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Osteoartrit Tanısı Konmuş Hasta Bireylerde
Smad3 Gen Mutasyonlarının Analizi

ÖÖZZEETT  AAmmaaçç:: Eklem kıkırdağının harabiyeti ile karakterize bir hastalık olan osteoartrit (OA),
insanları etkileyen eklem hastalıklarından en yaygın olanıdır. Transforming growth faktör-beta
(TGF-β) sinyal yolunun aracı molekülü olan Smad3, kondrositlerin olgunlaşma sürecinde inhibitör
etkiler oluşturur. Çalışmamızda, primer diz osteoartriti ve Smad3 genindeki nükleotid değişimleri
arasındaki ilişki araştırıldı. GGeerreeçç  vvee  YYöönntteemmlleerr::  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 açısından tarandı. SSCP’de farklı bant paterni gözlenen bireylere DNA dizi
analizi yapıldı. İntron 2’nin 59. pozisyonunda G→C transversiyonu PCR/RFLP yöntemi ile tarandı.
BBuullgguullaarr::  İntron 2’nin 59. pozisyonunda G→C transversiyonu, 103. kodonda sessiz A→G transisy-
onu ve 170. kodonun ikinci pozisyonunda A→G transisyonu olmak üzere üç farklı tek nükleotid
polimorfizimi (SNP) tespit edildi. İntron 2’nin 59. pozisyonundaki G/C allel frekansları değer-
lendirildiğinde OA hastaları ve kontrol grubu (P= 0,030) ile şiddetli OA hastaları ve kontrol grubu
(P= 0,037) arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılıklar bulunurken, genotip frekansları açısından
farklılık tespit edilmedi. C allel frekansının radyografik olarak şiddetli OA hastalarında farklı olması,
C allelinin hastalığın şiddeti ile ilişkili olabileceğini gösterdi. SSoonnuuçç::  Smad3 geninde ilk defa OA ile
ilişkilendirilen bir bölgeyi tespit ettiğimiz ve bu bölgenin frekanslarının hızlı bir şekilde çalışılması
için Bme1390I enzim kesim metodu geliştirdiğimiz çalışmamızın, osteoartrit ile ilgili çalışmalara ışık
tutacağı düşüncesindeyiz.      

AAnnaahh  ttaarr  KKee  llii  mmee  lleerr:: Mutasyon; osteoartrit; çok biçimlilik, tek nükleotid; 
dönüştürücü büyüme fakörü beta; Smad3 proteini

AABBSS  TTRRAACCTT  OObbjjeeccttiivvee:: 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- β) 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. MMaatteerriiaall  aanndd
MMeetthhooddss::  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 59th position of intron 2 was scanned
with PCR/RFLP method. RReessuullttss::  Three distinct single nucleotide polymorphisms (SNP) were de-
tected including G→C transversion  in the 59th 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. CCoonncclluussiioonn:: 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.

KKeeyy  WWoorrddss::  Mutation; osteoarthritis; polymorphism, single nucleotide; 
transforming growth factor beta; Smad3 protein 
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k lem kı kır da ğı nın ha ra bi ye ti ile ka rak te ri ze
bir has ta lık olan os te o ar trit (OA), in san la rı
et ki le yen ek lem has ta lık la rın dan en yay gın

ola nı dır. Os te o ar trit,  bir çok fak tö rün et ki siy le olu-
şan bir has ta lık tır. Yaş lan ma, ge ne tik, hor mo nal ve
me ka nik fak tör ler has ta lı ğın iler le me sin de rol alan
te mel un sur lar dır.1 Araş tır ma lar ge ne tik et ken le -
rin, os te o ar trit ge li şi mi ne kat kı sı nın faz la ol du ğu nu
gös ter mek te dir. Fark lı aday gen ler le ya pı lan ça lış -
ma lar da ise bu gen ler den bir kıs mı nın os te o ar trit
ile iliş ki li ol du ğu tes pit edil miş tir.2

Trans for ming growth faktör β (TGF-β) ai le si
ge li şi mi çok yön lü kon trol eden eks tra se lü ler bü-
yü me fak tör le ri nin bü yük bir gru bu nu oluş tu rur.
Hüc re pro li fe ras yo nu, fark lı laş ma sı, mo ti li te si,
adez yo nu ve ölü mü gi bi hüc re sel sü reç le ri dü zen -
le me ye te ne ği ne sa hip TGF-β ai le si, çok sa yı da ya-
pı sal ola rak ben zer po li pep tid bü yü me fak tör le ri
içe rir. TGF-β ai le si, or ga niz ma nın tüm do ku la rı nın
ge li şi min de, ho me os ta si sin de ve ona rı mın da çok
önem li rol oy nar. Bu fak tör le rin tü mü, hüc re içi
sin yal le rin dü zen len me sin de bü yük yer tu tar.3

