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OZET

Acar L (2015). Sepsiste Nikleer Faktor Kappa B ve TNF-alfa Gen Varyantlarinin ve
TNF-alfa Serum Diizeyinin Incelenmesi Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Molekiiler Ttp ABD. Yiiksek Lisans Tezi. istanbul.

Sepsis, bir ¢ok sistemi tutan, 6zellikle hemodinamik degisikliklere yol acan, sok, organ
fonksiyon bozuklugu ve organ yetmezligine kadar giden oOldiiriicii bir enfeksiyon
hastaligidir. Yapilan arastirmalarda dokularda olusan enfeksiyon ve travmatik hasar
sonucu viicutta hiimoral sistemin aktive oldugu ve cesitli sitokinlerin salindig1
gosterilmistir. Nikleer Faktor Kappa B (NFkB) genleri tarafindan kodlanan NFkB
dimerleri, inflamasyonda rol oynayan ve aralarinda TUmor nekrosis faktor-alfa (TNF-
a)’'nin da yer aldigt bir dizi proteinin transkripsiyonunu diizenleyen bir ailedir.
Calismamizda NFkB1 -94 ins/del ATTG ve TNF-a (-308 G/A) gen polimorfizmlerinin
ve TNF-a serum duzeyinin incelenerek, hem bu polimorfizmlerinin TNF-a diizeylerine
olan etkisi hem de sepsiste klinik ve prognostik parametrelerle birlikte ele alinarak olasi
etkilerinin incelenmesi amaglanmaktadir. Bu amacla 72 sepsis hastas1 ve 104 saglikli
kontrolde NFkB1 -94 ins/del ATTG ve TNF-a (-308 G/A) gen polimorfizmlerini
saptamak icin PCR-RFLP ve TNF-a serum dizeylerini incelemek igin ELISA teknikleri
kullanilmistir. Deneysel c¢alismalar sonucunda c¢alisma gruplar1 arasinda her iki
polimorfizm agisindan anlamli bir farklilik gézlemlenmemistir (p>0,05). Serum TNF- a
diizeyleri calisma gruplar1 arasinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik goriilmemistir (p>0,05). Sonug¢ olarak, c¢alismamiz her iki polimorfizm
acisindan da sepsis vakalarinda iilkemizde yapilan ilk calisma 6zelligini tagimaktadir.
Yaptigimiz deneysel ¢alismalar sonucunda elde ettigimiz bulgular her iki polimorfizm
ile sepsis riski arasinda bir iliski olmadigin1 ancak TNFa (-308 G/A) polimorfizmi
acisindan ise AA genotip ve A allelinin hastalarda artmig TNF-a diizeyleri ile iliskili
oldugunu 6ngérmektedir.

Anahtar Kelimeler: Sepsis, inflamasyon, gen polimorfizmi, NFkB1 -94 ins/del ATTG,
TNFa (-308 G/A)

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 41743
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ABSTRACT

Acar L (2015). The investigation of TNF-alpha and Nuclear Factor-Kappa B Gene
Variants and of TNF-alpha Serum Levels in Sepsis. Istanbul University, Institute of
Health Sciences, Molecular Medicine. Master’s of Science Thesis. Istanbul.

Sepsis is a multisystem disease, typically leading to hemodynamic changes, shock,
organ dysfunction and organ failure and can be life threatening. Studies showed that
humoral system is activated and various cytokines are released due to infections in
tissues and traumatic damage. Nuclear Factor-Kappa B (NFkB) dimers are encoded by
NFkB genes and regulate transcription of several crucial proteins of inflammation such
as Tumour necrosis factor-alpha (TNF-a). In this study it was aimed to investigate the
possible effect of polymorphisms on TNF-a serum levels with clinic and prognostic
parameters of sepsis by determining the NFkB1 -94 ins/del ATTG ve TNF-a (-308
G/A) gene polymorphisms and TNF-a. serum levels. Thereby, 72 sepsis patients and
104 healthy controls were included to this study. In order to determine the
polymorphisms of NFkB1 -94 ins/del ATTG ve TNF-a (-308 G/A), the PCR-RFLP
method was performed and serum TNF-a levels were measured by Elisa technique. No
statistically significant differences were found in these two polymorphisms between
patient and control groups (p<0,05). We did not observe any significant differences of
serum TNF-a levels between study groups. Finally, this is the first study on these two
polymorphisms conducted on sepsis patients in our country. Our results showed no
association between sepsis risk and these polymorphisms. On the other hand, the AA
and A alleles of the TNF-a (-308 G/A) polymorphism may be used as a predictor of

elevated TNF-a levels in sepsis patients.

