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OZET

Doktora Tezi

MENENJITLIi HASTALARDA iLTIHABiI CEVABIN SIiDDETIiNi ETKILEYEN
MOLEKULER MEKANIZMALARIN GEN iFADE SEVIYELERi VE GENOMIK
BAKIMINDAN iNCELENMESI

Serdar OZTUZCU

Gaziantep Universitesi-Saglk Bilimleri Enstitiis,
Tibbi Biyoloji Anabilim Dall

Danisman: Prof. Dr. Ecir Ali CAKMAK
Danisman: Prof. Dr. M.Yavuz COSKUN

Nisan 2009 - 68 sayfa

Menenyjit, c¢esitli mikroorganizma ve viriislerin neden oldugu, beyin zarlarini ve beyin
dokusunu zedeleyen, beyin omurilik sivisinda hiicresel ve biyokimyasal degisikliklere
sebep olan, klinikte ¢esitli nérolojik bulgular gosteren iltihabi bir hastaliktir. Menenjit
cok sik olmamasma ragmen, halen normal konakta gelisen en ciddi bulagmadir.
Hastaligin seyrinde 6liim ve tedavi sonrasi kalici hasar olasiligi yiiksektir. Her on
hastadan biri kaybedilmekte ve yedi olgudan birinde sagirlik veya g¢esitli beyin
zedelenmeleri sonucu kalic1 hasarlara yol agmaktadir. Hayvan deneyleri ile gelistirilen
menenjitlerde, bakterilerin sebep oldugu iltihap nedeni ile beyin omurilik sivisina sizan
16kositlerin, beyin dokusunda zedelenme gelisimine katkida bulundugu, beyin 6demini
ve kafa ici basinci arttirdigi gosterilmistir. Bu calismada, menenjit gegiren kisilerde,
iltihabin siddetini etkileyen molekiiler mekanizmalarin, genomik ve gen ifadesi
seviyeleri agisindan onemi arastirildi. Iltihabi yanit siddetinin artmasinda etkili iNOS,
nNOS, eNOS, COX2 genlerinin ifade seviyeleri ¢calismaya dahil edilmistir. Ayrica bu
calismada SOCS3 ve IL-10 gibi bagisiklik yanit1 baskilamada etkili genlerin ifadeleri ve
IL-10 geninin Ozendirici bolgesindeki gen c¢ok yapililigminin hastalikla iligkisi
arastirildi. Caligmanin sonucunda hasta kan ve BOS orneklerinde 6zellikle IL-10 gen
ifadesinin kontrol grubuna gore belirgin bir sekilde arttigi bulundu. Ancak IL-10
6zendirici bolge gen ¢ok yapililiginda, kontrol grubuna gore bir farklilik tespit edilmedi.
Yaptigimiz c¢alisma insan beyin omurilik sivisina sizan I6kositlerin gen ifadesi
diizeyinde arastiran ilk ¢aligmadir. Bu 6n c¢alisma sonuglarina goére SOCS3, COX2,
INOS ve nNOS gen ifadeleri kontrol grubuna gore farklilik gostermedi. Menenjitli
hastalarda, eNOS ve IL-10 gen ifadesinin anlamli bir sekilde artmasi, iltihabi cevabin
siddetinin ¢ok siki kontrol altinda oldugu anlagilmaktadir. Bu 6n bulgular ile menenjit
tedavi ve tanisinda daha ileri molekiiler ¢aligmalarin devaminin gerekliligi ve iltihabi
gelisimin baskilanmasinda gorevli genlerin ifadelerinin yiiksek olusunun G6nemi
anlagilmistir.

Anahtar kelimeler: COX2, IL-10, Menenjit, NOS, Real Time PCR, SOCS3
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INVESTIGATION OF THE MOLECULAR MECHANISMS AFFECTING THE
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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. Although it is not so
prevalent, meningitis is still the most serious contagious disease for normal hosts. 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
inflitrated in cerebrospinal fluid due to bacterial dissemination contributed to damage
progression in brain tissue, increased brain edema and intracranial pressure. In this
study, the importance of molecular mechanisms affecting the severity of inflammation
at genomic and gene expression levels in meningitis patients was investigated. The
genes effective in inflammatory response like iNOS, eNOS, nNOS, and COX2 were
included in study. Additionally, the expression levels of SOCS3 and IL-10 genes, and 3
different polymorphic regions in IL-10 gene’s promoter with the disease association
were investigated. This preliminary results revealed that the eNOS and IL-10 gene
expression in blood and cerebrospinal fluid samples from patients were significantly
higher than control group. However, there were no differences in terms of
polymorphism in promoter region between two groups. Our study is the first in
literature for investigating the inflitrating leukocytes in cerebrospinal fluid at the gene
expression level. Besides, SOCS3, COX2, iNOS, and nNOS genes expression levels
were no different significantly in both groups. The significant increase of IL-10 and
eNOS gene expression in meningitis patients suggests that the genes involved in
inflammatory response were under tight repressive control. These preliminary findings
revealed to continuation of advanced studies in meningitis diagnosis and treatment, also
suggest the importance of the inhibitory activities in inflammatory response.

Keywords: COX2, IL-10, Meningitis, NOS, Real Time PCR, SOCS3
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1. GIRIS ve AMAC

Menenjit, cesitli mikroorganizmalarin ve virlislerin neden oldugu, beyin zarlarini1 ve
beyin dokusunu zedeleyen, beyin omurilik sivisinda hiicresel ve biyokimyasal
degisiklikler ve klinikte ndrolojik bulgular gosteren iltihabi bir hastaliktir (1). Menenjit
hastaliginda, beyni gevreleyen meningeal zarlarda ve spinal kord’da iltihap gelisir (2).
Bakteri, virlis ve mantarlar gibi pek ¢ok mikroorganizma menenjite yol agabilir (2).
Menenjitte 6liim ve hastaliga tutulma sayist ¢ok yiiksektir; her on olgudan biri
kaybedilmekte ve yedi olgudan birinde sagirlik veya gesitli beyin zedelenmeleri sonucu
kalict hasarlara yol agmaktadir (2).

IL-10, iltihap olusumu ile salgisal bagisik yanit arasindaki diizenlemenin kontroliinde
onemli rol oynar (3). Bu diizenlemeyi Interlokin 1 beta (IL-1pB), tiimor nekroz faktor
alfa (TNF-a), interferon gama (INF-y), graniilosit makrofaj-koloni stimiile eden faktor
(GM-CSF), inducible nitrik oksit sentetaz (iNOS) ve siklooksijenaz 2 (COX-2) gibi
oncii iltihap aracilarinin salinigin kisitlayarak yapar (4,5).

IL-10 iiretiminin kisiler arasinda fark gostermesinin, %50 ile %70 arasinda genetik
temelinin oldugu ifade edilmektedir (6). IL-10 iiretiminde diger dnemli etken bulasici
hastaliklardir (6). Ayrica viicut kiitle indeksi, sigara i¢ilmesi ve cinsiyet de iiretimde
etkilidir (6). Genetik yapiya gore IL-10 iiretim kapasitesi, yiiksek, orta ve diisiik olarak
siniflandirilmistir (7,8). IL-10 gen ifadesini, genin 6zendirici bolgesinde bulunan farkl
gen c¢ok yapililiklarinin (polimorfizm) etkiledigi tespit edilmistir (7). IL-10 geni
Ozendirici bolgesinde bulunan, -1082 (G/A), -819 (C/T) ve -592 (C/A) tek baz
degisimleri sonucu GCC, ACC, ATA olarak belirlenen ii¢ farkli haplotipin IL-10
tiretimin seviyesinde etkili olduklar1 gdsterilmistir (7). Yapilan bir calismada, hastane
ortamindan kaynaklanmayan pndmonili (community acquired pneumonia, CAP)
hastalarda hastalik siddeti ile IL-10 6zendirici bolgesi gen g¢ok yapilili§i arasinda
anlamli bir iligki bulunmustur (9). Hastaligin siddetinin -1082GG genotipinde, -
1082GA ve-1082AA genotiplerine gore daha fazla oldugu tespit edilmistir (9). Hastalik
sonrasi hayatta kalan hastalarda, 6len hastalara gore A allelinin G alleline gore belirgin
bir sekilde fazla oldugu tespit edilmistir (9).

SOCS proteinleri sitokinlerin bagisiklik sistemi iizerine etkilerini diizenleyen, dnemli
bir hiicre i¢i proteinleridir (10). SOCS proteinlerinin kesfi, sitokin-JAK-STAT

yolaginin negatif diizenlenmesi mekanizmalarinin anlasilmasini sagladi (11).



Bununla birlikte KO fare ¢alismalarinda SOCS proteinlerinin pek ¢ok immiinolojik ve
patolojik siirecte dnemli gorevler tislendigi tespit edildi (12). Bilinen 8 tane SOCS ailesi
proteini vardir: CIS, SOCS1, SOCS2, SOCS3, SOCS4, SOCS5, SOCS6 ve SOCS7
(11). Hem SOCS1 hem de SOCS3 kinaz inhibitor bolgeye (KIR) sahip olduklarindan
JAK-tirozin kinaz etkinligini engelleyerek etki gosterirler (13). SOCS1, SH2 pargasi ile
dogrudan JAK proteininin uyarilma bdlgesine baglanirken, SOCS3, SH2 parcasi ile
sitokin almacina baglanarak etkisini gosterir (14). SOCS3 proteininin, gp130°a Tyr757,
leptin almacina Tyr985, eritropoetin almacina Tyr401, G-CSF almacina Tyr729, IL-12
almacina Tyr800 bolgelerinden baglandigi gosterilmistir (15). SOCS kutusu fonksiyon
olarak ubukutin-transferaz sisteminin bir iiyesidir. SOCS kutusu Elongin B ve elongin
C, cullin-5 veya cullin-2, RBx-1 ve E2 ile iliski i¢indedir (11). SOCS ailesi proteinleri
hen diger SOCS kutusu igeren proteinler gibi E3 ubukutin ligaz olarak etki gosterir hem
de N-terminal bdlge aracili protein parcalamasi yapabilir (11). SOCS3 proteini yapimi,
LPS’ye cevap olarak IL-6 ve IL-10 tarafindan gii¢lii bir sekilde uyarilir (11). Ancak
SOCS3, IL-6 almacina baglandigindan segici olarak sadece IL-6 uyarisin1 baskilar (11).
SOCS3 IL-10 almacina baglanmadigindan bu uyariyr baskilamaz (11). SOCS3 geni
silinmis makrofaj ve notrofillerde, LPS uyarist ile olusan ani iltihaba karsi direng
gozlenmistir (11). SOCS3 geni eksik farelerde L6, STAT1’1 ve INF cevap genlerinin
ifadesini giiclii bir sekilde uyarir (11). SOCS3 geni eksik makrofajlarda IL-6’nin temel
islevinin degistigi goriilmiistiir (11). Sonug olarak SOCS3’iin, gp130 iliskili sitokinlerin
biyolojik iglevlerinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadig: anlagilmaktadir.

SOCS3 6zellikle IL-6’nin rol aldig1 patolojik iltihabi olaylarin baskilanmasinda 6nemli
gorev almaktadir (11). Iltihabi barsak hastaligi olusturulmus farelerin kalin
bagirsagindaki epitelyal hiicrelerde ve lamina propria hiicrelerinde, insan iilseratif kolit
ve crohn hastaliginda (11) , romotoid artrit hastalarin sinovial fibroblastlarinda STAT3
etkinligi ve SOCS3 ifadesinin arttig1 tespit edilmistir.

[ltihapta énemli molekiillerden birisi nitrik oksittir. Basit bir gaz olan nitrik oksit sinir
sistemi, bagisiklik sistemi ve dolagim sistemi i¢in dnemli bir uyari ileti molekiildiir (16).
Steroid hormonlar gibi, NO’de, hedef hiicresinin plazma zarindan dogrudan difiizyon ile
girebilir (17). Yapilan arastirmalarda bakteriyel menenjitli hastalarin beyin omurilik
stvilarinda (BOS) o6lgiilen NO miktarinin, viral menenjitli ve normal kisilerin BOS una

gore daha fazla miktarda bulundugu tespit edilmistir (18).



NO, nitrik oksit sentetaz enzimleri (NOS) tarafindan sentezlenir (19). Ug farkh
izoenzim tespit edilmis olup bunlar néronal NOS (nNOS), endotelyal NOS (eNOS) ve
tetiklenebilir NOS (iNOS) olarak siniflandirilmistir (20). eNOS ve nNOS normal
fizyolojik durumlarda salinmalarina karsin iNOS normal fizyolojik kosullarda
salinmamaktadir (18). Oliim sonrasi immiinohistokimyasal boyama yontemi ile
meningial dokuda iINOS ve NO’in arttigi gosterilmistir (21). Deneysel olarak
olusturulan bakteriyel menenjitli hayvan modellerinde de NO iiriinlerinin arttig
gbzlenmistir (22). Bu hayvan modellerinde NOS inhibitorlerinin kullanimindan sonra
beyin hasar1 ve merkezi sinir sistemi karmasik belirtilerinin daha c¢ok arttigi, 6lim
oraninin ve hastalik siddetinin arttigi goézlenmistir (23). Hastaligin siddetlenmesine
ozellikle NOS inhibitorlerinin segici olmayip tiim NOS’lar1 kisitlamasi nedeni ile konak
savunmasi i¢in 6nem tasiyan NO sentezinin tamamiyla engellenmesi neden olmaktadir
(22). eNOS yetmezlikli farelerde yapilan deneysel ¢caligmalarda normal tip farelere gore
yangi ve merkezi sinir sistemi karmagik belirtilerinin siddetlendigi goriilmiistiir (24).
INOS yetmezlikli farelerde iltihap siddeti azalmis ve tedaviye yanit artmistir (23).
Farkli NOS izoenzimleri farkli ve bazen zit fizyolojik etkiler gostermektedir. Bu etki
NO iiriin miktar1 ve 6zel bir bolgedeki kimyasal NO reaksiyonlar1 sonucu farkli
izoformlarin farkli miktarda gen bolgesinden ifadesi sonucu olusur (22).

COX prostaglandin sentezinin hiz siirlayici enzimidir (25). Bu reaksiyonda, molekiiler
oksijen arasidonik aside eklenir ve prostaglandin G2 (PGG2) adli kararsiz ara iiriin
olusur (25). Prostaglandin G2 (PGG2) COX’1n peroksidaz aktivitesi sayesinde hizlica
prostaglandin H2 (PGH2) ye doniisiir (25). Bundan sonra 6zgiin izomerazlar PGH2’yi
farkli prostaglandinlere ve tromboksanlara doniistiiriir (25). COX-2 mRNA ve proteini
dokularda normal kosullarda Olgiilemeyecek kadar az miktarda bulunan, biiylime
faktorleri, mitojenler, sitokinler, endotoksinler, interlokinler gibi uyarilarla artarak,
patolojik ve iltihabi siire¢lerde rol oynayan bir enzimdir (26).

Bu ¢alismada 6zellikle iltihabin siddetinin artmasinda etkili iNOS, eNOS, nNOS, COX2
gibi proteinlerin ve iltihabin siddetinin azalmasinda etkili SOCS3, IL-10 gibi
proteinlerin hem kanda hem de beyin omurilik sivisina sizan hiicrelerde mRNA
diizeyinde gen ifadeleri tayin edilerek bagisiklik yanit iizerindeki etkileri arastirildi.
Ayrica IL-10 geninin 6zendirici bolgesindeki gen ¢ok yapililiginin hastalikla iligkisi

arastirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bakteriyel Menenjitler

Menenjit hastaligir biitiin toplumlar i¢in 6nemli bir saglik sorunu olmaya devam
etmektedir(27). Solunum ve iiriner sistem bulagmalar1 kadar sik rastlanmamakla birlikte
giiniimiizde hala ¢ocuklar ve eriskinler bakteriyel menenjit nedeniyle dlmekte veya
kalict norolojik hasarlarla yasamlarini siirdiirmektedir (27). Bakteriyel menenjitler,
santral sinir sistemine bulasan gesitli bakteriler ile meydana gelen ve meninkslerin
iltihabmma yol acan mikrobik bir hastaliktir (27). Gram pozitif ve gram negatif
bakterilerdeki diren¢ durumu, 6te yandan hastaligin biiyiik 6lciide dnlenebilir olmasi
hastaligin esast ve gelisiminin daha iyi aydinlatilmasi, farmakokinetik ve
farmakodinamik arasindaki etkilesimin anlagilmasi ve kotii gidisath hastalarin
belirlenmesi  bakteriyel menenjit tan1 ve tedavi tecriibesini etkileyen Onemli
gelismelerdir (28).

[ltihabi bulasma yapan bakterilerin ¢ogu bakteriyel menenjit de yapabilir (29). Ancak
yine de altta yatan baska bir hastalik yoksa tiim bakteriyel menenjitlerin %80-85
kadarinda etken Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis ve Haemophilus
influenzae’dir (29). Bunlara 6nciil akut menenjit etkeni denmektedir. Geriye kalan %15-
20 igerisinde Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Streptococcus agalactiae (B grubu streptokoklar),
Serratia marcescens, Staphylococcus epidermidis, S. aureus, Proteus ve Salmonella
paratyphi grubundaki bakteriler, Bacillus antracis ve digerleri bulunur (29). Yine
bakteriler alt grubunda yer alan Treponema pallidum, leptospiralar, ve riketsiyalar akut
menenyjit yapabilirler. (29,30)

Yenidogan doneminde goriilen menenjit vakalarinin %40°1 E. coli K1, %35’1 grup B
streptokoklar, %10 Listeria monocytogenes ve geri kalan kismi ise diger bakteriler ile
meydana gelir (30).

Bakteriyel menenjitin olusumuna yardimci olan etkenler sunlardir:

1. BOS santi olan hastalar (28,31,32)

2. Bagisiklik sistemi baskilanmig hastalar (33,34)

3. Kafa incinmesi (32)

4. Ameliyat sonrasi sinir cerrahisi hastalar1 (28,33)

5. Parameningeal cerehat igeren odaklar (28)

6. Meningosel, ensefalosel (28,33)



7. Dalag1 alinmis, orak hiicreli anemili hastalar (28,35)
9. Kompleman eksikligi (28)
10. Kafa kemigi iltihab1 olan kisiler (28)

Menenjite neden olan hastalik etmenleri beyne ii¢ yoldan ulagmaktadir:

1. D1s darbe, ameliyat, lomber girisimler (LP) esnasinda direk olarak (28,29)

2. Beyne komsu organlarin (paranasal siniisler, mastoid hiicreleri, orta kulak)
infeksiyonlarindan komsuluk yoluyla (28,29)

3. Kan yolu ile (28,29)

Menenjit olgularinin  biiyiik bir kisminda (S. pneumoniae, H. influenzae, N.
meningitidis, E. coli vb.) bakteriler bu tigiincli yoldan MSS’ne (merkezi sinir sistemi)
ulagmaktadir (28,29).

Kan yolu ile gelen bakterilerin menenjit olusturma siireci 6 asamayi icermektedir
(28,29,36).

