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Siklooksijenaz-2 (COX-2) G-765C Gen Polimorfizminin
Bobrek Hiicreli Karsinom ile iliskisi
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Oz

Amag: Bobrek hiicreli karsinom (BHK) diinya genelinde kansere bagli dlimlerin %3 iinii
olusturan 6nemli bir hastaliktir. Genetik ve ¢evresel faktorlerin BHK olusumu ve geligsimi tizerinde
etkili oldugu ileri siiriilmekle birlikte risk faktorleri yeterince bilinmemektedir. Siklooksijenaz-2
(COX-2) prostoglandinlerin sentezinde rol alan bir enzimdir. Normal dokuda genellikle
bulunmazken, yapilan ¢alismalarda COX-2 diizeylerinin ¢esitli kanser tiirlerinde arttig1 ileri
striilmektedir. Caligmamizda, Tiirk toplumunda COX-2 geninin promoter bolgesindeki -765
G/C polimorfizmi ile BHK nin olusumu ve gelisimi arasindaki iliskiyi incelemeyi planladik.
Gere¢ ve Yontem: Caligmamiza 2015-2017 yillart arasinda klinik ve histopatolojik olarak
BHK tanis1 konan 88 hasta ile kontrol grubu olarak sistemik hastaligi bulunmayan 157 saglikli
kisi dahil edildi. Hasta ve saglikli kigilerden elde edilen DNA 6rneklerinde polimeraz zincir
reaksiyonu- restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi teknigi (PZR-RFUP) ile COX-2
G-765C gen polimorfizmi incelendi. Elde edilen sonuglar Mann-Whitney U, Pearson ki-kare
testleri ve lojistik regresyon analizi yapilarak istatistiksel olarak degerlendirildi.

Bulgular: Tiirk toplumunda, COX-2 G-765C gen polimorfizminde GG genotip dagilimi ve G
allel siklig1 daha yiiksek bulundu. COX-2 G-765C gen polimorfizminde genotip dagilimi ve
allel siklig1 bakimmdan BHK’1i hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi.
Buna ek olarak, hastaligin derece ve evreleri agisindan incelendiginde COX-2 G-765C gen
polimorfizminde genotip dagilimi ve allel siklig1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir iligki
saptanmadi.

Sonug: Tiirk toplumunda COX2 G-765C gen polimorfizminin BHK olusumu ve gelisimi i¢in
bir risk faktorii olmadigi ileri siiriilebilir.

Anahtar Kelimeler: Bobrek hiicreli karsinom, COX2, Tiirk toplumu, Polimorfizm

'{stanbul Universitesi Istanbul T1p Fakiiltesi T1ibbi Biyokimya AD, istanbul, Tiirkiye.

?[stanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Uroloji AD, Istanbul, Tiirkiye.

Yazigma Adresi: Dr. Canan KUCUKGERGIN, istanbul Universitesi Istanbul T1p Fakiiltesi Temel Bilimler Binas,
Tibbi Biyokimya AD. 34093 Capa-Fatih/Istanbul, Tiirkiye. Tel: 0530 965 08 11 e-posta: ckgergin@istanbul.edu.tr
Gelis Tarihi: 5 Temmuz 2018; Kabul Tarihi: 21 Agustos 2018

23



Siklooksijenaz-2 (COX-2) G-765C Gen Polimorfizminin Bébrek Hiicreli Karsinom ile lliskisi

The Evaluation of Cyclooxygenase-2 Gene Polymorphism in Renal Cell Carcinoma

Abstract

Objective: Renal cell carcinoma (RCC) accounts for nearly 3% of all cancer-related mortalities worldwide,
however the risk factors for the initiation and development of RCC have not been fully elucidated yet.
Cyclooxygenase-2 (COX-2) is an inducible enzyme for the synthesis of prostoglandins. Typically, COX2
is often undetectable in normal tissue whereas overexpression of COX2 has been observed in a variety
of human cancers. The aim of the present study is to investigate the possible association between COX2
G-765C gene polymorphism and RCC risk in Turkish population.

