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AMAC: Leptin hormonu, istah ve viicut metabolizmasi-
nin diizenlenmesinde 6nemli gorevler Ustlenmekte ve
baslica yag dokusunda sentezlenmektedir. Leptinin yag
dokuda sentezlendikten sonra koroid pleksus araciligi ile
beyne tasindigi bilinmektedir. Bu ¢alismanin amaci Tip 1
diyabetes mellitus olusturulan sicanlarin beyninde leptin
ifadesinin ve miktarinin arastirilmasidir.

GEREC VE YONTEM: Calismamizda toplam 14 adet yetis-
kin, erkek Wistar Albino sican 2 esit gruba ayrildi (n=7).
Kontrol grubuna hicbir uygulama yapilmadi. Diyabetes
mellitus grubundaki hayvanlara ise tek doz (55 mg/kg)
streptozotosin intraperitoneal olarak verildi ve kan glukoz
seviyesi >280 mg/dL olclldiugiinde Tip 1diyabetes mel-
litus gelistigi kabul edildi. Deney sonunda alinan beyin
ornekleri %10'luk formaldehit ile fikse edildikten sonra
rutin doku takip isleminin ardindan alinan kesitlere leptin
immiuinohistokimyasal boyamasi uygulandi. Beyin doku-
larinda western blot yontemi ile leptin miktarina bakildi.

BULGULAR: Tum gruplara ait beyin kesitlerinde sadece
koroid pleksusta leptin boyanmasi saptandi. Buna gore,
leptin boyanmasinin Tip 1 diyabetes mellitus gelistirilen
sicanlarda azaldigi saptandi. Western blot ile Tip 1
diyabetes mellitus grubunda leptin miktarinin belirgin
olarak azaldigi saptandi.

SONUC: Bu calismayla tokluk hissini olusturmak
Uzere koroid pleksus Uzerinden beyne gecen lep-
tin hormonu ile diyabet arasinda yakin bir iliski ol-
dugu ve bu hormonun diyabetle azaldigi gosteril-
mistir. Bu ¢alismadan yola ¢ikarak Tip 1 diyabet ve
leptin hormonu iliskisi derinlemesine irdelenmelidir.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: Leptin hormone plays an important role
in regulation of appetite and body metabolism and is
mainly synthesized in fat tissue. It is known that leptin
is transported to the brain via choroid plexus after
synthesized in the fat tissue. The aim of this study is to
investigate the amount and expression of leptin in the
brain of rats with type 1 diabetes mellitus.

MATERIAL AND METHODS: A total of 14 adult male
Wistar Albino rats were divided into 2 equal groups
(n = 7). No application was made to the control group.
A single dose (55 mg/kg) of streptozotocin was
administered intraperitoneally to the animals of the
diabetes mellitus group and it was considered that type
1 diabetes mellitus developed when blood glucose level
> 280 mg/dL. Brain samples taken at the end of the
experiment were fixed with %10 formaldehyde and then
subjected to routine tissue monitoring followed by leptin
immunohistochemical staining. The amount of leptin
was determined by western blotting in brain tissues.

RESULTS: In all groups leptin staining was detected
only in the choroid plexus of rat brains. According to
this knowlodge, it was determined that leptin staining
decreased in type 1 diabetes mellitus developed rats. The
decreased leptin in the type 1 diabetes mellitus group
was showed by western blot too.

CONCLUSIONS: Type 1 diabetes reduces the expression
and amount of leptin in the choroid plexus.