1. Nasofarinks ve orofarinks mukozasinda epiteliyal hiicrelere yapismasi

2. Kolonizasyon, mukozal bariyerin agilmasi

3. Bakterilerin fagositik hiicreler ve bakteriolitik aktiviteden kurtularak kan dolasimina
yayilmasi

4. Subaraknoid araliga ge¢gmesi, cogalmasi

5. BOS’a karisan bakterinin canliligin1 korumasi

6. Meninkslerde ve beyin dokusunda bakterilerin yerleserek hastaliga neden olmasi

S. pneumoniae, H. influenzae, N. meningitidis, E. coli gibi bakteriyel menenjit
etkenlerinin sinir dokusuna yatkinlik gdsterme potansiyelleri konak¢inin savunmasindan
kurtulma yetenegiyle iliskilidir (37) . Etken mikrop konak¢inin mukozal epitelinde
kiimelestikten sonra damar i¢i bosluga gecer ve arada canh kalir (37). Daha sonra da
kan beyin bariyerini gegerek BOS i¢inde yasamaya baslar (37).

Hastalik etkeni mikroorganizmanin konak¢i mukozasina yerlesmesinden BOS i¢inde
cogalmasina kadar gelisen bakteriyel sinir dokusuna yatkinliga gelince; konagin plazma
hiicrelerinden salgilanan IgA’y1 S. pneumoniae, H. influenzae, N. meningitidis IgA
proteaz salgilayarak etkisiz hale getirir (37). N. meningitidis ve H. influenzae
nasofaringeal infeksiyona neden olduktan sonra silier epitel hiicrelerini hasara ugratir

(37).



Mukus bariyeri ve silier yapiy1 gecen H. influenzae, N. meningitidis ve bir¢ok gram
negatif mikroorganizma pilileri araciligiyla mukozal epitele tutunarak kiimelesir (37).
Tutunma ve mukozal istiladan sonra damar igine giren menenjit etkenlerinin ¢ogunda
polisakkarit yapida bir kapsiil vardir (28). Bu kapsiil notrofiller tarafindan fagosite
edilmeyi onler ve klasik komplemana bagli bakterisit etkinlige karsi1 direng saglayarak
kan dolagiminda bakterinin varligim1 kolaylagtirir (28). Orak hiicreli anemi veya dalagi
alinmig bireylerde alternatif kompleman sistemi bozulacagindan dolay1 N. meningitidis
ile yayilimc1 infeksiyon riski yiiksektir (28). Menenjit hastaliginda en az anlasilan
asama bakterinin kan beyin bariyerini ge¢mesi ve BOS’a girmesidir. Ozellikle E. coli
menenjitlerinde gosterilen “S” fimbriast gibi pililerin bu gegiste rolii oldugu ortaya
konmustur (37).

Kan beyin bariyeri; biiyiik molekiillerin, hiicrelerin ve mikroplarin girisini engelleyerek
denge gorevini saglar (27). Anatomik olarak koroid plexus, araknoid membran ve
serebral kapiller endotelinden meydana gelir (27). Endotel hiicreleri, perisit kdkenli
bazal membran, astrositik ve mikroglial ¢ikintilar arasinda siki bileskeler s6z konusudur
(27). Menenjit etkeni bakteriler koroid plexus ve beyin kilcal damar1 endotel hiicreleri
tizerindeki almaglara yapisir (27). Daha sonra hiicreler arasi ve hiicre i¢i yolla veya
16kositleri istila ederek kapiller damarlar disina go¢ sirasinda subaraknoid mesafeye
ulagir (27). Bakterinin ¢ogalmasini engelleyen nétrofil, plazma hiicresi, kompleman
bilesenleri ve immunglobiilinler olmadigindan dolay1 kolaylikla ¢ogalir. Otoliz ile agia
cikan lipopolisakkarit, teikoik asit ve peptidoglikanlar, iltihap sitokinlerinin (TNF-a, IL-
1, IL-6, IL-8, IL-10) salinmasim tetikler (28). Sitokin ve kemokinlere yanit olarak
nétrofillerin BOS’a gecisi baglar. Notrofil gocii infeksiyonu sinirlandirma amaci giitse
de menenjitte beyin Odeminin artigi, beyin kan akiminin bozulmasi nedeniyle
istenmeyen sonuglar dogurur (28). Menenjit klinik olarak, BOS’daki mikroorganizmaya
kars1 konak¢inin verdigi cevapla ortaya ¢ikar (27).

Akut bakteriyel menenjitli hastalarda bakteriyeminin kaynagina ait bulgu saptamak
cogunlukla miimkiin olmaz (29). Bu kaynak cogunlukla iist ve alt solunum yollaridir.
Meningokok menenjitinde solunum sistemine ait bulgu pnémokok veya H. influenzae
menenjitinden ¢ok daha azdir (29). Pnomokokal menenjitlerin % 50 kadar1 pndmoni,
otit gibi birincil infeksiyonlardan sonra gelisen ikincil infeksiyonlardir (29). Bu nedenle
akcigerler ve mikrobik endokardit yoniinden kalp iyi degerlendirilmelidir (29). Aym
durum H. influenzae icin de gegerlidir. Diger taraftan menigekoksemi sirasinda eklem,

g0z, perikard tutulumlar olabilir.



H. influanzae menenjitinde hastalifin baslangicinda isitme kayb1 gelisebilirse de bilinci
yerinde olmayan hastada bunu saptamak kolay olmaz (29).

Hastalarda motor zihinsel bozukluklar ortaya ¢ikabilir (29). Bayilma, asir1 huzursuzluk,
zihin bulanikligi, sersemleme, koma, idrar-digki tutamama, felg, gorme alanm
bozukluklar1 ve diger odaksal beyin belirtileri hastalarin %10 kadarinda goriilebilir (29).
N. oculamotorius, N. abducens, N. facialis veya N. statoacusticus felcleri sonucu
diisiikliik, sasilik, pupillalarin farkli biiyiikliikte olmasi, yliz felci, isitme kaybi, denge
bozukluklar1 saptanabilir. 8. sinir hasari hari¢ bu sinir hasarlanmalarinin hemen hepsi
sifa ile geri donebilir nitelik tagirlar (29). Bakteriyel menenjitte isitme kaybi %5-40

oraninda goriiliir. En ciddi isitme kaybi siklikla pndmokok menenjitinde gozlenir (29).

2.1.2. Tam
Menenjit tanisi icin BOS incelemesi zorunlu oldugundan menenjit diigiiniilen her

hastaya LP yapilmalidir (27).

2.1.3. Bos Bulgulan

[ltihapli menenjitte BOS renginin bulanik olmasi sekerin diisiik olmasi ve parcali
l6kositlerden zengin olmasi temel bulgulardir (38). Ancak bunlar 6zellikle hastaligin
erken doneminde goriilmeyebilir. Bu nedenle siipheli durumlarda 12-18 saat sonra

yeniden LP yapilarak degerlendirme yararl olur (38).

2.1.4. Bos Basinci

BOS basinct 6lgiiliirken hastanin sakin olmasi gereklidir. Bebek ve kiigiik ¢ocuklar
genellikle aglayip rahat durmadiklar i¢in agilis ve kapanis basinglar1 saglikli olarak
dlgiilemez (38). BOS basincit normalde 180 mmH20 basincimi gegmez (29). iltihaph
menenjitlerde basing genellikle artmistir. 600 mmH2O degerini asan bir basing beyin
6demi, kafa i¢i irinli odak veya hidrosefaliyi akla getirir (29).

BOS gorliniimii, normalde BOS, berrak goriinlimdedir. Bakteriyel menenjitlerde
genellikle bulanik goriinimdedir (38). Bulanik goriinmesi i¢in mm?®’ te en az 500
hiicre/mm’ olmasi gereklidir (38). Subaraknoid kanama, hiperbiluribinemi ve

proteininin yiiksek oldugu durumlarda BOS sarims1 goriiniimde olabilir (38).



2.1.5. Bos Hiicre Sayisi

BOS alindiktan sonra hiicre agisindan hemen degerlendirilmelidir (38). Ortalama 1,5-2
saat icinde BOS’daki 16kositler parcalanarak yok olurlar (12). Hiicre sayimi i¢in dnce
dogrudan sonra boyayarak sayim yapilmasi gereklidir (38).

Bakteriyel menenjitlerde BOS’da ¢okyapili ¢ekirdegi olan lenfositlerden (PML) zengin
hiicre artis1 goriilmesine karsin, bakteriyel gecisin oldugu ancak iltihabi cevabin heniiz
ortaya c¢ikmadigi erken donemde yapilan LP’lerde BOS’da bulunmayacadi gibi
biyokimyasal bulgular da normal sinirlarda olabilir (27). BOS’ta 16kosit sayisinin artisi
iltihab1 gosterdigi halde her zaman hastaligin siddeti ile orantili degildir (27). BOS’da
bakteri sayisinin yiiksek olmasina karsin ¢ok az sayida lokosit saptanmasi kotiiye
gidisin isaretidir (27). LP yapilirken, BOS’un kanli gelmesi; travmatik LP sebebiyle
damar zedelenmesi neticesinde kanamaya bagli olabilecegi gibi, daha dnceden varolan
subaraknoid kanamaya da bagl olabilir. Bu sebeple LP sirasinda BOS un kanli geldigi
goriiliir goriilmez, arka arkaya 3-4 tiipe bir miktar BOS alinarak renginin acilip

acilmadigina bakilmalidir (27).

2.1.6. BOS’un biyokimyasal incelemesi

BOS’ta rutin olarak protein ve seker diizeyinin Olclilmesi gerekir (38). Bakteriyel
menenjitlerde BOS proteini artar. Bu artis kan-beyin bariyerinin bozulmasina ve iltihaba
baghdir (38). Proteinin ¢ok arttigit durumlarda, BOS bir miiddet bekletilirse,
kendiliginden pihtilagir (38).

Kanli BOS’un seker ve protein diizeylerine bakilabilir. Ancak sonuglari
degerlendirirken kanama miktarinin gz oniine alinmasi gereklidir. BOS’daki her 1000
eritrosit i¢in 1 mg’lik protein artis1 olur. (38)

BOS incelemeleri arasinda en dnemlilerinden birisi BOS seker diizeyidir (38). Yanlis
degerlendirmeye sebep olmamak icin kan ve BOS oOrnekleri vakit gecirilmeden
laboratuara ulastirilmalidir. BOS sekerinin dogru olarak degerlendirilmesi; bakteriyel ve
viral menenjit ayiriminda ve infeksiyonun siddetinin, hastaligin gidisatinin ve tedaviye
cevabinin degerlendirilebilmesinde dnemlidir (38).

Genel olarak seker ne kadar diisiikse, infeksiyon o kadar agirdir. Hafif bakteriyel
menenjitlerde, seker normal bulunabilir (38). Bazi pnomokoksik yeni dogan
menenjitlerinde de hiicresel cevap ve/veya seker diizeyinde diisme goriilmeyebilir.
Ancak bazi kiigiik bebeklerde BOS steril ve kan sekeri normal olsa bile haftalarca BOS
sekeri diisiik olabilir (38).



BOS seker diizeyi kan sekerine baglh oldugundan mutlaka es zamanlh kan seker diizeyi
ile birlikte degerlendirilmelidir (38). Es zamanl olarak alinacak kan sekeri mutlaka LP
yapilmadan hemen once alinmalidir. Aksi halde LP yapilmasi sirasinda ortaya cikan
stres durumu kan glikozunun yiikselmesine ve yanlis degerlendirmeye sebep olabilir
(38).

Yenidogan doéneminde, Ozellikle prematiirelerde normal serum glikoz diizeyi diisiik
olabilir (20-40 mg/dl) (38). BOS glikozunun kan glikozuna orani 7/8 olup, bazen
zamaninda ve erken yeni dogan bebeklerde %100°den fazladir. Biiylik bebeklerde ve
erigskinlerde BOS/ kan sekeri orani 2/3’{in {izerindedir (38). Bakteriyel menenjitte BOS
sekeri ve BOS/ kan sekeri oran1 azalir (38).

Menenjitte BOS sekerinin diisiik olmasinin baslica bilinen sebepleri; infeksiyon
hastaligt nedeniyle beynin glikoz kullaniminin artmast ve kan-beyin glikoz
tasinmasindaki bozukluklardir (27). Bakteri ve 16kositlerin glikoz yikict etki ile BOS
sekerinin diistiigilinii ileri stiren goriis bugiin pek kabul edilmemektedir (27). BOS seker
diizeyi, tedaviyle ilk diizelen laboratuar bulgularindandir. BOS sekeri bakteriyel
menenjit disinda diger sebeplerle de diisiik bulunabilir (27).

2.2. Akut Viral Menenjitler

Bir¢ok nedene bagl olarak gelisebilen aseptik menenjit, iltthabi meninks hastaligidir
(31). Beyin omurilik sivisinin rutin inceleme, boyama ve kiiltiirlerinde bir nedenin
gosterilemedigi, BOS’ da genellikle lenfositik nitelikte hiicre artisinin ve protein
artiminin belirlendigi durumlar aseptik menenjit olarak tanimlanir (39,40).

Viriisler aseptik menenjitin dnde gelen nedenidir (39). Ayrintili tanisal incelemeler
yapilmadiginda, aseptik menenjit vakalarmin yalnizca % 10’unda bir etken
belirlenebilmektedir (39). Ancak ayrimtili epidemiyolojik ve mikrobiyolojik
arastirmalarla hastalarda %55-70’ e ulasan oranlarda viral bir etken saptanabilmektedir
(31).

Enteroviriisler viral menenjitin ilk siradaki nedenidir ve bir etkenin gosterilebildigi
aseptik menenjit vakalarinin %80-95’inden sorumludur (40,41).

Enteroviriislerden tip 1-3 polioviriisler; A1-14, 16-18, 21, 22, 24 ve B1-6 “coxsackie
viriisler”; tip 1-9, 11-27, 29-33 “echoviriisler” ve enteroviriis 71 ile menenjit gelisebilir
(42). Enterovirlis menenjiti acisindan en duyarli yas grubu Onceden karsilasmamaya
bagl bagisiklik eksikligi nedeniyle siit ¢cocuklart ve kiigiik cocuklardir (39). Saglikl

bireylerde farkli enteroviriisler serotipleriyle birka¢ kez menenjit gelisebilir (43).



Bagisiklik yetmezligi ve fizik egzersiz, enteroviral menenjite zemin hazirlayabilen
etmenlerdir (43).

Virlisler, kana bulagsma ertesinde kan-beyin bariyerini (KBB) asarak MSS’ne ulasir
(27). MSS’nin virlislerce tutulumu cesitli yollarla olabilir (27). MSS’ye ulasim ¢ogu
virlis i¢in dogrudan KBB’ nin temelini olusturan beyin kilcal endotel hiicreleri
tizerinden olur (27). Baz1 viriisler komsu glia ve noronlarin infeksiyonu oncesinde,
dogrudan beyin kii¢iik damar endotel hiicrelerini enfekte eder (27). Bazi viriisler ise
endotelyal hiicre enfeksiyonu olmaksizin baslangicta glial hiicreleri enfekte eder (27).
MSS’de hastaligin gelisimi, viriisiin duyarli hiicreler tutunmasi ve girmesini, sinir
sistemi i¢inde yayilimini ve hiicresel degisikliklerin uyarilmasini gerektirir (27). Koroid
pleksus tizerinden subaraknoid aralifa giris ertesinde, virlis BOS i¢inde dagilarak
meningeal ve epandimal hiicreler ulasir (27). Sonraki yayilim glial hiicrelerin ve
noronlarin infeksiyonu bi¢iminde gelisir (27). Virlsler dendrit, akson ve glia gibi
yapilar ile hiicreler arasindaki hiicre dis1 bosluklar boyunca yayilabilir, glia yoluyla
noronlarin yogun akson ve dendrit dallanmalar1 ve ag1 boyunca ilerleyebilir veya
iltihaba yanitta yer alan hareketli l6kositlerde tasinabilir (27). Deneysel kanitlar, viriis
taginmasinin her tipini desteklemektedir. Cesitli infeksiyonlarda, viral ulagim yollarinin
tiimii degisik derecelerde yer alabilir (27).

MSS’de viriis kaynakli infeksiyon gelistiginde, genellikle bir iltihabi hiicre yanit1 ortaya
cikar. Ancak, iltihap hiicrelerinin infeksiyon alaninda toplanmasina yol agan
mekanizmalar ve MSS viral infeksiyonlarindaki rolleri kismen anlasilabilmigtir (27).
Baslangictaki iltihabi yamitin, bagisiklik acidan 06zgiil oldugu ve virlise karsi
duyarlilasmis bir lenfosit toplulugundan olustugu diisiiniilmektedir. Bazi1 viriis kaynakli
MSS infeksiyonlarinda bagisik bir yanit gelismeyebilir. Yanit viriisiin kendisinden ¢ok
konagin yasina bagli olabilir. Duyarlilagsmig lenfositler, olasilikla, yayilan ya da endotel
hiicrelerden gecis ile endotel yiizeyine tasinan, 6zgiil bir virlis proteinine yanit verirler

ve iltihabi sitokinler salinir (27).

2.2.1. Tam

Menenjitle uyumlu klinik bulgular1 olan, BOS’da beyaz kiire bulunmayan ama
enterovirus izole edilen hastalar bildirilmesine karsin, enteroviral menenjitli hastalarda
hemen daima mononiikleer pleositoz beklenir (31). BOS’daki hiicre sayist mm?*’te
birka¢ ile bir ka¢ bin arasinda olabilir; genellikle 100-1000/mm?*’tiir (31). BOS’daki

beyaz kiire sayis1 yiikseldik¢e, BOS’dan enterovirus izolasyonu olasilig1 artar (31).
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Infeksiyonun erken déneminde, BOS’da siklikla nétrofiller hakimdir. izleyen 6-48 saat
icinde hizla lenfosit hakimiyeti gelisir. BOS proteininde yiikselme, BOS glukoz
diizeyinde azalma genellikle hafiftir. Ancak, her ikisi i¢cinde oldukca u¢ degerler
bildirilmistir. (31)

Enteroviral menenjitin 6zgiil tanisi, virusun BOS’dan doku kiiltiiriinde izolasyonuna
baghdir (27). Yontemin duyarligi, bircok “coxsackievirus” A serotipinin doku
kiiltiiriinde ¢ogalma yetersizligi ve yavru fare bulastirilmas: gerektirmesi nedeniyle,
enteroviral serotipleri i¢in yalnizca %65-75’tir (27). BOS’dan izolasyandaki giicliik,
enteroviruslarin BOS’taki diisiik titreleriyle de iliskilidir. Enteroviriislar icin BOS’dan
ortalama tireme siiresi 3,7-8,2 giindiir (27).

Aseptik menenjitli bir hastada, orofarenks ya da digkidan enterovirus izolasyonu
hastalik etmeni tamsi i¢in degerlidir (27). Infeksiyondan sonra virus bogazda bir hafta,
diskida haftalar boyu bulunabilir (27). Ayrica, enterovirus yaygihiginda saglikl
kontrollerde de %7,5 oranda virus agirligi gosterilmistir (27). Bu nedenle, virus
izolasyonunun gec¢cmis bir infeksiyonu yansitmasi olasiligi da s6z konusudur (27).
Ayrica, BOS dis1 viral kiiltiirleri, enteroviral MSS infeksiyonunu belirlemede yararl
bulunmayan ¢alismalar vardir (27). Bir calismada, enteroviruslar, akut bir hastalik
nedeniyle hastaneye yatirilan ve BOS Kkiiltiiriinde iireme olmayan siit ¢ocuklariyla,
BOS’tan enterovirus izole edilen siit cocuklarinda BOS dis1 yerlerden benzer oranlarda
izole edilmistir (27). Bu nedenle, izole edilen ayni soy igin, taniy1 serolojik testler
dogrulayabilir (27).