Key words: Sepsis, inflammation, gene polymorphism, NFkB1 -94 ins/del ATTG,
TNFa (-308 G/A)

Istanbul University Scientific Research Projects Unit supported this study. Project No:
41743



1. GIRIS VE AMAC

Sepsis, mikroorganizma ile viicudun bagisiklik, inflamasyon ve koagiilasyon
sistemlerinin etkilesimi sonucu bir¢ok organi etkileyen, hemodinamik degisikliklere yol
acan, sok ve organ yetmezligine ilerleyerek Oliime neden olan klinik bir tablodur.
Molekiiler biyoloji alanindaki geligsmeler, sepsiste olusan patolojik olaylarin bircogunun
anlagilmasia yardimci olmustur. Sepsis patogenezinin agikliga kavusturulmasi tani,
takip ve tedavi asamalarindaki yeni gelismeler acisindan oldukg¢a onemlidir. Yapilan
arastirmalarda dokularda olusan enfeksiyon ve travmatik hasar sonucu viicutta hiimoral
sistemin aktive oldugu ve gesitli sitokinlerin salindig1 gosterilmistir (1-3).

Nikleer faktor kappa B (NFKB) ailesi karsinogenez, hicre blylmesi, apoptozis,
immiin yanit, inflamasyon, gibi bir¢ok fizyolojik ve patolojik olayda rol oynayan bir
grup transkripsiyon faktoriinden olusur. Cesitli intrensek ve ekstrensek uyarilar ile aktif
hale gelen NFkB, ¢ok sayida genin transkripsiyonunu diizenlemekte ve aralarinda TNF-
a'nmin da bulundugu sitokinler, kemokinler, immunglobulinler ve hiicre adezyon
molekdlleri gibi bir dizi proteinin ekspresyonunu artirarak kronik inflamatuvar
hastaliklarin ortaya ¢ikis ve seyrinde onemli rol oynamaktadir. NFkB1 geninin
promotor bdlgesindeki bazi polimorfizmlerin kronik inflamatuvar hastaliklarin
patogenezinde O6nemli olabilecegi gosterilmis ve bu polimorfizmlerden fonksiyonel
olarak en énemliside -94 ins/del ATTG promotor polimorfizmidir (4).

Timor nekrozis faktér (TNF-a) transkripsiyonu NFkB tarafindan kontrol edilen
bir sitokindir ve dogal immiinite, kazanilmis immdanite, hicre proliferasyonu ve
apoptozis gibi bir dizi olayda rol oynamaktadir (5). TNF’nin alfa ve beta olmak iizere
iki yapisal formu mevcut olup TNF-alfa cogunlukla monosit/makrofajlardan, TNF-beta
ise cogunlukla T lenfositler ve dogal 6ldirtcu hiicrelerden salinmaktadir. TNF-alfa’nin
daha c¢ok iltihabi olaylarda 6nemli rol oynadigi, enfeksiy6z ajan varliginda veya doku
hasarinda 4- 8 saat iginde TNF artis1 g0zlenip 16- 24 saatte en Ust diizeye ulastigi ve
uyaranin devamliligina goére sekresyonun devam ettigi rapor edilmektedir (6). TNF-a
geni 6. kromozomun kisa kolunda lokalizedir (7). Genin promotor bdlgesinin pozisyon -
308°de guaninin adeninle yer degistirdigi tek bir baz degisiminin oldugu tanimlanmistir.
Bir ¢ok caligma gostermistir ki mutant allelin fonksiyonel varyanti A-308 alleli
tarafindan genin transkripsiyonel aktivitesini artirir . TNF-o A alleli, G alleline gore

daha guclu taranskripsiyonel aktivatordir ve yiksek TNF-a diizeylerine neden olur (8).



G alleli gesitli otoimmiin hastaliklarla iligkilendirilmistir (9). Septik olgularda ise TNF-
a duzeyinin hipotansiyon ve organ yetmezliginin derecesi ile dogru orantili olarak
arttig1 saptanmastir (10).

Bu bilgiler 1s1ginda ¢alismamizda NFkB1 -94 ins/del ATTG ve TNFa (-308
G/A) gen polimorfizmlerinin ve TNF-a serum dizeyinin incelenerek, hem bu
polimorfizmlerinin TNF-a dlizeylerine olan etkisi hem de sepsiste klinik ve prognostik

parametrelerle birlikte ele alinarak olasi etkilerinin incelenmesi amacglanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sepsis ve Sepsisle Ilgili Tanimlar

