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ÖZ

AMAÇ: Leptin hormonu, iştah ve vücut metabolizması-
nın düzenlenmesinde önemli görevler üstlenmekte ve 
başlıca yağ dokusunda sentezlenmektedir. Leptinin yağ 
dokuda sentezlendikten sonra koroid pleksus aracılığı ile 
beyne taşındığı bilinmektedir. Bu çalışmanın amacı Tip 1 
diyabetes mellitus oluşturulan sıçanların beyninde leptin 
ifadesinin ve miktarının araştırılmasıdır.

GEREÇ VE YÖNTEM: Çalışmamızda toplam 14 adet yetiş-
kin, erkek Wistar Albino sıçan 2 eşit gruba ayrıldı (n=7). 
Kontrol grubuna hiçbir uygulama yapılmadı. Diyabetes 
mellitus grubundaki hayvanlara ise tek doz (55 mg/kg) 
streptozotosin intraperitoneal olarak verildi ve kan glukoz 
seviyesi >280 mg/dL ölçüldüğünde Tip 1diyabetes mel-
litus geliştiği kabul edildi. Deney sonunda alınan beyin 
örnekleri %10’luk formaldehit ile fikse edildikten sonra 
rutin doku takip işleminin ardından alınan kesitlere leptin 
immünohistokimyasal boyaması uygulandı. Beyin doku-
larında western blot yöntemi ile leptin miktarına bakıldı.

BULGULAR: Tüm gruplara ait beyin kesitlerinde sadece 
koroid pleksusta leptin boyanması saptandı. Buna göre, 
leptin boyanmasının Tip 1 diyabetes mellitus geliştirilen 
sıçanlarda azaldığı saptandı. Western blot ile Tip 1 
diyabetes mellitus grubunda leptin miktarının belirgin 
olarak azaldığı saptandı.

SONUÇ: Bu çalışmayla tokluk hissini oluşturmak 
üzere koroid pleksus üzerinden beyne geçen lep-
tin hormonu ile diyabet arasında yakın bir ilişki ol-
duğu ve bu hormonun diyabetle azaldığı gösteril-
miştir. Bu çalışmadan yola çıkarak Tip 1 diyabet ve 
leptin hormonu ilişkisi derinlemesine irdelenmelidir.

ANAHTAR KELİMELER: Diyabetes mellitus, beyin, leptin, 
koroid pleksus.

ABSTRACT

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

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

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

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

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

Leptin ilk olarak 1994 yılında bulunmuş olup 
167 aminoasitten oluşan, 16 kDa ağırlığında 
ve yağ dokusundan salınan bir hormondur. 
Leptinin ana üretim yeri yağ dokusu olmasına 
rağmen mide, meme epiteli, plasenta ve kalp 
dokusunda da daha az miktarda sentezlendiği 
gösterilmiştir. Leptin hormonu hedef dokular-
da etkisini leptin reseptörleri (LEPR) üzerinden 
gerçekleştirir. Bu reseptörler genel olarak hipo-
talamus ve beyincikte bulunmaktadır. LEPR aynı 
zamanda midede, kan damarlarında ve plasen-
tada da tanımlanmıştır (1). Leptin, üretildikten 
sonra yağ dokusundan kana salınır, kan-beyin 
bariyerini geçebilir ve beyin merkezlerine vü-
cudun mevcut yağ durumu hakkında bilgi ve-
rir. Ayrıca, pubertenin başlamasında, bağışıklık 
sistemi ve inflamasyon yanıtında, damar oluşu-
munda, kan ve kemik yapımı ile yara iyileşmesi 
gibi birçok olayda leptinin görev aldığı gösteril-
miştir (2, 3). Ancak, leptinin vücuttaki asıl görevi 
beyin merkezleri üzerine etki ederek tokluk his-
si oluşturması ve besin alımını azaltarak vücut 
ağırlığı ile enerji dengesini sağlamaktır. Leptin 
tokluk hissini hipotalamustaki reseptörlerine 
bağlanarak gerçekleştirir. Hipotalamus nöron-
larında yeme isteğini baskılayan (anoreksijenik) 
nöropeptitlerin salınımını sağlarken yeme iste-
ğini arttıran (oroksijenik) nörotransmitterlerin 
ve bu transmitterleri uyaran ghrelin gibi hor-
monların etkinliğini baskılar (4). Obezler ve aşırı 
kilolularda plazma leptin düzeyinin çok yüksek 
olduğu, fakat obezlerin beynindeki LEPR sayısı-
nın azalması nedeniyle leptinin etkili olamadığı 
gösterilmiştir (5).

