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1. GIRIS VE AMAG

Eklem kikirdaginin harabiyeti ile karakterize bir hastalik olan osteoartrit
(OA), insanlar etkileyen eklem hastaliklarindan en yaygin olanidir. Osteoartrit,
bircok faktoriin etkisiyle olusan bir hastaliktir. Yaslanma, genetik, hormonal ve
mekanik faktoérler hastaligin ilerlemesinde rol alan temel unsurlardir (1).
Arastirmalar genetik etkenlerin, osteoartrit gelisimine katkisinin fazla oldugunu
gOstermektedir. Farkh aday genlerle yapilan ¢alismalarda ise bu genlerden bir
kisminin osteoartrit ile iligkili oldugu tespit edilmistir (2).

Normal bir eklemde hasardan c¢ok tamir gergeklesmekle beraber
osteoartritli eklemde baslangicta esas olan yikimdir. Proteoglikan matrikste
degisiklikler sonucu, su igeriginde ve kondrosit aktivitesinde artisin ardindan
kikirdak fibrilasyona ugrar. Bu bdlgenin darbeyi absorbe edici etkisi azalir ve
kikirdak yuUzeyi puruzli ve duzensiz hale gelir. Daha sonra surtunme artar,
yuzey incelir ve kikirdak buyuk olasilikla kemik ytuzeye kadar yirtilir. Bu durumda
eklem vaskulariteyi arttirarak ve ylzeyi yeniden sekillendirerek kendisini
onarmaya calisir. Eklem bdlgesinin kikirdak ve kemik kenarlarinda kondrositler
ve osteofitler olusmaya baslar. Eklemi gevreleyen kemikte deskleroze alanlar ve
kemik kistleri gibi degisiklikler ortaya cikar. Varolan kemiksi trabekuler yapiyi
guUglendirmek igin yeni kemik dokusunun olusmasiyla skleroz goérulir. Eklem
kikirdaginin olmadidi1 yerlerde intra-artikiler basincin artmasi sonucu kemik
kistleri olugur. Artan intra-artiktler basing bu sekilde eklemi ¢evreleyen kemigin
iligine iletilir. Basing egitlenene kadar kistler geniglemeye devam eder (3).

TGF-B (Transforming Growth Factor ) ailesi gelisimi ¢cok yonlu kontrol
eden ekstraselller buyume faktorlerinin buyldk bir grubunu olusturur. Huacre
proliferasyonu, farklilasmasi, motilitesi, adezyonu ve Olima gibi hicresel
suregleri duzenleme yetenegine sahip TGF-B ailesi, ¢cok sayida yapisal olarak
benzer polipeptid bluyume faktorleri icerir. TGF-B ailesi, organizmanin tim
dokularinin gelisiminde, homeostasisinde ve onariminda ¢ok énemli rol oynar.

Bu faktorlerin timu, hcre ici sinyallerin dizenlenmesinde dnemli bir yer tutar



(4). TGF-B ailesi Uyeleri, transmembran proteinlerden olan serin/treonin kinaz
aktivitesine sahip TGF-B reseptor ailesine sinyal iletirler. TGF-B reseptorleri,
yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerine gore Tip | ve tip Il olmak Uzere ikiye ayrilir
(5). Tip Il reseptorin aracilik yaparak tip | reseptori aktive etmesi TGF-
sinyallerinin baslamasina neden olur. Aktive olan tip | reseptdér, hucre
cekirdegine sinyal tasiyan SMAD proteinlerini fosforlar ve aktive eder. SMAD
ailesine ait proteinler, tip | reseptor kinazlarin tanimlanmig ilk substratlaridir ve
reseptor sinyallerinin hicre ¢ekirdegi igindeki hedef genlere iletiminde merkezi
bir rol oynarlar (6).

Yapisal ve fonksiyonel etkenler g6z 6ntinde tutuldugunda, SMAD’lar lg¢
ayri alt gruba ayrilirlar: (a) Reseptor ile regule edilen SMAD’lar (R-Smadlar);
TGF-B ailesi reseptor kinazlarinin direkt substratlaridir. (b) Common-partner
SMADIlar (Co-Smadlar); R-Smadlarla birleserek sinyal iletimine katilan
SMAD’lar, ve (c) inhibitor SMAD’lar (I-Smadlar); diger iki grubun sinyal
fonksiyonunu inhibe eden antagonist SMAD’lardir (7). R-Smadlarda kendi
iclerinde iki gruba ayrilir, bunlar; BMP (Bone Morphogenetic Protein) Smadlar ve
TGF-p/aktivin Smadlar. BMP Smadlar, Smad 1 ve birbirine yakin homologlardan
Smad 5 ve Smad 8; BMPR-I’ in subsratlari ve BMP sinyallerin aracilaridir. TGF-
B/aktivin Smadlar ise Smad 2 ve 3; TRR-I in substratlari ayrica TGF-3 ve aktivin
sinyallerinin aracilaridir. Memeli epitel hlcrelerinde Smad 2 ve 3, gelisimin
inhibisyonuna ve haberci genlerden TGF-B ve aktivinin transkripsiyonunun
aktivasyonuna aracilik ederler (8, 9).

R-Smadlar sinyal iletimi gorevlerini yerine getirmek igin diger bir SMAD’a
ihtiyac duyarlar. Omurgalilarda, bu grubun uGyelerinden bilineni Co-Smadlar
grubuna dahil Smad4 dur. Reseptor reglle eden SMAD’lar, benzer reseptorler
tarafindan fosforile oldugu zaman Smad4’ le birlesirler (4, 8). Smad4, yapisi
itibari ile R-Smadlarla benzer olmasina ragmen, agonistlerinden gelen yanit ile
normal olarak fosforile olamaz. Memeli hucrelerinde Smad2 veya 3’e bagli
gelisimi inhibe eden bir yanit icin Smad4 gereklidir. Ayrica Smad4, TGF-( ,

aktivin ve BMP sinyal iletim yollarinin da bir tGyesidir (4).



insan Smad’ larindan 6 ve 7, SMAD’lardan yapisal olarak ayri olan diger
bir alt gruptur ve inhibitéor SMAD’lar olarak adlandirilirlar. Bilinen tek aktivitesi, R-
Smadlarin sinyal fonksiyonunu inhibe etmesidir. Smad6 BMP sinyallerini inhibe
ederken Smad7, TGF- ve BMP sinyallerinin her ikisini inhibe edebilir (4, 7).

SMAD’lar serbest halde homo-oligomerler olarak bulunurlar. Reseptor
kompleks ligandin baglanmasiyla aktive olduktan sonra, tip | reseptor kinazlar
spesifik SMAD’lari fosforile eder, fosforile olan SMAD’lar Smad4 ile birleserek
hicre ¢ekirdegine tasinirlar. Bu kompleksler c¢ekirdek iginde yalniz veya DNA-
baglanma altbirimi ile birlesik halde bulunabilir ve spesifik promotor elemanlarina
baglanarak hedef genleri aktive eder (4, 7).

TGF-B ailesinin, kondrosit buyume ve farklilagsmasinda anahtar bir rol
oynadigdi dusunulmektedir (10). TGF-B’lar ¢ok farkli hicre tiplerinde Uretiimesine
ragmen kemikteki konsantrasyonlari diger dokulardan 100 kat daha fazladir, ve
osteoblastlar ylksek konsantrasyonlarda TGF- reseptorleri icerirler (11). TGF-
B, inaktif oncul form olarak sentezlendigi igin Latency-Associated Peptid’e (LAP)
bagli olarak bulunur. Eklem kikirdagi da buyuk miktarlarda latent TGF-( icerir
(12, 13). Normal fizyolojik sartlarda kikirdak iginde ¢ok az miktarlarda
plazminojen ve/veya plazminin yaninda aktif TGF-B1 bulunur. Patolojik
durumlarda ise, Ornegin kiriklarda, kondroprogenitor hucreler yuksek
konsantrasyonlarda plazmine maruz kalir, kisa bir zaman aralijinda da yuksek
konsantrasyonlarda TGF-B1 gdzlenir (12).

TGF-B ailesi, proliferasyonu, eklem kondrositlerinde hiicre digi matriksi
ve/veya farklilagsmasini kontrol eder. TGF-B tip | ve tip Il reseptorlerinin
etkilesiminin stratejik olarak aksamasi, TGF-B’ya gidecek spesifik hlcresel yaniti
da degistirebilir (14). Herhangi bir aksama olmaz ise tip | ve tip Il reseptdrlerinin
etkilesimi ve Smad’lar aracihdi ile sinyal iletilir. Kikirdakta prolifere olan
kondrositlerde Smad2’nin ekspresyonu fazla olurken, Smad3'in genelde
olgunlasan kondrositlerde eksprese oldugu goérulmuastir. Smad4 genel olarak
epifiziyal plagin butin bdlgelerinde ekspresse olur ve inhibitér Smad’lar 6 ve 7,

olgun kondrositleri bulunduran buatun kikirdak bolgelerinde kuvvetli bir sekilde



ekspresse olur. Ayrica TGF-pf/Smad3 sinyalleri, kondrositlerin terminal
hipertrofik farklilagsmasini inhibe eder ve eklem kikirdaginin butinlGginin
korunmasi i¢in gereklidir (15). Osteoartritli hastalarla yapilan mutasyon
¢alismasinda bir hastada Smad3 gen mutasyonu tespit edilmis ve Smad3
genindeki mutasyonun insanda OA’e yatkinlik olusturabilecek olasi bir faktor
olabilecegi bildirilmistir (1).

Bu calismanin temel amaci, daha ¢ok kanser g¢alismalarinda arastirilan
Smad3 genindeki mutasyon veya polimorfik degisimlerin OA patogenezi ile
iligkisinin olup olmadigini arastirmaktir. Yaptigimiz literatir arastirmalarinda,
Turkiye’de Smad3 ile ilgili yapilmis ¢calismaya rastlamadik, bu nedenle Smad3
genindeki mutasyon veya polimorfizimlerin, Turk populasyonu frekanslarinin
belirlenmesinde 6nemli olacagini dusinmekteyiz.

Ayrica, bu tez galismasi Sileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Molekuler Biyoloji laboratuvarinin alt yapisinin
olusturulmasina katkida bulunmus ve mutasyon tarama yontemlerinin

uygulanabilmesine imkan saglamistir.



2. GENEL BILGILER

Kural olarak kromozomlar ve uUzerinde lokalize olan genler nesilden nesile
degismeden aktarilir. Boylece kalitim materyali degismeden, ancak zigotta yeni
kombinasyonlarla, nesiller boyunca korunmus olur. Bu kurala ragmen zaman
zaman kalitim materyalinde “mutasyon” olarak tanimlanan kalici degisiklikler
meydana gelebilir (16). Mutasyon, nukleotid dizisindeki bir degisiklik veya
genomik DNA’daki yeni bir yapilanma anlamina gelmektedir. DNA’nin yapisi
daimi olarak degisir ve bu degisiklik hiicre bolinmesi ile anne hlicreden yavru
hicrelere aktarilir.

Bir genin belli bir lokusta yer alan alternatif kopyalarindan her birine allel
adi verilir. Alleller yaygin oldugu zaman genel populasyonun kromozomlarinda
%1’den daha fazla bulunur; bunlar da genetik polimorfizim olarak adlandirilir.
Aksine, alleller %1’den daha az siklikta ise, nadir degisimler olarak adlandirilirlar
ve zararli mutasyonlarin birgogu nadir degisimlerdir (17).

Mutasyonlar dreme hucrelerinde ve somatik hucrelerde gerceklesebilirler.
Sadece gametleri olusturan Ureme hicrelerinde gergeklesen mutasyonlar bir
jenerasyondan digerine aktarilir ve kalitsal bir hastaligin temelini olusturabilir.
Ureme hiicrelerinde gériilen mutasyonlarin yani sira somatik hiicrelerde olusan
mutasyonlar da tibben énemlidir. Mutasyonlarin ¢cogunlugu, somatik bolinme ile
tek bir zigottan 10" hiicrenin olusmasi esnasinda gergeklesir.

Mutasyonlarin, yararli etkilerinin yaninda zararh etkileri de vardir.
Mutasyonlar hayatin devamlih@r igin, turlerin degiserek ¢evrelerine uyum
saglamalarina imkan veren varyasyonlari olustururlar. Diger taraftan birgok
kalitsal hastalik genlerdeki mutasyonlar sonucu ortaya cgikar. Deri ve akciger
kanseri gibi hastaliklar da DNA mutasyonlarina sebep olduklari bilinen gevresel
faktorlerin etkisi altinda olusur (18). Mutasyonlar Ug¢ gruba ayrilir; kromozom
mutasyonlart  kromozom yapisindaki, genom mutasyonlari kromozom
sayisindaki degisiklikleri ifade eder. Tek gen mutasyonlari ise tek bir gen

icerisinde DNA'nin yapisinda meydana gelen kuguk degisikliklerdir.



2.1. Tek Gen Mutasyonlari

Tek gen mutasyonu, bir gen igerisindeki DNA sekansinin daimi degisimi ile
olusur ve bu degisiklik bir veya birden fazla nukleotidin bu sekansa ilave
edilmesi veya cikariimasi ile gercgeklesir. Nokta mutasyon (point mutation),
DNA’da tek bir baz ciftinin degismesi ile olusan mutasyondur. Bunun yani sira
mutasyonlar bir veya daha fazla baz ¢iftinin artmasi ve azalmasi yani insersiyon
ve delesyon olaylari ile de gerceklesebilir. Trinlikleotid tekrar artiglari da yine

genetik hastaliklara sebebiyet verebilen degisikliklerdir.

2.1.1. Nokta Mutasyonlari

Nokta mutasyonlari ayni zamanda baz substitiisyonu olarak da
adlandirilmaktadir. Yer degistirme olayina katilan bazlar dikkate alindiginda, bir
pirimidin bazinin diger bir pirimidinle (C<>T) veya purin bazinin diger bir purinle
(Ae>G) yer degistirmesi olayl transisyon olarak ifade edilmektedir. Bu tip
mutasyonlar fransversiyon olarak adlandirilan ve bir parin bazi ile bir pirimidin
bazinin yer degistirmesini ifade eden mutasyonlardan daha yaygin goérulurler.

Bir yapisal genin kodlama bdlgesinde olusan herhangi bir mutasyon bu gen
tarafindan kodlanan polipeptid zincirindeki aminoasit sekansi Uzerinde degisik
etkiler meydana getirir. Nokta mutasyonlari, genlerin fonksiyonlarini engelleme

veya urunun fonksiyonunu bozma mekanizmalarina gore dort gruba ayrilir.

2.1.1.1. Sessiz Mutasyonlar (silent mutation)

Baz dizisindeki her nukleotid degisimi kodlanan protein Uzerinde bir
aminoasit degisimine neden olmaz. Bu tip mutasyonlarda degisiklige ugrayan
baz cifti yine ayni aminoaside karsilik gelen farkh bir kodonun olugsmasina neden
olur ve sonugta aminoasit sekansi degismeden kalir. Sessiz mutasyonlar

kodlama bdlgelerindeki mutasyonlarin %23’lUne karsilik gelmektedir.



2.1.1.2. Yanhs Anlamli Mutasyonlar (missense mutation)

DNA dizisindeki tek bir ntkleotid degisikligi bazlarin triplet yapisindaki kodu
degistirerek gen Urununde bir aminoasidin yerine digerinin gegmesine neden
olur. Bu tip mutasyonlar genin kodlanan boéluminde anlam degisikligine yol
acarak farkh bir aminoasidin polipeptid zincirinde yer almasina neden olur.
Yanlis anlaml mutasyonlar kodlama bdlgelerindeki mutasyonlarin %73’Un0

olusturur.

2.1.1.3. Anlamsiz Mutasyonlar (nonsense, chain termination mutation)

Normalde mRNA’nin translasyonu terminasyon kodonlarindan (UAG, UGA
ve UAA) birine ulasildiginda biter. Terminasyon kodonu olusturan mutasyonlar
translasyonun premature olarak tamamlanmasina, terminasyon kodonunu
ortadan kaldiran mutasyonlar ise translasyonun bir sonraki terminasyon
kodonuna kadar devam etmesine neden olurlar. Eger bir mutasyon Ug¢ “stop”
kodonundan herhangi birinin olugsmasina neden oluyorsa anlamsiz mutasyon
olarak ifade edilir. Genelde bu mutasyonlarin transkripsiyon Gzerine etkisi yoktur
fakat kesilmis translasyon urunu sekil ve fonksiyonel olarak anormal ve ayni
zamanda da dayaniksiz olur. Anlamsiz mutasyonlar kodlama bdlgelerindeki

mutasyonlarin %4’anu teskil eder.

2.1.1.4. RNA Splays Mutasyonlari (RNA splicing mutation)

Transkripsiyon sonucunda sentezlenen igslenmemis RNA “heterojen nuklear
RNA (hnRNA)” olarak tanimlanir. RNA splicing mekanizmasi, hnRNA’'dan
intronlarin ¢ikarilarak ekzonlarin bir araya gelip baglanmasiyla mRNA’nin
olusturulmasi seklinde gercgeklesir. Bu olayda intron/ekzon (akseptor tarafi) ve
ekzon/intron (donor tarafi) hududunda spesifik nukleotid dizileri gorev alir. RNA
islenmesi mutasyonlari sonucunda alternatif donor veya akseptor taraflar ortaya

cikar ve bunlar RNA’nin islenmesinde normal bolgelerle yarisirlar.



2.1.2. Delesyonlar ve insersiyonlar
2.1.2.1. Cerceve Kaymasi Mutasyonlari (frameshift mutation)

Delesyon veya insersiyonlar sadece birkag baz ciftini kapsayabilirler. DNA
zincirine katilan veya zincirden ayrilan bazlarin sayisi 3'uUn katlari olmadiginda
kodlama dizisindeki mutasyon, translasyondaki okuma g¢ercevesini mutasyonun
oldugu noktadan itibaren karboksil ucuna kadar degistirir. Bu tip mutasyonlar
cerceve kaymasi mutasyonlari olarak adlandiriir. Bu mutasyonlar peptit
zincirinin aminoasit dizisini buyuk olgude degistirmekle birlikte zincirin erken
asamada sonlanmasina da neden olabilir. Ug veya Ugiin katlari seklinde olan
delesyon ve insersiyonlar ise yalniz mutasyonun oldugu bdlgede aminoasit
kaybina veya ilavesine neden olarak peptit zincirinin bir kismini etkiler. Ozellikle

insersiyonlar onemli gergeve kaymasi mutasyonlarina neden olur.

2.1.2.2. Biiyiik Delesyon ve insersiyonlar

Bir genin tamamini veya ardisik olan bir grup geni etkileyen delesyon veya
insersiyonlardir. BlyUk delesyonlar bir genin kodlayan kisminin tamamini
ortadan kaldirabilir ve iki genin birleserek flizyon protein olusturmasina neden

olabilir.

2.1.3. Trinukleotid Tekrar Artiglari

TrinUkleotid tekrar dizilerindeki tekrar sayilarinin artmasi ile karakterize
mutasyon mekanizmasidir. Bu tur mutasyonlarin hastaliga neden olma
mekanizmalari tam olarak bilinmemekle birlikte transkripsiyonu engelledigi veya
fonksiyonunu kaybetmis proteinlerin sentezlenmesine neden oldugu ifade
edilmistir. Fragile-X sendromu, Kennedy’s ve Huntigton hastaligi gibi kalitsal

hastaliklar trintkleotid tekrarlarin artisi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (18).



2.2, Mutasyon Tarama Yontemleri

Kalitsal hastaliklarin prenatal ya da postnatal tanisi, veya populasyonda
taslyici taramasi yapilarak hastaliklarin 6nune gecgilmesi, aileye ve bireye verilen
hem maddi, manevi hasarin onlenmesinde hem de topluluklar i¢in gen
frekanslarinin belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Taniyi kolaylagtirmak
icin buglne kadar, pek ¢ok mutasyon tarama ydntemi gelistiriimistir. Bu
yontemler, sure, pratik uygulanabilirlik, maliyet gibi 6zellikleri gbéz onunde
tutularak kullanilir (19).

