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OZET

SITOKIN SINYAL BASKILAYICILARINDAN SOCS-1 GEN POLIMORFiZMiNiN ORAK HUCRE
HASTALIGINDA ARASTIRILMASI

Orak Hiicre Hastaligt (OHH) hayati tehdit edebilen akut komplikasyonlar ve cesitli
organlarda kronik hasarlar ile sonuclanabilen otozomal resesif dogustan bir kan hastaligidir.
Orak hiicre hastaligl bolgemiz icin de oldukc¢a 6nemli bir saglik sorunudur. Enflamatuvar bir
hastalik olan OHH’'nin patogenezinde dnemli rol oynadig bilinen sitokin sinyalleri ve baskilayici
proteinleri cesitli hiicre tiplerinde gen ekspresyonunun diizenlenmesi ve kontroliinde rol
almaktadir.

Bu calismada, Bolgemizde bulunan OHH bireylerin genotipik farkliliklarinin belirlenmesi
amaciyla 6ncelikle OHH hastalar1 ve saglikli kontrol gruplarindan kan 6rnekleri alind1 ve DNA
izolasyonu yapildi. Stabil durumdaki hasta ve kriz nedeniyle hastaneye basvuran orak hiicre
anemili 70 birey, ayn1 yas grubundaki 70 saglikli populasyon ile karsilastirlmak amaciyla
yapilan ¢alismada, katilimcilarin SOCS-1 gen lokusu icerisinde yer alan 2 farkli SOCS-1 diizeyinin
tespiti icin PCR ve RFLP ¢alismasi yapilarak (rs11549428, rs33989964) gen dizileri tarandi.

Bu ¢alismada yer alan hasta grubunun, SOCS1 promotér bélgesindeki -1478 CA/del
polimorfizm verileri istatistiksel olarak anlamli bulunurken, ekson2’de bulunan 1335 G/C tek

niikleotit polimorfizmi verilerinde istatistiksel anlamlilik saptanmamistir.

Anahtar Kelimeler: Tek Niikleotit Polimorfizim (SNP), Inflamasyon, Orak Hiicre Hastalig:
(OHH), SOCS-1, Otozomal, Sitokin.

Danmigman: Dog.Dr. A. Ata OZCIMEN, Mersin Universitesi, Biyoloji Ana Bilim Dali, Mersin.



ABSTRACT

THE INVESTIiGATION OF SOCS-1 GENE POLYMORPHiISM FROM CYTOKINE SiGNAL
SUPPRESSORS (SOCS PROTEIN FAMILY) iN SiCKLE CELL DiSEASE

Sickle Cell Disease (SCD) is an autosomal recessive congenital blood disorder that can
result in life-threatening acute complications and chronic damage to various organs. Sickle cell
disease for the area. It's a major health problem. Cytokine signals and repressor proteins, which
play an important role in the pathogenesis of OHH, are regulated and regulated by gene
expression at various cell ends.

In this study, blood samples were taken from SCD patients and healthy control groups
and DNA isolation was performed in order to determine the genotypic differences of SCD
individuals in our region. In a study of 70 patients with stable sickle cell anomalies who were
admitted to the hospital due to the crisis and compared to 70 healthy populations in the same
age group, participants were asked to conduct a study such as the detection of 2 different SOCS-1

levels in the SOCS-1 gene locus (rs11549428, rs33989964) gene sequences were screened.

In the result of the study, the -1478 CA/del polymorphism data on the SOCS1 promoter
region were found to be statistically significant, whereas 1335 G/C single nucleotide

polymorphism data on ekson2 were not statistically significant.

Keywords: Single Niikleotit Polimorfizim (SNP), Inflammation, Sickle Cell Anemia (SCD), SOCS-
1, Autozomal, Cytokine.

Advisor: Assoc. Prof. Dr. A. Ata OZCIMEN, Department of Biology, Universty of Mersin, Mersin.



TESEKKUR

Bana bu ¢alismay1 yapma firsati veren, her konuda destegini eksik etmeyen ve bana karsi
her zaman sabir ve hosgérii ile yaklasan ¢ok degerli hocam Do¢.Dr. Ahmet Ata OZCIMEN’e ve
Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatri Anabilim Dali'ndan ikinci danismanim olan Prof.Dr.
Selma UNAL’a, degerli hocam Prof.Dr. Yasemin KACAR’a ¢ok tesekkiir ederim.

Kan orneklerinin toplanmasinda ve laboratuar calismamiz esnasinda yardimini
esirgemeyen Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatri Anabilim Dal’'nda goérev yapan
calisanlara, laboratuar c¢alisanlarina ve Yiiksek lisans tez c¢alismam siiresince benden
yardimlarim esirgemeyen Mersin Universitesi Tip Fakiiltesinden asistan arkadasim Leyla
ERSOY’a 6zel olarak tesekkiir etmek istiyorum. Ayrica calisma arkadasim Uzm. Bio. Ismail
Ayberk KIRBIYIK ve gece calismalarimda dahi yanimda bulunan Uzm. Bio. Hediye KILIC
arkadasima tesekkiirlerimi borg bilirim.

Benden maddi ve manevi yardimlarini esirgemeyen aileme ve ayrica her zaman bana
destek olan mesai arkadaslarima edecegim tesekkiir hicbir zaman yeterli olmayacaktir.

Desteklerinden dolay: tiim arkadaslarima en icten sevgilerimle tesekkiir ederim.

Bu calisma, Mersin Universitesi Bilimsel Arastirma Fonu tarafindan 2017-2-AP2-2538
numarali proje ile desteklenmistir. Desteklerinden dolay1 BAP birimine tesekkiir ederim.

Vi



ICINDEKILER

Sayfa
IC KAPAK i
ONAY ii
ETIK BEYAN iii
OZET iv
ABSTRACT \%
TESEKKUR vi
ICINDEKILER vii
TABLOLAR DIZINI ix
SEKILLER DIZINI X
KISALTMALAR ve SIMGELER xi
1. GIRIS 1
2. KAYNAK ARASTIRMALARI 4
2.1. Orak Hiicre Hastalig1 4
2.1.1. Orak Hiicre Hastaliginin Prevelans ve Cografi Dagilim 4
2.1.2. Orak Hiicre Hastaliginin Genetik Gegisi 4
2.1.3. Orak Hiicre Hastaliginda Uygulanan Gen Tedavisi Yontemleri 5
2.2. Sitokinler 6
2.3. Sitokin Sinyal Baskilayicilarindan SOCS Protein Ailesi 7
2.3.1. SOCS Proteinlerinin inflamatuvar hastaliklarla iliskisi 9
2.3.2.SOCS Diizeyini Etkileyen Polimorfizmler 10
3. MATERYAL ve YONTEM 12
3.1. Arastirma Populasyonu 12
3.2. Materyal 13
3.2.1. Kullanilan Cihazlar 13
3.2.2. Kullanilan Malzemeler 13
3.3. Yontemler 15
3.3.1. Kan Alimi 15
3.3.2. Kandan DNA Eldesi ve Kalitatif/Kantitatif Analizleri 15
3.3.3. Tam Kan ya da Buffy-Coat’dan DNA Izolasyonu 15
3.3.4. Buffy Coat Eldesi 16
3.3.5. Tek Niikleotid Polimorfizmlerinin Belirlenmesi 16
3.3.5.1. SOCS1 geni Promotor -1478CA/del (rs33989964) Tek Niikleotid Polimorfizmi 16
3.3.5.2.S0CS1 -1335 G/C (11549428) Tek Niikleotid Polimorfizmi 19

Vil



Sayfa

3.3.6. Agaroz Jel Elektroforez Islemi 21
3.3.7. Tek Niikleotid Polimorfizminden Sorumlu Gen Bélgelerinin Tespiti 22
3.4. Istatistiksel Analiz 22
4. BULGULAR VE TARTISMA 23
4.1. Hasta ve Saghkli Kontrol Gruplarinin Genel Ozellikleri 23
4.2. Tek Niikleotit Polimorfizm Sonuglari 23
4.2.1.SOCS1 Geni Promotor -1478 CA/del Tek niikleotit Polimorfizm Sonuglari 23
4.2.2.S0CS1 Geni 1335 G/C Tek niikleotit Polimorfizm Sonuglari 26
4.3. Tartisma 28
5.SONUC ve ONERILER 33
KAYNAKLAR 35
OZGECMIS 40

viii



TABLOLAR DIiZiNi

Sayfa
Tablo 3.1. SOCS1 geni Promotor -1478 CA/del (rs33989964) Tek Niikleotid
Polimorfizmi PZR-RFLP yonteminde kullanilan primer dizileri 17
Tablo 3.2. SOCS1 geni Promotor -1478 CA/del polimorfizmi PZR reaksiyon karisimi 17
Tablo 3.3. SOCS1 geni Promotor -1478 CA/DEL polimorfizmi amplifikasyonunda kullanilan PZR
kosullari 18
Tablo 3.4. SOCS1 geni Promotor -1478 CA/del polimorfizmi RFLP reaksiyon karisimi 18
Tablo 3.5. SOCS1 geni Promotor -1478 CA/del polimorfizmi restriksiyonunda kullanilan RFLP
kosullari 18
Tablo 3.6. SOCS1 ekson2 1335 G/C (rs11549428) Tek Niikleotid Polimorfizmi PZR-RFLP
yonteminde kullanilan primer dizileri 19
Tablo 3.7. SOCS1 geni ekson2 1335 G/C polimorfizmi PZR reaksiyon karisimi 19
Tablo 3.8. SOCS1 geni ekson2 1335G/C polimorfizmi amplifikasyonunda kullanilan PZR
kosullan 20
Tablo 3.9. SOCS1 geni ekson2 1335G/C polimorfizmi RFLP reaksiyon karisimi 20
Tablo 3.10. SOCS1 geni ekson2 1335G/C polimorfizmi restriksiyonunda kullanilan RFLP
kosullari 21
Tablo 4.1. Hasta ve saglikli kontrol gruplarindaki SOCS1 geni promoter -1478 CA/del genotip ve
allel dagilimi 25
Tablo 4.2. Hasta ve saglikli kontrol gruplarindaki SOCS1 geni ekson2 1335 G/C genotip
dagilimi 27




SEKILLER DIiZiNi

Sayfa
Sekil 2.1. Orak hiicre hastaliginda eritrositlerin elektron mikroskopik gérintimiu 1
Sekil 2.2. Orak hiicre hastaliinda nokta mutasyonu olusum semasi 2
Sekil 2.3. Orak hiicre hastaliginnin genetik gecisi. 5
Sekil 2.4. SOCS ailesi iliyelerinin domen yapilari ve adlari 8
Sekil 2.5. SOCS Proteinlerinin Etki Mekanizmasi 9

Sekil 4.1. SOCS1 geni promotor -1478 CA/del tek niikleotid polimorfizminden sorumlu gen
bolgesinin primer spesifik PZR yontemi ile amplifikasyonu sonrasi olusan 250 bg¢’lik bolgenin
%1’lik agaroz jel elektroforez goriintiisi 23
Sekil 4.2. SOCS1 geni promoter -1478 CA/del tek niikleotid polimorfizmi PZR iirlinlerinin Ddel
restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu olusan fragman uzunluklarinin %2’lik agaroz jel
elektroforezi goriintiisii 24
Sekil 4.3. SOCS1 geni promoter -1478 CA/del tek niikleotid polimorfizmi PZR tiriinlerinin Ddel
restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu olusan fragman uzunluklarinin %?2’lik agaroz jel
elektroforezi goriintiisii 24
Sekil 4.4. SOCS1 geni 1335 G/C tek niikleotid polimorfizminden sorumlu gen bdlgesinin primer
spesifik PZR yontemi ile amplifikasyonu sonrasi olusan 439 b¢’lik bélgenin %1’lik agaroz jel
elektroforez goriintiisii 26

Sekil 4.5. SOCS1 geni 1335 G/C tek niikleotid polimorfizminden sorumlu gen bolgesi PZR
tirtinlerinin Hpy188III restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu olusan fragman uzunluklarinin
%2’lik agaroz jel elektroforezi goriintiisii 27




Cengiz COLAK, Yiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

KISALTMALAR ve SIMGELER
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1. GIRIS

Orak Hiicre Hastalign (OHH) hayati tehdit edebilen akut komplikasyonlar ve cesitli
organlarda kronik hasarlar ile sonuclanabilen otozomal resesif dogustan bir kan hastaligidir.

