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Orak Hiicre Anemisi (OHA) tek nokta mustasyonlu bir hastaliktir ve B-globin
zincirinin altinct pozisyonunda glutamik asit yerine valin gegisi ile tek bir
aminoasitin yer degistirmesi sonucu olusur. SOCS-1 ve SOCS-3 genleri sitokin
sinyal baskilayict genlerin iki liyesidir. Bu ¢alismada, inflamatuvar bir hastalik olan
OHA’nin patogenezinde sitokin sinyal baskilayicilarinin gen diizeyinde ifadesi ilk
kez kantitatif real-time RT-PZR teknigi ile arastirilmistir. SOCS-1 ve SOCS-3 gen
ifade diizeyleri hastaligin evrelerine (kriz Oncesi ve kriz halinde) gore
degerlendirilmistir.

Bu caligmada stabil durumdaki 73 orak hiicre anemili hasta ve kriz nedeniyle
hastaneye bagvuran 26 hasta, ayn1 yas grubundaki 56 saglikli populasyon ile
karsilastirilarak incelenmistir. OHA hastalar1 ve saglikli kontrol gruplarindan kan
ornekleri alinarak lenfosit izolasyonu yapilmis ve total RNA piirifikasyonu
yapildiktan sonra cDNA sentezi gergeklestirilmistir. SOCS-1 ve SOCS-3 genlerine
Ozgil primer ve problar kullanilarak amplifikasyon yapilmistir ve genlerin
kantitasyonu B-aktin geni ile normalize edilmistir.

Kriz grubunun SOCS-1 gen ifadesinin, orak hiicre anemisi ve saglikli
kontrollerden anlamli derecede diisiik oldugu fakat SOCS-3 ifadesinin kontrol
grubuna gore degismedigi sonucu elde edilmistir. SOCS-1 gen ifadesinin kriz
doneminde azalmasi, 6zellikle SOCS-1 geninin inflamasyonla iligkili oldugunu ve
inflamasyonu azaltict yonde etki yapabilecegi fikrini  diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kantitatif Gergek Zamanli RT-PZR, Inflamasyon, Orak Hiicre
Anemisi, SOCS-1, SOCS-3

Damisman: Yrd. Dog. Dr. A. Ata OZCIMEN, Mersin Universitesi, Biyoloji Ana
Bilim Dal1
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THE INVESTIGATION OF SUPPRESSOR OF CYTOKINE SIGNALLING
(SOCS) GENE EXPRESSION IN SICKLE CELL ANEMIA

Hatice SEVGI

ABSTRACT

The sickle cell anemia (SCA) is a disorder which caused by a point mutation
and results from a single aminoacid subsititution of valine for glutamic acid at the
sixth position of the beta-globin chain. SOCS-1 and SOCS-3 genes are two members
of suppressor of cytokine signaling genes. In this study, suppressors of cytokine
signaling in the pathogenesis of SCA is an inflammatory disease of gene expression
level for the first time investigated. SOCS-1 and SOCS-3 gene expression levels
were evaluated according to stages (in the pre-crisis and crisis) of the disease.

In this study stable conditions 73 patients with sickle cell anemia and 26
patients were admitted to the hospital because of the crisis, the same age group were
compared with 56 healthy population. The blood samples were collected from SCA
patients and healthy groups and lymphocytes were isolated and managed cDNA
synthesis after purification of total RNA. Amplification was carried out by
quantitative TagMan real-time PCR technique using specific primers and probes to
SOCS-1 and SOCS-3 genes. Beta-actin gene was used for normalization of the
genes.

SOCS-1 gene expression in the crisis group, was significantly lower than
thosed of sickle cell anemia and healthy controls but SOCS-3 expression did not
change compared to the control group. SOCS-1 gene expression decreased during the
crisis. These data suggest that SOCS-1 gene seems to be associated with
inflammation in SCA and may act a positive role of reducing inflammation.

Keywords: Quantitative real-time RT-PCR, inflammation, sickle cell anemia,
SOCS-1, SOCS-3

Advisor: Asist. Prof. Dr. A. Ata OZCIMEN, Department of Biology, Universty of
Mersin
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1. GIRIS

Orak Hiicre Anemisi (OHA), ilk defa 1910 yilinda Herrick tarafindan 20
yasinda bir hemolitik anemili hastanin periferik yaymasinda orak hiicrelerin
goriilmesi ile tanimlanmistir. Nokta mutasyonlar1 sonucu hemoglobin Beta zincirinin
NH2 ucunda 6. aminoasidi olan Glutamin yerine Valin ge¢mesi ile yani baz
diizeyinde GAG yerine GTG gelmesi ile olusan hematolojik bir hastaliktir [1].
Anormal globin sentezi sonucu olusan eritrositler ¢esitli nedenlerle normal seklini
kaybeder ve oraklasirlar. Oksijen basincinin artmasi, asit pH, dehidratasyon, 1s1 artisi
ve hiicre i¢ci HbS konsantrasyonunun artmasi eritrosit oraklagmasini arttiran sebepler
arasindadir [2]. Oraklasan eritrositler kiiciik damarlarda tikaniklik yaparak organ
hasarina neden olur. Kronik hemolitik anemi, tekrarlayan agril: ataklar ve etkilenen
organda goriilen islev bozuklugu hastaligin temel bulgulari arasinda sayilabilir.
Hastaligin gidisati sirasinda olusan akut vazo-okliizif agrili krizler en sik rastlanan

komplikasyondur [3].

Vazo-okliizif agrili kriz tamsi ile hastaneye basvuran hastalarda etkilenen
alanda hassasiyet, 6dem, 151 artisi gibi bulgularin yanisira ates ve lokositoz gibi
inflamasyonun sistemik belirtileri de tespit edilebilir. Inflamatuvar sitokinlerden
timor nekroz faktor-alfa (TNF-a), interlokin-lalfa (IL-lo), interlokin-6 (IL-6),
interlokin-8 (IL-8), histamin ve Iokotrien-B4 diizeylerininin arttigi gosterilmistir.
Ogzellikle TNF-a. ve IL-8’in orak seklini almis eritrositlerin damar endoteline
yapismasini artirarak kan akisii bozdugu ve iskemik ataklarin olusmasina neden

oldugu distintilmektedir [4].

Orak hiicre anemisi patogenezinde rol oynayan sinyal aracilarinin gerek
hiicresel diizeyde ve gerekse gen ifadeleri diizeyinde iliskileri deneysel hematoloji
caligmalarinda siklikla yer almasina ragmen, inflamasyonda onemli rolleri olan
sitokin ve onlarin diizenleyicileri olan sitokin sinyal baskilayicilarinin bu hastalik
tizerindeki etkileri aragtirmaya agiktir. Bu c¢alismanin sonucunda, OHA
patogenezinde Ozellikle inflamasyonda rol oynayan sitokin proteinlerinin

diizenlenmesinde Sitokin Sinyal Baskilayici (SOCS) genlerinin etkilerini acikliga
1
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kavusturma ve yeni potansiyel tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesine katki saglamasi

distiniilmektedir.

Bu tez ¢aligmasinin kapsaminda, 99 Orak Hiicre Anemi (OHA) hastalarindan
ve 56 sagliklt populasyondan alinan periferik kan materyalinden elde edilen total
RNA’lardan inflamasyonda 6nemli olan SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin ifadesi
Gergek Zamanli PZR yontemiyle arastirilmistir.

OHA’nin gelecekteki tedavisine 151k tutacak stratejilerin gelistirilmesinde
oncii olacak sinyal yolaklarinda 6nemli rollere sahip SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin
ifadesi lizerindeki etkilerinin arastirilmasi, bu alandaki eksikliklerin tamamlanmasi,
dogru ilag tedavisi ile dogru hedefin saptanmas1 ve OHA etiyolojisinde molekiiler

mekanizmalarin 6nemli bir islev kazanmasi amaglanmustir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. ORAK HUCRE ANEMISI

2.1.1. Orak Hiicre Anemisinin Tanimi

Orak Hiicre Anemisi (OHA), ilk defa 1910 yilinda Herrick tarafindan
tanimlanmis diinyada en sik goriilen hemoglobinopatilerden biri olan kronik ve
hemolitik tipte bir anemidir [1]. HbS, B globin zincirinin amino (NH2) ucunda 6.
pozisyondaki Glutamin’in, Valin aminoasidi ile yer degistirmesiyle; baz diizeyinde
GAG (Guanin-Adenin-Guanin) yerine GTG (Guanin-Timin-Guanin) ge¢mesiyle
olusur. Bu mutasyonun sonucu olarak oksijensiz HbS polimerize olur ve kat1 kristal
halinde ¢oker [5]. Eritrositlerin oraklagsmasi sonucunda kan akiskanlig1 yavaslar ve

damarlarda tikaniklik meydana gelir.

Hemoglobin (Hb), dokulara oksijeni dagitir ve eritrositlerin i¢indeki yiiksek
yogunlugu eritrositin seklini koruma ve sekil degistirebilme yetenegini saglar.
Normal insan hemoglobininde 4 tane polipeptit zinciri ve 4 tane hem grubu bulunur.
Polipeptit zincirleri 2 tane a ve 2 tane [ zincirinden olugmaktadir. Eriskinlerde
bulunan temel hemoglobin HbA’dir ve HbA2 miktar1 ¢ok azdir. Fetal hayat boyunca
HbF diizeyi yiiksektir, dogumdan 6 ay sonra ise HbF yerini yavas yavas HbS’e
birakmaya bagladiginda hastalik kendini belli eder [6].

Orak hiicre anemisi otozomal resesif kalitim gosteren bir hastaliktir.
Tastyicilik formu; SA, homozigot formu: SS, birlesik formlari; S-Beta, S-Alfa, S-C,
S-D seklindedir [1]. Orak hiicre geni homozigot ve genotipi HbSS olan kisilerde

hastaligin klinik bulgular1 goriiliir.

2.1.2. Prevelans ve Cografi Dagilim

Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) yenidogan siyahi bebeklerde orak
hiicre tasiyiciligt %8-10 iken; Bati Afrika’da oran %25-30’a kadar ¢ikmaktadir.

3
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ABD’de yaklasitk 50.000-60.000 civarinda orak hiicre hastasinin yasadigi
diistiniilmektedir. Afrika’da her yil orak hiicre hastalig1 olan ortalama 120.000 bebek
diinyaya gelmektedir [3]. Karaibler, Orta ve Giiney Amerika, Akdeniz bolgesi
(Turkiye ve Yunanistan’1 igine alan), Ortadogu ve Hindistan hastaligin sik goriildigi
bolgelerdir [7].

Ulkemizde hemoglobinopatiler ile ilgili ilk ¢alismalar, M. Aksoy tarafindan
1950’1i yillarda Cukurova bolgesinde yasayan Eti Tiirkleri’nde yapilmistir [8]. Saglik
Bakanligi ve Ulusal Hemoglobinopati Konseyi’nin verilerine gore tastyici sikliginin
Adana’da %10, Antakya’da %10,5, Mersin’de %13,6 ve iilkemizdeki toplam orak
hiicre hastalig1 olan kisi sayisinin yaklasik 1200 civarinda oldugu belirtilmistir [9-
10]. Ayrica hastaligin Antalya’da %2,5, Diyarbakir’da %0,5, Mugla’da %0,5 siklikta
goriildigi bildirilmistir [11].

2.1.3. Oraklasmanin Patofizyolojisi

Oraklasan hiicreler doniistimlii veya doniisiimsiiz olabilir. Orak hiicre anemisi
hastalarinin periferik yaymasinda goriilen orak seklindeki hiicreler geri doniissiiz
orak hiicrelerdir. Bu hiicrelerin sayis1 sabittir ve hastaligin komplikasyonlar1 ile
(agrili kriz gibi) degismez. Geri donligsliz orak hiicreler, 6zkalitimli orak hiicre

hastaliginda bulunurken tasiyicilik tipinde yoktur (sekil 2.1.) [12].

HbS molekiilleri, oksijen diizeyi diistiigi zaman polimerize olur. HbS’ nin
fiziksel yapisindaki degisim eritrositlerin sekil degistirmesine yol agar ve eritrositler
orak seklini alirlar. Oraklasan eritrositler dolasimin viskozitesini artirir ve kan
akiminmi1 yavaglatir. Bu da 6zellikle kiiglik damarlarda tikaniklik ve oksijensiz bir
ortam olusturarak, agrili kriz ve organ nekrozuna, sonugta akut ve kronik siirecte

doku harabiyetine neden olur (sekil 2.2.) [3].
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Sekil 2.1. Orak hiicre anemisi hastaliginda eritrositlerin elektron mikroskopik
goriinimii. A) Oksijenlenmis kanda normal kirmizi kiireler arasinda 1 tane
mikrosferosit ve 3 adet lokosit goriinimii B) Sekilleri bozulmaya baslayan oval
goriiniimlii kirmiz1 kiireler. C) Kismi oksijensizlik durumunda keskin sinirli, ¢ikintili
filamentli hiicreler D) Tam oksijensizlik durumunda keskin smirli, uzun yiizeyli
yarimay seklindeki eritrositler [12].

Enfeksiyonlar, parsiyel oksijen basincinda azalma, asirt fiziksel egzersiz,
alkol, gebelik, damar ¢apini azaltan durumlar, viicut 1s1S1n1n artist, kan yogunlugunda
artma, oksihemoglobin disosiasyon egrisinin saga kaymasina neden olan pH
azalmasi, yiiksek HbS, diisik HbF miktari, glikoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD)
eksikligi ve 2,3 difosfogliserat diizeyinin azalmasi oraklagsma egilimini artiran

etkenlerdir [6-7].
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Sekil 2.2. Orak hiicre hastaliginin fizyopatolojisi [7].

2.1.4. Orak Hiicre Anemisinin Genetik Gegisi

1917 yilinda Victor E. EMMEL tarafindan bir OHA hastasinin babasinda
orak hiicrelerinin gosterilmesi, hastaligin genetik bir temeli oldugunu gilindeme

getirmistir [13].

Cogu otozomal resesif kalitimli bir genetik hastalik olmasina ragmen akraba
evliliklerinde oldukca sik karsilagilan bir durumdur. Orak hiicre mutasyonu
homozigot ya da heterozigot durumda olabilir. Heterozigot durumdaki kisi anne ya
da babanin sadece birinden mutasyona ugramis geni almaktadir ve eritrositlerde HbA
ile birlikte HbS de bulunmaktadir. Bu durum OHA tasiyiciligr olarak
adlandirilmaktadir. Homozigot durumda ise anne ve babanin her ikisinden de
mutasyona ugramis gen alinarak OHA s6z konusu olmaktadir. Genotip olarak OHA

tasiyicist (HbAS) olan ebeveynler %25 olasilikla OHA’li hasta ¢ocuga sahip olma
6
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riski tasimaktadir. Boyle anne ve babadan genotipi normal olan (HbAA) g¢ocuk

dogma olasiligi ancak %25’tir (Sekil 2.3.) [14].

LRk
r4 7
! l

Normal Hb Tas1y101 — %50 <« Tas1ylcl Hasta

%25\ Azs

Bunlar kendi ¢ocuklarina gececek sekilde tasiyict olabilir

Sekil 2.3. Orak hiicre anemisinin kalittim modeli [14]

2.1.5. Klinik Bulgular

OHA’nin semptomlart ve klinik bulgular1 ¢ok degisiktir. Agrili kriz
donemleri disinda genellikle belirti vermezler. Erkek hastalarin ortalama yasam
stiresi 42, kadinlarin ise 48 yildir. Fakat bu yas siirlar1 hastaligin ilerleyisine gore

degiskenlik gosterebilir [3].

Orak hiicre anemili bebeklerde tipik semptomlar ve bulgular ilk alt1 aydan
sonra goriiliir. HbSS fenotipinin fetal ve erken postnatal devrede klinik olarak
belirmemesi, oraklasmay:1 &nleyen yeterli miktarda HbF varhigina baghdir. Ik iig
ayda anemi, 6. aydan sonra ilk kez splenomegali fark edilir. Ik vazo-okluzif kriz
olgularin yaklasik yarisinda yasamin 6.-12. ayinda goriiliir; biiylik ¢cogunlugunda 6
yastan evvel, cok azinda da yetiskin yasta klinik semptom verebilir [15-16].
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Hastaligin belirti ve bulgular1 hematolojik ve hematolojik olmayan seklinde ikiye

ayrilir [7].

2.1.5.1. Hematolojik bulgular

Aplastik kriz

Aplastik kriz sirasinda ilk olarak kisa yasam siiresine sahip HbF’den fakir
hiicreler dolagimdan kalkmaktadir. Daha yiiksek oranda HbF igeren hiicreler daha
uzun siire dolasimda kalmaktadir. Bu dogal seleksiyon aplastik kriz sirasinda HbF

iceren hiicrelerin daha yliksek oranda saptanmasina neden olmaktadir [17].

Aplastik  krizlerin biiyiik bir kismi kisa ve hafif oldugundan tedavi
gerektirmemektedir. ~ Bazi  hastalara  eritrosit  transfiizyonu  yapilmasi
gerekebilmektedir. Iyilesme doneminde hastanin yeterli folik asit almasi

saglanmalidir [17].

Aplastik krize neden olan viral enfeksiyonlarin en Onemlisi parvoviriis B19
enfeksiyonudur. Parvoviriisiin geg eritrosit onciilerinin farklilagmasini engelledigi ve
hemolitik anemiler sirasinda goriilen gecici eritroid aplaziden sorumlu oldugu

gosterilmistir [18].

Hemolitik kriz

Hemoglobin ve hematokrit diizeylerinde diisme, ates, ikter, laktat
dehidrogenaz (LDH) ve retikiilosit diizeylerinde artis hemolitik krizin karakteristik
ozellikleridir. Bazi ilaglar ve glikoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) eksikligi

hemolitik krizi artirir.
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Vazo-okliizif kriz

Vazo-okliizif krizler OHA nin damgasidir. Geri doniisiimsiiz orak hiicrelerin
kan damarlarini tikamasi sonucu olusan doku infarktina bagl olarak gelisen akut ve
agrili ataklardir. Agrili krizler hastalarin dortte birinden fazlasinda hastaligin ilk
belirtisi olarak kendini gostermektedir. Iki yasindan sonra en sik goriilen belirtidir.
Akut agrili ataklarda baslatici etkenler; soguga maruz kalma, dehidratasyon,
enfeksiyon, stres, menstruasyon veya alkol alimi olabilir. Baslatici neden hastalarin
%80’inde enfeksiyonlardir. Genellikle kemikler, akciger, karaciger, dalak, bébrek ve

peniste olusur [19].

Eritrositlerin oraklasmasi kiiciik damarlarda tikanmaya yol acar. Bunun
sonucunda i¢ organ ve yumusak doku nekrozlari gelisir. Nekroz kendisini yaygin
kemik, eklem ve kas agrilari ile gosterir. Agrili krizlere ates, eklemlerde sislik,
hassasiyet, takipne, hipertansiyon, bulanti ve kusma gibi bulgular eslik edebilir.

Agrili kriz sirasinda; eritrosit yikiminda artis, C-reaktif protein (CRP), al-
glikoprotein, transferin gibi akut faz reaktanlarinin diizeylerinde artma, serum LDH,
IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, Substans-P gibi sitokinlerin diizeylerinde artma ve serum
akiskanlhiginda azalma goriilebilir [6-7, 20].

2.1.5.2. Hematolojik olmayan bulgular

Biiyiime geriligi: Bliyime geriligi boydan ¢ok viicut agirligim etkiler ve goriilme
sikhigi acgisindan kadin veya erkek arasinda belirgin bir fark yoktur. Eriskin
doneminde genellikle normal boya ulasilir fakat kilo normal seviyenin altinda

seyreder [3].

Kemik ve eklem anormallikleri: Kemik ve eklemler en sik tutulan yerlerdir. Cocukluk
doneminde hastaligin en erken belirtilerinden biri daktilitistir (el-ayak sendromu).
Infarkt, ¢ocuklarda el-ayak sendromuna neden olurken ilerleyen yaslarda el ve ayak

parmaklarinda esit olmayan kemik deformitelerine, agrili sis eklemlere ve femur basi
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aseptik nekroza yol agar. Femur basi aseptik nekroz 35 yasma gelmis OHA

hastalarinin %50’sinden fazlasinda goriilmiistiir [21].

Genitoiiriner: Priapism hizla gelisen agir bir komplikasyondur. Tekrarlama olasilig
%350°dir. Priapizmde corpus cavernosum oraklasan hiicrelerle ttkanmistir, glans penis

Ve corpus spongiosum ise korunmustur [6, 20].

Hastalarda dehidrasyona bagli olarak asir1 su kaybi olur. Deoksijenasyon
nedeniyle oraklagma diger organlara gére daha hizli olur [22]. Bunun sonucu olusan
hipoksi, hipertonsisite, asidozis, papilla ve medulla iskemisine neden olarak bobrekte

ilerleyici harabiyete yol acar.

Karaciger ve dalak: Yasamin ilk yilimin ikinci yarisinda oraklasan hiicrelerin
dalaktaki kan dolasiminin tikanmasi, hemoglobin yogunlugunda azalma ve dalakta
ani biiytime ile kendini gosterir ve hayat: tehdit edebilir. Bu olay dalak sekestrasyon
krizi (dalakta kanin géllenmesi) olarak bilinir. Hb ve Hkt diizeylerinde ani diisme ve
kanin dalakta gollenmesi ile kendini gosterir [23]. Sekestrasyon ayni zamanda
karacigerde de olabilir. Hiperbilirubinemi, artmis anemi ve retikiilositoz ile birlikte

karaciger biliylimesi ve yumusaklig1 genel klinik belirtilerdir [24].