Sepsis; Sistemik Inflamatuar Yamit Sendromu (SIRS)’ndan, Septik Sok ve
Multiple Organ Disfonksiyonu Sendromu (MODS)’na kadar giden, konagin
mikroorganizmaya vermis oldugu sistemik inflamatuar bir yanit olarak tanimlanir
(11,12). Sepsis ve benzeri klinik tablolar i¢in tanimlama ve derecelendirme yapmak
kolay olmayip tanimlanmasi, izlenimi ve tedavisinde belli kriterlerin olusturulmasi i¢in,
1991 yilinda Amerikan Gogiis Hastaliklari Dernegi (ACCP) ve Yogun Bakim
Dernegi’nin (SCCM) katilimiyla gerceklestirilen toplantida, bir arastirma takvimi
olusturmaya karar verilmistir (13). Son olarak 2005 yilinda yapilan diizenlemelerle,
sepsis ve benzeri klinik tablolarin tanisinin en dogru sekilde ortaya konulmasi ig¢in
tanimlamalar yeniden diizenlenmis ve ortak parametreler ortaya konulmustur (14). En

guincel sepsis tani kriterleri Tablo 2-1 ‘de gosterilmistir (15).



Tablo 2-1: Sepsis Tan1 Kriterleri (15)

Genel Kriterler:

a. Ates (> 38,3°C)

b. Hipotermi (< 36°C)

c. Kalp hiz1 > 90/dakika veya > 2 SD (yasa gore)

d. Takipne

e. Biling degisiklikleri, belirgin 6dem veya pozitif s1vi dengesi (24 saatte > 20 mL/kg)
f. Hiperglisemi (diyabeti olmayan bir hastada plazma glikoz diizeyi > 120 mg/dL veya 7,7 mmol/L)
Inflamasyon Belirtecleri

a. Lokositoz (Lokosit sayisi > 12,000/mm3)

b. Lokopeni (Lokosit sayis1 < 4000/mm3)

. Normal 16kosit sayisi ve immatiir formlarinin %10°dan fazla olmasi

d. Plazma C-reaktif protein > 2 SD

e. Plazma prokalsitonin > 2 SD

Hemodinamik Belirtecler

a. Arteryel hipotansiyon (sistolik kan basincit < 90 mmHg, OAB < 70 veya sistolik kan basincinda 40
mmHg’dan fazla diisme veya yasa gore normal degerlerin 2 SD altina diigmesi)

b. SvO2 > %70

c. Kardiyak indeks > 3,5 L/dakika

Organ Fonksiyon Bozukluklar:

a. Arteryel hipoksi (PaO2/FiO2 > 300)

b. Akut oliguri (idrar ¢ikist < 0,5 mL/kg/saat veya 45 mol/L en az iki saat)

c. Kreatinin artis1 > 0,5 mg/dL

d. Koagiilasyon bozukluklar1 (INR > 1,5 veya aPTT > 60 saniye)

e. Ileus (bagirsak seslerinin olmamast)

f. Trombositopeni (trombosit sayist < 100.000/mm3)

g. Hiperbilirubinemi (plazma total bilirubin > 4 mg/dL veya 70 mmol/L)

Doku Perflizyonu

a. Hiperlaktatemi (> 1 mmol/L)

b. Kapiller geri dolumda azalma

SD: Standart sapma, OAB: Ortalama arter basinci, SvO2: Mikst vendz oksijen satiirasyonu,
PaO2: Parsiyel arteryel oksijen basinci, FiO2: Inspiratuar oksijen fraksiyonu, INR:

Internasyonel normalize edilmis oran, aPTT: Aktive parsiyel tromboplastin zaman.




Sekil 2-1: Sepsis, Enfeksiyon ve SIRS iligkisi (13)

Enfeksiyon: Mikroorganizmalarin, normalde steril konak dokularda bulunmasi veya

dokulara invazyonu sonucu gelisen bir inflamatuar yanittir (Sekil 2-1) (13).

Bakteriyemi: Canli bakterinin dolasimda olmasi. Bakteriyemi tanis1 kan kiiltiir
pozitifligi ile konur (Sekil 2-1) (13).

Sistemik Inflamatuar Yamit Sendromu (SIRS): SIRS tanis1 koyabilmek icin

asagidaki bulgulardan iki veya daha fazlasinin mevcut olmasi gereklidir (13).

Viicut 1s1s1nin >38 °C veya <36 °C olmasi

Kalp atim hizinin >90/dk olmas1

Solunum hizinin >20/dk veya PaCO2 <32 mmHg olmasi

Lokosit sayisinin>12 000/mm3 veya <4 000/mm3 olmasi veya periferik yaymada %

10’un Uizerinde band formunun bulunmasi.

Ciddi Sepsis: Sepsise organ disfonksiyonu veya hipoperfiizyonun eslik etmesi durumu

“Ciddi Sepsis” olarak tanimlanmaktadir (16). Ciddi sepsiste gézlenen hipotansiyonun,



sistolik kan basincinin 90 mmHg*dan kiigiik olmas1 veya baslangica gore 40 mmHg

azalmis olmasi durumudur.