Hastaligin merkezi Afrika olmakla birlikte gocler ile tiim diinyaya yayilim gostermistir [1, 2].

Oraklasan eritrositler kiiciik damarlarda tikaniklik yaparak organ hasarina neden olur.
Kronik hemolitik anemi, tekrarlayan agrili ataklar ve etkilenen organda goriilen islev bozuklugu
hastaligin temel bulgular1 arasinda sayilabilir. Hastaligin gidisati sirasinda olusan akut vazo-

okliizif agrili krizler en sik rastlanan komplikasyonlardir [3].

Gilinimiizde Orak hiicre sendromlu hastalarda yasam siiresi 50-60'l1 yaslara kadar
uzamis olsada ortalama yasam erkeklerde 42, kadinlarda 48 dir. Hastalik nedeni ile yasam

stiresinin kisaldig1 ve yasam kalitesinin diistiigii gortilmektedir [2].

Orak Hiicre Hastaliginda, eritrositlerde Oraklasma mutasyonu;

Sekil 2.1. Orak hiicre hastaliginda eritrositlerin elektron mikroskopik gériintimii [4].

B-hemoglobin geninin 6. Kodonunda bulunan (GAG) adenin yerine timin (GTG) gelmesi
ile hemoglobinin B zincirinin 6. pozisyonundaki glutamik asitle valinin yer degistirmesi sonucu
olusur. Hemoglobin S diisiik oksijen seviyesinde polimerize olarak eritrositin orak seklini
almasina neden olur. Eriyebilirligi azalir, kan akiskanlif1 azalir, orak hiicreler kiiciik kapilleri

gecmek icin gerekli sekil degistirme 6zelliklerini kaybederler [1].
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Normal sifre Mutasyona ugramis
CCT GAG GAG CCT GTG GAG
Hemoglobinsentezgeni 111 111 111
GGA CTC CTC GGA CAC CTC
Mesaja RNAsifresi CCU GAG GAG CCU GUG GAG
Proteinin ilgili bolgesindeki [Pro— Glu — Gl Pro Glu
i I .-
Hemoglobin molekiilii a m
ALYUVAR

Sekil 2.2. Orak hiicre hastaliginda nokta mutasyonu olusum semasi [5].

Hemoglobin (Hb), dokulara oksijeni dagitirken ayni zamanda eritrositin seklini koruma
ve sekil degistirebilme yetenegini saglayan faktordir. Eritrosit icinde yogunlugu yiiksektir.
Insan hemoglobinin de 4 tane polipeptit zinciri ve 4 tane de hem grubu bulunur. Polipeptit
zincirleri 2 tane o ve 2 tane B zincirinden olusur. Eriskinlerde bulunan temel hemoglobin
HbA’dir ve HbA2 miktari ¢ok azdir. Fetal hayat boyunca HbF diizeyi yiiksektir, dogumdan 6 ay
sonra ise HbF yerini yavas yavas HbS’e birakmaya basladiginda hastalik kendini belli eder [6].

Inflamatuvar bir hastallk olan OHH'min patogenezinde o6nemli rol oynadigin
disiindigiimiiz sitokin sinyalleri ve baskilayici proteinleri c¢esitli hiicre tiplerinde gen

ekspresyonunun diizenlenmesi ve kontroliinde rol almaktadir.

Daha once yapilmis arastirmalarda Sitokin sinyal baskilayict SOCS-1, SOCS-2, SOCS-3
ifadesi ile ilgili ti¢ farkli kromozom iizerinde ¢ok sayida tek niikleotit polimorfizimlerinin (SNP)
varligi belirlenmis ve bunlarin populasyonlar arasindaki dagiliminda farkliliklar oldugu
gosterilmistir. SOCS sentezi tizerine artiric1 etki gosteren SOCS-1 gen lokusu igerisinde yeralan
daha 6nce tamimlanmis olan sekiz polimorfizim’in (rs27829, rs188754154, rs182726276,
rs147807471, rs1753383, rs139221703, rs11549428, rs1801729) SOCS-1 diizeyi i¢in
genetik belirte¢ olabilecegi diistincesi calismalarla desteklenmektedir. Ancak, Tiirkiye geneli ve
bolgemizde heniiz SOCS-1 varyasyonlar1 tanimlanmamistir. Bu calismada, orak hiicreli
hastalarda SOCS-1 lokusu rs11549428, rs33989964 dizileri ile taranarak, genetik yatkinlikla
iliskilendirilmistir [7].
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Bu calisma kapsaminda, Bolgemizde bulunan OHH bireylerin genotipik farkliliklarinin
belirlenmesi amaciyla 6ncelikle OHH hastalar1 ve saghkli kontrol gruplarindan kan 6rnekleri

alindi ve DNA izolasyonu yapildu.

Kriz nedeniyle hastaneye basvuran hastalarda dahil olmak {izere Stabil durumdaki 70
orak hiicre anemili hasta ve 70 saghkli populasyon ile karsilastirilmak suretiyle yapilan
calismada, katilimcilarin SOCS-1 gen lokusu igerisinde yer alan 2 farkli SOCS-1 diizeyinin tespiti
icin polimeraz zincir reaksiyonu (Restriction Fragment Length Polymorphism-PZR-RFLP)

yontemleri kullanilarak (rs11549428, rs33989964) gen dizileri tarandi.

SOCS diizeyini etkileyen SOCS gen lokusu taranarak, bireysel genotipik farkliliklarin
belirlenmesi sonucu hastalik siire¢lerinin daha iyi anlasilmasi ve mevcut tedavilerin daha etkin

uygulanmasina katki saglanmasi hedeflenmektedir.

OHH'nin gelecekteki gelistirilebilecek tedavi yaklasimlar: i¢cin de temel olusturmasin
beklenilen bu ¢alismayla, sinyal yolaklarinda énemli rollere sahip SOCS-1 genlerinin ifadesini
etkileyen polimorfik varyasyonlarin arastirilmasinin bu alandaki eksikliklerin tamamlanmasi

acisindan 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI
2.1. Orak Hiicre Hastalig1

2.1.1. Prevelans ve Cografi Dagilim

Karaibler, Orta ve Giiney Amerika, Akdeniz bolgesi (Tiirkiye ve Yunanistan’i icine alan),
Ortadogu ve Hindistan hastaligin sik goriildigii bolgelerdir. M. Aksoy tarafindan 1950’li yillarda
Ulkemizde hemoglobinopatiler ile ilgili ilk ¢calismalar yapilmistir. Bu calismalar Cukurova
bolgesinde yasayan Eti Tiirkleri’'nde yapilmistir [8]. Ulusal Hemoglobinopati Konseyi ve Saglk
Bakanligi'nin verilerine gore tasiyici sikliginin Mersin’de %13,6, Adana’da %10, Antakya’da
%10,5 ve dikkat edilirse iilkemizde giliney bolgelerimizde yogun olmak lizere, toplam orak
hiicre hastalig1 olan kisi sayisinin yaklasik 1200 civarinda oldugu belirtilmistir [9,10]. Ayrica
hastaligin diger bazi bolgelerimizde de Antalya’da %2,5, Diyarbakir'da %0,5, Mugla’da %0,5
siklikta gorildiigi bildirilmistir [11].

2.1.2. Orak Hiicre Hastaliginin Genetik Gecisi

Victor E. EMMEL tarafindan 1917 yilinda bir OHH hastasinin babasinda orak
hiicrelerinin gosterilmesi, hastaligin genetik bir temeli oldugunu giindeme getirmistir [12]. Orak
hiicre mutasyonu homozigot ya da heterozigot durumda olabilir. Kisi anne ya da babanin sadece
birinden mutasyona ugramissa Heterozigot durumdadir ve eritrositlerde HbA ile birlikte HbS de
bulunmaktadir. Bu durumdaki bireyler OHH tasiyiciigi olarak adlandirilmaktadir. Homozigot
durumda ise anne ve babanin her ikisinden de mutasyona ugramis gen alinarak OHH so6z
konusu olmaktadir. Genotip olarak OHH tasiyicis1 (HbAS) olan ebeveynler %25 olasilikla OHH'li
hasta ¢ocuga sahip olma riski tasimaktadir. Béyle anne ve babadan genotipi normal olan (HbAA)

¢ocuk dogma olasilig1 ancak %25’tir (sekil 2.3.) [13].
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TALASEMI ) .
TALASEMi TASIYICISI TALASEMI TALASEMI
TASIYICISI e o OLMAYAN  TASIYICISI TASIYICISI
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) { ) )
TALASEMI SAGLIKLI TALASEMI SAGLIKLI
TASIYICISI COCUK TASIYICISI COCUK
K]
SAGLIKLI TALASEMI TALASEMIi TALASEMI
‘;OCUK TA.SIYICIS[ MAJOR TASIY]C[SI

RSN

Anne veya babadan biri tasiyici ise hasta
cocuk olmaz ancak %50 tasiyic cocuk
dogma riski vardir.

Anne veya babanin ikisi de tasiyici ise %25
hasta ¢ocuk, %50 tasiyici cocuk, %25 de
saglam cocuk dogma sansi vardir.

Sekil 2.3. Talasemi ile Orak hiicre hastaliginin genetik gecisi benzerlik gosterir [14].