Materials and Methods: 88 patients diagnosed with clinically and histopatologically confirmed RCC
and 157 healthy subjects were enrolled in the present study between the years of 2015-2017. The DNA
samples obtained from these patients and controls were analyzed for COX2 G-765C gene polymorphism
using polymerase chain reaction-restriction fragment length techniques (PCR-RFLP). Mann-Whitney U
test, Pearson Chi-square test and logistic regression test were used for statistical analysis of the results.
Results: In Turkish population, GG genotype distribution and G allele frequency were higher in COX-2
G-765C gene polymorphism. There was no significant difference in the genotype distribution and allele
frequency of COX2 G-765C gene polymorphism between patients with RCC and controls. In addition, the
genotype distribution and allele frequency was also studied according to tumor grade and clinical stage, and
no association were found.

Conclusion: Our results suggest that COX2 G-765C gene polymorphism may not influence the initiation
and development of RCC in Turkish population.

Keywords: Renal Cell Carcinoma, COX2, Turkish population, Polymorphism

Giris

Bobrek  hiicreli  karsinom  (BHK), eriskin
kanserlerinin yaklagik %2-3’linii olusturmakta,
genitoiiriner timorler icerisinde ise 3. siklikta
yer almaktadir (1). BHK’nin insidansi, gelismis
lilkelerde yiiksek seyretmekte ve her 100.000
kisiden 4’1 hastaliktan etkilenmektedir (1,2).

Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda hipertansiyon,
obezite, sigara kullanimi ve g¢esitli kimyasallara
maruz kalma gibi faktorlerin BHK olusumunda rolii
olabilecegi belirtilmektedir (24). Ancak bu faktorler
ile karsilagsmamus bireylerde de hastaligin gelismesi,
BHK’nin etyolojisinde genetik faktorlerin de etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir (2-4).

Siklooksijenazlar (COX) arasidonik  asitten
prostanoid, prostaglandin ve tromboksan sentezini
saglayan enzim smifidir (5). Olusan bu aktif
trlinler inflamasyon, immiin fonksiyon, hiicre
cogalmasi, anjiogenez ve apoptoz gibi pek ¢ok
biyolojik siirecin 6nemli diizenleyicileridir (5-
7). Siklooksijenazlarmn COX-1 ve COX-2 olarak
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bilinen iki izoformu bulunmaktadir. COX-1 bir¢ok
hiicre tipinde sentez edilir ve cesitli fizyolojik
fonksiyonlarin ~ homeostazindan  sorumludur.
COX-2 ise hiicrelerde smirl diizeylerde bulunan,
proinflamatuvar ve mitojenik uyaranlarla sentezi
indiiklenen bir formdur (5-7). Yapilan deneysel ve
klinik ¢alismalarda COX-2 enziminin aktivitesinin
oral (5), akciger (6), prostat (7), kolorektal (8),
mesane (9), over (10) ve BHK (11- 13) gibi
kanser tiirlerinde arttig1 ileri siiriilmektedir. COX-
2 enziminin aktivitesinin artiginin, apoptozun
baskilanmasina, hiicre ¢ogalmasinda artisa,
immiin cevabin kronik olarak aktivasyonuna ve
anjiogeneze yol acarak kanser gelisimine katki
sagladigr bildirilmektedir (5,11).

Kanser gelisimi hiicresel yolaklar ve ilgili genlerde
meydana gelen komplike degisiklikler ile iligkili
cok basamakli bir siiregtir. Insan COX-2 geninin
1. kromozomunun uzun kolunda (1¢25.2q25.3)
bulundugu, yaklagitk 8 kb uzunlugunda ve 10
ekzondan olustugu bilinmektedir (5,6). COX2 geni
promoter bolgesindeki -765 G/C polimorfizminin
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gen ekspresyonu diizeyinde degisiklik olusturarak
bireylerde BHK gelisimine sebep olabilecegi
belirtilmektedir (11). COX-2 G-765C gen
polimorfizminin  genellikle — kanser  riskini
arttirdigr ileri siiriilmekle birlikte, farkli etnik
gruplarda yapilan calismalarda celiskili sonuclar
bulunmaktadir (13-15).