Kalp ve akciger: Cocukluk ¢agindan itibaren kronik anemiye bagl: olarak kalp atim
hacminde artis, kalp odaciklarinda veya boyutlarinda biiyiime baslar. Egzersiz
kapasitesinde azalmaya ve kardiak kapasitenin giderek azalmasina ragmen kalp
yetmezligi belirtileri genelde goriilmez. Fakat hipertansiyon, kan hacminde asir
yiikklenme veya aneminin artmasi gibi durumlar sebebiyle kalp yetmezligi ortaya
cikabilir. Ayrica hastalarda kalp damar hastaligi olmaksizin kalp damarlarinin orak

hiicreler tarafindan tikanmasi ile kalp krizi gelisebilir [3].
Akut gogiis sendromu orak hiicre hastalarinin yaklasik %30 unda goriiliir ve
eriskinlerde hastaliga baglh oliimlerin %15’inden sorumludur. Ploretik tipte gogiis

agnsi, ates, 16kositoz, oksiiriik, dispne ve takipne akut gégiis sendromunun baslica

10
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belirtileridir. Agir olgularda akciger fonksiyonlar1 hizla bozulur ve ciddi hipoksi ile

solunum yetmezligi gelisebilir [6, 20].

Norolojik sistem: Orak hiicre anemili ¢ocuklarda beyinde iskemi ve infarkt sonucu
norolojik bulgularla hemiplejiler gelisebilir. Bazilar1 kalici olmaksizin tamamen
diizelirler [25-26]. Diger komplikasyonlar arasinda, konviilziyon, basagrisi,
parestezi, menenjit, denge bozuklugu, isitme kaybi1 ve subaraknoid kanama
sayilabilir [6-7, 12].

Goz: Retinada nekroz, retinal ayrilma, vitroz kanama ve proliferatif retinopati goz

komplikasyonlari arasinda sayilabilir [12].

Bacak iilserleri: Cocuklarda nadir addlesan evrede ve eriskinlerde kronik bacak
tilserlerine  siklikla rastlanir. Oraklagmis hiicreler tarafindan damarlarin
obstriiksiyonu, vendz ve kapiller basingta artma, sekonder bakteriyel enfeksiyonlar
ve kanin oksijen tagima kapasitesinde azalma bacak iilserlerinin gelismesine neden

olan sebepler arasindadir [27].

Enfeksiyonlar: OHA’li ¢ocuklarda en yaygm 6liim nedeni enfeksiyonlardir. Ciddi
bakteriyel enfeksiyonlar esas mortalite ve morbidite nedenidir. Cocuklukta en 6nemli
O0lim nedeni firsat¢1 enfeksiyonlar sepsisi ve menenjittir. OHA’nde splenik
disfonksiyon S. pnémonia, H. influenza gibi kapsiilsiiz bakterilere firsat yaratir. 10
yildan sonra anaerobik ve enterik organizmalar 6nemli patojenlerdir. Yineleyen
infarktlar sonucu otosplenektomi gelisir, kapsiillii bakterilerin ciddi enfeksiyonlarina

yol agar [7].

Hamilelik: Orak hiicre hastalarinda en 6nemli risk faktorii hamileliktir. Hamilelikte
sik tekrarlayan oraklasma ataklari plasentadaki dolasimi bozabilir ve bu da
kendiliginden diisiik, uterus igi fetusta biiyiime geriligi, diisik dogum agirlig1 ve

uterus i¢i fetus oliimiine yol agabilir [28].

11
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2.1.6. Orak Hiicre Anemisinin Tanis1

Hastanin oykiisiinde 1rk, geldigi yore, aile oykiisii, yakinmalarinin baslangig
zamam ve tetikleyen etkenler degerlendirilir. Fizik muayenede solukluk, sarilik,
splenomegali, enfeksiyon bulgulari, organ ve iskelet sistemindeki sekil bozukluklar
degerlendirilmelidir [7].

Hamileligin 8.-10. haftalarinda koryon villustan veya amniyosentezden elde
edilen fetal DNA kullanilarak orak hiicre mutasyonunun molekiiler analizi ile

prenatal tan1 yapilir [29-30].

Bebeklik doneminde HbS orani artip HbF diistiik¢e orak hiicre hastaliginin
bulgular ortaya ¢ikmaya baslar. Periferik yaymada 3. ayin sonunda geri doniigiimsiiz
orak hiicreler belirmeye baslar ve 4. ayda hemolitik anemi ortaya g¢ikar. Siiregelen

tan1 yontemleri olarak asit ve alkali elektroforez, yiiksek basingli s1vi kromatografisi

(HPLC) ve izoelektrik fokuslama (IEF) kullanilir [31].

Laboratuvar bulgularinda: Orak hiicre hastaligindaki hemolitik anemi
hematokrit, hemoglobin ve eritrosit diizeylerinde hafif ve orta diizeye kadar diismeye
yol acar. Bazal hemoglobin diizeyi 6-9 gr/dl iken retikiilositlerin oran1 %3-15
arasindadir. Beyaz kiire ve trombosit sayisi genellikle artmigtir. Biyokimyasal
degiskenlerden laktat dehidrogenaz (LDH) diizeyleri kronik hemoliz nedeniyle hafif
oranda artmis, haptoglobulin diizeyleri de diismiistiir [6-7, 20].

2.1.7. Orak Hiicre Anemisinde Tedavi

Tedavide temel prensipler, HbF yapimini artirmak, HbS miktarini azaltip
oksijene ilgisini artirmak ve sonugta orak hiicrelerin kii¢iikk damarlarda tutulmalarin
azaltmaktir. Oraklagsma mekanizmasinda en 6nemli olay olan HbS polimerizasyonu,
HbF miktarinin yiikseltilmesi ile azaltilabilir [7, 32]. HbF seviyesinin yiiksek olmasi
OHA ’nde koruyucu etkiye sahiptir. HbF, HbS’in polimerizasyonunu in vitro ortamda
inhibe etmektedir [33]. HbF yapimimi artiran ilaglarin basinda “hidroksitire”

gelmektedir. Hidroksiiire HbF sentezini artirarak eritrosit kok hiicrelerinin
12
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farklilasmalarina etki eder ve eritrosit yasam siiresini etkileyerek oraklagsmay azaltir.
Bu ila¢ agri krizlerini, hastanede kalis siirelerini, akciger ve norolojik olaylari
azaltmada kullanilir. Onemli bir yan etkisi yoktur [7, 32]. Kisa zincirli yag asitleri
(valproik asid), eritropoietin, 5-azasitidin de HbF yapimin: artirarak etkili olan diger
ilaglardir [7].

Kronik kan transfiizyon tedavisinin amaci eritropoezi etkili sekilde
baskilamak ve transfiizyonlarla HbS seviyesinin %30’un altinda kalmasim
saglamaktir [34]. Bu tedavi yaklagiminin merkezi sinir sistemi iskemileri, akut gogiis
sendromu, vazo-oklizif krizler, bliyiime geriligi ve dalagin fonksiyonsuz olmasi
durumlarinda kronik transfiizyonlarin bu agir orak hiicre semptomlarini

engelleyebilecegini gdsteren ¢aligmalar bulunmaktadir [35].

Biitiin hastalara pnomokok, Haemophilus influenza, Hepatit B asilar
yapilmalidir. Bes yasin altindaki ¢ocuklara penisilin profilaksisi verilmelidir [13, 17,
36]. Kullanilan onleyici amagli penisilin ile pnomokoklara bagli sepsis riski
azaltilabilir [37]. Enfeksiyonlar orak hiicre anemisinin en yaygin 6liim nedenlerinden

biri olup, zamaninda teshis ve tedavi edilmesi gerekir.

OHA'’li hastalarda Zn (¢inko) eksikligi de oraklasma krizini tetiklemektedir,
ayni zamanda bliylime geriligine, iskelet, kas kitlesinde azalmaya da yol agmaktadir,

bu nedenle diizenli ¢inko destegi saglanmalidir [38].

Gilinlimiizde orak hiicre hastaligini tedavi edebilecek tek gen tedavisi yontemi
allojenik kemik iligi transplantasyonu (KIT)’dur. Genellikle agir komplikasyonlari
olan hastalara uygulanir [33]. Belirgin kronik organ hasar1 olmayan kiigiik
cocuklarda, HLA uygun kardeslerden yapilan allojenik kok hiicre transplantasyonu
ile basar1 %93, hastaliksiz yasam orant %82’dir. Akraba olmayan dondrlerden
yapildiginda basar1 %70’dir [34, 39]. Gen tedavisi ¢ok biiyiik bir umut fakat uygun
olmayan gen transferi ve etkisi diisik gen ekspresyonu nedeni ile yavas

ilerlemektedir [40].
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2.1.8. Oliim

Orak hiicre sendromlu hastalarda yasam siiresi giiniimiizde 50-60’l1 yaglara
uzanmaktadir. Ortalama yasam erkeklerde 42, kadinlarda 48 yasa uzamistir. Hastalik
nedenleri olarak son-devre renal yetersizlik ve pulmoner hipertansiyon gittikce
artmaktadir. Daha nadiren orak hiicre kardiyomiyopatisi ve/veya erken koroner arter
hastaliginin ileri yaslarda kalp islevini bozdugu diistiniilebilir. Orak hiicre hastalar
bobrek nakli olabilirler, fakat genellikle hastaliklarina ait krizlerin siklik ve siddeti
artar, olasilikla bagisikligin baskilanmasi sonucu enfeksiyonlarin artmasi da soz

konusudur [41].

2.2. SITOKINLER

Sitokinler, cesitli dis uyarilara karsi tam bir yanit meydana gelmesi igin
gerekli olan birgok hiicrelerarasi haberlesmeye aracilik eden polipeptid veya
glikoprotein yapisindaki molekiillerdir. Hiicre biiyiimesi, iyilesmesi ve yaralanmaya
kars1 sistemik yaniti da icine alan bagisiklik ve inflamatuvar olaylar1 diizenlerler.
Baslica monosit, lenfosit, nétrofil, platelet, fibroblast, endotel hiicresi, kas hiicresi ve
diger hiicreler tarafindan {iretilir [42]. Farkli sitokinler bir hiicrede ayni sinyal
yollarim1 tetikleyebilir ya da bir sitokin farkli hiicrelerde farkli sinyal yollarimi
uyarabilir. Hangi siirecin tetiklenecegi sitokinin tetikledigi hiicre i¢i sinyal yoluna, bu
da baglandig1 reseptorlere, reseptorlerin iliskide oldugu alt birimlere ve

transkripsiyon faktorlerine bagl olarak degismektedir [43].
Sitokinler baslica alt1 ana gruba ayrilir:

1) Biiytime faktorleri (Epidermal biiyiime faktorii, EGF; Trombosit orijinli
biiyiime faktdrii, PDGF; Insiilin benzeri biiyiime faktdrii-1, IGF-1; Insiilin
benzeri biiyiime faktorii-2, IGF-2; Sinir biiyiime faktorii (NGF); Asidik
fibroblast biiyltime faktorii, aFGF; Bazik fibroblast biiylime faktorii, bFGF;
Norolokin; Hepatosit bliylime faktorii, HGF v.b.) [44].
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2) Lenfokinler (Interlokin-1a, IL-1b; IL-2; IL-3; IL-4; IL-5; IL-6; IL-7; IL-8;
IL-9; IL-10; IL-11; I1L-12; IL-13; IL-14; IL-15,...,IL-37) [45].

3) Koloni tegvik eden faktorler (Graniilosit/makrofaj koloni tesvik eden faktor,
GM-CSF; Graniilosit-CSF; Multi-CSF; Eritropoetin, EPO; Losemi inhibitor
faktor, LIF) [44].

4) Transforme edici biiyiime faktorleri (TGF-a; TGF-B) [44].

5) Tiimdr nekroz faktorleri (TNF-a; TNF- ) [44].

6) Interferonlar (IFN- a; IFN- B; IFN-y) [44].

OHA’nde kronik hemoliz sonucu ag¢iga c¢ikan hiicre igerigi plazmanin
kimyasal bilesimini degistirmekte ve inflamatuvar bir ortam hazirlamaktadir [46].
Sitokinlerin ve plazma faktorlerinin OHA patolojisinde 6nemli bir rolii oldugu
anlasilmistir [47]. IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a gibi sitokinler, proinflamatuvar sitokinler
olarak bilinir ve inflamatuvar degisikliklerin olugsmasinda, patojenin eliminasyonunu
saglayan hizli bagisiklik yanitinin ortaya ¢ikmasinda rol oynarlar [48]. Daha once
yapilan ¢alismalarda; OHA’nde platelet kokenli CD40 ligand diizeyleri artmis iken
krizlerde daha da artis olmustur [49]. OHA’nde kronik inflamasyon bulgular

olmakla beraber, hasta krize girdiginde akut inflamasyon bulgular: artar [50].

2.2.1. Interldkin 1 (IL-1)

IL-1 ve TNF gibi sitokinler, proinflamatuvar sitokinler olarak bilinir ve
inflamatuvar degisikliklerin olugsmasinda, patojenin eliminasyonunu saglayan hizli
bagisiklik yanitinin ortaya ¢ikmasinda rol oynarlar [48]. IL-1 monositler, lenfositler,
endotel hiicreleri ve mikroglialar gibi bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan salinir.
IL-1 beyinde ilk tanimlanan sitokinlerden olup, baslangicta endojen pirojen olarak

tanimlanmistir. Kilo kaybi, uykunun diizenlenmesi, endokrin sistem, immiin sistem
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ve sinir sistemi fonksiyonlarini degistirme, néronal iletim, epilepsi, sinir hiicre 6limii

dahil IL-1’in endojen ve ekzojen bir ¢ok etkisi gosterilmistir [51].

IL-1, mononiikleer fagositlerden salgilanan 2 temel polipeptidden olusur.
Bunlardan biri IL-1a digeri IL-1p3’dir. Bu ikisi iki farkli genin tiriiniidiir. Fakat her
ikisi de aym hiicre yiizey reseptorlerine baglanirlar ve biyolojik etkileri temelde
Ozdestir. IL-1 ailesinin {igiincli iiyesine IL-1 reseptor antagonisti denir. IL-1
molekiillerinin ¢esitli sekillerdeki fibroblast biiylime faktorii ile de yapisal iliskisi
vardir [52].

IL-1’in biyolojik etkileri TNF ile benzerdir ve serbestlesen sitokin miktarina
baglidir. IL-1 aym1 zamanda TNF’nin bir¢cok inflamatuvar 6zelligini de paylasir.
Ormnegin; IL-1 endotel hiicrelerine etkiyle pihtilasmayr arttirir. Lokositlerin
yapigsmasina aracilik eden yiizey molekiillerinin ekspresyonunu arttirir. IL-1
dogrudan nétrofil gibi inflamatuvar l6kositleri aktive etmez. Mononiikleer ve endotel
hiicrelerine etki ederek 16kositleri aktive eden kemokinlerin sentezine neden olur

[52].

2.2.2. Interlokin 6 (IL-6)

IL-6, proinflamatuvar sitokinlerden olup baslica mononiikleer fagositler,
damar endotel hiicreleri, fibroblastlar ve epitelyum hiicreler ile bazi aktive T
hiicreleri tarafindan sentez edilirler. Genellikle dogal ve kazanilmis bagisiklikta
gorev alir. B lenfositlerinin immunglobulin salinimi i¢in bir kofaktor olarak rol
oynar. Yani B lenfositlerinin ayrisim siralamasinin ge¢ donemlerinde B lenfositleri
i¢in biiylime faktorii olarak rol oynar. Benzer sekilde malign plazma hiicreleri i¢in de
(plasmositoma ya da myelom) biiyiime hiicresi rolii oynar ve kendi kendine biiyiiyen

plazmasitom hiicreleri otokrin biiylime faktorii olarak IL-6"y1 salgilar [53-54].

Bunlara ilaveten yapilan invitro calismalarda, IL-6’min T hiicreleri ve
timositlerin kostimulatorii olarak gorev yaptigi gosterilmistir. IL-6 diger sitokinlerle
birlikte kemik iligi hemopoetik ana hiicreleri i¢in erken donemde biiylime kofaktorii
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olarak etki gosterir [53]. IL-6’nin en iyi tanimlanan etkileri hepatositler ve B

lenfositleri lizerinedir [52].

2.2.3. Interlokin 8 (IL-8)

Proinflamatuvar sitokinler olarak da bilinen 58-67 kD agirhiginda bir
interlokindir. Bu interlokin notrofiller tizerinde daha etkili, eozinofiller, bazofiller ve
lenfositler lizerinde daha az olmak {izere aktive edici ve kemotaktik etkiye sahiptir.
Ayni zamanda T lenfostileri i¢inde kuvvetli kemotaktik aktiviteye sahip olup bu
etkisini biitliin T alt tiplerinde de gosterir [55].

Baslica monositler, makrofajlar, fibroblastlar, lenfositler, hepatositler,
noétrofiller, mezensiyal hiicreler, endotel hiicreler ve eozinofiller tarafindan
tiretilmektedir. Bu interlokin tiretimi i¢in en 6nemli uyaricilar IL-1 ve TNF-ao’dir.
IL-8 ve bu aile ile ilgili sitokinler yangida sekonder etkili aracilar olarak gorev

yaparlar [55].

2.2.4. TNF-o (Ttimor Nekroz Faktor-a )

TNF mononiikleer fagosit hiicreler tarafindan salgilanir. Gram negatif
bakterilerin aktif bir hiicre duvart maddesi olan lipopolisakkarit (LPS) (endotoksin)
uyarimi ile salgilanan TNF’e tiimor dokusunu nekroze eden 6zelligi nedeniyle bu ad

verilmistir [56].

TNF pek c¢ok biyoaktivite igerir; inflamasyon hiicrelerinin aktivasyonu,
endotelyal hiicrelerin prokoagiilant aktivasyonu, hepatosit aktivasyonu, viicut 1sisinin
artmasi ve diger pek cok etkinin olusmasinda rol oynar. TNF, TNF-alfa (o) ve TNF-
beta () olmak {izere iki peptitden olusur. Her iki TNF hiicrelerde ayni reseptorlere
baglanir ve bir¢ok ortak biyolojik aktiviteye sahiptirler [56].

Gram negatif bakteriyel sepsis durumlarinda ¢ok yiiksek miktarda TNF
tiretilir ve serum TNF yogunlugu artar. Bu yogunluktaki TNF, dolagimda kollaps ve
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dissemine intravaskiiler koagiilasyonu’na (DIC) neden olur. Yani TNF, septik ve
endotoksik sokun onemli bir mediatoriidiir. Yiiksek diizeyde inflizyonu Sliimciildiir

ve sok benzeri bir sendrom olusturur [52].

TNF’ nin su etkileri inflamatuvar yanitta 6nemlidir;

1) TNF, lokositlere karsi endotel hiicre yiizeyini adezyon molekiilleri araciligi ile
daha yapiskan hale getirerek damar endotel hiicrelerinin yeni ylizey reseptorlerini
eksprese etmelerine neden olur. TNF ayni zamanda notrofillere de etki ederek

endotel hiicrelerinin yapiskan 6zelliklerini arttirir [52].

2) TNF, inflamatuvar 16kositleri 6zellikle notrofilleri mikroplar1 dldiirecek sekilde

aktive eder [52].

3) TNF, IL-1, IL-6, kemokinler ve TNF’ nin kendisini {iretmek {izere mononiikleer

fagositleri ve diger hiicre tiplerini uyarir. IL—6 ile sinerjik etki gdsterir [52].

4) TNF, viruslara kars1 interferon benzeri koruyucu etki gosterir [52].

2.3. JANUS KINAZ AILESI, SINYAL ILETICI VE TRANSKRIPSIYON
AKTIVATORLERI

2.3.1. Janus Kinaz Ailesi

Janus kinazlar hiicre yiizey reseptorlerine bagli olan sitoplazmik protein
kinazlardir. Memelilerde dort farkli janus kinaz oldugu bilinmektedir: JAK-1, JAK-
2, JAK-3, ve TYK-2 [57-58-59]. Ayrica JAK ailesi FERM, SH2, Psddokinaz ve
Tirozin Kinaz olan 4 fonksiyonel JAK homolojik alana sahiptir. J1, tirozin kinaz
olarak gorev yapmaktadir. J2, psddokinaz etki gOstermektedir. J3 ve J4’lin bir
pargas1i, SH2 benzeri bir fonksiyona sahiptir. J4’lin diger parcasi ise FERM olarak
gorev yapmaktadir. Sitokin reseptorii ile iliski kurarlar [60-61]. Psddokinaz bolgesi
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tirozin kinaz fonksiyonu olan bir bolge degildir. Bu alan JAK proteinlerinin

aktivasyonunu negatif olarak diizenler (Sekil 2.4.) [61].

JH7 JH6 JH5 JH4 JH3 JH2(Psodokinaz) JHI1(Kinaz,

Sekil 2.4. JAK protein yapisi [61].

2.3.2. Sinyal Déniistiiriicti ve Transkripsiyonel Aktivator Ailesi

STAT molekiillerinin yedi iiyesi bulunmaktadir: STAT-1, STAT-2, STAT-
3, STAT-4, STAT-5a, STAT-5b ve STAT-6 [58-59-60]. Her bir STAT proteinin yedi
fonksiyonel korunmug bolgesi mevcuttur. Bunlar; amino u¢ bolge (NH2), kangal gibi
kivrilmis bolge (coiled-coil), DNA baglama bolgesi (DBD), baglayicit bolge (LK),
SH2 bolge, tirozin aktivasyon bolge ve transkripsiyonel aktivasyon bolgesi
(TAD)’dir. NH2 bolgesi ¢ok iyi korunmustur. Fosforile olamayan STAT lar arasinda
homotipik dimer olusumunu desteklemektedir. Kangal gibi kivrilmis bolge,
diizenleyici proteinlerle iliskilidir. Niikleer giris-¢ikisin kontrol siirecinden sorumlu
tutulmaktadir. DNA baglayici bolge, niikleer girig-¢ikisin diizenlenmesinden sorumlu
tutulmaktadir. Baglayic1 bolge, DNA baglayict motif i¢in goérev yapar. SH2 bolgesi,
en ¢cok korunmus bolgedir. Aktif STAT dimerlerinin olusumunun yan sira, reseptor
zincirinde 06zel i¢ goc¢ hareketine aracilik eder. Tirozin aktivasyon bdlgesi, SH2
bolgesine benzerlik gosterir ve inaktif homodimerin dis yiizeyinde bulunur. Aktif bir
uyum icin gerekli kritik yapisal degisiklikleri yonetir. Transkripsiyonel aktivasyon
bolgesi, STAT aile lyeleri arasinda farklihik gostermektedir. Hedef genlerin

transkripsiyonel aktivasyonunu diizenler [60-61].

