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Osteoartrit Tanis1 Konmus Hasta Bireylerde

Smad3 Gen Mutasyonlarinin Analizi

The Analysis of Smad3 Gene Mutations in
Patients with Osteoarthritis

OZET Amag: Fklem kikirdaginin harabiyeti ile karakterize bir hastalik olan osteoartrit (OA),
insanlar etkileyen eklem hastaliklarindan en yaygin olanidir. Transforming growth faktér-beta
(TGF-p) sinyal yolunun arac1 molekiilii olan Smad3, kondrositlerin olgunlagma siirecinde inhibitor
etkiler olusturur. Calisgmamizda, primer diz osteoartriti ve Smad3 genindeki niikleotid degisimleri
arasindaki iligki aragtirild1. Gereg ve Yontemler: Primer diz OA’li olgu (n=92) ve kontrol bireylerde
(n=87) Smad3 geni, polimeraz zincir reaksiyonu-tek zincir konformasyon polimorfizim (PCR-SSCP)
analiziyle mutasyonlar agisindan tarandi. SSCP’de farkli bant paterni gézlenen bireylere DNA dizi
analizi yapildi. Intron 2’nin 59. pozisyonunda G-C transversiyonu PCR/RFLP yontemi ile tarandi.
Bulgular: Intron 2’nin 59. pozisyonunda G—C transversiyonu, 103. kodonda sessiz A—»G transisy-
onu ve 170. kodonun ikinci pozisyonunda A—G transisyonu olmak tizere ti¢ farkli tek niikleotid
polimorfizimi (SNP) tespit edildi. intron 2'nin 59. pozisyonundaki G/C allel frekanslar1 deger-
lendirildiginde OA hastalar1 ve kontrol grubu (P= 0,030) ile siddetli OA hastalar1 ve kontrol grubu
(P=0,037) arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulunurken, genotip frekanslar1 agisindan
farklilik tespit edilmedi. C allel frekansinin radyografik olarak siddetli OA hastalarinda farkh olmasi,
C allelinin hastaligin siddeti ile iligkili olabilecegini gosterdi. Sonug: Smad3 geninde ilk defa OA ile
iligkilendirilen bir bolgeyi tespit etti§imiz ve bu bélgenin frekanslarinin hizh bir sekilde ¢aligilmasi
i¢in Bme1390I enzim kesim metodu gelistirdigimiz ¢alismamizin, osteoartrit ile ilgili caligmalara 151k
tutacag diisiincesindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Mutasyon; osteoartrit; ¢ok bigimlilik, tek niikleotid;
doéniistiiriicii bitytime fakorii beta; Smad3 proteini

ABSTRACT Objective: Osteoarthritis (OA) which is a disease characterized by the destruction of
joint cartilage is one of the most common joint diseases that affect human beings. Smad3 is the me-
diator molecule of transforming growth factor-beta (TGF- f) signal pathway and it generates in-
hibitory effects in the maturation process of chondrocytes. In our study, the relationship between
primary knee osteoarthritis and nucleotide changes in Smad3 gene was investigated. Material and
Methods: Smad3 gene was scanned in the patients with primary knee osteoarthritis (n=92) and in
controls (n=87) with single strand conformation polymorphism analysis of polymerase chain reac-
tion (PCR-SSCP) in terms of mutations. DNA sequence analysis was performed for the patients
with distinct band pattern in SSCP. G—C transversion in the 59® position of intron 2 was scanned
with PCR/RFLP method. Results: Three distinct single nucleotide polymorphisms (SNP) were de-
tected including G—C transversion in the 59" position of intron 2, silent A—»G transition on the
codon 103 and A-G transition on the second position of codon 170. While statistically significant
differences were found between OA patients and control group (P= 0,030) and severe OA patients
and control group (P=0,037) when the G/C allele frequencies in the 59th position of intron 2 were
evaluated, no difference was found in terms of genotype frequencies. The difference of C allele fre-
quency in radiologically severe OA patients suggested that C allele could be related to the severity
of the disease. Conclusion: We detected a region on Smad3 gene associated with OA for the first
time in our study and developed Bme 13901 enzyme cut method for a rapid investigation of the fre-
quencies of this region; we believe that our study will enlighten the studies about osteoarthritis.