Diyabetes mellitus, endokrin hastalıklar arasın-
da en sık görülenidir. DM Tip 1, Tip 2, gestasyo-
nel DM (gebelik diyabeti) ve özgül nedenlere 
bağlı DM olmak üzere 4 gruba ayrılır. Son veri-
lere göre Dünyada yaklaşık 40 milyon Tip 1 DM 
hastası bulunmaktadır (6). Tip 1 DM, juvenil DM 
ya da insüline bağımlı DM olarak da bilinmek-
tedir. Genellikle pankreastaki beta hücrelerinin 
otoimmün hasarına bağlı olarak gelişen insülin 
eksikliği biçiminde ortaya çıkmaktadır (7). Son 
yıllarda yapılan araştırmalar leptinin kandaki 
yüksek glukozu normal düzeylere getirme ve 
insülin duyarlılığını arttırma gibi etkilerinin ol-
duğunu göstermiştir. Tip 1 DM hastalarında lep-

tin hormonunun miktarı tartışmalı konulardan 
birisidir. Araştırmacılardan bir kısmı Tip 1 DM’de 
leptin hormonu düzeyinin değişmediğini (8, 9) 
ileri sürerken bir kısmı da aşırı arttığını bildir-
mişlerdir (10). Bu konu henüz tam olarak açıklı-
ğa kavuşturulamamıştır. Böylece, bu çalışmanın 
amacı, deneysel olarak oluşturulan Tip 1 DM’li 
sıçanların beyinlerinde leptin dağılımı ve mikta-
rının araştırılmasıdır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Deney Hayvanları ve Etik Kurul

Araştırmamızda, Eskişehir Osmangazi Üniver-
sitesi Tıbbi ve Cerrahi Araştırma Merkezi’nden 
sağlanan, 8-10 haftalık, 250-300 g ağırlığında 
toplam 14 adet erkek Wistar Albino türü sıçan 
kullanıldı. Hayvanlara yapılacak uygulamalar 
için aynı üniversitenin Hayvan Deneyleri Yerel 
Etik Kurulu’ndan onay alındı (14.12.2017, 628-2). 

Deney Yöntemi

Hayvanlar, 12 saat aydınlık/12 saat karanlıkta ve 
25±2 °C’de, içme suyu ve standart hazır yeme 
serbestçe ulaşabilecekleri kafeslerinde barın-
dırıldılar. Ortama alışma süresi olarak geçen 14 
günden sonra her birinde 7 sıçan olacak şekilde 
rastgele 2 gruba ayrıldılar. Deney hayvanları-
nın refahını sağlamak için standart kafeslerden 
daha büyük özel kafesler kullanıldı (46x83x21 
cm). Kontrol grubundaki hayvanlara hiçbir uy-
gulama yapılmadı. DM grubundaki hayvanlara 
55 mg/kg streptozotosin (Sigma, Darmstadt, Al-
manya) 0.1 mol/L sitrik asit tamponu (pH=4.5) 
içerisinde çözülerek intraperitoneal (i.p.) yolla 
tek doz olarak verildi. Streptozotosin uygula-
masından 72 saat sonra, 12 saatlik açlığa bıra-
kılmış sıçanların kan glukoz düzeyi kan şekeri 
ölçüm cihazı (Life Check compact TD, Tail Doc 
Technology Corporation, Taiwan) ile kuyruk 
veninden alınan bir damla kanda ölçüldü (11). 
Glukoz düzeyi >280 mg/dL olarak saptanan 
sıçanlarda Tip 1 DM meydana geldiği kabul 
edildi (12) ve 28 gün bu koşullarda yaşatıldılar. 
Deney sonunda tüm sıçanlara intramüsküler 
ketamin (45 mg/kg) ve ksilazin (50 mg/kg) ka-
rışımı enjekte edilerek uyutuldu. Beyinleri hızlı 
bir şekilde çıkarılarak histolojik çalışmalar için 
%10’luk tamponlu formaldehite ve Western 
blot çalışmaları için -80°C dolabına koyuldu.
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Histolojik preparatların hazırlanması

