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OZET

DOGAN A. LeptinG-2548A ve LeptinR Q223R Gen Varyantlarinin inflamatuar
Barsak Hastaliklar1 ile Iliskisinin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglhk
Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip Anabilim Dali. Yiiksek Lisans. Istanbul 2014

Inflamatuar barsak hastahg (IBH) immiin sistem ve viicut florasi arasinda karmasik bir
iliskiden kaynaklandig1 diisiiniilen, nedeni ve mekanizmasi tam olarak bilinmeyen
iltihabi bir hastaliktir. Hastaligin iilseratif kolit ve Crohn hastaligi olmak tizere iki
Oonemli tipi bulunmaktadir. Yapilan caliymalarda leptinin iltihabi barsak hastalarmm
kolon mukozasinda hiicre yiizey reseptor sayisin1 artirarak, mukozal hiicre
proliferasyonunu stimiile ettigi  gosterilmistir. LeptinR Q223R  polimorfizmi
(rs1137101), leptin reseptor geninde glutaminin arjinine (CAG-CGG) doniigmesi olarak
bilinen tek niikleotid degisimidir. LeptinG-2548A polimorfizmi (rs7799039) ise, leptin
geninin promotor bolgesinde G’den A’e tek niikleotid degisimini ifade eden
polimorfizmdir. Calismamizda, LeptinG-2548A ve LeptinR Q223R  gen
polimorfizminin IBH’ da risk ve klinik parametrelerle iliskisi istatistiksel agidan
degerlendirilmistir. Calismaya 85 IBH’ s1 ve 69 saglikli kontrol grubu dahil edilmistir.
LeptinG-2548A ve LeptinR Q223R gen polimorfizmlerini saptamak i¢in Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR), Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi (RFUP) ve
Agaroz Jel Elektroforezi teknikleri kullanilmustir. Serum leptin diizeyleri ELISA
metodu ile cahisilmistir. Hasta ve kontrol grubu arasinda polimorfizimler genotip ve
allel dagilimlar agisindan incelenmistir. Calismamizda her iki polimorfizimde de, hasta
ve kontrol grubu arasinda genotip ve allel dagilimlar1 agisindan istatistiksel olarak
anlaml bir fark gozlenmemistir. Ancak LeptinG-2548A polimorfizminde G+ genotipli
bireylerin frekansinin hasta grubunda kontrol grubuna gore yiiksek oldugu ve hastalik
icin risk olusturabilecegi izlenimi edinilmistir. LeptinG-2548A polimorfizminde AA
genotipli bireylerin frekansinin kontrol grubunda hasta grubuna gore yiiksek oldugu ve
hastalik i¢in koruyucu bir faktor olabilecegi kanisina varilmistir. Genotipler arasi leptin
diizeyleri hasta ve kontrol gruplarinda incelendiginde her ii¢ genotipteki bireylerde
hastalar kontrole gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek leptin diizeylerine
sahip olarak tespit edilmistir (p=0,000) Hasta ve kontrol grubunda LeptinG-2548A ve
LeptinR Q223R genotiplerine gére HOMA indeksleri incelendiginde HOMA
indekslerinin genotiplere bagimli olarak degistigi gozlenmistir.

Calismamizda, LeptinG-2548A ve LeptinR Q223R genotiplerinin daha genis sayida
hasta populasyonu kullamilarak yapilacak olan ileriki caligmalara 151k tutacag
kanisindayiz. Bu sayede ortaya konulmasi diisiiniilen genotipik iliski, hastalik
patogenezindeki molekiiler mekanizmalarin ¢oziilmesine ve aday terapdtik ¢aligmalara
katkida bulunacaktir.

Anahtar Kelimeler: Gen polimorfizmi, Leptin, Polimeraz Zincir Reaksiyonu, Ulseratif
Kolit, Crohn Hastalig1

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 31904
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ABSTRACT

Dogan A. Investigation of the relationship between LeptinG-2548A and LeptinR
Q223R gene variant and Inflammatory Bowel Disease. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip A.B.D. Yiiksek Lisans/ Istanbul 2014

Inflammatory Bowel Disease (IBD) is a complex disease that has cause and mechanism
that disharmonious relationship between the immune system and the commensal flora is
not exactly known. There are two major forms of IBD, which are Ulcerative Colitis
(UC) and Crohn's Disease (CD). According to conducted studies, leptin has been shown
to be upregulated in the colonic mucosa in patients with inflammatory bowel disease.
Leptin stimulates gut mucosal cell proliferation and inhibits apoptosis. Leptin is a
polypeptide, which has pleiotrophic functions that acts on the brain to regulate energy
balance. A LeptinR Q223R polymorphism (rs1137101), is known as single nucleotide
substitution from CAG to CGG transition (glutamine to arginine substitution) in the
leptin reseptor gene. A LeptinG-2548A polymorphism (rs7799039) is defined as single
nucleotide substitution from G to A in the promoter region of the leptin gene. In our
study, we investigated the relationship of the LeptinG-2548A and LeptinR Q223R gene
variants with the risk of IBD and the clinical parameters. 85 patients with IBD and 69
healthy volunteers were enrolled in this study. Polymerase Chain Reaction (PCR) and
Restriction Endonuclease Fragment Length Polymorphism (RFLP), and Agarose Gel
Electrophoresis Techniques were used to determine the LeptinG-2548A and LeptinR
Q223R gene polymorphisms. Serum leptin levels was studied with ELISA metods. We
furthermore performed the genotype and allele frequencies in case-control studies.
According to our data, the gene polimorphisms of LeptinG-2548A and LeptinR Q223R
were showed no statistical difference between cases and controls in genotype and allele
distributions. Furthermore, LeptinG-2548A/ G+ was high in the groups of patients
compared to healthy subjects and indicates that it may act as a risk factor. AA
homozygotes of LeptinG-2548 A showed high rates in the control group than patients
group. There were statistically significant differences in leptin concentrations between
AA, AG, GG genotypes of the patients to compared the control groups (p=0.000). When
evaluated in terms of HOMA-IR, there were differences between the value of genotypes
of LeptinG-2548A and LeptinR Q223R in the control and patient groups.

We thougth this study will shed light on further researches with larger patient
population to ascertain the implications of LeptinG-2548A and LeptinR Q223R
polymorphisms. Consequently, genotypic association that is intended to be revealed will
be analyzed molecular mechanisms into the pathogenesis of these diseases and
candidate therapeutic studies.

Key Words: Gene polymorphism, Leptin, Polimerase Chain Reaction, Ulcerative Colitis
ve Crohn's Disease.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
no: 31904.



1. GIRIS VE AMAC

Inflamatuar barsak hastalig1 immiin sistem ve viicut florasi arasinda karmasik bir
iliskiden kaynaklandig:i diisiiniilen nedeni ve mekanizmasi tam olarak bilinmeyen
multifaktoryel bir hastaliktir. Beslenme ve ¢evre ile baglantili oldugu kadar, genetik ve
mikrobiyal faktorlerin hastaligin patolojisinde rol oynadig ileri siiriilmektedir (1).
Hastaligm iilseratif kolit ve Crohn hastalig1 olmak iizere iki 6nemli tipi bulunmaktadir.
Ulseratif kolit genel olarak kolon iizerine etki ederken, Crohn hastaligi kolona etki ettigi
gibi, incebarsagm distal boliimii lizerine de etki gosterir (1-2). Daha ©Once yapilan
calismalarda; bu hastaliklarin insidansi incelendiginde, Avrupa genelinde kuzey
bolgesinde, giiney bolgesine oranla daha sik goriilmesi, bolgeler arasi hastalik

insidansmin biiyiik 6l¢iide degisiklik gosterebilecegini ileri siirmiistiir (3).

Leptin, adiposit kaynakli ve beyinde enerji dengesinin regiilasyonundan
sorumlu olan pleiotropik fonksiyona sahip bir polipeptitdir (4,5,6-7). Adipoz doku
disinda, hipofiz bezi, iskelet kasi ve mide gibi organlarda da sekresyonu
gerceklesmektedir (8-9). Bazi patolojik durumlarda, leptin, iltihabi barsak hastalarinin
kolon mukozasinda hiicre yiizey reseptor sayisini artirarak, mukozal hiicre

proliferasyonunu stimiile eder (10).

Adipoz dokudan iiretilen bu hormon, 16 kDa biiyiikliigiinde olup, 167 aminoasit
rezidiisii icermektedir (7). LeptinR-Q223R polimorfizmi (rs1137101), leptin reseptor
geninin 6.ekzon 223. baslangi¢c kodonunda 668. niikleotidi olan glutaminin, arjinine
(CAG—CGQG) doniismesi olarak bilinen tek niikleotid degisimidir (11). LeptinG-2548 A
polimorfizmi (rs7799039), leptin geninin promotor bdlgesinin 5’- ucunda, 2548

niikleotidinde G — A’e tek niikleotid degisimi ifade eden polimorfizimdir (12-13).

Marie ve arkadaslar1 (2012) tarafindan ileri siiriilen bir hipoteze gore; molekiiler
mekanizma tam olarak aciklanamamakla birlikte, leptin aktivasyonu aracihigiyla
indiiklenen STATS3 sinyal kaskadi, barsak epitel hiicrelerinde gerceklesen enfeksiyon
sitotoksisitesine karsi hiicresel direnci artirmaktadir. Yapilan c¢alismalar, LeptinR
Q223R polimorfizmin, STAT3 aktivitesini yaklastk %21 oraninda azalttigini
belirtmektedir. Benzer bir durum da LeptinG-2548A polimorfizminde gozlenmekte
olup, leptin aracili sinyal sisteminde disfonksiyona neden olarak, enfeksiyona karsi

duyarlilig: arttirdig1 yapilan calismalar sonucunda ifade edilmistir (14).



Insanlarda leptin sinyal sistemi, enerji yetesizligi durumunda hayatta kalabilmek
icin yeterli enerji depolarmin eldesini saglayan mekanizmalar1 diizenler (15).
Hipotalamik noronlarda, leptin sinyal inhibisyonunu i¢eren molekiiler mekanizmalarin
tam olarak agikliga kavusturulmasi; obez bireylerin tedavisinde leptinin etkilerini

artirabilecek, yeni ilaglarin gelistirilmesi i¢in ¢ok Onemli bir amag¢ teskil etmektedir

(16).

Calismamizda, LeptinG-2548A ve LeptinR Q223R gen varyantlar1 ile IBH riski
arasinda hastaligr destekleyici veya koruyucu yonde etkilerin ortaya konulmasi
amaclanmaktadir. Bu sayede ortaya konulmasi diisiiniilen genotipik iliski, hastalik
patogenezindeki molekiiler mekanizmalarin ¢oziilmesine ve aday terapotik caliymalara

151k tutacaktir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. inflamatuar Barsak Hastahg

Inflamatuar barsak hastalifi, immiin sistem ve viicut florasi arasinda karmasik
bir iligkiden kaynaklandig: diisiiniilen, nedeni ve mekanizmas1 tam olarak bilinmeyen
iltihabi bir hastaliktir. Beslenme ve c¢evre ile baglantili oldugu gibi, genetik ve
mikrobiyal faktorlerin hastaligin patolojisinde rol oynadig da one siiriilmektedir (1).
Hastaligin iilseratif kolit ve Crohn hastaligi olmak {izere iki 6nemli tipi bulunmaktadir

2).

Ulseratif kolit ve Crohn hastaligi, kronik, idiyopatik ve niiksedici olarak
karakterize edilen bir hastaliktir (17- 18). Hastaligi ortaya ¢ikis1 6zellikle yasamin 2.
ve 3. dekatt1 olarak bilinir (19). Ulseratif kolit genel olarak kolon iizerine etki ederken,
Crohn hastaligi kolona etki ettigi gibi, incebarsagin distal bolimii iizerine de etki
gosterir (1-2). Bundan dolayi, her iki hastaliga genetik olarak yatkinhga sahip olan
bireylerde, gastrointestinal sistemde barsak epitel duvarmin tahrip olmasi sonucu olusan

mukozal immiin yanitin farkl oldugu diisiiniilmektedir (20).

