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Ozet

Amag. Sistemik sklerozis (SSc) ile kollajen tiretimi tizerine etkili olabilecegi diisiiniilen COL1A1
ve COL1A2 gen polimorfizmleri arasindaki olast baglantiy1 aragtirmaktir. Yontem. 45 kadin SSc
hasta grubunda ve 75 saglikli kadin kontrol grubunda COL1A1 ve COL1A2 gen polimorfizmleri
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve restriksiyon enzim analizi (REA) yontemleri kullanilarak
analiz edildi. Bulgular Spl ve Pvull genotip ve allel frekanslarinin dagilimi hasta ve kontrol
grubunda yaklasik degerlerde bulundu ve bu polimorfizmlerle SSc arasinda anlaml bir baglanti
tespit edilemedi. Sonug. Sistemik sklerozda kollajenin asgir1 yapimi ve birikiminde COL1A1 geni
Sp1 ve COL1A2 geni Pvull polimorfizmlerinin 6nemli rol oynamadig diisiiniilmektedir.
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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
Spl and Pvull 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 COL1AL gene and Pvull polymorphism of
COL1AZ2 gene did not play a significant role on the excessive synthesis and deposition of collagen
in systemic sclerosis.
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Giris
Otoimmiin bir hastalik olan Sistemik Skleroz (SSc), fibrozis, inflamasyon ve vaskiiler
degisiklikler ile seyreden kronik bir bag dokusu hastaligidir [1]. Hastalik, 30-50 yas
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araliginda yaygin olarak goriilmesine ragmen ¢ok nadirende olsa bebeklik doneminde ya
da 60 yasindan sonra da goriilebilmektedir [2]. SSc’nin kadinlarda erkekle oranla 7 kat
daha fazla goriildiigi bulunmustur [1]. Etiyolojisi kesin olarak bilinmemekle beraber
genetik, immunolojik ve gevresel faktorlerin etkili olabilecegi diisiiniilmektedir [3]. Bu
hastaligin karakteristik semptomlar1 arasinda kollajenin deride ve akciger basta olmak
tizere i¢ organlarda asir1 sentez edilmesi ve depolanmasi yer alir [3-4].

Kollajen, dokular arasi alam1 dolduran ekstraselillar matriksin (ECM) Onemli bir
bilesenidir. Giinlimiize kadar birgok kollajen tipi bulunmustur. Tip I kollajen ECM’de en
fazla bulunan kollajen tipidir [5]. Iki al ve bir tane o2 zincirlerinden olusan
heterodimerik bir molekiil olan kollajen, COL1A1 ve COLIA2 genleri tarafindan
sifrelenir [6]. COLIAl geninin 1. intronunda bulunan Spl transkripsiyon bdlgesi,
kollajen transkripsiyonunun kontroliinde onemlidir. Bu bdlgede bulunan tek niikleotid
polimorfizmi (Spl polimorfizmi, 1546 G-T niikleotid degisimi) Spl transkripsiyon
faktoriiniin  baglanma oranimi degistirerek COL1A1 proteininin yiiksek miktarlarda
iiretilmesinden sorumlu tutulmaktadir. Fazla miktarda iiretilen al kollajen zinciri de, o2
kollajen zinciri ile birlikte anormal homotrimer yapida kollajen olusumuna sebep
olmaktadir [7-8]. COL1A2 zincirinde bulunan tek niikleotid polimorfizminin (Pvull
polimorfizmi 392. kodonda A-C nukleotid degisimi) fonksiyonel etkisi tam olarak
bilinmemektedir. Bununla birlikte, bu polimorfizmin aminoasit degisimine sebep
olmadig1r ancak ayni gen icinde veya komsu genler igerisinde baska mutasyonlarla
baglant1 dengesizligi i¢inde bulunarak genin fonksiyonunu etkileyebilecegi olasi
goriilmektedir [9-10]. Yapilan calismalarda SSc hastalarinda kollajen asir1 yapimi ve
birikimi oldugu ortaya konulmustur [11-12]. Bu c¢alismada, SSc ile kollajen iiretimi
iizerine etkili olabilecegi diisiiniillen COL1A1 ve COL1A2 gen polimorfizmleri arasindaki
olas1 baglanti aragtirilmstir.

Yontem

1. SSc Hasta -Kontrol Gruplari

Bu calismaya, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Goglis Hastaliklart Anabilim Dali’nda akciger
tutulumlu sistemik skleroz tanisi alan, takip ve tedavileri siirdiiriillen ve daha Once
yaptigimiz SSc’deki polimorfizm ¢aligmalarinda [ 13-15] da yer alan 45 kadin hasta (yas
ortalamas1 57,1+13) ve aralarinda akrabalik iligkisi olmayan ve hastalik oykiisii
bulunmayan 75 saglikli kadin birey (yas ortalamas1 59,2+18) katildi. Bu galisma Istanbul
Universitesi etik kurulu tarafindan onaylanmis olup, her bir bireyden bu calisma icin
bilgilendirilmis onam formu alindi.

