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NECMETTİN ERBAKAN ÜNİVERSİTESİ 

SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

 

İzole İnsan Umbilikal Arterinde Hidrojen Perokside Bağlı Kasılma Cevapları 

Üzerine Leptinin Etkisi 

 

Emine DAĞTEKİN 

Tıbbi Farmakoloji Anabilim Dalı 

YÜKSEK LİSANS TEZİ/KONYA 2017 

 

Bu in vitro çalışmada, anoreksijenik bir hormon olan leptinin deneysel çalışmalarda oksidatif 

stres oluşturmak amacıyla kullanılan H2O2’ ye bağlı kasılma cevapları üzerine etkileri incelenmiştir. 

Umbilikal arter halkaları sıcaklığı 37°C’ de sabit tutulan %95 O2-%5 CO2 karışımı ile 

gazlandırılan ve Krebs-Henseleit (KHS) solüsyonu içeren 10 ml’lik izole organ banyolarına alındı. 

Uygulanan prosedürlere verilen cevaplar izometrik olarak kaydedildi. Umbilikal arter halkalarının bazal 

tonusu üzerine leptinin etkilerinin araştırıldığı bölümde, kümülatif tarzda banyoya uygulanan leptin (10-

11- 10-7 M) dokuların bazal tonusunu etkilemedi. Benzer şekilde L-NAME (10-4 M) ile inkübe edilen 

dokularda da kümülatif leptin ilavesi dokuların bazal tonusunu değiştirmedi. Umbilikal arter 

halkalarında H2O2 (10-3 M) ile maksimum kasılma cevabı alındıktan sonra organ banyosuna kümülatif 

olarak uygulanan leptin konsantrasyona bağımlı olarak gevşeme cevapları oluşturdu. Organ banyosuna 

10-4 M L-NAME ilave edilmesi H2O2’ ye bağlı kasılma cevapları üzerine leptinin 10-11 ve10-10 M 

konsantrasyonlarında gözlenen gevşeme cevaplarını etkilemedi; leptinin 10-9, 10-8 ve 10-7 M 

konsantrasyonlarda umbilikal arter şeritlerine oluşturduğu gevşeme cevaplarını ise anlamlı olarak 

inhibe etti. Leptin ile inkübe edilen umbilikal arter halkalarında H2O2’ nin etkilerinin araştırıldığı 

bölümde, dokuların 10-10 M ve 10-7 M leptin ile inkübe edilmesi kümülatif uygulanan H2O2’ nin pD2 (-

log EC50) ve Emax değerlerini değiştirmedi. 

Bu sonuçlar; insan umbilikal arterinde leptinin uygulanan tüm konsantrasyonlarında, H2O2’ ye 

bağlı kasılma cevapları üzerine gevşetici etki oluşturduğunu, leptinin yüksek konsantrasyonlarında 

gözlenen gevşeme cevaplarına kısmen NO’ in aracılık ettiğini; ayrıca umbilikal arterlerin bazal tonusu 

ve bazal tonus düzeyinde uygulanan H2O2’ ye bağlı kasılma cevapları üzerinde leptinin inhibitör etki 

oluşturmadığını göstermektedir.  

Anahtar Sözcükler: Hidrojen Peroksid; Leptin; L-NAME; Umbilikal Arter  
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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 H2O2-induced 

contraction responses were investigated. H2O2 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% O2 and 5% CO2 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 (10-11-10-7 M) did not change basal tonus of tissues. Similarly, the 

cumulative leptin addition on tissues incubated with L-NAME (10-4 M) did not change the basal tonus 

of the tissues. After receiving maximal contraction with H2O2 (10-3 M), cumulatively administered 

leptin to the organ bath resulted in concentration-dependent relaxation responses. Addition of 10-4 M L-

NAME to the organ bath did not change relaxation responses observed at 10-11 and 10-10 M 

concentrations of leptin on H2O2-induced contractile responses; however L-NAME significantly 

inhibited relaxation responses at 10-9, 10-8 and 10-7 M concentrations of leptin in the umbilical artery 

strips. In the part where the effects of H2O2 in the umbilical artery rings incubated with leptin were 

investigated, incubation of the tissues with 10-10 and 10-7 M leptin did not change the pD2 (-log EC50) 

and Emax values of cumulative applied H2O2. 

These results demonstrate that leptin exerts a relaxant effect on H2O2-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 H2O2-induced contraction responses at basal tone and basal tonus levels of 

umbilical arteries. 

Key words: Hydrogen Peroxide; Leptin; L-NAME; Umbilical Artery  
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Leptin vücuttaki yağ hücreleri tarafından salgılanarak, iştahı azaltan ve yağ 

yakımı ile ilgili birimleri harekete geçiren anoreksijenik etkili bir hormondur. Tokluk 

hormonu olarak tanımlanan leptin, hipotalamusu etkileyerek iştahın kapanmasını 

sağlar. Besin alımını baskıladığı ve negatif enerji dengesine yol açtığı için anti-obezite 

faktör hormonu olarak da adlandırılan leptinin; besin alımı ve metabolizmasının 

düzenlenmesinde etkili olduğu ve vücut adipoz doku miktarındaki değişimleri negatif 

feed-back döngüsü ile merkezi sinir sistemine ileterek, besin alımını azaltıp enerji 

harcanmasını artırdığı gösterilmiştir.  