Crohn hastaligi patolojisi, diizensiz dagihm ve transmural inflamasyon ile
karakterizedir. CH’ nin teshisinde lamina propria’da graniilomanin varligli da 6nem
teskil eder (21). Ulseratif Kolit patolojisi ise, sadece lamina propria’y: etkiler ve
hastahkli segment devamlilik gosterir. UK’ de kript abselerinin ve normal kript
yapisnin dejenerasyonu onemli histolojik bulgulardir (2). Ileal CH’ de, paneth
hiicrelerde o defensin yapimi azalmis olup, kolonik CH’ da ise enterositlerde o defensin

yapmmi azalmistir (22- 23).

Daha o©nce yapilan calismalarda; bu hastaliklarin insidansi incelendiginde,
Avrupa genelinde kuzey bolgesinde, giliney bolgesine oranla daha sik goriilmesi,
bolgeler arasi1 hastalik insidansinin biiyiikk olctide degisiklik gosterebilecegini ileri
stirmiistiir  (24-25). IBH’ nin etiyolojisi ve patolojik mekanizmasi tam olarak

bilinmemekte olup, bu yondeki ¢aligmalar gastroenteroloji alanimna 151k tutmaktadir.

2.2. Epidemiyoloji
Inflamatuar barsak hastaliginimn insidans1 bulundugu cografyanin 6zelligine gore

degisiklik gostermektedir. Amerika Birlesik Devletleri ve Ingiltere basta olmak iizere,



batili tilkelerde ¢ok sik goriilmekle birlikte, Asya, Japonya ve Giiney Amerika’da daha
az siklikta goriiliir (26). IBH’ nin insidans1 ve prevalansinda artis gelismis iilkelerde,
gelismekte olan iilkelerden daha cok gozlenmektedir (27). Epidemiyolojik verilere gore
Amerika Birlesik Devletleri'nde IBH insidans;, UK icin yaklasik 2-14/100.000 vaka
iken, Crohn hastalig1 i¢in ise, 3-14/100.000 vakadir (28).

Gecmis 50 yil siirecinde, CH insidans1 8-10 kat artmis olmakla birlikte, UK
insidanst stabil kalmistir (29) Inflamatuar barsak hastali@ her yasta goriilmesine
ragmen, en sik goriildiigii yas araligi 15-30 olarak bilinmektedir (28). Vakalarin
yaklasik % 8,5’ 1, 18 yasin altindaki bireyler olusturur (30). Migrasyon calismalarmdan
alman verilere gore; degisen cevre kosullari, ¢cocuklarda hastaliga yakalanma riskini
artirmaktadir (31). Ulseratif kolit (UK), daha sik erkeklerde goriiliirken, Crohn hastalig
(CH) ise kadinlarda daha yaygmdir (28).

IBH" min goriilme sikligi, sahis, cografik lokasyon ve endiistrilesme gibi
etmenlere bagh olarak farklihk gostermektedir (32-33). UK ve CH Askanazi
Musevilerinde digerlerine oranla, (34) beyaz populasyonda, siyah populasyona oranla
daha sik goriiliir (27-35). Vakalarin prevalansinin giderek yayildigi cografya, kuzey
bolgeler olarak gbzlemlenmis olup, 6zellikle Kuzey Amerika ve Avrupa riskli bolgeleri

teskil etmektedir (27, 28, 36-37).

Baz1 epidemiyolojik arastirmalar, IBH’ nm patogenezinde genetik faktorlerin
onemli bir rol aldigin1 kamtlamaktadir. Inflamatuar barsak hastasi bireylerin birinci
derece akrabalari, genel populasyona kiyasla, cok daha yiiksek risk grubuna dahil
olmaktadir (38). Boylece, monozigot ikizlerde Crohn hastaligina yakalanma riski %20-
50 goriiliirken, heterozigot ikizlerde bu oran %10’dur. Ulseratif kolit hastalifinda ise,
monozigot ikizler %16, heterozigot ikizler % 4 risk tasimaktadir (39-40).

2.3. Etiyoloji
Inflamatuar barsak hastaligi multifaktoryel bir hastahktir (41). UK ve CH’ da

hastaligin patofizyolojisi tam olarak bilinmemesine ragmen, hastaligm altinda yatan
sebepler benzerlik gostermektedir (42). IBH’ nin ortaya ¢ikis asamasinda bir¢ok
faktorden etkilendigi disiiniilmektedir. Bu faktorler; genetik yatkinlik, c¢evresel

ozellikler, mikrobiyota ve anormal lokal immiin yanittir (41).



Mikrobiyota ve bazi mikrobiyota iiriinleri, epitel hiicre fonksiyonunu ve immiin
sistem gelisimini etkilemektedir (2). Mukus, barsak florasinda epitel tabakayi
olusabilecek zarardan korumak amacli, goblet hiicreler tarafindan salinan savunma
hiicreleridir (43). Hem komensal hem de patojenik bakteriler goblet hiicre fonksiyonuna
etki ederek, bu hiicrelerden mukus sentez ve salinimini diizenler. Ayrica, goblet hiicre
ve mukus alt tiirlerinde goriilen degisim, T lenfosit populasyonu ile iliskilendirilmistir

(44).

Barsak mikroflorasinin dinamik yapisi, konak-mikroorganizma iliskilerini ve
sonrasinda olusabilecek fizyolojik sonuglar1 diizenlemekte 6nemli bir rol iistlenir (1).
Insanlar, % 90 mikrobiyal hiicreler ve %10 insana ait hiicrelerin birlikteliginden olusan
holobiont bir organizmadan olusmaktadir (45-46). Insanlarda gastrointestinal (GI)
sistem cok genis ve karmasik bir mikroorganizma igerigine sahiptir. Bu cesitlilikte
biiyiik oranda anaerob bakterilerden olugmak {iizere, bakteriyel flora yogunluk teskil
eder (47). Bakteriyel cesitlilik bireysel olarak degiskenlik gostermektedir (48). Barsak
icerigindeki total bakteri sayisi, yaklasik olarak mide ve kalmbarsakta 10'-10%/ ml,
jejenum ve ileumda 10*-10%/ml, kolonda ise10'°-10"/ ml olarak ifade edilmistir (49).

Molekiiler degerlendirmeler; normal mikrobiyotayi, kompozisyon ve islevi ile
iligkili statik ve dinamik parametrelere bagh olarak tanimlamaktadir. Bu parametreler;
yogunluk, cesitlilik, karmasiklik, kompozisyon, ana tiirler, yapt ve fonksiyonun
dinamikligidir (50).

1970’ 1i yillarda anaerobik kiiltiir teknikleri kullanilarak; insan barsaginda
500’den fazla farkli bakteriyal tiiriin bulundugu belirtilmistir (51). Fakat sindirim
sistemi mikroflorasinin kiiltiir teknikleri kullanilarak incelenmesi, bir¢cok engele yol
acmistir  (52). Bu durum, dogal kominitenin biitiinliigliniin bozulup, barsak
mikroplarinin yaklagik % 60-80’inin in vitro teknikler kullanilarak yetistirilemedigini
gostermektedir (53-54). Barsak mikrobiyotasinin biitiinliiglinii tanimlamakta kullanilan
kiiltiir iliskili metodlarm gelisimi, IBH’ nin patogenezinde mikrobiyotanin islevini aciga

vurmaktadir (52).

Saglhikli ve IBH tanis1 konulmus bireylerin bakteriyel floras1 nemli bir farklilik
gostermemektedir (55). Yetiskin bireylerin barsak mikroflorasinin 6nemli bir bolimii
olan %80’den fazlasin1 Bacteroidetes, Firmicutes, and Actinobacteria filumlar teskil

etmektedir (56). %2’lik filum 1ise, daha yaygin ve korunmustur. Bunlar;



Faecalibacterium prausnitzii, Eubacterium rectale, Ruminococcus bromii, Alistipes
putredinis, Subdoligranulum sp, Bacteroides vulgatus, Bacteroides uniformis rel,
Parabacteroides distasonis, Bifidobacterium longum, ve Dorea formicigeneran’dir (50).
Insan ve hayvan barsak bakteri florasini olusturan bakteri tiirleri arasinda en dnemli

cinsleri bakterioid ve bifidobakteriler olusturmaktadir (48).

Ulseratif kolit hastas1 bireyin barsak mikrobiyotasmnda bakteriyel cesitliligin
azaldigi, ozellikle; Firmicutes filumunun anaerobik {iiyelerinin prevalansinda azalma
gozlenmektedir (57-58). Crohn hastasi bireylerde de Firmicutes filumunun azalmasinin
yani sira proteobacteria filumu olan Enterobacteriaceae familyasinda artis s6z
konusudur. Her iki hastalikta da ortak mikrobiyal Ozellikler, genellikle bakteriyal
cesitliligin azaldig1 yoniindedir (59, 60, 61-62). Mikroflorada baskin olarak karakterize
edilen ve Firmicutes filumunun bir iiyesi olan Clostridium leptum ve Faecalibacterium
prausnitzii tiirlerinde azalma goriiliirken; pro-inflamatuar mikroorganizma olarak
bilinen invaziv Escherichia coli tiiriinde artig goriildiigi tespit edilmistir (63-64) Bu
calismalar, Clostridium leptum ve Faecalibacterium prausnitzii tiirlerinin, hiicre
sistemleri ve hayvan modellerinde; anti-inflamatuar bir Ozellige sahip oldugunu

belirtmektedir (63,64-65).

Sonu¢ olarak; UK ve CH’ ye ait bakteriyel profilin saglikli kisilerin barsak
florasina oranla yaklastk % 25 oraninda daha az cesitlilige sahip oldugu
gozlemlenmistir. Hygiene hipotezine gore, bakteriyal ekolojideki cesitliligin azalmasi,
IBH’ nin gelisimine katkida bulunabilecek faktorlerden biri olabilecedi goriisii ileri

stirtilmiistiir (1).

Normal barsak homeostasmi olusturan mikrobiyota, gen diizeyinde; insan
genomundan 150 kez daha farkli gen icerigine sahiptir (66). Bu genlerin ¢ogu, insan
genomu tarafindan kodlanan genlere tamamlayict islevleri kodlar. Boylece, barsak
mikrobiyata aktiviteleri; insan sagligina yararl olacak bircok islevin gerceklesmesinde
rol alarak biyolojik kapasiteyi artirir (67). Bununla birlikte, mikrobiyota iceriginde ¢ok

sayida zararli bilesikler ve antijenler de bulunmaktadir (68).

Barsak epitel hiicreler, patojenik mikroorganizma ve konak doku arasinda bir
bariyer fonksiyonu olusturarak, bircok luminal bakteri tarafindan olusabilecek mukozal
penetrasyonu Onler. Invaziv bakterilerin epitel bariyeri gecerek barsak mukozasina

ulasmas1 durumunda ise, mukozal inflamasyon olusur ve kemotaktik mediatorlerin



salinimi s6z konusudur (69-70). Dengeli bir mikrofloranimn, normal barsak epitel hiicre
gelisimi ve homeostatik barsak mukozaya sahip olmas1 gereklidir (71, 72-73). Barsak
mikrobiyal ekosisteminin beslenme ve yasam tarzi gibi bazi etmenlerden dolayi

bozuldugu diisiiniilmektedir (74-75). (Sekil 2-1)

Su

Cevresel .
Faktorler : Mikroplar

Sekil 2-1: inflamatuar Barsak Hastaligi patogenezinde barsak epitel hiicresinin rolii (76).

2.3.1. Genetik Faktorler

Genom boyu iliskilendirme calismalart (GWAS) sonucunda IBH ile iliskili,
163’den fazla genomik lokus tespit edilmistir. Bunlardan, 90’1 CH, 73’ii UK ve 110’u
ise her iki hastalikta bulunmustur (77, 78-79). UK ve CH, bir boliimii ortak olan genetik
risk faktorleri icerir, fakat iilseratif kolit Crohn kadar kahtsal 6zellik gostermez (80).
Crohn hastaliginda riski olusturan genetik varyantlar, CH’ nin patogenezinde fagositoz,

otofaji ve dogal immiinitenin 6nemini isaret etmektedir (81-82).

