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1. OZET

Ob gen iirlinii polipeptid yapili leptin hormonunun bilinen en temel
fonksiyonu, hipotalamus .aracilifiyla besin alinimini baskilamasi ve bedende enerji
kullanimini arttirmasidir. Leptin yapisindan ve hiicre iginde etkiledigi yolaklardan
dolay1 sitokin olarak kabul edilmektedir. Leptin reseptérleri bir ¢ok dokuda
bulunmakla birlikte son yapilan ¢aligmalarda beyindeki glia hiicrelerinin de leptin
reseptorleri igerdigi ortaya konmustur. Giinlimiizde leptinin sadece besin alinimina
ve enerji kullantmina etki etmedigi; bu etkilerin yan1 sira apoptosize karsi hiicreleri
korudugu, inflamasyonda rol aldig1 ve ¢esitli hiicre tiplerinin ¢ogalmasini uyardigina
dair yapilmig bir gok ¢aligma bulunmaktadir. Ayrica leptin uygulamasinin farelerde
ve insanlarda antioksidan savunma sistem elemanlarini arttirdigi gsterilmigtir.
Ancak, leptin uygulamasinin gesitli hiicre kiilttirlerinde oksidatif stres yarattigina dair

var olan ¢aligmalar, leptinin antioksidan mi yoksa oksidan mi oldufu sorusunu

giindeme getirmigtir.

Calismamizda, 1-3 giinliik yavru si¢an beyin 6n lobundan elde edilen glia
hiicrelerinin 24 saatlik kiiltiirleri baslangicinda 1, 10, 100 ve 1000 ng/ml leptin
uygulamasinin hiicre gogalmasina etkisini aragtirdik. Hiicre gogalmasint belirlemek
icin canli hiicre yogunlugunu saptayan 3-(4,5-D-methylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide, thyazolyl blue (MTT) y&ntemi uygulandi.

Leptinin hidrojen peroksit (H;0,) toksisitesi lizerinde koruyucu etkisinin
olup olmadiginu belirlemek i¢in sncelikle hiicrelere 10 ile 1000 pM arasi dozlarda 3
saat siireyle uygulandi. Hiicrelerin yaklagik % 75’ini 6ldiiren HO, dozu 100 pM
olarak belirlendi. Bu dozdaki H,O; ile birlikte leptin veya koruyucu oldugu bilinen
glutatyon (GSH) 100 ile 8000 uM arasi dozlarda 3 saat uygulandi. 24 saat sonra
MTT yontemi kullamlarak hiicre canlilifina bakilda.

Glia hiicre kiiltiirtine 24 saat slireyle uygulanan leptin dozlarinin hiicre

cogalmasina olumlu ya da olumsuz bir etkisi olmamistir. Ayn sekilde leptin 100 pM



H,0;’in neden oldugu toksisiteyi ortadan kaldirmamugtir. Fakat GSH 100 uM’dan
itibaren H,O,’in neden oldugu toksisiteye kars: koruyucu etki g6stermeye baglamis
ve 500 ile 8000 pM aras1 GSH, H,O,’in neden oldugu toksisiteyi tamamen ortadan
kaldirmigtir (p<0.001).

Anahtar Kelimeler: Leptin, Glia, Oksidatif Stres, Hidrojen peroksit, Antioksidan,
Cogalma



2. SUMMARY

The most known function of the ob gene product leptin, a polipeptide, is
to inhibit food intake and increase energy expenditure via hypothalamus. Leptin is
accepted as a cytokine because of its structure and the signaling pathways that leptin
influences within the cell. Many human tissues have leptin receptors. Leptin
receptors are also found in the brain. Currently, there are numerous studies indicating
that leptin has involved in not only energy expenditure and food intake, but also in
protection against apoptosis, in inflammation and in stimulation of proliferation in
many cell types. Antioxidant defense system elements in human and mouse are
increased with the treatment of leptin. On the other hand, leptin treatment increases
the oxidative stress in many cell culture studies. This contradiction evoked a question

of whether leptin acts as an oxidant or antioxidant on glial cells.

We investigated the effects of 1, 10, 100 and 1000 ng/ml leptin doses on
proliferation of glial cells that were obtained from 1-3 day old rat brain frontal lobe.
We used 3-(4,5-D-methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, thyazolyl
blue (MTT) medhod for the determination of cell proliferation.

Glial cells were firstly treated with 10-1000 pM H,O, for 3 hours to
determine whether leptin is an antioxidant or oxidant. The dose of H,O, that kills 75
% of cells is found to be 100 uM. Combined with 100 uM H,0,, leptin or well
known antioxidant GSH at 100-800 pM were applied to the cells for three hours.
After 24 hours, we determined the survival of the cells by using MTT method.

The treatment of glial cells with respective leptin doses for 24 hours did
not show any negative or positive effect on cell proliferation. Leptin could not also
eliminate the toxicity of HxO,. However, GSH from 100 pM started to show
protective effect against toxicity of HyO; and the GSH doses between 500-8000 uM
completely eliminated toxicity of H,O, (p<0.001).



Key words : Leptin, Glia, Oxidative stress, Hydrogene peroxide, Antioxidant,

Proliferation



3. GIRIS VE AMAC

Ob geni {irlinii olan, 146 amino asitli leptin, 1994 yilinda bulunmus bir
hormondur. Esas olarak yag hiicrelerinden salinmakla beraber, son yillarda iskelet
kasindan, mide fundus mukozasindan ve plasentadan da salindif1 ortaya konmustur.
Son ¢aligmalarda, beyinden de salindigina dair Snemli bilgiler vardir (17). Bilinen en
temel fonksiyonu, hipotalamus aracilifiyla besin almimini azaltmasi ve enerji
kullaniminn  arttirmasidir (39). Leptinin bazi hiicre tiplerinde hiicre ¢ogalmasini
uyardigi ortaya konmustur. Yapilan bir in vivo g¢aligmada pankreatik beta
hiicrelerinin ¢ogalmasim uyardifit ve 1-5 nM dozunda apoptozisi engelledigi
bulunmustur (35). Yine, kiiltlirdeki sican aorta diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasim
uyardig1 gosterilmistir (27). Hematopoetik hiicrelerin de leptinin etki alanina girdigi
bilinmektedir. Kiiltiire edilmis periferik kan monosit hiicrelerinde apoptozise karsi
monositlerin yasam stirelerini arttirdig: ortaya konmustur (33). Ancak bu hormonun
glia hiicrelerinin ¢ogalmas: tizerindeki etkisini aragtiran herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Calismamizin amaglarindan birisi, leptinin yavru siganlardan elde

edilen karigik glia hiicrelerinin ¢ogalmas: tizerine bir etkisinin olup olmadigim ortaya

koymaktir.

Leptinin hiicre ¢ogalmas: iizerindeki etkilerinin yani sira, antioksidan
etkilere sahip oldugu konusunda da veriler vardir. Midede etanol ile olugturulan iilser
modelinde koruyucu oldugu ve antioksidan enzim diizeylerini yiikselttigi
gosterilmistir (6). Obez siganlarda, zay:if siganlara gére diigiik olan antioksidan enzim
diizeyleri leptinle muamele sonucu normal diizeylerine dSnmstiir (28). Yapilan bir
diger ¢alismada, tiimor nekrosiz faktor alfamn (TNF o) neden oldugu apoptotik hiicre
6liimiine kars1 koruyucu etki géstermektedir (38). Bu bulgulara zit olarak, sistemik
leptin artiginin oksidatif strese yol agtif1 ve antioksidan sistemin zayiflamasinda roli
olabilecegi diisiintilmektedir (2). Insan g&bek kordonu endotel hiicrelerinde
(HUVEC) leptin reaktif oksijen tiirlerini (ROS) arttrnustir. Yine aym g¢aligmada

leptinin bu etkisinin bir antioksidan olan N-asetilsisteinle engellendigi goriilmiistiir



(4). Leptinin antioksidan m1 yoksa bir oksidan mi oldugu konusunda celiskili

yayinlar bulunmaktadar.

Bilindigi gibi, merkezi sinir sisteminde yogun olarak bulunan glia
hiicrelerinin gorevlerinden biri de néronlari korumak ve onlara destek olmaktir. Glia

hiicrelerinin oksidatif strese karsi glutatyon sentezini arttirarak néronlar1 korudugu

gorilmiistiir (42).

Kiiltiirdeki glia hticreleri HyO,’e maruz birakilinca, hiicrelerde nekroz
veya apoptosiz seklinde 61tim olmaktadir. Diger amacimiz, siganlardan elde ettigimiz
kanigik glia hiicre kiiltiirtinde H,O; ile olusturacagimiz strese karst leptinin etkisini,

koruyucu 6zelligi iyi bilinen GSH ile karsilastirmaktr.



