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OZET
T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

izole insan Umbilikal Arterinde Hidrojen Perokside Bagl Kasilma Cevaplari
Uzerine Leptinin Etkisi

Emine DAGTEKIN
Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
YUKSEK LISANS TEZI/KONYA 2017

Bu in vitro ¢alismada, anoreksijenik bir hormon olan leptinin deneysel ¢alismalarda oksidatif
stres olusturmak amaciyla kullanilan H>O>’ ye bagli kasilma cevaplari lizerine etkileri incelenmistir.

Umbilikal arter halkalar1 sicakligi 37°C’ de sabit tutulan %95 O2-%5 CO; karisimi ile
gazlandirilan ve Krebs-Henseleit (KHS) soliisyonu igeren 10 ml’lik izole organ banyolarma alindi.
Uygulanan prosediirlere verilen cevaplar izometrik olarak kaydedildi. Umbilikal arter halkalariin bazal
tonusu iizerine leptinin etkilerinin aragtirildigi boliimde, kiimiilatif tarzda banyoya uygulanan leptin (10
11107 M) dokularin bazal tonusunu etkilemedi. Benzer sekilde L-NAME (10 M) ile inkiibe edilen
dokularda da kiimiilatif leptin ilavesi dokularin bazal tonusunu degistirmedi. Umbilikal arter
halkalarinda H20, (103 M) ile maksimum kasilma cevab1 alindiktan sonra organ banyosuna kiimiilatif
olarak uygulanan leptin konsantrasyona bagimli olarak gevseme cevaplari olusturdu. Organ banyosuna
104 M L-NAME ilave edilmesi H.O,’ ye bagh kasilma cevaplar iizerine leptinin 10 vel0® M
konsantrasyonlarinda gdzlenen gevseme cevaplarmi etkilemedi; leptinin 107°, 10% ve 107 M
konsantrasyonlarda umbilikal arter seritlerine olusturdugu gevseme cevaplarini ise anlamli olarak
inhibe etti. Leptin ile inkiibe edilen umbilikal arter halkalarinda H»O»’ nin etkilerinin aragtirildigi
béliimde, dokularm 10° M ve 107 M leptin ile inkiibe edilmesi kiimiilatif uygulanan H,O,’ nin pD; (-
log ECs0) ve Emax degerlerini degistirmedi.

Bu sonuglar; insan umbilikal arterinde leptinin uygulanan tiim konsantrasyonlarinda, H,O,’ ye
baglh kasilma cevaplari iizerine gevsetici etki olusturdugunu, leptinin yilksek konsantrasyonlarinda
gozlenen gevseme cevaplarina kismen NO’ in aracilik ettigini; ayrica umbilikal arterlerin bazal tonusu
ve bazal tonus diizeyinde uygulanan H>O>’ ye bagli kasilma cevaplari {izerinde leptinin inhibitor etki
olusturmadigini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Hidrojen Peroksid; Leptin; L-NAME; Umbilikal Arter



ABSTRACT

Effects of Leptin on Hydrogen Peroxide-Induced Contractions in Isolated Human Umbilical Artery

In this in vitro study, the effects of leptin, an anorexigenic hormone, on H:O,-induced
contraction responses were investigated. H,O» was used as an oxidative stress generator in experimental
studies.

Umbilical artery rings were placed in tissue baths containing Krebs-Henseleit Solution (KHS)
gassed with 95% O; and 5% CO; at 37°C. The responses to the procedures performed were recorded
isometrically. In the part where the effects of leptin on basal tonus of umbilical artery rings were
investigated, cumulative leptin (10*-107 M) did not change basal tonus of tissues. Similarly, the
cumulative leptin addition on tissues incubated with L-NAME (10 M) did not change the basal tonus
of the tissues. After receiving maximal contraction with H.O, (10 M), cumulatively administered
leptin to the organ bath resulted in concentration-dependent relaxation responses. Addition of 104 M L-
NAME to the organ bath did not change relaxation responses observed at 10! and 10° M
concentrations of leptin on H2O.-induced contractile responses; however L-NAME significantly
inhibited relaxation responses at 10, 10 and 107 M concentrations of leptin in the umbilical artery
strips. In the part where the effects of H,O- in the umbilical artery rings incubated with leptin were
investigated, incubation of the tissues with 10%° and 107 M leptin did not change the pD; (-log ECso)
and Emax values of cumulative applied H2O,.

These results demonstrate that leptin exerts a relaxant effect on H,O-induced contractile
responses at all applied concentrations in human umbilical artery, and the relaxation responses observed
at high concentrations of leptin were partially mediated by NO. Furthermore, our results show that leptin
has no inhibitory effect on H,O-induced contraction responses at basal tone and basal tonus levels of
umbilical arteries.

Key words: Hydrogen Peroxide; Leptin; L-NAME; Umbilical Artery



1. GIRIS VE AMAC

Leptin viicuttaki yag hiicreleri tarafindan salgilanarak, istahi azaltan ve yag
yakimu ile ilgili birimleri harekete geg¢iren anoreksijenik etkili bir hormondur. Tokluk
hormonu olarak tanimlanan leptin, hipotalamusu etkileyerek istahin kapanmasini
saglar. Besin alimimi baskiladig1 ve negatif enerji dengesine yol agtigi i¢in anti-obezite
faktor hormonu olarak da adlandirilan leptinin; besin alimi ve metabolizmasinin
diizenlenmesinde etkili oldugu ve viicut adipoz doku miktarindaki degisimleri negatif
feed-back dongiisii ile merkezi sinir sistemine ileterek, besin alimini azaltip enerji

harcanmasini artirdig gosterilmistir.