Crohn hastaliginda rapor edilen en gii¢lii genetik iliski, dogal immiinite ile
baglantili CARD15/NOD-2 geni ve homeostatik mekanizmada gorev alan otofaji genleri
ATGI6LI ve IRGM’dir (83, 84-85). Hem iilseratif kolit hem de Crohn hastalifinda
bulunan; IL23R, IBD5, NKX2-3, BSN, ILI2B, CCNY ve TLR4 genleri de hastalia
duyarh lokuslardir (84-86). CARD15/NOD?2 geni, 16. kromozomda lokalize olur (87-

88). Paneth hiicreleri iceren barsak epitel hiicreler ve monositlerden eksprese edilir ve



hiicre i¢i mikrobiyal bilesikleri tespit ederek, immiin yanitin aktivasyonunu saglar
(82,89-90). Bu gende gerceklesen mutasyonlar Crohn hastaligina karsi duyarlilig
belirtir (76).

Crohn hastalarmin yaklasik %30’unda tespit edilen CARDI5/NOD2 gen
mutasyonu, niiklear faktor (NF-kB) olarak bilinen protein kompleksinin aktivasyonunda
azalma ile karakterizedir (91-92). DR2, DRBI1*0103 ve DRBI*12 allelleri ise UK ile
pozitif ilgiye sahip oldugu rapor edilmis ve Genom boyu iliskilendirme ¢aligmalarma
gore; 3, 7, 12. kromozomlar ile iligkilendirilmistir (93-94). GWAS, cok sayida epitel
bariyer genlerinin (ECM1, CDHI, HNF4A, LAMBI ve GNAI?2) iilseratif kolit hastalig
ile iligkili oldugunu gostermis olup, belirtilen bu genler Crohn hastaligi ile
iliskilendirilmemistir (77, 95-96). Ulseratif kolit hastaliginda duyarl1 olan diger spesifik
genler ise; IL7R, ILSRA/ILSRB, DAP, LSP1 ve IRF5 dir (77).

Gen-gevre iliskisine bagl genetik duyarlilikta, belli besin maddeleri IBH’ da
risk etkeni olabilir (97). Oncelikli olarak, hastalik dagilimi ve fenotipik goriiniim, etnik
gruplar ve popiilasyonlar arasinda farklilik gostermektedir (98). Ayrica, her genin IBH’
nin gelisimine katkida bulunmasi, farkli popiilasyonlar arasinda degisiklik gosterdigini

belirtir (99).

Yapilan bir¢ok genetik calismalarda IBH’da fenotip-genotip iliskisinin ortaya
konulamadig1 iddia edilmektedir (100). ILIR2, REL, CARDY, NKX2.3, ICOSLG,
PRDM 1, SMAD3 ve ORMDL3 genleri de hastalikla iliskili diger duyarli genler olarak
onem teskil etmektedir (77).

IBH ile iliskili genler (Sekil 2-2) ‘de gosterilmistir.

Sekil 2-2: inflamatuar Barsak Hastahigr’nda duyarh lokuslar (100).



2.3.2. Cevresel Faktorler

Hastah@mn bir diger etmeni olan gevresel faktorlerden sigara kullantmi UK’ ye
yakalanma riskini azaltirken, sigara igmeyenlerde risk daha fazladir. CH’ da ise sigara
icmek risk artirict bir faktor olarak bilinmektedir (101-102). Bununla birlikte, diet
(103), antibiyotikler (104), steroid yapida olmayan anti-inflamatuar ilaglar (NSAIDs)
(105) ve stress (106) gibi faktorler, direkt ya da dolayh olarak hem immiin sistem hem
mikrobiyota hem de epitel mukozaya etki eder ve bu etmenlerin etkilesimi sonucunda

hastaligin ortaya c¢iktig1 bilinmektedir.

Yapilan ¢alismalarda, beslenme ile ilgili dgelerin, barsak mikrobiyotasini ve
homeostazini etkiledigi ifade edilmektedir (107). Boylece, diisiik lif icerikli gidalar,
fazla seker, fazla miktarda hayvansal gidalarmn tiiketilmesi genel olarak batililagmis
beslenme tipini sembolize eder ve IBH’ ye duyarliligr olan bireylerde tolere edilmez
(108-109). Bir bagska etmen olan apandisit ameliyat, diger faktorlerle
karsilastirildiginda CH i¢in zayif bir risk faktorii olarak degerlendirilebilir (99). Yapilan
Meta analiz caligmalarinda, apandisit ameliyati olan bireylerin UK’ye yakalanma

durumu, CH’ ye yakalanmasina oranla daha diisiik risk tasir (110).

Inflamatuar barsak hastaligina neden olabilecek bircok faktoriin acikliga
kavusturulmasi icin birden fazla faktorli incelemek gerekir. Bunlar; mikrobiyal
degisimler, viriislerin varligi, diet, konak DNA da kiiciik degisiklikler gibi faktorler

olabilir. Nitekim bu faktorlerin higbiri tek basmna hastaliga sebep olmamaktadir (111).

2.4. Hastaligin Molekiiler Mekanizmalari

Yakin zamanda gerceklestirilen ve halen devam eden genom boyu iligkilendirme
calismalar1 (GWAS), IBH ve barsak epitel hiicre (IEH) fonksiyonu ile iliskili genomda
belli duyarh lokuslarin sayisinin arttigini ifade etmektedir (112-79). Bu zamana dek
yapilan ¢aligmalarda, IBH ile iligkili tiim SNP’ lerin sadece kiigiik bir boliimii, klinik ve
fonksiyonel fenotipi aciklayici nitelik tasimaktadir, fakat GWAS ¢alismalar1 IEH’ nin
fizyolojik etkisini ortaya koymaktadir (76).

IBH siirecinde ilk asama, bozulan barsak bariyer fonksiyonu sonucunda

bakteriyel translokasyonun meydana gelmesidir. Sonrasinda, bozulan barsak bariyer
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fonksiyonu dogal immiin sistemin baskilanmasma yol agar. Sonu¢ olarak, edinsel

immiin cevabin tetiklenmesi ile kronik inflamasyon olusur (2).

Gastrointestinal sistemde liimene giren patojenik ajanlar ilk olarak mukozal
tabakaya hareket eder. Mukozal tabakanin patojeniteye karst olusturmus oldugu
savunma mekanizmasi, patojenik ajanlarm giiciine ve barsak duvar i¢inde rol alan lokal
faktorlere baghdir. Bu durum, immiinolojik ya da immiinolojik olmayan anti-

inflamatuar yanita neden olur (113).

IBH’ da inflamasyonu tetikleyen mekanizma tam olarak bilinmemesine ragmen,
inflamatuar yanit1 artiran medyatorlerin cogu tanimlanmistir. Bunlar; trombosit aktive
edici faktor, biyojenik aminler, sitokinler, kemotaktik oligopeptitler, noropeptitler ve

reaktif oksijen metabolitleridir (nitrik oksit) (114-115).

IBH’ da genellikle bircok cevap sitokinler araciligiyla olusturulmaktadir (38).
Sitokinler, epitel hiicre proliferasyonu ve farklilasmay1 iceren normal regiilator
mekanizmada rol alarak, homeostatik dengeyi saglar. Cesitli sitokinler; otokrin,
parakrin ve jakstakrin yolaklar1 araciligiyla, immiin mekanizma iizerine etki ederek;
intestinal epitel hiicre proliferasyonu, farklilagsma, fenotip ve fonksiyon gibi biyolojik
siireclerin diizenlenmesinde selektif etki gostermektedir. IBH’ da goriilen normal
sitokin ortaminda olusan dengesizlik ise, epitel hiicre fonksiyonun bozulmasma neden

olur (116).

CH ve UK’ de, kolonik mukozada IL-17, IL-21, IL-22, IL-23, RORyt ve IL23R
ekspresyonunda artis gozlenmektedir (117, 118, 119, 120, 121-122). IL-21, STAT3,
fosfo- STAT3, STAT4 ve SOCS3 degerlerinde artis Crohn hastasi bireylerin lamina
propria hiicrelerinde de goriilmektedir (123-124). Bu sitokinlerin bir boliimii hastalarin
serum ve plazmalarinda gozlenebilir (118-125). Crohn hastalarinda yiiksek oranda
bulunan /L-23, TNFa, ve IL-6 insan barsaginda makrofaj alt iinitelerden eksprese
edilmektedir (126). Fizyolojik kosullarda, /L-23 genel olarak ince barsak mukozasinda
eksprese edilir (127). IL-17 iireten hiicreler ise, lenfoid yapilar ve mukozal dokularda
daha fazla goriilmektedir (128, 129-130). /L-23’iin Crohn hastalarinda lamina propria
mononiiklear hiicrelerden salinimi, saghikli kontrol ile karsilastirildiginda, IFNy ve
TNFo iiretiminde artis goriilir ve UK hastalar ile karsilastirildiginda ise; IL-17’de

artisa neden olmaktadir (131).
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IBH’ da barsak inflamasyonu, dogal ve adaptif immiin sistem fonksiyonu
tarafindan regiile edilmekte olup, adaptif immiin fonksiyonu; Th1- Th17- Th2 olarak
ifade edilen T lenfositleri rol almaktadir (132). /L-17, birgok pro-inflamatuar faktorlerin
indiiklenmesine neden olur ve TNF-o, IL-6 ve IL-1§ gibi pro-inflamatuar faktorler,
inflamasyonun c¢ogalmasinda ve lokalizasyonunda ©nemli bir isleve sahip oldugu
bilinmektedir (133-134). Bununla birlikte, Th17 hiicreleri tarafindan {iiretilen TNF-a ve
IL-6, Th17 hiicre gelisimini destekledigi gibi; /L-17 ile sinerjik etki gostererek, pro-
inflamatuar medyatorlerin iiretimini de artirmaktadir (134). Regiilator T hiicreleri
CD4+CD25-Foxp3, Th 17 hiicrelerinin kaynag olarak bilinir (135). Insan hiicrelerinde
IL-1, IL-6 ve IL-23 varhiginda, CD4+T hiicreleri farklilasarak Th17 hiicrelerine gelisir
(136). IBH’ da barsak doku ve serumda IL-17, Th17 hiicreleri gibi, artmus bulunmustur
(137).

CD4 T hiicre farklilagsmasi sonucunda gerceklesen 4 farkl yol (Sekil 2-3)’de verilmistir.

IL17
" | Th17 | IL23 Th2 Kolit
Thl Kolit oli
Crohn H:s':allél (RDR}f} ?I:%Fﬁ Ulseratif Kolit

L1z | o Y~ -7 Thz |4
IFNY | (7-bep) en ; " (©caATA3) | I°
TNFa Sunan IL13
Hiicreler Helmint
Modulasyonu
Immiin Sistem ™~
/ Dengesi l Immiin Sistem
- Dengesi
T Hiicre -aracih
immiin Regiilasvonu
! + 4
Treg T Th3
(FoxP3) (?) ()

e serp | IL10 TGFg

Sekil 2-3: IBH’ da immiin sistem yolaklan (38).

UK hastaligmm modiilatorii Th2 olarak gosterilirken, CH ile iliskili sitokin
yaniti Thl tarafindan olusturulur (138-139). Barsakta bulunan inflamatuar hiicrelerin

sayist; hiicresel iyilesme, proliferasyon, nekroz ya da apoptoz ile gerceklesen hiicre
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Olimii sonucunda saptanmaktadir (18). Yapilan c¢aligmalar sonucunda elde edilen
veriler, Inflamatuar barsak hastalarinda T hiicrelerin apoptoza karst direng
olusturdugunu belirtmektedir. Diren¢ olusmasini tetikleyen molekiiler mekanizma, pro-
apoptotik ve anti-apoptotik molekiillerin aktivitesindeki degisim sonucunda, ¢oziiniir
IL-6 reseptor aracii IL-6 trans-sinyali BCL2 ve BCL2LI anti-apoptotik genleri

indiikleyerek apoptoza karsi T hiicre direncini olusturur (140).

IL-17 ve IL-23 ekspresyonundaki artis, anti-p40 antikorlar1 ve steroidler ile
tedavi edildikten sonra azalmaktadir (141). Bununla birlikte, IBH’ da multiple T hiicre

yolaklarinda bozukluk goriildiigii kanitlanmistir (137).