4. GENEL BILGILER

4.1. GLIA HUCRELERI

Merkezi sinir sisteminde noronlarin etrafini saran ve onlar1 destekleyen
hiicre grubuna glia denmektedir. Glia hiicreleri gekil olarak noronlardan kiigiiktiir
ama sayl olarak noronlarin 5-10 katidir. Tim beyin hacminin yaklagik yarisim
olusturmaktadir (32). Genel olarak glia hiicrelerinin fonksiyonlar1 agsagidaki gibi
Ozetlenebilir (19,41):

a) Beyin dokusunu olusturacak sekilde destek eleman: olarak gorev yaparlar ve

ndron gruplarini birbirinden ayirirlar.

b) Miyelin kilif olugturarak aksonlari izole ederler ve elektriksel uyanlarin daha

hizli iletilmesini saglarlar.
c¢) Doku hasar1 ve ndron Sliimii sonrasinda doku artiklarim uzaklagtirirlar.

d) Hiicre dis1t alanda K iyon fazlaligimi tamponlar, sinaptik ileti swrasinda

noéronlar tarafindan salinan kimyasal transmiterleri ortamdan uzaklagtinrlar.
e) Gelisim evresinde noron gégline ve akson biiylimesine rehberlik ederler.

f) Beyin kilcal damar ve endotel hiicreleriyle yakin baglantilar kurarak kan

beyin engeli olusumuna katkida bulunurlar.
g) Noronlarn beslenmesine yardimei olurlar.

Glia hiicrelerinin 3 tipi bulunmaktadir.. 1. Astrositler 2. Oligodendrositler 3.
Mikroglia



Astrositler glia hiicre grubunun sayica en fazla ve fonksiyonca da en fazla
oldugu samlamdir. Genel olarak yuvarlak ¢ekirdekleri ve genis, diizensiz
sitoplazmalar1 olan, parlak gorintiilii hiicreler olarak tamimlanmiglardir (41).
Giiniimiizde kabul edilen ayut edici Ozellikleri, sitoplazmalarinda glikojen
taneciklerinin bulunmas: ve ¢ekirdekleri ¢evresinde ve uzantilarinda filament
demetlerinin bulunmasidir. Bu filamentler glial fibril asidik protein (GFAP) adi
verilen maddeden olusmaktadir. Astrositlerin hiicre govdeleri ¢esitli sekillerde
bulunabilmektedir. Astrositlerin gogunlukla uzun uzantilar: vardir. Noronlar tizerinde
uc-ayaklar olustururlar. Kan beyin engeliyle bu ug¢ ayaklar araciligi ile temasta
bulunarak noronlarin beslenmesini saglarlar (19). Hasarli dokuda olusan atiklar
mikroglia hiicreleri ile birlikte uzaklastirarak doku iyilesmesine yardimci olurlar.

Astrositler morfolojik 6zelliklerine gore iki grupta toplanmaktadir (19):

1. Fibroz astrositler (Tip I) : Beyaz cevherde yaygin olarak bulunurlar.
Morfolojik yapilar1 diizensizdir, genelde bir veya birka¢ uzantisi digerlerinden

kalindir.

2. Protoplazmik astrositler (Tip II) : Gri cevherde daha yaygin olarak
bulunurlar. Noronal aktiviteyle ilgili siireglerde yer alirlar. Uyarici amino asit ve
gama aminobiitirik asit (GABA) gibi norotransmiterler igin geri almim

mekanizmalarina sahiptir.

Oligodendrositler astrositlere gore daha az sayida ve daha kigiik
" uzantilari olan hiicrelerdir. Bu hiicreler elektriksel uyarilarin iletimini arttiran miyelin
kilifi olusturarak aksonu gevresinden izole ederler. Oligodendrositler santral sinir
sisteminde, Schwann hiicreleri periferik sinir sisteminde bulunan aksonlarin
¢evresinde miyelin kihf olustururlar. Oligodendrositlerin sitoplazmalar astrositlere

gore daha yogundur, gekirdekleri daha koyudur ve uzantilar: astrositler gibi parlaktir
(32).



Mikroglia, glia hiicreleri i¢inde en kiigiik olan ve enfeksiyon, travma gibi
hastaliklar sirasinda mobilize olan makrofajlardan k6ken alan fagositik hiicrelerdir.
Fizyolojik ve embriyolojik olarak sinir sisteminin diger hiicreleri ile iligkili degildir.
Mikroglialara inaktif hiicreler de denmektedir. Merkezi sinir sisteminin inflamasyonu

ya da hasari durumunda hasarli bolgeye giderek aktif duruma gegerler (32).

4.2. LEPTIN HORMONU

4.2.1. Leptinin bulunusu

1950 yilinda agir1 yeme ve enerji kullamm azligina baglh olarak gelisen
obeziteye genetik bir hasarin yol agtif1 belirlendi. Obeziteye yol agan gene ob geni,
bu gende mutasyon tasiyan farelere de ob/ob adi verildi (10). Bu mutasyon erken
yaglarda ciddi obezite, hiperfaji, diyabet ve enérji tiketiminde azalmaya neden
oluyordu. Kennedy ve arkadaglar1 1953 yilinda yag dokusundan salinan ve beden yag
dokusu depolarinin durumunu beyine bildirerek enerji kullanimini ayarlayan bir
fakt6riin var oldugunu One stirdiiler. Harvey 1958 yilinda kobaylarin dolagiminda
doygunluk veren bir faktériin varligim gosterdi. 1990’1l yillarda yapilan galigmalar
sonucunda, ob/ob sig¢anlarin doymasini saglayan faktérlerden yoksun olduklar
gosterildi. 1994 yilinda da Rockefeller Universitesinden Jeffrey Friedman ve ekibi ob
genini klonladilar. Gen {irlinii olan molekiile Latince zayif anlamina gelen leptos

kelimesinden gelen leptin adini verdiler (39).

4.2.2. Leptin yapist

Ob gen liriinii olan leptin 146 amino asitlidir. Esas olarak yag
hiicrelerinden salinmakla beraber, son yillarda iskelet kasindan, mide fundus
mukozasindan ve hamilelik sirasinda plasentadan da salindigi ortaya konmustur. Son
¢alismalarda, beyinden de salindigma dair 6nemli bilgiler vardir (17). Leptin
mRNA’sina beyinde serebral korteks, serebellum, hipotalamus ve pineal bezde

rastlanmigtir (24). Siganlarda 6 nolu kromozomda bulunan ob geni insanlarda 7.



kromozomun uzun kolunun 31. (7g31) bolgesindedir. Bu genin DNA’s1 15000 baz
¢ifti igerir ve protein sentezini yoneten ana kodlama bdlgelerini kapsayan 3 ekzon ve
2 introna sahiptir. Leptin kodlayan baz dizisi ikinci ve {iglincli ekzonlarda

bulunmaktadir (39). Insan ile sigan leptini %84 benzerlik géstermektedir (17).

Leptinin yapist ve fonksiyonu uzun zincirli sarmal sitokinlerin
(interlskin=IL; IL-6, IL-11, IL-12, graniilosit koloni uyaric1 faktdr gibi) iiyeleriyle
benzerlik gosterdiginden leptinin bir sitokin oldugu kabul edilmektedir (10). Leptin,
beden yag kitlesine orantili olarak esas olarak beyaz yag dokudan salinir. Leptin
{iretim oran1 dogrudan bedendeki yag hiicresi oranina baghdir (17). Serum leptin
diizeyi zayiflara gore obezlerde daha yiiksektir. Normal agirlikh bireylerde serum
leptin diizeyi ortalama 7,5 ng/ml iken obezlerde 31.3 ng/ml’dir. Serum leptin diizeyi
6gleden sonra diisiik olup, gece yanisindan sonra en yliksek degere ulagir. Leptin
salimmi  cesitli  faktorlerle diizenlenmektedir. Obezite, insiilin, TNF-a,
glikokortikoitler ve beslenme ile leptin sentezi ve salmimi artmaktadir. Yemek
sonrasinda insiilin leptin salimmim uyarirken, aglik durumunda insiilin diizeyinin
diismesine bagh olarak leptin diizeyinin distigii diistiniilmektedir. Leptin sentezi
akut enfeksiyonda, sepsisde ve inflamatuar ajanlarca (TNF-a ve IL-1) da artmaktadir
(39). Leptin dolagimda serbest ya da bagli bulunur. Dolagimda leptini baglayan
proteinlerin gorevinin leptini hedef hiicrelere gotiirmek oldugu dusiintilmektedir.
Obezlerde dolasimdaki leptinin biiyik ¢ogunlugu serbest formda iken normal
bireylerde baghh durumdadir (10). Leptinin plazmadan uzaklagtinlmasinda ve
yikilmasinda bobrekler énemli rol oynamaktadir. Bobrekler tiim leptinin % 80’ini
plazmadan uzaklagtirmaktadir. Leptinin yarilanma siiresi yaklagik 25 dakikadir (17).

