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Ozet

Menenjit, ¢esitli mikroorganizma ve viriislerin neden oldugu, beyin zarlarin1 ve beyin dokusunu zedeleyen, beyin omurilik sivisinda
(BOS) hiicresel ve biyokimyasal degisikliklere sebep olan, klinikte ¢esitli norolojik bulgular gésteren iltihabi bir hastaliktir. Menenjit
mortalitesi ve morbiditesi yiiksek bir enfeksiyon hastaligidir. Hastaligin seyrinde 6liim ve tedavi sonrasi kalic1 hasar olasiligr yiiksektir.
Her on hastadan biri kaybedilmekte ve yedi olgudan birinde sagirhk veya gesitli beyin zedelenmeleri sonucu kalici hasarlara yol
acmaktadir. Hayvan deneyleri ile gelistirilen menenjitlerde, bakterilerin sebep oldugu iltihap nedeni ile beyin omurilik sivisina sizan
I6kositlerin, beyin dokusunda zedelenme gelisimine katkida bulundugu, beyin 6demini ve kafa i¢i basinct arttirdigi gosterilmistir. Bu
calismada JAK/STAT sinyal ileti yolaginin baskilamada etkili bir gen olan ve iltihabin 6nemli negatif diizenleyicilerinden olan SOCS3
geni ifadesinin menenjit hastaligi ile iliskisi arastirildi. Yaptigimiz caligmada insan beyin omurilik sivisina sizan 16kositlerin SOCS3 gen
ifade diizeyleri real time PCR yontemi ile arastirildi. Bu ¢aligma sonuglarina gére menenjitli hastalardaki kan SOCS3 gen ifadesi saglikli
kontrol grubuna goére farklilik gostermedi (p>0,05). Ayrica hastalarin kan SOCS3 gen ifadesi ile beyin omurilik sivisina sizan
I1okositlerdeki SOCS3 gen ifadesi arasinda anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05). Bu bulgular menenjit tedavi ve tanisinda daha ileri
molekiiler ¢galismalarin devaminin gerekliligi ve iltihabi gelisimin baskilanmasinda gorevli diger genlerin arastirilmasinin 6nemli olacagi
digtintiilmektedir.

Anahtar kelimeler: Menenjit; Real Time PCR; SOCS3

Abstract

Meningitis is an inflammatory disease caused by microorganisms and viruses with various clinical symptoms, which damages the brain
tissue and membranes, and which induces biochemical and cellular changes in cerebrospinal fluid (CSF). Meningitis is an infectious
disease with higher rates of mortality and morbidity. The possibility of death or permanent damage to patient is considerable, mortality
rate is one in ten patients and permanent damages like deafness or various brain damages are one in seven patients. Experimental animal
meningitis revealed that the leukocytes infiltrated in CSF due to bacterial dissemination contributed to damage progression in brain
tissue, increased brain edema and intracranial pressure. The association between gene expression of SOCS3 which is effective in
repressing the JAK/STAT signal transduction pathway and meningitis disease were investigated in this study. Gene expression levels of
SOCS3 in leukocytes leaked to CSF were investigated by using real-time PCR method in this study. As a result of our study, there was
no difference in blood SOCS3 gene expression levels between meningitis patients and healthy controls (p>0.05). Additionally, there was
no meaningful difference between SOC3 gene expression of blood and CSF samples in meningitis patients (p>0.05). Our data suggests
that further molecular studies are needed and important in meningitis disease diagnosis and treatment, and in the other genes responsible
for repressing of inflammatory development.
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Girig