IL-6/STAT-3 yolagi IBH’ da karakterize edilmektedir (142). STAT3 barsak
epitel hiicrelerde biiyiime ve rejenerasyonu tesvik ettigi gibi, ayn1 zamanda anti-
mikrobiyal molekiiller ve inflamatuar mediyatorlerin iiretiminin aktivasyonunu
gerceklestirmektedir (143-144). SOCS3, leptin sinyali inhibitoriidiir. STAT3, leptin
reseptoriine baglanarak leptin sinyalini inhibe eder ve SOCS3 ekspresyonunu artirir
(14). SOCS3, STATS3 regiilasyonunda rol aldig1 gibi, 6zellikle apoptozisin ¢esitli

olusumlarindan hiicreleri korumakla gorevli transkripsiyonel represordiir (14-145).

Memeli sitokin sinyali supresor (SOCS) ailesi 7 tiyeden olugmaktadir. Her iiye;
merkezi SH2 domeni, farkli uzunluk ve sekansta mino-terminal domen ve 40
aminoasitlik bir karboksi-terminal modiilii i¢cermektedir (2-146). SOCS3’iin SH2
domeni, protein stabilizesini artiran 35 rezidiilii (prolin, glutamik asit, serine ve treonin)
bir motiften olugmaktadir (147). SOCS proteini, negatif geribildirim dongiisii
olusturarak, JAK/STAT sinyal iletimini inhibe eder. Sitokinlerin reseptdre baglanmasi,
JAK’ 1 aktivasyonuna neden olur ve aktive JAK; reseptoriin sitoplazmik ucunun tirozin
kalintilarin1 fosforile eder (2). Boylece, STAT proteini gibi fosfo-tirozin baglayan SH2
domenine sahip proteinler i¢in havuzlama bolgesi olusur (148). JAK-STAT yolagi, aktif
IBH’ da gerekli doku onarimi i¢in proliferasyonu artirdigi gibi, homeostaz esnasinda

barsak epitel hiicre proliferasyonunu saglar (2).

Barsak epitel hiicrelerde SOCS3’iin rolii, STAT3’e baghh bazi siiregleri
engellemektir. STAT3’iin barsak epitel hiicrelerde en 6nemli gorevi; inflamasyon
esnasinda, yara onartlirken proliferasyonun indiiklenmesidir (2). STAT3 sinyalinde
SOCS3’iin direkt etkisi, SOCS3’iin asir1 eksprese edildigi deri epitel hiicrelerde goriiliir

ve inflamasyonu artirarak, yara onarmmini engellemektedir (149-150). Yapilan
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calismalardan elde edilen veriler, SOCS3’iin  ekspresyonu  sonucunda,
hiperproliferasyonla iliskili inflamasyonun inhibe edildigi ve kolorektal kanser(KRK)

riskine neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir (151).

Metabolik islevler, genellikle adipoz doku tarafindan iiretilen medyatorler
araciligl ile regiile edilerek, kontrol edilir. 50’den fazla adipokin karakterize edilmistir
ve adipokinlerin patofizyolojik mekanizmalari; obezite, inflamatuar durum ve uzun
stireli sonuglar1 arasinda bir baglant1 s6z konusudur (152). Baz1 biyolojik molekiiller,
hiicre i¢i metabolik yolaklarin kontroliinde 6nemli rol oynamaktadir. Bunlardan biri
olan leptin, adiposit kaynakhdir ve hormon, metabolizma ve immiin hiicre toleransi

arasinda koprii gorevi listlenmektedir (153).

Normal mukozaya sahip barsak hiicre fonksiyonu ile aktif IBH’s1 bireyin barsak hiicre

fonksiyonunda rol alan adipokinlerin islevi (Sekil 2-4)’de gosterilmistir.

IBH Normal Kosullar
— . —
Mezenterik Mezentarik
Yiiksek dizeyde |L-6 ve APN Diigiik diizeyde IL-6 , APN ve leptin

in -vitro aktive LPL-T In-Vitro aktive I;PL-T

L_APNyadaleptin_| [apniyvadateprin |

-

@ Aktivasyon
@ Aktivasyon inhibisyo
Apoptosis direnci @
o

L. sIL-6R kompleksi
Apoptosis — i
R e, ~

=" inflamasyon = \inflamasyon yok
—— —

Sekil 2-4: inflamatuar Barsak Hastalig’nda adipokinlerin rolii (154).
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2.5. Leptin

Beyaz adipoz doku heterojen yapiya sahiptir. Bu durum, dokularda bulunan
hiicrelerin ¢esitliligi ve her bireyin viicut yag deposu icerigine bagli olarak, adipoz
dokunun farkhilik gosterdigini ifade etmektedir (155). Lokal (parakrin/otokrin) ve
sistemik (endokrin) diizeyde isleve sahip olan adipoz doku, adipositler olarak bilinen

cesitli biyoaktif proteinlerin salinimi ve tiretiminden sorumludur (156).

Leptin, 167 aminoasit i¢erigine sahip, sitokin benzeri bir peptitdir (15, 157).
1994 yilinda Zhang ve arkadaslan tarafindan tespit edilmistir ve 6zellikle adipositler
tarafindan salgilanmaktadir (15). Leptin, cogunlukla adipoz doku tarafindan iiretilmis
olmasma ragmen, son zamanlarda cesitli dokularda (mide, plasenta, gogiis, tiikiiriik

bezi, kolon ve karaciger) da leptin ekspresyonu kesfedilmistir (158, 159)

16-kDa biiytikliigiindeki hormon *“ob” geni tarafindan kodlanir (15). 4 anti
paralel a-sarmal demet motifi iceren iic boyutlu bir yap1 teskil eder (160). Leptinin C
terminalinde bulunan iki sistein rezidiisii (Cys96 ve Cys146) arasinda kalan disiilfit bag
ve dongiilerden birinin baglangicinin reseptér baglanmasi, yapinin katlanmasinda
onemli bir rol aldigin belirtmektedir. Sistein rezidiilerinden birinde olusabilecek bir

mutasyon, molekiiliin inaktivasyonuna neden olmaktadir (157,161- 162).

Cesitli fare modelleri lizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda, leptin ile ilgili
olarak, hipotalamusta bulunan spesifik reseptorlerlere etki ederek, besin alimi ve enerji
tilketiminin regiilasyonunda rol aldig1 ifade edilmistir (163). Leptin diizeyi, fiziksel
aktivitede oldugu gibi, viicut hacmindeki degisime bagh olarak farklilik gostermekte
olup, obez ve normal agirliktaki bireyler incelendiginde; obez bireylerin serum leptin
konsantrasyonu, normal agirhiktaki bireyler ile kiyaslandiginda oldukga yiiksek degere
sahip oldugu gézlemlenmistir (164-165). Serum leptin diizeyi, adipoz dokuda enerji
rezervlerini ifade etmektedir. Viicut yag oranna ile iliskilendirilmis olup, (166) obez

bireylerde bu degerde artis gozlenirken, kilo kaybr ile azaldig bilinmektedir (167).

Leptin diizeyi acliga yanit olarak hizh bir diisiis gosterir (168). Bu nedenle,
yiiksek diizeyde leptin, yeterli enerji rezervlerini belirtmektedir, oysa diisiik leptin
diizeyi enerji eksikligini ifade eder ve fizyolojik siire¢ler ve farkl sistemlere enerjik

rezervler boliistiiriilmelidir (169).
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Yeterli leptin diizeyi, besin alimin1 Onleyerek; iireme, biiyiime gibi siireclerde
enerji tikketimine izin verir. Leptin ekspresyonu; otonom sinir sistemi, immiin sistem ve
endokrin sistemin diger unsurlari tarafindan diizenlenir (170). Aksi taktirde, leptin
eksikligi istahi artirarak, bu olaylarda enerji tiikketimini inhibe eder (171, 172-173).
Leptinin en onemli fizyolojik 6zelliklerinden biri aclik-beslenme davranisinin kontrol
edilmesidir (15). Aglik; leptin mRNA diizeyini azaltirken, beslenme durumunda ise
artmaktadir (174). Leptin sentezinin regiilasyonu, genellikle mRNA translasyon
diizeyinde; insiilin ve diger enerji bagimli mTOR yolagi etkisinde oldugu bilinmektedir
(175). Bu yiizden, leptin sirkiilasyon diizeyi ve sekresyonunda giinliik ritimde kiiciik
degisiklikler olmasma ragmen, leptin sirkiilasyonu; leptin mRNA translasyon ve

transkripsiyonunun oranina bagh olarak degisim gostermektedir (176).

Leptin, anoreksijenik faktorler olarak bilinen, kokain ve amfetaminle regiile
edilen transkript (CART) ve proopimelanokortin (POMC) hormonunun ekspresyonunu
indiikler ve oreksijenik noropeptitler olan, ndropeptit Y(NPY), Agouti gen ilgili peptid
(AGRP) ve orexin hormonunun inhibisyonunda rol almaktadir (177).

Multifonksiyonel hormon olarak bilinen leptin, viicut agirligi homeostazinin
diizenlenmesinde gorev almasmm yani sira, aynt zamanda noroendokrin fonksiyon,

fertilite, immiin fonksiyon ve anjiogenesizde de rol almaktadir (178).

Insanlarda, leptin salmimmi pulsatil bir sirkiilasyon gostermektedir. Leptin
konsantrasyonu giinliik bir ritme sahiptir (179). Uyku paternlerinden etkilenen leptin
(180-181), gece yaris1 ve sabahmn erken saatleri arasinda en yiiksek diizeyde iken,
Ogleden sonra ve sabah saatleri arasinda en diisiik diizeydedir (182, 183-184). Leptin
paterni, obez ve zayif bireylerde benzerlik gosterse de, obez bireylerin daha fazla yag
oranina sahip olmasindan dolay1 daha yiiksek leptin konsantrasyonuna sahiptir (165,
182, 183, 184, 185-186). Ayrica, ayn1 yas ve viicut agirlik indeksine sahip bireyler
incelendiginde, kadmlarda leptin konsantrasyonunun erkeklerden daha fazla oranda
oldugu bulunmustur (187). Kadinlarda menstrual siklusun luteal fazinda daha yiiksek
olabilir; fakat menapozda leptin sirkiilasyonunda azalma goriildiigii belirtilmistir (188,
189,190-191). 1leri diizeyde ag¢hk durumunda, kilo kaybindan &nce leptin
konsantrasyonunda hizli bir azalmaya neden oldugu bilinmektedir ve bdylece, adaptif

mekanizma tetiklenerek, enerji korunmus olur (192-193).
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Leptin ile reseptorii arasindaki uyumun tespiti, 1995 yilinda Tartaglia ve
arkadaslan tarafindan gerceklestirilen eksprese klon stratejisi yontemi sonucunda elde
edilmistir (194). Diyabet geni (db) tarafindan kodlanan leptin reseptorii, ilk defa fare
koroid pleksusundan izole edilmistir (194-195). Leptin, periferal dokular ve merkezi
sinir sisteminde lokalize, en az 6 reseptdr (ObRa, ObRb, ObRc, ObRd, ObRe ve ObR()

izoformu igeren leptin reseptorlerine baglanir (196-197).