Klguk delesyonlar, insersiyonlar ve nokta mutasyonlari icin tek zincir
konformasyon polimorfizm analizi (SSCP) (20), heterodubleks analizi (HA) (21),
denatlre edici jel elektroforezi (DGGE) (22), restriksiyon pargca uzunluk
polimorfizmi (RFLP), allel spesifik amplifikasyon (ASA) (23) ve DNA dizi analizi
gibi gesitli mutasyon tarama teknikleri tanimlanmistir. Mutasyon taramasi igin
kullanilacak, metodun seg¢iminde gdzonine alinabilecek baslica kriterler
sunlardir; hangi tip biyolojik materyalin kullanilacagi, hangi tip nukleik asitin
analiz edilecegi, saptanacak mutasyonun daha oOnceden bilinip bilinmedigi,
saptanacak potansiyel mutasyonlarin ne kadar fazla oldugu, kullanilacak
metodun ne kadar glvenilir oldugu ve ne dlglide standardize edilebilecegi, testin
nasil uygulanacagi, rutin tani igin uygun olup olmadigi, testin maliyeti ve kalite

degerlendirmesi (19) .

2.2.1. Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi (SSCP)

Tek zincir konformasyon polimorfizmi (SSCP) analizi, bilinmeyen
mutasyonlarin saptanmasi igin kullanilan polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR)
bagli bir mutasyon tarama yontemidir. Bu yontem nokta mutasyonlarinin
yanisira kuguk insersiyon ve delesyon mutasyonlarinin saptanmasinda tercih
edilmektedir. Ozellikle gen dizisi blyiik olan proteinlerde dizi analizi yapilacak
bdlgeyi 6nceden saptamak amaci ile genin taranmasinda en sik kullanilan

yontemlerden biridir ve DNA dizi analizine iyi bir alternatiftir. Mutasyon saptama
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orani %80 ile %90 arasinda dedismektedir. Bu analiz restriksiyon enzim
analizini, blotting’i, problar ile hibridizasyonu gerektirmediginden hizli ve pratik
bir yontemdir.

Bu yontemde PCR urlnleri denature edilir ve denature edici olmayan
poliakrilamid jele uygulanir. Denatire edilerek tek zincir haline getirilmis
DNA’larin zincir i¢i zayif baglarla kazandiklari yeni ikincil yapilari mutasyon
sonucu degisebilir. Mutasyon sonucu olugsan bu ikincil yapida olugsan
konformasyon farki o bdlgenin elektroforezdeki hareketinde normal kontrol ile
karsilastirildiginda bir kaymaya, farkliliga neden olur. SSCP analizi genellikle tek
iplikli DNA’daki konformasyon degisikliklerinden yararlanilarak mutasyonun
varhgini tahmin etmekte kullaniimaktadir. Cift iplikli DNA’daki degisiklikleri
gOstermeyen bir yontemdir.

Her SSCP analizi i¢in optimal kosullarin belirlenmesi gerekir. Analiz
edilecek DNA parcasinin buayuklugu, jelin 6zellikleri (kullanilan poliakrilamid ile
gliserol konsantrasyonu, denatlran ajan varligi), elektroforez sirasinda tercih
edilen sicaklik, elektroforez zamani, PCR UrUnlerinin denatlirasyon yontemi,
mutasyonun tipi ve bulundugu yer performansi etkiler.

SSCP analizinde en iyi sonug, DNA 150-200 baz cifti uzunlugunda oldugu
zaman elde edilir. Uzunlugu 150 baz cifti altinda olan DNA fragmanlarinda ikincil
yapinin olusmasindaki guglik nedeni ile SSCP analizinin duyarlihgi
azalmaktadir. 200 baz cifti Uzeri buylklige sahip DNA’larda ise tek baz
degisikligi ile daha az konformasyon degisikligi olusacagdi icin bunun jelde
gorunmesi guglesmekte ve buylk pargalarin analizinde tespit edilen
mutasyonlarin sayisi dismektedir. Tek zincirli DNA’nin konformasyonu sicakliga
hassastir. 17°C nin alti ve 23°C (izerindeki sicakliklar tek zincirli DNA'nin yari
stabil sekillerini bozabilmektedir. En iyi rezolisyonu elde edebilmek icin en ¢ok
tercih edilen oda sicakligidir. Elektroforez sirasinda jellerin isitilmasi
6nlenmelidir. 5V/cm voltajda 4W da ortalama 22°C de elektroforez yapildiginda
jel fazla isinmamakta ve jelin iIsinma miktari énemsiz olmaktadir. iginden sivi

sirkllasyonu olan elektroforez sistemleri pahali olmakla birlikte sicakhgi
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standardize ettikleri icin uygun sistemlerdir. Iyi bir sonu¢ icin yeterli hava
konveksiyonu da gereklidir.

SSCP analizinde DNA pargalarini ayirmak igin siklikla kullanilan matriks
akrilamiddir. Akrilamid/bisakrilamid orani, toplam akrilamid ve gliserol yluzdesi,
tampon igeridi jelin ayirma dzelligini belirler, en fazla tercih edileni, disuk ¢apraz
baglayici orani ve %10 gliseroldur. Bazi SSCP’ler i¢in ylksek yuzdeli jellerin
kullaniimasi oOnerilmigti. TEMED ve APS ile polimerize edilmis, akrilamid
benzeri hidrolink isimli jelin tek bir tipte gdozenek buyukligune sahip oldugu ve
akrilamidden daha iyi rezolisyon sagladigi belirtiimigtir. Ylksek rezollsyon igin
ticari olarak bir cok 6zel jel matriksleri mevcuttur.

Simdiye kadar rapor edilmis jel wuzunluklari 5-50 cm arasinda
degismektedir. SSCP analizinde sonuglar gorsel degerlendirildiginden iyi bir
rezolisyonun saglanabilmesi icin jelin boyutlarinin uzun olmasi (yaklasik 30x40
cm), elektroforez islemlerinin dislk voltajda, uzun sirede yapilmasi ve ince bir
jelin kullaniilmasi gereklidir. Son yillarda yapilan bir ¢gok uygulamada standart
sekans jelleri yerine mini jeller kullaniimigtir. Kisa jellerde keskin bant
farklihklarinin  gozlendigi  bildirildigi halde %0,5 lik kayma farkhhginin
g6zlenebilmesi igin uzun elektroforezler tercih edilmelidir.

SSCP analizi icin PCR drunlerinin temiz ve spesifik olmasi gereklidir.
Spesifik olmayan PCR UrUnleri, kullaniimamig primerlerin varhdi, PCR siklus
sayisinin fazlahgr yanhs yorumlanabilecek bantlara neden olabilir. Genel olarak
PCR Urlnleri 96 °C de isitilarak denattire edilir. Tek zincir haline gelmis DNA lar
hemen buz lzerine alinir ve hizla jele uygulanir. Ornede glglii denatiiranlarin
eklenmesi veya orneklerin 10-30 kat seyreltiimesi tek zincirlerin kendi kendine
¢ift zincir olusturmalarini en aza indirir. Denaturan olarak formamid, sodyum
hidroksit, ure ve metil merkurik hidroksit kullanilabilir. Metil merkurik hidroksit
toksiktir ama en etkili denattirandir. Ozellikle ince jeller kullanildiginda denatlre
edilmis dilie PCR Urunleri jele uygulandiklari noktada konsantre olurlar ve bir
miktar renatlrasyon gerceklesir. Bu nedenle her zaman cift zincir DNA bantlari

tek zincir DNA bantlarindan daha guglu gozlenir. Tek zincir DNA bantlarinin
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daha iyi gozlenebilmesi igin DNA'nin mumkun oldugunca sulandirilmasi gerekir.
ince jeller kullanildiginda tek =zincir DNA'larin  gdzlenmesinde radyoaktif
isaretleme, gimus boyama ve etidyum bromide Ustunluk saglar.

Mutasyonun tipi ve bulundugu yer SSCP analizinin duyarhligini
etkilemektedir. Mutasyon ikincil yapiya katiliyorsa SSCP analizinde mutasyon
kolaylikla saptanabilecektir. Eger mutasyonun ikincil yapiyr olusturmada rolu
yoksa, mutasyon saptanmayabilir. Purin igeriginin daha fazla oldugu DNA tek
zinciri jelde daha hizh yarimekte ve daha belirgin degisiklikler gostermektedir.
Guaninin Timine transversiyonu haricinde herhangi tip baz degisikliginin
sensitivite Uzerine belirgin etkisi yoktur. Bir dizide heterozigot olarak bir degisim
bulunuyorsa, bu dizinin SSCP analizi sonucunda dort farkli tek zincir DNA bandi
olusumu beklenir. Bunlar; normal allelin anlamli ve anlamsiz dizileri, ve mutant
allelin anlamli ve anlamsiz dizileridir.

SSCP analizi 6zel bir ekipmana ihtiya¢ gostermeyen bir ydontem oldugu icin
basit ve hizl bir tarama yontemidir. SSCP analizinde mobilite farkhliklari gorsel
olarak degerlendirilir. Bu yuzden standardizasyonu kisitl ve otomasyona
gegiriimesi de zordur. Optimal kosullar blylk oranda ampirik olarak
tanimlanmistir. Bir fragmanin farkli kosullarda analiz edilmesi mutasyonlarin

tespit edilebilme olasihgini arttirir (19, 20, 24).

2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu / Restriksiyon Par¢a Uzunluk
Polimorfizmi (PCR/RFLP)

PCR/RFLP yontemi ile mutasyonun arastirilacagl gen bolgesi, mutasyonu
icine alacak sekilde cogaltilir. Uzunlugunu bildigimiz genomik DNA pargasi,
bakilacak mutasyona 6zgl olan restriksiyon endonukleaz enzimi yardimiyla
kesilir. Kesilen genomik DNA, parcalarinin buyuklugine gobre agaroz ya da
poliakrilamid jelde elektroforez iglemi ile yarutular. Jel tercih edilen yonteme
bagli olarak, hazirlanmadan 6nce veya elektroforezden sonra etidyum bromdar ile

boyanip ardindan ultra viyole (UV) isikta goérintilenir. Kesim noktalarina goére
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uzunluklari 6nceden bilinen pargalar degerlendirilerek mutasyonlarin varligi ya
da yokluguna karar verilir.

Degerlendirme su sekilde yapilir; hedef gen bodlgesindeki nokta mutasyon,
cogaltilan DNA’da secilen restriksiyon enziminin tanima bdlgesine 6zgulse
mutasyonlu Urinde kesim gergeklesirken normal Urinde kesim gerceklesmez.
Boylece kesilen Urlnlere sahip bireyler mutasyonlu digerleri normaldir. Tam
tersine restriksiyon enziminin tanima bolgesi mutasyona 6zgul degil de normal
olan Urine 6zgul ise kesim normallerde gergeklesir, mutasyon olanlarda kesim
gerceklesmez. Degerlendirme, kesim olan Urlnlere sahip bireyler normal,

olmayanlar ise mutasyonludur seklinde yapilir (25).

2.2.3. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi DNA'nin nUkleotid dizilerinin saptanmasi anlamina
gelmektedir. Nukleotid dizilerinin belirlenmesinde iki temel teknik gelistirilmistir.
Bunlar Maxam-Gilbert kimyasal degradasyon yoéntemi ile Sanger'in dideoksi
enzimatik yontemidir. Her iki yontemin de dizi analizi yapilacak DNA'nin
hazirlanmasi, reaksiyonlar ve yuksek voltaj jel elektroforezi olmak Uzere U¢ ana
asamasi bulunmaktadir.

a. Maxam-Gilbert Yontemi: DNA parcgasi bir ucundan P32 ile isaretlenir. Bu
isaretlenen DNA parcasi dort ornek olarak bolunur. Her 6rnege, DNA'daki
bazlardan birisini tahrip edecek sekilde bir kimyasal madde eklenir. Daha sonra,
piperidine kullanilarak, hasarlanmis nukleotidlerin bulundugu yerlerden DNA
yapisi fosfodiester baglarindan kirilir. Béylece P32 ile isaretlenmis kisali-uzunlu
parcalar elde edilmis olur. Daha sonra elektroforez ve otoradyografi ile sonug

alinir.

b. Sanger DNA dizi analiz yontemi: En sik kullanilan Sanger'in yontemi
olup, asimetrik amplifikasyon ile elde edilmis tek iplik¢ikli DNA; DNA Polimeraz
enzimi ile ddNTP ve biri radyoaktif olarak isaretlenmis dNTP kullanilir. Ortama
radyoaktif P32, S35 veya P33 eklenir. isaretleme primerlere yapilabilecegi gibi,
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ortama eklenen dNTP'lerden birisinin radyoaktif olmasi yeterlidir. Burada en
onemli nokta Dideoksinukleotidlerin (ddTTP, ddCTP, ddGTP, ddATP)
eklenmesidir. 2',3" Dideoksinukleosidtrifosfat’ larin (ddTTP, ddCTP, ddGTP,
ddATP), klasik dNTP'lerden farklihd1 deoksiribozun 3' noktasinda hidroksil
grubunun  bulunmamasidir. Bulyuyen/sentezlenen DNA zincirine, DNA
polimerazlar aracilidi ile baglanabilirler. Bu baglanma 5' trifosfat gruplari araciligi
ile olur. Fakat, 3' hidroksil grubunun olmamasi nedeniyle, ardindan gelen
dNTP'ler ile fosfodiester baginin olusmasi engellenir. Dogal olarak DNA
zincirinin daha fazla uzamasi imkansiz hale gelir. ddNTP ile klasik dort ANTP bir
reaksiyon karigsiminin i¢gine kondugunda, DNA zincir uzamasi igin aralarinda bir
yaris olur, seyrek fakat spesifik sonlanmalar olusur. Bu reaksiyon sonucunda,
primer sonundan baslayip; prematlre sonlanmalarin oldugu bodlgeler kadar
uzunluktaki DNA pargalari ortaya c¢ikar. Dort farkl enzimatik reaksiyonda, dort
farkh ddNTP kullanilarak (A,C,G,T igin) birer reaksiyon elde edilir.

DNA dizi analizi sureci, tek iplik¢ikli DNA pargalarinin hazirlanmasi; DNA
dizi analizi tekniginin uygulanmasi; DNA dizilerinin okunmasi-degerlendiriimesi
ve ispatlayici tekrarlar bicimindedir. Eger dikkatli yapilirsa hata orani %0.1'in
altindadir. Bu hata oranina ulasmak icin; hedef DNA'nin her iki zincirine dizi

analizi yapmak gereklidir (26, 27).
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2.3. OSTEOARTRIT

2.3.1. Etyoloji ve Epidemiyoloji

Osteoartrit (OA) insanoglunu binlerce yildir etkileyen bir hastaliktir.
Neolitik doneme kadar varan eski tarihlere ait iskelet kalintilarinda dahi OA
bulgularina rastlanmistir. Osteoartrit insanlarla sinirlh olmayip 6zellikle képekler
ve atlar olmak Uzere evcil hayvanlarda da birgok probleme yol agar (3).
Dejeneratif eklem hastaligi olarak da anilan OA, eklem kikirdaginda progresif
kayip ve subkondral kemikte, eklemlerin kenarlarinda reaktif degisiklikler ile
karakterize romatizmal bir hastaliktir (28).

Osteoartritin ekleme etki eden bir dizi farkl etken veya hastaligin son
urind oldugu dusunulmektedir. Butin eklemleri etkileyebilmesine ragmen en
fazla etkilenen eklemler dizler, distal interfalangeal eklemler, bagparmagin kokda,
kalca ve omurganin faset eklemleridir. Kalca hari¢ bitin eklemlerde OA,
kadinlarda erkeklere oranla daha sik gorulur. Kalgada oran her iki cinsiyette de
aynidir (3).

2.3.2. Osteoartritin Siniflandirilmasi

Halen c¢ok iyi bir siniflandirma sistemi olmamasina ragmen osteoartrit,
cogunlukla asagidaki sekilde siniflandiriimaktadir.
e Tutulan eklem sayisi (6rn. monoartikuler veya poliartikuler)
o Etiyoloji:
1. primer- saptanmig bir neden yok
2. sekonder- konjenital anomali veya travma oykusu
e Klinik ve radyografik tablo (6rn. Inflamatuar, eroziv, kristal

depolanmasi ve digerleri)

Osteoartritin bir dizi sik gorulen tablosu vardir. En sik gérulenlerden biri orta-ileri

yasta bayanlarda diz ve ellerde gorulen seklidir. Heberden nodulleri ile
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karakterize nodal OA, distal interfalangeal eklemlerde (DIP) goriiliir ve toplumda
sikligi en ylksek OA c¢esididir. Geng erkeklerde siklikla kalgada gorilen ve
cogunlukla displazi (duzensiz buyume) ile iligkili olan tek eklem osteoartriti
gorilir. Orta yastaki erkeklerde ise daha c¢ok diz osteoartriti gorlir. Ozellikle
yasli hasta bayanlarda basta omuzlar, dizler ve kalgalar olmak Uzere ¢ok sayida
eklemi tutan siddetli bir formu da gorilebilir. Bu hastalar 6nemli derecede agri
cekebilirler ve eklemlerinde siklikla apatit kristalleri iceren buyuk efuzyonlar
gelisebilir. Bu durum eklem etrafinda kemik harabiyetinin yaninda yumusak doku

hasari ve kikirdak kaybina da yol agabilir (3).

2.3.3. Osteoartrit Neden ve Nasil Geligir?

Belirli eklemlerde osteoartrit gelisimi ile ilgili bazi risk faktorleri
bilinmektedir, ancak birgok hastalikta oldugu gibi risk faktorlerinin olmasi
mutlaka OA gelismesini gerektirmez. Aksine gorinurde herhangi bir risk faktoru
olmayan kisilerde de hastalik olusabilir. OA’e genetik yatkinligi oldugu
dugunulen bazi bireylerde ekleme agiri yuk binmesi gibi tetikleyici faktorler OA

gelismesine neden olabilir. Bu faktorlerden bazilar tablo 1’ de siralanmistir (3).

Tablo1. Osteoartritte risk faktorleri

Genel risk faktorleri Spesifik risk faktorleri-anormal yiuklenme

Genetik yatkinhk Travma: Kirik, ligaman hasari, meniskus
yirtiklari

Obezite Displazi

Artan yas Cocukluk kalca problemleri: Perthes hastaligi,
kalca ¢ikigi, femur epifiz kaymasi

Menopozal ostrojen kaybi Kalca patolojisi

Kotu beslenme Bacak boyunda esitsizlik

Cinsiyet Hipermobilite

Egilme ve tagsima ile ilgili meslekler
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Herhangi bir birey icin osteoartrit gelisme riski, bireyin kigisel yatkinligi ve
lokal mekanik risk faktorlerinin ¢ok faktérlli karisimindan ibarettir. Ozellikle
bayanlarda nodal el osteoartritin gelismesinde kuvvetli bir genetik etkinin soz
konusu oldugu uzun yillardir bilinmektedir. Toplumdaki “yaygin OA” icin genetik
etkinin varligi ancak son zamanlarda saptanmistir. Bu bulgu diz, kalga, omurga
ve elde OA gelisiminde kuvvetli bir genetik etkinin oldugunu distndirmektedir.
Kesin genler bilinmemekle birlikte ilk planda klinikle olan iliski cok kuvvetli bir risk
faktori olarak pozitif aile hikayesinin (anne, baba veya Kkardeslerde)

saptanmasidir (2).

2.3.4. Osteoartritin Patofizyolojisi

Uzun yillar boyunca osteoartrit, ilerleyen yas ile birlikte eklem ylzeylerinin
kaginilmaz harabiyeti sonucu gelisen saf bir dejeneratif lezyon-kullanma ve
asinma hastaligi olarak kabul edildi. Fakat ginimuzde, kikirdaktaki bozulmay:i
rejenerasyonun izledigi dinamik bir durum olarak kabul edilmektedir. Normal
eklemde hasardan gok tamir gerceklegsmektedir (3).

Baslangigta, eklem kikirdaginda bozulma ve yikim olaylari gerceklesir.
Proteoglikan matrikste degisiklikler sonucu, su igeriginde ve kondrosit
aktivitesinde artma neticesi ile kikirdak fibrilasyona ugrar. Bu bdlgenin darbeye
kargl direnci azalir, kikirdak ylzeyi puruzli ve diuzensiz hale gelir. Sonra
surtinme artar ve kikirdak buyuk olasilikla kemik yuzeye kadar yirtihr. Eklem
vaskulariteyi arttirarak ve yuzeyi yeniden sekillendirerek kendisini onarmaya
calisir. Eklem bolgesinin kikirdak ve kemik kenarlarinda kondrositler ve
osteofitler olugmaya baglar. Bu eklemin artiktlasyon igin uygun alani arttirma ve
belki de eklem stabilitesini saglama ¢abasi olabilir. Eklemi ¢evreleyen kemikte
deskleroze alanlar ve kemik Kistleri gibi degisiklikler ortaya cikar. Varolan
kemiksi trabekuler yapiyi guglendirmek i¢in yeni kemik dokusunun olusmasiyla
skleroz ortaya c¢ikar. Eklem kikirdaginin olmadigi yerlerde intra-artikiler

basincin artmasi sonucu kemik kistleri olusur. Artan intra-artikiler basing bu
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sekilde eklemi gevreleyen kemigin iligine iletilir. Basing esitlenene kadar Kistler
genislemeye devam eder (3, 29, 30).

