T.C.
MERSIN UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
TIBBI BIiYOLOJi ANABILIM DALI

IRRITABL BARSAK SENDROMLU HASTALARDA LEPTIN VE
LEPTIN RESEPTOR GEN POLIMORFIZMLERININ
ARASTIRILMASI

Kenan CEVIK

YUKSEK LISANS TEZI

DANISMAN

Yrd. Dog. Dr. M. Ertan AY

MERSIN — 2012



T.C.
MERSIN UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERIi ENSTITUSU
TIBBi BIiYOLOJi ANABILIM DALI

IRRITABL BARSAK SENDROMLU HASTALARDA LEPTIN VE
LEPTIN RESEPTOR GEN POLIMORFIZMLERININ
ARASTIRILMASI

Kenan CEVIK

YUKSEK LISANS TEZI

DANISMAN

Yrd. Dog. Dr. M. Ertan AY

Bu tez, Mersin Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

BAP —SBE TTB (KC) 2010-6 YL kodlu proje olarak desteklenmistir.

Tez No: 213

MERSIN — 2012



Mersin Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisii

Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi Programi ¢ergevesinde
yiiriitiilmiis olan “Irritabl Barsak Sendromlu Hastalarda Leptin ve Leptin Reseptor Gen

Polimorfizmlerinin Arastirilmasi” adli ¢alisma, asagidaki jiiri tarafindan Yiiksek Lisans

tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi 05/06/2012

/L - / \\\/
Prof.'Dr. M. Emin ERDAL
Jiiri Bagkani

Yrd, - Dr. M. Ertan AY

Jiiri Uyesi

Jiiri Uyesi

Bu tez, Enstitii Yonetim KurulununlO%ZO{ J....tarih ve.QQ!?.\’H‘f.saylh

Prof. Dr. Ulkii COMELEKOGLU

*Tl ’;°‘A'

karari ile kabul edilmistir.

2

Y EINYIY
A : \ L
e (3 1] | SKAR ol
o o o el :j.
o L) &

< 2, -

\,

1ii



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca, akademik agidan yetismemde biiylik katkisi
olan, danigsman hocam Sn.Yrd. Do¢. Dr. M.Ertan AY’a, tezimin hazirlanmasi boyunca
gosterdigi titizlik, 6zveri ve bilimsel katkidan dolay1 tesekkiir ederim.

Anabilim Dali Baskanimiz, Sn. Prof. Dr. M. Emin ERDAL’a, anabilim dalimizin
diger degerli hocalar; Sn. Dog. Dr. .Omer BARLAS’a ve Sn. Yrd. Dog. Dr.Ozlem
[ZC1 AY’a yiiksek lisans egitimim boyunca yaptiklar1 bilimsel ve akademik katkidan
dolay1 tesekkiir ederim. Tez calismamda Ozellikle deneysel asamada karsilastigim
zorluklarda benden akademik destegini esirgemeyen degerli hocam Sn. Prof. Dr. M.
Emin ERDAL’a tesekkiir ederim.

Tezimde yer alan hasta gruplarmin toplanmasi sirasindaki yardimlarindan
dolay1, ME.U. Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Bilim Dali Ogretim Uyesi Sn.Yrd.Dog
Dr. Fehmi ATES’e, tezimin istatistikleri ve bulgularin degerlendirilmesi konusundaki
yardimlarindan dolay1 Biyoistatistik Anabilim Dali Ars.Gér. Ilter YAZICI ve Ars.Gor.
Mehmet Ali SUNGUR’a tesekkiir ederim. Yiiksek lisans egitimim boyunca, her tiirlii
destegini esirgemeyen calisma arkadaslarima, 6zellikle deneysel asamada her tiirlii
yamimda olan degerli arkadaslarim Ars.Gér. Umit KARAKAS ve Ars.Gor. Gurbet
DOGRU’ya ve diger anabilim dallarindaki c¢alisma arkadaslarim ile teknik ve idari
personele tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatimin her agamasinda maddi ve manevi destekleriyle yanimda olan aileme

sonsuz tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

Sayfa
KABUL VE ONAY .o s ii
TESEKKUR ......oooioiiiieeeeeeeee ettt ettt ettt s et eeaees iv
ICINDEKILER ........ocooviiiioieeeece ettt v
SEKILLER DIZINT .........cooviiiiiiecceeeeeeeeeeee e, viii
CIZELGELER DIZINI ......coooooiiiieeeeeeeeee e X
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI........ccccccoooviiiiiiiniiiice, Xi
OZET ... X1V
ABSTRACT ettt XV
(O €1 0 21 1T 1
2. GENEL BILGI ..ot 3
2.1. Iritabl Barsak SENdrOmU .........ccccevvevcerveuerieesceeietesesessseesesesensessesssesesssssesssenees 3
2.1.1. IBS EPidemiyOlofisi c...cevveevercrerireeeeiieseieseeeississesessie s sessse st essessseaans 4
2.1.2. IBS TANIS ..ottt ettt 5
2.1.3. Hastaligin Siniflandirtlmast ..o 7
2.1.3.1. Alt Gruplarin Siiflandirilmasinda Kullanilan Semptomlar.................... 7
2.1.4. HastaliZin PatofizyolojisT......cccveiiiiiiiiiiiiic e 8
2.1.4.1. Bozulmusg MOtIILE ....vveeiiiiiiiiie i 8
2.1.4.2. Visseral Duyarlilik .........cccooviiiiiiiiiiic 8
2.1.4.3. Psikososyal Faktorler ... 9
2.1.4.4. Norotransmitter DengesizIigl.........ccooviriiiiiiiiiiic e 9
2.1.4.5. Genetik FaKtOTIOr .....ccceoiiiiiiiiiie e 10
2.2. LEPLIN et e e nae e re e 12
2.2.1. Leptinin Biyolojisi V& YaPISI....ccociiiieririiiieiiieiee e 12
2.2.2. LEPTIN GBNI .t bbb 13
2.3, Leptin RESEPLOTIEIT ...ocvviviiiiiiiiiiiiiciic e 14
2.3.1. 1ZOFOrM V& YAPISI ..cvvviieiiciciccieee et 14



2.3.2. Leptin ReSEPLOr GENL....cccivviiiiiiiiiieiiiie sttt nineeans 16

2.4. Hiicre I¢i Leptin Sinyal YOIaKIart ..........ccccevveueriiecverieeeesceesceeeeesesse s, 17
2.4.1. Janus Kinaz Sinyal Ileti ve Transkripsiyon Aktivatorleri (JAK/STAT)

D 0] <4 E O TP P PP RUPRTPRN 17
2.4.1.1. Sitokin Sinyal Inhibitdr(SOCS) Proteinleri ........cccovverirererriersrsssnennns 19
2.4.1.2. Mitojen Aktive Edici Protein Kinaz (MAPK) Yolagt ........ccccoevviiinnennn. 20
2.4.1.3. AMP Bagimli Protein Kinaz (AMPK) Yolagt ........cccooeviiiiiiiniiiiiinen, 21
2.4.1.4. Fosfatidilinozitol 3 Kinaz (PI3K) Yolagt ......ccccccceviiiiiciiiienc e 22

2.5. Gastrointestinal Boglukta Leptin ........cccocvviiiiiiiiiiiiiii e 24

3. GEREC VE YONTEM .....ccoiiiiiieteieeteeecete ettt ene st en st ss s 25
3.1. Kullanilan Arag Ve GeTreGIer ......ceoiuiiiiiiiiiiiie et 25
3.1.1. Kullanilan Cihazlar ... 25
3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler............cccocviiiiiiiiiiiiic e 26
3.1.3. DNA Izolasyonu Igin Kullanilan COzeltiler ..........cccovvvvvrvrermeererieenerenennns 27
3.2. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Olugturulmast..........ccoeeerverinieenieiisic e 28

3.3. Leptin (LEP) Geni Val94Met (G>A, rs17151919) ve Leptin Reseptor (LEPR)
Geni (G>A, 1s3790434) Polimorfizmlerinin Real Time PCR Ydntemiyle Molekiiler

GENELIK ANGNIZI ... 29
3.3.1. DNA’NIN IZOIASYONU ...vovuveieiviiiccecrete et 29
3.3.2. Real Time PCR ile Genotiplerin Belirlenmesi ...........c.cccovovvevevererinerenenanan, 30

3.3.2.1. Real-Time PCR Reaksiyon Karisiminin Hazirlanigi ..........coccoeevivnnnnne 32
3.3.2.2. Real-Time PCR reaksiyon Sartlart ..........ccccoeirennoiinensinc e 32

3.4. Istatistiksel DeZerlendirme ..........cccoceveveviiiiirerererisiseere e 32
A BULGULAR ..ottt ettt ste et esteentaaneesneessaeneenneenseaneeas 34
4.1. Real-Time PCR 1le 1lgili BUlGUIAT..........ccccoveveiireiicieiiereeicieeeee e, 34
4.1.1. Leptin geni(val94met) Polimorfizmine Ait Genotiplerin IBS ile Iliskisi ....38
4.1.2. Leptin Geni Ile IBS Arasindaki Istatistiksel Iliski ........ccoevevevereverererereninnne. 38

4.1.3. Leptin Reseptor Gen (rs3790434) Polimorfizmine Ait Allel ve Genotip
Oranlarmin Kontrol ve IBS’li Hasta Gruplarindaki Dagilimi .............cccccovevevrirevnnene, 40

Vi



4.1.4. Leptin Reseptdr Geni Ile IBS Arasindaki Istatistiksel Iliski.........c.cocoveveenneee. 40

B TARTISMA ..ottt sttt 42
6.SONUC ve ONERILER ..........cocoouiiiiieeeeeee e 49
TIKAYNAKLAR ...oooovoeieee et tes st ses st sn s asenssn st 50

OZGECMIS ..ottt sttt 59

vii



SEKILLER DiZINi

Sekil 2.1. Genetik ve psikolojik faktorler ile daha sonra gelisen irritabl barsak

sendromu arasindaki kKuramsal 1liSKi..........ccccoviiiiiiiiieiiee i 9
Sekil 2.2. Leptin proteininin helikal 100p yapis1 ....cccooccvviiiiiiiiiiiiieiieeee e 13
Sekil 2.3. Insan leptin geninin kromozom 7q31.3 deki lokalizasyonu ................... 13
Sekil 2.4. insan leptin reseptdr geninin kromozom 1p31°deki lokalizasyonu ........... 14
Sekil 2.5. Leptin reseptOr gen 1Zoformlart ........cccocceeveeiiieniiiiic i 15
SekKil 2.6. Leptin diMeriZaSYONU ........cccciveiueiieiieie e este et 16
Sekil 2.7. OB-Rb araciligi ile aktive edilmis JAK/STAT yolagt ......ccccocevvrvivnnnnns 18
Sekil 2.8. Leptin direncinde SOCS proteinlerinin rolii ...........ccoovvviniiiiiiciiciennn 19
Sekil 2.9. MAP kinaz aracili sinyal yolagl .......cccocoeiiiiiiiniiniic e 21
Sekil 2.10. Leptin sinyalinde AMPK yolagl .......ccccoviiiiiiiiiiiicieee e 22
Sekil 2.11. Insiilin indiiklii yolaklarda leptin Sinyali ...........ccccoeeerriererenerreererinrenanns 23
Sekil 3.1. Leptin genine ait gogaltilan bolge (77bP) ..ovvevvvvviiieiiiiiiiciee e 31
Sekil 3.2. Leptin reseptor genine ait cogaltilan bolge (81bp).....cccevvvvvviiiiiiiiiiinnn 31

Sekil 4.1. Real-Time PCR analizi ile, Yakima Yellow ile isaretlenen "A", FAM ile
isaretlenen "G" niikleotidlerinin, LEPR genine ait rs3790434 bdlgesindeki GG
homozigot genotipik dagilimlart (ROX: Referans boya) ........cc.ceoveviieieniiciinnnnnns 35
Sekil 4.2. Real-Time PCR analizi ile, Yakima Yellow ile isaretlenen “’A’’, FAM ile
isaretlenen ’G’’niikleotidlerin, LEPR genine ait rs3790434 bolgesindeki AA
homozigot genotipik dagilimlart (ROX: Referans boya) .........c.ccoovvvieiiiencncnnnien 35
Sekil 4.3. Real-Time PCR analizi ile, Yakima Yellow ile isaretlenen “’A’’, FAM ile
isaretlenen ’G’’niikleotidlerin, LEPR genine ait rs3790434 bolgesindeki GA
heterozigot genotipik dagilimlart. (ROX: Referans boya).........ccoceevrvreininencinnennen. 36
Sekil 4.4 Real-Time PCR analizi ile, Yakima Yellow ile isaretlenen “’A’’, FAM ile
isaretlenen “’G’’ niikleotidlerin, LEPR genine ait rs3790434 bolgesindeki GG
homozigot genotipik dagilimlar1 (ROX: Referans boya) .........c.ccoovvvvieiinincncnennn 36

viii



Sekil 4.5. Real-Time PCR analizi ile, Yakima Yellow ile isaretlenen “’A’’, FAM ile
isaretlenen “’G’’ niikleotidlerin, LEP genine ait rs17151919 bdolgesindeki genotipik
dagilimlari (ROX: Referans Doya) .......cccccvevviiiiieiiiiiie e 37
Sekil 4.6. Real-Time PCR analizi ile, Yakima Yellow ile isaretlenen ’A’’, FAM ile
isaretlenen ‘’G’’niikleotidlerin, LEPR genine ait rs3790434 bolgesindeki genotipik
dagilimlart. (ROX: Referans boya)..........ccocvriiirieiiiiieieiesicsess s 37
Sekil 4.7. LEP geni i¢in hasta ve kontrol gruplarinin genotip frekanslarinin grafiksel
o0 TS 153 3 140§ SO UPROPR 38
Sekil 4.8. LEPR geni icin hasta ve kontrol gruplarinin genotip frekanslarimin grafiksel
LU 13 511 1 TP T RSP P PP PP PR PRPPRPUPPRPPIN 39
Sekil 4.9. LEPR geni icin hasta ve kontrol gruplarinin genotip frekanslarinin grafiksel

L0 1< 51011 ST UR PP RPRP TR 41



CIZELGELER DiZIiNi

Cizelge 2.1. Fonksiyonel Gastrointestinal Hastaliklarin Siniflandirilmast ................... 3
Cizelge 2.2. IBS Tanisinda Kullanilan Manning Kriterleri ...........co.ocoevvcueriiererecnennnn. 5
Cizelge 2.3. IBS Tanisinda Kullanilan Roma I Kriterleri ..........occoeveeriicueriierercnennnn. 5
Cizelge 2.4. ROMaA T KIEIIEIT ..c.vocveiiieece e 6
Cizelge 2.5. ROMA I KFIEIIE..c.uiiiiiieiice et 6
Cizelge 3.1. LEP ve LEPR genlerinin primer dizileri ve PCR sonrasi1 elde edilen bant
UZUNTUKIATT (D)t 30
Cizelge 3.2. LEP ve LEPR genlerinin prob dizileri ...........ccooovviiiiiiiiiiiciins 31
Cizelge 4.1. Kontrol ve hasta gruplarinin yas ortalamalart .............cccooeiiiiiiiiinennnn. 39
Cizelge 4.2. LEP geni icin hasta ve kontrol gruplariin genotip frekansi................... 39
Cizelge 4.3. LEPR geni i¢in hasta ve kontrol gruplarinin genotip frekanslari ........... 40
Cizelge 4.4. LEPR (rs3790434) polimorfizmi allel frekanslari ..........ccccoocevcenvrvnnnnne. 41