STAT2, STAT4 ve STAT6; T hiicre gelisiminde ve interferon (IFN)-y
sinyalizasyon yolunda rol oynar. STATI, STAT3 ve STATS ise biiyiime hormonu

(Growth Hormon; GH), prolaktin ve eritropoetin sinyalinde yer alir. Bunlar hiicre
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dongiistiniin ve apoptozisin onemli diizenleyicileridir. Bunlarin regiilasyonundaki

bozukluklar1 malign hiicre ¢ogalmasina katkida bulunur [62].

2.3.3. Janus Kinaz/Sinyal Doniistiiriicii ve Transkripsiyonel Aktivator (JAK/STAT
Yolag)

JAK/STAT sinyal yolagi, ekstraselluler sitokin sinyallerinin nukleusa
iletilmesinde Onemli bir yere sahiptir ve bu hiicre biiylimesi, farklilasmasi ve

transformasyonunu igeren hiicresel olaylar1 diizenler [63].

Sitokin ligandlarmin reseptorlere baglanmasi ile reseptdrlerde dimerizasyon
veya oligomerizasyon meydana gelir. Bunun sonucunda tirozin fosforilasyonu
gerceklesir ve reseptor iligkili JAK’lar aktive olur. Daha sonra STAT molekiilleri
yapilarindaki SH2 (Src homoloji bolgesi) ile JAK’larin korunmus Tyr bdlgesine
baglanir ve fosforillenir. JAK, bu STAT molekiillerinin reseptorden ayrilmasini
saglar. Aktive olmus STAT molekiilleri birbirleriyle homodimer veya heterodimer
olusturarak niikleusa transloke olurlar ve DNA {izerinde spesifik sekanslara
baglanarak hedef genlerin transkripsiyonunu baslatirlar (Sekil 2.5.) [43, 57-58-59,
64-65].

sitokin reseptirleri sitokin

N - - -

- " N
L “Gen diizenlevici proteinler
; . Y
+

Sitokin yamit Hedef gen transkripsivonu
elementi

=0

Sekil 2.5. JAK/STAT mekanizmasinin igleyisi [58].
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JAK/STAT yolagi 3 protein ailesi tarafindan negatif olarak regiile edilir;

(i) Aktive olmus STAT’larin protein inhibitorleri (PIAS),
(if) SH2 (Scr-homology-2) igeren protein tirozin fosfatazlar (SHP),
(iii) Sitokin sinyali baskilayici protein ailesi (SOCS) [66-67].

2.4. SITOKIN SINYAL BASKILAYICILARI (SOCS)

SOCS ailesinin sekiz farkli iiyesi bulunmaktadir: SOCS-1, SOCS-2, SOCS-3,
SOCS-4, SOCS-5, SOCS-6, SOCS-7 ve CIS (Sitokin uyaran Src homoloji-2
proteini). Bunlardan CIS, SOCS-1, SOCS-2 ve SOCS-3 6zellikleri en iyi bilinendir.
Bu proteinlerin amino-terminal bolgelerinde 50 ila 380 amino asit uzunlugunda
bolgeler mevcut iken biitiin bu sekiz proteinin ortak 6zellikleri; yaklagik 95 amino
asit uzunlugunda olan src homoloji-2 (SH2)-domen, degisen uzunluklarda amino-
terminal-domen, SOCS-box adi verilen 40-aminoasit motifinden olusan karboksi-
terminal domenden olusmalaridir [68]. Ayrica SOCS-1 ve SOCS-3 proteinlerinde
digerlerinden farkli olarak SH2-domene bitisik KIR adi verilen kinaz inhibitor
bolgesi (Kinase Inhibitory Region) yer almaktadir (Sekil 2.6.) [69].

a5

socs1 | |
socs2 KlR//l:/-:]:D
socss Dl — S
socst | R
socs5 | | R
socse | |l
socs | R

Sekil.2.6. SOCS ailesi tiyelerinin domen yapilar1 ve alternatif adlar1 [69].
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JAK-STAT mekanizmasi ile olusan sitokin sinyal iletimi kismi olarak,
sitokin sinyal baskilayict genler (SOCS) veya SH2 proteinleri (CIS) olarak bilinen

endojen JAK kinaz inhibitor proteinleri tarafindan diizenlenmektedir [70].

SOCS proteinleri sadece JAK/STAT yolag: ile indiiklenir. Uyarilmamis
hiicrelerde JAK’lar ve STAT’lar aktif degildir ve tipik olarak SOCS genleri de bu
hiicrelerde eksprese edilmezler [68]. Ancak siirekli aktif JAK-STAT sinyali
sonucunda ¢ekirdekte hizli bir sekilde transkribe olurlar ve JAK-STAT

mekanizmasini durdurmaya yonelik aktive olurlar [70].

SOCS ailesine ait proteinler sahip olduklart SH2 domainleri sayesinde hem
JAK’lar (SOCS-1) hem de sitokin reseptorleri (SOCS-2, SOCS-3 ve CIS) iizerindeki
fosfotirozin rezidiilerine baglanabilmektedirler (Sekil 2.7.). Bunlar sitokin sinyalini
ya JAK aktivitesini inhibe etmek suretiyle veya reseptor lizerindeki fosforile olmus
bolge i¢in STAT lar ile rekabet etmek lizere ya da E3 ubiquitin ligazin bir pargasi
olan SOCS box’lar araciligiyla inhibe ederler. Boylece, SOCS box’lar SOCS-SH2
interaktif proteinler ile E3 ubiquitin ligaz arasinda bir koprii olarak hareket ederler ve

protein turnoverini diizenlerler [71-72-73].
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Sitosol

Sekil 2.7. Negatif geri-bildirim mekanizmasi. Sitokinler araciligiyla JAK/STAT
yolag1 aktive olur, bu da CIS, SOCS-1, SOCS-2 ve SOCS-3’un indiiklenmesine
neden olur. SOCS proteinleri sinyal yolagini inhibe ederler. (A) SOCS-1, JAK’a
baglanir ve onun katalitik aktivitesini inhibe eder. (B) SOCS-3 aktive olan reseptdre
baglanarak yine JAK’1n katalitik aktivitesini inhibe eder. (C) CIS, STAT’1n reseptore
baglanmasini engelleyerek STAT aktivasyonunu engeller. Tam olarak bilinmemekle
birlikte SOCS-2 de ayni islevi goriir [69].

2.4.1. SOCS-1 Proteini ve Inflamasyon

Sitokin sinyalini baskilayan proteinlerden olan SOCS-1, sitokin sinyalinin
negatif regiilatorii olarak fonksiyon goriir. JAK-baglayic1 protein (JAB), STAT
uyarimli STAT inhibitorii-1 (STAT-induced STAT inhibitor-1=SSI-1) olarak da
isimlendirilir [74].

SOCS-1 geni SH2 domainiyle JAK’1n tiim iiyelerine baglanabilir ve tirozin
kinaz aktivitesini inhibe eder. SOCS-1’in amino-terminal domenindeki K bolgesi
JAK’1n ps6do-substrat inhibitér bolge sekansi ile homoloji gosterir. Bu bolge JAK
aktivasyon bolgesine baglanir ve JAK’1n katalitik aktivitesini durdurur [70-75].
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In vitro c¢alismalarda IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-12, IFNy, eritropoetin,
graniilosit-koloni uyarici faktor (G-CSF), graniilosit monosit koloni uyaric1 faktor
(GM-CSF), 16semi inhibitor faktor, prolaktin, biiylime hormonu (GH) gibi ¢esitli
molekiiller tarafindan SOCS-1 geninin uyarildig: tespit edilmistir [76].

Transgenik farelerle yapilan ¢alisma, SOCS-1’in IFN-y sinyal bastirma ve T
hiicre aktivasyonu igin gerekli oldugunu gostermistir. Bu fareler dogumda normal
olmalarina ragmen, dogumdan sonra bodur biiylime gosterirler ve siddetli lenfopeni,
periferik T hiicrelerinin aktivasyonu, yag dejenerasyonu, karaciger nekrozu ve major
organlarin makrofaj infiltrasyonu ile karakterize edilen bir sendromla dogduktan

sonra 3 hafta i¢inde Sliirler [77-78].

SOCS-1 hem tip-1 hem de tip-II IFN sinyalini inhibe eden bir protein oldugu
icin IFN’larin faydali anti-viral etkileri ile zararli inflamatuvar etkilerinin dengede
tutulmasinda 6nemli bir rol alir. Gergekten de SOCS-1 eksik hiicreler ve SOCS1™
farelerin viral enfeksiyonlara direngli oldugu yapilan ¢alismalarla gdsterilmistir [79-

80].

SOCS-1 protein stabilitesi olduk¢a siki kontrol altindadir. SOCS
proteinlerinin stabilizasyonu, proteozom inhibitorleri araciligiyla saglandigindan

SOCS-1 diizeyinin proteozom yolagi aracigiyla regiile edildigi diistiniilmektedir [81].

SOCS proteinleri 6zellikle sitokinlerin aracilik ettigi immiin diizenleyici
islevlerde rol aldiklari igin inflamatuvar hastaliklarin patogenezinde yer almalar
beklenebilir. Gergekten SOCS-1 eksik farelerde olusturulan otoimmiin artrit

modelinde eklem inflamasyonu ve hasarinin arttigi gézlenmistir [82-83].

2.4.2. SOCS-3 Proteini ve Inflamasyon

SOCS-3, sitokin reseptorii tizerinde bulunan Janus kinaza yakin bir bolgeye
baglanir ve JAK’m aktivitesini durdurur. Ayrica JAK2 proteinine de
baglanabilmektedir ancak SOCS-1 proteinine gore daha zayif baglanmaktadir.
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SOCS-3 proteininin promotor bolgesinde STAT-1 ve STAT-3’e baglanan bir

element bulunmaktadir [76].

In vivo SOCS-3’iin sinyal komponenti olarak gp130’u kullanan IL-6 LIF
ailesi sitokinlerin inhibitorii oldugu i¢in, inflamasyonun negatif diizenleyicisi

olabilecegi diisiiniilmektedir [79].

SOCS-3’tin lipopolisakkarit (LPS) yan1 sira TNF-a ve IL-1 ile de
indiiklendigi gosterilmistir [84-85]. Bu nedenle, inflamatuvar bagirsak hastaligi
(IBD) ve romatoid artrit (RA) gibi insan kronik inflamatuvar hastaliklarda SOCS-3
ekspresyonu incelenmistir. IBD model farelerin yani sira insan krohn hastaligi (CD)
ve llseratif kolitis (UC) hastalarinda kolon epitel ve lamina propria hiicrelerinde
yiiksek miktarda SOCS-3 eksprese edildigi ortaya ¢ikarilmistir [86]. Dekstran siilfat
sodyum uyarimli (DSS) fare kolit modelinde bir deney, STAT-3 aktivasyonunun
SOCS-3 indiiksiyonundan 1 giin 6nce oldugunu gostermistir. STAT-3 aktivasyonu 3-
5 giin igerisinde belirgin hale gelip daha sonra azalirken, SOCS-3 ekspresyonu 5 giin
igerisinde indiiklenmis ve daha sonra yiiksek diizeyde korunmustur. Yiiksek diizeyde
SOCS-3 ifadesi yalnizca osteoartrit (OA) hastalarinda degil, ayn1 zamanda insan
RA’larda da gdzlenmistir [87]. Inflamatuvar sinovitlerin miirin modellerinde STAT-
3 fosforilasyonunun  SOCS-3  ekspresyonundan oOnce gelmesi, SOCS-3’iin

JAK/STAT negatif feedback dongiisiiniin bir pargasi oldugu fikrini dogrular [88].

2.4.3. Inflamatuvar Hastaliklarda SOCS Proteinleri

SOCS proteinleri kullanilarak sitokin sinyallerinin baskilanmasi 6zellikle
inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde ve transplantasyon sonrasi rejeksiyonun
onlenmesinde yararli olabilir. Ozellikle SOCS-3 protein tedavisi ¢esitli inflamatuvar

hastaliklar ve septik sokta etkili bulunmustur [80, 87].

SOCS-1 eksik farelerde olusturulan otoimmiin artrit modelinde eklem
inflamasyonu ve hasarinin artti§1 gozlenmistir [82-83]. Romatoid artrit’li hastalarin
kandan izole edilen CD4" T hiicrelerinin de saglikli kontrollerden daha yiiksek
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diizeyde SOCS-1 ve diisiik diizeyde SOCS-3 ekpsrese ettikleri rapor edilmistir [88].
Zimosan ile artrit olusturulan STAT1™ farelerde sinoviyal SOCS-1 ekpsresyonunun
belirgin olarak diistiigliniin ancak SOCS-3 ekspresyonunda degisiklik olmadiginin
gosterilmesi SOCS-1’in  6zellikle STAT proteinlerinin  kontrol ettigi eklem
inflamasyonunda altta yatan mekanizmalardan biri olabilecegini diisindiirmektedir
[80, 90].

IL-6/STAT-3 yolagi sitokin ve biiyiime faktorlerinin yapimina katkida
bulunarak, doku hipoplazisi, sinoviyal fibroblast proliferasyonu, fibrozis ve
osteoklast aktivasyonuna sebep olarak inflamatuvar eklem hastaliklarinin kroniklesip
ilerlemesi silirecinde yer almaktadir [91]. Nitekim, IL-6 aracili STAT-3
aktivasyonunu inhibe ettigi bilinen SOCS-3’li kodlayan genin adenoviral vektor
aracilt olarak eksprese edilmesi ile deneysel artrit gelisiminin Onlenebildigi

gosterilmistir [87].

Bu ¢alismanin sonucunda, OHA patogenezinde 6zellikle inflamasyonda rol
oynayan sitokin proteinlerinin diizenlenmesinde SOCS genlerinin etkilerini acikliga
kavusturma ve yeni potansiyel tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesine katki

saglayacag diigtiniilmiistiir.

26



Sevgi, H.2012. Sitokin Sinyal Baskilayicilart (SOCS) Olan SOCS-1 ve SOCS-3 Gen Ifade Diizeylerinin Orak Hiicre Anemili
Hastalarda Arastiriimas, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL
3.1.1. Tam Kandan RNA Izolasyonu Eldesinde Kullanilan Kimyasallar

Ileriye doniik olarak planlanan kliniksel calismaya, Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurul Komitesinin onay1 alindiktan sonra baslandi. Bu c¢alismada
Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi, Pediatrik Hematoloji Klinigi’nde takip edilen
stabil durumdaki 73 orak hiicre anemili hasta ve kriz nedeniyle hastaneye bagvuran
26 hasta ile ayn1 yas grubundaki 56 saglikli ¢cocuk karsilastirilarak incelenmistir.
Uygulanacak tedavi agisindan bilgilendirilen hastalar imzali onaylar1 alindiktan sonra
calisma gurubuna dahil edildi. iki grubun tam kan sayimi, hemoglobin elektroforezi
ve biyokimya parametreleri i¢in kan Ornekleri alindi. Alinan kan &rneklerinden
16kosit izolasyonu yapildi ve total RNA piirifikasyonu yapildiktan sonra ¢cDNA

sentezi gerceklestirildi.

Bu ¢aligmada uygulanan ajanlar;
1) Red blood cell lysis buffer

i) High Pure RNA izolasyon kiti (Roche Diagnostics, GmbH Roche Applied
Science 68298 Mannheim, Germany)

Kitin igerigi;

Lizis /baglama tamponu (Lysis/Binding Buffer): 25 ml [4.5 M guanidin-
HCL, 50 mM Tris-HCI, 300% Triton X-100 (w/v), pH 6.6 (25 °C)]

DNaz-1, rekombinant, liyofilizat: 10 KU liyofilize DNaz-1 (0.55 ml eliisyon

tamponunda siispanse edildi)

DNaz inkiibasyon tamponu: 10 ml [1 M NaCl, 20 mM Tris-HCI ve 10 mM
MnCl;, pH 7.0 (25 °C)]

Yikama tamponu-1: 33 ml (Ilk kullanimdan énce 20 ml etanol p.a. eklendi), [5

M guanidin hidroklorid ve 20 mM Tris-HCI, pH 6.6 (25 °C)]
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Yikama tamponu-2: 10 ml (ilk kullanimdan &nce 40 ml etanol p.a. eklendi), [20
mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7.5 (25 °C)]

Eliisyon Tamponu: 30 ml

i) Transcriptor High Fidelity cDNA Sentez Kiti (Roche Diagnostics GmbH Roche
Applied Science 68298 Mannheim, Germany)

Kitin igerigi;

o Random Hexamer —1 vial, 200 pl (600 uM)

o H,0, PCR grade (seviye) —2 vials, 1 ml

. Transcriptor reverse transcriptase reaksiyon tamponu —1 vial, 1 ml
o Protector RNaz inhibitorii —1 vial, 50 ul (40 U/ul)

o Deoksiniikleotid mix —1 vial, 200 pl

° DTT —1 vial, I ml, 0.1 M

. Transkriptor Revers Transkriptaz —1 vial, 110 pl
Iv) [-actin housekeeping geni forward / revers primer ¢ifti ve prob dizisi

F’(141.4 nmol) —»5’-CCT GGC ACC CAG CAC AAT-3’
R’(113.6 nmol)—5’-GCT GAT CCA CAT CTG CTG GAA-3’

P’(41.4 nmol) —5” Fam-ATC AAG ATC ATT GCT CCT CCT GAG
CGC-TAMRA ¥’

V) SOCS-1 geni forward / reverse primer gifti ve prob dizisi
F’(50 nmol)—5’ CCC TGG TTG TTG TAG CAG CTT-3’
R’(85 nmol) —»5° CAA CCC CTG GTT TGT GCA A-3’

P’(27 nmol) —5* Fam-ACC TGA ACT CGC ACC TCC TAC CTC
TTC ATG-TAMRA-3°
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vi) SOCS-3 geni forward / reverse primer gifti ve prob dizisi
F’ (91.4 nmol)—5’- CTT CAG CAT CTC TGT CGG AAG-A-3’
R’ (112.3 nmol)—5’-GCA TCG TAC TGG TCC AGG AACT-3’

P’ (29.7 nmol) —5’-Fam - CGT CAA CGG CCA CCT GGA CTC
CTA-TAMRA-3’

vii)  Light Cycler TagMan Master Mix (Roche Diagnostics GmbH Roche Applied
Science 68298 Mannheim, Germany)

Kitin igerigi;
. Enzim (vial 1a): Fast Start Enzim
o Reaksiyon Mix (vial 1b): Fast Start TagMan Reaksiyon Mix
. H,O, PCR grade
3.1.2. Cihazlar
e -20°C derin dondurucu
e  -80°C derin dondurucu
o Termal Cycler
. Light Cycler 480 — 11
3.2. YONTEM

Bu arastirmada kullanilan yontemler asagida siralanmustir.

e Bu calismada 96 Orak hiicre anemili hasta ve 56 saglikli birey caligilmistir.
Hasta ve saglikli kisilerden EDTA’I1 tiiplere alinan tam kandan 16kositler
izole edilerek total RNA’lar saflagtirilmistir.

e Niceliksel revers transkriptaz yonteminde degerlendirilmeleri ig¢in,

RNA’lardan komplementer DNA’lar (cDNA) sentezlenmistir.
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e Orak hiicre hastalar1 ve saglikli populasyondan alinan kan o6rneklerinde,
SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin ifadelerini niceliksel ger¢ek zamanli RT-PZR
ile 6lgmek icin genlere ve referans genine (beta actin) yonelik primer ve Taq-

Man hibridizasyon problari kullanilarak amplifikasyon gergeklestirilmistir.

e Genlerin ifade diizeylerini belirleyebilmek i¢in, niceliksel revers transkriptaz

RT-PZR, Light Cycler cihazinda gerceklestirilmistir.

e SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin orak hiicre anemili ve saglikli populasyon kan
ornekleri iizerindeki etkilerini belirlemek iizere 2*““T'de elde edilen veriler,
bagimsiz iki veya daha fazla grubun Kkarsilastirilmas: seklinde

degerlendirilmistir.
3.2.1. Lokosit Izolasyonu

EDTA’L tiip icerisinde getirilen kanlarin 16kosit sayis1 Sl¢iilmiistiir. Lokosit
sayist 1000 ile carpilip bulunan sonu¢ 3 milyon eritrosit sayisina bdliinmiistiir
(3000000/WBCx*1000=bulunan sonu¢ kadar pL kan alinmistir). Kanlar eppendorf
tiip igerisine konulup tiizerine 900uL Red Blood Cell Lizis Buffer soliisyonu
eklenmistir. 10 dakika karistiricida oda sicakliginda bekletilmistir. 13000 devirde 30
saniye santrifiij edilmistir. Dipte olusan l6kosit ¢okeltisine dokunmadan iistteki
berrak kirmizi sivi pipetle toplanip atilmistir. Lokosit ¢okeltisi tizerine tekrar 900pL
Red Blood Cell Lizis Buffer eklendikten sonra 13000 devirde 30 saniye santrifiij
edilmistir. Tekrar {stteki sivi pipetle atilmistir. Kalan 16kosit ¢okeltisinin {izerine
200uL serum fizyolojik eklenip 13000 devirde 30 saniye santrifiij edilmistir. Ustteki
siv1 pipetle toplanip atilmistir. Pellet {izerine 400 pL. Lysis Binding Buffer eklenerek
cokelti siispanse hale getirildikten sonra hiicreler RNA izolasyonu yapilana kadar

20°C derin dondurucuda muhafaza edilmistir.
3.2.2. Total RNA Saflastirmasi

Bu caligmada kullanilan orak hiicre anemili ve saglikli populasyondan alinan kan

ornekleri 16kosit izolasyonu yapildiktan sonra total RNA’lar saflastirilmistir. Total
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RNA saflagtirmast Roche Diagnostics firmasindan temin edilen ‘High Pure RNA

Isolation Kiti’ne uygun olarak yapilmistir.
Calisma soliisyonlarinin hazirlanmasi
Wash buffer I (Yikama tamponu I)=20 pl absolut etanol ile
Wash buffer II= 40 pl absolut etanol ile
DNaz I — 550 pl eliisyon tamponu ile hazirlandu.