4.2.3. Leptin reseptorleri (OB-R)

Leptin reseptdri, biiylime hormonu (GH), prolaktin (PRL), eritropoietin
(EPO), IL-3 ve IL-12 gibi smuf I sitokin reseptor ailesine dahil edilmektedir (22).
Leptin reseptorlerinin insanda, farede ve siganda hipotalamus bobrek, akciger,

karaciger, hematopoietik hiicreler, gonadlarda ve glia hiicrelerinde (16) bulundugu

10



gosterilmigtir (37). Leptin reseptoriiniin  alti degisik izoformu bulunmaktadir (Ob-
Rab,c,d,e,f). Bunlar kendi iclerinde kisa ve wuzun formlu olmak iizere
ayrilmaktadirlar. Bunlardan Ob-Rb uzun formlu reseptér formuna girerken digerleri

kisa formlu reseptér sinifina girer (20).

Reseptorlerin hiicre diginda kalan pargalari birbirinin aymsidir. 32-38
amino asitlik sitoplazmik pargaya sahip olan Ob-Ra,c,d,f kisa formlu reseptérlerdir.
Ob-Ra yogun olarak bobrek, akciger, bagirsaklar, kalp, testis, koroid pleksus, beyin
kilcal damarlar ve yag dokuda bulunurken, diisiikk yogunlukta karaciger, iskelet kast
ve pankreatik B hiicrelerinde bulunur (15). Kan beyin engelini gegemeyecek kadar
biiyiik bir molekiil olan leptinin beyne koroid pleksusda yogun olarak sentezlenen
Ob-Ra aracilifiyla tagindigi diistiniilmektedir (10,24). Ob-Rb, 302 amino asitlik
yapistyla en uzun sitoplazmik pargaya sahiptir. Ob-Rb hipotalamusta, serebellumda
(24) ve pankreatik B hiicrelerinde yogun olarak ama dalak, kalp, koroid pleksus,
meme epitel hiicrelerinde (3) ve bobrekte ise diisiik yogunlukta bulunur. Ob-Re ise

soluble form olarak adlandirilir. Fonksiyonu tam olarak bilinmese de dolagimdaki

leptini kendisine baglayan ve hiicre zarlarindaki reseptorlerine tagiyan protein olarak

gorev yaptigi diistiniilmektedir (22).

Leptin reseptorlerinin damar endotel hiicrelerinde (5) ve glia hiicrelerinde
(16) de bulundugu gosterilmistir. Uzun formlu leptin reseptdriiniin leptin aracili
hiicresel olaylarda rol aldig: fakat kisa formlu reseptdriin leptinin kan beyin engelini

endositoz ile agmasinda gorev aldig gosterilmigtir (13).

Farelerden elde edilen uzun formlu reseptdriin 1142 amino asitli oldugu
belirlenmistir. Zar1 kateden bir glikoprotein olup; 817 amino asiti hiicre disinda, 21-
23 amino asiti zar iginde ve 302 amino asiti sitoplazmada bulunmaktadir. Hiicre
disindaki kisum Trp-Ser-X-Trp-Ser igerir (34). Sitoplazmik parga janus kinaz-
transkripsiyon sinyal doniistliriiclisi ve aktive edicisi (JAK-STAT) ile iligki

i¢indedir. Biitlin leptin reseptorlerinin sitoplazmik kisimlarinda motif 1 bulunurken,

11



motif 2 sadece uzun formlu reseptérde bulunur. Motif 2 ye sahip olmayan
reseptorlerin STAT lar1 aktive etme yetenegi yoktur. Motif 1 ve 2’ye sahip olan Ob-
Rb’ye leptin baglandifinda olugan kompleks JAK ve STAT proteinlerini aktive
ederler. Motif 2’nin 6zellikle hiicrelerin ¢ogalmasinda énemli oldugu belirtilmistir.
Yapilan caligmalarda Motif 2’nin JAK2 tirozin kinazi aktive ettigi gosterilmistir.
Aktive olan JAK tirozin kinaz , STAT 1,3,5’e fosfor baglayarak aktive eder (13).
Aktive olan STAT 3 hedef genlerini (c-fos, c-jun, SOCS-3 ve noropeptidlerin
salinmasindan sorumlu genler) uyarir (36). Leptinin reseptériine baglandiginda
merkezi ve periferik dokularda JAK-STAT, mitojen aktive edici protein kinaz
(MAPK) (12) ve sitokin haberlesmesini  baskilayicilar-3  (SOCS-3)’iin
transkripsiyonunu arttirdigi gésterilmistir (9).

4.2.4. Leptin tarafindan diizenlenen iletisim vollar:

4.2.4.1 JAK/STAT

JAK/STAT haberlesmesi, bir ¢ok sitokin ve biiylime faktérlerinin gesgitli
hiicresel olaylarda etkisini ortaya gikaran haberlesme sistemidir (34). Leptin hiicre
zarindaki reseptriine baglandiginda hem reseptoérde hem de reseptorle iligkili JAK®
larda gekil degisikliklerini baglatir. Reseptériin sitoplazmik kisminda bulunan tirozin
bolgelerine fosfat baglar ve STAT proteinleri igin fosfotrozin baglanma yerleri
olusur. Bu sekilde STAT molekiilleri hem reseptére hem de dimer olugturmak {izere
bagka bir STAT proteinine baglanir ve STAT lar fosfotlanir. Aktive olan STATlar
dimerize olur ve gekirdege gecerek gen transkripsiyonunu arttinirlar. Hipotalamusta
bulunan uzun formlu reseptdrlerin STAT 3,5,6’y1 aktive ettigi, kisa formlu

reseptdrlerin STAT yolunu aktive edemedikleri gosterilmigtir (39).
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4.2.4.2. MAPK

Damar igi leptin uygulamasimn sigan yag ve bdbrek dokusunda (34)
pankreatik B hiicrelerinde, sigan aortik diiz kas hiicrelerinde (27) ve fare embryonik
hiicrelerde (37) MAPK fosforilasyonunu aktive ettigi ve hiicre gogalmasmé yol agtigi

g6sterilmistir.
4.2.4.3. SOCS

SOCS proteinleri sitokin uyarimli haberlesmeleri baskilar. Leptin,
biiylime hormonu, eritropoietin ve interldkin 6 gibi bir ¢ok sitokin SOCS olusumunu
uyarir (34). Leptinin hipatalamusta SOCS-3 olusumunu uyardiginda, besin alinimini

uyaran molekiillerin etkisini baskilayarak, besin alinimini azalttif1 gdsterilmistir (1).

4.2.4.4. Fosfatidilinozitol 3-kinaz (PI 3 kinaz)

Fosfatidilinozito! 3 kinaz, fosfatidilinozitollerin inozitol halkalarinin 3.
pozisyonuna bir fosfat ekleven ve bunun sonucunda lipid bagimli sinyal yolaklarini
uyaran bir kinazdir. Leptinin sigan aortik diiz kas hiicrelerinde PI-3 kinazi aktive
ettigi gosterilmistir (27). PI-3 kinazin, hiicre yagaminin devaminda ve karbohidrat
metabolizmasinda rolii olan protein kinaz B ile hiicre ¢gogalmasiyla daima iligkili
oldugu diisiiniilen protein kinaz C’nin aktive edilmesindeki rolii bilinmektedir. Hiicre
i¢i sinyal mekanizmalarinda anahtar enzimlerden biri olan protein kinaz C’ nin aktive
olabilmesi i¢in Ca™ iyonlarma ve diagilgliserole (DAG) ihtiyag vardir. Bir cok
biiylime faktdrii ve sitokin, hiicre zarindaki reseptériine baglandiktan sonra G protein
aracilipiyla fosfolipaz C’ yi aktive eder ve aktive olan fosfolipaz C hiicre zarinda
bulunan polifosinozitid molekiilinti pargalayarak DAG ve inozitol trifosfat (IP3)
olusturur. IP3 uyarimli endoplazmik retikulumdan salinan Ca™" iyonlar: ve DAG
etkisiyle protein kinaz C aktive olur. Aktive olan protein kinaz C’ nin hiicre
bliylimesini ve hiicre béliinmesini uyardigi gdsterilmistir (26). Primer glia kiiltiiriinde

cesitli norotransmiter ve bilylime faktdr uyarimli protein kinaz C aktivitesinin
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yiksek oldugu belirtilmistir (31). Leptinin fibroblastlarda da protein kinaz C’ yi
uyardig gosterilmistir. (34).