Cesitli serotipler arasinda ortak bir antijenin olmayis1 ve viriisiin viicut sivilarindaki
diisiik konsantrasyonu, enterovirus infeksiyonunun immunoserolojik yontemlerle hizli
tanisin1 zorlastirir (27). Bununla birlikte, baz1 ¢alismalarda poliklonal ya da monoklonal
antikorlarin  basarili  kullanimi  bildirilmistir (27). Tipe 0zgiil IgM antikorlarin
belirlenmesine yonelik testlerin 6zgiilliigii bugilin i¢in disiiktir (27). Enterovirus
serotipleri icin tamamlayict DNA niikleik asit “probe”lar1 gelistirilmistir. Ancak,
enteroviruslerin menenjitli hastalardaki diisik BOS titrelerinin sonucu olarak,
duyarhiliklar1 %33’ agmamaktadir (27).

PCR, viral kiiltiire secenek olarak, tanida en ¢ok umut veren yontemdir (40). Enteroviral
“reverse transcription-PCR” bir¢ok klinik ¢aligmada test edilmis, kiiltiirden daha duyarh
ve enteroviral menenjit tanisinda %94-100 6zgiil bulunmustur. (40)

Kabakulak menenjitli hastalarda hemen daima BOS’da asir1 hiicre artis1 vardir (39).
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Hiicre sayist genellikle 500/mm?’ten azdir ve hiicrelerin %80’den ¢ogu lenfosittir (39).
Pleositoz haftalarca siirebilir (39). BOS protein diizeyleri, baz1 serilerde hastalarin
yarisindan ¢ogunda normal olarak bildirilmistir. BOS glukoz diizeyi ¢ogu hastada
normaldir, ancak hastalarin %25’e yakininda azalmis bulunabilir (39). Akut ve havaleli
serum oOrneklerinde, antikor titrelerinde dort kathik artis tanisal deger tasir (39).
Kabakulak virusu, BOS doku kiiltiirlinde menenjitin baslangicindan itibaren en az bir
hafta siireyle tretilebilir (39). Ancak, basart %30-%50’dir. PCR gibi molekiiler tani
yontemlerinin, kabakulak tanisini gelecekte daha hizli ve daha giivenilir kilacagi
diisiiniilmektedir (39).

HSV tip-2 menenjitli hastalarda hiicre sayisinin 500/mm?*’lin altinda oldugu lenfositik
bir menenjit ve normal bir BOS glikoz diizeyi goriiliir. Virus BOS’dan iiretilebilir (31).
PCR, HSV nedenli MSS tutulumlarinin tanisinda umut veren bir yontemdir (31). PCR
ile genital bulasim belirti ve bulgulari olmayan, tipik Mollaret menenjitli hastalarda
HSV tip-2 varlig1 gosterilmistir (31). PCR herpes zoster menenjitli hastalarda BOS’da
Varisella Zoster DNA’sinin varligini dogrulamak i¢inde kullanilmistir (31).

Human immunodeficiency virus (HIV) ile bulasmis hastalarda akut retroviral hastalik
sirasinda, BOS hiicre sayisinin genellikle 200/mm?*’{in altinda oldugu hafif bir lenfositik
pleositoz goriiliir (31). Protein diizeyi hafif yiikselmistir (31). Glukoz diizeyi normaldir
ya da hafifce azalmistir (31). BOS bulgular1 bazen iki hafta icinde diizelir. HIV,
norolojik bulgular1 olan ve olmayan HIV ile infekte hastalarda BOS’tan izole edilmistir.
HIV RNA menenjitli hastalarda BOS’da belirlenmistir. (31)

Arboviral menenjitli hastalarda, BOS bulgular1 enterovirus infeksiyonundakilere benzer
bicimdedir (40). Virus kan ve BOS’dan iiretilebilir, ama tanm1 genellikle serumlarin

kiyaslanmastyla konur. (40)

2.3. Tiiberkiiloz Menenjit

Tiiberkiilozun en agir klinik formu, merkezi sinir sistemi tiiberkiilozudur (39).
Tiiberkiiloz menenjit olgularinin ¢ogunlugunda etken Mycobacterium tuberculosis’dir
(39). Bovin tipi tiiberkiiloz basili ¢ok az vakada etkendir (39). Atipik mikobakteriler de
nadiren menenjit etkeni olabilirler (39). HIV bulagsmis hastalarda en sik mikobakteriyel
etken M.avium’ dir (39). M. avium karmasik bulasmasi, ileri evre HIV infeksiyonunda
stk goriilmesine ragmen, merkezi sinir sistemi tutulumu nadirdir (39).

Tiiberkiiloz menenjitin goriilme siklig1 toplumda tiiberkiilozun yayginlig: ile paraleldir

(27). Her yasta goriilebilir. Cocukluk c¢aginda, 6zellikle ilk bes yasta sik goriiliir (27).
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Genellikle ilk infeksiyonun yan etkisi olarak geligir (27). Eriskin yas gurubunda ise, her
yasta goriilmesine ragmen en fazla 25-45 yas arasinda goriilmektedir (27). HIV’li
hastalarda tiiberkiiloz onemli bir bulagsma etkenidir (27). HIV bulasmis tiiberkiiloz
hastalarinda, tiiberkiiloz menenjit gelisme orani, HIV bulagsmamis tiiberkiilozlu
hastalara gore daha yiiksektir (27). Bu oran HIV bulasmis olanlarda %10 iken, HIV
bulagsmamislarda %2°dir (27).

2.3.1. Patogenez ve Patoloji

Tiiberkiiloz menenjit ilk bulagimin erken veya ge¢ yan etkisi olarak gelisir (27). Kronik
tiiberkiiloz seyri esnasinda veya tedavi edilmeyen hastalarda terminal yan etki olarak da
gelisebilir (27). Her iki durumda da infeksiyon MSS’ne dolagim yoluyla ulasir (27).
Beslenme bozuklugu, alkolizm, diyabet ve hiicresel bagisikligin baskilanmasi
tiiberkiiloz goriilme sikligimi arttirmaktadir (27). Bu faktorlerin tiiberkiiloz menenjit
gelismesindeki rolii tam acik degildir (27).

Tiiberkiiloz menenjitte lezyon daha ¢ok beynin bazal yiiziindeki meninksleri tutar,
konveks kismi pek etkilemez. Yogun salgi interpedinkiiler ve pontin sisternalari
doldurur (43). Bu, lateral sulkuslara ve sisterna ambiens, arkada sisterna magna ve 6nde
de kiazmatik sisternaya kadar uzanir (43). Bazal kisimda kafa ciftleri ve biiylik
damarlar, ventrikiillerde koroid pleksuslar salgi ile kaplanir (43). Mikroskobik olarak,
salg1, kazeifikasyon odaklar1 ile lenfosit ve plazma hiicrelerinden zengin bir 6zellik
gosterir (17). Vaskiilit, tiiberkiilloz menenjitin 6nemli karakteridir (43). Bazal damarlar,
hem arterler hem de venler tutulur (43). Lokal ven ve arteriyel vaskiilitler
anevrizmalara, trombozis ve fokal hemorajik infarktlara yol agabilir (43). Salgi ile kapl
alanlarin altinda beyin dokusunda da iltihabi degisiklik gozlenir; 6dem, perivaskiiler
infiltrasyon ve mikroglial reaksiyon (44). Vaskiilite bagl iskemik degisikliklerden
infarktiise kadar giden beyin dokusu patolojisi gozlenir (44). Hemen hemen biitiin
tiiberkiiloz menenjit vakalarinda az da olsa hidrosefali gozlenir (44). Salgiya bagli BOS
dolasim1 bozulur. Hastaligin ge¢ doneminde ise araknoid yapisikliga bagli hidrosefali
geligir (44).

2.3.2. Tam ve Ayiric1 Tam
Tiiberkiiloz menenjit tanisinda rutin laboratuar testleri ¢ok yardimci olmaz. Hafif anemi
ve ¢ogunlukla normal I16kosit sayis1 gozlenir (45). Kan ¢okme hiz1 genellikle yiiksektir.

Uygunsuz ADH salinimina bagli hiponatremi ve hipokloremi goriilebilir (45).
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PPD deri testi vakalarin ¢ogunda negatiftir (45). Akciger grafisinde, eriskinlerde %25-
30 oraninda yeni veya eski akciger tiiberkiilozuna ait bulgular saptanir (45). Menenjit
olgularinda, diger organ tliberkiilozu varligmin gosterilmesi tiiberkiiloz menenjit
olasiligmi diistindiirmelidir (45). HIV ile infekte hastalarda akciger grafisinde hiler
adenopati, diger hasta gruplarina gore daha yiiksek oranda goriiliir. PPD pozitiflik orani
da, HIV ile infekte hastalarda daha diisiiktiir (46).

Tiiberkiiloz menenjit tanisinda BOS tetkiki esastir (39). BOS basinct artar (39).
Goriiniim renksiz veya ksantokromik olabilir (39). Hiicre sayisinda orta derecede artis
olur (39). Genellikle hiicre sayist 500/mm? altindadir (39). Nadiren 1200/mm? iistiine
cikabilir (39). Hiicrelerin ¢ogunlugunu lenfositler olusturur (39). Erken doénemde
polimorfoniikleer 16kositler hakim olabilir, tekrar edilen LP’de lenfositlerin arttig1
gbzlenir (39). BOS oda 1sisinda bekletildiginde fibrin ag1 olusumu goézlenir (39).
BOS’ta protein seviyesi artar, genellikle 100-500 mg/dL arasindadir (39). Glukoz
seviyesi diiser, genellikle 40 mg/dL altindadir. BOS sedimentinde aside direngli bakteri
(ARB) gosterilmesi erken tani i¢in ¢ok dnemlidir (39). BOS ¢okeltisinin Ziehl-Neelson
metoduyla boyanan preparatlarinda ARB pozitifligi %10-40 arasinda degisir. Art arda
dort ayr1 BOS 6rneginin incelenmesi ile ARB pozitifligi oran1 %90’a ¢ikmaktadir (39).
BOS c¢okeltisinin auramin-rodomin fluokrom boyas1 ile boyanarak incelenmesi, ARB
pozitiflik oramni arttirmaktadir (39). Tiiberkiiloz menenjitin kesin tanist BOS
kiiltiirtindeki tliberkiiloz basilinin iiretilmesi ile konur (39). Ancak erken tanida yardimci
degildir (39). Otomatik sistemlerle yapilan kiiltiirlerde, bakterinin {iremesi 1-2 haftaya
kadar inmektedir (39).

Tiiberkiiloz menenjitin erken tanisinda BOS’da adenin deaminaz aktivitesinin
yiikselmesinin gdsterilmesi, lateks agliitinasyonu veya ELISA yontemi ile BOS’da
mikobakteriyel antijenlerin gosterilmesi erken tanida yardimcidir (47). BOS’da Gen-
Probe teknolojisi ve PCR ydntemleri ile M. tuberculosis DNA’s1 aranmasi erken tani
yontemleri arasinda rutin kullanima girme asamasindadir. (48)

Yeni radyolojik goriintiileme yontemleri CT ve MRI gibi tliberkiilom olusumu,
hidrosefali gelismesi, baziller araknoidit ve serebral infarktiisii goriintiilemede yardimci
yontemlerdir (27).

Tiiberkiiloz menenjitin ayirict tanisinda; fungal menenjitler, iyi tedavi edilmemis
pliriilan menenjitler, viral menenjit ve ansefalitler, beyin apsesi, ndrosifiliz, listeria
meningoansefaliti, noérobruselloz, noroborelyoz, santral sinir sistemi sarkoidozu,

lenfoma ve 16semik infiltrasyonlar diistiniilmelidir (44).
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2.4. Interlokin 10

Interlokin 10 (IL-10), ilk kez sitokin sentez kisitlayic1 faktdr (CSIF) olarak tarif
edilmistir (49). IL-10 bagisiklik yanitt ¢ok yonlii diizenleyen onemli bir bagisiklik
baskilayicr sitokindir (3). IL-10, iltihap olusumu ile salgisal bagisik yanit arasindaki
diizenlemenin kontroliinde 6nemli rol oynar (3). Bu diizenlemeyi Interlokin 1 beta (IL-
1B), timor nekroz faktdr alfa (TNF-a), interferon gama (INF-y), graniilosit makrofaj-
koloni stimiile eden faktor (GM-CSF), inducible nitrik oksit sentetaz (iNOS) ve
siklooksijenaz 2 (COX-2) gibi oncii iltihap aracilarinin salimisint kisitlayarak yapar
(4,5). IL-10 temelde myeloid kokenli hiicreler tarafindan, daha az olarak da T ve B
lenfositleri tarafindan stirekli tiretilir (50).

IL-10 bazi hastaliklarin gelisimine zemin hazirlayan diger bagisik yanit aracilarinin
tiretimini de diizenleyebilir (3). Bagisitk yanitin baskilanmasina aracilik eden
sitokinlerin tretimindeki ince farkliliklar T lenfositlerinin Thl veya Th2 ydniindeki
farklilasmasinda anahtar bir rol oynayabilir (49). Ornegin doku nakli sonrasi doku
reddinde yiiksek IL-10 seviyesi arasinda anlamli iliski bulunmustur (51). Ayrica
sistemik lupus eritromatozus (SLE) (52), bulasici hastaliklar (53), tiimor iligkili
bagisiklik baskilama (54), gibi durumlarda IL-10 seviyesinin arttigi gozlenmistir.
[Itihabi kalin bagirsak hastalig1 (55), sedef hastalig1 deri degisimleri (56), yaygin astim
(57), gibi hastaliklarda IL-10 seviyesi diisiik tespit edilmistir.

IL-10 iretiminin kisiler arasinda fark gostermesinin, %50 ile %70 arasinda genetik
temelinin oldugu ifade edilmektedir (6). IL-10 tiretiminde diger 6nemli etken bulagici
hastaliklardir (6). Ayrica viicut kiitle indeksi, sigara igilmesi ve cinsiyet de iiretimde
etkilidir (6).

IL-10 geni 1’inci kromozomun uzun kolu 1q31-32 bolgesinde bulunmaktadir (58).
Genin 6zendirici (promoter) bolgesi transkripsiyon baglama bolgesinin yaklasik 5 kb
yukarisindadir ve burada bilinen en az 23 tane tek baz degisiklikleri (SNP) saptanmistir
(58,59). Yapilan calismalarda, insan ¢evresel kan hiicreleri viicut disinda mitoz
uyaricilarina maruz birakildiginda, bireyler arasinda IL-10 {iretebilme kapasiteleri
arasinda dikkate deger fark bulunmustur (60,61). Bu farkliligin sebebinin genetik
temelli oldugunu disiindiirmektedir. Tek yumurta ikizleri, ¢ift yumurta ikizleri ve
akraba olmayan bireyler arasinda yapilan ¢aligsmalar sonucu IL-10 iiretiminde kalitsal
faktorlerin rol aldigi gosterilmistir (6). Genetik yapiya gore IL-10 iiretim kapasitesi,
yiiksek, orta ve diistik olarak siniflandirtlmistir (7,8).
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IL-10 gen ifadesini, genin 6zendirici bolgesinde bulunan farkli gen ¢ok yapililiklarinin
(polimorfizm) etkiledigi tespit edilmistir (7). IL-10 geni 6zendirici bolgesinde bulunan,
-1082 (G/A), -819 (C/T) ve -592 (C/A) tek baz degisimleri sonucu GCC, ACC, ATA
olarak belirlenen {ii¢ farkli haplotipin IL-10 {iiretimin seviyesinde etkili olduklar
gosterilmistir (7). Deneysel ¢alismalarda ¢evresel kan hiicreleri, LPS (56), concovalin A
(8,61) fitohemaglutinin (60) veya anti-CD3 gibi ¢esitli mitoz uyaricilar ile uyarildiginda
GCC haplotipinin yiiksek, ACC haplotipinin orta ve ATA haplotipinin diisiik I1L-10
irettigi gosterilmistir.

Yapilan bir caligmada, hastane ortamindan kaynaklanmayan pnomonili (community
acquired pneumonia, CAP) hastalarda hastalik siddeti ile IL-10 6zendirici bolgesi gen
cok yapililig1 arasinda anlamli bir iliski bulunmustur (9). Hastaligin siddetinin -1082GG
genotipinde, -1082GA ve-1082AA genotiplerine gore daha fazla oldugu tespit edilmistir
(9). Hastalik sonrasi hayatta kalan hastalarda, 6len hastalara gore A allelinin G alleline
gore belirgin bir sekilde fazla oldugu tespit edilmistir (9). Daha sonra yapilan bir
calismada, hastane dis1 pndmokokal hastalig1 olan kisilerde, -1082G allelinin pndmokok
kaynakli septik sok i¢in yliksek risk tasidigini gostermislerdir (62). Baska bir ¢alismada,
yogun bakim hastalarda -592A allelinin diistik IL-10 iiretimi ve yliksek 6liim oranini ile
anlamli iliskisinin oldugu gosterilmistir (63). Yine Mycobacterium tuberculosis
bulagsmas1 olan hastalarda yapilan bir calismada -1082G allelinin hastaliga direncin
azalmasinda ve hastaligin gelismesinde belirgin bir sekilde etkisinin oldugu saptanmigtir
(64). Saglikl kan bagis1 yapan kisilerin EBV serotipi pozitif ve negatif olanlar tespit
edilmis, bu kisilerden EBV seronegatif olanlarin diger gruptan daha fazla -1082G alleli
tagityanlardan olustugu gdzlenmistir (65). Bu da -1082 allelinin EBV i¢in koruyucu bir

gorev aldigin1 géstermektedir.

2.4.1. IL-10 Yapa, Uretim ve Fonksiyonlar

IL-10, tip I interferonlar (INF) ve INFy’ nin olusturdugu sinif II helikal sitokin ailesinin
bir iiyesidir (66). Ana yap1 olarak sag el anti paralel dortlii heliks kiimesi 6zelligi
gosterir (66,67). ilk kez sitokin sentez inhibitdr faktdr olarak tarif edilmistir ve IL—
19,20,22,24 ve 26’dan olusan bes sitokin ile ayni kdkenden gelen ancak farkli islevi
olan (paralog) 6zellik gostermektedir (8,61). Viral IL-10, Epstein-Barr viriis (EBV) (68)
ve yedi liyesi olan biiylik DNA viriislerini (herpes viriis, poxviriis) igeren bir grup viriis
tarafindan iiretilir (61). Insan IL-10 ve viriis IL-10 siniflandirilmas1 DNA dizi analizi ve

protein ii¢ boyutlu yapilarina gore yapilmistir (66).
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Viral IL-10 ile insan IL-10 arasinda %80°den %20’ye kadar dizi benzerligi
goriilmektedir (66). Insan IL-10 toplam 37 kD biiyiikliigiinde olan birbirine es iki alt
tiniteden olusur (66). Her alt iinite 18.5 kD biiyiikliiglindedir ve 160 amino asitten
olusur (66).