2.1.3. Orak Hiicre Hastaliginda Uygulanan Gen Tedavisi Yontemi

Orak hiicre hastalifinda uygulanan hiicresel gen tedavisi yontemi genellikle allojenik

kemik iligi transplantasyonu (KIT)'dur. Genellikle agir komplikasyonlari olan hastalara

uygulanir [15]. Kronik organ hasar1 az olan kii¢iik ¢ocuklarda, HLA kardeslerden uygun

olanlarindan yapilan allojenik kok hiicre transplantasyonu ile basar1 %93’diir, hastaliksiz yasam

orani ise %82’dir. Akraba olmayan donoérlerden yapildiginda basari orani %70’dir [16-20]. Gen

tedavisi ¢ok biiylik bir umut olmakla birlikte uygun olmayan gen transferi ve etkisi diisiik gen

ekspresyonu nedeni ile yavas ilerlemektedir [7].
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2.2. Sitokinler

Cok hiicreli organizmalarin karmasiklig1 diistiniildiigiinde hiicrelerin iletisim kurmasi ve
dolayisiyla farkli ipuglarina cevap verebilmelerini saglayan sistemler bulunmaktadir. Sitokin ve
reseptorleri, hiicrede 6nemli rol oynayan bodyle bir sistemi temsil eder. Proliferasyon,
farklilasma, goc ve apoptozistte kilit role sahiptir. Hemotopoez ¢esitliligi, bagisiklik tepkileri,
biiylime ve embriyonik gelisme gibi biyolojik faaliyetlerde kritik Oneme sahiptir [7].
Inflamatuvar olaylar1 diizenlerlerken ayni zamanda hiicre biiyiimesi, iyilesmesi gibi
yaralanmaya Kkarsi sistemik yanit verme olaylarinin da diizenleyicisidir. Baslica monosit,
lenfosit, notrofil, platelet, fibroblast, endotel hiicresi, kas hiicresi ve diger hiicreler tarafindan

Uretilir [21].

Bir sitokin farkli hiicrelerde farkl sinyal yollarimi uyarabilirken farkl sitokinler hiicrede
ayni sinyal yollarinida tetikleyebilirler. Hiicre i¢i sinyal yoluna, bu da baglandig1 reseptorlere,
reseptorlerin iliskide oldugu alt birimlere ve transkripsiyon faktdrlerine bagl olarak sitokinin

hangi siirecin tetiklenecegi degismektedir [22].

Sitokinler baslica alti1 ana gruba ayrilir:

1) Biyiime faktorleri (Epidermal biiylime faktorii, EGF; Trombosit orijinli bliyiime faktorti,
PDGF; insiilin benzeri biiytime faktorii-1, IGF-1; insiilin benzeri biliyiime faktorii-2, IGF-
2; Sinir biliyiime faktori (NGF); Asidik fibroblast biiytime faktori, aFGF; Bazik fibroblast
biiytime faktorii, bFGF; Norolokin; Hepatosit blytime faktori, HGF v.b.) [23].

2) Lenfokinler [interlbkin-la, IL-1b; IL-2; IL-3; IL-4; IL-5; IL-6; IL-7; IL-8; IL-9; IL-10; IL-
11; IL-12; IL-13; IL-14; IL-15, IL-37) [24].

3) Koloni tesvik eden faktorler (Granitilosit/makrofaj koloni tesvik eden faktér, GM-CSF;
Graniilosit-CSF; Multi-CSF; Eritropoetin, EPO; Losemi inhibitor faktor, LIF) [23].

4) Transforme edici biiylime faktorleri (TGF-o; TGF-f3) [23].

5) Tumor nekroz faktdrleri (TNF-a; TNF- 3) [23].

6) Interferonlar (IFN- o; IFN- B; IFN-y) [23].

OHH’nda plazmanin kimyasal bilesimini, kronik hemoliz sonucu a¢iga ¢ikan hiicre icerigi
degistirmekte ve inflamatuvar bir ortam hazirlamaktadir [23]. OHH da kronik inflamasyon
bulgular1 olmakla beraber, hasta krize girdiginde akut inflamasyon bulgularinin da arttig

gorilir [25].
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2.3. Sitoki Sinyal Baskilayic1 SOCS Protein Ailesi:

Sitokin sinyal transdiiksiyon aktivator (STAT) diizenleyicilerin yeni bir ailesi olan
sitokin sinyal baskilayicilar1 (SOCS) lizerine olan calismalar artirilmistir. SOCS lar, sitokinlerin
negatif diizenleyicileri olarak rol oynarlar. Genel olarak hiicre proliferasyon ve sinyal yollarinda,
ozellikle kanser patogenezinde aktif olan onkojenik sinyal yollarinin diizenlenmesinde 6énemli

rolleri vardir [26].

Onemli bir mekanizmay1 temsil eden sitokin sinyal baskilayic1 (SOCS) protein ailesi,
sitokin ve bliyiime faktorii reseptor sinyalini durdurmak ic¢indir. Memelilerde 8 tane SOCS
proteini bulunmaktadir; SOCS 1-7 ye kadar ve alternatif olarak (CIS) proteini iceren-SH2 ile
uyarilabilen sitokin olmak tiizere. SOCS-3 ve CIS, agirlikli olarak sitokin reseptdr sinyal
diizenlemesi ve SOCS 4-7 ise daha yaygin olarak, tirosin kinaz (RTK) reseptor sinyallerinde
kontrol olarak yer alir. Bireysel SOCS proteinleri, tipik olarak spesifik sitokinler ve biiyiime
faktorleri tarafindan uyarilmaktadir. Boylece negatif geri besleme dongiisii tiretilir. Diizenleyici
ozelliklerin bir sonucu olarak, hastaligin gelisimi ve homeostazindan SOCS proteinlerinin 6nemli
bir fonksiyonu vardir. Bu fonksiyonlar, hastalifin rollerinin gittikce taninmasi, 6zellikle de

tlimor baskilayici ve iltihap onleyici durumlarda goriiliir [26,27].

Bu proteinlerin amino-terminal bolgelerinde 50 ila 380 amino asit uzunlugunda bélgeler
mevcut iken biitlin bu sekiz proteinin ortak 6zellikleri; yaklasik 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 [27]. Ayrica
SOCS-1 ve SOCS-3 proteinlerinde digerlerinden farkl olarak SH2-domene bitisik KIR ad1 verilen
kinaz inhibitor bélgesi (Kinase inhibitory Region) yer almaktadir (Sekil 2.6.) [28].
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SH2 domain SOCS box

SOCS1 (212 aa) _‘ ‘_ L L

S0CS6 (533 aa)

socs? (79 aa) (T )

Sekil.2.4. SOCS ailesi liyelerinin domen yapilari ve adlari [7].

JAK-STAT mekanizmasi ile olusan sitokin sinyal iletimi kismi olarak, sitokin sinyal
baskilayic1 genler (SOCS) veya SH2 proteinleri (CIS) olarak bilinen endojen JAK kinaz inhibitor
proteinleri tarafindan diizenlenmektedir [29]. 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 [27]. Ancak siirekli aktif JAK-STAT sinyali
sonucunda c¢ekirdekte hizli bir sekilde transkribe olurlar ve JAK-STAT mekanizmasini
durdurmaya yonelik aktive olurlar [29]. SOCS ailesine ait proteinler sahip olduklar1 SH2
domainleri sayesinde hem JAK’lar (SOCS-1) hem de sitokin reseptorleri (SOCS-2, SOCS-3 ve CIS)
tizerindeki fosfotirozin rezidiilerine baglanabilmektedirler (sekil 2.7.). Bunlar sitokin sinyalini
ya JAK aktivitesini inhibe etmek suretiyle veya reseptor ilizerindeki fosforile olmus boélge i¢in
STAT’lar ile rekabet etmek tlizere ya da E3 ubiquitin ligazin bir parc¢asi 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 [30-32].



Yesim Tavsanoglu, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

Sitokin

Aktive

Diferensiyasyon, proliferasyon,
apoptozis, anjiyogenezis

Sekil.2.5. Sitokin- JAK/STAT yolaginda; negatif regiilatérler (SHP:SH2) iceren
fosfotazlar, PIAS: aktive STAT’larin protein inhibitorleri, SOCS: sitokin sinyal yolagini inhibe
eden supresor proteinler. Sitokinlerin spesifik reseptorlerine baglanmasiyla JAK’lar aktive olur.
JAK'lar, STAT’lar1 fosforilleyerek aktive eder. STAT lar dimerleserek niikleusa tasinirlar ve gen
ekspresyonuna neden olurlar. Sinyal iletimi farkli mekanizmalarla baskilanmaktadir. SHP’lar,
SOCS ve PIAS negatif regiilatorlerdir. SHP ve SOCS, aktive reseptorleri ve JAK'lar1 defosforile
eder. PIAS, STAT lar1 inaktive eder [33].

2.2.1. SOCS Proteinlerinin inflamatuvar hastaliklarla iliskisi:

Sitokinler Iimmiin yanitlarin diizenlenmesi ve kontroliinde yer alir ve Sitokin gesitlerinin
¢ogu biyolojik islevlerini; Janus Tirozin Kinaz (JAK) ve transkripsiyon sinyal ileticileri (STAT)
araciligiyla yapar. SOCS proteinleri, sitokinle aktive edilen JAK/STAT yolagindaki etkileriyle
bir¢ok hastaligin patogenezinde yer alirlar. SOCS-1, SH2 domeni ile direk JAK’larla etileserek
onlarin tirozin kinaz aktivitesini inhibe edebilir. SOCS-1 ekspresyonu STAT yolagini aktive eden
sitokinlerin yani sira insiilin, lipopolisakkarid (LPS), CpG DNA ve diger bazi molekiiller
tarafindan da indiiklenebilir [34,35].
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M1 makrofajlar i¢in, SOCS1 sadece pro-enflamatuar aracilarin (IL-6, IL-12, MHC siif II,
NO) onemli bir diizenleyicisidir. M2- makrofajlar iyilesme ve onarim tesvik ederler. SOCS1-
regiilasyonu IL-4 bagimlidir ve M2’nin aktivasyonu i¢in 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Ancak

bu etkilesimlerde SOCS-3 {in herhangi bir etkisi yoktur [36].

SOCS-1, Grb-2 ve Rho-ailesi guanin niikleotid degisim faktorleri Vav sinyal proteinine
baglanir. Grb2 bagh SOCS-1, N-ucunda yer alan olasi diproline belirleyici olan SH3 alan ile SOCS-
1 vasitasiyla baglandigini gostermektedir. Bu veriler, SOCS-1 reseptor tirosin kinaz sinyal
yollarinin bir adaptdér protein olarak hiicre yasam sinyalleri ve islevleri lehine proliferatif

sinyalleri modiile eden indiiklenebilir bir anahtar oldugunu diisiindiirmektedir [37].

Diyabet hastaliginda, Insiilin direnci ile inflamasyon iligkilidir. inflamasyon, SOCS
proteinlerinin ekspresyonunu indiikler. SOCS-1 ve SOCS-3, muhtemelen elongin BC ubikuitin
ligaz1 araciligi ile IRS-1 ve IRS-2 (insiliin reseptdr substrat-1 ve -2) baglanip birden fazla hiicre

tiplerinde bunlarin dagilmasini ve sonraki bozunmasini tesvik ettigi diisiiniilmektedir [38].

