi ve enerji
harcanmasi {izerinden etki ederek negatif ve pozitif enerji dengelerinde etkin
olmadigi, daha birgok fizyolojik islevde ve ¢esitli hastaliklarin patogenezinde rol
oynadigt ve/veya oynayabilecegini bildiren raporlar mevcuttur. Bu nedenle, bu
molekiiliin dagiliminin 6zellikle metabolik aktivitesi yiiksek sigan beyin, bobrek ve
mide dokularinda tam olarak belirlenmesinin Gnemli olacagt diistiniilmiistiir.
Yapilan kaynak taramasinda, bu organ ve dokularda leptin ekspresyonuna iligkin
sunulan veriler son derece yiizeyel ve nadirdi. Mevcut calismada, metabolik
aktivitesi yiiksek {i¢ organda (beyin, mide ve bdbrek) ayrintili bir sekilde leptin
dagilim1 saptandi ve yapi-fonksiyon iligkileri mevcut literatiir bilgileri 1s18inda
kurulmas1 amaglandi.

Mevcut ¢aligmada, incelenen tiim sigan beyin dokularinda koroit pleksus epitel
hiicreleri leptin igin kuvvetli (+++) pozitif immiin reaksiyon gozlendi. Fare koroit
pleksusunda yiiksek konsantrasyonlarda leptinin varlifn Mannes ve ark. (16)
tarafindan bildirilmistir. Ancak, bu daha ¢ok leptin reseptorlerinin orta serebral
arterler liimeninde ve kan serebrospinal sivi bariyerinin beyin tarafindaki varliginin
ortaya konmasiyla gikan bir sonug olarak bildirildi. flaveten, sican (89) ve insan (11)
koroit pleksus epitelinde ob-R immiinoreaktivitesini bildiren aragtirma sonuglar

mevcuttur. Onceki ¢aligmalarda leptin reseptdriiniin, bu ¢alismada ise leptinin koroit
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pleksus epitelinde tanimlanmis olmasi, leptinin merkezi sinir sisteminde islev
gorebilmesi i¢in koroit pleksusdaki reseptorierini kullandigim géstermektedir.

Sican merkezi sinir sisteminde leptin immiinoreaktivitesini bildiren yalnizca bir
calisma mevcuttur. Jin L ve ark. (36), hipotalamusta (paraventrikiiler ¢ekirdek) ve
beyin sapindaki (soliter traktus gekirdekleri) néronlarin perikaryon ve uzantilarinda
leptin immiinoreaktivitesini rapor etmislerdir. Bu galismada ise, leptin i¢in kortekste
ve hipokampustaki ndronlarin perikaryonlarinda ve uzantilarinda sitoplazmik pozitif
immiin reaksiyon gézlendi.

Ob protein (leptin)’in beyin dokusundaki immiinohistokimyasal dagilimina
iligkin elimizde gok fazla veri olmamasina kargin, leptin reseptdriiniin (0b-R) sigan
(11,14) ve insan (89-92) merkezi sinir sistemindeki immiinoreaktivitesini bildiren
raporlar mevcuttur.

Couce ve ark., insan beyninde o0b-Rniin immiinoreaktif dagihmini
caligmislardir. Ependim hiicrelerinde, arkuat, suprakiyazmatik, mamillar,
paraventrikiiler, dorsomediyal, supraoptik ve posteriyor ¢ekirdekleri igeren
hipotalamik gekirdeklerin néronlarmnda, kuvvetli olarak gézlemlemiglerdir. flaveten,
inferiyor oliver ¢ekirdeklerde ve serebellar Purkinje hiicrelerinde ob-R
immiinreaksiyonu saptanmistir (93).

Burguera ve ark. ise yakin zamanda gergeklestirdikleri ¢aligmada, yukaridaki
bolgelerin diginda insitu hibridizasyon yontemleriyle neokorteks, entorrhinal korteks,
amygdala ve rostral medulladaki néronlarin proksimal aksonlar1 ve perikaryon
sitoplazmasinda pozitif sinyallerin varligim bildirmiglerdir (78).