Rejeneratif degisiklikler ortaya c¢ikarken kikirdagin yikim drunlerinden
olusan debris, kemik hidroksiapatit kristalleri gibi materyallerle birlikte eklem
araliginda depolanir. Pargali sinovit alanlari ve sinoviyal sivi viskozitesinin
artmasi ile kendini gdsteren, patolojik ve klinik olarak enflamatuar bir yanita
neden olabilir. Bu enflamatuar yanit daha fazla doku yikimina neden olabilir,
sonucta eklemde efflzyon geliserek intra-artikller basincin yikselmesine neden
olur. Bunun sonucu olarak eklem kapsulinde gerginlik ve kalinlasma ortaya
cikar.

Sinoviyal sivinin OA patofizyolojisinde henuz ¢ok iyi tanimlanmamig olsa
da rolu vardir. Sinoviyal sivi basit bir sivi ya da yag degildir. Biyolojik bir roli
vardir ve butliin besin maddelerinin tasinmasi i¢in ortam gdrevi gorur, sinoviyal
membranla birlikte hormonal ve mesajci islevleri olabilir. Major bileseni,
polimerize glikozaminoglikan olan hiyaluronandir. Normal bir eklemde molekuler
agirhgr fazladir. Bu molekuller sinoviyal siviya sok abzorbe edici ve lubrikan

olarak rol oynamasini saglayan bazi biyolojik ézelliklerini verirler (3, 29, 30).

2.3.5. Osteoartritte Rol Oynayan Genetik Faktorler

Her ne kadar osteoartritin olusumundaki gesitli faktorler ¢ok iyi tanimlansa
da genetik faktorlerin bu hastaligin ortaya ¢ikmasinda daha kuvvetli belirleyiciler
olduklari bulunmustur (2). OA’de rol oynayan genetik etkilere farkli kaynaklarda
deginilmis ve aile hikayesine dayanan epidemiyolojik ¢alismalar, akraba ve ikiz
calismalari, nadir genetik hastaliklarin arastiriimasi esnasinda farkh bulgular
elde edilmistir (2).

2.3.5.1. Aile Calismalan

Etyolojisi tamamen degerlendirilebilen OA, ilk olarak Stecher tarafindan

parmaklarda Heberden nodlari bulunan ailelerde c¢alisiimigtir. Kellgren
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tarafindan ingiltere’de yapilan epidemiyolojik calismada ve Amerika’da yapilan
bir diger calismada, aile gruplarinda el ve diz OA’i dogrulanmistir (31, 32).
Dusuk prevelansindan dolay! kalga osteoartritini aile topluluklarinda galismak
¢ok zordur. Bu nedenle son zamanlarda toplumsal tabanh galismalarda kalca
osteoartritine ait veriler yoktur. Buna ragmen hastaligin prevelansini arastirmak
icin gesitli caligsmalar kurulmusg, total eklem degisikligi gerceklesmis hasta
bireyin kardesinin kontrole gore 2-3 kat daha fazla OA’e yakalanma riski tasidigi
belirtiimigtir (33-36). Lanyon ve arkadaslari tarafindan yapilan bir diger
calismada ise bu riskin 4.7 kat oldugu tespit edilmistir (35).

2.3.5.2. ikiz Galigmalari

Monozigotik (MZ) ve dizigotik (DZ) hasta ikizlerin kargilastiriimasi ile
yapilan c¢alismalar, genetik faktorlerin etkilerini ve paylasilan aile c¢evresini
ayirmamiza olanak saglar. MZ ikizler es genlere sahiptir, herhangi bir varyasyon
cevre sartlarina dayandiriimaktadir. DZ ikizler ise genlerin yaklasik olarak
yarisini paylagirlar. Buna gore MZ ve DZ ikizlerde, genetik ve c¢evrenin
katkilarini arastirmak mumkudn hale gelmektedir (37). Klasik ikiz ¢alismalari,
populasyonda herhangi bir hastaligin kalitsal olup olmadiginin belirlenmesinde
kullanilan verimli bir yoldur (38). 48 - 70 yas arasi, el ve diz osteoartritli 120
dizigot ve 130 monozigot bayan ikizlerde yapilan klasik ikiz c¢alismasinda
genetik ve gevresel faktorler degerlendirilmis, bayanlarda el ve diz osteoartritinin
radyografisinde c¢evresel ve demografik faktérlerden bagimsiz olarak genetik
faktorlerin etkisinin %39 ve 65 arasinda oldugu gosterilmistir (39). Cok miktarda
ikiz orneklerle c¢aligilan bir diger calismada kalgayl saran eklem boglugunun
daralmasinin kalitsal oldugu ve yaklasik kalitim oraninin %60 oldugu
bulunmustur. Bu cgalismalarda elde edilen bulgular, omurga, diz, kalga ve el
OA’nin degisik oranlarda kalitsal oldugu yoénidndedir. Bu sonuglara gore,
toplumda OA’li hastalarin en azindan yarisinin genetik faktorlerden etkilendigini

soyleyebiliriz (2).
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2.3.5.3. Osteoartrit Kalitiminda Aday Genler

Bulgular osteoartritin  buyuk oOlgude kalitsal bir hastalik oldugunu
gostermigtir, bu noktadan sonra hangi genlerin bu hastalikla iligkili oldugu
tartisiimaktadir. Kondrodisplaziler, spondyloepifizyal displazi ve kollajen Il ve IX
mutasyonlari gibi OA’in olustugu kalitsal hastaliklar ve bunlar igin tanimlanan
tek gen hasarlarinin belirtildigi calismalardan ipuglari toplanmaktadir (40,41);
ayni zamanda kalitsal iskelet hastaliklari ile ilgili hayvan calismalarindan (42); ve
ailesel OA’e sahip nadir drneklerden de gesitli ipuglari gelmektedir. Bazi aile
calismalarinda osteoartritden etkilenen bireylerde tip Il prokollajen igin COL2A1
geninde mutasyonlar gosteriimesine ragmen, bir diger calismada OA’e sahip
ailelerde hastalik lokusu ile iligkisi olmadigi belirtiimistir (43,44). Ailesel bir
hastalik olan OA ile ilgili az miktarda ailesel galisma yapilmis olmasindan dolayi
populasyondaki genetik faktorlerin roli etraflica tartisilamamaktadir. Sonugta,
kollajen genindeki mutasyonlarin OA’in olusumunda rol aldidina dair simdilik
elimizde ¢ok az kanit vardir (2).

Framingham c¢ocuk calismasi verileri ile olusturulan segregasyon analizi
sonuglarina gore dogal olarak hastallk gelisen bireylerin ¢ocuklar
degerlendiriimisg, diz ve el OA’inde genetik katkinin oldugu bulunmustur (32).

Baglanti galigsmalari, 2q, 99, 11qg, ve 16p kromozomlari Uzerindeki nicel
Ozellik lokuslarini da (quantitative trait loci, QTL) aday kromozomal bdlgeler
arasina dahil etmistir (tablo 2) (2). Bu kromozomlar Gzerinde OA igin aday genler
normal kikirdagin hicre digi matriksinde bulunan molekulleri kodlarlar. Loughlin
ve arkadaglari 481 ailenin baglanti analizini kapsayan buyuk bir ¢alisma
yuratmasglerdir, bu ailelerin her biri diz veya kalca eklemi ameliyati geciren
ikizlerden birini igermektedir. Bu ¢alismada ikiz bayanlar ve erkeklerin yaninda
karisik ikizler de kullaniimigtir. Elde edilen bilgilerin en basta anlamli olmadigi
fakat cinsiyete gore ayrildiginda kalgca OA’'ne sahip bayan deney grubunda tip IX
kollajen genine (COL9A1) baglanti oldugu tespit edilmistir (2). Ondort aday

genle yapilan linkaj analizlerinde en énemli on genden biri olarak tespit edilen
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COL2A1 geninin ailesel kondrodisplazide rol oynadigi tespit edildigi gibi, bu

genin OA’de de rol oynadigi goértulmustir. Buna ek olarak nodal OA’in, kollajen

tip VI'nin a3-zincirinin kodlandigi yer olan 2q23-35 kromozom balgesi ile iligkili

oldugu acgikga gosterilmigtir (45). Osteoartrit ile iligkili genler asagida verilmigtir;

e VDR (Vitamin D Reseptor geni)

e Col2A
o AGC1

e ERa (Ostrojen reseptorii o geni)
o TGFp (Transforming Growth

Factor-f3 geni)

CRTM (Kikirdak matriks proteini)
CRTL (Kikirdak iligkili protein)
A1ACT

COL9A1

COL11A1

ANK

Tablo 2. Kromozomlar Uzerinde osteoartrit icin aday bolgeler (45).

Kromozom Etkilenen Bolge Fenotip

2923-35 El Nodal OA

11q Kalga, diz Bayan OA

2q Kalga, diz Kalga OA

4q Bayanlarda kalga OA
6p/6q Kalga OA

11q Bayan OA

16p/16q Bayanlarda kalga OA
2q12-13 El DiP OA

4926-27 DiP OA

7p15-21 DiP OA

X-cen DiP OA

4q35 Kalga Kalga OA

6g-12-13 Kalga, diz Bayanlarda kalga OA
6p21.3 Bayanlarda kalga OA
2q31 Kalga, diz Ailesel kalga OA
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2.4. TGF-B (Transforming Growth Factor ) AILESI

TGF-B (Transforming Growth Factor §) ailesi gelisimi ¢ok yonli kontrol
eden ekstraselliler buyume faktorlerinin  buylk bir grubunu olusturur.
Organizmanin tim dokularinin gelisiminde, homeostazisinde ve onariminda gok
onemli rol oynayan TGF-f ailesi, yapisal olarak iligkili ¢ok sayida polipeptid
bayume faktorleri igerir, bunlarin her biri hiicre proliferasyonu, farklilagmasi,
motilitesi, adezyonu ve olumu gibi hucresel suregleri duzenleme yetenegine
sahiptir (4).

TGF-B ailesi, hedef hucrenin uyariya verdigi yanitin gesidine bagli etkileri
olan ¢ok fonksiyonlu agonistlerdir. Ornegin, bu ailenin bir tyesi olan TGF-B1,
mezensimal gelisimin dlzenleyicisi olarak tanimlanmis ve bundan farkli olarak
epitel hucrelerde antimitojen oldugu gozlenmistir.  Aktivinler, hipofiz
fonksiyonunun hormonal dizenleyicileridir, bunun yaninda kurbagalarda
mezodermin olusumuna katilirlar (4, 46).

TGF-B ve ilgili faktorler, iki tip reseptdr olan serin/treonin protein kinazlari
bir araya getirerek gen ekspresyonunu duzenlerler. Bu kinazlardan biri digerini
fosforlar, fosforlanan kinaz SMAD proteinlerine donusur. SMAD’lar, hucre
cekirdegi igine sinyal tasiyan ve 0Ozel olarak DNA’'ya baglanma kabiliyeti ile
transkripsiyonel kompleks olusturan orijinal bir protein ailesidir (4, 47). TGF-
ailesi Uyeleri, transmembran protein ailesinden olan serin/treonin kinaz
aktivitesine sahip TGF-B reseptorlerine sinyal iletirler. TGF-B reseptorleri,
yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri géz onunde tutularak Tip | ve tip Il reseptorler
olmak Uzere iki alt gruba ayrilmisgtir (5).

Protein kinaz bolgesinin hemen 6nunde ¢ok iyi korunmus 30 aminoasitlik
bdlge Tip | reseptoru digerlerinden ayirir. Sahip oldugu SGSGSG dizileri nedeni
ile bu bolge “GS bdlgesi” olarak adlandirilir. GS bolgesi, tip 1 reseptdr kinazlarin
katalitik aktivitelerini veya substratlarla etkilesimini kontrol edebilen dnemli bir

dizenleyici bolgedir (48).
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Tip | ve tip Il reseptoérlerin kinaz bolgeleri, serin/treonin protein kinaz
bolgesinin dizileri ile uygunluk gosterir. Buna bagli olarak, tip | reseptorler kendi
substratlarini fosforlarken serin reziduleri Gzerinden SMAD proteinlerini fosforlar
(49), tip Il reseptorler ise kendilerini ve serin - treonin reziduleri Gzerindeki tip |

reseptorleri fosforlar fakat tirozin rezidulerini fosforlamazlar (50).

2.4.1. Reseptor Kompleks Olusumu

TGF-B ve ilgili faktorler, tip | ve tip Il reseptor giftlerine baglanir ve bunlari
birlestirerek sinyalin aktivasyonunu saglarlar. Bilinen iki farkli ligand baglanma
cesidi vardir. TGF-B ve aktivin reseptorleri icin karakteristik olan birinci
baglanma ligandin tip Il reseptore direkt baglanmasi ile gergeklesir, daha sonra
tip | reseptor ile bu kompleks (ligand-tip 1l reseptor) arasinda etkilesim olur. Tip |
reseptorler ligandi tanir ve tip 1l reseptére baglanir (51). Ikinci baglanma gesidi
ise BMP reseptorleri ve bu gruba dahil olanlar igin tipiktir, tip | ve tip Il BMP
reseptorleri liganda beraber baglanirlar (52). Oncelikle aktif, ligand-tipl/tip II
reseptor kompleksi olusur, tip |l reseptor fosforilasyon ile tip | reseptoru aktive
eder, daha sonra tip | reseptor sitoplazmadan hucre c¢ekirdegine sinyal ileten
SMAD proteinlerini fosforlar (4, 6, 46).

Sinyaller, aktivatori olan tip Il reseptor (TBR-II) tarafindan fosforlanmis
TGF-B tip | reseptorlerinden (TBR-I) ortama verilir. Ligandin baglanmasi tip | ve
tip 1l reseptorlerinin heteromerik kompleks olusturmasina yol agar (48, 53, 54).
Ligandlarin dimerik yapisinda, monomerlerden biri tip | reseptdrlerden biri ile,
diger monomer ise tip Il reseptorle birlesir, sonugta heterotetramerik reseptor
kompleksi olusturulur (54). Bu kompleksin olugmasi i¢in sinyal gereklidir. TRR-I
ve TPR-Il kinazlari igeren kimerik reseptorler farkli konfigurasyonlar
olusturabilirler, sinyal sadece tip | ve tip Il reseptdor kinazlarin bir araya
gelmesiyle elde edilir (55).

Reseptor aktivasyonundaki en onemli basamak tetramerik reseptor
kompleksin fosforilasyonudur. TBR-II deki belirli fosforilasyon bodlgeleri

reseptorin sinyal aktivitesini dizenler; Ser 213 ve Ser 409 un fosforilasyonu
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TBRR-II aktivitesi icin gereklidir, bunun yaninda Ser 416 nin fosforilasyonu TRR-II
sinyal iletimini inhibe eder (56). TBR-II ve aktivin tip IIB reseptoru 6zellikle tirozin
reziduleri Uzerinde otofosforile olabildigi kadar serin ve treonin rezidileri
uzerinde de otofosforile olabilir, ve dolayisiyla ¢ift 6zellikli kinazlar gibi fonksiyon
gorebilirler. TBR-I, TRR-II tarafindan GS vyapisi igindeki cesitli rezidulerden
fosforlanir, bu fosforlanma TBR-I kinazin aktivasyonunu saglar (Sekil 1) (48).
TBR-I, GS yapisinin N-terminal bolimune lokalize olmug Ser 165 Uzerinden
fosforile olur. Ser 165’deki herhangi bir mutasyon tip | reseptorin daha gugli
sinyal vermesine yol agar, guglu sinyallerde bliyumenin inhibisyonunu ve matriks
birikimini etkiler (6, 57).

Tip Il reseptor ailesi Ligand Tip | reseptor ailesi
R -~ ’ — /| ActR-IB
ActR-1IB TBR-I

o ALK7
; GS ATR-I°
Punt - _E | BMPR-IA
TBR-II N TTSGSGSGLP BMPR-IB
@ | Fosforilasyonun B ALK1
£ | aktive edilmesi c ActR-|
BMPR-I| = s N
Tkv®
FKBP12
EHIHE — baglanma = Daf-1°

bélgesi

Sekil 1. Tip | ve Il TGF- reseptor aileleri. Tip | reseptoérde protein kinaz boélgesi GS bdlgesinden
onde gelir. TBR-I in karakteristik GS dizisi motifi Gzerinde , fosforilasyon bodlgesi ve FKBP12
baglanma bodlgesi. Omurgalilardaki Uyeleri listelenmigtir. (Massague”™ J, 1998'den modifiye
edilmistir)

2.4.2. Reseptor Kompleksten Sinyal Akigi

Tip Il reseptor araciligr ile tip | reseptorin aktive edilmesi TGF-
sinyallerinin baslamasina neden olur. Aktive olan tip | reseptdr, hucre
cekirdegine sinyal tasiyan SMAD proteinlerini fosforlar ve aktive eder. SMAD
ailesine ait proteinler, tip | reseptor kinazlarin tanimlanmis ilk substratlandir ve
reseptor sinyallerinin hdcre cgekirdegi icindeki hedef genlere iletiminde merkezi
bir rol oynarlar (Sekil 2) (6).
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Sekil 2. SMADIar ile TGF-B sinyal iletimi: Temel sinyal mekanizmasi; Ligand reseptor
kompleksle birlesir SMAD’lar fosforile eder ve SMADIar trankripsiyonel kompleksle birleserek
hedef genin sentezini kontrol ederler. (Heldin et al., 1997’den modifiye edilmistir)

2.4.2.1. SMAD Alt Gruplar ve Fonksiyonlari

Yapisal ve fonksiyonel etkenler goz onunde tutuldugunda, SMAD’lar u¢
alt gruba ayrilir: (a) Reseptor ile regule edilen SMAD’lar (R-Smadlar); TGF-3
ailesi reseptor kinazlarinin direkt substratlaridir. (b) Common-partner SMADIar
(Co-Smadlar); R-Smadlarla birleserek sinyal iletimine katilan SMAD’lar, ve (c)
inhibitér SMAD’lar (I-Smadlar); R ve Co-Smadlarin sinyal fonksiyonunu inhibe
eden antagonist SMAD’lardir (Sekil 3) (7).

R-Smadlarda kendi iclerinde iki gruba ayrlir, bunlar;, BMP (Bone
Morphogenetic Protein) Smadlar ve TGF-B/ aktivin Smadlar. BMP Smadlar,
Smad | ve birbirine yakin homologlardan Smad 5 ve Smad 8, BMPR-I' in (Bone
Morphogenetic Protein Receptor-l) substratlari ve BMP sinyallerin aracilaridir.
TGF-B/aktivin Smadlar ise Smad 2 ve 3, TBR-I' in substratlari ayrica TGF-3 ve
aktivin sinyallerinin aracilaridir. Memeli epitel hicrelerinde Smad 2 ve 3,
gelisimin inhibisyonuna, haberci genlerden TGF- ve aktivinin transkripsiyonuna

aracilik ederler (8, 9).
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Sekil 3. Omurgali SMADIarinin filogenetik agaci ve sematik yapisi. Toplam (¢ ayri grup vardir:
R-Smadlar, Co-Smadlar ve |-Smadlar. XSmad4 hari¢ belirtilen bitin SMADIar insanlarda
bulunur. (ltoh et al., 2000°’den modifiye edilmistir)

R-Smadlar sinyal iletimi gorevlerini yerine getirmek i¢in diger bir SMAD’a
ihtiyag duyar. Omurgalilarda, bu grubun Uyelerinden bilineni Co-Smadlar
grubuna dahil Smad4 dur. Reseptor regule eden SMAD’lar, benzer reseptorler
tarafindan fosforile oldugu zaman Smad4’lerle birlesirler (4, 8). Smad4’un yapisi
R-Smadlara benzemesine ragmen, agonistlerinden gelen yanit ile normal olarak
fosforile olamaz. Memeli hiicrelerinde Smad2 veya 3’e bagl gelisimi inhibe eden
bir yanit icin Smad4 gereklidir. Ayrica Smad4, TGF-3 , aktivin ve BMP sinyal
iletim yollarinin da bir Gyesidir (4).

insan Smad’ larindan 6 ve 7, SMAD’lardan yapisal olarak farkl olan diger
bir alt grubu olusturur ve inhibitéor SMAD’lar olarak adlandirilirlar. Bilinen tek
aktivitesi, R-Smadlarin sinyal fonksiyonunu inhibe etmesidir. Smad6, BMP
sinyallerini inhibe ederken, Smad7, TGF-B ve BMP sinyallerinin her ikisini de
inhibe edebilir (4, 7).
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2.4.2.2. SMAD Proteinleri Aracihgi ile Sinyal iletimi

Bazal kisimda SMAD’lar homo-oligomerler olarak bulunurlar. Ligandin
baglanmasiyla reseptor kompleksin aktivasyonundan sonra tip | reseptor
kinazlar spesifik SMAD’lari fosforile ederler, fosforile olan SMAD’lar daha sonra
Smad4 ile birleserek hucre c¢ekirdegine tasinirlar. Bu kompleksler c¢ekirdek
icinde yalniz veya DNA-baglanma altbirimi ile birlegsik halde bulunabilir ve
spesifik promotor elemanlarina bagdlanarak hedef genleri aktive eder (Sekil 4) (4,
7, 46, 57). SMAD’ lar agonistlerinin uyarisiyla serin-fosforlarlar. Ornegin Smad1,
BMP2 veya 4’Un (7) ; Smad2, TGF- veya aktivinin (8); ve Smad3, TGF-B’'nin
uyarisi ile serin fosforlarlar (4).