Leptin hormonunun iştah ile ilgili etkilerinin yanı sıra, vücudun diğer önemli 

işlevlerini de etkilediğinin bulunması, araştırmaları bu hormon üzerine 

yoğunlaştırmıştır. Multifonksiyonel bir hormon olan leptin ile yapılan in vitro 

çalışmalarda çeşitli damar yatakları üzerine vazoaktif etkilerinin olduğu saptanmıştır.  

Hidrojen peroksid (H2O2), oksidazların yan ürünleri olan süperoksid 

anyonların enzimatik veya spontan bozunumundan meydana gelmekte ve insan 

vücudunda yaygın bir şekilde bulunmaktadır. Yüksek zar geçirgenliğine sahip olan ve 

çeşitli patofizyolojik süreçlerde rol oynayan H2O2, insan plazmasında mikromolar 

düzeylerde bulunmakta; bazı durumlarda ise milimolar konsantrasyonlara 

çıkabilmektedir. Vasküler yapılar üzerinde H2O2’ in kasıcı ya da gevşetici etkiler 

oluşturduğu gösterilmiştir. Artmış H2O2 seviyesi ile oksidatif stres meydana gelmekte 

ve endotel disfonksiyonu gibi patolojik durumlar ile sonuçlanabilmektedir. Gebelik 

süresince oluşan plasental oksidatif stres preeklampsi, eklampsi, embriyopatiler, fetal 

büyüme kısıtlaması, preterm doğum, düşük doğum ağırlığı ve spontan düşüklere yol 

açabilmektedir. 

Umbilikal kordun otonom inervasyonu olmadığı için endojen veya ekzojen 

vazokonstriktör ya da vazodilatör maddeler fetoplasental vasküler tonusun 

kontrolünde önemli rol oynamaktadır. Gebelerde fetal dokular ve plasentadan da 

salgılanan leptinin gebelik süresi ile artan düzeyde umbilikal arter ve venden alınan 

kan örneklerinde bulunduğu gösterilmiştir. Bu çalışmanın amacı izole insan umbilikal 
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arterinin bazal tonusu ve H2O2’ ye bağlı kasılma cevapları üzerine leptin hormonun 

etkileri ve bu etkilerde nitrik oksit’ in (NO) rolünü araştırmaktır. Artan oksidatif stres 

durumunda leptinin umbilikal arterler üzerine olan direkt etkileri ile ilgili bilgilerin 

yetersiz olması nedeniyle çalışmanın orijinal nitelikte olacağı ve literatüre katkı 

sağlayacağı düşünülmektedir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Leptin  

 Leptin ilk kez 1994 yılında tanımlanmış, adipozitler tarafından sentezlenen, Ob 

(obezite) geninden kodlanan ve molekül ağırlığı 16 kDA olan protein yapıda bir 

hormondur [1]. Leptinin bulunması ile adipoz dokunun sadece yağ için bir depo 

fonksiyonu olmadığı, aynı zamanda önemli bir endokrin bez işlevi olduğu ortaya 

çıkmıştır. Leptinin önceleri sadece beyaz adipoz dokusundan sentezlendiği 

düşünülürken, sonraki çalışmalarda kahverengi adipoz dokusu, hipotalamus, pituiter 

bez, gastrik epitelyum, iskelet kası gibi diğer dokularda da sentezlendiği bulunmuştur 

[2]. 

İştahı azaltarak ve metabolik süreçleri değiştirerek vücut ağırlığında azalma 

oluşturan [3-5] leptin, kardiyovasküler ve üriner sistemde homeostazin 

sürdürülmesinde, pubertenin başlangıcının kontrolünde, hipotalamik-hipofizer 

fonksiyonların regülasyonunda, insülin direncinde, termogenezde, nöroendokrin 

(büyüme hormonu, tiroid ve adrenal) sistemde ve immun fonksiyonların 

düzenlenmesinde önemli rol oynamaktadır [6]. Ayrıca, hematopoez, gastrointestinal 

fonksiyonların düzenlenmesi, anjiogenez, osteogenezis [7] ve akciğer gelişimi [8] gibi 

olaylarda da fizyolojik etki göstermektedir.  

Leptinin fizyolojik olaylarda önemli etkilerinin yanı sıra parkinson, epilepsi, 

serebral iskemi, migren, kognitif gerileme ve demans gibi nörolojik hastalıklar ile 

şizofreni, borderline kişilik bozukluğu, depresyon gibi psikiyatrik bozukluklar ile 

ilişkili olabileceği de bildirilmiştir [9]. Leptin reseptörlerinin beyinde yaygın 

bulunması nedeniyle davranışsal düzenlemeyi etkileyebileceği düşünülmüş, 

insanlarda düşük ve yüksek leptin seviyelerinin psikopatoloji ile bağlantılı olabileceği 

yayınlanmıştır [10]. 