4.2.4.5. Diger yollar

Leptin araciliiyla gerceklesen diger yolaklar hiicreler arasi haberlesmede
onemli olan doéngiisel adenozin monofosfat (cAMP) , nitrik oksit (NO) ve reaktif
oksijen tiirleri (ROS) dir. Leptin pankreatik B hiicrelerinde cAMP’yi diigiiriirken tam
tersi sican hepatositlerinde cAMP diizeyini arttirmigtir (34). Insan endotel
hiicrelerinde ve kiiltiirii yapilmis astrositlerde de leptin NO sentezini arttirmigtir (23).
Yine Wistar tiirii sicanlara leptinin damar i¢i uygulamasimn serum NO diizeyini
arttirdifn  gosterilmistir (34). Leptinin insan plasenta toplar damar endotel

hiicrelerinde ROS’u arttirdig belirtilmistir (4).

4.2.5. Leptinin etki ettigi diger fizyolojik olaylar

Leptin, hipotalamusta uzun formlu reseptérii araciligiyla SOCS-3
diizeyini arttirarak sitokin haberlesmesini baskilamaktadir. Leptinin bu etkisi sonucu
istah merkezini baskilayarak besin aliumi azalmaktadir (1). Leptinin ayrica
hipotalamusta yogun olarak bulunan ve besin aliumini arttiran noropeptid Y

salinimim da inhibe ettigi gosterilmistir (39).

Sitokin {iretimini arttirdif1, monositleri ve T lenfositleri aktive ettigi, 3‘rara
iyilesmesinde rol aldigi ve inflamasyon sirasinda salimmi arttifindan leptin bir
proinflamat6r ajan olarak da kabul edilmektedir (33). Leptin geninden yoksun veya
leptin reseptdr mutanth farelerde immun yetersizlik ve lenfoid organ atrofisi oldugu
gosterilmigtir. Aynica leptinin Leishmania majér ve Candida parapsilopsise karst
makrofajlarin  fagositik  aktivitelerini arttirdifn da  gosterilmigtir.  Yapilan
calismalarda, IL-2 ve interferon y Uretimini arttinrken, IL-4 {retimini

baskiladigindan leptinin, T helper 1 ile T helper 2 arasinda bir denge olusturdugu
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diigiintilmektedir (10). Leptinin T helper 1 diizeyini arttirirken, T helper 2 diizeyini
diigtirdiigii de gosterilmistir (17). ‘

4.3. OKSIDATIF STRES

Oksidatif stresin protein, niikleik asit ve diger hiicresel molekiillere
verdigi hasarin olduk¢a Onemli yasamsal bir risk olusturdugu giintimiizde
bilinmektedir. Lipid peroksidasyonunun da serbest radikallerden kaynaklanan bir
mekanizma ile bagladig1 ve “pozitif feed back” ile serbest radikallerin artigina neden
olan bir déngii sonucu olustugu gosterilmistir. Serbest radikallerin tahrip edici
6zelliklerinin ortaya koydugu tablo canli igin oksidatif stres olusturmaktadir.
Oksidatif stresle miicadelede antioksidanlarin gérevinin ¢ok 6nemli oldugu agiktir.
Serbest oksijen radikal diizeyinin artmast yagam riski olugtururken , antioksidanlar
yasam kaynagi olarak gorev yaparlar (8). Serbest oksijen radikalleri, enerjilerini
oksijenli solunum ile elde eden canlilar tarafindan hem fizyolojik hem de patolojik
kosullarda firetilmektedir. Bu radikaller mitokondride elektron tagima zinciri ile
oksijenin indirgenmesi sirasinda olusur. Canlilar olusan bu radikallerin zararh
etkilerine oldukga duyarhidirlar. Serbest oksijen radikalleri DNA, karbohidrat ya da
proteinler gibi makromolekiillere hasar verme yetenegine sahiptir (18). Bir gok
hastalik, radikal olusturan ve radikalleri ortadan kaldiran sistemler arasindaki
dengenin bozulmasi sonucu meydana gelmektedir. Dengenin radikal olugumu
yoniine kaymasina oksidatif stres adi verilir. Dis orbitallerinde eslenmemis elektron
bulunan kisa omiirlti ve oksidatif strese yol agan reaktif atom ve molekiiller serbest
oksijen radikali (Tablo I) ; radikallerin reaksiyonlarin1 6nlemeye galigan maddeler ise
antioksidan olarak tanimlamir. Uzun yillar yiiksek enerji fizikgileri ve radyasyon
biyologlarimn ilgi alam olarak algilanan serbest radikallerin normal metabolizmaya
ait triinler olduklari ¢ok daha sonralart anlagilmustir. Bugiin radikallerin hiicrede
molekiiler degisimlere ve gen mutasyonlarina yol agtif1 6ne siirilmekte, yaslanma,

hiicresel 6ltim ve doku yikiminda rol aldig1 kabul edilmektedir (8).
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TabloI: Sik karsilasilan serbest radikaller.

Radikal adx Simge Tanmmlanmasi

Hidrojen H Bilinen en basit radikal

Stiperoksit 0y kaij en metabolizmasi ilk ara tiriinii

Hidroksil OH" En toksik oksijen metaboliti radikali

Hidrojen peroksit |H,0, Reaktivitesi ¢ok diisiik, hasar yetenegi az

Singlet oksijen '0y Yarilanma 6mrli hizli, giiglii bir oksidatif
Perhidroksi radikal |HO, Lipidlerde hizla ¢6ziinerek peroksidasyonu arttirir

Peroksil radikal ROO Lipidlere lokalize olur, etki yetenegi distik

Triklorometil CCls Karacigerde tiretilen CCly metabolizmas tirtinii
Nitrojen oksit NO L-arjininden in vivo iiretilir
Nitrojen dioksit NO; NO’nin oksijenle reaksiyonundan iiretilir

Canlilarda solunum zincirinde oksijenin bir elektron indirgenmesi sonucu,
NADPH oksidaz enzimi veya ksantin oksidaz enzimleri aracili sistemler araciligiyla
siiperoksit radikali olusmaktadir (8). Toplam oksijenin %1-2’sinin sliperoksit
radikaline dontistiigii bilinmektedir. Stiperoksit radikali H,O,’den daha toksiktir ve
hizla yikilmasi hiicre i¢in olduk¢a 6nemlidir. Stiperoksit radikalinin olusumu diger
radikallerin olusumuna o6nciiliik etmektedir. Stiperoksit radikalinin yarilanma 6mrii
¢esitli hiicresel kompartmanlardaki stiperoksit dismutaz (SOD) enziminin varligina

baglhidir. Bu enzim ile stiperoksit radikali H,O,’ye doniistir.

OH’ radikali en reaktif serbest oksijen radikalidir ve bir hidrojen atomu
verebilen her biyolojik makromolekiil (lipid, protein, niikleik asit, karbohidrat) ile
reaksiyona girerek daha kararli bir radikale doniistir (30). Olusan bu ikinci radikaller
de ikinci bir makromolekiille reaksiyona girerek bir zincir reaksiyonu olusturur.
Boylece makromolekiillerdeki hasar artmaktadir (7). Makromolekiiller arasinda en
duyarli hedef uzun zincirli doymamus yag asitlerdir. Uzun zincirli doymamus yag

asitlerinden bir hidrojenin ayrilmasi lipid peroksidasyonunu baglatmaktadir (18).
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Solunum sonucu oksijenin indirgenmesiyle siiperoksit radikali olugur,

O, +¢ » O
Siiperoksit pH: 7.2°de daha kararl1 bir metabolit olan H,O,’ye d6niisiir.
0, +0y +20H° —2—> [,0,+0,

H,0, demir iyonlar: katalizorliigiinde en reaktif tiir olan hidroksile doniistir.

H,0, + Fe?* —> Fe’* + OH + OH" (Fenton tepkimesi)
Stiperoksit Cu 2* gibi gegis metalleri ve radikal tiirleriyle kolay reaksiyona girer

ve hidroksil radikalini olusturur.