FYVE bolgesi iceren zara tutunmus bir protein olan SARA (reseptor
aktivasyonu igin SMAD tutucu), reseptor aktivasyonu igin gereklidir. SARA
icindeki FYVE bolgesi iki tane ¢inko parmak motifi icerir, fosfotidilinositol-3-
fosfata baglanabilmesi, SARA'nin endozomal zara baglanmasini da saglar.
SARA, R-Smadlarla etkilesime girer, R-Smadlar TGF-p’nin SMAD baglanma
bdlgesine ve SARA'nin C-ug¢ bolgesine baglanirlar. Smad2 ve Smad3 un C-ug
fosforilasyonuyla, tip | reseptor ve SMAD arasindaki afinite azaldigi gibi SMAD
ile SARA arasindaki afinite de azalir. Bu olay TGF-B reseptor, aktif R-Smad ve
SARA dan olusan kompleksin ayrilmasiyla sonuglanir (7, 57).

Reseptor tarafindan fosforlanan SMAD’lar Smad4 ile birlegir, olusan
kompleks transkripsiyonun aktivasyonu igin gereklidir (46, 58, 59). Smad1 ile
Smad4 Un birlesmesine cevap olarak BMPR-I'in aktivasyonu gergeklesir (8, 49),
Smad?’in, Smad2 ve 3 ile birlesmesi, TBR-l veya ActR-IB aktivasyonuyla
sonuglanir (8). Yapisal faktorler ve Smad4 Gn L3 kivrimindaki mutasyonlarin
g6zlemleri baz alindiginda, Smad4 Un Smad2 ile birlesme kabiliyetinin ortadan
kalktigi gozlenmistir, burada Smad4 Un L3 kivriminin R-Smadlarla birlesmeye
aracilik yaptigi aciktir. SMAD L3 kivrimi, iki farkh etkilesime karismaktadir: (a)
R-Smad’larda iken reseptorlerle etkilesim ve (b) Smad4’de iken reseptor

tarafindan aktive olan SMAD’larla etkilesim (4).
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Sekil 4. R- ve Co-Smadlarin aktivasyonu. Ligandin indukledigi heteromerik kompleks olusumu
ve tip | ve tip Il reseptdrlerinin aktivasyonunun ardindan R-Smadlar fosforlanir ve Co-Smadlar ile
heteromerik kompleks olustururlar, bu kompleks hticre gekirdegine tasinir, hicrenin cesidine
gore hedef genin ekspresyonu burada kontrol edilir. Aktive edilmemis SMADIar, mikrotibullere
(MT) birlesik olarak sitoplazma iginde tutulabilirler. SARA; reseptoér aktivasyonu i¢cin SMAD
tutucu. (Itoh et al., 2000’den modifiye edilmistir)

24.2.3. SMAD’larin Hiicre Cekirdegindeki Lokalizasyonlari ve
Regilasyonlar

Reseptor tarafindan aktiffenen SMAD’larin nuklear translokasyonlari,
agonistlerin indukledigi fosforilasyon ve Smad4’le birlesme kinetigi ile
gerceklesir. Smad4, TGF-B veya BMP’ye cevap olarak hicre cekirdegine
transloke olur ve translokasyon Smad1 ve 2 nin varliginda gergeklesir. Reseptor
aktive eden SMAD’ lar Smad4’e sitoplazmada baglanir ve Smad4’a hicre
cekirdegi igine tasirlar (46, 57, 60).

TGF-B ailesi sinyal iletiminin en énemli aracilari olan SMAD’lar, sinyal

iletimini htcrenin durumuna gére tamamlamak ve adapte etmek igin farkl tipte
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duzenleme mekanizmalarina maruz kalirlar. Duzenleme mekanizmalarindan bir
tanesi, baglanti bolgesindeki MAP (mitogen-activated protein)-kinaz alanlarinin
fosforlanmasiyla SMAD’larin  hicre ¢ekirdedi icindeki birikiminin inhibe
edilmesidir. Epidermal buyume faktori (EGF) ve hepatosit buyume faktoru gibi
agonistler Erk MAP kinazi (Extracellular signal-regulated MAP-kinases) aktive
ederek Smad1?’in baglanti bdlgesinde dort PXSP motifindeki serinlerin hizl bir
sekilde fosforilasyonuna yol agarlar. Bu fosforilasyon Erk MAP kinaz tarafindan
katalizlenir ve Smad?in fosforilasyonu BMP-reseptor araciigr ile
fosforilasyonundan bagimsiz olarak gerceklesir. Erk araciligi ile fosforilasyon
Smad?’in hicre ¢ekirdegindeki birikimini inhibe eder, ayrica Smad1 ile Smad4
un birlesmesini de engeller. Smad1’ in hiucre ¢ekirdeginde birikimine bagl olan
BMP uyarilarinin antagonisti, Erk MAP-kinaz yolunun ativasyonudur. Diger R-
Smad’larinda baglanti bélgelerinde MAP-kinaz fosforilasyon alanlari mevcuttur.
MAP kinazlar ile SMAD’larin regulasyonu, TGF-B sinyal iletiminin
dizenlenmesinde gereklidir (4). Ayrica Smad3, hlcre dongusinu dizenleyen

molekullerin transkripsiyonel kontrolinu de saglar (47).

2.4.2.4. Antagonistik SMAD’larla inhibisyon

I-Smadlar (inhibitér Smadlar) aktif tip | reseptér ile hizlh bir sekilde
etkilesime girerler, boylece R-Smadlarin aktif tip | reseptore gegisini engellerler
(Sekil 5) (7). Smad6 ve 7, R-Smad’larla gerceklesen sinyal iletiminin
inhibitorleridir. Ekspresyon olmadigi zaman Smad6, BMP ve kismen TGF-3
sinyal iletimini inhibe eder, Smad7’de TGF-B ve BMP sinyal iletiminin her ikisini
de inhibe edebilir. Smad6’nin ¢ok duslik konsantrasyonlari bile kurbaga
embriyolarinda ve memeli hicrelerinde BMP sinyal iletiminin spesifik

inhibitoruadur.
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Sekil 5. |-Smadlarin faaliyetlerinin mekanizmasi. TGF-B/Smad sinyal iletiminin negatif
regllasyonu I-Smadlar ile gergeklesebilir. -Smadlar, R-Smadlarin aktivasyonunu veya Smad4
ile olusturacaklari heteromerik kompleks olusumunu engelleyerek aktivitelerini gdsterebilirler.
(Itoh et al., 2000'den modifiye edilmistir)

inhibitér Smad’lar, negatif geri bildirim sirecine katilarak TGF-B yanitinin
siddetini ve suresini duzenlerler. Boylece TGF-f nin yanitiyla Smad7
ekspresyonu hizli bir sekilde artar. Smad6 ve 7 ekspresyonu damar endotel
hicrelerinde ani stresle artar, bu uyari da muhtemelen otokrin TGF-’ya aracilik
eder. Smad6 ve 7’nin inhibitdr etkisinin aciklanmasinda Onerilen
mekanizmalardan birine goére, |-Smadlardan her biri farkh TGF-B reseptor
ailesine baglanirlar ve reseptor-regile eden SMAD’larin fosforilasyonunu

engellerler (4).
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2.4.3. TGF-B ve Sinyal Yollarinin Kondrosit Metabolizmasi1 Uzerine
Etkileri Ve Osteoartrit Olusumundaki Rolleri

Kikirdak temel olarak su ve spesifik hicre disi matriksten olusmustur, bu
bilesenler kikirdaga elastik ve viskoz bir yapi saglar. Hucre digi matriksin temel
bilesenleri, tip Il kollajen ve agrekan olarak bilinen yuksek molekuler agirhkli
proteoglikanlardir.  Kollajen, dokunun geriime direncine duyarlidir ve
agrekanlarin polianyonik kisimlari (glikozaminoglikan bolimu) su molekdllerini
tutar, boylece viskoelastikiyeti saglanmig olur. Kondrositler, hicre digi matrikste
bulunan tek kikirdak hucre tipidir, ve bunlar aktivitelerine gore farkli yapilar
sergilerler (61).

Osteoartritde kikirdagin kaybi igin temel matriks Uyelerini parcalayan
proteinazlarin ekspresyonu gereklidir. Kollajenaz, jelatinaz, agrekanaz gibi
matriks metalloproteinazlari (MMPs), kikirdagin cikariimasinin artigi ile iligkili
O0zel enzimatik aktiviteler gosterirler. Bu MMPSs’ler sinoviyal hicrelerden ve
kondrositlerden koken alirlar. Eklem yuzeyindeki yuzeysel fibrilasyon, artan
denatlrasyonla ve kollajen fibrillerinden tip Il kollajenin kaybi ile iligkilidir, bu
durum gerilme Ozelliklerinin azalmasina neden olur. Fibrillerin hasar
agrekanlarin kaybina yol acar, fakat ayni zamanda eklem birlesme yuzeyindeki
fibriller ile iliskili olan klguk proteoglikanlar dekorin ve biglikanlarinda kaybina
neden olur. Bu molekullerin kaybi tip Il kollajenlerin kollajenazlar ile ve
agrekanlarin agrekanaz ile kesilmesinin artisiyla iligkilidir. OA verileri
enflamasyonlu sitokinlerin eklem dokusundaki yikilmada ise karigsan temel
katabolik sistem oldugunu kuvvetli bir sekilde destekler. Bu kavram, interldkin-1
(IL-1)in erken ve gec¢ fazda ¢ok 6nemli sitokinler olduguna da uyar, timor
nekrozis faktoér-o’da (TNF-a), OA’in enflamasyon bilesenlerinde énemli bir rol
oynar. Diger sitokinler, osteoartritik eklemdeki regulator (IL-6, IL-8) veya inhibitor
(IL-4, IL-10, IL-13, interferon-y) enflamasyon surecinde salinir. IL-1 ve TNF-a’'nin
her ikisi de OA sinoviyal membraninda, sinoviyal sivisinda ve kikirdakta artan

miktarlarda bulunur. Anabolik buyume faktorleri ve katabolik sitokin sentezi
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ve/veya bioaktivitesi arasindaki dengesizlik kikirdak onarim hatasinda énemlidir.
Bununla birlikte kondrosit metabolizmasinin aktivasyonu ile sonuglanan
dejeneratif hastaliklarda onarim surecinin gergeklesebilecegine dair bazi kanitlar
bildirilmigtir. Kondrositler hicre digi matriksin hasarina karsilik normal olarak
bdlinerek proliferasyona ugramazlar, multiselller kondrosit klonlari olusur ve
hastaligin erken safhalarinda buylk miktarlarda kollajen ve agrekanlar olusur.
Bu nedenle kikirdak onarim surecinde sistemik veya lokal buyume faktorlerinin
onemli rol oynamasi muhtemeldir. Kikirdak lezyonlarinin surekli restorasyonu
icin gerekli olan butinleyici kikirdak onarimi yara iyilestirici slire¢ olarak kabul
edilebilir (61).

TGF-f ailesi uyelerinin, kondrosit buyume ve farklilagmasinda anahtar bir
rol oynadigi dusunulmektedir. Bu grup yalnizca bes tane TGF-B (TGF-B1-5)
icermez, bunun yaninda kemik morfogenetik proteinlerinin (10) aktiviteleri,
mullerian inhibiting substances inhibinleri, bluyime ve farklilasma faktorlerini
icerir (62). TGF-B’lar ¢ok farkli hucre tiplerinde uretiimesine ragmen kemikteki
konsantrasyonlari diger dokulardan 100 kat daha fazladir, ve osteoblastlar

yuksek konsantrasyonlarda TGF- reseptorleri igerirler (11).

2.4.4. Osteoartrit Olusumunda Smad3 Gen Mutasyonlarinin Onemi

Bircok calisma Transforming Growth Factor-B (TGF-B)'nin sinyal
fonksiyonunun, kemigin olusumunda, yeniden sekillenmesinde ve devamliligini
saglamasinda ©Onemli bir dlzenleyici goérevi oldugunu gostermistir. TGF-
B/Smad3 sinyalleri kondrositlerin terminal hipertrofik farklilagsmasini inhibe eder
ve eklem kikirdaginin butunlugunun korunmasi icin gereklidir. Bu mekanizma,
Smad3 geninin 8.ekzonu hasara ugratilan homozigot mutant bir farede
gOsterilmis ve bu farede insan osteoartritine benzer dejeneratif eklem hastaligi
gelistigi belirtilmigtir. Ayrica Smad2 ve Smad3’lin kondrositlerin olgunlagsmasi
esnasinda TGF-f sinyallerine inhibitor etkiler olugturan énemli aracilar olarak rol

aldigi tespit edilmigtir (15). OA’l hastalarla yapilan mutasyon ¢alismalarinda bir
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hastada Smad3 gen mutasyonu tespit edilmis ve Smad3 genindeki mutasyonun
insan OA’ne yatkinlik olusturabilecek bir olasi faktor olabilecegi bildirilmistir (1).
Sonu¢ olarak osteoartritin  epidemiyolojik c¢alismalari, hastaligin
toplumdaki siddetinin, genetik ve cevresel risklerin katkilarinin belirlenmesine
izin verir. Ayrica bu calismalar bize bireysel risk faktorlerinin 6neminin
degerlendiriimesine de katkida bulunur. Genel populasyonda genler, OA icin en
onemli risk faktoradur. Sekil 6°da sematik olarak osteoartritde genlerin rolunu

gOstermektedir.

— | TARATANMA
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Sekil 6. Osteoartritde genlerin rolu

Genler kompleks bir sebekeye etki ederler, buradaki mekanizmada, bir
hasar olusumu ve hasarin onlenmesi; hasara yanit; vacut agirhgi; kas kutlesi;
kemik yapisi ve kemik turnover’i veya, kikirdak yapisi ve kikirdak turnover’i veya
sinerjitik olarak her ikisi de rol oynayabilir (2). Acik¢a gorultuyor ki OA’in kalitimi
oldukga kompleks ve bu karmasik yapinin ¢ézilmesi igin genlerin, yeni yollarin
ve hedef ilaclarin bulunmasi gereklidir. ileride osteoartritdeki genetik unsurun
cok iyi anlagiimasi icin fenotip, cinsiyet ve hastalik bolgesine dikkat cekilen

kapsamli bir linkaj ¢calismasina ihtiya¢ vardir. Yine tanimlanmamis tek nukleotid
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polimorfizimleri veya spesifik aday genler gibi genetik markirlarin yeterli bir
sekilde tanimlanmasi icin ¢ok iyi ve kapsaml topluluk calismalarina ihtiyag
vardir.

Yapilan ¢alismalar genetik etkenlerin, OA’in gelisimine katkida bulundugu
bildirmigtir. Farkl aday genlerle yapilan ¢alismalarda, bu genlerden bazilarinin
OA ile baglantili oldugu tespit edilmistir. TGF-B sinyal iletiminde araci rola
oynayan Smad3 proteini kodlayan Smad3 geni, OA’li hastalar Gzerinde yapilan
mutasyon analizinde arastirilmis ve bir hastada Smad3 gen mutasyonu tespit
edilmigtir. Bu alanda yurt disinda yapilan tek bir ¢calismaya ulasabilmemiz ve
kikirdak dejenerasyonu altinda yatan molekuler mekanizmanin tanimlanmasina
katkida bulunabilecedi dusuncesiyle bu calismanin  O6nemli olacagi

kanaatindeyiz.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Calisma Grubu

Tez galismasi icin, Sileyman Demirel Universitesi Tip Fakiltesi Arastirma
ve Uygulama Hastahanesi Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Poliklinigine bagvuran
toplam 179 bireyden toplanan periferal kan 6rnekleri kullanildi. Hasta ve kontrol
olmak uzere iki deney grubu olusturuldu: (1) Kontrol Grubu; uluslararasi
osteoartrit kriterleri diginda kalan 87 gonulli birey., (lI) Hasta Grubu;
Uluslararasi kriterlere gore primer diz osteoartriti tanisi konmug 92 gonullu
hasta birey.

Populasyondaki cesitliligi azaltmak icin Isparta ve c¢evresinde yasayan
bireyler degerlendirmeye alindi. Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Anabilim Dal’nda fiziksel muayene ile tani
konulan ve radyografi ile dogrulanan primer osteoartrit vakalari ¢galismaya dahil
edildi.

OA degerlendirmesinde yaygin olarak kullanilan Kellgren (63) skalasi
kullanildi ve 1, 2, 3, 4 olarak skorlandi. Buna gore 1 ve 2 orta siddette, 3 ve 4
siddetli olarak degerlendirildi. Ayrica radyografide osteofit bakimindan da
degerlendirme yapilarak skorlandi (0-3). Hastalarin tutulan eklem sayilari da
degerlendirmeye alindi.

Hasta grubuna dahil edilen bireylerin, yas, boy, kilo, ilk belirtilerin
goruldugu yas gibi 6zellikleri de ayrica sorgulandi. Kontrol bireyler belirlenirken,
hasta grubunun yas ortalamasina yakin olmasina 6zen gosterildi.