Kan Beyin Bariyeri ni aktif olarak geçebilen, kanda serbest ve proteine bağlı 

olarak bulunan leptin aktivitesinden serbest formun sorumlu olduğu ve obez bireylerde 

serumdaki leptinin çoğunlukla serbest formda olduğu bulunmuştur. Leptinin 

yarılanma ömrü insanlarda yaklaşık 25 dakika, sıçanda 3-10 dakika arası ve farelerde 

ise 1-3 saat arasındadır [6].  
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Zayıf deneklerde leptin serbest form olarak düşük seviyelerde (5-15 ng/mL) 

dolaşmakta ve bağlayıcı proteinlere bağlanmaktadır [11]. Yapılan başka bir çalışmada 

leptinin plazmada ve diğer dokularda radioimmünoassey yöntemiyle ölçülmüş ve 

normal sağlıklı erişkinlerde plazma leptininin fizyolojik sınırları 5-20 ng/ml 

düzeylerinde olduğu bulunmuştur [12]. Diğer bir çalışmada ise, leptinin fizyolojik 

konsantrasyonun 250 pmol/l (2,5.10-10 M) ya da 4ng/ml, obezlerdeki konsantrasyonun 

625 pmol/l olduğu saptanmış, normal leptin konsantrasyonunun 3-5 ng/ml ve morbid 

obez insanlarda ise 90-95 ng/ml düzeylerinde seyrettiği raporlanmıştır [13].  

Dolaşımdaki leptinin öncelikle böbrekler tarafından elimine edildiği, renal 

tübüllerde metabolik degradasyon ve glomerüler filtrasyon ile hızlıca dolaşımdan 

uzaklaştırıldığı bulunmuştur [14].  

Leptin düzeyinin temel belirleyicisi vücut yağ kitlesi ve vücut kitle indeksi 

(VKİ)’ dir. Ancak farklı faktörler leptin salınımı üzerinde etki etmektedirler. İnsülin, 

glukokortikoidler ve prolaktin leptin sentezi üzerine pozitif etki ederken tiroid 

hormonlari, büyüme hormonu, somatostatin, serbest yağ asidleri, uzun süre soğuğa 

maruz kalma ve katekolaminler leptin sentezi üzerine negatif etki göstermektedirler 

[7]. Yağ ve VKİ’ ye göre yağ dokusunun toplam kütlesi ve serum leptin düzeyleri 

arasında doğru orantı vardır [6]. Leptin yağ hücre sayısı ve yağ hücre büyüklüğü 

oranında organizmada üretilir ve plazma leptin seviyesi vücut yağ kitlesini 

yansıtmaktadır [15].  

Kan leptin düzeyini etkileyen faktörlerden bir diğeri ise cinsiyettir. Normal 

kilolu kadınlarda serum leptin seviyesinin yine normal kilolu erkeklere göre daha 

yüksek olduğu gösterilmiştir. Bu durum kadınlarda yağ dokusu fazlalığı ve 

ciltaltı/visseral yağ oranının daha fazla olması [16] ve yapılan bir çalışmada erkeklerde 

testosteronun leptin seviyesini baskılamasının bulunması [17] ile açıklanmaktadır. Bu 

çalışmanın bulgularını destekleyen başka bir çalışmada ise VKİ’ ye bağlı olmaksızın 

kadınlarda serum leptin seviyesinin erkeklere göre 2 kat daha yüksek olduğu 

bulunmuştur. Benzer şekilde obez kadınlarda da obez erkeklere göre leptin seviyesinin 

yüksek olduğu bulunmuştur [18].   
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2.2. Umbilikal Kord 

                          

                       

 

 

Şekil 1. Zamanında doğum olayı gerçekleşmiş umbilikal kord kesiti.  

a-) Amniyotik Epitelyum 

b-) Sub-amniyotik Wharton Jeli 

c-) Wharton Jel İçi 

d-e-) Sirküler ve Longitudinal Vasküler Kas Tabakası 

f-) Vasküler Endotelyum 

ua-) Umbilikal Arter 

uv-) Umbilikal Ven 

 

Umbilikal kord fetüse kan ile besin transportundan sorumlu olan ve fetüs ile 

plasenta arasında bağlantı kuran organ olarak bilinmektedir. Şekil 1’ de [19] de 

görüldüğü gibi zamanında doğum olayı gerçekleşmiş insan umbilikal kordda iki arter 

bir venin etrafında sarılı şekilde olmak üzere üç adet kan damarı bulunmaktadır. Bu 

damarlar su, glikozaminoglikanlar, proteoglikanlar ve kollajen fiberlerden zengin, 

yoğun bir extraselüler matriks ile az miktarda mezenkimal stromal hücrelerden 

oluşmuş mukoz bir doku olan Wharton Jeli ile çevrilidir [20,21].  
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Kordun bağ dokusu veya Wharton jeli ekstraembriyonik mezoblastlardan 

köken almaktadır. McKay ve ark. [22] embriyo dışı keseleri içinde bulunduran bir 

boşluk olan ekzokölomdaki bu jöle benzeri yapıyı dokunulduğunda sıvılaşmasından 

dolayı ‘tiksotropik jel’olarak adlandırmıştır.  

Doğumda yaklaşık 50-60 cm uzunluğunda ve 12 mm çapında olan matur kord 

100 cm’ den uzun ve 30 cm’ den kısa olabilmektedir [23]. Umbilikal kordun vasküler 

düz kası umbilikal ve plasental dolaşım düzenlenmesinde önemli rol oynamaktadır. 

Yapılan araştırmalarda plasentanın nevral bir kaynağa sahip olmadığı [24] ve intrafetal 

segment haricinde umbilikal kordun otonom inervasyonu olmadığı bulunmuştur [25].  

Yapılan çalışmalarda hamile kadınların uterus amniyon hücreleri ile plasenta 

trofoblast gibi non-adipoz dokuların leptin ürettiği ve üretilen leptinin amniyotik 

sıvıya sekrete edildiği tespit edilmiştir [26]. Hamilelik esnasında üretilen leptinin aynı 

zamanda meme bezlerindeki sekretuar epitalyal hücreler tarafından da üretildiği [27] 

ve leptinin dolaşımdan süte geçtiği daha sonra da emzirme yoluyla bebeğin kanına 

transfer edildiği gösterilmiştir [28].  