TGF-β ai le si üye le ri, trans mem bran pro te in ler den
olan se rin/tre o nin ki naz ak ti vi te si ne sa hip TGF-β
re sep tör ai le si ne sin yal ile tir ler. TGF-β re sep tör le -
ri, ya pı sal ve fonk si yo nel özel lik le ri ne gö re tip I  ve
tip II ol mak üze re iki ye ay rı lır. Tip II re sep tö rün
ara cı lık ya pa rak tip I re sep tö rü ak ti ve et me si TGF-
β sin yal le ri nin baş la ma sı na ne den olur. Ak ti ve olan
tip I re sep tör, hüc re çe kir de ği ne sin yal ta şı yan
SMAD pro te in le ri ni fos for lar ve ak ti ve eder. SMAD
ai le si ne ait pro te in ler, tip I re sep tör ki naz la rın ta-
nım lan mış ilk subs trat la rı dır ve re sep tör sin yal le ri -
nin hüc re çe kir de ği için de ki he def gen le re
ile ti min de mer ke zi bir rol oy nar lar.4-6

Ya pı sal ve fonk si yo nel et ken ler göz önün de
tu tul du ğun da, SMAD’ lar üç ay rı alt gru ba ay rı lır lar:
(a) Re sep tör ile re gü le edi len SMAD’ lar (R-Smad’ -
lar); TGF-β ai le si re sep tör ki naz la rı nın di rekt subs-
trat la rı dır. (b) Com mon-part ner SMAD’ lar
(Co-Smad’ lar); R-Smad’ lar la bir le şe rek sin yal ile ti -
mi ne ka tı lan SMAD’ lar ve (c) İnhi bi tör SMAD’ lar
(I-Smad’ lar); di ğer iki gru bun sin yal fonk si yo nu nu
in hi be eden an ta go nist SMAD’ lar dır.6,7

SMAD’ lar ser best hal de ho mo-oli go mer ler ola-
rak bu lu nur lar. Re sep tör komp leks li gan dın bağ-
lan ma sıy la ak ti ve ol duk tan son ra, tip I re sep tör
ki naz lar spe si fik SMAD’ la rı fos fo ri le eder, fos fo ri -
le olan SMAD’ lar Smad4 ile bir le şe rek hüc re çe kir -
de ği ne ta şı nır lar. Bu komp leks ler çe kir dek için de
yal nız ve ya DNA-bağ lan ma alt bi ri mi ile bir le şik
hal de bu lu na bi lir ve spe si fik pro mo tor ele man la rı -
na bağ la na rak he def gen le ri ak ti ve eder ler.3,6,7

TGF-β ai le si nin, kon dro sit bü yü me ve fark lı -
laş ma sın da anah tar bir rol oy na dı ğı dü şü nül mek -
te dir.8 TGF-β’lar çok fark lı hüc re tip le rin de
üre til me si ne rağ men ke mik te ki kon san tras yon la rı
di ğer do ku lar dan 100 kat da ha faz la dır ve os te ob -
last lar yük sek kon san tras yon lar da TGF-β re sep tör -
le ri içe rir ler.9 TGF-β ai le si, ek lem kon dro sit le rin de
pro li fe ras yo nu, hüc re dı şı mat rik si ve/ve ya fark lı -
laş ma sı nı kon trol eder. Kı kır dak ta pro li fe re olan
kon dro sit ler de Smad2’nin eks pres yo nu faz la olur-
ken, Smad3’ün ge nel de ol gun la şan kon dro sit ler de
eks pre se ol du ğu gö rül müş tür. Smad4 ge nel ola rak
epi fi zi yal pla ğın bü tün böl ge le rin de eks pre se olur
ve in hi bi tör Smad’ lar 6 ve 7, ol gun kon dro sit le ri
bu lun du ran bü tün kı kır dak böl ge le rin de kuv vet li
bir şekil de eks pre se olur. Ay rı ca TGF-β/Smad3 sin-
yal le ri, kon dro sit le rin ter mi nal hi per tro fik fark lı -
laş ma sı nı in hi be eder ve ek lem kı kır da ğı nın
bü tün lü ğü nün ko run ma sı için ge rek li dir.10 Os te o -
ar trit li has ta lar la ya pı lan mu tas yon ça lış ma sın da bir
has ta da Smad3 gen mu tas yo nu tes pit edil miş ve
Smad3 ge nin de ki mu tas yo nun in san da OA ’e yat-
kın lık oluş tu ra bi le cek ola sı bir fak tör ola bi le ce ği
bil di ril miş tir.1

Bu ça lış ma nın te mel ama cı, Smad3 ge nin de ki
nük le o tid de ği şim le ri nin OA pa to ge ne zi ile iliş ki -
si ni araş tır mak ve bu de ği şim le rin Türk po pü las yo -
nun da ki fre kans la rı nı or ta ya koy mak tır. 

GEREÇ VE YÖNTEMLER

ÇA LIŞ MA GRU BU

Ça lış ma gru bu için, Sü ley man De mi rel Üni ver si te -
si Tıp Fa kül te si Araş tır ma ve Uy gu la ma Has ta ne si
Fi zik Te da vi ve Re ha bi li tas yon Po lik li ni ği ne baş-
vu ran top lam 179 ol gu dan top la nan pe ri fe rik kan
ör nek le ri kul la nıl dı. Has ta ve kon trol ol mak üze re
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iki ça lış ma gru bu oluş tu rul du. (I) Kon trol Gru bu;
ulus la ra ra sı os te o ar trit kri ter le ri dı şın da ka lan 87
gö nül lü bi reyden, (II) Has ta Gru bu; ulus la ra ra sı
kri ter le re gö re pri mer diz os te o ar tri ti ta nı sı kon-
muş 92 gö nül lü has ta bi reyden oluştu. Sü ley man
De mi rel Üni ver si te si Tıp Fa kül te si Fi zik Te da vi ve
Re ha bi li tas yon Ana bi lim Da lın da fi zik  mu a ye ne ile
ta nı ko nu lan ve rad yog ra fi ile doğ ru la nan pri mer
os te o ar trit va ka la rı ça lış ma ya dâhil edil di.