Derin dondurucudan ¢ikarilan tiipler 15 sn. vortekslenmistir. Filtreli tiipler,
toplama tiiplerinin i¢ine yerlestirilip, 15 sn. 8000 devirde santrifiij edilmistir. Filtreli
tiipten toplama tiipline akan sivi bosaltilip ayni toplama tiipli yeniden kullanilmistir.
Steril tiiplere 10 pul DNaz I, 90 pl de DNaz inkiibasyon tamponundan eklenerek
karigim hazirlanmigtir. Hazirlanan soliisyondan her 6rnek i¢in 100 ul eklenip, 15 dk.
oda sicakliginda (20-25°C) inkiibe edilmistir. Her tiipe 500 pl yikama tamponu-I
eklenmistir. Tipler 15 sn. 8000 devirde santrifiij edilip ardindan filtrasyon tiipleri
atilmistir. Her tiipe 500 pl yikama tamponu-I1 konulup yeniden 15 sn. 8000 devirde
santrifiij edilmistir. Tipler bosaltildiktan sonra her tiipe 200 pl wash tamponu-II
eklenerek tiipler 2 dk. 13000 devirde santrifiij edilmistir. Toplama tiipleri atilarak,
filtreli tiipler ependorf tiiplere yerlestirilmistir. Tiiplere 80 ul eliisyon tamponu
eklenip 1 dk. 8000 devirde santrifiij edilmistir. Tiipler -80°C derin dondurucuda

saklanmustir.

3.2.3. cDNA Sentezi

(Calisma sirasinda tiim agama buz ilizerinde gerceklestirilmistir. RNA 6rnekleri
-80°C derin dondurucudan ¢ikarilip, buzlar1 ¢dzdiiriilmiistiir. Ornekler kisa santrifiij
edilmistir. 1.5 mD’lik tiiplere, Roche Diagnostics firmasindan temin edilen
‘Transcriptor High Fidelity cDNA Sentez Kiti’nde belirtilen ajanlardan, belirtilen

miktarlar eklenerek Karigim-I hazirlanmistir.
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KARISIM-I icerigi

Total RNA ..o, S5ul
Random Hexamer ............................. 2 ul
TOPLAM ..o 13ul

Revers transkriptaz kontrol reaksiyonuna paralel olarak, negatif kontrol
hazirlanmistir. Negatif kontrolde, PCR tiipiine RNA 6rnegi yerine ayni miktarda su
kullanilmistir. Karisim-I, daha onceden 65°C’de 1sitilmis hot mix’te 10 dakika
bekletilmistir. Bu agsamadan sonra tiipler tekrar sogutulmustur ve ardindan karigim-11

eklenmistir.

KARISIM-II icerigi

Transcriptor reverse transcriptase reaction buffer ................ 4 pul
Protector RNase inhibitor..................oooiiiiiii 0.5 ul
Deoksintikleotid mMiX ..........ooeviiiiniiiiiiiiiiie e, 2 pul
Transcriptor reverse trancriptase .........o.ooveereeeenreeneennennnn. 0.5 ul
TOPLAM. ... 7wl

TOPLAM KARISIM= Karisim-I + Karigim-I1I = 13 pl + 7 ul = 20 ul

PZR tiipleri yavas yavas pipetaj edilmistir. Tiipler termal cycler cihazina
kapaklar1 kapali bir sekilde yerlestirilerek bir dongii olacak sekilde 25°C’de 10
dakika, 50°C’de 60 dakika ve 85°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir.

3.2.4. Gergek Zamanli PZR Olgiimii

Sentez edilen c¢DNA Orneklerinin niceliksel Ol¢limii Bursa Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji-Enfeksiyon Hastaliklar1 Anabilim Dals,

Immiinoloji Bilim Dali Laboratuarlarinda gergeklestirilmistir.

Genlerin niceliksel 6l¢iimii ‘Roche Diagnostics’ firmasindan 6nceden temin

edilen ‘Light Cycler 480-1I" Real-Time PCR cihazinda gerceklestirilmistir.
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SOCS-1 ve SOCS-3 genlerine uygun primerlerin hazirlanisi;

500 uM’lik primerler 50 uM’a seyreltilmistir. Bu islem sirasinda 500 uM’lik

primerden 10 ul alinmistir ve tizerine 90 pl su eklenerek 100 pl’ye tamamlanmaistir.

Primerlerin kullanim derisimi;

50 uM’lik primer 10 uM’a seyreltilmistir. Seyreltme islemi sirasinda 50 pM

primerden 10 pl alinmistir ve tizerine 40 pl su eklenerek 50 pl’ye tamamlanmustir.

Problarin kullanim derisimi;

50 uM’a seyreltilen problar kullanim amacina uygun olarak 5 pM’a
seyreltilmigtir. 50 uM’lik primerden 10 pl alinmistir ve tizerine 90 ul su eklenerek

100 pl’ye tamamlanmistir.

LightCycler TagMan Master Kit igerisinde bulunan ‘FastStart’ enziminden
10 pl alinip, tepkime karisimina eklenerek master karigim hazirlanmistir. Referans
gen olarak f-actin housekeeping gen kullanilmistir. Deney alti grup seklinde

gerceklestirilmistir.

Light Cycler PCR 480 uyumlu 96’lik well plate’lere sirasiyla;

Master ......ooiiiiiiii 10 ul
HoO 2 ul
Forward ... I ul
Reverse ....cooovviiiiii 1 ul
Prob I ul
cDNA 5 ul
Toplam 20 pl
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kimyasallar1 hazirlanmistir. 96 kuyucuklu Well plate’e Once hazirlanan
karisim, ardindan SOCS-1, SOCS-3 ve B-aktin primer-problari ilgili kuyucuklara
yiiklenmistir.

Yiikleme isleminden sonra 96’lik well plate Light Cycler 480 II cihazina

yerlestirilip 6rneklerin niceliksel 6l¢tim miktarlar1 belirlenmistir.

Cizelge 3.1. Birinci grup ¢alisma drneklerinin 96 well plate’e yiiklenmesi

1 2 3 4 5 B 7 8 9 10 i 12

Al 1-S0CS1 | 2-50CSI | 3-S0CS1 | 4-S0CS1 | 3-S0CSI | 6-SOCS1 | 7-S0CS! | &-80CS1 | 9-S0CSI | 10-S0CSL | 11-80CSI | 12-80CSI
B| 13-80CSI | 14-50CS1 | 18-S0CS1 | 22-80CSL | 23-80CSI | 26-80CSI | 31-8QCSI | 32-80CS! | 33-80CSI | 34-SOCSI | NC-SOCSI
C| 1-S0C83 | 2-80C%3 | 3-80C83 | 480C83 | 3-80CS? | 6-S0C83 | 7-80CS3 | 8-S0CS3 | 9-S0CS3 | 10-50CS3 | 11-S0CS3 | 12-80C%3
D| 13-80C83 | 14-50CS3 | 13-50CS3 | 22-50CS3 | 23-80CS3 | 26-50C83 | 31-80C83 | 32-50CS3 | 33-80CS3 | 34-80C83 | NC-S0CS3
E| 1-80C83 | 2-50CS3 | 3-80CS3 | 4-50CS3 | 3-50CS3 | 6-50CS3 | 7-Beta Actin | 8-Beta Actin | 9-Beta Actin |10-Beta Actin| 11-Beta Actin | 12-Beta Actin
F | 13-Beta Actin| 14-Beta Actin|18-Beta Actin|22-Beta Actin| 23-Beta Actin| 26-Beta Actin| 31-Beta Actin| 32-Beta Actin| 33-Beta Actin| 34-Beta Actin| NC-Beta Actin
G
H

Birinci ¢alismada uygulanan yontemlerin aynist diger c¢aligmalarda da
uygulanmustir.

Cizelge 3.2. Ikinci grup ¢alisma drneklerinin 96 well plate’e yiiklenmesi

1 2 J 4 5 b I § g 10 1 12

=

$-50CSL | 36-50CSL | 37-50CS1 | 38-80CSI | 39-50CS1 | 40-50C81 | 41-S0CSI | 42-80CS1 | 43-50CSI | 44-50CS1 | 45-50CS1 | 46-80CS1

B| 47-0CST | 48-50CS1 | 49-S0CSI | 50-S0CST | 51-S0CSI | 32-SOCST | $3-S0CSI | 4-S0CST | 5-80CS1 | 56-50CS1 | 57-80CS1 | 58-80CS1

C| 3-60CSI | 60-50CS! | NC-SOCS! | NC-SOCS3 | NC-Beta Actin

D| 3-50C83 | 36-50CS3 | 37-80CS3 | 35-50C83 | 19-80CS3 | 40-80CS3 | 41-50C83 | 42.80C83 | 43-80CS3 | 44-80CS3 | 435083 | 46-80C8

E| 4750C83 | 48-50CS3 | 49-50CS3 | 50-60CS3 | 51-S0CS3 | 52-S0CS3 | 53-80CS3 | 34-80CS3 | 55-S0CS3 | 56-50CS3 | §7-50C83 | $58-50C83

F| -£0C83 | 60-50CS3 60-Beta Actin | 59-Beta Actin

[erp)

35-Beta Actin | 36-Beta Actin|37-Beta Actin|38-Beta Actin| 39-Beta Actin | 40-Beta Actin |41-Beta Actin|42-Beta Actin|43-Beta Actin|44-Beta Actin| 45-Beta Actin | 46-Beta Actin

0.

47-Beta Acttn |48-Beta Actin|49-Beta Actin| 30-Beta Actin| 51-Beta Actin | $2-Beta Actin |53-Beta Acttn| 54-Beta Actin|55-Beta Actin| 56-Beta Acttn| 57-Beta Actin | 56-Beta Acthn
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96’lik well plate Light Cycler cihazina yerlestirilip 6rneklerin niceliksel

Ol¢timii belirlenmistir.

Cizelge 3.3. Ugiincii grup calisma drneklerinin 96 well plate’e yiiklenmesi

f

2

3

4

5

b

T

8

g

f0

2

=

61-50CS1

61-50C8!1

3-50C81

64-30CS1

3-50CS1

f6-50CS1

§1-50C51

85051

63-50C51

10-50C51

11-50C51

11-50C51

[w =)

73-50C81

T4-50C81

13-50C8]

16-50C81

718081

T8-50C51

19-50C51

§0-50C5!

§1-50C51

§1-5081

£330t

§4-50C81

L]

§5-50C8!1

§6-50CS!

§1-50C8]

§8-30CSI

§9-50C83

50-50C5!

NC-50C51

NC-S0C33 | NC-Beta Actin

=

61-50CS3

61-50CS3

£3-50C83

§4-50C83

3-50C83

6-50C83

§1-50C83

8-50C83

§3-50C83

10-50C83

11-50C83

T1-50C83

m

73-80CH

T4-50CH

73-80CH

76-30CE

71805

T8-80C5

T-50C8

§0-50C81

§1-80C8

§1-80C8

§3-50C8

§4-50C81

-

§3-80C81

§6-50CE

§1-80CE

§5-30CE3

§9-80C53

9-50CS3 |90-Beta Actn

89-Beta Actn| 88-Beta Actn

§7-Beta Actn| 86-Beta Actn

#5-Beta Actn

[

§1-Beta Actin

§-Beta Actn

§3-Beta Actin

§4-Beta Actn

§3-Beta Actn

§6-Beta Actn

§7-Beta Actn

63-Beta Actin| 69-Beta Actin

T0-Beta Actin| 71-Beta Actin

T1-Beta Actin

0=

T3-Beta Actin

T4-Befa Actn

75-Beta Actin

T6-Beta Actn

T1-Beta Actn

78-Beta Actn

79-Beta Actin

80-Beta Actin| §1-Beta Actin

§1-Beta Actin| §3-Beta Actin

§4-Beta Actin

96’lik well plate Light Cycler cihazina yerlestirilip 6rneklerin niceliksel

Ol¢timii belirlenmistir.

Cizelge 3.4. Dordiincii grup ¢alisma 6rneklerinin 96 well plate’e yiiklenmesi

1

2

]

4

§

b

T

!

9

il

ff

2

x=

51-80C81

550081

53-50C81

H-50C8!1

%-30C8!

%6-50C5!1

§7-80C8!

58-50C5!1

5-50C81

100-50C81

101-80C8]

102-50C81

[==]

103-80C31

104-50C31

103-80C31

106-80CS1

107-50C81

108-50CS1

103-50C51

110-50C5I

111-50C8!

112-80C1

113-80C31

114-50C31

G| 1ssocst

116-50CS1

117-50CS1

118-80CS1

113-80CS3

120-80CS1

NC-80CS!

NC-80C83

NC-Beta Actn

[

§1-50C83

§2-50C83

93-50C83

34-50C83

%-50CH

§6-50C83

§1-50C83

98-50C3

59-50CS3

100-50€83

101-80€83

102-50€53

m

103-80CS3

104-80C53

105-80CS3

106-80CS3

107-50CS3

108-50CS3

103-50CS3

110-50C83

111-50C83

112-80C83

113-80CS3

1145053

-

115-80€83

1165053

117-50C83

11§-50CS3

118-50C3

120-50C3

120-Beta Actin| 1

9-Beta Actin

118-Beta Actin| 117-Beta Actin

116-Beta Acttn

115-Beta Acttn

[=p]

91-Beta Actn

9)-Beta Actn

93-Beta Actn

§4-Befa Actn

§5-Befa Actin

96-Befa Actin

97-Beta Actin | %8-Beta Actn

99-Beta Actn | 100-Beta Actn

101-Betz Actm

102-Beta Actm

o

103-Beta Acttn

104-Beta Acttn

105-Beta Actin

106-Beta Actin

107-Beta Actin

108-Beta Actn

109-Beta Actin| 1

(-Beta Acttn

111-Beta Actin| 112-Beta Actin

113-Beta Acttn

114-Beta Acttn

96’lik well plate Light Cycler cihazina yerlestirilip orneklerin niceliksel

Ol¢limii belirlenmistir
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Cizelge 3.5. Besinci grup ¢alisma orneklerinin 96 well plate’e yiiklenmesi

f /i 3 4 5 b 1 § § i) 1 12

A| 121-80C81 | 122-50C81 | 13-60CST | 124-60CS1 | 125-80CS1 | 126-50CS1 | 127-50CSI | 128-50CSI | 12950CS1 | 130-80CS1 | 131-80CSI | 132-50C81

B| 133-50CS! | 1343081 | 135-80CS! | 136-80CS1 | 137-80CSI | 138-80CS1 | 139-80CSI | NC-30CS! | NCSOCS! | NC-S0CS!

(] 120-50C83 | 128083 | 123-80CS3 | 14-80C83 | 125-80CS3 | 126-50C83 | 127-50CK3 | 12-80CS3 | 120-50CS3 | 130-80CS3 | 131-80CS3 | 132-80CH3

D] 133-50C83 | 134-80C83 | 13580C83 | 136-80CS3 | 197-80CS3 | 138-80C3 | 139-80CS3

m

121-Beta Actin| 122-Beta Actin| 123-Beta Actin| 124-Beta Actn 125-Beta Actin| 125-Beta Actin| 127-Beta Actin| 128-Beta Actin| 129-Beta Actn| 130-Beta Actin| 131-Beta Actin|13)-Beta Actin

-

133-Beta Actin| 134-Beta Actin| 135-Beta Actin| 136-Beta Actn| 137-Beta Acttn| 138-Beta Actin| 139-Beta Actn

96’Iik well plate Light Cycler cihazina yerlestirilip 6rneklerin niceliksel

Ol¢iimii belirlenmistir.

Cizelge 3.6. Altinci grup calisma drneklerinin 96 well plate’e yiiklenmesi

f 2 3 4 5 b 1 § 9 il ff 2

A| M0S0CS1 | 141-50CS1 | 142-50CST | 143-S0CSI | M44-80CSL | 143-S0CS1 | 146-50CST | 147-S0CSI | M45-50C31 | 1498081 | I50-50CS1 | 131-80CS!

B| 1528081 | 153-80CS1 | 154-80CSI | 155-80CSI | 156-80CSL | 157-80CS1 | 158-80CS! | 139-80CSI | 160-50C31 | 161-80CS1 | 162-80CS1 | 163-S0CS!

G| 16480C81 | 163-50CS1 | 166-50CSI | 167-S0CS1 | NC-S0CS1 | NC-S0CH3 |NC-Beta Actn

D| H080CS3 | 141-80CST | 142-90C83 | 143-50CS3 | 1445083 | 1438083 | 146:80CS3 | 147-80CS3 | 45-50CS3 | 149-80CS3 | 150-80CS3 | 131-80CS3

E| 15280C83 | 1535087 | 134-90CS3 | 155-80CS3 | 156-50CS3 | 137-80CS3 | 136-80CS3 | 139-80CS5 | 160-50CS3 | 181-50C83 | 162-50CS3 | 163-80CS3

F| 16450CS3 | 163-80C83 | 166-50C83 | 167-80C83 167-Beta Actin| 166-Beta Actin 165-Beta Actin| 164-Beta Actin

[ep]

140-Beta Actin| 141-Betz Actin| 142-Beta Actin| 143-Beta Actin| 144-Beta Actin| 143-Beta Actin| 146-Beta Actin| 147-Beta Actin| 148-Beta Actin| 149-Beta Actin| 130-Beta Actin| 151-Beta Actin

o

132-Beta Actin| 133-Beta Actin| 154-Beta Actin| 155-Beta Actin| 156 Beta Actin| 157-Beta Actin| 158-Beta Actin| 159-Beta Actin| 160-Beta Actn| 161-Beta Actin| 162-Beta Actn| 163-Beta Actn

96’lik well plate Light Cycler cihazina yerlestirilip orneklerin niceliksel

Ol¢limii belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. BULGULAR

4.1.1. SOCS-1 ve SOCS-3 Genlerinin Ifadesinin Ger¢ek Zamanli RT-PZR’da
Niceliksel Ol¢iimii

4.1.1.1. Birinci ¢alisma absolut (tam) niceliksel 6l¢iim

Amplifikasyon asamasinda 6rnek ve referans genlerin 465-510 nm floresan

araliginda esik degerine girdikleri dongiiler saptanmustir.

46,719
42,219
37.719
33.219
28.719
24,219
19.719

15.21%

Fluorescence (465-510)

10,719
6219

1.719

-2.781+

5 10 15 20 25 30 35 40 45
dongiiler

— Al:1s0cs1 — A2:2s0cs1 — A3:3socs! — Ad:4s0ocs! — AS: Ssocst AB: 6 socs1

— AT 7 socs1 A8:8socs! — A9: 9socsi A10: 10 socs! — A11: 11 socsi A12: 12 socsi

— B1:13socs1! — B2: 14socs1 — B3:18socs1 — B4:22socs1 — BS: 23 socs1 B6: 26 socs1

— B7: 31 socs1 B8: 32 socs1 — B9: 33 socs1 - B10: 34 socs1 — C1: 1s0cs3 — C2:2s0cs3

— C3:3s0cs3 —C4:4s0c83 — C5:5s0cs3 C6:6s0c83 — C7.7socs3 C8: 8 socs3

— (C9:9s0cs3 — C10: 10 socs3 — C11: 11 socs3 C12: 12 s0cs3 — D1: 13socs3 — D2: 14 socsd

— D3: 18 s0c83 — D4: 22socs3 — DS5: 23 socs3 D6: 26 socs3 — D7: 31 socs3 D8: 32 socs3
— D9: 33s0cs3 — D10: 34 socs3

—EZ1:1BA —EZ2BA —Z3:3BA —E4£4BA —Z5:5BA E6:6BA —ET:7BA ES: 8BA
—£9:9BA E10:'0EA —E11:11BA —E'2:12BA —"1:13BA —F214BA —F3:183A —F422BA
— =5:23BA F€:26 BA —=7:31BA F8:32BA —=9:33BA —F*0:34BA

Sekil 4.1. Hedef ve referans genlerin esik degerine girdikleri dongliyii gésteren
amplifikasyon egimi (BA: Beta Aktin, S1: SOCS-1, S3: SOCS-3)

Tiim RT-PZR c¢alismasinda 6rnek ve referans genlerin 465-510 nm floresan

araligindaki tam niceliksel esik degerleri (CP) Olgiilmiistiir.
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Cizelge 4.1. Ornek ve referans genlerin birinci ¢alisma sonucunda elde edilen tam
niceliksel esik degerleri

Ornek CP Ornek CP Ornek CP
1 SOCS1 32,26 1 SOCS3 27,72 1BA 22,91
2 SOCS1 33,52 2 SOCS3 28,31 2 BA 23,54
3 SOCS1 33,94 3 SOCS3 31,17 3 BA 25,75
4 SOCS1 32,27 4 SOCS3 26 4 BA 22,22
5S0CS1 30,65 5 SOCS3 26,6 5 BA 23,09
6 SOCS1 32,29 6 SOCS3 29,6 6 BA 23,4
7 SOCS1 36,57 7 SOCS3 32,64 7 BA 28,9
8 SOCS1 34,33 8 SOCS3 31,51 8 BA 27,09
9 SOCS1 32,99 9 SOCS3 29,18 9 BA 24,66
10 SOCS1 30,95 10 SOCS3 28,12 10 BA 21,6
11 SOCS1 30,95 11 SOCS3 29,78 11 BA 24,38
12 SOCS1 31,09 12 SOCS3 28,57 12 BA 23
13 SOCS1 31,65 13 SOCS3 29,67 13 BA 24,26
14 SOCS1 29,45 14 SOCS3 25,3 14 BA 20,49
18 SOCS1 35,03 18 SOCS3 33,92 18 BA 22
22 SOCS1 33,67 22 SOCS3 32,59 22 BA 24,41
23 SOCS1 25,53 23 SOCS3 34,19 23 BA 25,36
26 SOCS1 36,55 26 SOCS3 35,05 26 BA 28,6
31 SOCS1 21,83 31 SOCS3 21,92 31 BA 18,56
32 SOCS1 27,38 32 SOCS3 24,05 32 BA 18,67
33 SOCS1 25,56 33 SOCS3 22,95 33 BA 18,56
34 SOCS1 26,82 34 SOCS3 24,96 34 BA 18,84

Tiim g¢aligmalarda hedef ve referans genlerinin relative (goreceli) niceliksel
Olgimii Pfaffl metoduna uygun olarak karsilastirilip [62], hedef genin goreceli
ekspresyon orani (Ratios); kontrol gene kars1 bilinmeyen bir 6rnegin CP sapmasi ve

E degerine bagl olarak elde edilmistir.