Kontrol ve hasta grubuna katilan gonulli bireylerden 9 ml’lik EDTA’l
tiplere alinan periferik kan DNA izolasyonu icin kullanildi. Calisma igin
Stleyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul onayi alindi. Ayrica

¢alismaya katilan her gonullu igin hasta onay formlari dolduruldu.
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Kimyasal Adi Marka Katalog No
Sodyum EDTA (Na,EDTA) (C4oH14N20OgNa,.2H,0) Amresco 0105-1KG
Tris base (Trizma baz) (C4H1{NO3) Amresco 0826- 1KG
Sodyum klortr (NaCl) Merck 1.06404.1000
Trizma hydrochloride (Tris HCI) (C4H4/NO3.HCI) Amresco 0234-500G
Kalsiyum klorur (CaCly) J.T.Baker 0070
Proteinaz K Amresco 0706-100MG
Sodyum dodesil silfat (SDS) Merck 8.22050.1000
Amonyum asetat (NH,C,H305) Acros 169880010
Etil alkol (C2H5sOH) Tekel -
Tsg DNA Polimeraz BioBasic D0081
Deoxynucleotide Triphosphates (ANTP) Larova 0090
Oligonucleotide primer MWG Biotech -
Bromophenol blue (C1gH1oBr,05S) J.T.Baker 1369
Xylene Cyanole (Cy5H,7N2OgSoNa) Merck 1.10590.0005
Orange G Merck 1.15925.0025
Formamid J.T.Baker 7042
Etidium bromide (C4,H20N3Br) Amresco X328-10ML
Acrylamide (C3HsNO) Amresco 0341-1KG
Bisacrylamide(NN-Metilenebisacrylamide) (C;H1(N>O,) | Amresco 0172-250G
Amonyum persulfat (APS) ((NH4)>S20g) Riedel-de Haen 11222

N,N,N,N-Tetramethylehylenediamine (TEMED) Merck 1.10732.1000
Boric acid (BH303) J.T.Baker 0501
Etilen-diaminetetra-aceticacide(EDTA) Serva 12278
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Yagmur kaydirici (Rain away) Serva 42500
y-methacryloxypropyitrimethoxysilane Acros 216551000
Glacial Asetik asid (C,H405) Merck 1.0063.2500
GUmUs nitrat (AgNO3) Merck 1.01510.0050
Sodyum karbonat (Na,COs3) Amresco 0585
Formaldehyde (CH,O) J.T.Baker 7041
Sodyum Tiosulfat (Na,S,03) J.T.Baker 0320
Sodyum hidroksit (NaOH) Amresco 0583
Hidroklorik asid (HCI) J.T.Baker 6081
Agaroz PeqgLab 207013
Restriksiyon enzimi Bme1390I Fermentas ER1422
DNA Markir 100 kb Fermentas SMO0339
DNA Markir 50 kb Fermentas SMO0373

3.1.3. Geregler

Adi Marka Ulke

10 mL EDTA’L tip Greiner Almanya
50 mL Falkon Tup Corning Almanya
Ependorf tipler Corning Almanya
Otomatik pipet seti Boeco Almanya
Otomatik Pipet Uclari Boeco Almanya
Buzdolabi Beko Tarkiye
Hassas terazi Metter Toledo isvigre
Manyetik karistirici IKA Brezilya
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pH metre Hanna Portekiz
Otoklav Hirayama Japonya
Laminair flow Esco Singapur
Deiyonize su cihazi Milipore DI Fransa
Ultrapure Saf Su Cihazi Milipore Simplicity Fransa
Etav Binder Fransa
Etav Nuve Tarkiye
Vortex Elektro-Mag Tarkiye
Yiksek devirli sogutmali santriflj Hettich Almanya
Spektrofotometre Shimadzu Japonya
Derin Dondurucu (-35) Bosch Almanya
Buz makinesi Hoshizaki Japonya
Termocycler PeqLab Almanya
Yatay elektroforez diizenegi CLP ABD
Dogru akim gli¢ kaynagi (400 volt) CLP ABD
Ultraviole transillimunator UltraLum Inc. ABD
Dikey elektroforez diizenegi Biorad Almanya
Dogru akim gii¢ kaynagi (3000 volt) Biorad Almanya
Orbital sallayici El Yapimi Tarkiye
Nagadoskop El Yapimi Tarkiye
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3.1.4. Solusyonlar

3.1.4.1. DNA izolasyon Tamponlari

1. Nuclei Lizis Tamponu (pH:8.2)

Protokol:
10 mM Tris base
400 mM NaCl
2mM Na,EDTA
Hazirlanisi:
1.21 gr Tris base
234 gr NaCl
0.74 gr NaEDTA

800 ml deiyonize suda ¢ozlldu. pH:8.2'ye ayarlandi. Son hacim 1000
ml'ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm basingta 25 dakika otoklavlandi. +4°C’de

saklandi.

2. Proteinaz K Seyreltme Tamponu (pH:8.0)

Protokol:
0.05 M Tris HCI
0.9 mM CaCly

Hazirlanigi:
0.788 gr Tris HCI
9.99 gr CaCl,

80 ml deiyonize suda ¢ozlldu. pH:8.0’a ayarlandi. Son hacim 100 ml'ye

tamamlandi. 121°C’de 1 atm basingta 25 dakika otoklavlandi. +4°C’de saklandi.
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3. Proteinaz K Coézeltisi (10 mg/ml)
Protokol:
100 mg Proteinaz K
10 ml Proteinaz K seyreltme tamponu
Hazirlanigi:
100 mg Proteinaz K 10 ml Proteinaz K seyreltme tamponunda ¢ozulerek
Proteinaz K gozeltisi hazirlandi. islem buz iizerinde yapildi. Proteinaz K ¢ozeltisi

1000 pl olacak sekilde 1.5 ml'lik ependorf tiplere bolundu ve -20°C’de saklandi.

4. %10 (w/v)luk Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) Sollisyonu
Protokol:
10 gr SDS
90 ml dH,0O
Hazirlanigi:
Solusyon 68°C’de isitilarak ¢ozuldli. Son hacmi 100 ml'ye tamamlandi.

Whatman filtreden stzuldikten sonra oda isisinda saklandi.

5. Amonyum Asetat (9 M = sature) Cozeltisi

Protokol:
74 gr Amonyum asetat
dH,0
Hazirlanigi:

20 ml steril dH20 igerisinde 74 gr amonyum asetat ¢ézuldukten sonra son
hacim 100 ml'ye tamamlandi. Whatman filtreden siUzuldukten sonra +4°C’de

saklandi.

6. 0.1 M Na,EDTA (pH:8.0) Cozeltisi
Protokol:
37,22 gr Na,EDTA
dH,0
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Hazirlanigi:

700 ml dH.O iginde 37.22 gr NaEDTA ¢o6zildi. 10 M’k NaOH ile
pH:8.0’a ayarlandi. Son hacim 1000 ml'ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm basingta
25 dakika otoklavlandi. +4°C’de saklandi.

7. 1 MTris HCI (pH:7.4) Cozeltisi

Protokol:

157,6 gr Tris HCI
dH,0

Hazirlanigi:

800 ml dH,O’da 157,6 gr Tris HCI ¢dzuldu. pH:7.4’e ayarlandi. Son hacim
1000 ml'ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm basingta 25 dakika otoklaviandi.
+4°C’de saklandi.

8. TE Tamponu

Protokol:
10 mM Tris HCI
1 mM Na,EDTA
dH,0
Hazirlanigi:
5ml 1 M Tris HCI
5ml 0.1 M Na,EDTA

490 ml steril dH,O icerisine daha ©Onceden ayri ayri hazirlanmis
¢cozeltilerden 5’er ml ilave edilerek hacim 500 ml'ye tamamlandi. 121°C’de 1

atm basincta 25 dakika otoklavlandi. +4°C’de saklandi.
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3.1.4.2. Agaroz Jel Elektroforez Soliisyonlari

1. TAE Elektroforez Tamponu (pH: 8.0-8.5)

50X Stok Solusyon Hazirlanigi

Protokol:
242 gr Tris base
37,2 gr Na,EDTA.2H,0
57,1 ml Glacial asetik asid

dH,0
Hazirlanigi:

800 ml dH,O’da tumu ¢ozulur. Manyetik karistirici Uzerinde bir taraftan
karigtirilarak icerisine atilan NaOH pelletleri ile pH’s1 ayarlandi. Son hacim 1000
ml'ye tamamlandi.

Calisma sollisyonu olarak, dH»0 ile sulandiriimis 71X soliisyonu kullanildi.

2. Yukleme Tamponu

Protokol:
% 95 (w/v) Formamid
% 0,5 (w/v) Bromfenol mavisi
% 0,5 (w/v) Ksilen siyanol
Hazirlanigi:

95 ml formamid, 0,5 g ksilen siyanol ve 0,5 gr bromofenol blue toplam

hacim 100 ml olacak sekilde bidistile suda ¢ozlldi. Cozelti +4°C’ de saklandi.

3. 10X Orange G Ylkleme Tamponu
Hazirlanigi:
20 gr sukroz, 40 ml distile suda ¢6zuldu, uzerine 100 mg Orange G eklendi

ve son hacim 50 ml'ye distile su ile tamamlandi. Cozelti +4°C’ de saklandi.
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3.1.4.3. Poliakrilamid Jel Elektroforez Sollisyonlari

1. 0.5 M Na;EDTA (pH:8.0)
Protokol:
226,1 gr Na,EDTA
dH,0O
Hazirlanigi:
700 ml dH»0 igerisinde 226,1 gr Na,EDTA ¢6ézuldd. 10 M NaOH’den ~50
ml ilave ederek pH:8.0’a ayarlandi. 121°C’de 1 atm basingta 25 dakika

otoklavlandi. +4°C’de saklandi.

2, TBE Elektroforez Tamponu (pH:8.3)
10X Stok Soltisyon Hazirlanigi
Protokol:

09M Tris base
09M Borik asid
20 mM Na,EDTA
dH,0O
Hazirlanigi:
108 gr Tris base
55 gr Borik asid
40 ml 0.5 M Na,EDTA

800 ml dH,O’da tamami ¢ozuldi. pH’si ayarlandiktan sonra son hacim
1000 ml'ye tamamlandi. Calisma solisyonu olarak, dH,O ile sulandiriimis 71X

sollisyonu kullanildi.

3. %A40’lik (29:1) Akrilamid-Bisakrilamid Soltusyonu
Protokol: 58 gr Akrilamid
2qr Bisakrilamid
dH.0
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Hazirlanigi:
120 ml dH2O icerisinde tumu c¢ozuldikten sonra hacim 150 ml'ye
tamamlandi. Saklandigi cam sisenin digi 1sik almayacak sekilde aluminyum

folye ile sarildi. +4°C’de saklandi.

4. %10 (w/v)luk Amonyum Persulfat (APS) Solusyonu
Protokol:
Amonyum persulfat (APS)
dH,0O
Hazirlanigi:
0,1 gr amonyum perstilfat Gzerine 1 ml dH,0O ilave edildi. Vorteks ile iyice

karigtinildiktan sonra ¢ok bekletmeden kullanildi. Her calismada taze olarak

hazirlandi.
5. Yapistirici Sollsyon (Sticky Solution)
Protokol:
9,9 ml %96’lik Etanol
5ml Glacial Asetik Asid
5ml y-methacryloxypropyl-trimethoxysilane
Hazirlanigi:

Tamami bir tup icerisinde, vorteks yardimiyla iyice karistirildiktan sonra
+4°C’de saklandi.

3.1.4.4. Jele Yukleme Tamponlari

1. Denaturan Yukleme Tamponu (Denaturen Loading Buffer)

Protokol:
%95 (w/v) Formamid
20 mM EDTA
%0,05 (w/v) Bromfenol mavisi

%0,05 (w/v) Ksilen siyanol
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Hazirlanigi:
9,5 ml Formamid
0,4 mi 0,5MEDTA
0,005 gr Bromfenol mavisi
0,005 gr Ksilen siyanol

Tama bir tap igerisine ilave edildi. Solisyonun homojen olabilmesi igin

vorteks yardimiyla karistirildi. Kullaniimak Gzere +4°C’de saklandi.

3.1.4.5. Gimus Boyama Sollisyonlari

1. %10’luk Asetik Asit
Protokol:
150 mi Glacial asetik asid
1350 ml dH,0
2, %0,1’lik Gumus Nitrat SolUsyonu
Protokol:
%0,1 (w/v) GUmus nitrat
%0,078 (v/v) Formaldehit (%39’luk)
Hazirlanigi:
1gr GUmusg nitrat
2ml Formaldehit

1000 ml distile su igerisine 1 gr gumus nitrat ilave edilerek karistirildi.
Kullanilmadan hemen oOnce icerisine 2 ml formaldehit eklendi. Bu islemler

manyetik karistirici Gzerinde yapildi.

3. Sodyum Karbonat Solusyonu
Protokol:
%3,4 (W/v) Sodyum karbonat
%0,0078 (v/v) Formaldehit
%0,0005 (w/v) Sodyum tiyosulfat
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Hazirlanigi:
34 gr Sodyum karbonat
2ml Formaldehit
0,005 gr Sodyum tiyosulfat

1000 ml distile su igerisine 34 gr sodyum karbonat ilave edildikten sonra
manyetik karistirici  UGzerinde tamamiyla c¢6zinmesi saglandi. Solusyon
sogumasl! i¢in buzdolabina kaldirildi. Kullanilmasina birka¢g dakika kala
buzdolabindan alindi ve igerisine 2 ml formaldehit ve 0,005 gr sodyum tiyosulfat
eklendi. Kullanim sicakhgi ~10°C idi. Soguk olan solusyon bantlarin daha uzun
zamanda gorunudr hale gelmelerini saglayarak islemlerin daha kontrolll

ilerlemesine yardimci oldu.

3.2. Metod

3.2.1. Kandan DNA izolasyonu

DNA, 9 mllik EDTA’'l taplere alinan periferik kandan tuzla gokturme
yontemi ile izole edildi (64) . EDTA’l kan 50ml’lik falcon tuplere bosaltildi ve
uzerine 40ml buzdolabinda bekletilen soguk ultrapure distile su eklenerek
eritrositlerin parcalanmasi icin 10 dakika bekletildi. 2500 rpm’de 15’ santrif(j
edilerek supernatan kismi atildi. Bu yikama islemi iki kez tekrarlandiktan sonra
pellet Gzerine 3ml ndkleus lizis tampon, 200 ul %10’ luk SDS ve 150 pL
proteinaz K (10 mg/mL) eklenerek bir gece (O/N) 37°C’lik etiivde bekletildi.
Etlvden c¢ikartilan tiplere 1-1,5 mL 9M amonyum asetat ¢ozeltisi eklenerek iyice
calkalanip 10dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 4500 rpm’de 20 dk
santriflj edildi. Stipernatan temiz bir tipe alindi ve Uzerine 3 kati kadar hacimde
(~30ml) %96’lik soduk (~-20°C) etanol dokuldi. Tup hafifce alt-tUst edilerek
DNA'nin presipite olmasi saglandi. Presipite olan DNA pipet ucuyla alinarak
%70’lik soduk (~-20°C) etanolde yikandi ve 1,5 ml'lik ependorf tipe aktarildi.
Eppendorf tlp igine alinan DNA 65°C’lik etlivde 20 dakika kurutulduktan sonra

uzerine 400 uL TE tamponu ilave edilerek igerisinde ¢ozulda.



47

3.2.1.1. izole Edilen DNA’nin intakhig:

izole edilen DNA’larin 1/50 diliisyonlari hazirlandi. Her bir DNA’nin
saglamhigi %0,4’luk agaroz jelde elektroforez edilerek kontrol edildi. 1/50
dilusyon DNA’dan 2 ulL alinarak 8 pL deiyonize distile suyun igerisine ilave
edildi. Jele yuklenmeden once Uzerine 5 plL loading buffer ilave edildi ve tamami
jele yuklenerek 60 Voltta yarataldu. Transiliminator Uzerinde jele bakildiginda

DNA’larin timu ayni hizada ve tek bant olarak goruldi (18).

3.2.1.2. Spektrofotometrede DNA Konsantrasyonunun Olgiimii

izole edilen DNA’larin 1/100 diliisyonlari hazirlandi ve 260 nm ve dalga
boyundaki absorbans degerleri okundu. 1 OD’nin 50 pg/mL DNA miktarina
esitliginden gidilerek 260 nm dalga boyunda okunan absorbans degerlerinden
orneklerdeki DNA konsantrasyonu hesaplandi. Polimeraz zincir reaksiyonunda
(PCR) kullaniimak tGzere DNA’lar steril deiyonize su ile 50 ng/uL olacak sekilde
sulandiriidi (18).
DNA konsantrasyonu = (OD)zsp x Sulandirma katsayisi (100) x 50uL/mL (gift
zincirli DNA’lar icin OD degeri)

3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Smad3 geninin kodlayan bdlgelerini tarayabilmek igin 9 ekzonun
amplifikasyonu yapildi. Amplifikasyonu icin gerekli primerler ve amplifikasyon

artnlerinin uzunluklari tablo 3'de verilmistir.
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Tablo 3. Smad3 geninin amplifikasyonu icin gerekli primerler ve amplifikasyon
artnlerinin uzunluklari (65, 66)

Uzunluk (bp)
Exon | sense cgcccgegegecctececcag
. 338

antisense | actccctccctctctctctecctcttc

Exon 2 sense Ttccctctctttctgececte 349
antisense | agaccagcaccaaagtcccc

Exon 3 seqse Tttggtgctggtctggcatc 261
antisense | gccacaggactgatgtcgg

Exon 4 sense cagaccaccttccttctgattcc 125
antisense | agagcatgaccctgcatgactg

Exon 5 seqse ggttttctttctgctgtgttggg 203
antisense | tagagggggttccagttgtgtg

Exon 6 sense gcttgggacacccaatgacc 279
antisense | ggggaatggagccaccccat

Exon 7 sense gggcattgtgggtgtgagcaaag 196
antisense | tccagcatcctaggcatgcactcg

Exon 8 sense cttgctttatccaggaggggag 247
antisense |ctgatgtaggcagcacccataac
sense accccacccctttccctatttc

Exon 9 - 175
antisense | cctcecctaccatacttgatgtctc

9 ekzonun PCR sartlari, Fukushima ve arkadaslarinin (66) metodu modifiye

edilerek optimizasyonu saglandi. PCR karisimi hazirlama iglemleri buz Gzerinde
yapildi. Ekzonlar igin hazirlanan PCR karisimi tablo 4’de goértlmektedir. PCR

karisimi  hazirlandiktan sonra Termal cycler cihazi her ekzon igin

programlanarak amplifikasyon gergeklestirildi. Ekzonlar icin PCR programlari

tablo 5’'de verilmigtir.

Tablo 4. Smad3 geni ekzonlari i¢cin PCR karigimlari

Ekzon 1 Ekzon 2 Ekzon 3-9
ICERIK  |Konsantrasyon| 1X igin Miktar ul | 1X igin Miktar pl | 1X igin Miktar ul

Tampon 10X 2,5 2,5 2,5
MgSO, 20mM 2 2 2
dNTP 2,5 mM 2 2 2
Primer (ileri) [10 pmol/ul 1,5 2 1,5
Primer (Geri) {10 pmol/pul 1,5 2 1,5
Tsg DNA Pol 5u/pl 0,3 0,2 0,2
DNA DNA 50 ng/pl 3 3 3
dH20 12,2 11,3 12,3

TOPLAM 25 25 25
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Tablo 5. Smad3 geni ekzonlari icin PCR Sartlari

DERECE °C | SURE (Dakika)
94 4 1 dongl
94 1
* Baglanma 1 30 dongi
72 1
72 4 1 doéngl
* Derece 'C
Ekzon 1, 6 61
Ekzon 2,7,9 56
Ekzon 3 60
Ekzon 4,5, 8 59

3.2.2.1. Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel ile Kontrol Edilmesi

PCR sonrasi amplifikasyon urinlerinin % 1’lik jelde kontrolU yapildi. 14 x
10 cm boyutunda jel tabagina sahip midi yatay elektroforez cihazi kullanilarak
amplifikasyon Grunleri yaratulda (18).

%1 lik 0,5 cm kaliniginda agaroz jel ¢Ozeltisi hazirlamak icin 0,84 gr
agaroz, 84 ml 1X TAE tamponu iginde ¢ozelti berrak oluncaya kadar isiticil
manyetik karistirici Gzerinde ¢ozuldi. Cozelti berraklastiktan sonra 1sisi 50-60
°C ye kadar sogutuldu. Uzerine 10 mg/mL etidium bromid g¢dzeltisinden 1 pl
eklenerek karistirildi. Elektroforez tabaginin her iki tarafi kagit bant ile
kapatildiktan sonra tarak yerlestirildi ve jel ¢ozeltisi tabaga bosaltildi. Agaroz
¢Ozeltisi oda 1sisinda 40-45 dakika polimerlesme igin birakildi.

Elektroforez tanki yeterli miktarda 1X TAE tamponu ile dolduruldu.
Polimerlesen jelden tarak c¢ikartildi ve elektroforez tankina yerlestirildi. 8 ul PCR
ornedi 4 ul 1X yukleme tamponu ile karistirilarak, jel Uzerinde taragin
olusturdugu kuyucuklara yiklendi. Ayrica amplifikasyon Urlnlerinin dogrulugunu

saptamak icin 100 bg.’lik DNA markiri ilk kuyucuga 1ul olarak yuklendi. 80 V’'da
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45 dakika yuratuldi ve daha sonra UV transiliminatorde goéruntilenerek PCR

urunleri kontrol edildi.

3.2.3. Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi (SSCP) islemleri

3.2.3.1. % 12,5’ luk (29:1) Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi

Protokol:
15 ml %40’hk Akrilamid-Bisakrilamid (29:1)
5ml 10XTBE tamponu
350 wl %10 APS
35 ul TEMED
30ml Distile su
Hazirlanisi:

%40’hk  Akrilamid-Bisakrilamid (29:1), 10XTBE tamponunun Uzerine
yaklagik 15 ml distile su ilave edildi. Manyetik karigtirici GUzerinde tamamiyla
erimeleri beklendikten sonra son hacim yine distile su ile 50 ml'ye tamamlandi.
Jelin camlar arasina dokulmesinden hemen once ilk olarak %10 APS ve ondan

da yaklasik 30 saniye sonra TEMED ilave edildi.