SIMGELER ve KISALTMALAR DIZiNi

A Adenin

a.a Amino asit

ACC Asetil CoA Karboksilaz

A.B.D Amerika Birlesik Devletleri

AMP Adenozin Mono Fosfat

AMPK Adenozin Mono Fosfat Bagimli Protein Kinaz
ATP Adenozin Trifosfat

bp Baz cifti

B Beta

CAMP Siklik Adenin Mono Fosfat

cdC C-5 Propinil Deoksiribo Sitozin

cDNA Komplomenter DNA

Cys Sistein

COMT Katekol-O-metiltransferaz

EDTA Etilendiamintetraasetik asit

ERK Ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinazlar
FGF2 Fibroblast Biiylime Faktorii 2

G Guanin

HT Serotonin

iBS [rritabl Barsak Sendromu

iBS-D Diyare baskin Irritabl Barsak Sendromu
iBs-C Konstipasyon baskin Irritabl Barsak Sendromu
iBsS-U Belirlenemeyen tip Irritabl Barsak Sendromu
iBS-M Degisken Irritabl Barsak Sendromu

JAK Janus Kinaz

JAK/STAT Janus Kinaz Sinyal Ileti ve Transkripsiyon Aktivatérleri
KIR Kinaz inhibe Edici Bolge

k-Da Kilo Dalton

Xi



KCI Potasyum kloriir

LEP Leptini Kodlayan Gen

LEPR Leptin Reseptoriinii Kodlayan Gen
M Molar

MAPK Mitojen Aktiveli Protein Kinaz
Met Metiyonin

MRNA Mikro RNA

mg Miligram

MgCl, Magnezyum kloriir

ml Mililitre

Na,EDTA Sodyum-2-etilendiamintetraasetik asit
NaCl Sodyum klortir

nmol Nanomol

Ob-Ra Kisa Leptin Reseptdr [zoformu
Ob-Rb Uzun Leptin Reseptor Izoformu
Ob-Rc Kisa Leptin Reseptdr Izoformu
Ob-Rd Kisa Leptin Reseptdr [zoformu
Ob-Re Leptin Reseptor Salgi Formu
Ob-Rf Kisa Leptin Reseptdr [zoformu
PCR Polimeraz Zincir Tepkimesi
PI3K Fosfatidilinozitol 3-Kinaz

RFLP Restriksiyon Fragment Uzunlugu Polimorfizmi
rpm Dakikadaki devir sayis1

rs Referans SNP numarasi

SDS Sodyum dodesil siilfat

SNP Tek Niikleotid Polimorfizmi
SOCS Sitokin Sinyal Inhibitdrleri

T Timin

TE Tris-Etilendiamintetraasetik asit
Tris-HCI Tris-Hidroklorid

Tm Erime Sicakligi (Melting Temperature)
TYK2 Tirozin Kinaz 2

Xii



Val Valin
UK Birlesik Krallik (United Kingdom)
VEGF Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii

Xiii



OZET

Irritabl Barsak Sendromlu Hastalarda Leptin ve Leptin Reseptor Gen
Polimorfizmlerinin Arastirilmasi

Fonksiyonel barsak hastaliklarinin bir grubunu olusturan irritabl barsak
sendromu (IBS), karin agris1 ile beraber barsak hareketliligindeki degisikliklerle
karakterize bir hastaliktir. Hastali@in tam ve tedavisine yonelik biyokimyasal ya
da molekiiler parametre heniiz belirlenememistir. Leptin ve leptin reseptorleri,
JAK/STAT, MAP kinaz, AMP kinaz, ve PI3 kinaz yolaklarinda cesitli hiicrelerin
proliferasyonunu, yag asit oksidasyonunu, besin alimmim, viicut agirhgin,
diizenlemektedir. Bu farkh biyolojik islevleri dikkate alindiginda IBS hastaliginin
molekiiler patolojik etiyogenezinde rol alabilecegi diisiiniilmiis, bu nedenle leptin
ve leptin reseptorlerindeki fonksiyon kaybmma yol acabilecek gen
polimorfizmlerinin saptanmasi ve hastaligin klinik uygulamalarina yon vermesi
amaclanmaktadir.

Cahsmamiz, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Bilim
Dalr’nda IBS tamis1 konmus yas ortalamasi 44,3063 olan 159 IBS’li birey ve yas
ortalamas1 50,1905 olan 104 saghkh birey olmak iizere toplam 263 Kkisiden
olusturuldu. Hasta ve kontrol grubuna ait bireylerden alinan kan érneklerinin
molekiiler analizi, Real-Time PCR (Applied Biosystems) yontemi kullanilarak
gerceklestirildi.

Genotiplendirme sonucu elde edilen veriler, SPSS v.11.5 paket programu ile
istatistiksel olarak degerlendirildi. LEP (G>A rs17151919) ve LEPR(G>A,
rs3790434) polimorfizmlerinin hasta ve kontrol gruplarina ait genotip sikliklar:
arasinda anlamh bir farkhilhik olmadig1 saptandi (p>0,05). Hasta ve kontrol
gruplari arasindaki allel sikhiklar1 Kkarsilastirldiginda ise, allel frekanslar
acisindan kontrol ve hasta grubunu olusturan bireyler arasinda dogrudan bir iliski
goriilmedi.

Sonug olarak; JAK/STAT, MAP kinaz, AMP kinaz ve PI3 kinaz gibi hiicre
ici yolaklarda gorev alan leptin ve leptin reseptor polimorfizmleri ile IBS
patogenezi arasinda bir iliski saptanmadi. Leptin ve leptin reseptoriine ait
calismaya konu olan gen polimorfizmlerinin, irritabl barsak sendromlu bireylerde
daha once cahisilmamis olmasi nedeniyle, bu calismanin literatiire katki
saglayacag diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Leptin, Leptin Reseptor, Real-Time PCR
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ABSTRACT

The Investigation of Leptin and Leptin Receptor Gene Polimorphisms in Patients
with Irritable Bowel Syndrome

Irritable bowel syndrome (IBS) which is a group of functional
gastrointestinal diseases, is characterized by chronic or recurrent abdominal pain
with disturbed bowel habits. There is stil not a biochemical or molecular
parameter in diagnosis and treatment of IBS. Leptin and leptin receptors regulate
the proliferation of various cells, oxidation of fat acid, food intake, body weight via
JAK/STAT, MAP kinase, AMP kinase, PI3 kinase patways. Leptin can act on the
molecular patologic aetiopathogenesis of IBS. Thus, in our study, detection of
polimorphisms in leptin and leptin receptor which cause function lost in gene and
associated with IBS is aimed.

Our study’s sample volume is including the average age 44,3063 of 159
individuals have taken IBS diagnosis as experimental group and 104 healty
individuals with the average age is 50,1905, for a total of about 263 people at
Mersin University Medical Faculty Gastroenterology Department. the molecular
analysis of the blood samples which have taken from both experimantal and healty
group, was performed by using Real-Time PCR (Applied Biosystems)method.

Data from genotyping, was evaluated statistically by SPSS v.11.5 packet
program. It has detected not to be meaningful difference in genotype frequency
between healty and patient people of LEP (G>A rs17151919) ve LEPR(G>A,
rs3790434) polymorphisms (p>0,05). When it is compared allel frequency between
healty and patient group, there was not an direct association between healty people
and patients.

As a result, there was not an association between leptin and leptin receptor
which act intracellular signal patways like MAP kinase, JAK/STAT, AMP kinase,
P13 kinase, polymorphisms and IBS. This study is thought to be a guide for other
studies about this subject because this is the first study inspects polimorphism
genes in IBS patients.

Key words: Leptin, Leptin Receptors, Real-Time, IBS,
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1.GIRIS

Ik kez 1818’de Powel tarafindan klinik olarak tanimlanan Irritabl Barsak
Sendromu (iBS), herhangi bir neden olmaksizin, abdominal agr1, karin sisligi ve barsak
hareketlerinin degisimi ile kendini gosteren bir hastaliktir. Abdominal agr1 ve
yorgunluga neden olmas1 IBS’li bireylerin ¢alisma hayatin1 olumsuz etkilemektedir (1).

IBS, diinyada genel populasyonun %7-10’unu etkileyen en yaygin barsak
hastaligidir (2). Geng bireylerde ve kadinlarda daha sik goriilmektedir. Sendrom, baskin
semptomlara gore siniflandirilmaktadir:

e Ishal baskin ise IBS-D

e Kabizlik baskin ise iIBS-C

e Karma tip IBS-M (veya A)

e Belirlenemeyen tip (IBS-U)

Bununla birlikte semptomlar zamanla degisebilen bir seyir izleyebilmekte hatta
2,5 aylik bir zaman araliginda bile kaybolabilmektedir (3).

IBS’nin altinda yatan mekanizma heniiz aydilatilamamstir. Ailesel agregasyon
ve ikiz calismalarindan elde edilen veriler, IBS gelisiminde genetik bir mekanizmanin
rol oynayabilecegini gdstermis ancak yine de bu mekanizmanin ne oldugu heniiz
gosterilememistir. Cevresel faktorlerin etkisi de heniiz saptanamamuistir (1).

Adipoz dokudan salgilanan leptin, ilk kez obezite ile ilgili bir protein olarak
tanimlanmis olup, besin alinimi ve enerji homeostazinda 6nemli iglevlere sahiptir.
Leptin, ilk olarak 1994°te Zhang ve arkadaslar tarafindan obez farelerden klonlanarak
elde edildi. Leptin kodlayan gen 7q31.3’de lokalizedir ve 3 ekzon ve 2 introndan
olusmaktadir (4). Leptin, hematopoez, anjiyogenez, kan basincinin diizenlenmesi,
lenfoid organ homeostazi ve T-lenfosit immiin yanitinda gorevli olup islevini leptin
reseptorleri araciligl ile yliriitmektedir.

Leptin reseptorii ise 1p31°de lokalize bir gen tarafindan kodlanmaktadir. En az 6
leptin reseptor varyasyonu veya izoformu tanimlanmistir (OBRa, OBRb, OBRc, OBRd,
OBRe, OBRY{). Bu izoformlar, alternatif mRNA splicing nedeniyle uzunluklart degisen
homolog ekstraseliiler domainlere ve farkli intraselliiler domainlere sahiptirler. Leptin

reseptorlerinin aktivasyonu, birka¢ farkli sinyal ileti yolaklarinin tetiklenmesine neden



olmaktadir (5,6). Bu yolaklar arasinda en iyi ¢alisilmis olani, JAK/STAT yolagidir (7).
Bu yolak, enerji homeostazinda ve ndroendokrin fonksiyonda kritik roller
oynamaktadir. Leptinin leptin resept6riine baglanmasi, JAK’larin fosforilasyonu ve
aktivasyonunu saglar. Aktive olmus JAK’lar hizli bir sekilde Ob-Rb sitoplazmik
domainlerindeki tirozin rezidiillerini fosforile eder. Bazi fosforile edilmis rezidiiller,
STATS3 aile iiyelerini de kapsayan sinyal molekiilleri i¢in baglanma bdlgesi olustururlar.
STAT ’lar fosforile olduktan sonra spesifik hedef genlerin transkripsiyonu i¢in nukleusa
transloke olurlar (8). Leptin sinyali, JAK/STAT sinyal kaskadini inhibe eden protein
ailesinin bir iiyesi olan sitokin sinyal baskilayicilar1 (SOCS-3) tarafindan sonlandirilir.
SOCS proteinleri, sitokinler tarafindan uyarilir ve reseptoriin ¢alismasini inhibe ederler
9).

MAP kinaz yolagi ise Ob-Ra ve Ob-Rb reseptorleriyle stimiile edilmektedir.
Osteoblastik prekiirsor hiicrelerde leptinin, MAPK sinyal yolu araciligiyla apoptozu
indiikledigi bilinmektedir. Leptinin yag asit oksidasyonunu stimiile ettigi gosterilmistir.
Leptin tarafindan uyarilan AMPK (Adenin Mono Fosfat bagimli protein kinaz yolag),
hipotalamusta hormonal ve beslenme sinyallerine yanit vererek besin alinimini
diizenlemektedir (6).

Leptin ve leptin reseptorlerinin hiicresel diizeydeki fizyolojik islevleri ve
molekiiler  etkilesimleri  dikkate alindiginda  birgok  hastalifin ~ molekiiler
etiyopatogenezinde bozulmus islevsel/yapisal katkilariin olabilecegi diisiiniilmektedir.
Bu arastirmada IBS’de leptin (rs17151919) ve leptin reseptor (rs3790434) gen
polimorfizmleri ~ arastirildi. IBS’de daha once calistimamis olan bu gen
polimorfizmlerinin  hastaligin  patogenezine ve literatire katki saglayacagi

diistiniilmektedir.



2.GENEL BILGI

2.1.Irritabl Barsak Sendromu:

Irritabl Barsak Sendromu (IBS) klinik olarak 1940’larda tanimlanmis olmasina
ragmen IBS benzeri semptomlar igeren hasta raporlarma 1818’de de rastlanilmaktadir
(10). Tarihsel siireg icerisinde hastalik, spastik kolon, mukus kolit veya nérojenik kolit
olarak da adlandirilmaktadir (1,11). Roma III kriterlerine gore fonksiyonel
gastrointestinal hastaliklar (Cizelge 2.1) arasinda gosterilen IBS, defekasyonla iligkili
olarak abdominal agr1 veya rahatsizlik ve barsak hareketlerinde degisiklikle karakterize
edilen 6nemli bir saglik sorunudur (12). Fonksiyonel bir barsak hastalig1 olan iBS, orta
veya asagl gastrointestinal boslukta kendini gdsteren semptomlarla karakterize edilir.
[BS’nin genel semptomlar;; fonksiyonel abdominal distansiyon, fonksiyonel
konstipasyon, fonksiyonel diyare, barsak fonksiyonlarinin degisimi, karin sisligi, tam
olarak bosalamama hissi, mukus gecisinin artmasit ve belirlenemeyen fonksiyonel

barsak hareketleridir (13).

