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Özet 

Amaç. Sistemik sklerozis (SSc) ile kollajen üretimi üzerine etkili olabileceği düşünülen COL1A1 

ve COL1A2 gen polimorfizmleri arasındaki olası bağlantıyı araştırmaktır. Yöntem. 45 kadın SSc 

hasta grubunda ve 75 sağlıklı kadın kontrol grubunda COL1A1 ve COL1A2 gen polimorfizmleri 

polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve restriksiyon enzim analizi (REA) yöntemleri kullanılarak 

analiz edildi. Bulgular Sp1 ve PvuII genotip ve allel frekanslarının dağılımı hasta ve kontrol 

grubunda yaklaşık değerlerde bulundu ve bu polimorfizmlerle SSc arasında anlamlı bir bağlantı 

tespit edilemedi. Sonuç. Sistemik sklerozda kollajenin aşırı yapımı ve birikiminde COL1A1 geni 

Sp1 ve COL1A2 geni PvuII polimorfizmlerinin önemli rol oynamadığı düşünülmektedir.  

Anahtar sözcükler: Sistemik skleroz, kollajen, polimorfizm 

 

Abstract 

Aim. Our aim was to investigate the association between Systemic sclerosis (SSc) and COL1A1 

and COL1A2 gene polymorphisms which are thought to have a probable effect on the production 

of collagen. Method. We analysed COL1A1 and COL1A2 gene polymorphisms in 45 SSc women 

patients and 75 healthy women by using the Polymerase Chain Reaction (PCR) and  Restriction 

Enzyme Analysis (REA). Result. It was found that the genotip and allel frequencies distribution of 

Sp1 and PvuII was approximately the same values in the control and patient group and also 

determined that there was no meaningful association between SSc and these polymorphisms. 

Conclusion. It was thought that Sp1 polymorphism of COL1A1 gene and PvuII polymorphism of 

COL1A2 gene did not play a significant role on the excessive synthesis and deposition of collagen 

in systemic sclerosis. 
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Giriş 

Otoimmün bir hastalık olan Sistemik Skleroz (SSc), fibrozis, inflamasyon ve vasküler 

değişiklikler ile seyreden kronik bir bağ dokusu hastalığıdır [1]. Hastalık, 30-50 yaş 
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aralığında yaygın olarak görülmesine rağmen çok nadirende olsa bebeklik döneminde ya 

da 60 yaşından sonra da görülebilmektedir [2]. SSc’nin kadınlarda erkekle oranla 7 kat 

daha fazla görüldüğü bulunmuştur [1]. Etiyolojisi kesin olarak bilinmemekle beraber 

genetik, immunolojik ve çevresel faktörlerin etkili olabileceği düşünülmektedir [3]. Bu 

hastalığın karakteristik semptomları arasında kollajenin deride ve akciğer başta olmak 

üzere iç organlarda aşırı sentez edilmesi ve depolanması yer alır [3-4]. 

 Kollajen, dokular arası alanı dolduran ekstraselülar matriksin (ECM) önemli bir 

bileşenidir. Günümüze kadar birçok kollajen tipi bulunmuştur. Tip I kollajen ECM’de en 

fazla bulunan kollajen tipidir [5]. İki α1 ve bir tane α2 zincirlerinden oluşan 

heterodimerik bir molekül olan kollajen, COL1A1 ve COL1A2 genleri tarafından 

şifrelenir [6]. COL1A1 geninin 1. intronunda bulunan Sp1 transkripsiyon bölgesi, 

kollajen transkripsiyonunun kontrolünde önemlidir. Bu bölgede bulunan tek nükleotid 

polimorfizmi (Sp1 polimorfizmi, 1546 G-T nükleotid değişimi) Sp1 transkripsiyon 

faktörünün bağlanma oranını değiştirerek COL1A1 proteininin yüksek miktarlarda 

üretilmesinden sorumlu tutulmaktadır. Fazla miktarda üretilen α1 kollajen zinciri de, α2 

kollajen zinciri ile birlikte anormal homotrimer yapıda kollajen oluşumuna sebep 

olmaktadır [7-8]. COL1A2 zincirinde bulunan tek nükleotid polimorfizminin (PvuII 

polimorfizmi 392. kodonda A-C nukleotid değişimi) fonksiyonel etkisi tam olarak 

bilinmemektedir. Bununla birlikte, bu polimorfizmin aminoasit değişimine sebep 

olmadığı ancak aynı gen içinde veya komşu genler içerisinde başka mutasyonlarla 

bağlantı dengesizliği içinde bulunarak genin fonksiyonunu etkileyebileceği olası 

görülmektedir [9-10]. Yapılan çalışmalarda SSc hastalarında kollajen aşırı yapımı ve 

birikimi olduğu ortaya konulmuştur [11-12].  Bu çalışmada, SSc ile kollajen üretimi 

üzerine etkili olabileceği düşünülen COL1A1 ve COL1A2 gen polimorfizmleri arasındaki 

olası bağlantı araştırılmıştır. 