Leptin, sinif 1 sitokin reseptor ailesine aittir (198). Leptin reseptorleri membran
boyunca yayilan glikoproteinlerdir (199). Bu reseptorler homolog domenlere sahiptir;
fakat alternatif mRNA”splicing” isleminden dolayi, her reseptor farkli sekans ve
uzunluga sahiptir (195-197). Kisa izoformlar olan ObRa and ObRc’nin, kan-beyin
bariyerini gecerek leptin iletiminde gorev aldigi diisiiniilmektedir (200-201). Merkezi
sinir sisteminden eksprese edilen ObRb; aktif reseptor olarak bilinen uzun izoformdur
ve leptin sinyalinden sorumludur (195,197-200). ObRb, ozellikle hipotalamusta;
noroendokrin ve enerji homeostazi regiilasyonunda onemli isleve sahiptir (196,202,-
203). Reseptor baglanmasi durumunda farkli sinyal yolaklarmin aktivasyonu

indiiklenmektedir (204). (Sekil 2-5)

Kisa izoform ObR

(ObRa, ObRc,
ObRd, ObRf)

Uzun izoform ObR

ObRb

Hiicre Membram

CBox1 > CBox1 >,

4,--"_:" JAK2 baglanma

C BOX2 bélgeleri

SHP2 b.b

Sekil 2-5: Leptin reseptor yapisi (204).
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Leptin, ii¢ farkh sinyal yolag araciligiyla etkisini gosterir. Bu yolaklar; JAK-
STAT, PI3K ve MAPK’dir (205). Leptinin, leptin reseptoriine baglanmasinin ardindan
JAK?2, oto ve capraz fosforilasyon ile aktive edilir. Aktive JAK2, leptin reseptoriiniin
hiicre i¢i domenini tirozin kalintilarindan fosforiller. Fosforile reseptor, STAT
faktoriinde baglanma bolgeleri olusturur. Bu baglanma bolgeleri 6zellikle JAK2’ nin
substratt olan STAT3 icin saglanir. STAT3, fosforillenerek homodimer ya da
heterodimer olusturmak {izere niikleusa iletilir ve sitokin ile iliskili genlerin

transkripsiyonunun modiilasyonunda gorev alir (206-207). (Sekil 2-6)

.
A
£
Nucleus W 4/ L mﬂ
®
@ o DD I

P PN SEAND O

Y - G Kisa siirede yanit
7 Hiicre sikliisli o

50C53 ve diger STATZ ile , inhibitorii pRb'nin Lo o genledn
indiiklenen genlerin & inaldtivasybnis transkripsiyonu cfos,c-

transkripsiyonu g jun ve egr-1

NFkB tarafindan indiiklenen genlerin
transkripsiyonu

Sekil 2-6: Leptin reseptor sinyal yolaklar: (207).

Leptin sinyalini major sinyal formu olan JAK/STAT sinyal yolag:1 araciligiyla
gerceklestirmesinin yam sira, leptin tarafindan aktive edilen birtakim hiicre i¢i sinyal
yolag1 bulunmaktadir (208). Bunlar; mitojen aktive eden protein kinaz (MAPK), (200-
209) fosfotidilinozitol 3-kinaz (PI 3-kinaz)/Akt, (210) SH2-B (211) ve IRS-1dir (212).

Ileri calismalar, immiin fonksiyonlarn modiilasyonunda leptinin ¢ok genis bir
yelpazede rol aldigin1 gostermektedir. Leptin fagositik aktivasyonu gerceklestirerek
(213) eikosanoidlerin sentezini uyardig gibi, (214) makrofaj ve monositlerde; nitrik
oksit ve bazi pro-inflamatuar sitokinlerin salgilanmasini da uyarir. Murin makrofajlarda,

IFN-gamma artis1 ile birlikte; nitrik oksit sentaz ekspresyonunu uyarir (215). Ayrica,
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kemotaksisi uyararak, notrofillerde reaktif oksijen tiirlerini agiga cikarir (216-217).
Bununla birlikte, dogal katil hiicrelerde; sitotoksisite, aktivasyon, farklilasma ve

proliferasyonu etkiledigi belirtilmistir (218).

Leptin adaptif immiin yanitin modiilasyonunda da rol almaktadir. Sitokin
dretimine bagli Thl ve Th2 immiin yanitlar1 olarak smiflandirilmaktadir. Thl
lenfositleri, hiicre aracili yanit ve makrofaj aktivasyonunda gerekli pro-inflamatuar
sitokinlerin iiretiminden sorumludur. Th2 lenfositleri ise, bazofiller ve B hiicrelerin
aktivasyonunda 6nem tastyan modiilator ve anti-inflamatuar peptitlerin salgilanmasinda

rol almaktadir (199).

Inflamatuar hastaliklar; sitokinler, enerji ve kilo kaybi ile iligkili olmasina
ragmen, hastaligin mekanizmasi tam olarak acikliga kavusmamistir (219). Inflamasyon,
cevresel ve immiin etmenlerin etkilesimi sonucunda ortaya ¢iktigr bilinen bir durumdur
(220). Barsak epitel hiicreler, ¢ok cesitli pro-inflamatuar sitokinlerin (Tiimor nekroz
faktor (TNF-a), Interlokin-1p (IL-1p), IL-6, IL-8, Hiicre i¢i adhezyon molekiilii,
Monosit kemoatraktan protein-1, Doniistiiriicii biiyiime faktorii (TGF-B) ve IL-15)
salgilanmas1 ve ekspresyonu ile barsak inflamasyonu gelisimine katkida bulunabilir

(221-222).

2.5.1. Gastrointestinal Sistemde Leptinin Etkisi

Leptin, gastro-intestinal sistemde bir¢ok isleve sahiptir (223). Gastrik mukozada
bulunan ana hiicreler tarafindan salgilanan leptin ve leptin reseptdriiniin ¢oziilebilir
izoformu, midede degismemekle birlikte, onikiparmak barsagina proteine baglh veya
serbest olmak iizere iki sekilde ulasir. Gastro-intestinal sistemde Ozellikle barsagin
proksimal bdliimiinde bircok leptin reseptorii bulunmaktadir. Bu reseptorler, barsak

hiicrelerin bazolateral ve luminal yilizeyinde bulundugu bilinmektedir (224).

Yapilan calismalar, leptinin Gi sistemde tropik faktor olarak rol aldigmi ve
disardan verildiginde barsak hiicre proliferasyonunu tesvik edebilecegini gostermistir

(225-226).

Baz1 aragtirmalar sonucunda, kolonik epitel hiicrelerde leptinin biitirik asit tuzu
iletimini artirdig gozlenmistir (227). Biitirik asit tuzu, glukoz ve glutamin ile

karsilastirildiginda 6nemli bir barsak yakit1 olarak bilinir. Kolon epitel hiicrelerde enerji
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kaynag olarak bilinen islevinin yani sira, hiicresel proliferasyon, farklilasma ve

apoptosiz siireclerinde de gorev almaktadir (220).

Insanlarda PepT1 proteinin, inflamatuar barsak hastahginda bir role sahip
oldugu ileri siiriilmektedir (228-229). Leptin, hPepT1 promotor aktivitesini artirir ve
boylece barsakta hPepT1 mRNA ve protein ekspresyonu artist s6z konusudur (230).
[ltihapl kolonik epitel hiicrelere sahip iilseratif kolit hastalarinda, biiyiik miktarda leptin
ekspresyonu gozlenir ve barsak liimenine salinmaktadir. Boylece, epitel duvar hasar1 ve

notrofil infiltrasyonu uyarilmis olur (220). (Sekil 2-7)

Vagus Sinir Adipoz Doku ince barsak
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Sekil 2-7: Gastrointestinal sistemde leptinin etkileri (10).

Liiminal leptinin, kolonda musin salgilayan goblet hiicrelerini aktive ettigi
gosterilmistir (231-232). Musin, kolonik savunma mekanizmasinda rol aldig gibi, epitel
hiicrelerde olusabilecek fiziksel, mikrobiyal ve kimyasal hasarlarin onlenmesi ile ilgili
stireclerde de gorev almaktadir. Bu tespitlerde, intestinal inflamasyon esnasinda leptin

salgilanmasi ile inflamasyona yanit olarak adaptif yanit olusumuna neden olabilir (10).

Ayrica leptin, fosfotidilinozitol 3-kinaz, rho ve rac bagimh kaskadlarm aracilik

ettigl kolonik ve renal epitel hiicrelere yayilmasini destekledigi gosterilmistir (233).
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2.5.2. LeptinG-2548A ve LeptinR Q223R

Leptin geni 7q31.3 kromozomunda lokalize olmustur (234). LeptinR Q223R
polimorfizmi (rs1137101), leptin reseptor geninin 6. ekzon 223. baslangic kodonunda
668. niikleotidi olan glutaminin, arjinine (CAG—CGG) doniismesi olarak bilinen tek
niikleotid degisimidir (11). Kahverengi ve beyaz adipositlerde leptinin etkisi incelenmis
ve arastirmalar sonucunda leptinin gen ekspresyonu ve metobolizmada direkt etki
gostererek Onemli bir isleve sahip oldugu gosterilmistir (235). LeptinG-2548A
polimorfizmi ise (rs7799039), leptin geninin promotor bolgesinin 5°- ucunda, 2548

niikleotidinde G — A’e tek niikleotid degisimi ifade eden polimorfizmdir (12-13).

Leptin geninde goriilen LeptinG-2548A polimorfizmi (rs7799039), laboratuvar
kosullarinda leptin salgilanmasi ve niiklear bir protein ile kompleks olusumunu uyardig
sonucuna vartlmistir (13). Sitokin reseptor ailesinin bir iiyesi olan leptin reseptorii, 1p31
kromozomunda lokalize olmustur, (236) ve serum leptin baglama aktivitesini etkiledigi
gosterilmistir (237). Inflamatuar barsak hastah@inda, kolorektal kanser riski acisindan

adipokinlerde tek niikleotid polimorfizmin etkileri incelenmistir (238).

LeptinR Q223R polimorfizminde, allel genotiplerin fonksiyonel 6nemi tam
olarak bilinmemesine ragmen, istatistiksel modeller ya da yapilan analizler; farkl irklar
arasindaki allel frekanslarinin cesitlilik gosterdigini ifade etmektedir (239,240-241).
LeptinR Q223R polimorfizminin obezite ile iligkilendirildigi ileri siiriilmektedir (242).
Tek aminoasit degisiminde noétralden pozitife degisim reseptor islevselligini etkiledigi

gibi; sinyal kapasitesini de etkilemektedir (241, 243, 244).

Leptin ve leptin reseptdr gen polimorfizimler; leptin diizeyi, obezite ve kanser
ile iliskili baglantilar calisilmistir (245-246). Yapilan bir ¢alismada, leptin geninde
leptinG-2548 A polimorfizminde (rs7799039), A aleline sahip bir kisi, yiiksek diizeyde
leptin reseptor ekspresyonuna sahip oldugu gibi, prostat kanser riski ile de
iliskilendirilmigstir (247-248). Leptin reseptdr geninin (rs1137101), LeptinR Q223R
polimorfizminin A alleli bireyinde ise, leptinin reseptoriine baglanma aktivitesi diisiik
diizeyde oldugu gosterilmistir (248).

LeptinR Q223R ya da LeptinG-2548A allellerini tasiyan vakalarda, yiiksek gen
ekspresyonu ve artmus leptin sirkiilasyon diizeyi rapor edilmistir (242-249). LeptinG-
2548A polimorfizminin A alleli, LeptinG-2548A polimorfizminin G alleli ile
karsilastirilldiginda, adipositlerden 2 kat daha fazla leptin sekresyonu ile
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iliskilendirilmistir (13). Yapilan caligmalar sonucunda, yliksek serum leptin diizeyi ve
adipositlerde leptinin asir1 ekspresyonuna, gogiis kanseri gelisimi ve agresifliginde

rastlandig1 hipotezi ileri stiriilmiistiir (250).

Kolon kanserinde leptinin olast etkileri, inflamasyonla iliskili yolaklar
kapsamaktadir (245). Adipoz doku hiicre kiiltiirii ¢caligmalar1 sonucunda, prostoglandin
E2’ nin leptin sekresyonunu stimiile ettigi gosterilmis olup ve leptin iiretimindeki artis
da COX2 inhibitorleri tarafindan 6nlenmistir (251). Leptin; insiilin, enerji dengesi ve
inflamasyondaki islevlerinden dolayi, kolorektal kanserde onemli bir rol almaktadir
(245).