2. DNA Izolasyonu ve COL1A1, COL1A2 Gen Polimorfizmlerinin Analizi

Genomik DNA, standart yontemlere gore donmus EDTA’I kandan izole edildi [16].
COL1A1 geninde Spl (Spl, transkripsiyon faktdrii baglanma bolgesindeki 1546 G -T
nukleotid degisimi), COL1A2 geninde ise Pvull (392. kodonda A-C nukleotid degisimi)
polimorfizmleri Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Restriksiyon Enzim Analizi
(REA) yontemleri kullanilarak analiz edildi. COL1A1 ve COL1A2 gen polimorfizmleri
analizinde kullanilan primer dizileri Tablo 1’de verildi.

Tablol. COL1Al ve COL1A2 Gen polimorfizmlerinin analizinde kullanilan primer dizileri

Primer Primer Dizisi

Primerl Spl 5-GTCCAGCCCTCATCCTGGCC-3' (COL1A1 Geni)
Primer2 Spl 5-TAACTTCTGGACTATTTGCGGACTT-3' (COL1A1 Geni)
primerl Pvull 5-GGGATATAAGGATACACTAGAGG-3' (COL1A2 Geni)
primer2 Pvull 5-GAAATATCGGCCCCGCTGGAA-3' (COL1A2 Geni)

Ilgili gen bolgelerini PCR ydntemi ile ¢ogaltmak igin, hazirlanan reaksiyon karisiminin
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en son hacmi 50 yl olacak sekilde hazirlandi. Reaksiyon karisimina, 10 pmol her bir
primer, 1,5 Unite (U) taqg DNA polimeraz (Fermentas) 0,2 mM dNTP, 1,5 mM MgCI2,
1x PCR Buffer konuldu. PCR protokolii olarak 94°C’de 5 dk. denatiirasyon asamasinin
ardindan 35 dongii 94°C’de 1dk. 60°C°de 1dk., 72°C’de 1dk. uygulamasi tamamlandiktan
sonra 72°C’de 5 dk. uzama asamasi gergeklestirildi.

COL1AL1 genine ait PCR iiriinleri 37°C’de bir gece bekletilerek 3 U Ball restriksiyon
enzimi ile kesildi. Kesilen iiriinler 0,5 yg/ml etidyum bromidli % 3 Nusieve GTG agaroz
jelde elektroforez edildikten sonra UV 1s1k altinda analiz edildi. S alleli (G niikleotidi)
igeren PCR iiriinleri Ball ile kesilmemekte olup 264 baz ¢iftlik (bg) tek bant, s alleli (T
niikleotidi) iceren PCR iiriinleri ise Ball enzimi ile kesime ugrayarak 246 ve 18 bg'lik
bantlar seklinde gozlendi.

COL1A2 genine ait PCR iiriinleri ise, 37°C’de 4 saat bekletilerek 10 U Pvull restriksiyon
enzimi ile Kesildi. Kesilen iiriinler 0,5 yg/mL etidyum bromidli % 1.5 agaroz jelde
elektroforez edildikten sonra UV 151k altinda analiz edildi. P alleli (A niikleotidi) i¢eren
PCR firiinleri Pvull ile kesilmemekte olup 771 bg’lik tek bant, p alleli (C niikleotidi)
iceren PCR iiriinleri ise Pvull enzimi ile kesime ugrayarak 541 ve 239 bg'lik bantlar
seklinde gozlendi.

3. Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi, Epi Info Software 3.2.2 versiyonu (CDC, Atlanta, GA,
USA) programi kullanilarak yapildi. SSc hasta ve kontrol gruplarinda COL1A1 ve
COLIA2 gen polimorfizmlerinin dagilmi y* veya Fisher kesin y? testleri ile
karsilastirildi. P degerinin < 0,05 olmas: istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Genotip
dagilimi ve Hardy-Weinberg denkligi Arlequin Software 2000 (University of Geneva,
Switzerland) programu ile test edildi.

Bulgular

Hasta ve kontrol grubunda, COL1A1 geni Spl ve COL1A2 geni Pvull genotip ve allel
dagilimlar1 Tablo 2’de verildi. Hasta ve kontrol gruplarinda Pvull genotiplerinin ve allel
frekanslariin dagilimi yaklasik ayn1 degerlerde olup, SSc ile Pvull polimorfizmi arasinda
anlamli bir baglanti bulunamadi. S alleli sikligi SSc¢ grubunda kontrol grubuna oranla
yiiksek bulunmasina ragmen, Spl genotipleri ve allelleri ile SSc arasinda anlamli iligki
tespit edilemedi.

