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OZET

LEPTIN HORMONUNUN FOLLIKUL GELISIMINE VE APOPTOZISINE ETKISi

KOCABAS, Muhammed Mekki
Yuksek Lisans Tezi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Gulgin ABBAN METE

Temmuz 2018, 58 sayfa

Leptin agirlikh olarak adipoz dokudaki adipositler tarafindan sentezlenek kana
salinan, dolayisiyla Kisinin yag dokusu ile orantili olarak serum duzeyleri ylukselen bir
hormondur. Leptin hem kadin hemde erkek Greme sisteminin dizenlenmesinde énemli
rol oynamaktadir. Leptin seviyesi disi ve erkek te puberte baslangicindan énce artar.
Bu artisin puberte baslangicini tetikledigine inanilmaktadir. Leptin seviyesi ve etkisi
pubertal donemden sonra disi ve erkeklerde farkhlik gostermektedir. Kadinlarda
estrojen leptin salinmasini artirirken testosteron azaltmaktadir. Biz leptinin yeni
dogandan olgun déneme kadar ovaryum follikillerinde olusturdugu yapisal degisimleri
ve ovaryum apoptozisine etkisini incelemeyi amacladik.

Bu cgalismada 36 adet Wistar tipi disi sican kullanildi. Siganlar kontrol ve leptin
uygulanan deney grubu olmak Uzere ikiye ayrildi. Calismamizda yeni dogan digi
sicanlara dogumun birinci gininden baslayarak 14 gun sireyle leptin uygulandi.
Deney grubu yavrulara dogduklari giinden itibaren (dogdugu giin = 0) 1-5 giin boyunca
sabah 0,1 ml/gun, 6-10 gun 0,15 ml /gun, 11-15.gin 0,25ml/gun leptin enjeksiyonu
subkutan olarak gergeklestirildi.

Ovaryumlar dogumu izleyen 21 (3 hafta, kontrol; n=6, deney; n=6), 35 (5 hafta
kontrol; n=6, deney; n=6) ve 84 (12. Hafta kontrol; n=6, deney; n=6) glnlerde
¢ikarilarak 1sik mikroskobu diizeyinde incelendi. Ovaryum dokulari tespit igin, %10’luk
formaldehit solisyonunda 72 saat bekledildikten sonra rutin i1siIk mikroskopi takibine
alindi. Hazirlanan parafin bloklardan, Leica RM-2125 rotary mikrotom kullanilarak 5 p
kalinhginda kesitler alindi. Kesitlere, Bcl/2, kaspaz 3, kaspaz 8, kaspaz 9, p-53 ve Bax
ifadelerini belirlemek amaciyla immunohistokimyasal ve histolojik inceleme igin
hematoksilen-eosin (H-E) boyama islemi yapildi. Kesitler Olympus BX51 marka isik
mikroskobunda incelendi ve Olympus DP72 dijital kamera ile resimlendi.

Kontrol ve leptin uygulanan gruplarda kaspaz-8, kaspaz-9, bax, p-53, bcl-2 ve
kaspaz-3 proteinlerinin ekspresyonlari ayni idi. Hematoksilen-eosin boyamada ise
follikliler gelisim acgisindan yeni dogan deney grubunun kontrole gére daha gelismis
oldugu saptandi.

Kontrol ve leptin uygulanan gruplardan elde ettiimiz immunohistokimyasal
bulgularimiz bize leptinin ovaryum apoptozisini etkilemedigi disundartti. Bunun
nedeni uygulanan doz miktari ya da uygulama suresi olabilir. Ancak histolojik
bulgularimiz yenidogan dokusunda leptinin follikil gelisimi uyardigini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Leptin, Apopotozis, Ovaryum

Bu ¢alisma, PAU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir (Proje No: 2012SBE001).



ABSTRACT

THE EFFECTS OF LEPTIN HORMONE ON DEVELOPMENT OF FOLLICLES AND

APOPTOSIS
KOCABAS, Muhammed Mekki
Yuksek Lisans Tezi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Gllgin ABBAN METE

July 2018, 58 pages

Females an the reproductive system. Leptin levels rise in girls and boys before the
onset of puberty. It has been sussegted that levels of the leptin rise may trigger the
onset of puberty effected. Levels of leptin different from male and female after puberty.

Whereas eastrogen accelarates secretion of leptin, testosteron reduces, nevertheless

the precise mechanism how leptin effects puberty is completely unknown. In this study,

we investigated the effect of leptin on the ovarian apoptosis and maturation.

For this purpose, thity-six Wistar type rats were used in the study. Rats were
divided as control, and leptin-treated groups. Leptin (3 micgram/kg) subcutaneously
injected to newborn rats for 15 days starting from the first day of the birth. Beginning
of the first day of their born (birth day=0) 0,1 ml/a day in mornings for 1-5 days, 0,15
ml/a day for 6-10 days, 0,25 ml for 11-15 days. Ovaries were removed after birth in
the third (Newborn), fifth (pubertal) and twelveth week (Adult) Ovarien tissue
samples of taken from each of the rats were fixed in 10% neutral-buffered formalin
for 72 h, and then embedded in paraffin. Sections (5 ym) were taken from the
paraffin blocks on slides with polylisine and these were then deparaffinized in
xylene and rehydrated through a graded ethanol series (100%, 96%, 80%.) and they
were used in immunohistochemical examination for analyzing Bcl/2, caspase 3,
caspase 8, caspase 9, p-53 and bax expression.and hematoxylne and eosin.
Afterwards cuts were evaluated under the light microscop by Olympus BX51 light
microscope and Olympus DP72 digital camera.

The expression of caspase-3, caspase-8, caspase -9, p53, Bcl-2, Bax was
evaluated by immunohistochemistry. No remarkable differences were observed
between the two groups regarding the expression of Bcl-2, bax, p53, caspase-3,
caspase-8 and caspase-9. But three week old newborn rat ovaries were mature
compare to control groups. In control ovary, primordial, primary and scondary
follicles were seen whereas stages of follicular development from early primary
follicle to mature (Graafian) follicles were observed in ovary-treated with leptin.

Leptin was found not to be effective in ovarian apoptosis but effective in
developing ovarian follicles in rat.

Key Words: Leptin, Apoptosis, Ovary

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects

Coordination Unit through project numbers 2012SBEOQO1.
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1. GIRIS

Leptin, obese (Ob) geni tarafindan kodlanan, 16 kDa’luk 167 aminoasitli peptid
yapisinda bir hormondur (Zhang vd 1994). Ureme sisteminin matiirasyonunun
dizenlenmesinde gorev alan leptinin ilk belirtisi, disi ob/ob farelerin kisir oldugunun
bulunmasidir ki, bunlar leptin muamelesiyle fertil hale getirilebilmistir (Bray 1979).
Doygunluk ve enerji dengesi ile ilgili oldugu tanimlanan leptin yad hucrelerinden
salgilanmaktadir. Arastirmalar sonucunda leptinin hipotalamusa geri bildirim yolu ile
etki eden antiobezite bir faktor oldugu ortaya cikmistir. Yapilan calismalardan elde
edilen bulgular, hem hayvanlarda hem de insanlarda vicut agirhigi ve yiyecek aliginin
diizenlenmesinde leptinin énemini vurgulamaktadir (Zhang vd 1994). insanlarda
yiyecek alimi, obezite, enerji dengesinin diizenlenmesinde etkili oldugu gibi, pubertenin
baslamasinda, hipotalamik pituiter islevlerin diizenlenmesinde ve insulin direncinde de
o6nemli rol oynamaktadir (Kirel vd 1998, Christos vd 1999).

Son yillarda leptinin hem kadin hemde erkek Ureme sisteminin dizenlenmesinde
onemli rol oynadidi ortaya c¢ikmistir. Leptinden yoksun olan disi ob/ob farelerin kisir
olmasi ve bu farelerin sirekli pubertal dénemde bulunmasi leptin tUreme Uzerindeki
etkisinin ne denli énemli oldugunu gostermektedir. Ozellikle bu kisir farelere leptin
uygulanmasi sonucunda pubertal dénem gecgebilmeleri ve fertili hale gelmeleri
¢alismalarin bu yéne kaymasina neden olmustur. Serumda leptin seviyesinin orani
cinse bagl faklilik géstermektedir (Kirel vd 1998, Christos vd 1999). Leptin seviyesi digi
ve erkek te puberte baslangicindan énce artar ki bu artisin puberte baslangicini
tetikleyebilecegine inaniimaktadir (Garcia Mayor vd 1997, Mantzoros vd 1997). Leptin
seviyesi ve etkisi pubertal ddonemden sonra disi ve erkeklerde farklilik gdstermektedir.
Kadinlarda Ostrojen leptin salinmasini artirirken testosteron azaltmaktadir. Bununla
birlikte leptinin pubertel déonemdeki etki mekanizmasinin nasil oldugu tam olarak

aciklanamamigstir (Almog vd 2001).

1.1. Amag

Yapilan kaynak taramalarinda leptinin ovaryum Uzerine olan etkilerinin daha gok
iglevsel yonden degerlendirildigi saptanmistir. Follikll hucrelerinin gelisimine olan

etkilerini inceleyen yayinlarin ¢gok az oldugu bulunmustur. Ayni zamanda da bu



calismalardan birbirleriyle celisen sonuglar ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle bizde digi

ureme sistemindeki etkilerini incelemeyi amagladik.

Bu calismada leptinin yeni dodandan olgun dénem olan 12. haftaya kadar olan
follikGl gelisimine ve apoptozisine etkisinin hem immunohistokimyasal hem de histolojik

olarak ayrintili arastiriimasi amaglandi.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Gonadlarin Gelisimi

Kromozomal ve genetik cinsiyet, sekonder oositi délleyen sperm tlrine gore

fertilizasyonda belirlenir. Gonadal cinsiyet 7. haftada belli olur.

Gonadlar (testisler ve overler) Ui¢ kaynaktan koken alirlar;

¢ Posterior karin duvarini déseyen sélom epiteli (mezodermal epitel)

¢ SOlom epiteli altindaki mezensim

¢ Primordial germ hlcreleri (ilkel cinsiyet hiicreleri)

Gonad gelismesi, ilk kez gelismenin 5. haftasinda, mezonefrozun medialinde, sag
ve solda, s6lom epitelinin gogalmasi ve altindaki mezensimin yogunlasmasiyla olusan,
uzunluguna iki adet gonadal ya da genital kabartryla (genital ridge) dikkati ¢eker.
Gelismenin 4. haftasinda blylk yuvarlak ilkel cinsiyet hilicreleri, allantois kesesine
yakin vitellis kesesi (yolk kesesi) endoderm hiicreleri arasinda goérilmeye baslarlar.
Embriyonun kivrilmasi sirasinda, vitellis kesesinin dorsal kismi embriyon igine alinir.
Bu katilma olaylanirken ilkel cins hucreleri, son bagirsagin dorsal mezenteri yoluyla 6.

haftada ameboid hareketlerle gonad kabartilarina gé¢ ederler (Seftalioglu 1998).

2.1.1. Farklanmamis Gonadlar

ilkel cins hiicrelerinin goclerinden az énce ya da gocleri sirasinda gonad
kabartisinin sélom epiteli tekrar cogalir ve altindaki mezengime yayilarak dizensiz ilkel
cinsiyet kordonlari  (primitif seks kordonlarini) olustururlar. Hem erkek hem disi
embriyonlarda bu kordonlar, ylzey epiteli ile devam ederler. 7. haftadan énce, her iki
cinsin gonadlari birbirine benzer ve farklanmamis gonad’lar olarak adlandirilirlar.

ilkel cinsiyet hiicrelerinin gonadlar (izerinde indiiktif etkileri vardir. ilkel cinsiyet
hicreleri gonadlara ulagsmadiklarinda ne testisler ne de ovaryumlar geligir. (Seftalioglu
2003).

2.1.2 Cinsiyet Belirlenmesi

Kromozomal ve genetik cinsiyet, fertilizasyonda ve sekonder oositi délleyen spermin



X ya da Y cinsiyet kromozomu tarafindan belirlenir. Y kromozom'u farklanmamis
gonadin medullasi Uzerine, testis—belirleyici etkiye sahiptir. Testis—belirleyen faktor
(Testis determining factor = TDF) geni, Y kromozomunun kisa kolu Uzerindeki cinsiyet
belirleyen bdlgede (Sex—determining Region of the Y kromozom = SRY) yerlesiktir. Bu
faktér, farklanmamis gonadin  ilkel cinsiyet kordonlarindaki  hlcrelerde
sentezlendiginde, taslak gonadlar, testislere farklanirlar. insan Y kromozomunun TDF
yoresinde, 223 amino asit dizeni, Sinclair ve arkadaslari tarafindan 1990 yilinda

bulunmustur.
Y kromozom’u yoklugunda, ovaryumlar meydana gelir.

Mevcut gonadlarin tipi ise, genital bosaltma yollari ve dis genital organlarin cinslere
goére farklilanmasini belirlemektedir. Testislerden Uretilen androjenik testosteron,

erkekligi olusturur.

Anormal cinsiyet kromozom kompleksli embriyonlarda (XXY veya XXY), X
kromozom sayisi cinsiyet belirlemede 6nemli degildir. Eger bir Y kromozomu mevcut
ise embriyon erkek olarak gelisir. Eger Y kromozomu yoksa veya Y kromozomunun
testis belirleyici yoresi yok ise disi gelismesi olur. Bir X kromozomunun kaybolmasi

gonad kabartilarina ilkel cinsiyet hucrelerinin gocunl etkilemez. (Seftalioglu 1998).

2.2. Ovaryumlarin Geligmesi

Disi embriyolarinda gonadal gelisim daha yavas gerceklesir. X kromozomlari
ovaryum gelismesi icin genler tagimaktadir. Ancak otozomal bir gen de ovaryumun
sekillenmesi icin dnemli isleve sahiptir (DiGeorge 1992, Quingley vd. 1994). Tam bir
ovaryumun gelismesi igin iki adet X kromozomuna ihtiyag vardir. iki X kromozomu,
oositlerin mayoz evresinde uzun sire kalmalari i¢in gereklidir. Turner sendromliu
disilerde (44+X0) ovaryumlar gelisir ancak ovaryumlarinda vaktinden énce dejenere
olmus cinsiyet hucreleri olusmamis folUkuller bulundurur.

Ovaryumlar 10. haftaya kadar histolojik olarak ayirt edilemezler. Primitif seks
kordonlari disi embriyonlarda, erkek embriyonlarinki kadar belirgin degildirler ancak
gonadin medullasina kadar ve rudimenter bir yapi olan rete ovari'yi olustururlar.
Normalde rete ovariler ve primitif cinsiyet kordonlari dejenere olurlar ve daha sonra
kaybolurlar.