Bir¢cok klinik caligmada serum leptin diizeyi ve kanser riski arasmdaki iliski
hedef almmistir (252-253). Epidemiyolojik degerlendirmelere gore viicut kitle indeksi
artan hastalarda, gastrik kanserden dolayr Olim oraninda O©nemli bir artis
gozlemlenmistir (254). Leptin reseptor gen mutasyonu, anormal mRNA “splicing”
olusumuna neden olarak, sinyal iletiminde anormallige neden oldugu bilinmektedir
(163-197). Cieslak ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada, AA (LeptinG-
2548A) genotipinde serum leptin konsantrasyonunda oldugu gibi, mRNA diizeyi de en
diisiik deger olarak gbzlenmistir (255).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Secilen Orneklerin Tamim

Calismamiz i¢in kullandigimiz hasta ve kontrol 6rnekleri Umraniye Egitim ve
Arastirma Hastanesi Gastroenteroloji klinigi tarafindan takip edilen ve iilseratif kolit ve
Crohn hastaligi tanili 85 hasta (36 kadin ve 49 erkek) ve inflamatuar barsak hastalig
tanist konulmamis 69 kontrol grubundan olusmaktadir. Ayrica, caliymada kullanilan
ornekler icin Umraniye Egitim ve Arastirma Hastanesi Etik Kurulu tarafindan, 2807
sayih ve 19.02.2013 tarihli etik kurul onayr alnmis olup, Umraniye Egitim ve
Arastirma Hastanesi Etik Kurulu tarafindan, 141 sayili ve 22.09.2011 tarihli Uzman Dr.
Resul Kahraman’m “Inflamatuar Barsak Hastalik Gelisimi Uzerine Genetik ve Cevresel
Faktorlerin Etkilesim Mekanizmalarinin Incelenmesi” uzmanlik tezi icin vakalardan
ekstrakte edilen DNA materyalleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu hastalar icin

calismaya alinma ve ¢caligmadan ¢ikarilma kriterleri sunlardu:

Tablo 3-1: Calismaya Dahil Edilme Kriterleri

1 Ulseratif kolit hastaligi ve Crohn hastaligi tanis1 almis olmak

2 Hastamn anamnez bilgilerinin erisilebilir olmas1

3 Calisma yas araligina dahil olmasi (18-68)

Ulseratif kolit hastalifi ve Crohn hastaligi patogenezini direkt ve indirekt sekilde
etkileyebilecek faktorlerin olmamasi

Tablo 3-2: Calismadan Dislanma Kriterleri

1  Goniillii dahil edilme kriterlerine uymama
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Tablo 3-3: Kullanilan Kimyasallar

1- Agaroz

2- dNTP seti

3- Etidium bromiir

4- Taq DNA polimeraz

5- Gliserol

6- Potasyum hidroksit

7- DNA size marker (50bp DNA ladder,100 bp

DNA ladder plus)

8- Restriksiyon enzimleri ile LeptinG-2548A ve
LeptinR-Q223R gen varyasyonlarina 6zgii primerler

9- Etidyum bromiir (10mg/dl)
10- Agaroz jel yiikleme tamponu (5x)

11- 1x tris- borik asit -etilen diamin tetra asetat

(TBE)

Kullamilan Primerler

Leptin geninde 242 G>A ve Leptin reseptoriinde 80 A>G polimorfizmini
icerdigi bilinen hedef diziler spesifik primerler kullanilarak PCR yontemi ile ¢ogaltildi.
LeptinG-2548A i¢in promotor bolgesi ileri; (5’TTTCCTGTAATTTTCCCGTGAG-3’)
ve geri primerler; (5AAAGCAAAGACAGGCATAAAAA-3’) ile cogaltildi. LeptinR
Q223R i¢in promotor bolgesi ileri; (5’-AACTCAACGACACTCTCCTT-3’) ve geri
primerler; (5’-TGAACTGACATTAGAGGTGAC-3’) ile ¢cogaltild1.



Tablo 3-4: Kullanilan Gerecler

1- Elektroforez i¢in giic kaynag (E-C

apparatus corporation)
2- Hassas terazi (Mettler)

3- Polaroid camera (DS34 direct screen

instant camera)

4- Mikrodalga firm (philco)

5- PZR aleti (Veriti 96 well Thermal Cycler)
6- Pipet takimi (Eppendorf)

7- UV trasilluminator (Stratagene UV/ White

light Trasilluminator)

8- Vorteks (Nuve mix)

9- Elektroforez sistemi (E-C 350 MIDICELL)
10- Etuv

11- Otoklav

Tablo 3-5: Agaroz Jel Elektroforezi’nde Kullanilan Cozeltiler

1 Etidyum Bromiir (10 mg/ml)

5 Agaroz jel Yiikleme Tamponu (5x)

3 50X Tris-Asetik asit-Etilen Diamin Tetra Asetat (TAE) Tamponu

4 5X Tris Borik asit-Etilen Diamin Tetra Asetat (TBE) Tamponu
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3.2. KULLANILAN YONTEMLER

3.2.1. Serum Leptin Diizeylerinin Tespiti
Serum leptin Diizeyleri Leptin-EASIA Kap2281, (DIAsource ImmunoAssays

S.A. Belgium) ELISA kiti ile ¢alisilmistir. Sonuglar ng/ml olarak verilmistir.

3.2.2. Insiilin Direncinin Degerlendirilmesi

Hasta ve kontrol grubunda bir defaya mahsus olmak {izere insiilin direnci
hesaplandi. Insiilin direncinin degerlendirilmesinde 1985’de Matthews (256) ve
arkadaslarinin  gelistirdigi HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment Insulin
Resistance) indeksi kullanildi. Laboratuarimizda 6l¢iilen glukoz ve birimi mg/dl, insiilin

birimi ise mU/L idi. Buna gore kullanilan HOMA-IR formiilleri

HOMA-IR = Aclik plazma glukozu (mmol/L) x Aclik plazma insiilin (mU/L)

25

3.2.3. PZR Yontemi ile Gen Bolgelerinin Cogaltilmast :

3.2.3.1. Leptin Promotor Boélgesinin 5’ ucunda G>A (rs 7799039) Gen varyantinin
Tespiti

Genomik DNA orneklerinde LeptinG-2548A gen lokusuna ait alleller polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢cogaltilmigtir. DN A drneklerinin herbirinin ¢ogaltilmasi icin
toplam 25 pl’lik PZR karisimi hazirlanmigtir. Bu PZR karisimm 2 pl DNA, herbir leptin
primerden 0,5ul, 1,5u1 ANTP, 1,9ul MgClI, ve 0,4ul Taq DNA Polimeraz olmak tizere
toplam voliim 25ul olacak sekilde reaksiyon gerceklestirilmistir. Cogaltma reaksiyonlari

Thermal Cycler’da gercgeklestirildi.
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3.2.3.2. Ekzon 6’da goriilen A>G (rs 1137101) Gen Varyantimin Tespiti

Genomik DNA orneklerinde LeptinR-Q223R gen lokusuna ait alleller polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢cogaltilmigtir. DNA Orneklerinin herbirinin ¢ogaltilmasi icin
toplam 25 pl'lik PZR karisimi hazirlanmistir. Bu PZR karisimi 2 pl DNA, herbir
primerden 0,5ul, 1,5u1 ANTP, 2ul MgCI, ve 0,5ul Tag DNA Polimeraz olacak sekilde

hazirlanmistir. Cogaltma reaksiyonlar1 Thermal Cycler’da gerceklestirildi.

Tablo 3-6: LeptinG-2548A Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullamlan Enzim ve

Kimyasal Maddeler:
Malzemeler ik konsantrasyon Son konsantrasyon Kullamlan hacim
PCR Tamponu 10X 1X 2,5 ul
dNTP ImM 1000 pl 1,5
fleri primer 100 pmol/ul 4 pmol/ul 0,5 pl
Geri primer 100 pmol/ul 4 pmol/pl 0,5
MgCI, 25 mM 1ml 1,9 ul
Taq polimeraz 50/ ul 1U 0,4 pl
Distile su 15,7 ul
DNA 150-200 ng 2l

TOTAL 25ul
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Tablo 3-7: LeptinR Q223R Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullamilan Enzim ve
Kimyasal Maddeler:

PCR Tamponu 10X 1X 2,5l
dNTP 1mM 1000 pl 1,5l
fleri primer 100 pmol/ul 4 pmol/ul 0,5 ul
Geri primer 100 pmol/ul 4 pmol/ul 0,5 pl
MgCl, 25 mM 1ml 2
Taq polimeraz su/l 1U 0,5 ul
Distile su 15,5 pl
DNA 150-200 ng 2l
TOTAL 25ul




28

Tablo 3-8: LeptinG-2548A Polimorfizmine ait Amplifikasyon(cogaltma) Sartlari

94 °C 5 Dakika

45 Saniye
45 Saniye 35 dongii
45 Saniye

72 °C 7 Dakika

PZR iiriinleri Hhal ile kesilmis ve % 3’liik agaroz jel elektroforezine tabi tutulmustur.

Tablo 3-9: LeptinR Q223R Polimorfizmine ait Amplifikasyon(cogaltma) Sartlari

94 °C 5 Dakika

35 dongii

~
o
(@!

7 Dakika

PZR iiriinleri Mspl ile kesilmis ve % 5’°lik agaroz jel elektroforezine tabi tutulmustur.

3.2.4. Elektroforez Kosullar:

3.2.4.1. % 3’liikk Agaroz Jel Hazirlanmasi

6 gr agaroz, 200ml hacminde 1X TBE tamponu i¢inde suspense edildi.
Hazirlanan karisim kaynatilip sogutulduktan sonra uygun 1siya ulaginca, agaroz jel icine
4 ul etidyum bromiir eklendi. Hazirlanan agaroz jele, hasta ve kontrole ait pcr iiriinleri,
yiikleme tampon ve isaretleyici(marker) ile yiiklendi. Jel, 500 miliamper’de 30 dakika

elektroforez edildi.
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3.2.4.2. % 5’liik Agaroz Jel Hazirlanmasi

10 gr agaroz, 200 ml hacminde 1X TBE tamponu icinde suspense edildi.
Hazirlanan karisim kaynatilip sogutulduktan sonra uygun 1siya ulasinca, agaroz jel i¢cine
4 ul etidyum bromiir eklendi Hazirlanan agaroz jele, hasta ve kontrole ait pcr iiriinleri,

yiikleme tampon ve marker ile yiiklendi. Jel, 500 miliamper’de 45 dakika elektroforez

edildi.

3.2.4.3. PZR Uriinlerinin Kontrolii

Elektroforez sonrasi agaroz jel UV absorbsiyon cihazi tarafindan hasta ve
kontrol gubu acisindan analiz edildi. PCR reaksiyonlar1 sonucu LeptinG-2548A geninden
242 bp ve LeptinR Q223R geninden 80 bp’lik bir iiriin elde edildi.

3.2.5. LeptinG-2548A ve LeptinR Q223R Gen Bolgesinin RFLP Yontemi ile
Polimorfizm Analizi

Tablo 3-10: Uygun Restriksiyon Sartlari

Varyasyon Restriksiyon enzimi Inkiibasyon siiresi Inkiibasyon 1s1s1

LeptinG-2548A Hhal 12 saat 37°C

LeptinR-Q223R Mspl 12 saat 37°C
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Tablo 3-11: Hhal enzimi icin Kesim Protokolii

Kimyasallar Miktar
PZR iiriinii 6 ul
Distile Su 4,5 pl.
10X Buffer 0,6 w
Enzim: Hhal 0,35 ul

Tablo 3-12: Mspl enzimi i¢cin Kesim Protokolii

Kimyasallar Miktar
PZR iiriinii 6,5 ul .
Distile Su Oul.
10X Buffer 0,4 .
Enzim: Mspl 0,3 ul.

3.2.5.1. Hhal Enzimi Kesim Uriinlerinin Kontrolii

Hhal enzimi kesim {iriinlerinin kontrolii i¢in %3’liikk agaroz jel hazirlanmistir.
Hhal kesim enzimi ile kesilen PZR iirtiniinden 10 pl ve yiikleme tamponundan 1 pl
almarak karistirillmistir ve %3’liik agaroz jel’deki kuyulara yilikleme yapilmistir. Kesim
iriinleri (Fermantas 50 bp gene roller) DNA molekiiler marker ile birlikte yiiriitiildii ve

yiiriitme sonrasi jel iizerindeki bantlar, UV 1s1k altinda incelendi.