Leptin hormonunun istah ile ilgili etkilerinin yani sira, viicudun diger 6nemli
islevlerini de etkilediginin bulunmasi, arastirmalari bu hormon iizerine
yogunlagtirmistir. Multifonksiyonel bir hormon olan leptin ile yapilan in vitro

calismalarda cesitli damar yataklar izerine vazoaktif etkilerinin oldugu saptanmistir.

Hidrojen peroksid (H202), oksidazlarin yan iriinleri olan siiperoksid
anyonlarin enzimatik veya spontan bozunumundan meydana gelmekte ve insan
viicudunda yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Yiiksek zar gecirgenligine sahip olan ve
cesitli patofizyolojik siireglerde rol oynayan H20q, insan plazmasinda mikromolar
diizeylerde bulunmakta; bazi durumlarda ise milimolar konsantrasyonlara
cikabilmektedir. Vaskiiler yapilar tizerinde H202’ in kasic1 ya da gevsetici etkiler
olusturdugu gosterilmistir. Artmis H202 seviyesi ile oksidatif stres meydana gelmekte
ve endotel disfonksiyonu gibi patolojik durumlar ile sonuclanabilmektedir. Gebelik
stiresince olugan plasental oksidatif stres preeklampsi, eklampsi, embriyopatiler, fetal
bliylime kisitlamasi, preterm dogum, diisiik dogum agirligi ve spontan diisiiklere yol

acabilmektedir.

Umbilikal kordun otonom inervasyonu olmadigi i¢in endojen veya ekzojen
vazokonstriktor ya da vazodilator maddeler fetoplasental vaskiiler tonusun
kontroliinde 6nemli rol oynamaktadir. Gebelerde fetal dokular ve plasentadan da
salgilanan leptinin gebelik siiresi ile artan diizeyde umbilikal arter ve venden alinan

kan 6rneklerinde bulundugu gosterilmistir. Bu ¢alismanin amaci izole insan umbilikal



arterinin bazal tonusu ve H202’ ye bagli kasilma cevaplar tizerine leptin hormonun
etkileri ve bu etkilerde nitrik oksit’ in (NO) roliinii aragtirmaktir. Artan oksidatif stres
durumunda leptinin umbilikal arterler {izerine olan direkt etkileri ile ilgili bilgilerin
yetersiz olmasi nedeniyle ¢alismanin orijinal nitelikte olacagi ve literatiire katki

saglayacag diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Leptin

Leptin ilk kez 1994 yilinda tanimlanmus, adipozitler tarafindan sentezlenen, Ob
(obezite) geninden kodlanan ve molekiil agirligi 16 kDA olan protein yapida bir
hormondur [1]. Leptinin bulunmasi ile adipoz dokunun sadece yag icin bir depo
fonksiyonu olmadigi, ayn1 zamanda 6nemli bir endokrin bez islevi oldugu ortaya
cikmistir. Leptinin  Onceleri sadece beyaz adipoz dokusundan sentezlendigi
diistintiliirken, sonraki ¢aligsmalarda kahverengi adipoz dokusu, hipotalamus, pituiter

bez, gastrik epitelyum, iskelet kas1 gibi diger dokularda da sentezlendigi bulunmustur
[2].

Istah1 azaltarak ve metabolik siiregleri degistirerek viicut agirliginda azalma
olusturan [3-5] leptin, kardiyovaskiiller ve iriner sistemde homeostazin
stirdiiriilmesinde, pubertenin baslangicinin  kontroliinde, hipotalamik-hipofizer
fonksiyonlarin regiilasyonunda, insiilin direncinde, termogenezde, noéroendokrin
(biyime hormonu, tiroid ve adrenal) sistemde ve immun fonksiyonlarin
diizenlenmesinde onemli rol oynamaktadir [6]. Ayrica, hematopoez, gastrointestinal
fonksiyonlarin diizenlenmesi, anjiogenez, osteogenezis [7] ve akciger gelisimi [8] gibi

olaylarda da fizyolojik etki gostermektedir.

Leptinin fizyolojik olaylarda 6nemli etkilerinin yam sira parkinson, epilepsi,
serebral iskemi, migren, kognitif gerileme ve demans gibi norolojik hastaliklar ile
sizofreni, borderline kisilik bozuklugu, depresyon gibi psikiyatrik bozukluklar ile
iligkili olabilecegi de bildirilmistir [9]. Leptin reseptorlerinin beyinde yaygin
bulunmasi nedeniyle davranmigsal diizenlemeyi etkileyebilecegi diisliniilmiis,
insanlarda diisiik ve yiiksek leptin seviyelerinin psikopatoloji ile baglantili olabilecegi

yaymlanmistir [10].

Kan Beyin Bariyeri ni aktif olarak gegebilen, kanda serbest ve proteine bagl
olarak bulunan leptin aktivitesinden serbest formun sorumlu oldugu ve obez bireylerde
serumdaki leptinin ¢ogunlukla serbest formda oldugu bulunmustur. Leptinin
yarilanma omrii insanlarda yaklasik 25 dakika, siganda 3-10 dakika aras1 ve farelerde

ise 1-3 saat arasindadir [6].