Cizelge 2.1. Fonksiyonel Gastrointestinal Hastaliklarin Siiflandirilmasi (12)

Fonksiyonel Gastrointestinal Hastahklar

. Fonksiyonel 6zofajiyel hastaliklar

. Fonksiyonel gastroduodenal hastaliklar

. Fonksiyonel barsak hastaliklari

Fonksiyonel biliyer hastaliklar

. Fonksiyonel anorektal hastaliklar

. Fonksiyonel hastaliklar: Yeni dogan bebeklerde

A
B
C
D. Fonksiyonel abdominal agr1
E
F
G
H

. Fonksiyonel hastaliklar: Cocuk ve yetiskinlerde

Bunlara ilaveten, uyusukluk, uykusuzluk, fibromiyalji, sirt agrisi, idrar siklig1 ve

dispariini gibi gastroenterolojik olmayan semptomlar da IBS’li hastalarda siklikla



gdzlenir. Ayrica, IBS hastalarinda anksiyete ve depresyon da gdzlenmekte ancak bu
bulgular, IBS ile diger barsak hastaliklarini ayirt edici bir kriter olarak
kullanilmamaktadir (14).

IBS semptomlar1 zamanla degisiklik gdstermektedir. Kisa bir zaman diliminde
bile semptomlar kaybolabilmektedir. IBS semptomlarinin %38-50’sinin birinci yil
sonunda kayboldugu rapor edilmistir. IBS’li hastalarin endiselerinden biri ise ikincil bir
hastalik gelisme riskini tasimalaridir. UK (United Kingdom) veri tabaninda, IBS’li
hastalarin %1’inin kansere yakalanma riski oldugu belirtilmektedir (3). iBS’li bireyler
semptomlar nedeniyle giinliik fonksiyonlarini yerine getirme, ise gitme konularinda da

giicliik cekerler. Bu nedenle, hastalik bireyler tizerinde olumsuz etki yaratmaktadir (15).

2.1.1. iBS Epidemiyolojisi:

IBS hastaligmin tanisinda kullanilan herhangi yapisal ya da biyokimyasal bir
belirte¢ kullanilmamaktadir. Bu nedenle hastaligin tanisinda ve ayrica Onemli
arastirmalarda cesitli tani kriterleri kullanilmaktadir. Hastaligin goriilme sikligi tam
kriterlerine bagl olarak degisiklik gdstermektedir (16,17). Bununla birlikte iBS, genel
popiilasyonun %3-20’sini etkilemektedir. A.B.D ve Ingiltere’de yapilan ¢alismalarda,
erkeklerde hastaligin prevalanst %5-19, kadmnlarda ise %7-24 arasinda degisiklik
gostermektedir. Prevalans tespitinde ¢ogunlukla Manning kriterleri kullanilmakla
birlikte iilkemizde Roma II kriterlerine bagl olarak IBS prevalansi %6,3-10 arasindadir.
IBS’nin prevalansi, Asya’da %1-23, Brezilya’da % 9, Avrupa’da ise %19’dur (17,18).

Her iki cinsiyette de goriilmekle birlikte, hastalik agirlikli olarak kadinlari
etkilemektedir. Hastaliktan etkilenen bireylerin  %60-75’lik  kismuni1  kadinlar
olusturmaktadir. Ek olarak, geng bireylerin bu hastaliga yakalanma riski yasl bireylere
oranla daha yiiksektir. IBS prevalans: yas arttikca azalmaktadir. 20-501i yaslarda sik
gozlenmekle birlikte cocuklarda da goriilebilir. 50 yas iistiinde ise nadirdir (19).

A.B.D’de yapilan bir arastirmaya goére, IBS’li bireylerin sadece %10’u
semptomlar nedeniyle hastaneye basvurmaktadir. 65-93 yas arasi bireyler arasinda IBS

prevalansi %10,9 iken, 30-64 yas aras1 bireylerde ise %17 olarak saptanmistir (17).



2.1.2. IBS Tamst:

Irritabl Barsak Sendromu’nun tanisinda kullanilan herhangi bir biyolojik marker
s6z konusu degildir. Bu nedenle tan1, semptomlara dayali olarak konulmaktadir (20). ilk
olarak Manning ve arkadaslar1 (1978) tarafindan, abdominal agr1 ve diski goriiniisiine
gore tani kriterleri belirlenmistir (Cizelge 2.2). Sonraki yillarda ise, tim gastrointestinal
barsak hastaliklart i¢cin bu tani kriterleri daha da gelistirilmis ve 1991 yilinda Roma |
kriterleri kullanilmaya baslanmistir. Roma | kriterlerinin (Cizelge 2.3) kompleks olmasi
ve kullaniminin zor olmasi nedeniyle bu kriterler tekrar gozden gegirilmistir. 1999°da
olusturulan Roma Il kriterleri ise daha basit, ayn1 zamanda diski formundan daha ¢ok
abdominal agr1 iizerine odakli kriterlerdir (Cizelge 2.4). Son olarak 2006’da Los
Angeles, Kaliforniya’da tani kriterlerinin son sekli Roma III kriterleri olarak bir

sempozyumda sunulmustur (20,21)(Cizelge 2.5).

Cizelge 2.2. IBS Tanisinda Kullanilan Manning Kriterleri (20)

Manning Kriterleri
Diskilama sonras1 agrinin hafiflemesi

Agrinin ortaya ¢ikmast ile diskinin gevsemesi

Agriin ortaya ¢ikmasi ile daha sik digkilama
Abdominal distansiyon
Mukus gegisi

OO B WINF-

Tam bosalamama hissi

Cizelge 2.3. IBS Tanisinda Kullamlan Roma | Kriterleri (20)

Rome | Kriterleri

e Karin agris1 veya rahatsizlik hissi En az 12 hafta boyunca
e Defekasyonla gecen agri semptomlarin devamli ya da tekrar
e Diskilama sikliginda degisiklik edici olmasi

e Diskinin kivaminda degisiklik

e Diskinin frekansindaki degisiklik
e Diskinin seklindeki degisiklik
e Diskr gecisinde degisiklik

Hastalik siiresi veya giinlerinin en
az ”a’iinde semptomlardan iki veya

o daha fazlasinin bulunmasi
e Mukus gecisi

e Siskinlik ve abdominal distansiyon hissi




Cizelge 2.4. Roma Il Kriterleri: (20)

Rome Il Kriterleri

Son 12 ay boyunca (ardisik
olmasi sart degil) en az 12 hafta
stiresince yandaki ii¢ bulgudan
ikisinin bulunmasi

e Diskilama ile gegen rahatsizlik hissi
e Diskinin sikligindaki degisiklik
e Diskinin goriinlimiindeki degisiklik

Cizelge 2.5. Roma Il Kriterleri: (20)

Rome 111 Kriterleri

e Diskimin sikligindaki degisimle iliskili olarak | Son 3 ay igerisinde ayda en az iig

agr1 baglangici giin iki veya daha fazla durumun
e Diskinin seklindeki degisimle iligkili olarak | karin agris1 veya rahatsizlik ile
agr1 baslangict birlikte olmas1

e Diskilama ile agrinin ortadan kaybolmast

Roma 11l kriterlerinde Roma Il kriterlerinden farkli olarak su ana degisiklikler

mevcuttur:

1. Semptomlar i¢in bir siklik basamaginin belirlenmesi (6rnegin son 3 ayda her

ay icin 3 ya da daha fazla giinde)
2. IBS alt tiplerinin yeniden diizenlenmesi

3. Roma II kriterlerinde alt tipler digk1 sikligi, diski sekline dayandirilirken,
Roma III kriterlerinde ise alt siniflama yalnizca diski yogunluguna dayandirilarak
diizenlenmistir (22,23).

Manning kriterleri, epidemiyolojik caligmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Roma | ve Roma Il kriterleri ise iIBS nin tan1 ve tedavi calismalarma hasta katmada
ortak bir kriter kullanimi i¢in gelistirilmislerdir. Son yillarda ise klinik uygulamada

kullanimi yayginlagsmustir (20).




2.1.3. Hastaligin Simiflandirilmasi:

Irritabl Barsak Sendromu, baskin semptomlara gore siniflandirilmaktadir.
Diskilama degisiklikleri g6z Oniine alinarak diyare predominant, konstipasyon
predominant ve degisken olarak gruplandirilmaktadir. Roma Il kriterlerinde belirtilen
destekleyici semptomlarin varhigi, IBS alt tiplerinin smiflandirilmasinda da
kullanilmaktadir. Asagida verilen semptomlarin bir veya birkacinin birlikte bulunmasi

veya bulunmamasina gore IBS alt gruplara ayrilmaktadir (14,24).

2.1.3.1. Alt Gruplarin Siniflandirilmasinda Kullamlan Semptomlar :
1. Haftada 3’den az diskilama

Giinde 3’den fazla digkilama

Sert veya topaklar halinde digkilama

Peltemsi veya sulu diskilama

Digkilama sirasinda zorlanma

Ani digkilama

Tam bosalamama hissi

Digkilama esnasinda mukus gegisi

© 0o N o g b~ N

Abdominal distansiyon

2,4 veya 6’daki semptomlardan bir veya daha fazlasinin olmasi ve 1,3 ve 5’teki
semptomlardan higbirinin olmamasi durumunda IBS-D 6n plandadir. 1,3 veya 5’teki
semptomlardan bir veya daha fazlasi ve 2,4 veya 6 semptomlarinin hi¢gbirinin olmamasi
durumunda ise IBS-C 6n plandadir. Diyare semptomlarmin (semptom 2,4 ve 6) ve
konstipasyon semptomlarindan (semptom 1,3 ve 5) en az birinin bulundugu durumda
ise IBS-A 6n plandadir. Bu kriterlerden herhangi biri gériilmedigi durumlarda barsak
hareketleri normal olarak degerlendirilir (14,25).

Onerilen yeni alt smiflama i¢inde kabizlikla birlikte olan IBS (IBS-C), diyare ile
birlikte olan IBS (IBS-D), karma tip IBS (IBS-M) ve alt sinifi olmayan iBS (IBS-U) yer
almaktadir. IBS-M’li hastalarin saatler veya giinler siiren araliklarla hem kati hem de

gevsek digkilamalar1 olmaktadir (22,25).



2.1.4. Hastahi@in Patofizyolojisi:

IBS, patofizyolojik olarak gastrointestinal motor aktivitesi, visseral
duyarlilik veya merkezi sinir sistemindeki iletisim bozuklugu ile karakterize bir hastalik
olarak tanimlanmaktadir (26). Ayrica, ¢ocuk yasantilar, daha sonraki psikososyal
yasantilar semptomlarin olusumuna katkida bulunarak iBS gelisimini etkilemektedirler.
Gastrointestinal boslukta gelisen enfeksiyonlardan sonra da IBS gelisebilmektedir.
Bunlara ek olarak genetik faktdrlerin de agr1 uyaranlarini etkileyerek iBS gelisiminde
rol oynadig1 diistiniilmektedir (14,27) (Sekil 2.1).

Sik rastlanilan bir hastalik olmasma karsm, IBS semptomlarmm altinda yatan
mekanizma heniiz aydmlatilamanustir (28). IBS’nin altinda yatan mekanizma tam

olarak aydinlatilamamasina karsin bu konuda ¢esitli hipotezler vardir:

2.1.4.1. Bozulmus Motilite:

Saglikl1 bireylerde, asir1 duygusallik ve ¢evresel stres, 6zofagus, mide, ince
barsak ve kolonda motilitenin artisina neden olabilir. Fonksiyonel gastrointestinal
hastalig1 olan bireyler, normal bireylerle kiyaslandiginda psikolojik veya fizyolojik
streslere yanitta daha biiylik bir motilite cevabi olustururlar. Bu motor cevaplar, kismen
barsak semptomlar ile iliskilendirilirler. Abdominal hareketlilik barsaklardaki gegis,
diyare ve konstipasyon da degisikliklere sebebiyet verirse, barsak motilitesindeki
degisiklikler sadece aciya degil ayn1 zamanda karin sisligine de neden olabilmektedir
(13,22).

2.1.4.2. Visseral Duyarhhk:

Visseral duyarlilik IBS ve diger fonksiyonel gastrointestinal hastaliklarda en
sik goriilen patofizyolojik degisimlerdir. Abdominal agr1, IBS tanimlanmasinda oldukga
onemlidir. Yillardir, IBS hastalarinda hastaligin karakteristik 6zelligi olan kronik
abdominal agriya neden olan etken bulunamamistir. Son zamanlarda yapilan bir¢ok
calisma, IBS’li hastalarin gastrointestinal boslukta meydana gelen aciya kars: hassas
olduklarmi gosterdi (29,30). IBS’nin saglikli bireylerin algilayamadigi normal
fizyolojik olaylarin bile algilanmasina yol acan visseral afferentlerin duyarliligindaki

artistan kaynaklandigi 6ne siirtilmiistiir (27).



2.1.4.3. Psikososyal Faktorler:

Psikososyal faktdrlerin IBS’ye neden oldugu diisiiniilmemekle birlikte bazi
hastalarda etkisinin goriildiigii ileri striilmektedir. Psikolojik stres ve duygusallik tiim
bireylerde gastrointestinal semptomlar olusturur fakat IBS hastalarinda semptomlarmn
siddeti giderek artmaktadir. Depresyon, somatizasyon, panik hastaligi, anksiyete bu

hastalarda yaygin gortilmektedir (11,31).

Psikolojik Faktorler
=Stres

=Psikolojik durum
=Sosyal destek

Beyin-barsak

etkilesimi
R ‘ - Sonug
=Genetik dSe’ IBS *ila¢ kullanma
=Cevre e’ o =Semptomlar K—) =Hekime basvurma
3 *Davrams *Giinliik islevler
Merkezi sinir Enterik sinir *Yasam sartlari
sistemi sistemi
Fizyolojik Faktorler
=Motilite
=Alg1
sinflamasyon
=Degismis bakteri florast

Sekil 2.1.Genetik ve psikolojik faktorler ile daha sonra gelisen irritabl barsak sendromu arasindaki
kuramsal iliski (14).

2.1.4.4. Norotransmitter Dengesizligi:

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, IBS ve diger gastrointestinal hastaliklarmn
beyin-sindirim sistemi diizensizliginden kaynaklanabilecegini ileri siirmektedir. Enterik
sinir sistemi yari-otonom islev goriir: diiz kaslar, endokrin hiicreler ve kan damarlari
gibi effektor sistemlerden gelen sinyallere yanit verir. Cesitli ndrotransmitterler ve
noropeptidler hem beyinde hem de barsakta bulunur. Gastrointestinal homeostazis, bu

ndrotransmiiter ve noropeptidlerin sekresyon ve motilitesini arttiran ya da inhibe eden



yolaklar arasindaki dengeye baghdir. Bu dengenin bozulmas: IBS semptomlarmin
ortaya ¢ikmasina neden olur (32,33).