Bubilgiler1s1ginda, calismamizda, Tiirk toplumunda
COX-2 G-765C gen polimorfizmi ve BHK olusumu
ve gelisimi arasindaki iliskiyi incelemeyi planladik.

Gere¢ ve Yontem

Cahisma gruplar

2015-2017 y1illariarasindai. U. Istanbul Tip Fakiiltesi
Uroloji Anabilim Dali’na basvurarak parsiyel/
radikal nefrektomi ameliyati olan ve sonrasinda
BHK tanis1 konan 88 kisi ¢alisma grubuna dahil
edildi. Ayrica ayni boliime ¢esitli tirolojik sikayetler
ile bagvuran, herhangi bir sistemik hastaligi veya
malignitesi bulunmayan 157 kisi kontrol grubu
olarak belirlendi. Hastalarimm WHO/ISUP grade ve
klinik T evreleri belirlendi. Grade 1-2 olanlar diisiik
dereceli tiimor ve grade 3-4 olanlar yiiksek dereceli
tiimor olarak T evresi T1 ve T2 olanlar diisiik evre,
T3 ve T4 olanlar ise ileri evre olarak kaydedildi.
Calismamizda, BHK diigiik dereceli (Gradel-2)
ve yiiksek dereceli hastalar (Grade 3-4) sirasiyla
55 (%62.5) ve 33 (%37.5) olarak; diisiik T evresi
(T1 ve T2) ve yiiksek T evresi (T3 ve T4, Mo veya
M1) ise sirastyla 52 (%59.1) ve 36 (%40.9) olarak

bulunmaktadir. Calismamiz, Istanbul Universitesi
Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
onaylanmuistir.

DNA izolasyonu

Kontrol ve hastalarin periferik kan érnekleri EDTA
iceren tiiplere alindi. High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche, Mannheim, Germany)
kullanilarak 6rneklerden total genomik DNA
izolasyonu yapildi. Elde edilen DNA oOrnekleri
calismalar yapilincaya kadar -20 °C’de muhafaza
edildi.

COX-2 G765C Gen polimorfizminin analizi
COX-2 G-765C gen polimorfizmi polimeraz
zincir reaksiyonu-restriksiyon fragman uzunluk
polimorfizmi (PZR-RFUP) teknigi ile incelendi.
Elde edilen DNA ornekleri COX-2 G-765C
(rs20417) bolgesine o6zglin  primer dizileri
kullanilarak ¢ogaltild1 (Tablo 1). PZR karisimimiz
100 ng DNA, 10 X PCR tamponu (pH=8.8), her
bir primerden 5.0 pmol, 1.5mM MgCl,, her bir
dNTP’den 200 mM ve 1.0U Taq DNA polimeraz
(MBI Fermentas) icermektedir. PZR kosullar
95 °C’de 45 sn denatiirasyon, 55 °C’de 45 sn
baglanma, 72 °C’de 45 sn uzama olacak sekilde
35 dongii olarak gergeklestirildi. PZR iriinleri
Acil restriksiyon enzimi ile 37 °C’de 2 saat inkiibe
edilerek kesildi. 10uL kesim diriini etidyum
bromid igeren %3’liikk agaroz jele uygulandi ve
elektroforez iglemi ile ayrilan bantlar UV 151k
altinda incelendi.