Zayif deneklerde leptin serbest form olarak diisiik seviyelerde (5-15 ng/mL)
dolagmakta ve baglayici proteinlere baglanmaktadir [11]. Yapilan bagka bir caligmada
leptinin plazmada ve diger dokularda radioimmiinoassey yontemiyle Ol¢lilmiis ve
normal saglikli eriskinlerde plazma leptininin fizyolojik sinirlart 5-20 ng/ml
diizeylerinde oldugu bulunmustur [12]. Diger bir ¢alismada ise, leptinin fizyolojik
konsantrasyonun 250 pmol/I (2,5.10° M) ya da 4ng/ml, obezlerdeki konsantrasyonun
625 pmol/l oldugu saptanmis, normal leptin konsantrasyonunun 3-5 ng/ml ve morbid

obez insanlarda ise 90-95 ng/ml diizeylerinde seyrettigi raporlanmistir [13].

Dolasimdaki leptinin 6ncelikle bobrekler tarafindan elimine edildigi, renal
tiibiillerde metabolik degradasyon ve glomeriiler filtrasyon ile hizlica dolasimdan

uzaklastirildigi bulunmustur [14].

Leptin diizeyinin temel belirleyicisi viicut yag kitlesi ve viicut kitle indeksi
(VKI)’ dir. Ancak farkli faktorler leptin salmimu {izerinde etki etmektedirler. Insiilin,
glukokortikoidler ve prolaktin leptin sentezi lizerine pozitif etki ederken tiroid
hormonlari, bliylime hormonu, somatostatin, serbest yag asidleri, uzun siire soguga
maruz kalma ve katekolaminler leptin sentezi iizerine negatif etki gostermektedirler
[7]. Yag ve VKI’ ye gore yag dokusunun toplam kiitlesi ve serum leptin diizeyleri
arasinda dogru orant1 vardir [6]. Leptin yag hiicre sayist ve yag hiicre biiyiikligi
oraninda organizmada iretilir ve plazma leptin seviyesi viicut yag Kkitlesini

yansitmaktadir [15].

Kan leptin diizeyini etkileyen faktorlerden bir digeri ise cinsiyettir. Normal
kilolu kadinlarda serum leptin seviyesinin yine normal kilolu erkeklere gore daha
yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu durum kadinlarda yag dokusu fazlaligi ve
ciltalti/visseral yag oraninin daha fazla olmasi [16] ve yapilan bir calismada erkeklerde
testosteronun leptin seviyesini baskilamasinin bulunmasi [17] ile agiklanmaktadir. Bu
calismanin bulgularmi destekleyen baska bir calismada ise VKI* ye bagli olmaksizin
kadinlarda serum leptin seviyesinin erkeklere goére 2 kat daha yiliksek oldugu
bulunmustur. Benzer sekilde obez kadinlarda da obez erkeklere gore leptin seviyesinin

yiiksek oldugu bulunmustur [18].



2.2. Umbilikal Kord

Sekil 1. Zamaninda dogum olay1 gergeklesmis umbilikal kord kesiti.
a-) Amniyotik Epitelyum

b-) Sub-amniyotik Wharton Jeli

¢c-) Wharton Jel Ici

d-e-) Sirkiiler ve Longitudinal Vaskiiler Kas Tabakasi

f-) Vaskiiler Endotelyum

ua-) Umbilikal Arter

uv-) Umbilikal Ven

Umbilikal kord fetiise kan ile besin transportundan sorumlu olan ve fetiis ile
plasenta arasinda baglanti kuran organ olarak bilinmektedir. Sekil 1’ de [19] de
goriildiigl gibi zamaninda dogum olay1 gerceklesmis insan umbilikal kordda iki arter
bir venin etrafinda sarili sekilde olmak iizere ii¢ adet kan damar1 bulunmaktadir. Bu
damarlar su, glikozaminoglikanlar, proteoglikanlar ve kollajen fiberlerden zengin,
yogun bir extraseliiler matriks ile az miktarda mezenkimal stromal hiicrelerden

olusmus mukoz bir doku olan Wharton Jeli ile ¢evrilidir [20,21].



Kordun bag dokusu veya Wharton jeli ekstraembriyonik mezoblastlardan
koken almaktadir. McKay ve ark. [22] embriyo dis1 keseleri iginde bulunduran bir
bosluk olan ekzokdlomdaki bu jole benzeri yapiyr dokunuldugunda sivilasmasindan

dolay ‘tiksotropik jel’olarak adlandirmistir.

Dogumda yaklasik 50-60 cm uzunlugunda ve 12 mm ¢apinda olan matur kord
100 cm’ den uzun ve 30 cm’ den kisa olabilmektedir [23]. Umbilikal kordun vaskiiler
diiz kas1 umbilikal ve plasental dolasim diizenlenmesinde onemli rol oynamaktadir.
Yapilan arastirmalarda plasentanin nevral bir kaynaga sahip olmadigi [24] ve intrafetal

segment haricinde umbilikal kordun otonom inervasyonu olmadigt bulunmustur [25].