Fetoplasental dolaşımdaki leptinin yerini araştıran bir çalışmada umbilikal 

arterde leptin seviyesi ortalama 9.8 ng/ml; umbilikal vende ise ortalama 12.9 ng/ml 

olarak ölçülmüştür. Umbilikal arter düzeyi ven düzeyine göre düşük olduğu tespit 

edilen leptinin umbilikal korddaki seviyesinin maternal ven leptin seviyesinden 

(ortalama 29.5 ng/ml) de düşük olduğu gösterilmiştir [29].  

 

2.3. Vasküler Yapılar  

 Kan damarları tek katmanlı endotelyal hücrelerin oluşturduğu tunica intima, 

vasküler düz kasların oluşturduğu tunica media (adventisya olarak da adlandırılır) ve 

tunica externa olmak üzere üç tabakadan oluşur (Şekil 2) [30]. 
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Şekil 2. Arteriyel duvarın yapısı. 

 

Endotel hücrelerin tek katmanlı intimal tabakası, en küçük kapillerden gelen 

tüm damar dallarını kaplayarak tüm damarların iç yüzeyini oluşturur ve bu da lümende 

kan ile çevredeki dokular arasında bir bariyer görevi üstlenir. Damar düz kas tabakaları 

ise kan damarlarının daralmasına ve dilatasyonuna aracılık eder [31]. Endotel hücreleri 

fiziksel, biyolojik ve kimyasal uyaranlara yanıt olarak bir dizi otokrin ve parakrin 

maddelerin dengeli salınması yoluyla vasküler homeostazı koruma işlevini yerine 

getirir [32]. Vasküler tonusun kontrolü, kan hücre trafiği, doğal ve kazanılmış 

bağışıklık ve hemostaz gibi birçok fizyolojik fonksiyonlarda önemli bir rol oynadığı 

bilinen endotel, prokoagülan ve antikoagülanlar, inflamatuar ve antiinflamatuar 

faktörler, fibrinolitikler ve antifibrinolitikler, oksitleyici ile antioksidan maddeler, 

vazodilatörler, vazokonstriktörler ve diğer faktörler gibi vazoaktif faktörleri 

üretebilme kapasitesine sahiptir [33].  

Vasküler endotel, endotelden vasküler düz kasa vazokonstriktör ve vazodilatör 

maddelerin salıverilmesi ile vasküler tonusun ve yapının lokal olarak düzenlenmesinde 

anahtar rol oynar. Endotelin, anjiotensin II, Tromboksan A2, prostaglandin H2, etkisini 

prostasiklin üretimini baskılayarak eNOS üretimini azaltması sonucu ortaya çıkaran 

yüksek konsantrasyonlu reaktif oksijen türleri vazokonstriksiyon; NO, endotel 

kaynaklı hiperpolarizan faktör, prostasiklin gibi faktörler vazodilatör etkilerini esas 

olarak serbest sitozolik kalsiyum konsantrasyonunda [Ca+2]i belirgin değişmeler 

yapması sonucu ortaya çıkarmaktadır [34].  
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2.4. Reaktif Oksijen Türleri ve Hidrojen Peroksid (H2O2) 

 Süperoksit Radikali (O2 
-), Hidroksil Radikali (OH·) ve Hidrojen Peroksid 

(H2O2) gibi Reaktif Oksijen Türleri (Reactive Oxygen Species-ROS) oksijenin kısmi 

indirgenmesiyle oluşan radikal ve radikal olmayan oksijen türlerinden oluşur. 

Hücresel ROS mitokondriyal oksidatif fosforilasyon sürecinde olduğu gibi endojen 

olarak üretilir veya ksenobiyotik bileşikler gibi ekzojen kaynaklarla olan 

etkileşimlerden de ortaya çıkabilir [35].  

Vasküler hücrelerdeki ROS’ un hücre ölümü, diferansiyasyon, kontraksiyon ve 

hücre proliferasyonu gibi birçok hücresel olayların düzenlenmesi yoluyla vasküler 

homeostazda hem fizyolojik hem de patofizyolojik bir rol oynadığı görülmüştür. Bu 

elemental moleküller ateroskleroz, restenoz, hipertansiyon, diyabetik vasküler 

komplikasyonlar ve kalp yetmezliği gibi çeşitli patolojik süreçlere yol açması 

sebebiyle vaskülatür için zararlı kabul edilirler [36].  

 H2O2 en fazla oluşan reaktif oksijen metabolitidir. H2O2’ in dolaşımdaki 

seviyesinin birkaç yüz mikromolar düzeyinde seyrettiği bulunmuştur. Fizyolojik H2O2 

konsantrasyonunun 300 µM olduğu öne sürülmüş [37]; yapılan diğer bir çalışmada 

insan plazmasında 80-480 µM konsantrasyon aralığında bulunduğu, aktive olmuş 

nötrofillerde yoğun H2O2 üretimi ve salınması ile belirli alanlarda H2O2 

konsantrasyonlarının milimolar düzeylere (˃1-2 mM) ulaşabileceği gösterilmiştir [38].  

