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Ozet

Kolorektal kanser; kalin bagirsak ve rektumda goriilen malign
olusumlardir. Etyopatolojisi heniiz net olarak aydmlatilmamig
olan g¢evresel ve genetik faktorlerin etkili oldugu bilinen bir
hastaliktir. Caligmamizda, adipositler tarafindan salgilanan enerji
dengesi, besin alinimin diizenlenmesi ve besin emiliminde 6nemli
rol oynayan leptin (LEP) ve leptin reseptorlerine (LEPR) ait gen
polimorfizimlerinin kolorektal kanser ile iliskisini arastirmay1
amagladik. Calismamiza 55 kolorektal kanseri tanist almis hasta
ve 54 saglikli birey dahil edildi. Bireylerden alinan kanlardan
DNA izolasyon kiti yontemiyle DNA lar elde edildi. LEP
rs7799039 ve LEPR rs1137101 gen polimorfizmleri PCR-RFLP
yontemi ile analiz edildi. Elde edilen veriler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, LEPR rs1137101 gen polimorfizmine ait
AG genotipinin hastalik riskini 2.6 kat artirdigi tespit edildi
(p<0.05). Ancak, kolorektal kanserli olgular ve LEP rs7799039
geni arasinda anlamli bir iliski bulunamadi (p>0.05). Calismamiz
sonucunda LEPR rs7799039 gen polimorfizminin kolorektal
kanser etyopatogenezinde etkili olabilecegi tespit edilmistir.
Sonraki agamalarda, daha genis popiilasyonlarda ve genlere ait
ekspresyon diizeyleri de arastirilmasi uygun olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Kolorektal Kanser, Leptin, Leptin Reseptorii,
Polimorfizm

Abstract

Colorectal cancer is defined as malignant occurrences observed in
the large intestine and rectum. It is a disease whose etiopathology
has known to be influenced by environmental and genetic factors
that are not yet clearly understood. We aimed to investigate the
relationship between colorectal cancer and gene polymorphisms
of leptin (LEP) and leptin receptors (LEPR), which play an
important role in regulation of nutrient uptake and regulation of
nutrient uptake and energy balance secreted by adipocytes. The
study included 55 patients with colorectal cancer and 54 healthy
individuals. DNA was obtained from the blood of individuals by
DNA isolation kit method. LEP rs7799039 and LEPR rs1137101
gene polymorphisms were analyzed by PCR-RFLP method. The
statistical analysis of the results shows that AG genotype of
LEPR rs1137101 gene polymorphism was found to increase the
risk of disease 2.6 times (p <0.05). However, no significant
correlation was found between colorectal cancer and LEP
rs7799039 gene polymorphism (p> 0.05). As a result of our study,
it was determined that LEPR rs7799039 gene polymorphism may
be effective in the etiopathogenesis of colorectal cancer. As a
further study, these gene expression levels should be investigated
in large populations.
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Giris

Kolorektal kanser diinyada en sik teshis edilen
kanserler arasinda erkeklerde figiincii, kadinlarda
ikinci sirada yer almaktadir (1). Daha 6nce yapilan
caligmalarda viicuttaki yag oraninin kolorektal
kanser ile iliskili oldugu gosterilmistir (2). Cevresel
kosullar, yasam tarzi gibi etmenler kanser riskini
arttirsa da artan yag kitlesi de kolorektal kanser ile
iligkili olabilir. Adipositlerden sentezlenen leptin,
dolagima katilir, proteinlere baglanir ve &zellikle
hipotalamusta merkezi sinir sisteminde etkilidir.
Hipotalamusta reseptorlere baglanmasiyla tokluk
faktorii gibi hareket ettigi kabul edilen leptin, besin
alimin1 inhibe ederek enerji harcamasmi uyarir
(2,3). Leptinin beslenme davranisi, otonomik ve
noroendokrin fonksiyonu etkileyerek, hipotalamik
noropeptidlerin ifadesini diizenledigi bdylece de
enerji homeostazini etkiledigi diisiiniiliir. Onceki
calismalarda leptinin viicuttaki yag oraninin
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diizenlenmesinde etkili oldugu da saptanmis ve
yiiksek leptin diizeylerinin de obezite ile iliskili
oldugu tespit edilmistir (2). Leptin, fizyolojik
etkisini leptin reseptorii (LEPR) araciligiyla
gerceklestirir. Leptin reseptorleri baglica beyin,
kalp, testis ve adipdz gibi farkli dokularda farkli
seviyelerde ifade edilir. Leptin reseptorlerinin,
koroid pleksus ve hipotalamusta yerlesik olmasi