ACPy, o (kontrol—ornek )
_ (Ehedef )

(Erer)

(R : Relative ekspresyon orani, E : Baslangi¢ fazda bir dongiiniin real-time RT-PCR
etkinligi, AACP : Hedef ve referans genlerin delta delta CP degerleri

R

ACF,, ¢ (kontrol—&rnek
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Cizelge 4.2. Hedef genlerin birinci ¢alisma sonucunda elde edilen goreceli 6l¢tim

degerleri

Ornek Ratios Ornek Ratios
Tot/Ref Tgt/Ref

1-BA; 1-S1 1,53E-03 1-BA; 1-S3 3,56E-02
2-BA; 2-S1 9,88E-04 2-BA; 2-S3 3,66E-02
3-BA; 3-S1 3,43E-03 3-BA; 3-S3 2,33E-02
4-BA; 4-S1 9,44E-04 4-BA; 4-S3 7,29E-02
5-BA; 5-S1 5,33E-03 5-BA; 5-S3 8,83E-02
6-BA; 6-S1 2,11E-03 6-BA; 6-S3 1,36E-02
7-BA; 7-S1 4,92E-03 7-BA; 7-S3 7,46E-02
8-BA; 8-S1 6,66E-03 8-BA; 8-S3 4,70E-02
9-BA; 9-S1 3,10E-03 9-BA; 9-S3 4,35E-02
10-BA; 10-S1 1,53E-03 10-BA; 10-S3 1,09E-02
11-BA:; 11-S1 1,05E-02 11-BA; 11-S3 2,36E-02
12-BA; 12-S1 3,67E-03 12-BA; 12-S3 2,11E-02
13-BA; 13-S1 6,00E-03 13-BA; 13-S3 2,36E-02
14-BA:; 14-S1 2,00E-03 14-BA; 14-S3 3,55E-02
18-BA; 18-S1 1,19E-04 18-BA; 18-S3 2,59E-04
22-BA; 22-S1 1,63E-03 22-BA; 22-S3 3,44E-03
23-BA; 23-S1 0,8924 23-BA; 23-S3 2,20E-03
26-BA; 26-S1 4,04E-03 26-BA; 26-S3 1,15E-02
31-BA; 31-S1 0,1035 31-BA; 31-S3 9,69E-02
32-BA; 32-S1 2,39E-03 32-BA; 32-S3 2,39E-02
33-BA; 33-S1 7,86E-03 33-BA; 33-S3 4,80E-02
34-BA; 34-S1 3,96E-03 34-BA; 34-S3 1,44E-02
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41.1.2.

Ikinci calisma tam niceliksel dlgiim

Amplifikasyon asamasinda ornek ve referans genlerin 465-510 nm floresan

araliginda esik degerine girdikleri dongiiler saptanmistir.

33,0444
29,5441
2 26044
@ 22,5441
v
$ 19,044
-
9 15,5441
§ 12,044
§ 8544
-
] 5,044
1544
1,956
T 1 U | U 1 1 |
] 10 15 20 25 a0 ki 40 45
dongiiler
— A1:35socs1 — A2:36socs1 — A3: 37 socs1 — Ad4: 38socs1 — AS: 39 socst AB: 40 socs1
— AT: 41 socs1 A8: 42 socs1 — A9:43socs1  — A10: 44 socs1 — A11: 45 socsi A12: 45 socs1
— B1: 47 socs1 — B2: 48 socs1 — B3:49socs1 — B4:50socs1 — BS: 51 socsi B&: 52 socs1
— B7: 53 socs1 B8: 54 socs1 — B9:55socs1  — B10: 56 socs1 — B11: 57 socs1 B12: 58 socs1
— C1: 589 s0cs1 — C2:60s0cs1 — C3: A1socs1 — C4: A3socs1! — C5: Ad socsi C6: AS socs1
— D1:35s0cs3 — D2: 36 socs3 — D3:37socs3 — D4: 38 socs3 — D5: 39 socs3 D6: 40 socs3
— D7: 41 socs3 D8: 42 socs3 — D9: 43 socs3 — D10: 44 socs3 — D11: 45 s0cs3 D12: 46 socs3
— E1: 47 socs3 — E2: 48socs3 — E3:49s0cs3 — E4: 50 socs3 — ES: 51 socs3 E6: 52 socs3
— E7: 53 socs3 E8: 54 socs3 — E9:55s0c83 — E10: 56 socs3 — E11: 57 socs3 E12: 58 socs3
— F1: 59 s0ocs3 — F2:60s0cs3 — F3: A1socs3 — F4: A3socs3 — F5: A4 socs3 F6: AS socs3
— F7: ASBA F8:A4dBA —FS A3BA — F10: A132A —F11:80BA F1Z S8 BA — G1:35BA — G2:36BA
—G3:37BA — G4:33BA —G5:39BA G6:40 BA —G7:413A G8:42 BA — GS:43BA — G10:44BA
—Gi1:45BA — G12:46BA —H1: 4734 —F2:46BA —H3:49BA — H4:50BA — HS5: 51BA HS: 52 BA
— H7:53 34 H8:54BA —HS: 5538 — F1(:%8BA —H11:57BA H12Z: 58 BA

Sekil 4.2. Hedef ve referans genlerin esik degerine girdikleri dongiiyii gosteren
amplifikasyon egimi (BA: Beta Aktin, S1: SOCS-1, S3: SOCS-3)

465-510 nm floresan araliginda 6rneklerin ve referans genin absolut (tam)

niceliksel esik degerleri (CP) ol¢lilmiistiir.
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Cizelge 4.3. Ornek ve referans genlerin ikinci ¢alisma sonucunda elde edilen tam
niceliksel esik degerleri (CP)

Ornek CP Ornek CP Ornek CP
35 SOCS1 27,01 35 SOCS3 23,22 35 BA 18,05
36 SOCS1 27,46 36 SOCS3 23,78 36 BA 18,49
37 SOCS1 28,21 37 SOCS3 24,67 37 BA 19,83
38 SOCS1 26,83 38 SOCS3 24,14 38 BA 18,35
39 SOCS1 29,33 39 SOCS3 27,51 39 BA 21,12
40 SOCS1 28,23 40 SOCS3 25,96 40 BA 19,55
41 SOCS1 27,71 41 SOCS3 24,57 41 BA 18,36
42 SOCS1 28,35 42 SOCS3 24,89 42 BA 18,57
43 SOCS1 27 43 SOCS3 25,01 43 BA 18,62
44 SOCS1 27,08 44 SOCS3 24,69 44 BA 18,73
45 SOCS1 27,16 45 SOCS3 25,93 45 BA 19,6
46 SOCS1 26,88 46 SOCS3 22,69 46 BA 16,58
47 SOCS1 27,24 47 SOCS3 24,65 47 BA 17,89
48 SOCS1 24,84 48 SOCS3 24,73 48 BA 18,47
49 SOCS1 24,4 49 SOCS3 23,32 49 BA 17,99
50 SOCS1 28,22 50 SOCS3 24,59 50 BA 18,72
51 SOCS1 27,84 51 SOCS3 23,87 51 BA 18,76
52 SOCS1 29,09 52 SOCS3 26,16 52 BA 20,06
53 SOCS1 26,63 53 SOCS3 24,96 53 BA 18,74
54 SOCS1 28,51 54 SOCS3 26,19 54 BA 19,92
55 SOCS1 28,37 55 SOCS3 26,83 55 BA 20,66
56 SOCS1 24,36 56 SOCS3 22,48 56 BA 19,04
57 SOCS1 28,24 57 SOCS3 25,76 57 BA 21,02
58 SOCS1 27,91 58 SOCS3 26,58 58 BA 21,18
59 SOCS1 27,68 59 SOCS3 25,56 59 BA 20,9
60 SOCS1 26,28 60 SOCS3 22,58 60 BA 19,74

Pfaffl metoduna gore, hedef genlerin relative (goreceli) niceliksel Sl¢limii

hesaplanmastir.
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Cizelge 4.4. Hedef genlerin ikinci ¢alisma sonucunda elde edilen goreceli 6l¢iim
degerleri

Ornek Ratios Ornek Ratios
Tot/Ref Tgt/Ref
35-BA; 36-S1 2,01E-03 35-BA; 36-S3 2,78E-02
36-BA; 36-S1 2,00E-03 36-BA; 36-S3 2,57E-02
37-BA; 37-S1 3,01E-03 37-BA; 37-S3 3,50E-02
38-BA; 38-S1 2,81E-03 38-BA; 38-S3 1,81E-02
39-BA; 39-S1 3,38E-03 39-BA; 39-S3 1,19E-02
40-BA; 40-S1 2,43E-03 40-BA; 40-S3 1,18E-02
41-BA; 41-S1 1,53E-03 41-BA; 41-S3 1,35E-02
42-BA; 42-S1 1,14E-03 42-BA; 42-S3 1,25E-02
43-BA; 43-S1 3,00E-03 43-BA; 43-S3 1,29E-02
44-BA;44-S1 3,07E-03 44-BA;44-S3 1,49E-02
45-BA; 45-S1 5,30E-03 45-BA,; 45-S3 1,24E-02
46-BA; 46-S1 7,91E-04 46-BA; 46-S3 1,45E-02
47-BA; 47-S1 1,52E-03 47-BA; 47-S3 9,23E-03
48-BA; 48-S1 1,21E-02 48-BA; 48-S3 1,31E-02
49-BA; 49-S1 1,18E-02 49-BA; 49-S3 2,50E-02
50-BA; 50-S1 1,38E-03 50-BA; 50-S3 1,72E-02
51-BA; 51-S1 1,85E-03 51-BA; 51-S3 2,89E-02
52-BA; 52-S1 1,92E-03 52-BA; 52-S3 1,46E-02
53-BA; 53-S1 4,22E-03 53-BA; 53-S3 1,34E-02
54-BA; 54-S1 2,59E-03 54-BA; 54-S3 1,30E-02
55-BA; 55-S1 4,76E-03 55-BA; 55-S3 1,38E-02
56-BA; 56-S1 2,50E-02 56-BA; 56-S3 9,16E-02
57-BA; 57-S1 6,73E-03 57-BA; 57-S3 3,74E-02
58-BA; 58-S1 9,41E-03 58-BA; 58-S3 2,37E-02
59-BA; 59-S1 9,14E-03 59-BA; 59-S3 3,96E-02
60-BA; 60-S1 1,08E-02 60-BA; 60-S3 0,1401
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4.1.1.3. Ugiincii calisma tam niceliksel dl¢iim

Amplifikasyon agamasinda 6rnek ve referans genlerin 465-510 nm floresan

araliginda esik degerine girdikleri dongiiler saptanmistir.
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39,222
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@ 31,222
8 27,22
v 23222
%’ 19,222
15,222
£ 11.222]
E 7,222
3,222
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5 10 15 20 25 30 35 40 45
dongiiler
— A1:61s0c81 — A2:62s0c81 — A3:63s0cs1 — A4:64s0cs1 — AS: 65 socst ASB: 66 socs
— AT: 67 socs1 AB: 68 socs1 — AS:69socs1 — A10: 70 secs1 — A11: 71 socs1 A12: 72 socst
— B1: 73socs1 — B2: 74socs1 — B3:75socs1 — B4: 76 socs1 — BS: 77 socsi B6: 78 socs1
— B7: 79 socs1 B8: 80 socs1 — B9: 81 socs1 — B10: 82 socs1 — B11: 83 socs1 B12: 84 socs1
— C1:85s0cs1 — C2:86socs1 — C3:87socs1 — C4:88socs1 — C5: 89 socsi C6: 90 socs1
— D1:61s0c83 — D2:62s0cs3 — D3:63socs3 — D4:64socs3 — DS: 65s0cs3 D6: 66 socs3
— D7: 67 socs3 D8: 68 socs3 — D9:69socs3 — D10: 70 socs3 — D11: 71 socs3 D12: 72 socs3
— E1:73s0cs3 — E2:74s0cs3 — E3:75s0cs3 — E4: 76s0ocs3 — ES: 77 socs3 E6: 78 socs3
— E7: 79 socs3 E8: 80 socs3 — E9:81socs3 — E10: 82 socs3 — E11: 83 socs3 E12: 84 socs3
— F1:85s80c83 — F2:86s0cs3 — F3:87socs3 — F4:88s0cs3 — F5: 89 socs3 F6: 90 socs3
—F7:90 3A F8:89BA —~9:83BA —F10:87BA — F11: 8 BA “12: 85BA —G1:61BA — G2:62BA
—G3:63BA — G4:64BA — G5 65BA G6: 66 BA — G7:67BA 58 68BA —G9%:69BA — G1(:70 BA
—G11: 71 BA G12: 72BA — 41 73EA —H2: 7434 —F3:75BA — 44 T5EA —HS5: 1734 H6: 78 BA
—H7: T9BA F8:80BA — 49 81EA —H'0:82BA — F11: 83 BA 412: 34 BA

Sekil 4.3. Hedef ve referans genlerin esik degerine girdikleri dongiiyii gosteren
amplifikasyon egimi (BA: Beta Aktin, S1: SOCS-1, S3: SOCS-3)

465-510 nm floresan araliginda 6rneklerin ve referans genin absolut (tam)

niceliksel esik degerleri (CP) dl¢lilmiistiir.
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Cizelge 4.5. Ornek ve referans genlerin {iciincii ¢alisma sonucunda elde edilen tam

niceliksel esik degerleri (CP)

Ornek CP Ornek CP| Ornek CP
61 SOCS1 28,03| 61 SOCS3 25,79 61 BA 19,28
62 SOCS1 25,38 | 62 SOCS3 24,06 62 BA 18,76
63 SOCS1 26,79| 63 SOCS3 24,71 63 BA 18,89
64 SOCS1 27,25| 64 SOCS3 25,75 64 BA 20,92
65 SOCS1 26,84 | 65 SOCS3 24,26 65 BA 18,22
66 SOCS1 26,92| 66 SOCS3 26,23 66 BA 19,16
67 SOCS1 26,7| 67 SOCS3 26,23 67 BA 19,7
68 SOCS1 37,22| 68 SOCS3 35,05 68 BA 28,62
69 SOCS1 36,88 | 69 SOCS3 34,88 69 BA 32,01
70 SOCS1 37,29| 70 SOCS3 35,06 70 BA 28,55
71 SOCS1 0| 71SOCS3 35,49 71 BA 33,07
72 SOCS1 28,83 | 72 SOCS3 27,73 72 BA 26,69
73 SOCS1 33,24| 73 SOCS3 31,71 73 BA 29,84
74 SOCS1 37,79| 74 SOCS3 34,92 74 BA 31,07
75 SOCS1 37,8| 75S0OCS3 35,27 75 BA 28,2
76 SOCS1 30,5| 76 SOCS3 29,38 76 BA 28,19
77 SOCS1 25,26 | 77 SOCS3 24,5 77 BA 24,18
78 SOCS1 29,38| 78 SOCS3 28,36 78 BA 28,04
79 SOCS1 35,61| 79 SOCS3 33,77 79 BA 28,36
80 SOCS1 38,49 | 80 SOCS3 34,04 80 BA 29,1
81 SOCS1 40| 81 SOCS3 35,29 81 BA 31,59
82 SOCS1 37,76 | 82 SOCS3 34,13 82 BA 28,3
83 SOCS1 39,29| 83 SOCS3 36,09 83 BA 30,94
84 SOCS1 37,92| 84 SOCS3 33,7 84 BA 26,77
85 SOCS1 37,32| 85 S0CS3 33,12 85 BA 27,14
86 SOCS1 40| 86 SOCS3 35,15 86 BA 28,54
87 SOCS1 36,53 | 87 SOCS3 33,42 87 BA 26,3
88 SOCS1 40| 88 S0OCS3 36,18 88 BA 31,19
89 SOCS1 38,99| 89 SOCS3 34,83 89 BA 30,99
90 SOCS1 35,27 | 90 SOCS3 33,6 90 BA 31,71

Pfaffl metoduna gore, hedef genlerin relative (goreceli) niceliksel Sl¢limii

hesaplanmastir.
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Cizelge 4.6. Hedef genlerin tiglincii calisma sonucunda elde edilen goreceli 6l¢lim

degerleri

Ornek Ratios Ornek Ratios
Tot/Ref Tgt/Ref
61-BA; 61-S1 2,32E-03 61-BA; 61-S3 1,10E-02
62-BA; 62-S1 1,01E-02 62-BA; 62-S3 2,52E-02
63-BA; 63-S1 4,17E-03 63-BA; 63-53 1,76E-02
64-BA; 64-S1 1,24E-02 64-BA; 64-S3 3,52E-02
65-BA; 65-S1 2,55E-03 65-BA; 65-S3 1,52E-02
66-BA; 66-S1 4,59E-03 66-BA; 66-S3 7,40E-03
67-BA; 67-S1 7,81E-03 67-BA; 67-S3 1,08E-02
68-BA; 68-S1 2,58E-03 68-BA; 68-S3 1,16E-02
69-BA; 69-S1 3,41E-02 69-BA; 69-S3 0,1366
70-BA; 70-S1 2,34E-03 70-BA; 70-S3 1,10E-02
71-BA; 71-S1 0 71-BA; 71-S3 0,1869
72-BA; 72-S1 0,2271 72-BA; 72-S3 0,4879
73-BA; 73-51 9,48E-02 73-BA; 73-S3 0,2734
74-BA; 74-S1 9,51E-03 74-BA; 74-S3 6,91E-02
75-BA; 75-S1 1,29E-03 75-BA; 75-S3 7,44E-03
76-BA; 76-S1 0,2011 76-BA; 76-S3 0,4393
77-BA; 77-S1 0,4743 77-BA; 77-S3 0,7989
78-BA; 78-S1 0,3951 78-BA; 78-S3 0,801
79-BA; 79-S1 6,57E-03 79-BA; 79-S3 2,35E-02
80-BA; 80-S1 1,49E-03 80-BA; 80-S3 3,27E-02
81-BA; 81-S1 2,96E-03 81-BA; 81-S3 7,69E-02
82-BA; 82-S1 1,42E-03 82-BA; 82-S3 1,76E-02
83-BA; 83-S1 3,07E-03 83-BA; 83-S3 2,80E-02
84-BA; 84-S1 4,39E-04 84-BA; 84-S3 8,20E-03
85-BA; 85-S1 8,64E-04 85-BA; 85-S3 1,58E-02
86-BA; 86-S1 3,56E-04 86-BA; 86-S3 1,02E-02
87-BA; 87-S1 8,29E-04 87-BA; 87-S3 7,17E-03
88-BA; 88-S1 2,23E-03 88-BA; 88-S3 3,13E-02
89-BA; 89-S1 3,92E-03 89-BA; 89-S3 7,01E-02
90-BA; 90-S1 8,47E-02 90-BA; 90-S3 0,2702
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4.1.1.4. Dordiincii ¢alisma tam niceliksel 6l¢iim

Amplifikasyon asamasinda 6rnek ve referans genlerin 465-510 nm floresan

araliginda esik degerine girdikleri dongiiler saptanmaistir.
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dongiiler

— A1:91s0cs1 — A2:92socs1 — A3:93socs! — A4:94s0cs1 — AS: 95socsi AB: 96 socs1
— AT: 97 socs1 A8:98socs1 — A9: 99 socsi — A10: 100 socs1 — A11: 101 socs1 A12: 102 socs1
— B1: 103 socs1 — B2: 104 socs1 — B3:105socs1 — B4: 106 socs1 — BS: 107 socs1 B6: 108 socs1
— B7: 109 socs1 B8: 110 socs1 — B9: 111 socs1 — B10: 112 socs1 — B11: 113 socs1 B12: 114 socs1
— C1:115socs1 — C2: 116socs1 — C3: 117 socs1 — C4: 118 socs1 — C5: 119 socs1 C6: 120 socs1
—D1:91s0c83 —D2:92socs3 —D3:93socs3 —D4:94socs3 — D5:95so0cs3 D$6: 96 socs3
— D7: 97 socs3 D8:98 socs3 — D9: 99 socs3 — D10: 100 socs3 — D11: 101 socs3 D12: 102 socs3
— E1:103s0cs3 — E2: 104 socs3 — E3: 105s0cs3 — E4: 106 socs3 — ES: 107 socs3 E6: 108 socs3
— E7: 109 socs3 E8: 110 socs3 — E9: 111 socs3 E10: 112 s0cs3 — E11: 113 socs3 E12: 114 socs3
— F1:115s0c83 — F2:116s0cs3 — F3:117socs3 — F4:118s0cs3 — F5: 119 socs3 F6: 120 socs3
— F7: 120 BA F8:1193A —F9:118BA — F10: 117BA — F11:116 BA F12: 115BA — G1: 91BA
—G2:92BA —G3:93EA —G4:94BA — G5 95BA G6:96BA — G7:97BA G8: 98 BA
—G9:99BA — G10:100BA — G1°: 101 BA G12: 102 BA — H1: 103BA. — H2: 104 BA — H3: 105EA
— H4:106 BA — HS: 107 BA H6: 108 BA — H7:109BA H8: 110 BA — H3:111 BA - H10: 112BA
— H11: 113 BA H12: 114 BA

Sekil 4.4. Hedef ve referans genlerin esik degerine girdikleri dongliyii gésteren
amplifikasyon egimi (BA: Beta Aktin, S1: SOCS-1, S3: SOCS-3)

465-510 nm floresan araliginda 6rneklerin ve referans genin absolut (tam)

niceliksel esik degerleri (CP) dl¢iilmiistiir.