Tablo 1: PZR ve RFUP prosediirleri ile COX-2 G-765C gen iiriinleri

Primer Dizileri PCR Uriinii Restrilfsi)‘fon Res_gri}(siyon
Enzimi Uriinii
COX-2 G-765C F: 5-AGG CAG GAAACT TTA . .
(rs20417) TAT TGG- 3° 309 bp Acil CC: 309 bp

R:5’-ATG TTT TAG TGA

CGACGCTTA- 3’

GG: 209 bp, 100 bp
GC: 309 bp, 209 bp,
100 bp
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istatistiksel analizler

Istatistiksel analizler SPSS 21 paket programi
kullanilarak gergeklestirildi. Klinik parametrelerin
kargilastirllmasinda ~ Mann-Whitney U testi
kullanildi. Kontrol ve hasta gruplart arasindaki
genotip dagilimlar1 ve allel sikligi, ki kare testi
kullanilarak incelendi. Gruplar arasi anlamliligin
belirlenmesi i¢in lojistik regresyon analizi yapilarak
OR ve %95 CI (yas, cinsiyet, VKI ve sigaraya gére
ayarlandi) degerleri verildi.

toplumunda, COX-2 G-765C gen polimorfizminde
GG genotip dagilimi ve G allel siklig1 daha yiiksek
bulundu. Kontrol grubunda GG genotipi %58.6,
GC %38.2 ve CC %3.2; hasta grubunda ise genotip
dagilimi sirastyla %63.6, %34.1 ve %2.3 olarak
saptandi. Bulgularimiza gore, COX-2 G-765C gen
polimorfizminde genotip dagilimi ve allel siklig
bakimindan BHKli hasta ve kontrol grubu arasinda
anlamli bir farklilik bulunmadi (Tablo 3).

Tablo 2: Kontrol ve bobrek hiicreli karsinomlu hasta gruplarinin klinik 6zellikleri (ort+SD)

Kontrol (n=157) Hasta (n=88) p
Yas (y11) 57.3147.62 54.98+10.40 0.064
Cinsiyet (%) (kadin/erkek) 15.3/84.7 19.3/80.7 0.417
VKI (kg/m?) 27.24+2.72 27.61+6.63 0.115
Sigara Kullanimi (%) 28.2/71.8 32.0/68.0 0.540
(kullanan/kullanmayan)
Tiimor Derece (diisiik/yiiksek) 55/33

Diisiik Dereceli (Grade 1-Grade2)
Yiiksek Dereceli (Grade3-Grade4)

Evre
Diistik Evre (T1-T2)
fleri Evre (T3-T4)

55 (%62.5)
33 (%37.5)

52/36
52 (% 59.1)
36 (%40.9)

Sonuclar

Kontrol ve hasta gruplariin klinik degerleri
Kontrol grubu ile BHK’li hasta grubu arasinda yas,
cinsiyet, VKI ve sigara kullanimi agisindan anlamli
bir farklilik saptanmadi (Tablo 2).

COX-2 genotip dagilimi1 ve BHK arasindaki
iliski

Calismamiz, kontrol ve hasta grubunda, COX-2
G-765C polimorfizmi agisindan Hardy-Weinberg
denklemine uygunluk gosterdi (p=0.439). Tiirk
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Diisik ve yiiksek dereceli tiimoér agisindan
incelendiginde, COX-2 G-765C gen
polimorfizminde genotip dagilimi  ve allel

sikliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmadi (Tablo 4). COX-2 G-765C gen
polimorfizminde genotip dagilimi ile tiimoriin diisiik
ve yiksek klinik T evresi agisindan incelendiginde,
genotip ve allel sikliklari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (Tablo 4).
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Tablo 3: Kontrol ve bobrek hiicreli karsinomlu hasta gruplarinda COX-2 G-765C gen polimorfizminin
genotip dagilimi ve allel siklig1.