Septik Sok: Sepsise bagli hipotansiyonun uygun sivi replasmanina ragmen
diizeltilememesi “Septik Sok™ olarak tanimlanmaktadir. Septik sok ile birlikte organ
disfonksiyonu ve hiperperfiizyona bagli oligiiri, laktik asidoz veya mental durum

degisiklikleri gibi anormallikler gelisebilmektedir (16).

Refrakter Septik Sok: Yeterli sivi replasmania ve farmakolojik vazopressor ve

inotrop destek tedavisine ragmen 1 saatten daha fazla siiren hipotansiyon durumudur.

Coklu Organ Yetmezligi Sendromu (MOF): Sepsis sonucu en az 24 saatlik bir
donemde (¢ veya daha fazla organda yetmezlik gorilmesi durumudur (14). Sepsis,
septik sok ile birlikte bozulmus organ fonksiyonu, bobrek yetmezligi, karaciger
yetmezligi, eriskin solunum yetmezligi sendromu (ARDS) ve yaygin damar igi
pihtilagsma (dissemine intervaskiiler koagiiiasyon; DIK) gibi klinik durumlar gorulir
7).

2.2. Sepsis Etiyolojisi

Etiyolojide en sik rol alan ajanlar bakteriler olup virls, parazit, mantar
enfeksiyonlarida sepsis veya septik soka neden olabilmektedir (18). Onceki yillarda
gram negatif bakteriler yiiksek oranda iken, daha sonraki yillarda gram pozitif
bakterilerin one ¢iktig1 saptanmistir. Son 20 yilda mantar enfeksiyonlarinda % 207" lik
bir artis olmustur (19). Sepsis hastane i¢i yada hastane disinda gelismis olmasina gore
sepsise neden olan mikroorganizmalar farklilik gosterip ve en ¢ok rastlanan
mikroorganizmalar; Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli ve Staphylococcus
aureus’tur (20). Antibiyotiklerin kullanim sikligina bagli olarak 1950 yillarinda gram
pozitif bakteriler 6n planda iken tedaviler gelistirilerek 1980°li yillarda ise gram negatif
bakterilerin 0n plana ciktigi g6rilmektedir (20). Gram negatif bakteriyel sepsislerde en
sik rastlanilan etkenler arasinda; E. coli, Enterobacter spp., Pseudomonas spp., Proteus
spp., Acinetobacter spp. ve Klebsiella spp.’dir. Gram pozitif bakteriyel sepsislerde ise;

koagulaz negatif stafilokoklar, S. aureus ve enterokok tiirleri en sik etkenler olarak izole



edilmektedir (20). Ciddi sepsis ve septik sok vakalarinin %5’inde etken mantarlardir.
Fungal sepsislerde genellikle kandida tirleri etkendir. Bu kandida tirleri ABD’de
nazokomiyal enfeksiyonlarda en sik goriilen 4. patojendir ve tiim patojenler arasinda
%40 ile en yiiksek mortaliteye sahiptir. Fungal sepsisin insidanst 1979-2000 yillari
arasinda 3 kat artig gostermistir (21). Bu durumu hazirlayan risk faktorleri arasinda uzun
stire genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, parenteral hiperalimentasyon, intravaskiiler

kateter uygulamasi ve kortikosteroid tedavisi sayilabilir (22, 23).

2.3. Sepsis Epidemiyolojisi

Sepsis gelisen hastalarda genellikle temelinde bagka bir hastalik oldugu icin ve
Klinik bulgulardan en az sepsis kadar bu hastalikta sorumlu olabilecegi igin sepsis

tanisinin konmasi giictiir ve insidansi tam olarak saptanamamaktadir.

ABD’de her yil 750.000 hastada sepsis gelisir ve bunun da yaklagik
200.000’inin 6llmcil oldugu farzedilmektedir (24). 2002 yilinda 24 Avrupa iilkesinde
yapilan, 198 yogun bakim {initesini iceren bir c¢alismada, 2001 uzlas1 konferansi
kriterlerinden yararlanilarak sepsis insidansi %37 olarak ve en sik enfeksiyon odagi
olarak % 68 akcigerler, % 22 batin, % 20 kan ve % 14 iiriner sistem bulunmustur.
Hastane mortalitesinin % 24,1 olarak saptanildigi bu ¢alismada, septik sokta mortalite
% 54.1 olarak bulunmustur (25). Ulkemizde sepsis siklig1 ile ilgili yeterli calisma
bulunmamakla birlikte Firat Universitesinde yapilan bir ¢alismada yogun bakimda
hastane kaynakli sepsis orant %17,2 olarak bulunmus ve mortalite oranm1 %63 olarak
kaydedilmistir (26).

