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Mesane Kanserli Hastalarda CTLA-4 Geni
+49 A/G Polimorfizminin Arastirilmasi

Investigation of CTLA-4 Gene+49 A/G
Polymorphism in Patients with Bladder Cancer

OZET Amag: immiinoglobulin siiper ailesinin bir iiyesi olan sitotoksik T-lenfosit antijeni 4
(CTLA-4), aktive T hiicreleri tarafindan eksprese edilen bir uyarici molekiildiir. Son yillarda ya-
pilan ¢aligmalarda, CTLA-4 antijenindeki fonksiyon bozuklugunun ¢esitli hastaliklara (behget
hastaligy, diyabet, Graves hastalig1 ve sistemik lupus eritematozus) yol actig:1 tespit edilmistir. Ay-
rica CTLA-4 geni ile gesitli kanserler (meme kanseri, osteosarkom ve servikal kanser) arasinda bir
iligki olabilecegi de ileri siiriilmiistiir. Bu ¢aligmada, CTLA-4 geni +49 A/G polimorfizminin
(rs231775) mesane kanseri hastalar i¢in bir risk faktorii olarak degerlendirilip degerlendirileme-
yecegi arastirildi. Gereg ve Yontemler: Yas dagilimi benzerlik gésteren, mesane kanserli 69 hasta
(62,07 + 10,48 yal) ile kontrol grubu olarak saghikli 149 gonilli kisi (61,54 + 14,43 yil) caligmaya
dahil edilmistir. Hasta ve kontrol grubu kisilerde genotip analizi yapmak i¢in polimeraz zincir re-
aksiyonu ile sinirl par¢a uzunluk polimorfizm analizi kullanildi. Veriler, ki- kare ve Hardy-We-
inberg testleri ile analiz edildi. Hardy-Weinberg testi genotip frekansinin dagilimlar igin
kullanildi. Bulgular: Mesane kanserli hastalarda ve kontrol grubunda, CTLA-4 geni +49 A/G po-
limorfizminde, AA genotipi sirasiyla 41 (%60, hastalarda), 81 (%55, kontrolde), AG genotipi 23
(%33), 54 (%36) ve GG genotipi 5 (%7), 14 (%9) olarak bulunmustur. GG genotipinin, hastalarda
kontrole gore bir diisiis gosterdigi, fakat istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit edilmistir (p=
0,52). Sonug: Sonug olarak, mesane kanserli hastalarinda, CTLA-4 geni +49 A/G polimorfizminin
genotip ve allel frekanslarinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml farkli olmadig: be-
lirlenmigtir.

Anahtar Kelimeler: Mesane neoplazileri; polimeraz zincir reaksiyonu; ctla-4 antijen;
polimorfizm, genetik

ABSTRACT Objective: Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 (CTLA-4) is a member of the im-
munoglobulin superfamily. This stimulator molecule is expressed by active T cells. Recent studies
have determined that dysfunction of CTLA-4 antigen leads to various diseases (Behget's disease,
diabetes, Graves' disease and systemic lupus erythematosus). It has also been suggested that there
may be a relationship between the CTLA-4 gene and various cancers (breast cancer, osteosarcoma,
and cervical cancer). In this study, It was investigated whether the CTLA-4 gene +49 A/G
(rs231775) polymorphism could be assessed as a risk factor for bladder cancer patients. Material and
Methods: This study included 69 patients with bladder cancer (62.07 + 10.48 years) with similar
age distribution and 149 healthy control (61.54 + 14.43 years). Genotypes were determined by the
polymerase chain reaction restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) method. Data
was analysed using the Chi-square test and Hardy-Weinberg test. The Hardy-Weinberg equilib-
rium test was used to test the distributions of genotype frequency. Results: AA genotype was found
in 41 (60%, in patients), 81 (55%, in control), AG genotype 23 (33%), 54 (36%) and GG genotype
5 (7%), 14 (9%) respectively in patients with bladder cancer and in healthy control groups. The
frequency of GG genotype in patients was less than controls, but there was no statistically signif-
icant difference in the frequencies of GG genotype between patients and controls (P=0.52). Con-
clusions: These results indicated that genotype and allele frequencies of CTLA-4 gene +49 A/G
polymorphism were not statistically significant different between bladder cancer patients and con-
trol groups.