Son zamanlarda, sigan beyin dokularinda leptin ya da leptin reseptdriiniin
lokalizasyonu ve ekspresyonunu immiinohistokimyasal olarak bildiren birkag
caligma daha yapilmistir (89,94, 95, 96).

Hakkanson ve ark., leptin reseptér immiinoreaktivitesinin hipotalamusta
supraoptik, paraventrikiiler ve arkuat ¢ekirdek ndronlarinda ve lateral hipotalamusta
kuvvetli olarak saptamislardir., Bununla birlikte, lateral ve mediyal preoptik
¢ekirdekler, suprakiyazmatik c¢ekirdek, ventromediyal ve dorsamediyal c¢ekirdekler
ve tuberomamillar c¢ekirdekte zayif olarak saptamuglardir.  Bundan bagka,

hipokampus noronlarinda kuvvetli immiin reaksiyonu rapor etmiglerdir (97).
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Bir bagka ¢alismada, sigan hipotalamusunun arkuat, paraventrikiiler ve
ventromediyal ¢ekirdeklerinde ve lateral hipotalamik alanlarda kuvvetli leptin
reseptdr immiinoreaktivitesi saptanmigtir. Ayrica, olfaktor bulbus, neokorterks,
serebellar korteks, dorsal rafe gekirdek, inferiyor olive ¢ekirdek, soliter traktusun
cekirdegi, vagus sinirinin dorsal motor ¢ekirdeginin kuvvetli immiinoreaktivite
gosterdigi bildirilmistir (25).

Hay-schmidt ve ark., kortikal alanlar, amigdala, birka¢ hipotalamik ve talamik
cekirdek, rafe sistemi, pontin ¢ekirdekler, parabrankial ¢ekirdek, soliter trakt ve
medullar retikiiler formasyonu igeren sigan merkezi sinir sisteminde leptin reseptor
immiinoreaktivitesini bildirmislerdir (99).

Funahashi ve ark., ise sigan hipotalamusunda leptin reseptSriiniin ince yapi
lokalizasyonunu g¢alismislar, lateral hipotalamik alan ve hipotalamusun arkuat,
paraventrikiiler ve ventromediyal ¢ekirdeklerinde kuvvetli leptin reseptor
immiinoreaktivitesinin daha ¢ok ndronlarin perikaryon ve dendritlerinde yogunlastigi
belirlenmisgtir. Leptin reseptorii icin kuvvetli immiin isaretleme plazma
membraninda, graniilli endoplazmik retikulumda, golgi kompleksinde ve
sitoplazmik matrikste tespit edilmis (100). Son olarak, sasirtict bir sekilde 6zellikle
obes insanlarin beyin dokularindan net bir sekilde leptin salinimi oldugu rapor
edilmigtir (84).

Mevcut ¢alismanin ve diger aragtirmalarin sonuglari, leptin reseptdriiniin ligand:
olan leptinin, baz1 beyin bélgelerinde bazi hipotalamik gekirdekler igin serotonerjik,
dopaminerjik, adrenerjik, oldugunu gostermektedir. Ayrica, bu veriler leptinin enerji
balansinin diizenlenmesi, otonomik homeostaz ve néroendokrin durumlarda iligkili
néropeptitleri iceren beyin islevlerinin diizenlenmesinde rol oynadigim
gOstermektedir.

1'* isaretli ob-proteinin fragmentlerini siganlara intravendz olarak

Gao ve ark.,
enjekte ettikten sonra sican dokularinda ob proteinin doku dagilimint saptamiglardir.
Bu ¢aligmanin sonucunda ob protein miktarinin en fazla beyin dokusunda oldugunu,
iskelet kasinda ve karaciger dokularinda ise olmadifinmi bildirmislerdir. Buna
ilaveten bébrek dokusunda da leptin varligim saptamiglardir (101). Son yillardaki

cesitli caligmalar kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda belirgin bir oranda serum
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leptin seviyelerinin yiiksek oldugunu ve bu hastalarda hiperleptinemiye bagl olarak
kilo kayb1 olacag: belirtilmektedir ( 102-108).