Hayvanların beyinleri dikkatlice çıkarıldıktan 
sonra % 10’luk tamponlu formaldehit içeri-
sinde 24 saat süreyle tespit edildi. Fiksasyon 
işleminden sonra sıçan beyinleri longitüdinal 
fissür boyunca kesilerek beynin iç bölgesi ke-
sit düzlemine gelecek şekilde iki yarıküre bir-
birinden ayrıldı. Daha sonra olağan histolojik 
işlemlerden geçirilerek parafin bloklar elde 
edildi. Hazırlanan parafin bloklardan poli L-li-
zinli lamlara 5 μm kalınlığında kesitler alındı.
Koroid pleksus yer tespiti için beynin longüti-
dinal kesiti incelendi. Kesit düzleminde lateral 
ventriküller ve hipokampüsün yer tespit edile-
rek koroid pleksusa ulaşıldı. İncelemeler sırasın-
da koroid pleksus tek katlı kübik veya prizma-
tik epitel ve altındaki bol damarlı gevşek bağ 
dokusuyla karekterize olduğundan inceleme-
lerimiz ve araştırmamız bu yönde yapılmıştır.

Leptin immünohistokimyasal incelemesi

Beyin kesitleri, parafin giderme işlemi için 2 kez 
15 dakika ksilolde bırakıldıktan sonra sırasıyla % 
100, % 96 ve % 80’lik etil alkollerin her birinde 
10’ar dakika tutuldu. Her birinde 5’er dakika ol-
mak üzere 2 kez distile sudan geçirilen kesitlere 
15 dakika % 3’lük hidrojen peroksit uygulana-
rak endojen peroksit aktivitesi bloke edildi ve 
fosfat tamponlu tuz (PBS) ile 3 kez 3’er dakika 
yıkandı. Kesitlere Ultra V blok solüsyonu uygu-
lanarak 10 dakika bekletildikten sonra üzerine 
Leptin (sc-842, Santa Cruz, USA) primer antiko-
ru eklenip bir gece +4 °C’de bekletildi. Ardın-
dan oda ısısına alınan kesitler PBS ile yıkanıp 
üzerine biyotinli sekonder antikor eklenerek 
10 dakika ve tekrar PBS ile yıkanıp streptavi-
din-peroksidaz enzim kompleksinde yine 10 
dakika bekletildiler. Daha sonra PBS ile yıkanıp 
kromojen AEC uygulanarak gözle görülebilen 
immün tepkimenin ortaya çıkması sağlandı. 
Hematoksilen ile çekirdek boyaması yapıldıktan 
sonra lamlar kapatılarak Olympus BX 51 mikros-
kobu ile incelenerek uygun görüntüler alındı. 

Doku homojenizasyonu

Tüm beyin dokusu boncuklarla beraber 2 ml’lik 
homojenizasyon tüpüne konuldu. Tüpe, içeri-
sinde proteinaz inhibitör kokteyli bulunan 1 ml 
doku liziz tamponu eklendi. Tüpler boncuklu ho-

mojenizatörde (Benchmark Scientific BeadBlas-
ter 24 Position Homogenizer, Sayreville NJ 08872 
USA) 2 dakika süresince homojenize edildi.