05 +H,0, gcallch » OH + O, (Haber-Weis tepkimesi)

Serbest oksijen radikalleri canlilarda bagigiklik sisteminin bir parcasi
olarak da iiretilmektedir. Notrofil ve makrofaj gibi fagositik hiicreler stiperoksit ve
NO radikali olugturarak yabanci canlilara kars: kendilerini savunmaktadirlar. Bu iki
bilesik peroksinitrit (ONOO") radikali olusturmak tizere birlesebilirler. Peroksinitritin
de lipid peroksidasyonunu baglatma yetenegi bulunmaktadir (18). Memeli hiicreleri
serbest oksijen radikallerini yok etmek i¢in savunma mekanizmalarina sahiptir.
Radikal {irlinlerini ve reaksiyonlarini baskilayan bu savunma sistemi, radikallerle
reaksiyona girerek otooksidasyon ve peroksidasyonun ilerlemesini &nleyen
antioksidan savunma elemanlarina sahiptir. Olugan radikallerin biyomolekiiler ve
hiicresel yapilara saldirmasinin onlenmesi antioksidan savunma elemanlarinin
gorevidir (7). Antioksidan savunma sisteminin temel gorevleri radikal metabolit
tiretiminin engellemek, iiretilmis radikalleri temizlemek (8), hiicre ve doku hasarim
onarmak, sekonder radikal iireten zincir reaksiyonlarini durdurmak ve endojen

antioksidan kapasiteyi arttirmaktir (7).
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Antioksidan savunma elemanlart enzimsel olup olmamalarina gore
siniflandirilmaktadir. Katalaz, SOD, glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimler
enzimatik antioksidan savunma elemanlari smnifina girerken; tokoferol, askorbat,
GSH, iirik asit gibi antioksidanlar da enzimsel olmayan antioksidanlar sinifina
girerler (21). Canlilarda bulunan serbest oksijen radikallerini yok etme
mekanizmalarindan ilki stiperoksit anyonunun SOD ile H,0, + O,’ye doniistiiriilmesi
ve ardindan H,0;’nin GPx ile 2H,0’ya ya da katalaz ile O, + H,O’ye ¢evrilmesidir.
Reaksiyon GPx ile katalizlendiginden substrat i¢in GSH’a ihtiya¢ vardir. GSH ii¢
amino asitten (Glisin-Sistein-Glutamik asit) sentezlenen tiol igeren bir tripeptidtir
(18). Enzimatik olmayan antioksidan elemanlardan feritin, transferin, laktoferin gibi
depo ve tasiyic1 proteinler ile demir iyonlarimin baglanmasi sonucunda demir
diizeyinin diismesi ile de stiperoksit radikalinin olusumu azaltilabilir. E vitamini de

radikalleri yakalayarak zincir reaksiyonlarinin olusumunu engellerhektedir (8). Tablo

II’de 6nemli antioksidan savunma elemanlarn ve gorevleri 6zetlenmistir (8).

Tablo II : Antioksidan savunma elemanlari.

Antioksidan Yerlesme Etki
Siiperoksit dismutaz |Hiicre igi | Stiperoksitin giderilmesinde kataliz6r
Katalaz Hiicrei¢gi  |H;O,’nin giderilmesinde katalizor
Glutatyon peroksidaz | Hiicre igi | H>O,’nin giderilmesinde katalizor
E vitamini Hiicre zar1 | Zar lipid peroksidasyon zincirini kirar
B Karoten Hiicre zar1 | Radikalleri toplar, 'O, olusumunu eﬁgeller
Laktoferin Hiicre dig1 | Diisiik pH'da demir iyonunu baglar
Albumin Hiicre dist |HOCI radikalini toplar, bakir iyonunu baglar
Urik asit Hiicre dis1 | Metal baglayici olarak gorev alir.
Bilirubin Hiicre dis1 | Onemli bir radikal toplayicisidir.
Transferin Hiicre dist | Demiri baglayarak fenton reaksiyonunu durdurur
Askorbik asit Hiicre dis1 | Hidroksil radikal toplayici vitamin
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4.4. HIDROJEN PEROKSIT

H,0, suda ¢oziinen ve hiicre zarlarindan kolaylikla gegebilen bir
molekiildiir. HO, serbest bir radikal olmamasina karsin reaktif oksijen tiirlerine
dahil edilmektedir. Ciinkii reaktif oksijen tlirleri tanmimi sadece serbest oksijen
radikalleri degil oksijen radikal iiretiminde yer alan oksijen tiirevlerini de igerir (8).
Kimyasal olarak da H,O, gliglii bir oksidan degildir. Biyolojik molekiillerle
kolaylikla reaksiyona giremez. H,O,’nin tehlikesi onun hzli bir sekilde giiclii bir
oksidan olan OH" radikaline d6n1'i§mesinden. kaynaklanmaktadir. H,O, ultraviyole

isinlar1 yada metal iyonlar araciligiyla OH radikaline doniismektedir (18).

o H,0, - 4 20H

e H,0,+Fe* > Fe** + OH + OH" (Fenton tepkimesi)

Yapilan ¢aligmalarda yliksek konsantrasyondaki H,O, hiicrelerde
sitotoksik etkiye sahiptir. HOo’nin sitotoksik dozlari genellikle 50 pM’m
tizerindedir (18). H>O,’ nin yarattig: sitotoksik etki sonucunda hiicreler nekroza ya
da apoptosize uprar. Hiicrelerde nekroz lipid, niikleik asit ve proteinlerin yikimi
sonucu olurken (7,21); apoptosizde H,O, hiicre i¢i sinyal molekiilii gibi davranarak

hiicreyi oliime gotiirtir (11).
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10-1000 pM H,0O, dozlarinin yarattif1 toksisiteye karsi astrositlerin
néronlar1 korudugu gosterilmistir (14). H,O, genel olarak {i¢ mekanizmayla

indirgenmektedir (18) :
1. Katalaz ve glutatyon peroksidaz ile H,O ve O;’ye indirgenir (30)

2. H,0,’nin nétrofillerde miyeloperoksidaz enzimi ile hipoklorik asite (HOCI)
doniistiirtiliir. HOC1 fagositik hiicrelerde bakterisit etkisi olan gli¢lii bir
oksidandir. HOCI ve H,0, reaksiyona girerek singlet oksijen (‘0;) ve su
olusur (18,30).

3. H,0, demirin katalizledigi spontan bir reaksiyon ile (Fenton reaksiyonu)

giiclii bir radikal olan hidroksi (OH’) radikaline doniistir (18).

Yasa bagh olarak antioksidan savunma sisteminin zayiflamas1 ve
oksidatif stresin artmasindan dolay: 6zellikle beyinde tamiri zor haraplanmalarin ve
hastaliklarin olustugu diigiiniilmektedir. Amyotrofik Lateral Sklerosiz (ALS),
Alzheimer, Parkinson ve Huntington oksidatif stresten dolay: olustugu diistiniilen

hastaliklardandir (21).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. GLIA HUCRE KULTURUNUN YAPILMASI

Merkezi sinir sisteminde yogun olarak bulunan glia hiicrelerinin in vivo
kosullarda c¢alisilmast noronlara gére ¢ok daha zordur. Néronlar icin kullanilan
elektrofizyolojik tekniklerin, lezyon ¢alismalarinin glia hiicrelerine uygulanamamasi
aragtirmacilari in vitro galismalara yonlendirmis ve gliadan zengin hiicre kiiltiirii
ortamlart gelistirme yoluna itmistir. 1980°li yillarda glia hiicre kiiltiirlerinin
saflagtinlmasi basarilabilmistir. Kangik primer glia kiiltiirii (astrosit, oligodendrosit
ve mikrogliadan olusan karisim) yeni dogan sigan beyninden elde edilmistir. Daha
sonra gelistirilen yontemlerle de astrosit ya da oligodendrositlerden olusan saf glia

kiiltiirleri elde edilmistir (41).

5.1.2. Kiiltiir dncesinde yapilan hazirhiklar

Otoklavda (120 0C, 2 saat) steril edilmis cerrahi malzeme, petri kaplari
(60 ve 35 mm), santrifiij tipleri (10, 15 ml), besiyeri (37 °C lik su banyosunda
bekletilen, 2 hayvan igin filtre edilmis 50ml), besiyeri koymak igin sise (100ml),
pipetler (1, 5, 10 ml ve pastor pipeti), 37 OC’ye getirilmis %25 Tripsin, % 1 penisilin-

streptomisin karigimi, gazli bez, enjektdr, % 80 lik etanol ve buz kab1 hazirland:.

50 ml besiyerinin hazirlanmasi

Steril bir siseye 5 ml % 10 fetal dana serumu (FCS, Sigma) ve 45 ml
Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM, Sigma) kondu. Filtre edilerek bagka
bir steril siseye aktarildi.
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5.1.3. Karisik glia hiicrelerinin elde edilmesi