Sepsis olusumunda ki predispozan faktorler Tablo 2.2.’de 6zetlenmistir (20).



Tablo 2-2: Sepsiste predispozan faktorler (20).

Konaga Ait Faktorler

Altta yatan mortal hastalik

Yas (Yenidogan, >65 yas)

Primer hastalik (Siroz, Diabetes Mellitus (DM), Kronik Bobrek Yetmezligi
(KBY), Konjestif Kalp Yetmezligi (KKY)

Konak savunma mekanizmalarinin zayiflamasi  (NOtropeni, malignite,
disproteinemiler, kortikosteroid ve diger immunosupressif tedaviler)

Genis travma ve yaniklar

Lokal enfeksiyonlar

Septik abortus, lohusalik

Yakin gegmiste uygun olmayan antibiyoterapi

Terapotik Faktorler

YBU’nde bakim ve /veya biiyiik cerrahi girisimler

Invaziv damar kateteri, Hemodiyaliz

Fazla miktarda parenteral mayi veya kan/kan drdnleri verilmesi

Diger invaziv kateter ve enstriimantasyonlar (Uriner kateter ve enstriimantasyon,

entiibasyon, endotrakeal tiip, mekanik ventilator

Son yillarda molekiiler biyoloji alanindaki bir¢ok gelisme sepsisteki patolojik

olaylarin birgogunun anlasilmasina olanak saglamistir. Konagin enfeksiyona karsi pasif

kalmadigi, genis spektrumlu, sonugta hasar olusturan endojen inflamatuvar mediatorler

salindigi yapilan arastirmalar sonucunda tespit edilmistir. Viicutta hiimoral sistem

aktive olur, cesitli sitokinler salinir, sonu¢ olarakda sistemik inflamatuvar yanit,

hemostatik degisiklikler ve organ hasarinin olusmasidir. Mikroorganizmalarin bazi

antijenik yapilar1 ve toksinleri (endotoksin (LPS), lipid A), peptidoglikan, egzotoksinler,

stiperantijenler, enzimler) inflamasyonu baslatir (27).

Hakkinda en ¢ok arastirma bulunan toksin, gram negatif endotoksinleridir.

Lipopolisakkarid yapisinda bulunan endotoksin lipid A bolimi toksisitesinden sorumlu

olan kisimdir. Inflamasyona neden olan diger faktorler de gram pozitif bakterilerin




hiicre duvar1 yapisal komponentleri, ekzotoksinler, kapsiil antijenleri, mantarlarin hiicre
duvari antijenleri, viral veya paraziter antijenlerdir. Bu toksinler CD14 resept0riine
dolasimdaki mononiikleer fagositik hiicreleri baglayarak uyarimi saglarlar ve
monositlerden timor nekrozis faktor (TNF) interlokin 1 (IL-1), IL-6, IL-8 ve
trombositleri aktive eden faktér (PAF) salinmasina neden olurlar. IL-1 ve IL-6, T
hiicrelerini aktive ederek y-interferon, 1L-2, IL-4 ve granilosit monosit koloni stimulan
faktorin (GM-CSF) salgilanmasini indiikler (2, 27).

Sepsis ve septik sokun en 6nde gelen mikrobik nedeni SIRS’e yol acan kaskadi
baslatan gram negatif bakterilerle olan enfeksiyonlardir. Sepsis ve septik sok, bakterinin
kanda sadece gegici olarak var olabilmesinden dolay1 her zaman bakteriyemi ile beraber
goriilmez. Sitokin sekresyonuyla biten kaskadin baslamasi ve septik sok ile birlikte
gorulen erken fizyolojik degisikliklerden sorumlu olan gram negatif bakteri hicresinin
bir i¢ komponenti olan lipopolisakkariddir (LPS). Dolasimda bulunan LPS ya
bakterisidal permeabilite artirict protein(BPI) veya LPS-baglayici protein ile kompleks
olusturabilir. LPS-LPS baglayici protein kompleksi kendisi i¢in reseptor olan CD14 ile
baglanirken, LPS-BPI kompleksi tahrip edilir. LPS-LPS baglayici protein kompleksi ile
CDI14 bir kez baglandiginda, sonunda niikleusa niikleer faktér kappa B(NF-xB),
translokasyonu ile biten intrasitoplazmik sinyal sistemi CD14 tarafindan baslatilir. NF-
kB, niikleusta bulundugu zaman interékin-1(IL-1), IL-2, IL-6, IL-8, trombosit aktive
edici faktor(PAF), timér nekroz faktor alfa (TNF-a) ve interferon gama (IFN-y) gibi
cesitli sitokinlerin transkripsiyonunu baglatan bir transkripsiyon faktoriidiir. Bunlar ve
ek olarak nitrik oksid, prostaglandinler, intraseliiler adezyon molekdlleri ve l6kotrienleri
iceren diger potansiyel mediyatdrler septik sokun patogenezinde direkt ya da dolaylh
olarak yer alirlar. Gram pozitif bakteriler, protozoonlar, virusler, riketsiyalar ve
helmintler (bu mikroorganizmalarin higbiri LPS igermez) de sepsis sendromuna neden
olabilir. Bu durumlarda, sitokin induksiyonu igin alternatif yollar stimiile olmaktadir
(28).