KEYWORDS: Diabetes mellitus, brain, leptin, choroid
plexus.
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GiRiS

Leptin ilk olarak 1994 yilinda bulunmus olup
167 aminoasitten olusan, 16 kDa agirhginda
ve yag dokusundan salinan bir hormondur.
Leptinin ana Uretim yeri yag dokusu olmasina
ragmen mide, meme epiteli, plasenta ve kalp
dokusunda da daha az miktarda sentezlendigi
gosterilmistir. Leptin hormonu hedef dokular-
da etkisini leptin reseptorleri (LEPR) lGizerinden
gerceklestirir. Bu reseptorler genel olarak hipo-
talamus ve beyincikte bulunmaktadir. LEPR ayni
zamanda midede, kan damarlarinda ve plasen-
tada da tanimlanmistir (1). Leptin, Uretildikten
sonra yag dokusundan kana salinir, kan-beyin
bariyerini gecebilir ve beyin merkezlerine vu-
cudun mevcut yag durumu hakkinda bilgi ve-
rir. Ayrica, pubertenin baslamasinda, bagisikhk
sistemi ve inflamasyon yanitinda, damar olusu-
munda, kan ve kemik yapimi ile yara iyilesmesi
gibi bircok olayda leptinin gorev aldig1 gosteril-
mistir (2, 3). Ancak, leptinin vicuttaki asil gorevi
beyin merkezleri Gizerine etki ederek tokluk his-
si olusturmasi ve besin alimini azaltarak vicut
agirhg ile enerji dengesini saglamaktir. Leptin
tokluk hissini hipotalamustaki reseptorlerine
baglanarak gerceklestirir. Hipotalamus ndéron-
larinda yeme istegini baskilayan (anoreksijenik)
noropeptitlerin salinimini saglarken yeme iste-
gini arttiran (oroksijenik) noérotransmitterlerin
ve bu transmitterleri uyaran ghrelin gibi hor-
monlarin etkinligini baskilar (4). Obezler ve asiri
kilolularda plazma leptin diizeyinin ¢ok yuksek
oldugu, fakat obezlerin beynindeki LEPR sayisi-
nin azalmasi nedeniyle leptinin etkili olamadigi
gosterilmistir (5).

Diyabetes mellitus, endokrin hastaliklar arasin-
da en sik gorilenidir. DM Tip 1, Tip 2, gestasyo-
nel DM (gebelik diyabeti) ve 6zgul nedenlere
bagli DM olmak Uzere 4 gruba ayrilir. Son veri-
lere gore Diinyada yaklasik 40 milyon Tip 1 DM
hastasi bulunmaktadir (6). Tip 1 DM, juvenil DM
ya da insuline bagimli DM olarak da bilinmek-
tedir. Genellikle pankreastaki beta hcrelerinin
otoimmun hasarina bagl olarak gelisen insulin
eksikligi biciminde ortaya ¢ikmaktadir (7). Son
yillarda yapilan arastirmalar leptinin kandaki
yuksek glukozu normal diizeylere getirme ve
instlin duyarhligini arttirma gibi etkilerinin ol-
dugunu gostermistir. Tip 1 DM hastalarinda lep-

tin hormonunun miktari tartismali konulardan
birisidir. Arastirmacilardan bir kismi Tip 1 DM'de
leptin hormonu diizeyinin degismedigini (8, 9)
ileri strerken bir kismi da asir arttigini bildir-
mislerdir (10). Bu konu heniiz tam olarak acgikh-
ga kavusturulamamistir. Boylece, bu ¢alismanin
amaci, deneysel olarak olusturulan Tip 1 DM'li
sicanlarin beyinlerinde leptin dagilimi ve mikta-
rinin arastirilmasidir.

GEREC VE YONTEM
Deney Hayvanlari ve Etik Kurul

Arastirmamizda, Eskisehir Osmangazi Univer-
sitesi Tibbi ve Cerrahi Arastirma Merkezi'nden
saglanan, 8-10 haftalik, 250-300 g agirliginda
toplam 14 adet erkek Wistar Albino tlru sican
kullanildi. Hayvanlara yapilacak uygulamalar
icin ayni Universitenin Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu'ndan onay alindi (14.12.2017, 628-2).