3.2.3.2. Poliakrilamid Jel Elektroforezi igcin Camlarin Hazirlanmasi ve

Jelin Dékulmesi

SSCP analizi igin 20 x 40 cm boyutlarinda sekans elektroforez diizenegi
kullanildi. Elektroforez dizeneginin kulakhl ve diz cam olarak ifade ettigimiz
camlart %70’lik etil alkol ile U¢ kez silindi. Kulakli cama yagmur kaydirici
damlatilarak homojen bir sekilde tum yuzeye yayilmasi icin gazli bez veya kagit
havlu yardimiyla iyice ovuldu. Diz cama ise jelin yapisarak Uzerinde kalmasi
icin yapistirici soliusyondan yaklasik 500 ul damlatildi ve ayni sekilde o da cam

Uzerine yayildi. Daha sonra her iki cam Uzerindeki bu maddelerin fazlaliklarini
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almak uzere yine Uger kez camlar %70’lik alkol ile silindi, GUzerlerinde hi¢ toz
kalmamsina ozellikle dikkat edildi. DUz camin uzun iki kenarina ve alt kenarina
0,4 mm kalinhigindaki spacerlar konuldu. Kulakli camin hazirlanan yuzeyi
spacerlarin Uzerine denk gelecek sekilde kapaklandi. Camlar her g
kenarlarindan klempsler yardimiyla birbirlerine sikica tutturuldu. Diger tarafta
hazirlanan %12,5’ luk poliakrilamid jel 50 ml'lik bir enjektér yardimiyla agik olan
ust kdseden agir agir, hava kabarcigi kalmayacak sekilde iki camin arasina
dokuldd. Dokme islemi tamamlandiktan sonra kdpek disli tarak duz tarafi icte
kalacak sekilde camlar arasina yerlestirildi ve 1-1,5 saatligine donmak Uzere
birakildi.

3.2.3.3. PCR Uriinlerinin Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

iki cam arasina dokiilen jel polimerize olduktan sonra Ustteki tarak
cikartildi. Camlar elektroforez dlizenegindeki yerine yerlestirildikten sonra
eletroforezin alt ve ust hazneleri 1XTBE tamponu ile dolduruldu. Duzenek
kapatildi ve gug¢ kaynagi cahstirildi. Jel 30-45 dakika sure ile 1100 voltta 6n
elektroforez iglemine tabi tutuldu. Sire bitiminde gl¢ kaynagdi durduruldu. Képek
digli taragin yerlestirilecegi bolge, Ureden ve jel pargaciklarindan temizlendikten
sonra tarak yerlestirilerek kuyucuklar olusturuldu.

Uzerlerine 2,5 pl yiikleme tamponlarinin ilave edildigi PCR Grtinleri 95°C’de
10 dakika denatiire edilerek aninda buz Uzerine alindi. Orneklerden 8,5 pl
alinarak kuyucuklara vyiklendi. Ornekler 1100 voltta, degisen siirelerde

yuaratulddler.

3.2.3.4 Giimiis Nitrat ile Boyama

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra giic kaynag kapatildi. iki cam
arasindaki jel elektroforez duzenegindeki yerinden alindi. Jelin yapisik olarak
bulundugu camla kulaklh cam olarak tarif ettigimiz ve Uzerinde yapigmayi

Onleyici maddenin sUrUli oldugu cam birbirinden ayrildi.  Jelin Uzerinde
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bulundugu cam %10’luk asetik asit ¢ozeltisi icerisinde, orbital karistirici Gzerinde
30 dakika calkalanarak jelin fikse olmasi saglandi. Fiksasyon isleminden sonra
jel iki kez 3’er dakika distile su ile yikandi. 2 ml formaldehit ilave edilen % 0.1’lik
gumus nitrat solisyonu jelin Uzerine dokuldu. Jel gumuis nitrat solusyonu
icerisinde 30 dakika orbital karistirici Uzerinde calkalandi. GuUmuis nitrat
dokuldukten sonra yaklasik 5 saniye sureyle jel distile su ile yikama isleminden
gegirildi. Jelin Gzerine 0,005 gr sodyum tiyosulfat ve 2 mL formaldehit iceren
%3,4’luk soguk sodyum karbonat ¢ozeltisinin ilk etapta yarisi dokulerek bantlarin
goérundr hale gelmesi saglandi. Bantlar gérunur hale geldikten sonra ¢ozeltinin
geride kalan kismi jelin Gzerine dokuldu. Bantlarin gorunur hale getirilmesi iglemi
esnasinda surekli olarak camin bulundugu kap hafif hareketlerle calkalandi.
Bantlar koyulasinca cam %10’luk asetik asit solusyonu igerisine alindi ve 2-3
dakika orada tutularak boyama islemi durduruldu. Jel son olarak 3-5 dakika
¢esme suyunda bekletildikten sonra kurumaya birakild.

Jeller kuruduktan sonra, gorinen bant paternleri Nagadoskop uUzerinde

incelendi.

3.2.4. DNA Dizi Analizi

SSCP degerlendirmelerinde Exon 2 ve Exon 3 icin farkli bant paterni
gordigimuz numunelerin DNA dizi analizleri yapilmasina karar verildi. Dizi
analizlerinin, manuel metoddan daha guvenli olmasi sebebiyle otomatik dizi
analiz cihazinda yaptiriimasi disinildi ve bu amacla ODTU Teknokentte
bulunan REFGEN firmasina dizi analizi i¢in numuneler goénderildi. SSCP igin
kullanilan PCR karigimi ve sartlari kullanilarak amplifikasyon yapildi ve dizi
analizi i¢in kullanildi. PCR UrUnlerinin temizlenme islemi yapildiktan sonra ABI
3100 DNA Analizért kullanilarak dizi analizleri yapildi. FinchTV bilgisayar

programi ile sonuglar gozlendi.
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3.2.5. PCR/RFLP (Polimeraz Zincir Reaksiyonu / Parga Uzunluk
Polimorfizmi) islemleri

Ekzon 2’nin amplifikasyonu igin kullandigimiz primerler, bir miktar intronik
bdlgeyi de amplifiye etmekteydi. Dizi analizinde yuksek oranda degisim
gbérdigimuiz bdlge intron 2'nin 59. bazina karsilik gelmekteydi. SSCP igin
kullanilan PCR karisimi ve sartlari PCR/RFLP ydntemi icinde aynen kullanildi.

intron 2’nin 59. bazindaki varyantin belirlenmesi igin bu bdlgeye 6zgi
Bme1390l restriksiyon enzimi kullanildi. Bu enzimin bdlgeye 6zgulligu

www.ensembl.org sitesinden bulundu (sekil 7). Uriin ile gelen enzim kesim

protokolu kullanildi. Enzim kesim karigimi; 10 yL PCR Urdnu, 18 pL ultrapure
distile su, 2uL 10X O Buffer, 1,5 yL Bme1390l. Enzim kesim karigimi

hazirlandiktan sonra 16 saat 37 °C 'de inkibe edildi.

£ Ens=mbl trans. SMADI_HUMAN =

Enszmibl Kn-:wn Pratein O:dlni
Amino acids _

Sequence
DNAcontigs)
Sequence
Aming acids E
E & 2 - S
CiePI
G G C | T H
AsphI
G c | ¢ T
Cwidl
& g G E
Bool7|
E = E G G
Ahal
G G N G G
Bme 13801
= c c E ElE

Sekil 7. intron 2'nin 59. pozisyonundaki niikleotid icin Bme1390l tanima
boélgeleri. CCCGG dizisi tanima bdlgesi, CC / NGG enzimin tanima bdlgesinin
kesimi.
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3.2.5.1. PCR/RFLP Uriinlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

Enzim kesimi yapilan amplifikasyon urunleri, % 2,5 ’luk jelde géruntulendi.
14 x 10 cm boyutunda jel tabagina sahip midi yatay elektroforez cihazi
kullanilarak amplifikasyon arunleri yarutuldu.

%2,5 lik 0,75 cm kalinhdginda agaroz jel ¢ozeltisi hazirlamak igin 3,15 gr
agaroz, 126 ml 1X TBE tamponu igcinde ¢ozelti berrak oluncaya kadar isiticili
manyetik karistirici Gzerinde ¢ozuldi. Cozelti berraklastiktan sonra 1sisi 70-80
°C ye kadar sogutuldu. Uzerine 10 mg/mL etidium bromid g¢dzeltisinden 3 pl
eklenerek karistirildi. Elektroforez tabaginin her iki tarafi kagit bant ile
kapatildiktan sonra tarak yerlestirildi ve jel ¢ozeltisi tabaga bosaltildi. Agaroz
¢ozeltisi oda i1sisinda 40-45 dakika polimerlesme icin birakildi.

Elektroforez tanki yeterli miktarda 1X TBE tamponu ile dolduruldu.
Polimerlesen jelden tarak cikartildi ve elektroforez tankina yerlestirildi. 16 pl
PCR/RFLP 6rnegi 6 yl 10X Orange G yukleme tamponu ile karistirilarak, jel
uzerinde taragin olusturdugu kuyucuklara yuklendi. Enzim kesimi drdnlerinin
uzunluklarini saptamak icin 50 bg.lik DNA markir ilk kuyucuga 1ml olarak
yuklendi. Ayrica kesim Urunlerinin  dogrulugunu belirlemek amaciyla dizi
analizinde normal, heterezigot ve homozigot bireylerde internal kontrol olarak
kullanildi. 80 V’da 40 dakika yurutuldu ve daha sonra UV transilimunatorde

gOruntulendi.

3.2.5.2. PCR/RFLP Uriinlerinin Analizi

349 bg¢ uzunlugundaki amplifikasyon UrinUmuzin enzim kesimi sonunda
gérunecek bant paternleri sekil 8'de sematik olarak godsterilmistir. Bireylerin
genotipi normal (GG) ise 187 ve 64 b¢ buyukliginde bantlar gézlenirken, 28,
19, 12 ve 11 bg. uzunlugundaki kesim Urunleri kiguk boyutta oldugundan jelde
ayirt edilemez. Homozigot varyantlar (CC) ise 187 ve 83 b¢ uzunluktaki bant
paternlerini verir. Heterozigot bireylerde (GC) ise 187, 83 ve 64 bg

uzunlugundaki bantlari elde ederiz.
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Sekil 8. Smad3 geni 2. ekzonunun Bme1390I kesim Urunleri

3.2.6. istatistik Analizleri

istatistiksel degerlendirmeler icin SPSS 10.0 paket programi kullanildi.
Tanimlayici analizler, paket programi kapsamindaki “descriptive” fonksiyonu ile
yapildi. isimsel degiskenler yiizde frekans olarak, sayisal degiskenler “ortalama
+ standart sapma” olarak verildi. Osteoartrit hastalari ve kontrol populasyonun
genotip ve allel frekans kargilastirmalarinda standart “kikare” ve “Fisher Exact”

testleri kullanildi. P <0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Primer Diz Osteoartritli Hastalarin Klinik Bulgulari

Primer diz osteoartritin siniflandirmasinda hastaligin ilk goéruldugu yas
onemlidir. Calismamizda hastaligin baslama yasi dikkate alindi ve ortalama 55
olarak bulundu. Istatistiki degerlendirmeler icin 55 yas alti erken dénem, 55 yas
ustl ise ge¢ donem olarak belirlendi.

Kellgren Lawrence (K/L) skalasi radyografi Uzerinde 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 Uzere iki gruba ayrildi.
Osteofitlere gore yapilan siniflandirmada ise; 0= osteofit yok, 1= ¢ok kuguk
osteofit, 2= anlamlihdi kesin olan osteofit, orta buyuklikte, 3= buylk osteofit
olarak nitelendirildi. Calismaya katilan primer diz OA’li  hastalarin Klinik

Ozellikleri tablo 6'da verilmigtir.

Tablo 6. Primer diz osteoartritli hastalarin klinik 6zellikleri

Ozellikler Bulgular
Yas (yil) 62,1 +8,7
Erkek/Kadin (n) 19/73

ik gériilme yasi (yil) 55,0+ 7,8
Vicut kitle indeksi (kg/m?) 295+45
Kellgren Lawrence skalasi (n): 2/3/4 28/49/10
Osteofit (n): 0/1/2/3 3/26/32/26

4.2. Smad3 Geninin 9 Ekzonunun Amplifikasyon Sonuglari
Primer diz osteoatrit tanisi konmus 40 hasta ve 40 kontrol bireyin Smad3
geninin 9 ekzonu polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltildi. Literatirde
verilen baglanma derecelerinde Urtin elde edemedigimiz i¢cin PCR kosullari her
ekzon icin ayri ayri optimize edildi. Amplifikasyon Urtnleri mutasyon taramasi

yapillmadan once % 1’lik agaroz jelde 100 bg.'lik DNA markir ile elektroforetik
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olarak incelendi ve Urun bantlar kontrol edildi. Agaroz jel elektroforezinin UV
altinda goruntusu sekil 9'da verildi.

Sekil 9. Smad3 geninin 9 ekzonunun amplifikasyon Granleri.

4.3. Smad3 Geninin 9 Ekzonunun SSCP Analiz Sonuglari

Tez projesinde belirledigimiz, osteoartrit tanisi konmus 40 hasta ve 40
kontrol bireyin Smad3 geninin 9 ekzonu mutasyon tarama yontemlerinden tek
ndkleotid konformasyon polimorfizmi (SSCP) analizi ile tarandi. Analiz
sonucunda 1, 4, 5, 6, 7, 8 ve 9. ekzonlar igin farkh bir bant paterni gézlenmedi.
Sekil 10’da 5. ekzonun SSCP goéruntisu 6rnek olarak verilmistir. Bulgularimizi
dogrulamak amaciyla, ayni bireylere farkli voltaj ve surelerde SSCP analizleri

yapildi, bu analizlerin sonucunda da herhangi bir bant kaymasi gézlenmedi.

Sekil 10. Smad3 geninin 5. ekzonunun SSCP goéruntisu
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Ekzon 3’de normallerden farkl olarak 3, 24, 36 ve K1 no’lu bireylerde bant
kaymalari tespit edildi. Bant kaymalari 4 bireyde de ayni karakterdeydi. 3 ve K1
no’lu bireylerin SSCP goéruntileri sekil 11’de verildi.

Sekil 11. Smad3 geninin 3.ekzonuna ait SSCP goruntisi. 3 ve K1 no’lu bant
kaymalari oklarla gosterilmigtir.

K: Kontrol grubunu simgelemektedir.

Ekzon 2'de ise bes farkli bant paterni gozlendi. A, B, C, D, E olmak Uzere
ayri ayri kodlanan bant paternleri sekil 12a’ da gdsterilmistir. Bant paternlerini
dogrulamak amaciyla, sartlarimizi degistirdik ve SSCP analizlerini tekrarladik
(sekil 12b, c). Bu analizler sonucunda da bant paternlerini ayni sekilde
g6zlemledik. Bant paternlerinin bireylere gore dagilimi tablo 7’de, bant paternleri

ile birey sayilari ise Grafik 1’de gosterilmigtir.

Sekil 12 a. Smad3 geninin 2. ekzonunun SSCP géruntileri. Bes farkh bant
paterni A, B, C, D ve E olarak gosterilmigtir.

K: Kontrol grubunu simgelemektedir.
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Sekil 12b. Smad3 geninin 2. ekzonunun tekrarlanan SSCP analizi goruntuleri.
Bes farkli bant paterni A, B, C, D ve E olarak gdsterilmigtir.

Sekil 12c. Smad3 geninin 2. ekzonunun tekrarlanan SSCP analizi géruntuleri.
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Tablo 7. Smad3 geninin 2. ekzonunun SSCP analizinde gdézlenen bant
paternlerinin bireylere gore dagilimi.

Gozlenen Bant
Paternleri

SSCP Analizi Yapilan Bireyler Toplam
Hasta 1-3-4-9-12-17-18 -20 —22 — 23 -25 -28 -34 13
A 22
Kontrol K1 - K6 — K9 —K10 — K11 - K15 — K21 — K29 — K36 9
Hasta 5-13-24-26-27 5
B 11
Kontrol K4 — K5 — K14 - K16 — K33 — K39 6
Hasta 6—-16-32-39 4
C 7
Kontrol K2 - K13 - K18 3
Hasta 2-7-8-10-11-15-19-21-29-30-31-33-35-36-37 | 17
—-38-40
D 29
Kontrol K3 - K7 — K8 — K17 — K19 — K23 — K25 — K30 — K31 — K43 — K44 12
— K45
Hasta 14 1
E 11
Kontrol K12 — K26 — K27 — K28 — K24 — K32 — K35 — K37 — K41 — K42 10

BIREY SAYILAR

SSCP ANALIZI SONUG GRAFIGI

Hasta

E] Kontrol

7.

BANT PATERNLERI

Grafik 1. Smad3 geninin 2. ekzonunun SSCP analizinde goériinen

bant paternleri ve birey sayilari.
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4.4. Smad3 Geninin 2. ve 3. Ekzonunun Dizi Analiz Sonuglari
4.4.1. Ekzon 2’ nin Dizi Analiz Sonuglari

SSCP analizinde goézlemledigimiz bes farkh bant paternine ait
numunelerden ornekler secilerek dizi analizi yapildi. Dizi analizi 1, 2, 3, 5, 6, 11,
28, 30, 34, K1, K2, K4, K5, K6, K14, K19, K26 no’lu bireylerin DNA &rneklerine
yapildi. Dizi analizi yapilan bireylerde iki ayri bolgede baz degisimi gozlendi.
Bunlardan exon 2’nin 103. kodonundaki sessiz A—G transisyonu olarak
saptandi (Sekil 13 a,b). Bu bdlgede CTG ve CTA/CTG genotipi belirlendi, fakat
CTA genotipi gdzlenmedi. ikinci baz degisimi ise intron 2’nin 59. pozisyonundaki
G—C transversiyonu olarak belirlendi (Sekil 14a,b,c). Bu bdlgelerin
dogrulanmasi igin iki yonlu dizi analizi yapildi. Exon 2 igin ¢ogaltilan bdélgenin

baz dizilimi ve degisen bazlar sekil 15'de verilmigtir.

Sekil 13a. Exon 2'nin 103.
kodonundaki sessiz A—>G
transisyonu

Sekil 13b. Exon 2’'nin 103.
kodonundaki sessiz A—>G
transisyonunu dogrulamak igin
ters dizi analizi
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Sekil 14a. intron 2’nin 59.
nukleotidi normal.

Sekil 14b. intron 2’'nin 59.
pozisyonundaki G—C
transversiyonu

G & GC

Sekil 14c. intron 2’nin 59.
pozisyonundaki G—C
transversiyonu igin yapilan
ters dizi analizi
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ttccctcetctttctgecccctecccgtecctggcagGTCCCTGGATGGCCGGTTGCAGGTGTC
CCATCGGAAGGGGCTCCCTCATGTCATCTACTGCCGCCTGTGGCGATGGC

CAGACCTGCACAGCCACCACGAGCT@CGGGCCATG GAGCTGTGTGAGTTC

GCCTTCAATATGAAGAAGGACGAGGTCTGCGTGAATCCCTACCACTACCAG
AGAGTAGAGACACCAGgtatgctgcctggectgectgtggggacagcaggtgccaggggtcatcac

ctctcccc@gctccccatccccccgagggtctgcggtgcacttgggggtgcggggactttggtgctggtct

Sekil15. Smad3‘Un 2. Ekzonunun baz dizilimi. Egik ve kalin harfler primer
dizileri, Kiguk harfler intronik bolge dizilerini, buyluk harfler ekzonik diziyi ifade
etmektedir. Degisen bazlar gergeve iginde gosterilmistir.

4.4.1.1. SSCP’de Gozlenen Bant Paternlerinin Dizi Analiz Sonuglari ile
Karsilagtinimasi

SSCP’de gozlemledigimiz bes farkli bant paterninin dizi analiz sonuglari ile
uyum gosterdigi belirlendi. SSCP’de Ustte goérinen bant, kodon 103’deki
degisime, altta gorinen bant ise intron bolgesinde yer alan 59. bazdaki degisime
karsilik gelmektedir. Bu bant paternleri ve dizi analiz sonuglarinin karsilastirmasi

sekil 16'da verilmigtir.

A—G
!
cC &4 C G A G C T G C ¢ G
N
J“’ \|||
"':/\‘. / \
1 / ) I', 4 el NG
G —C
i)

Sekil 16a. A bant

AE . paternine karsilik
w QM gelen dizi analiz
. : S sonuglari.
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CTA/CTG

GAGCTACGGGC

Sekil 16b. B bant

paternine karsilik gelen
dizi analiz sonuclari.