Protein miktar tayini

Protein miktarı qubit protein tayin kiti ve Qu-
bit 2.0 Fluorometre cihazıyla bulundu. Bu yön-
temde floresans veren boyaların proteinlere 
bağlanması ve cihazda ölçülmesi esastır. Ön-
celikle protein izolatlar saf su ile 1/50 oranında 
sulandırıldı. Kit içerisinde bulunan stok flore-
san boya örnek sayısına göre 1/200 oranında 
kit içerisinde bulunan buffer ile karıştırılarak 
working solution hazırlandı. 10 µL sulandırıl-
mış protein ve 190 µL working solution ka-
rıştırıldı, karanlıkta 15 dak. bekletildi ve son-
ra Qubit 2.0 Fluorometre cihazında ölçüldü.

Western blot yöntemi

Her grupta eşit miktarda protein olacak şekil-
de proteinler 2:1 oranında örnek tamponuyla 
eşitlenerek buz üzerine konuldu. Daha sonra 5 
dakika 95°C’de kaynatılarak tekrar vortekslenip 
santrifüj edilerek buz üzerine yerleştirildi. Çalı-
şılacak olan proteinin kilo dalton ağırlığı dikka-
te alınarak uygun yüzdelerde jeller hazır olarak 
alındı. Jel, elektroforez tankına yerleştirildi. Jelin 
her kuyucuğuna, başta 5 μl moleküler ağırlık 
işaretleyicisi olmak üzere, 20 μl protein içeren 
örnekler yüklendi. Örnekler kuyucuklardan ine-
ne kadar ilk önce 80 V’de, sonra 130 V’de 1,5 
saat oda sıcaklığında jelin sonuna kadar yürüt-
me tamponu içerisinde yürütüldü. Elektroforez 
işleminden sonra jeldeki proteinler membrana 
aktarıldı. Ardından membran 1 saat süre ile oda 
ısısında, yatay karıştırıcı üzerinde, tris buffered 
saline - tween 20 (TBS-T) ile hazırlanan % 5’lik 
BSA ile bloklandı. Bloklama işleminden sonra, 
membran bloklama tamponu ile sulandırılmış 
primer antikorlarla bir gece +4°C’de yatay karıştı-
rıcı üzerinde tutuldu. Ertesi sabah membran pri-
mer antikordan alınarak, TBS-T çözeltisiyle dolu 
kaba aktarılarak 4 kez 5’er dakika yıkandı. Yıkama 
işleminden sonra membran bloklama tamponu 
ile sulandırılmış sekonder antikorla bir saat oda 
sıcaklığında, yatay çalkalayıcı üzerinde tutuldu. 
Sekonder antikor sonrasında tekrar TBS-T ile 4 
kez 5’er dakika yıkandı. Ardından kemilümine-
sans madde ile 1 dakika oda sıcaklığında inkübe 
edilip kemilüminesans görüntüleme yapan Li-
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cor C-Digit marka cihazla membrandaki protein 
bantların görüntüleri alındı. Western blot dene-
yi sonucunda elde edilen bantlar image studio 
Lite ver. 5.2 programı kullanılarak analiz edildi.

BULGULAR

İmmünohistokimyasal bulgular
Kontrol ve DM gruplarına ait beyin kesitlerin-
de leptin boyanmasının gerçekleştiği ve her iki 
grupta da leptin ifadesinin yalnızca koroid plek-
susta beyin omurilik sıvısını üreten hücrelerde 
olduğu belirlendi. Leptinin immünohistokim-
yasal boyanma yoğunluğu karşılaştırıldığında, 
DM grubunda leptin boyanmasının kontrol 
grubuna kıyasla daha zayıf olduğu görüldü (Şe-
kil 1).
Şekil 1. Sıçanların beyin kesitlerine ait mikroskobik görüntü-
ler. Kesitler leptin için immünohistokimyasal olarak boyanmış-
tır. Her iki grupta da pozitif boyanmanın sadece beynin koroid 
pleksus (ok) bölgesinde olduğu dikkati çekmektedir. A ve B: 
Kontrol grubunda yoğun pozitif boyanma, C ve D: Diyabetes 
mellitus grubunda zayıf boyanma görülmektedir. Çubuklar B ve 
D’de 50 µm (40X), A’da 100 µm (20X) ve C’de 200 µm (10X)’dir.