Sitokin sinyal baskilayicilari SOCS-1 ve SOCS-3 sinyal ve gen ifadesinin anormal
aktivasyonuyla hiicre biiylimesi ve hayatta kalma icin kullanilan sinyal yollarindaki olusan bu
diizensizligin bircok kati tiimor olusumunda etkili oldugu bildirilmistir. Bu calismalarda, SOCS-1
ve SOCS-3 bolgesinin lokuslarinda, spesifik PCR ile metilasyon tespit edilmistir. GBM
(Glioblastoma) hiicre dizileri SOCS-1 proteininin asir1 ifadesi veya SOCS-3 yoksun ekstraselliiler
sinyal ayarh kinaz (ERK) ve mitogen aktiflestirilmis protein kinaz (MAPK) aktivasyonu sonucu
fosforilasyon, spesifik Western blot ile belirlenmistir. Glial inflamasyon bir¢ok nérodejeneratif
hastaligin 6nemli bir 6zelligidir. Sitokin sinyalizasyon baskilayic1 (SOCS) proteinleri glial
hiicreler de dahil olmak iizere ¢esitli hiicre tiplerinde, inflamatuar gen ekspresyonunda, sitokin

sinyal engellenmesinde énemli bir rol oynadig1 goriilmektedir [39,40].

2.2.2. SOCS Diizeyini Etkileyen Polimorfizmler:

Sitokin sinyal baskilayict SOCS-1, SOCS-2, SOCS-3 ifadesi ile ilgili ti¢c farkli kromozom
tizerinde ¢ok sayida tek niikleotit polimorfizimlerinin (SNP) varlig1 belirlenmis ve bunlarin
populasyonlar arasindaki dagiliminda farkhliklar oldugu gosterilmistir. Arastirilan
polimorfizmlerden ve SOCS sentezi {izerine artirici etki gdsteren SOCS-1 gen lokusu icerisinde
yeralan tanimlanmis olan sekiz polimorfizmin (rs27829, rs188754154, rs182726276,
rs147807471, rs1753383, rs139221703, rs11549428, rs1801729) SOCS-1 diizeyi i¢cin OHH gibi

10
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enflamatuar iligkili Idiyopatik Nefrotik Sendrom (INS) hastalarinda genetik belirte¢ olabilecegi

calismalarla desteklenmektedir [7].

Daha 6nceki yapilan SOCS-1 ve SOCS-3 gen ifade seviyeleri ile ilgili calismada, OHH kriz
grubunun SOCS-1 gen ifadesinin, orak hiicre anemisi ve saglikli kontrollerden anlaml derecede
diisiik oldugu fakat SOCS-3 gen ifadesinin kontrol grubuna goére degismedigi sonucu elde
edilmistir [41]. SOCS-1 gen ifadesinin kriz doneminde azalmasi, 6zellikle SOCS-1 geninin
inflamasyonla iliskili oldugu ve inflamasyonu azaltic1 yonde etki yapabilecegi fikrini ve SOCS-1

gen lokusunda SNP farkliliklarinin olabilecegini diisiindiirmektedir.

11
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Arastirma Populasyonu

Zoorska (2014), Trengove (2013), Egan (2016) kaynaklari incelendiginde ve
bolgemizdeki mevcut hasta kayitlar1 dikkate alindiginda yaklasik 100 hasta oldugu ve bunun
%30-40'nin  ¢alismaya katilmayr kabul etmeyebilecegi g6z oOniinde bulunduruldugunda
minumum 70 OHH’li ¢ocuk, 70 saglikli kontrol grubu ile arastirmanin yiiriitiilmesi planlandi.
OHH’l1 bireyler ve OHH’Ii olmayan bireyler Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji
Bilim Dali Klinigine basvuran c¢ocuklar arasindan dahil etme kriterleri g6z 6ntine alinarak

secildi.

Goniilliilerin/dosyalarin/kayitlarin/materyallerin arastirmaya dahil edilme kriterleri
i) Hasta grubu

1) Orak hiicre hastasi 2 yas Ustii 24 yas alt1 bireyler

2) Goniilli olur formunu imzalayip ¢alismaya katilmayi kabul eden tiim bireyler

3) Orak hiicre hastalig1 disinda farkli bir hemoglobinopatiye sahip olmayan bireyler

4) Bilinen baska kronik ya da inflamatuvar bir hastaligi olmayan bireyler.

ii) Kontrol grubu
1) 2 yas lstii 24 yas alt1 hasta olmayan (saglikli) bireyler.

2) Gondlli olur formunu imzalayip ¢alismaya katilmay: kabul eden tiim bireyler

3) Bilinen herhangi bir mevcut hastalig1 olmayan bireyler.

Goniillillerin/dosyalarin/kayitlarin/materyallerin arastirmadan dislanma Kriterleri
i) Hasta grubu

1) 2 yasin altinda ve 24 yasin lizerinde olan bireyler

2) Orak hiicre hastaligl disinda farkli hemoglobinopatiye sahip bireyler

3) Bilinen baska kronik ya da inflamatuvar hastaligi olan bireyler

4) Goniilli olur formunu imzalamayan ve ¢alismaya katilmay1 kabul etmeyen bireyler

ii) Kontrol grubu

1) 2 yasin altinda ve 24 yasin lizerinde olan bireyler
2) Bilinen herhangi bir mevcut hastaligi olan bireyler

3) Gonilli olur formunu imzalamayan ve ¢alismaya katilmay1 kabul etmeyen bireyler

12
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3.2. Materyal

3.2.1. Kullanilan Cihazlar

PZR cihazi (Thermal Cycler, Eppendorf Mastercycler)
Hassas Terazi (Scaltec)

Mikropipet Seti (Brand- 0,2-2ul, 2-20ul, 20-200ul)
Mikrodalga Firin (Beko-MD 1500)

Glvenlik Kabini (Heraeus-HERA safe)

Elektroforez Gili¢ Kaynagi (Biometra P30)
Elektroforez Tanki (Agagel Mini Biometra)

Jel Gorlintiileme Sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallée, France)
Derin Dondurucu (Ugur)

Etliiv (Memmert)

Otoklav (Niive-OT 020)

Buzdolabi (Indesit)

Vortex (NM-110)

Distile su cihazi (Niive NS 108)

3.2.2. Kullanilan Malzemeler

Borik asit (Sigma B6768 Lot-BCBS7652

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), disodium salt dihydrate (Sigma E5134 Lot-
BCBV7014)

Trisma base (Sigma T1503, Lot-SLBL6398V)

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), disodium salt dihydrate (Sigma E5134 Lot-
BCBV7014)

25mM MgCl2 (Thermo Scientific)

%95’lik etil alkol (Sigma E-285 USA)

Etidyum-Bromid (Sigma E8751-1G USA)

Agaroz (Sigma- A-9539 lot 013K0008)

Taq DNA Polimeraz (Thermo Scientific)

10X PCR Buffer (KCl/NH4) (Thermo Scientific)

10mM dNTP Mix (Thermo Scientific)

100 b¢’lik Markir (100 bp DNA Step Ladder) (Thermo Scientific)

%95’lik etil alkol (Sigma E-285 USA)

Metilen mavisi (Sigma 6900 USA)

13
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e Etidyum-Bromid (Sigma E8751-1G USA)
e DNase, RNase icermeyen su (Thermo Scientific)
e Primerler
e Distile Su
v" SOCS1 geni, promotor bolgesi -1478 CA/del polimorfizmi
F: 5'-TGTCGTCCAGCTGCACCTC-3'
R: 5'-ACCACAGGCTTCAGAGGAAC-3'

v" SOCS1 geni, ekson2, 1335 G/C polimorfizmi
F: 5'-GCT GCT GGAGCACTACGT G-3'
R: 5'-CCAGATACAGTTAAGCTGCTAC-3'
o Restriiksiyon Endoniikleaz Enzimleri
v HpyF3I (Ddel) (Thermo Scientific ER1881)
5'...C{TNAG...3'
3"...GANTTC...5'
v Hpy188III (Biolaps R06622S)
5'..TCINNGA...3'
3'...AGNNTCT...5'

14
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3.3. Yontemler

3.3.1. Kan Alim:

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji Klinigi'nde mevcut takip edilen 70
OHH’li ¢ocuk hasta, ayni yas araliginda 70 saglikli birey olmak {izere toplam 140 bireyden
olusan deney grubu Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklar1 AD’dan
Cocuk Hematolojisi Bilim Dali Baskani1 Selma Unal'in onay ile, hasta ¢ocuklarin takip edildikleri
klinikte, tasiyic1 ebeveynlerin ise Mersin Universitesi Ciflikkéy Kampiisii Mediko Sosyal Unitesi
Laboratuvarinda kan 6rnekleri alindi. Alman kan o6rnekleri MEITAM’da bulunan
Hemoglobinopati laboratuvarina getirilerek +4°C’de buzdolabinda depolandi. Calismanin
bundan sonraki agsamalar1 da bu merkezde yapildi. Toplanan kan 6rneklerinden DNA izolasyonu
yapild1 ve 6rnekler -20°C saklandi. Daha sonra SNP genotiplendirmesi i¢in, ¢calismanin bundan
sonraki agamalari da MEITAM Biyoteknoloji laboratuvarlarinda Fluidigm marka

Biomark otomatik sekans cihazinda gergeklestirildi.

3.3.2. Kandan DNA Eldesi ve Kalitatif/Kantitatif Analizleri

Toplanan kan orneklerinin DNA izolasyonu tam kan veya “Buffycoat”dan yapilacaktir.
Uygulama i¢in hazir DNA izolasyon kiti kullanildi. Asagida verilmis {iretici tarafindan hazirlanan
izolasyon protokoliine gore yapildi. Elde edilen DNA 6rnekleri bir sonraki analize kadar +4°C
buzdolabinda saklandi. Bundan sonra sirasiyla 6rnek DNA'nin jel elekroforeziyle kontroli,
mikro-voliim spektrofotometre cihaziyla kantitatif miktar tayini, PCR-DNA titrasyon kontroli
asamalarindan sonra Fluidigm marka Biomark Real Time PCR sisteminde Flexisix SNP chip ile

gerceklestirildi.

3.3.3.Tam Kan ya da Buffy-Coat’dan DNA izolasyonu

1. 2ml'lik tiiplere 200-300ul tam kan veya 200ul “buffy-coat” pipetlenir, iizerine 200ul “Binding
Buffer” ve 40ul proteinaz K eklenerek, karisim vortekslenir ve 70°C’de 10 dakika
inkiibasyona birakilir.

2. Kisa santrifiijden sonra iizerine 100ul izopropanol eklenir ve vortekslenerek santrifiij edilir.

3. Filtreli kolonlar 2ml'lik tiiplere yerlestirilir ve drnekler kolona aktarildiktan sonra 8000
dev/dk.’da 1 dakika santrifiij edilerek kolon yeni tiipe aktarilir.

4. Kolon tizerine 500ul “inhibitor removal buffer” eklenir ve tekrar 8000 dev/dk.’da 1 dakika

santrifiij edilir ve kolonlar yeni tiipe aktarilir.
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. Yikama islemi: Kolon tizerine 500ul “wash buffer” eklenir ve 8000 dev/dk.’da 1 dakika
santrifiij edilir, kolonlar yeni tiipe aktarilir.