A—G

c A& C 6 & 6 €C T 6 C 6 G

Normal

Sekil 16¢. C bant

paternine karsilk
W gelen dizi analiz
sonuglari.




A—G

c &a& C 6 & 6 €C T 6 C G ©

CTAICTG
!

G & G C T & C G G G C

>

Normal
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Sekil 16d. D bant
paternine karsilik gelen
dizi analiz sonuglari.

Sekil 16e. E bant
paternine karsilik gelen
dizi analiz sonuglari.
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4.4.2. Ekzon 3’ un Dizi Analiz Sonuglari

Ekzon 3’de dort bireyde de gorlilen bant paterni ayni oldugu igin
hastalardan 3, kontrolden de K1 no’lu bireylerin dizi analizleri yapildi. Dizi analiz
sonuglarinda Smad3 geninin 170. kodonunun ikinci pozisyonunda A — G
transisyonu oldugu tespit edildi (sekil 17). Bu transisyon sonucu izolosin (CAT)

aminoasidinin yerine valin aminoasidinin (CGT) gectigi belirlendi.

X,

Sekil17a. Exon 3’Un 170. kodonundaki A—G transisyonu. b. exon 3’Un 170.
kodonundaki A—G transisyonunu dogrulamak igin ters dizi analizi.

4.5. intron 2’nin 59. Pozisyonundaki G — C transversiyonunun RFLP

Yontemi ile Taranmasi

intron 2’nin 59. pozisyonundaki G — C transversiyonu Bme1390l enzimi
kullanilarak parca uzunluk polimorfizmi (RFLP) yontemi ile tarandi. Enzim kesimi
icin 92 hasta birey ve 87 kontrol birey olmak Uzere toplam 179 bireyin DNA
ornekleri kullanildi. Sekil 18’de enzim kesimi yapilan bireylerin DNA 6rneklerinin
agaroz jel goruntisu ve tablo 8'de Bme1390! enzim kesimi sonuglari verilmistir.
Ayrica grafik 2’de hasta ve kontrol bireylerin intron 2 Bme1390l enzim kesim

polimorfizmi genotipleri gosterilmigtir.
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Sekil 18. intron 2'nin Bme1390I enzim kesim polimorfizmi agaroz jel goriintiisi.

M: 50 b¢ DNA markiri; 1: Enzim kesimi yapilmayan amplifikasyon urtinii; GG genotipinin enzim
kesim Urtnleri 187 b¢ ve 64 bg; CC genotipinin enzim kesim Urtnleri 187 b¢ ve 83 bg; GC
genotipinin enzim kesim Urtinleri 187 bg, 83 bg ve 64 bg.

Tablo 8. Bme1390I enzim kesimi sonuglarina gore hasta ve kontrol bireylerdeki
genotip dagilimi.

Kontrol Hasta Toplam
Genotip | Birey Sayisi | Frekans (%) | Birey Sayisi % Birey Sayisi %
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

P: P degeri.
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Bme13901 Enzim Kesimi

45,0
40,0 -
35,0 -
30,0 -
25,0
20,0 +
15,0
10,0

5,0 1

0,0

Kontrol

ElHasta

Frekans (%)

G C

Genotip

C

Grafik 2. intron 2’nin 59. niikleotidindeki genotipler ve frekanslari.

intron  2’nin Bme13901 polimorfizmi  allel frekansi  agisindan
degerlendirildiginde, OA hastalari ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farkhlik tespit edildi (Olasiliklar Orani (OO)= 1,525, %95; Guven
Araligi (GA)=1,005-2,314; P= 0,030) (Tablo 9). Buna ragmen genotip ayrimi g6z

onune alindiginda istatistiksel agidan herhangi bir anlam bulunamadi (P=0,17).

Tablo 9. Bme1390I enzim kesimi sonuglarina gore hasta ve kontrol bireylerdeki
allel frekanslari.

Kontrol OA Toplam
Allel Sayi (%) Sayi % P OO0 (95% GA) Sayi %
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

P: Kontrol ve hasta bireylerin Fisher's exact test ile karsilastirmalari sonucu p degeri. OO:
Olasiliklar Orani. GA: Gluven Araligi
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Tablo 10’da géruldugu gibi, intron 2'nin Bme13901 polimorfizminin allel
frekansi, hasta grubundaki kadin ve erkekler arasinda istatistiksel olarak anlaml
bulundu (O0= 2,21, %95 (GA)= 1,07-4,56; P= 0,02). Ancak genotip frekansinda
istatistiksel olarak herhangi bir anlam bulunamadi. Ayrica, erkekler ve kadinlar

ayri ayri degerlendirmeye alindiginda da farklilik gértlmedi.

Tablo 10. Bme1390I enzim kesimi sonuglarina gore hasta ve kontrol bireylerdeki
genotip ve allel frekanslarinin cinsiyete goére dagihimi.

Kontrol Hasta Kontrol Hasta
Genotip | Erkek Kadin | Erkek Kadin Allel Erkek Kadin | Erkek | Kadin
GG 15 13 7 15 G 47 45 22 56
(35,7) | (28,9) | (36,8) | (20,5) (56) (50) | (57,9) | (38,4)
GC 17 19 8 26
(40,5) | (42,2) | (42,1) | (357)
cC 10 13 4 32 C 37 45 16 90
(23,8) | (28,9) | (21,1) | (43,8) (44) (50) (42,1) | (61,6)
42 45 19 73 84 90 38 146
P?=0,97 P°=0,76 00 (95% GA)
P’=0,25 P%=0,15 0,92 (0,42-2,00) P°=0,50

(
1,61 (0,95-2,73) P"=0,05
1,27 (0,70-2,31) P°=0,26
2,21 (1,07-4,56) P%=0,02

P?: Kontrol ve Hasta grubu erkek bireylerin karsilastiriimasi sonucu p degeri, P’: Kontrol ve
Hasta grubu kadin bireylerin karsilastirilmasi sonucu p degeri, P°: Kontrol grubunda kadin ve
erkek bireylerin karsilastiriimasi sonucu p degeri, P’: Hasta grubunda kadin ve erkek bireylerin
karsilastirimasi sonucu p degeri. OO: Olasiliklar Orani. GA: Given Araligi. Parantez iginde
yuzde frekanslar verilmistir.

OA baglama yasini degerlendirmek igin, 55 yas alti bireyler erken donem,
55 yas Uustl ise ge¢ donem olarak belirlendi. Yapilan istatistiksel analizler
sonucunda, baglama yasi ve intron 2 Bme1390I polimorfizmi allel ve genotip

frekanslari arasinda herhangi bir anlam bulunamadi (Tablo 11).
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Tablo11. Osteoartrit baslama yasi ve Bme1390I polimorfizmi genotip ve
allel frekanslari.

Genotip OA Baslama Yasi Allel | OA Baslama Yasi

Erken Geg Erken Geg
GG 6 13
29 42
(15,8) (26,0) G
44,7 32,0
( ) ( ) c 47 58
CcC 15 21 (61,8) (58,0)

(39,5) (42,0)

PP=0,37 00 (95% GA)
0,85 (0,46-1,57) P’=0,36

P?: Genotip frekanslarinin p degeri, P": Allelik frekanslarin p degeri
OOQ: Olasiliklar Orani. GA: Gliven Araligi. Parantez iginde yuzde
frekanslar verilmistir

Kellgren Lawrence (K/L) skalasi 3 — 4 olan hastalar radyografik olarak
siddetli OA, 1 — 2 olanlar orta siddetli OA olarak tanimlanmaktadir. Tablo 12'de
goruldugu gibi orta siddetli ve siddetli OA hastalarinin Bme 13901 polimorfizmleri
genotip frekansi, kontrol bireyler ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (P?= 0,18; P°= 0,24). Allel frekanslari kontroller ile ayri ayri
karsilastirildiginda ise siddetli OA hastalari ile kontrol grubu Bme1390I
polimorfizmi arasinda anlamli bir fark bulunurken (P°= 0,037), orta siddetli OA
hastalari ve kontroller arasinda fark yoktu (P°= 0,053) .

Calismaya katilan bireylerin vicut kitle indeksi (BMI) 25’in altinda olanlar
normal, 25’in ustinde olanlar ise kilolu olarak degerlendirildi. Bme1390I
polimorfizmi, normal ve kilolu bireyler arasinda karsilastirildiginda istatistiksel
acidan anlamli bir fark bulunmadi (P= 0,31). Asiri kilolu (BMI>30) bireyler
normal bireylerle degerlendirildijinde ise istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi (P= 0,22). Bunun yaninda hasta ve kontrol gruplari arasinda da BMI

acisindan bir iliski gozlenmedi (P= 0,30).
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Tablo12. Kellgren Lawrence skalasi ve Bme1390I polimorfizmi genotip ve
allel frekanslari.

Genotip K/L Skalasi Allel K/L Skalasi
Orta Siddetli Orta Siddetli
GG 6 14
22 49
(21,4) (23,7) G
Go 10 > (39,3) (41,5)
(35,7) (35,6)
c 34 69
CcC 12 24 (60,7) (58,5)

(42,9) (40,7)
F=0,18 00 (95% GA)
P’=0,24 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 hastalar 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“: KIL skalasina gore siddetli OA hastalari ile kontrol bireylerin allelik frekanslarin p
degeri OO: Olasiliklar Orani. GA: Guven Araligl. Parantez iginde ylizde frekanslar verilmistir.
K/L: Kellgren Lawrence
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5. TARTISMA VE SONUC

Kondrositleri ve hicre digi matriksi (ECM) iceren eklem kikirdaginin azalan
hacmi ve organizasyon bozuklugu OA’li eklemin temel Ozelligidir (67).
Kondrositlerin yetersiz miktarda uyari (sitokin sinyalleri) almasi hasara neden
olur ve ¢cogunlukla OA ile sonuglanir (68).

TGF-B1 konsantrasyonundaki degisiklikler olgunlagsma surecindeki saglikli
tavsan dizinde ve osteokondral hasar ile spontan onarima maruz kalan erigkin
hayvanlarda arastirilmis, TGF-B1 konsantrasyonunun geng¢ hayvanlarda yuksek
ve yenilenme kapasitesinin ¢ok iyi oldugu bildiriimig, ancak erigkin tavsanlarin
osteoartritik degisimlere daha yatkin oldugu gorulmustuar (69).

Kondrosit gelisiminin regulasyonu ve matriks gen transkripsiyonu
uzerine TGF-B’'nin etkisi iki farkl sinyal yolu ile gergeklesmektedir (44). Rat
eklem kondrositlerinde TGF-, mitojen tarafindan aktive edilen protein kinaz I’ i
(MEK 1) spesifik olarak aktive eder ve daha sonra hucre disi sinyal tarafindan
dizenlenen kinaz (ERK) yolunu uyarir. Bu MAPK yolunun aktivasyonu TGF-$31
icin mitojenik yanit olur (70). MEK-ERK yolu da TGF-f ile aktive olur ve PKC
tarafindan transaktivasyonu gerceklesir (71).

TGF-B/Smad3 sinyalleri, kondrositlerin terminal hipertrofik farklilagmasini
inhibe eder ve eklem kikirdaginin butinlugunun korunmasi igin gereklidir.
Smad3'in ekzon8’i hasara ugratilan homozigot mutant bir farede insan OA’ne
benzer dejeneratif eklem hastaligi gelistigi bildiriimektedir. Smad proteinlerinin
kondrosit metabolizmasi uzerine TGF-B etkilerinde araci roli oynadigi
arastinimis, Smad2 ve Smad3’ln kondrosit olgunlagsmasinda TGF-$1
sinyallerine inhibitdr etkiler olusturan 6nemli aracilar olarak rol aldigi tespit
edilmistir (15).

R-Smadlar, yuksek derecede korunmus iki globuler domain igerir, MH1 ve
MH2 olarak adlandirilan bu domainler, ¢ok cesitlilik gosteren baglanti (linker)
bdlgesi ile birlestirilirler. MH1 domaini DNA’ya baglanir, bunun yaninda MH2

domaini de fosforilasyonunun aktivasyonu icin reseptoérlere baglanir, MH2'nin
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baglandigi bu rereseptorler, hucre ¢ekirdegine taginmada gerekli nukleoporinler
ve transkripsiyonun duzenlenmesinde gerekli ¢ok sayida yardimci proteinler
olabilmektedir (72).

Cok sayida serin ve treonin rezidisu iceren baglanti bdlgesindeki
farkhliklar, R-Smadlarin ¢ok yonla sinyal girisi ile dizenlenmesine olanak saglar.
Smad?’in baglanti bdlgesi, MAPK ve Smad2/3 prolin-directed kinazlar igin
fosforilasyon alanlari icerir. Erk MAPK’da bu bolgelerin fosforilasyonuna aracilik
eder. Siklin dependent kinaz 2 ve 4’Un, Smad2 ve 3’Un linker bdlgesi ile N-
terminal ucunun fosforilasyonlarina aracilik ettikleri, ayrica p38MAPK ve JNK’nin
(Jun N-terminal Kinaz) da Smad2/3’Gn linker bdlgesinin fosforilasyonunun
yaninda transkripsiyonel aktivitesini de duzenledikleri bildirilmistir. R-Smadlarin
baglanti bolgesi, transkripsiyonel aktivasyon bdlgesinin yaninda ubikitinasyon
bdlgesine de sahiptir (72).

Smad proteinlerinin  transkripsiyonel aktivasyonu Uzerine yapilan
arastirmalar, multiple proteinlerin ve g¢esitli promotor elemanlarin rol aldigi
karmasik bir yapilyr gostermistir. PCR tabanli rastgele-oligonukleotid sec¢im
metodu kullanildiginda, 8 b¢'lik palindromik DNA dizisi 5-GTCTAGAT-3’ Smad-
baglanma elemani (SBE) olarak tanimlanmis ve genis DNA mutagenezis
calismalarinda SBE’nin Smad3 ve Smad4 icin optimal DNA baglanma dizisi
oldugu dogrulanmistir (73).

Smad3 MH1 domaini, SBE dizisi iceren 16 b¢ DNA’ya baglanma
kabiliyetine sahiptir. Bilinen katlanma yapilarina ¢ok az benzerlik gosteren bir
katlanma Smad MH1 domaini icerisinde gosterilmistir. MH1 domaini igerisinde
yeni DNA-baglanma motifi olarak tanimlanan 11-rezida -hairpin, DNA bazlar
ve major kivrimdaki fosfat iskeleti ile 6zel baglantilar olusturmaktadir. Smad
MH1 domaininin DNA ya baglanma aktivitesinde su molekullerinin ¢ok onemli
bir rol oynadidi ve Smad baglanma elemani, MH1 domaini, spesifik bazlar ve
fosfatazlar arasindaki baglantilara aracilik ettigi bildirilmigtir. MH1 domainine
badli ¢ginko atomu DNA baglanma aktivitesinde 6nemli bir yer tutar. EDTA ile

cinkonun uzaklastiriimasi azalan DNA bagdlanma aktivitesi ile sonuglanir (73).
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Transkripsiyon faktorleri ile etkilesime ek olarak Smad3, transkripsiyon
faktori gibi etki eden nuklear reseptorlerden, vitamin D reseptdrd (VDR) ve
androjen reseptoru (AR) ile de birebir etkilesime girebilir. Smad3 Un asir
ekspresyonu VDR’nin transaktivasyon fonksiyonunu uyarir. Buna ek olarak
TGF-B1 ve vitamin D, osteokalsin promotorlarinin aktivasyonunu VDR’nin
araciligi ile saglar ve VDR fonksiyonu icin Smad3 gereklidir (74).

Yukaridaki bilgiler goz 6nunde tutuldugunda, TGF-f sinyal iletim yolu ve bu
yolun araci molekullerinden Smad3’un kikirdak metabolizmasinda énemli rol
oynadidi gorilmektedir. TGF-B’nin biyume hormonu olmasi, arastiricilari daha
cok kanser calismalari Uzerine yogunlastirmistir, OA patogenezindeki rolu ile
ilgili caligmalar sinirhdir. Osteoartrit galismalarinda bazi genlerin OA ile iligkili
olabilecegi gésterilmistir. Ozellikle kikirdak bilesenlerini olusturan proteinleri
kodlayan genler ilk etapta aday genler listesine alinmig ve bunlar Gzerine
calismalar yurutulmausttr. Kikirdak bilesenlerini kodlayan genlerin yaninda, bu
genlerin aktivitesini kontrol edecek molekulleri kodlayan genlerin de osteoartritde
onemli rolt olacagini dusinmekteyiz. Bu amacla TGF- sinyal iletim yolundaki
araci molekdl olan Smad3 genindeki mutasyonlarin veya polimorfizimlerin
hastalikla iligkisi olabilecegini dusunduk.

SSCP yontemi ile taradigimiz Smad3 geninin 2. ve 3. ekzonlarda bant
kaymalari tespit ettik. Ekzon 3’de hasta grubundan 3, kontrol grubundan da 1
bireyde farkli bant paterni gézledik. SSCP sonuglarini yorumlayabilmek igin bant
kaymasi gorllen bireylerde yapilan dizi analizi sonucunda Smad3 geninin 170.
kodonunda 2. pozisyonundaki adenin yerine guanin gegctigini ve farkli bant
paterni tespit edilen bireylerin timUnun heterozigot karakterde oldugunu tespit
ettik. Sonucta izol6sini kodlayan “CAT” kodonu, A—G transisyonu sonucu valin
aminoasidini kodlayan “CGT” tripletine dontismustir. 170. kodon Smad3 geninin
cok onemli fosforilasyon alanlari igeren baglanti bolgesinde yer alir. Cok sayida
serin ve treonin rezidusu iceren bu bagdlanti bolgesindeki farkhliklar, R-

Smadlarin ¢ok yonlu sinyal girisi ile dizenlenmesine olanak saglamaktadir (72).
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Buglne kadar yaptigimiz literatir ¢aligmalarinda, exon 3 Uzerindeki bu
varyantin yayinlanmadigini gorduk. Arastirmalarimizin sonucunda, bu varyantin
tek nukleotid polimorfizim (SNP) veri bankasina “rs35874463” kodu ile kayith
oldugunu tespit ettik. Buradaki verilere gore, tamami kadinlardan olusan bir
populasyon taramasi esnasinda 32 birey degerlendirilmis ; allel frekanslari A:
0,938 ve G: 0,062 olarak belirlenmis, genotip frekanslari ise A/A: 0,875, A/G:
0,125 olarak verilmistir (75). Calismamizda ise A/G genotipine sahip bireylerin
3’0 kadin, 1'i erkekti. Genotip ve allel frekanslarini hesap etmek igin, SSCP
yapilan hasta ve kontrol gruplari birlestirilerek 80 birey degerlendirmeye alindi.
Sonuglarimiza gore, allel frekansi; A: 0,975, G: 0,025, genotip frekansi A/A:
0,95, A/G: 0,05 olarak bulundu. Turk populasyonu igin ilk defa verilen ekzon
3’'deki tek nukleotid polimorfizim frekansinin kullanilmasinin uygun olacagi
kanaatindeyiz.

Yaptigimiz arastirmalarda, buldugumuz SNP ile ilgili herhangi bir baglanti
calismasina rastlamadik. Bulgularimiza gore Smad3 geni ekzon 3 bolgesindeki
polimorfizimin, primer diz osteoartriti ile iligkisi olabilecegini dusunuyoruz.
Smad3 geninin genomik yapisini ve kolon kanserinde gen Uzerindeki farkliliklari
yayinlayan Arai ve arkadaslari ile yine kolon kanserinde Smad3 genini ¢alisan
Fukushima ve arkadaslari, SNP ile ilgili bir bulguya rastlamamiglardir (65, 66).
Smad3 geni, Cin populasyonunda 32 OA’li hasta ve 50 kontrol bireyle ¢aligiimis,
bir hastada, ekzon 4'de 197. kodonda tek nukleotid mutasyonu bulunmus ve
mutasyon OA ile iligkilendirilmistir (1). Bulgularimizda ekzon 4 bdlgesinde
herhangi  bir mutasyona rastlanmamigtir.  Bulgulardaki  farkhliklarin,
mutasyonlarin ve SNP’lerin populasyonlara gore c¢esitlilik gdstermesinden
kaynaklandidi dusuincesindeyiz.