Serotonerjik yolaklar, IBS patofizyolojisi ve beyin-barsak bozuklugunun
aydinlatilmasinda odak noktasi haline gelmistir. Serotonin(5-HT), enterik sinir sistemi
ve beyin-sindirim sistemi aksinda 6nemli bir néropeptitdir ve gastrointestinal bosluktaki
birgok fonksiyon igin gereklidir (34). Serotoninin %95’inden fazlasi gastrointestinal
boslukta 6zellikle mide-barsak mukozasinda yer alan enterokromaffin hiicrelerde ve
ayn1 zamanda ndronal ve mast hiicrelerinde de bulunur. Intraliiminal stimiilasyon
enterokromaffin hiicrelerinden intrinsik ve ekstrinsik afferent noronlarda yer alan
reseptorlere baglanan 5-HT salimimini arttirir. 5-HT3 reseptor alt tipinin aktivasyonu

motilite, sekresyon ve duyarlilikta artisa neden olur (35).

2.1.4.5. Genetik Faktorler:

Son yillarda yapilan bircok calisma, bircok genetik faktdriin IBS’nin klinik
belirtileri ve etiyolojisinde rol oynayabilecegini ileri siirmektedir. Genetik faktorlerin
hastalik tizerindeki etkisini degerlendirebilmek icin gen polimorfizmlerine dayali,
ailesel agregasyon, ikiz calismalar1 ve genetik epidemiyolojik c¢alismalar yapilmistir
(37).

Whorwell ve ark.(1986) yaptigi arastirmada, IBS’nin 2 jenerasyonu
kapsayabilecegini gosterdi. Bu arastirmaya goére, 100 IBS’li hastadan %33’iiniin IBS
aile Oykiisline sahip oldugu, kontrol grubunda ise bu oranin %2 oldugu saptanmistir
(38).

Bellentani ve ark.(1990) siirekli karin agris1 ¢eken hastalar lizerinde yaptiklar
bir ¢alismada, hastaligin birinci derece hasta yakinlarinda da gozlendigini saptadi. Bu
iki calisma, ailede IBS dykiisiine sahip bir birey varsa, ailenin diger bireylerinde de IBS
gelisim riskinin giderek arttigini ileri siirmektedir (39,40).

Amerika’da 643 bireyde yapilan bir diger ¢alismada ise, ailesinde abdominal
agrl veya barsak rahatsizliklari bulunan hastalarda IBS gelisimi agisindan risk
faktorlerinin giderek arttigi gozlemlenmistir. Bu risk, genetik faktorler, cevresel

etmenler veya her ikisi ile birlikte degerlendirilmektedir (41).
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Japonya’da, IBS hastalar1 ve kontrol grubu iizerine yapilan bir ¢alisma, kontrol grubuna
oranla IBS’li hastalarn pozitif bir aile dykiisiine sahip oldugunu goéstermistir. Aile
Oykiisii, sindirim giigliigii, diyare, konstipasyon ve anksiyeteyi i¢eren klinik belirtiler ile
iliskilendirilmistir (42).

IBS’nin gelisiminde genetik faktdrlerin etkilerini arastirmak igin birgok ikiz
caligmalar1 yapilmistir (38).

Avustralya’da 343 ikizden olusan Orneklem iizerinde yiiriitiilen bir ¢alismada,
IBS tanisinin monozigotik ikizlerde %33 oraminda ortak oldugu bulunmustur. Bu
calisma sonucunda, risk varyansmnin %356,9’luk boliimiinii  genetik faktorlerin
olusturmasi, genetik faktdrlerle IBS arasinda 6nemli bir baglanti oldugunu
gostermektedir. Bu konuda yiiriitiilmiis bir baska énemli ¢alismada, 986 ikiz cift IBS
tanis1 agisindan degerlendirilmis ve monozigotik ikizlerde genetik varyansinin %22

oldugu saptanmustir (43).
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2.2. Leptin

2.2.1. Leptinin Biyolojisi ve Yapisi:

Leptin, beyaz adipoz dokudan sentezlenen ve salgilanan sitokin benzeri bir
hormondur. 167 aminoasit uzunlugunda ve 16 k-Da molekiil agirhigindadir. ilk olarak
Zhang ve ark.(1994) tarafindan pozisyonel klonlama yontemiyle elde edilen leptinin
oncelikli gorevi; besin alinimi ve enerji metabolizmasinin diizenlenmesidir (44,45).
Baslangicta tokluk faktorii olarak tanimlanmis olan leptinin, basta hipotalamus olmak
tizere kalp, plasenta, akciger, karaciger, kas, bobrekler, plasenta, dalak, timus, prostat,
testisler, over, ince barsak ve kolonda reseptorlerinin gosterilmesiyle sadece enerji
regiilasyonunda rol almadigi, viicudun bircok sisteminin fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde etkili oldugu gdsterilmistir (46).

Imagava ve ark.(1998) yaptiklari in vitro ve in vivo ¢alismalarda, biyolojik islev
ve reseptore baglanma aktivitesi bakimindan 3 farkli leptin yapist oldugunu saptadilar.
Yine yapilan calismalar sonucunda N-terminal a.a sekansmin (22-115) leptinin
biyolojik ve reseptore baglanma aktivitesinden sorumlu oldugunu, C-terminal a.a
sekansinin (116-166) ise, N-terminal bolgesinin aktivitesinin diizenlenmesinde onemli
oldugu ve C-terminalinde yer alan disiilfiit kopriisiiniin ise, leptinin aktivitesinde gerekli
olmadig1 saptanmistir. Leptin proteini, 4 alfa heliks ve 2 beta kirilmali tabaka igerir ve
tek distilfit bagi (Cys 96-Cys146) ile birarada tutulur (Sekil 2.2). Leptin proteini

aminoasit sekansinin tiirler arasinda % 67 oraninda korundugu gozlenmistir (44,47,48).
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Sekil 2.2. Leptin proteinin helikal loop yapisi (54)

Leptin hedef dokudaki biyolojik aktivitelerini leptin reseptdr araciligi ile
gerceklestirmektedir (49).

2.2.2.Leptin Geni:

Leptini kodlayan gen (LEP), insanlarda 7931.3 kromozom bolgesinde lokalize
olup, 2 intron ve 3 ekzondan olugmaktadir (Sekil 2.3). Uzunlugu yaklagik 1500 bp’dir
(50). Insan leptin geni 3.5 kb cDNA kodlamaktadir. Kodlama yapan bdlge ekzon 2 ve
3’ iceritken ekzon 1 proteine c¢evrilmez. Ekzon 2’nin ilk kismi, olgun leptin

proteininde bulunmayan 21 a.a’lik bir sinyal proteini kodlamaktadir (44).

7 kromozom 7q31.3
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Sekil 2.3. Insan leptin geninin kromozom 7q31.3’deki lokalizasyonu (51)
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Leptin gen transkripsiyonunu anlamak igin leptin promot6r bolgesi izole edilip
karakterize edilmistir. Leptinin promotdr bolgesi 3 kb uzunlugundadir ve TATA kutusu
genin 26-30 niikleotid up-stream bolgesinde yer almaktadir (52).

Su ana kadar insan leptin promotér bdlgesinde bir¢ok 6nemli transkripsiyon
faktoriiniin baglandigi domainler tanimlanmistir. CCATT/enhancer baglayici proteinler,
cAMP response element baglayici proteinleri baglayict domainlerdir. CCATT/enhancer
baglayic1 protein, adipoz dokuda ve enerji metabolizmasinda yer alan bir¢cok genin
transkripsiyonunda gorev alan bir transkripsiyon faktoriidiir (44,53).

LEP genini etkileyen 2 tip mutasyon leptin proteinin yapisinda degisiklik
meydana getirebilir: ilki, kisa ve fonksiyonel olmayan protein olusumu ile sonuglanan,
stop kodon olusumuna yol agan bir non-sense mutasyon ve digeri ise, transkripsiyonu

bozan ve bdylece protein olusumuna izin vermeyen bir mutasyondur (52,54).

2.3. Leptin Reseptorleri

2.3.1. izoform ve yapist:
Leptin, ilk olarak koroid pleksus ve hipotalamusta tanimlanan leptin reseptor
aracilif1 ile hiicresel islevini yerine getirmektedir. Leptin reseptor lirliniinii kodlayan

gen kromozom 1p31°te lokalizedir (55)(Sekil 2.4).

1. kromozom 1p31
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Sekil 2.4. Insan leptin reseptdr geninin kromozom 1p31°deki lokalizasyonu (56)

14



Leptin reseptori, IL-2,I1L-3,IL-4,IL-6,IL-7, graniilosit stimiile edici faktor,
biiyiime hormonu, prolaktin ve eritropoetin reseptdrlerini de kapsayan siif I sitokin
reseptOr ailesinin bir {iyesi olup, degisik alternatif formlarda iiretilmektedir. En az 6
leptin reseptor izoformu tanimlanmaktadir (54,57). Leptin reseptorleri yaklasik 800 a.a
rezidiisii uzunlugunda ekstraseiiler domainlere, 34 a.a rezidiiliik transmembran domaini
ve degisken uzunlukta intraselliiler domainlere sahip olmasi nedeniyle kisa, uzun ve
salg1 formu olmak iizere 3 sinifa ayrilmaktadir:

e Uzun form (OB-Rb)

e Kisa form (OB-Ra,c,d,f)

e Salgi formu (OB-Re)

Oh-Ra Oh-Rb Oh-Re Oh-Rd Ob-Re Ob-Rf

Boxl

Sekil 2.5. Leptin reseptor gen izoformlari (57)

Leptin reseptoriiniin uzun formu (OB-Rb), en uzun intraselliller domaine
sahipken (yaklasik 300 a.a), OB-Ra,c,d ve f kisa intraselliiler domainlere (32-40 a.a)
sahiptir. Uzun ve kisa leptin reseptor izoformlarinin intraselliiler domainleri, 29 a.a
uzunlugunda, Janus kinaz (JAK) baglanma domaini olan ‘Box1’ domainine sahipken,
OB-Rb, bu domaine ek olarak ‘Box2’ ve STAT proteinleri i¢in baglanma bolgeleri de
igermektedir (45)(Sekil 2.5).

Leptin reseptor izoformlari, hipofiz bezi, lireme organlari, meme bezleri, immiin
sistem, sindirim sistemi, bobrek ve akcigerlerde eksprese edilmektedir. Uzun form,

insan ve rat beyninin ¢esitli kisimlarinda yiiksek oranda ekprese edilir. Uzun form,
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mRNA’s1 hipotalamus disinda serebelumun graniiler hiicre tabakalarinda daha az
oranda eksprese edilmektedir. Pankreatik B hiicrelerinde de eksprese edilir ve leptin
tarafindan insiilin sekresyonunun inhibisyonuna katkida bulunur. Bu nedenle, beynin
enerji dengesinin kontrolii ile ilgili kisimlar1 leptinin hedef bolgeleridir (54,58). Uzun
form, sinyal izoformu olarak tanimlanmasina ragmen kisa reseptor izoformlarinin da
sinyalde gorev alabilecegi ve farkli sinyal kapasitesine sahip olduklar1 gosterilmistir.
Kisa leptin reseptor izoformu olan OB-Ra, koroid pleksus ve kilcal damarlarda yiiksek
seviyede eksprese olurken, beyinde daha az eksprese olmaktadir. Bu kisa leptin reseptor
izoformu, leptinin kan beyin bariyerini agarak beyne ulasmasinda dnemli bir role sahip
oldugu diisiiniilmektedir. Salgi formu olan OB-Re ise, leptinin biyolojik aktivitesinde
rol oynamaktadir (59).

Her iki leptin reseptor izoformu da ligand yokken homodimer yapisindadir.
Leptin reseptorleri arasinda dimer olusumu sinyalizasyon i¢in gereklidir. Uzun leptin
izoformu leptin ile etkilesime girdiginde tetramerik reseptor-ligand kompleksi
olusmaktadir (45)(Sekil 2.6).

', Leptin ’

% SHP2
IRS4

o JAK-2

M STAT1,35

w# STATS

Sekil 2.6. Leptin dimerizasyonu(45)

2.3.2. Leptin Reseptor Geni:
Leptin reseptor geni 70 kb uzunlugunda olup 20 ekzon i¢ermektedir. 1. ve 2.
ekzon protein kodlamaz ancak bircok alternatif leptin reseptdr yapinin olusumundan

sorumludur. Ekzon 1, %70 GC igerigine sahiptir ve 8 bp’lik palindromlardan
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olugmaktadir. Ekzon 3 ise, baslangi¢c kodonu ve ayni zamanda ekson 4’te de yer alan
sinyal sekansina sahiptir. Ekzon 20, en uzun ekzon olup 900 niikleotid uzunlukta ve
leptin reseptoriiniin son 270 a.a’lik kismini kodlamaktadir (60).

Leptin reseptdr geninde birgok mutasyon saptanmistir.  Leptin reseptor
genindeki herhangi bir mutasyon defektif sinyal transdiksiiyonuna ve bdylece hedef
dokuda leptinin gorevini tam olarak yerine getirememesine neden olabilmektedir. Bu
mutasyonlarin  ¢ogu, erken obezite baslangici, hiperfaji ve infertilite ile

sonug¢lanmaktadir (61).

2.4. Hiicre I¢i Leptin Sinyal Yolaklar:

Son yillarda, leptinin leptin reseptoriine baglanmasiyla gerceklesen sinyal
mekanizmalari, leptin fonksiyonunun molekiiler ve biyokimyasal mekanizmasinin daha
iyi bir sekilde anlasilmasina olanak saglamistir (6). Uzun leptin reseptér formunun sinif
I sitokin ailesi ile homoloji gostermesi, leptinin JAK ve STAT’larin aktivasyonunu da
kapsayan sitokin reseptdr benzeri sinyallerde rol alabilecegi olasiligini akla getirmistir.
Boylece sitokin reseptor ailesinin bir iiyesi olarak uzun leptin reseptor formunun
kesfedilmesi sonucunda, leptin tarafindan aktive edilen baslica sinyal yolaklarindan biri
olan JAK/STAT yolag tanimlanmistir. OB-Ra ve OB-Rb reseptor heterodimerleri
JAK/STAT yolagin1 aktive edemezken, OB-Rb, JAK’larin aktivasyonunu
saglamaktadir. Leptinlerin ayrica MAPK, cAMP, ve PI3K yolaklarin1 da aktive ettigi
daha sonraki yillarda tanimlanmistir (54,62).