Keywords: Urinary bladder neoplasms; polymerase chain reaction; ctla-4 antigen;
polymorphism, genetic
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anser, yeni yiizyilin bagindan beri, genetik
B ve cevresel faktorler arasindaki karmagik
etkilesimlerden kaynaklanan ¢ok faktorlii
bir hastalik olarak bilinmektedir. Bu hastaligin ge-
netik etkilesimleri tam olarak bilinmemekle bir-
likte birden fazla genetik faktdriin rol oynadig:
saptanmigtir.”? Yapilan ¢aligmalarla, canli doku-
larinlardaki neoplastik biiyiimeye, habis hiicre
popiilasyonunun kontrolsiiz ¢ogalmasi sebep
gosterilmekte ve bu biiytimede rol oynayan kar-
magik molekiiler mekanizmalar hala bilinme-
mektedir. Ayrica, hiicrelerde cesitli etkenler
sonucu olusan genetik hasarin da, timor olusu-
munun ana tetikleyici mekanizmasi olabilecegi dii-
stiniilmektedir.?

Mesane Kanseri (MK), giintimiizde en ¢ok go-
riilen kanser tiirleri arasinda erkeklerde dordiincii,
kadinlarda yedinci sirada yer almaktadir. Bu kanser
cesidi, idrar yollarinda goriilen en 6nemli kanser-
dir. MK, cocuklar da dahil olmak tizere her yas gru-
bunda gozlenebilmektedir. Ancak orta ve ileri
yaslarda goriilme sikli1 daha yiiksektir. Yapilan ¢a-
lismalarda mesane kanserlerinde Ras, AKT1, Pten,
p53, EGFR, Rb, c-myc gibi pek ¢ok gende mutas-
yonlar gozlenmistir. Bu genlerdeki mutasyonlar
hastaligin prognozu ile de iligkili bulunmugtur.?”’

Sitotoksik T lenfosit antijen-4 (CTLA-4) (Fark-
hlagma kiimesi 152 [CD152]), T hiicre yiizeyinde ak-
tivasyon sirasinda eksprese olan immiinoglobiilin
stiper ailesinin bir iiyesidir.! CTLA-4’{in, bagka bir
T-hiicresi yardimc: uyarict molekiil olan CD28%e
benzedigi ve her ikisinin de antijen sunan hiicre-
lerde (APC) B7.1 ve B7.2’ye bagladig1, ancak CTLA-
4’iin, CD28den daha yiiksek bir afinite sergiledigi
bilinmektedir. Ayrica T hiicre aktivasyonunu ve si-
tokin salgilanmasini da baskiladig1 belirlenmigtir.®
CTLA-4 geni, kromozom 2q33 {iizerinde bulu-
nur."?!% Bu gen, bir lider sekansi, bir hiicre disi
alani, bir zar-6tesi alan1 ve bir de sitoplazmik alan
olmak tizere dort ayr1 fonksiyonel alanlar1 kodlayan
4 ekzondan olusur. CTLA-4 geninde, en 6nemlileri
+49 adenin/guanin (+49A/G), +6230G/A (CT60), -
318 sitozin/timin (-318C/T), -1611G/A, ve -1722T/C
polimorfizmi olmak tizere 100’den fazla tek ntikleo-
tid polimorfizmi tespit edilmistir. Bu polimorfizm-
lerden, +49A/G polimorfizmi (referans tek niikleotid
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polimorfizm no. 231775 [rs231775]), -318C/T poli-
morfizmi (rs5742909), ve CT60 polimorfizmi (G/A;
rs3087243), kanser tizerindeki etkileri nedeniyle en
cok incelenen polimorfizmlerdir.!