IL-10 hiicresel etkisini IL-10 yiizey almacina (IL-10R) baglanarak etkisini gosterir (67).
a-sarmal (helikal) sitokin almaci IL-10R, hiicre ylizeyi baglanma parcasi, zar i¢ini gegcen
kivrim ve hiicre i¢i pargadan olusmustur (67). IL-10R ile janus kinaz 1 (Jakl) ve
tyrosine kinase 2 (Tyk?2) birlikte bulunur ve STAT3’li (Signal-transducer and activator
of transcription protein) aktive ederler. STAT3, IL-10’un reseptoriine baglanmasi
sonucu aktif hale ge¢mis olur ve IL-10’un dogal ve edinilmis bagisiklik sistemi
tizerinde gosterdigi inhibitor etkinin saglanmasi i¢in gerekli molekiillerin gen ifadesinin
olugmasinit saglar (8,61). IL-10, iltithap olusumunun 6nemli elemanlarindan olan ¢ok
cekirdekli notrofiller, monositler ve makrofajlar tarafindan iltihap aracilarmin iiretimini
engellerken, iltithap Onleyici molekiillerin ifadesini arttirir (69). IL-10’un bagisiklik
hiicreleri tizerine etkileri sekil-1’de sematize edilmistir (70). IL-10’un iltihap 6nleyici
rolii, IL-10 geni eksik farelerde barsak bakteri antijenlerine kars1 uygunsuz bir bagisik
yanitin olusmasi sonucu kronik iltihabi bowel hastaliginin gelismesi ile gosterildi (71).
IL-10, antijen sunan hiicreler ve T hiicrelerine etki ederek edinilmis bagisiklig
diizenlerler. Antijen sunan hiicrelerde hem IL-12 ve IL-18 iiretimini engelleyerek hem
de temel doku uyusum bileseni (major histocompatibility complex, MHC) smif II
ifadesini azaltarak bagisiklig1 baskilar. Ayrica IL-10, monosit kokenli dendritik hiicre
farklilasmasini azaltir, plazmasitik dendritik hiicrelerin programlanmis hiicre 6liimiine
ugramasina neden olur ve kemokin almaclarinin yiizey ifadesini etkileyerek dentritik
hiicre goclinli azaltirlar (69). IL-10, IL-2, IL-5, Timoér nekrozu faktorii (TNF) ve
kemokin reseptor 4 (CXCR4) ifadelerini kisitlayarak dogrudan CD4+ T hiicrelerinin
fonksiyonunu etkileyebilir (72). Mini dizilim teknigi (Mikroarray) ¢alismalar1 IL-10’un
NK ve CD8+ sitotoksik T hiicrelerinin (CTL) dogrudan uyaricist oldugunu gostermistir
(73). IL-10, nuclear factor kappa B (NFxB) ve activator protein 1 (AP-1) ‘i CD8+
sitotoksik T hiicrelerinde aktive edeken monosit ve CD4+ T hiicrelerinde inhibe edeler
(69). IL-10, fare ve insan B hiicrelerini, MHC smif II ifadesini arttirarak uyarirlar ve
hayat siirelerini uzatirlar. IL-10, immunglobiiliin G1 (IgG1) ve IgG3 i¢in anahtar rol
oynarken Transforming growth factor beta (TGFp), IgA1 ve IgA2 i¢in anahtar rol oynar
(69).
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Anti-CD40 antikoru ile IgA yetmezIligi olusturulan hastalarda, IL-10 ile yeniden IgA
olusumu saglanabilmistir (69). IL-10, B hiicrelerinin uyarilmasini saglayarak

dolagimdaki IgA’nin artmasina neden olur (74).

2.4.2. Bulasic1 Hastaliklarda IL-10’un Rolii

Mikrop bulagmasi sonrasi olusan hastaliklarin iyilesmesi konagin etkene karsi
olusturabilecegi koruyucu bagisik yanita baglhdir. Ornegin bagisik yanitin bozuldugu
bagisiklik yetmezligi olan hastalarda mikrop bulasmasi sonrasi olusan hastaliklar
kontrol edilemez hale gelir. Bununla birlikte mikrop bulagmasi sonrasi olusan
hastaliklara karsi olusabilecek siddetli bagisik yanit, hastaya ciddi rahatsizlik
verebilecek bolgesel veya sistemik doku yikimlarmi tetikleyebilir. Diger yandan
bulagma ile olusan zararlarin 6nlenmesi ve bagisik yanitin sekillenmesini saglayacak
bagisiklik diizenleyici mekanizmalara ihtiyag¢ vardir. IL-10 bagisiklik sisteminin 6nemli
diizenleyici molekiillerinden biridir (75). Pek ¢ok bakteri, viriis, parazit veya onlarin
iriinleri, konak hiicreleri tarafindan IL-10 {iretimini uyarabilir. IL-10’un hiicresel ve
viral formlar1 bulunmaktadir. Viral ¢esidinin, konagin bagisiklik sisteminden kagmay1

saglayan molekiiler bir tuzak olarak gorev aldigina inanilmaktadir (76).
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Sekil 2.1. IL-10’un bagisiklik sistemi hiicreleri iizerine etkileri. Eozinofil ve mast hiicrelerinin etkilerini
azaltarak alerji olusumunu Onlerken, dentritik hiicrelerden 6ncii iltihap molekiillerinin salinmasin
kisitlayarak doku hasarini 6nlemektedir (70).

18



IL-10, virlis, bakteri, mantar, protozoa ve helmit gibi etkenlerin neden oldugu
hastaliklarda bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde 6nemli anahtar rol oynamaktadir.
Toksoplazma (77), Trypanosoma (78,79), Plasmodium (80,81), Mycobacterium (82),
HSV (83) bulagmalarinda doku hasarina sebep olan asir1 Thl ve CD8+ T cevabinin
baskilanmasinda 6nemli bir etki gostermektedir. IL-10 yoklugunda bir ¢ok bulasici
hastalikta 6liimciil agir doku hasar1 gbzlenmektedir (84,85). Aksine agir1 IL-10 {iretimi,
oncil ilthap uyaricilart saliniminin engellenmesi sonucu etkenin bagisiklik sisteminin
kontroliinden kagmasina sebep olmakta, bu da siddetli ve ani Sliimlere yada siiregen,
iyilesmeyen hastaliklara neden olmaktadir (86). Ornegin antijen sunan hiicrelerden IL-
10 ‘unn asir1 ifadesi, Leishmania major, Listeria monocytogenes, ve M. Avium gibi

etmenlerin kontrolsiiz olarak ¢ogalmasina neden olmaktadir (87).

2.4.3. Makrofajlar

Makrofajlar hem iltihap olusumunu hazirlama ile hem de fibrotik cevap gelistirme
ozellikleri ile mikrop bulasmasina kars1 énemli gorevleri olan hiicrelerdir (88). Ancak
bulasict hastalik etmenleri de makrofaj islevlerini atlatmay1 saglayan bir takim
yontemler gelistirmislerdir ve ayrica makrofajlarda 6nemli IL-10 kaynaklarindandir.
Viicut dis1 yapilan bir ¢calismada, 1gG ile kaplanmis Leishmania amastigotes etkeni ile
veya diger bagisik bilesenleri ile Fc almaci baglanmasini takiben IL-10 {iretimi yapmasi
ile tanimlanan “diizenleyici makrofajlar” tanimlanmistir (84,89). Makrofaj kokenli IL-
10, M.avium bulagmis hiicrelerin programlanmis hiicre 6liimiinii engelleyerek mikrop

sag kalimini arttirmis olur (90).

2.4.4. Diizenleyici T Hiicreleri (Treg)

Dogal Treg hiicreleri ylizeylerinde yiiksek miktarda CD25 ifade eden hiicrelerdir ve
timusta siirekli alarak iretilirler. Treg hiicreleri mikrop bulasmasi hastaliklarinda
bagisiklik sisteminin neden oldugu hasarlar1 6nleyen hiicrelerdir (91). Treg hiicreleri
yiiksek miktarda IL-10 iiretebilen hiicrelerdir. IL-10 iireten Treg hiicreleri, bulasici
hastalik etkenlerinin yok edilmesi ile doku hasari olugsmasi arasindaki hassas dengeyi

diizenleyen 6nemli hiicrelerdir (92).

2.5. Sitokin Uyaris1 Baskilayici Proteinler (SOCS)
Sitokinler, bagisiklik hiicrelerinin etkin hale gelmeleri, farklilagmalari, ¢cogalmalar1 ve

hayatlarim1  siirdiirebilmelerini igeren bir¢cok fizyolojik cevab1 diizenlerler (93).
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Sitokinler genellikle janus kinaz (JAK1, JAK2, JAK3 ve Tyk2) almaglarina baglanarak
etkilerini gosterirler. Sitokinin almaca baglanmasinin ardindan JAK’in hiicre i¢i kismi
fosforile olur ve daha sonra STAT proteinleri fosforile edilerek etkinlesirler (94) . JAK-
STAT hiicre ici iletim yolagi SOCS proteinleri tarafindan engellenir (12,95). SOCS
proteinleri sitokinlerin bagisiklik sistemi iizerine etkilerini diizenleyen, 6nemli bir hiicre
i¢i proteinleridir (10). SOCS proteinlerinin kesfi, sitokin-JAK-STAT yolaginin negatif
diizenlenmesi mekanizmalarinin anlagilmasini sagladi (11). Bununla birlikte KO fare
calismalarinda SOCS proteinlerinin pek ¢cok immiinolojik ve patolojik siiregte dnemli
gorevler lislendigi tespit edildi (11).

Bilinen 8 tane SOCS ailesi proteini vardir: CIS, SOCS1, SOCS2, SOCS3, SOCS4,
SOCSS, SOCS6 ve SOCS7 (11). Her birinde merkezi bir SH1 kismi, farkli uzunluklarda
aminoterminal kismi ve SOCS kutusu (SOCS box) olarak bilinen 40 aminoasitlik
karboksiterminal kismi bulunmaktadir (11). SOCS ailesi proteinlerinden en iyi
tanimlananlar CIS, SOCS1, SOCS2 ve SOCS3’dir (11).

CIS bu ailenin ilk tanimlanan {yesidir. CIS ve SOCS2 etkinlesmis (fosforile olmus)
sitokin almaglarinin trozin kalintilarina baglanir. Bu sekilde STAT proteinleri
defosforile edilerek sitokin iletisi etkisizlestirilir (96,97).

SOCSS5, IL-4 almacina baglanarak JAK 1’1 etkisizlestirerek IL-4 uyarisin1 durdurur (98).
Hem SOCS1 hem de SOCS3 kinaz inhibitor bolgeye (KIR) sahip olduklarindan JAK-
tirozin kinaz etkinligini engellyerek etki gosterirler (13). SOCS1, SH2 parcast ile
dogrudan JAK proteininin uyarilma bolgesine baglanirken, SOCS3, SH2 pargasi ile
sitokin almacina baglanarak etkisini gosterir (14). SOCS3 proteininin, gp130°a Tyr757,
leptin almacina Tyr985, eritropoetin almacina Tyr401, G-CSF almacima Tyr729, 1L-12
almacima Tyr800 bolgelerinden baglandigi gosterilmistir (15). SOCS kutusu fonksiyon
olarak ubukutin-transferaz sisteminin bir tiyesidir. SOCS kutusu Elongin B ve elongin
C, cullin-5 veya cullin-2, RBx-1 ve E2 ile iliski i¢indedir (11). SOCS ailesi proteinleri
hen diger SOCS kutusu igeren proteinler gibi E3 ubukutin ligaz olarak etki gosterir hem
de N-terminal bdlge aracili protein pargalamasi yapabilir (11). Ornegin SOCS1’in
SOCS kutusu hem onkojenik etki gosteren TEL-JAK’1n baskilanmasin1 yaparken hem
de dogal tip JAK2’nin parcalanmasini saglar. Genetik olarak sadece SOCSI1 kutusu
eksik olarak tretilen farelerin, SOCS1 geninin tamami eksik fareler gibi iltihabi hastalik
gelistirdigi tespit edilmistir (11). SOCS1 ve SOCS3’tin IRS-1 ve IRS-2’nin

parcalanmasini saglayarak insiilin uyarisini azalttig1 gosterilmistir (99,100).
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2.5.1. SOCS3

SOCS3 KO fareler, embriyonik gelisimleri sirasinda plesental fonksiyon
bozuklugundan dolay1 dlmiislerdir (101,102). Embriyonik 6liime sebep olan SOCS3
delesyonlu fareler tetroploid kurtarma siireci ile yasatilabilmistir. Bu g¢aligmalarda
SOCS3’iin embriyonik gelisim agisindan temel gereksinim olmadigi, plasental gelisim
icin temel gereksinim oldugu anlasilmistir. Kurtarilmig SOCS3 eksik fareler kalp
kiigiilmesine bagli prenetal olim gostermislerdir. Buradan SOCS3’iin LIF almacini
veya gpl30 iletisini diizenledigi ortaya ¢ikmaktadir (11). SOCS3 KO farelerde yapilan
calismalar SOCS3’in IL-6 (103) ve G-CSF’in (104,105) oOnemli bir negatif

diizenleyicisi oldugunu gostermistir.

2.5.2. SOCS3 ve Dogal Bagisiklik

IL-6, onciil iltihabi bir sitokindir ve pek cok iltihabi hastalikta 6nemli gorevleri vardir
(11). IL-10, bagisiklik sistemini diizenleyen bir sitokindir ve iltihap 6nleyici rol oynar
(11). Bir transkripsiyon faktorii olan STAT3 hem IL-6 hem de IL-10’un islev
gostermesinde temel proteinlerdir (106). Bu iki karsi etkili sitokinin etkisini STAT3
tizerinden gostermesinin mekanizmasi tam olarak agik degildir.

Ancak son yillarda yapilan c¢alismalarda karsit etki gdsteren bu iki sitokinin
diizenleyicisi olarak SOCS3 proteini gosterilmistir. SOCS3 geni eksik veya gpl130
almact SOCS3 baglanma bdlgesinde (Y759F) bir mutasyon tasiyan makrofajlarda hem
IL-10 hem de IL-6’da LPS uyarisina bagli TNF-a iiretimi baskilanmigtir (11). SOCS3
proteini yapimi, LPS’ye cevap olarak IL-6 ve IL-10 tarafindan gii¢lii bir sekilde uyarilir
(11). Ancak SOCS3, IL-6 almacina baglandigindan segici olarak sadece IL-6 uyarisini
baskilar (sekil-2) (11). SOCS3 IL-10 almacina baglanmadigindan bu uyariy1 baskilamaz
(11). SOCS3 geni silinmis makrofaj ve notrofillerde, LPS uyarisi ile olugan ani iltihaba
kars1 direng gozlenmistir (11). SOCS3 geni eksik farelerde IL6, STAT1’1 ve INF cevap
genlerinin ifadesini gii¢lii bir sekilde uyarir (11). SOCS3 geni eksik makrofajlarda IL-
6’nin temel islevinin degistigi goriilmiistiir (11). Sonug olarak SOCS3’iin, gp130 iligkili
sitokinlerin  biyolojik islevlerinin diizenlenmesinde Onemli bir rol oynadigi

anlasilmaktadir.
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IL-6 { IL-10

Makrofaj Etkinligi

Sekil 2.2. Makrofajlarda SOCS3 ve STAT3 yolaginin lipopolisakkarid uyarisina cevabi (11). SOCS3, IL-
10 uyarisina etki etmezken I1L-6 cevabini giiglii bir sekilde baskilamaktadir.

2.5.3. SOCS3 ve lltihabi Hastaliklar

SOCS3 6zellikle IL-6’nin rol aldig1 patolojik iltihabi olaylarin baskilanmasinda 6nemli
gorev almaktadir (11). Iltihabi barsak hastaligi olusturulmus farelerin kalin
bagirsagindaki epitelyal hiicrelerde ve lamina propria hiicrelerinde, insan iilseratif kolit
ve crohn hastalifinda (11) , romotoid artrit hastalarin sinovial fibroblastlarinda STAT3
etkinligi ve SOCS3 ifadesinin arttig1 tespit edilmistir. Kolit olusturulmus farelerde
yapilan ¢alismalarda STAT3 etkinligi SOCS3 etkinliginden bir giin 6nce baglamistir
(11). STAT3 etkinligi tigiincii ve besinci giinlerde agik¢a artip daha sonra azalirken,
SOCS3 ifadesi en yiiksek seviyeye besinci giinde ulasmistir (11). STAT3 fosforilasyonu
SOCS3 ifadesinden Once olusmakta daha sonra negatif geri etki ile SOCS3 ifadesi
STATS3 etkinligini azaltmaktadir (11).

Adenoviral gen transferi ile SOCS3’lin yliksek ifadesinin deneysel artrit gelisimini
onledigi gosterilmistir (107). IL-6/STAT3 yolagi, cesitli sitokinlerin ve biiyiime
faktorlerinin iiretimini arttirarak, doku hiperplazisi, fibroblast ¢ogalmasini saglayarak ve
osteoklast etkinligini arttirarak hastaliklarin  kroniklesmesinde Onemli katki
saglamaktadir. SOCS3 ifadesi , IL-6 etkisi ile olusan STAT3 islevselligini azaltarak

kronik iltihabi hastaliklarin olusum siirecine negatif yonde etki etmektedir.
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Gpl130 almaci iizerindeki SOCS3 baglanma bdlgesinde mutasyon yapilan deneysel
calismada RA benzeri eklem hastalig1 gelisiminin arttigir goézlenmistir (108). Bu etki
muhtemelen sinoviyal fibroblastlarin etkinliginin artmasindan dolay1 gerceklesmektedir.
Gp130-JAK-STAT yolagina etki eden mekanizmalarin tespit edilmesi, yeni iltihap
Onleyici ilaglarin gelistirilmesinde 6nemli agilimlar saglayabilir. Diger yandan SOCS3
ifadesinin artmasi alerjik yaniti siddetlendirebilir (11). Transgenik T hiicrelerinde
SOCS3 ifadesinin artmasi Thl gelisimini engellemis, Th2 gelisimini arttirmistir (109).
Astiml1 ve atopik dermatitli hastalarin T lenfositlerinde SOCS3 ifadesinin arttig1 tespit
edilmistir (11). T hiicrelerinde SOCS3 ifadesinin, Th1/Th2 oraninin diizenlenmesinde,
dolayis1 ile otoimmun iltihabi hastalik siireclerinde etkisinin  olabilecegi

diistiniilmektedir.

2.5.4. SOCS Ailesi Proteinlerinin Beyin iltihabim Diizenlemesindeki Rolii

SOCS ailesi proteinleri, iltihabin 6nemli negatif diizenleyicilerindendir (110). SOCS
proteinleri baslangigta iltihap baslatict bir protein olan INFy ile muamele edilen
makrofajlarda tanimlanmistir. LPS (111) ve CpG DNA (112) gibi diger iltihap
uyaricilar da SOCS ifadesi olusumuna neden olmaktadirlar. 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 (113).