OA de ğer len dir me sin de, yay gın ola rak kul la -
nı lan Kell gren ska la sı11 kul la nıl dı ve 1, 2, 3, 4 ola-
rak skor lan dı. Bu na gö re 1 ve 2 or ta şid det te, 3 ve
4 şid det li ola rak de ğer len di ril di. Ay rı ca rad yog ra fi -
de os te o fit ba kı mın dan da de ğer len dir me ya pı la rak
skor lan dı (0-3). Has ta la rın tu tu lan ek lem sa yı la rı
da de ğer len dir me ye alın dı. Has ta gru bu na dâhil
edi len bi rey le rin, yaş, boy, ki lo, ilk be lir ti le rin gö-
rül dü ğü yaş gi bi özel lik le ri de ay rı ca sor gu lan dı.
Kon trol bi rey ler be lir le nir ken, yaşlarının has ta
gru bu nun yaş or ta la ma sı na ya kın ol ma sı na özen
gös te ril di. 

Ça lış ma için Sü ley man De mi rel Üni ver si te si
Tıp Fa kül te si Etik Ku rul ona yı alın dı. Ay rı ca ça lış -
ma ya ka tı lan her gö nül lü için has ta onam form la rı
dol du rul du.

MO LE KÜ LER ANA LİZ LER

DNA ör nek le ri, 9  ml’lik ED TA’ lı tüp le re alı nan pe-
ri fe rik kan dan tuz la çök tür me yön te mi ile izo le
edil di.12 Smad3 ge ni nin kod la yan böl ge le ri ni ta ra -
ya bil mek için ilk ola rak po li me raz zin cir re ak si yo -
nu (PCR) ile dokuz ek zo nun amp li fi kas yo nu
ya pıl dı. 

Dokuz ek zo nun PCR şart la rı, Fu kus hi ma ve
ark.nın13 me to du mo di fi ye edi le rek op ti mi ze edil -
di. Tek zin cir kon for mas yon po li mor fiz mi (SSCP)
ana li zi için %12.5’luk (29:1) po li ak ri la mid jel  kul-
la nıl dı. Ör nek ler 1100 volt ta yü rü tül dük ten son ra
jel ler gü müş nit rat la bo ya ma yön te mi ile bo yan -
dı.

SSCP de ğer len dir me le rin de ek zon 2 ve ek zon
3’de fark lı bant pa ter ni tes pit edil di. Nu mu ne le rin
DNA di zi ana li zi iş lem le ri REF GEN fir ma sı ta ra -
fın dan sağ la nan ABI 3100 DNA Ana li zö rü kul la nı -
la rak ya pıl dı.

Di zi ana li zin de yük sek oran da de ği şim gö rü -
len böl ge nin in tron 2’nin 59. nük le o ti di ol du ğu tes-
pit edil di. İntron 2’nin 59. ba zın da ki var yan tın
be lir len me si için bu böl ge ye öz gü Bme1390I res-
trik si yon en zi mi kul la nıl dı. Bu en zi min böl ge ye öz-
gül lü ğü wwwwww..eenn  sseemmbbll..oorrgg web si te sin den
bu lun du. 37 0C’de 16 sa at sü re ile en zim ke si mi ya-
pı lan amp li fi kas yon ürün le ri, %2.5’luk aga roz jel de
gö rün tü len di. Bi rey le rin ge no ti pi nor mal (GG) ise
187 ve 64 bç bü yük lü ğün de bant lar göz le nir ken,
28, 19, 12 ve 11 bç. uzun lu ğun da ki ke sim ürün le ri
kü çük bo yut ta ol du ğun dan jel de ayırt edi le mez.
Ho mo zi got var yant lar (CC) ise 187 ve 83 bç uzun-
luk ta ki bant pa tern le ri ni ve rir. He te ro zi got bi rey -
ler de (GC) ise 187, 83 ve 64 bç uzun lu ğun da ki
bant la rı el de ede riz.    

İSTA TİS TİK SEL ANA LİZ LER

İsta tis tik sel de ğer len dir me ler için SPSS 10.0 pa ket
prog ra mı kul la nıl dı. İsim sel de ğiş ken ler yüz de fre-
kans ola rak, sa yı sal de ğiş ken ler “or ta la ma ± stan-
dart sap ma ” ola rak ve ril di. Os te o ar trit has ta la rı ve
kon trol po pu las yo nun ge no tip ve al lel fre kans kar-
şı laş tır ma la rın da stan dart “ki-ka re ” ve “Fis her
Exac t” test le ri kul la nıl dı. P <0.05 de ğe ri is ta tis tik -
sel ola rak an lam lı ka bul edil miş tir.