Deney Yontemi

Hayvanlar, 12 saat aydinlik/12 saat karanhkta ve
25+2 °C'de, igme suyu ve standart hazir yeme
serbestce ulasabilecekleri kafeslerinde barin-
dinldilar. Ortama alisma suresi olarak gecen 14
gunden sonra her birinde 7 sican olacak sekilde
rastgele 2 gruba ayrildilar. Deney hayvanlari-
nin refahini saglamak igin standart kafeslerden
daha biyik 6zel kafesler kullanildi (46x83x21
cm). Kontrol grubundaki hayvanlara hicbir uy-
gulama yapilmadi. DM grubundaki hayvanlara
55 mg/kg streptozotosin (Sigma, Darmstadt, Al-
manya) 0.1 mol/L sitrik asit tamponu (pH=4.5)
icerisinde cozulerek intraperitoneal (i.p.) yolla
tek doz olarak verildi. Streptozotosin uygula-
masindan 72 saat sonra, 12 saatlik achga bira-
kilmis sicanlarin kan glukoz duzeyi kan sekeri
Olciim cihazi (Life Check compact TD, Tail Doc
Technology Corporation, Taiwan) ile kuyruk
veninden alinan bir damla kanda oélculda (11).
Glukoz duzeyi >280 mg/dL olarak saptanan
sicanlarda Tip 1 DM meydana geldigi kabul
edildi (12) ve 28 gun bu kosullarda yasatildilar.
Deney sonunda tim sicanlara intramuskduler
ketamin (45 mg/kg) ve ksilazin (50 mg/kg) ka-
nsimi enjekte edilerek uyutuldu. Beyinleri hizli
bir sekilde cikarilarak histolojik calismalar icin
%10’luk tamponlu formaldehite ve Western
blot calismalan i¢in -80°C dolabina koyuldu.



Histolojik preparatlarin hazirlanmasi

Hayvanlarin beyinleri dikkatlice ¢ikarildiktan
sonra % 10’luk tamponlu formaldehit iceri-
sinde 24 saat sureyle tespit edildi. Fiksasyon
isleminden sonra sican beyinleri longitidinal
fissir boyunca kesilerek beynin i¢ bolgesi ke-
sit duzlemine gelecek sekilde iki yarikire bir-
birinden ayrildi. Daha sonra olagan histolojik
islemlerden gecirilerek parafin bloklar elde
edildi. Hazirlanan parafin bloklardan poli L-li-
zinli lamlara 5 pm kalinliginda kesitler alind.
Koroid pleksus yer tespiti icin beynin longuti-
dinal kesiti incelendi. Kesit duzleminde lateral
ventrikuller ve hipokampusun yer tespit edile-
rek koroid pleksusa ulasildi. incelemeler sirasin-
da koroid pleksus tek katli kiibik veya prizma-
tik epitel ve altindaki bol damarli gevsek bag
dokusuyla karekterize oldugundan inceleme-
lerimiz ve arastirmamiz bu yonde yapilmistir.

Leptin immiinohistokimyasal incelemesi

Beyin kesitleri, parafin giderme islemi igin 2 kez
15 dakika ksilolde birakildiktan sonra sirasiyla %
100, % 96 ve % 80'lik etil alkollerin her birinde
10'ar dakika tutuldu. Her birinde 5'er dakika ol-
mak Uzere 2 kez distile sudan gegirilen kesitlere
15 dakika % 3’lik hidrojen peroksit uygulana-
rak endojen peroksit aktivitesi bloke edildi ve
fosfat tamponlu tuz (PBS) ile 3 kez 3'er dakika
yikandi. Kesitlere Ultra V blok sollisyonu uygu-
lanarak 10 dakika bekletildikten sonra Uzerine
Leptin (sc-842, Santa Cruz, USA) primer antiko-
ru eklenip bir gece +4 °C'de bekletildi. Ardin-
dan oda isisina alinan kesitler PBS ile yikanip
Uzerine biyotinli sekonder antikor eklenerek
10 dakika ve tekrar PBS ile yikanip streptavi-
din-peroksidaz enzim kompleksinde yine 10
dakika bekletildiler. Daha sonra PBS ile yikanip
kromojen AEC uygulanarak gozle gorilebilen
immun tepkimenin ortaya cikmasi saglandi.
Hematoksilen ile ¢ekirdek boyamasi yapildiktan
sonra lamlar kapatilarak Olympus BX 51 mikros-
kobu ile incelenerek uygun gorintuler alindi.