Yapilan ¢alismalarda hamile kadinlarin uterus amniyon hiicreleri ile plasenta
trofoblast gibi non-adipoz dokularin leptin irettigi ve iretilen leptinin amniyotik
siviya sekrete edildigi tespit edilmistir [26]. Hamilelik esnasinda iiretilen leptinin ayni
zamanda meme bezlerindeki sekretuar epitalyal hiicreler tarafindan da tiretildigi [27]
ve leptinin dolasimdan siite gectigi daha sonra da emzirme yoluyla bebegin kanina

transfer edildigi gosterilmistir [28].

Fetoplasental dolasimdaki leptinin yerini arastiran bir ¢alismada umbilikal
arterde leptin seviyesi ortalama 9.8 ng/ml; umbilikal vende ise ortalama 12.9 ng/mi
olarak Olctilmistiir. Umbilikal arter diizeyi ven diizeyine gore diisiik oldugu tespit
edilen leptinin umbilikal korddaki seviyesinin maternal ven leptin seviyesinden

(ortalama 29.5 ng/ml) de diisiik oldugu gosterilmistir [29].

2.3. Vaskiiler Yapilar

Kan damarlan tek katmanli endotelyal hiicrelerin olusturdugu tunica intima,
vaskiiler diiz kaslarin olusturdugu tunica media (adventisya olarak da adlandirilir) ve

tunica externa olmak iizere ii¢ tabakadan olusur (Sekil 2) [30].
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Sekil 2. Arteriyel duvarin yapist.

Endotel hiicrelerin tek katmanli intimal tabakasi, en kii¢iik kapillerden gelen
tiim damar dallarin1 kaplayarak tiim damarlarin i¢ yiizeyini olusturur ve bu da limende
kan ile ¢evredeki dokular arasinda bir bariyer gorevi listlenir. Damar diiz kas tabakalari
ise kan damarlarinin daralmasina ve dilatasyonuna aracilik eder [31]. Endotel hiicreleri
fiziksel, biyolojik ve kimyasal uyaranlara yanit olarak bir dizi otokrin ve parakrin
maddelerin dengeli salinmasi yoluyla vaskiiler homeostazi koruma islevini yerine
getirir [32]. Vaskiiler tonusun kontrolii, kan hiicre trafigi, dogal ve kazanilmig
bagisiklik ve hemostaz gibi birgok fizyolojik fonksiyonlarda énemli bir rol oynadig
bilinen endotel, prokoagiilan ve antikoagiilanlar, inflamatuar ve antiinflamatuar
faktorler, fibrinolitikler ve antifibrinolitikler, oksitleyici ile antioksidan maddeler,
vazodilatorler, vazokonstriktorler ve diger faktorler gibi vazoaktif faktorleri

iretebilme kapasitesine sahiptir [33].

Vaskiiler endotel, endotelden vaskiiler diiz kasa vazokonstriktor ve vazodilator
maddelerin saliverilmesi ile vaskiiler tonusun ve yapinin lokal olarak diizenlenmesinde
anahtar rol oynar. Endotelin, anjiotensin Il, Tromboksan A, prostaglandin Hy, etkisini
prostasiklin liretimini baskilayarak eNOS iiretimini azaltmasi sonucu ortaya ¢ikaran
yiikksek konsantrasyonlu reaktif oksijen tiirleri vazokonstriksiyon; NO, endotel
kaynakli hiperpolarizan faktor, prostasiklin gibi faktorler vazodilator etkilerini esas
olarak serbest sitozolik kalsiyum konsantrasyonunda [Ca*?]i belirgin degismeler

yapmasi sonucu ortaya ¢ikarmaktadir [34].



2.4. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Hidrojen Peroksid (H202)

Siiperoksit Radikali (O °), Hidroksil Radikali (OH’) ve Hidrojen Peroksid
(H202) gibi Reaktif Oksijen Tiirleri (Reactive Oxygen Species-ROS) oksijenin kismi
indirgenmesiyle olusan radikal ve radikal olmayan oksijen tiirlerinden olusur.
Hiicresel ROS mitokondriyal oksidatif fosforilasyon siirecinde oldugu gibi endojen
olarak iretilir veya ksenobiyotik bilesikler gibi ekzojen kaynaklarla olan

etkilesimlerden de ortaya ¢ikabilir [35].

Vaskiiler hiicrelerdeki ROS’ un hiicre 6liimii, diferansiyasyon, kontraksiyon ve
hiicre proliferasyonu gibi bir¢ok hiicresel olaylarin diizenlenmesi yoluyla vaskiiler
homeostazda hem fizyolojik hem de patofizyolojik bir rol oynadig goriilmiistiir. Bu
elemental molekiiller ateroskleroz, restenoz, hipertansiyon, diyabetik vaskiiler
komplikasyonlar ve kalp yetmezligi gibi ¢esitli patolojik siireglere yol ag¢masi

sebebiyle vaskiilatiir i¢in zararli kabul edilirler [36].

H2O2 en fazla olusan reaktif oksijen metabolitidir. H2O2’ in dolasimdaki
seviyesinin birka¢ yliz mikromolar diizeyinde seyrettigi bulunmustur. Fizyolojik H20-
konsantrasyonunun 300 uM oldugu one siirtilmiis [37]; yapilan diger bir ¢alismada
insan plazmasinda 80-480 uM konsantrasyon araliginda bulundugu, aktive olmus
notrofillerde  yogun H202 diretimi ve salinmasi ile belirli alanlarda H20:

konsantrasyonlarinin milimolar diizeylere (>1-2 mM) ulasabilecegi gosterilmistir [38].