Yöntem 

1. SSc Hasta –Kontrol Grupları 

Bu çalışmaya, Cerrahpaşa Tıp Fakültesi Göğüs Hastalıkları Anabilim Dalı’nda akciğer 

tutulumlu sistemik skleroz tanısı alan, takip ve tedavileri sürdürülen ve daha önce 

yaptığımız SSc’deki polimorfizm çalışmalarında [ 13-15] da yer alan 45 kadın hasta (yaş 

ortalaması 57,1±13) ve aralarında akrabalık ilişkisi olmayan ve hastalık öyküsü 

bulunmayan 75 sağlıklı kadın birey (yaş ortalaması 59,2±18) katıldı. Bu çalışma İstanbul 

Üniversitesi etik kurulu tarafından onaylanmış olup, her bir bireyden bu çalışma için 

bilgilendirilmiş onam formu alındı. 

2. DNA İzolasyonu ve COL1A1, COL1A2 Gen Polimorfizmlerinin Analizi 

Genomik DNA, standart yöntemlere göre donmuş EDTA’lı kandan izole edildi [16]. 

COL1A1 geninde Sp1 (Sp1, transkripsiyon faktörü bağlanma bölgesindeki 1546 G -T 

nukleotid değişimi), COL1A2 geninde ise PvuII (392. kodonda A-C nukleotid değişimi) 

polimorfizmleri Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Restriksiyon Enzim Analizi 

(REA) yöntemleri kullanılarak analiz edildi. COL1A1 ve COL1A2 gen polimorfizmleri 

analizinde kullanılan primer dizileri Tablo 1’de verildi.  

Tablo1. COL1A1 ve COL1A2 Gen polimorfizmlerinin analizinde kullanılan primer dizileri 

Primer Primer Dizisi 

Primer1 Sp1 5'-GTCCAGCCCTCATCCTGGCC-3'   (COL1A1 Geni) 

Primer2 Sp1 5'-TAACTTCTGGACTATTTGCGGACTT-3' (COL1A1 Geni)   

primer1 PvuII 5'-GGGATATAAGGATACACTAGAGG-3' (COL1A2 Geni) 

primer2 PvuII 5'-GAAATATCGGCCCCGCTGGAA-3' (COL1A2 Geni) 

 

İlgili gen bölgelerini PCR yöntemi ile çoğaltmak için, hazırlanan reaksiyon karışımının 
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en son hacmi 50 ųl olacak şekilde hazırlandı. Reaksiyon karışımına, 10 pmol her bir 

primer, 1,5 Unite (U)  taq DNA polimeraz (Fermentas) 0,2 mM dNTP, 1,5 mM MgCl2, 

1x PCR Buffer konuldu. PCR protokolü olarak 94
o
C’de 5 dk. denatürasyon aşamasının 

ardından 35 döngü 94
o
C’de 1dk. 60

o
C’de 1dk., 72

o
C’de 1dk. uygulaması tamamlandıktan 

sonra 72
o
C’de 5 dk. uzama aşaması gerçekleştirildi. 

COL1A1 genine ait PCR ürünleri 37
o
C’de bir gece bekletilerek 3 U BalI restriksiyon 

enzimi ile kesildi. Kesilen ürünler 0,5 ųg/ml etidyum bromidli % 3 Nusieve GTG agaroz 

jelde elektroforez edildikten sonra UV ışık altında analiz edildi. S alleli (G nükleotidi) 

içeren PCR ürünleri BalI ile kesilmemekte olup 264 baz çiftlik (bç) tek bant, s alleli (T 

nükleotidi) içeren PCR ürünleri ise BalI enzimi ile kesime uğrayarak 246 ve 18 bç'lik 

bantlar şeklinde gözlendi.  

COL1A2 genine ait PCR ürünleri ise,  37
o
C’de 4 saat bekletilerek 10 U PvuII restriksiyon 

enzimi ile kesildi. Kesilen ürünler 0,5 ųg/mL etidyum bromidli % 1.5 agaroz jelde 

elektroforez edildikten sonra UV ışık altında analiz edildi. P alleli (A nükleotidi) içeren 

PCR ürünleri PvuII ile kesilmemekte olup 771 bç’lik tek bant, p alleli (C nükleotidi) 

içeren PCR ürünleri ise PvuII enzimi ile kesime uğrayarak 541 ve 239 bç'lik bantlar 

şeklinde gözlendi.  

3. İstatistiksel Analiz 

Verilerin istatistiksel analizi, Epi Info Software 3.2.2 versiyonu (CDC, Atlanta, GA, 

USA) programı kullanılarak yapıldı. SSc hasta ve kontrol gruplarında COL1A1 ve 

COL1A2 gen polimorfizmlerinin dağılımı χ
2
 veya Fisher kesin χ

2
 testleri ile 

karşılaştırıldı. P değerinin ≤ 0,05 olması istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. Genotip 

dağılımı ve Hardy-Weinberg denkliği Arlequin Software 2000 (University of Geneva, 

Switzerland) programı ile test edildi. 