Doku homojenizasyonu

Tum beyin dokusu boncuklarla beraber 2 ml'lik
homojenizasyon tlipline konuldu. Tupe, iceri-
sinde proteinaz inhibitor kokteyli bulunan 1 ml
dokuliziztamponu eklendi.Tipler boncuklu ho-
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mojenizatorde (Benchmark Scientific BeadBlas-
ter 24 Position Homogenizer, Sayreville NJ 08872
USA) 2 dakika siresince homojenize edildi.

Protein miktar tayini

Protein miktari qubit protein tayin kiti ve Qu-
bit 2.0 Fluorometre cihaziyla bulundu. Bu yon-
temde floresans veren boyalarin proteinlere
baglanmasi ve cihazda 6lciilmesi esastir. On-
celikle protein izolatlar saf su ile 1/50 oraninda
sulandinldi. Kit icerisinde bulunan stok flore-
san boya ornek sayisina gore 1/200 oraninda
kit icerisinde bulunan buffer ile karistinlarak
working solution hazirlandi. 10 pL sulandinl-
mis protein ve 190 uL working solution ka-
nstinldi, karanhkta 15 dak. bekletildi ve son-
ra Qubit 2.0 Fluorometre cihazinda olculda.

Western blot yontemi

Her grupta esit miktarda protein olacak sekil-
de proteinler 2:1 oraninda 6rnek tamponuyla
esitlenerek buz tzerine konuldu. Daha sonra 5
dakika 95°C'de kaynatilarak tekrar vortekslenip
santriflj edilerek buz Uzerine yerlestirildi. Cali-
silacak olan proteinin kilo dalton agirlig dikka-
te alinarak uygun yuzdelerde jeller hazir olarak
alindi. Jel, elektroforez tankina yerlestirildi. Jelin
her kuyucuguna, basta 5 yl molekuler agirhk
isaretleyicisi olmak Uzere, 20 pl protein iceren
ornekler ytklendi. Ornekler kuyucuklardan ine-
ne kadar ilk 6nce 80 V'de, sonra 130 V'de 1,5
saat oda sicakliginda jelin sonuna kadar yurut-
me tamponu icerisinde yuritilda. Elektroforez
isleminden sonra jeldeki proteinler membrana
aktarildi. Ardindan membran 1 saat siire ile oda
Isisinda, yatay karistirici Gizerinde, tris buffered
saline - tween 20 (TBS-T) ile hazirlanan % 5’lik
BSA ile bloklandi. Bloklama isleminden sonra,
membran bloklama tamponu ile sulandiriimis
primerantikorlarla birgece +4°C'de yatay karisti-
rici Uzerinde tutuldu. Ertesi sabah membran pri-
mer antikordan alinarak, TBS-T ¢ozeltisiyle dolu
kaba aktarilarak 4 kez 5'er dakika yikandi.Yikama
isleminden sonra membran bloklama tamponu
ile sulandirnimis sekonder antikorla bir saat oda
sicakliginda, yatay calkalayici Gzerinde tutuldu.
Sekonder antikor sonrasinda tekrar TBS-T ile 4
kez 5'er dakika yikandi. Ardindan kemiltimine-
sans madde ile 1 dakika oda sicakliginda inktbe
edilip kemiliminesans gorintuleme yapan Li-
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cor C-Digit marka cihazla membrandaki protein
bantlarin gorintuleri alindi. Western blot dene-
yi sonucunda elde edilen bantlar image studio
Lite ver. 5.2 programi kullanilarak analiz edildi.

BULGULAR

immiinohistokimyasal bulgular

Kontrol ve DM gruplarina ait beyin kesitlerin-
de leptin boyanmasinin gerceklestigi ve her iki
grupta da leptin ifadesinin yalnizca koroid plek-
susta beyin omurilik sivisini treten hicrelerde
oldugu belirlendi. Leptinin immunohistokim-
yasal boyanma yogunlugu karsilastirildiginda,
DM grubunda leptin boyanmasinin kontrol
grubuna kiyasla daha zayif oldugu gorildi (Se-
kil 1).