Kontrol Hasta
OR(95% CI) P
n (%) n (%)

COX-2 G-765C
GG 92 (58.6) 56 (63.6) Referans
GC 60 (38.2) 30 (34.1) 0.61 (0.29-1.26) 0.185
cC 5(3.2) 2(2.3) 0.65 (0.12-3.50) 0.483
GC+CC 65 (41.4) 32 (36.4) 0.80 (0.47-1.38) 0.439
Allel
G 244 (77.7) 142 (80.7) Referans
C 70 (22.3) 34(19.3) 0.83 (0.32-1.32) 0.439

OR (Odds oran1) ve CI (95% giiven aralig1) yas, cinsiyet, VKI ve sigara kullanimina gére ayarland.
g g y

Tablo 4: Bobrek hiicreli karsinomlu hasta grubunda COX-2 G-765C gen polimorfizmi ile timor derece
ve evresi arasindaki iliski.

Dusull(’1 (lO)ASrecell YukseI:(((g)erecell OR (95% CI) p
COX-2 G-765C
GG 35 (63.6) 21 (63.7) Referans
GC 19 (34.5) 11 (33.3) 1.08 (0.28-4.18) 0.909
CcC 1(1.9) 1(3.0) 1.66 (0.09-28.0) 0.720
GC+CC 20 (36.3) 12 (36.3) 1.00 (0.40-2.45) 1.000
Allel
G 89 (80.9) 53 (80.3) Referans
C 21 (19.1) 13 (19.7) 1.04 (0.48-2.24) 0.921
Diisiik Evre Yiiksek Evre
n (%) n (%)
GG 29 (55.8) 27 (75.0) Referans
GC 22 (42.3) 8(22.2) 0.34 (0.07-1.57) 0.328
CcC 1(1.9) 1(2.8) 1.07 (0.064-8.0) 0.960
GC+CC 23 (44.2) 9 (25.0) 0.42 (0.16-1.006) 0.065
Allel
G 80 (76.9) 62 (86.1) Referans
C 24 (23.1) 10 (13.9) 0.53 (0.23-1.20) 0.129

Diisiik dereceli tiimor: 1-2; Yiiksek dereceli tiimor; 3-4; OR: Odds orani; CI: %95 giiven aralig;
Diisiik evre: T1-T2; Yiiksek evre: T3-T4.
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Tartisma

Son  yillarda  COX-2’nin  karsinogenezde
6nemli bir rol oynadigi belirtilmektedir. COX-
2 ekspresyonunun hiicreler arasi adezyonu
ve apoptozu azaltti§i, anjiyogenez ve hiicre
proliferasyonunu arttirdigi ileri siiriillmektedir (16-
20).

Proinflamatuvar medyatérler, biiylime faktorleri
ve sitokinler tarafindan aktivitesi indiiklenebilen
COX-2, arasidonik asitten prostaglandin H2
(PGH2) olusumunu katalizleyen hiz sinirlayici
bir enzimdir. PGH2, tromboksan, PGE2 ve PGI2
gibi proinflamatuvar molekiillerin  prekiirsori
olarak bilinmektedir. Buna bagl olarak, COX-
2 aktivitesinin hiicrede fazla miktarda olmasi,
proinflamatuvar medyatorlerin  artisina  neden
olarak immiin cevabr diizenledigi ve degisik
mekanizmalarla tiimoriin gelisimine aracilik ettigi
ileri stirtilmektedir (20-22).

(Giiger ve ark. 2009) c¢alismasinda, BHK’li
kisilerde COX-2 ekspresyonu ile klinikopatolojik
parametreler arasinda bir iliski bulunamamustir.
(Yoshimura ve ark. 2004) bu ¢alisma da, COX-2
ekspresyonu ve timor derece ve evresi arasinda
bir korelasyon olmadigini o6ne siirmektedirler.
(Cho ve ark. 2005) ise, BHK olusumunda COX-2
ekpresyonunun sadece timor bityiikligi ile iligkili
oldugunu, ancak gelisimi i¢in etkili bir faktor
olamayacagini belirtmektedirler.