SOCSI1 yetmezlikli farede INFy’ya asir1 duyarlilik gézlenmekte ve SOCS3 mutasyonu
koliti siddetlendirmektedir (114). INFy, JAK/STAT yolagi ile SOCS olusumuna neden
olur (115). Bunun disinda baska yolaklarda SOCS ifadesini saglayabilir. CpG DNA,
Makrofajlarda  MAPK/ERK sinyal ileti yolagi ile SOCS1 ve SOCS3 ifadesin
saglayabilir (116). LPS dolayli olarak INFa/B yolu ile SOCS ifadesini saglayabilir
(117). Astrositlerde, trombin ile PLA2, COX2 ve LOX aracilig1 ile iiretilen reaktif
oksijen tiirleri etkisi ile CIS ifadesi gercgeklestirilir (119). JAK/STAT, ERK/p38MAPK,
PKLE ve ROS mikroglia ve makrofajlardan oncii iltihap aracilarinin ifadesini saglayan
onemli sinyal ileti yolaklaridir (118). PLA2, COX2 ve LOX o6nemli iltihap aracilari
olan prostoglandinler ve leukotreinlerin iiretimini katalizler (119). Gortldigi gibi
SOCS ve iltihap olusturucular ayni sinyal ileti yolagim1 kullanmakta ve iltihap sirasinda
ayn1 anda olusmaktadir.

COX2 araciligi ile iretilen 15dPGJ2, SOCS1 ve SOCS3’ii arttirir ve bu proteinler
astrositlerde STAT1 ve STAT3lin aktivasyonunu azaltir (119). Retinoik asit, LXA4 ve
ATL iltihap onleyici etkilerini SOCS ifadesi araciligi ile gostermektedirler (119).
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RA, mikroglialarda hem INFy aracilikli STAT1 ve STAT3 aktivasyonunu kisitlarlar
hem de MCP-1 ve INFy-IP-10 gibi kemokinlerin ifadesi ile SOCS1, SOCS3 aracilikli
baskilama yaparlar (119).

[ltihap olusumuna karsi cevap olusturmada SOCS aracilikli yanit, en az ii¢ farkl yol ile
gergeklestirilmektedir (119). ilk olarak SOCS, INFy tarafindan uyarilan JAK/STAT
yolagini baskilar (120). SOCS, INFy uyaris1 ile siirekli olarak ifade edilerek negatif geri
beslenme ile INFy aracilikl1 iltihabi cevabi baskilar (119). Ozellikle SOCS1 ve SOCS3,
JAK’in uyarilma bolgesini etkileyerek veya JAK ve STAT’in baglanma bdlgelerini
kapatarak JAK/STAT yolagini baskilar (119). SOCS proteinlerinin, JAK/STAT yolagi
disinda kullandig1 ikinci yolak, iNOS, COX2 ve TNFa gibi oncii iltihabi aracilarin
ifadesini arttirilmasinda dnemli bir rol oynayan niiklear faktér kB (NF- xB)’nin islevsel
hale gelmesini baskilamasidir (119). SOCS1, NF- «B’nin bir bileseni olan p65’in
parcalanmasinda ubukitin ligaz gorevi lstlenir (121). RAW264.7 makrofajlarinda asir1
SOCSI ifadesi, hem STAT hem de NF- «B iizerindeki baskilayict etkisinden dolay1
INFy’nin etkisi ile ifade olan MHC simif II, CD40 ve TNFo’nin etkilerini baskilar (119).
Bu bulguyu destekleyen deneysel calismada SOCS yetmezliginde, NF- kB ifadesi
artmig ve NO ile TNFa seviyeleri yiikselmigtir (122). SOCS ifadesinin etkiledigi
ticlincii yolak p38 MAPK yolagidir (119). LPS ve TNFa’a cevap olarak belirgin bir
sekilde islevsel hale gelen MAPK yolagi SOCS proteinleri tarafindan baskilanir (119).
Mikroglialarda trombinin SOCS3 ifadesini arttirmasi, MAPK yolagiin baskilanmasina
ve LPS etkisi ile iNOS/NO iiretimi azalmasi baghidir (123).
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Sekil 2.3. Beyin iltihabinin olusumunu, cesitli yolaklar tarafindan kontrol edilmektedir (119). Ozellikle
SOCS proteinleri NF- «B, JAK/STAT ve MAP kinaz’a negatif yonde etki ederek oncii iltihabi
proteinlerin ifadesini engellemektedir.

Beyin iltihabinda SOCS proteinlerinin etkisi iizerine giincel ¢alismalar heniiz yeterli
degildir. Viicut dis1 yapilan calismalarda astrosit ve mikroglia hiicrelerinde SOCS
ifadesi gosterilmesine ragmen beyin omurilik bariyerini gecen bagisiklik hiicrelerinde
ozellikle SOCS1 ve SOCS3 ifadesinin etkileri heniiz agiklanmamistir. Menenjit gibi
beyin iltthabinin sebep oldugu yikict asirt etkilerde SOCS proteinin rolii mRNA

diizeyinde arastirilmasi gereklidir.

2.6. Nitrik Oksit (NO)

[ltihapta énemli molekiillerden birisi nitrik oksittir. Basit bir gaz olan nitrik oksit sinir
sistemi, bagisiklik sistemi ve dolasim sistemi i¢in dnemli bir uyart ileti molekiildiir (16).
Steroid hormonlar gibi, NO’de, hedef hiicresinin plazma zarindan dogrudan difiizyon ile
girebilir (17). Bununla birlikte NO’in etkisinin molekiiler temeli, steroidlerden farklidir.
NO transkripsiyonu diizenleyen bir alic1 proteine baglanmak yerine hiicre i¢i hedef
enzimlerin islevini degistirir (16). NO arjinin amino asidinden nitrik oksit sentetaz
enzimi tarafindan sentezlenir. Bir kez sentezlenince, NO hiicreden disariya c¢ikar ve

komsu hiicreleri bolgesel olarak etkileyebilir (16).
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NO’in etkisi, ¢ok kararsiz olmasi ve yarilanma 6mriiniin yalnizca birkag saniye siirmesi
nedeniyle bu gibi boélgesel etkiler ile siirlidir. NO’in ana hiicre i¢i hedefi guanil
siklazdir. NO bu enzimin aktif merkezindeki bir “hem” grubuna baglanir, bir ikincil
mesajc1 olan siklik GMP sentezini uyarir. Ek olarak NO sistein kalintilarinin
nitrozillenmesi ile baz1 hedef proteinlerin yapisini1 dogrudan etkileyebilir (16). NO’in
etkisini tanimlayan en iyi orneklerden birisi, kan damarlarinin genislemesi icin uyari

iletimidir (17).
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Sekil 2.4. L-arjininin nitrik oksit sentetaz enzimi araciligi ile L-sitriilin ve nitrik okside doniisiim
asamalar1 (21).

Bu olaydaki birinci basamak, kan damarlarmin, duvarindaki sinir hiicrelerinin
sonlarindan, asetilkolin gibi bir sinir ileticilerinin salinimidir (17). Bu sinir ileticileri
endotel hiicreleri lizerinde NO sentezini uyarict etki yapar (17). Boylece N guanil
siklaz1 islevsellestirecegi yer olan komsu diiz kas hiicrelerine yayilim olur ve sonucta
kas hiicrelerinin gevsemesini ve kan damarlarinin genislemesini uyaran siklik GMP
sentezlenir (16). Ornegin, NO penil diklesmesine yol acan kan damarlarinin genislemesi
icin sinyal iletiminden sorumludur (16). NO, damar genislemesi, konak savunmasi,
hiicresel ¢ogalma gibi bir¢ok hiicresel mekanizmalarda rol alir. Ancak yiiksek

miktarlarda NO dokular i¢in zararl bir 6zellige sahiptir (17).

2.6.1. Nitrik Oksit Sentetazlar (NOS)

NO, nitrik oksit sentetaz enzimleri (NOS) tarafindan sentezlenir (19). Uc farklhi
izoenzim tespit edilmis olup bunlar néronal NOS (nNOS), endotelyal NOS (eNOS) ve
tetiklenebilir NOS (iNOS) olarak smiflandirilmistir (18).
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eNOS ve nNOS normal fizyolojik durumlarda salinmalarina karsin iNOS normal
fizyolojik kosullarda salinmamaktadir (20). iNOS daralma, yaralanma, otoimmun
hastaliklar ve yangi gibi cesitli durumlarda sitokinleri ve diger bagisiklik uyaranlari
giiclii bir sekilde etkilemektedir (124,128,129). iNOS lipopolisakkarit ve INF gama gibi
cesitli iltthaba yol acan proteinler ile bir kez uyarildigi zaman diger NOS’lardan c¢ok
daha fazla ve hizli bir sekilde NO sentezi yapar. iNOS bdylece antimikrobiyal etki
yapmakla birlikte konak dokularinda da yikima sebep olur (125).

Tablo 2.1. Nitrik oksit sentetazlarin genel 6zellikleri (21)

molekuler agirlik

izoform isimlendirme (kD) Hucre ici Uretildigi hiicreler Uretim
(Monomer erlesim
olarak) yeries
nNOS  Néronal NOS Noronlar, adrenal
medulla,
ncNOS 155 Membran bobrek makula Sirekli
densa,glia
NOS1 astrositler
NOS tip |
. inducible o
iNOS NOS Makrofajlar, l6kositler,
NOS2 125-135 sitoplazma monositler, endotel,
NOS tip || diizkas, ngtrof|ller, Uyari ile
astrositler,
mikroglia,hepatositler,
kupffer hicreleri
fibroblastlar
eNOS Enﬁ%eslyal Membran Endotel hicreleri
ecNOS 135 (inaktif) trombositler surekli
NOS3 Stoplazma diz kas hdcreleri
NOS tip Il (etkin)

Nitrik oksit sentetazlar protein sonrast parcalama mekanizmasi ile kontrol edilirler
(126). U¢ NOS formu da sadece homodimer halinde etkin hale gelirler (22).
Dimerizasyon i¢in kalmodilin baglanmasi gerekmektedir. iNOS ve nNOS
dimerizasyonu, tetrahidrobiopterin’in (BH4) baglanmas1 halinde sabit hale gelir (22).

Merkezi sinir sistemi proteini olan kalirin, makrofajlar tarafindan tiretilen NAP110 gibi
proteinler NOS izoformlarinin dimerizasyonunu Onleyerek protein sonrasi kontrol
mekanizmasinda gorev alirlar (127). eNOS izoformu endotelyal hiicrelerin golgi

cisimcigi ve plazmalemma vezikiilleri membranlarinda bulunmaktadir (22).

27



eNOS’un etkinligi bu bolgelerde bulunan bazi proteinlerin negatif veya pozitif etkisine
gore degismektedir (22). eNOS’un hiicre i¢i diizenlenmesi dogrudan NO iiretimini
etkilemektedir. Etkinlesmis fagositler tarafindan olusturulan oksitlenmis yada
hipokloride olmus diisilk yogunluklu lipoproteinler eNOS ifadesini ve islevlerini
azaltirlar (22). Plazma mebraninda eNOS ifadesinin azalmasi endotel hiicrelerinde NO
tiretimini azaltir (22). Endotel hiicrelerinde NO iiretiminin azalmasi, atherosikleroz
olusumunda 6nemli anahtar rol oynamaktadir. NOS etkinligini diizenleyen en 6nemli
faktor arginindir (22). NO {iretimi hiicre dig1 L-arginin varligina baghdir. Hiicre dist
arginin miktar1 arginaz enzimi tarafindan diizenlenir (22). Makrofajlarda ve dentritik
hiicrelerde TGF-B ve LPS arginaz ifadesini giiclii bir sekilde arttirir (22). Yine bu
hiicreler arginin tiretimi i¢in sitriilini kullanabilirler.

Sitokinler, bagisik bilesenler, mikrobik ve wviral iriinler (proteinler, lipitler,
polisakkaritler), ferritine baglanmamis demir, oksijen basinci, ¢evresel pH ve ¢esitli
antibiyotikler gibi etkenler iNOS ifadesi {izerinde etkindirler (128). IL-12 makrofajlarda
INOS iiretimini arttirir. M.tiiberkiilosis lipoproteini, gram negatif bakteri flagellini,
Salmonella  typhimurium SopE2 proteini, bakteriyal DNA, CpG igeren
oligodeoksiniikleotidler ve cesitli parazitlerin DNA’sinin makrofajlarda NO {iretimni

uyardig tespit edilmistir (129).

2.6.2 Nitrik Oksit, Nitrik Oksit Sentetazlar Menenjit iliskisi

Bakteriyal menenjitte iltihap TNFa ve IL-1p gibi dnciil iltihap sitokinlerinin bolgesel
olarak iiretimi ile baglatilir. Onciil iltihap sitokinlerinin iiretimini, ndronlar, glia
hiicreleri ve lokositlerden saliman NO uyarmaktadir (21). Yapilan arastirmalarda
bakteriyel menenjitli hastalarin beyin omurilik sivilarinda (BOS) olgiilen NO
miktarinin, viral menenjitli ve normal kisilerin BOS’una gore daha fazla miktarda
bulundugu tespit edilmistir (18). Oliim sonras1 immiinohistokimyasal boyama ydntemi
ile meningial dokuda iNOS ve NO’in arttigi gosterilmistir (21). Ayrica deneysel
calismalarda iNOS inhibitorleri kullanilarak kan beyin bariyerinin yikilmasi, beyin
O0demi ve doku hasarinin azaltildig goriilmistiir (23).

Deneysel olarak olusturulan bakteriyel menenjitli hayvan modellerinde de NO
rtinlerinin arttig1 gozlenmistir (130). Bu hayvan modellerinde NOS inhibitorlerinin
kullanimindan sonra beyin hasar1 ve merkezi sinir sistemi karmasik belirtilerinin daha

cok artt1g1, 6liim oraninin ve hastalik siddetinin arttig1 gézlenmistir (22).
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Hastaligin siddetlenmesine 6zellikle NOS inhibitorlerinin seg¢ici olmayip tiim NOS’lar1
kisitlamas1 nedeni ile konak savunmasi i¢in onem tastyan NO sentezinin tamamiyla
engellenmesi neden olmaktadir (22). eNOS yetmezlikli farelerde yapilan deneysel
calismalarda normal tip farelere gore yangi ve merkezi sinir sistemi karmagsik
belirtilerinin siddetlendigi goriilmiistiir (24). iNOS yetmezlikli farelerde iltihap siddeti
azalmis ve tedaviye yanit artmistir (24). Farkli NOS izoenzimleri farkli ve bazen zit
fizyolojik etkiler gostermektedir. Bu etki NO iiriin miktar1 ve o6zel bir bolgedeki
kimyasal NO reaksiyonlar1 sonucu farkli izoformlarin farkli miktarda gen bolgesinden

ifadesi sonucu olusur (21).

2.7. Siklooksijenazlar (COX)

Prostaglandinlerin Onciilii olan arasidonik asid, hiicre membrani fosfolipidlerinin i¢inde
ester olarak bulunan 20 karbonlu ¢oklu doymamis bir yag asitidir (131). Prostaglandin
sentezinde ilk basamak fosfolipaz A2 ile fosfolipidlerinin hidrolizi ile serbest arasidonik
asidin salmimudir (25). ikinci reaksiyon ise COX enziminin siklooksigenaz aktivitesi ile
katalizlenen reaksiyondur (25). COX prostaglandin sentezinin hiz sinirlayict enzimidir
(25). Bu reaksiyonda, molekiiler oksijen arasidonik aside eklenir ve prostaglandin G2
(PGG2) adh kararsiz ara firiin olusur (25). Prostaglandin G2 (PGG2) COX’mn
peroksidaz aktivitesi sayesinde hizlica prostaglandin H2 (PGH2) ye doniisiir (25).
Bundan sonra 6zgiin izomerazlar PGH2’yi farkli prostaglandinlere ve tromboksanlara

dondstiirtir (25) (Sekil 4).
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MEMBRAN FOSFOLIPIDLERI

FOSFOLIPAZ A2

FIZYOLOJIK _ INFLAMATUAR
UYARI ::>ARA$iDDNiKASiD{;ZJ;—' UYARI

NSAID ::>

~———~  NSAID

S cox-2

COX-3 ({7 COX-1 COX-2 Inhibitérleri
‘\'_‘n

Homeostazis ' Patofizyoloji
Mukozal keruma Jinflam asyon
Trombosgit agregasyonu \ Agn
[Renal kan akimi — -Ateg
.Su emilimi Peroksidasyon Jiskemi
JAsid sekresyonu Kanser

PGH2 {anstabil metabolit)

Adaptasyon
Renin salimi
JYara iyilegmesi

Kadin dreme fonksiyonu

Kemik metabolizmas:
Naskiiler koruma

Prostaglandinler / Prostasiklinler /!  Tromboksanlar

L 4 41 JL

PGE2 PGD2 PGE2a PGI2

Sekil 2.5. Eikosanoidlerin sentezi, COX enziminin prostaglandin, prostasiklin ve tromboksanlarin
biyosentezindeki bifonksiyonel rolii ve fizyolojik-patofizyolojik etkileri Siklooksijenaz (COX) enziminin
temel 6zellikleri (25)

COX enziminin farkli genler tarafindan kodlanan {i¢ izoformu vardir (COX-1, COX-2
ve COX-3) (25).Bu isoformlar bir¢ok acidan birbirinden farklidir.

2.7.1. Siklooksijenaz-1 (COX-1) (yapisal form)

Viicudun hemen her dokusunda normal kosullarda bulunan, bir¢ok fizyolojik isleve
sahip yapisal bir enzimdir (132). Temel islevi hemostatik diizenleme i¢in prostaglandin
onciillerini  saglamaktir (25). Prostaglandinler, gastrik mukozanin biitliinligliniin
stirdiiriilmesi, bobrek kan akiginin diizenlenmesi, trombosit fonksiyonlar1 gibi normal
fizyolojik fonksiyonlar1 kontrol eder (25). COX-1’in mide ve bobrekte normal
fizyolojik etkisi, kan akimindaki degisiklikler ile iliskilidir (25). Kan hacmi azaldiginda,
bobrekten anjiotensin  salimir  ve diger faktorlerin etkisiyle de sistemik
vazokonstriiksiyon ile kan basinci diizenlenir (25). Anjiotensin bdbrekte prostaglandin

sentezini uyarir. COX-1 bobrekte glomeriilde ve toplayici kanalda ifade olur.
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[fadesi uyari ile 2-4 kat artabilir, glikokortikoidlerle COX-1 diizeyleri ¢ok az etkilenir
(25). Prostaglandinlerin etkisiyle vazodilatasyon olusur ve bdylece sistemik
vazokonstriiksiyon durumlarinda bobrek kan akimi ve glomeriil filtrasyonu devam eder
(25). NSAII alan hastalarda bu koruyucu etki ortadan kalktigindan bébrek iskemisi ve
bobrek hasar1 olusabilir (133). COX-1, 9932-g33.3 nolu insan kromozomu iizerinde
yerlesiktir. 11 ekzon igerir ve yaklasik 68kDa agirliginda proteini sentezleyen 2.8 kb
mRNA’y1 iiretir.