Sekil 1. Sicanlarin beyin kesitlerine ait mikroskobik gérinti-
ler. Kesitler leptin icin immunohistokimyasal olarak boyanmis-
tir. Her iki grupta da pozitif boyanmanin sadece beynin koroid
pleksus (ok) bolgesinde oldugu dikkati cekmektedir. A ve B:
Kontrol grubunda yodun pozitif boyanma, C ve D: Diyabetes
mellitus grubunda zayif boyanma goriilmektedir. Cubuklar B ve
D'de 50 um (40X), A'da 100 um (20X) ve C'de 200 pm (10X)'dir.

Western blot bulgulan

Western blot sonuglari immunohistokimyasal
sonuclar ile paralellik gosterdi ve relatif leptin
yogunlugunun kontrol grubuna kiyasla DM
grubunda 0,178 diizeyinde oldugu saptandi
(Sekil 2).

Sekil 2. Western blot yéntemiyle elde edilen sonuglara gére
DM grubunda leptinin relatif yogunlugunun kontrole gore be-
lirgin olarak azaldigi gorilmektedir.
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TARTISMA

Bu calismayla tokluk hissini olusturmak Uzere
koroid pleksus Uzerinden beyne gecgen leptin
hormonu ile diyabet arasinda yakin bir iliski ol-

dugu ve bu hormonun diyabetle azaldigi gos-
terilmistir. Leptin, hipotalamustaki reseptorleri
aracihgiyla istahi baskilayan, enerji tiketimini
ve insllin hassasiyetini arttiran bir hormondur
(6, 13). Leptinin ana hedefinin dogrudan beyin
merkezleri olmasi bizi bu ¢alismada beyin do-
kusuna gegen leptin miktarini arastirmaya yo6-
neltmistir.

Leptin salinimi basta insulin olmak Gzere kate-
kolaminler, glukokortikoidler, tiroid hormonlari
ve gonadal steroidler gibi bircok hormon tara-
findan kontrol edilmektedir. in vitro yapilan bir-
cok calismada insilinin leptin salinimini uyardi-
g1 gosterilmistir (14-16). insiilin leptin salgilatici
etkisini dogrudan yapabildigi gibi artmis glu-
koz metabolizmasinin da bunu uyarabilecegi
dusinulmektedir (16). Leptin saliniminda insi-
linin etki mekanizmasi tam olarak belirleneme-
mis bir metabolik yolaktir.

Calismamizin immuinohistokimyasal bulgulari
leptinin beyinde sadece koroid pleksusta pozi-
tif reaksiyon verdigini gosterdi. Bizim calisma-
miza ek olarak Banks ve arkadaslari yaptiklari
calismada yag dokuda sentezlenen ve kana sa-
linan leptinin koroid pleksus, medyan eminens
ve arkuat ¢ekirdek bélgelerinden de beyin ice-
risine gectigini gostermislerdir (17). Zlokovic ve
arkadaslari leptinin beyin icerisine tasiniminda
ana yolagin koroid pleksus oldugunu bunun di-
sindaki bolgelerin payinin ¢cok diisiik oldugunu
gostermislerdir (18). Di Spiezio ve arkadaslari
yaptiklari calismada leptinin kan beyin bariye-
rini reseptor aracili olarak koroid pleksus bolge-
sinden gectigini bildirmislerdir (19).