Key Words: Mutation; osteoarthritis; polymorphism, single nucleotide;
transforming growth factor beta; Smad3 protein
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klem kikirdaginin harabiyeti ile karakterize
E bir hastalik olan osteoartrit (OA), insanlar1

etkileyen eklem hastaliklarindan en yaygin
olanidir. Osteoartrit, bir¢ok faktoriin etkisiyle olu-
san bir hastaliktir. Yaglanma, genetik, hormonal ve
mekanik faktorler hastaligin ilerlemesinde rol alan
temel unsurlardir.! Aragtirmalar genetik etkenle-
rin, osteoartrit gelisimine katkisinin fazla oldugunu
gostermektedir. Farkli aday genlerle yapilan calis-
malarda ise bu genlerden bir kisminin osteoartrit

ile iligkili oldugu tespit edilmistir.?

Transforming growth faktor f (TGF-f) ailesi
gelisimi ¢ok yonlii kontrol eden ekstraseliiler bii-
ylime faktorlerinin biiytik bir grubunu olusturur.
Hiicre proliferasyonu, farklilagmasi, motilitesi,
adezyonu ve 6liimii gibi hiicresel siirecleri diizen-
leme yetenegine sahip TGF-f ailesi, ¢ok sayida ya-
pisal olarak benzer polipeptid biiyiime faktorleri
icerir. TGF-P ailesi, organizmanin tiim dokularinin
gelisiminde, homeostasisinde ve onariminda ¢ok
o6nemli rol oynar. Bu faktorlerin tiimii, hiicre ici
sinyallerin diizenlenmesinde biyiikk yer tutar.
TGF-p ailesi iiyeleri, transmembran proteinlerden
olan serin/treonin kinaz aktivitesine sahip TGF-f
reseptor ailesine sinyal iletirler. TGF-f reseptorle-
ri, yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerine gore tip I ve
tip II olmak tizere ikiye ayrilir. Tip II reseptoriin
aracilik yaparak tip I reseptorii aktive etmesi TGF-
f sinyallerinin baslamasina neden olur. Aktive olan
tip I reseptor, hiicre ¢ekirdegine sinyal tasiyan
SMAD proteinlerini fosforlar ve aktive eder. SMAD
ailesine ait proteinler, tip I reseptor kinazlarin ta-
nimlanmis ilk substratlaridir ve reseptor sinyalleri-
nin hiicre c¢ekirdegi icindeki hedef genlere
iletiminde merkezi bir rol oynarlar.*®

Yapisal ve fonksiyonel etkenler géz 6niinde
tutuldugunda, SMAD’lar ii¢ ayr alt gruba ayrilirlar:
(a) Reseptor ile regiile edilen SMAD’lar (R-Smad’-
lar); TGF-B ailesi reseptor kinazlarinin direkt subs-
tratlaridir.  (b) SMAD’lar
(Co-Smad’lar); R-Smad’larla birleserek sinyal ileti-
mine katilan SMAD’lar ve (c) Inhibitér SMAD’lar
(I-Smad’lar); diger iki grubun sinyal fonksiyonunu
inhibe eden antagonist SMAD’lardir.®”

Common-partner
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SMAD’]ar serbest halde homo-oligomerler ola-
rak bulunurlar. Reseptér kompleks ligandin bag-
lanmasiyla aktive olduktan sonra, tip I reseptor
kinazlar spesifik SMAD’lar1 fosforile eder, fosfori-
le olan SMAD’lar Smad4ile birleserek hiicre ¢ekir-
degine taginirlar. Bu kompleksler ¢ekirdek icinde
yalniz veya DNA-baglanma altbirimi ile birlesik
halde bulunabilir ve spesifik promotor elemanlari-

na baglanarak hedef genleri aktive ederler.367

TGF-p ailesinin, kondrosit biiyiime ve farkli-
lasmasinda anahtar bir rol oynadig: diistintilmek-
tedir.® TGF-flar ¢ok farkli hiicre tiplerinde
iiretilmesine ragmen kemikteki konsantrasyonlari
diger dokulardan 100 kat daha fazladir ve osteob-
lastlar yiiksek konsantrasyonlarda TGF-p reseptor-
leri igerirler.® TGF-p ailesi, eklem kondrositlerinde
proliferasyonu, hiicre dis1 matriksi ve/veya farkli-
lagmasini kontrol eder. Kikirdakta prolifere olan
kondrositlerde Smad2’nin ekspresyonu fazla olur-
ken, Smad3'iin genelde olgunlagan kondrositlerde
eksprese oldugu goriilmiistiir. Smad4 genel olarak
epifiziyal plagin biitlin bolgelerinde eksprese olur
ve inhibitér Smad’lar 6 ve 7, olgun kondrositleri
bulunduran biitiin kikirdak bélgelerinde kuvvetli
bir sekilde eksprese olur. Ayrica TGF-p/Smad3 sin-
yalleri, kondrositlerin terminal hipertrofik farkli-
lagmasini inhibe eder ve eklem kikirdaginin
buttinliginiin korunmas: i¢in gereklidir.!® Osteo-
artritli hastalarla yapilan mutasyon ¢aligmasinda bir
hastada Smad3 gen mutasyonu tespit edilmis ve
Smad3 genindeki mutasyonun insanda OA’e yat-
kinlik olusturabilecek olas1 bir faktor olabilecegi
bildirilmigtir.!