Bulgular 

Hasta ve kontrol grubunda, COL1A1 geni Sp1 ve COL1A2 geni PvuII genotip ve allel 

dağılımları Tablo 2’de verildi. Hasta ve kontrol gruplarında PvuII genotiplerinin ve allel 

frekanslarının dağılımı yaklaşık aynı değerlerde olup, SSc ile PvuII polimorfizmi arasında 

anlamlı bir bağlantı bulunamadı. S alleli sıklığı SSc grubunda kontrol grubuna oranla 

yüksek bulunmasına rağmen, Sp1 genotipleri ve allelleri ile SSc arasında anlamlı ilişki 

tespit edilemedi. 

Tablo2. SSc ve kontrol gruplarında Col1a1 ve Col1a2 gen polimorfizmlerinin dağılımı 

COL1A1 ve COL1A2 

polimorfizmleri 

SSc grubu 

n=45 

Kontrol grubu  

n=75 

P 

Sp1 

S/S 

S/s 

s/s 

Allel 

S 

s 

 

29 [%64.44] 

14 [%31.11] 

2   [%4.44] 

 

72 [%80.00] 

18 [%20.00] 

 

55 [%73.33] 

18 [%24.00] 

2   [%2.67] 

 

128 [%85.33] 

22  [%14.67] 

 

0.53 

 

 

 

0.18 

PvuII 

P/P 

P/p 

p/p 

Allel 

P 

p 

 

4   [%8.89] 

25 [%55.56] 

16 [%35.56] 

 

33 [%36.67] 

57 [%63.33] 

 

11 [%11.76] 

34 [%45.59] 

30 [%42.65] 

 

56[%37.33] 

94[%62.67] 

 

0.52 

 

 

 

0.51 
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Tartışma 

SSc etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte, genetik immunolojik ve çevresel 

faktörlerin etkili olduğu multifaktöriyel bir hastalıktır. Hastalığın insidansı düşük 

olduğundan dolayı SSc’de yapılan aile çalışmaları sınırlı sayıda kalmaktadır. Bu nedenle, 

SSc genetiğini aydınlatmak için yapılan çalışmalar, aday genlerle hastalık arasında 

bağlantı kurmaya yönelik olarak gerçekleştirilmektedir [17].  

SSc fibrozis, inflamasyon ve vasküler değişikliklerle seyreden bir hastalık olmasından 

dolayı, aday gen bağlantı çalışmalarında ECM protein genleri, sitokinler, büyüme 

faktörleri ve kemokin genleri üzerine yoğunlaşılmıştır. Bugüne kadar farklı serilerde 

yapılan çalışmalarda; fibroziste rol oynadığı düşünülen Fibrillin1 (FBN1), Fibronektin 

(FN1), Osteonektin (SPARC), Transforme Edici Büyüme Faktörü beta (TGF-beta), 

İnterlökin1 alfa (IL1-alfa), inflamasyonda rol aldığı düşünülen İnsan Lökosit Antijenleri 

(HLA), Sitotoksik T Lenfositleriyle İlişkili Protein 4 (CTLA4), Protein Tirozin Fosfotaz 

Tip22 (PTPN22), Tümör Nekroz Faktor (TNF), İnterlökin10 (IL10), IL13, vasküler 

değişimlerde etkili olabilecek Endoglin (CD105), Nitrik Oksit Sentaz (NOS), Anjiotensin 

Dönüştürücü Enzim (ACE), Endotelin (ET1), Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü 

(VEGF) genleri ile SSc arasında bağlantı olabileceği rapor edilmektedir [18]. Türk 

toplumunda yaptığımız çalışmalar, IL10 -1082G/A ve TNF-alfa -308G/A 

polimorfizmlerinin SSc’ye yatkınlıkta rol oynadığını ortaya koymaktadır [14,15]. Bir 

diğer çalışmamız Metal İyon Taşıyıcı Protein Geni (SLC11A1-NRAMP1)’nin SSc’de 

aday bir gen olabileceğini göstermektedir [13]. 

Elde ettiğimiz veriler, sistemik sklerozda kollejenin aşırı yapımı ve birikiminde COL1A1 

geni Sp1 ve COL1A2 geni PvuII polimorfizmlerinin etkili olmadığını düşündürmektedir. 

Günümüze kadar, bu gen polimorfizmleri ile SSc arasındaki  bağlantı incelenmemiştir. 

Hata ve arkadaşlarının Japon toplumunda yaptığı çalışmada COL1A2 promotör 

bölgesindeki mikrosatellit polimorfizmi ile SSc arasında bağlantı olduğu rapor 

edilmektedir [19]. Pushpakom ve arkadaslarının İngiltere’de yaptığı çalışmada, COL15 

geninde bulunan 11 farklı polimorfizmle SSc arasında anlamlı bağlantı olmadığı 

bildirilmektedir [20].  

SSc’nin görülme sıklığının düşük olması nedeniyle çalıştığımız hasta ve kontrol grubunu 

oluşturan birey sayısının az olması; gen polimorfizmlerinin farklı ırklar ve etnik gruplar 

arasında değişkenlik göstermesi nedenlerinden dolayı, elde ettiğimiz verilerin daha büyük 

çalışmalarla doğrulanmasına gereksinim bulunmaktadır. 
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