Son yillarda yapilan ¢aligmalarla, CTLA-4 an-
tijenindeki fonksiyon bozuklugunun c¢esitli hasta-
liklara yol agtig1 tespit edilmis ve bu kapsamda,
CTLA-4 gen polimorfizminin, T hiicre proliferas-
yonunun bozulmus kontrolii ile birlikte oldugu
saptanmigtir.'®!! Tiirk toplumunda, Behget hasta-
lig1, diyabet, graves hastalig: ve sistemik lupus eri-
tematozus (SLE) gibi bir¢ok otoimmiin hastalik ile
CTLA-4 geni arasinda iligki gosterilmigtir.'”>'* Ay-
rica farkli toplumlarda CTLA-4 geni ile meme kan-
seri, osteosarkom, servikal kanser, kolorektal
kanser ve mesane kanseri gibi gesitli kanserler ara-
sinda da bir iligki olabilecegi aragtirilmigtir.> 11151

Bu ¢aligmanin amaci, MK tanisi konmus has-
talarda CTLA-4 geni +49 A/G tek niikleotid poli-
morfizminin 6nemini arastirmaktir.

I GEREC VE YONTEMLER

Nigde Devlet hastanesi ile Liileburgaz Devlet Has-
tanesi Uroloji Poliklinige bagvuran, MK tanis1 kon-
mus 69 hasta ile kontrol grubu olarak, saglikli ve
goniillti olan 149 kisiden alinan kanlardan elde edi-
len DNA 6rnekleri kullanildi.

“Prostat ve Mesane Kanserlerinde Endotelial
Nitrik Oksid Sentaz Geni Polimorfizmlerinin Arag-
tirillmasi” baglikli proje i¢in alinan ve hem hastala-
rin hem de saglikh kisilerin bilgilendirilmis olur
izinleri bulunan etik rapor (GU, KAEK 2013-29)
kapsamindaki kanlardan elde edilen DNA 6rnek-
leri, GOKAEK 2016/93 no’lu etik rapora gére bu
calismada kullanildi.

Genotip analizinde, polimeraz zincir reaksi-
yonu (PZR) ve sinirh parca uzunluk polimorfizm
yontemleri, Celmeli ve ark.nin yapmis olduklar:
calismaya gore modifiye edilerek kullanildi.' Ge-
nomik DNA’dan CTLA-4 geninin +49 A/G tek niik-
leotid polimorfizmini kapsayan bolgesi uygun
primer ciftleri kullanilarak PZR ile ¢ogaltild: ve
daha sonra elde edilen PZR iiriinleri uygun res-
triksiyon endoniikleaz enzimi (Bbvl) ile kesildi
(Tablo 1).
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TABLO 1: CTLA-4 (+49 A/G) gen polimorfizmi igin
kullanilan primerler ve restriksiyon enzim.

Gen Adi TNP no Primer PZR drini  Enzim
CTLA-4 15231775 F: (5-GCTCTACCTCT 162 bp Bbvl
+49 AIG TGAAGACCT-3)
R: (5-AGTCTCAC
TCACCTTTGCAG-3)

PZR ve sinirh parga uzunluk polimorfizm is-
lemleri sonrasinda elde edilen triinler, %2,5’lik
etidyum bromiirlii agaroz jel elektroforezinde yii-
ritiildii ve daha sonra UV altinda goriintiilendi.
CTLA-4 gen +49 A/G polimorfizminde, enzimin
kesilmedigi homozigot yabani genotipin (AA)
jelde, 162 bp uzunlugunda tek bant olusturdugu
tespit edilmistir. Enzimin kestigi mutant G allelini
bulunduran heterozigot genotip AG’nin, 162 bp, 88
bp ve 74 bp uzunlugunda {i¢ bant ve homozigot mu-
tant genotip GG’nin ise 88 bp ve 74 bp uzunlugunda
olmak tizere iki bant olusturdugu belirlenmistir.'* S1-
nirh parca uzunluk polimorfizm analizinin jel go-
rintiisi, Resim 1’de goriilmektedir.