Bu ¢aligmanin temel amaci, Smad3 genindeki
niikleotid degisimlerinin OA patogenezi ile iligki-
sini arastirmak ve bu degisimlerin Tiirk popiilasyo-
nundaki frekanslarini ortaya koymaktir.

I GEREC VE YONTEMLER
CALISMA GRUBU

Galisma grubu igin, Siileyman Demirel Universite-
si T1p Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Poliklinigine bas-
vuran toplam 179 olgudan toplanan periferik kan
ornekleri kullanildi. Hasta ve kontrol olmak iizere
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iki caligma grubu olusturuldu. (I) Kontrol Grubu;
uluslararas: osteoartrit kriterleri disinda kalan 87
gonillt bireyden, (II) Hasta Grubu; uluslararas:
kriterlere gore primer diz osteoartriti tanisi kon-
mus 92 goniilld hasta bireyden olustu. Siileyman
Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Fizik Tedavi ve
Rehabilitasyon Anabilim Dalinda fizik muayene ile
tan1 konulan ve radyografi ile dogrulanan primer
osteoartrit vakalari ¢calismaya déhil edildi.

OA degerlendirmesinde, yaygin olarak kulla-
nilan Kellgren skalas1'! kullanildi ve 1, 2, 3, 4 ola-
rak skorlandi. Buna goére 1 ve 2 orta siddette, 3 ve
4 siddetli olarak degerlendirildi. Ayrica radyografi-
de osteofit bakimindan da degerlendirme yapilarak
skorland1 (0-3). Hastalarin tutulan eklem sayilar:
da degerlendirmeye alindi. Hasta grubuna dahil
edilen bireylerin, yas, boy, kilo, ilk belirtilerin go-
rildigi yas gibi 6zellikleri de ayrica sorgulandi.
Kontrol bireyler belirlenirken, yaglarinin hasta
grubunun yas ortalamasina yakin olmasina 6zen
gosterildi.

Galisma icin Siileyman Demirel Universitesi
Tip Fakiiltesi Etik Kurul onay1 alindi. Ayrica ¢alisg-
maya katilan her goniillii i¢in hasta onam formlar
dolduruldu.

MOLEKULER ANALIZLER

DNA ornekleri, 9 mI'lik EDTA’] tiiplere alinan pe-
riferik kandan tuzla ¢oktiirme yontemi ile izole
edildi.’? Smad3 geninin kodlayan bolgelerini tara-
yabilmek i¢in ilk olarak polimeraz zincir reaksiyo-
nu (PCR) ile dokuz ekzonun amplifikasyonu
yapild1.

Dokuz ekzonun PCR sartlari, Fukushima ve
ark.nin'® metodu modifiye edilerek optimize edil-
di. Tek zincir konformasyon polimorfizmi (SSCP)
analizi i¢in %12.5’luk (29:1) poliakrilamid jel kul-
lanildi. Ornekler 1100 voltta yiiriitiildiikten sonra
jeller glimiig nitratla boyama y6ntemi ile boyan-
di.

SSCP degerlendirmelerinde ekzon 2 ve ekzon
3’de farkli bant paterni tespit edildi. Numunelerin
DNA dizi analizi islemleri REFGEN firmas: tara-
findan saglanan ABI 3100 DNA Analizorii kullani-
larak yapilda.

24

Dizi analizinde yiiksek oranda degisim gorii-
len bolgenin intron 2’nin 59. niikleotidi oldugu tes-
pit edildi. Intron 2’nin 59. bazindaki varyantin
belirlenmesi i¢in bu bolgeye 6zgii Bme13901 res-
triksiyon enzimi kullanildi. Bu enzimin bélgeye 6z-
gulligi ~www.ensembl.org web sitesinden
bulundu. 37 °C’de 16 saat siire ile enzim kesimi ya-
pilan amplifikasyon tiriinleri, %2.5’luk agaroz jelde
gortntilendi. Bireylerin genotipi normal (GG) ise
187 ve 64 bg biiyiikliigiinde bantlar gozlenirken,
28,19, 12 ve 11 bg. uzunlugundaki kesim tiriinleri
kiiciik boyutta oldugundan jelde ayirt edilemez.
Homozigot varyantlar (CC) ise 187 ve 83 b¢ uzun-
luktaki bant paternlerini verir. Heterozigot birey-
lerde (GC) ise 187, 83 ve 64 b¢ uzunlugundaki

bantlar: elde ederiz.

ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Istatistiksel degerlendirmeler igin SPSS 10.0 paket
programi kullanildi. isimsel degiskenler yiizde fre-
kans olarak, sayisal degiskenler “ortalama + stan-
dart sapma” olarak verildi. Osteoartrit hastalar1 ve
kontrol populasyonun genotip ve allel frekans kar-
silastirmalarinda standart “ki-kare” ve “Fisher
Exact” testleri kullanildi. P <0.05 degeri istatistik-
sel olarak anlamli kabul edilmistir.

I BULGULAR
KLINiK BULGULAR

Primer diz osteoartritinin siniflandirmasinda hasta-
Iigin ilk goriildiigd yas onemlidir. Calismamizda
hastaligin baglama yags:1 dikkate alindi ve ortalama
55 yil olarak bulundu. Istatistiki degerlendirmeler
i¢in 55 yas alt1 erken dénem, 55 yas iistii ise ge¢ do-
nem olarak belirlendi.

Kellgren Lawrence (K/L) skalasi radyografi
tizerinde hastaligin siddetini gostermektedir. Buna
gore hastalardan elde edilen radyografik bulgular
orta siddetli (K/L 1 veya 2) ve siddetli (K/L 3 veya
4) olmak tizere iki gruba ayrildi. Osteofitlere gore
yapilan siniflandirmada ise; O= osteofit yok, 1= ¢ok
kiiciik osteofit, 2= anlamlilig1 kesin olan osteofit,
orta buytikliikte, 3= biiyiik osteofit olarak nitelen-
dirildi. Hasta ve kontrol gruplar arasinda cinsiyet,
yas ve beden kitle indeksi (BKI) bakimindan fark-
lilik olmadig: gozlendi. Caligmaya katilan primer

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2011;31(1)
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TABLO 1: Primer diz osteoartritli hastalarin
klinik 6zellikleri.

Ozellikler Bulgular

Yas (yil) 62187
Erkek/Kadin (n) 19/73

ilk gariilme yasi (yil) 55.0 =+ 7.8
Viicut kitle indeksi (kg/m2) 295+45
Kellgren Lawrence skalasi {n): 2/3/4 28/4910
Osteofit (n): 0/1/2/3 3/26/32/26

diz OA’li hastalarin klinik ozellikleri Tablo 1’de
verildi.

MOLEKULER BULGULAR

Primer diz osteoatriti tanis1 konmusg 40 hasta ve 40
kontrol bireyin Smad3 geninin dokuz ekzonu poli-
meraz zincir reaksiyonu (PCR) ile 6n ¢alisma i¢in
¢ogaltildi ve PCR kosullan her ekzon i¢in ayr ay-
r1 optimize edildi.

Tek niikleotid konformasyon polimorfizmi
(SSCP) analizi sonucunda 1, 4, 5, 6, 7, 8 ve 9. ek-
zonlar i¢in farkli bir bant paterni gozlenmezken,
ekzon 2 ve 3’de farkli bantlar tespit edildi.

Ekzon 2’de gozlemlenen bes farkli bant pater-
nine ait numunelerden 6rnekler secilerek DNA di-
zi analizi yapildi. Dizi analizi yapilan bireylerde iki
ayr1 bolgede baz degisimi gozlendi. Bunlardan bi-
rincisi ekzon 2’nin 103. kodonundaki sessiz A —» G
transisyonu olarak saptandi. Bu bolgede CTG ve

CTA/CTG genotipi belirlendi, fakat CTA genotipi
gbzlenmedi. Ikinci baz degisimi ise intron 2’nin 59.
pozisyonundaki G — C transversiyonu olarak belir-

lendi (Sekil 1a, 1b).

Ekzon 3’de normallerden farklh olarak dort bi-
reyde ayni1 karakterde bant kaymalari tespit edildi.
Ekzon 3’tin dizi analiz sonuglarinda Smad3 geninin
170. kodonunun ikinci pozisyonunda A — G tran-

,'r 1'. |'I hl'. H " 51'
W

SEKIL 1a: Exon 2'nin 103. kodonundaki sessiz A~G transisyonu.

" III-III ! i ) . ~ I."l
Y j( I|I. A AVATAAVAY, VAN ,-'I \ 'ﬁ"
¥ ¥ ){ Bk Jt

SEKIL 1b: intron 2'nin 59. pozisyonundaki G—C transversiyonu.

a

M’%

b

|

o ] A € LC =

SEKiL 2: a. Exon 3'in 170. kodonundaki A—G transisyonu. b. Ekzon 3'lin 170. kodonundaki A—G transisyonunu dogrulamak icin ters dizi analizi.