2.4.1. Janus Kinaz Sinyal ileti ve Transkripsiyon Aktivatorleri (JAK/STAT)
Yolag:

JAK/STAT sinyal yolagi, c¢ogu sitokin ve biiyiime faktorlerinin hiicresel
islevlerini gostermelerinde 6nemli rol oynamaktadir. Leptin reseptorlerinin kinaz
aktiviteleri yoktur. Bu nedenle, leptin ile tetkiklenen sinyal ileti yolaklarinda Janus
Kinaz 2 (JAK2) gibi kinazlara gereksinim duyulmaktadir (45,63). JAK/STAT yolagi, 4
non-reseptor tirozin kinaz (JAK’lar) ve spesifik tirozin ve serin rezidiilerinin JAK’lar
tarafindan fosforilasyonuyla islevleri diizenlenen 85-95 kDa molekiil agirligina sahip
transkripsiyon faktorlerden (STAT’lar) olugsmaktadir. Fonksiyonel sitokin reseptorleri
JAK etkilesimi ve aktivasyonunda gerekli, prolince zengin Box1 domaini ve izoform

seciciliginde 6nemli rol oynayan Box2 domainine sahiptir (63,64).
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JAK ailesi, JAK1, JAK2, TYK2 (tirozin kinaz 2) ve JAK3’ten olugsmaktadir.
JAK1, JAK 2 ve TYK2, hemen hemen tiim hiicrelerde eksprese edilirken, JAK3 sadece
hematopoetik immiin hiicrelerde eksprese edilmektedir (65,66). Leptinin leptin
reseptoriine baglanmasiyla aktive edilen JAK’lar hem kendi hemde uzun Ieptin
reseptoriinde yer alan diger tirozin rezidiilerini fosforiller. Boylece STAT proteinleri
gibi diger downstream sinyal proteinleri i¢in baglanma bdlgeleri olustururlar. Leptin
tarafindan uzun leptin reseptdr izoformunun aktive edilmesi, STAT3 icin baglanma
bolgesi ve STAT1,STATS ve STAT6 nin aktivasyonu saglar. JAK tarafindan fosforile
edilen STAT proteinleri, spesifik DNA baglanma bdlgesine baglanabilecegi ve enerji

homeostazindan sorumlu genleri aktive ettigi nukleusa gecer (Sekil 2.7)(67).

JAK/STAT Q

Membran

Sitozol

<<<

Sekil 2.7. Ob-Rb aracilig1 ile aktive edilmis JAK/STAT yolag (6)

Uzun leptin reseptor izoformunun 3 intraselliiler aminoasit rezidiisi, sinyal

iletiminde farkli gorevler iistlenmektedir. Tyr %> Ras/Raf/ERK yolagi i¢in gereklidir.

Tyr %%in fosforilasyonu, tirozin fosfatazin SH2 domaini i¢in baglanma bdlgesi

olusturur ve boylece p21/ERK sinyal kaskadinin aktivasyonu saglanmis olur. Tyr 1077 ve
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Tyr 1% STATS, Tyr''® ise, STATI ve STAT3iin aktivasyonu igin nemlidir. Tyr*®,
sitokin sinyal inhibitor proteinlerine (SOCS) baglanarak uzun leptin reseptor izoformu
sinyalinde onemli bir rol oynamaktadir. SOCS proteinleri JAK/STAT yolaginin negatif
diizenleyicileri olarak islev gérmektedirler (68,69).

Leptin JAK/STAT yolag: aracilig: ile hipotalamusta etkisini gostererek viicut
agirliginin - kontroliinii  diizenlemekle kalmayip immiin hiicrelerde de etkisini
gostermektedir. Monositlerde JAK2/STATS3 aktivasyonu, T-lenfositlerin aktivasyonu ve

proliferasyonunu uyaran JAK ve STAT’larin fosforilasyonunu arttirmaktadir (68).

2.4.1.1.Sitokin Sinyal Inhibitér (SOCS) Proteinleri :

SOCS proteinleri, JAK/STAT yolaginin negatif diizenleyicileridir. Bu proteinler,
sitokin uyarimi ile aktive olmakta ve gesitli sitokin reseptorleri araciligi ile sinyali
zayiflatmaktadirlar. SH2 domainine sahip SOCS proteinleri, fosforile olmus tirozin
kinazlara baglanarak veya fosforile olmus reseptorlerle direkt etkilesime girerek

sinyalin baskilanmasina neden olmaktadirlar (Sekil 2.8)(70,71).

Q Leptin

OB-Rb

Membran

Sitozol

—éo:v

—
988

Sekil 2.8. Leptin direncinde SOCS proteinlerinin rolii (6)
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SOCS protein ailesinin 8 iiyesi bulunmaktadir. Bunlar:  Src-homoloji 2 proteini,
SOCS1-7 proteinleridir. SOCS proteinleri, merkezi bir SH2 domaini, N-terminal oncii
SH2 domaini ve bazilarinda kinaz aktivitesini engelleyen kinaz inhibitor bolgesi(KIR)
ve korunmug bir C-terminal box boélgeleri ile karakterize edilirler. Sadece SOCS1 ve
SOCS 3, N-terminal bolgelerinde kinaz inhibe edici bolge(KIR) igerirler. Her ikisi de

farkli mekanizmalarla uzun reseptor izoform sinyalini inhibe ederler (72,73).

2.4.1.2.Mitojen Aktive Edici Protein Kinaz (MAPK) Yolag: :

MAP kinazlar, diferansiyasyon, proliferasyon ve apoptoz gibi hiicresel islevleri
kontrol eden bir grup kinaz olarak bilinmektedir. MAP kinaz ailesinin tiyeleri, 1yi
tanimlanmis Ras/Raf/MAPK sinyal kaskadi bilesenlerini igermektedir ve bu yolak
leptini de kapsayan ¢ok sayida uyaran tarafindan aktive edilebilmektedir (63). Kisa veya
uzun leptin reseptor izoformu, MAP kinaz yolagini uyarabilir fakat kisa leptin reseptor
izofromu daha az etkilidir. Leptin reseptorlerinin distal kism1 MAP kinaz sinyali i¢in
gerekli olmasa da, uzun reseptor formunun intraseliiler kism1 aktivasyon i¢in gereklidir.
Leptin MAP kinaz yolgini 2 yolla aktive edebilir:

1. JAK2 tirozin fosforilasyonu araciligi ile

2. Reseptor fosforlilasyonundan bagimsiz olarak
Her iki yolakta da fosfatazlar i¢in baglanma bolgesi olarak SH2 domainine ihtiyag
vardir. Leptin aracili MAP kinaz yolaginda aktive olmus MEK’ler (MAPK/ERK
kinazlar) ekstrasesiiler reseptor kinazlar1 (ERK1-2) fosforile etmekte ve bdylece hiicre
proliferasyonu ve diferansiyasyonunda yer alan c-fos, egr-1 gibi ¢esitli spesifik genlerin

ekspresyonunu diizenlemektedirler (54).

20



Membran

Sitozol

Nucleus

Sekil 2.9. MAP kinaz aracili sinyal yolagi (6)

ERK1/2 leptinin merkezi gorevlerini yerine getirmesine yardim eden kinazlardir
ve besin alinimi, viicut agirligi ve enerji homeostazinda kilit rol oynarlar. Leptinin
ayrica MAP kinaz yolagi araciligi ile osteoblastik oncii hiicrelerde apoptozu indiikledigi
gosterilmistir. Bu yolakta, MAP kinaz aracilig1 ile ERK1/2’nin fosfolipaz 2’yi aktive
etmesi, sitokrom C salinimina ve kontrollii hiicre 6liimiine neden olan kaspaz 3 ve 9’un

aktivasyonuna ve apoptozun indiiklenmesine neden olmaktadir (Sekil 2.9)(74).

2.4.1.3. AMP Bagimh Protein Kinaz (AMPK) Yolag :

Leptin, iskelet kasinda Asetil-CoA karboksilazin (ACC) etkisini bloklayarak yag
asit oksidasyonunu stimiile eder (Sekil 2.10). AMPK ise, hipotalamusta hormonal ve
besinsel sinyallere yanit olarak besin alinimini diizenlemektedir. AMPK aktivasyonu
anabolik yolaklar1 durduran bir sinyal gorevi goriir ve ATP/AMP oranindaki azalmaya
yanit olarak katabolik progesleri harekete gegirir. AMPK aktivasyonuyla paralel olarak
leptin, ACC aktivitesini baslatir ve bdylece kas hiicrelerinde 3 oksidasyonunu stimiile
eder. Leptinin kas hiicrelerinde AMP seviyesini nasil arttirdigi ve AMPK’y1 nasil aktive

ettigi tam olarak netlik kazanmamustir (54,75)
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Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, leptinin hipotalamustaki antiobezite etkisini
AMPK aktivitesini baskilayarak gerceklestirdigini ortaya koymaktadir. Glukoz, insiilin
gibi diger anoreksijenik ajanlar, AMPK’y1 inaktive etmekte ve besin alinimini
azaltmaktadir. Aksine, grelin gibi oreksijenik faktorler, AMPK’y1 aktive etmekte ve

besin alinimini arttirmaktadir (76).
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Sekil 2.10. leptin sinyalinde AMPK yolag1 (77)

2.4.1.4. Fosfatidilinozitol 3 Kinaz (PI3K) Yolag:

Fosfatidilinozitol 3-kinazlar, katalitik ve diizenleyici alt tinitelerden meydana
gelmislerdir ve biiylime, metabolizma ve kemotaksis gibi ¢esitli hiicresel fonksiyonlari
kontrol ederler. PI3K kompleksi, fosfatidilinozitol olarak bilinen lipid substratlarindaki
inozitoliin 3’ hidroksil grubunu fosforlar (78).

PI3K sinyal yolagi, ¢ok sayida biiyiime faktorii ve hormonlar tarafindan
indiiklenir. Ornegin, insiilin reseptdriiniin aktivasyonu, insiilin reseptdr substrat 1 ve 2
(IRS1 ve IRS2) deki tirozin rezidiilerinin fosforilasyonuna neden olur. Bu fosforilasyon

diger sinyal molekiillerinin baglanma affinitesini arttir ve bdylece sinyalin sonraki
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basamaklar1 aktive edilir (Sekil 2.11). Fosfatidilinozitollerin PI3K tarafindan
fosforilasyonu, leptinin ¢ogu hiicre i¢i etkilerini diizenleyen fosfoinozitid bagimli kinaz
1 (PDK-1) ve protein kinaz B olarak bilinen Akt gibi ¢esitli downtream hedefleri aktive
eder. Son yillarda yapilan ¢alismalar, hipotalamik néronlar vasitasiyla PI3K yolaginin
enerji ve besin alimimin diizenlenmesinde nemli bir rolii oldugunu gostermistir (54).
Insiilin ve leptin, glukoz homeostazi besin alinim, enerji tiikketimi ve sempatik aktiviteyi
kontrol eden hipotalamik néronlarda gorev alan 6nemli hormonlardir. Leptin tarafindan
PI3K sinyal yolaginin aktivasyonu, hipotalamusta enerji homeostazini ve néroendokrin
fonksiyonlar1 diizenleyerek leptinin insiilin direnci iizerindeki etkisine aracilik eder. in
vivo ve in vitro caligmalar, myosit, hepatosit ve hipotalamik dokular1 da kapsayan
cesitli doku ve miirin hiicrelerinde leptinin, PI3K yolagmi aktive ettii gostermistir.
Benzer sekilde kanser hiicrelerinde, adipoz, karaciger ve kas dokularinda da bu yolag:
tetikleyebilmektedir. PI3K aktivasyonu, sinyal basamaginin alt kisimlarinda IRS

araciligi ile gerceklesmektedir (16,79).
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Sekil 2.11. insiilin indiiklii yolaklarda leptin sinyali (6)
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2.5. Gastrointestinal Boslukta Leptin:

Gastrointestinal boslukta leptin biiyiilk oranda midede iiretilmektedir. Gastrik
mukozadaki endokrin ve ekzokrin hiicreler leptin iiretmektedir. Leptin reseptorleri de
gastrointestinal sistemde, 6zellikle barsagin proksimalinde bol miktarda tiretilmektedir.
Leptinin gastrointestinal bosluktaki hareketlilik iizerine kompleks etkileri vardir.
Afferent ve efferent sinir uglar1 leptin reseptor icermektedir. Leptin, ince barsakta
mekanoreseptorler ilizerine uyarict ve inhibitér etkilere neden olabilir. Leptin
eksikliginin farelerde gastrik bosalmayr arttirdigi, jejunumdaki transit aktivitesini
arttirdig1 ve ince barsakta total transit zamani kisalttigi gosterilmistir (80,81). Bazi
calismalar, leptinin gastrointestinal boslukta trofik bir faktor oldugunu ve disaridan
verildiginde sindirim sisteminde yer alan epitelyum hiicrelerinin proliferasyonu ve besin
absorbsiyonunu uyarabildigini gostermistir (82,83).

IBS’li hastalar, degisken gastrointestinal yakinmalara maruz kaldiklarindan
yasam konforlar1 bozulmus hastalardir. Hastaligin tanisinda ise herhangi bir
biyokimyasal, yapisal yada molekiiler parametre heniiz belirlenmis degildir. Leptin ve
leptin reseptorleri sahip olduklari islevler dikkate alindiginda, bu molekiilleri kodlayan
genlerdeki  genetik  degisimlerin  IBS  etiyopatogenizinde rol alabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu nedenle leptin ve leptin kodlayan genler, IBS igin birer aday gen
ozelligi tagimaktadir.

Bu calismada, IBS gelisimi igin leptin ve leptin reseptorlerindeki fonksiyon
kaybmna yol acabilecek gen polimorfizmlerinin iBS’li hastalarda arastirilmasi
amaglanmaktadir. Elde edilecek veriler bu konudaki bilgi eksikligini doldurabilecegi

gibi hastalik etiyopatolojisi hakkinda da yeni bilgiler edinmemize katki saglayacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

frritabl Barsak Sendrom’lu bireylerde leptin ve leptin reseptdr gen
polimorfizmlerinin  arastirildigit  bu calismada, hasta ve kontrol gruplarinin
olusturulmasi, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklart Anabilim Dali
Gastroenteroloji Bilim Dali tarafindan gergeklestirildi. Hasta ve kontrol grubuna ait
bireylerden alinan kan Orneklerinin molekiiler analizi ise, birimimize bagli molekiiler
genetik laboratuvarinda gerceklestirildi. Calismamizda hasta grubu olusturulmadan
once Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan onay alindi.

(Calismada, hasta ve kontrol gruplarin1 olusturan bireylerden DNA izolasyonu
icin 7-8 ml vendz kan 1 ml % 2’lik etilendimetiltetraasetik asit (EDTA) iceren, 15
ml’lik santrifiij tiiplerine konuldu. DNA izolasyonuna kadar —20 °C’de saklandi. DNA
eldesi Miller’in tuz ¢oktiirme yontemine gore yapildi. Elde edilen DNA’lardan leptin
G/A 1517151919 ve leptin reseptor G/A 1s3790434 polimorfizmlerine ait gen
bolgelerinin ¢ogaltilmas1 ve molekiiler analizi i¢in Real-Time PCR yontemi kullanildi.