Erken fétal ddnemde kortikal kordonlar denilen ikinci cinsiyet kordonlari, gelismekte
olan gonadin yuzey soOlom epitelinden baglayarak altindaki mezensime dogru

gelismeye baslarlar. Sélom epitelinin gogalmasiyla kortikal kordonlar kalinlagirken, ilkel



cinsiyet hucreleri kordonlar igine karisirlar. Yaklasik 16. Haftada bu kordonlar,
primordial foliktl denilen ayri hidcre gruplarina bdlinurler. Her bir grup, ortada, ilkel
cinsiyet hucrelerinden koken almis oogonium ve onun gevresinde kortikal kordon sélom
epiteli kaynakh tek sira follikil hicrelerinden meydana gelir. Fétal dénemde,
milyonlarca oogonium aktif mitozla olugurken dogum 6ncesinde oogoniumlarin bir
kismi dejenere olur, bir kismi da buylyerek primer oosit'leri yaparlar. Dogum sonrasi
dénemde oogonium meydana gelmez. Her ne kadar dogumdan once pek cogu
dejenere olsa da, dogumdan sonra iki milyon civarinda primer oosit kalmaktadir.

Gelismekte olan bir ovaryumun histolojik tanisi, 10.-11. haftalarda kalin tunica
albugineanin olmamasi ve mayoz evresine girmekte olan cinsiyet hicrelerinin varligiyla
konur (Persaud 1992).

Dogumdan sonra ovaryum epiteli tek kath yassi olur ve hillusta peritonun
mezotelyumu ile devam eder. Ovaryumun yuzey epiteli eskiden ‘germinal epitel’ olarak
isimlendirilirdi. Bugun ylzey epitel yoresinin insan embriyonlarinda, cinsiyet
hlcrelerinin kaynagi olmadigi saptandi. Yuzey epitel hicreleri cinsiyet hucrelerinin
kokeni olmadigi belirlendi. Germ hdcrelerinin, primordial germ hicrelerinden kdken
aldiklar1 kesin olarak bilinmektedir. Ovaryum follikilleri olusurken ylzey epiteliyle olan
baglantilarini kaybederler. Tunica albuginea denilen ince fibréz bir kapsul, ylzey
epiteliyle ovaryum korteksi arasinda gelisir. Mezonefroz gerilerken, ovaryum ondan
ayrihr ve mezovaryum denilen kendi mezenteriyle vicut duvarina asilir (Seftalioglu
1998).

2.2.1. Ovaryumlar

Ovaryumlar; pelvis kavitenin leteralinde uterusun her iki tarafinda birer tane olacak
sekilde oval sekilli organlardir. Ovaryumlarin birbiri ile iligkili iki islevi vardir. Disi cins
hicrelerini Uretirler (oogenezis) ve steroid hormonlari (6strojen ve progesteron)
salgilarlar.  Ovaryumlardan salgilanan steroidler, cins hucrelerinin  gelisip
olgunlagmasini, sekonder cins organlari ve meme bezlerinin gelisme ve buyumesini
kontrol ederken gebeligin kontrolinden de sorumludurlar.

Ovaryumun ylzeyi germinal epitel olarak adlandirilan tek kath kibik veya yassi
epitel ile déselidir. Germinal epitel altinda ovaryuma beyazimsi rengini veren tunika
albuginea yer alir. Tunika albuginea yas ilerledikgce kalinlagir ve sertlesir. Ovaryumlar,
icte medulla, dista korteksten olusur. Korteks ile medulla bélgeleri arasinda kesin bir
sinir yoktur. Medulla, zengin kan ve lenf damarlari ve sinirleri iceren gevsek bag
dokusu yapisindadir. Korteks, ovaryumun dis ve iglevsel boélimiadar. Korteks

periferde medullayl sarar ve farklilasma yetenegine sahip ovaryum folikdllerini bol



miktarda bulundurur. Korteks hillusta sona erer ve mesovaryum medulla ile devam
eder. Stroma ovaryumun temel ve destek dokusudur. Korteks stromasi, i§ bigimli
fibroblast benzeri hicreleri ve retikdler lif agini icerir. Medulla stromasi ise
fibroblastlardan, elastik liflerden ve diiz kas hiicrelerinden olugmustur. interstisyel
hiicreler ovaryum stromasina dagilmis olarak bulunur. intertisyel hiicre gruplarinin
sayisi atretik folikillerin fazla oldugu dénemde fazlalagirken, menstruasyonun basladigi
pubertede sayilari azalmaktadir. Erginde bu hiicreler, ovaryum stromasina az sayida
dagiimislardir. Ovaryum hilusunda ve mesovaryuma yakin yoérede buylk epiteloid
hicre gruplari (hilus hicreleri veya sempatikotropik hilus bezi olarak adlandirilirlar)
g6zlenir, bunlar kan damarlari ve miyelinsiz sinir telleri ile siki iliskidedirler. Bu hicreler,
leyding hucrelerine daha ¢ok benzerler. Blnyelerinde kolesterol esterlerini, lipokrom
pigmentlerini ve reinke kristallerine benzeyen kristalleri icerirler. Aktif olarak i¢ salgi
bezinin tium histokimyasal ve sitolojik 6zelliklerine sahip olan bu hucreler, gebelik ve

menopoz donemlerinde fazla sayidadirlar. (Seftalioglu 1998).

2.2.2. Oogenezis

ilkel disi esey hiicrelerinin gelisip olgunlagsarak olgun oositleri olusturmasina
oogenezis denir. Hicrelerdeki bu olgunlagsma slreci dogumdan énce basglar, cinsel
olgunluga (puberte: ergenlik) erigildiginde tamamlanir. Oogenezisi dogum 0Oncesi ve

dogum sonrasi olgunlagma olarak ikiye ayirmak mimkainddr.

2.2.2.1. Dogum Oncesi Olgunlagma (Prenatal Maturasyon)

ilkel cins (esey) hicreleri, genetik olarak disi gonadlara gelince oogoniumlara
farklanirlar. Oogoniumlar bir dizi mitoz béliinme gegirirler. Uglincli ayin sonunda tek
katli epitel ile sarilirlar. Her bir hicre grubunda ortada oogoniumlar cevrede sdlom
epiteli kokenli tek sira follikll epitel hicreleri yer alir. Oogoniumlarin baylk bir kismi
mitozla bolinurken bir kismi da buyuyerek primer oositleri olugtururlar. Primer oositlerin
hemen DNA’lar replike olur ve birinci mayoz boélinmenin profaz safhasina girerler.
Sonraki aylarda, oogoniumlar mitoz bdlinmeyle sayica artmaya devam ederler ve
gelismenin beginci ayinda, ovaryumda gelisen disi cins hicrelerinin (gamet) sayisi
7.000.000’dur. Bu donemde hem primer oositlerde hem de oogoniumlarda atrezi
(gerileme) gdzlenir. Sekizinci ayda oogoniumlarin hemen hepsi dejenere olur, saglam
kalan primer oositlerin timu birinci mayoz bélinmeye girerler ve tek kath epitel ile

sarilarak primordial folikUlleri meydana getirirler.



2.2.2.2. Dogum Sonrasi Olgunlagma (Postnatal Maturasyon)

Doguma yakin tum primer oositler, mayoz bolinmenin profaz | safhasini bitirirler,
metafaz’a gireceklerine dinlenme (dictyotone) safhasina gegerler. Primer oositler, bu
safhada uzun sire kalirlar. Birinci mayoz bélinmeyi pubertede ovulasyondan az énce
bitirirler. Primordial folikullerdeki folikil hicreleri, oosit olgunlagmasini baskilayici (OMI)
bir madde salgilayarak primer oositlerin birinci mayoz boélinmeyi puberteden dnce
bitirmesini engeller. Primer oositlerdeki bu birinci mayoz béliinme gecikmesi 40 ya da
daha ileri yaslara kadar surebilir. Boyle durumlarda, mayoz bélinme hatalarina, yani
anne yasl ile artan kromozom ciflerinin ayrilmamasina rastlanir. Dogumda, primer
oositlerin tim sayisi 700.000-2.000.000 arasindadir. Dogumdan sonra artik primer
oosit meydana gelmez. Cocukluk déneminde, oositlerin cogu atretik olur. Puberteye
gelindiginde bir geng¢ kizin ovaryumunda toplam 40.000 adet (primordial folikil iginde

olmak Uzere) primer oosit bulunur (Seftalioglu 1998).

2.2.3. Menstual Siklus

Pubertenin baglamasi ile hipotalamustaki nodrosekretuar hucreler, gonadotropin
salgilatici hormon (GnRH) sentezlerler. Bu hormon, hipofiz bezinin 6n lobundan FSH
ve LH gibi gonadotropik hormonlarin salgilanmasini uyarir. Bu gonadotropinler;
folukallerin geligip olgunlagmasi, ovulasyon ve kopus luteum olugmasini da igine alan
ovaryum siklusuna neden olurlar. Ovaryum siklusuyla beraber uterus, uterin tipleri,
vajina ve meme bezlerinde bir dizi degisimler olur. Be degisimlere mestrual siklus ya da
endometrium siklusu denir.

Menstual Siklus 12-15 yaslar arasinda baslar 45-50 yaslarina kadar devam eder.
Menstural siklusun baslangici mesntural kanamanin goéraldigu gun olarak anilir.
Menstual akinti, yirtilan kan damarlarindan gelen kanin dejenere olan endometrium
karigimindan ibarettir. Menstual faz siklusun ilk dért gunu olarak tanimlanir. (Lange
1998)

» Folikdal stimule eden hormon (FSH): ovaryum foliklunin gelisimini ve folikul
hucrelerinden ostrojen salinimini uyarir.

* Luteinizan hormon (LH): ovulasyonu (sekonder oositin atiimasi) uyarir, folikul

hucreleri ve korpus luteumu uyararak progesteron uretimine neden olur.



2.2.4. Ovaryum Siklusu

Her siklusta, FSH etkisi ile 5-15 adet primordial folikl gelisip bayur. Ancak
bunlardan bir tanesi, 6zellikle LH etkisiyle olgun folikl olur, bu olgun folikil ovaryum
yuzeyi ile birlikte yirtilir ve igindeki sekonder oosit disari atilir. Geriye kalan 4-14 adet
antral folikuller folikll atrezisi denilen dogal dejenerasyona ugrarlar ve higbir zaman
olgunlasmazlar. Bu dejenere folikillere atretik folikil denir. Geng¢ bir kadinin
ovaryumlarinda 400.000 adet primordial ve primer folikil bulunmaktadir. Kadinin
Ureme hayati boyunca 500 den azi olgunlasir ve ovulasyona girer. Geri kalanlarin tim

farkl gelisme evrelerinde atrezi olur (Seftalioglu 1991).

2.2.5. Ovaryum Folikiilleri

Ovaryum folikilleri korteksin stromasi icerisinde yer alir. Bir folikll, bir ya da daha
fazla tabaka olusturmus folikiil hucreleriyle  (garnuloza hucreleri) cevrili oositten
meydana gelir. Erigskin normal geng bir kadinin iki ovaryumundaki toplam folikll sayisi
tahminen 400 000 kadardir. Bu foliklllerin ¢ogu kadinin dogurganlik sireci boyunca
atreziye ugrayarak yok olacaktir. Folikillerdeki bu gerileme dogum éncesinde baslar ve
dogurganlk slresi boyunca devam eder. Menepozdan sonra, folikillerden sadece
klguk bir miktar kalir. Her menstrual siklusta ovaryumlar tarafindan genellikle sadece
bir ovum serbest kalir. Bir kadinin dogurganlik siireci 30-40 yil kadar devam eder. Bu
sure icerisinde sadece 450 kadar yumurta hucresi serbest kalir. Geriye kalan
folikdllerin timU oositle birlikte olgunlagsmadan atreziye ugrayarak dejenere (Junqueira
vd 1998).

Promordial folikuller, ovaryumda hemen tunika albugenea altinda yer alir. Her bir
promordial folikil tek sira yassi folikll htcreleriyle ¢evrili primer oositten olusur.
Primordial folikullerin en ¢ok sayida bulundugu dénem dogum oOncesidir. Primordial
folikildeki oosit yaklasik 25 mikrometre c¢apindadir. Bir ya da birden fazla
cekirdekgikleri igceren vezikiler gekirdekleri merkezden uzakta yer alir. Stoplazmada
¢ok sayida mitokondri, birka¢ golgi kompleksi ve endoplazmik retikulum sisternasi
bulnur. Yassi foliktl hulcreleri birbirine dezmozomlarla baglanir. Folikil hdcrelerinin
altinda bazal lamina bulunur (Junqueira vd 1998).

Folikullerin esas buyumesi folikil hicrelerinin ve bununla birlikte primer oositin ve
folikili cevreleyen stromanin buyumesiyle olur. Foliklil hlcreleri tek tabakal kibik
hiucreler haline geldiginde folikile unilaminer (tek tabakal) primer folikil ismi verilir.
FolUkul hacreleri mitozla ¢ogalirlar ve cok kath folikiler epiteli ya da granuloza

tabakasini olugtururlar.  Garnuloza hucreleri ¢cok kath folikul epitel hucreleridir.



Folikuliin bu haline multilaminer (cok tabakali) primer folikil denir. Folikl hlcrelerinin
arasinda gap junctionlara rastlanir. Oositi gevreleyen kalin bir 6rtl olan zona pellisuda
en az 3 fakl glikoprotein igerir. Zona pellisuda sentezinin, hem oositler hem de folikdl
hicreleri tarafindan yapildigi distnulmektedir. Folikdl hicrelerinin uzantilari (filodopia)
ile oosit mikrovilluslari zona pellisuda igine uzanirlar ve gap junctionlarla birbirine temas
kurarlar (Junqueira vd 1998).

Folikilin bitisiginde folikilin etrafini saran stroma farkllasma go6stererek teka
follikGli’ yi olusturur. Daha sonra bu tabaka teka interna ve teka eksterna olarak
farkhlanir. Endokrin fonksiyona sahip tium organlar gibi teka interna da kan
damarlarinca zengindir. Teka eksterna siki bag dokusu yapisindadir.

FolikUlin buylmesi esas olarak granuloza hucrelerinin buyudkliglinin ve sayisinin
artmasiyla olur. Bu hucrelere folikil sivisi toplanmaya baslar sivi iceren bosluklar
birleserek tek bir bosluk olan antrumu olusturur. Bu yapiya sekonder folikUl denir.

Garanuloza tabakasinin hucreleri folikil duvari tzerinde belli bir yerde daha fazla
yogunlasir. Burada hiicrelerden olusan kuiictk bir tepecik olusur. Oositi de iceren bu
yaplya yumurta timsegi (kumulus ooforus) adi verilir (Junqueira vd 1998).

Ovaryum folikullerinin gogu atreziye ugrar, folikl hicreleriyle oosit 6lir ve fagositik
hicreler tarafindan ortadan kaldirilir. Bu stire¢ granuloza hiicrelerinde mitozun durmasi
granuloza hcrelerinin bazal laminadan ayrilmasi ve oositin 6limu ile karakterizedir.
Folikuler atrezi dogum éncesinden menapozun birkag yil sonrasina kadar surer.

Folikll atrezisi esnasindan granuloza hlcreleri ile oosit dejenerasyona ugramasina
ragmen teka interna hicreleri gogu kez durumlarini korurlar aktif olarak steroid salgisi
yaparlar. Bu aktif teka hicrelerine intertisyel hiicreler denir.