Diger birkag¢ ¢alisgmada da hemodiyaliz ve peritoneal diyaliz hastalarinda serum
leptin seviyelerinin yiiksek oldugu bildirilmistir (104,109-112).

Arteriyal hipertansiyonlu ve kronik bébrek yetmezligi olan insan ve hayvanlarda
serum leptin diizeylerindeki bu artigin leptinin bébreklerden atiliminin yetersizliginin
yaninda, yag dokusundan leptin sekresyonun artmasmna bagh olarakta
gerceklesebilecegi nerilmektedir (106-108).

Kokot ve ark, basarili bébrek transpIahtasyonunun erken donemlerinde, 6nemli
bir oranda leptineminin azaldigmi tespit etmislerdir ki, bu durumun, ne grafiin
eksretuvar isleviyle ne de immunosupresantlarin dozu ve gesidiyle ilig.kili' olmadigini
tespit etmislerdir. Ote yandan , baganli bobrek transplantasyonunu takiben hastalarin
gogunda istah artig1 gbzlemlemislerdir (113,114).

Tim bu bulgular bize, temel olarak leptinin bobreklerden atildigint
gostermektedir.

Bizim ¢alismamizda, temel olarak bébrek tiibiil epitel hiicrelerinde ve Bowman
kapsiiliiniin paryetal yapraginda leptinin eksprese edildigini gosterdik. Daha 6nce
yapilan bir calismada da medulladaki toplayici kanal hiicrelerinde leptinin
sitoplazmik ve apikal membranda bir reaksiyon verdigini saptamiglardir (105). Bu
calismaya ek olarak Meyer ve ark., bobrek dokosunda leptinin indirgendigini
bildirmislerdir (115).

Bagka bir ¢aligmada, Hileman ve ark., leptin transportunu gergeklestiren ob-
Ra’mn Madin Darby Canine bébrek hiicrelerinin apikal hiicre membranlarinda
varhgini rapor etmigler ve leptinin dolagimdan beyne reseptor aracilikli transportunda
ob-Ra’min rolii oldugunu saptamuslardir (116). Mevcut g¢alismada da, leptin,
proksimal kivrimli tiibiil hiicrelerinin apikal kisimlarinda kuvvetli bir reaksiyon
gOstermistir. ~ Tiim bu bulgular sonucunda leptinin b&brek proksimal tiibiil
hiicrelerinin apikal membranlarindan reseptdr aracilikli transport edilebilecegini
sOyleyebiliriz.

Onceki birkag c¢alisma kan basincimin regiilasyonunda leptinin  rol
oynayabilecegini Snermektedir (114,117). Kuo ve ark, leptinin vaskiiler endotelden

NO salmmum arttirdiint ve hiperleptineminin tasikardiya neden oldugunu
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bulmuglardir (117). Villarreal ve ark, ekzojen leptinin 6nemli bir natriiiretik
(sodyum atiliminda artis) etkisi oldugunu gostermisler, bunun sonucunda da leptinin
normal siganlarda potansiyel bir tuz atilim faktorii olabilecegi fikrini ortaya
atmiglardir (118).

Makula densanin fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir, daha ¢ok bd&brek
distal tiibiildeki sodyum konsantrasyonunda ki tiim degisimleri, renin {iretiminin arti§
ve azalisina bagl olarak jukstaglomeriiler hiicrelere ileten bir osmoreseptdr olarak
fonsiyon gordiigii diigtiniilmektedir (119).

Bu ¢alismada, makula densa hiicreleri leptin igin pozitif immiin reaksiyon verdi.
Bu sonuca ve eldeki diger literatiir bilgileri 1s181nda leptinin makula densa hﬁcfeleri
iizerinden afferent arteriyol endotel hiicrelerini etkileyerek kan basmcin
diizenlenmesinde ya da glomeriiler filtrasyon oram tzerinde bir rol oynayabilecegi
diistiniilebilir.