 Hücre membranını kolayca geçebilmesi ve oldukça potent olan hidroksil 

radikallerini oluşturabilmesi nedeniyle oksidatif strese bağlı fonksiyonel ve metabolik 

disfonksiyon gelişiminde önemli bir maddedir [39]. Bu nedenle in vitro deneysel 

çalışmalarda ortama H2O2 ilavesi oksidatif stres modeli olarak kullanılmaktadır [40-

42]. 

Yapılan çalışmalarda H2O2
’ in, türe, vasküler yatağa ve kontraktil duruma göre 

değişen şekilde damarlarda kasılma veya gevşeme oluşturduğu gösterilmiştir. Ekzojen 

uygulanan H2O2
 ile oluşturulan oksidatif stresin insan umbilikal arter şeritleri 

üzerindeki vazoaktif etkilerini inceleyen bir çalışmada H2O2 konsantrasyona bağlı 

kontraksiyon oluşturmuştur [43].   
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2.5. Nitrik Oksid 

Nitrik Oksid (NO) serbest radikal niteliğinde bir gaz molekülüdür. Canlılardaki 

rolü ile ilgili bulgular 1980 yılında ortaya çıkarılmıştır. İlk defa Furchgott ve Zawadzki 

[44] tavşan aortasında asetilkolinin yol açtığı endotele bağımlı damar gevşemelerinden 

Endotel Kaynaklı Gevşetici Faktör’ ün (EDRF) sorumlu olduğunu göstermişlerdir. 

Damar endotelinden salıverilen bu faktörün daha sonra NO olduğu ortaya 

konulmuştur.  

NO organizmada, Nitrik Oksid Sentaz (NOS) enziminin katalizlediği bir 

reaksiyonla, L-arjinin’ in L-sitrülin’ e dönüşümü sırasında açığa çıktığı bilinmektedir. 

En küçük sinyal molekülü olarak bilinen NO, NOS’ un üç izoformu tarafından 

üretilmektedir. Üç izoform içerisinden birincisi olan Nöronal NOS (nNOS-NOS I) 

merkezi ve periferik nöronlarda ve diğer bazı hücre tiplerinde yapısal olarak eksprese 

edilmektedir. İndüklenebilir NOS (iNOS-NOS II) lipopolisakkaritler, sitokinler veya 

diğer ajanlara yanıt olarak birçok hücre tipinde eksprese edilmektedir. Endotelyal NOS 

(eNOS-NOS III) çoğunlukla endotel hücrelerde eksprese edilmektedir [45].  

NO, vasküler sistemde vazodilatör etki gösterir. Damar endoteli tarafından 

sentezlenen NO, hem bazal koşullarda salgılanarak sürekli damar tonusunu 

düzenlemektedir hem de çeşitli endojen ve ekzojen uyarılarla salgılanabilmektedir. 

Endoteli sağlam damarlarda; asetilkolin, ADP, ATP, anjiotensin II, noradrenalin, 

vazoaktif intestinal peptid, araşidonik asit, P maddesi, histamin, bradikinin, serotonin, 

endotelin, trombin, vazopresin, basınç, damar çeperindeki sürtünme stresi (shear 

stress), NO salgılanmasını uyararak gevşemeye neden olur [46].  

Yarılanma zamanı 4-6 saniye ve lipofilik olan vazodilatör özellik gösteren, 

platelet agregasyonunu inhibe eden ve endotel hücrelere lökositlerin adezyonunu 

önleyen NO’in üretimi, NG-nitro-l-arginine-methyl-ester (L-NAME) tarafından inhibe 

olmaktadır. L-arjinin analoğu olan L-NAME’ in NOS’ a kompetetif bir şekilde 

bağlanarak NO’ in üretimini azalttığı gösterilmiştir [47]. Deneysel çalışmalarda ise 

endotel kaynaklı NO üretimine bağlı gevşeme yanıtları L-NAME ile bloke 

edilmektedir.  
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Genel 

Yapılan bu çalışmada Necmettin Erbakan Üniversitesi Meram Tıp Fakültesi 

Kadın Hastalıkları ve Doğum Anabilim Dalı’ nda miadında olan doğumlardan tıbbi 

atık olarak ayrılan umbilikal kordon örnekleri kullanıldı. Soğuk Krebs-Henseleit 

Solüsyonu (KHS) içinde Tıbbi Farmakoloji Laboratuvarına getirilen umbilikal 

kordonlardan izole edilen arterler, çevre dokulardan temizlenerek 3-4 mm genişliğinde 

halka preparatlar hazırlandı. Hazırlanan umbilikal arter halkaları sıcaklığı 37°C’ de 

sabit tutulan %95 O2-%5 CO2 karışımı ile sürekli gazlandırılan KHS solüsyonu içeren 

10 ml’lik izole organ banyolarına alındı. Dokular 1 gr istirahat gerilimi altında 60 

dakika süreyle dinlendirildi ve bu süre boyunca dokular 15 dakika aralıklarla KHS ile 

yıkandı. Dinlenme periyodunun bitiminde uygulanan ajanlara alınan cevaplar bir 

transdüser (BIOPAC MP36, California USA) yardımı ile izometrik olarak (Commat, 

Ankara, TÜRKİYE) kaydedildi.  

 

3.2. Deneysel Prosedür 

Çalışmanın ilk grubunda leptinin umbilikal arter halkalarında bazal tonus 

üzerine etkileri araştırıldı. Bu amaçla 10-3 M H2O2 ile maksimum kasılma cevapları 

alındıktan sonra dokular yıkanarak dinlendirildi ve bazal tonus düzeyinde banyoya 

kümülatif olarak ilave edilen leptin (10-11 M- 10-7 M) ile konsantrasyon-cevap eğrileri 

elde edildi. Bazı dokular leptin ilavesinden önce 20 dk süreyle nitrik oksit sentez 

inhibitörü Nɯ-nitro-L-arginin metil lester (L-NAME, 10-4 M) ile inkübe edildi. 