3.2.5.2. MspI Enzimi Kesim Uriinlerinin Kontrolii
Mspl enzimi kesim iiriinlerinin kontrolii i¢cin %5’lik agaroz jel hazirlanmstir.

Mspl kesim enimi ile kesilen PZR iiriiniinden 10 pl ve yiikleme tamponundan 1 pl
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almarak karistirnnlmistir ve %35’liik agaroz jel’deki kuyulara ytikleme yapilmistir. Kesim
irtinleri (Fermantas 50 bp gene roller) DNA molekiiler marker ile birlikte yiiriitiildii ve

yiiriitme sonrast jel tizerindeki bantlar, UV 151k altinda incelendi.

3.2.5.3. Hhal Enzimi Kesim Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Kesim iglemi yapilmadan once elde edilen PZR iiriinlerinin bant biiyiikliikleri
(LeptinG-2548A —242) belirlenmisti. Hhal ile kesim sonrasi, 242bp, 181bp, 61bp
biiyiikliigiinde bantlar goriilmiistiir. Kesim sonucu sadece 242bp’lik bant goriildiigiinde
AA (homozigot dogal tip), 242bp, 181bp ve 6lbp’lik bantlar goriildiigiinde GA
(heterozigot mutant), 181 ve 61 bp’lik bant goriildiigiinde ise GG (homozigot mutant)

olarak degerlendirildi.

Sekil 3-1: LeptinG-2548A genotiplerinin % 3’liik agaroz jel’de goriintiillenmesi. (Marker
50 bp DNA ladder)

3.2.5.4. Mspl Enzimi Kesim Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

Kesim islemi yapilmadan once elde edilen PZR iiriinlerinin bant biiytikliikleri (
LEPR-Q223R—80 bp) belirlenmisti. Mspl ile kesim sonrast ; 80bp, 57bp, 23bp
biiyiikliigiinde bantlar goriilmiistiir. Kesim sonucu sadece 80bp’lik bant goriildiigiinde
GG (homozigot dogal tip), 80, 57 ve 23 bp’lik bantlar goriildiigiinde GA (heterozigot
mutant), 57 ve 23 bp’lik bant goriildiigiinde ise AA (homozigot mutant)olarak
degerlendirildi.
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Sekil 3-2: LeptinR Q223R genotiplerinin % 5’lik agaroz jel’de goriintiilenmesi. (Marker 50
bp DNA ladder)

3.2.6. Sonuclarin Degerlendirilmesinde Kullamlan istatiksel Yontemler

Bu calismanin istatiksel analizinde SPSS 11 paket programi kullanilmstir.
Istatiksel anlamhlik smir1 P<0,05 olarak alinmustir. Genotip ve alellerin goriilme
sikliginin gruplar aras1 farkliliklarinin degerlendirilmesinde Ki kare testi kullanilmastir.
Ikiden fazla gurupta degiskenlerin ortalamalar1 karsilastirilirken ANOVA yontemi, iki

gurup arasinda karsilastirma yapilirken student-t testi kullanildi.
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4. BULGULAR

Calisma gruplarna ait demografik bilgiler Tablo 4-1°de verilmistir. Calismamizda iIBH
larinin %46. 3’s1 Chron hastaligt %53. 7 si Ulseratif Kolit idi. Kontrol ve hasta gruplari
arasinda yas ve cinsiyet dagilimi agisindan istatistiksel anlamlh fark bulunmamaktadir.
Ancak VKI, diabet, hipertansiyon varligi ve serum leptin diizeyleri istatistiksel olarak

anlamlidir.

Tablo 4-1:Calisma gruplarina ait demografik veriler

YAS (yil) 39,54+11,06 39,83+11,91 AD
VKI(kg/m?) 26,61+3,63 24,59+6,02 0,016
CINSIYET 31/38 36/49 AD
(Kadin/Erkek)

Tip2 Diabet varhigi (%) 0 %8,5 0,01
Hipertansiyon 0 %8,5 0,01
varhigi(%)

SIGARA(%) %28,6 %25,6 AD
LEPTIN(ng/ml) 0,15+0,10 22,81+6,94 0,000
GLUKOZ (mg/dl) 92,37+7,68 95,04+12,45 AD
iNSULIN(mU/L) 7,78+4,00 8,35+6,50 AD
HOMAIR 1,81+1,01 2,04+1,81 AD
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Hasta ve kontrol grubu arasinda Leptin G-2548A polimorfizminin G genotip ve allel

dagilimlari acisindan istatistiksel olarak anlamh bir fark gozlenmemistir (3*:1,92;

p:0,382; %0,03; p:0,85).

Tablo 4-2: Kontrol ve hasta gruplarinda Leptin G-2548A polimorfizminin genotip

dagilimlan
LeptinG-2548A KONTROL HASTA
Genotipleri N:85

N % N %

AA 29 414 3 26,2
GG 12 17,1 13 15,5
AG 29 47,1 49 58,3
ALLELLER
A 79 56,42 93 55,35
G 61 43,57 75 44,64

LeptinG-2548A polimorfizminin G+ genotipli bireylerin frekansinin hasta grubunda

(%74,4) kontrol grubuna gore (%65,7) yiiksek oldugu ve hastalk icin risk
olusturabilecegi izlenimi edinilmistir (p:0,24, x2:1,36, OR:1,51 %95 CI:0,75-3,05).
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80

70

60 T
KONTROL HASTA

Sekil 4-1: Hasta ve kontrol grubunda LeptinG-2548A polimorfizminin G+ genotip frekans
dagilhimlan

LeptinG-2548A polimorfizminin AA genotipli bireylerin frekansinin kontrol grubunda
(%34,3) hasta grubuna gore (%?25,6) yiiksek oldugu ve hastalhk i¢in 1,5 kathk
koruyuculuk saglayabilecegi izlenimi edinilmistir (p:1,36, %*0,24, OR:0,66 %95
CI.0,32-1,32).

35

25 T
KONTROL HASTA

Sekil 4-2: Hasta ve kontrol grubunda LeptinG-2548A polimorfizminin AA genotip frekans
dagilhimlan
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LeptinG-2548A polimorfizminin AG genotipli bireylerin frekansmin hasta grubunda
(%58,5) kontrol grubuna gore (% 47,1) yiiksek oldugu ve hastalik icin risk

olusturabilecegi izlenimi edinilmistir (p:0,166, %*:1,91, OR:1,58 %95 CI:0,82-3,01).

70

60 -

50

40 .
KONTROL HASTA

Sekil 4-3: Hasta ve kontrol grubunda LeptinG-2548A polimorfizminin AG genotip frekans
dagilhimlan
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Hasta ve kontrol grubu arasmda LeptinR Q223R polimorfizminin genotip ve allel
dagilimlart acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gdzlenmemistir (*:0,435;

p:0,804; %%:0,20; p:0,65).

Tablo 4-3: Kontrol ve Hasta gruplarinda LeptinR Q223R polimorfizminin genotip

dagilimlan
LeptinR Q223R KONTROL HASTA
N:69 N:85
N % N %

AA 29 41,4 38 46,3
GG 12 17,1 14 17,1
AG 29 47,1 30 36,6
ALLELLER

A 87 62,1 106 64,6
G 53 37,8 58 35,3

Kontrol ve Hasta gruplarinda LeptinR Q223R polimorfizminin genotiplerine gore serum
leptin, glukoz, insiilin diizeyleri ve VKI, HOMA indeksi dagilimlar1 Tablo 4-4’te
verilmistir. AA genotipli bireyler arasinda VKI kontrol grubunda hasta grubuna gére
istatistiksel anlamli sekilde yiiksektir (p:0,03).

Genotipler arasi leptin diizeyleri Hasta ve kontrol gruplarinda incelendiginde her ii¢
genotipteki bireylerde hastalar, kontrole gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek

leptin diizeylerine sahip olarak tespit edilmistir (p:0,000).
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Tablo 4-4: Kontrol ve Hasta gruplarinda LeptinR Q223R polimorfizminin
genotiplerine gore VKI, serum leptin, glukoz, insiilin diizeyleri ve HOMA indeksi
dagilimlar

HASTA KONTROL
AA GG AG AA GG AG
VKI 23,55%5,77 23,52+4,58 26,26%6,63 26,12+3,33 27,19%4,93 26,86+3,37
Leptin 23,96 £ 8,65 22,53+6,01 21,48+4,37 0,14+0,11 0,14 + 0,06 0,16 +0,11
Glikoz 95,39 + 11,86 91,07 £12,52 96,43 +13,17 92,04+6,73 89,91+9,77 93,77 +£7,69
insilin 8,51+7,33 6,95+4,13 8,74+6,22 8,00 + 3,69 6,62 + 3,82 8,05+4,46
HOMAIR 2,08 +£2,00 1,66+1,13 2,14+1,80 1,84 +0, 96 1,51+0,91 190+1,11

Hasta ve kontrol grubunda LeptinR Q223R polimorfizminin genotiplerine gore VKI

indeksleri incelendiginde VKI indekslerinin genotiplere bagmli olarak degistigi

gozlenmistir (Sekil 4-4).

27,5

27

26,5

26

25,5

25

24,5

24

23,5

23

AA

GG

——=HASTA

——=KONTROL

Sekil 4-4: Hasta ve kontrol grubunda LeptinR Q223R polimorfizminin genotiplerine gore
VKI degerleri
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Hasta ve kontrol grubunda LeptinR Q223R polimorfizminin genotiplerine gore HOMA

indeksleri incelendiginde HOMA indekslerinin genotiplere bagimh olarak degistigi

gbzlenmistir (Sekil 4-5).

2,2

2,1

2

1,9

1,8

1,7

1,6

1,5

1,4

/

/

AN /

AN ayd

N/ S T

NS

S

AA GG AG

Sekil 4-5: Hasta ve kontrol grubunda LeptinR Q223R polimorfizminin genotiplerine gore
HOMA indeksleri

Kontrol ve Hasta gruplarinda LeptinG-2548A polimorfizminin genotiplerine gore VKI,

serum leptin, glukoz, insiilin diizeyleri ve HOMA indeksi dagilimlar1 Tablo 4-5’da

verilmistir. Leptin G-2548A polimorfizminde; AA, GG, AG genotipine sahip bireylerde

leptin diizeyleri hasta grubunda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek

olarak bulunmustur (p:0,000).
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Tablo 4-5: Kontrol ve Hasta gruplarinda LeptinG-2548A polimorfizminin
genotiplerine gore VKI, serum leptin, glukoz, insiilin diizeyleri ve HOMA indeksi
dagilimlar

HASTA KONTROL
AA GG AG AA GG AG
VKI 24,8215,31 27,0945,4 23,8216,41 27,08+3,83 27,55+3,52 | 25,89+3,48
Leptin 24.58+9,86 21,82+4,69 22,3045,83 0,12+ 0,10 0,17+0,06 0,16+0,11
Glikoz 91,57 £9,99 95,23+ 10,37 | 96,50+ 13,77 | 92,18+8,85 | 93,62+6,53 | 91,97+ 7,41
instilin 7,15+ 4,55 9,21+6,72 8,67+7,23 8,01+4,13 7,14+3,71 | 7,89+4,14
HOMAIR | 1,64 + 1,05 2,29 +£2,08 2,15+2,01 1,87+1,11 1,71+0,89 |1,81+1,01

Hasta ve kontrol grubunda Leptin G-2548A polimorfizminin genotiplerine gore VKI

indeksleri incelendiginde VKI indekslerinin genotiplere bagimli olarak degistigi ancak

istatistiksel bir anlamlilik olmadig1 gozlenmistir (Sekil 4-6).

29

28

27

26

25

~
NN

——=KONTROL

24

23

AA

GG

AG

——=HASTA

Sekil 4-6: Hasta ve kontrol grubunda Leptin G-2548 A polimorfizminde genotiplerine gore
VKI degerleri
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Hasta ve kontrol grubunda LeptinG-2548A polimorfizmin goére HOMA indeksleri

incelendiginde HOMA indekslerinin genotiplere bagiml olarak degistigi gdzlenmistir

(Sekil 4-7).