Sepsise neden olan mikroorganizmaya bakilmaksizin, inflamasyon yapici
sitokinlerin sekresyonu ile karakterize yaygin son yolak aktive olur ve bu ates, organ

perfiizyonunda azalma, hipotansiyon ve diger olas1 komplikasyonlarla sonuglanir (28).
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2.5. Sepsiste Klinik Belirti ve Bulgular

Sepsiste klinik belirti ve bulgular sepsis evresine, enfeksiyon odagina ve
mikrobiyolojik etkene bagli olarak degisebilmektedir. Organ fonksiyon bozuklugu
gelismemis sepsiste klinik tabloda primer enfeksiyon odagina ve sistemik inflamasyona
bagli belirti ve bulgular baskindir. Sistemik enflamasyon bulgulariyla ilgili olarak sepsis
evresinde (agir sepsis gelismemis) bir pyelonefrit olgusunu ornek verecek olursak;
pyelonefrite ait diziiri, kostolomber agr1 ve duyarlilik, bulanti ve kusma goriiliirken,
sistemik inflamasyona bagli olarak ise ates, tasikardi, takipne goriilebilir. Sepsis
vakalarinin biiyiikk bir boliimii atesle birlikte seyrederken bazilarinda da hipotermi
gorulebilir ya da bunlarin her ikisi de goriilmeyebilir. Hatta atesin normal sinirlarda
olabilecegi de unutulmamalidir (29).

Hasta hipotansiyon, trombositopeni, oligoiiri ve kanamanin goézlenmesi

durumunda sepsis bakimdan degerlendirilmelidir (30).

2.6. Sepsiste Tedavi

Sepsis ve septik sok kilavuzu Dellinger ve ark. tarafindan 2004 yayimlanmis
olup 2008 yilinda giincellenmistir. Buna gore sepsiste tedavi uygulamasi su sekildedir;
(31).

1- ilk resiisitasyon — Amaca yonelik erken tedavi (ilk 6 saat)
2- Tam

3 -Antibiyoterapi

4- Enfeksiyon kaynaginin kontroll

5- Siv1 tedavisi

6- Vazopressorler

7- Inotrop tedavi

8- Steroidler

9- Rekombinant insan aktive protein C

10- Kan drdnleri

11-Sepsis kaynakli akut respiratuar distress sendrom (ARDS) * unda mekanik

ventilasyon
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12- Sedasyon, analjezi, nGromuskdler blokaj
13- Glisemi kontrolii

14- Renal replasman tedavisi

15- Bikarbonat tedavisi

16- Derin ven trombozu profilaksisi

17- Stres Ulseri profilaksisi

18- Destegin sinirlandirilmasinin planlanmasi

2.7. Nukleer faktor kappa B (NFkB)

Ik kez 1986 yilinda Sen ve Baltimore tarafindan kesfedilen Niikleer faktor
kappa B (NF-xB) bir transkripsiyon faktoridir (32). NF-xB ilk tanimlandginda,
farelerde B lenfositlere 6zgli immunoglobin K hafif zincir (light chain) geninin
ekspresyonunu dizenleyen bir protein olarak tarif edilsede daha sonraki ¢alismalarda,
NF-kB’nin B ve T lenfositler, fibroblastlar ve monositik makrofaj soylar1 gibi ¢esitli
hicre tiplerinde sentezlenen 6nemli bir diizenleyici protein oldugu saptanmistir (33-35).
Aktif hale gelen NFKkB, immino-inflamatuvar yanitlar, apoptozis, hiuicre adezyonu,
hiicre siklusu, anjiyogenez gibi olaylarda etkili olan 200’den fazla genin
transkripsiyonunu kontrol etmektedir (36). Oksido-inflamatuar kaskadin indiiklendigi,
yogun olarak sitokin sekresyonu ve adhezyon molekdllerinin ekspresyonunun arttig
akut respiratuar distress sendromu (ARDS), sepsis ve multi-organ yetmezligi gibi klinik
durumlarda patofizyolojide o©nemli rol oynadigi yapilan ¢aligmalarda ortaya
konulmustur (37-39).