Teka interna hicreleri, dnceleri fibroblast benzeri hicrelerdir. Daha sonraki gelisim
basamaklarinda hormon stimulasyonu ile hormon depolarlar ve steroid hormon
salgilayan endokrin hicrelerinin ince yapisal 6zelliklerini kazanirlar (Seftalioglu 2003).

Teka interna hucreleri lipid yUkli ¢ok koseli olurlar. Steroid yapida 0Ostrojen
salgilarlar. Ovaryumun intertisyel hcreleri ile teka interna hicreleri Ostrojen
hormonlarini salgilarken; granulosa hucreleri progesteron, ostrojen ve gonadostatin
salgilar. Ostrojenin esas kayna@ granulosa hiicreleridir. Bu hiicrelerde kolesteroliin
17B-estradiol’e donismesi igin tim enzimle bulunur. Estradiol 3, dstrojen bilesiginin en
Oonemli guclu olanidir. (Seftalioglu 1991).

Teka eksterna hicreleri ise hormon stimulasyonu ile degismezler ve fibroblasta

benzer 6zelliklerini korurlar. (Seftalioglu 2003).
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2.2.6. Ovulasyon

Genital siklusun ortasinda (14. Gin) FSH ve 6zellikle LH’nin etkisiyle olgun folikilin
foliktl sivisi aniden artar. Folikil duvarinin bir yerinde ovaryum yuzeyine dogru bir
¢ikinti olusur. Bu ¢ikintiya stigma denir. Stigma teka interna kapillerindeki kan akiminin
yerel kaybi nedeniyle olusur.

Ovulasyon LH retiminin ylUkselmesiyle baslar. LH ylkselmesi 6&strojen
hormonlarinin kanda artmasiyla olaylanir. LH ylkselmesi en yiksek dlzeye
vardiginida, primer oosit 1. Mayoz bdlinmesini ya ovulasyondan az 6nce ya da
ovulasyon sirasinda bitirir. Esit blylklikte olmayan 23 kromozom tasiyan 2n DNA
miktarina sahip iki cins hlcresi meydana gelir. Birinci htcre buyuktur ve stoplazmaca
zengindir. Sekonder oosit adini alir. Sekonder oosit hemen 2. Mayoz boélinmeye girer.
ikinci hiicre ¢ok kiiciik ve stoplazmadan yoksundur. islev gérmez. 1. Polar cisim adini
alir. 2. mayoz béliinme fetilizasyonda biter.

Ovulasyon puberteden menopoza kadar olan dénemde 28 giinde bir yenilenen
periyodik bir olaydir. Olgun folikllin yirtilmasiyala sekonder oositin uterus tiplerine
alinmasi olayina ovulasyon denir. Genellikle iki ovaryum dénusumli olarak ovulasyon
gOsterir. Sekonder oosit bir miktar granuloza hicreleri ve folikll sivisiyla birlikte yirtilan
yerden periton bosliguna atilirken, sekonder oosit fibmria ovarikalari tarafinda tipler
icine alinir. Ovulasyon sirasinda ara agri denilen bir agri karnin i¢c kisimlarinda
hissedilir. Ovulasyonun bir belirtisi olarak kabul edilebilir. Esas belirtisi vicut Isisinin
biraza dismesi sonra yavas yavas artmasidir.

Gonadotropinler yetersizligi nedeniyle bazi kisiler hamile kalamazlar. Cunku
ovulasyon olmaz bdyle kisilere gandadotropinler ya da ovulasyon indukleyici ajan
verilerek hamile kalmalari saglanir. Klomifen sitrat, hipofizden FSH ve LH’ nin
salinimini uyararak ovaryum foliklllerinin gelisip olgunlagmasini ovulasyonu ve korpus

luteumun olusmasini saglamaktadir. (Seftalioglu 2003).

2.2.7. Korpus Luteumun Geligsmesi

Ovulasyondan sonra, ovaryum icinde kalan granuloza ve teka interna hucreleri
korpus luteum denilen gegici bir endokrin bezi olusturur. Korpus luteum progesteron ve
Ostrojen salgilar. Progesteron yeniden ovaryum folukdllerinin gelismesini engelleyerek
ovulasyonu engeller yani gebeligin devamini sadlarlar (Junqueira vd 1998).

Teka interna damarlarinin yirtilmasiyla olusan kan ¢dken folikll bogsluguna dolar bu
yaplya korpus hemarrajikum denir. Folikilin merkezinde kan pihtisi kalintilarini

g6rmek mimkanddr.
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Egder ddllenme ve gomilme olmugsa yani gebelik s6z konusu ise korpus luteum
blaylr ve gebelik korpus luteum adini alir. Gebelik korpus luteumu gebeligin 9-10.
Haftalara kadar trofoblastlar tarafindan salgilanan Human Chorionic Gonadotropic
Hormone (HCGH) ile iglevini surdiriar. HCGH gebelik korpus luteumun dejenere
olmasini engeller. 9-10 haftadan sonra gebelik korpus luteumun islevini plesanta
ustlenince hacim olarak kuculir. Ancak gebelik boyunca kalarak progesteron ve
Osrtojen salgilamaya devam eder. Ayrica gebelik korpus luteum relaxin salgilar, bu

hormon miyometrium kontraksiyonlarini engelleyerek gebeligin devamini saglar.

2.3. Leptin

Leptin s6zclgu, Yunanca ‘leptos’ dan koken alir ve ince ya da zayif anlamina
gelmektedir (Halaas 1995). Koékeni yag doku olup, ob geninin bir drintdir. Zhang ve
ark. Tarafindan 1994 yilinda tanimlanmis bir molekuldir (Zhang 1994). Leptin 167
aminoasit iceren, 16 kDa molekul agiriginda olup birgcok dokudan salgilandigi
saptanan, plazmada belirli bir kan dlzeyi olusturan, kanda serbest veya proteine bagh

olarak tasinan bir polipeptiddir (Zhang 1994).

Leptin geni insanda 7. kromozomun uzun kolunun 3. bdlgesinde bulunmaktadir.
15000 baz cifti igeren bir DNA yapisina sahiptir (Banks 2003, Yan vd 2002).

insan fizyolojisinde leptinin roll gittikge daha fazla agiklik kazanmaktadir. insanlarda
yiyecek alimi ve obezitede, enerji dengesinin dizenlenmesinde, pubertenin
baslangicinin kontroliinde, hipotalamik — pituiter fonksiyonlarin regilasyonunda ve

instlin direncinde 6nemli roller oynamaktadir (Kirel 1998, Christos 1999).

Jackson laboratuari 1950’de, 6nce ob/ob olarak adlandirilan otozomal resesif bir
mutasyon kesfetti. Bu mutasyon; erken yaslarda ciddi obezite, hiperfaji, diyabet ve
enerji tuketiminde azalmaya sebep olmaktaydi. Kennedy ve arkadaslari 1953 yilinda,
vucut yag dokusu depolarinin durumunu beyine bildirerek enerji alimini ayarlayan, yag
dokusunda yapilan ve dolagima verilen bir faktrin var oldugunu ileri surduler. Hervey,
1958 yilinda kobaylarin dolagiminda doygunluk veren bir faktérin varligini gdsterdi.
Daha sonra 1990 yillarina kadar genetik acgisindan sisman siganlarda, 6zellikle
otozomal resesif kalitimla gegen ob (obese) ve db (diabetes) genlerindeki mutasyonlar
Uzerinde calismalar yapildi. Bu ¢alismalarin yapildigi ob/ob ve db/db sican modelleri
tek gen (monogenik) kaynaklidir. S6z konusu mutasyonlar birbirinden farkhdir. Bu

mutant genler otozomal resesif geger. Bu iki hayvan soyunun fenotipleri birbirine ¢ok
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benzer. Erken yasta major obezite gorulir ve polifaji vardir. Enerji tiketimi azalmistir.
Hiperglisemi ve hiper insulinemi dikkat c¢ekicidir. Fizyolojik deneylerden alinan
sonuglar, ob/ob siganlarinin doyma saglayan faktorlerden yoksun olduklarini
go6stermistir. db/db siganlarda ise doyma saglayan faktoér bol miktarda oldugu halde bu
faktorin etkisine diren¢ vardir. Bu doyma sinyali veren faktor 1994 yilinda ‘leptin’
olarak adlandiriimistir. Rockefeller tniversitesinden Jeffrey Freedman’in ekibi 1994’de
ob genini ve ob geninin Grind leptini kodlayan geni klonladilar (Hatemi 1997, Kirel
1998).

Leptin vicutta baslica adipoz dokudan sentezlenir ancak mide fundusu, iskelet kasi,
karaciger ve plasentadan uretimi de gosterilmistir. Kanda serbest ve proteine bagh
olmak Uzere iki formda bulunur. Leptinin aktivitesinden serbest formun sorumlu oldugu
dusunulmektedir. Obez bireylerde serumdaki leptinin blylk kisminin serbest formda
oldugu belirlenmistir. Leptinin dolasimdaki yari 6mru yaklasik olarak 30 dakikadir ve
pulsatif olarak yemeklerden 2-3 saat sonra salgilanir (Aslan vd 2004).

Serum leptin dizeyleri kadinlarda erkeklere oranla daha ytksektir (Emral 2006). Bu
durum kadinlarda yag dokusu fazlahdi ve deri alti/viseral yad oraninin daha fazla
olmasi ile agiklanmaktadir (Aslan vd 2004). Leptin dizeyinin en 6nemli belirleyicisi
viicut yag kitlesi ve viicut kitle indeksi (VKIi) olsa da birgok faktér leptin diizeyinin
kontrolunde rol oynar. Obezite, gida alimi, glukoz, hiperinsilinemi, glukokortikoidler ve
prolaktin leptin sentezini artirirken, aclik, tiroid hormonlari, biylime hormonu, serbest
yag asitleri, soguga maruz kalma ve katekolaminler leptin salinimi ve ekspresyonunu
azaltir (Aslan vd 2004). Yag dokusunda leptin sentezini artiran ve azaltan faktorler sekil

2.1. de gosterilmigtir.
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Sekil 2.1. Leptin sentezinin dizenlenmesi (Kocabas, 2003)

Serum leptin dizeyi kadinlarda erkeklere oranla daha ylksektir. Bu durum
kadinlarda yag dokusu fazlaliyi ve cilt altt yag oraninin daha fazla olmasi ile

aciklanmaktadir (Ostlund 1996).

Leptin diizeyinin ana belirleyicisi viicut yag kitlesi ve viicut kitle indeksi (VKI) olsa da
bircok faktor leptinin regulasyonunda rol almaktadir (Frederich vd 1995). Yemek
esnasindaki insilin sekresyon piki sonrasi leptin ekspresyonu artar. Bununla beraber
insiilin adiposit kiiltirlerinde leptin expresyonunu direkt olarak sitiimiile eder. insiilin

eksikliginde leptin duzeyi dusuk olup insllin tedavisiyle leptin duzeyi yukselir

(MacDougald 1995, Saladin 1995). (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Leptin sentezini etkileyen faktdrler (MacDougald 1995, Saladin 1995)

Uyaranlar Baskilayanlar
e Besin alinimi e Tiroid hormonlari
e Insiilin e Blylme hormonu
e Glukokortikoitler e Somatostatin
e Prolaktin e Yag asitleri
o Ostrojenik hormonlar e Katekolaminler
e TNF alfa (akut) e Androjenik hormonlar
o Ates e TNF alfa kronik
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e Endotoksemi e Aclik Egzersiz

e Metil p tirozin e Uzun sire soguga maruz kalma

Plazma insulin seviyesiyle leptin konsantrasyonu arasinda bir korelasyon vardir.
Yapilan c¢alismalarda uzun sireli hiperinstlinemide plazma leptininin  arttig
bulunmustur. insilinin leptin Gretimini yag hiicresinde ob-geni stimiile ederek indirekt
yolla arttirdigi soéylenebilir (Kolaczynski 1996, Segal 1996). Leptin yoklugunda
hayvanlarda ve insanda obezite ve tip-Il diyabet gelistigi bilinmektedir. Leptinin tip-II

diabetes mellitusta instline direng gelisiminde roli vardir (Cusin 1995).

Uzun sureli insilin inflzyonu veya suprafizyolojik insilin dizeyleri dolasan leptin
duzeyini artirmaktadir. Ancak akut insllin enjeksiyonu leptin dizeyinde degisiklik
yapmaz (Christos 1999, Hatemi 1997).

Leptin sekresyonu menstrual siklus slresince degisiklige ugrar. Follikiler fazda
dusuk iken ovulasyonda pik yapar ve luteal faz boyunca ylksek seyreder ve
menstruasyonun baglamasiyla birden plazma duzeyleri diser (Hardie 1999, Mantzoros
1999).

Leptin, yag asidi sentezinde hiz sinirlayici enzim olan Asetil Ko-A karboksilaz
aktivitesini inhibe ederek yag asidi ve trigliserid sentezini azaltip lipid oksidasyonunu
artirir (Auwerx 2000). Yiksek doz leptin pankreasin 3 hiicrelerinden instlin salinimi
Uzerine inhibitdér etki gostermektedir (Huang 2000). Leptin, tiroid hormonlarinin
seviyesini ve sempatik sinir sisteminin aktivasyonunu arttirarak kenetlenmeyi bozucu
protein (UCP) olusumunu ve sonugta termogenezi (ATP sentezi yerine i1sI agiga
cikmasini) arttirir (Rocio Sierra-Honigmann 1998).

Leptinin yari 6mru insanlarda yaklasik 25 dakika, siganda 3 ile 10 dakika arasi
(Harris 1997) farelerde ise 1-3 saat arasindadir (Harris vd 1997).

Organizmada boébrekler tarafindan dolagimdan alinarak idrarla atilir (Esler 1998).
Saglikh erigkinlerde plazma leptinin fizyolojik sinirlari 5-20 ng/ml diizeyindedir (Caro vd
1996).

Leptin seviyesi 0gleden sonra yukselmeye baglar ve gece yarisindan sonra pik
yaparak gun dogumuna dogru en alt seviyelere iner (Van Aggel-Leijssen 1999). Sican
ve insanlarda leptin buyik o6l¢ide bdbrekler ve karaciger tarafindan itrah edilir (Zeng
1997).

Steroid hormonlarin, insidlinin ve noradrenalinin leptin salinmasinda uyarici etkiye
sahip oldugu, melatonin hormonunun ise, leptin Gretimini azaltici etkisi oldugu tespit

edilmistir (Ahima vd 2004, Zhang vd 2005). Ancak bunun uzerine geligkili sonuclar
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vardir. Glukokortikosteroidler, beyaz yad dokusuna etki ederek leptin sentez ve
salgilanmasini dogrudan uyarirken, prostaglandin E2 ve arasidonik asit de leptin
salinmasini dolayl olarak arttirmaktadir. Siklik Adenozin Monofosfat (CAMP) duzeyinin
artmasi, leptin salinimini inhibe ederken, adenilat siklaz uyaricilari (forskalin ve
isoproterenol gibi) leptin salgilanmasini baskilamaktadir (Zhang vd 2005).

Leptin, sadece adipoz doku ile orantili olarak salgilanan ve santral etkisiyle kilo
alimini dizenleyen bir hormon degil, ayni zamanda immin sistem Uzerine ¢ok cesitli
etkileri bulunan diizenleyici bir sitokindir (Ozbalci vd 2007).