leptinin  etkisinin ~ hipotalamus  seviyesinde
diizenlendigini diisiindiirmektedir (3,4).
Leptin, protein yag tiiketiminin inhibe

edilmesini ve enerji harcanmalarim1 diizenleyen
Janus kinaz sinyal transdiiseri ve transkripsiyon
aktivatori (JAK-STAT) sinyal yolaginda islev
goriir. JAK-STAT yolu, hiicre dist polipeptid
sinyallerinden alinan bilgileri, transmembran
reseptorleri vasitasiyla, hedef gen promotdrlerine
dogrudan iletir ve ikinci mesajcilar olmadan
transkripsiyonel diizenleme igin bir mekanizma
saglar. Leptinin, leptin reseptoriine baglanmasiyla
bu yolak aktive olur (3-5). Leptin, proliferasyonu
uyarmasinin yani sira, insan kolorektal kanser
hiicrelerinde apoptozu engelledigi gosterilmistir (4).
Insan kolon kanser hiicrelerinde leptin reseptorii
vasitasiyla fizyolojik etkisini gdsterdigi tespit
edilmigtir (5,6).
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Hipotalamik noronlarda, yeterli leptin reseptdr
fonksiyonu, enerji metabolizmas1 ve viicut
agirhiginin - diizenlenmesi,  reseptdriin  hiicre
zarindaki gangliosidlerle etkilesimine baghdir (7).
Leptin ve leptin reseptorii mutasyonlari, obezite ile
iliskilendirilmistir. ~Daha o6nce yapilan bir
calismada; normal farelere ve leptin eksikligi olan
farelere leptin enjekte edilmis ve viicut yaginda
azalma goOriilmistiir. Ayrica leptin diizeyindeki
artisin istah1 azaltarak obeziteyi Onledigi ileri

stirtilmiistiir (8).
Epidemiyolojik  calismalar, obezite  gibi
metabolik  sendromlarin  kolorektal ~ kanser

insidansini artirabilecegini gostermistir. Obezitenin
kolorektal kanser riskini 1.19 kat artirdif1 ortaya
koymustur. Altta yatan mekanizmalar belirsizligini
koruyor olmasina ragmen, dnceki kanitlar karin igi
visseral adipoz dokunun, kolorektal kanserin onciilii
olan kolorektal adenomunu olusturabilecegi
distiniilmiistir. Bu durumda, adipositlerin  ve
preadipositler kolon kanseri hiicrelerinde biiyiime
uyarict rol oynayabilecegi One siiriilmistiir.
Adipositler tarafindan iretilen leptin gibi aktif
maddelerin kolon ve rektumda kanserojen olarak
etki gosterebilecegi belirlenmistir (9,10).
Aragtirmamizin amaci, Tiirk popiilasyonunda leptin
ve LEPR gen varyantlar1 ile kolorektal kanser
arasindaki iligkinin aragtirilmasidir.

Gere¢ ve Yontem
Calisma Grubu

Bu calismaya Biilent Ecevit Universitesi Tip
Fakiiltesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Medikal
Onkoloji poliklinigine gelerek kolorektal kanser
tanis1 konulmus 55 hasta ve 54 saglikli (kontrol
grubu) birey dahil edilmistir. Calisma igin Biilent
Ecevit Universitesi Tibbi Etik komisyonunca onay
almmustir. Bilgilendirilmis onam formu imzalatilan
hasta ve saglikli kontrol bireylerden EDTA’l
tiiplere 2-3 cc vendz kan alinmigtir. Alinan kanlar -
20 0C de saklanmistir. Venoz kanlardan,
E.Z.N.A.® Blood DNA Mini kiti kullanilarak DNA
elde edilmistir.