DEGERLENDIRME VE ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin istatistiksel analizi, SPSS paket progra-
minda yapildi. Bu programa gore, Orneklerin

RESIM 1: Bbvl enzimi tarafindan kesilen CTLA-4 gen +49 A/G polimorfizmi-
nin sinirl parca uzunluk polimorfizm jel gorintiist. 1,2,4 ve 6 no'lu hatlar AA
genotipi (162 bp); M, 50 bp markir; 3 no’lu hat AG genotipi (162 bp, 88 bp, 74
bp); 5 no’lu hat GG genotipi (88bp, 74bp) gdstermektedir.
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CTLA-4 (+49 A/G) genindeki homozigot ve hete-
rozigot genotip frekanslar ile allel frekanslari, ki-
kare (c?) analizi ile kargilastirilarak, risk oranlar1 (OR:
odds ratio) ve giivenilirlik araliklar1 (Cl: %95 confi-
dense interval) degerlendirildi. Ayrica Hardy-Wein-
berg analizini yapmak i¢in, Michael H. Court'un
(2005-2008) online hesaplama yazilimi kullamldi.
(http://www.tufts.edu/“mcourt01/Documents/Court
%201ab%20-%20HW%?20calculator.xls).

I BULGULAR

Yas dagilimi benzerlik gosteren 69 MK hastas:
(62,07 + 10,48) ile kontrol grubu olarak saglikl1 ve
goniil olan 149 kisi (61,54 + 14,43) bu calismaya
dahil edilmistir. MK hastalar ile kontrol grubunda,
yas, cinsiyet ve sigara igme durumu gibi demogra-
fik 6zellikler arasinda istatistiksel olarak anlamh bir
bulguya rastlanmada.

CTLA-4 geni +49 A/G gen polimorfizmi geno-
tip dagilimlari, Hardy-Weinberg esitligi bakimin-
dan degerlendirildiginde, ne hastalarda (c?=0,486,
p=0,485) ne de kontrol grubunda (c’*<1,246,
p=0,264) herhangi bir sapma goriilmedi.

MK hastalar ile kontrol grubu arasindaki
CTLA-4 geni +49A/G polimorfizmi genotip dagi-
limi incelendiginde, AA, AG ve GG genotiplerinin
siklig sirastyla %60, %33 ve %7 iken, saglikli kont-
rolde sirasiyla %55, %36 ve %9 olarak bulundu
(Tablo 2). Hastalarda, hem AG hem de GG genoti-
pinin kontrole gore istatistiksel olarak anlamh ol-
madig belirlenmistir (AG= OR: 1,18, CI: 0,64-2,20,
p=0,58 ve GG= OR: 1,41, CI: 0,47-4,20, p=0,52)
(Tablo 2). AA genotipinin ise hastalarda (%60)
kontrol grubuna (%55) gore daha yiiksek oldugu,
fakat istatistiki olarak anlamli olmadig: tespit edil-
mistir (Tablo 2). Ayrica CTLA-4 (+49 A/G) gen po-
limorfizminde, G alleli frekansi da gruplar arasinda
anlamli bulunmamigtir (OR: 1,28, CI: 0,75-1,92,
p=0,42) (Tablo 2).

I TARTISMA VE SONUC

Bu caligmada, CTLA-4 geni +49 A/G tek niikleotid
polimorfizmi, MK hastalar ile kontrol grubunda
aragtirildi. Elde ettigimiz sonuglara gére, MK has-
talarinda CTLA-4 geni +49 A/G polimorfizminin
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TABLO 2: Mesane kanseri hastalar ile kontrol grubunda, CTLA-4 geni +49A/G polimorfizminde,
genotip ve allel frekanslari dagilimi.

Gen/Gonotipler Hastalar n=69 n/% Kontrol n=149 n/% P Degeri Odds ratio (OR) (CI) %95
CTLA-4
Alleller AA 41 (60) 81 (55) 1

AG 23(33) 54 (36) 0,58 1,18 0,64-2,20

GG 5(7) 14.(9) 052 1,41 0,47-4,20

A 105 (76) 216 (72)

G 33 (24) 82 (28) 042 1,28 0,75-1,92

genotip dagilimi ve allel frekansinin istatistiksel
olarak anlaml olmadig: belirlendi.