Caligmada yeni dogan Sprague Dawley siganlar kullanilmigtir. Siganlar
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Hayvan Uretim ve
Bakim Biriminden temin edildi. 1-3 giinliik siganlarin bas kisimlar1 % 80 lik alkolle
temizlendi ve makas yardimiyla kesildi. Baglar buz kabinin ilizerinde ve icinde
besiyeri bulunmayan petri igine aktarildi. Iki adet ince uglu penset yardimiyla basg
derisi ¢ikardiktan sonra kafatasi penset yardimiyla ayrildi. Beyin biitlin olarak yine
buz kabinin {izerindeki DMEM + penisilin-streptomisinli besiyeri bulunduran petri
kabmna aktarildi. Beyinlerin &n loblart besiyeri i¢inde ayrilip, bagka bir petriye
aktarildiktan sonra iizerine steril DMEM eklendi. DMEM iginde kan damarlar ve
zarlar temizlendikten sonra, dokular bir makas ya da iki ince uglu penset yardimiyla
ufak pargalara miimkiin oldugunca ayrildi. Ayrilan pargalar pastér pipeti ile 15 mI’lik
santrifiij tiipii igerisine kondu. Satrifijj tlipii iginde yaklagik olarak 2.5 ml’lik besiyeri
bulunmalidir. Pastdr pipeti ile dokular 2-3 kez gekilip, birakildi. Uzerine yaklasik
5.5 ml oluncaya kadar DMEM eklendikten sonra 25-30 kez tekrar pastdr pipeti ile
homojenizasyona devam edildi. Tiiptin i¢ine 5 ml igin 0.5 ml % 0.25 tripsin eklendi.
Santrifiij tiipii tripsinin etkisini gosterebilmesi igin 37 °C’de 10 dakika su
banyosunda bekletildi. 10 dakika sonra tripsin etkisini yok etmek i¢in daha énceden
su banyosunda bekletilen besiyerinden 3-4 ml kondu. Tiipler 1200 devir/dk, 4 °C’de
5 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra yeni bir pastor pipeti ile tist kisimda
kalan stv1 uzaklastinildi. Uzerine 37 %Crye getirilmis besiyerinden 3 ml konduktan
sonra pastér pipeti ile birbirine yapisan hiicrelerin ayrigmasi igin 25-30 kere
homojeilize edildi. Hiicreler petri igerisinde 20-25 giin boyunca DMEM + F-12 (1:1
oraninda) , % 1 penisilint+streptomisin ve %10 FCS iceren besiyeri icerisinde % 5
CO,, 37 C° ve % 100 nem igeren inkiibatsrde gogaltildi. Hiicreler % 85-90 oramunda
petri tabanim kaplayinca tripsin kullamlarak 75 cm? flasklara aktarildi. Flasklardaki
hiicreler, besiyerleri 3 glinde bir degistirilerek % 85-90 oraninda flask tabanim

kaplayacak sekilde ¢ogaltild1 ve deneye alindi.
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5.1.4. Hiicrelerin vasatilmasi ve tanimlanmasi.

Inkiibatdrde bulunan petri kaplar ilk 2 giin harig (yerinden oynatmamak
amaciyla) her giin inverted mikroskop (Olympus) ile kontrol edilerek hiicrelerin
biiylimeleri g6zlendi. Besiyerleri 2-3 giinde bir yenilendi. 10-15 giin sonra ekilen
hiicrelerin glia hiicreleri olup olmadiklarini GFAP antikoru (Sigma) kullanilarak

yapilan immiinohistokimyasal boyama ile belirlendi.

Boyama icin gerekli malzemeler ve boyama.

Primer antikor : Tavsan anti-glial fibril asidik proteini (GFAP antikoru).
Sekonder antikor : Kegi anti-tavsan IgG.

Peroksidaz soliisyonu.

Asetat tamponu (2,5 mol/L , pH=5.0).

AEC Kromojen : N-dimetilformamid i¢inde 3-amino—9 ethylcarbozole (AEC).
%3’1lik HyO,,

Bloklayict serum : Normal kegi serumu.

Saf soguk etanol, Tris soliisyonu, deiyonize su ve hematoksilin.

Ekilen hiicrelerin glia oldugunu belirlemek amaciyla {izerinde
hiicrelerin biiyiiyecegi lameller ve besiyeri bulunduran iki petri aynldi. Ayrilan bu
petrilerdeki hiicreler saf soguk etanol ile yikanarak sabitlendi. Sabitlenen hiicreler
daha sonra 2 damla 10 dakika %3’lilkk H,O; ile muamele edildi. Tris soliisyonu ile
yikanarak bloklayict serumla 10 dakika inkiibe edildiktan sonra lamel yiizeyini
kaplayacak sekilde GFAP antikoru eklendi. Oda sicaklifinda 1 saat inkiibasyondan
sonra hiicreler tekrar tris ile yikanarak tizerine 2 damla sekonder antikor eklendi. 20
dakika inkiibasyondan sonra tekrar Tris soliisyonu ile yikanarak 20 dakika 2 damla

peroksidaz ile inkiibe edildi. Tris ile yikanan lamel i¢in su karisim hazirlandi:
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4 ml deiyonize su,

2 damla asetat tamponu,
1 damla %3’lik HyO,,

1 damla AEC kromojeni.

Bu karisim hiicreler tizerine dokiildiikten sonra 10 dakika inkiibe edildi ve 5 dakika
deiyonize su ile yikandi. Yikamadan sonra hiicreler hematoksilinle 10 saniye
boyandi. Cesme suyu ile yikandiktan sonra inverted mikroskopta inceleme yapildi.
Inceleme sonucu kirimizi-kahverengi renkte goriilen hiicreler pozitif olarak

degerlendirildi.

5.1.5. Hiicrelerin savilmasi ve 96 kuyucuklu kaplara ekilmesi :

75 cm®lik flasklarin tabamini kaplayan hiicrelerin  besiyeri pipet
yardimiyla gekildi ve atildi. Daha sonra flasklar Ca®>* ve Mg?* icermeyen Hank’s
Balanced Salt Solution (HBSS, Sigma) ile yikanarak flaskta kalan proteinler
uzaklastirildi. Flasklarda tiretilen hiicreler 15 dakika % 25 tripsin ile yikanarak
tabandan uzaklagtirild: ve 4 C° de 1200 devir/dk da 5 dakika dondirildi. Islem
sonrasinda iistte kalan sivi kisim atildi ve altta kalan hiicre ¢6zeltisinden bir damla
pipet yardimu ile alinarak Coulter marka hiicre sayim aletinde sayilarak 1 ml’de
bulunan hiicre sayis1 belirlendi. Her bir kuyucuga 2x10* hiicre gelecek sekilde 96
kuyucuklu kaplara ekildi. 24 saat kulugka stiresinin ardindan hiicreler deneye alind.

Leptin, H,0- ve glutatyon dozlarinin hazirlanmasi :

Kullandigimiz biitiin ¢ozeltiler her deneyden once taze olarak hazirland:.
Toz halinde bulunan sigan leptini (Sigma), fosfat tamponu (PBS,Sigma) i¢inde
¢6ziildi. Hazirlanan depo ¢ozeltiler seyreltilerek leptinin 1, 10, 100 veya 1000 ng/ml
dozlar elde edildi. % 30’luk H,0; ¢6zeltisinden de DMEM kullanarak 10 ile 1000
UM arasi dozlar hazirlandi. Glutatyon, DMEM iginde ¢oziilerek 10 mM’lik depo
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cozeltiler elde edildi. Daha sonra 1/10 oraninda DMEM ile seyreltilerek 100-8000
uM arasi dozlarda glutatyon elde edildi.

5.2. DENEY GRUPLARI
1. Kontrol grubu: Sadece besiyeri uygulandi. (n=24)

2. Leptin grubu: 1, 10, 100 veya 1000 ng/ml lei)tin dozlar1 24 saat uygulandi.
(n=24)

3. H,0; grubu: 10 ile 1000 pM aras1 dozlarinda 3 saat uygulandi. (n=24)

4. H,O, + glutatyon grubu: 100 pM H,O, ile birlikte 100-8000 pM aras:
dozlarda GSH 3 saat uygulandi. (n=24)

5. Hy0, + leptin grubu: 100 pM H,0, ile birlikte 1, 10, 100 veya 1000 ng/ml
leptin 3 saat uygulandi. (n=24)

6. Glutatyon grubu: 100 ile 8000 pM arasi dozlarda GSH 3 saat uygulandi.
(n=24)

Oncelikle H,0,’nin hiicrelerde yaklasik % 75 Sldiirticli dozu belirlendi.
Bunun igin hiicrelerimize 10 ile 1000 uM aras1 dozlarinda H,O; 3 saat uyguland: ve
% 75 lik 6ldiiriicti dozu 100 pM olarak bulundu. Daha sonra 1eptinjn koruyucu etkisi
olup olmadigim anlamak igin 100 uM H,0, ile birlikte 1, 10, 100 veya 1000 ng/ml
leptin es zamanl1 olarak 3 saat uygulandi. Aym sekilde GSH’m koruyucu etkisi olup
olmadigimi gérmek i¢in de 100 pM H,O; ile birlikte 100-8000 pM arasi dozlarda
glutatyon 3 saat uygulandi. 3 saatin sonunda ilaglar ortamdan uzaklastirilarak yerine
besiyeri eklendi. Tekrar 24 saat inkiibasyondan sonra MTT spektrofotometrik

yOntemi ile hiicre yagam oran1 belirlendi.
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5.3. MTT YONTEMI