Saptanan polimorfizm verileri istatistiksel olarak degerlendirildi.
3.1. Kullanilan Arag ve Gerecler
3.1.1. Kullanilan Cihazlar

e ABI Prism 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) cihazi
e  Mikrosantrifiij (Hermle, Z160M)

e Santrifiij (Niive NF-800)

e Etiiv (Niive EN-500)

e Otoklav (Niive OT 4060 V)

e Vorteks (VELP)

e Mikropipet Seti (Eppendorf)
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Termal Cycler (Techne Progenen, Cambridge, UK)
Mikrodalga Firin (Samsung)

Elektroforez Tanki (Midicell EC-350)

Elektroforez Gii¢ Kaynagi (EC-135-90)

Jel Gortintiileme (Vilber Lourmat Marne La Vallee, France)

Elektromanyetik Karistirici (Niive MK-418)

3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

EDTA (Sigma E-5134)

Tris-Hidroklorid (Sigma T-7149)

2X TagMan Universal PCR Master Miks (Applied Biosystems)
Agaroz (LE Prone Basica 051342 PR)

Orange G (Sigma 0-3756)

Tris Base (Sigma T-6066)

Ethidyum Bromide (Sigma E-1510)

Etanol (Riedel-de Haen 32221)

Tail (Fermentas,#ER1141)

Gene Ruler 50bp DNA Ladder (MBI Fermentas SM0371)
2 mM dNTPmix (MBI Fermentas R0242)

10X PCR Buffer with (NH4)2SO4 (MBI Fermentas #B33)
SDS (Sodyum Dodesil Siilfat)

Etanol (Riedel-de Haen 32221)

Taq DNA Polimeraz (Fermentas EP 0402)

Proteinaz K (MBI Fermentas E00491)
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Bidistile Su (Sigma W-3500)

NaCl (MERK 1.06404.1000)

Tris EDTA Buffer

Amonyum Asetat (Amresco MW 77.08)

Primerler: G/A rs17151919 polimorfizmi igin;
F: 5>- ACTGGCAGTCTACCAACAGATCCT-3’
R: 5>-AGGTTCTCCAGGTCGTTGGA-3’

G/A rs3790434 polimorfizmi i¢in;

F: 5’>-TTGACCGGAACGGAGGTG-3’
R: 5’-AGACATGGCGGGCGTTAA-3’

e Problar: G/Ars17151919 polimorfizmi igin;
Prob A: 5°-Yakima Yellow-TT(pdC)(pdC)AGAAA(pdC)ATGAT (pdC)AAA-BHQ-1-3’
Prob G: 3°-FAM-T(pdC)(pdC)AGAAA(pdC)GTGAT (pdC)(pdC)AA-BHQ-1-3’

G/A 153790434 polimorfizmi i¢in;
Prob A: 5’-Yakima Yellow-CA(pdC)A(pdC)GACAAG(pdC)GAG(pdC)C-BHQ-1-3°

Prob G: 3’-FAM-A(pdC)A(pdC)GACGAG(pdC)GAG(pdC)C-BHQ-1-3’

3.1.3. DNA izolasyonu i¢in Kullamlan Cézeltiler

Niiklei Lizis Buffer

Tris-HCl ..o, 1576 g
NaCl ..o, 23.4¢
Na2EDTA.....ccccoeveieeeceene, 079

1 litre distile suya tamamlanip ¢6ziildiikten sonra otoklavda steril edildi ve +4 oC de

saklandi.
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%10 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Cozeltisi
10 g SDS, 100 ml distile suda ¢oziildi.

10 M Amonyum Asetat Buffer
148 g amonyum asetat,

200 ml distile suda ¢oziiliir.

TE Buffer

Tris-HCl oo 0.394 ¢

NaZEDTA.......ccooovreiiriees 0.093¢g

250 ml distile suya tamamlamp ¢oziildiikten sonra otoklavda steril edildi ve +4°C’de
saklandi.

Proteinaz K

Liyofilize 100 mg Proteinaz K, 10 ml steril distile su ile ¢oziilerek 10 mg/ml’lik
konsantrasyona getirildi ve -20 °C’de saklandi.

3.2. Hasta ve Kontrol Gruplariin Olusturulmasi

Bu ¢alismaya, hasta grubu olarak Irritabl Barsak Sendromu tanis1 konmus 159
hasta birey ve kontrol grubu olarak 104 saglikli birey olmak iizere toplam 263 bireyden
alinan kan ornekleri dahil edildi.

Hem hasta hem de kontrol grubunu olusturan bireylere ait bilgiler, etik kurallara
uygun olarak hazirlanan anket formlar1 kullanilarak alindi. Calismaya dahil olmay1
kabul eden her bireyin bilgilendirilmis onay1 alindiktan sonra, 7-8 ml periferik kan

aliarak 1 ml, % 2’lik EDTA igeren 15 ml’lik santrifiij tiiplerine konuldu.
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3.3. Leptin (LEP) Geni Val94Met (G>A, rs17151919) ve Leptin Reseptor (LEPR)
Geni (G>A, rs3790434) Polimorfizmlerinin Real Time PCR Yontemiyle Molekiiler
Genetik Analizi

3.3.1. DNA’nin izolasyonu

Hasta ve kontrol grubuna ait Miller’in tuz ¢oktiirme yontemi ile DNA
izolasyonu (Miller 1998) i¢in 7-8 ml ven6z kan alinip i¢inde 1 ml EDTA bulunan 15
ml’lik polipropilen santrifiij tiiplerine konularak +4°C’de saklandi. Izolasyon
sirasinda kKros-kontaminasyonu 6nlemek icin her bir drnek i¢in ayr1 pipet kullanildi.

DNA izolasyonu i¢in asagida verilen yontem uygulandi:

1. Periferik kan 6rnekleri, steril soguk distile su ile 13 ml’ye tamamlandi.

2. Kapaklar1 kapatildiktan sonra elle yaklagik 2-3 dk hizli olarak asagi yukari

karistirilarak homojenize edildi.

3. 10 dk 2000 rpm’de ilk santrifiijleme gergeklestirildikten sonra santrifiijlenen tiiplerin
siipernant kisimlar1 transfer pipeti yardimiyla alinarak atildi. Tiiplere tekrar soguk distile

su ilave edilerek 14 ml’ye tamamlandi ve ¢alkalama islemi gerceklestirildi.
4. 10 dk 2000 rpm’de santrifiijlendi

5. Supernatant kisim berrak bir goOriintii alana kadar tiiplerdeki calkalama ve

santrifiijleme islemleri yaklasik 4-5 kere tekrarlandi.

6. Son santrifiijleme ve supernatantin atilmasi isleminden sonra pelet iizerine
l6kositlerin nukleuslarinin parcalanmasini ve serbest hale gelmesini saglayan 3 ml

niiklei lizis buffer tiiplere eklendi ve 15-20 kere elle ¢alkalandi.
7. 200 pl % 10 SDS ve 150 pl proteinaz-K eklenerek homojenizasyon saglandi.
8. 37°C’de 12 saat inkiibe edildi.

9. Inkiibasyon sonrasi tiiplere 2 ml, 6 M NaCl eklenerek karistirildi ve 10 dk oda
1s1sinda bekletildi.

10. 15 dk 3500 rpm’de santrifiijlendi.
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11. Siipernantlar transfer pipetiyle bos bir tiipe alind1 ve {izerine tamamlayacak sekilde

soguk saf etanol (% 99,8) eklenerek DNA’nin yogunlagsmasi saglandi.

12. Yogunlasan ve goriiniir hale gelen DNA mikropipet ucuyla c¢ekmeden, uca
dikkatlice sarilarak daha 6nce 500 ul TE buffer konulan ependorf tiiplere alindi ve 37
C’de bir gece bekletilerek DNA’larin TE buffer igerisinde ¢dziiniip homojen hale
gelmesi saglandi. Tiim DNA o6rnekleri, PCR oncesi +4 9C’de saklandi.

3.3.2. Real Time PCR Ile Genotiplerin Belirlenmesi:

Real-Time PCR genotipleme deneyi Applied Biosystems (ABI) Prism 7500 Real
Time PCR cihaz iizerinde gerceklestirildi. Sekil 3.1 ve 3.2°de belirtildigi gibi primer
eslesme bolgeleri mavi ile isaretlenmistir. Pembe renk ile isaretlenen niikleotid ise
polimorfik alleli isaret etmektedir. Prob eslesme bolgeleri ise yesil ile isaretlenmistir.
Leptin genine ait ¢ogaltilan bolge 77 bp (Sekil 3.1), leptin reseptdr geni i¢in ise 81
bp’den olugmaktadir (Sekil 3.2).

Cizelge 3.1. LEP ve LEPR genlerinin primer dizileri ve PCR sonrasinda elde edilen bant uzunluklari (bp).

Gen Primer Dizisi Uriin(bp)

LEP Forward 5-ACTGGCAGTCTACCAACAGATCCT-3’ 77 bp
Reverse 5’-AGGTTCTCCAGGTCGTTGGA-3’

LEPR Forward 5’-TTGACCGGAACGGAGGTG-3’ 81 bp
Reverse  5’-AGACATGGCGGGCGTTAA-3’
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Cizelge 3.2. LEP ve LEPR genlerinin prob dizileri

Gen Prob Dizisi

LEP  PrA 5°-Yakima-TT(pdC)(pdC)AGAAA(pdC)ATGAT(pdC)AAA-BHQ-1-3’
PrG 3’-FAM-T(pdC)(pdC)AGAAA(pdC)GTGAT (pdC)(pdC)AA-BHQ-1-3

LEPR PrA 5°-Yakima-CA(pdC)A(pdC)GACAAG(pdC)GAG(pdC)C-BHQ-1-3’
PrG  3’-FAM-A(pdC)A(pdC)GACGAG(pdC)GAG(pdC)C-BHQ-1-3’

ACTGGCAGTCTACCAACAGATCCTCACCAGTATGCCTTCCAGAAACCTGAT
CCAAATATCCAACGACCTGGAGAACCT

Sekil 3.1.Leptin genine ait gogaltilan bélge (77bp)

TTGACCGGAACGGAGGTGGCAACCCCACCACACGACAAGCGAGCCGGGGA
CCGCGATGTACCTTTAACGCCCGCCCATGTICT

Sekil 3.2. Leptin reseptdr genine ait ¢gogaltilan bolge (81bp)

Her prob, 5’ ucunda FAM (6-karboksifloresin) ile isaretlenmis 1s1ma yapabilen
bir boya ve 3’ ucunda ise BHQ adindaki “quencher” yani sogurucu bir boya ile
isaretlenmistir. 3° ucundaki baskilayic1 “quencer”, 5° ucundaki FAM boyasinin sinyal
olusturmasini engellemektedir. Ayrica, sitozin niikleotid yerine sitozin analogu olan C-5
propinil-deoksiribo Sitozin (pdC) ilavesiyle prob dizayn edilmesi sirasinda floresan
boya ile isaretli oligoniikleotidin erime sicakligi (Tm) arttirilarak hedefe 6zgiilliik
korunmaya c¢alisildi (Cizelge 3.2). Prob dizilerinde alt1 ¢izili niikleotid polimorfik alleli
belirtmektedir. LEP ve LEPR genlerine 06zgii kullanilan prob, Yakima Yellow
isaretlidir. Degerlendirme siirecinde “VIC” olarak degerlendirilmesinin sebebi “Yakima

Yellow” ile “VIC”1n benzer dalga boylarinda 1s1ma yapmasidir (84).
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3.3.2.1. Real-Time PCR Reaksiyon Karistminin Hazirlanisi:
Real-Time PCR reaksiyon karisimi, son hacim 25 pl olacak sekilde hazirlandi:

a) 12.5 ul, 2X TagMan Universal PCR Master Miks (Applied Biosystems)
b) 2.5 ul, 900 nmol primer (LEP-F)

c) 2.5 ul, 900 nmol primer (LEP-R)

d) 0.4 ul, 200nmol Yakima isaretli prob (LEP-PrA)

e) 0.4 ul, 200nmol FAM isaretli prob (LEP-PrG)

f) 4.2 ul Distile Su

g) 2.5 pl kalip DNA (30 ng)

3.3.2.2. Real-Time PCR reaksiyon Sartlari:

50°C’de 2 dakika 6n inkiibasyon 1 dongii

95°C’de 10 dakika aktivasyon 1 dongii
95°C’de 15 saniye denatilirasyon 40 dongii
60°C’de 1 dakika baglanma/uzama 40 dongii

Real-Time PCR islemi ve genotiplerin belirlenmesi “ABI Prism 7500 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems)” cihaz1 ve “SDS 2.0.3 software for allelic discrimination

(Applied Biosystems)” programi kullanilarak gergeklestirildi.

3.4. Istatistiksel Degerlendirme

[rritabl Barsak Sendromu ile leptin (LEP) ve leptin reseptor (LEPR) gen
polimorfizmleri arasindaki istatistiksel iligkinin belirlenmesi amaciyla yiiriitiilen bu
calismaya ait verilerin istatistiksel analizi, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyoistatistik ve Bilisim Anabilim Dali’ndan danigsmanlik alinarak yapildi.

Yas bakimindan hasta ve kontrol gruplar1 arasinda farklilik olup olmadig
Independent Samples t test ile incelendi. Hastalik ile genotiplerin ve allellerin iliskileri ki-

kare testi ile incelendi. Genotip bakimindan gruplarin Hardy-Weinberg dengesi kontrol
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edildi. Siirekli degiskenler i¢in tamimlayici istatistikler ortalama ve standart sapma
cinsinden, kategorik degiskenler i¢in ise frekans ve yiizde olarak verildi. Tiim istatistiksel
analizler i¢in SPSS v.11.5 paket programi kullanildi ve analizlerde p<0,05 ise sonuclar

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

[rritabl Barsak Sendromu’nda leptin ve leptin reseptdr gen polimorfizmlerinin
arastirildigr bu calismada, hasta grubu; Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Gastroenteroloji Bilim Dali’nda Irritabl Barsak Sendromu tanist konmus, 19-89 yas
araligindaki 159 goniillii bireyden olusturuldu. Kontrol grubu ise, ge¢miste Irritabl
Barsak Sendromu tanisi konmamis, yaslari 33-81 arasinda degisen 104 bireyden
olusturuldu.

Leptin ve leptin reseptor genlerinin polimorfizmleri arastirilirken, 104 kontrol
grubu ve 159 Irritabl Barsak Sendrom’lu birey olmak iizere toplam 263 kisiden olusan
ornek hacmi kullanild1.263 kisiden olugan arastirma popiilasyonundaki her bir birey icin
genotiplendirme islemi “ABI Prism 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems)” cihazi ve “SDS 2.0.3 software for allelic discrimination (Applied

Biosystems)” programi kullanilarak gerceklestirildi.