Leptin ve leptin reseptor defekti olan farelerde immun fonksiyonlarin bozuldugu
tespit edilmistir. Bu bozukluklar baslica hicre aracili immin yanitta olmaktadir ve
Ozellikle viral ve bakteriyel infeksiyonlara karsi yanitta azalma ve azalmis makrofaj
fonksiyonlari seklinde kendini gostermektedir (Aslan vd 2004, Emral 2006, Hekioglu
2006). Leptin, monosit ve makrofajlarin proliferasyonunu uyarir (Santos-Alvarez 1999).

Leptin duzeyinin disiuk oldugu durumlarda veya dogustan leptin dizeyi dusuk olan
deney hayvanlarinda ve insanlarda timusun hacimce kiguldigu, lenfosit sayisinin
azaldigi ve lipopolisakkaritlerle olusan sepsisin daha 6limcil seyrettigi gosterilmistir
(Ozbalci vd 2007).

Leptinin ana etki mekanizmasi birgok hipofizer hormonun regllasyonunda gérev
alan ve asil etkisi istah artirmak olan ndropeptit-Y*nin arkuat nidkleusdan salinimi ve
ekspresyonunu inhibe etmektir. Baglica tokluk faktérl olarak tanimlanmis olan leptinin
sadece enerji regulasyonunda rol almadigi cinsel gelisim, Ureme, hematopoez,
immunite, gastrointestinal fonksiyonlarin dizenlenmesi, sempatik sinir sistemi
aktivasyonu, anjiogenez ve osteogenezisde de Onemli rolleri oldugu saptanmistir
(Aslan vd 2004).

insanda serum leptin seviyesinin  konsantrasyonu cinse bagl farklilk
gOstermektedir. Kadinlarda daha yuksek olan serum leptin duzeyi igin, farkh Greme
hormonlari ve kadinlarin daha fazla subkutan yag dokusu igermeleri sorumlu tutulabilir.
Subkutan leptin ekspresyonunun omental leptin ekspresyonundan anlamli olarak
yUksek olmasi ve kadinlarda da subkutan yagin omental yaga oranla daha fazla olmasi
bu gorisit desteklemektedir (Kirel 1998, Christos vd 1999).

Androjenler, kdltirdeki adipozitlerde leptin sekresyonu ve leptin mRNA Uretimini
inhibe ederek erkeklerde serum leptin konsantrasyonlarinin pubertedeki dusukligtne
kismen aracilik etmektedir. Gecikmis pubertesi olanlarda testosteron tedavisi ile serum
leptin konsantrasyonlarinda ve orantili olarak viicut yag igeriginde azalma olusmaktadir
(Garcia Mayor vd 1997, Blum vd 1997, Roemmich vd 1999, Ahmed vd ).
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Ureme sisteminin matiirasyonunun diizenlenmesinde gérev alan leptinin ilk belirtisi
disi ob/ob farelerin kisir oldugunun bulunmasidir ki, bunlar leptin muamelesiyle fertil

hale getirilebilmistir (Bray 1979).

Leptin seviyesi disi ve erkek de pubertenin baglangicindan dnce artar ve bu artisin
puberte baslangicini tetikleyebilecegine inaniimistir (Garcia Mayor vd 1997, Mantzoros
vd 1997). Ayrica serum leptin seviyesinin disi pubertal gelisim boyunca artigi, FSH —
LH — 6stradiol hormonlar gibi puberteyle iliskili diger Greme hormonlari artisindan énce
gelmektedir. (Garcia Mayor vd 1997, Blum vd 1997, Carlsson vd 1997, Palment vd
1998). Yine de leptinin pubertedeki etki mekanizmasinin nasil oldugu tam olarak
bilinmemektedir (Almog vd 2001).

Leptin enjekte edilmis hayvanlarla kontrol hayvanlarinin karsilastiriimasi sonucunda,
leptin enjekte edilmis hayvanlardaki serum leptininin 2 ila 5 kati bir artma olmustur
(Almog vd 2001).

Leptin baslica beyaz adipoz doku olmak U(zere plasental trofoblast hicreleri
tarafindan da Uretilmektedir (Zhang vd 1994).

Fetlsteki leptin plasenta ve fotal dokular tarafindan Uretilir. Leptin fétal kord kaninda
gestasyonunun 18'nci haftasindan itibaren saptanir. Otuz doért haftaya kadar
konsantrasyonu c¢ok dusuUktir. 34. Uncl haftadan itibaren leptin konsantrasyonu
dramatik olarak artmaya baglamaktadir (% 500 veya daha fazla). Bu yukselis yag
kitlesi ve vicut agirhginda ayni zaman peryodu iginde meydana gelen blyUk artigla
aciklanabilir. Kord kanindaki leptin, konsantrasyonuyla dizenlenmektedir. Enerji
rezervlerini beyine iletmenin disinda yenidodan infantlarda hematopoez ve lenfopoezi
yukseltir (Christos vd 1999, Roemmich vd 1999).

Erigkin ve ergenlik dénemlerinde kadinlarda leptin duzeylerinin erkeklere kiyasla
daha yuksek oldugu saptanmistir. Bu bulgu kadinlarin daha fazla vicut yag dokusu
kitlesine sahip olmalari ile agiklanmistir. Post menopozal kadinlarda, premenopozal
kadinlara goére daha dusuk leptin duzeyleri saptanmasi, leptin metabolizmasinin
Ostrojen ve progesteron ile ilgili oldugunu akla getirmistir. Ancak postmenopozal
kadinlarda yag dokusu Kkitleleri ayni olan erkeklerden daha yuksek leptin duzeyleri
saptanmistir. Hipogonadizmli erkeklerde benzer vicut kitle indeksine sahip erkeklere
gore 3 kat daha yuksek leptin duzeyleri olculmustur. Ayni erkeklere testosteron
verildiginde leptin dizeylerinin normale donmesi androjenlerin leptin sentezi Uzerine

baskilayici etkileri oldugunu akla getirmigtir (Kirel 1998)

Leptin tum fizyolojik etkilerini reseptdrleri araciligiyla gerceklestirir. Leptin reseptoru

(OBR), sitokin reseptdr ailesinin bir Gyesidir ve farkli kesimler sonucu en az bes farkl
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izoformunun oldugu kabul edilmektedir. Bunlar; OB-Ra, OB-Rb, OB-Rc, OB-Rd, OB-
Re’dir (Moran ve Phillip 2003; Ahima ve Osei 2004; Zhang vd 2005). Bu reseptoérlerin N
terminalleri aynidir fakat C terminal bdlgeleri farklihk gosterir (Zhang vd 2005). Leptin,
dolasimda hem serbest hem proteine bagl olarak bulunmaktadir. Leptin hormonunun
aktivasyonundan serbest formun sorumlu oldugu dudstnulmektedir. Yapilan
calismalarda obez bireylerde serumdaki leptinin blyik kisminin serbest formda oldugu
tespit edilmistir (Sinha vd 1996, Brabant vd 2000). Dolasimda ¢6zinmus olarak
bulunan OBRe, plazmada leptin baglayici protein olarak gérev yapar ve aktif leptinin
plazmadaki konsantrasyonunun dizenlenmesinde gorev alir. Leptin ve OBRe anlatimi
negatif-geri bildirim mekanizmasi ile dizenlenir. Plazma OBRe konsantrasyonu
fizyolojik ve patofizyolojik kosullarda leptinden bagimsiz olarak kontrol edilir (Moran ve
Phillip 2003, Smith vd 2005, Zhang vd 2005).

Leptin ve reseptorlerinin birgok periferal dokuda ve sinir sisteminde gen anlatiminin
olmasi, leptinin ¢ok fazla fizyolojik etkiye sahip oldugunu gosterir. Leptinin etkileri,
merkezi ve periferal olmak Uzere iki kisima ayrilabilir. Leptinin merkezi etkilerinde,
genel olarak aglik ve tokluk ile UGremenin dizenlenmesi ele alinmaktadir. Periferal
etkileri arasinda otonom sinir sistemi metabolizmasi, linear blylime, hematopoez,

diyabet, transplantasyon ve onkolojik hastaliklar sayilmaktadir (Moran ve Phillip 2003).

Leptin reseptodrleri sitokin ailesine asiri benzerligi nedeniyle klas | reseptor
ailesinden sayilmaktadir. Leptin, IL-6 ve IL-11 ile yiksek oranda benzerlik gosterirken,
leptin reseptoérleri de IL-6 ile homoloji gdstermektedir (Aslan vd 2004, Hekimoglu
2006). Leptin reseptoérleri OB-Rb (uzun reseptdrler) ve OB-Ra (kisa reseptodrler) olmak
Uzere iki gruba ayriimistir. OB-Rb reseptorleri sinyal transdiksiyonu kapasitesine
sahiptir ve en ¢ok hipotalamusta bulunmalarina ragmen vicudun diger dokularinda da
(akciger, bobrek, karaciger, hematopoetik hiicreler, CD4+ ve CD8+ lenfositler, endotel
hicreleri, plateletler, yag dokusu) saptanmistir. OB-Ra reseptorler intraseluler sinyal
Uretimi icin gerekli olan segmentlerin timund tagimazlar ve bu nedenle sinyal iletiminde
rolleri gcok az veya yoktur. OB-Ra reseptdrlerin baglica bulundugu dokular ise bobrek,
akciger, koroid pleksus ve beyin kapilleridir. OB-Ra reseptorlerin leptinin merkezi sinir
sistemine transportunda 6nemli goérevleri oldugu dugundlir (Aslan 2004, Fantuzzi
2000).

Leptin reseptorleri damar endotel hucrelerinde mevcuttur ve anjiogenezisi arttirir.
Leptin, normal rat korneasinda yeni damar olusumuna neden olurken leptin reseptori
yetersiz olan Zucker fa/fa rat korneasi igin etkisiz olmustur (Rocio Sierra-Honigmann
1998). Hem in vitro hem in vivo calismalar, leptinin anjiyogenezi ilerletici aktivitesi

oldugunu gostermistir. Bununla beraber ob/ob farelere sistemik veya topikal olarak
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leptin verilmesi anjiyogenezi etkilemeden vyara iyilesmesini hizlandirmaktadir
(Bouloumié 1998). Endotelyal hicrelerde leptin reseptdrlerinin oldugu ve leptinin
anjiyogenezi indukledigi belirtilmigtir (Aslan vd 2004). Ayrica leptin endotelyal

hucrelerde kendi spesifik reseptorleri ile nitrik oksit Uretimini indukler (Aslan vd 2004).

2.4. Apoptozis

Apoptozis terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaslar tarafindan kullaniimigtir
(Aksit vd 2008, Tomatir 2003, Oztiirk 2002). Kerr, fizyolojik olarak élen hiicrelerin
cekirdeklerinde yogunlasmis kromatin pargalarini gdzlemlemis ve organellerin iyi
korundugunu fark ederek bu olayl blzlisme nekrozu olarak adlandirmistir. Koéken
olarak "apo-TOE-sis" 'den gelmektedir ve eski Yunanca'da "sonbaharda yaprak
dokimid" anlamina gelmektedir (Touchette vd 1993). Hucrelerin dodru yer, zaman ve
saylida olmasini saglayan apoptozis mitoz ile dokuda sirekli bir denge halindedir
(Cummings vd 1997). Programlanmis hicre o6limu, hicre intihari, fizyolojik hicre
olimu apoptozis ile ayni anlamda kullanilan terimlerdir (Majno vd 1995, Schwartzman
vd 1993).

Apopitoz, organizmanin ihtiya¢c duymadigi, biyolojik goérevini tamamlamis veya
hasarlanmis hucrelerin, zararsiz bir bicimde ortadan kaldiriimasini saglayan ve genetik
olarak kontrol edilen programli hiicre 8limudir. insanlarda ve pek ¢ok canlida normal
intrauterin gelisme ve erigskin yasami icin hayati 6nem tagimaktadir. Apopitoz hicre
icinden veya digindan gelen olum sinyalleri ile baslar. Bu sinyaller iki ana apopitotik
yolu; hucre digi/ hiicre 6lim reseptdru ve hicre igi/mitokondrial yolu harakete gegirirler.
Apopitoz sirasinda bir grup proteaz harekete gecerek, DNA kirilmasina, hicre
blizismesine ve hiicre ylzeyinde ¢ikintilar olusmasina neden olur. Apopitotik hicreler,
apopitotik cisimlere ayrilarak fagositler ve c¢evre hicreler tarafindan dokudan
uzaklastirihrlar. insanlarda apopitotik mekanizmanin bozulmasi kanser, otoimmiin ve
norodejeneratif hastaliklarin gelismesine neden olabilir. Bu hastaliklarda apopitozu
kontrol eden mekanizmalarin anlasiimasi yeni tedavi ¢abalarina kapi acgabilecegi icin
dnemli goriinmektedir (Oztiirk 2002).

Hicrenin yasam siresi tipine goére degismektedir. Ornegin; bagirsak hiicreleri 3-5
gunlik bir yasam siresini takiben 6ltrken, derinin epidermal hicreleri 20—25 glnlik bir
sure sonunda Olmektedir. Kalp kasi hucreleri veya noronlar ise dmur boyu yasarlar.
Tum bu olumler fizyolojik sartlarda meydana geldigi icin, fizyolojik hiicre 6lumu olarak
da adlandirilir (Ulukaya 2003). Apoptozla hicre 6lumu; enerji kullanilarak hucresel

yaralanma ve enflamasyon olmaksizin, ustaca gergeklestirilir (Guimaraes vd 2004).
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Programli  hicre Olimidndn, batin ¢ok hicreli organizmalarda, gelismede ve
homeostazin surdirilmesinde vazgegilmez bir roll vardir (Tomatir 2003).

Bir dokuda hicre proliferasyonu mitoz bdélinme, hiicre sayisinin olmasi gerektigi
saylda dengede kalmasi durumu ise apoptozis ile saglanir. Apoptozis ve mitoz
bdélinme dokuda sirekli bir denge halindedir. Ancak apoptozis sureci, mitoz bélinmeye
oranla 20 kat daha hizli ger¢ceklesmektedir. Normal apoptotik hiicre 6limu ile ortadan
kalkan hucreler ile bu hicrelerin yerine sekillenen yeni hicrelerin toplam sayisinin
glnde yaklasik 1x10! hicreyi buldugu hesaplanmistir. Bu hizda bir hiicre olimi ve
yeniden yapimi bir insanin vicut agirhginin her 24 ayda bir yenilenmesi anlamina
gelmektedir (Kroemer vd 2009).