Genotipleme

Genotipleme i¢in PCR islemi; 20-100 ng DNA,
100pM dNTPs, 20 pmol primer, 1.5 mM MgCl2,
(NH4)SO4’l1 1 x PCR buffer ve 1 Unite Taq DNA
polimeraz (Thermo Fisher scientific, USA,
EP0401) icerecek sekilde distile su ile 25 pL
hacminde gerceklestirildi. PCR iglemi termal cycler
(BIO-RAD  T-100) ile gerceklestirildi. LEP
(rs7799039) ve LEPR (rs1137101) genlerinin
polimeraz zincir reaksiyonu- restriction fragment
length polymorphism (PCR-RFLP) kosullar1 Tablo
1’ de gosterilmektedir.
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LEP ve LEPR gen polimorfizmleri, 0.5 mg / ml
etidyum bromid igeren % 3 agaroz jeli iizerinde 30-
40 dakika boyunca 135 V'de fragman ayrimi ile
tespit edildi. Her bir jel seridine bir boyut standardi
olarak 100 bp'lik bir DNA ladder (Thermo
Scientific, USA, SM0242) kullanildi. Jel bir jel
elektroforezi  gorsellestirme  sistemi  (Vilber
Lourmat E-BOX VX5) kullanilarak UV 15181
altinda gorsellestirildi (Sekil 1 ve 2).

Istatiksel Analiz

Istatistiksel analiz, SPSS 18.0 yazilimi (SPSS
Inc., Chicago, IL) ile gerceklestirildi. Hastalar ve
kontroller arasindaki genotipik ve allelik dagilim
farkliliklar: ki-kare testiyle degerlendirildi. Hastalik
riski ile LEP ve LEPR polimorfizmleri arasindaki
iliski ise lojistik regresyon analizi ile arastirildi. p
degerinin < 0.05 olmas: istatistiksel agidan anlaml
olarak kabul edildi.

Sekil 1. LEP rs7799039 gen polimorfizmine ait agaroz jel
gorlintiisii  gosterilmektedir. 6. Kuyucukta 100 bp’lik
marker bulunmaktadir. 1. Kuyucukta heterozigot genotip
goriilmekte olup 242 bp’lik bant A bandini, 181 bp’lik bant
G bandmi temsil etmektedir. 2. Kuyucukta AA homozigot
genotip Ornegi, 4. Kuyucukta ise GG homozigot genotip
ornedi eosterilmektedir.

Sekil 2. LEPR rs1137101 gen polimorfizmine ait agaroz jel

elektroforezi gorlntiisi. 1. Kuyucuk homozigot olup GG
genotipi goriilmektedir. kinci kuyucukta tek bant goriilmekte
olup (421 bp) AA genotipi goriilmektedir. Heterozigot (AG)
bantlar ise 7. kuyucukta goériilmektedir.
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Tablo 1. Leptin ve leptin reseptorii gen polimorfizmleri igin PCR sartlari.
Gen Polimorfizm  Primerler RE Baglanma  PCRiiriinleri
sicakhig

Leptin rs7799039 F: 5-TTTCCTGTAATTTTCCCGTGAG-3, Cfol 50°C G Allele: 181 bp,

R: 5’-AAAAGCAAAGACAGGCATAAA-3’ 61 bp

A Allele: 242 bp

Leptin rs1137101 F: 5-ACCCTTTAAGCTGGGTGTCCCAAATAG- Mspl  56°C Aallele: 421 bp
Reseptorii 3 G allele: 294 bp,

R: 5 '-GCTAGCAAATATTTTTGTAAGCAATT-3’ 127 bp
Bulgular LEP 157799039 polimorfizimi i¢in kontrol