Menenjit, ¢esitli mikroorganizmalarin neden oldugu,
beyin zarlarim1i ve beyin dokusunu zedeleyen, beyin
omurilik  sivisinda  hiicresel ve  biyokimyasal
degisiklikler ve klinikte norolojik bulgularla karakterize
akut veya kronik gidisli iltihabi bir hastaliktir (1).
Menenjit hastaliginda, beyni ¢evreleyen meningeal
zarlarda ve spinal kordda iltihap gelisir (2). Bakteri,
virus ve mantarlar gibi pek ¢ok mikroorganizma
menenjite yol agabilir (2). Menenjit ¢ok sik olmamasina
ragmen, sonuglart itibar1 ile en ciddi enfeksiyoz
hastaliklardan ~ biridir. Her on  olgudan  biri
kaybedilmekte ve yedi olgudan birinde sagirhik veya
cesitli beyin zedelenmeleri sonucu kalic1 hasarlara yol
agmaktadir (2). Menenjitte bagisiklik yanit bireyler
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arasinda farklilhik gostermekte ve farkli siddetlerde
iltihap gelismektedir. Buna bagli olarak oliimler ve
hastalik sonrasi kalic1 bazi hasarlarin goriilmesi kisiden
kisiye degisebilmektedir.

Sitokinler, bagigiklik hiicrelerinin etkin hale gelmeleri,
farklilagmalari, cogalmalari ve hayatlarini
slirdiirebilmelerini igeren bircok fizyolojik cevabi
diizenlerler (3). Sitokinler genellikle janus kinaz (JAK1,
JAK2, JAK3 ve Tirozin kinaz 2 (Tyk2)) almaglarina
baglanarak etkilerini gosterirler. Sitokinin almaca
baglanmasinin ardindan JAK’in hiicre i¢i kismu fosforile
olur ve daha sonra STAT (signal transducer and
activators of transcription) proteinleri fosforile edilerek
etkinlesirler (4). JAK-STAT hiicre igi iletim yolag1
SOCS proteinleri tarafindan engellenir (5,6). SOCS
(suppressor of cytokine signaling proteins) proteinleri
sitokinlerin ~ bagisiklik  sistemi  tizerine  etkilerini
diizenleyen, 6nemli hiicre i¢i proteinleridir (7).
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Interldkin-6 (IL-6), &nciil iltihabi bir sitokindir ve pek
cok iltihabi hastalikta 6nemli gérevleri vardir (8). IL-10,
bagisiklik sistemini diizenleyen bir sitokindir ve iltihap
onleyici rol oynar (8). Bir transkripsiyon faktorii olan
STAT3 hem IL-6 hem de IL-10’un islev gbstermesinde
temel proteinlerdir (9). Bu iki karsi etkili sitokinin
etkisini STAT3 {izerinden goéstermesinin mekanizmasi
tam olarak acik degildir. Ancak son yillarda yapilan
calismalarda karsit etki gosteren bu iki sitokinin
diizenleyicisi olarak SOCS3 proteini gosterilmistir.
SOCS3 geni eksik veya gp130 almact SOCS3 baglanma
bolgesinde (Y759F) bir mutasyon tasiyan makrofajlarda
hem IL-10 hem de IL-6’da lipopolisakkarit (LPS)
uyarisina bagli TNF-o idiretimi baskilanmistir (8).
SOCS3 proteini yapimi, LPS’ye cevap olarak IL-6 ve
IL-10 tarafindan giiclii bir sekilde uyarilir (8). Ancak
SOCS3, IL-6 almacina baglandigindan segici olarak
sadece IL-6 wuyarisim baskilar (8). SOCS3 IL-10
almacina baglanmadigindan bu uyariy1 baskilamaz (8).
SOCS3 geni silinmis makrofaj ve notrofillerde, LPS
uyarisi ile olusan ani iltihaba kargi direng gozlenmistir
(8). SOCS3 geni eksik farelerde IL6, STATI’i ve
interferon (INF) cevap genlerinin ifadesini giglii bir
sekilde uyarir (8). SOCS3 geni eksik makrofajlarda IL-
6’nin temel islevinin degistigi goriilmiistir (8). Sonug
olarak SOCS3’iin, gp130 iliskili sitokinlerin biyolojik
islevlerinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigi
anlagilmaktadir.