2.7.2. Siklooksijenaz-2 (COX-2) (uyarilabilir form)

COX-2 mRNA ve proteini ise dokularda normal kosullarda Olgiilemeyecek kadar az
miktarda bulunan, biiylime faktorleri, mitojenler, sitokinler, endotoksinler, interldkinler
gibi uyarilarla artarak, patolojik ve iltihabi siire¢lerde rol oynayan bir enzimdir (26).
COX-2 {iretimi hizli uyarilan, diizenlenmesi siki olarak kontrol edilen bir maddedir.
COX-2 ifadesinin, viicutta onkogenleri, biiyiime faktorlerini ve tiimor gelistiricileri
uyardigi gosterilmistir (25). COX-2 degisik organ ve sistemlerde farkli etkiler
gosterebilmektedir (25). Sinir sisteminde prostaglandin sentezinin preoptik alandaki 1s1
duyarli noronlar iizerinde rol oynadigint diisiinen bazi arastirmacilar, COX-2 6zgiin
NSAII ile COX- 2 ifadesini azaltarak ates yiikselmesini engellemislerdir (25). COX-
2’nin ayrica merkezi sinir sistemi gelisimi, 0grenme, hafiza ve néronlar arasinda
baglantida rolii olduguna inanilmaktadir (25). Bobreklerde yapilan bir ¢alismada COX-
2’nin, makiila densa ve medullanin interstisyel hiicrelerde ifade edildigi gosterilmistir.
Etkisi tam olarak bilinmemekle beraber, tubuloglomeruler geribildirim ve renin
yapimminda Oonemli etkileri olabilir (25). Gastrointestinal sistemde, epitel hiicrelerinin
uyardigi COX-2 salinim1 prostaglandin yapiminmi yiikselterek, intestinal epitelden
mukozal siv1 salgilanmasi, bakterilerden temizlenme ve {iilser iyilesmesini saglama gibi
etkileri vardir (25). Uterin prostaglandinler myometriumda ritmik kasilmaya neden
olurlar. Overlerdeki ovulasyon esnasinda folikiiliin yirtilmasi i¢gin COX-2 gerekmektedir
(25). Kemiklerde 1iyilesme doneminde ve osteoblastik farklilasma sirasinda,
osteoblastlarda bulunan COX-2’nin rolii oldugu diistiniilmektedir (25). COX-2 geni,
1925.2-g25.3 numarali insan kromozomu iizerinde yer alir. 10 ekzonlu 8 kb’lik bir
gendir (134). Yaklastk 68 kDa agirhiginda bir proteini kodlayan 4.1-4.5 kb’lik
mRNA’y1 kopyalar. COX-1 ve COX-2 genleri her ne kadar iki farkli kromozom
tizerinde yer alsa da DNA, RNA ve protein diizeylerinde yiiksek oranda iliskilidirler
(134). COX-1 576, COX-2 587 aminoasitten olusur.
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Her iki enzim de membran ig¢i glikoprotein homodimerleri seklindedirler ve
endoplazmik retikulumun liiminal ylizeyinde ve niikleer zarda bulunurlar (25). COX2,
arasidonik asit metabolizmasinda o©nemli bir enzim olup iltthabin siddetini
arttirmaktadir. COX2 f{ireten hiicreler prostoglandinler ve proanjiogenik proteinler
yaparak apoptotik uyariya direng kazanirlar. Son yapilan ¢alismalarda N. Gonorrhoeae

bulagmus iiretral epitel hiicrelerinde COX2 ifadesinde artis oldugu goézlenmistir (135).

2.7.3. Siklooksijenaz-3 (COX-3)
Serebral kortekste fazlaca bulunan, asetaminofene duyarli bir COX-1 degiskenidir

(136).

2.7.4. Beyinde COX2 Ifadesi

Normal sartlarda COX2, viicudun bir¢ok organinda ya yoktur ya da ¢ok az sentezlenir.
Ancak memeli beyninde COX2 mRNA belirgin sekilde ifade edilmektedir (137).
Olmiis insan beyninde COX2 aracilikli iiretilen prostoglandinler orta seviyede tespit
edilmistir (138). Normal beyinde COX2 proteini noron hiicreleri ve dentritik hiicreler
tarafindan sentezlenmektedir (139). Serebral korteks, hippokampus ve serebellum
noronlarinda diisiik ve sabit seviyede COX2 ifade edilirken, glia ve endotel hiicrelerinde
ifade edilmemektedir (139). Invitro ve invivo yapilan calismalarda toksik uyari ile
beyinde asir1 COX2 ifadesi saglanmistir (139). Ayrica antioksidan kullanilarak beyinde
COX2 protein ifadesinin mRNA diizeyinde azalmas1 saglanmistir (139).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Hastahk tamisi ve Orneklerin toplanmasi

Bu arastirmada, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi Hastaliklar:
Anabilim Dali, Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Bakteriyoloji Anabilim Dali ve
Gaziantep Cocuk Hastaliklar1 Hastanesine basvuran, menenjit tanisi almig hastalar
calismaya alimmistir. Menenjit tanist i¢in rutin olarak aliman kan ve BOS o&rnekleri
calismada kullanilmustir.

Akut menenjit tanisi, 6ykii, fizik muayene bulgular1 (ates, bas agrisi, bulanti, kusma,
ense sertligi, Kernig ve Brudzinsky bulgulari, konviilziyon, dokiintii, bolgesel norolojik
bulgular) ve BOS bulgular1 (basing, goriiniim, hiicre sayis1 ve tipi, Pandy reaksiyonu,
protein, glukoz seviyeleri, BOS’un Gram, Giemsa, Erlich-Ziehl-Neelsen (EZN)
boyamalari, BOS kiiltiirii, BOS’ un serolojik incelenmesi) ile konuldu.

Ani gelisen bakteriyel menenjit olgularinin tanisinda piiriilan menenjit diisiindiiren BOS
bulgular1 (bulanik goriiniim, polimorfoniikleer l6kosit (PMNL) hakimiyeti, protein
yuksekligi, glukoz distikliigii), ayrica BOS kiiltiiriinde etkenin izole edilmesi ile tani
konuldu. Etken izole edilemeyen durumlarda hastalar, BOS bulgular1 ve klinik gidise
gore degerlendirildi.

Tiiberkiiloz menenjit olgularinda BOS un EZN boyamasinda aside direncli basil (ARB)
goriilmesi, BOS Kkiiltiiriinde  Lowenstein-Jensen  besiyerinde ~ Mycobacterium
tuberculosis iiremesi BOS’ta protein yiiksekligi yaninda glukoz diislikliigli olmas1 ve
lenfosit hakimiyeti ile tan1 konuldu.

Viral menenjitlerde ise klinik gidis, BOS bulgular1 (berrak goriiniim, devam eden
lenfosit hakimiyeti, BOS glikozunun es zamanl kan glikozuna oraninin >0,6 olmasi,
proteinin normal veya hafif artmis olmasi), akut bakteriyel menenjite yonelik baslanmis
olan antibiyotik tedavisine yanit alinamamasi ile tam1 konuldu. Ates yiiksekligi olan
olgularda BOS kiiltiirii alindiginda es zamanli olarak kan kiiltiirii de alindi.

Biitiin olgularda zemin hazirlayan hastalik ve norolojik tutulum agisindan kulak burun
bogaz ve noroloji gorlis aligverisi ile ayrintili inceleme yapilmistir. Olgularin ¢ogu
bilgisayarli tomografi (BT) ve manyetik rezonans goriintileme (MRI) ile
degerlendirildi. LP yapilmadan 6nce kafa i¢i basing artis1 agisindan g6z dibi incelenerek

papildodem varligi arastirildi veya beyin BT si ile degerlendirildi.
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3.2. Arastirma Yontemleri:

3.2.1. DNA izolasyonu

5 ml EDTA’l kan iizerine 5 ml (kendi hacmi kadar) aritilmis soguk su eklenir ve
yavasca 5 dak. alt-iist edilir. 4000 rpm’de 15 dak. santrifiij edilir, santrifiij sonunda
stipernatant dokiiliir. Cokeltinin hacmi kadar tekrar aritilmis soguk su eklenir ve 4000
rpm’de 15 dak. santrifiij edilir. Stipernatant dokiilerek ayni islem ii¢ kez tekrarlanir.
Siipernatant atilir, pelete 3 ml iireli par¢alama ¢dzeltisi eklenir (Ure Lysis Buffer). Pelet
tamamen ¢ozilir. 400 pl %20’lik SDS (sodium dodecyl sulphate) eklenir. 100 pl
10mg/ml proteinaz K eklenip, 1 gece i¢in 37 °C’deki hibridizasyon firininda bekletilir.
Ertesi giin hibridizasyon firiindan alinan 6rneklere 2 ml 5M NaCl eklenir. Uzerlerine
14 ml kloroform konularak 4000 rpm’de 15 dak. santrifiij edilir. Santrifiij sonunda ii¢
ayr1 faz olusur. En {ist faz temiz bir tlipe alinarak hacmi kadar soguk etil alkol eklenir.
Etil alkolde yumak seklinde olusumu gézlenen DNA’lar i¢inde Iml. %70’lik etil alkol
bulunan 1,5 ml’lik santrifiij tiipiine alinir. Tiipler 10 dk. 13000 rpm’de santrifiij edilerek
DNA’larmn tiipiin dibine yapismasi saglanir. Uzerindeki alkol dokiilerek tekrar 1ml.
%70’lik etilalkol eklenir. Bu islem {i¢ kez tekrarlanir. Yikama igsleminden sonra alkol
tamamen dokiilerek tiipler agz1 acik olarak vakumlu kurutucuya yerlestirilir ve bir saat
kurutulur. Kuruyan DNA’larin iizerine miktarina gore (400 pl) dH20O eklenerek +4
derecede bir gece coziinmeye birakilir daha sonra -20 derin dondurucuya kaldirilir

(140).

3.2.2. Real-Time PCR

Real-time PCR DNA’nin ¢ogaltimim ve iriinlerini tek bir tiipte belirlemeyi miimkiin
kilan ¢ok yakin bir zamanda uygulamaya konulan popiiler bir metotdur (141). Gen
ifadesinin analizini degistiren bu metot ile geleneksel PCR yontemi ve gen analizi
birlestirilmistir. PCR ¢ogaltimini1 goriiniir hale getiren ve gozlemleyen floresan isaretli
prob ve boyalarin kullanildigi, floresanin olusan DNA ile dogru orantili olarak arttig1 bir
cogaltma yontemidir (141). Bircok isimlendirilme yapilan bu teknoloji yabanci
yaymlarda “kinetik PCR”, “homojen PCR”, “kantitatif Real-time PCR” gibi cesitli
adlarla da isimlendirilmektedir (142). Biyolojik orneklerden elde edilen DNA’nin
kopya sayisini sayisal degerlere doniistirme ve mRNA’nin diizeyini sayisal olarak

belirleyebilme en ¢ok kullanilan alanlarini olusturmaktadir.
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Bu amaglarla kullaniminin yani sira tek nokta mutasyonlari belirleme, patojen
belirleme, DNA hasar1 belirleme, metilasyon tespiti, SNP analizi, kromozom

bozukluklarinin tespiti gibi ¢aligsmalarda da kullanim alanlart mevcuttur (143, 144)

3.2.3. LightCycler floresan PCR Yontemi ile Gen Cokyapilih@1 Analizi

LightCycler floresan PCR yontemi (Roche, Mannheim, Almanya) alisilmis polimeraz
zincir reaksiyonunu floresan l¢iim sistemini bir araya getirerek, DNA ¢ogalmasinin es-
zamanl izlenmesini saglamaktadir (141) . Bu yontemde, normal PCR’da kullanilan
primerlere ek olarak, floresan islaretli iki prob kullanilmaktadir. Problardan bir tanesi,
polimorfizm igeren bolgeye 6zgiin tasarlanirken, digeri hemen bunun yakininda (1 baz
cifti uzaklikta) yerlestirilmistir (143). Bu yontemde genotiplerin ayirt edilmesi “erime
egrisi analizi” (melting curve analysis) ile gergeklestirilmektedir (144). Bunun igin,
PCR’da DNA ¢ogalmasinin tamamlanmasindan sonra, sicaklik ¢ok yavag bir sekilde
yiikseltilerek her bir Ornek icin erime egrisi olusturulmustur (144). Sicaklik
yukseltilmesi sirasinda normal dizi ile polimorfizm igeren dizinin ayirimi
gerceklesmektedir (144). Polimorfizm igeren dizi ile floresan islaretli prob arasinda
olusan ikilesme yanlis bir eslesme (mismatch) icerdiginden, normal dizi ile prob
arasinda olusan ikilesmeye oranla daha az kararlidir (144). Bu durum, polimorizm
iceren ikilesmenin daha diisiik bir erime noktasina (melting point) sahip olmasina ve
dolayistyla sicaklik yiikseltilmesi sirasinda daha diisiik bir sicaklikta ayrismasina yol
acmaktadir (144). Matematiksel bir doniisiim kullanilarak erime egrilerinden floresan
degerinin negatif tiirevinin sicakliga gore degisimini veren profiller elde edilmekte ve

degislik allellere ait farkli erime sicakliklar1 gosteren tepeler izlenmektedir (144).

3.2.4. IL-10 Gen Cokyapilihiginin Real-Time PCR ile Tespiti

IL-10 6zendirici bolgesi gen c¢okyapililigini tespit etmek icin hasta ve kontrollerin
periferik kanlarindan izole edilen DNA ornekleri kullanildi. Real time PCR ¢aligmasi
icin IL10 Toolset (Genes-4U AG, Winterthur, Switzerland) kiti kullanildi. IL-10
Ozendirici bolgede C-592A, C-819T, G-1082A gen cokyapililiklar1 arastirildi. Real
time PCR icin hibridizasyon karigimi (Taq polimeraz, reaksiyon tamponu, niikleotid
karisimi), MgCl2, primerler, problar ve 1 ul genomik DNA toplam 20 pl hacimde
karistirilarak kapillerlere aktarildi.
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Kapiller tiipler LightCycler® 2.0 real time PCR cihazina yerlestirildi. 95 °C’de 10
dakika denatiirasyon yapildi. Daha sonra 50 dongii amplifikasyon i¢in 95 °C 10 s
denatiirasyon, 50 °C 10 s anealing, 72 °C 15 s extansiyon yapildi. Cogalmanin
tamamlanmasindan sonra, sicaklik saniyede 0.2°C artirilarak 40°C’den 85°C’ye
ylukseltilmesiyle erime egrileri olusturuldu. Floresan/sicaklik negatif tlirevinin sicakliga

gore ¢izilmesiyle de, erime egrileri, erime tepelerine doniistiiriildii.

3.3.LightCycler floresan PCR Yontemi ile Gen Ifadesinin Tayini

3.3.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Gen ifadesinin Ol¢imii  i¢in saymimsal PCR  yodntemi, mRNA iizerinden
gerceklestirilebilir. Istenilen dokudan cesitli yontemlerle tiim RNA elde edilir. RNA
elde edilirken kullanilan yontemlerde genellikle DNA bulasig1 saptanir (141). iki farkli
ornek arasinda gozlenen farkli degerler, 6rneklerin DNA bulasiklik seviyeleri arasindaki
farkliliktan kaynaklanabilir (144). Bu nedenle elde edilen total RNA 6rnekleri DNase
enzimi ile muamele edilerek DNA bulagimi giderilmelidir (144). DNase enziminin
cDNA sentezi oOncesi ortamdan uzaklastirilmasi da reaksiyon oOzgilligi agisindan
onemlidir (144). Elde edilen RNA’nin kalitesi agaroz jel elektroforezi ile derigimi ise
UV spektrofotometresiyle tespit edilebilir (144). Miktar tayininin basarili olmasi, en
¢ok RNA’nin kalitesine baglidir (144). Miktar tayini igslemi genellikle DNase enzimi ile
islemis 1 pg total RNA iizerinden sentezlenen cDNA ile gergeklestirilir. cDNA sentezi
icin Ters Transkriptaz PCR yontemi kullanilir (144). Bu yontemde 6zgiin primerler ve

‘Revers Transkriptaz’ enzimi kullanilarak total RNA’dan cDNA elde edilir (144).

3.3.2. RNA izolasyonu

Kan ve BOS orneklerinden RNA izolasyonu High Pure RNA izolasyon kiti (Roche
Diagnostics, Mannheim, Almanya) kullanilarak yapildi. Ornekler hiicre sayis1 1x10°
hiicreye ayarlanarak PBS (fosfat tampon ¢ozeltisi) ile 200 pl’ye sulandirildi. Uzerine
400 pl lysis/binding tampon (4,5 M guanidine-HCI, 50 mM tris-HCI, triton X-100, pH
6,6) eklenerek 15 saniye vortekslendi. Karisim polipropilen filtreli tiiplere aktarildi ve
15 saniye 8000xg hizda santrifiij edilerek filtreden gegcen kisim atildi. 90 pl DNase
tamponu (1M NacCl, 20 mM tris-HCI, 10 mM MnCl,, pH7,0) ve 10 ul DNase I (10 KU)

karisimi hazirlanarak filtre lizerine dokiiliip 15 dakika oda 1sisinda bekletildi.
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Filtre iizerine 500 pl birinci yikama ¢ozeltisi (5 M guadin hidroklorid, 20 mM Tris-HCI,
pH 6,6) eklenerek 15 saniye 8000xg hizda santrifiij edilerek filtreden gecen kisim atildi.
Filtre tizerine 500 pl ikinci yikama ¢ozeltisi (20 mM NaCl, 2mM Tris-HCI, pH 7,5)
eklenerek 15 saniye 8000xg hizda santrifilyj edilerek filtreden gegen kisim atildi. Filtre
tizerine yine 200 pl ikinci yikama ¢6zeltisi eklenerek 2 dakika 13000xg hizda santrifiij
edilerek filtreden gecen kisim atildi. Filtre yeni bir toplama tiipline gegirilerek {izerine
100 pl steril ¢ift distile su eklenerek 8000xg hizda santrifiij edililip filtreden gecen kisim
toplandi. Elde edilen RNA UV spektrofotometre ile olgiildii (145).

3.3.3. Ters Transkriptaz PCR Yontemi ile cDNA Eldesi

RNA orneklerden cDNA sentezi First Strand ¢cDNA sentez (AMV) kiti (Roche
Diagnostics, Mannheim, Almanya) kullanilarak yapildi. Reaksiyon i¢in 2 pl 10x
reaksiyon tamponu (100 mM Tris, 500 mM KCI, pH 8,3), 4 ul MgCl, (25 mM), 2 pl
deoksiniikleotid karistmi (dATP, dCTP, dTTP, dGTP, her birinden 10 mM), 2 pul
random primer (0,02 Ae Unite/pl), 1ul RNase inhibitoér (50 iinite/pl), 0.8 pl AMV
reverse transkriptaz, 1 pl 6rnek RNA, 7,7 pl distile su karisimi hazilandi. Karigim
techne PCR cihazina koyularak 25°C’de 10 dakika, 42 °C’de 60 dakika, 99 °C’de 5
dakika ve 4 °C’de 5 dakika bekletildi. Elde edilen cDNA —80 °C’de ¢alisma yapilancaya
kadar saklandi.