BULGULAR
KLİ NİK BUL GU LAR

Pri mer diz os te o ar tri ti nin sı nıf lan dır ma sın da has ta-
lı ğın ilk gö rül dü ğü yaş önem li dir. Ça lış ma mız da
has ta lı ğın baş la ma ya şı dik ka te alın dı ve or ta la ma
55 yıl ola rak bu lun du. İsta tis ti ki de ğer len dir me ler
için 55 yaş al tı er ken dö nem, 55 yaş üs tü ise geç dö -
nem ola rak be lir len di.

Kell gren Law ren ce (K/L) ska la sı rad yog ra fi
üze rin de has ta lı ğın şid de ti ni gös ter mek te dir. Bu na
gö re has ta lar dan el de edi len rad yog ra fik bul gu lar
or ta şid det li (K/L 1 ve ya 2) ve şid det li (K/L 3 ve ya
4) ol mak üze re iki gru ba ay rıl dı. Os te o fit le re gö re
ya pı lan sı nıf lan dır ma da ise; 0= os te o fit yok, 1= çok
kü çük os te o fit, 2= an lam lı lı ğı ke sin olan os te o fit,
or ta bü yük lük te,  3= bü yük os te o fit ola rak ni te len -
di ril di. Has ta ve kon trol grup lar ara sın da cin si yet,
yaş ve beden kit le in dek si (BKİ) ba kı mın dan fark-
lı lık ol ma dı ğı göz len di. Ça lış ma ya ka tı lan pri mer
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diz OA’ li  has ta la rın kli nik özel lik le ri Tab lo 1’de
ve ril di. 

MO LE KÜ LER BUL GU LAR

Pri mer diz os te o at ri ti ta nı sı kon muş 40 has ta ve 40
kon trol bi re yin Smad3 ge ni nin dokuz ek zo nu po li -
me raz zin cir re ak si yo nu (PCR) ile ön ça lış ma için
ço ğal tıl dı ve PCR ko şul la rı her ek zon için ay rı ay -
rı op ti mi ze edil di. 

Tek nük le o tid kon for mas yon po li mor fiz mi
(SSCP) ana li zi so nu cun da 1, 4, 5, 6, 7, 8 ve 9. ek-
zon lar için fark lı bir bant pa ter ni göz len mez ken,
ek zon 2 ve 3’de fark lı bant lar tes pit edil di. 

Ek zon 2’de göz lem le nen beş fark lı bant pa ter -
ni ne ait nu mu ne ler den ör nek ler se çi le rek DNA di -
zi ana li zi ya pıl dı. Di zi ana li zi ya pı lan bi rey ler de iki
ay rı böl ge de baz de ği şi mi göz len di. Bun lar dan bi-
rin ci si ek zon 2’nin 103. ko do nun da ki ses siz A → G
tran sis yo nu ola rak sap tan dı. Bu böl ge de CTG ve

CTA/CTG ge no ti pi be lir len di, fa kat CTA ge no ti pi
göz len me di. İkin ci baz de ği şi mi ise in tron 2’nin 59.
po zis yo nun da ki G → C trans ver si yo nu ola rak be lir-
len di (Şekil 1a, 1b). 

Ek zon 3’de nor mal ler den fark lı ola rak dört bi-
rey de ay nı ka rak ter de bant kay ma la rı tes pit edil di.
Ek zon 3’ün di zi ana liz so nuç la rın da Smad3 ge ni nin
170. ko do nu nun ikin ci po zis yo nun da A → G tran-

Özellikler Bulgular

Yaş (yıl) 62.1 ± 8.7

Erkek/Kadın (n) 19/73

İlk görülme yaşı (yıl) 55.0 ± 7.8

Vücut kütle indeksi (kg/m2) 29.5 ± 4.5

Kellgren Lawrence skalası (n): 2/3/4 28/49/10

Osteofit (n): 0/1/2/3 3/26/32/26

TABLO 1: Primer diz osteoartritli hastaların
klinik özellikleri.

ŞEKİL 1a: Exon 2’nin 103. kodonundaki sessiz A→G transisyonu.

ŞEKİL 1b: İntron 2’nin 59. pozisyonundaki G→C transversiyonu.

ŞEKİL 2: a. Exon 3’ün 170. kodonundaki  A→G transisyonu. b. Ekzon 3’ün 170. kodonundaki  A→G transisyonunu doğrulamak için ters dizi analizi.
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sis yo nu ol du ğu tes pit edil di. Bu tran sis yon so nu cu
izo lö sin (CAT) ami no a si di nin ye ri ne va lin ami no -
a si di nin (CGT) geç ti ği be lir len di (Şekil 2).

DNA di zi ana li zi ya pıl ma yan fa kat ay nı bant
pa ter ni ne sa hip olan di ğer bi rey le re ait DNA ör-
nek le rin de intron 2’nin 59. po zis yo nun da ki G → C
trans ver si yo nu, Bme1390I en zi mi kul la nı la rak par -
ça uzun luk po li mor fiz mi (RFLP) yön te mi ile ta ran -
dı. Ön ça lış ma da kul la nı lan has ta ve kon trol
bi rey le ri nin sa yı sı art tı rı la rak en zim ke si mi için 92
has ta ve 87 kon trol ol mak üze re, top lam 179 bi re -
yin DNA ör nek le ri kul la nıl dı.