Ilaglarin hiicreler {izerindeki sitotoksisitesi Mossmann tarafindan
~ tanimlanan ve Alley tarafindan gglistirilen MTT (Sigma) spektrofotometrik yéntemi
ile belirlendi (25). MTT, PBS i¢inde ¢oziinerek hazirland: ve ﬁlfre edildi. Her 250 pl
besiyeri i¢in 25 pl MTT gozeltisi eklenerek 37 °C’de 4 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresinin ardindan her bir kuyucuktaki besiyeri gekilerek 100 pl dimetil
stilfoksit (DMSO) eklendi. Kaplar 5-8 dakika galkalanarak beklendi. 550 nm’de
olugsan formazan boya absorbansi spektrofotometrede (Bio Tek) okundu. Canli
hiicrelerin mitokondrisinde olusan ve MTT {iriinii olan formazan yagayan hiicre
sayisi ile korelasyon gosterdiginden, ilag verilen kuyucuklarda okunan optik
yogunluk kontrole gore yasayan hiicrelerin ylizdesine ¢evrildi. Bu islem igin
agagidaki formiil kullanildi:

Her bir kuvucuktaki ilac verilen hiicre absorbansi x 100

Kontrol hiicrelerinin ortalama absorbansi
Elde edilen veriler kontroliin ortalama % fraksiyonu + standart hata

seklinde ifade edildi. Istatistiksel degerlendirme tek yonlii varyans analizi ve

ardindan Tukey’in ¢ok y6nlii kargilagtirma testi ile gergeklestirildi.
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6. BULGULAR
Kiiltiirdeki glia hiicrelerinin genel (sekil 1) ve GFAP pozitif (sekil 2)

goriintiileri.

Sekil 1 : Glia hiicrelerinin genel goriintiisii (200X).

Sekil 2 : GFAP (+) sigan glia hiicreleri (200X).
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6.1. Leptinin etkisi :

Tek bagina 1, 10, 100 veya 1000 ng/ ml dozlarinda uygulanan leptin, glia hiicre
yagam oraninda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir fark ortaya koyamadi.
Kullandigimiz ~ dozlardaki leptin glia hiicre ¢ogalmasini 24 saat iginde

etkilememektedir (Sekil 3).

120

Glia yasam orani (%)
D
o

Kontrol 1 10 100 1000
Leptin dozlari (ng/ml)

Sekil 3: Dért farkli dozdaki leptinin glia hiicre ¢ogalmasi lizerine etkisi.

6.2. H,O,’nin etkisi ::

Tek bagina uygulanan 10, 100, 200, 300, 400, 500, 700 ve 1000 pM dozlardaki
H,0; glia hiicre yasam orammni sirasiyla % 11, 75,79, 80, 81, 80, 79, ve 81 azaltti. 10
pM digindaki diger HO, dozlart kontrol ile kiyaslandiginda aralarinda anlamli
farkliliklar vardi (p<0.001, Sekil 4). Sonraki deneylerde ortalama % 75 6liime neden
olan 100 pM H,0, dozu kullanildi.
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Sekil 4: Primer glia hiicrelerine H,0,’nin doz bagimli toksik etkisi. (*: p<0.001).

6.3. H,0, ve GSH’1n es zamanh uygulanmasinin etkisi :

Kanigik primer glia hiicreleri 3 saat boyunca 100 uM H,0;, ile es zamanh
olarak farkli GSH dozlar ile birlikte uygulandi. GSH koruyucu etkisi iyi bilinen bir
madde oldugu igin segildi. GSH 100 puM’dan itibaren koruyucu etki gostermeye
baglad: ve 500 ile 8000 uM arast GSH, H,0,’in neden oldugu toksisiteyi ortadan
kaldirds, 100 ve 200 uM GSH gruplari hem H>0; grubuna (p<0.05), hem de kontrole
gére anlamh farklihk gosterirken (p<0.001), diger GSH gruplart sadece HyO»
grubuna gore farkli idi (p<0.001, Sekil 5).
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Sekil 5: 100 pM H,0; ile birlikte uygulanan 100-8000 uM dozlarindaki GSH’1n

glia hiicre yasamina etkisi. a: kontrole gore, b: 100 uM H,0, grubuna gore anlaml1.

6.4. Leptin ve H,O,’nin birlikte uygulanmasinin etkisi :

100 uM H,0; ile birlikte 3 saat boyunca uygulanan leptin, kullanilan dort
dozda da glia yasam oram iizerinde herhangi bir degisime neden olmadi. Leptin
gruplarindan elde edilen veriler, kontrol grubuna gore farkli iken (p<0.001), H,0,
grubu ile anlamli bir farklilik gostermiyordu (p>0.05, Sekil 6).
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Sekil 6: Toplam 3 saat 100 pM H,0; ile birlikte uygulanan leptin dozlarinin glia

hiicre yasam oran1 {izerindeki etkisi. *: kontrole gore anlamli (p<0.001).
6.5. GSH’1n etkisi :
Tek bagina 100, 200,500, 1000, 3000, 5000, 8000 uM dozlarinda uygulanan
GSH, glia hiicre yasam oraninda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir fark

ortaya koyamadi. Kullandigimiz dozlardaki glutatyon glia hiicre gogalmasim 24 saat
icinde etkilememektedir (p>0.05, Sekil 7).
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Sekil 7: Farkli dozlardaki GSH’1n glia hiicre ¢ogalmasi iizerine etkisi.
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7. TARTISMA

Yaptigimiz ¢aligmada tek bagina 1, 10, 100 veya 1000 ng/ ml dozlarinda
uygulanan leptin glia hiicre yasam oraninda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
bir fark ortaya koyamadi. Kullandigimiz dozlardaki leptin glia hiicre gogalmasini 24
saat iginde etkilememektedir. Glia hiicrelerinde yapilan bir ¢aligmada glia
hiicrelerinin hiicre dongiisii 20,5 saat olarak bildirilmigtir (43). Tlging olarak,
pankreas hiicrelerinde 24 saat siireyle 1 ve 5 nM dozlarinda uygulanan leptin bu
hiicrelerde mitotik etki gdstermistir (36). Leptin diger hiicre tiplerinde de hiicre
¢ogalmasim uyarict etki gostermektedir. 0,1-1 nM leptin serumdan yoksun periferik
kan mononiikleer hiicre kiiltiiriinde PI3 Kinaz ve p42/44 MAPK sinyal yolagint
aktive ederek hiicrelerin yasam oranlarim arttirmug ve gogaltict etki gdstermistir.
Yine 4 giin boyunca uygulanan 0,1-1 nM leptinin uyart olmadiginda programlanmig
hiicre 6liimiine yani apoptosize giden periferik kan mononiikleer hiicrelerinin
apoptoza ugramasini engellemis, hiicre sayisinda % 80 koruma saglamistir. Leptin
uygulanmayan kontrol grubunda ise bu oran % 30 larda kalmistir (33). Yapilan bir in
vivo ¢alismada da leptininin pankreatik beta hiicrelerinin gogalmasini uyardigi ve 1-5
nM dozunda MAPK ve JAK-STAT aktivasyonuyla apoptozisi  engelledigi
bulunurken, bu etki leptinin 75 nM dozunda gozlenmemistir (36). 15-100 ng/ml
dozlarindaki leptin, kiiltiirdeki sigan aort diiz kas hiicrelerinin gogalmasint MAPK ve
PI3 Kinaz aktivasyonu aracihfiyla uyardigi gosterilmistir. Bu etki 100 ng/ml de
maksimuma ulagmugtir (27). Yapilan bir diger galismada, leptin TNF o’nin neden
oldugu apoptotik hiicre 8liimiine karg1 koruyucu ctki gostermektedir (38). Kiiltiir
ortamindaki fare embriyonik hiicrelerine (C3H10T1/2) 3 giin boyunca uygulanan 100
ng/ml leptinin hiicre sayisini MAPK araciligiyla kontrol grubuna gére 2,5 katina
cikardign gosterilmistir (37). 10 nM leptin faktér bagimli hematopoietik hiicre
kiiltiiriinde (BaF3hiicreleri) (12), 1-5 nM leptin pankreatik f hiicre dizisinde (MING)
(35) ve 10 nM leptin sigan preadiposit hiicrelerinde hiicre gogalmasina yol agarken,
leptinin yiiksek dozlart (1,5 ve 5M) fare meme epitel hiicre kiiltiirtinde (HC11) (3)
hiicre ¢ogalmasini inhibe etmistir. Hematopoetik hiicrelerin de leptinin etki alanina

girdigi bilinmektedir. Kiiltiire edilmis periferik kan monosit hiicrelerinde apoptozise

L)
[ox}



karg1 monositlerin yagam siirelerini arttirdigi ortaya konmugtur (33). Ob/ob farelerde
beyin gelisiminde goriilen anormallikler, leptinin normal néronal ve glial
olgunlasmada ve geligmede rol aldifim diistindiirmektedir (10). Ancak leptinin glia
hiicrelerinin cogalmasi {izerindeki etkisini aragtiran herhangi bir galigmaya
rastlanmamustir. Leptinin bizim glia hiicrelerinde mitotik etki gdstermemesinin
nedeni ya uyguladiginz dozun az gelmesi veya uygulanan siirenin kisa olmasindan

ya da beynin 6n lobunda leptin reseptoriiniin olmamasindan kaynaklantyor olabilir.