2.4.1. Apoptozisin Morfolojisi

Apoptozisde ana morfolojik olay, ¢ekirdek yogunlasmasi ve daha sonra pargalara
ayriimasidir (Galle 1997). immun elektroforez yapildiginda ‘ladder pattern’ olarak
isimlendirilen merdiven seklinde bir gérinim olusur (Walker vd 1999). Normalde bir
hicrede birbirini takip eden 7 kirilma onarilirken, apoptoziste yaklagik 300.000 kirilma
meydana gelir ve hiicre onarimi yapilamaz (Oktem vd 2001, Zhang vd 2002).
Apoptozisin erken evresinde hicreler birlesme bdlgelerinden ayrilir, 6zellesmis ylzey
organellerini kaybeder ve belirgin sekilde buzulur, bir kag dakikada hacimlerinin 1/3’Un0
kaybederler. Bu gérinim muhtemelen plazma membraninda bulunan iyon kanallari ve
pompalarinda aktivasyonun bozulmasina baglidir (Wijsman vd 1993). Apoptotik
hucrelerin  bulundugu dokulardan elde edilen kesitler sk mikroskobunda
incelendiginde, hiicreler etrafinda agik bir parlama seklinde gériilmektedir (Oktem vd
2001). Daha sonra plazma membraninda tomurcuklanmalar olugur ve hucre,
sitoplazma ile c¢evrilmis kromatin parcalarindan olusan apoptotik cisimciklere
parcalanir. Apoptotik hlcreler komsu hucreler ile makrofajlar tarafindan taninir ve
fagosite edilir (Dayan vd 2003). Apoptotik hicrelerin taninmasi, plazma membranindaki
degisikliklerle olur. Normalde hicre membraninin i¢ tabakasinda olan fosfatidil serin,
aminofosfolipid transferaz enzimiyle membranin dis yapragina goé¢ eder. Fagositik
hucrelerin vitronektin, lektin 6zelligindeki reseptorleri fosfotidilserin ile baglanir ve
fagositozu uyarir (Oktem vd 2001). Apoptozis, tek bir hiicrede, biizlisme ve gevre
hicrelerle olan temasin kaybolmasi ile karakterizedir. Hicresel bizlismenin nedeni Na,
K, Cl tasiyici sistemin durmasi nedeniyle hicre ici ve disi arasindaki sivi hareketinin
olmamasidir. Apoptotik uyarimi alan hicre, hacminin yarisina diser, ¢evre ile olan
baglantilarini keser ve mikrovilluslari kaybolur. Elektron mikroskobunda goézlenen

degisikliklerde, éncelikle plazma membraninin sekli bozulur ve kabarciklanmalar olusur
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ki bu yapi ‘zeiozis’ olarak tanimlanir. Zardaki tomurcuklanma ve parcgalara ayriima
olayinda transglutaminaz enzimi etkili olmaktadir (Tomatir 2003). Fosfolipitler, yani i¢
tabakada bulunan fosfatidilserin ve fosfatidiletanolamin ile dig tabakada bulunan
fosfatidilkolin asimetrik olarak dagiimiglardir. Normal hlcrelerde bu asimetri ATP’ye
bagl translokaz ile aktif olarak korunmaktadir. Apoptoz sirasinda ya ATP translokaz
yetmezligi ya da diger enzim sisteminin aktivasyonu sonucu fosfotidilserin dig yuzey
tabakaya yerlesir. Bu durum apoptotik cisimcigin fagositozu icin bir uyaridir. Apoptotik
cisimcikler, sitokin salgilanmasini ve inflamasyon olusumunu uyarmaksizin, makrofajlar
ya da komsu hucreler tarafindan fagosite edilirler. Hiicre iskeleti apoptozda énemli bir
role sahiptir (Saraste vd 2000). Elektron mikroskobunda apoptozis esnasinda,
kromatinin yogunlasmasi, sitoplazmanin buzilmesi, plazma membraninin kabarmasi,
mitokondri dis membraninda sisme, mitokondrial membran araliinda sitokrom ¢ ve bir
oksidorediiktaz ile iliskili flavoprotein olan Apoptozis indikleyici Faktér (AIF) salinimi,
oldugu bildirilen morfolojik degisikliklerdendir (Roshal vd 2001)

Apoptotik slregcte meydana gelen en o6nemli morfolojik degisiklikler c¢ekirdekte
gOzlenir. Apoptozisin en belirgin karakteristik 6zelligi; kromatininin ¢ok yogun hale gelip
parcalar halinde bir araya toplanarak nikleus zarinin g¢evresinde kondanse
(yodunlagsmasidir) olmasidir. Kromatin ¢ekirdek zarina yakin kisimlarda yodunlasarak,
degisik sekil ve blUyukliklerde ¢oker. Elektron mikroskop ile bakildiginda kromatinin
yogun granuler, yarim ay, hilal veya yuzik seklinde ¢ekirdek membraninin i¢ yizinde
yerlestigi izlenir (Kerr vd 1972).

Apoptoziste slperkondens bir hal alarak ¢ekirdek zari altinda kresentik gériinim
olusur. Floresan boyamada DNA boncuklanmalar seklinde goéralir, bunun nedeni
DNA’nin endontkleaz ile oldukga 6zgil sekilde internikleozomal bdélgelerden 180-200
bp (baz cifti) blylkliginde pargalara ayriimasidir (Narula vd 1997). immin
elektroforez yapildiginda “ladder patern” olarak isimlendirilen merdiven seklinde bir
gOrunuim olugur (Gavrieli vd 1992).

Diger bir hiucre 6lum sekli olan nekroz ise hipoksi, fiziksel hasar, hipertermi,
kompleman aktivasyonu, UV isik gibi zararli hicre disi uyaranlar sonucu olusan
istenmeyen bir surectir. Hicre plazma membran lipidlerinin peroksidasyonu sonucu
hiicre igerigi ortama dokulur, inflamatuar yanit olusur ve komsu htcreler de etkilenir
(Searle vd 1982). (Sekil 2.2) (Tablo 2.2).
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Sekil 2.2. Nekroz ve apoptozis arasindaki farklar (Hamarat 2008).

Tablo 2.2. Nekrozis ve apoptozis arasindaki farkliliklar

OZELLIK APOPTOZ NEKROZ
Yol Agan Buyume faktori eksikligi, iskemi,
Nedenler Hucre yaglanmasi , Hipertermi,

HIV, Hipoksi,

Kanser ilaglari,
Radyasyon,
Sitotoksik T lenfositler

Litik viral enfeksiyon,
Toksik maddeler,

Agir metaller,

Siddetli oksidatif stress
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Morfolojik Hlcre membrani saglamdir. Hucre membrani butinlugu
Ozellikleri Hucre kugulur. kaybolur.
Kromatin kondensasyonu Hucre siser.
gerceklesir. BlyUk vakuoller olusur.
Organeller saglamdir. Organellerin pargalanir.
Apoptotik cisimcikler olusur. Hucre lizisi gerceklesir.
Erken evrede fosfatidil serin Fosfatidilserin Tanslokasyonu
translokasyonu gozlenir. yoktur.
Biyokimyasal | Programhdir. iyon dengesi bozulur.
ozellikleri ATP gerektirir. ATP gerekmez.
DNA kiriklari merdiven seklini | DNA rastgele pargalanir (Jel
alir (jel elektroforezinde ladder | elektroforezinde smear).
apoptozisin en dnemli belirteci)
DNA internukleozomal
alanlarda 180 kb ciftinin katlari
olacak sekilde kirilir mono ve
oligonukleozomlara ayrilir
Diger Hucreler tek tek veya birkaci Hucreler gruplar halinde olar.
Ozellikleri birarada olar. Patolojik etkiler sonucu

Fizyolojik sartlarda da
gerceklesebilir.

Makrofajlar tarafindan fagosite
edilirler.

Enflamasyon goérilmez.

gerceklesir.
Lizozomal enzimler salinir.

Enflamasyona neden olur.

2.4.2. Insan Organizmasinda Apopitozun izlendigi Durumlar
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Embriyogenez ve fétogenez sirasinda normal gelisimin saglanabilmesi amaciyla,

olusmus olan hucrelerin bir kismi apopitoza gitmektedir. Sinir sistemi gelisirken gok

fazla sayida néron ve sinaps olusur. Apopitoz ile néronal havuz hedef olan miktara

indirilmekte, aksonlari hedeflerine ulagmayan noéronlar ortadan kaldirilarak néronlarla

hedef organlar arasinda olusan baglanti hatalari onariimaktadir (Fox vd 2001). immun

sistemde ise, olusan fazla ve otoreaktif hiicreler ortadan kaldirilarak, bunlarin embriyo

veya fétusa zarar vermesi engellenmektedir. (Mountz vd 2001, Afford vd 2000)
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intrauterin gelisim sirasinda el ve ayak parmaklarinin arasi baglangicta kapali iken
parmaklar arasindaki htcrelerin apopitoz ile yikilmasi ile parmaklar birbirlerinden
ayrilmaktadir (Fox vd 2001, Cotran vd 1999). Embriyonun gelismekte olan
epidermisinin en Ust sirasindaki bazi hicreler (periderm) de apopitoza giderek amnion
sivisina atilirlar (Fox vd 2001). Apopitoz embriyonal gelismenin erken donemlerinde de
izlenmekte, ayrica bobrek taslaklarinin dejenerasyonunda da énemli rol Gstlenmektedir
(Carlson 1999, Lodish vd 2000).

Yapilan ¢alismalar apopitozun, embriyonun maternal desidua tarafindan reddinin
engellenmesinde de énemli oldugunu goéstermektedir (Sanders vd 1997).

Erigskinlerde hormon yetmezligine bagll olarak gelisen organ gerilemelerinde
apopitoz rol almaktadir. Ornegin mensturasyonda endometrial hiicre yikimi,
menapozda ovaryum follikillerinin atrezisi, laktasyon sonrasinda meme bezi
gerilemesi, orsiektomi sonrasinda prostat atrofisi gelismesi gibi. (Wyllie vd 1992,
Mountz vd 2001, Pole vd 2002).

Proliferasyona ugrayan hicre topluluklarinda (barsak kript epiteli) apopitoz sik
olusur.

Pankreas, parotis ve bdbrek gibi organlarda kanal obstriksiyonlarina bagh olarak
gelisen atrofilerde apopitoz izlenir.

Cesitli viral hastaliklarda apopitoz gérilur. Orn: Viral hepatitte karacigerde olusan
apopitotik hucreler (Concilman cisimcikleri ) gibi.

Apoptozis, organizmada hasar gérmls veya organizma igin tehlikeli olabilecek
hiicrelerin yok edilmesinde de gérev alir. Ornegin virlisle enfekte hiicreler bu yolla
ortadan kaldirilir. Hasarli DNA da apoptozis yolu ile ortadan kaldirilir (Cooper 1994,
Nagata 1997). Hucrenin DNA’sinda meydana gelen mutasyonlar kanser gelisimine
neden olabilecekleri icin bu hasarli hlcrelerin apoptozis yolu ile éldirtlmesi buyuk

Onem tasimaktadir (Perkins 1997).

Hucresel immun red ve graft vs host reaksiyonlarinda sitotoksik T lenfositler (CTL)
araciligi ile apopitoz olusur.

T ve B lenfositler sitokin yetersizligine bagh olarak apopitoza gidebilirler.

Tumorlerde, Ozellikle regresyona gittikleri donemlerde apopitoz gorulur.

Hucrelerde hasar olusturan ¢esitli etkenler normalde nekroza neden olurken disuk
dozlarda apopitosis olusturabilmektedir. Orn: Isi, radyasyon, antikanser ilaglar, hipoksi
vb (Mountz vd 2001, Pole vd 2002).
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2.4.3. Apopitotik Hiicre Oliimiiniin Agsamalan

Apopitoz hicre icinden veya digindan gelen sinyallerle baslatilan ve birbirini takip
eden bir olaylar zinciri olarak seyreder. Sonugta hlicrenin fagositozu ile sona erer. Bu
asamalar;

I) Apopitozun baslatiimasi,
[I) Hucre igi proteazlarin (kaspazlarin) aktivasyonu,
[I1) Hucrede c¢esitli morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin olusmasi,

IV) Fagositoz, olarak 6zetlenebilir (Thompson vd 1999).

S
7
‘...'.‘..J
._,

KASPAZ AKTIVASYONU

e 4§ W

ARV e Wk Hicre _ :
s A LOE AL
INA l-“.’l.' .](

kinhlan
dedisikhikle

Hucre vivveyinik

FAGOSITOZ
Sekil 2.3. Apopitoz basamaklari (Thompson vd 1999)

2.4.4. Apoptozisin Mekanizmalari

Hucrenin kendi otomatik saati olan genlerin aktivasyonu veya c¢evreden gelen
sinyallerle apoptozis baglamaktadir (Erdogan 2003). Apoptozis dnceden hazir olan
hicrelerde primer baglatilabilir ya da bir uyaran sonucu sekonder olarak gelisir. Hiicre
digi uyaranlar arasinda; timoér nekroz faktéri (TNF), koloni uyarici faktorler (CSF),
ndéron biylime faktért (NGF), insilin benzeri biylime faktort (IGF) (Gurbilek vd 2004),
IL-2 gibi maddelerin ortamda azalmasi, glukokortikoidler, radyasyon, ilaglar, cesitli
antijenler énemli yere sahiptir. Otoimmun hastalik gelisiminde rold oldugu belirtilen
Fas/FasL (Bender vd 2005), sFas proteinleri, virisler de (HIV gp120 proteini, influenza
viris TNF reseptoru Uzerinden; adenoviris hucre genetik yapisini bozarak) hicreyi
apoptozise goturmektedir (Erdogan 2003). Organizmada apoptozisi uyaran ve
engelleyen ¢ok sayida gen bulunmaktadir (Oktem vd 2001). (Tablo 2.3)
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Tablo 2.3. Apoptozis ve Genler (Oktem vd 2001)

Apoptozisi baskilayan genler Apoptozisi indikleyen genler
e Bcl-2 grubundan; e Bcl-2 grubundan;
BHRL-1, bcl-xl, bel-w, bfl-1, brag-1, Bad, Bax, Bak, Bcl-xS, bid,
mcl-1, Al bik, Hrk1
e c-ablgeni e c-myc
e p35 e p53,p21
e A20 o fas (CD95/APO1)
» Cozlnebilir fas FADD/MORT, RIP, FAST
e ras onkogeni e interldkin dénlstiriicii enzim
benzeri proteinler (ICE)
o interlokin dénastlrict enzim
benzeri proteinler (ICE)
e LOH (MTS1/CDK41)

Apoptozisi etkileyen hicre ici uyaranlar arasinda sitokinler, hicre i¢i kalsiyum
miktarinda artig, timor nekroz faktér, DNA hasari nedeniyle bir timor slpressor gen
olan p-53’Un aktive olmasi, viral-bakteriyel enfeksiyonlar, glukokortikoidler ve
onkojenlerin (cmyc gibi) yer aldigi bilinmektedir. Ayrica hipertermi, radyasyon,
sitotoksik antikanser ilaglari ve hipoksi gibi nekroz olusturabilen etkenler hafif dozlarda
apoptoz meydana getirirler. Apoptozda hiicre 6lim0 g¢evreye rahatsizlik vermeksizin
gelisse de bazen apoptozis dolayli olarak ¢gevre dokuda nekrozu baslatabilir ya da tam
tersi nekroz apoptozis gelismesine yol agabilir (Oktem vd 2001).