İntron 2’nin Bme1390I po li mor fiz mi al lel fre-
kan sı açı sın dan de ğer len di ril di ğin de, OA has ta la rı
ve kon trol gru bu ara sın da is ta tis tik sel ola rak an-

lam lı bir fark lı lık tes pit edil di [Ola sı lık lar ora nı
(OO)= 1.525, %95; gü ven ara lı ğı (GA)=1.005-2.314;
p= 0.030) (Tab lo 2). Bu na rağ men ge no tip ay rı mı
göz önü ne alın dı ğın da is ta tis tik sel açı dan her han -
gi bir an lamlılık bu lu na ma dı (Tab lo 3).

İntron 2’nin Bme1390I po li mor fiz mi nin al lel
fre kan sı, has ta gru bun da ki ka dın ve er kek ler ara sın -
da is ta tis tik sel ola rak an lam lı bu lun du (OO= 2.21,
%95; GA= 1.07-4.56; p= 0.02). Ge no tip fre kan sın da
is ta tis tik sel ola rak her han gi bir an lamlılık bu lu na -
ma dı. Ay rı ca, er kek ler ve ka dın lar ay rı ay rı de ğer -
len dir me ye alın dı ğın da da fark lı lık gö rül me di.

OA baş la ma ya şı nı de ğer len dir mek için, 55 yaş
al tı bi rey ler er ken dö nem, 55 yaş üs tü ise geç dö -
nem ola rak be lir len di. Ya pı lan is ta tis tik sel ana liz ler

Kontrol OA Toplam

Allel Sayı (%) Sayı % P OO  (%95 GA) Sayı %

G 92 52.9 78 42.3 0.030 1.525 (1.005-2.314) 170 47.4

C 82 47.1 106 57.7 188 52.6

TABLO 2: Bme1390I enzim kesimi sonuçlarına göre hasta ve kontrol bireylerdeki allel frekansları.

P: Kontrol ve hasta bireylerin Fisher’s exact test ile karşılaştırmaları sonucu p değeri. OO: Olasılıklar Oranı. GA: Güven Aralığı

Kontrol Hasta Toplam

Genotip Birey Sayısı Frekans (%) Birey Sayısı % Birey Sayısı %

GG 28 32.2 22 23.9 50 27.9

GC 36 41.4 34 37.0 70 39.1

CC 23 26.4 36 39.1 59 33

87 92 179

P= 0.173

TABLO 3: Bme1390I enzim kesimi sonuçlarına göre hasta ve kontrol bireylerdeki genotip dağılımı.

P: P değeri.

OA Başlama Yaşı (yıl) OA Başlama Yaşı (yıl)

Genotip Erken Geç Allel Erken Geç

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)

Pa= 0.37 OO  (%95 GA) 

0.85 (0.46-1.57)  Pb= 0.36      

TABLO 4: Osteoartrit başlama yaşı ve Bme1390I polimorfizmi genotip ve allel frekansları.

Pa: Genotip frekanslarının p değeri, Pb: Allelik frekansların  p değeri
OO: Olasılıklar Oranı. GA: Güven Aralığı. Parantez içinde yüzde frekanslar verilmiştir.
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so nu cun da, baş la ma ya şı ve in tron 2 Bme1390I po-
li mor fiz mi al lel ve ge no tip fre kans la rı ara sın da her-
han gi bir an lam bu lu na ma dı (Tab lo 4).

Or ta şid det li ve şid det li OA has ta la rı nın
Bme1390I po li mor fizm le ri ge no tip fre kan sı, kon t-
rol bi rey ler ile kar şı laş tı rıl dı ğın da is ta tis tik sel ola-
rak an lam lı bu lun ma dı (Pa= 0.18; Pb= 0.24). Al lel
fre kans la rı kon trol ler ile ay rı ay rı kar şı laş tı rıl dı -
ğın da ise şid det li OA has ta la rı ile kon trol gru bu
Bme1390I po li mor fiz mi ara sın da an lam lı bir fark
tes pit edi lir ken (Pd= 0.037), or ta şid det li OA has ta-
la rı ve kon trol ler ara sın da fark yok tu (Pc= 0.053)
(Tab lo 5).

Bme1390I po li mor fiz mi, nor mal ve ki lo lu bi-
rey ler ara sın da kar şı laş tı rıl dı ğın da is ta tis tik sel açı-
dan an lam lı bir fark bu lun ma dı (P= 0.31). Aşı rı
ki lo lu (BKİ>30) bi rey ler nor mal bi rey ler le de ğer -
len di ril di ğin de ise is ta tis tik sel ola rak an lam lı bir
fark sap tan ma dı (P= 0.22). Bu nun ya nın da has ta ve
kon trol grup la rı ara sın da da BKİ açı sın dan bir iliş -
ki göz len me di (P= 0.30).