3.3.4. PCR Asamasi

Goreceli gen saymminda, calisilacak her ornek i¢in iki farkli karisim hazirlanir.
Karisimlardan ilki “hamarat (house keeping) gen” adi verilen ifadesi sabit gen
primerlerini igerirken, ikincisi ifadesi Olcililecek gene ait primerleri igerir (144). Yani
tim Ornekler hem incelenecek genle hem de ‘housekeeping gen’le cogaltim yapilir
(144). Bu ikinci 6rnek i¢ kontrol olarak da adlandirilmaktadir (144). PCR sonunda
arastirilan genin degeri, i¢ kontrol genin degerine oranlanarak o6l¢iiliir ve diizenlenir
(144). PCR sonucu elde edilen iiriinlerin gercek PCR iirlinli olup olmadigi “erime
egrisi” yontemi ile kontrol edilmelidir (144). Erime 1s1s1 (Tm), bir ¢ogalma iirlinii genin
%50’sinin denatiire oldugu sicaklik degeridir ve bu deger genin dizisine ve %GC
oranina bagli olarak faklilik gosterir (144). Erime egrisi yontemi de bu ozellikten
yararlanarak, PCR sonunda elde edilen ¢ogalma egrilerinin gen iiriinii mii yoksa primer

dimer ya da ortam kirliligine bagl bir egri olup olmadigini belirler (144).
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3.3.5. Primer ve Problarin Tasarimi
Hedef genlerin ifade tayini i¢in tablo-2’de verilen primer ve problar tasarlandi. Primer
ve problarin tasarimi i¢in www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl web sayfasi

kullanildi. Buradan elde edilen diziler Pubmed NCBI niikleotid dizileri ile

karsilastirilarak  dogruluklar1  tespit edildi. Primerler IDT (Integrated DNA
Technologies, Belcika) firmasina sentezlettirildi.

Calismada Universal ProbeLibrary (UPL) problar1 kullanildi (Roche Diagnostics,
Mannheim, Almanya). UPL problar1 8-9 niikleotidlik kisa dizileri olarak, kilitli
niikleotid (Locked Nucleic Acid;LNA) teknolojisi kullanilmistir. Kisa niikleotid
dizilerine sahip olduklarindan genis bir 1s1 araliginda kullanilabilmektedir. Bu
ozellikleri ile her bir probe 7000’in iizerinde transkribi tespit i¢in kullanilabilmektedir.

Insan genomundaki tiim transkripler 165 farklit UPL probu ile tespit edilebilmektedir.

Tablo 3.1. Hamarat gen ve hedef genlerin primer dizileri ve problari

Gen Primer Dizisi UPL Probe NCBI niikleotid no
HPRT1 5 '- tgaccttgatttattttgcatacc-3 ' NM 000194.1
| Probe 23
5 '-cgagcaagacgttcagtcct-3
nNOS 5 '-ctgtgacaactcccgetaca-3 NM 000620.1
Probe 65
5 '—acgtcttcctcatgtctaagttca—3
eNOS 5 '-gaccctcaccgctacaacat-3 NM_000603.3
Probe 5
5 '-ccgggtatccaggtccat-3
iINOS 5 '-cacaggtctcttcctggtttg-3 NM_000625.3
Probe 16
5 l-ttcttcactgtggggcttg-3
SOCS3 5 '-agacttcgattcgggacca-3 NM _003955.3
Probe 36
5 '-aacttgctgtgggtgacca—3
COX2 5 '-cttcacgcatcagtttttcaag-3 AY462100.1
Probe 23
5 '-tcaccgtaaatatgatttaagtccac-3
IL-10 5 '-tgggggagaacctgaagac-3 NM_000572.2
Probe 30
5 '-ccttgctcttgttttcacagg-3
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3.3.6. Real-Time PCR Tepkimesi

Real time PCR tepkimesi i¢in 14 pl ditile su, 0,2 ul UPL probe (10 uM), 0,4 ul forward
primer (10 pM), 0,4 ul reverse primer (10 uM), 4 pl Lightcyler Tagman master
(faststart Taq DNA polimeraz, tampon, MgCl,, dNTP karisimi), 1 ul 6rnek ¢cDNA
karistmi hazirlandi. Hazirlanan karisim kapiller tiiplere aktarildi. Kapiller tiipler
LightCycler® 2.0 real time PCR cihazma yerlestirildi. 95 °C’de 10 dakika denatiirasyon
yapildi. Daha sonra 45 dongli amplifikasyon i¢in 95 °C 10 s denatiirasyon, 60 °C 30 s anealing,
72 °C 1 s extansiyon yapildi. Son asamada bir dongii 40 °C 30 s tutulup PCR sonlandirildi.
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4. BULGULAR

Bu calismaya, menenjit tanis1 almig 61 birey, menenjit gecirmemis 64 birey alinmistir.
Menenjitli hastalardan 34 tanesi onsekiz yas alti cocuk, 29 tanesi onsekiz yas istii
yetiskin grubuydu. Cocuk grubunda, 24 bakteriyal menenjit, 4 tiiberkiiloz menenjit, 6
viral menenjit tanist almis hasta vardi. Yetigskin grubunda, 14 bakteriyal menenjit, 13
tiiberkiiloz menenjit tanis1 almig hasta vardi. Calisilan gruplar ile ilgili bilgiler tablo-
3’de verilmistir. Calismada, hasta grubunun kan ve BOS oOrneklerinden RNA
izolasyonu, hasta ve kontrol grubu kan Orneklerinden RNA ve DNA izolasyonlar
yapildi. Elde edilen RNA orneklerinden Ters Transkriptaz PCR ydntemi ile cDNA
yapildi.

Tablo 4.1. Hasta ve kontrol grublarina ait yas ortalamalari

Hasta |Yas Bakteriyal | Tliberkiloz | Viral

Sayisi |ortalamasi menenjit | menenjit | menenjit
Cocuk grubu 34 3.94 %+ 3.81 24 4 6
Yetigkin grubu 27 48.37 £ 14.13 14 13 0

Cocuk Kontrol

grubu 32 5.03 + 3.88 - - -

Yetigkin Kontrol

grubu 32 | 49.09 +13.30 . ] ]

4.1. IL-10 Ozendirici Bélgesi Gen Cokyapilihg

IL-10 6zendirici bolgesi gen ¢okyapililigini aragtirmak amaci ile hasta ve kontrol grubu
DNA o6rneklerinden C-592A, C-819T, G-1082A, gen bolgeleri ¢alisildi. Real time PCR
yontemi ile cogalmanin tamamlanmasindan sonra, sicaklik saniyede 0.2°C artirilarak
40°C’den 85°C’ye yiikseltilmesiyle erime egrileri olusturuldu. Floresan/sicaklik negatif
tirevinin sicakliga gore cizilmesiyle de, erime egrileri, erime tepelerine doniistiiriildii. Erime
egrileri tepeleri ilgili bolgeler icin sekil 5,6 ve 7°de gosterilmistir. Bu verilere gore orneklerin
0zendirici bolge genotipleri belirlendi. Elde edilen veriler Graphpad Instat istatistik programu ile
ki-kare testi p anlamlilik degerleri hesaplandi. Hasta ve kontrol grubu arasinda 6zendirici
bolge C-592A gen c¢ok yapililigi P anlamlilik degeri genotip i¢in 0.173, 6zendirici bolge
C-819T gen cok yapililigt P anlamlilik degeri genotip i¢in 0.383, 6zendirici bolge G-
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1082A gen ¢ok yapililig1 P anlamlilik degeri genotip i¢in 0.105 bulundu. Bu sonuglara
gbre IL-10 ozendirici bolge gen cokyapililigi hasta ve kontrol grubu arasinda anlamh
bsr fark bulunamadi. Ozendirici bolgedeki bu ii¢ bolgenin real time PCR ¢alismalar ile

ilgili istatistiksel sonuglar tablo-4,5,6’da verilmistir.

0.24-
0.22-
0.20-
0.13-
0.1 -
0.14-
n.12- I
0.10-
0.08-
0.08-
0.04-

0.02- /_//
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0.0z-
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I | | | | | | | | | | | | | | | | [
380 420 440 460 430 500 520 SH40 580 &R0 600 620 &40  BGO  BBO OO Y20 750

Temperature (°C)

Sekil 4.1. IL-10 6zendirici bolge G-1082A gen ¢okyapililigi real time PCR analiz sonuglari. I. Homozigot
GG, II. Heterozigot GA, III. Homozigot AA.

A7 -
oG-

0.14-
o.1z2-
0.10-
0o0s-

006 -

Fluorescence -d(F2)/dT

1 [ ]
39.0 42.0 44.0 46.0 3.0 a0.0 52.0 a4.0 a6.0 58.0 60.0 62.0 G64.0 66.0 G3.0 70.0 720 74.0 J6.0

Temperature {°C)

Sekil 4.2. IL-10 6zendirici bolge C-819T gen ¢okyapililig1 real time PCR analiz sonuglari. I. Homozigot
TT, II. Heterozigot TC, III. Heterozigot CC, IV. Negatif kontrol.
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Sekil 4.3. IL-10 6zendirici bolge C-592A gen ¢okyapililigi real time PCR analiz sonuglari. I. Homozigot
AA, I1. Heterozigot AG, III. Heterozigot GG, IV. Negatif kontrol.

Tablo 4.2. 1L-10 6zendirici bolge G-1082A gen ¢ok yapililigi. A allelinin artis1 ile menenjit arasinda bir
iliskinin varlig1 goriilebiliyorsada, bu iligki istatistiksel olarak anlamli bulunamamustir.

Genotip/ Kontrol Hasta P OR (95% CI)
Allel (n=64) n (%) (Menenjit)
(n=61) n (%)
A/A 34 40 1.00
(53.1) (65.5)
A/G 27 17 0.105 0.535 (0.250-1.144)
(42,2) (27.9)
G/G 3 4 1.000 1.133 (0.237-5.424)
4.7) (6,6)
A 95 97 1.00
(74,2) (79.5)
G 33 25 0.322 0.742 (0.411-1.341)
(25,8) (20.5)
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Tablo 4.3. IL-10 6zendirici bolge G-592A gen ¢ok yapililigi. Genotiplerde allellerin dagilimi birbirine
cok yakin seyretmistir.

Genotip/ Kontrol Hasta P OR (95% CI)
Allel (n=64) n (%) (Menenjit)
(n=61) n (%)
A/A 7 10 1.00
(10.9) (16.4)
C/A 31 20 0.173 0.452 (0.148-1.381)
(48.5) (32.8)
c/C 26 31 0.788 0.835 (0.278-2.502)
(40.6) (50,8)
A 45 40 1.00
(35.2) (32.8)
C 83 82 0.693 1.111 (0.658-1.877)
(64.8) (67.2)

Tablo 4.4. IL-10 6zendirici bolge C -819T gen ¢ok yapililigi. Genotiplerde allellerin dagilimi birbirine
¢ok yakin seyretmistir.

Genotip/ Kontrol Hasta P OR (95% CI)
Allel (n=64) n (%) (Menenjit)
(n=61) n (%)
C/C 26 31 1.00
(40.6) (50,8)
T/C 26 22 0.383 0.710 (0.328-1.534)
(40.6) (36.1)
T/T 7 8 1.000 0.959 (0.306-2.999)
(10,9) (13.1)
C 83 84 1.00
(64.8) (68.9)
T 45 38 0.501 0.834 (0.492-1.415)
(35,2) (31.1)
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4.2. Real Time PCR Yontemi ile Hedef Gen Ifadelerinin Hesaplanmasi

Calismada, hasta kan, BOS orneklerinden elde edilen RNA 6rnekleri ve kontrol grubu
kan 6rneklerinden elde edilen RNA ornekleri kullanildi. RNA elde edilirken kullanilan
yontemlerde genellikle DNA bulasigi saptanir (140). iki farkli 6rnek arasinda gozlenen
farkl1 degerler, Orneklerin DNA bulasiklik seviyeleri arasindaki farkliliktan
kaynaklanabilir (143). Bu nedenle elde edilen total RNA 6rnekleri DNase enzimi ile
muamele edilerek DNA bulasimi giderildi. Elde edilen RNA’nin kalitesi agaroz jel
elektroforezi ile derisimi ise UV spektrofotometresiyle tespit edildi. Miktar tayini
islemi DNase enzimi ile islemis 1 pg total RNA iizerinden sentezlenen cDNA ile
gerceklestirildi. cDNA sentezi i¢in Ters Transkriptaz PCR yontemi kullanildi. Bu
yontemde 6zgiin primerler ve ‘Revers Transkriptaz’ enzimi kullanilarak total RNA’dan
cDNA elde edildi. Daha sonra real time PCR yontemi ile gen ifade diizeyleri belirlendi.
Her ornek icin iki kez real time PCR reaksiyonu yapilarak sonuglar kontrol edildi.
Olusan reaksiyon egrileri ile her 6rnegin ¢ogalma dongiileri hesaplandi. Ornekler igin
anlik ¢ogaltimin bagsladig1 egriler tespit edildi. Hamarat gen ve hedef genler i¢in real
time PCR analiz sonuglari sekiller 8,9,10,11°de verilmistir.

Her 6rnek icin hedef gen CT (Threshold Cycle) ve hamarat gen CT degerleri tespit
edilip ACT oranlar1 hesaplandi (Roche Applied Science, Technical Note, No. LC
16/2005)

A CT (0rnek) = CT (Hedef gen) — CT (hamarat gen)

24T _1)x 100, formiilii ile hesaplandu.

Kopya sayis1 = (
Tiim orneklerden elde edilen veriler Graphpad Instat istatistik programi kullanilarak
Mann—Whitney U testi ile istatistiksel analizleri yapildi. nNOS ifadesi hasta ve kontrol
grubunda hi¢ ifade edilmemekteydi. iNOS ifadesi 40 hastanin kan Orneginde 12
hastanin BOS 6rneklerinde tespit edildi. Ancak kontrol grubu ile aralarinda anlamli bir
fark tespit edilemedi (P=0.5104). eNOS ifadesi tiim hastalarin kan ve BOS 6rneklerinde
tespit edildi. Hasta ve kontrol arasinda eNOS ifadesi anlamli bir sekilde artmisti
(P=0.0367). Calismamizda hasta ve kontrol grubu IL-10 gen ifadeleri arasinda anlamli
bir fark tespit ettik (P<0.0001). Ayrica BOS’a sizmis lokositlerdeki IL-10 gen ifadesi,
hasta kanindaki IL-10 gen ifadesine gore belirgin bir sekilde artmist1 (p<0.0001). COX2
gen ifadesinin hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farkinin tespit edemedik
(p=0.6478). SOCS3 gen ifadesinde hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark
tespit edemedik (P=0.3942).
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Sekil 4.4. Hamarat gen (HPRT) gen ifadesi real time PCR analiz sonuglari. Farkli deneylemelerde
hamarat gen ifadesinin degisimi gosterilmektedir.
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Sekil 4.5. eNOS gen ifadesi real time PCR analiz sonuglari. eNOS gen ifadesi oldukga farklilik
gostermektedir. Kimi Orneklerde ¢ok az ifade edilirken, bazilarinda hamarat genler kadar ifade
edilebilmektedir.
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Sekil 4.6. IL-10 gen ifadesi real time PCR analiz sonuglari. Farkli deneylemelerde IL-10 gen ifadesinin
degisimi gosterilmektedir.
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Sekil 4.7. iNOS gen ifadesi real time PCR analiz sonuglart. iNOS gen ifadesi egrilerden anlasilabilecegi
gibi hasta ve kontrollerde genelde ¢ok az ifade edilmistir.

46



34-

20-

25-

20-

Fluorescence (F1)

0s-

no-
0z

Cycle Number

Sekil 4.8. SOCS3 gen ifadesi real time PCR analiz sonuglari. SOCS3 gen ifadesi hamarat gen kadar veya
daha fazla tiim hiicrelerde ifade edilmektedir.
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Sekil 4.9. COX2 gen ifadesi real time PCR analiz sonuglari. COX2 gen ifadesi ¢cogu drnekte hamarat gen
kadar ifade edilmektedir.
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Tablo 4.5. Menenjitli hastalar ile saglikli hastalarin kan mRNA ifadelerinin karsilastirilmasi. nNOS ifadesi
hasta ve kontrol grubunda hi¢ ifade edilmemekteydi. iNOS ifadesi 40 hastanin kan 6rneginde ve kontrol
grubundan 27 kan &rneginde tespit edildi. eNOS, IL-10, COX2 ve SOCS3 ifadesi tiim hastalarin kan ve
BOS o6rneklerinde tespit edildi.

Kk

iNOS” Kontrol (n=27) Hastalar (n=40) P
Median (min—max)  Median (min—max)

ACT = Ct (Hedef gen)  9.04 (1.52-13.19) 9.52 (1.52-12.71) 0.5104

— Ct (hamarat gen)

Kopya sayist =27 0.19 (0.01-34.87) 0.14 (0.01-34.87) 0.5104

eNOS Kontrol (n=64) Hastalar (n=61) p**
Median (min—max)  Median (min—max)

ACT = Ct (Hedef gen)  3.37 (0.62-6.71) 3.03 (0.14-10.44) 0.0367

— Ct (hamarat gen)

Kopya sayist =27 9.64 (0.95-65.06) 12.24 (0.07-90.75)  0.0367

COX2 Kontrol (n=64) Hastalar (n=61) p*
Median (min—-max)  Median (min—max)

ACT = Ct (Hedef gen)  0.55 (-2.23-4.38) 0.94 (-2.51-4.78) 0.6478

— Ct (hamarat gen)

Kopya sayst = 22T 68.09 (4.80-469.13)  52.12 (3.63-569.62)  0.6478

SOCS3™™ Kontrol (n=64) Hastalar (n=61) Pk
Median (min—max)  Median (min—max)

ACT = Ct (Hedef gen)  -0.59 (-3.27-2.82)  -0.56 (-3.67-5.80) 0.3942

— Ct (hamarat gen)

Kopya sayist = 274" 151 (14.16-964.65) 147 (1.79-1272.90)  0.3942

IL-10 Kontrol (n=64) Hastalar (n=61) p*
Median (min—-max)  Median (min—max)

ACT = Ct(Hedef gen) — 6.51 (3.09-12.62) 5.47 (-0.16-7.52) <0.0001

Ct (hamarat gen)

Kopya say1st = 22T 1.10 (0.02-11.74) 2.26(0.54-111.73)  <0.0001

* iNos gen ifadesi kontrollerde 27 bireyde, hastalarda da 40 bireyde gozlenmistir.

** Mann—Whitney U testi

**#% SOCS3’1in gen ifadesi kontrol ve hastalarda hamarat genden daha yliksek diizeyde
ifade edilmigtir
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Tablo 4.6. Menenjitli hastalarin kan ve BOS 6rneklerindeki mRNA ifadelerinini karsilastirilmasi. nNOS
ifadesi hasta ve kontrol grubunda hi¢ ifade edilmemekteydi. iNOS ifadesi 40 hastanin kan 6rneginde, 12
hastanin BOS 6rneginde tespit edildi. BOS’da hasta grubu IL-10 ifadesi hasta kanina gore gok yiiksek
diizeyde ifade edilmistir. COX2 ifadesi BOS’a sizan lokositlerde artmustir.