SOCS ailesi proteinleri, iltihabin onemli negatif
diizenleyicilerindendir  (10). SOCS  proteinleri
baslangicta iltihap baslatict bir protein olan INFy ile
muamele edilen makrofajlarda tanimlanmigtir. LPS ve
CpG DNA gibi diger iltihap uyaricilar da SOCS ifadesi
olusumuna neden olmaktadirlar (11). Mikroglia ve
astrosit hiicreleri trombin gibi iltihap uyaricilara maruz
kaldiklarinda 30 dakika ile 1-2 saat arasinda hemen
CIS,SOCS1 ve SOCS3 ifadesi ger¢eklesmektedir (12).

SOCS1 yetmezlikli farede INFy’ya asir1 duyarlilik
gozlenmekte ve  SOCS3  mutasyonu koliti
siddetlendirmektedir (13). INFy, JAK/STAT yolag: ile
SOCS olusumuna neden olur (14). Bunun disinda bagka
yolaklarda SOCS ifadesini saglayabilir. CpG DNA,
makrofajlarda MAPK/ERK sinyal ileti yolagi ile SOCS1
ve SOCS3 ifadesin saglayabilir (16). LPS dolayli olarak
INFo/B yolu ile SOCS ifadesini saglayabilir (17).
Astrositlerde, trombin ile PLA2, COX2 ve LOX
aracilign ile iretilen reaktif oksijen tiirleri etkisi ile

SOCS ifadesi gerceklestirilir (17). JAK/STAT,
ERK/p38MAPK, PKLE ve ROS mikroglia ve
makrofajlardan  Oncii iltihap aracilarmin ifadesini

saglayan onemli sinyal ileti yolaklaridir (18). PLA2,
COX2 ve LOX onemli iltithap aracilart olan
prostaglandinler ve leukotreinlerin {iretimini katalizler
(17). Goriildiigii gibi SOCS ve iltihap olusturucular ayni
sinyal ileti yolagini kullanmakta ve iltihap sirasinda ayni
anda olugsmaktadir.

Beyin iltihabinda SOCS proteinlerinin etkisi {izerine
giincel calismalar heniiz yeterli degildir. Viicut dist
yapilan ¢aligmalarda astrosit ve mikroglia hiicrelerinde
SOCS ifadesi gosterilmistir (17). Buna ragmen beyin

omurilik bariyerini gecen bagigiklik hiicrelerinde
ozellikle SOCS1 ve SOCS3 ifadesinin etkileri heniiz
aciklanmamuistir. Menenjit gibi beyin iltthabmin sebep
oldugu yikici agir1 etkilerde SOCS proteinin roli mMRNA
diizeyinde arastirilmasi gereklidir.

Bu ¢aligmada menenjitli hastalarda BOS’a infiltre olmus
l16kositlerde bagisiklik yanitini negatif yonde etkileyen
SOCS3 gen ifade seviyesinin bu hastalikla iligkisinin
arastirilmasi hedeflenmistir.

Gereg ve Yontemler
Hastalik Tamst ve Orneklerin Toplanmast

Calisma oncesi Gaziantep Universitesi etik kurulundan
onay alinmis ve hasta ya da hasta ebeveynlerinden
bilgilendirilmis onay formu ile izin alinmigtir. Bu
arastirmada, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Sagligi  Hastaliklar1  Anabilim  Dali, Enfeksiyon
Hastaliklar1 ve Klinik Bakteriyoloji Anabilim Dali ve
Gaziantep Cocuk Hastaliklar1 Hastanesine bagvuran,
menenjit tanist almis hastalar ¢alismaya alinmistir. Bu
calismaya, menenjit tanist almig 61 birey, menenjit
gecirmemis 64 birey alinmigtir. Menenjit tanisi i¢in rutin
olarak aliman kan ve BOS Ornekleri g¢alismada
kullanilmugtir.

Menenjitli hastalardan 34 tanesi on sekiz yas alt1 ¢ocuk,
27 tanesi on sekiz yas {istii yetiskin grubuydu. Cocuk
grubunda, 24 bakteriyel menenjit, 4 tiiberkiiloz menenjit,
6 viral menenjit tanisi almis hasta vardi. Yetigkin
grubunda, 14 bakteriyel menenjit, 13 tiiberkiiloz
menenjit tanist almis hasta vardi. Caligilan gruplar ile
ilgili bilgiler Tablo 2’de verilmistir. Calismada, hasta
grubunun kan ve BOS orneklerinden RNA izolasyonu,
hasta ve kontrol grubu kan 6rneklerinden RNA ve DNA
izolasyonlar1 yapildi. Elde edilen RNA o&rneklerinden
Ters Transkriptaz PCR yontemi ile cDNA yapildi.

