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Sican midesinde leptin ekspresyonunun immunohistoki myasal olarak
gOsterilmesi

Immunohistochemical demonstration of leptin expression in the rat stomach
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Ozet

Girig: Leptin, ob gen tarafindan kodlanan 16-kDa agirhginda bir molekiildiir. ilk olarak yag dokusunda tanimlanan
leptinin son zamanlarda vicutta ¢esitli dokularda da ifade edildigi g6zlenmistir. Cesitli calismalar leptinin midede de
fonksiyon gosterebilecedini 6nermektedir. Bu calismada, sican mide dokusunda leptinin immunohistokimyasal
dagihmini ve ifadesini arastirmak amaclanmigtir.

Gere¢ ve Yontem: Bu calismada 190-210 gr agirhdinda erkek sicanlar kullaniimistir. Isik mikroskopik incelemeler
icin Wistar albino 5 sican anastezi edilmis ve heparinize edilip fosfat tamponlu % 4 paraformaldehit ile intrakardiyak
perfize edilmistir. Rutin histolojik takip uygulanan mide dokusu daha sonra 5 pm kalinlikta kesilip Leptin
immunohistokimyasal boyamasi yapilmigtir.

Bulgular: Midenin fundus bdlgesinde leptin (+) boyanan gerek esas huicre, gerekse pariyetal hiicre sayisi korpus
bélgesine oranla anlaml derecede artmis bulundu. Korpustaki leptin (+) hiicreler kiyaslandiginda esas hucre ve
pariyetal hiicre sayilar arasinda anlaml bir fark saptanmadi; diger taraftan fundustaki leptin (+) esas hiicre sayisinin
leptin (+) pariyetal hiicre sayisindan anlamli sekilde fazla oldugu goézlendi. Ayrica, myenterik pleksusta boyanma
g6zlemlendi.

Sonug: Bu calismada diger calismalardan farkli olarak temel olarak gastrointestinal hareketleri kontrol eden
myenterik pleksusda da leptinin varligi gosterilmektedir. Leptinin sinerjistik etki gosterip beslenmenin
dizenlenmesinde kisa streli regtlasyon ve/veya uzun sireli regllasyonda rol oynayabilecedi gdsterilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Leptin, Obezite, Mide, Sigan
Summary

Introduction: Leptin is a 16-kDA-protein molecule, expressed by the ob gene. It has first been found in the adipose
tissue and several tissues in the body have recently been described to express leptin. Various reports have
suggested that leptin can also involve in stomach functions. This study was focused on the expression and
distribution of leptin in rat stomach using immunohistochemistry.

Material and Methods: The study was conducted on male rats weighing 190-210 g. For light microscopic
examination, 5 Wistar albino rats were anaesthetized and perfused transcardiacally with heparinised saline followed
by %4 paraformaldehyde in phosphate buffer. Leptin immunohistochemistry was performed on stomach tissues pre-
processed for routine histological examination at 5 um slices.

Results: The number of leptin (+) principal cells and parietal cells in the fundus of stomach was significantly higher
than the corpus. The comparison of leptin (+) cell number within the corpus revealed no significant difference
between the number of principal cells and parietal cells; however statistical analysis within the fundus showed that
leptin (+) principal cell number was significantly higher than leptin (+) parietal cell number. Moreover, marked stain
was observed in the myenteric plexus.
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Conclusion: Differing from the available studies, data obtained in the current study show that leptin is expressed in
the myenteric plexus controlling the gastrointestinal peristaltism. It has been postulated that leptin may participate
synergistically in the short- and/or long-term regulation of alimentary functions.
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Girig

Leptin, latince leptos kelimesinden tiretilmis, yag
hicresinde ve diger bircok dokuda ob-gen tarafindan
Uretilen ve plazmaya salinan bir hormondur (1-4). Kana
gectikten sonra 6zel reseptérleri araciligi ile kan beyin
bariyerini asarak merkezi sinir sistemine ulagir ve besin
alinimini azaltip, enerji harcanmasini arttirarak etkisini
gosterir (4-7). 1994 yilinda insanlarda 7. kromozomun
uzun kolunda bulunan ve obezite geni olarak
adlandirilan (7q31) ob/ob geni'nde kodlanan bir gen ve
bu genin Urinu olarak kesfedilen leptin (ob protein),
fizyolojik ve genetik mekanizmanin temel faktérii olarak
degerlendirilmistir (8).