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2011;31(1)
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TABLO 2: Bme1390I enzim kesimi sonuglarina gére hasta ve kontrol bireylerdeki allel frekanslari.

Kontrol OA Toplam
Allel Say! (%) Say! % P 00 (%95 GA) Say! %
G 92 52.9 78 423 0.030 1.525 (1.005-2.314) 170 47.4
C 82 471 106 57.7 188 52.6

P: Kontrol ve hasta bireylerin Fisher's exact test ile kargilagtirmalari sonucu p degeri. OO: Olasiliklar Orani. GA: Given Araligi

TABLO 3: Bme1390I enzim kesimi sonuglarina gére hasta ve kontrol bireylerdeki genotip dagilimi.
Kontrol Hasta Toplam
Genotip Birey Sayisi Frekans (%) Birey Sayisi % Birey Sayisi %
GG 28 322 22 23.9 50 279
GC 36 414 34 37.0 70 39.1
CcC 23 26.4 36 39.1 59 33
87 92 179
P=0.173
P: P degeri.
TABLO 4: Osteoartrit baglama yasi ve Bme1390I polimorfizmi genotip ve allel frekanslari.
OA Baslama Yasi (yil) OA Baslama Yasi (yil)
Genotip Erken Gec Allel Erken Gec
GG 6(15.8) 13(26.0) G 29 (38.2) 42 (42.0)
GC 17 (44.7) 16 (32.0) c 47 (61.8) 58 (58.0)
cc 15 (39.5) 21 (42.0)
P=0.37 00 (%95 GA)
0.85 (0.46-1.57) P’=0.36

P2 Genotip frekanslarinin p degeri, P°: Allelik frekanslarin p degeri
00: Olasiliklar Orani. GA: Giiven Arali§i. Parantez icinde yiizde frekanslar verilmistir.

sisyonu oldugu tespit edildi. Bu transisyon sonucu
izolosin (CAT) aminoasidinin yerine valin amino-
asidinin (CGT) gectigi belirlendi (Sekil 2).

DNA dizi analizi yapilmayan fakat ayni bant
paternine sahip olan diger bireylere ait DNA 6r-
neklerinde intron 2’nin 59. pozisyonundaki G — C
transversiyonu, Bme1390I enzimi kullanilarak par-
¢a uzunluk polimorfizmi (RFLP) y6ntemi ile taran-
di. On calismada kullanilan hasta ve kontrol
bireylerinin sayisi arttirilarak enzim kesimi i¢in 92
hasta ve 87 kontrol olmak iizere, toplam 179 bire-
yin DNA 6rnekleri kullanildz.

Intron 2’nin Bme13901I polimorfizmi allel fre-
kansi acisindan degerlendirildiginde, OA hastalar:
ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak an-

26

laml1 bir farklilik tespit edildi [Olasiliklar orani
(00)=1.525, %95; gliven araligr (GA)=1.005-2.314;
p=0.030) (Tablo 2). Buna ragmen genotip ayrimi
g6z oniine alindiginda istatistiksel agidan herhan-
gi bir anlamlilik bulunamad: (Tablo 3).

Intron 2'nin Bme1390I polimorfizminin allel
frekansi, hasta grubundaki kadin ve erkekler arasin-
da istatistiksel olarak anlamli bulundu (OO= 2.21,
%095; GA= 1.07-4.56; p= 0.02). Genotip frekansinda
istatistiksel olarak herhangi bir anlamlilik buluna-
mad1. Ayrica, erkekler ve kadinlar ayr1 ayri deger-
lendirmeye alindiginda da farklihik goriilmedi.

OA baglama yagini degerlendirmek i¢in, 55 yas
alt1 bireyler erken dénem, 55 yas istil ise ge¢ do-
nem olarak belirlendi. Yapilan istatistiksel analizler

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2011;31(1)
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TABLO 5: Kellgren Lawrence skalasi ve Bme13901 polimorfizmi genotip ve allel frekanslari.