Bu ¢alismada; 55 kolorektal kanserli hasta ve 54
kontrol birey LEP rs7799039 ve LEPR rs1137101
genotipleri ve alleleri agisindan degerlendirildi.
LEP rs7799039 ve LEPR rs1137101 genotip
analizlerinde AA, AG, GG oranlar1 tespit edilmistir.
LEP 157799039 agisindan degerlendirildiginde,
kontrol grubu i¢in sirasiyla %35.2, %50.0, %14.8
olarak belirlenmis olup, tablo 2 de gosterilmistir.
Kolorektal kanserli hasta grubunda ise sirasiyla bu
oranlar sirastyla %23.6, %58.2, %18.2 olarak
gosterilmisti. LEPR rs1137101 de genotip
analizinde kontrol grubunda AA, AG, GG
genotipleri sirasiyla %51.9, %37.0, %11.1 olarak
belirlenmistir. Kolorektal kanserli hasta grubunda
ise swasiyla  %32.7, %61.8, %5.5 olarak
belirlenmistir.

grubu sirastyla A alleli %60.2, G alleli %39.8, hasta
grubu ic¢in ise A alleli %52.7, G allleli %47.3
olarak  gosterilmistir. LEPR rs1137101 gen
polimorfizmi i¢in kontrol grubunda, A alleli %70.4,
G alleli %29.6, hasta grubunda ise, A alleli %63.6,
G alleli %36.4 olarak tespit edilmistir.

Bu veriler 1s1ginda LEPR rs1137101 gen
polimorfizmi bakimindan Tiirk popiilasyonunda,
kolorektal kanser riski agisindan anlamli bir iliski
bulunmus tespit edilmistir. AG genotipinin
kolorektal kanser hastaligi riskini 2,6 kat artirdig
belirlenmistir  (p<0.05, ki-kare testi). LEP
rs7799039 ve kolorektal kanser arasinda ise anlamli
bir iligkiye rastlanmamustir (p>0.05, ki-kare testi).
Analiz sonuglar1 Tablo 2 ve 3’te gosterilmektedir.

Tablo 2. LEP rs7799039 ve LEPR rs1137101 gen polimorfizmlerine ait genotip frekanslari sonuglari.

Genotip Kontrol n (%) Hasta n (%) X? P degeri OR (95% GA)
Leptin
rs7799039
AA 19 (%35.2) 13 (%23.6) Referans
GA 27 (%50.0) 32 (%58.2) 0.413 1.732 (0.724-4.142)
GG 8 (%14.8) 10 (%18.2) 1.827 (0.569-5.869)
Leptin
reseptorii
rs1137101
AA 28 (%51.9) 18 (%32.7) Referans
AG 20 (%37.0) 34 (%61.8) 0.032 2.644 (1.177-5.943)
GG 6 (%11.1) 3 (%5.5) 0.778 (0.172-3.511)

%95 GA; %95 giiven araligl, OR; Goreceli olasilik oranlart (odds ratio)

Tablo 3. LEP rs7799039 ve LEPR rs1137101 gen polimorfizmlerine ait allel frekanslar1 sonuglari.

2
Allel Kontrol n (%) Hasta n (%) X' P OR (95% GA)
degeri
Leptin
rs7799039
A 65 (%60.2) 58 (%52.7) Referans
0.278
G 43 (%39.8) 52 (%47.3) 1.355 (0.792-2.319)
Leptin
reseptorii
rs1137101
A 76 (%70.4) 70 (%63.6) Referans
G 32 (%29.6) 40 (%36.4) 0.316 1.357 (0.770-2.393)

%95 GA; %95 giiven araligl, OR; Goreceli olasilik oranlar (odds ratio)
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Tartisma