Obezite, buglin tim dinyada yaygin olan bir halk sagligi
problemidir. Obezitenin gorilme sikhgi hem gelismis
hem de gelismekte olan (lkelerde ciddi boyutlardadir (9).
Obezite ile beraber goérilme sikhidi artan hastaliklarin
basinda: tip 2 diyabet, kalp damar hastaliklari, yiiksek
tansiyon, kalp krizi, safra kesesi hastaliklari, kadinlarda
hormonal bozukluklar (asin tiylenme), eklem hastaliklari,
solunum problemleri ve depresyon gorilmektedir. Ayni
zamanda obezitenin belli kanser tiplerinin (6rnegin; meme,
endometriyum, prostat ve kolon kanserleri) olusumunda da
o6nemli bir faktér oldugu bildirilmigtir (9-11). Sismanlik ideal
kilonun lizerinde olmak demektir. ideal kilo ise, hayati
maksimum uzatan kilo olarak ifade edilir ve viicut agirhg
indeksi (BMI; Body Mass Index) ile tanimlanir. Sismanlik
vicut agirhi@ indeksinin % 30'dan yiksek olmasi
demektir. Vicut agirhgr indeksi; vicut agirhdinin
kilogram (kg) cinsinden, metrekare (m?2) cinsinden boy
uzunluguna oraniyla hesaplanmaktadir (10).

Leptin 6ncelikle genetik olarak sisman farelerde inaktif olan
ob genetik lokusunun bir Griini olarak tanimlanmigtir (11).
167 aminoasitten olusan (21'i salinmadan 6nce kesilerek
atilir) ve 16kD’luk bir protein olan gen Uriinine leptin adi
verilir. Leptin Yunanca'da ince anlamina gelir (leptos=ince)
ve gene sembolii kazandiran da leptindir: fare ve siganlarda
Lep, insanlarda LEP olarak isimlendirilir (12). Bu peptit
adipositler tarafindan salinir ve daha disiik seviyelerde
gastrik epitelde, plasentada, karacigerde, kas ve diger bircok
dokuda ifade edilir (11).

Leptin reseptdri  (ob-R), ilk defa fare koroid
pleksusundan izole edilmigtir. Sitokin reseptor
ailesinin bir Uyesi olarak tanimlanmistir ve leptine
nanomolar dizeyde baglanir. Ob-R geninin 5 tane
izoformu oldugu gosterilmistir. Ob-Rb (Ob-RI, leptin
reseptoriiniin uzun izoformu olarak da bilinir), sinyal
transdiksiyonu igin gerekli ¢esitli motifleri iceren bir
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sitoplazmik bolgeye sahiptir. Diger formlar bu
motiflerin bir kismini veya hicbirini bulundurmaz (13).

Leptin beslenme davranisini diizenleyen ve enerji
dengesinin kontrolii i¢in kisa ve uzun dénem sistemin bir
komponenti olarak bildirilmistir  (14). Besin alimini
kantitatif olarak diizenleyen faktorlerden olan uzun sireli
enerji regiilasyonu; baslica viicuttaki enerji depolarinin
normal miktarinin uzun sireli korunmasi ile ilgilidir. Kisa
sureli olan beslenme regllasyonu ise baglica 6giinlerde
asiri yemeyi 6énlemekle ilgilidir. Kisa stireli regiilasyon iki
sekilde diizenlenir;

a) Gastrointestinal dolgunluk: Gastrointestinal sistemde
6zellikle mide ve duodenum gerildigi zaman, inhibitdr gerim
sinyalleri beslenme merkezini gegici olarak baskilamak igin
vagus yoluyla taginir ve bdylece besin istegi azalir.

b) Beslenmeyi durduran humoral ve hormonal faktorler:
Gastrointestinal hormonlardan kolesistokinin, baslica
yagin duodenuma girmesine yanit olarak salgilanir ve
asiri yemeyi azaltmak icin beslenme merkezleri Gizerinde
glclu direkt bir etkiye sahiptir. Besin maddesinin mide ve
duodenumda bulunmasinin pankreastan énemli miktarlarda
glukagon ve insilin salgilanmasina yol agmasinin nedenleri
tam olarak bilinmemekle birlikte, her iki hormon da beyinde
nérojenik beslenme sinyallerini durdurur (15).