NF-kB transkripsiyon faktorleri ailesini olusturan NF-kB1 (p105, p50), NF-kB2
(p100, p52), p65/RelA, c-Rel ve RelB alt birimleri insanlarda NFKB1, NFKB2, RELA,
REL ve RELB olmak {izere bes genin iirlinlidiir. Bu polipeptitler, homodimer veya
heterodimer olusturarak aktif NF-kB proteinleri olarak aktivitelerini gosterirler (40).
Rel/NFkB transkripsiyon faktorlerinin tim Gyeleri, amino terminal bélgelerinde “kappa
B” DNA baglanma bolgesi olarak bilinen (“Rel Homoloji Bolgesi” (RHD) de
denilen), 6zgiin, yiiksek derecede korunmus, ortak bir DNA baglanma/dimerizasyon
bolimi tasirlar (41, 42).

Rel proteinleri, transaktivasyon Ozelliklerine ve sentezlenmelerine gore kendi

iclerinde de temel olarak iki gruba ayrilirlar. Birincisi, RelA(p65), RelB ve c-REL
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proteinlerinden olusur. Bu proteinler, olgunlasmis sekilde sentez edilip, amino
terminallerinde DNA’ya baglanmanin kontrol edilmesi ile dimerizasyondan sorumlu
olan ve karboksil terminallerindeki transkripsiyon aktifleyici bolgeleri icin gerekli olan
RHD boéliimii tasir. ikincisi ise NFkB1(p105) ve NFKkB2(p105)" den meydana gelir. Bu
proteinler, buyik prekirsorler (p105 ve pl00) olarak sentez edilirler. Amino
terminalinde bulunan RHD'ye ek olarak C terminallerinde "Ankyrin Tekrar Dizileri
tagirlar. Ubikitin aracili proteolitik siirecle bu bdlgeler degrede olur ve olgun DNA
baglanma bolgeleri (pS0 ve p52) olusur. Bu yeni iirtinler de RHD bolgeleri tasirlar fakat
transkripsiyon aktifleyici bolgeleri yoktur (42).

NFkB bircok hiicrede bir uyari olmadigi zamanlarda sitoplazmada
bulunmaktadir. Burada bir inhibitor protein olan inhibitér kappa B (IkB) ile kompleks
olusturan NFkB inaktif formundadir. Organizma bir uyariya maruz kaldiginda ise NFkB
ile IkB ayrilir ve NFkB aktif hale geger (43). NFKB, iki temel yolak araciligiyla aktivite
gosterir. Bunlardan birincisi, Klasik (Kanonik) Yolak'tir. Bu yolakta temel olarak
RelA-p50 dimeri yer alir. RelA-p50 dimeri, uygun stimilasyon olana kadar
sitoplazmada IkB ailesinin inhibitor proteinleri ile birlesik halde bulunur (44,45). Stres,
serbest radikaller, UV radyasyon, okside LDL, viral antijenler, TNF-o. ve IL-1 gibi
inflamatuvar sitokinler, LPS gibi bakteriyel antijenler, B ve T htcrelerinin aktivasyonu
gibi cesitli uyaranlarla hiicrelerin stimiilasyonu sonucunda aktivasyon gerceklesir
(41,46,47).

Inflamatuvar medyatorler IKK'yi N terminalinden fosforile ederek aktive eder.
Bu sinyal, NFKB’nin birincil basamagi olusturan inhibitdr protein olan IkB’nin spesifik
serin rezidiilerinin (serin 32 ve 36) IKK tarafindan fosforilasyonu ile devam eder. Daha
sonra IkB’nin sirasiyla ubikitinasyonu, sonrasinda da proteozomlarda degrede olur.
Boylece kompleksten ayrilan NFKB alt (nitesi nikleusa transloke olarak ilgili gen
mRNA’sinin transkripsiyonunu indiikler (44,45,48).
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Sekil 2-2: LPS, TNF ve IL-1 ile uyarilabilen klasik NFKB yolag1 ve inhibitorleri (41).

Ikinci yolak, Alternatif (Kanonik Olmayan) Yolak'tir. AFF(TnFSF13B),
BAFF(B-hiicresi Aktive Edici Faktor), CD40 Ligandi, LTB(Lenfotoksin Beta) gibi TNF
stiper ailesine ait daha az sayida sitokin tarafindan indiiklenir (49,50). Klasik yolaktan
farkli olarak, daha {ist basamaklarida "NFKB Indiikleyici Kinaz" (NIK) icerir. NIK,
fosforilasyonu saglar ve RelB’nin temel inhibitorii olan p100’iin 26S proteozom bagimli
stirecini yonlendiren IKK-a’y1 aktifler. Bu sayede, serbestlesen RelB-p52 ve RelB-p50
niikleusa transloke olur ve DNA’ya baglanir (51-53).