Akut menenjit tanisi, 6yki, fizik muayene bulgular
(ates, bas agris1, bulanti, kusma, ense sertligi, Kernig ve
Brudzinsky bulgulari, konviilziyon, dokiintii, bdlgesel
norolojik bulgular) ve BOS bulgular (basing, gériiniim,
hiicre sayis1 ve tipi, Pandy reaksiyonu, protein, glukoz
seviyeleri, BOS’un Gram, Giemsa, Erlich-Ziehl-Neelsen
(EZN) boyamalari, BOS kiiltirii, BOS’unserolojik
incelenmesi) ile konuldu.

Akut bakteriyel menenjit tanist BOS bulgular (bulanik
goriiniim, polimorfoniikleer 16kosit (PMNL) hakimiyeti,
protein yiiksekligi, glukoz diisiikliigi) ve BOS
kiiltiriinde etkenin izole edilmesi ile konuldu. Etken
izole edilemeyen durumlarda hastalar, BOS bulgular1 ve
klinik gidise gore degerlendirildi.

Tiiberkiiloz menenjit olgularinda BOS’un EZN
boyamasinda aside direngli basil (ARB) goriilmesi,
bactec 460 sistemi ile M. tuberculosis varligi tespiti,
BOS’ta protein yiiksekligi yaninda glukoz diistikligii
olmas1 ve lenfosit hakimiyeti ile tant konuldu. Viral
menenjitlerde ise klinik gidis, BOS bulgular1 (berrak
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goriinim, devam eden lenfosit hakimiyeti ve BOS
glikozunun es zamanli kan glikozuna oraninin >0,6
olmasi, proteinin normal veya hafif artmis olmasi) ile
tan1 konuldu. Ates yiiksekligi olan olgularda BOS
kiiltliri alindiginda es zamanli olarak kan kiiltiirii de
alind1.

Biitiin olgularda zemin hazirlayan hastalik ve norolojik
tutulum agisindan kulak burun bogaz ve néroloji goriis
aligverisi ile ayrintili inceleme yapilmistir. Olgularin
cogu bilgisayarli tomografi (BT) ve manyetik rezonans
goriintiileme (MRI) ile degerlendirildi. Lumbar puncture
(LP) yapilmadan once kafa i¢i basing artisi agisindan
g6z dibi incelenerek papilddem varlig arastirildi veya
beyin BT’si ile degerlendirildi.

Arastirma Yontemleri:

Kan ve BOS o6rneklerinden RNA izolasyonu High Pure
RNA izolasyon kiti (RocheDiagnostics, Mannheim,
Almanya) kullanilarak yapildi. RNA 6rneklerden cDNA
sentezi  First StrandcDNA sentez  (AMV) Kkiti
(RocheDiagnostics, Mannheim, Almanya) kullanilarak
yapildi. Hedef genlerin ifade tayini i¢in Tablo 1°de
verilen primer ve problar tasarlandi. Primer ve problarin
tasarimi igin www.roche-applied-
science.com/sis/rtpcr/upl  web  sayfas1  kullanild1
Buradan elde edilen diziler Pubmed NCBI niikleotid
dizileri ile karsilastirilarak dogruluklart tespit edildi.
Primerler IDT (Integrated DNA Technologies, Belgika)
firmasmna  sentezlettirildi. = Calismada  Universal
ProbeLibrary (UPL) problari kullanild
(RocheDiagnostics, Mannheim, Almanya). UPL problari
8-9 niikleotidlik kisa dizileri olarak, kilitli niikleotid
(LockedNucleicAcid; LNA) teknolojisi kullanilmigtir.
Real time PCR tepkimesi igin 14 pl ditile su, 0,2 ul UPL
probe (10 uM), 0,4 plforward primer (10 pM), 0,4
plreverse primer (10 uM), 4 plLightcylerTagmanmaster
(faststartTag DNA polimeraz, tampon, MgCl,, dNTP
karisimi), 1 pl o6rmmek cDNA karisimi  hazirland.
Hazirlanan karisim kapiller tiiplere aktarildi. Kapiller
tipler LightCycler® 2.0real time PCR cihazina
yerlestirildi. 95 °C’de 10 dakika denatiirasyon yapildi.
Daha sonra 45 dongili amplifikasyon i¢in 95 °C 10 s
denatiirasyon, 60 °C 30 s annealing, 72 °C 60 s
extansiyon yapildi. Son asamada bir dongii 40 °C 30 s
tutulup PCR sonlandirildi.