Hiicre membranin1 kolayca gegebilmesi ve olduk¢a potent olan hidroksil
radikallerini olusturabilmesi nedeniyle oksidatif strese bagl fonksiyonel ve metabolik
disfonksiyon gelisiminde 6nemli bir maddedir [39]. Bu nedenle in vitro deneysel
calismalarda ortama H20O; ilavesi oksidatif stres modeli olarak kullanilmaktadir [40-

42].

Yapilan ¢aligmalarda H.O in, tiire, vaskiiler yataga ve kontraktil duruma gore
degisen sekilde damarlarda kasilma veya gevseme olusturdugu gosterilmistir. Ekzojen
uygulanan H2O: ile olusturulan oksidatif stresin insan umbilikal arter seritleri
tizerindeki vazoaktif etkilerini inceleyen bir ¢alismada H>O> konsantrasyona baglh

kontraksiyon olusturmustur [43].



2.5. Nitrik Oksid

Nitrik Oksid (NO) serbest radikal niteliginde bir gaz molekiiliidiir. Canlilardaki
rolii ile ilgili bulgular 1980 yilinda ortaya ¢ikarilmustir. I1k defa Furchgott ve Zawadzki
[44] tavsan aortasinda asetilkolinin yol agtig1 endotele bagimli damar gevsemelerinden
Endotel Kaynakli Gevsetici Faktor’ iin (EDRF) sorumlu oldugunu gostermislerdir.
Damar endotelinden saliverilen bu faktoriin daha sonra NO oldugu ortaya

konulmustur.

NO organizmada, Nitrik Oksid Sentaz (NOS) enziminin katalizledigi bir
reaksiyonla, L-arjinin’ in L-sitriilin’ e doniistimii sirasinda agiga ¢iktig1 bilinmektedir.
En kiiciik sinyal molekiilii olarak bilinen NO, NOS’ un ii¢ izoformu tarafindan
iiretilmektedir. Ug izoform igerisinden birincisi olan Néronal NOS (nNOS-NOS 1)
merkezi ve periferik noronlarda ve diger bazi hiicre tiplerinde yapisal olarak eksprese
edilmektedir. Indiiklenebilir NOS (iNOS-NOS Il) lipopolisakkaritler, sitokinler veya
diger ajanlara yanit olarak birgok hiicre tipinde eksprese edilmektedir. Endotelyal NOS
(eNOS-NOS III) ¢ogunlukla endotel hiicrelerde eksprese edilmektedir [45].

NO, vaskiiler sistemde vazodilator etki gosterir. Damar endoteli tarafindan
sentezlenen NO, hem bazal kosullarda salgilanarak siirekli damar tonusunu
diizenlemektedir hem de ¢esitli endojen ve ekzojen uyarilarla salgilanabilmektedir.
Endoteli saglam damarlarda; asetilkolin, ADP, ATP, anjiotensin II, noradrenalin,
vazoaktif intestinal peptid, aragidonik asit, P maddesi, histamin, bradikinin, serotonin,
endotelin, trombin, vazopresin, basing, damar c¢eperindeki siirtiinme stresi (shear

stress), NO salgilanmasini uyararak gevsemeye neden olur [46].

Yarilanma zamani 4-6 saniye ve lipofilik olan vazodilator 6zellik gosteren,
platelet agregasyonunu inhibe eden ve endotel hiicrelere 16kositlerin adezyonunu
onleyen NO’in iiretimi, N®-nitro-I-arginine-methyl-ester (L-NAME) tarafindan inhibe
olmaktadir. L-arjinin analogu olan L-NAME’ in NOS’ a kompetetif bir sekilde
baglanarak NO’ in {iretimini azalttig1 gosterilmistir [47]. Deneysel ¢aligmalarda ise
endotel kaynakli NO iretimine bagli gevseme yanitlar1 L-NAME ile bloke
edilmektedir.



3. MATERYAL VE METOT
3.1. Genel

Yapilan bu ¢alismada Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Kadin Hastaliklart ve Dogum Anabilim Dali’ nda miadinda olan dogumlardan tibbi
atik olarak ayrilan umbilikal kordon oOrnekleri kullanildi. Soguk Krebs-Henseleit
Soliisyonu (KHS) iginde Tibbi Farmakoloji Laboratuvarina getirilen umbilikal
kordonlardan izole edilen arterler, gevre dokulardan temizlenerek 3-4 mm genisliginde
halka preparatlar hazirlandi. Hazirlanan umbilikal arter halkalar1 sicakligi 37°C’ de
sabit tutulan %95 0,-%5 CO; karigimu ile siirekli gazlandirilan KHS soliisyonu i¢eren
10 ml’lik izole organ banyolarina alindi. Dokular 1 gr istirahat gerilimi altinda 60
dakika stireyle dinlendirildi ve bu siire boyunca dokular 15 dakika araliklarla KHS ile
yikandi. Dinlenme periyodunun bitiminde uygulanan ajanlara alinan cevaplar bir
transdiiser (BIOPAC MP36, California USA) yardimi ile izometrik olarak (Commat,
Ankara, TURKIYE) kaydedildi.