Smad3in 3. ekzonunda tespit ettigimiz transisyonun, proteinin fosforlama
kabiliyetini azaltabilecegi veya u¢ boyutlu yapisindaki degisiklik ile, ilgili
proteinlerle etkilesimini engelleyebilecedi kanaatindeyiz. Butin bu degigsimler
hedef genin ekspresyonunu azaltabilir veya arttirabilir. Hasta grubunda g

bireyde go6zlemledigimiz A — G transisyonunun, hastalikla dogrudan iliskili
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olabilecegi dustncesi ile kontrol grubunda A—G transisyonuna rastladigimiz
bireyin tekrar muayenesi yapildi. Hastada, diz agrilarinin yeni baglamasina
ragmen radyografik bulgular OA olarak degerlendiriimesi icin yeterli degildi. SNP
buldugumuz kontrol grubundan K1 no’lu bireyin takibi devam etmektedir.

Ekzon 2’ nin SSCP analizi sonucunda bes farkli bant paterni tespit ettik.
Bant paternlerindeki farkliigin ekzon 2 icerisinde birden fazla mutasyon veya
polimorfizim ile ortaya cikabilecegini dusundik. Bant paternlerinin galismaya
katilan bireylere goére dagilimini inceledigimizde E bant paternine sahip
bireylerin 10’unun kontrol, birinin ise hasta birey oldugunu tespit ettik. Diger bant
paternlerindeki kontrol ve hasta birey sayilari ise birbirine yakindi. Smad3
geninin ikinci ekzonunun SSCP analizinde E bant paternine sahip bireylerin
kontrol olma olasiliginin yuksek olmasi, bu bireylerin genotiplerinin normale en
yakin olma olasiligini akla getirdi. SSCP sonuglarinin en dogru sekilde
degerlendirilebilmesi icin 17 numuneye ekzon 2 i¢cin DNA dizi analizi yapildi. Dizi
analizi sonucunda ekzon 2’'nin 103. kodonunda A—G transisyonu ve intron 2’nin
59. pozisyonunda G—C transversiyonu tespit edildi. Amplifiye ettigimiz ekzon 2
bdlgesinde iki farkli polimorfizimin bulunmasi, SSCP analizindeki bes farkli bant
paternini acikliyordu. Bu polimorfizimlerin, heterozigot veya homozigot
olmalarina gore de bant gesitliligi ortaya ¢ikiyordu.

CTA tripleti tarafindan kodlanan Smad3 geninin 103. kodonundaki A—G
transisyonu sonucu CTG ve CTA/CTG genotiplerinin olustugu goruldi. CTA
tarafindan kodlanan 16sin aminoasidinin, CTG kodonuyla da kodlanmasi
nedeniyle buradaki transisyon sessiz mutasyondu. Dizi analizi sonuglarina gore
normal CTA genotipinin hasta ve kontroller arasinda bulunmadigi géruldi. Kolon
kanseri ve Smad3 geni ile yapilan ¢alismalarda da 103. kodondaki sessiz A—G
transisyonu tespit edilmis, bunlardan yalnizca bir tanesinde normal CTA (%2),
%76'sinda homozigot CTG, %Z22'sinde ise heterezigot CTA/CTG genotipi
bulunmustur (65).

103. kodonda buldugumuz sessiz A—G transisyonu, Smad3 yapisal

elemanlarindan MH1 domaini igerisinde bulunur. MH1 domaini diziye 6zgul DNA
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baglanma 6zelligi olan bdlgedir ve Smad3 proteinin fonksiyonunda énemli bir
yere sahiptir (73). Ayrica MH1 domaini, MH2 domainin fonksiyonunu negatif
olarak duzenleme yetenegine sahiptir. Buradaki sessiz transisyonda aminoasit
degisikligi olmadidi igcin MH1 domaini igerisinde ne yodnde bir etkiye sahip
oldugunu tahmin etmemiz gulgtir. A—G transisyonunun Smad3 fonksiyonunu
ne sekilde etkiledigi, sinyal iletim mekanizmasi Uzerinde vyapilacak ileri
arastirmalar ile tespit edilebilecektir.

SNP veri tabanini taradidimizda, 103. kodondaki sessiz A—-G
transisyonunun “rs1065080” kodu ile kodlandigini tespit ettik ve degisik
populasyon frekanslarina ulastik. Verilere gore G alleli frekansi, A alleline gére
daha fazla ve G/G genotip frekansida %70 - %100 arasinda degismektedir.
Tablo 13’de gesitli populasyonlar icin SNP frekanslari verilmigtir.

Tablo13. Smad3 geninin 103.kodonunda tek nukleotid polimorfizm genotip
frekanslarinin ¢aligilan merkezlere gore dagilhmi.

Gozlenen Genotip Frekansi

Calisan Merkez Kisi sayisi (2n) A/A AlG G/IG

WICVAR 60 0.067 0.233 0.700
PERLEGEN 48 1.000
PERLEGEN 46 0.261 0.739
PERLEGEN 48 0.083 0.250 0.667
ABI 120 0.017 0.183 0.800
ABI 90 0.067 0.267 0.667
ABI 90 0.022 0.378 0.600
ABI 120 0.017 0.200 0.783
APPLERA 74 0.027 0.270 0.703

http://snp.ims.u-tokyo.ac.jp/cgi-bin/Snpinfo.cgi?SNP_ID=IMS-JST040779

Smad3 geni Uzerinde buldugumuz diger polimorfizim ise intron 2
bdlgesinin 59. pozisyonunda G—C transversiyonudur. SSCP analizindeki bant
cesitliligi incelendiginde alttaki bantin G¢ farkl patern verdigini gérdik ve dizi

analiz sonuglari ile degerlendirdigimizde bu polimorfizimin frekansinin hasta ve



78

kontrol genotipleri arasinda farkh olabilecegini disundik. Hasta ve kontrol
sayisini arttirarak bu polimorfizimin genotip ve allel frekanslarini tespit etmeyi
amagladik. SSCP analizinin zahmetli ve yavas ilerlemesi, dizi analizinin ise
masrafli oldugunu g6z onunde tutarak, bu polimorfizimi belirlemek igin hizli
tarama yodntemi gelistirdik. “www.ensembl.org” web adresinden ilgili gen
bolgesinin dizisine ulastik ve buradaki enzim kesim bolgelerini degerlendirdik.
Sonugta “CC / NGG” tanima bolgesine sahip Bme13901 enzimi ile 59.
pozisyonundaki G—C transversiyonunu tespit edebilecegimizi dusunduk.
Amplifiye ettigimiz bodlge igerisinde Bme1390I enzimi igin normal genotipte (GG)
alti farkli tanima bélgesi bulunurken, homozigot (CC) bes farkli tanima bolgesi
vardi, boylece G—C transversiyonu ile bir tanima bdlgesinin kayboldugunu
tespit ettik.

Bme13901 enzim kesim metodunu laboratuvarimizda uygulamaya
basladiktan sonra, SSCP analizi yaptigimiz 40 hasta ve 40 kontrol birey
sayllarini 92 hasta ve 87 kontrol olmak Uzere toplam 179 bireye ¢ikartarak intron
2’'nin 59. pozisyonundaki G—C transversiyonunu hizli bir sekilde taradik. Allel
frekansi bakimindan degerlendirdigimizde C allelinin OA’li hasta grubunda,
kontrol grubuna goére farkh oldugunu goérdik (p=0,030). Ancak allel frekansi
anlamli olmasina ragmen genotip frekansi anlamli bulunmadi. Farkli genlerle
yapilan baglanti ¢galismalarinda da allel ve genotip frekanslari arasinda farkllik
tespit edildigi belirlendi. Ornegin, Kore popllasyonunda ER-a geninde Bigl
polimorfizminin arastirildigi bir calismada, OA ve kontrol bireyler arasinda allel
frekansi anlamh fakat genotip frekansi anlamli bulunmamis ve allel frekansi
dikkate alinmistir (76). Bu calisma, Isparta populasyonunda primer diz
osteoartriti ile Smad3 geni Bme1390I polimorfizmi arasinda baglanti oldugunu
ortaya koyan ilk ¢calismadir.

Arai ve arkadaglari, Japon populasyonunda 50 saglikli birey ile yaptiklari
calismada, saglikli bireylerdeki genotip frekansini; G/G: %42, G/C:%40, CC:
%18 olarak bulmuslardir (65). Verilerimize goére kontrol bireylerde genotip
frekanslari; G/G: %32,2 G/C:%41,4, CC: %26,6 olarak belirlenmis ve genotip
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frekanslari acgisindan, Japon poptlasyonu verileri ile bulgularimiz arasinda
farkhliklar oldugu goértlmustir. Isparta ve yoresinde primer OA’li hasta grubunun
C/C genotip frekansi (%39,1) ile Japon populasyonunun C/C (%18) genotipi
arasinda iki kat daha fazla fark oldugu go6zlendi. Isparta ve yoOresindeki
calismamiz igin ortalama genotip frekansi ise G/G: %27,9 G/C:%39,1, CC: %33
olarak belirlendi.

Bme1390l polimorfizminin allel ve genotip frekansi cinsiyete gore
degerlendirildiginde, hasta grubundaki kadin ve erkekler arasinda allel frekansi
istatistiksel olarak anlamli (p=0,02), C alleli frekansi kadin hastalarda, erkeklere
go6re daha fazlaydi. Elli yas altinda erkeklerde OA prevelansi daha yuksek iken,
menopozal ostrojen kaybi ile birlikte elli yasindan sonra prevelans kadinlarda
daha yuksek olmaktadir. Cogu zaman menopoza yakin veya hemen menopoz
sonrasinda OA gelisimi etyolojinin  hormonal bir temele dayandigini
g6stermektedir (3). Bulgularimiz, cinsiyetin dnemli bir risk faktori oldugu primer
OA’de, Bme1390! polimorfizmi ve cinsiyet arasindaki farkhliklarida ortaya
koymustur, Ozellikle hasta ve kontrol kadin bireylerin C/C genotipi arasindaki
farklihk dikkat cekicidir.

Primer diz OA’li hasta grubu icin OA bagslama yas ortalamasi 55 olarak
bulundu ve bu degerin alti erken, Ustu ge¢ baslangi¢ olarak degerlendirildi.
Baglama yasi ve intron 2 Bme1390I polimorfizmi allel ve genotip frekansi
arasinda herhangi bir anlam bulunamadi. Yagsa bagl olarak artan osteoartritin,
tamir mekanizmalari yanitinin ve ndromuskuller fonksiyonun azalmasi
sonucunda eklem butunligunin muhafaza edilememesi ve hasarlanma
olasihginin yikselmesi gibi cesitli faktorlere bagli oldugu dusunulmektedir (3).
Tum bu surecleri hizlandiran aday bir gen, belki de yas ve OA arasindaki
baglantiyi agiklayabilir.

Osteoartritin teghisinde ve radyografik olarak siddetinin belirlenmesinde
Kellgren Lawrence (K/L) skalasi 6nemli bir yer tutar (63). Calismamiza K/L
skalasi 2 ve Uzeri olan bireyler dahil edildi 2= orta siddetli, 3 ve 4 siddetli olarak

tanimlandi. Siddetli OA hastalari ve kontrol grubu ile Bme1390I polimorfizmi allel
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frekansi arasinda istatistiksel olarak anlamlhi farklihk (P=0,037) bulunurken,
genotip frekansi acisindan farklihk yoktu. Orta siddetli OA hastalari ile kontrol
grubu arasinda ise istatistiksel bir fark bulunamadi. C allel frekansinin
radyografik olarak siddetli OA hastalarinda farkli olmasi, C allelinin hastaligin
siddeti ile iligkili olabilecegini distundurdu. Biliyoruz ki, sadece bir faktor hastaligi
ortaya c¢lkarmaya veya siddetini belilemeye yetmez. Culnkl osteoartrit
multifaktoriyel bir hastaliktir ve c¢evre sartlari da hastaligin olusmasinda ve
ilerlemesinde 6nemli bir yer tutar. Ornegin, egilme ve tasima ile ilgili meslek
grubu OA ic¢in risk altindadir ve genetik faktorlerin etkisi ile hastaligin siddeti
ortaya cikabilir.

Amerika Birlesik Devletlerinde yapilan uzun sureli Framingham
calismasi ve buna bagh calismalar, diz OA’i ile ileri yaslarda OA igin zemin
hazirlayan obezite arasinda 6nemli baglantilar bulmuslardir. Obezitenin neden
oldugu mekanik yuklenme kikirdak bozulmasina yol agabilir ve ayrica asir yag
dokusu anormal hormon seviyeleri olusturabilir. Bunun sonucunda, vyillar
icerisinde diz OA'i gelisimi ortaya ¢ikabilir (3). Calismamiza katilan bireylerin boy
ve kilo degerleri alinarak vucut kitle indeksleri (BMI) hesap edildi. Vicut kutle
indeksleri 25’in altinda olanlar normal, tUstlinde olanlar kilolu kabul edildi. Normal
ve kilolu bireyler arasinda Bme1390I polimorfizmi degerlendirildiginde, genotip
ve allel frekanslari bakimindan anlamli bir fark bulunamadi. Ayrica hasta ve
kontrol gruplarinda, BMI'nin OA ile iligkisi degerlendirildiginde farkhlik olmadigi
g6ruldu. Calisma grubuna katilan bireylerin ortalama BMI degeri 29,5+4,5 olarak
hesaplandi. Kore'de osteoartrit ile yapilan bir ¢calismada arastirmaya katilan
bireylerin ortalama BMI| degeri 25,2+2,9 arasinda verilmistir (1). Kore
populasyonunda OA ve obezite arasindaki iliskinin genetik faktorlerden daha az
oldugu soylenebilir.

Bir cok calismada TGF-B sinyallerinin, eklem kikirdaginin normal yapisinin
korunmasinda 6nemli bir role sahip oldugu bildiriimis ve 6zellikle TGF-B1’in
insan OA'’i ile iliskili olabilecegi belirtiimistir. (77). Onceki c¢alismalar, Smad3

kaybini, immun yanitin bozulmasi, azalan kemik yogunlugu ve kolon kanseri ile
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iliskilendirmistir. Smad3 gen mutasyonu taramalarinda en ¢ok insan kanserleri
calisiimis ve basarisizlikla sonuglanmistir (65, 66, 1). Smad3 ve OA iligkisini
ortaya koyan ilk calismada, bir hastanin 4. ekzonunda aminoasit degisimi ile
sonuglanan tek baz mutasyonu tespit edilmis ve Smad3 geni insan OA'i igin
muhtemel predispozan faktdr olarak gosterilmistir. Smad3 gen mutasyonunun
disuk frekansindan dolayl, TGF-p/Smad3 sinyal iletiminin insan OA’den
sorumlu major yol olamayacagi da bildirilmistir (1).

Sonug¢ olarak, Isparta ve yoresinde yaygin olarak gorulen osteoartritin
Smad3 genindeki herhangi bir mutasyon veya polimorfizim ile baglantisini
arastirdigimiz bu c¢alismada, SSCP analizinde tanimladigimiz farkli bant
paternlerinden yola ¢ikarak, dizi analizi ile tek nukleotid polimorfizmleri tespit
edildi ve OA ile ligkisi arastirnldi. Tanimladigimiz tek nukleotid
polimorfizimlerinden biri i¢in hizli tarama metodu gelistirerek, allel frekansi
acisindan OA ile iligkisini ortaya koyduk, Turk populasyonu frekansini belirlemek
icin calismamizin bir ilk adim olabilecegini dusunuyoruz. Ayrica, Smad3 proteini
fonksiyonunda onemli bir yer tutan, exon 3 tarafindan kodlanan baglanti
bdlgesinde tanimladigimiz SNP’in osteoartrit ile iligkili olabilecegini ilk defa
ortaya koyduk. Bundan sonraki hedefimiz bu bdlge icin hizli tarama metodu
geligtirerek hastalikla iligkisini tespit etmek ve Turk populasyonu frekansini
belirlemektir. Bunun yaninda, TGF-B sinyal iletim yolundaki diger araci
proteinleri kodlayan genleri tarayarak osteoartrit hastalari icin TGF-B sinyal

iletim yolu haplotipini ortaya koymayi amagliyoruz.
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OZET

Osteoartrit Tanisi Konmus Hasta Bireylerde
Smad3 Gen Mutasyonlarinin Analizi

Eklem kikirdaginin harabiyeti ile karakterize bir hastalik olan osteoartrit
(OA), insanlar etkileyen eklem hastaliklarindan en yaygin olanidir. Transforming
Growth Factor-beta (TGF-B) sinyal yolunun araci molekuli olan Smad3,
kondrositlerin olgunlasma surecinde inhibitdér etkiler olusturur. Primer diz
osteoartriti ve Smad3 gen mutasyonlari arasindaki iligkiyi arastirmak amaciyla,
primer diz OA'li hasta (n=40) ve kontrol bireylerde (n=40) Smad3 geni,
polimeraz zincir reaksiyonu-tek zincir konformasyon polimorfizim (PCR-SSCP)
analiziyle mutasyonlar agisindan tarandi. SSCP’de farkli bant paterni gézlenen
bireylere dizi analizi yapildi, intron 2'nin 59. pozisyonunda G—C transversiyonu,
103. kodonda sessiz A—G transisyonu ve 170. kodonun ikinci pozisyonunda
A—G transisyonu olmak Uzere Ug farkli tek nukleotid polimorfizimi (SNP) tespit
edildi. 170. kodondaki A—G transisyonu, Ug¢u hasta biri kontrol olmak Uzere
toplam dért bireyde bulundu. intron 2nin 59. pozisyonundaki G—C
transversiyonu, Bme1390l enzimi kullanilarak parga uzunluk polimorfizmi
(RFLP) yontemi ile primer diz OA’li hasta (n=92) ve kontrol (n=87) grubunda
tarandi. G/C allel frekanslari degerlendirildiginde OA hastalari ve kontrol grubu
(P= 0,030) ile siddetli OA hastalari ve kontrol grubu (P= 0,037) arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilklar bulunurken genotip frekanslari agisindan
farkhlik tespit edilmedi. C allel frekansinin radyografik olarak siddetli OA
hastalarinda farkl olmasi, C allelinin hastahigin siddeti ile iligkili olabilecegini
gosterdi. Smad3 geninde ilk defa OA ile iligkilendirilen bir bolgeyi tespit ettigimiz
ve bu bdlgenin frekanslarinin hizli bir sekilde g¢aligiimasi igin Bme1390Il enzim
kesim metodu gelistirdigimiz galismamizin, osteoartrit ile ilgili ¢alismalara isik
tutacag disuncesindeyiz.

Anahtar Sozcukler: Mutasyon, Osteoartrit, Smad3, Tek nukleotid polimorfizmi
(SNP), Transforming Growth Factor-beta (TGF-B)
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SUMMARY

Mutation Analysis Of The Smad3 Gene In Patients With Osteoarthritis

Osteoarthritis (OA) is the most common degenerative arthritis, which is
characterized by breakdown of articular cartilage. The Smad3 protein that is the
mediator of the transforming growth factor-B (TGF-B) signals, has inhibitor
effects on chondrocyte maturation. To investigate Smad3 gene mutations for its
associations with primary knee OA, we screened Smad3 gene for mutations with
polymerase chain reaction-single stranded conformation polymorphism (PCR-
SSCP) in patients with primer knee OA (n=40) and control (n=40) individuals.
We performed DNA sequencing on individuals whose were distinct band
patterns determined with PCR-SSCP, three different single nucleotid
polymorphism (SNP) are determined, G—C transversion in 59th position of
intron 2, silent A—G transition in codon 103 and A—G transition in codon 170.
A—G transitions in codon 170 were found in three patient and one control. G—C
transversions in 59th position of intron 2 were analyzed with restriction fragment
length polymorphism (RFLP) method by using Bme1390I restriction in patients
with primary knee OA (n=92) and control (n=87) group. When G/C allel
frequencies compared, a significant difference was observed between primary
knee OA and control groups (p=0,030) and between control and severe primary
knee OA groups (p=0,037). However, the genotype distributions did not exhibit a
significant difference between OA patients and control individuals. The
significant difference of C allel frequency in radiographic severe OA patients
may exhibit association with the severity of OA. We demostrated a region on
Smad3 gene related with OA and used Bme1390l enzyme restriction method
developed just for to help to study faster this region’s frequencies for the first
time. So we thought that from now on this study will help of related OA studies.

Key words: Mutation, Osteoarthritis, Smad3, Single Nucleotid Polymorphism
(SNP), Transforming Growth Factor-beta (TGF-B)
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