2,3

2,2

2,1

2

1,9

1,8

1,7

1,6

1,5

/ S
~/

=—=KONTROL

AA GG AG

Sekil 4-7: Hasta ve kontrol grubunda Leptin G-2548A polimorfizminin genotiplerine gore
HOMA indeksler
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5. TARTISMA

IBH, barsagin kronik inflamasyonundan kaynaklanan ve diinyada milyonlarca
kisiyi etkileyen kronik bir hastaliktir (28, 257-258). Hastaligim mekanizmas1 ve
patogenezi halen tam aciklanamamakla birlikte, immiinolojik, cevresel ve genetik
faktorlerin etkili oldugu multifaktoryel bir hastalk oldugu bilinmektedir (41-259).
Hastaligin gelisiminde pro-inflamatuar sitokinlerin salinimmin katkida bulundugu
gosterilmistir (221-222). Pro-inflamatuar bir sitokin olan leptin adiposit kokenli bir

hormon olup, bir ¢ok otoimmiin hastalikta etkin rol oynamaktadir (219-259).

IBH’ da serum leptin diizeylerinin ve leptin mRNA ekspresyonlarmin arttigini
gosteren calismalar bulunmaktadir. (219, 260-261). Tiiziin ve ark. (219) tarafindan
yapilan calismada, hasta grupta serum leptin diizeyinin kontrol grubuna gore anlamh
derecede arttigi belirtilmistir. Ayrica serum leptin diizeylerinin azaldigin1 gosteren
calismalarda mevcuttur. Afify ve ark. (262) tarafindan yapilan calismada, Misir
populasyonunda {ilseratif kolit hastasi bireylerin serum leptin diizeyleri incelenmistir.
Elde edilen bulgularda, serum leptin diizeyi akut iilseratif kolit hastasi bireylerde
saglhkli bireylere gore anlamli derecede azaldigi saptanmistir. Bu sonuclara paralel
olarak Kirchgessner ve ark. (263 ) ve Bruun ve ark. (264) tarafindan da UK hastas
bireylerde, kontrol gruba gore anlamh derecede azaldigi bulunmustur. Boylece leptin

diizeyinde azalma ile kronik barsak inflamasyonunun tetiklenebilecegi ileri siiriilmiistiir.

Bizde calismamizda serum leptin diizeylerini hasta grubunda kontrole gore
anlamli olarak yiiksek olarak tespit ettik (p=0,000). Bulgumuz Tiiziin ve ark.nin (219)
bulgulariyla uyumludur. Hasta grubumuzdaki artmis leptin diizeylerinin IBH’daki akut

inflamasyon ile iligkili oldugunu diisiinmekteyiz.

Diinyadaki LeptinG-2548A  polimorfizminin saghkli gruptaki dagilimi
incelendiginde: Genel populasyonda A alleli siklig1:%43, Afrika populasyonunda %35,
Amerika populasyonunda %39, Dogu Asya populasyonunda %75, Avrupa
populasyonunda %46 olup, genel populasyonda G alleli sikhi§1:%57, Afrika
populasyonunda %95, Amerika populasyonunda %61, Dogu Asya populasyonunda
%25, Avrupa populasyonunda %54 oldugu tespit edilmistir (265).

Sahin ve arkadaslar1 (266) tarafindan yapilan bir c¢alismada, Tiirk
populasyonunda Leptin G-2548A ve obezite ile iliskisi arastirilmistir. Saglhikli grupta
genotip dagilimi GG: %20, AG: %49, 5 AA: %30 ve allel dagihmimni G %44, 7 ve A
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%S5 olarak tespit etmislerdir (266). Bizim calismamizda LeptinG-2548A genotip
dagilimi hasta grubunda GG: %15,5 AG: %58,3 AA: %?26,2, kontrol grubunda GG:
%17,1 AG: %47,1 AA: %41,4 oldugu tespit edilmistir. Hastalarin allel frekanslar1 G
%44,64 ve A %55,35, kontrol grubu G %43,57 ve A %56,42 oldugu tespit edilmistir.
Hasta ve kontrol grubu arasinda Leptin G-2548 A polimorfizminin genotip ve allel
dagilimlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir. Saglikli gruba
ait gen frekanslarimizin Sahin ve ark.nin (266) Tiirk populasyonunda daha Once

yaptiklart calismadaki dagilimla ve beyaz irkla olduk¢a uyumlu oldugunu gézlemledik.

Diinyadaki LeptinR Q223R polimorfizminin saghkli gruptaki dagilim
incelendiginde: Genel populasyonda A allel sikhigi: %41, Afrika populasyonunda %46,
Amerika populasyonunda %58, Dogu Asya populasyonunda %13, Avrupa
populasyonunda %51 olup, genel populasyonda G alleli sikligi: 59, Afrika
populasyonunda %54, Amerika populasyonunda %42, Dogu Asya populasyonunda
%87, Avrupa populasyonunda %49 oldugu tespit edilmistir (267).

Becer ve arkadaslar (268) tarafindan Tiirk populasyonunda yapilan ¢alismada
LeptinR Q223R polimorfizmininin obezitede lipit profilleri ile iligkisi arastirimistir.
Bulgulara gore, saglikli bireylerde genotip frekanslari, AA (%44,44), AG (%30) ve GG
(%25,56) olarak ifade edilmistir. Bizim bulgularimiza gore LeptinR Q223R
polimorfizminde hasta grubu genotip dagilimi AA: %46,3 AG:%36,6, GG:%17,1 olup,
kontrol grubu genotip dagilimi AA:%41,4 AG: %47,1 GG:%17,1 oldugu tespit
edilmistir (P<0,05). Hastalarin allel frekanslart A(%64,6) ve G(%35,3), kontrol grubu
A(%62,1) ve G(%37,8) oldugu tespit edilmistir. Saghkli gruba ait gen frekanslarimizin
Becer ve ark. min (268) Tiirk populasyonunda daha oOnce yaptiklar1 calismadaki

dagilimla ve beyaz irkla uyumlu oldugunu gozlemledik.

Hasta ve kontrol ve gruplarinda LeptinR Q223R ve LeptinG-2548A
genotiplerine gore VKI, serum leptin, glukoz, insiilin diizeyleri ve HOMA indeksi
dagilimlarini inceledigimizde VKI ve HOMA-IR degerlerinin genotiplere bagli olarak
degistigi izlenmistir. Genotipler arasi leptin diizeyleri hasta ve kontrol gruplarinda
incelendiginde her ii¢ genotipteki bireylerde hastalar kontrole gore istatistiksel olarak

anlamh sekilde yiiksek leptin diizeylerine sahip olarak tespit edilmistir (p=0,000).

Ozcam ve ark. (269), 2009 yilinda Tiirk populasyonunda yapmis olduklari
calismada, diyabetik obez ve diyabetik obez olmayan gruplarda leptin diizeylerine
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bakilmis ve sonug¢ olarak diyabetik obez grupta, diyabetik obez olmayan gruba gore
anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (p<0,001). Leptin diizeyi ile insiilin direnci
arasinda anlamli korelasyon bulunmamustir. Aksine, Silha ve ark. (270)nm yapmis
olduklar1 ¢alismada leptin seviyesi HOMA-IR ve VKI (R = 0.732, P < 0,001) ile
anlamh pozitif korelasyonlu bulunmustur. Bizim bulgularimiza gore; hasta ve kontrol
grubunda genotiplere gore HOMA indekslerinin dagiliminin farklilik gosterdigini fakat

istatistiksel olarak anlamli olmadi@ tespit edilmistir.

Hoffstedt ve arkadaslar1 yaptigi calismada, LeptinG-2548A polimorfizminin
adipoz dokudan leptin salinimi ve leptinin gen ekspresyonunu etkileyebilecegini AA
genotipli bireylerin serum leptin diizeyinin, GA/GG genotipli bireylerden daha yiiksek
oldugunu ileri siirmiiglerdir (13). Ribeiro ve ark. (2004) tarafindan yapilan bir
caliymada, LeptinG-2548A A aleline sahip bir kisi, yiiksek diizeyde leptin reseptor
ekspresyonuna sahip oldugu gibi, prostat kanser riski ile de iliskilendirilmistir (246). Li
ve ark.(1999) ise, LeptinR Q223R polimorfizminin A alelinde, leptinin reseptoriine

baglanma aktivitesinin diisiik diizeyde oldugunu ifade etmislerdir (247).

Sitokin reseptOr ailesine ait olan LeptinR, 1,165 aa kodlayan 20 ekzon
bulundurmaktadir. Reseptoriin hiicre disi alt domeni sinyal iletiminden sorumludur
(271). iki izoformdan olusan LeptinR’ nde, kisa olan hiicre i¢i domen sinyal iletiminde
rol alirken, uzun hiicre i¢ci domen ise JAK2 ve STAT3 aktivasyonunda ve diger sinyal
yolaklarinda gorev alir (272). Giiney Hint populasyonunda 2012 yilinda yapilan bir
calismada, Anuradhaa ve arkadaslari, gogiis kanserinde, LeptinR Q223R polimorfizmi
genotip ve allel frekanslarini incelemisglerdir. Calismanin sonucunda; LeptinR Q223R
polimorfizminin RR genotip frekansi kontrol grubu ile karsilastirildiginda gogiis kanseri
riskinde anlamli bir artis gdzlenmistir. Ayn1 zamanda, LeptinR Q223R polimorfizminin
RR genotipinin daha etkili leptin baglama kapasitesine sahip olusu, hiicresel sinyal
yolaklar olan JAK2 /STAT3, Ras/ERK1/2’1 tetikleyerek tiimor olusumuna neden
olabilecegi ifade edilmistir (271).

2012 yilinda Marie ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 calismada, leptin reseptor
geninde yaygin olarak goriilen LeptinR Q223R  polimorfizminin, insanlarda
amebiyazise olan duyarhilig arttirdigini belirtmislerdir. Ayn1 zamanda, LeptinR Q223R
polimorfizmi, dogal tip ile karsilastirildiginda sinyal yolaginda koruyucu isleve sahip,

leptin bagimli STAT3 aktivasyonunu %21 azalttigi gézlemlenmistir (14).
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Leptin inflamatuar kosullarda; IL-la, TNF-a ve IL-6 gibi sitokinlerin
salmmmimdan sorumlu bir molekiildiir (273). inflamasyon esnasinda bu sitokinlerin
salmim sistemik leptin konsantrasyonunda artis ile iligskilendirilmistir. Leptin
otoimmiin hastaliklar, enerji metabolizmasi, tiimorogenesiz ve kardiyovaskiiler
hastaliklar olarak bilinen bircok fizyolojik siirecte rol alir. Yapilan bu calismalar,
leptinin 6zellikle IBH olmak iizere otoimmiin hastaliklarda inflamasyonu indiikledigi ve
leptin antagonisti tarafindan leptin aktivitesinin bloklandigini ifade etmektedir (274).
Bazi caligmalar ise TNF- o antikoru ve ¢oziiniir TNF- a reseptoriiniin kolitin siddetini
inhibe etttigini gostermistir. Leptin antagonistilerinin sistemik ve mukozal inflamatuar
sitokinlerin ekspresyonu, sistemik amyloid A, leptin diizeyi, STATI ve STAT3
aktivasyonlarin1 azaltarak; leptin aktivitesini blokladig dikkat ¢ekmektedir (274,275-
276). Bu ve benzeri ¢aligmalarinda gosterdigi gibi leptin aktivitesinin bloklanmasi
sonucunda IBH’ min siddetinin azaltilmasi, leptin molekiiliiniin gelecekteki IBH

tedavisindeki onemini ortaya koymaktadir (274).

Sonu¢ olarak ¢aligmamizda leptin genotiplerinin frekanslar1 agisindan anlamlh
bir fark bulamasakta, leptin ve reseptorlerinin bir yandan leptin ekspresyonunu ve
serum diizeylerini etkileyerek, diger yandan insiilin direncini etkileyerek inflamatuar
barsak hastaliginin gelisiminde etkili olabilecegi izlenimini edindik. Olgu sayisinin
arttirilmast ile leptin ve reseptorlerinin IBH’ nim patogenezindeki rollerinin acikliga

kavusacagini diisiinmekteyiz.
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