3.2. Deneysel Prosediir

Calismanin ilk grubunda leptinin umbilikal arter halkalarinda bazal tonus
lizerine etkileri arastirildi. Bu amagla 102 M H,0; ile maksimum kasilma cevaplari
alindiktan sonra dokular yikanarak dinlendirildi ve bazal tonus diizeyinde banyoya
kiimiilatif olarak ilave edilen leptin (10"** M- 107" M) ile konsantrasyon-cevap egrileri
elde edildi. Baz1 dokular leptin ilavesinden 6nce 20 dk siireyle nitrik oksit sentez

inhibitorii Nw-nitro-L-arginin metil lester (L-NAME, 10 M) ile inkiibe edildi.

Calismanin diger bolimiinde H20- ile kasilan umbilikal arter halkalarinda
leptinin etkileri arastirildi. Banyoya 10° M H;0: ilave edilerek kasilma cevaplari
alindi. Kasilma cevaplari maksimum diizeye ulastiginda ortama kiimiilatif tarzda
leptin (1071 M- 107 M) ilave edilerek konsantrasyon-cevap egrileri kaydedildi. Baz1
dokular leptin ilavesinden énce 20 dk siireyle 10* M L-NAME ile inkiibe edildi.

Diger calisma gruplarinda ise leptin ile inkiibe edilen dokularda H202 ye bagl
kasilma cevaplart arastirildi. Bu amagla H20, (10°- 10° M) ile kiimiilatif

konsantrasyon-cevap egrileri alindiktan sonra dokular yikanarak dinlendirildi. H20;
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ile ikinci konsantrasyon-cevap egrisi alinmadan &nce ortama 107° M leptin ilave

edilerek 20 dk siireyle inkiibasyon yapildi. Ayn1 prosediir 10”7 M leptin ile tekrarland.

3.3. Kullanilan Kimyasallar
Human Recombinant Leptin (Sigma)
Hidrojen Peroksid (H202, Merck)
Nuw-nitro-L-arginin metil lester (L-NAME, Sigma)

Krebs-Henseleit Soliisyonu (KHS) [mM]: NaCl 118.3; KCI 4.69; KH2PO4
1.18; CaCl; 1.25; MgSO4 1.17; NaHCO3 25.0; Glikoz 11.1

3.4. Istatistiksel Yontemler

Calismada uygulanan ajanlara alman cevaplar 10° M H,0; ile alman
maksimum kasilma cevabimin yiizdesi (%) seklinde degerlendirildi. Ikinci grupta
leptin varhiginda H>O> kasilmalarindaki degisimler; {igiincii grupta ise H202 i¢in Emax
(% maksimum kasilma) ve pD2 (%50 oraninda kasilma olusturan konsantrasyonun

negatif logaritmasi) degerleri hesaplandi.

Elde edilen veriler bilgisayar ortamina aktarilarak SPSS 17.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) paket programi yardimiyla analiz edildi. Tamamu siirekli sayisal
nitelikte olan verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile belirlendi.
Timii normal dagilima uygun olan verilerin 6zetlenmesinde aritmetik ortalama +
standart sapma (SD) kullanildi. Gruplarin karsilastirilmas: amaciyla bagimsiz
gruplarda Student t testi uygulandi. Analizlerde p<0.05 bulundugunda aradaki farkin

istatistiksel olarak anlamli oldugu kabul edildi.
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4. BULGULAR

10° M H20. umbilikal arter halkalarinda tekrarlanabilir nitelikte ve zamana
bagl degisim gostermeyen kasilma cevaplari olusturdu. Umbilikal arter halkalarinin
bazal tonusu iizerine leptinin etkilerinin arastirildigi boliimde, kiimiilatif tarzda
banyoya uygulanan leptin (101! — 107 M) dokularin bazal tonusunu etkilemedi.
Benzer sekilde L-NAME ile inkiibe edilen dokularda da kiimiilatif leptin ilavesi

dokularin bazal tonusunu degistirmedi.

Diger grupta H20: ile kasilan umbilikal arter halkalarinda leptinin gevsetici
etkileri arastirildi. 102 M H,02 ile maksimum kasilma cevabi alindiktan sonra organ
banyosuna kiimiilatif olarak uygulanan leptin konsantrasyona bagimli olarak umbilikal
arter halkalarinda gevseme olusturdu (p<0.05 n=8; Tablo 1). Organ banyosuna 10*M
L-NAME ilave edilmesi H,02’ye bagh kasilma cevaplari iizerine leptinin 10! ve 10°
19 M konsantrasyonlarinda gzlenen gevseme cevaplarmi etkilemedi. Leptinin 10° 10°
8 ve 107 M konsantrasyonlarda umbilikal arter seritlerine olusturdugu gevseme

cevaplarini ise anlamli olarak azaltt1 (p<0.05 n=8; Tablo 1; Sekil 3).

Leptin10*M | Leptin10°M | Leptin10°M Leptin10®M | Leptin107" M
Kontrol 95.12+4.94* 88.50+5.90* 78,624+5.65* 72.00+6.92* | 59.75+10.37*
L-NAME | 95.87+4.32 91.37+£7.30 88.75+ 8.64** | 84.7+ 1.87** | 77.25+10.06**

Tablo 1. H,0; (10 M) ile kasilan insan umbilikal arterinde leptin (10°**~107 M) varhiginda alman

cevaplar (n=8).