Organizmada multifonksiyonel olarak is goéren leptinin
midede esas ve pariyetal hicrelerde ve ik kez
pleksuslarda  ekspresyonunu  immunohistokimyasal
yontem ile gosterip literatire katkida bulunmak bu
calismadaki temel amagtir.

Gereg ve Yontem

Hayvan Bakimi ve Perfiizyon

Bu calismada agirliklari 190-210 gram arasinda degisen,
Sileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Ethem
Mumcu Hayvan laboratuarindan temin edilen wistar
albino cinsi erkek sicanlar kullanildi (n=5). Deney
suresince hayvanlara optimal sartlarda su ve standart
pellet yem verildi. Siganlar 6nce sodyum pentobarbital (50
mg/kg, i.p.) (Sigma cat:P3761 St Louis, MO, USA) ile
derin anestezi altina alindilar. 5000U sodyum heparin
(Nevparin, Mustafa Nevzat, 25.0001U/5 ml), 1ml %
0.9'luk  serum fizyolojik icinde  eritilerek  sol
ventrikilden dolasima verildi. Sonra sag atriuma
makasla bir kesi yapilarak, kanin digari akigi gézlendi.
Kalp kontraksiyona devam ederken, bir kanul ile apeks

Ege Tip Dergisi/Ege Journal of Medicine



tarafindan sol ventrikil igine girildi. Bu kanul aracihgi ile
kan vicuttan tamamen uzaklagincaya kadar sol
ventrikile % 0.9'luk serum fizyolojik soliisyonu verildi.
Ardindan ayni sekilde, 0.1M'ik sodyum fosfat ile
tamponlanan % 4'lik paraformaldehit tespit soliisyonu
ventrikiilden dolasima verildi. Intrakardiyak perfiizyon
sonrasinda tespit edilen doku ©&rnekleri yikama
isleminden sonra rutin histolojik takip olarak bilinen alkol
serileri, seffaflandirma, infiltrasyon ve parafine gémme
islemleri uygulanmistir.

immunohistokimyasal Protokol

Isik mikroskopik takipten gec¢mis parafin bloklardan
Leica RM 2145 mikrotom yardimi ile 5 pm kalinhgindaki
kesitler polilizinli lamlar (Sigma, St Louis, MO, USA)
Uzerine alinmistir. Dehidratasyon asamasindan sonra
pH'I 6 olan sitrat solisyonu (Carlo Erba, 368057) iginde
mikrodalga uygulamasi yapildi. Kesitler, endojen
peroksidaz aktivitesini dnlemek icin % 3'lik hidrojen
peroksit (Dako, Glastrup, Denmark) icinde bekletildi.
Normal kec¢i serumu ile bloklama yapildiktan sonra
kesitler primer antikor (Santa Cruz, rabbit poliklonal IgG
A-20, Cat; sc-842) ile inklibe edildi. Biotinle isaretlenmisg
sekonder antikor (Abcam, Goat anti-rabbit 1gG, ab6720,
UK) asamasindan sonra streptavidin-HRP kit (Santa
Cruz, SC-2053, USA) islem goren dokular, son olarak
% 0.05'lik diaminobenzidin (Zymed Histostain Plus
Cat:859643 San Francisco, CA, USA) ile muamele
edildi. Boyama iglemi sirasindaki tim yikamalar PBS ile
yapildi.

istatistiksel analiz

Tum sicanlardan (n=5) elde edilen mide preparatlarinda
fundus ve korpus bolimlerine ait 10 farkli rastgele
alanda leptin (+) boyanma go0steren esas ve pariyetal
hicreler sayilip istatistiksel olarak degerlendirildi.
Gruplar arasi farkin anlamliiginin test edilmesinde tek
yonli varyans analizi (ANOVA) testi kullanildi. P<0.05
saptandiginda post hoc analiz icin Bonferroni testi
kullanildi.

Bulgular

Kontrol boyamada normal rabbit immunoglobulin ve
sekonder antikor uygulanmig mide kesiti izlenmektedir.
Endojen peroksidaz aktivitesi disinda negatif immuin
boyanma gozlenmektedir (Sekil 1A).