Çalışmanın diğer bölümünde H2O2 ile kasılan umbilikal arter halkalarında 

leptinin etkileri araştırıldı. Banyoya 10-3 M H2O2 ilave edilerek kasılma cevapları 

alındı. Kasılma cevapları maksimum düzeye ulaştığında ortama kümülatif tarzda 

leptin (10-11 M- 10-7 M) ilave edilerek konsantrasyon-cevap eğrileri kaydedildi. Bazı 

dokular leptin ilavesinden önce 20 dk süreyle 10-4 M L-NAME ile inkübe edildi.  

Diğer çalışma gruplarında ise leptin ile inkübe edilen dokularda H2O2
’ ye bağlı 

kasılma cevapları araştırıldı. Bu amaçla H2O2 (10-9- 10-3 M) ile kümülatif 

konsantrasyon-cevap eğrileri alındıktan sonra dokular yıkanarak dinlendirildi. H2O2 
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ile ikinci konsantrasyon-cevap eğrisi alınmadan önce ortama 10-10 M leptin ilave 

edilerek 20 dk süreyle inkübasyon yapıldı. Aynı prosedür 10-7 M leptin ile tekrarlandı.  

 

3.3. Kullanılan Kimyasallar 

 Human Recombinant Leptin (Sigma) 

 Hidrojen Peroksid (H2O2, Merck) 

 Nɯ-nitro-L-arginin metil lester (L-NAME, Sigma)  

            Krebs-Henseleit Solüsyonu (KHS) [mM]: NaCl 118.3; KCl 4.69; KH2PO4 

1.18; CaCl2 1.25; MgSO4 1.17; NaHCO3 25.0; Glikoz 11.1 

  

3.4. İstatistiksel Yöntemler 

 Çalışmada uygulanan ajanlara alınan cevaplar 10-3 M H2O2 ile alınan 

maksimum kasılma cevabının yüzdesi (%) şeklinde değerlendirildi. İkinci grupta 

leptin varlığında H2O2 kasılmalarındaki değişimler; üçüncü grupta ise H2O2 için Emax 

(% maksimum kasılma) ve pD2 (%50 oranında kasılma oluşturan konsantrasyonun 

negatif logaritması) değerleri hesaplandı.  

Elde edilen veriler bilgisayar ortamına aktarılarak SPSS 17.0 (SPSS Inc., 

Chicago, IL, USA) paket programı yardımıyla analiz edildi. Tamamı sürekli sayısal 

nitelikte olan verilerin normal dağılıma uygunluğu Shapiro-Wilk testi ile belirlendi. 

Tümü normal dağılıma uygun olan verilerin özetlenmesinde aritmetik ortalama ± 

standart sapma (SD) kullanıldı. Grupların karşılaştırılması amacıyla bağımsız 

gruplarda Student t testi uygulandı. Analizlerde p˂0.05 bulunduğunda aradaki farkın 

istatistiksel olarak anlamlı olduğu kabul edildi.  
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4. BULGULAR 

 

10-3 M H2O2 umbilikal arter halkalarında tekrarlanabilir nitelikte ve zamana 

bağlı değişim göstermeyen kasılma cevapları oluşturdu. Umbilikal arter halkalarının 

bazal tonusu üzerine leptinin etkilerinin araştırıldığı bölümde, kümülatif tarzda 

banyoya uygulanan leptin (10-11 – 10-7 M) dokuların bazal tonusunu etkilemedi.  

Benzer şekilde L-NAME ile inkübe edilen dokularda da kümülatif leptin ilavesi 

dokuların bazal tonusunu değiştirmedi.  

   Diğer grupta H2O2 ile kasılan umbilikal arter halkalarında leptinin gevşetici 

etkileri araştırıldı. 10-3 M H2O2 ile maksimum kasılma cevabı alındıktan sonra organ 

banyosuna kümülatif olarak uygulanan leptin konsantrasyona bağımlı olarak umbilikal 

arter halkalarında gevşeme oluşturdu (p<0.05 n=8; Tablo 1). Organ banyosuna 10-4 M 

L-NAME ilave edilmesi H2O2’ye bağlı kasılma cevapları üzerine leptinin 10-11 ve 10-

10 M konsantrasyonlarında gözlenen gevşeme cevaplarını etkilemedi. Leptinin 10-9
, 10-

8 ve 10-7 M konsantrasyonlarda umbilikal arter şeritlerine oluşturduğu gevşeme 

cevaplarını ise anlamlı olarak azalttı (p<0.05 n=8; Tablo 1; Şekil 3).    

 

 

 Leptin10-11 M Leptin10-10 M Leptin10-9 M Leptin10-8 M Leptin10-7 M 

Kontrol 95.12±4.94* 88.50±5.90* 78,62±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. H2O2 (10-3 M) ile kasılan insan umbilikal arterinde leptin (10-11–10-7 M) varlığında alınan 

cevaplar (n=8). 

(10-3 M H2O2   ile alınan maksimum kasılmanın yüzdesi olarak ifade edilmiştir.)  