(10° M H;0; ile alman maksimum kasilmanin yiizdesi olarak ifade edilmistir.)

*10° M H,0; kasilmasina gére p<0.05

**kontrol leptin degerlerine gére p<0.05
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Sekil 3. Insan umbilikal arter halkalarinda H,O, (10 M) ile alinan kasilma cevaplar1 iizerine leptinin
(1011-10"" M) etkileri (kontrol) ve L-NAME varliginda degisimleri (n=8).

Leptin ile inkiibe edilen umbilikal arter halkalarinda H>Oz’nin etkilerinin

arastirildig1 béliimde leptin 107° ve 107" M konsantrasyonlarda kullamldi. Kiimiilatif

olarak uygulanan H20, (10°-10° M) umbilikal arter halkalarinda tekrarlanabilir

nitelikte ve zamana bagli degisim gostermeyen kasilma cevaplart olusturdu.

Dokularm 107° M ve 10”7 M leptin ile inkiibe edilmesi kiimiilatif uygulanan H2O2 nin

pD2 (- log ECsp) Ve Emax degerlerini degistirmedi (n=7 Tablo 2).

Leptin10°M Leptin107 M
Emax 102.57 +7.09 103.71+10.09
pD> 5.323+0.34 5.768 £ 0.581

Tablo 2. Leptin ile inkiibe edilen insan umbilikal arterinde H202 (10-°-10-® M) i¢in hesaplanan Emax ve
pD2 (- log ECsg) degerleri (n=7).

(10° M H,0; ile alinan maksimum kasilmanin yiizdesi olarak ifade edilmistir.)
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5. TARTISMA

Izole insan umbilikal arterinde yapilan bu calismada; leptin dokularmn bazal
tonusunu degistirmemis, H>O> ile Onceden kasilan arterlerde ise gevseme
olusturmustur. Ortama iki farkli konsantrasyonda leptin ilave edilmesi kiimiilatif

uygulanan H.O; ile alinan kasilma cevaplarini etkilememistir.

Fetal dolasim sirasinda insan plasentasinin otonom uyarimi ve sinirleri yoktur
[25]. Bu nedenle umbilikal damar tonusunu etkileyen endojen veya ekzojen maddeler
umbilikal-plasental dolasimin diizenlenmesi ve fetiistin gelisimi agisindan 6nemlidir
[48]. Vazoaktif bir hormon olan leptinin, adipoz doku yani sira gebelerde fetal dokular
ve plasentadan da salgilandigi ve umbilikal arter ve venden alinan kan 6rneklerinde

gebelik siiresince artan diizeyde bulundugu gosterilmistir [49,50].

Normal hiicresel oksidatif metabolizmanin yan iiriinii olan H20>, en fazla
olusan ve hiicre membranin1 kolayca gecebilen reaktif oksijen metabolitidir.
Fizyolojik sartlarda, katalaz ve glutatyon peroksidaz tarafindan suya indirgendiginden,
H20 nadiren birikir. Ancak bazi patolojik durumlarda H.O2 konsantrasyonu milimolar
diizeylere ulasabilmektedir [38]. Damarlarda diiz kas ve endotel hiicrelerinde de
olusabilen H202’ in ekzojen olarak ortama ilavesi in vitro deneysel caligmalarda

oksidatif stres modeli olarak kullanilmaktadir [40].

Bu ¢alismada H20: ile dnkasilma olusturulan umbilikal arter halkalarinda
leptin konsantrasyona bagl tarzda gevseme cevaplari olusturmustur. Bu bulgu insan
umbilikal arterinde oksidatif strese bagl kasilma cevaplari {izerine leptinin gevsetici
etki olusturdugunu gostermektedir. Bulgularimizla uyumlu olarak, norepinefrin ile
kasilmis insan internal mamarian arter halkalarina 1 uM leptin uygulanmasi gevseme
olusturmustur [51]. Benzer sekilde ayni ¢alisma igerisinde hem izole Wistar rat, hem
de zayif Zucker rat ve mongrel kdpek koroner arteriyollerinde leptin, konsantrasyona

bagimli olarak vazodilatasyon yapmistir [52].

Endotel hiicrelerinde L-arjinine nitrik oksit sentez enziminin etkimesiyle NO
olustugu ve oldukea lipofilik olan bu maddenin, diiz kas tabakasinda guanilat siklazi
aktive ederek gevseme olusturdugu bilinmektedir [53]. Vaskiiler diiz kas ve endotel
hiicrelerinde leptin reseptorlerinin  varhi@ gosterilmis [54] ve leptine bagh

vazodilatasyonla endotelyal faktorlerin rolii arastirilmustir. Fenilefrin (10° M) ile
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kasilan tavsan aort halkalarinda yapilan bir calismada 10712 -10° M konsantrasyon
araliginda leptin uygulanmis, olusan vazodilatasyona NO’ in aracilik ettigi
gosterilmistir [55]. Izole rat aortasinda yapilan baska bir calismada ise endotel
tabakasinin zedelenmesi fenilefrinle kasilmis dokunun leptine verdigi gevseme
cevabmi ortadan kaldirmis ve 10* M NO sentez inhibitérii L-NAME leptine bagh
gevseme cevaplarini inhibe etmistir [S6]. Fenilefrinle kasilan rat mezenterik arterinde
de benzer sekilde NO-bagimli gevseme cevaplari ortaya ¢ikmustir [57]. Sunulan bu
calismada, insan umbilikal arter halkalarinin L-NAME ile inkiibe edilmesi leptinin
diisiik konsantrasyonlarinda (10! ve10%%) alinan gevseme cevaplarmni etkilememis;
10°-10" M konsantrasyonlarinda ise leptine bagli gevseme cevaplarinda kismen fakat
anlamli inhibisyon olusturmustur. Bu sonucglar insan umbilikal arterinde oksidatif
strese bagli kasilma cevaplar {izerine leptinin yliksek konsantrasyonlarinda gozlenen

gevseme cevaplarina kismen NO’ in aracilik ettigini gostermektedir.