Tablo 1. Hamarat gen (housekeeping gen) ve hedef genlerin
primer dizileri ve problari.

UPL NCBI niikleotid
Gen Primer Dizisi
Probe no
5'- tgaccttgatttattttgcatacc-3' Probe
HPRT1 NM_000194.1
5'-cgagcaagacgttcagtcct-3 23
5'-agacttcgattcgggacca-3 Probe
SOCS3 9 gattegan NM_003955.3
5'-aacttgctgtgggtgacca-3 36
Sonuclar

Her ornek igin iki kez real time PCR reaksiyonu
yapilarak sonuglar kontrol edildi. Olusan reaksiyon

egrileri ile her 6rnegin cogalma dongiileri hesaplandi
(Sekil 1).

Fluorescence (F1)

o8 18 N 2 M X

Cycle Number

Sekil 1. SOCS3 gen ifadesi real time PCR analiz sonuglari.
SOCS3 gen ifadesi hamarat gen kadar veya daha fazla tim
hiicrelerde ifade edilmektedir.

Tablo 2. Hasta ve kontrol gruplarina ait yas ortalamalari.

Hasta Yas Bakteriyel  Tiiberkiiloz Viral
Sayis1  ortalamasi menenjit menenjit menenjit
Cocuk grubu 34 3.94 24 4 6
Yetiskin 27 48.37 14 13 0
grubu
Kontrol 64 23.97
grubu

Ornekler i¢in anlik ¢ogaltimm bagladig1 egriler tespit
edildi. Her 6rnek i¢in hedef gen CT (ThresholdCycle) ve
hamarat gen CT degerleri tespit edilip ACT oranlari
hesaplandi. Sonuglar 2-AACt yontemiyle hesaplandi.
(Livak et al., 2001), Tiim drneklerden elde edilen veriler
Graphpadlnstat istatistik programi kullanilarak Mann—
Whitney U testi ile istatistiksel analizleri yapildi. SOCS3
gen ifadesinde hasta ve kontrol grubu arasinda anlaml
bir fark tespit edemedik (P=0.3942). Menenijitli hastalar
ile saglikli hastalarin kan, SOCS3 geni mRNA ifadesi
karsilastirilmas:  Tablo 3’te gosterilmistir. Menenjitli
hastalarin kan ve BOS o&rneklerindeki SOCS3 geni
mRNA  ifadelerinin  kargilagtirlmas1  Tablo 4’te
gosterilmistir.

Tablo 3. Menenjitli hastalar ile saglikli hastalarin kan SOCS3
geni mRNA ifadelerinin karsilastirilmast.

Control (n=64) Cases (n=61)

SOCS3 Median (min— Median (min— p*
max) max)
ACT = Ct(target)
- -0.59 (-3.27-2.82) -0.56 (-3.67-5.80) 0.3942
Ct(housekeeping)
Content = 22T 151 (14.16-964.65) 147 (1.79-1272.90)  0.3942

*Mann-Whitney U testi
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Tablo 4. Menenjitli hastalarin kan ve BOS orneklerindeki
SOCS3 geni mRNAifadelerinin karsilastirilmasi.