46



Sevgi, H.2012. Sitokin Sinyal Baskilayicilart (SOCS) Olan SOCS-1 ve SOCS-3 Gen Ifade Diizeylerinin Orak Hiicre Anemili

Hastalarda Arastiriimas, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

Cizelge 4.7. Ornek ve referans genlerin dérdiincii ¢alisma sonucunda elde edilen tam
niceliksel esik degerleri (CP)

Ornek CP Ornek CP Ornek CP
91 SOCS1 31,69 91 SOCS3 30,19 91 BA 30,36
92 SOCS1 30,5 92 SOCS3 29,23 92 BA 28,55
93 SOCS1 33,87 93 SOCS3 29,59 93 BA 26,75
94 SOCS1 36,96 94 SOCS3 34,75 94 BA 29,14
95 SOCS1 37,94 95 SOCS3 37,78 95 BA 33,8
96 SOCS1 30,71 96 SOCS3 29,22 96 BA 29,05
97 SOCS1 35,99 97 SOCS3 35,07 97 BA 33,24
98 SOCS1 34,1 98 SOCS3 32,77 98 BA 33,1
99 SOCS1 32,57 99 SOCS3 31,06 99 BA 31,2
100 SOCS1 36,8 100 SOCS3 36,25 100 BA 32,63
101 SOCS1 39,38 101 SOCS3 36,07 101 BA 30,17
102 SOCS1 36,32 102 SOCS3 35,45 102 BA 29,81
103 SOCS1 32,88 103 SOCS3 31,18 103 BA 30,04
104 SOCS1 37,17 104 SOCS3 34,19 104 BA 28,62
105 SOCS1 37,63 105 SOCS3 33,11 105 BA 28,16
106 SOCS1 36,81 106 SOCS3 34,06 106 BA 28,58
107 SOCS1 35,38 107 SOCS3 33,77 107 BA 28,88
108 SOCS1 36,12 108 SOCS3 34,76 108 BA 30,78
109 SOCS1 31,66 109SOCS3 30,35 109 BA 27,93
110 SOCS1 37,58 110SOCS3 35,04 110 BA 28,28
111 SOCS1 36,43 111 SOCS3 33,52 111 BA 27,39
112 SOCS1 37,49 112 SOCS3 35,54 112 BA 29,23
113 SOCS1 36,31 113 SOCS3 32,69 113 BA 27,98
114 SOCS1 36,52 114 SOCS3 35,46 114 BA 28,91
115 SOCS1 37,3 115 SOCS3 37,87 115 BA 33,43
116 SOCS1 29,89 116 SOCS3 28,09 116 BA 26,75
117 SOCS1 37,4 117 SOCS3 36,02 117 BA 31,98
118 SOCS1 32,93 118 SOCS3 31,17 118 BA 30,63
119 SOCS1 25,9 119 SOCS3 25,09 119 BA 24,29
120 SOCS1 35,46 120 SOCS3 32,25 120 BA 27,64

Pfaffl metoduna gore, hedef genlerin relative (goreceli) niceliksel Slglimii

hesaplanmastir.
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Cizelge 4.8. Hedef genlerin dordiincii calisma sonucunda elde edilen goreceli 6l¢lim

degerleri

Ornek Ratios Ornek Ratios
Tgt/Ref Tgt/Ref
91-BA; 91-S1 0,3972 91-BA; 91-S3 1,129
92-BA; 92-S1 0,2579 92-BA; 92-S3 0,6245
93-BA; 93-51 7,18E-03 93-BA; 93-53 0,1398
94-BA; 94-S1 4,44E-03 94-BA; 94-S3 2,04E-02
95-BA; 95-S1 5,67E-02 95-BA; 95-S3 6,34E-02
96-BA; 96-S1 0,3169 96-BA; 96-53 0,8862
97-BA; 97-S1 0,1487 97-BA; 97-S3 0,2817
98-BA; 98-S1 0,4986 98-BA; 98-53 1,253
99-BA; 99-S1 0,3845 99-BA; 99-53 1,095
100-BA; 100-S1 5,56E-02 100-BA; 100-S3 8,15E-02
101-BA; 101-S1 1,68E-03 101-BA; 101-S3 1,67E-02
102-BA; 102-S1 1,10E-02 102-BA; 102-S 2,01E-02
103-BA; 103-S1 0,1394 103-BA; 103-S3 0,4536
104-BA; 104-S1 2,68E-03 104-BA; 104-S3 2,11E-02
105-BA; 105-S1 1,41E-03 105-BA; 105-S3 3,23E-02
106-BA; 106-S1 3,34E-03 106-BA; 106-S3 2,24E-02
107-BA; 107-S1 1,11E-02 107-BA; 107-S3 3,37E-02
108-BA; 108-S1 2,48E-02 108-BA; 108-S3 6,34E-02
109-BA; 109-S1 7,55E-02 109-BA; 109-S3 0,1869
110-BA; 110-S1 1,59E-03 110-BA; 110-S3 9,23E-03
111-BA; 111-S1 1,90E-03 111-BA; 111-S3 1,43E-02
112-BA; 112-S1 3,27E-03 112-BA; 112-S3 1,26E-02
113-BA; 113-S1 3,10E-03 113-BA; 113-S3 3,80E-02
114-BA:; 114-S1 5,14E-03 114-BA; 114-S3 1,07E-02
115-BA; 115-S1 6,84E-02 115-BA; 115-S3 4,61E-02
116-BA; 116-S1 0,113 116-BA; 116-S3 0,394
117-BA; 117-S1 2,33E-02 117-BA; 117-S3 6,08E-02
118-BA; 118-S1 0,2031 118-BA; 118-S3 0,6895
119-BA; 119-S1 0,3266 119-BA; 119-S3 0,5747
120-BA; 120-S1 4,42E-03 120-BA; 120-S3 4,08E-02
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4.1.1.5. Besinci ¢aligma tam niceliksel 6l¢iim

Amplifikasyon agamasinda 6rnek ve referans genlerin 465-510 nm floresan

araliginda esik degerine girdikleri dongiiler saptanmistir.
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dongiiler
— A1: 140 socs1 — A2 141s0c81 — A3 142s0cs1 — Ad: 143 s0cs1  — AS: 144 socs AB: 145 socst
— AT: 146 socs1 AB: 147 socs1 — A9: 148 socs1  — A10: 149 socs1 — A11: 150 socs1 A12: 151 socsi
— B1: 152 socs1 — B2: 153 s0ocs1 — B3: 154 socs1 — B4: 155s0cs1 — BS: 156 socs1 B6: 157 socs1
— B7: 158 socs1 B8: 159 socs1 — B9: 160 socs1 — B10: 161 socs1 — B11: 162 socs1 — B12: 163 socs1
— C1: 164 socs1 — C2: 165s0cs1 — C3:166socs1 — C4: 167 socs1 — C5: A2 socs1 C6: A6 socs1
— D1: 140 socs3 — D2: 141 socs3 — D3:142s0cs3 — D4: 143 socs3  — DS: 144 socs3 D6: 145 socs3
— D7: 146 socs3 D8: 147 socs3 — D9: 148 socs3  — D10: 149 socs3 — D11: 150 socs3 D12: 151 socs3
— E1:152s0cs3 — E2: 153s0cs3 — E3: 154 socs3 — E4: 155s0c83 — ES: 156 socs3 E6: 157 socs3
— ET7: 158 socs3 E8: 159 socs3 — E9: 160 socs3 — E10: 161 socs3 — E11: 162 socs3 E12: 163 socs3
— F1: 164 socs3 — F2: 165s0cs3 — F3: 166 s0cs3 — F4: 167 socs3 — F5: A2 socs3 F6: A6 socs3
— F7: A6 BA F8: A2BA —F9:167BA — F10: 166 BA — F11: 165 BA F12: 164 BA — G1: 140 BA
— G2:141BA — G3:142BA — G4:143BA — G5:144BA G6: 145BA — G7:146 BA G8: 147 BA
— G9: 148 BA — G10: 149BA — G11: 150 BA G12: 151 BA — H1: 152BA — H2: 153 BA — H3: 154 BA
— H4; 155 BA — HS: 156 BA H6: 157 BA — H7: 158 BA H8: 159 BA — H9:160 BA — H10:161BA
— H11: 162 BA H12: 163 BA

Sekil 4.5. Hedef ve referans genlerin esik degerine girdikleri dongiiyii gosteren

amplifikasyon egimi (BA: Beta Aktin, S1: SOCS-1, S3: SOCS-3)

465-510 nm floresan araliginda 6rneklerin ve referans genin absolut (tam)

niceliksel esik degerleri (CP) dl¢lilmiistiir.
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Cizelge 4.9. Ornek ve referans genlerin besinci ¢alisma sonucunda elde edilen tam

niceliksel esik degerleri (CP)

Ornek CP Ornek CP| Ornek CP
121 SOCS1 34,84 121 SOCS3 32,13 121 BA 25,99
122 SOCS1 33,59 122 SOCS3 314 122 BA 27,3
123 SOCS1 35,81 123 SOCS3 31,74 123 BA 28,26
124 SOCS1 34,31 124 SOCS3 33,09 124 BA 29,39
125 SOCS1 36,81 125 SOCS3 34,99 125 BA 29,27
126 SOCS1 34,97 126 SOCS3 34,16 126 BA 28,55
127 SOCS1 34,58 127 SOCS3 35,63 127 BA 31,22
128 SOCS1 34,55 128 SOCS3 0 128 BA 26,83
129 SOCS1 33,4 129 SOCS3 35,99 129 BA 28,67
130 SOCS1 35,3 130 SOCS3 33,3 130 BA 30,99
131 SOCS1 33,79 131 SOCS3 36,4 131 BA 34,03
132 SOCS1 34,89 132 SOCS3 36,58 132 BA 28,3
133 SOCS1 31,84 133 SOCS3 30,13 133 BA 30,1
134 SOCS1 33,86 134 SOCS3 31,49 134 BA 25,74
135 SOCS1 27,75 135 SOCS3 26,82 135 BA 24,71
136 SOCS1 34,04 136 SOCS3 31,97 136 BA 26,66
137 SOCS1 33,37 137 SOCS3 36,16 137 BA 29,1
138 SOCS1 33,67 138 SOCS3 35,97 138 BA 28,75
139 SOCS1 33,3 139 SOCS3 34,2 139 BA 27,21

Pfaffl metoduna gore, hedef genlerin relative (goreceli) niceliksel dl¢iimii

hesaplanmustir.
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Cizelge 4.10. Hedef genlerin besinci ¢alisma sonucunda elde edilen goreceli 6l¢lim

degerleri

Ornek Ratios Ornek Ratios
Tgt/Ref Tgt/Ref
121-BA; 121-S1 2,17E-03 121-BA; 121-S3 1,42E-02
122-BA:; 122-S1 1,28E-02 122-BA; 122-S3 5,83E-02
123-BA; 123-S1 5,33E-03 123-BA; 123-S3 8,99E-02
124-BA; 124-S1 3,31E-02 124-BA; 124-S3 7,69E-02
125-BA; 125-S1 5,36E-03 125-BA; 125-S3 1,90E-02
126-BA; 126-S1 1,17E-02 126-BA; 126-S3 2,05E-02
127-BA; 127-S1 9,75E-02 127-BA; 127-S3 4,70E-02
128-BA; 128-S1 4,73E-03 128-BA; 128-S3 0
129-BA; 129-S1 3,78E-02 129-BA; 129-S3 6,24E-03
130-BA; 130-S1 5,05E-02 130-BA; 130-S3 0,2024
131-BA; 131-S1 1,182 131-BA; 131-S3 0,1937
132-BA; 132-S1 1,04E-02 132-BA; 132-S3 3,23E-03
133-BA; 133-S1 0,2989 133-BA; 133-S3 0,9842
134-BA; 134-S1 3,60E-03 134-BA; 134-S3 1,86E-02
135-BA; 135-S1 0,1214 135-BA; 135-S3 0,2321
136-BA; 136-S1 6,00E-03 136-BA; 136-S3 2,52E-02
137-BA; 137-S1 5,19E-02 137-BA; 137-S3 7 50E-03
138-BA; 138-S1 3,31E-02 138-BA; 138-S3 6,70E-03
139-BA; 139-S1 1,46E-02 139-BA; 139-S3 7,86E-03
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4.1.1.6. Altinci ¢alisma tam niceliksel 6l¢tim

Amplifikasyon asamasinda 6rnek ve referans genlerin 465-510 nm floresan

araliginda esik degerine girdikleri dongiiler saptanmaistir.

o
4
=
=
a
]
=
I
o
w
=1
o
&
N
=
oy
o

dongiiler

— A1:121 socs1 — A2:122socs1 — A4: 124 socs1 — AS: 125 socs1 AB: 126 socs1 — AT: 127 socsi

A8: 128 socs1 A10: 130 socs1 — A11: 131 socsi A12: 132 socs1 — B1: 133 socs1 — B2: 134 socs1
— B3:135s0cs1 — B4: 136 socs1 — BS: 137 socs1 B6: 138 socs1 — B7:139socs1 — B11: 129 socs1
— C1:121s0c83 — C2: 122s0c83 — C3:123s0c83 — C4: 124 s0ocs3 — C5: 125 s0cs3 C6: 126 socs3
— C7: 127 socs3 C8: 128 socs3 — C9: 129 socs3 C10: 130 socs3 — C11: 131 socs3 C12: 132 socs3
— D1:133 s0cs3 — D2: 134 socs3 — D3:135s0c83 — D4: 136s0cs3 — DS: 137 socs3 D6: 138 socs3
— D7: 139 socs3

— E1:121BA —E2:122BA —E3:123BA —E4:124BA —ES 125BA E6: 126 BA — ET: 12T BA
E8: 128 BA —E9:129BA — E10:130 BA — E11: 131 BA E12: 132BA — F1:133 BA — F2: 134BA
— F3:135BA —F4:136BA — F5:137BA F6:138 BA — F7.139 BA

Sekil 4.6. Hedef ve referans genlerin esik degerine girdikleri dongiiyii gdsteren
amplifikasyon egimi (BA: Beta Aktin, S1: SOCS-1, S3: SOCS-3)

465-510 nm floresan araliginda orneklerin ve referans genin absolut (tam)

niceliksel esik degerleri (CP) dl¢lilmiistiir.
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Cizelge 4.11. Ornek ve referans genlerin altinc1 calisma sonucunda elde edilen tam
niceliksel esik degerleri (CP)

Ornek CP Ornek CP Ornek CP
140 SOCS1 30,19 | 140 SOCS3 29,01 140 BA 27,69
141 SOCS1 35,59 | 141 SOCS3 34,18 141 BA 29,01
142 SOCS1 34,68 | 142 SOCS3 33,56 142 BA 29,23
143 SOCS1 36,07 | 143 SOCS3 33,74 143 BA 27,99
144 SOCS1 35,94 | 144 SOCS3 34,56 144 BA 28,7
145 SOCS1 33,97 | 145 SOCS3 32,71 145 BA 26,2
146 SOCS1 35,28 | 146 SOCS3 33,05 146 BA 27,43
147 SOCS1 29,84 | 147 SOCS3 26,17 147 BA 23,79
148 SOCS1 27,64 | 148 SOCS3 26,3 148 BA 25,16
149 SOCS1 30,61 | 149 SOCS3 27,63 149 BA 23,58
150 SOCS1 28,77 | 150 SOCS3 27,58 150 BA 25,27
151 SOCS1 31,36| 151 SOCS3 28,84 151 BA 22,06
152 SOCS1 27,24 | 152 SOCS3 25,17 152 BA 19,95
153 SOCS1 29,63 | 153 SOCS3 26,96 153 BA 20,07
154 SOCS1 26,81 | 154 SOCS3 23,2 154 BA 19,01
155 SOCS1 27,49 | 155 SOCS3 25,68 155 BA 19,9
156 SOCS1 27,68 | 156 SOCS3 25,52 156 BA 19,38
157 SOCS1 27,45| 157 SOCS3 25,33 157 BA 18,87
158 SOCS1 31,55| 158 SOCS3 28,66 158 BA 22,52
159 SOCS1 29,58 | 159 SOCS3 25,4 159 BA 19,84
160 SOCS1 29| 160 SOCS3 24,18 160 BA 20
161 SOCS1 27,84 | 161 SOCS3 21,16 161 BA 18,53
162 SOCS1 30,04 | 162 SOCS3 26,24 162 BA 20,86
163 SOCS1 28,79 | 163 SOCS3 24,1 163 BA 19,82
164 SOCS1 29,8 | 164 SOCS3 27,65 164 BA 20,64
165 SOCS1 30,77 | 165 SOCS3 28,02 165 BA 22,71
166 SOCS1 29,83 | 166 SOCS3 27,58 166 BA 21,31
167 SOCS1 30,79 | 167 SOCS3 28,51 167 BA 21,88

Pfaffl metoduna gore, hedef genlerin relative (goreceli) niceliksel 6l¢iimi

hesaplanmustir.
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Cizelge 4.12. Hedef genlerin altinc1 ¢alisma sonucunda elde edilen goreceli 6l¢iim

degerleri

Ornek Ratios Ornek Ratios
Tgt/Ref Tgt/Ref
140-BA; 140-S1 0,1762 140-BA; 140-S3 0,3995
141-BA.; 141-S1 1,04E-02 141-BA; 141-S3 2,76E-02
142-BA; 142-S1 2,29E-02 142-BA; 142-S3 4,97E-02
143-BA; 143-S1 3,70E-03 143-BA; 143-S3 1,86E-02
144-BA; 144-S1 6,58E-03 144-BA; 144-S3 1,72E-02
145-BA; 145-S1 4,58E-03 145-BA; 145-S3 1,10E-02
146-BA; 146-S1 4,35E-03 146-BA; 146-S3 2,04E-02
147-BA; 147-S1 1,51E-02 147-BA; 147-S3 0,1925
148-BA; 148-S1 0,1788 148-BA; 148-S3 0,4532
149-BA; 149-S1 7,62E-03 149-BA; 149-S3 6,03E-02
150-BA; 150-S1 8,86E-02 150-BA; 150-S3 0,2016
151-BA; 151-S1 1,59E-03 151-BA; 151-S3 9,12E-03
152-BA; 152-S1 6,40E-03 152-BA; 152-S3 2,69E-02
153-BA; 153-S1 1,33E-03 153-BA; 153-S3 8,48E-03
154-BA; 154-S1 4,50E-03 154-BA; 154-S3 5,48E-02
155-BA; 155-S1 5,21E-03 155-BA; 155-S3 1,83E-02
156-BA; 156-S1 3,16E-03 156-BA; 156-S3 1,41E-02
157-BA; 157-S1 2,61E-03 157-BA; 157-S3 1,14E-02
158-BA; 158-S1 1,92E-03 158-BA; 158-S3 1,42E-02
159-BA; 159-S1 1,17E-03 159-BA; 159-S3 2,12E-02
160-BA; 160-S1 1,95E-03 160-BA; 160-S3 5,52E-02
161-BA; 161-S1 1,58E-03 161-BA; 161-S3 0,1614
162-BA; 162-S1 1,72E-03 162-BA; 162-S3 2,39E-02
163-BA; 163-S1 2,00E-03 163-BA; 163-S3 5,15E-02
164-BA; 164-S1 1,75E-03 164-BA; 164-S3 7,74E-03
165-BA; 165-S1 3,74E-03 165-BA; 165-S3 2,51E-02
166-BA; 166-S1 2,72E-03 166-BA; 166-S3 1,30E-02
167-BA; 167-S1 2,08E-03 167-BA; 167-S3 1,01E-02
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4.1.2. Hasta Gruplarinin Degerlendirilmesi

Pfaffl modeline uygun olarak, gercek zamanli PZR’nda uygulamalar
arasindaki goreceli ifade oranlar1 karsilastirilarak Delta-Delta CT metodu

olusturulmustur [62, 92].