COX-2  geninin  promoter ve  intronik
bolgelerinde c¢esitli polimorfizmleri saptanmis
olup, bunlar deneysel ve/veya epidemiyolojik
caligmalarda bobrek dahil farkli kanser tipleriyle
iligkilendirilmistir  (7-14). COX-2G-765C gen
polimorfizmi, COX-2 geninin promoter bolgesinde
-765 pozisyonunda guaninin sitozine degismesi
sonucu meydana gelmis olan fonksiyonel bir
tek niikleotid polimorfizmidir. Bu polimorfizm,
genin transkripsiyonel aktivitesini etkileyerek,
ekspresyonunun degismesine yol ac¢maktadir.
Yapilan caligmalarda, bu genin transkripsiyonunun
stimiilatuvar protein 1 (Spl)’in COX-2 geninin
=766 ile -761. pozisyonlar1 arasindaki guaninden
zengin ~ promoter  bdlgeye  baglanmasiyla
olustugu belirtilmektedir. COX-2 geninde -765.
pozisyondaki guanin yerine sitozin gelmesiyle
Spl’in buraya baglanamadigi ve onun yerine
repressor Ozellikte stimiilatuvar protein 3 (Sp3)’tin
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baglanarak Spl-aracili transkripsiyonun bozuldugu
ileri stirtilmektedir (26-28).

COX-2 G-765C polimorfizminin c¢esitli kanser
tiirleri ile iliskisi birgok epidemiyolojik ¢aligmada
incelenmis, ancak c¢eliskili sonuclar elde edilmistir.
COX-2 G-765C gen polimorfizminin sirastyla oral,
akciger, prostat, kolorektal ve mesane gibi ¢esitli
kanser tiirleri i¢in risk faktorii oldugu (5-9), ancak
mide (16), kolorektal adenom (29) ve karaciger
kanseri (15,30) icin bir risk faktorii olarak rol
oynamadigi ileri siiriilmektedir.

Bilebildigimiz  kadariyla, literatirde BHK’li
hastalarda COX-2 G-765C  polimorfizmini
inceleyen yalnizca bir ¢alisma mevcuttur. (Chang
ve ark. 2014) Tayvan’da yapilan bu calisma, 92
BHKli hasta ve 580 saglikli goniillii icermektedir.
BHK’li hasta grubunda GC genotipine sahip
bireylerin GG genotipi tastyanlara kiyasla BHK
olusumu i¢in 0.34 kat oraninda daha diisiik risk
tagidigi belirtilmektedir (p= 0.0082).

Bizim c¢alismamizda ise, BHK’li hasta grubunda
CC genotipi tastyanlarin GG genotipi tasiyanlara
gore 0.65 kat daha diisiik risk igerdigi, ancak bu
riskin anlamli olmadig1 bulundu (p=0.483). Buna
ilaveten, GC+CC genotipinin ileri evre olusumu
acisindan da incelendiginde BHK gelisimi i¢in
diisiik risk tasidigi, ama bu riskin anlamli olmadig
saptandt (p=0.065). Calismamizda hasta sayisinin
nispeten diisiik olmasi kisitlayict bir faktdr olarak
diisiiniilebilir. Bu nedenle daha yiiksek &rneklem
sayist ile c¢alismalar yapilarak sonuglarimizin
istatistiksel giicii arttirilabilir.

COX-2G-765C gen polimorfizmi ile ¢esitli kanser
tiirleri arasindaki iligkiyi inceleyen c¢aligmalarda
celigkili sonuglarin elde edilmesi etnik koken,
kontrol ~ grubunun  kriterleri ve  &rneklem
biiytikliigiindeki farkliliklar ile agiklanabilir.

Bulgularimiza gore Tiirk toplumunda COX-
2 G-765C gen polimorfizminin BHK olusumu
ve gelisimi i¢in bir risk faktorii olmadigi ileri
stirtilebilir.

Tesekkiir
Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir. Proje
No:26154.
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Cikar catismasi
Yazarlar bir ¢ikar catigmasit olmadigini beyan
etmektedir.
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