KIL Skalasi
Genotip Orta Siddetli
GG 6 (21.4) 14 (23.7)
GC 10 (35.7) 21(35.6)
CC 12 (42.9) 24 (40.7)

P2=0.18

P=10.24

KI/L Skalasi
Allel Orta Siddetli
G 22 (39.3) 49 (41.5)
C 34 (60.7) 69 (58.5)

00 (%85 GA)
0.58 (0.31-1.07) P=0.053
0.63 (0.40-1.02) P= 0.037

P K/L skalasina gore orta siddetli OA hastalari ile kontrol bireylerin genotip frekanslarinin p degeri, P%: K/L skalasina gore siddetli OA hastalari ile kontrol bireylerin genotip
frekanslarinin p degeri P K/L skalasina gore orta siddetli OA hastalari ile kontrol bireylerin allelik frekanslarin p degeri, P% K/L skalasina gore siddetli OA hastalari ile
kontrol bireylerin allelik frekanslarin p degeri OO: Olasiliklar Orani. GA: Given Aralidi. Parantez icinde yiizde frekanslar verilmistir. K/L: Kellgren Lawrence.

sonucunda, baglama yas1 ve intron 2 Bme1390I po-
limorfizmi allel ve genotip frekanslari arasinda her-
hangi bir anlam bulunamadi (Tablo 4).

Orta giddetli ve siddetli OA hastalarinin
Bme13901 polimorfizmleri genotip frekansi, kont-
rol bireyler ile kargilastirildiginda istatistiksel ola-
rak anlamli bulunmadi (P= 0.18; P°= 0.24). Allel
frekanslar1 kontroller ile ayr1 ayr: karsilastirildi-
ginda ise siddetli OA hastalar: ile kontrol grubu
Bme1390I polimorfizmi arasinda anlamli bir fark
tespit edilirken (P?=0.037), orta siddetli OA hasta-
lar1 ve kontroller arasinda fark yoktu (P= 0.053)
(Tablo 5).

Bme1390I polimorfizmi, normal ve kilolu bi-
reyler arasinda karsilastirildiginda istatistiksel agi-
dan anlamli bir fark bulunmadi (P= 0.31). Agir1
kilolu (BKi>30) bireyler normal bireylerle deger-
lendirildiginde ise istatistiksel olarak anlaml bir
fark saptanmadi (P= 0.22). Bunun yaninda hasta ve
kontrol gruplari arasinda da BKI acisindan bir ilis-
ki gozlenmedi (P= 0.30).

I TARTISMA

TGF-p/Smad3 sinyalleri, kondrositlerin terminal
hipertrofik farklilagmasini inhibe eder ve eklem ki-
kirdaginin biitlinliigiintin korunmas: i¢in gerekli-
dir. Smad3'tin ekzon8’i hasara ugratilan homozigot
mutant bir farede insan OA’ne benzer dejeneratif
eklem hastalig: gelistigi bildirilmektedir. Smad pro-
teinlerinin kondrosit metabolizmasi tizerine TGF-
B etkilerinde araci rolii oynadig: arastirilmis, Smad?2
ve Smad3in kondrosit olgunlagsmasinda TGF-p1
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sinyallerine inhibitor etkiler olusturan 6nemli ara-
cilar olarak rol aldig: tespit edilmistir.'

TGF-f’nin bityime hormonu olmasi, aragtiri-
cilar1 daha ¢ok kanser ¢aligmalari {izerine yogun-
lagtirmistir, OA patogenezindeki roli ile ilgili
caligmalar sinirlidir. Osteoartrit caligmalarinda ba-
z1 genlerin OA ile iligkili olabilecegi gésterilmistir.
Ozellikle kikirdak bilesenlerini olusturan protein-
leri kodlayan genler ilk etapta aday genler listesine
alinmig ve bunlar {izerine ¢aligmalar yiiriitilmiis-
tlir. Kikirdak bilegenlerini kodlayan genlerin ya-
ninda, bu genlerin aktivitesini kontrol edecek
molekiilleri kodlayan genlerin de osteoartritte
6nemli rolii olacag: diisiiniilerek, TGF-f sinyal ile-
tim yolundaki araci molekiil olan Smad3 geninde-
ki mutasyonlarin veya polimorfizimlerin hastalikla
iligkisinin ortaya konmas: amaglanmistir.

Dizi analizi sonuglarimiza gore, Smad3 geni-
nin 170. kodonunda izolésini kodlayan “CAT” ko-
A - G
aminoasidini kodlayan “CGT” tripletine dontis-

donu, transisyonu sonucu valin
miistiir. Yiiz yetmisinci kodon Smad3 geninin ¢ok
onemli fosforilasyon alanlari igeren baglanti bolge-
sinde yer alir. Cok say1da serin ve treonin rezidiisii
iceren bu baglant1 bolgesindeki farkliliklar, R-
Smad’larin ¢ok yonlii sinyal girisi ile diizenlenme-
sine olanak saglamaktadir.'