Toksisite deneylerinde ortalama % 75 5liime neden olan 100 uM H,0,
dozu kullamldi. Sican primer glia hiicrelerinde pozitif kontrol amaciyla
kullandigimiz GSH, 100 pM H0; ile olusturdugumuz % 75°lik hiicre 6limint 500
uM’dan sonra tamamen geriye dondiiriitken, kullandigmmiz dozlardaki leptin ne
olumlu ne de olumsuz herhangi bir etki olugturmamugtir. Bir ¢alismada, 7.5 ve 10
pg/ml dozlarindaki leptin 6 saatte sigan astrosit primer kiiltiirlerinde nitrik oksit

{iretimini arttirmigtir (23).

Merkezi sinir sisteminde oksidatif strese bagli olarak olustugu diisiiniilen
Amyotrofik Lateral Sklerosiz (ALS), Alzheimer, Parkinson, Huntington gibi
hastaliklar dikkatleri néron ve glia hiicreleri iizerine yapilan galigmalar ¢ekmigtir
(21). Bir ¢ok hastahk bedende ya da hiicrede olusan serbest oksijen radikalleri ve
radikalleri ortadan kaldiran sistemler arsindaki ~dengenin bozulmasindan
kaynaklanmaktadir. Beyinde de yasa bagl olarak antioksidan savunma sisteminin
zayiflamasi ve oksidatif stresin artmasindan dolay1 tamiri zor haraplanmalar ve
hastaliklar olusmaktadir (18). Glia hiicreleri merkezi sinir sisteminde oksidatif strese
kars: glutatyon sentezini arttirarak noronlari korumaktadir (42). Yapilan ¢aligmalarda
H,0,’nin sitotoksik dozlar genellikle 50 pM’1n iizerinde oldugu gosterilmistir (18).
Leptinin gesitli etkilerinin yant sira antioksidan etkilere sahip oldugu konusundaki
veriler geligkili olup leptinin antioksidan mu yoksa oksidan m1 oldugu konusunda
kesin bir karara varilamamstir. Etanol uyarmmli iilser modelinde leptinin midede
koruyucu oldugu ve antioksidan enzim diizeylerini yiikselttigi gosterilmistir (6).

Oblob farelerde ve obez insanlarda yapilan galismalarda plazma ve cesitli
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dokulardaki antioksidan savunma sistem elemanlarinin diizeyinin = diisiik oldugu
gosterilmistir. (29). Benzer bir calismada ob/ob farelere ve normal farelere leptin
uygulamasinin, normale gore ob/ob farelerde gozlenen % 26 glutatyon peroksidaz ve
9% 11 katalaz enzim diizeyi diisiikliigiinii normal farelerdeki diizeyine ¢ikartmugtir.
Ancak normal farelerde herhangi bir etkisi olmamugtir (40). Sistemik leptin artigi
oksidatif strese yol agmakta; antioksidan sistemi zayiflatmaktadir (2). HUVEC
hiicrelerinde de leptin ROS’u arttirmustir (4). Dért haftalik saglikli farelere 45 giin
boyunca etanol uygulamasi sonucu farelerde sistemik ve doku lipid peroksidasyonu
artmustir. Ayrica katalaz, SOD, GSH, GPx enzimleri aktivitesi azalmistir. 30. giinden
itibaren uygulanmaya baslayan leptin var olan stresi NO sentezini uyararak arttirmis
ve antioksidan sistemi zayiflatmustir. NO kolaylikla oksijen ile reaksiyona girerek

NO,, N,O; gibi aktif nitrojen oksitlerine doniigebilmektedir (2).

Glia hiicrelerinde GSH, 100 uM H,0; ile olugturdugumuz % 75’lik hiicre
olimiinii 500 pM’dan sonra tamamen geriye dondiirmesi GSH’1n H,O,’ nin yarattig
strese karsi koruyucu oldugunu gostermektedir. Bu da merkezi sinir sisteminde yer
alan noronlarin ve glia hiicrelerinin GSH seviyesini (diyetle ya da sentezini
arttirarak) yiikselterek koruma saglanabilecegini gostermektedir. Ancak bizim
¢alismalarimiz sonucunda glia hiicre ¢ogalmasina ve H,O, ile olusturdugumuz
oksidatif strese karst koruma saglamayan leptinin antioksidan savunma siireglerinde
rol alip almadigini, aliyorsa nasil ve hangi asamalarda rol aldigim belirlemek igin
daha detayli deneylerin yapilmasi gerektigini diisiinmekteyiz. Arastirmamizin
bundan sonraki asamast, primer glia hiicrelerine daha uzun siireli leptin ve

uygulamasi olacaktir.
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8. SONUC

Oksidatif strese kargi hiicrelerin kendilerini savunmalarn ve yasamlarint
devam ettirebilmeleri, hiicresel 6liimlerin ve doku yikimlarinin énlenebilmesi igin
oldukga énemlidir. Bazi merkezi sinir sistemi hastaliklarinin altinda yatan neden
oldugu diisiiniilen oksidatif stresin 6nlenebilmesi i¢in var olan ve yasa, beslenmeye,
gevreye,... bagl olarak azalan antioksidan savunma sistem elemanlarini diizeyinin

arttirllmasi gerekmektedir.

Calismada kullandiginuz leptin dozlarinin glia hiicre ¢ogalmasina bir
etkisi olmadigi ortaya konmustur. HyO, primer glia hiicre kiiltiiriinde doza bagh
olarak toksik bir etki yaratmaktadir. Leptin, 100 pM H,0; ile olusturulan % 75°lik

hiicre 6liimiine kars1 koruyucu bir etki géstermemistir.
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ob gen
ob-Rb
Ob-Ra,c,d,f
Ob-Re
ob/ob
HUVEC
C3H10T1/2
BaF3
MING6
GFAB

GH

PRL

EPO

IL

JAK-STAT

MAPK
SOCS

PI 3 KiNAZ
DAG

IP3

9. SIMGE ve KISALTMALAR

Leptin sentezleyen gen.

Leptin uzun formlu reseptorii.

Leptin kisa formlu reseptorleri.

Leptin soluble form reseptorii.

Mutanth leptin sentezleyen gen.

Insan gobek kordonu ven endotel hiicreleri.
Fare embryonik hiicre kiiltiir hiicreleri.
Faktor bagimli hematopoietik hiicre kiiltiirii.
Pankreatik f hiicre dizisi.

Glial fibril asidik protein.

Biiyiime hormonu.

Prolaktin.

Eritropoietin.

Interlokin.

Janus kinaz-transkripsiyon sinyal doniistiirticiisii ve
aktive edicisi.

Mitojen aktive edici protein kinaz.
Sitokin Haberlesmesini Baskilayicilar.
Fosfatidilinozitol 3-Kinaz.
Diagilgliserol.

Inozitol trifosfat.
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cAMP Dongiisel adenozin monofosfat.

NO Nitrik oksit.

H' Hidrojen.

(0)3 Stiperoksit.

OH Hidroksil.

H,0, Hidrojen peroksit.

0y Singlet oksijen.

HO; Perhidroksi radikal.

ROO Peroksil radikal.

CCl; Triklorometil.

NO; Nitrojen dioksit.

SOD Siiperoksit dismutaz.

ONOO’ Peroksinitrit.

GPx Glutatyon peroksidaz.

ALS Amyotrofik Lateral Sklerosiz.

FCS Fetal dana (calf) serumu.

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium.
HBSS Hank’s Balanced Salt Soltisyonu.
DAB Diaminobenzidin yikama tamponu.
MTT 3-(4,5-D,methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

Bromide;thiazolyl blue.
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Sekil 1:

Sekil 2:

Sekil 3:

Sekil 4:

Sekil 5:

Sekil 6:

Sekil 7:

10. SEKILLER DiZiNi

Glia hiicrelerinin genel goriintiisii.

GFAP (+) sigan glia hiicreleri.

Daért farkli dozdaki leptinin glia hiicre cogalmast {izerine etkisi.

Primer glia hiicrelerine H,O,’nin doz bagiml toksik etkisi.

100 pM H,0; ile birlikte uygulanan 100-8000 pM dozlarindaki

GSH’1n glia hiicre yasamina etkisi.

Toplam 3 saat 100 uM H,0; ile birlikte uygulanan leptin

dozlarinin glia hiicre yasam oran tizerindeki etkisi.

Farkli dozlardaki GSH’in glia hiicre ¢ogalmasi tizerine etkisi.
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Tablo I

Tablo 11

11. TABLOLAR DiZiNi

Sik kargilagilan serbest radikaller.

Antioksidan savunma elemanlari.
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