Midenin fundus bélgesinden gecen kesitlerde 6zellikle
mukoza boélgesinde leptin igin orta siddetten kuvvetliye
kadar degisen pozitif immun reaksiyon izlenmektedir
(Sekil 1B).

Yiizey epitelinde kuvvetli lineer (membranéz), pariyetal
hiicre ve esas hicrelerde orta siddette sitoplazmik,
pozitif immin reaksiyon go6zlendi. Ancak lamina
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propriyada herhangi bir boyanma go6zlenmemektedir
(Sekil 1C).

Sican mide duvarindan gecen kesitte, i¢ sirkiler ve dis
longitudinal diiz kas tabakalari arasinda bulunan

Myenterik (Auerbach) sinir pleksusu leptin (ob protein)
icin kuvvetli pozitif boyanma godzlenmektedir (Sekil 1D).
Tim bulgular Tablo.1'de 6zetlenmistir.

Sekil 1.

A. Kontrol amaciyla normal rabbit imminoglobulin ve
sekonder antikor uygulanmig mide kesitinde negatif boyama
izlenmekte (x4).

B. Leptin (ob- protein) i¢in immin boyama uygulanmig sican
mide kesitine ait bir gorinim. Ozellikle gastrik mukoza
bezlerinde siddetli pozitif reaksiyon gdzleniyor (x4).

C. Mide mukozasindan gecen kesitte ylizey epitelinde lineer,
pariyetal ve esas hicrelerde ise sitoplazmik boyanma
izleniyor (x20).

D. Sican mide duvarindan gecgen kesitte, i¢ sirkiller ve dis
longitudinal diz kas tabakalar arasinda bulunan Myenterik
(Auerbach) sinir pleksusunun (oklar) leptin igin pozitif immin
reaksiyon gosterdigi izleniyor (x 120).

Elde edilen verinin istatistiksel analizinde tek yonli varyans
analizi (ANOVA) uygulandiginda gruplar arasindaki farkin
anlamli oldugu saptandi (P<0.0001; F(3,39) =2413). Midenin
fundus bolgesinde leptin pozitif boyanan gerek esas hiicre,
gerekse pariyetal hiicre sayisi kardiya boélgesine oranla
anlamli derecede artmis bulundu (P<0.001, Sekil 2).
Kardiyadaki leptin (+) hucreler kiyaslandiginda esas hicre
ve pariyetal hiicre sayllarn arasinda anlamh bir fark
saptanmadi; diger taraftan fundustaki leptin (+) esas hiicre
sayisinin leptin (+) pariyetal hiicre sayisindan anlamli bir
sekilde fazla oldugu gozlendi (P<0.001, Sekil 2).



Tablo 1. Normal sican mide dokusunda histolojik alanlara 6zgu
farkli bolgelerde leptinin dagilimi.
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Sekil 2. * P<0.001, korpustaki leptin (+) hucre sayisi ile

kiyaslandiginda

# P<0.001, leptin (+) pariyetal hicre sayisi ile
kiyaslandiginda

Tartigma

Leptinin biyolojik etkileri arasinda; tokluk hissi vermek,
adrenal stres hormonlarinin retiminin  azaltiimasini
saglamak, metabolik hizi ve seks durtisini arttirmak
yer almaktadir. Ayrica leptin, digi farelerin puberteye
daha c¢abuk ulagsmasini sagladigi gibi, bir lipostat gibi
hareket ederek, viicuttaki yag seviyelerini digtirmek igin
gereken davranislari aktive etmektedir. Leptinin sayilan
bu fonksiyonlari yerine getirebilmesi i¢cin beynin ilgili
merkezine ulasmasi gerekmektedir ki, bunu koroid
pleksusda tanimlanmig bir leptin reseptori araciligi ile
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yapmaktadir. Leptin hipotalamusa koroid pleksusda ki
reseptorli sayesinde serebrospinal sivi ile girmektedir.
Leptin, beslenmenin azaltlmasi i¢in hipotalamusta
melanokortin-4  reseptdri  Gizerinde etki gOsterek
melanokortinlerin Uretimine sebep olmaktadir. Bdylece
bir ndérotransmitter stimile edici rolinde hipotalamusta
ndropeptit Y (NPY; appetite stimulating neurotransmitter,
istah stimile edici norotransmiter) Uretimini baskilar.
Bununla beraber leptin tiroid bezinde tiroksin retiminin
artmasina bagh olarak metabolik hizda artmaya, adrenal
bezlerde streoidlerin  Uretiminin  baskilanmasi  ve
gonadlarda seks steroidlerinin Gretiminin artmasina
neden olmaktadir (16, 17).