*

iNOS Hasta Kan (n=40) Hasta BOS (n=12) P
Median (min—-max)  Median (min—max)

ACT = Ct (Hedef gen)  9.52 (1.52-12.71) 8.15 (1.05-12.09) 0.6406

— Ct (hamarat gen)

Kopya sayist =27 0.14 (0.01-34.87) 0.52 (0.01-48.30) 0.6406

eNOS Hasta Kan (n=61) Hasta BOS (n=61) p*
Median (min—max)  Median (min—max)

ACT = Ct (Hedef gen)  3.03 (0.14-10.44) 3.05 (-1.65-5.98) 0.8218

— Ct (hamarat gen)

Kopya sayist = 274" 12.24 (0.07-90.75)  12.07 (1.58-313.83)  0.8218

COX2 Hasta Kan (n=61) Hasta BOS (n=61) p*
Median (min—-max)  Median (min—max)

ACT = Ct (Hedef gen)  0.94 (-2.51-4.78) 2.42 (-6.90-8.59) 0.0014

— Ct (hamarat gen)

Kopya say1st = 22T 52.12 (3.64-569.62)  18.68 (0.25-11943)  0.0014

SOCS3 Hasta Kan (n=61) Hasta BOS (n=61) p*
Median (min—max)  Median (min—max)

ACT = Ct (Hedef gen)  -0.56 (-3.67-5,8) -0.62 (-5.68-7) 0.6671

— Ct (hamarat gen)

Kopya sayist = 274" 147.43 (1.80- 164.72 (0.78-51625)  0.4798
1272.90)

IL-10 Hasta Kan (n=61) Hasta BOS (n=61) p*
Median (min—-max)  Median (min—max)

ACT = Ct (Hedef gen)  5.47 (-0.16-7.52) 1.98 (-7.31-5.3) <0.0001

— Ct (hamarat gen)

Kopya sayist = 2T 2.25(0.54-112) 25.34 (2.54-15868)  <0.0001

" Mann—Whitney U testi
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5. TARTISMA ve SONUC

Menenjit, ¢esitli mikroorganizmalarin neden oldugu, beyin zarlarini 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 kord’da iltihap
gelisir (2). Bakteri, virus ve mantarlar gibi pek ¢cok mikroorganizma menenjite yol
acabilir (1). Menenjit ¢cok sik olmamasina ragmen, sonuglari itibari ile en ciddi mikrobik
hastaliklardan biridir. Oliim ve hastaliga tutulma sayis1 ¢ok yiiksektir; her on olgudan
biri kaybedilmekte ve yedi olgudan birinde sagirlik veya cesitli beyin zedelenmeleri
sonucu kalici hasarlara yol agmaktadir (2). Menenjitte bagigiklik yanit kisiden kisiye
farklilik gostermekte ve farkli siddetlerde iltihap gelismektedir. Buna bagli olarak
Olimler ve hastalik sonrasi kalici bazi hasarlarin goriilmesi kisiden kisiye farkliliklar
gostermektedir. Bu ¢alismaya, menenjit tanist almis 61 birey, menenjit gecirmemis 64
birey alimmustir. Menenjitli hastalardan 34 tanesi onsekiz yas alti ¢ocuk, 29 tanesi
onsekiz yas {istli yetiskin grubuydu. Cocuk grubunda, 24 bakteriyal menenjit, 4
tiiberkiiloz menenjit, 6 viral menenjit tanis1 almis hasta vardi. Yetiskin grubunda, 14
bakteriyal menenjit, 13 tliberkiiloz menenjit tanis1 almis hasta vardi

Deneysel menenjitlerde bakterilerin sebep oldugu iltihap nedeni ile beyin omurilik
stvisina sizan lokositlerin beyin dokusunda zedelenme gelisimine katkida bulundugu,
beyin 6demini ve kafa ici basinci arttirdigi gosterilmistir (146). Beyin omurilik sivisina
sizan lOkositlerin, hastaligin gidisat1 {lizerinde ©nemli etkileri olmasinda birgok
molekiiller mekanizmanin rolii  vardir. Calismamizda ozellikle bu molekiiler
mekanizmalardan bazilariin menenjitli hastalardaki ifadelerinin etkisini arastirmayi
hedefledik. Ciinkii bu molekiiler mekanizmalarin etkisi hastaligin gidisatin1 6nemli bir
sekilde etkilemektedir. Ozellikle iltihabin siddetini arttiran veya azaltan proteinlerin
ifadesi hastaligin tan1 ve tedavisinde Onemli agilimlar saglayabilir. Calismamizda,
ozellikle iltihabin siddetini arttiran iINOS, eNOS, nNOS, COX2 gibi proteinlerin ve
iltihabin siddetini azaltan SOCS3, IL-10 gibi proteinlerin hem periferik kanda hem de
beyin omirilik sivisina sizan 16kositlerde mRNA diizeyinde gen ifadeleri tayin edilerek
bagisiklik yanit degerlendirilmistir.

[ltihapta énemli molekiillerden birisi nitrik oksittir. Basit bir gaz olan nitrik oksit sinir

sistemi, bagisiklik sistemi ve dolagim sistemi i¢in dnemli bir uyari ileti molekiildiir (16).
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Steroid hormonlar gibi, NO’de, hedef hiicresinin plazma zarindan dogrudan diflizyon ile
girebilir (17). NO, damar genislemesi, konak savunmasi, hiicresel ¢ogalma gibi bir¢cok
hiicresel mekanizmalarda rol alir. Ancak yiiksek miktarlarda NO dokular i¢in zararli bir
ozellige sahiptir (127).

NO, nitrik oksit sentetaz enzimleri (NOS) tarafindan sentezlenir (19). Uc farkli
izoenzim tespit edilmis olup bunlar néronal NOS (nNOS), endotelyal NOS (eNOS) ve
tetiklenebilir NOS (iNOS) olarak smiflandirilmistir (18). Yapilan arastirmalarda
bakteriyel menenjitli hastalarin beyin omurilik sivilarinda 6l¢iilen NO miktarinin, viral
menenjitli ve normal kisilerin BOS’una gore daha fazla miktarda bulundugu tespit
edilmistir (18). Calismamizda, menenjitli hastalarin hem tam kan 6rneklerinde hem de
BOS’a gecmis hiicrelerde nitrikoksit sentetazlarin gen ifadelerini arastirdik. nNOS
ifadesi hasta ve kontrol grubunda hi¢ ifade edilmemekteydi. Bu bulgu, nNOS gen
ifadesi bakimindan, periferik kanin kullanilmasinin uygun olmadigin1 gostermektedir.
INOS ifadesi 40 hastanin kan 6rneginde 12 hastanin BOS 6rneklerinde tespit edildi.
Ancak kontrol grubu ile aralarinda anlamli bir fark tespit edilemedi (P=0.5104) (tablo-
7). eNOS ifadesi tiim hastalarin kan ve BOS 6rneklerinde tespit edildi. Hasta ve kontrol
arasinda anlamli bir fark bulundu (P=0.0367) (tablo-7). eNOS’un hiicre i¢i
diizenlenmesi dogrudan NO iiretimini etkilemektedir (127). eNOS ifadesinin artmasi
NO fretiminin artmasina sebep olacagindan menenjitli hastalarda eNOS ifadesinin
onemli bir yeri oldugunu gostermektedir.

Deneysel olarak olusturulan bakteriyel menenjitli hayvan modellerinde NOS
inhibitorlerinin kullanimindan sonra beyin hasari ve merkezi sinir sistemi karmasik
belirtilerinin daha c¢ok arttig1, 6liim oraninin ve hastalik siddetinin arttig1 gozlenmistir
(134). Hastaligin siddetlenmesine 06zellikle NOS inhibitorlerinin segici olmayip tiim
NOS’lart kisitlamasi nedeni ile konak savunmasi i¢in 6nem tagiyan NO sentezinin
tamamiyla engellenmesi neden olmaktadir (134). eNOS yetmezlikli farelerde yapilan
deneysel ¢aligmalarda normal tip farelere gore yangi ve merkezi sinir sistemi karmasik
belirtilerinin siddetlendigi goriilmiistiir (24). Yaptigimiz calisma bu caligsmalari
dogrular niteliktedir. Menenjitli hastalarda saglikli insanlara gore eNOS ifadesinin
artmas1 hastalik siddetini azaltmasinda 6nemli bir etken olarak degerlendirilebilir.

IL-10 bagisiklik yanit1 ¢ok yonlii diizenleyen 6nemli bir bagisiklik baskilayict sitokindir
(3). IL-10, iltihap olusumu ile salgisal bagisik yanit arasindaki diizenlemenin
kontroliinde 6nemli rol oynar (3). Calismamizda hasta ve kontrol grubu IL-10 gen

ifadeleri arasinda anlamhi bir fark tespit ettik (P<0.0001) (tablo-7). Menenjit
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hastalarinda IL-10 gen ifadesi ciddi bir sekilde artmisti. Bu bulgu menenjitli hastalarda
bulagsma sonucu gelisen bagisiklik yanitin siddetini azaltmak icin IL-10’un etkin bir
sekilde kullanildigin1 gostermektedir. Ayrica BOS’a sizmis lokositlerdeki IL-10 gen
ifadesi hasta kanindaki IL-10 gen ifadesine gore belirgin bir sekilde artmist1 (p<0.0001)
(tablo-7). Bu bulgu menenjit hastaliginda hastaligin gidisatini 6nemli bir sekilde
etkileyen hiicresel olaylarda IL-10’un 6nemini ortaya koymaktadir. Ciinkii deneysel
calismalar beyin omurilik sivisina sizan lokositlerin beyin dokusunda zedelenme
gelisimine katkida bulundugunu gostermektedir (146). Mikrop bulasmasi sonrasi olusan
hastaliklarin iyilesmesi konagin etkene karsi olusturabilecegi koruyucu bagisik yanita
baghidir. Ornegin bagisik yanitin bozuldugu bagisiklik yetmezligi olan hastalarda
mikrop bulasmasi sonrasi olusan hastaliklar kontrol edilemez hale gelir. Bununla
birlikte mikrop bulagsmasi sonrast olusan hastaliklara karsi olusabilecek siddetli
bagisiklik yaniti, hastaya ciddi rahatsizlik verebilecek bolgesel veya sistemik doku
yikimlarim1  tetikleyebilir.  IL-10, bagisiklik  sisteminin  6nemli  diizenleyici
molekiillerinden biridir (3). Bu diizenlemeyi Interldkin 1 beta (IL-1B), tiimdr nekroz
faktor alfa (TNF-a), interferon gama (INF-y), graniilosit makrofaj-koloni stimiile eden
faktor (GM-CSF), inducible nitrik oksit sentetaz (iNOS) ve siklooksijenaz 2 (COX-2)
gibi Oncii iltihap aracilarinin salintmimi kisitlayarak yapar (4,5). Calismay1 planlarken
hedef olarak segtigimiz ve gen ifade diizeyinin artmasini bekledigimiz COX2, iNOS,
SOCS3 gibi genlerin ifadelerinin kontrol grubuna gore farkli ¢ikmamasinin sebebi
artmig IL-10 gen ifadesinden dolay1 olabilir. Bu genlerin ifadeleri muhtemelen IL-10
tarafindan baskilanmakta ve bagisiklik yanitinin siddeti azaltilmaya calisilmaktadir
(tablo-7).

IL-10, virlis, bakteri, mantar, protozoa ve helmit gibi etkenlerin neden oldugu
hastaliklarda bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde dnemli anahtar rol oynamaktadir.
Toksoplazma (77), Trypanosoma (78), Plasmodium (80), Mycobacterium (82), HSV
(83) bulasmalarinda doku hasarina sebep olan asir1 Thl ve sitotoksik T hiicre cevabinin
baskilanmasinda Onemli bir etki gostermektedir.Yaptigimiz ¢aligma insan beyin
omurilik sivisina sizan lokositlerin gen ifadesi diizeyinde arastiran ilk calismadir ve
menenjit gibi bir bulagma hastaliginda IL-10 gen ifadesinin arttigin1 gostermektedir. Bu
bulgu menenjit tedavi ve tanisinda IL-10 ile ilgili ileri ¢aligmalara 151k tutabilir.

Yapilan ¢aligmalarda, insan g¢evresel kan hiicreleri viicut disinda mitoz uyaricilarina
maruz birakildiginda, bireyler arasinda IL-10 iiretebilme kapasiteleri arasinda dikkate

deger fark bulunmustur (60). Genetik yapiya gore IL-10 iiretim kapasitesi, yliksek, orta
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ve diisiik olarak siiflandirilmistir (40). IL-10 gen ifadesini, genin 6zendirici bolgesinde
bulunan farkli gen ¢ok yapililiklarinin (polimorfizm) etkiledigi tespit edilmistir (7).
IL-10 geni 6zendirici bolgesinde bulunan, -1082 (G/A), -819 (C/T) ve -592 (C/A) tek
baz degisimleri sonucu GCC, ACC, ATA olarak belirlenen ii¢ farkli haplotipin IL-10
iiretimin seviyesinde etkili olduklar1 gosterilmistir (7). Calismamizda IL-10 6zendirici
bolgesindeki bu ii¢ farkli genotipin menenjit hastalifi ile ilgilisini arastirdik. Ancak
hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulamadik. Gen ¢okyapililik
arastirmalaria gore hasta sayimizin az olmasi sonuglarimizi etkilemis olabilir. Hasta ve
kontrol sayisinin arttiritlmasi bu sonuglari etkileyebilecegini diisiinmekteyiz.
Calismamizda hedef aldigimiz bir diger gen COX2 geniydi. COX prostaglandin
sentezinin hiz sinirlayict enzimidir (26). COX-2 mRNA ve proteini ise dokularda
normal kosullarda oOlclilemeyecek kadar az miktarda bulunan, biiyime faktorleri,
mitojenler, sitokinler, endotoksinler, interlokinler gibi uyarilarla artarak, patolojik ve
iltihabi siireglerde rol oynayan bir enzimdir (27). COX2, arasidonik asit
metabolizmasinda 6nemli bir enzim olup iltihabin siddetini arttirmaktadir. COX2 iireten
hiicreler prostoglandinler ve proanjiogenik proteinler iireterek apoptotik uyariya direng
kazanirlar (27). Karen Robinson ve arkadaslar1 (147) tarafindan yapilan bir ¢alismada
sagliklt kisilerin kanlarimi Neisseria meningitidis MSPs (Meningococcal secreted
proteins) proteini ile muamele edip olusan gen ifadeleri arastirilmistir (147). Calisma
sonucunda ifade diizeyi en c¢ok artan genin COX2 oldugu tespit edilmistir (147).
Yaptigimiz ¢alismada COX2 gen ifadesinin hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir
farkinin olmadigin1 bulduk (P=0.6478) (tablo-7). BOS’a sizan l6kostlerde hasta kanina
gore COX2 ifadesi artmisti (P=0.0014) (tablo-7). Calismamizin basinda COX2
ifadesinin ¢ok fazla artmasini beklemekteydik. Ancak IL-10 ifadesinin hasta grubunda
yiiksek olmast COX2 ifadesinin artmasini engellemis olabilecegini diistinmekteyiz.
Yaptigimiz ¢alisma deneysel c¢alismalardan farkli olmasimma ragmen insan menenjit
hastaliginda COX2 diizeyinin kontrol altinda oldugunu gdstermesi agisindan énemli bir
bulgudur.

SOCS proteinleri sitokinlerin bagisiklik sistemi iizerine etkilerini diizenleyen, 6nemli
bir hiicre i¢i proteinleridir (10). SOCS proteinlerinin kesfi, sitokin-JAK-STAT yolaginin
negatif olarak diizenleyen mekanizmalarin anlagilmasini sagladi (11). Bununla birlikte
KO fare ¢aligmalarinda SOCS proteinlerinin pek ¢ok immiinolojik ve patolojik siirecte
onemli gorevler islendigi tespit edildi (12). SOCS3 proteini yapimi, LPS’ye cevap
olarak IL-6 ve IL-10 tarafindan uyarilir (12). Ancak SOCS3, IL-6 almacina
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baglandigindan seg¢ici olarak sadece IL-6 uyarisini baskilar (12). SOCS3 IL-10 almacina

baglanmadigindan bu uyartyr baskilamaz (12). SOCS3 geni silinmis makrofaj ve

notrofillerde, LPS uyarisi ile olusan ani iltihaba kars1 direng gozlenmistir (12).

Caligmamizda menenjitli hastalarda iltihabin siddetini etkileyecegini diisiindiigiimiiz

SOCS3 gen ifadesini arastirdik. Ancak hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark

tespit edemedik (P=0.3942) (tablo-7).

Sonug olarak,

1.

Bu caligsma insan beyin omurilik sivisina sizan lokositlerin gen ifadesi diizeyinde
arastiran ilk ¢alismadir.

[Itihabin siddetini etkileyen bagisiklik yaniti son derece karmasik ve bir ¢ok
mekanizmanin etkisi altindadir. Menenjit hastaliinin  klinik 6zelliklerini
aydinlatici tan1 yontemleri lizerinde ¢alismalara devam edilmesi gerekmektedir.
Yaptigimiz calismada menenjit hastaliginda, iltihabin siddetini etkileyebilecek
bir takim molekiiler mekanizmalarin davranisini sergilemeye calistik. Ozellikle
menenjitte IL-10 gen ifadesinin gerek kan gerekse BOS’a sizan lokositler
seviyesinde arttig1 anlagilmstir.

Calisma sonuglarina gére SOCS3, COX2, iNOS ve nNOS gen ifadeleri kontrol
grubuna gore farklilik gostermemekteydi. IL-10 ifadesindeki artisin iltihabin
siddetinde Onemli etki eden iINOS ve COX2 gibi 6nemli iltihap Onciillerin
ifadesinin siki kontrol altinda tutuldugu anlagilmistir.

eNOS gen ifadesinin hasta periferik kaninda kontrol grubuna gore artmig
oldugunu tespit ettik. Menenjitli hastalarda saglikli insanlara goére eNOS
ifadesinin artmasi iltihabi yanit siddetinin azaltilmasinda IL-10 ile birlikte
onemli bir etken oldugu bu caligma ile ortaya ¢ikmustir.

Menenjitli hastalarda, BOS’a sizmis lokositlerdeki COX2 ifadesi hastalarin
periferik kanina gore artmisti. Yaptigimiz ¢alisma deneysel ¢alismalardan farkli
olmasina ragmen insan menenjit hastaliginda COX2 diizeyinin kontrol altinda
oldugunu gostermesi acisindan énemli bir bulgudur.

Bir ¢ok sitokin ve proteinler bolgesel etki gostermekte ve hemen yikilmaktadir.
mRNA diizeyinde gen ifadesi arastirmalar1 diger molekiiler ve serolojik
calismalara Onemli katkida bulunabilmektedir. Bu 6n ¢alisma ile hedef
proteinlerin genomik ve gen ifadesi diizeyinde bakilmasi yontemi oturtulmustur.
Bu yontemin rutin olarak tan1 ve tedavi sonrasi takipde kullanilabilecek deneyim

laboratuarimiza kazandirilmstir.
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