*10-3 M H2O2   kasılmasına göre p<0.05 

**kontrol leptin değerlerine göre p<0.05 

 

 

 



13 
 

 

Şekil 3. İnsan umbilikal arter halkalarında H2O2 (10-3 M) ile alınan kasılma cevapları üzerine leptinin 

(10-11 -10-7 M) etkileri (kontrol) ve L-NAME varlığında değişimleri (n=8). 

 

Leptin ile inkübe edilen umbilikal arter halkalarında H2O2’nin etkilerinin 

araştırıldığı bölümde leptin 10-10 ve 10-7 M konsantrasyonlarda kullanıldı. Kümülatif 

olarak uygulanan H2O2 (10-9–10-3 M) umbilikal arter halkalarında tekrarlanabilir 

nitelikte ve zamana bağlı değişim göstermeyen kasılma cevapları oluşturdu.  

Dokuların 10-10 M ve 10-7 M leptin ile inkübe edilmesi kümülatif uygulanan H2O2’nin 

pD2 (- log EC50) ve Emax değerlerini değiştirmedi (n=7 Tablo 2).     

 

 

 Leptin10-10 M Leptin10-7 M 

Emax  102.57 ± 7.09  103.71±10.09 

pD2  5.323 ± 0.34  5.768 ± 0.581 

    

Tablo 2. Leptin ile inkübe edilen insan umbilikal arterinde H2O2 (10-9 -10-3 M) için hesaplanan Emax ve 

pD2 (- log EC50) değerleri (n=7). 

(10-3 M H2O2   ile alınan maksimum kasılmanın yüzdesi olarak ifade edilmiştir.)  
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5. TARTIŞMA 

  

 İzole insan umbilikal arterinde yapılan bu çalışmada; leptin dokuların bazal 

tonusunu değiştirmemiş, H2O2 ile önceden kasılan arterlerde ise gevşeme 

oluşturmuştur. Ortama iki farklı konsantrasyonda leptin ilave edilmesi kümülatif 

uygulanan H2O2 ile alınan kasılma cevaplarını etkilememiştir.  

 Fetal dolaşım sırasında insan plasentasının otonom uyarımı ve sinirleri yoktur 

[25]. Bu nedenle umbilikal damar tonusunu etkileyen endojen veya ekzojen maddeler 

umbilikal-plasental dolaşımın düzenlenmesi ve fetüsün gelişimi açısından önemlidir 

[48]. Vazoaktif bir hormon olan leptinin, adipoz doku yanı sıra gebelerde fetal dokular 

ve plasentadan da salgılandığı ve umbilikal arter ve venden alınan kan örneklerinde 

gebelik süresince artan düzeyde bulunduğu gösterilmiştir [49,50].  

 Normal hücresel oksidatif metabolizmanın yan ürünü olan H2O2, en fazla 

oluşan ve hücre membranını kolayca geçebilen reaktif oksijen metabolitidir. 

Fizyolojik şartlarda, katalaz ve glutatyon peroksidaz tarafından suya indirgendiğinden, 

H2O2 nadiren birikir. Ancak bazı patolojik durumlarda H2O2 konsantrasyonu milimolar 

düzeylere ulaşabilmektedir [38]. Damarlarda düz kas ve endotel hücrelerinde de 

oluşabilen H2O2’ in ekzojen olarak ortama ilavesi in vitro deneysel çalışmalarda 

oksidatif stres modeli olarak kullanılmaktadır [40].  

 Bu çalışmada H2O2 ile önkasılma oluşturulan umbilikal arter halkalarında 

leptin konsantrasyona bağlı tarzda gevşeme cevapları oluşturmuştur. Bu bulgu insan 

umbilikal arterinde oksidatif strese bağlı kasılma cevapları üzerine leptinin gevşetici 

etki oluşturduğunu göstermektedir. Bulgularımızla uyumlu olarak, norepinefrin ile 

kasılmış insan internal mamarian arter halkalarına 1 µM leptin uygulanması gevşeme 

oluşturmuştur [51]. Benzer şekilde aynı çalışma içerisinde hem izole Wistar rat, hem 

de zayıf Zucker rat ve mongrel köpek koroner arteriyollerinde leptin, konsantrasyona 

bağımlı olarak vazodilatasyon yapmıştır [52].  

 Endotel hücrelerinde L-arjinine nitrik oksit sentez enziminin etkimesiyle NO 

oluştuğu ve oldukça lipofilik olan bu maddenin, düz kas tabakasında guanilat siklazı 

aktive ederek gevşeme oluşturduğu bilinmektedir [53]. Vasküler düz kas ve endotel 

hücrelerinde leptin reseptörlerinin varlığı gösterilmiş [54] ve leptine bağlı 

vazodilatasyonla endotelyal faktörlerin rolü araştırılmıştır. Fenilefrin (10-6 M) ile 
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kasılan tavşan aort halkalarında yapılan bir çalışmada 10-12 -10-9 M konsantrasyon 

aralığında leptin uygulanmış, oluşan vazodilatasyona NO’ in aracılık ettiği 

gösterilmiştir [55]. İzole rat aortasında yapılan başka bir çalışmada ise endotel 

tabakasının zedelenmesi fenilefrinle kasılmış dokunun leptine verdiği gevşeme 

cevabını ortadan kaldırmış ve 10-4 M NO sentez inhibitörü L-NAME leptine bağlı 

gevşeme cevaplarını inhibe etmiştir [56]. Fenilefrinle kasılan rat mezenterik arterinde 

de benzer şekilde NO-bağımlı gevşeme cevapları ortaya çıkmıştır [57]. Sunulan bu 

çalışmada, insan umbilikal arter halkalarının L-NAME ile inkübe edilmesi leptinin 

düşük konsantrasyonlarında (10-11 ve10-10) alınan gevşeme cevaplarını etkilememiş; 

10-9 -10-7 M konsantrasyonlarında ise leptine bağlı gevşeme cevaplarında kısmen fakat 

anlamlı inhibisyon oluşturmuştur. Bu sonuçlar insan umbilikal arterinde oksidatif 

strese bağlı kasılma cevapları üzerine leptinin yüksek konsantrasyonlarında gözlenen 

gevşeme cevaplarına kısmen NO’ in aracılık ettiğini göstermektedir. 