Buna karsin, insan safen veni ve internal mamarian arterinde yapilan bir
calismada endotel tabakasinin zedelenmesi veya NO sentezinin inhibe edilmesi leptine
bagli gevseme cevaplarini etkilememistir. Arastiricilar, leptinin endotelden bagimsiz
mekanizmalar1 da aktive ettigini 6ne siirmiislerdir [58]. Fenilefrin (10° M) ile 6n
kasilma uygulanmis rat aortik ve mezenter arter halkalarina 1033 — 5 x 101 M doz
araliginda insan rekombinant leptin uygulanmis ve doza-bagimli gevseme cevaplari
gdzlenmistir. Aortik halkalarinda olusan leptine bagl vazodilatasyon 3 x 10% M L-
NAME ile bloke edilmis, mezenterik arterde ise L-NAME inhibitor etki
gostermemistir [59]. Leptinin insanlarin 6nkol dolasimina etkilerini aragtirmak icin
yapilan bir ¢calismada NO sentez inhibitorii varliginda ve yoklugunda intra-arteriyel
leptin inflizyonu gergeklestirilmistir. 1, 10 ve 100 ng/kg/dak leptin inflizyonu NO
sentez inhibitérii varken ve yokken onkol kan akisinda anlamli bir artis ve onkol
vaskiiler rezistansta anlamli bir diisiise sebep olmustur. Arastiricilar, leptinin NO-

bagimsiz bir mekanizma ile vazodilatasyon olusturdugunu 6ne siirmiislerdir [60].

Bu c¢alisgmada kiimiilatif uygulanan leptin insan umbilikal arterinin bazal
tonusunu etkilememistir. Ayrica dokularin bazal tonus diizeyinde leptinin ¢aligmada
kullanilan diisiik ve yiiksek konsantrasyonlari ile inkiibe edilmesi de kiimiilatif
uygulanan HO; ile alinan kasilma cevaplarini etkilememistir. Her iki galisma
grubunda, umbilikal arter halkalarinin leptin yani sira L-NAME inkiibasyonu bu

sonuclar1 degistirmemistir. izole insan internal mamarian arter halkalarinda da 1 uM
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leptin bazal tonus iizerinde anlamli bir degisiklige yol agmamustir [51]. Lembo ve ark.
[59] rat mezenterik arteri ve mezenterik aortunda yaptigi ¢alismada leptinin bazal

tonusu anlamli olmayan diizeyde azalttiklarin1 yayinlamislardir.

Bu arastirmalarin aksine spontan hipertansif ratlarin pulmoner arter ve torasik
aortasinda yapilan bir calismada kiimiilatif olarak uygulanan leptin torasik aortada,
pulmoner artere gore daha fazla olmak {izere kasilma olusturmustur [61]. Diger bir
calismada ise izole rat aort diiz kas hiicrelerinin 48 saat siireyle 10”7 M leptin ile
inklibasyonu 12. saatten sonra diiz kas hiicrelerine Endotelin-1 baglanmasini
artirmustir. 10° — 107 M leptin varliginda ise diiz kas hiicrelerinde ETAR protein
seviyesinde artis tespit edilmistir. Leptinin bu konsantrasyonlar araliginda Endotelin-
1 seviyesinde ylikselmeye sebep olmasindan dolay1 vazokonstriksiyon yapabilecegi de

One stirtilmustiir [62].
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6. SONUC ve ONERILER

Sunulan bu calismada insan umbilikal arterinde H202’ e bagli kasilma
cevaplar iizerine leptin ilavesi, uygulanan tiim konsantrasyonlarda anlamli olarak
gevseme cevaplart olusturmustur. Leptin yiiksek konsantrasyonlarinda goézlenen
gevseme cevaplarinin L-NAME ile kismen fakat anlamli inhibisyonu bu gevsemelere
NO’ in aracilik ettigini gostermektedir. Ayrica umbilikal arterlerin bazal tonusu ve
bazal tonus diizeyinde uygulanan H2O; kasilmalar1 {izerinde leptinin inhibitor etki

olusturmadig1 saptanmustir.

Umbilikal-plasental dolagimin diizenlenmesinde endojen vazoaktif maddelerin
etkileri 6nemlidir ve vazoaktif bir hormon olan leptin diizeyi gebelik siiresince artig
gostermektedir. Bu nedenle, endojen olarak bulunan diger vazokonstriktor ajanlar
varliginda umbilikal damarlarda leptinin etkileri ve etki mekanizmalarinin incelenmesi

amactyla yeni ¢alismalar yapilabilir.
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