TARTIŞMA

TGF-β/Smad3 sin yal le ri, kon dro sit le rin ter mi nal
hi per tro fik fark lı laş ma sı nı in hi be eder ve ek lem kı-
kır da ğı nın bü tün lü ğü nün ko run ma sı için ge rek li -
dir. Smad3’ün ek zon8’i ha sa ra uğ ra tı lan ho mo zi got
mu tant bir fa re de in san OA’ ne ben zer de je ne ra tif
ek lem has ta lı ğı ge liş ti ği bil di ril mek te dir. Smad pro-
te in le ri nin kon dro sit me ta bo liz ma sı üze ri ne TGF-
β et ki le rin de ara cı ro lü oy na dı ğı araş tı rıl mış, Smad2
ve Smad3’ün kon dro sit ol gun laş ma sın da TGF-β1

sin yal le ri ne in hi bi tör et ki ler oluş tu ran önem li ara-
cı lar ola rak rol al dı ğı tes pit edil miş tir.10

TGF-β’nın bü yü me hor mo nu ol ma sı, araş tı rı -
cı la rı da ha çok kan ser ça lış ma la rı üze ri ne yo ğun -
laş tır mış tır, OA pa to ge ne zin de ki ro lü ile il gi li
ça lış ma lar sı nır lı dır. Os te o ar trit ça lış ma la rın da ba -
zı gen le rin OA ile iliş ki li ola bi le ce ği gös te ril miş tir.
Özel lik le kı kır dak bi le şen le ri ni oluş tu ran pro te in -
le ri kod la yan gen ler ilk etap ta aday gen ler lis te si ne
alın mış ve bun lar üze ri ne ça lış ma lar yü rü tül müş -
tür. Kı kır dak bi le şen le ri ni kod la yan gen le rin ya-
nın da, bu gen le rin ak ti vi te si ni kon trol ede cek
mo le kül le ri kod la yan gen le rin de os te o ar trit te
önem li ro lü ola ca ğı dü şü nü le rek,  TGF-β sin yal ile-
tim yo lun da ki ara cı mo le kül olan Smad3 ge nin de -
ki mu tas yon la rın ve ya po li mor fi zim le rin has ta lık la
iliş ki si nin or ta ya kon ma sı amaç lan mış tır.

Di zi ana li zi so nuç la rı mı za gö re, Smad3 ge ni -
nin 170. ko do nun da izo lö si ni kod la yan “CA T” ko-
do nu, A → G tran sis yo nu so nu cu va lin
ami no a si di ni kod la yan “CG T” trip le ti ne dö nüş -
müş tür. Yüz yetmişinci ko don Smad3 ge ni nin çok
önem li fos fo ri las yon alan la rı içe ren bağ lan tı böl ge -
sin de yer alır. Çok sa yı da se rin ve tre o nin re zi dü sü
içe ren bu bağ lan tı böl ge sin de ki fark lı lık lar, R-
Smad’ la rın çok yön lü sin yal gi ri şi ile dü zen len me -
si ne ola nak sağ la mak ta dır.14

Ek zon 3 üze rin de ki var yan tın tek nük le o tid
po li mor fi zim (SNP) ve ri ban ka sı na  “rs35874463”
ko du ile ka yıt lı ol du ğu nu tes pit et tik. Bu ra da ki ve-
ri le re gö re, ta ma mı ka dın lar dan olu şan bir po pü las -
yon ta ra ma sı es na sın da 32 bi rey de ğer len di ril miş,

K/L Skalası K/L Skalası

Genotip Orta Şiddetli Allel Orta Şiddetli

GG 6 (21.4) 14 (23.7) G 22 (39.3) 49 (41.5)

GC 10 (35.7) 21 (35.6) C 34 (60.7) 69 (58.5)

CC 12 (42.9) 24 (40.7)

Pa= 0.18 OO  (%95 GA)

Pb= 0.24 0.58 (0.31-1.07)  Pc= 0.053

0.63 (0.40-1.02) Pd= 0.037

TABLO 5: Kellgren Lawrence skalası ve Bme1390I polimorfizmi genotip ve allel frekansları.

Pa: K/L skalasına göre orta şiddetli OA hastaları ile kontrol bireylerin genotip  frekanslarının p değeri, Pb: K/L skalasına göre şiddetli OA hastaları ile kontrol bireylerin genotip
frekanslarının p değeri Pc: K/L skalasına göre orta şiddetli OA hastaları ile kontrol bireylerin allelik  frekansların p değeri, Pd: K/L skalasına göre şiddetli OA hastaları ile 
kontrol bireylerin allelik  frekansların p değeri OO: Olasılıklar Oranı. GA: Güven Aralığı. Parantez içinde yüzde frekanslar verilmiştir. K/L: Kellgren Lawrence.
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al lel fre kans la rı A: 0.938 ve G: 0.062 ola rak be lir -
len miş, ge no tip fre kans la rı ise A/A: 0.875, A/G:
0.125 ola rak ve ril miş tir. Ça lış ma mız da ise A/G ge-
no ti pi ne sa hip bi rey le rin üçü ka dın, biri er kek ti.
Ge no tip ve al lel fre kans la rı nı he sap et mek için,
SSCP ya pı lan has ta ve kon trol grup la rı bir leş ti ri le -
rek 80 bi rey de ğer len dir me ye alın dı. So nuç la rı mı za
gö re, al lel fre kan sı; A: 0.975, G: 0.025, ge no tip fre-
kan sı A/A: 0.95, A/G: 0.05 ola rak bu lun du. Türk po-
pü las yo nu için ilk de fa ve ri len ek zon 3’de ki tek
nük le o tid po li mor fi zim fre kan sı nın kul la nıl ma sı nın
uy gun ola ca ğı ka na a tin de yiz. 