R — 2_(ACP drnek —ACH kontrol )

ve

R _ 2—AACP

Bu metoda gore, referans gene karsilik istenilen genin verimliligi

belirlenmektedir.
Kendi ¢alismamizda SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin orak hiicre anemisi ve

kriz hastalarmin iizerindeki etkinligini 6lgmek iizere, delta-delta CT metodu

uygulanmstir.
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Cizelge 4.13. OHA hastalarmin SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin AACT ve 27447
sonugclari

S0C51 S0C53
OHA HASTASI ACT | AACT |2 —AaCT ACT | AACT |2 —AACT
kontrol 6.43 0 1 kontrol 491 0 1
230CE1| 9098 3.3 0,09 2 8B0CE3 477 014 1.10
630CE1) 880 241 0,19 3 80CE3 62 129 041

1380Cs1| 739 o0m 0.33 1350C83| 541] 03 0,71
1480CS1| 8096 248 0.18 1450C83| 481 0.1 1,07
2380Cs1| 017 631] 7934 23socss| 883 3e2 007
2650Cs1| 793 147 036 2650Cs3| 643 154 034
3350CS1| 8.96] 248 0.18 3380C83| 517 o026 084

38 30C51| 548 2 023 38 30CS53 3,77 0,36 0.33
3 E50CEL] 821 173 0.30 39 30CE3 6,30 148 0,36
43 80Cs1| 838 1.9 027 43 BOCE3 6,07 116 043

50S0CS1| o3| 302 012| s0S0CS3| 587 026 051
5250CS1| 203 255 0.17 52 SOCS3 61| 1.18] 044
s4s0cs1| 838 211 023 5480C83| 627 136 039
s3socsl| 771 123 0.43 5380C83| 617 126 042
5850CS1| 673 023 084  5850CS3 54 o049 o7
ses0csl| 678 03 0.81 59S0CS3| 466 025 1.19
61SOCS1| 873 227 021 61 SOCS3|  6.51 16| 033
6250CS1| 662 014 0.91 62 SOCS3 53| 038 0.6
6350CS1| 78| 142 37 63S0CS3| 582 001 0,33
6450CS1| 633 015 1.11 64S0CS3| 483 008 1.06
63s0Cs1| 862 214 0.23 63S0CS3| 604 113 0.46
66 SOCS1| 7.76] 128 0.41 66 S0CS3| 707 2.16] 022
67 SOCS1 | 032 070 67s0Cs3| 633 162 033
63 SOCS1| 86| 212 0.23 68 SOCS3| 643 152] 033
60S0CS1| 487 -161 3.03 60S0CS3| 287 -2.04] 411
70S0CS1| 874 226 021 T0S0CS3| 6.1 1.6 33
TESOCS1| 134| -5.14] 35.26] 78S0CS3| 242| 248 362
79s0cs1| 725 077 059 79socss|  032] 459 2408
80s0Cs1| o398 291 0.13 80S0CS3| 341 05 0,71
8150Cs1| 841 193 026] s150Cs3| 494 003 0.98
8350CS1| 833 187 027 83 SOCS3 37| -121] 231
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Cizelge 4.13. (devam)

S0CS51 S0C53

OHA HASTASL ACT | AACT (2 -aaCT ACT | AACT |2 —AACT
kontrol 6,48 0 1 kontrol 491 1
24 BOCE1) 11,15 4467 0,04 24 BOCS3 3,13 024 0,83
36 B0C51| 1146 408 0,03 26 B0OCS3 6,93 202 025
87 BOCS1| 1023 3,73 0,07 87 BOCS3 6,61 1.7 031
28 50C51) 8.381 233 0,20 28 S0OC53 712 221 022
82 S0C51 195 433 23,10 02 S0OCS3 499 0,08 0,95
106 SOC51| 823 1,75 0,30 106 S0OCS3 068 423 18,77
107 S0OC51 6.3 0.02 0.99 107 S0OCS3 548 057 0.67
108 SOCS1| 554 -114 220 108 SOCS3 488 002 1.01
109 580Cs81 3,73 -273 6,73 109 50CSE3 308 093 .91
110 50C51 g3 282 014 110 80C33 2421 249 3.62
111 50C51 904 256 017 111 80C33 6,76 1.85 0,28
113 80C51) 387 -261 6.11 113 80C33 6,13 1.22 0,43
118 S0OC51 23] 418 1813 118 SOC33 444 047 1.39
12650CE51| 642 006 1.04 126 S0OCS3 054 437 20,68
127 80CS81| 336 -312 8.69 127 80OCS3 361 0.7 0.62
128 SOC51) 7,72 1.24 0.42 128 SOCS3 441 0.5 141
120 50C51 473 -1,73 i3 120 B0CSE3 132 241 0,19
130 80C81| 451 -2.17 450 130 80C33 231 2.6 6.06
131 80C81| 024 672 10542 131 80OC33 237 254 382
132 50C51| 6,39 011 093 132 80C33 828 3,37 010
133 S0C51 .74 474 26,72 133 S0OC33 003 488 2045
136 SOC51| 738 09 054 136 S0OCS53 331 04 076
138 S0OCS1| 492 -136 295 138 S0OCS3 722 231 0.20
139 80CS1| 609 039 1.31 139 S0CS3 6,99 208 024
141 B0C51| 6,58 0.1 0,93 141 B0OCS3 3,17 026 0,84
142 50C81 543 -103 204 142 B0OC33 433 038 1.49
143 50CS1| 8.08 1.6 0,33 143 B0OC33 3,73 0.84 0,356
144 50C51) 724 076 0359 144 S0OC33 3.86 095 032
143 80C81| 7,77 1,29 041 143 BOC33 6,51 1.6 0,33
146 SOCS1|  7.83 1.37 0,39 146 S0OCS3 362 0,71 0,61
147 80C51| 605 043 1,35 147 SOCS3 238 233 3,78
148 SOCS1| 248 4 1600 148 SOCS3 114 -377 13.64
149 50C51 703 053 0,68 149 B0CSE3 4051 086 1.82
130 80C51 35| -2.93% 7.89 130 80C33 231 2.6 6.06
131 80C51 g3 282 014 131 80OC33 6,78 1.87 027
132 80C51| 729 0.81 0,57 132 B0OC33 322 031 0,81
133 80C51| 936 3,08 0,12 133 80OC33 6,89 1,98 025
134 B0OC51 7.8 1.32 0.40 134 SOC33 419 072 1.65
133 80OC51| 739 111 0.46 133 B0OCS3 3,78 087 0,55
136 S0OC51 8.3 1.82 028 136 SOCS3 6,14 1.23 0.43
137 80C51| 8358 2.1 0,23 137 BOCSE3 646 1,53 0,34

57



Sevgi, H.2012. Sitokin Sinyal Baskilayicilart (SOCS) Olan SOCS-1 ve SOCS-3 Gen Ifade Diizeylerinin Orak Hiicre Anemili
Hastalarda Arastirimas:, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

Cizelge 4.14. Kriz hastalarinin SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin AACT ve 27447
sonuglari

S0CSs1 S0CS3

KERIZ ACT | AACT |2 -aaCT ACT | AACT |2 —AACT]

kontrol 6,483 ] 1 kontrol 49 0 1

1 30CS51 .33 2.87 0,14 180C83| 481 0.1 1.07

4 850C81] 1003 3,57 0.08 4 80C83| 3,78 -1.13 2.19

3 80CS51 1.35 1.07 0,48 5 80CS3 3.3 -1.41 2.66

g S0CS51 8.33 1.83 028 & S0CS53| 452 0,39 1.31
18 S0OCS1| 13,03 ) 0.0 18 S0CS83| 1192 m 0.01
22 80C51 028 2,78 0.15 22 80CS83| 8,18 3.27 0,10
51 80CS51 o.08 26 0,16 5180C53] 311 02 0,87
33 80CS1 789 1.41 0,38 33 80C83| 622 1.31 0,40
o0 S30CS51 336 292 1.37 o) S0OCS3| 189 -3.02 3.1
o8 S0CS51 1| -3.48) 44463 88 SOCS3| 033 -524 3779
89 S0CS51 1,37 311 3434 9% SOCS3| 0,14 -3,08) 3313
100 SOCS1 417 231 496 100 SOCS3| 362 -12% 245
101 SOCS1 o1 2,73 0.15 101 S0OCS3 59 0,99 0,30
114 50CS1 761 1,13 0.46 114 SOCS3| 633 1.64 0,32
121 30CS1 8.35 237 0,19 121 80CS3| 6,14 1,23 0,43
134 30CS1 8.12 1.64 a2 134 8OCS3| 3,73 0.34 0,36
158 S0CS1 803 2,55 0.17 158 8OCS3| 6,14 1.23 0.43
159 S0CS1 074 326 0,10 159 SOCS3| 3,36 0.63 0,64
160 SOCS1 g 252 0.17 160 SOCS3| 4,18 0,73 1.66
161 SOCS1 231 2.83 0,14 161 SOCS3| 263 228 436
162 S0OCS1 0.18 2.7 0.15 162 SOCS3|  3.38 047 0,72

163 S0CS1| 887 249 0.8 163 SOCS3| 428 063 135
164 SOCS1|  ©.16| 2.68| 0.6 164 SOCS3| 701 21| 023
165 SOCS1|  8.06] 158 33 163 SOCS3| 531 04| 076
166 S0Cs1| 852 204 024 166 SOCS3| 627| 136] 039
167s0Cs1|  ss1| 243 019 167 50CS3| 663 172] 030
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Cizelge 4.15. Kontrol grubunun SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin AACT ve 27447
sonugclari

S0OCs] S0CSs3
KONTROL GRUBU| ACT | AACT |2 —AACT |KONTROL GRUBU| ACT | AACT |2 —AACT
kontrol ortalama 6,48 0 1| kontrol ortalama 491 0 1
3 30CE1 3.19 1.711 0.31 3 B0CSHS 342 031 0.7
T 30C51 167 1.19 044 TR0CHS 3’4 -1.17 223
3 30C51 T24 0.76 0,39 8 80CSE3 442 040 14
10 50Cs1 G35 287 0.14 10 S0OCS3 6.32 1.61 0.33
1180cs1| 657 0,09 0,94 11 SOCS3 54 049 0.71
1280cs1| 809 161 33 12 SOCS3 557 066 0.63
31 80CE1 3,27 -3.21 0235 31 80CE3 3,36 -1.533 2,93
32 830CE1 3.7 223 021 32 530C83 3.38 047 072
33 30C51 7 052 0.7 33 530C83 430 0,52 1.43
34 30C81 7.93 1.3 0.33 34 530C83 6,12 1.21 043
36 30C81 8.97 249 0.13 36 530C83 8.97 4 06 006
37 80C81 8.38 1.9 027 37 80C83 8.38 34T 009
4030Cs1| 868 22 0.22 40 30CS3 868 377 007
4180Cs81] 933 287 0,14 41 830CS3 035 444 0,05
42 80C51 078 0.1 42 80CS3 073 4.87 0,03
44 30CE1 8.33 1.87 027 44 BOCE3 8.33 i 009
43 3OCE1 1.36 1.08 047 43 BOCE3 1.36 2.63 0.16
48 30CS1 10,3 3,82 0.07 44 30OCSE3 10.3 3,39 0.02
47 30CS1 833 287 0.14 47 B0OCSE3 833 444 0.03
48 30C51 6.37 40,11 1.08 48 80OCS3 6.37 1.46 036
950Cs81] 641 007 1,05 49 30CS3 6.41 15 0.35
s6socs1| 332 -L16 223 56 SOCS3 532 o041 0.75
5780Cs1] 722 0.74 0.6 57 S0CS3 722 231 02
60 S30CE1 6.34 0,06 0,96 G0 S0CE3 6,34 1.63 0,32
72 80CE1 214 434 2025 T2 80C8E3 1.04 -3.87 14.62
73 830C51 34 =308 3.46 73 580C83 1.87 =304 322
T4 30C81 6,72 024 0.83 T4 50C83 383 -1.06 2.08
73 830C81 24 312 0.12 73 80C83 707 216 022
78 80C81 231 417 18 T8 S0C83 1.19 -3,72 13,18
77 S0CS1 1,08 S54] 0222 77 SOCS3 032 430 2408
8250Cs1| 946 298 0.13 82 50CS3 583 092 0.53
83 80CE1 10,18 3,7 0,08 85 80CS3 5,08 1.07 0,43
30 530CE1 3 1.32 0.33 30 50C83 384 -1.07 21
a1 30C51 1.33 -53.13 33,51 a1 50C83 017 -3.08 33,82
@3 30C51 T.12 064 064 @3 50C83 2584 =207 42
o4 S30CS1 782 1.34 0.4 04 50C83 3.61 0.7 0.62
45 S0C81 414 -2.534 .06 85 S0C83 3,93 0,93 .91
06 SOCS1 166 482 28.25 06 SOCS3 017 474 2872
o7s0Cs1| 2,75 -3.73 13.27 97 SOCS3 183 -3.08 8.46
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Cizelge 4.15. (devam)

50CS1 S0CS3
KONTROL GRUBU ACT|  AACT|2 —AACT |KONTROL GRUBU|  ACT| AACT|2 —AaCT
kontrol ortalama 6,48 0 1| kontrol ortalama 491 0 1
102 50CS1 6,31 0,03 0,98 102 50CS3 564 0.73 0.6
103 S0CS1 2584 -3.64 12,47 103 30CSE3 1.14 3,77 13,64
104 50CS1 B35 2.07 024 104 SOCS3 5.57 0.66 0.63
105 SOCS1 047 209 0,13 103 S30CS3 495 0,04 0,97
112 80C81 826 1.78 020 112 S0CS3 6,31 14 0,38
113 80CS51 8,33 1.83 028 113 30CS3 47 02 1.13
116 S0CS1 .14 33 10,13 116 SOCS3 134 357 11,38
117 S0CS51 342 -1.06 208 117 30CSE3 404 0,87 1.83
119 50C%1 1.61 487 2024 119 S0CS3 08l 411 1727
120 SOCS1 T.82 1.34 0.4 120 30CS3 461 03 1.23
122 80081 g28| 019 1.14 122 S0CS3 41 08 1.75
123 50Cs51 1.533 L.07 048 123 30CSE3 348 -1.43 2.69
124 50CS1 402 136 203 124 S0CS3 3.7 121 23
125 50C51 7,34 1.06 048 123 30CSE3 3,72 0,81 0,57
135 80081 3 -3, 10,85 135 S0CS3 211 28 6,96
137 50C51 427 221 463 137 30CSE3 T.06 215 023
140 80CS1 23 3,08 13,78 140 S0CS3 132 -390 12,04

Cizelge 4.16. Hasta ve kontrol gruplarinin AACt degerleri bakimindan SOCS-1 ile
SOCS-3 gen ifadelerinin karsilastirilmasi

Socsl (n=153) Socs3 (n=153)
Medyan Medyan
Min-Max [%25-75 percentil] Min-Max [%25-75 percentil] p**

Kriz 2.46 0.43
(n=26) | -5.48-6.55 [1.34-2.74] -5.24 - 7.01 [-1.17 - 1.32] <0.001

Orak
Hitcre 1.23 0.70
(n=71) | -6.72-4.98 [-0.43 - 2.14] -4.88 — 3.92 [-0.47 - 1.54] 0.009

0.58 0.44
Kontrol
(n=56) | -5.40-3.82 [-2.67 — 1.89] -5.08 - 5.39 [-1.52 — 1.58] 0.516
p* 0.005 0.600

*Kruskal Wallis
**\Wilcoxon t test
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Cizelge 4.17. Hasta ve kontrol gruplarimin 274" glgiimleri bakimindan SOCS-1 ile
SOCS-3 gen ifadelerinin karsilastirilmasi

Socsl (n=153) Socs3 (n=153)
Medyan Medyan
Min-Max [%25-75 percentil] Min-Max [%25-75 percentil] p**
Kriz 0.18 0.74
(n=26) | 0.01-44.63 [0.15-0.40] 0.01-37.79 [0.40-2.25] 0.017
Orak 0.43 0.62
Hiicre
(n=71) | 0.03-105.42 [0.23-1.35] 0.07-29.45 [0.34-1.39] 0.221
0.67 0.73
Kontrol
(n=56) 0.07-42.22 [0.27-6.42] 0.02-33.82 [0.33-2.87] 0.182
p* 0.005 0.604

*Kruskal Wallis
**Wilcoxon t test

4.1.3.Hematolojik bulgular

Hasta ve kontrol grubunun hematolojik bulgularinin ortalama degerleri Tablo

4.18’de gosterilmistir. Bu ¢aligmadaki hasta ve kontrol grubunun hematolojik tetkik

sonuglari karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Kontrol grubunda Hb, Hct, WBC,

PLT ve CRP degerleri normal sinirlarda olup gruplar arasinda herhangi bir fark tespit

edilmezken, OHA ve kriz hastalarinda, hemoglobin ve hematokrit miktar1 daha

diisiik seyrederken WBC, PLT ve CRP degerleri kontrol grubuna gore daha ytiksek

bulunmustur.

Cizelge 4.18. Hasta ve kontrol grubunun WBC (White Blood Cell), HBG
(Hemoglobin), HCT (Hematokrit), PLT (Platelet) ve CRP (C-Reactive Protein)

sonuglar1
Kontrol Grubu Orak Hiicre Anemisi | Kriz Hastas1

(n=56) (n=73) (n=26)
WBC (x107/L) 8,70 12,54 12,36
HBG (g/dl) 12,7 8,54 8,21
HCT (%) 34,6 24,59 23,95
PLT(x10°%/L) 366 478 480
CRP (mg/L) 2,6 7,18 28,63
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4.1.4. Istatistiksel Analiz

Bu calismada hasta ve kontrol gruplarindan elde edilen RNA 6rneklerinin
cDNA sentezi ve niceliksel es zamanli RT-PZR 6lciimii ¢alisilmistir. Istatistiksel
analizler i¢in SPSS v. 11.5.1 ve MedCalc v. 12.1.4 paket programlar1 kullanilmistir.
Bu analizde hasta gruplar1 ve kontrol grubunun karsilastirilmasinda Kruskal Wallis
testi, ayni bireylere ait SOCS-1 ve SOCS-3 gen ifadelerinin karsilastirilmasinda ise

Wilcoxon t testi kullanilmistir. o anlamlilik diizeyi 0.05 olarak alinmustir.

SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin ifadelerinin ortalama AACT ve 2-24¢T
degerleri hasta ve kontrol gruplari arasinda karsilastirilmistir. SOCS-1 gen ifadesinin
AACt degerleri bakimindan, kriz grubunun orak hiicre anemisi ve kontrol grubundan
anlamli derecede yiliksek oldugu sonucu elde edilmistir (p=0.005). SOCS-3 gen
ifadesi bakimindan, kriz hastasi, orak hiicre anemisi ve kontrol gruplarinin

karsilastirilmasinda istatistiksel anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05).
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4.2. TARTISMA

Bu caligmada, OHA’nin, SOCS-1 ve SOCS-3 gen ifadeleri ile iliskisi olup
olmadiginin ortaya konulmasi hedeflendi. Bu ¢alismaya 73 OHA hasta grubu, 26
krize girmis hasta grubu ve 56 kontrol grubu olmak iizere toplam 155 birey dahil
edildi. SOCS-1 ve SOCS-3 gen ifadesi bakimindan yapilan tiim istatistiksel analizler
155 birey lizerinden yapildi.

OHA ilk defa 1910 yilinda Herrick tarafindan tanimlanmis diinyada en sik
goriilen hemoglobinopatilerden biridir. Nokta mutasyonlar1 sonucu hemoglobin Beta
zincirinin NH2 ucunda 6. aminoasidi olan Glutamin yerine Valin gegmesi ile yani

baz diizeyinde GAG yerine GTG gelmesi ile olusan hematolojik bir hastaliktir [1].

Inflamasyon, organizmanin zararli ve yabanci yikici etkilere karsi verdigi,
birgok hiicre ve aracilarin karistigi dogal bir savunma mekanizmasidir. Ateroskleroz,
miyokard infarktiisii, romatoid artrit, yenidogan akciger hastaligi, sepsis, menenjit
gibi ciddi hastaliklarin patogenezinde &nemli yere sahiptir [93]. Inflamatuvar
reaksiyonlarda, o bolgede salinan aracilarin etkisiyle kizariklik, sislik, 1s1 artigi, agr1
ve fonksiyonlarda azalma semptomlar1 ortaya ¢ikmaktadir. Inflamasyon
reaksiyonlarinda nétrofiller, makrofajlar, sitokinler, (IL-1, IL-6, IL-8 ve TNF-a gibi)
akut faz reaktanlar1 (CRP, SAA, fibrinojen), trombositler ve endotel hiicreleri gibi
pek ¢ok araci rol almaktadir [93].

JAK’lar hiicre icinde ¢oziiniik halde veya hiicre zarinin i¢ yiizeyine zayif
baglanan protein kinazlardir. JAK lar sitokinin alic1 proteinine baglanmasindan sonra
islevsel hale gelir ve alici proteinin hiicre i¢i bdlgelerine yapisarak alict proteinin
diger alt birimlerinin tirozin amino asid kalintilarin1 fosforile eder. Bu fosforillenmis
tirozin kalintilar1 SH2 bolgesini ihtiva eden diger uyarict molekiillerin baglanmasini

saglar. Boylece muhtelif interlokin tip sitokinler alici proteinlerine baglanarak
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JAK’lart ¢eker, JAK’lar alic1 protein alt birimlerinin tirozin kalintilarin1 fosforile
ederek STAT gibi gen ifadesi diizenleyici molekiillerin alic1 protein hiicre ici alt

birimlerine baglanmasini saglar [94].

SOCS ailesinin timii SH2 domeni ve C ucuna yakin yerlesik SOCS kutusu
(SOCS-box) adli segmente sahip, sekiz farkli molekiilden ibarettir [95-96]. SOCS-1
geninin sadece SOCS kutusunun uzaklastirildigi fare deneylerinde, denek farenin
SOCS-1'i timiiyle uzaklastirilmis fare ile benzer fenotipi gostermesi sebebiyle
SOCS-1 kutusunun sitokin sinyal iletiminin diizenlenmesinde 6nemli bir role sahip

oldugu anlasilmistir [97].