Proksimal kivrimli tiibiiller glomerular filtrattaki glukoz ve amino asitlerin
tiimiinii suyun ve sodyum klortiriin %85’ini ve ayrica fosfat ve kalsiyumu emer.
Distal kivrimli tiibiiller ise, aldesteronun kontroliinde sodyumun emildigi, potasyum
iyonlarinin disar1 verildigi bolgedir. Bu bolge, filtratttaki suyun yaklasik %8’int
emer. Toplayici kanallarda ADH’1n kontroliinde filtratttaki suyun yaklasik %4’iini
emer.

Bu ¢aligmada, leptin, proksimal kivriml tiibiillerin apikal membranlarinda ve
sitoplazmalarinda kuvvetli pozitif olarak saptandi. Diger tlim hiicre ve kanal
hiicrelerinde ise, sitoplazmik ve orta siddette reaksiyon gézlendi.

Son olarak, bu ¢alismada gozlenen proksimal kivrimli tiibiilde, apikal membran
ve sitoplazmik leptin immun reaksiyonu, leptinin bilinen diiiretik-natriiiretik
etkileriyle uyumlu gorimmektedir. Filtrattaki su ve tuzun yaklasik %85’inin
emilmesinden sorumlu olan proksimal kivrimli tiibiil epitel hiicrelerinin apikal
membraninda leptin varligi, leptinin bu hiicrelerde su ve tuz emilimiyle iligkﬂi
olabilecegini diigtindiirmektedir. ~ Leptin, bu hiicrelere reseptdrii vasitasiyla
baglanarak su ve tuz dengesi lizerinde etki edebilir. '

Son c¢alismalar ve mevcut ¢aligmamn sonuglarnt leptinin  besin alimmmm ve
enerji harcanmasinin diizenlenmesinin yamsira bébrek dokusunda cesitli fizyolojik

fonksiyonlarin diizenlenmesinde bir rol oynayabilecegini gdstermektedir.
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Bado ve ark., mide epitelindeki hiicrelerin immiinoreaktif oldugunu
bulmuslardir. Bu alan mide mukoza bezlerinin altinda pepsinojen salgilayan essas
hiicrelerin lokalize oldugu alana benzerlik gostermekte oldugunu ve CCK-8’in
intraperitonel uygulamasindan sonra leptin immiinoreaktivitesinin aniden diigtiigtinii,
buna paralel olarak da mide epitelinin leptin igeriginde nemli bir azalma oldugunu
bildirmiglerdir. Radioimmiinoassay (RIA) c¢alismalar sonucunda midede ki leptin
miktarinin aglikla hafif bir digme gosterdigini rapor etmislerdir (44).

Lastao ve ark, anti-leptin  monoklonal  antikorlart  kullanarak
immiinohistokimyasal yontemlerle lamina propriada lokalize immiin hiicrelerin
plazma membranminda leptin reseptériinii tanimlamislardir (20).

Bagka bir ¢aligmada da, leptin reseptdriinii insan gastrik mukoza hiicrelerinde
immiinohistokimyasal yontemlerle eksprese etmislerdir. Leptinin korpus epitelyal
bezlerin alt pargasinda immiinoreaktif oldugunu ve leptinin fonksiyonel tiim
izoformlarmin mide mukozasinda bulundugunu rapor etmislerdir (120).

Mix H ve ark., insan mide mukozasinda leptin  ve reseptSriinii
immiinohistokimyasal yontemlerle tammlamiglardir. Leptin ve reseptSriiniiniin
mRNA’sinin, mide mukoza biopsilerinde, kiiltlire insan mide epitel hiicrelerinde ve
mide kanser hiicrelerinde varlifimi rapor etmislerdir. Ayrica esas ve paryetal
hiicrelerinde leptin ve reseptérii icin reaktif oldugunu bildirmislerdir (77).

Sobhani ve ark., normal kisilerin mide biopsilerinde, leptinin mide bezlerinin
altindaki hiicrelerin immiinoreaktif oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica, pentagastrin
veya sekretinin intravendz inflizyonu dolagimdaki leptin seviyelerini arttirdigini,
buna paralel olarak da mide igerigine leptin salinimini arttirdigini rapor etmislerdir
(120).