Hicrede i¢ veya dis nedenlerle DNA hasari olustugunda aktive olan bazi genler,
hiicrenin apopitozuna neden olabilir. Bu genlerden en énemlisi p-53 genidir. insan
timorlerinin %50’ den fazlasinda mutasyona ugradigi tespit edilen p-53 geninin, kanser
olusumunu 6nlemede kritik rol oynadigi kabul edilmektedir. Normalde inaktif durumda
bulunan p-53 geni, DNA hasar olustugunda aktifleserek p-21 genini harekete gegcirir.
p-21 geni hicrenin ge¢ G1 fazinda kalarak, S fazina gegmesini engeller. Bdylece hiicre
siklusu durdurularak olusmus olan DNA hasarli hicrenin ¢odalmasi engellenir. P-53
geni DNA tamiri yapan proteinlerin transkripsiyonunu saglar. Bu proteinler DNA
hasarini tamir edebilirse, hlcre siklusundaki blok kalkar. Hicre hasarinin tamiri basarili
olmazsa p-53 geni bax proteinini (bcl-2 grubu proteinlerden, proapopitotik) aktive

ederek mitokondri araciligi ile hicrenin apopitoza giderek Olmesini saglar. Bdylece
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DNA hasarli hiicre ortadan kaldiriimig olur.( Mountz vd 2001, Ferri vd 2001, Hatton
2001).

2.4.5. Apoptozis sinyalinin olusumu

Apoptozisin induklenmesinde iki major sinyal yolunun rol aldigi bilinmektedir. Bunlar
“ekstrensek” hicre disi ve “intrensek” hicre ici sinyal yollaridir
1-Ekstrensek sinyal yolu
Hucre ylzeyindeki 6lim reseptorlerine baglanma ile tetiklenme
2- Intrensek sinyal yolu
a) Mitokondri/Sitokrom-C aracili apoptozis olusturulmasi

b) Endoplazmik Retikulum aracili apoptozis olusturulmasi

2.4.5.1. Ekstrensek sinyal yolu (Oztirk 2002)

Hicre yuzeyindeki 6lim reseptdrlerine baglanma ile tetiklenme ile gergeklesir.

Ekstrensek sinyal yolunu doért grupta dzetleytebiliriz.

2.4.5.1.1. Oliim reseptorlerinin aktivasyonu (Reseptor- Ligand etkilesmesi)

Bazi sitokinler hicre membraninda bulunan reseptdrlere baglanarak 6lim
programini harekete geciren sinyaller Gretebilirler (Mountz vd 2001, Jersak vd 2002).
Apopitozda rol alan membran reseptérleri icinde en énemli grup “tumor necrosis factor
receptor (TNFR)” ailesidir. Bu reseptér grubunun en az 19 Uyesi vardir. Bu
reseptorlerin biyolojik etkileri ¢esitlidir ve apopitoz ile sinirli degildir. Bir kismi apopitoz
olustururken, bir kismi proliferasyona neden olur. Bir kismi ise her ikisini de olusturur.
TNRF icinde apopitoz olusturan reseptorlerden en onemlileri Fas ve TNRF1'dir. Bu
reseptorler uyarildiklarinda, hucrenin sitoplazmasinda bulunan pargalari, “adaptor
proteinlere” baglanir. Adaptoér proteinlerin 6lim effektér pargalari vardir. Bunlar da
apopitoz igin baglatici olan kaspazlara (6rn: prokaspaz 8) baglanirlar. (Mountz vd 2001,
Jersak vd 2002)

2.4.5.1.2. Fas-Fas Ligand Aracili Apopitoz
Bu tip apopitoz hiicre ylzey reseptoért Fas (CD95, APO-1) araciligi ile olusur. Fas

ligandin Fas reseptérine baglanmasi ile Fas reseptorinidn hicre icinde bulunan

parcasl, Fas adaptoér proteinle (FADD- Fas adapter protein with a death domain)



27

birleserek 6lim baslatan sinyal kompleksini ( death inducing signal complex - DISC)
olusturur. Bu da prokaspaz 8 in aktiflesmesini saglar. Fas ligand membrana bagh veya
solubl olabilir. Solubl fas ligand (FasL, CD95L) immun sistem hdcreleri tarafindan
olusturulur. Bu ligandin T hicreleri membraninda bulunan Fas reseptorine
baglanmasiyla, immin reaksiyonla aktive olmus ve gdrevlerini tamamlamis olan
lenfositlerin apopitoz ile yok edilmeleri saglanmis olur(Jones vd 1997, Mountz vd
2001).

2.4.5.1.3. Tumor Necrosis Factor (TNF) Aracili Apopitoz

Bir sitokin olan TNF’ nin TNF reseptorleri ile birlesmesi (6rnegin TNRF1) sonucunda
reseptoriin hicre icinde bulunan parcasi, TNFR adaptoér protein (TRADD- TNFR
adapter protein with a death domain) ile etkilesirr TRADD daha sonra FADD ile
birleserek prokaspaz 8’ i aktiflestirerek apopitoza neden olur. Fas reseptériiniin aksine,
TNFR1’ in TRADD'’ la etkilesmesi her zaman apopitoz ile sonuglanmaz. TRADD, FADD
yerine baska adaptdr proteinlere baglanabilir. Bunun sonucunda ©&nemli bir
transkripsiyon faktért olan nikleer faktor- kB (NFkB) harekete gecebilir. Bu durumda
hicre canli kalir. Hicrede hangi yolun, nasil secildigi acik degildir. Ancak, hiicrede aktif
NFkB (bazi timdrlerde bulunur) bulundugu zaman, hicrenin canl kaldigi
dugsundlmektedir (Mountz vd 2001).

2.4.5.1.4. Sitotoksik T lenfosit Aracili Apopitoz

Sitotoksik T lenfositler (CTL) infekte olmus olan konakgi hilcrelerin yiizeyinde
bulunan yabanci antijenleri tanirlar. CTL’lerin ana gorevi malign ve/veya virus ile infekte
olmus olan huicrelerin 6ldurtlmesidir (Mountz vd 2001, Budd 2002). Yabanci antijenleri
tanidiklarinda ylzeylerinde Fas ligand olusur. Hedef hicrelerin Fas reseptérlerine
tutunurlar. CTL’ ler sitoplazmalarinda granzyme B (serin proteaz) ve perforin adi verilen
ve apopitoz olusmasini saglayan proteinler iceren sitoplazmik granullere sahiptirler
(Budd 2002). Perforin, transmembran por olusturucu bir proteindir. CTL’ler hedef
hiicrelerin membranlarinda perforin ile porlar olusturarak, sitoplazmalarina granzyme B
salgilarlar. Granzyme B hedef hicrelere girerek kaspazlari aktive eder (Mountz vd
2001).

2.4.5.1.5. Hucrelerin Maruz Kaldigi Dig Etkenler
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Hipoksi, Is1, antikanser ilaclar, radyasyon, gamma ve ultraviyole isinlar gibi etkenler
apopitoza neden olabilirler. Bu etkenler DNA hasari olusturarak apopitoz meydana
getirirler (Afford vd 2000, Mountz vd 2001).

2.4.5.2. intrensek Sinyal Yolu

2.4.5.2.1. Mitokondriyal Yolak Yoluyla Apoptozis Olusturulmasi

Sitokrom-C mitokondri i¢c membraninda bulunan elektron transport zincirinin bir
proteinidir. Sitokrom-C’nin mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesi apoptozis yoluna
girmis bir hicrede irreversibl bir doéneme girildigini isaret eder. Sitokrom-C
mitokondriden apoptozis-indikleyici faktor (AIF, apoptosis-inducing factor) ile birlikte
sitoplazmaya salinir. Sitokrom-C sitoplazmik protein olan Apaf-1 (apoptotic protease
activating factor—1)'e baglanir ve onu aktive eder, ardindan ATP’nin de katihmiyla
apoptozom adi verilen bir kompleks olusur. Bu kompleks inaktif olan prokaspaz-9'un
aktif kaspaz—-9 haline donigmesini saglar. Aktif kaspaz—-9 ise efektor kaspazlardan
prokaspaz 3’0 aktive eder. Aktif kaspaz-3, kaspazla-aktiflesen deoksiribonikleaz
inhibitérint (ICAD, inhibitor of caspase-activated deoxyribonuclease) inaktiflestirir,
bdylece ICAD’Unlin bagladigi kaspazla-aktiflesen  deoksiribonlkleaz (CAD,
caspaseactivated deoxyribonuclease) serbestlesir ve bu da apoptozisin karakteristik
bulgularindan biri olan kromatin kondensasyonuna ve oligonukleozomal DNA
fragmantasyonuna neden olur (Khosravi vd 2004).

Bcl-2 ailesi birbirine zit etkileri olan iki grupdan olusur. Bu gruplardan biri pro-
apoptotik yani apoptozisi indukleyici (Bax, Bad, Bid, v.b.), etkiye sahiptir. Digeri ise anti-
apoptotik, apoptozisi baskilayici (Bcl-2, Bcl-X1) etkiye sahiptir (Tablo 2.4). Pro-
apoptotik  olanlar, sitokrom-C’nin  mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesini
indUklerler. Anti-apoptotikler ise sitokrom-C saliveriimesini baskilarlar. Bcl-2 6zellikle
mitokondri dis membraninda bulunmakta ve iyon transportunu dizenlemektedir. Bax
sitozolde bulunur ve apoptotik uyari alinmasi halinde mitokondri membranina baglanir,
burada kiguk delikgikler “pore” olusumunu indikler, bdylece selektif iyon permeabilitesi
kaybolur, sonug¢da sitokrom-C ve apoptozis indukleyici faktdr olarak bilinen AIF’UGn

mitokondriden sitozole ¢cikmasini saglar (Ulukaya 2003). (Sekil 2.4).



Tablo 2.4. Bcl-2 ailesi. (Hamarat 2008)

Bcl-2 Ailesi
Apoptozisi Baskilayanlar | Apoptozisi indiikleyenler
1.Bcl-2 1.Bad
2.Bcl-xL 2.Bax
3.BHRL-1 3.Bak
4.Bcl-w 4.Bcl-xs
5.Bfl-1 5.Bik
6.Brag—1 6.Hrk—-1
7.Mcl 1

APOPTOZIS

T

ProCASP 9 W

Bcl-2 ﬁ — Bax

Mitokondrial

@ Dis Membran

Sekil 2.4. Bax/ Bcl-2'nin etki mekanizmasi (Hamarat 2008)

2.4.5.2.2. Endoplazmik Retikulum (ER) Aracili Apoptozis Olusturulmasi
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Bu yol mitokondrial/sitokrom-c ve 6lum reseptdr aracili apoptozisten farkli bir yoldur.

Kaspaz—-12, ER membraninda lokalize olan ve ER aracili apoptozis i¢in esas tegkil eden

bir kaspazdir. Ca++ seviyesinin yukselmesi ve kalpainin endoplazmik retikulumu

etkilemesi ile prokaspaz-12 aktiflenir. Ayrica kaspaz—7 salinimi ile de prokaspaz-12

salinimi arasinda bir baglanti bulunur. Aktiflenmis kaspaz—-12 sitoplazmaya yonelir.
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Kaspaz-9 ile karsilikli olarak etkileserek sitozolik kaspaz kaskadini aktive eder. Son
calismalar, in vivo ve in vitro olarak kaspaz-12’nin kaspaz-9'u aktive ettigini gostermistir
(Rao vd 2001).

2.5. Apoptoz’ un Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler (Galluzi vd 2006)

1. Morfolojik gériintiileme yontemleri
a. lIsik Mikroskobu
l. Hematoksilen Boyama
Il. Giemsa Boyama
b. Floresan Mikroskobu / Lazerli Konfokal Mikroskop
I.  Propidium lyodur (PI)
Il. Hoechst Dye
c. Elektron Mikroskobu
d. Faz Kontrast Mikroskobu
2. immunohistokimyasal yontemler
a. Anneksin V Yoéntemi
b. TUNEL Yontemi
c. Ma30 Ydntemi
d. Kaspaz-3 Yontemi
3. Biyokimyasal yontemler
a. Agaroz Jel Elektroforezi
I.  DNA fragmentasyonu
b. Western Blotting
I.  Substrat kirilmalari
II.  Aktif kaspaz'in belirlenmesi
lll.  Sitokrom c saliverilmesi
c. Flow” Sitometri
4. immunolojik yéntemler
a. ELISA
. DNA Fragmentasyonu
[I.  M30 Duzeyi
b. Fluorimetrik Yontem
I.  Kaspaz Aktivasyonu
5. Molekuler biyoloji yontemleri

a. DNA Microarrays



2.6. Hipotez

H1: Leptin yeni dogan ovaryum dokusunda gelisimi artirir ve apoptozisi azaltir.
H2: Leptin yeni dogan ovaryum dokusunda geligimi azaltir ve apoptozisi artirir.

H3: Leptin yeni dogan ovaryum dokusunda gelisime ve apoptozise etki etmez.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Hayvanlar ve Bakim Sartlari

Bu arastirma Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan
onaylanmistir. Calismamizda, Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma
Birimi’'nden alinan 36 adet Wistar Albino tiru disi sican kullaniimistir. Tim denekler
icin Onerilen optimum c¢evresel kosullar ayni merkez tarafindan saglanmis ve
sicanlar, i1siklandirmasi (12 saat aydinlik/karanlik siklusunda, 07:00-19:00 saatleri
arasli aydinlik), havalandiriimasi (%60-70 nem) ve oda isisi (20-24 °C) kontrol edilen
bir odaya yerlestirilmistir. Denekler, ginlik icme suyu ve %21 ham protein iceren

pelet yemlerle (purina) beslenmistir.

3.2. Deneysel Uygulama

Bu calismada yeni dogan 36 adet disi sicanlar kullanildi. Siganlar deney
(n=18)ve kontrol(n=18) olmak uzere 2 gruba ayrildi. Deney grubundaki 18 adet
sicanin dogduklari glinden itibaren (doddugu gin = 0) 14 gin boyunca leptin
enjeksiyonu subkutan olarak uygulandi. 1-5 gin arasi 0,1 ml/gin leptin, 6-10.
Gunler arasi 0,15 ml/gun leptin, 11.-15. Gun arasi 0,25 ml/gin leptin enjeksiyonu

subkutan olarak uygulandi.

Dogumlarindan itibaren 3. Haftada, 5 haftada, 12 haftada hem kontrol hem de
leptin uygulanan deneklerden anestezi altinda ovaryum dokulari alindi. Alinan
dokular tespit icin, %10’luk formaldehit solisyonunda 72 saat bekledildikten sonra
rutin 1S1k mikroskopi takibine alindi. Hazirlanan parafin bloklardan, Leica RM-2125
rotary mikrotom kullanilarak 5 p kalinhdinda kesitler alindi ve kesitlere, Bcl/2, Bax,
kaspaz 8, kaspaz 9, p-53 ve kaspaz 3 ifadelerini belirlemek amaciyla
immunohistokimyasal boyama iglemi yapildi. Kesitler daha sonra Olympus BX51

marka 11k mikroskobu ve Olympus DP72 dijital kamera ile resimlendi.
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3.3. Histolojik Boyalar ve Soliisyonlar

o Fiksatif Soliisyonu Hazirlama:
% 37’ lik formaldehitden 10 ml, distile sudan 90 ml alinarak % 10’ luk fiksatif
solisyonu hazirlanmigtir.