Yap tı ğı mız araş tır ma lar da, bul du ğu muz SNP
ile il gi li her han gi bir bağ lan tı ça lış ma sı na rast la -
ma dık. Bul gu la rı mı za gö re Smad3 ge ni ek zon 3 böl-
ge sin de ki po li mor fi zi min, pri mer diz os te o ar tri ti ile
iliş ki si ola bi le ce ği ni dü şü nü yo ruz. Smad3 ge ni nin
ge no mik ya pı sı nı ve ko lon kan se rin de gen üze rin -
de ki fark lı lık la rı ya yın la yan Ara i ve ark.15 ile yi ne
ko lon kan se rin de Smad3 ge ni ni ça lı şan Fu kus hi ma
ve ark.,13 be lir le di ği miz SNP ile il gi li bir bul gu ya
rast la ma mış lar dır.

Smad3 ge ni, Çin po pü las yo nun da 32 OA’ li
has ta ve 50 kon trol bi rey de ça lı şıl mış, bir has ta da,
ek zon 4’de 197. ko don da tek nük le o tid mu tas yo nu
bu lun muş ve mu tas yon OA ile iliş ki len di ril miş tir.1

Bul gu la rı mız da ek zon 4 böl ge sin de her han gi bir
mu tas yo na rast lan ma mış tır. Bul gu lar da ki fark lı lık -
la rın, mu tas yon la rın ve SNP’le rin po pü las yon la ra
gö re çe şit li lik gös ter me sin den kay nak lan dı ğı dü-
şün ce sin de yiz.

Yüz üçüncü ko don da mey da na ge len A → G
tran sis yo nu ne ti ce sin de bir ses siz mu tas yon or ta ya
çık mak ta ve olu şan ko don yi ne lö sin ami no a si ti ni
kod la mak ta dır. Bu böl ge, Smad3 ya pı sal ele man la -
rın dan MH1 do ma i ni içe ri sin de bu lu nur. MH1 do-
ma i ni di zi ye öz gül DNA bağ lan ma özel li ği olan
böl ge dir ve Smad3 pro te i nin fonk si yo nun da önem -
li bir ye re sa hip tir.16

Yüz üçüncü ko don da ki ses siz  A→G tran sis -
yo nu, SNP ve ri ta ba nın da “rs1065080” ko du ile ta-
nım lan mak ta dır. El de et ti ği miz ve ri le re pa ra lel
ola rak de ği şik po pü las yon fre kans la rı na ulaş tık.
Fark lı po pü las yon lar da da G/G ge no ti pi nin yay gın
ola rak bu lun du ğu ta ra fı mız dan tes pit edil miş tir.

Smad3 ge ni üze rin de bul du ğu muz di ğer po li -
mor fi zim ise in tron 2’ nin 59. po zis yo nun da G→C
trans ver si yo nu dur. Bu po li mor fiz mi be lir le mek
için hız lı ta ra ma yön te mi ge liş ti re rek “CC / NGG”
ta nı ma böl ge si ne sa hip Bme1390I en zi mi ile 59. po-
zis yo nun da ki G → C trans ver si yo nu ta ra ma sı ya-
pıl mış tır. İntron 2’nin 59. po zis yo nun da ki G → C
trans ver si yo nu nu al lel fre kan sı ba kı mın dan de ğer -
len dir di ği miz de, C al le li nin OA’ li has ta gru bun da
kon trol gru bu na gö re fark lı ol du ğu nu tes pit et tik
(p= 0.030). Bu ça lış ma, Is par ta yö re sin de pri mer diz
os te o ar tri ti ile Smad3 ge ni Bme1390I po li mor fiz mi
ara sın da bağ lan tı ol du ğu nu or ta ya ko yan ilk ça lış -
ma dır.  

Is par ta ve yö re sin de pri mer OA’ li has ta gru bu -
nun C/C ge no tip fre kan sı (%39.1), Ara i ve ark.15 ta-
ra fın dan ya pı lan ça lış ma da ki Ja pon po pü las yo nu nun
C/C (%18) ge no tip fre kan sı ile kar şı laş tı rıl dı ğın da,
iki kat da ha faz la fark ol du ğu göz len di. Is par ta ve
yö re sin de ki ça lış ma mız için or ta la ma ge no tip fre-
kan sı ise G/G: %27.9 G/C:%39.1, CC: %33 ola rak be-
lir len di. 