. Yikama islemi: Kolon tizerine 500ul “wash buffer” eklenir ve 8000 dev/dk.’da 1 dakika
santrifiij edilir ve akan sivi atilarak kolon ayni tiipe yerlestirilir. Tekrar kolon 13000
dev/dk.’da 30 saniye santrifiij edilir.

. Kolonlar 1,5 ml'lik tiiplere aktarilir ve tizerine 200ul 70°C’ye 1s1tilmis “elution buffer” eklenir,
1-2 dakika bekletidikten sonra DNA, filtre kolondan 8000 dev/dk.’da 1 dakika santrifiij
edilerek akitilir.

Elde edilen DNA 6rnekleri +4°C veya -20°C’de saklanacaktir.

.3.4. Buffy Coat Eldesi:

. 2-4ml tam kan 2-4ml izotonik ¢ozelti (PBS) ile 15ml’lik falcon tiiplerde karistilir.

Hazirlanan kan+PBS karisimina, temiz bir falcon tiipte bulunan 4-8ml ficol tizerine hafifce
yayilir.

1500 dev/dk. da tam salimimli rotor ile 30dk santrifiij yapilir.

Ustte kalan siipernatant uzaklastirilir.

i1k katmana temas etmeden ara katmandaki beyaz hiicreler steril temiz bir tiipe aktarilir.

Ornek hacmi 200pul’den az ise hacmi PBS kullanarak artirilabilir.

.3.5. Tek Niikleotid Polimorfizmlerinin Belirlenmesi

Tek nitikleotid polimorfizmini tespit etmek icin hasta ve saghkli kontrol grubundan

alinan kanlardan elde edilen DNA drnekleri PZR-RFLP y6ntemi kullanilarak analiz edildi.

3

.3.5.1. SOCS1 geni promotor -1478 CA/del (rs33989964) Tek Niikleotid Polimorfizmi

PZR teknigi ile gen bolgesi dnce cogaltild1 ve daha sonra ¢ogaltilan bu bélge Hpy 31Ddel

enzimi ile kesilerek polimorfizm varhgi arastirildi. (Tablo 3.1.)
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Tablo 3.1. SOCS1 geni Promotor -1478 CA/del (rs33989964) Tek Niikleotid Polimorfizmi
PZR-RFLP yonteminde kullanilan primer dizileri.

Polimorfizm Primer Ad1 Niikleotid dizisi (5'-3") Uzunluk (bg)
Bolgesi
SOCS1 -1478-F TGTCGTCCAGCTGCACCTC 250
Promotor -1478-R ACCACAGGCTTCAGAGGAAC
-1478CA/del

PZR karisimi serin ve steril bir ortamda hazirlandi. Toplam son hacim 25ul olacak
sekilde niikleaz free distile su, 10X PZR tamponu [KCI'li] (Thermo scientific), MgCl2 (Thermo
scientific), dNTP (Thermo scientific), primerler (-1478-F ve -1478-R), Tag DNA polimeraz
(Thermo scientific) dimetilsiilfoksit (DMSO) MARKAs1 ve izole edilen DNA eklenerek hazirlandi.

Her bir 6rnek icin reaksiyon karisimi (tablo 3.2.) 'de belirtilmistir.

Tablo 3.2. SOCS1 geni Promotor -1478 CA/del polimorfizmi PZR reaksiyon karisimi

PZR malzemeleri Miktar
NFDS 10 pl
10X PZR tamponu 2.5ul
MgCl2 (25 mM) 2.5ul
DMSO 2.5l
dNTP mix (10 mM) 1ul
-1478-F (100 pmol/ul) 0.5 ul
-1478-R (100 pmol/ul) 0.5 ul
Taq DNA polimeraz (5 U/ul) 0.5 ul
Toplam PZR karisimi hacmi 25 ul
DNA 5ul
Toplam hacim 25l

Olusturulan PZR karisimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir ornege ait steril
0,2ml’lik PZR tiplerine 20ul olacak sekilde paylastirildi. Her bir 6rnege ait tiipe 5yl DNA
konulup 1s1 dongii cihazina yerlestirildi. SOCS1 geni -1478 CA/del polimorfizmi icin 1s1 dongii
cihazinda PZR kosullar tablo 3.3.’teki gibi uygulanmistir.
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Tablo 3.3. SOCS1 geni Promotor -1478 CA/del polimorfizmi amplifikasyonunda kullanilan PZR
kosullari

. Sicakhik . Dongii
Reaksiyon Asamasi ©0) Siire Sayisi
ilk Denatiirasyon 95 5dakika
Denatiirasyon 95 30 saniye
Primer Baglanmasi (Anneling) 58 30saniye 35
Zincir Uzamasi (Extension) 72 1 dakika
Son Uzamasi (Extension) 72 5 dakika
Bekleme 10 00 00

Primer spesifik PZR teknigi ile amplifiye edilen 250 bg¢’lik bolge Ddel restriksiyon
endontikleaz enzimi ile kesildi. PZR-RFLP yonteminde her bir drnek i¢in reaksiyon karisimi

Tablo 3.4.’de belirtilmistir.

Tablo 3.4. SOCS1 geni Promotor -1478 CA/del polimorfizmi RFLP reaksiyon karisimi

RFLP malzemeleri Miktar
10X Buffer Ddel 2.5 ul
Restriksiyon enzimi (Ddel) 0.5 ul
PZR turinu 10 pl
Toplam hacim 13 ul

Hazirlanan RFLP karisimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege ait steril
0,2ml’lik PZR tiiplerine 3pl olacak sekilde paylastirildi. Her bir 6rnege ait PZR iirtiniinden 10pul’si
enzim ve buffer iceren tiiplere ilave edildikten sonra tiipler 1s1 dongl cihazina yerlestirildi.

SOCS1 geni -1478 CA/del polimorfizmi icin 1s1 dongii cihazinda RFLP kosullar Tablo 3.5.’deki
gibi uygulanmistir.

Tablo 3.5. SOCS1 geni Promotor -1478 CA/del polimorfizmi restriksiyonunda kullanilan RFLP
kosullari

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii sayis1
inkiibasyon 37 16 saat 1
inaktivasyon 65 20 dakika 1
Bekleme 4 00 Ios)

Kesim reaksiyonu tamamlandiktan sonra, 6rneklere elektroforez uygulanmak iizere

+4°C buzdolabina kaldirildi.
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3.3.5.2. SOCS1 Geni 1335 G/C (rs11549428) Tek Niikleotid Polimorfizmi

Polimorfizmden sorumlu gen bolgesi énce primer spesifik PZR teknigi (Tablo 3.6.) ile
cogaltilmakta daha sonra ¢ogaltilan bu bolge HPY188III enzimi ile kesilerek polimorfizm varlig

arastirilmaktadir.

Tablo 3.6. SOCS1 ekson2 1335 G/C (rs11549428) Tek Niikleotid Polimorfizmi PZR-RFLP
yonteminde kullanilan primer dizileri.

Polimorfizm o ;o Ady Niikleotid dizisi (5'-3') Uzunluk
boélgesi (be)
Eﬁff;z 1335 G/C-F GCTGCTGGAGCACTACGTG 439D
1335 G/C 1335G/C-R  CCAGATACAGTTAAGCTGCTAC ¢

PZR karisimi steril, temiz kabinlerde hazirlandi. Toplam son hacim 25pl olacak sekilde
niikleaz free distile su, 10X PZR tamponu [(NH4)2SO4] (Thermo scientific), MgCl, (Thermo
scientific), dNTP (Thermo scientific), primerler (1335-F ve 1335-R), Taq DNA polimeraz
(Thermo scientific) DMSO MARKA ve izole edilen DNA konularak hazirlandi. Her bir 6rnek i¢in

reaksiyon karisimi Tablo 3.7.'de belirtilmistir.

Tablo 3.7. SOCS1 geni ekson2 1335 G/C polimorfizmi PZR reaksiyon karisimi

PZR malzemeleri Miktar
NFDS 8.5 ul
10X PZR tamponu 2.5l
MgCI2 (25 mM) 2.5 ul
DMSO 2.5ul
d NTP mix (10 mM) 1ul
1335G/C-F (100 pmol/ul) 0.5ul
1335G/C-R (100 pmol/pl) 0.5 pl
Taq DNA polimeraz (5 U/pl) 0.5ul
Toplam PZR karigimi hacmi 25l
DNA 7 ul
Toplam hacim 50 ul

PZR karisimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir ornege ait steril 0,2ml'lik PZR
tiiplerine 18ul olacak sekilde paylastirildi. Tiiplere 7’ser ul DNA 6rnegi konulup 1s1 dongii
cihazina yerlestirildi. SOCS1 geni ekson2 1355G/C polimorfizmi icin 1s1 déongl cihazinda PZR
kosullar1 Tablo 3.8.’teki gibi uygulanmistir.
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Tablo 3.8. SOCS1 geni ekson2 1335G/C polimorfizmi amplifikasyonunda kullanilan PZR
kosullari

Reaksiyon Asamasi Sicaklik(°C) Siire Dongii Sayisi
Ik Denatiirasyon 95 6 dakika

Denatiirasyon 95 30 saniye

Primer Baglanmasi (Anneling) 55 30 saniye 35
Zincir Uzamasi (Extension) 72 30 saniye

Son Uzamasi (Extension) 72 7 dakika

Bekleme 10 00 00

PZR teknigi ile amplifiye edilen 439 b¢’lik bolge Hpy188IIl restriksiyon endoniikleaz
enzimi ile kesildi. PZR-RFLP yonteminde her bir 6rnek icin reaksiyon karisimi Tablo 3.9.'de

belirtilmistir

Tablo 3.9. SOCS1 geni ekson2 1335G/C polimorfizmi RFLP reaksiyon karisimi

RFLP malzemeleri Miktar
10X Buffer HPY188I1I 2,5 ul
Restriksiyon enzimi (HPY188III) 0.5l
PZR lriini 10 pl
Toplam hacim 13 ul

RFLP karisimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege ait steril 0,2ml’'lik PZR
tiiplerine 3l olacak sekilde paylagtirildi. Uzerlerine de 10’ar ul PZR iiriinii konulup 1s1 déngii
cihazina yerlestirildi. SOCS1 geni ekson2 1335G/C polimorfizmi i¢in 1s1 dongl cihazinda RFLP
kosullar1 Tablo 3.10.’daki gibi uygulanmistir.