Western blot bulguları

Western blot sonuçları immünohistokimyasal 
sonuçlar ile paralellik gösterdi ve relatif leptin 
yoğunluğunun kontrol grubuna kıyasla DM 
grubunda 0,178 düzeyinde olduğu saptandı 
(Şekil 2).
Şekil 2. Western blot yöntemiyle elde edilen sonuçlara göre 
DM grubunda leptinin relatif yoğunluğunun kontrole göre be-
lirgin olarak azaldığı görülmektedir.

TARTIŞMA

Bu çalışmayla tokluk hissini oluşturmak üzere 
koroid pleksus üzerinden beyne geçen leptin 
hormonu ile diyabet arasında yakın bir ilişki ol-

duğu ve bu hormonun diyabetle azaldığı gös-
terilmiştir. Leptin, hipotalamustaki reseptörleri 
aracılığıyla iştahı baskılayan, enerji tüketimini 
ve insülin hassasiyetini arttıran bir hormondur 
(6, 13). Leptinin ana hedefinin doğrudan beyin 
merkezleri olması bizi bu çalışmada beyin do-
kusuna geçen leptin miktarını araştırmaya yö-
neltmiştir.

Leptin salınımı başta insülin olmak üzere kate-
kolaminler, glukokortikoidler, tiroid hormonları 
ve gonadal steroidler gibi birçok hormon tara-
fından kontrol edilmektedir. İn vitro yapılan bir-
çok çalışmada insülinin leptin salınımını uyardı-
ğı gösterilmiştir (14-16). İnsülin leptin salgılatıcı 
etkisini doğrudan yapabildiği gibi artmış glu-
koz metabolizmasının da bunu uyarabileceği 
düşünülmektedir (16). Leptin salınımında insü-
linin etki mekanizması tam olarak belirleneme-
miş bir metabolik yolaktır.

Çalışmamızın immünohistokimyasal bulguları 
leptinin beyinde sadece koroid pleksusta pozi-
tif reaksiyon verdiğini gösterdi. Bizim çalışma-
mıza ek olarak Banks ve arkadaşları yaptıkları 
çalışmada yağ dokuda sentezlenen ve kana sa-
lınan leptinin koroid pleksus, medyan eminens 
ve arkuat çekirdek bölgelerinden de beyin içe-
risine geçtiğini göstermişlerdir (17). Zlokovic ve 
arkadaşları leptinin beyin içerisine taşınımında 
ana yolağın koroid pleksus olduğunu bunun dı-
şındaki bölgelerin payının çok düşük olduğunu 
göstermişlerdir (18). Di Spiezio ve arkadaşları 
yaptıkları çalışmada leptinin kan beyin bariye-
rini reseptör aracılı olarak koroid pleksus bölge-
sinden geçtiğini bildirmişlerdir (19).