Tablo2. SSc ve kontrol gruplarinda Collal ve Colla2 gen polimorfizmlerinin dagilim

COL1A1 ve COL1A2 SSc grubu Kontrol grubu P
polimorfizmleri n=45 n=75

Spl

SIS 29 [%64.44] 55 [%73.33] 0.53
S/s 14 [%31.11] 18 [%624.00]

sls 2 [%4.44] 2 [%2.67]

Allel

S 72 [%80.00] 128 [%85.33] 0.18
S 18 [%20.00] 22 [%14.67]

Pwull

P/P 4 [%8.89] 11 [%11.76] 0.52
P/p 25 [%55.56] 34 [%45.59]

p/p 16 [%35.56] 30 [%42.65]

Allel

P 33 [%36.67] 56[%37.33] 0.51
p 57 [%63.33] 94[%62.67]
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Tartisma

SSc etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte, genetik immunolojik ve ¢evresel
faktorlerin etkili oldugu multifaktoriyel bir hastaliktir. Hastaligin insidans1 diisiik
oldugundan dolay1 SSc’de yapilan aile galigmalari sinirli sayida kalmaktadir. Bu nedenle,
SSc genetigini aydinlatmak i¢in yapilan calismalar, aday genlerle hastalik arasinda
baglant1 kurmaya yonelik olarak gerceklestirilmektedir [17].

SSc fibrozis, inflamasyon ve vaskiiler degisikliklerle seyreden bir hastalik olmasindan
dolayi, aday gen baglanti c¢alismalarinda ECM protein genleri, sitokinler, biiylime
faktorleri ve kemokin genleri iizerine yogunlasilmistir. Bugiine kadar farkli serilerde
yapilan calismalarda; fibroziste rol oynadigi diisiiniilen Fibrillinl (FBNT1), Fibronektin
(FN1), Osteonektin (SPARC), Transforme Edici Biiyiime Faktorii beta (TGF-beta),
Interlokinl alfa (IL1-alfa), inflamasyonda rol aldig1 diisiiniilen insan Lokosit Antijenleri
(HLA), Sitotoksik T Lenfositleriyle Iliskili Protein 4 (CTLA4), Protein Tirozin Fosfotaz
Tip22 (PTPN22), Tiimdér Nekroz Faktor (TNF), Interlokinl10 (IL10), IL13, vaskiiler
degisimlerde etkili olabilecek Endoglin (CD105), Nitrik Oksit Sentaz (NOS), Anjiotensin
Déniistiiriici Enzim (ACE), Endotelin (ET1), Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii
(VEGF) genleri ile SSc arasinda baglanti olabilecegi rapor edilmektedir [18]. Tiirk
toplumunda yaptigimiz ¢alismalar, IL10 -1082G/A ve TNF-alfa -308G/A
polimorfizmlerinin SSc’ye yatkinlikta rol oynadigini ortaya koymaktadir [14,15]. Bir
diger galismamiz Metal Iyon Tasiyict Protein Geni (SLC11A1-NRAMP1)’nin SSc’de
aday bir gen olabilecegini gostermektedir [13].

Elde ettigimiz veriler, sistemik sklerozda kollejenin asir1 yapimi ve birikiminde COL1A1
geni Spl ve COL1A2 geni Pvull polimorfizmlerinin etkili olmadigim diislindiirmektedir.
Gunlimiize kadar, bu gen polimorfizmleri ile SSc arasindaki baglant1 incelenmemistir.
Hata ve arkadaslarmin Japon toplumunda yaptigi calismada COL1A2 promotor
bolgesindeki mikrosatellit polimorfizmi ile SSc arasinda baglanti oldugu rapor
edilmektedir [19]. Pushpakom ve arkadaslarmin Ingiltere’de yaptig1 calismada, COL15
geninde bulunan 11 farkli polimorfizmle SSc arasinda anlamli baglanti olmadigi
bildirilmektedir [20].

SSc’nin goriilme sikliginin diisiik olmasi nedeniyle calistigimiz hasta ve kontrol grubunu
olusturan birey sayisinin az olmasi; gen polimorfizmlerinin farkli irklar ve etnik gruplar
arasinda degiskenlik gostermesi nedenlerinden dolayi, elde ettigimiz verilerin daha biiyiik
calismalarla dogrulanmasina gereksinim bulunmaktadir.
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