Kanda serbest ve proteine bagli olmak iizere iki
formda bulunur. Leptinin aktivitesinden serbest
formun sorumlu oldugu diistiniilmektedir. Obez
bireylerde serumdaki leptinin biiyilk kisminin
serbest formda oldugu belirlenmistir (11). Viicut
yag kiitlesi hakkinda adip6z dokudan beyne bilgi
veren kan yoluyla taginan bir sinyal oldugu
diisiiniilen leptin; adipéz doku ve beyin arasinda
iletisimi  saglar (12). Leptin enerji alimi veya
harcanmasini, néroendokrin fonksiyonu diizenleyen
birkag norepeptidin ifadesini degistirmek icin
hipotalamustaki spesifik reseptorlerine baglanarak
diizenler (13). Leptin sinyalinin kaybi insanda
siddetli obeziteye neden olur ve dolagimdaki leptin
konsantrasyonu BMI ile pozitif ve gii¢lii bir iligkiye
sahiptir (14). Adipokinler yag dokusu tarafindan
salgilanmakta olup kolorektal kanser ile iligkili
bulunmugtur. LEP ve LEPR de adipokin
genlerindendir (15). Leptin, enerji dengesi, insiilin

ve iltihap icindeki roli nedeniyle kolorektal
kanserde de Onemli bir rol oynayabilecegi
diistintilmiistiir (16).

Bu calismada Tiirk popiilasyonunda ilk kez LEP
rs7799039 ve LEPR rs1137101 gen
polimorfizimlerinin kolorektal kanser {izerindeki
etkisi arastirildi. Kolorektal kanserli hastalar ve
kontrol  grubu  arasinda LEP  rs7799039
varyantlarinda, genotip ve allel frekanslari igin
anlamli sonug¢ bulunamadi. Bununla beraber LEPR
rs1137101 gen varyantlarinda allel frekansi i¢in
anlamli bir sonu¢ bulunamazken, genotip frekansi
icin AG genotipinin hastalik riskini 2,6 kat arttirdig1
tespit edildi.

Daha dnce yapilan galismalarda leptin ve leptin
reseptor polimorfizimlerinin kolorektal kanser ile
olan iligkisi arastirilmigtir ve farkli sonuglar tespit
edilmigtir. Slattery ve ark. leptin geni rs2167270
varyantlari ile kolorektal kanser arasinda bir iliski
oldugunu 6ne siirmiislerdir (14). Ancak Lui ve ark
leptin, LEPR ile kolorektal kanser arasinda anlamli
iliski bulmamigtir. Baz1 ¢alismalarda ise Ozellikle
leptin reseptorii ile kolorektal kanser arasinda
anlamli  bir  ilisgki  bulunmustur  (17-19).
Calismalardaki bu farkliliklar cevresel etmenler,
popiilasyon farkliliklari, yas, kilo, sigara i¢me
durumu gibi etmenlerden dolay: farklilik géstermis
olabilir.

Literatiirde LEP ve LEPR’nin kolorektal kanser
izerindeki  etkisi  arastirllmig  fakat  Tirk
popiilasyonunda daha oOnce boyle bir caligmaya
rastlanmamistir.  Bu  nedenle bu  ¢alisma
literatiirdeki bu eksikligi kapatmakla beraber bazi
siirliliklart bulunmaktadir. Bu smirliliklar yetersiz
hasta-kontrol 6rnekleri, az sayida polimorfizim

caligmas1 ve vaka Orneklerinin smirli ¢aptaki
bolgeden toplanmis olmasidir
Sonug olarak, bulgularimiz Tirk

popiilasyonunda LEP rs7799039 kolorektal kanser
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arasindaki iliskiyi destelememekle beraber LEPR
rs1137101 kolorektal kanser arasinda genotip
frekansinda AG genotipinin hastalik riskini 2.6 kat
arttirdigin1  desteklemektedir. Bu bilimsel agidan
onemli bir sonuctur. Bununla beraber leptin ve
leptin reseptoriiniin kolorektal kanser tizerindeki
etkisini kesin olarak ortaya koymak i¢in daha genis
kapsamli ¢aligmalara ihtiyag¢ duyulacaktir.
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