Literatiirde, CTLA-4 geni +49A/G tek niikleo-
tid polimorfizmi, 6zellikle G alleli ile G/G, A/G ge-
notipi, SLE hastalii?® ve tip 1 diyabet gibi
hastaliklarla iligkili oldugu rapor edilmistir.?! Ay-
rica yapilan meta analizlerle de bu tek niikleotid
polimorfizminin cesitli kanser hastaliklariyla ilis-
kisi saptanmigtir.®

Tiirk toplumunda, CTLA-4 geni +49A/G poli-
morfizmi, Sallakci ve ark. tarafindan Behget hasta-
larinda calisilmis ve hastalar ile kontrol grubu
arasinda allel ve genotip frekanslar:1 bakimindan
anlamh bir farkhihgin olmadigi gosterilmistir.'
Uzer ve ark. ise CTLA-4 ve CD 28 gen polimor-
fizmlerini, tip 2 diyabetli hastalarda ¢aligmislar ve
bu gen polimorfizmlerinin, tip 2 diyabetli Trk
hastalarda bir risk faktorii olusturmadigini belirle-
mislerdir.?? Celmeli ve ark. da tip 1 diyabetli ¢o-
cuklarla yaptiklar: ¢aligmada, CTLA-4 geni +49A/G
polimorfizminin bu hastalikla iligkili olmadigini
saptamiglardir. Son yillarda Tiirk toplumunda, bu
gen polimorfizmi otoimmiin kan hastaliklarinda da
calisilmis ve bireylerde otoimmiin komplikasyon-
larin gelismesi agisindan risk olusturmadig: sonu-
cuna varilmigtir.”® Ayrica Tirk kolorektal kanser
hastaliklarinda CTLA-4 ve CD28 gen polimorfizm-
leri incelenmis ve hastalarda bu polimorfizmlerin
onemli bir rol oynamadig ileri stirilmistir.!!

Yukarida agiklandig gibi, bu gen bolgesindeki
polimorfizm, Tiirk toplumunda farkli aragtirmaci-
lar tarafindan, cesitli hastaliklarda calisilmig ve
bizim buldugumuz sonuglara benzer sonuglar bu-
lunmusgtur.
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Fakat Ghaderi ve ark., gogiis kanserli hasta-
larda CTLA-4 geni +49A/G polimorfizmini ¢alis-
miglar ve bu hasta grubunda GG genotipini
kontrole gore ¢ok diisitk bulmuslardir. Ayrica
timor biyikligi ile AA genotipi arasinda pozitif
bir korelasyon oldugunu da belirlemiglerdir.’> Aym
sekilde Liu ve ark. da, osteosarkomali hastalarla
yaptiklar: ¢alismada CTLA-4 +49A/G gen bolgesi-
nin bu hastalik icin bir risk faktorii oldugunu sap-
tamigladir.’® Bu gen bolgesi, Jaiswal ve ark.
tarafindan, Kuzey Hint popiilasyonunda 200 me-
sane kanserli hasta ve 200 saglikli kontrol grubunda
caligtlmigtir. Yapilan bu c¢aligmada, CTLA-4
+49A/G gen polimorfizminde GG varyantinin 3.74
kat riskli oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu aras-
tirmada G allelinin de kontrole gére 6nemli oldugu
(p=0,010) bulunmustur.'® Bu sonug da bize, Kuzey
Hint popiilasyonu ile bizim ¢alistigimiz Tiirk po-
ptilasyonunun CTLA-4 geni +49A/G polimorfizmi
acisindan risk oranlarinin farkli oldugunu goster-
mektedir.

Bu ¢aligmada, mesane kanseri ile iligkili ol-
dugunu disindigimiiz CTLA-4 (+49A/G) gen
polimorfizmini, MK’l1 hastada ve saglikli birey-
lerde arastirdik ve elde ettigimiz sonuglara gore
bu gende bulunan varyantin bu hastalar i¢in bir
risk faktorii olmadigini belirledik. Fakat gele-
cekte, daha genis hasta grubu ile yapilacak c¢alis-
malarla, Tirk toplumundaki CTLA-4 (+49A/G)
gen polimorfizminin yeniden degerlendirilmesi
uygun olacaktir.

Cikar Catigmasi

Yazarlar herhangi bir ¢ikar catismasi veya finansal destek bil-

dirmemigtir.
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