Tablo 3.10. SOCS1 geni ekson2 1335G/C polimorfizmi restriksiyonunda kullanilan RFLP
kosullan

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
Inkiibasyon 37 16 Saat 1
inaktivasyon 80 20 Dakika 1
Bekleme 10 00 o0

Kesim reaksiyonu tamamlandiktan sonra, 6rneklere elektroforez uygulanmak tzere

+4°C buzdolabina kaldirildi.
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3.3.6. Agaroz Jel Elektroforez islemi

PZR yontemi ile tek niikleotid polimorfizminden sorumlu gen bdélgeleri ¢ogaltildiktan
sonra %0,8’lik agaroz jel etidyum bromid (Et-Br) ile boyandi, amplifikasyon iiriinleri 3pl
Looding ile pipetaj yapilarak ilk kuyucuga marker olmak iizre sirasiyla jele yiiklendi ve
elektroforez yapildi. Jelde yiiriitilen DNA’larin uzunluklari, molekiiler agirlik standardi ile
karsilastirilarak tespit edildi. Beklenen uzunlukta DNA bulunan amplifikasyon iiriinlerine RFLP
reaskiyonu ile kesim islemi yapildiktan sonra triinler %2’lik agaroz jelin etidyum bromid (Et-
Br) ile boyanmasinin ardindan jele yiiklendi ve elektroforezi yapildi. Elektroforez tamponu
olarak Tris-Borik Asit-Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) [TBE] kullanildi. 10X TBE tamponu

kullanim sirasinda 1/10 oraninda distile su ile sulandirildi ve 1X TBE seklinde kulanildi.

e Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Erlen Mayer icerisine pzr irtnleri i¢in jel konsantrasyonu %0,8 olacak sekilde 0,32gr
agaroz ve 40ml 1X TBE soltisyonu eklendi, RFLP ile kesim trtinleri icin ise %?2’lik olacak sekilde
0,80gr agaroz ve 40ml 1X TBE soliisyonu konularak ve homojen saydam hale gelinceye kadar
mikrodalga firinda 1sitildi. Biraz soguduktan sonra ceker ocak icerisinde Et-Br'den jel i¢ine 2pl
eklendi ve elle homojen dagilmasi i¢in ¢alkalandi. Daha sonra jel, taraklarin yerlestirildigi jel
tepsisine yavas¢a dokiildi. Katilasana kadar (10-15 dakika) oda sicakliginda ceker ocakta
bekletildi.

e Agaroz jele yiikleme yapilmasi

Katilasan jel elektroforez tankina yerlestirildi. PZR-RFLP reaksiyonular1 ile amplifiye
edilip ardindan kesim yapilan triinlerden 6,5’er pl alinarak parafilm iizerinde 3ul 1X TBE ile
hazirlanmis yiikleme tamponu (%20 stikroz veya gliserol, %0,25 brom fenol mavisi) ile pipetaj
yapilarak karistirildi. Daha sonra da elektroforez tankina yerlestirilen jelin kuyucuklarina
sirasiyla yiiklendi. Tankin kapagi kapatildiktan sonra gii¢ kaynagi ¢alistirildi. 130mA akimda 50-
60 dakika 6rneklerin jelde ytriitmesi yapildi. Yiikleme tamponunun brom fenolden gelen mavi
rengi takip edilerek jelin 2/3’liikk kismina gelindiginde elektroforez islemi durduruldu. Jel
tanktan ¢ikarilarak 312nm dalga boyunda 1sik veren UV-transliiminatérii kullanilarak jel

goriintiisi bilgisayara kaydedildi.
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3.3.7. Tek Niikleotid Polimorfizminden Sorumlu Gen Boélgelerinin Tespiti

SOCS1 geni promotor boélgesinde bulunan -1478 CA/ del tek niikleotit polimorfizminden
sorumlu gen bolgesi yapilan PZR-RFLP reaksiyonu ile amplifiye edildikten sonra Ddel kesim
enzimi ile Kkesildi, jel elektroforezi ardindan yapilan goriintiileme neticesinde 250 b¢ hizasinda

goriilen bantlar hedef bolge olarak degerlendirildi.

SOCS1 geni 2.ekson’da bulunan 1335 G/C tek niikleotit polimorfizminden sorumlu gen
bolgesi PZR-RFLP yontemeleriyle amplifiye edildi ve ardindan Hpy188IIl kesim enzimiyle
kesildi. Jel elektroforezi ardindan yapilan goriintiileme neticesinde 439 bg¢ hizasinda goriilen

bantlar hedef bolge olarak degerlendirildi.

3.3.8. istatistiksel Analiz

Hasta ve kontrol gruplarinda, genotiplerin ve allellerin iligkileri incelenmesinde Ki-Kare

testi kullanilmistir. Genotiplerin dengede olup olmadigi Hardy-Weinberg testi ile kontrol

edilmistir. Biitlin analizlerde istatistik anlamlilik seviyesi 0,05 olarak alinmistir (p<0,05).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Hasta ve Saghkh Kontrol Gruplarinin Genel Ozellikleri

Bu calismada Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Anabilim Dalr’ndaki
hastalardan alinan kan 6rneklerinden, elde edilen DNA’lar kullanilmistir. DNA 6rneklerinin 70’i

OHH ve 70'i Kontrol grubu goniilliillerden alinan érneklerdir.

4.2. Tek Niikletoid Polimorfizm Sonuglari

Bolgemiz dahilinde olan OHH hastalarinin SOCS geni tizerindeki polimorfizmlerini
belirlemek amaciyla yaptigimiz bu calismada 70 hasta 70 saglikli kontrol ile ¢alisilmis olup,
SOCS1 promotor -1478 CA/del ve ekson2’de bulunan 1335 G/C tek niikleotit polimorfizmleri
PCR-RFLP yontemleri kullanilarak arastirilmistir. Literatiir taramasi sonucunda, Bolgemizde
OHH ile SOCS1 gen polimorfizmi iliskisini arastiran bir ¢alismaya rastlanmamistir, bu anlamda

yapilan ilk calismadir.

4.2.1. SOCS1 geni promotor -1478 CA/del Tek Niikleotid Polimorfizmi Sonuglari

Hasta ve saglikli kontrol gruplarindan elde edilen ve ¢alisma zamanina kadar -20°C’de
saklanan DNA oOrneklerinin primer spesifik PZR teknigi ile amplifikasyonu gerceklestirildi.
Amplifikasyon sonrasi elde edilen 250 bg¢’lik PZR ftiriinlerinin %1’lik agaroz jel elektroforezi

goriintiisi sekil 4.1.’de verilmistir.

300 be.
200 be.
100 bg.

250 be.

1. Kuyu 2. Kuyu Negatif
Kontrol

Sekil 4.1. SOCS1 geni promotor -1478 CA/del tek niikleotid polimorfizminden sorumlu gen
bolgesinin primer spesifik PZR yontemi ile amplifikasyonu sonrasi olusan 250 bg¢'lik bdlgenin
%71’lik agaroz jel elektroforez goriintiisi [Kuyu M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik standardi
(GeneRuler 100 bp DNA Ladder, SM0241, Thermo Scientific), Kuyu 1, 2: 250 b¢'lik
amplifikasyon trtinleri]. Kuyu 3, N: Negatif kontrol.
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Daha sonra Ddel restriksiyon endoniikleaz enzimi ile amplikonlarin kesimi yapilarak
polimorfizm varlig1 arastirildi. RFLP sonucunda olusan fragman uzunluklar1 %2’lik agaroz jel
elektroforezinde 250bc¢ (del/del); 145, 105 ve 250 bg (CA/del); ve 145, 105bg¢ (CA/CA) seklinde
goruldu (Sekil 4.2.).

300 by.

250 bg.
250 bg. ¢
200 bg.
100 bg. 105 beg.

Marker 1. Kuyu 2. Kuyu 3.Kuyu 4.Kuyu 5.Kuyu 6.Kuyu 7.Kuyu

Sekil 4.2. SOCS1 geni promoter -1478 CA/del tek niikleotid polimorfizmi PZR tiriinlerinin Ddel
restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu olusan fragman uzunluklarinin %2’lik agaroz jel
elektroforezi goriintiist. [Kuyu M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik standardi (GeneRuler 100 bp
DNA Ladder, SM0241, Thermo Scientific), Kuyu 1, 2, 3, 5, 6, 7: CA/del Heterozigot (250 bg+105
be), Kuyu 4: CA/CA Homozigot (145 b¢+105 bg)].

300 be.
200 be.
100 bg.

250 be.

Negatif
Marker 1.Kuyu 2.Kuyu 3.Kuyu 4.Kuyu 5.Kuyu 6.Kuyu Kontrol

Sekil 4.3. SOCS1 geni promoter -1478 CA/del tek niikleotid polimorfizmi PZR tiriinlerinin Ddel
restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu olusan fragman uzunluklarinin %2’lik agaroz jel
elektroforezi goriintiisti. [Kuyu M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik standardi (GeneRuler 100 bp
DNA Ladder, SM0241, Thermo Scientific), Kuyu 1, 2, 3, 4, 5, 6: del/del Homozigot], Kuyu 7, N:
Negatif kontrol.

Agaroz jel elektroforez sonrasi olusan bant paternlerinin incelenmesi sonrasi hasta ve

saglikli kontrol gruplarindaki allel ve genotip dagilimi1 Tablo 4.1.'de verilmistir.
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Tablo 4.1. Hasta ve saglikli kontrol gruplarindaki SOCS1 geni promoter -1478 CA/del genotip
ve allel dagilimi

e Y ey P OR WSGA
SOCSs1
-1478 CA/del
Genotip
CA/CA 8 (%9,63) 36 (%55,38) <0,001
CA/del 64 (%77,10) 27 (%41,53) 10,677 4,387-25,9333  <0,001
del/del 11 (%13,25) 2 (%3,07) 24,750 4566-134,166  <0,001
Allel
CA 80 (%48,2) 99 (%76,1) <0,001
del 86 (%51,8) 31 (%23,9) 3,433 2,071-5,691 <0,001

Hasta grubu SOCS1-1478 CA/del genotipi bakimindan Hardy-Weinberg dengesinde
degildir (p<0,001). Ancak kontrol grubu SOCS1-1478 CA/del genotipi bakimindan Hardy-
Weinberg dengesindedir (p=0,250).

SOCS1-1478 CA/del genotipi ile grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski vardir
(p<0,001). Buna gore hasta ve kontrol grubu arasinda CA/CA (p<0,001), CA/del (p<0,001) ve

del/del (p=0,030) oranlari bakimindan anlaml bir fark vardir.

Hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla CA/del genotipi CA/CA genotipine gore 10,677
kat daha fazla goriilmektedir (p<0,001).

Hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla del/del genotipi CA/CA genotipine gore 24,750
kat daha fazla goriilmektedir (p<0,001).

SOCS1-1478 CA/del allel frekanslar: ile grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski vardir (p<0,001).

Hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla CA alleli, del alleline gore 3,433 kat daha fazla
goriilmektedir (p<0,001).
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4.2.2.S0CS1 Geni Ekson2 1335 G/C Tek Niikleotid Polimorfizmi Sonuglari

Hasta ve saglikli kontrol gruplarindan elde edilen ve ¢alisma zamanina kadar -20°C’de
saklanan DNA Orneklerinin primer spesifik PZR teknigi ile amplifikasyonu gerceklestirildi.
Amplifikasyon sonrasi elde edilen 439 b¢’lik PCR iiriinlerinin %1’lik agaroz jel elektroforezi

gorintiisi (Sekil 4.4.)’de verilmistir.

500 bg.
400 be.
300 be.
200 be.

100 bg.

439 be.