¢ Leptin Soliisyonunun Hazirlanmasi:
Sigma’ dan temin edilen 1mg L-3772 (OB) mouse recombinant leptin , 100 ml
PBS icine leptin vorteks yapildiktan sonra ilave edildi. Hazirlanan sollisyon +4

°C_de muhafaza edildi.

¢ Hematoksilen Boya Hazirlanmasi:
e 2 gr hematoksilen,

e 20 cc %96'lik etil alkol,

e 40 gr aluminyum amonyum sulfat,

e 500 ml distile su,

o 0,5 gr merkurik oksit,

o 1,6 ml asetik asit kullanilarak gerekli olan hemetoksilen boyasi hazirlanmistir.

o Eosin Boya Hazirlanmasi:
e 2greosin

e 350 ml %96’lk etil alkol

e 150 ml distile su

e 2 cc asetik asit kullanilarak gerekli olan eosin boyasi hazirlanmistir.

3.4. Uygulanan Teknikler

3.4.1. Doku takip yontemi
a. Alinan dokular formaldehitde 72 saat bekletildi.
b. Akarsuda 30 dakika yikandi.

c. %70’ lik etil alkolde 1 saat bekletildi.



d. %80 lik etil alkolde 1 saat bekletildi.
e. %90’ lik etil alkolde 1 saat bekletildi.
f. %100’ lik etil alkolde 1 saat bekletildi.
g. Ksilende 1 saat bekletildi.

h. Ksilende 1 saat bekletildi.

i. Parafinde 1 saat bekletildi.

j. Parafinde 1 saat bekletildi.

k. Dokulara parafine gdmme ve etiketlenme islemi yapildi.

3.4.2. immunohistokimyasal boyama

Doku takip yontemi tamamlanan ovaryum bloklarindan, mikrotom cihaziyla 5 p
luk kesitler alinip, kesitler benmariye birakildi. Ardindan uygulanan protokol sirasi
asagidaki gibidir: (Reaktifler igin invitrogen, MD 21704, USA, Lot: 948867A

Histostain-Plus kit kullaniimistir.)
a. Kesitler, benmariden lamlara alinip lam tasima sepetine yerlestirildi.
b. Lam tasima sepeti etlivde 60 °C’de 1 saat bekletildi.
c. Ksilende, deparafinizasyon igslemi igin 1 saat bekletildi.

d. Kesitler sirasiyla %100, %96, %70, %50’lik etil alkol serilerinde 2’ ser dakika
bekletildi.

e. Alkolden ¢ikan preparatlar akarsuda yikanarak 10 dakika PBS’de birakildi.

Bu asamada kesitler PAP pen kullanilarak isaretlendi.

f. Dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesi, % 30’ luk H2O2: Metanol (1: 9)
karigimi ile 30 dakikalik uygulamayla ortadan kaldirildi.

g. Phosphate Buffered Saline (PBS) ile yikanan kesitler, Uzerlerine ilave edilen

serum bloklama solusyonu ile 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.
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Kesitler Uzerine uygun primer antikorlar ilave edilerek 1 gece over night
yapildi. Bu galismada kullanilan primer antikorlar ve kullanildiklari dilisyonlar
su sekildedir: Capase-3 (1: 500, Bioss, Lot: 980799W), Caspase-9 (1: 500,
Bioss, Lot: 980704W), Caspase-8 (1: 200, Neomarkers, Lot: 1200P708DE),
Bax (1: 200), p-53 (1:100), Bcl-2 (1:200) Butun primer antikorlar PBS ile dilue

edilmistir.

Kesitler, PBS ile yikandiktan sonra primer antikorlarla reaksiyon veren,
biotinlenmis afiniteye sahip sekonder antikorlarla 20 dakika muamele

edilmigtir.

Tekrar PBS ile ylkanmasi vyapilan kesitlere, biotinlenmis- sekonder
antikorlara  kolayca baglanabilen horseradish peroksidaz konjugati

streptavidin (HRP-SA) 10 dakika kadar muamele edilmigtir.

Kesitler son kez PBS ile yikandiktan sonra kromojen boyasi DAB ile 3- 10

dakika kadar muamele edilmistir.

Antijenin lokalizasyonunun daha iyi gézlenmesi icin kesitlere hematoksilen

(Merk Harris’ hematoksilen) ile zit boyama yapilmigtir.

. Kesitler akarsu da yikanmis ve sirasiyla %50, %70, %96, %100’ Ik etil alkol

serilerinde 2’ ser dakika bekletilmistir.

Dokularin Gzeri entellan ile kapatiimistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hematoksilen-Eozin Boyama Sonuglari

36

Yenidogan (3 haftalik), Pupertal (bes haftalik) ve olgun (on iki haftalik)

gruplarin ovaryum dokusu hematoksilen ve eozinle boyanan kesitlerde

incelendi.

Ug haftalik kontrol grubunda ovaryum dokusun da genel olarak primer ve

sekonder folliktlerin bulundugu sadece 2 denegin ovaryum dokusunda primer

ve sekonder follikillerin yanisira tersiyer follkillerin de bulundugu belirlendi.

Leptin uygulanan tim deneklerin ovaryum dokularinda ise primer, sekonder ve

tersiyer follikullerin varhgi dikkati cekiciydi (Sekil 4.1, 4.2). Ovaryum dokusu

olgun ovaryumuna benzer gérinimdeydi.

Pupertal (bes haftalik) ve olgun (on iki haftalik) gruplarda kontrol ve leptin
uygulanan ovaryum dokusunun hemen hemen birbirine benzedigi izlendi.
Gelisim asamasindaki folliklller ve korpus luteum her iki gruptada normal

gorunumdeydi (Sekil 4.1).

4.2. immunohistokimyasal Bulgular

Batdn gruplarda ovaryum dokulari bax, bcl-2, kaspaz-8, kaspaz -9, kaspaz-3 ve

p-53 antikorlari kullanilarak immunohistokimyasal yontemle boyanmigtir.

4.2.1. Ug Haftalik (Yenidogan) Grubu

Bu grupta kaspaz-8, kaspaz-9, p-53, bax ve bcl-2 ve ekspresyonlari kontrol ve
leptin uygulanan gruplar arasinda farkhlik géstermiyordu (Sekil 4.3). Kontrol ve
leptin uygulanan gruplarda kaspaz-8, kaspaz-9, bax ve bcl-2 pozitif boyanma
gOsterirken p-53 her iki grupta da negatif boyanmisti. Kaspaz-9, bax ve bcl-2
ekspresyonu oositlerde ve granuloza hicrelerinde izlenirken kaspaz-8 yalnizca
oositlerde pozitif boyanmisti (Sekil 4.3). Kaspaz-3 ekspresyonu diderlerinden
farkhhk gosteriyordu (Sekil 4.4). Kontrol grubunda oositlerde, granuloza hucrelerinde

kaspaz-3 reaksiyonu pozitif izlenirken leptin uygulanan grupta 6zellikle primordial,
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primer ve gelisen follikillerde granuloza hucrelerinin negatif ekspresyon gdstermesi

dikkat cekiciydi. Bu grupta da oositlerde reaksiyon kuvvetli pozitifti (Sekil 4.4).

4.2.2. Bes Haftalik (Pubertal) Grup

Bes haftalik (pubertal grup) grupta kaspaz-8 ekspresyonu kontrol grubu oositlerinde
granulosa hicrelerinde, teka tabakasinda kuvvetli pozitif izlenirken leptin uygulanan
grupta pozitif ekspresyonun sadece bag dokusunda izlenmesi diger yapilarin negatif
olmasi oldukca ilgingti. Bununla birlikte bazi follikillerin oositlerinin zayif pozitif
boyanma gosterdigi belirlendi (Sekil 4.5, 4.6). Kaspaz-9 hem kontrol hem de leptin
uygulanan grupta oositler disinda negatifti. Oositler her iki grupta da zayif pozitif
boyanma gosterdi (Sekil 4.5, 4.7). P-53 her iki grupta da kan damarlari disinda negatif
ekspresyon gosterdi. Her iki grupta bax ekspresyonu agisindan kuvvetli pozitifti. Ancak
granulosa hucrelerindeki reaksiyon leptin uygulanan grupta daha zayif izlendi. Bcl-2
ekpresyonu her iki grupta da benzer sekildeydi. Granuloza hicrelerinde negatif
boyanma izlenirken, oositler leptin uygulanan gruptakiler kontroldekilere karsin daha

yogun pozitif reaksiyon gostermigsti. (Sekil 4.5)

4.2.3. On ki Haftalik (Olgun) Grup

Bu grupta kaspas-9, kaspaz-3, bax, bcl-2 ve p-53 hem kontrol grubunda hem de
leptin uygulanan grupta boyanma birbirine benzerdi (Sekil 4.8). Kaspaz-9, kaspaz-3,
bcl-2 ve bax her iki grupta da oositlerde, granuloza hicrelerinde kuvveti ekspresyon
gOsterirken p-53 ise her iki grupta negatif olarak izlendi. Kaspaz-3 ekspresyonunun
kontrol ve deney gruplari arasinda farkhlik gdsterdigi izlendi. Kontrol grubunda
granuloza hucreleri negatif boyanirken leptin uygulanan grupta kuvvetli pozitif olmasi
oldukga ilgingti (Sekil 4.9).
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Sekil 4.1. Yenidogan, bes haftalik ve on iki haftalik kontrol ve deney grubu ovaryum
dokulari. a; yenidodan deneklerden alinan kontrol ovaryum dokusu, b; Bes haftalik
deneklerden alinan kontrol ovaryum dokusu c; on iki haftalik deneklerden alinan
kontrol ovaryum dokusu, d; Leptin uygulanan yenidogan deneklerden alinan
ovaryum dokusu, e; Leptin uygulanan bes haftalik deneklerden alinan ovaryum
dokusu, f; Leptin uygulanan on iki haftalik deneklerden alinan ovaryum dokusu.
Tersiyer follikul; (asteriks), sekonder follikul; (d¢gen), primer follikil; (ok), korpus
luteum;(okbasi). Hematoksilen-eozin. X100um.

T [ 2o0um |

Sekil 4.2 Yenidogan, kontrol ve deney grubu ovaryum dokulari a; yenidogan kontrol
ovaryum dokusu, b; Leptin uygulanan yenidogan ovaryum dokusu. Tersiyer follikil;
(asteriks), sekonder follikil; (Uggen), primer follikil; (ok). Hematoksilen-eozin.
X200um.
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Sekil 4.3. Yenidogan ovaryum dokusun kaspaz-8, kaspaz -9, p53, bax, bcl-2 ve
kaspaz-3 ekspresyonu ve yerlesimi. Kontrol grubu; a,b,c,d,e,f, leptin uygulanan
grup; g,h,i,j,k,I. Kaspaz-8; a, g, kaspaz-9; b,h, p53; c,i, bax; d,j, bcl-2; ek, kaspaz-3;
f,l. Tersiyer follikul; (asteriks), sekonder follikul; (i¢gen), primer follikil; (ok).
immunoperoksidaz. X100um.

Sekil 4.4. Yenidogan ovaryum dokusunun kaspaz-3 ekspresyonu ve yerlesimi.
Kontrol grubu; a, leptin uygulanan grup; b. Tersiyer follikll; (asteriks), sekonder

follikdl; (Gggen), primer follikil; (ok), Negatif ekspresyon gosteren granuloza
hacreler, (kirmizi ok). Immunoperoksidaz. X100um.
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Sekil 4.5. Bes haftalik ovaryum dokusun kaspaz-8, kaspaz-9, p53, bax, bcl-2 ve
kaspaz-3, ekspresyonu ve yerlesimi. Kontrol grubu; a,b,c,d,e,f, leptin uygulanan
grup; g,h,i,j,k,|I. Kaspaz-8; a,g, kaspaz-9; b,h, p53; c,i, bax; d,j, bcl-2; e k, kaspaz-3;
f,l. Tersiyer follikil; (asteriks), sekonder follikil; (Gggen), primer follikil; (ok).
immunoperoksidaz. X100um

Sekil 4.6. Bes haftallk ovaryum dokusun kaspaz-8 ekspresyonu ve yerlesimi.
Kontrol grubu; a, leptin uygulanan grup; b. Tersiyer follikul; (asteriks), sekonder
follikul; (Uggen), primer follikul; (ok), Immunoperoksidaz. X50um

Sekil 4.7. Bes haftalik ovaryum dokusun kaspaz-9 ekspresyonu ve yerlesimi.
Kontrol grubu; a, leptin uygulanan grup; b. Tersiyer follikul; (asteriks), sekonder
follikdil; (Gggen), primer follikdl; (ok), Immunoperoksidaz. X50um
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Sekil 4.8. On iki haftalik ovaryum dokusun kaspaz-8, kaspaz-9, p53, bax ve bcl-2,
kaspaz-3 ekspresyonu ve yerlesimi. Kontrol grubu; a,b,c,d,e,f, leptin uygulanan
grup; g,h,i,j,k,I. Kaspaz-8; a,g, kaspaz-9; b,h, p53; c,i, bax; d,j, bcl-2; ek, kaspaz-3;
f,l. Tersiyer follikil; (asteriks), sekonder follikul; (Gg¢gen), primer follikul; (ok),
immunoperoksidaz. X100um.
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Sekil 4.9. On iki haftallk ovaryum dokusun kaspaz-3 ekspresyonu ve yerlesimi.
Kontrol grubu; a, leptin uygulanan grup; b,c. Tersiyer folliklil; (asteriks), sekonder
follikdl; (Uggen). Immunoperoksidaz. X200um
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Bu calismada leptinin yeni dogandan olgun dénem olan 12. haftaya kadar olan

follikil gelisimine ve apoptozisine etkisinin hem immunohistokimyasal hem de histolojik

olarak ayrintili arastirilmasi amacglandi.

Leptin 16 kDa agirliginda protein yapisinda bir hormon olup temel olarak yag
dokudan uretilir. Leptin hipotalamusa etki ederek cesitli metabolik olaylarda ve yag
depolanmasinda rol oynar (Tataranni vd 1997). Leptin, leptin reseptorlerine
baglanarak islev gorur. Leptin Reseptorleri IL-6 ile homoloji gbsterir ve Leptin IL-6 ve
IL-11 gibi sitokin ailesine ¢ok benzedigi i¢in 1. grup sitokin reseptdr ailesinden kabul
edilir (Mantzoros vd 1998). Reseptdrler kisa form reseptoérler (Ob-Ra) ve uzun form
reseptdrler olmak Uzere iki tiptedir. Kisa form reseptoérler hlcre i¢i sinyal iletiminde
zayiftirlar. Kisa form reseptoérlerinin bulundugu organlar bébrek, akciger, pleksus
koroideus ve beyin kapillerleridir (Mantzoros vd 1998).

Hipotalamusta (nukleus arkuatus) bulunan reseptdrler uzun form reseptérlerdir
(Ob-Rb), primer olarak hipotalamustan salgilanir. Bu reseptérleri  sinyal

transduksiyonu kapasitesine sahiptirler (Mantzoros vd 1998).