Son yillarda yapilan birgok calisma ile leptin ob proteinin
adipositler diginda, koroid pleksusda (18), olgun insan
oositinde, kumulus ve graniloza hiicrelerinde (19), insan
plasentasinda (20-24), sitotrofoblastik hiicrelerde, sekretuvar
endometriyumda (25), mide mukozasinda, esas ve paryetal
hiicrelerde (26-28), kolonda (29), mide epitel hiicrelerinde
(26,28), C6 glioblastoma hicrelerinde (30), RT-PCR
yontemiyle beyin ve hipofizde (31), kasda (22), hipofizde
(32) histokimyasal ve RT-PCR ydntemleriyle tanimlanmistir.

Bado ve ark., mide epitelindeki hiicrelerin immunoreaktif
oldugunu bulmuslardir. Bu alan mide mukoza bezlerinin
altinda pepsinojen salgilayan esas hiicrelerin lokalize
oldugu alana benzerlik gostermekte oldugunu ve
CCK-8'in intraperitonal uygulamasindan sonra leptin
immiinoreaktivitesinin aniden dusttginid, buna paralel
olarak da mide epiteli leptin iceriginde dnemli bir azalma
oldugunu bildirmiglerdir. Radioimmiinoassay (RIA)
calismalar sonucunda midedeki leptin miktarinin aglikla
hafif bir digme goésterdigini rapor etmislerdir (33).

Breidert ve ark., leptin reseptoriinii insan gastrik mukoza
hiicrelerinde imminohistokimyasal yontemlerle eksprese
etmiglerdir. Leptinin korpusun epitelyal bezlerinin alt
parcasinda immunoreaktif oldugunu ve leptinin fonksiyonel
tim izoformlarinin mide mukozasinda bulundugunu rapor
etmiglerdir (34). Ayni sekilde Ishikawa ve ark., da leptin ve
reseptdriniin normal ve kanserli gastrik mukozada ifade
edildigini bildirmislerdir (35). Mix H ve ark, insan mide
mukozasinda leptin ve reseptoériini immuinohistokimyasal
yontemlerle tanimlamiglardir. Leptin ve reseptérininin
mRNA’sInin, mide mukoza biopsilerinde, kiltiire insan mide
epitel hicrelerinde ve mide kanser hucrelerinde varligini
rapor etmislerdir. Ayrica esas ve pariyetal hiicrelerinde leptin
ve reseptorl icin reaktif oldugunu bildirmiglerdir (26). Son
yapilan calismalarda Sobhani ve ark, insan normal mide
biyopsilerinde, leptinin mide bezlerinin altindaki htcrelerin
immunoreaktif oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica, pentagastrin
veya sekretinin intravendz inflizyonu dolasimdaki leptin
seviyelerini arttirdigini, buna paralel olarak da mide icerigine
leptin salinimini arttirdigini rapor etmiglerdir (35). Bununla
birlikte mide fonksiyonlarinin kontroliinden sorumlu olan
noéronlarin  direkt olarak leptin tarafindan etkilendigi
bildirilmistir (36).
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Bu calismanin ve diger arastirmalarin sonuglar leptin ve
reseptérinin mide dokusunda bulundudunu ve mide epitel
hucrelerin ~ leptin  icin  direkt  hedef olabilecegini
gostermektedir. Bu calismada diger calismalardan farkl
olarak temel olarak gastrointestinal hareketleri kontrol eden
myenterik pleksusda da leptinin varigr gosterilmektedir.

parakrin ve otokrin etkili olabilecegini disindirmektedir.
Ayrica intestinal 1 hicrelerinin beslenmeye karsi saldidi
CCK (kolesistokinin) ile leptinin sinerjistik etki gosterip
beslenmenin diizenlenmesinde kisa sireli regilasyon
velveya uzun sireli regllasyonda rol oynayabilecegini
gostermektedir.

Buna bagl olarak mide epitel hiicre fonksiyonunda leptinin
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