SOCS-3, SOCS ailesinin en iyi tanimlanmis {i¢iincii molekiiliidiir. SOCS-3
sahip oldugu SH2 domeni ile Janus kinazlarin etkinlik bolgesine baglanarak kinaz
etkinligini engelleyen, dolayisiyla sitokin sinyal iletimini baskilayan bir proteindir.
SOCS-3, SOCS-1'e KIR (Kinase Inhibitory Region) bdlgesi igermesi ve immiin
sistemin organlarinda ifade edilmesi gibi yapisal benzerlikler gostermektedir. Ancak
bu iki molekiil islev mekanizmalar1 yoniinden biiylik farkliliklar gostermektedir:
SOCS-1 JAK inhibisyonunu JAK'a baglanarak gosterirken, SOCS-3 JAK'in
etkinligini ancak gerektigi kadar gp130 gibi alicilarin varliginda inhibe etmektedir
[95].

Ernst ve arkadaslar1 [98] STAT baglama bolgeleri cikarilarak mutasyona
ugratilmis ve gpl30 STAT bolgesi olmayan karboksil ucuna sahip fareler
tiretmislerdir. gpl30 STAT farelerinde gastrointestinal iilser ve kronik sinovit
karakterli ciddi bir eklem hastaligi, kikirdak metaplazi ve eklem kikirdaginin
bozuldugu goriilmiistiir. Sinoviyal hiicrelerin LIF/IL-6 sitokin familyasina asiri
mitojenik duyarliligi, gp 130 sinyallerini sinirlayan STAT aracili SOCS-1
indiiksiyonunun bozulmasindan dolay1 gp130-aracili SHP-2/Ras/Erk aktivasyonuna
neden olmustur. Bu veri dokulardaki SOCS-1 indiiksiyonunun inflamasyon i¢in

duyarl oldugunu gostermektedir [70, 98].
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Bu ¢aligmada OHA ve kriz hastalar1 ayr1 ayr1 olmak tizere kontrol grubuyla
karsilastirildi. Buna bagli olarak hasta krize girdiginde hangi bulgularinin degistigi
gozlemlendi. M.S. Gongalves ve arkadaslar1 [99] tarafindan yapilan ¢alismaya
benzer olarak bu tez ¢aligmasindaki hasta ve kontrol grubunun hematolojik tetkik
sonuglar1 karsilastirmali olarak degerlendirildi. OHA hastalar1 ve kontrol gruplari
karsilastirildiginda Hb, Hct degerlerinin hasta grubunda daha diisiik oldugu fakat
WBC, PLT ve CRP degerlerinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu bulundu.
Benzer sekilde kriz hastalar1 ve kontrol gruplart karsilastirildiginda Hb, Hct
degerlerinin kriz grubunda daha diisiik oldugu fakat WBC, PLT ve CRP degerlerinin
kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu goriildii. Kriz grubu ve OHA hastalar
karsilagtirildiginda ise kriz grubunda Hb, Hct degerlerinin OHA hastalarina gore
daha diisiik oldugu WBC, PLT ve CRP degerlerinin daha yiiksek oldugu goriildii.
Hastalar krize girdiginde inflamasyon bulgular1 artmistir ve buna bagli olarak da

WBC, PLT ve CRP degerlerinde kontrol ve hasta grubuna oranla artis gozlenmistir.

Calismada, genlerin ifadesinin 6l¢iimii niceliksel es zamanli RT-PZR yontemi
kullanilarak Light Cycler 480 II cihazi ile yapildi. SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin
ifade diizeylerini belirlemek icin 27" %" €T formiilii kullamldi. Hasta ve kontrol

gruplarinin AACt ve 2" degerleri hesapland.

SOCS-1 olgtimlerinin AACt degerleri bakimindan hasta ve kontrol gruplari
karsilastirildiginda kriz grubunun; OHA ve kontrol grubundan anlamli derecede
yiiksek oldugu sonucu elde edildi. SOCS-3 6l¢limleri bakimindan herhangi bir fark
bulunmadi. Orak hiicre anemisinin gidisat: esnasinda kriz donemine giren hastalarda
SOCS-1 gen ifadesi artmistir. Bu sonuglara dayanarak, SOCS-1 geninin

inflamasyona bagli olarak artabilecegi soylenebilir.

SOCS-1 &lgiimlerinin 2" degerleri bakimindan hasta ve kontrol gruplari
karsilastirildiginda kriz grubunun; OHA ve kontrol grubundan anlamli derecede
diisiik oldugu sonucu elde edildi. SOCS-3 6l¢timleri bakimindan herhangi bir fark
bulunmadi. Bu verilerin 1s1ginda SOCS-1’in, SOCS-3’e gore orak hiicre agrili krizde
agr kontroliinde daha etkin olabilecegi sdylenebilir.
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Bu c¢alismada niceliksel es zamanli RT-PCR yontemi sonucunda SOCS-3
geninin amplifikasyon dongiisiine SOCS-1 geninden daha dnce girdigi goriilmiistiir.
Yani SOCS-3 geninin, SOCS-1 genine gére daha 6nce ifade edildigi tespit edilmistir.
OHA hastalar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda SOCS-1 ifadesinin kontrol
grubuna gore azaldigr fakat SOCS-3 ifadesinde herhangi bir degisiklik olmadig:
sonucu elde edilmistir. Kriz hastalarinin SOCS-1 ifadesinin kontrol grubu ve OHA
hastalarina gore ¢ok diisiik oldugu fakat SOCS-3 ifadesinde herhangi bir degisiklik
olmadig1 gozlenmistir. Hasta krize girdiginde inflamasyon bulgularinin artmasi

sonucu SOCS-1 ifadesi azalmistir.

Yapilan ¢alismalarda agrili krizler sirasinda C-reaktif protein (CRP), al-
glikoprotein ve transferin seviyesinin arttigi belirlenmistir. Ayrica yapilan degisik
caligmalarda inflamatuvar sitokinlerden tiimor nekrotizan faktor-alfa (TNF-a),
interlokin-lalfa (IL-1a), interlokin-6 (IL-6), interlokin-8 (IL-8), histamin ve
l6kotrien-B4’{in serum diizeylerininin artis gosterdigi saptanmistir [20]. Pathare ve
arkadaglar1 [4] yaptig1 ¢alismada, orak hiicre hastaligi olup agrili kriz ile bagvuran
hastalarda TNF-a ve IL-6’nin normal Kisilere gore belirgin olarak arttigini ve
inflamatuvar aracilarin orak seklini almis eritrositlerin damar endoteline yapismasini
artirarak kan akimini bozdugu ve iskemik ataklara neden oldugunu bildirmislerdir

[4].

Agrili  krizdeki hastalarda inflamatuvar ve proinflamatuvar sitokin
diizeylerinin arastirildigi ¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir. Michaels ve arkadaslar
[100] yaptig: ¢alismada, agrili krizde substans P ve IL-8 diizeylerinin belirgin olarak
arttigint ancak TNF-a diizeyinde degisiklik olmadigini bulmuglardir [100]. Benzer
olarak yapilan bir ¢aligmada, agrili krizde endotelin-1 ve prostaglandin E2 (PGE2)
diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigi; TNF- o, IL-1, -6, -8, -10
diizeylerinde artis olmadig: tespit edilmistir [101]. Agrili kriz hastalarinda 6zellikle
IL-8’in serum seviyesinin anlamli olarak arttigi gosterilmistir. Yapilan iki ¢alismada
IL-8’in normal hasta gruplarina gére anlamli olarak arttigi ve oraklasan eritrositlerin
damar endoteline yapismasina neden olarak agrili krizi baslatici faktor oldugu tespit
edilmistir [99-100-101-102].
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CRP inflamasyonun genel bir géstergesi olarak tanimlanir. CRP diizeyindeki
artis daha 6nce OHA hastalarinda bildirilmistir [103-104]. Bu c¢alismada benzer
sekilde OHA hastalarinin CRP diizeylerinin kontrol grubuna gore oldukg¢a arttigi
goriilmiistiir. Kriz hastalarinin CRP diizeyleri ise, kontrol grubu ve OHA hastalarina
gore daha fazla artmustir. Cilinkii kriz hastalarinda inflamasyon bulgular1 artmis ve
buna bagl olarak CRP diizeyleri de yiikselmistir. Buradan orak hiicre anemisinde
Ozellikle hastalarin krize girdigi donemde CRP diizeylerinin yiiksek oldugu sonucuna

ulasilabilir.

Platt ve arkadaslar1 [105] 16kosit sayisinin artigsinin orak hiicre anemisinin
siddetinde 6nemli bir risk faktorii oldugunu gostermistir. Orak hiicre anemisi olan
tiim bireylerin ayn1 globin gen mutasyonuna sahip olmasina ragmen, hastaligin klinik
siddeti bireylere gore farklilik gosterir. Ornegin, hastaligin en yaygm klinik bulgusu
agrili krizdir ve yilda 0 ile 10°dan daha fazla tekrar meydana gelebilir [105]. Aym
zamanda 16kosit sayisi da hastaligin siddeti i¢cin ¢ok Snemli bir risk faktoriidiir.
Yiiksek 10kosit sayist olan hastalarin geng yasta 6lme olasiligi daha yiiksektir.
Lokosit sayisinin artist sessiz beyin infarkt gelisimi igin de bir risk faktortidiir [106].
Artan 16kosit sayisi devam eden kronik inflamasyonu yansitir ya da verilen bir
uyarana karst inflamatuvar yanit gelistirme egilimi gosterir. Bu c¢alismada,
inflamasyon nedeniyle hastaneye basvuran kriz hastalarinin 16kosit sayilarinin
kontrol grubuna gore oldukca yiiksek oldugu gézlenmistir. Orak hiicre anemisinde
inflamasyon bulgularinin artmasi ve hastalik siddetinin ilerlemesi durumunda 16kosit
sayist artmigtir. Lokosit sayisindaki artis tiim hastalarda ayni oranda gozlenmemistir.
Bu da orak hiicre anemisinin siddetinin bireylere gére degisebilecegini gosterir. Buna
bagli olarak, bu durumu Platt ve arkadaslarinin g¢alismalarindaki bulgular ile
iliskilendirmek miimkiin olabilir [105].

Yapilan bir ¢alismada SOCS-3 geni silinmis farelerde IL-6 uyaris1 sonucunda
STAT-1 ve STAT-3 aktivasyonunun uzadigi tespit edilmistir [107]. SOCS-3
eksikliginde inflamasyon siddetlenmektedir. SOCS-3 eksikligi sonucu Graniilosit
Koloni Uyaric1 Faktor (G-CSF)’lin etkisi artmakta, buna bagli olarak nétrofil hiicre
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cogalmast ve hayatta kalma siiresinin de arttig1 tespit edilmistir. Hepatoselliiler
karsinomada SOCS-1 promotor bdlgesinin hipermetilasyon ile baskilanip
ekspresyonunun azaldigi gozlenmistir [108]. SOCS-1’in azalmasi hipermetilasyon

disinda SOCS-1 gen silinmeleri, mutasyonlar1 ya da polimorfizmlere bagli olabilir.

OHA inflamatuvar bir hastalik oldugu i¢in diger inflamatuvar hastaliklarla
iliskilendirilmistir. Daha once Ivashkiv ve Tassiulas’in yaptig1 calismada SOCS
genlerinin artrit iizerine etkileri aragtirilmistir [83]. mBSA/IL-1 (metillenmis BSA)
akut bir artrittir. Miyeloid hiicreler tarafindan eklemlerin tutulumu, pannus,
inflamasyon ve doku yikimi gibi yonleriyle RA’ya (Romatoid artrit) benzer. SOCS-
17 ve IFN-yﬁlﬁ knockout fareler kullanilarak SOCS-1’in rolii agiklanmigtir. SOCS-1
eksikliginde artritin siddeti artmis fakat gidisatinda bir degisiklik olmamistir [77,
109-110]. mBSA/IL-1 artritin gidisat1 sirasinda; aktif nod T hiicrelerinde,
fibroblastlarda, lenfositlerde ve sinoviyal makrofajlarda SOCS-1 geninin ifade
edildigini gézlemlemislerdir. Bu sonuglara dayanarak mBSA/IL-1 artrit modelinde,
SOCS-1’in akut artritin 6nemli bir negatif diizenleyicisi oldugunu tespit etmislerdir.
SOCS-3’1in ise sinoviyal makrofajlarda ve fibroblastlarda asir1 ifade edildigi zaman
artriti baskilayabilecegini belirtmislerdir. Artrit siddetinin degismesinde, sinoviyal
inflamasyonda sinyal iletimi ¢apraz diizenleme ve geri-bildirim inhibisyonunda
SOCS-1’in 6nemli bir rolii oldugunu gostermislerdir. Hastaligin siddeti arttiginda
yani hastalar krize girdiginde inflamasyon bulgular1 artar. Bu c¢alismada kriz
hastalarinda SOCS-1 ifadesinin azalmasi, SOCS-1 geninin inflamasyonla iliskili
oldugunu gostermistir. Buna bagli olarak, bu durumu Ivashkiv ve Tassiulas’nin

calismalarindaki bulgular ile iliskilendirmek miimkiin olabilir [83].

SOCS-3"1in ileri diizeyde ifadesi alerjik yanitlari artirabilir ¢linkii son yapilan
bir ¢alismada transgenik SOCS-3 ifadesinin T hiicrelerinde T1 gelisimini engelledigi
T2 gelisimini ise artirdi@i goriilmistiir [111]. T hiicrelerinde SOCS-3 ifadesinin artig1
atopik dermatit ve astim gibi alerjik hastaliklarin siddeti ile iliskilidir. T
hiicrelerindeki SOCS-3 seviyelerindeki degisim otoimmiin inflamatuvar hastaliklarin
tedavisinde Th1/Th2 dengesinin diizenlenmesinde yardimci olabilir [91]. RA fare
modellerinde SOCS-3’iin asir1 ifadesi adenoviriis ile engellenebilir [87]. SOCS-1 ve
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SOCS-3 ifadesindeki azalma antisens RNA tedavisi ile kullanilarak, obez diabetik
farelerde insiilin  duyarlilign  gelistirilmis ve karaciger yaglanmasi ile

hipertrigliseridemide iyilesme saglanmistir [91].

Daha Once yapilan bir ¢alismada [112] SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin ifadesi
hepatoselliiler karsinoma’da (HCC) arastirilmistir. Calisma sonucunda SOCS-1’in
HCC’nin gelisimi ve/veya ilerlemesini engelledigini ¢iinkii HCC hiicrelerinde
SOCS-1 ifadesinin 6nemli derecede azaldigii tespit etmislerdir. SOCS-1 ifadesinin
azalmasinin doku hasar1 ve inflamasyonu artirabilecegi sonucuna ulagmislardir.
SOCS-1 ifadesinin arttig1 gibi SOCS-3 ifadesinde de HCC hiicrelerinde azalma
gozlemlemislerdir. SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin malignitelerin gelisimi ve

ilerlemesinde yer alabilecegi sonucuna ulasmiglardir [112].

Immiin diizenleyici islevlerin biiyiik bir kisminda SOCS-1’in inflamatuvar
hastaliklarin patolojisinde rol oynadigi goriilmektedir [91]. Otoimmiin artritli
sicanlarda SOCS-1 eksikliginde eklem inflamasyonu ve tahribatta ciddi oranda artis
olmustur [82-83]. Wong ve arkadaslar1 [113] akut IL-1 bagimli artrit modeli
kullanarak eklem inflamasyonunu ortaya c¢ikarmiglardir. Bu inflamasyonlar
hematopoetik ve endotelyal hiicre boéliinmesinde SOCS-3’ten yoksun farelerde T
hiicreleri, osteoklastlar ve makrofajlarin aktivasyonun artmasiyla karakterize edilir
[113]. Egan ve arkadaslari, IFNy ve SOCS-1’den yoksun farelerde artrit siddetinin
arttigini gostermislerdir [82].

Yamana ve arkadasglarinin yaptig1 ¢aligmada [89] RA’l1 hastalardan alinan
kan Orneklerinde gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu sonrasinda CD4" T
hiicrelerinde kontrol hiicrelerden daha ytiksek seviyede SOCS-1 fakat daha diisiik
seviyede SOCS-3’¢ rastlanilmistir [89]. Aksine, De Hooge ve arkadaslart [90]
zimosan uyarimli artrit modelinde SOCS-1 ve SOCS-3 gen ifadelerini
aragtirmiglardir. Semi-kantitatif RT-PCR ile WT (wild-type) farelerinde zimosan
uyarimli artritin 14. giiniinde inflamasyonlu eklemlerde SOCS-1 gen ifadesinin
arttig1 gosterilmistir. Inflamasyonlu sinoviyal dokulardaki STAT-1 aktivasyonu da
ayni anda gerceklesmistir. Aksine SOCS-3 gen ifadesi zimosan uyarimli artritin 7. ve
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14. giiniinde artmistir. Bu da STAT-3 aktivasyonu ile ayn1 zamanda gerceklesmistir.
STAT-1" farelerindeki artritin siddetlenmesine SOCS proteinlerinin neden
olabilecegi sonucuna ulagilmistir. Buna dayanarak STAT-17" ve WT fareleri
arasindaki sinoviyal SOCS-1 ve SOCS-3 ifadelerini karsilastirmislardir. STAT-17
farelerinin inflamasyonlu eklemlerinde SOCS-1 ifadesinin azaldigini, aksine SOCS-3
ifadesinin ise STAT-1"7" farelerinde degismedigini gdrmiislerdir. Zimosan uyarimli
artrit esnasinda inflamasyonun kontroliinde STAT-1’in 6nemli bir rolii oldugu
sonucuna ulasmislardir. STAT-17" farelerindeki SOCS-1 ifadesinin azalmasi 20z
ontinde bulundurularak SOCS-1’in artritin kontrolinde yardimci bir gen

olabilecegini ortaya ¢ikarmislardir [90].

Bu tez ¢alismasinda, OHA hastalar1 ve kriz hastalarinin SOCS-1 ifadesi
kontrol grubuna goére azalmistir, SOCS-3 ifadesi ise degismemistir. Bu sonuglar De
Hooge ve digerlerinin [90] calismalarindaki bulgulart desteklerken, Yamana ve
digerlerinin [89] calismalarindaki bulgular1 desteklememektedir. RA’l1 hastalarda ve
zimosan uyarimli artrit modelinde farkli SOCS ifadesi sonuglarinin elde edildigi
goriilmektedir. Buradan farkli inflamatuvar hastaliklarda degisik SOCS ifadesi
sonuglariin hiicre tipleri veya dokularina bagli olarak degisebilecegi sonucu

cikarilabilir.

Bu ¢alismada, SOCS-1 geninin OHA’nin gidisatinda 6nemli bir rol oynadigi
sonucuna varilabilir. Ozellikle kriz hastalarinin SOCS-1 gen ifadesi, OHA hastalari
ve kontrol grubuna gore daha da azalmistir. Bu da SOCS-1 geninin inflamasyonla
iligkili oldugunu gosterir. Cilinkii kriz hastalarinda inflamasyon bulgular1 arttikca
SOCS-1 gen ifadesi azalmistir. Burada olasilikla SOCS-1 geni kriz hastalarinda
inflamasyonu azaltic1 yonde etki yapmistir. SOCS-3 gen ifadesinde degisiklik

gozlenmemesi ise, OHA nin SOCS-3 geni ile iligkisinin olmadigin gosterir.

SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin uygun zamanda uygun hiicrelerde ifade
edilmesi inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde yeni yaklasimlar getirebilir. OHA nin
gidisat1 esnasinda meydana gelen inflamasyon, gen ifade diizeylerini etkileyebilir. Bu
calisma ile SOCS-1 gen ifade diizeyindeki azalisin, OHA ile bir iligkisinin oldugunu
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ortaya koymaktadir. Sonu¢ olarak OHA’nin ilerlemesinde 6nemli olan SOCS-1 ve
SOCS-3 genlerinin ifade diizeyleri konusunda arastirmalarin devaminin gerekliligini
ortaya koymustur. Bu ¢alisma bu konuda yapilan ilk ¢alismadir. Dolayisiyla bu tez
caligmasi ile baslatmig oldugumuz molekiiler ¢aligma devam ettirilmelidir.

5. SONUC VE ONERILER

Ulkemizde 6zellikle Akdeniz Bélgesi’nde sikca karsilasilan orak hiicre anemili
hastalarin problemlerinin ¢éziimlenmesi ve daha iyi anlasilmasi i¢in arastirmalara
gereksinim vardir. Hasta sayisi artirilarak daha net sonuglar elde edilebilir. Bu

calismada su sonuglar elde edilmistir.

1. OHA grubundaki hemoglobin ve hematokrit ortalama degerleri kontrol
grubundan belirgin olarak diisiik ¢ikmistir. Kriz donemindeki hastalarin ise
hemoglobin ve hematokrit degerlerinin hem kontrol grubu hem de orak

hiicre anemi grubuna gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir.

2. OHA grubundaki WBC, PLT ve CRP ortalama degerleri kontrol grubuna
gore artis gostermistir. Kriz donemindeki hastalarin ise WBC, PLT ve
ozellikle CRP degerlerinin hem kontrol grubu hem de orak hiicre anemi

grubuna gore oldukea arttig1 goriilmistiir.

3. OHA grubunun SOCS-1 gen ifadesi, kontrol grubuna gore azalmistir. Kriz
hastalarindaki SOCS-1 ifadesi ise hem kontrol grubu hem de orak hiicre

anemi grubuna gore oldukc¢a azaldig1 gozlenmistir.

4. OHA ve kriz grubunun SOCS-3 gen ifadesi kontrol grubu ile
karsilastirildiginda herhangi bir degisiklik olmadig tespit edilmistir.

5. Yapilan galigma sonucunda, orak hiicre anemisinin SOCS-1 ve SOCS-3

genlerinden 6zellikle SOCS-1 geni ile iligkili oldugu tespit edilmistir.
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