Ekzon 3 tizerindeki varyantin tek niikleotid
polimorfizim (SNP) veri bankasina “rs35874463”
kodu ile kayith oldugunu tespit ettik. Buradaki ve-
rilere gore, tamami kadinlardan olusan bir poptilas-
yon taramasi esnasinda 32 birey degerlendirilmis,
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allel frekanslar1 A: 0.938 ve G: 0.062 olarak belir-
lenmis, genotip frekanslar1 ise A/A: 0.875, A/G:
0.125 olarak verilmigtir. Calismamizda ise A/G ge-
notipine sahip bireylerin ii¢li kadin, biri erkekti.
Genotip ve allel frekanslarin1 hesap etmek igin,
SSCP yapilan hasta ve kontrol gruplar birlestirile-
rek 80 birey degerlendirmeye alindi. Sonuglarimiza
gore, allel frekansi; A: 0.975, G: 0.025, genotip fre-
kans1 A/A: 0.95, A/G: 0.05 olarak bulundu. Tiirk po-
piilasyonu i¢in ilk defa verilen ekzon 3’deki tek
niikleotid polimorfizim frekansinin kullanilmasinin
uygun olacagi kanaatindeyiz.

Yaptigimiz arastirmalarda, buldugumuz SNP
ile ilgili herhangi bir baglant: ¢alismasina rastla-
madik. Bulgularimiza gére Smad3 geni ekzon 3 bol-
gesindeki polimorfizimin, primer diz osteoartriti ile
iligkisi olabilecegini diisiiniiyoruz. Smad3 geninin
genomik yapisini ve kolon kanserinde gen {izerin-
deki farkhiliklar: yayinlayan Arai ve ark." ile yine
kolon kanserinde Smad3 genini ¢alisan Fukushima
ve ark.,” belirledigimiz SNP ile ilgili bir bulguya
rastlamamuglardir.

Smad3 geni, Cin popiilasyonunda 32 OA’li
hasta ve 50 kontrol bireyde ¢alisilmis, bir hastada,
ekzon 4’de 197. kodonda tek niikleotid mutasyonu
bulunmus ve mutasyon OA ile iligkilendirilmistir.!
Bulgularimizda ekzon 4 bolgesinde herhangi bir
mutasyona rastlanmamistir. Bulgulardaki farklilik-
larin, mutasyonlarin ve SNP’lerin popiilasyonlara
gore cesitlilik gostermesinden kaynaklandig: di-
stincesindeyiz.

Yiiz digiincli kodonda meydana gelen A — G
transisyonu neticesinde bir sessiz mutasyon ortaya
cikmakta ve olusan kodon yine 16sin aminoasitini
kodlamaktadir. Bu bolge, Smad3 yapisal elemanla-
rindan MH1 domaini igerisinde bulunur. MH1 do-
maini diziye 6zgiill DNA baglanma &zelligi olan
bolgedir ve Smad3 proteinin fonksiyonunda 6nem-
1i bir yere sahiptir.'¢

Yiiz iglincti kodondaki sessiz A—G transis-
yonu, SNP veritabaninda “rs1065080” kodu ile ta-
nimlanmaktadir. Elde ettigimiz verilere paralel
olarak degisik popiilasyon frekanslarina ulagtik.
Farkli popiilasyonlarda da G/G genotipinin yaygin
olarak bulundugu tarafimizdan tespit edilmistir.
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Smad3 geni {izerinde buldugumuz diger poli-
morfizim ise intron 2’ nin 59. pozisyonunda G—C
transversiyonudur. Bu polimorfizmi belirlemek
icin hizh tarama y6ntemi gelistirerek “CC / NGG”
tanima bolgesine sahip Bme1390I enzimi ile 59. po-
zisyonundaki G — C transversiyonu taramasi ya-
pilmistir. Intron 2'nin 59. pozisyonundaki G — C
transversiyonunu allel frekans: bakimindan deger-
lendirdigimizde, C allelinin OA’li hasta grubunda
kontrol grubuna gore farkl oldugunu tespit ettik
(p=0.030). Bu ¢aligma, Isparta yoresinde primer diz
osteoartriti ile Smad3 geni Bme1390I polimorfizmi
arasinda baglant1 oldugunu ortaya koyan ilk ¢alis-
madir.

Isparta ve yoresinde primer OA’li hasta grubu-
nun C/C genotip frekans: (%39.1), Arai ve ark."” ta-
rafindan yapilan ¢alismadaki Japon popiilasyonunun
C/C (%18) genotip frekans: ile karsilastirildiginda,
iki kat daha fazla fark oldugu gozlendi. Isparta ve
yoresindeki ¢aligmamiz i¢in ortalama genotip fre-
kansi ise G/G: %27.9 G/C:%39.1, CC: %33 olarak be-
lirlendi.