4.1. Real-Time PCR f{le Tlgili Bulgular:

Hedef DNA bdlgesine hibridize olan primer probun bir ucunda florasan 1sima
yapan bir boya ve diger ucunda quencer yer almaktadir. Problarin her bir reaksiyon
dongiisiindeki floresan 1simasi Olgiilerek farkli allelleri tasiyan oligoniikleotidlerin
amplifikasyon miktarlar1 belirlendi. Real-Time PCR reaksiyon miksi, 96 kuyucuklu
saydam polipropilen tabagin (plate) kuyucuklarina yerlestirildi. Real-Time PCR
cihazinda, PCR amplifikasyon egrilerinden yararlanilarak her bir gen i¢in ilgili bélgenin

genotiplendirilmesi yapildi.
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Sekil 4.1. Real-Time PCR analizi ile, Yakima Yellow ile isaretlenen ’A’’, FAM ile
isaretlenen ’G”’ niikleotidlerin, LEP genine ait rs17151919 bolgesindeki GG homozigot
genotipik dagilimlari. (ROX: Referans boya)
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Sekil 4.2.Real-Time PCR analizi ile, Yakima Yellow ile isaretlenen “°A’’, FAM ile
isaretlenen ’G’’niikleotidlerin, LEPR genine ait rs3790434 bolgesindeki AA homozigot
genotipik dagilimlari. (ROX: Referans boya)(2 no’lu hasta)
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Sekil 4.3. Real-Time PCR analizi ile, Yakima Yellow ile isaretlenen ’A’’, FAM ile
isaretlenen ’G”’ niikleotidlerin, LEPR genine ait rs3790434 bolgesindeki GA heterozigot
genotipik dagilimlari. (ROX: Referans boya)(11 no’lu hasta)
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Sekil 4.4. Real-Time PCR analizi ile, Yakima Yellow ile isaretlenen ’A’’, FAM ile
isaretlenen ’G”’ niikleotidlerin, LEPR genine ait rs3790434 bolgesindeki GG homozigot
genotipik dagilimlari. (ROX: Referans boya)(12 no’lu hasta)
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Sekil 4.5. Real-Time PCR analizi ile, Yakima Yellow ile isaretlenen “°A’’, FAM ile
isaretlenen ’G”’ niikleotidlerin, LEP genine ait rs17151919 bolgesindeki genotipik
dagilimlari. (ROX: Referans boya)(hasta ve kontrol grubunda)
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Sekil 4.6. Real-Time PCR analizi ile, Yakima Yellow ile isaretlenen “°A’’, FAM ile
isaretlenen “’G’’ niikleotidlerin, LEPR genine ait rs3790434 bolgesindeki genotipik
dagilimlari. (ROX: Referans boya)(hasta ve kontrol grubunda)
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4.1.1. Leptin geni (val94met) Polimorfizmine Ait Genotiplerin IBS Ile Iliskisi:

Leptin (val94met) polimorfizmine ait bulgular incelendi. Hasta ve kontrol grubuna
ait genotipler Real-Time PCR yontemiyle analiz edildi. Kontrol grubundaki bireylerle
[rritabl Barsak Sendrom’lu bireylere ait genotip ve allel sikliklar1 incelendiginde; GG
genotipinin ve G allelinin goriilme siklig1 hem kontrol grubunda (159 bireyde) hem de
hasta grubunda (104 bireyde) %100 olarak saptandi. GA ve AA genotipine her iki
grupta da rastlanmadi (Sekil 4.1)(Sekil 4.5).

Her iki grupta da yalnizca GG genotipinin gdzlenmesi lizerine 6rnekler PCR ve

RFLP yontemi kullanilarak tekrar gézden gecirildi. Her bir ornek elektroforez
yontemiyle agaroz jel lizerinde yiirlitiildiikten sonra 240 nm dalga boyundaki UV
goriintiileme cihazi kullanilarak genotipler elde edildi. Tail kesim enzimi ile yapilan
RFLP analizi sonucunda 77 bp’lik PCR amplifikasyon iriiniiniin hi¢ kesilmedigi
(yabanil tip) oldugu gozlendi.

Sekil 4.7. Leptin(val94met) polimorfizminin hasta grubuna ait genotplerin elektroforez sonrasi fotografi.
71,72,73,74,75 numarali 6rnekler GG genotipine sahip bireyler.

4.1.2. Leptin Geni Ile IBS Arasindaki Istatistiksel Tliski:

Calismamizda, hasta grubunu olusturan 159 IBS’li bireyin 117’si kadin (%73,1)
ve 43’1 erkek (26,9) olup yas ortalamalar1 44,3063 idi. Kontrol grubunu olusturan 105
saglikli bireyin ise, 46’s1 kadin (%43,8) ve 59’u erkek (%56,2) olup yas ortalamasi
+50,1905 idi (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Kontrol ve hasta gruplarinin yas ortalamalari

Grup N Ortalama Standart Sapma | p degeri
Hasta 159 44,3063 11,26183
p< 0,001
Kontrol 104 50,1905 12,94303

Kontrol grubunun yas ortalamasi, hasta grubunun yas ortalamasindan istatistiksel
anlamda yiiksek bulunmustur (p<0,001). Yapilan istatistik inceleme sonucunda LEP
geni (rs17151919) ile hastalik arasinda anlamli bir iliski olmadigi saptanmistir (Sekil
4.8) (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. LEP geni i¢in hasta ve kontrol gruplarinin genotip frekansi

GRUP
LEP(val94met) Kontrol Hasta
Genotipleri n n (%) n n (%)
GG 104 100 159 100
GA _ _ — —
AA _ _ _ _
100 1
80
60
W Hasta
O Kontrol
40 -
20
0 m
GG GA AA

Sekil 4.8. LEP geni icin hasta ve kontrol gruplarinin genotip frekanslarinin grafiksel gosterimi
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4.1.3. Leptin Reseptor Gen (rs3790434) Polimorfizmine Ait Allel ve Genotip
Oranlarmin Kontrol ve IBS’li Hasta Gruplarindaki Dagilimi

Kontrol grubundaki bireylerle IBS hastalarina ait genotip sikliklari
incelendiginde; GG genotipinin goriilme sikligr kontrol grubunda %21.2 (22 kiside)
iken, hasta grubunda %23.3 (37 kiside), GA genotipinin goriilme sikligi kontrol
grubunda %47.1 (49 kiside) iken, hasta grubunda %45.9 (73 kiside), AA genotipinin
goriilme siklig1 kontrol grubunda %31.7 (33 kiside) iken, hasta grubunda %30.8 (49
kiside) olarak saptandi (Cizelge 4.3) (Sekil 4.6).

Sonuglar allel frekansi agisindan incelendiginde; G allelinin goriilme sikligi
kontrol grubunda % 44.7 (93 kiside) iken, hasta grubunda bu allelin goriilme siklig1 %
46.2 (147 kiside), A allelinin goriilme siklig1 kontrol grubunda % 55.3 (115 kiside) iken
hasta grubunda %53.8 (171 kiside) olarak belirlendi (Cizelge 4.4).

4.1.4. Leptin Reseptor Geni Ile IBS Arasindaki Istatistiksel iliski:

Yapilan istatistiksel incelemede; kontrol ve hasta gruplarimin LEPR (G>A,
rs3790434) polimorfizmi agisindan Hardy Weinberg dengesinde oldugu saptandi. Hasta
grubu i¢in p=0,335 ve kontrol grubu i¢in p=0,63 olarak hesaplandi.

LEPR (G>A, rs3790434) genine ait genotip oranlari ile Irritabl Barsak Sendromu

arasinda genotip dagilimlar1 benzer bulunmustur (Sekil 4.9).

Cizelge 4.3. LEPR geni icin hasta ve kontrol gruplariin genotip frekanslari

GRUP
LEPR Kontrol Hasta

(rs3790434)

Genotipleri n n (%) N n (%)
GG 22 21.2 37 23,3
GA 49 47,1 73 45,9
AA 33 31.7 49 30,8
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Cizelge 4.4. LEPR (rs3790434) polimorfizmi allel frekanslari

LEPR (rs3790434) GRUP
Allelleri Kontrol Hasta
N n (%) N n (%)
G Allel Frekansi 93 447 147 46.2
A Allel Frekansi 115 55.3 171 53.8
100
80 -
B Hasta
O Kontrol

GG

GA

AA

Sekil 4.9. LEPR geni i¢in hasta ve kontrol gruplarinin genotip frekanslarinin grafiksel gosterimi
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5. TARTISMA

IBS, abdominal agr1, siskinlik ve barsak hareketlerindeki degisiklikle karakterize
stirekli veya tekrar eden gastrointestinal bir hastaliktir. Arastirmalar toplumun yaklagik
% 3-20’sinde IBS semptomlari oldugunu gdstermistir (85). Hastalik bireylerin sosyal
hayatin1 olumsuz ydnde etkilemektedir. iIBS’li bireyler bu hastalig1 tasimayan bireylere
gore diyet, konsantrasyon gii¢liigli, normal bir yasam siirdiirebilme, fiziksel goriiniis,
seyahat, seksiiel ve fiziksel iliskiler konusunda sorun yasamaktadir. Genel olarak, IBS’li
hastalarin %78’inin bu sorunlarla kars1 karsiya kaldiklar1 rapor edilmistir. IBS’li
bireyler semptomlar nedeniyle giinlilk fonksiyonlarini yerine getirme, ise gitme
konularinda da giicliik ¢ekerler. Bu nedenle, hastalik hem bireyler {izerinde hem de
saglik sektoriinde onemli ekonomik harcamalara neden olmaktadir (86). ABD’de her y1l
hastalik sebebiyle 2,4-3,5 milyon kisinin doktoru ziyaret ettigi, 2,2 milyon regete
yazildig1 ve hastaligin yillik maliyetinin 8 milyar dolar oldugu bilinmektedir (87).

Fonksiyonel barsak hastaliklarin = siniflandirilmasinda  abdominal agr1  ve
semptomlarin sikliklari esas alinmistir. Son olarak 2006’da Los Angeles, Kaliforniya’da
tani kriterlerinin son sekli Roma III kriterleri olarak bir sempozyumda sunulmustur.

[BS’nin patogenezi hala tam olarak aydmlatilamamistir. Anormal motor
fonksiyonu, visseral duyarlilik, gastrointestinal enfeksiyon, psikososyal faktorler ve
genetik faktorlerin IBS semptomlarinin patogenezinde rol aldig: diistiniilmektedir. Ayni
zamanda hastaligin patogenezinde beyin-barsak aksindaki diizensizligin de rol aldigi
diisiiniilmektedir. Enterik sinir sistemi gastrointestinal boslukla iletisim igerisindedir.
Enterik sinir sistemi, diiz kaslarin kasilmasi, barsaklardan suyun ve elektrotlarin gegisi,
intestinal sekresyon gibi olaylar1 yonlendirmektedir (85,88).

Son yillarda yapilan birgok calisma, birgok genetik faktdriin IBS nin klinik
belirtileri ve etiyolojisinde rol oynayabilecegini ileri siirmektedir fakat bu bilgi yeteriz
olmakla birlikte yapilan ¢alismalarda gevresel faktdrlerin de IBS ile iliskisi tam olarak
aydinlatilamamgtir. Bununla birlikte, elde edilen veriler, IBS nin kompleks genetik bir
rahatsizlik olduguna isaret etmektedir. Genetik faktorlerin hastalik iizerindeki etkisini
degerlendirebilmek i¢in gen polimorfizmlerine dayali ¢aligmalar yapilmistir (1,37).

SNP’ler (Single Niicleotid Polymorphisms), DNA dizisindeki varyasyonlardir ve

genomdaki tek niikleotid degisimleri sonucu meydana gelirler. Bir varyasyonun SNP
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olarak kabul edilebilmesi icin, populasyonda en az %]1 oraninda goriiliiyor olmasi
gerekir. SNP’ler insan genetik varyasyonlarinin %90’ 11 olusturmaktadir. Cogu SNP’ler
fenotipik degisimlere yol agmazken, bazilar1 ise hastaligin olusumuna katkida
bulunabilmektedir. Farkli tipteki bu SNP’ler, bir proteinin fonksiyonu veya regiilasyonu
ve ekspresyonunu degistirebilir. Kodlama bolgesindeki SNP’ler a.a degisimine yol
acarak protein fonksiyonunu degistirebilmektedir. Bazt SNP’ler ise, mMRNA splice
bolgelerinde meydana gelen polimorfizmlerdir ve ekzon igerikleri farkli varyant
proteinlerin sentezlenmesine neden olmaktadir. Pek ¢ok SNP’nin hiicresel fonksiyon
tizerine bir etkisi yok iken, bir kisminin hastaliklarda, ilaglara cevapta ve hiicresel
aktivitelerde etkisi oldugu gosterilmektedir (89,90).

IL-10 gen polimorfizmi (-1082G/G) IL-10 yapiminda artis ile sonuglanir.
Gonsalkorale ve ark. (2003) yaptig1 calismada, IBS hastalarinda G/G polimorfizmini
kontrol grubuna gore daha az olarak gozlemlediler. Boylece 1L-10 genotipi ile IBS
gelisimi arasinda bir iligki oldugunu saptadilar. 2012 yilinda Meksika’da yapilan
calismada da benzer sonuglar elde edilmistir (91).

IBS’de en ¢ok ¢alisilmis polimorfizm 5-HTTLPR’dir. Bu polimorfizm sonrasi
kisa (S) ve uzun (1) allel olusumu gozlenir. Kisa allel, transkripsiyonel etkinligin
azalmast ve dolayisiyla gen ekspresyonunun etkinli§inin  azalmasi ile
iliskilendirilmektedir (87).

Pata ve ark. (2004), s/s homozigot polimorfizmlerinin kabizlik tipi (IBS-D), I/s
heterozigot polimorfizmlerinin de konstipasyon tipi (IBS-C) igin risk faktorii oldugunu
gostermistir. Yeo ve ark. (2004) tarafindan Amerika’da yapilan bir baska ¢alismada ise,
homozigot s/s polimorfizminin bayanlarda kabizlik tipi IBS (IBS-D) ile iliskili oldugu
saptanmugtir (92).

Serotonin (5-HT), sindirim sistemi motilitesi, visseral duyarlilik ve sekresyonu
tesvik eden enterik sinir sisteminde yer alan bir norotransmitterdir. IBS
patofizyolojisindeki rolii, kontrol grubu ile karsilastrildiginda, IBS hastalarinda
seratoninin yiiksek miktarlarda goriilmesiyle desteklenmektedir. Bilinen 13 serotonin
reseptorii arasindan 6 tanesi gastrointestinal yolakta iyi tamimlanmistir (5-HT2A, 5-
HT2B, 5-HT2C, 5HT-3,5-HT4, and 5-HT7). Bunlardan 5-HT2A, gastrointestinal
boslukta da yer alir ve diiz kas kasilmasi ve abdominal agr1 algisinin diizenlenmesinde

gorev alir. 5-HT2A geninde saptanan -1438 G/A polimorfizmi, genin promotor
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bolgesinde lokalizedir ve transkripsiyon degisim nedeniyle reseptér sayisini
etkilemektedir. AA genotipinin ise, IBS icin risk faktdrii olusturdugu yapilan
calismalarda saptanmustir (93,94).