Kan (n=61)

SOCS3 Median (min— Mecﬁaons((mna]e—lr%ax) p*
max)
ACT = Ct(target)
- -0.56 (-3.67-5,8) -0.62 (-5.68-7) 0.6671
Ct(housekeeping)
_ 5-ACT 147.43 (1.80-
Content =2 1272.90) 164.72 (0.78-51625) 0.6671

*Mann-Whitney U testi
Tartisma

Deneysel menenjitlerde bakterilerin sebep oldugu iltihap
nedeni ile beyin omurilik sivisina sizan 16kositlerin
beyin dokusunda zedelenme gelisimine katkida
bulundugu, beyin 6demini ve kafa i¢i basinct arttirdigi
gosterilmistir  (1). Beyin omurilik sivismma sizan
l6kositlerin, hastaligin gidisati lizerinde 6nemli etkileri
olmasinda bir¢ok molekiiler mekanizmanin rolii vardir.
Calismamizda 6zellikle bu molekiiler mekanizmalardan
bazilarinin menenjitli hastalardaki ifadelerinin etkisini
aragtirmayt  hedefledik.  Ciinkii  bu  molekiiler
mekanizmalarin etkisi hastalifin gidisatin1 énemli bir
sekilde etkilemektedir.

Ozellikle iltihabm siddetini arttiran veya azaltan
proteinlerin ifadesi hastaligin tani ve tedavisinde 6nemli
acilimlar saglayabilir. Caligmamizda, 6zellikle iltihabin
siddetini SOCS3, IL- proteinlerin hem periferik kanda
hem de beyin omurilik sivisina sizan 16kositlerde mRNA
diizeyinde gen ifadeleri tayin edilerek bagisiklik yanit
degerlendirilmistir.

SOCS proteinleri sitokinlerin bagisiklik sistemi iizerine
etkilerini diizenleyen, 6nemli hiicre i¢i proteinleridir (7).
SOCS proteinlerinin kesfi, sitokin-JAK-STAT yolaginin
negatif diizenlenmesi mekanizmalarinin anlasilmasini
sagladi (8). Bununla birlikte KO (knock-out) fare
caligmalarmda  SOCS  proteinlerinin =~ pek  ¢ok
immiinolojik ve patolojik siliregte Onemli gorevler
iistlendigi tespit edildi (5). SOCS3 proteini yapimi,
LPS’ye cevap olarak IL-6 ve IL-10 tarafindan uyarilir
(5). Ancak SOCS3, IL-6 almacina baglandigindan segici
olarak sadece IL-6 uyarisini baskilar (5). SOCS3 IL-10
almacina baglanmadigindan bu uyariy1 baskilamaz (5).
SOCS3 geni silinmis makrofaj ve notrofillerde, LPS
uyarist ile olusan akut iltihaba karsi duyarsizlik
gozlenmistir (5). Calismamizda menenjitli hastalarda
iltihabin siddetini etkileyecegini diisiindiiglimiiz SOCS3
gen ifadesini arastirdik. Ancak hasta ve kontrol grubu
arasinda anlamli bir fark tespit edemedik (p=0.3942).
Ayrica BOS’a sizmig 10kositlerde de hasta kanina gore
anlamli bir fark tespit edemedik (p=0.6671).

Sonug olarak, iltihabin siddetini etkileyen bagisik yanit
son derece karmasik ve bircok mekanizmanin etkisi
altindadir. Menenjit hastaligi gerek klinik &zellikleri,
gerek tedavi ve tani yoOntemleri agisindan hala
aydinlatilmas1 gereken bir hastaliktir. Hastaligin gidisati
ve sonuglart birgok olaydan etkilenmektedir. Yaptigimiz
calismada menenjit hastaliginda, iltihabin siddetini
etkileyebilecek SOCS3 geni ifadesini arastirdik. SOCS3

geni hem hasta grubunda hem de kontrol grubunda
yiiksek miktarda ifade edilmekteydi. Birgok sitokin
tarafindan kullanilan JAK/STAT sinyal ileti yolagimnin
diizenlenmesi i¢in SOCS3 ifadesinin siirekli aktif oldugu
goriilmektedir. Bu da ileri tedavi yontemlerinde SOCS
gen ailesinin 6nem kazanacagin diislindiirmektedir.
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