Negatif
Kontrol

Marker 1. Kuyu 2. Kuyu 3. Kuyu 4. Kuyu

Sekil 4.4. SOCS1 geni 1335 G/C tek ntikleotid polimorfizminden sorumlu gen bolgesinin primer
spesifik PZR yontemi ile amplifikasyonu sonrasi olusan 439 b¢’lik bolgenin %1’lik agaroz jel
elektroforez goriintiisii [Kuyu M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik standardi (GeneRuler 100 bp
DNA Ladder, SM0241, Thermo scientific), Kuyu 1-4: 439 bg¢’lik amplifikasyon iirtinleri, Kuyu 5:
Negatif kontrol.

Daha sonra Hpy188III restriksiyon endoniikleaz enzimi ile amplikonlarin kesimi apilarak
polimorfizm varlig1 arastirildi. RFLP sonucunda olusan fragman uzunluklar1 %2’lik agaroz jel

elektroforezinde 185, 180, 74 b¢ seklinde goriildii (Sekil 4.5.).
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500 bg.
400 be.
300 by.
200 be.

75 bg.

180 ve 185 bg.

74 bg.

1. Kuyu 2. Kuyu 3. Kuyu 4. Kuyu

Sekil 4.5. SOCS1 geni 1335 G/C tek niikleotid polimorfizminden sorumlu gen bolgesi PZR
triinlerinin Hpy188III restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu olusan fragman uzunluklarinin
%2’lik agaroz jel elektroforezi gorintiisii. [Kuyu M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik standard:
(GeneRuler 100 bp DNA Ladder, SM0241, Thermo scientific), kuyu 1-4: C/C homozigot (185 ve
180 bantlar birlikte, 74 band1)].

Agaroz jel elektroforez sonrasi olusan bant paternlerinin incelenmesi sonrasi hasta ve

saglikli kontrol gruplarindaki genotip dagilimi Tablo 4.2.'de verilmistir.

Tablo 4.2. Hasta ve saglikli kontrol gruplarindaki SOCS1 geni ekson2 1335 G/C genotip dagilimi

Polimorfizm Hasta Grubu Kontrol Grubu
bolgesi (n=70) (n=70)

SOCSs1
1335 G/C
Genotip
G/G - -
G/C - -
c/C 70 70

SOCS1 geni ekson2 bolgesinde varligi arastirilan 1335 G/C tek nitikleotit polimorfizmi
hem hasta hem de kontrol grubunda C/C genotipinde bulunmustur. Sitokin {iretimine bagh
olarak ortaya c¢ikan inflamasyonun diizenlenmesinde 6nemli gorevi olan SOCS1 geninde
arastirdigimiz tek niikleotit polimorfizimlerinin OHH hastalarinda hastaliga olan yatkinlik ya da

direncte etkili oldugunu gosterecek herhangi bir veriye rastlanilmamistir.

4.3. Tartisma

Inflamasyon, yabana ve zararh etkilere karsi organizmamin dogal savunma
mekanizmasidir. Bu olaya birgok hiicre ve aracilar karisir. Ateroskleroz, miyokard infarktisii,
romatoid artrit, yenidogan akciger hastalifl, sepsis, menenjit gibi ciddi hastaliklarin
patogenezinde énemli yere sahiptir. inflamatuvar reaksiyonlarda, o bolgede salinan aracilarin

etkisiyle 1s1 artisi, kizariklik, sislik, agr1 ve fonksiyonlarda azalma semptomlar1 ortaya
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cikmaktadir. Bu reaksiyonlarda akut faz reaktanlar1 (CRP, SAA, fibrinojen), trombositler ve
endotel hiicreleri ve notrofiller, makrofajlar, sitokinler, (IL-1, IL-6, IL-8 ve TNF-a gibi), gibi pek
¢ok araci rol almaktadir [42].

Bu ¢alismada, inflamatuvar bir hastalik olan OHH hastalarinda; SOCS1 genindeki SNP’ler
incelenmistir. Bu genlerde meydana gelen polimorfizimler, hastaligin siddeti ve gelisimiyle

iliskilendirilmistir.

Boliimiimiizde daha énce Hatice SEVGI tarafindan yapilan SOCS proteininin gen ifade
diizeyi ile ilgili arastirmada OHH hastalarinin CRP diizeylerinin kontrol grubuna goére oldukca
arttign goriilmistir. Akut faz reaktanlarindan CRP, inflamasyonun genel bir gostergesi olarak
tanimlanir. CRP diizeyindeki artis da daha dnce OHH hastalarinda bildirilmistir [43, 44]. Kontrol
grubu ve OHH hastalarina gore kriz hastalarinin CRP diizeyleri daha fazla artmistir. Ciinki kriz
hastalarinda inflamasyon bulgular1 artmis ve buna bagh olarak CRP diizeyleri de yiikselmistir.
Buradan inflamatuvar bir hastalik olan OHH hastalarimin krize girdigi dénemde CRP

diizeylerinin yiiksek oldugu sonucuna ulasilabilir.

Platt ve arkadaslari 16kosit sayisinin artisinin OHH'nin siddetinde 6nemli bir risk faktori
oldugunu gostermistir. OHH olan tiim bireylerin ayni gen mutasyonuna sahip olmasina ragmen,
hastaligin klinik siddeti bireylere gore farklilik gosterir. Hastaligin en yaygin klinik bulgusu
agrili krizdir ve yilda 10’dan daha fazla tekrarlanabilir [45].

Ayn1 zamanda lokosit sayisi da hastaligin siddeti i¢in ¢ok 6nemli bir risk faktoridiir.
Lokosit sayisi yliksek olan hastalarin genc yasta 6lme olasilig1 daha yiiksektir. Lokosit sayisinin
artisi sessiz beyin infarkt gelisimi i¢in de bir risk faktoriidiir [46]. Artan 16kosit sayis1 devam
eden kronik inflamasyonu yansitir ya da verilen bir uyarana karsi inflamatuvar yanit gelistirme
egilimi gosterir. Sevgi H.nin ¢alismasinda da inflamasyon nedeniyle hastaneye basvuran kriz
hastalarinin 16kosit sayilarinin kontrol grubuna gore oldukea yliksek oldugu gozlenmistir. Orak
hiicre hastaliginda inflamasyon bulgularinin artmasi ve hastalik siddetinin ilerlemesi
durumunda l6kosit sayis1 artmistir. Lokosit sayisindaki artis tiim hastalarda ayni oranda
gozlenmemistir. Bu da orak hiicre hastaliginin siddetinin bireylere gore degisebilecegini
gostermektedir. Buna bagh olarak, bu durum Platt ve arkadaslarinin ¢alismalarindaki bulgulari

desteklemektedir [45].

Hepatoselliller karsinomada (HCC) SOCS-1 promotor bdlgesi hipermetilasyon ile

baskilaninca gen ekspresyonunun azaldigi gozlenmistir [35]. SOCS-1 gen ifadesinin azalmasi
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hipermetilasyon disinda SOCS-1 gen bélgesinde meydana gelen delesyonlar ve mutasyonlar ya

da polimorfizmlerle iliskilendirilebilir.

Ayrica SOCS-1 ve SOCS-3 gen ifadelerinin hepatoselliller karsinomada (HCC)
arastirilmasi sonucunda HCC hiicrelerinde SOCS-1 ifadesinin 6nemli derecede azaldig1 tespit
edilmistir. Bu durum SOCS-1'in HCCnin gelisimi ve/veya ilerlemesini engelledigini
diistindiirmektedir. SOCS-1 ifadesinin azalmasinin doku hasar1 ve inflamasyonu artirabilecegi
sonucuna ulagsmiglardir. 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 [47]. Immiin diizenleyici islevlerin biiyiik bir kisminda

SOCS-1’in inflamatuvar hastaliklarin patolojisinde rol oynadig: goriilmektedir [48].

SOCS1, negatif feedback mekanizmasi ile inflamatuar hastaliklarin sitokin sinyal
yolaklarini diizenler. SOCS1 protein seviyesindeki diisiis bu mekanizmasinin bozulmasina ve
asir1 inflamasyona neden olabilmektedir. Chan ve ark.’nin Tayvan’da 147 romatoit artritli hasta
ve 96 saglikli konrol grubu ile yaptiklar1 ¢alismada, SOCS1 geninin promotér bdlgesinde
bulunan -1478 CA/del varliginin ve SOCS1 mRNA ekspresyon seviyesinin hastaliga olan
yatkinlikla iligkisi arastirilmistir. SOCS1 mRNA seviyesi ile hastalik arasinda anlaml iliski
bulunamamustir. Ayrica hasta ve kontrol grubunda -1478 CA/del SNP ile romatoit artit arasinda

anlaml bir iligki tespit edilememistir [49].

Japonya’da Inoue ve ark’nin otoimmiin tiroit hastalariyla yaptiklar1 bir ¢alismada,
periferal Th1l oraninin Th2 ve Th17’den daha yiiksek seviyede olmasindan dolayi, hastaligin
prognozunda Th1'in 6nemli olabilecegini varsaymiglardir. SOCS1 knockout CD4+ hiicrelerinin,
sartlar uygun olsa dahi Th2 ya da Th17 yerine Th1’e farklilasmasi ise SOCS1’in Th1 farklilasmasi
tizerinde inhibitor etkisi oldugunu gostermektedir. Burdan yola ¢ikilarak SOCS1 promotorunda
bulunan -1478 CA/del polimorfizminin bu farklilasmadaki rolii olabilcegi diisiiniilmiistiir.
Hasimato tiroiti ve Graves hastalariyla, hastaligin gelisimi ve prognozu iizerine polimorfizmin
etkisi saglikli kontrol grubununda dahil edildigi bir calismada incelenmistir, ancak hasta ve
kontrol grubunda anlamli farklilik goériilmedigi icin SOCS1 promotoériinde meydana gelen -1478

CA/del polimorfizminin Th1 farklilagsmasina bir etkisinin olmadig1 sonucuna varilmistir [50].
Harada ve ark.’nin Japonya’da astimli hastalarla yaptiklar1 bir ¢alismada, SOCS1 geni

tizerinde bulunan -5388 C/T, -3969 C/T ve -1478 CA/del (rs33989964) polimorfizimlerinin

sikliginin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Astim hastalarinin akciger epitelyal hiicrelerindeki
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SOCS1 ekpresyon seviyesinin yiliksek oldugu ve Promotoér bolgesindeki -1478 CA/del

polimorfizmin astima olan duyarhlik ile iliskili oldugu bulunmustur [51].

Kahn ve ark.lar tarafindan SOCS gen ekspresyon yolaklarinin, sitokin kaynakli insiilin

direncine aracilik ettigi gosterilmistir [52].

Giill ve ark’nin yaptig1 calismada polikistik over sendromu-insiilin direnci iliskisinin
SOCS1 -1478 CA/del SNP'i ile iligkisi arastirilmistir. Hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla
ylksek insiilin direnci, obezite ve dislipidemi oldugu tespit edilmistir. Hasta ve kontrol
gruplarinin SOCS1 -1478 CA/del polimorfizminin siklig1 bakimindan bir farklilik géstermedigi
belirlenmistir. Ayrica SOCS1 -1478 CA/del polimorfizmi ile insiilin direnci ve polikistik over

sendromu arasinda anlaml bir iliski olmadig tespit edilmistir [53].