Leptinin yağ dokuda sentez edilip kana salın-
masını uyaran birçok mekanizma ve molekül 
bulunmaktadır. Bu mekanizmaların çözülmesi 
başta obezite ve DM olmak üzere birçok has-
talığın anlaşılmasını kolaylaştıracaktır. Wang 
ve arkadaşları insülinin yağ hücrelerinde hazır 
olarak bulunan leptin veziküllerini hareketlen-
dirdiğini ve hücre sitoplazması dışına taşıdığı-
nı, stoklar tükendikten sonra da mRNA seviye-
sinde yağ hücrelerine yenilerini sentezlettiğini 
göstermişlerdir. Bu işlemlerin hücre içi kalsiyum 
ve inozitol üç fosfat/Akt yolağı üzerinden ger-
çekleştiğini bulmuşlardır (20). Obezlerde insü-
lin direncinin gelişmesi kan insülin miktarının 
artmasına neden olur. Obez bireylerde leptin 
miktarı da yüksek bulunmuştur (21). 
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Mueller ve arkadaşları yağ hücreleri ile yaptıkları 
çalışmada glukoz taşınması ve metabolizmasını 
baskıladıklarında, insülin varlığında leptin salgı-
lanmasının azaldığını, açlıkta leptin seviyesinin 
düşmesinin ve toklukta artmasının glukoz me-
tabolizmasıyla ilişkili olduğunu ve insülinin do-
laylı olarak etkili olduğunu göstermişlerdir (22). 
Wellhoener ve Sonnenberg de kendi ekipleriyle 
yaptıkları çalışmalarda insülinin dolaylı olarak 
etki ettiğini saptamışlardır (23, 24). Leptin salını-
mı üzerinde glukoz metabolizmasının mı yoksa 
insülinin doğrudan kendisinin mi etkili olduğu 
tam olarak açıklığa kavuşturulamamıştır. Bizim 
çalışmamızda, STZ ile pankreas beta hücrelerin-
de insülin üretimi baskılandığında beyne geçen 
leptin miktarının da azaldığı görüldü. Wellhoe-
ner, Sonnenberg ve Mueller’den farklı olarak biz 
leptin salınımında insülinin doğrudan etkili ol-
duğunu düşünüyoruz. Bazı çalışmalar insülinin 
leptin salınımında erken aşamada etkili olduğu-
nu, geç dönemlerde glukoz metabolizmasının 
etkili olabileceğini göstermişlerdir. Biz çalışma-
mızda uzun süreli kontrol altında olmayan in-
sülin eksikliğinin leptin salınımını düşürdüğünü 
gözlemledik.

Adipositlerin sitoplazmasında var olanların salı-
nımı ve temelde yeni leptinlerin sentezlenmesi 
üzerine Tsubai ve arkadaşlarının yaptıkları çalış-
mada, Mueller’den farklı olarak, glukoz metabo-
lizmasının leptin salınımında çok fazla etkili ol-
madığı, adipositlerin in vitro ortamda ve insülin 
varlığında leptin salgılayabildikleri gösterilmiş-
tir (16).

Aşırı kilolu ve Tip 1 DM’li hastalarda kan leptin 
miktarını araştıran bir çalışmada DM’li grupta 
leptin ifadesinin anlamlı bir şekilde düştüğü 
saptanmıştır (25). Bu konuda yapılan çalışmala-
rın bazısı Tip 1 DM durumunda leptin ifadesinin 
değişmediğini (26), bazısı ise arttığını göster-
miştir (27-29). 

Bizim çalışmamızda da Tip1 DM durumunda, 
yani baskılanmış insülin salınımı durumunda, 
sıçanlarda leptin ifadesinin düştüğü gösteril-
miştir. Bu düşüş leptin salınımının insülin salı-
nımıyla parelellik gösterdiğini düşündürmek-
tedir. Bu bulgumuz Tsubai ve arkadaşlarının 
çalışmasına benzerlik göstermektedir. Leptin ve 
insülinin vücuttaki önemli görevleri göz önüne 
alındığında, aralarındaki etkileşim mekanizma-

sının çözülmesi; başta obezite, Tip 1 ve Tip 2 DM 
olmak üzere birçok hastalığın tanı ve tedavisin-
de yeni ufuklar açabilecektir. Bu konunun kesin 
olarak açıklığa kavuşturulabilmesi için özellikle 
moleküler etkileşim ve yolakların ortaya çıkarıl-
masına yönelik daha ayrıntılı çalışmalara ihtiyaç 
vardır.
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