Ureme organizmanin g¢ok fazla enerjiye ihtiyag duydugu fizyolojik bir olaydir.
Ureme organlarinin saglikh galisabilmesi ve canlilarin Greyebilmesi igin yeterli
beslenmesi gerekir. Yetersiz, tek yonlu ve sagliksiz beslenme enerji acikhidina ya
da enerji fazlaligina neden olabilir. Bu gibi durumlarda follikulogenezis, gebelik ve

laktasyon gibi Greme iglevlerinde bozulma gergeklesir (Craves vd 1995).

Calismalar beslenme ile Ureme islevi arasinda bir iligkinin oldugunu
bildirilmektedir.

Yapilan arastirmalarda ortaya c¢ikan sonuglar bir¢cok sistem Uzerinde etkisi olan

leptin hormonunun treme sisteminde de etkili oldugudur.

Leptin eksigi olan ob/ob farelerindeki ¢aligmalar Ureme sistemiyle leptin

arasindaki iliskiyi inceleyen ilk calismalardir. Calismada bu farelerin seksulel



olgunluga ulasamadiklari infertil olduklari, gonadotropin hormon seviyelerinin de
oldukga dusuk oldugu sonucu ortaya cikmigtir. Leptin tedavisi uygulandidinda
infertilitenin ve diger patolojik bulgularin duzeldigi bildirilmistir (Hillier vd 1979).
Hamilelik ve laktasyon doneminde leptin plasenta ve meme bezlerindeki salgi epiteli
tarafindan da Uretilen sitiin yaginda da bulunur ve buradaki metabolik olaylarda rol
oynar (Hillier vd 1979, Blum vd 1997).

Dolasimdaki leptin dizeyi cesitli tlrlerde dl¢ilmis ve disi farelerde en ylksek
dizeye menstruel siklusun ikinci haftasinda ulastigi bulunmustur. Bu haftada
farelerin kilosunda degisiklikler oldugu ve leptinin kiloyla direkt iligkili olabilecegi
bildirilmistir. insanlarda leptin diizeyi kizlarda pubertede artma egilimi gosterirken
(Clayton vd 1997, Mantzoros vd 1997), erkeklerde 2. Tanner evresinde pik
yapmaktadir (Clayton vd 1997, Moschos vd 2002). Bu sonuglar insanlarda da

leptinin puberteyle iliskili olabilecegini gostermektedir.

Ozelliklede leptin hipotalamus-hipofizer ve organ aksi (izerine etki ederek
puberteyi baslatiyor olabilir (Rene-Gonzalez vd 2000, Agarwal vd 1999). Leptin
reseptorleri teka ve granulosa hicrelerinde, kumulus hilcrelerinde ve embriyoda
bulunmaktadir (Karlsson vd 1997, Kawamura vd 2002). Ovaryumlardan leptin
MRNA’ sinin izole edilmesi bu hormonun udremede dnemli rol oynayabileceginin
gostergesi olarak gorilmektedir (Cioffi vd 1997, Matsuoka vd 1999, Kawamura vd
2002). Leptin folikller hucrelerde uUretilir ve oosite verilir (Masuzaki vd 1997).
FollikGler ve uterinal sivilarda da leptin bulunmaktadir (Butzow vd 1999, Karlsson vd
1997, Kawamura vd 2002). isole edilen granuloza ve teka hiicrelerinde leptinin
gonadotropin veya blytume faktdrlerini uyararak steroid sentezini artirmasi steroid
uretimi Uzerinde direkt etkisi oldugunun gostermektedir. Ayni zaman da leptin
memeli ovaryumlarinda, oositlerde ve preimplantasyon dénemi embriyo gelisiminde
direkt rol oynamaktadir (Karlsson vd 1997, Matsuoka vd 1999, Chehab vd 1997).

Leptin uygulamasinin puberteyi baslattigini bildiren Chehab ve arkadaslari
dogumdan sonra 21 gunlik farelere 4 gun hergiin boyunca 4ug/ vicut agirhgi leptini
I.P olarak vermiglerdir. Kontrol grubuna ise ayni kosullarda PBS verilmistir. Deneyin
sonucunda leptin uygulanan farelerle kontrol grubu fareleri kargilastirildiginda deney
grubu farelerde vajinal ac¢ikligin ve ureme organlarinin agirhidinin daha fazla oldugu
bulunmustur (Chehab vd 1997). Benzer bir galismada Ahima ve arkadaslar
tarafindan yapiimistir. Ahima ve arkadaslari ayni dozda leptini disi farelere
uyguladiklarinda onlarda deney grubu farelerde vajinal agikhdin ve vajinal siklusun

kontrol grubuna karsin daha dnce oldugunu bulmuslardir (Ahima vd 1998). Diger bir
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calismada da leptin uygulamasinin puberteyi 6ne c¢ektigi bildirilmistir (Grauz vd
1998). Yukarida bahsedilen bu calismalara zit olarak Cheung ve arkadaslari
farelere 12ug/kg leptin uygulamasinin sekstel olgunlagsmaya negatif etki ettigi
bildirilmistir (Cheung vd 1997).

Bizim ¢alismamizda yeni dodan sicanlara dogumun 1. gununden itibaren leptin
uygulamasi yapildi ve leptinin etkisi yeni dogan, bes haftalik ve olgun sicanlarin
ovaryumlarinda histolojik olarak incelendi. Bes haftalik ve olgun sicanlarin ovaryum
dokusunda follikullerin gelisimi kontrol ve deney gruplari arasinda farklilk
g6stermedi. Ancak yeni dogan kontrol grubu deneklerin bir kisminda ovaryum
dokusunda tersiyer follikiiller izlenmezken leptin uygulanan gruplardaki ovaryum
dokusunun goérinimu olgundakilerden farksizdi. Gelisimin tim asamasindaki

follikiller bu grubun tim deneklerinde izlendi.

Deneysel calismalarda leptin dozunun Ureme islevinde etkili olabilecegi
gosterilmistir.  Yapilan bir calismada infertil ve dogustan leptin eksikligi olan obez
farelerde leptinin Greme Uzerine etkileri incelenmistir. Erkek ve disi farelere glinde iki
defa 50 mikrogram leptin 14 gin sureyle uygulanmstir. Leptin uygulanan disi
farelerde kontrol grubuna gére serum LH seviyelerinde, ovaryum ve uterus
agirliklarinda artis tespit edilmistir. Leptin verilen erkek farelerde ise kontrol grubuna
gbre serum FSH dizeyleri artmis, testis ve seminal vezikll agirliklari, daha fazla

vezikil epitel hicreleri ve sperm sayisinda da artis gértlmustir (Barash vd 2013).

Kadinlardaki leptin seviyeleri menstriel siklus esnasinda degisim gdstermektedir.
Leptin dizeylerinin en ylksek oldugu dénem ovulasyondur. Luteal fazda ylksekligi
devam etmektedir ancak mentruasyondan énce dismeye baslar (Hardie vd 1997,
Quinton vd 1999).

Yaslanmayla birlikte erkeklerde testosteron azaldigi igin leptin seviyesinde artma
olurken (Baumgartner vd 1999) buna zit olarak kadinlarda menapoz sonrasinda
azalma olur. Erkeklerde ise leptinin plazmadaki seviyesi ile kandaki testosteron
seviyeleri arasinda ters oranti vardir. Bu da testosteronun leptin ekspresyonuna

negatif etkisi odugunu dustndurtmektedir (Paolisso vd 1998, Nystrom vd 1997).

Leptinin ¢ok dusiuk dozlarda hipotalamustan GnRH salimini artirabilecegi
bildiriimektedir. Aragtirmacilar ayni zamanda Leptinin FSH ve LH reseptorlerini de
artinyor olabilecegini bildirmislerdir. Calismalardan ¢ikan sonuglar disaridan
uygulanan leptinin dozunun ve uygulama suresinin fizyolojik olaylardaki etkilerinin

farkl olabilecegini bildirmektedir. 10ng/ml leptin uygulamasi granuloza hicrelerinde
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Ostrojen ve progesteron Uretimini arttirmaktadir (Kitawaki vd 1999). Fizyolojik
dozlarinin progesteron ve testeron Uretimini uyardigida bildiriimektedir (Ruiz-Cortez
vd 2003). Leptinin testosteron Uretiminde artirmasi hiperandrogenizimle iligkili
PKOS’un patafizyolojisinde de etkili olabilir sorusunu diastndirtmektedir. Bununla
birlikte bazi calismalarda insilin ve blyime hormonlari Uzerine inhibitér etki
gOsterebilecegi bildiriimigtir. In vitro fare kdltlrlerinde yapilan ¢alismalarda leptinin
Ostrojen Uretimini uyardigi ancak FSH-IGF-1 ve FSH-GH hormonlarini inhibe ettigi
rapor edilmistir (Kikuchi vd 2001). Duggale ve arkadaslari 3 saat araliklarla ve
6x30ug dozlarde uyguladidi leptinin disi sicanlarda disaridan 6strojen uygulamasina

ragmen ovulasyonu inhibe ettigini raporlamislardir (Duggal vd 1976).

Leptin hormonunun puberteyi bagslattigini gésteren calismalarin yani sira steroid
sentezini artirmalarina karsin follikliler gelisimi inhibe ettigini ileri suren bir
calismada isole edilen preantral follkillerde leptinin cAMP dizeyini bloke ederek

follikiler gelisimi durdugui ileri strtlmustir (Kikuchi vd 2001).

Almog ve arkadaslari da leptinin pubertenin baglamasini hizlandirdigi ve Bcl-

2/bax oranini artirarak apoptozisi azalttigi bildirilmigtir (Almog vd 2001).

Biz bu ¢alismanin aksine leptinin ovaryum apoptozisini ¢cok etkilemedigini gérduk.
Biz g¢alismamizda apoptotik belirteclerden kaspaz-8, kaspaz-9, bax, bcl-2, p-53 ve
kaspaz-3 ekspresyonlarini her iki grupta da immunohistokimyasal olarak inceledik.
P-53 ekspresyonunu tim gruplarda negatif expresyon gdsterdi. Kaspaz-8, kaspaz-9,
kaspaz-3, bax ve bcl-2 ekspresyonu hemen hemen tim gruplarda pozitifti.
Genellikle p-53 antikoru digindaki antikorlarin boyanma derecesinde ve yerlesimde
kontrol ve deney gruplari arasinda ¢ok farklihk yoktu. Bununla birlikte kaspaz-3
yenidogan grubunda granuloza hucrelerinde pozititken leptin uygulana grupta
negatifti. Bes haftalik deneklerde kaspaz-8, bax ve bcl-2 ekspresyonlarinda farkhlik
izlendi. Bu grupta kaspaz-8 kontrol grubunda pozitif leptin uygulana grupta negatif
idi. Bax kontrol grubunda granuloza hicrelerinde daha yogun boyanma gosterirken
leptin uygulanan grupta daha zayifti. Bcl-2 ekspresyonuda 6zellikle leptin uygulanan

grupta oositlerde daha yogun izlendi.

Apotozis programlanmis hicre olark bilinen apotosizde ekstrinsik ve intrinsik
olmak Uzere iki temel yolak vardir. Ekstrinsik yolakta kendi iginde tipl ve tipll olarak
ikiye ayrilir. Tip | ekstrinsik yolaginda kaspaz-8 6lum reseptorleri [TNF-R, FAS, DR3,
DR4, DR5, DRG] araciligi ile direk hucre 6liumune neden olur. Aktive olan kaspaz-8

kaspaz kaskadini baglatarak kaspaz-3’ Gn, kaspaz-6’ nin ve kaspaz-7’ nin klavejina

46



neden olur. Sonugta hiicre apoptozise ugrayarak olur. Tip 1l de aktive olmus 6lim
reseptorlerinden gelen sinyal mitokondri bagimli apoptotik yolagi aktifler. Bu yolakta
kaspaz-8 aktive olur sonra kaspaz-8 aktivasyonuyla Bid kalavaji gergeklesir ve bid
mitokondriyona gecerek proapoptotik bax proteini aktive eder ve sitokrom c’nin
sitoplazmaya salinmasina neden olur. Sitokrom-c monomerik Apaf-1 in aktive
olmasina neden olur. Apaf-1 de kaspaz-9’ u uyararak 6lim kaskadini baslatir.
Sonucta hlicre apotozise ugrayarak o6lir. Intrinsik ya da mitokondrial yolakta bcl-2
proteini mitokondrial permeabiliteyi kontrol ederek ya pro ya da antiapoptotik bcl-
2'nin aktive olmasina neden olur. Anti apoptotik proteinler Bcl-2 ve bcl-xl
mitokondriyonun dis membraninda bulunur. Stres ya da hicre hasarinda apoptotic
Bcl-2-iligkili X protein (Bax) ya da Bcl-2 antagonist/killer-1 (Bak) proteini aktive olur.
Sonugcta sitokrom-c sitoplazma salinir. Sitokrom-c’'nin Apaf-1 ile birlikteligi prokaspaz
9, kasapaz9 ve kaspaz-3’'un aktive olmasina sonugta da hiicrenin 6lmesine neden
olur (Ashkenazi vd 1998, Scaffidi vd 1998).

Bizim ¢alismamizda diger calismalardan farkli olarak leptin ovaryum apoptozisini
etki etmedi. Bunun nedeni uygulanan doz miktari ya da uygulama suresi olabilir.
Bazi calismalarda leptinin ylksek dozlarinin ovaryum apoptozisini arttirdigi
gOsterilmistir. Bunlardan biri 2017 yilinda in vitro hidcre kdltlrlerinde yapilan
calismadir. Bu c¢alismada ylksek dizeyde Ileptinin granulosa hicrelerinde
¢ogalmayi inhibe etti§i kaspaz-3 regulasyonunu artirarak bcl-2’ yi azalttigi ve

apoptozisi indukledigi bulunmustur (Lin vd 2017).

Ovaryumun apoptozise ugramasinda Bcl-2 proteini énemli rol oynar (Hsu vd
2000). CuUnkl yuksek dizeyde leptinin GnRH salinimina, hipofizden salinan
gonadotropin Uretimine etkisi olabilecegi bildiriimektedir. Jacops ve ark tarfindan
yapilan calismada leptinin GnRH saliminda etkili olan néropeptid Y’ yi slprese
ederek GnRH ve LH salinimini arttirdidi bildirilmistir (Jacobs 1997). Ylksek leptin
seviyelerinin PKOS patofizyolojisinde de rol oynayabilecegi distnulmektedir (Wee
vd 2018)

Bizim calismamizda sadece bes haftalik grupta bcl-2 ekspresyonu leptin
uygulanan grupta daha yogundu. Bax ekspresyonu ise kontrol grubunda daha

yogun olarak izlendi.
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6. SONUGLAR

Leptin yeni dogan ovaryum dokusunda gelisimi artirmaktadir.

Kaspaz-8, Kaspaz-9, bax, p-53, bcl-2 ve kaspaz-3 proteinlerinin
immunohistokimyasal sonuclarimiz leptinin  ovaryum apoptozisine etkisinin
olmadigini goéstermektedir. Kontrol ve leptin uygulanan grupta ekstrinsik tip-Il

apoptotik yolagin etkili oldugu belirlendi.

Leptin ve follikliler apotozis ile ilgili calismalardan elde edilen sonuglar

tartismalidir. Bunun icin ileri dizeyde ve doza bagli ¢calismalarin yapilmasi gerekir.
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