Bmel390I polimorfizminin allel ve genotip
frekans: cinsiyete gore degerlendirildiginde, hasta
grubundaki kadin ve erkekler arasinda allel frekan-
s1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bu-
lunmugtur (p= 0.02). C alleli frekansi kadin
hastalarda, erkeklere gore daha fazlaydi. Bulgula-
rimiz, cinsiyetin 6nemli bir risk faktorii oldugu pri-
mer OA’de, Bmel390I polimorfizmi ve cinsiyet
arasindaki farkliliklar da ortaya koymustur. Ozel-
likle hasta ve kontrol kadin bireylerin C/C genoti-
pi arasindaki farklilik dikkat cekicidir.

Siddetli OA hastalar1 ve kontrol grubu ile
Bmel3901 polimorfizmi allel frekans: arasinda is-
tatistiksel olarak anlamli farkliligin (p= 0.037) bu-
lunmasi, C allelinin hastaligin siddeti ile iligkili
olabilecegini diistindiirdii. Biliyoruz ki, sadece bir
faktor hastaligi ortaya ¢ikarmaya veya siddetini be-
lirlemeye yetmez. Ciinkii osteoartrit multifaktori-
yel bir hastaliktir ve cevre sartlar1 da hastaligin
olusmasinda ve ilerlemesinde 6nemli bir yer tutar.
Ornegin, egilme ve tagima ile ilgili meslek grubu
OA igin risk altindadir ve genetik faktorlerin etki-
si ile hastaligin siddeti ortaya ¢ikabilir.
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Ayrica, normal ve kilolu bireyler arasinda
Bme1390I polimorfizmi degerlendirildiginde, ge-
notip ve allel frekanslar1 bakimindan anlamli bir
fark bulunamadi. Ayrica hasta ve kontrol grupla-
rinda, BKI’nin OA ile iliskisi degerlendirildiginde
farklilik olmadig goriildii.

Bir¢ok calismada TGF-f sinyallerinin, eklem
kikirdaginin normal yapisinin korunmasinda
6nemli bir role sahip oldugu bildirilmis ve 6zellik-
le TGF-Bl’in insan OA'’i ile iligkili olabilecegi be-
lirtilmistir.”” Onceki caligmalar, Smad3 kaybini,
immiin yanitin bozulmasi, azalan kemik yogunlu-
gu ve kolon kanseri ile iliskilendirmistir. Smad3 ve
OA iligkisini ortaya koyan ilk ¢aligmada, bir hasta-
nin dordiincii ekzonunda aminoasit degisimi ile so-
nuclanan tek baz mutasyonu tespit edilmis ve
Smad3 geni insan OA’i i¢in muhtemel predispozan
faktor olarak gosterilmigtir. Smad3 gen mutasyo-
nunun disik frekansindan dolay:1, TGF-f/Smad3
sinyal iletiminin insan OA’den sorumlu major yol
olamayacag@ da bildirilmistir.!

Sonug olarak, Isparta ve yoresinde yaygin ola-
rak goriilen osteoartritin Smad3 genindeki niikleo-
tid degisimleri ile baglantisini arastirdigimiz bu
caligmada, SSCP analizinde tanmimladigimiz farkh

bant paternlerinden yola ¢ikilarak, dizi analizi ile
tek niikleotid polimorfizmleri tespit edilip OA ile
iligkisi incelendi. Tanimlanan tek niikleotid poli-
morfizimlerinden biri i¢in hizli tarama metodu ge-
ligtirilerek, allel frekansi acisindan OA ile iligkisi
ortaya ¢cikarilmigtir. Tiirk popiilasyonundaki bu po-
limorfizmin frekansini belirlemek i¢in ¢aligmami-
zin bir ilk adim olabilecegi kanaatindeyiz. Ayrica,
Smad3 proteini fonksiyonunda 6nemli bir yer tutan,
ekzon 3 tarafindan kodlanan baglant1 bolgesinde ta-
nimladigimiz SNP’in osteoartrit ile iligkili olabilece-
gi ilk defa bu c¢aligma ile ortaya konmaktadir.
Calismanin devaminda bu bélge i¢in hizli tarama
metodu gelistirerek hastalikla iligkisini tespit etmek
ve Tiirk popiilasyonu frekansini belirlemek amag-
lanmaktadir. Bunun yanisira, TGF-f sinyal iletim
yolundaki diger araci proteinleri kodlayan genleri
de tarayarak osteoartrit hastalar1 i¢in TGF-f sinyal
iletim yolu haplotipinin ortaya konmasi hedeflen-
mektedir.
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