Bme1390I po li mor fiz mi nin al lel ve ge no tip
fre kan sı cin si ye te gö re de ğer len di ril di ğin de, has ta
gru bun da ki ka dın ve er kek ler ara sın da al lel fre kan -
sı açı sın dan is ta tis tik sel ola rak an lam lı bir fark bu-
lun muş tur (p= 0.02). C al le li fre kan sı ka dın
has ta lar da, er kek le re gö re da ha faz lay dı. Bul gu la -
rı mız, cin si ye tin önem li bir risk fak tö rü ol du ğu pri-
mer OA’ de, Bme1390I po li mor fiz mi ve cin si yet
ara sın da ki fark lı lık la rı da or ta ya koy muş tur. Özel-
lik le has ta ve kon trol ka dın bi rey le rin C/C ge no ti -
pi ara sın da ki fark lı lık dik kat çe ki ci dir. 

Şid det li OA has ta la rı ve kon trol gru bu ile
Bme1390I po li mor fiz mi al lel fre kan sı ara sın da is -
ta tis tik sel ola rak an lam lı fark lı lı ğın (p= 0.037) bu-
lun ma sı, C al le li nin has ta lı ğın şid de ti ile iliş ki li
ola bi le ce ği ni dü şün dür dü. Bi li yo ruz ki, sa de ce bir
fak tör has ta lı ğı or ta ya çı kar ma ya ve ya şid de ti ni be-
lir le me ye yet mez. Çün kü os te o ar trit mul ti fak tö ri -
yel bir has ta lık tır ve çev re şart la rı da has ta lı ğın
oluş ma sın da ve iler le me sin de önem li bir yer tu tar.
Ör ne ğin, eğil me ve ta şı ma ile il gi li mes lek gru bu
OA için risk al tın da dır ve ge ne tik fak tör le rin et ki -
si ile has ta lı ğın şid de ti or ta ya çı ka bi lir.
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Ay rı ca, nor mal ve ki lo lu bi rey ler ara sın da
Bme1390I po li mor fiz mi de ğer len di ril di ğin de, ge-
no tip ve al lel fre kans la rı ba kı mın dan an lam lı bir
fark bu lu na ma dı. Ay rı ca has ta ve kon trol grup la -
rın da, BKİ’ nin OA ile iliş ki si de ğer len di ril di ğin de
fark lı lık ol ma dı ğı gö rül dü. 

Bir çok ça lış ma da TGF-β sin yal le ri nin, ek lem
kı kır da ğı nın nor mal ya pı sı nın ko run ma sın da
önem li bir ro le sa hip ol du ğu bil di ril miş ve özel lik -
le TGF-β1’in in san OA ’i ile iliş ki li ola bi le ce ği be-
lir til miş tir.17 Ön ce ki ça lış ma lar, Smad3 kay bı nı,
im mün ya nı tın bo zul ma sı, aza lan ke mik yo ğun lu -
ğu ve ko lon kan se ri ile iliş ki len dir miş tir. Smad3 ve
OA iliş ki si ni or ta ya ko yan ilk ça lış ma da, bir has ta -
nın dördüncü ek zo nun da ami no a sit de ği şi mi ile so-
nuç la nan tek baz mu tas yo nu tes pit edil miş ve
Smad3 ge ni in san OA ’i için muh te mel pre dis po zan
fak tör ola rak gös te ril miş tir. Smad3 gen mu tas yo -
nu nun dü şük fre kan sın dan do la yı, TGF-β/Smad3
sin yal ile ti mi nin in san OA’ den so rum lu ma jör yol
ola ma ya ca ğı da bil di ril miş tir.1

So nuç ola rak, Is par ta ve yö re sin de yay gın ola-
rak gö rü len os te o ar tri tin Smad3 ge nin de ki nük le o -
tid de ği şim le ri ile bağ lan tı sı nı araş tır dı ğı mız bu
ça lış ma da, SSCP ana li zin de ta nım la dı ğı mız fark lı

bant pa tern le rin den yo la çı kı la rak, di zi ana li zi ile
tek nük le o tid po li mor fizm le ri tes pit edi lip OA ile
iliş ki si in ce len di. Ta nım la nan tek nük le o tid po li -
mor fi zim le rin den bi ri için hız lı ta ra ma me to du ge-
liş ti ri le rek, al lel fre kan sı açı sın dan OA ile iliş ki si
or ta ya çı ka rıl mış tır. Türk po pü las yo nun da ki bu po-
li mor fiz min fre kan sı nı be lir le mek için ça lış ma mı -
zın bir ilk adım ola bi le ce ği ka na a tin de yiz. Ay rı ca,
Smad3 pro te i ni fonk si yo nun da önem li bir yer tu tan,
ek zon 3 ta ra fın dan kod la nan bağ lan tı böl ge sin de ta-
nım la dı ğı mız SNP’in os te o ar trit ile iliş ki li ola bi le ce -
ği ilk de fa bu ça lış ma ile or ta ya kon mak ta dır.
Ça lış ma nın de va mın da bu böl ge için hız lı ta ra ma
me to du ge liş ti re rek has ta lık la iliş ki si ni tes pit et mek
ve Türk po pü las yo nu fre kan sı nı be lir le mek amaç-
lan mak ta dır. Bu nun ya nı sı ra, TGF-β sin yal ile tim
yo lun da ki di ğer ara cı pro te in le ri kod la yan gen le ri
de ta ra ya rak os te o ar trit has ta la rı için TGF-β sin yal
ile tim yo lu hap lo ti pi nin or ta ya kon ma sı he def len -
mek te dir.
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