 Buna karşın, insan safen veni ve internal mamarian arterinde yapılan bir 

çalışmada endotel tabakasının zedelenmesi veya NO sentezinin inhibe edilmesi leptine 

bağlı gevşeme cevaplarını etkilememiştir. Araştırıcılar, leptinin endotelden bağımsız 

mekanizmaları da aktive ettiğini öne sürmüşlerdir [58]. Fenilefrin (10-6 M) ile ön 

kasılma uygulanmış rat aortik ve mezenter arter halkalarına 10-13 – 5 x 10-10 M doz 

aralığında insan rekombinant leptin uygulanmış ve doza-bağımlı gevşeme cevapları 

gözlenmiştir. Aortik halkalarında oluşan leptine bağlı vazodilatasyon 3 x 10-4 M L-

NAME ile bloke edilmiş, mezenterik arterde ise L-NAME inhibitör etki 

göstermemiştir [59]. Leptinin insanların önkol dolaşımına etkilerini araştırmak için 

yapılan bir çalışmada NO sentez inhibitörü varlığında ve yokluğunda intra-arteriyel 

leptin infüzyonu gerçekleştirilmiştir. 1, 10 ve 100 ng/kg/dak leptin infüzyonu NO 

sentez inhibitörü varken ve yokken önkol kan akışında anlamlı bir artış ve önkol 

vasküler rezistansta anlamlı bir düşüşe sebep olmuştur. Araştırıcılar, leptinin NO-

bağımsız bir mekanizma ile vazodilatasyon oluşturduğunu öne sürmüşlerdir [60].  

 Bu çalışmada kümülatif uygulanan leptin insan umbilikal arterinin bazal 

tonusunu etkilememiştir. Ayrıca dokuların bazal tonus düzeyinde leptinin çalışmada 

kullanılan düşük ve yüksek konsantrasyonları ile inkübe edilmesi de kümülatif 

uygulanan H2O2 ile alınan kasılma cevaplarını etkilememiştir. Her iki çalışma 

grubunda, umbilikal arter halkalarının leptin yanı sıra L-NAME inkübasyonu bu 

sonuçları değiştirmemiştir. İzole insan internal mamarian arter halkalarında da 1 µM 
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leptin bazal tonus üzerinde anlamlı bir değişikliğe yol açmamıştır [51]. Lembo ve ark. 

[59] rat mezenterik arteri ve mezenterik aortunda yaptığı çalışmada leptinin bazal 

tonusu anlamlı olmayan düzeyde azalttıklarını yayınlamışlardır.  

 Bu araştırmaların aksine spontan hipertansif ratların pulmoner arter ve torasik 

aortasında yapılan bir çalışmada kümülatif olarak uygulanan leptin torasik aortada, 

pulmoner artere göre daha fazla olmak üzere kasılma oluşturmuştur [61]. Diğer bir 

çalışmada ise izole rat aort düz kas hücrelerinin 48 saat süreyle 10-7 M leptin ile 

inkübasyonu 12. saatten sonra düz kas hücrelerine Endotelin-1 bağlanmasını 

artırmıştır. 10-9 – 10-7 M leptin varlığında ise düz kas hücrelerinde ETAR protein 

seviyesinde artış tespit edilmiştir. Leptinin bu konsantrasyonlar aralığında Endotelin-

1 seviyesinde yükselmeye sebep olmasından dolayı vazokonstriksiyon yapabileceği de 

öne sürülmüştür [62].  
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 

 Sunulan bu çalışmada insan umbilikal arterinde H2O2’ e bağlı kasılma 

cevapları üzerine leptin ilavesi, uygulanan tüm konsantrasyonlarda anlamlı olarak 

gevşeme cevapları oluşturmuştur. Leptin yüksek konsantrasyonlarında gözlenen 

gevşeme cevaplarının L-NAME ile kısmen fakat anlamlı inhibisyonu bu gevşemelere 

NO’ in aracılık ettiğini göstermektedir. Ayrıca umbilikal arterlerin bazal tonusu ve 

bazal tonus düzeyinde uygulanan H2O2 kasılmaları üzerinde leptinin inhibitör etki 

oluşturmadığı saptanmıştır.  

 Umbilikal-plasental dolaşımın düzenlenmesinde endojen vazoaktif maddelerin 

etkileri önemlidir ve vazoaktif bir hormon olan leptin düzeyi gebelik süresince artış 

göstermektedir. Bu nedenle, endojen olarak bulunan diğer vazokonstriktör ajanlar 

varlığında umbilikal damarlarda leptinin etkileri ve etki mekanizmalarının incelenmesi 

amacıyla yeni çalışmalar yapılabilir.  
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