" Meveut calismanin ve diger arastirmalarin sonuglar leptin ve reseptSriiniin
mide dokusunda bulundugunu ve mide epitel hiicrelerin leptin igin direkt hedef
olabilecegini gdstermektedir. Buna bagli olarak mide epitel hiicre fonksiyonunda
leptinin parakrin ve otokrin etkili olabilecegini dﬁsﬁﬁdﬁrmektedir.

Ayrica intestinal I hiicrelerinin beslenmeye karsi saldigt CCK ile leptinin
sinerjistik etki gGsterip beslenmenin diizenlenmesinde kisa siireli reglilasyon ve/veya

uzun siireli regiilasyonda rol oynayabilecegini gstermektedir.
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OZET

Cesitli sican dokularinda ob protein (leptin)’in immiinohistokimyasal
olarak tanymlanmasi.

Plazmada dolagan 16-kDa’luk bir peptit olan leptin, besin alinimini azaltip enerji
harcanmasini arttirarak yag kiitlesini diizenleyen bir geribildirim déngiisliniin
pargasitdir. Leptin, adipositler, plasenta, ve mide tarafindan salgilanir. Dolasimdaki
diizeyi, yag derecesine, cinsiyete, enerji dengesindeki akut degisikliklere
(adipositlerdeki degisikliklerden bagimsiz olarak), insiilin ve glukokortikoidler gibi
¢esitli hormonlarin etkisine bagli olarak degisir.

Bu arastirma, poliklonal antikor kullanilarak indirekt immiinoperoksidaz
yontemiyle beyin, mide ve bsébrek gibi cesitli sigan dokularinda ob proteinin
histolojik dagilimini saptamak amaciyla yapilmustur.

Beyinde; pia mater, dig piramidal tabaka, i¢ piramidal tabaka, dorsal hipokampus
néronlart ve koroit pleksusda, bobrekte; proksimal kivrintili tiibiil, distal kivrintih
tlibiil, makula densa, bowman kapsiilliniin paryetal yapraginda, diiz proksimal tiibiil,
diiz distal tiibiil, henle kulpu ve kollektor tiibiilde, midede; ylizey epitelinde, paryetal
ve esas hiicrelerde, mukoza bezlerinde ve myenterik pleksus da leptin tanimlandi.

~Sonugta leptinin g¢esitli sigan dokularindaki (beyin, mide ve bdbrek)

dagilimlarinin belirli 6zellikler gosterdigi saptandi.

Anahtar kelimeler ; Immiinohistokimya, Leptin, Dagilim, Obesite, Si¢can
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SUMMARY

Immnohistochemical determination of ob protein (leptin) in various rat
tissues.

Leptin, a 16-kDa peptid that circulates in plasma, is a part of a feedback loop
that regulates fat mass by decreasing food intake and increasing energy expenditure.
Leptin is secreted by adipocytes, placenta, and stomach. Circulating levels of it is
influenced by the degree of adiposity, -gender; acute changes in energy balance
(independent of changes in adiposity), and various hormones, such as insiilin and
glucocorticoids.

This investigation has focused on the histologic distribution of leptin within
various rat tissues including brain, stomach, and kidney by using polyclonal antibody
in an indirect immiinoperoxidase method.

Ob protein was shown in pia mater, external pyramidal layer, internal pyramidal
layer, dorsal hypocampus neurons and plexus chroidesus of  brain, proximal
convulated tubul, distal convulated tubul, macula densa, parietal layer of the
Bowman’s capsule , proximal straight tubul, distal straight tubul, henle loop and
collecting tubul of kidney, and surface epithelium, parietal and chief cells, gastric
glands and myenteric plexus of stomach of the rats.

" In conclusion; the distribution of leptin in various rat tissues (brain, stomach,

and kidney) are of special interest.

Key words; Immunohistochemistry, Leptin, Expression, Obesity, Rat
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