Leptinin yag dokuda sentez edilip kana salin-
masini uyaran bircok mekanizma ve molekdl
bulunmaktadir. Bu mekanizmalarin ¢ézilmesi
basta obezite ve DM olmak Uzere bircok has-
taligin anlasiimasini kolaylastiracaktir. Wang
ve arkadaslari insilinin yag hucrelerinde hazir
olarak bulunan leptin vezikillerini hareketlen-
dirdigini ve hiicre sitoplazmasi disina tasidigi-
ni, stoklar tikendikten sonra da mRNA seviye-
sinde yag hucrelerine yenilerini sentezlettigini
goOstermislerdir. Bu islemlerin hiicre ici kalsiyum
ve inozitol Ug fosfat/Akt yolagi Gzerinden ger-
ceklestigini bulmuslardir (20). Obezlerde insi-
lin direncinin gelismesi kan instlin miktarinin
artmasina neden olur. Obez bireylerde leptin
miktari da yuksek bulunmustur (21).
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Mueller ve arkadaslari yag huicreleriile yaptiklari
calismada glukoz tasinmasi ve metabolizmasini
baskiladiklarinda, insulin varhginda leptin salgi-
lanmasinin azaldigini, achkta leptin seviyesinin
dismesinin ve toklukta artmasinin glukoz me-
tabolizmasiyla iliskili oldugunu ve insulinin do-
layh olarak etkili oldugunu géstermislerdir (22).
Wellhoener ve Sonnenberg de kendi ekipleriyle
yaptiklari calismalarda insilinin dolayli olarak
etki ettigini saptamislardir (23, 24). Leptin salini-
mi Uzerinde glukoz metabolizmasinin mi yoksa
instlinin dogrudan kendisinin mi etkili oldugu
tam olarak acikliga kavusturulamamistir. Bizim
calismamizda, STZ ile pankreas beta hiicrelerin-
de insulin Gretimi baskilandiginda beyne gegen
leptin miktarinin da azaldigi goralda. Wellhoe-
ner, Sonnenberg ve Mueller'den farkli olarak biz
leptin saliniminda insilinin dogrudan etkili ol-
dugunu duslintyoruz. Bazi ¢calismalar insulinin
leptin saliniminda erken asamada etkili oldugu-
nu, ge¢ donemlerde glukoz metabolizmasinin
etkili olabilecegini gostermislerdir. Biz calisma-
mizda uzun sireli kontrol altinda olmayan in-
sulin eksikliginin leptin salinimini distrdGguni
gozlemledik.

Adipositlerin sitoplazmasinda var olanlarin sali-
nimi ve temelde yeni leptinlerin sentezlenmesi
uzerine Tsubai ve arkadaslarinin yaptiklari calis-
mada, Mueller'den farkl olarak, glukoz metabo-
lizmasinin leptin saliniminda ¢ok fazla etkili ol-
madigi, adipositlerin in vitro ortamda ve instilin
varliginda leptin salgilayabildikleri gosterilmis-
tir (16).

Asiri kilolu ve Tip 1 DM'li hastalarda kan leptin
miktarini arastiran bir calismada DM’li grupta
leptin ifadesinin anlamli bir sekilde distigi
saptanmistir (25). Bu konuda yapilan ¢alismala-
rin bazisi Tip 1 DM durumunda leptin ifadesinin
degismedigini (26), bazisi ise arttigini goster-
mistir (27-29).

Bizim calismamizda da Tip1 DM durumunda,
yani baskilanmis insilin salinimi durumunda,
sicanlarda leptin ifadesinin distigu gosteril-
mistir. Bu dlsus leptin saliniminin insulin sah-
nimiyla parelellik gosterdigini distndirmek-
tedir. Bu bulgumuz Tsubai ve arkadaslarinin
calismasina benzerlik gostermektedir. Leptin ve
instlinin vicuttaki 6nemli gorevleri goz 6niine
alindiginda, aralarindaki etkilesim mekanizma-

sinin ¢6zllmesi; basta obezite, Tip 1 ve Tip 2 DM
olmak tizere bircok hastaligin tani ve tedavisin-
de yeni ufuklar agabilecektir. Bu konunun kesin
olarak acikhga kavusturulabilmesi icin 6zellikle
molekdler etkilesim ve yolaklarin ortaya cikaril-
masina yonelik daha ayrintili calismalara ihtiyag
vardir.
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