Kronik periodental inflamasyon sirasinda IL-6, IFN- y ve TNF-a gibi pro-inflamatuar
sitokinlerin ekspresyonu, SOCS1 tarafindan diizenlenmektedir. Brezilya’da yapilan bir
calismada, SOCS1 promotor bolgesinde bulunan -1478 CA/del ve -820 C/A polimorfizimleri ile
kronik periodontitis arasindaki iliski arastirilmistir. SOCS1 -820 C/A polimorfizmi icin A alleli
hastaliga karsi1 duyarlilikla iliskili bulunurken, -1478 CA/del polimorfizminin hastalikla iliskisi
olmadig tespit edilmistir [35].

Prolaktin hormonu, Sistemik lupus eritramatozun (SLE) patogenezinde 6nemli rol oynar
[54]. Mononiikleer kan hiicrelerindeki SOCS1 ekspresyonunu indiikledigi bulunmustur. Chan ve
ark.'lar1 tarafindan Tayvan’da SLE hastalariyla yapilan bir ¢alismada, SOCS1 mRNA ekspresyon
seviyesi ve SOCS1 SNP’nin hastalifin gelisimi ve klinik bulgular ile olan iliskisi arastirilmistir.
SOCS1 mRNA ekspresyon seviyesinin, SLE'li hastalarda saghkli kontrollere gére anlamh
derecede arttif1 tespit edilmistir. Arastirilan 1335 G/C ve -1478 CA/del polimorfizmlerinin,
SLE'nin klinik belirtileri ile iliskili olabilirken, SLE'nin gelisiminde etkili olmadig1 vurgulanmistir

[55].

Ulseratif kolit (UC) hastalarinin kolon mukozasinda IL-4 ve IFN- y'nin ekspresyonlari
asir1 inflamasyon nedeniyle, normalden ¢ok daha fazladir ve SOCS1 bu durumu regiile eder [56].
Ulkemizde 2013 yilinda yapilan bir calismada inflamatuar bir hastalik olan UC hastalifinda
SOCS1 promotor -1478 CA/del polimorfizminin hastaliga yatkinlikla iliskisinin var olup
olmadigi arastirilmistir. Sonug olarak -1478 CA/DEL polimorfizminin, UC hastalifina yatkinlikta

ve hastaligin fenotipik yansimasinda bir etkisinin bulunmadig belirtilmistir [57].
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Chan ve arkadaslar1 SOCS1 geninde 1335 G/C polimorfizminin varhigimi tespit etmek
amaciyla PZR-RFLP y6ntemini kullanarak bir calisma yapmislar; hasta ve kontrol gruplarinin
her ikisinde de G allelinin bulunmadigini saptamislardir. Romatoit artrit ile SOCS1 geni ekson?2

bolgesinde bulunan 1335 G/C polimorfizmi arasinda bir iliski bulunamamistir [58].

Ulseratif kolitli hastalarin iltihapli kolon mukozasiyla ilgili yapilan arastirmada, SOCS1
promotor -1478 CA/del polimorfizmi i¢cin Tayvan, Japonya ve icinde Tiirk kokenli hastalarinda
bulundugu degisik hasta gruplar1 ve saglikli kontrol gruplari ile ¢alisilmistir. Saglikli deneklerin
bu iilkelerin populasyonunu temsil ettigini diisiindiiglimiizde polimorfizmin, iilkelerin
populasyanlarindaki genotipik dagiliminda farkliliklar oldugu dikkat cekmektedir. Bizim
grubumuzda daha 6nce yapilan Ersoy L.nin calismasinda, yine Hartavi [56] ve Gl [52]lin
calismalarinda kontrol gruplarindaki “del” allel sikliginin Tayvan ve Japon popiilasyonlarina
kiyasla daha ytliksek oldugu goriilmektedir. Yine bu arastirmalar neticesinde Japon ve Tayvanl
kontrol deneklerinin “CA” allel sikligi lilkemizde c¢alisilan kontrol gruplarindaki CA alleli
sikligindan 6nemli derecede yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar, bize SOCS1 genotip

dagiliminda etnik ve cografik farkliliklarin olabilecegini gostermektedir.

Polonya’da idiyopatik nefrotik sendrom (INS)’lu hastalar iizerinde yapilan bir calismada,
SOCS1, SOCS3 ve SOCS5 genlerinde bulunan cesitli polimorfizmlerin hastaligin tedavisinde etkin
olan steroit yanitiyla iliskisi arastirilmistir. inflamatuar etkileri de olan sitokinlerin antijen-
spesifik immun yanit1 ve glomeriil hasarini baslattigi diisiiniilmektedir. Bu ¢alismada, Sanger
dizileme yontemi kullanilarak 1335 G/C polimorfizmi ¢alisiimis olup SOCS gen bolgelerinde
bulunan polimorfizimlerin allel ve genotip dagilimlar1 bakimindan kontrol ve hasta grubunda
onemli bir faklilik gézlenmemistir. Steroit direncli grupta 1335 G/C SNP’de C allelinin orani
daha yiiksek bulunmustur [59].

Ersoy L.’nin, TB’ye yatkinlik ile SOCS1 gen polimorfizmleri arasindaki iliskiyi arastirdigi
tez calismasi bu ¢alismayla, SOCS1 promotor bolgesinde bulunan ve fonksiyonel etkinligi tespit
edilmis olan -1478 CA/del SNP’si ve ekson2 bdélgesinde bulunan 1335 G/C SNP’nin varlig
arastirilmis ancak sonuc¢ olarak hastaliga yatkinlikla bu SNP’ler arasinda anlamli bir iligkisi

tespit edilememistir [60].

Inflamatuar  hastaliklarda &énemli rol oynayan SOCS proteinlerinin  gen
polimorfizmlerinin OHH’a yatkinlik ile arasindaki iliskiyi arastirilan bu tez ¢alismasinda, SOCS1
promotor bélgesinde bulunan ve fonksiyonel etkinligi tespit edilmis olan -1478 CA/del SNP’si

ile anlamli bir iliski tespit edilmistir. Daha 6ncede Yoshikawa’'nin Hepatoselliiler karsinomada

31



Yesim Tavsanoglu, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

SOCS1 promotor gen boélgesinin hipermetilasyon ile baskilanarak SOCS1 ekspresyonu
lizerindeki etkisi gozlemlenmis ve sonug¢ olarak bu bolgedeki ekspresyonun azaldigi tespit
edilmistir [35]. Bu tez ¢alismasinda da promotor boélgesinde meydana gelen delesyon, hasta
gruplarinda anlamh bir sekilde kontrol gruplarindan daha fazla ¢ikmistir. Bu da promotor
bolgesinde bulunan -1478 CA/del polimorfizminin hastaligin siddeti ve seyrinde etkili
olabilecegi ve etkin tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde yol gosterici bir bilgi olabilecegini

diistindiirmektedir.

Ancak, ekson2 boélgesinde bulunan 1335 G/C SNP’nin varligi tespit edilememis olup
hastaliga yatkinlikla bu SNP’nin hasta ve kontrol grubu arasinda anlaml bir iligkisi tespit

edilememistir.
Incelenen literatiir calismasina gére; daha 6nce bélgemizde OHH’h hastalarda yapilmis

SOCS1 gen polimorfizmiyle iliskili herhangi bir calismaya rastlanmamustir. Bu tez calismasi, bu

anlamda yapilmis ilk calisma olma 6zelligini gostermektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calismada OHH’li 83 hasta ve 65 kontrol grubu bireylerin SOCS1 gen bolgesinde
promotor bolgesinde bulunan -1478 CA/del ve ekson2’de bulunan 1335 G/C tek niikleotit
polimorfizmi arastirilmis olup hastaliga yatkinlikta etkili olup olmadiklari, PCR-RFLP
yontemleri kullanilarak arastirilmistir. Sonu¢ olarak SOCS1 promotér bolgesinde bulunan ve
fonksiyonel etkinligi tespit edilmis olan -1478 CA/del SNP’si ile anlamh bir iliski tespit
edilmistir. Ancak ekson2 boélgesinde bulunan 1335 G/C SNP’'nin varlig1 tespit edilememis olup

hastaliga yatkinlikla bu SNP’nin arasinda anlamli bir iliskisi tespit edilememistir.

Inflamatuar  hastaliklarda 6énemli rol oynayan SOCS proteinlerinin  gen
polimorfizmlerinin OHH’a yatkinlik ile arasindaki iliskiyi arastirdigimiz ¢alismamizda, SOCS1
promotor bolgesinde bulunan ve fonksiyonel etkinligi tespit edilmis olan -1478 CA/del SNP’si
ile anlamli bir iliski tespit edilmistir. Daha dncede Yoshikawa’'nin Hepatoselliiler karsinomada
SOCS-1 promotor gen bdlgesiin hipermetilasyon ile baskilanarak SOCS-1 ekspresyonu
lzerindeki etkisi gozlemlenmis ve sonug¢ olarak bu bolgedeki ekspresyonun azaldig1 tespit
edilmistir [35]. Bu tez ¢alismasinda da promotor bélgesinde meydana gelen delesyon hasta
gruplarinda anlamli bir sekilde kontrol gruplarindan daha fazla ¢ikmistir. Bu da promotor
bolgesinde bulunan -1478 CA/del polimorfizminin hastaligin siddeti ve seyrinde etkili
olabilecegi ve etkin tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde yol gosterici bir bilgi olabilecegini
diistindiirmektedir.

Ulseratif kolitli hastalarin iltihapli kolon mukozasiyla ilgili yapilan arastirmada, SOCS1
promotor -1478 CA/del polimorfizmi Tayvan, Japonya ve icinde Tiirk koékenli hastaninda
bulundugu degisik hasta gruplari ile calisilmistir. Yine Leyla ERSOY’'un ¢alismasinda ve bu tez
calismasinda elde edilen veriler birbirlerini desteklemekte olup “CA” allel sikliginin Japon ve
Tayvan’li kontrol deneklerinin “CA” allel sikhigindan o6nemli dercede disiik oldugu
goriilmektedir. Bu sonuglar, SOCS1 genotip dagiliminda etnik ve cografik farkliliklarin
olabilecegini gdstermektedir.

OHH da giiniimiizde yapilan gen tedavisi yontemi (KIT) Kemik iligi Transplantasyonu
biiyiik olmasina karsin bu tedavi yontemi diisiik gen ekspresyonu nedeni ile yavas
ilerlemektedir. Bu tedavi yaklasiminin promotor bdlgesindeki -1478 CA/del ve diger SNP’ler de
dikkate alinarak gelistirilmesi agisindan énemli olabilecegini diisiinmekteyiz.

Bu tez calismasiyla SOCS1 Tek Nikleotit Polimorfizmi-OHH arasindaki iliski ilk kez

arastirilmis olup, ileride yapilacak ¢alismalar i¢in literatiire katki saglamis olacaktir.
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