Karling ve ark. (2011) yapmis oldugu bir baska ¢alismada ise, COMT geni
vall58met polimorfizminin IBS i¢in bir risk faktorii oldugunu saptamistir (95).

Yunanca leptos: ince kelimesinden tiiretilmis olan leptin, ilk olarak 1994 yilinda
obez farelerden klonlanarak elde edilmistir. Leptin basta adipoz dokuda olmak iizere
diisiik oranlarda da olsa plasenta, ovaryum, memeli epiteli, kemik iligi ve lenfoid
dokular1 kapsayan bircok dokuda eksprese edilmektedir. Leptin, islevini, adipoz doku,
mide, barsak, endometriyum, karaciger, akciger, dalak, kalp, overler ve plasenta da yer
alan leptin reseptorleri araciligi ile yerine getirmektedir (96).

Leptinin kesfinden bir y1l sonra Tartaglia ve ark. (1995) tarafindan kesfedilen
leptin reseptor geni kromozom 1’de lokalizedir (5). Leptin reseptor geninin farkli
splicing’i sonucu en az 6 leptin reseptdr izoformu tanimlanmistir. Uzun leptin reseptor
izoformu, merkezi sinir sisteminde, néropeptid ve norotransmitterlerin sekresyonundan
sorumlu bolgede eksprese edilir ve istah, viicut agirligi ve enerji homeostazini diizenler.
Ayrica endotelyal hiicreler, pankreatik beta hiicreleri, ovaryum, kemik iligi Onciil
hiicreleri, monosit/makrofaj, T ve B hiicrelerinde de eksprese edilir (97). Kisa leptin
izoformu ise periferal dokularda eksprese edilmektedir. Leptinin uzun reseptor
izoformuna baglanmasi, ¢esitli hiicre ici sinyal ileti yolaklariin aktivasyonu ile birgok
hiicresel iglevin diizenlenmesine neden olur (98).

Bu yolaklardan en c¢ok calisilmis olan JAK/STAT yolagidir. Diger sitokin
reseptorleri gibi, leptin reseptorleri de intrinsik kinaz aktivitesinden yoksundurlar.
Leptinin leptin reseptoriine baglanmasini takiben, Janus tirozin kinazlar aktif hale gelir,
hem kendilerini hem de uzun leptin izoformunda yer alan tirozin rezidiilerini
fosforillerler. Boylece down-stream proteinler i¢in baglanma bolgeleri olustururlar.
Sitoplazmik adaptorlerin baglanma bdolgesi olan uzun izofromda 3 fosforile tirozin
rezidiisi vardir. Bunlar; Tyr985, Tyr1°77, Tyr1138 rezidiileridir. Bu rezidiler, fosforile

olduklarinda farkli downstream sinyal proteinleri i¢in baglanma bdlgesi olustururlar
(99).
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Bu protein gruplarindan biri olan STAT3 proteinleri, c-myc, cyclin D1,
p21lwaf2, Bcl-2 ve Bcl-xL gibi hiicre biiyiimesi ve hiicre proliferasyonunda gerekli olan
¢ok sayida genin ekspresyonunu diizenlemektedir (8).

JAK/STAT yolagindan baska leptin, MAP kinaz, AMP kinaz, PI3K yolaklarini
da aktif hale getirebilmektedir. Bu yolaklarda da onemli gorevler iistlenmektedir.
Ornegin; MAP kinaz yolaginda gesitli hiicrelerin proliferasyonu ve diferansiyasyonunda
gorev alan genlerin ekspresyonunu diizenlemekte ve apoptozu indiiklemektedir. AMP
kinaz yolaginda baslica gorevi; iskelet kasinda yag asit oksidasyonunu indiiklemektir ve
PI3K yolaginda ise hipotalamusta enerji homeostazin1 ve néroendokrin fonksiyonlari
diizenleyerek leptinin insiilin direnci tizerindeki etkisine aracilik eder (100).

Leptinin en iyi bilinen fonksiyonu, besin alinimi ve enerji metabolizmasini
diizenlemektir. Leptin hipotalamik reseptorleri araciligi ile besin alinimini uyaran
Noropeptid Y’nin (NPY) salinimini inhibe eder. Boylece istah azalmasina ve sempatik
sinir sisteminin aktive olmasina ve enerji kullaniminda artisa yol agar. Bunun yaninda,
istah metabolizmasini azaltarak etki gosteren melanosit stimiile edici hormonun (MSH)
seviyesini arttirarak istahin azalmasi yoniinde etki gosterir (101).

Leptin, besin alinim1 ve enerji metabolizmasini diizenlemesinin yaninda, ¢esitli
hiicre tiplerinin proliferaSyonunu uyarir ve bu nedenle bir biiyiime faktorii olarak da
degerlendirilmektedir. Bunlarin yani sira leptin, immiinite, anjiyogenez, ireme ve kan
basincinin diizenlenmesinde de islev gormektedir. Anjiyogenez {iizerindeki etkisini
vaskiilar endotelyal growth faktér (VEGF) ve fibroblast growth faktor 2 (FGF2) ile
etkilesime girerek gosterir. Leptin, diyabet, hipertansiyon, anormal tiroid fonksiyonu,
arteriosklerozis, pre-eklemsia gibi bir¢ok hastaligin patogenezinde de rol almaktadir
(101,102).

Leptin ve leptin reseptorlerinin bu ¢ok yonlii biyolojik islevleri dikkate
alindiginda pek ¢ok hastaligin patogenezinde rol alabilecegi goriilmektedir. Buradan
yola cikarak IBS ile leptin (rs17151919) ve leptin reseptdr (rs3790434) gen
polimorfizmleri arasinda bir ilisgkinin var olup olmadigi arastirma hipotezini
olusturmaktadir. Ayrica barsak hiicreleri yiizeyinde leptin reseptorlerinin yer almasi,
leptin ve/veya leptin reseptorii olusumdan sorumlu genlerde meydana gelebilecek

herhangi bir defekt ile IBS arasinda bir iliski olabilecegi fikrini akla getirmektedir.
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Leptin (rs17151919) ve leptin reseptdr (rs3790434) gen polimorfizmleri ile iBS
arasindaki iligkinin incelendigi bu ¢alismada elde edilen veriler ayn1 zamanda Mersin ili
orenekleminde Tirk populasyonuna ait verileri olusturmaktadir.

Leptin ve leptin reseptér geni polimorfizmlerinin arastirildigi bu calismada,
kontrol ve hasta gruplarindan alinan kan 6rneklerinden elde edilen DNA’lardan ilgili
gen bolgesinin amplifikasyonu ve genotiplendirilmesinde Real-Time PCR yontemi
kullanildi. Klasik PCR ve restriksiyon enzim kesimine dayali gelencksel yontemler ile
karsilastrildiginda Real-time PCR ile genotiplendirme yontemi bir¢ok avantaja sahiptir.
Bunlar:

1. Konvansiyonel PCR “plato fazinda” yani son noktada degerlendirilebilinir,
Real-time PCR esnasinda “’ekponansiyel biiyiime fazinda” data gozlemlenebilir.

2. Floresan sinyalin giicii dogrudan ¢ogaltilan {iriin miktar1 ile orantilidir.

3. PCR sonrasi elektroforez gerektirmez.

4. Tki kat artmis degisimi belirleyebilme hassasiyetindedir.

Bu aragtirmadan elde edilen verilere gore leptin polimorfizmine (rs17151919) ait
allel frekanslar1 ve genotip oranlari degerlendirildiginde; GG genotipinin goriilme
siklig1 hem kontrol grubunda (n=159) hem de IBS’li hastalarda (n=104) % 100 olarak
saptandi. GA ve AA genotipine her iki grupta da rastlanmadi. Tiim bireyler ayni
genotipin goriilmesi iizerine, genotiplendirme de PCR ve RFLP yontemine bagvuruldu.
Bircok 6rnek elektroforez yontemi ile agaroz jel lizerinde yiiriitiildiikten sonra 240 nm
dalga boyundaki UV goriintiileme cihaz1 kullanilarak genotip belirlendi. Ayni sonuglara
ulasildi. Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda kontrol ve hasta grubu arasinda
anlaml bir fark olmamasi nedeniyle leptin polimorfizmi ile IBS arasinda anlamli bir
iliski saptanmadi.

Yapilan literatiir aragtirmalarinda leptin (rs17151919) polimorfizmi daha 6nce
obezite, hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastaliklarda ¢alisilmis fakat IBS ile iliskisi
arastirilmamustir.

Enns ve ark. (2011) Afrika, Amerika ve Kafkasli bireyler iizerinde yapmis
olduklar1 ¢aligmada, leptin (rs17151919) polimorfizminin obezite ile iligkili oldugunu
gostermiglerdir (103).
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Benzer sekilde Friedlander ve ark. (2010) yaslar1 18-30 arasinda degisen toplam
4302 birey tizerinde yapmis olduklari ¢alismada, leptin polimorfizminin obezite ile
iliskili oldugunu belirlemislerdir (104).

Hoek ve ark. (2006) ise yaptiklart ¢alismada, hamile bayanlarda val94met
doniistimiiniin pre-eklampsi ile iliskili olmadigini belirtmislerdir (105).

Calismamiz bu polimorfizmin IBS ile iligkisini belirlemek amaciyla yapilan ilk
caligmadir. Verilerimiz Mersin 6rneklemi temelinde Tiirk populasyonunda leptin ile
IBS arasinda bir iliski olmadigini ortaya koymaktadir. Arastirmanin farkli toplumlarda
ve daha fazla birey iizerinde ¢alisilarak dogrulanmasi gerekmektedir.

Leptin  reseptor  polimorfizmine (rs3790434) ait genotip oranlar
degerlendirildiginde; kontrol grubunda 22 bireyin GG, 49 bireyin GA, 33 bireyin ise
AA genotipine sahip oldugu, hasta grubunda ise, 37 bireyin GG, 73 bireyin GA ve 49
bireyin AA genotipine sahip oldugu saptandi. Yapilan istatistiksel degerlendirme
sonucunda kontrol ve hasta arasinda anlamli bir fark olmamasi nedeniyle leptin reseptor
polimorfizmi ile IBS arasinda anlamli bir iliski saptanmadi. Yapilan literatiir
caligmalarinda IBS’de daha once ¢alisilmamis olan bu polimorfizmin baska hastaliklarla
iligkili oldugu gozlenmistir:

Bienertova ve ark. (2009), Cek populasyonunda yaslar1 21-91 arasinda degisen
ve kalp yetmezligi olan 372 birey iizerinde yaptiklari calismada leptin reseptor
GIn223Arg polimorfizminin, hastalikla iligkili oldugunu gostermislerdir (106).

Duarte ve ark. (2007) yaptiklart calismada, Brezilyada, LEPR Q223R
varyantinin obezite riskini %58 arttirdigini saptanmistir (107).

Clevaland ve ark. (2010), 1508 meme kanseri ve 1273 saglikli birey {izerinde
yaptiklar1 ¢aligmada LEPR Q223R polimorfizmi ile meme kanseri arasinda bir iliski
saptanmadi. Yine ayni ¢aligmada LEP -2548 polimorfizminin meme kanseri gelisiminde
% 30 risk faktorii oldugunu belirlemislerdir (108).

Karimi ve ark. (2011) yaptig1 ¢calismada, iran populasyonunda LEPR GIn223Arg
polimorfizmi ile kolorektal kanser arasindaki iligkiyi arastirdilar ve bu polimorfizm ile
kolorektal kanser arasinda herhangi bir iliski olmadigini saptadilar (109).

Hansel ve ark. (2009) yapmis olduklar1 ¢alismada, kronik obstriktiif akciger

hastalig1 ile LEPR polimorfizmleri arasinda iliski oldugunu saptadilar. Ayrica bu
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hastaliklarin ~ gelisiminde LEPR’iiniin aday gen olarak rol alabilecegini ileri
stirmektedirler (110).

Leptin reseptdr polimorfizminin IBS ile iliskisi de ilk defa calismamizda yer
almistir ve IBS ile bu polimorfizm arasinda da herhangi bir iliski saptanamamustir.

Elde ettigimiz bulgular dogrultusunda birgok hastaligin molekiiler patogenezinde
rol alan leptin (rs17151919) ve leptin reseptdr (rs3790434) gen polimorfizmleri ile IBS
arasinda anlamli bir iliski olmadig1 saptandi. Leptin ve leptin reseptdr gen
polimorfizmlerinin IBS’li hastalarda daha 6nce c¢alisiimamis olmasi nedeniyle elde

edilen sonuclarin literatiire katki saglayacagini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Irritabl Barsak Sendromu (IBS), herhangi bir yapisal ya da biyokimyasal
degisim ile agiklanamayan, kronik veya tekrarlayan agri veya rahatsizlik, karin
siskinligi ve barsak harcketlerinin degisimi ile karakterize edilen fonksiyonel bir barsak
hastaligidir. Hastaligin patogenezinde ¢esitli faktorlerin rol aldigi 6ngoriilmekle birlikte
tam olarak hastaliga neden olan etken veya etkenler belirlenebilmis degildir. Son
zamanda yapilan calismalar, hastaligin genetik faktorler nedeniyle ortaya ¢iktigi
yoniindedir.

Calismamizda bircok hiicre i¢i sinyal yolaginda gorev alan ve cesitli
hastaliklarin patogenezinde gorev aldigi bilinen Leptin ve Leptin reseptdr gen
polimorfizmleri ile IBS arasinda bir iliski olup olmadig: arastirildi. 159 IBS’li hasta ve
104 kontrol grubu ile yapilan caligmada, Real- time PCR yontemi kullanarak elde
ettigimiz veriler dogrultusunda basta JAK/STAT yolagi olmak iizere 6nemli hiicre i¢i
yolaklarda gorev alan bu polimorfizmler ile IBS arasinda anlamli bir iliski olmadig
saptandi (p<0.005). Caligma popiilasyonunun artirilmasi, leptin ve leptin reseptoriine ait
diger polimorfizmlerin de calisilmasi ya da tiim gen bolgesi i¢gin SNP analizinin
yapilmasi, her iki gen i¢in de olast ekspresyonel ve epigenetik degisimlerinin
belirlenmesi ve ilgili sinyal yolaklarindaki islevsel molekiillerinde g¢alismaya dahil
edilmesiyle leptin ve leptin reseptdrlerinin IBS etiyopatogenzindeki olasi rolleri
aydinlatilabilecektir.

Calismamiz, leptin ve leptin reseptér genine ait sirastyla rs17151919 ve
rs3790434 polimorfizmlerin genotip frekans ve allel oranlarinin Mersin ili kapsaminda
Tiirk populasyonundaki ilk verilerini olusturmaktadir. Ayrica IBS de leptin ve leptin
gen polimorfizmlerinin daha 6nce galisilmamis olmasi nedeniyle elde edilen verilerin

literatiire katki saglayacagini diisenmekteyiz.
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