Alternatif yolagin islevi ile ilgili simdiye kadar yapilan tiim g¢aligsmalardan
cikarilan en Oonemli sonug, B hiicrelerinin olgunlagmasi, sag kalim, sekonder lenfoid
organlarin gelisimi, organizasyonu ve fonksiyonunda kritik role sahip olduklarinin

belirlenmesidir (48).
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Sekil 2-3: Farkli indiiksiyon ajanlari ile klasik ve alternatif NFKB sinyal yolagi (44).
C-IAP: hiicresel apoptoz proteini inhibitorii, TRAF: TNF reseptor iligkili faktor.

NFkB' nin kronik inflamasyondaki dnemli roli TNF-q, IL-1, IL-2, IL-12, IL-16,
IL-18 ve IFN gamma gibi sitokinlerin transkripsiyonu artirmasidir (54). Otoimmiin
hastaliklar ve kronik inflamasyon ile seyreden gesitli hastaliklarin patofizyolojisinde bu
sitokinlerin 6nemi bilinmektedir (55).

NFkB, ¢ok sayida genin transkripsiyonunu diizenlemekte ve aralarinda TNF-
a'nmin da bulundugu sitokinler, kemokinler, immunglobulinler ve hiicre adezyon
molekiilleri gibi bir dizi proteinin ekspresyonunu artirarak kronik inflamatuvar
hastaliklarin ortaya ¢ikis ve seyrinde Onemli rol oynamaktadir. NFkB1 geninin
promotor bdlgesindeki bazi polimorfizmlerin kronik inflamatuvar hastaliklarin

patogenezinde Onemli olabilecegi gosterilmis ve bu polimorfizmlerden fonksiyonel
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olarak en 6nemlisi -94 ins/del ATTG promotor polimorfizmidir (4). NFKkB1 geni 4.
kromozomun kisa kolunda yerlesen (4q24) 156 kb’lik bir gendir. 25 ekzon ve uzunlugu
40000 ile 323 bg arasinda degisen intronlardan olusur (56). insan NFkB1 geni 50 kDa
agirh@inda olup DNA’ya baglanan p50 proteini disinda ikinci bir protein daha kodlar.
Bu da 105 kDA agirliginda DNA’ya baglanmayan sitoplazmik bir molekiil olan
p105°dir. NFkB1 geninde tespit edilen varyasyonlarin bircogu da fonksiyonel degildir
(57).

2.8. TUmOr Nekrozis Faktor (TNF-a)

1975 yilinda Lloyd Old ve arkadaslar1 fare ve tavsanlarda “Basil Calmette -
Guerin” (BCG) ile retikiiloendotelyal sistemin uyarilmasi ile lipopolisakkarit (LPS)
enjeksiyonu sonucu dolagima bir proteinin salindigini bulmuslar ve bunu da Timor
Nekrozis Faktor (TNF) olarak adlandirmiglardir (58). TNF’nin alfa ve beta olmak tzere
iki yapisal formu mevcut olup TNF-alfa cogunlukla monosit/makrofajlardan, TNF-beta
ise cogunlukla T lenfositler ve dogal éldurtct hicrelerden salinmaktadir. Bu iki form
molekiler acidan birbirlerine c¢ok benzemekte ve benzer biyolojik 6zellikler
gostermektedir (6).

Tiimor nekrozis faktor alfa (TNFa), kasektin olarak da adlandirilan ve 17-70
kDa agirliginda bir sitokindir (59). Homotrimer bir yapiya sahip olan TNFa, 6zellikle
makrofajlar ve monositler olmak (zere fibroblast, endotel hicreler, adipositler, B
hiicreleri gibi bir¢cok hiicre tarafindan sentezlenmektedir (60-62). TNF-o geni 6.
kromozomun kisa kolunda lokalizedir (63). 233 Aminoasit prekiirsoriiniin islenmesi ile
157 aminoasitlik polipeptid kodlanir (64). Genin promotor bélgesinin pozisyon -308’de
guaninin adeninle yer degistirdigi tek bir baz degisiminin oldugu tanimlanmistir. Bir
cok caligma gostermistir ki mutant allelin fonksiyonel varyant1 A-308 alleli tarafindan
genin transkripsiyonel aktivitesini artirir. TNF-a A alleli, G alleline gore daha gugli
taranskripsiyonel aktivatordir ve yiuksek TNF-a diizeylerine neden olur (8). G alleli
cesitli otoimmiin hastaliklarla iliskilendirilmistir (9).

1985 yilinda ilk kez insan kaynakli TNF-a klonlanmistir ve daha sonra anti-
TNF-a antikorlar ile solubl TNF reseptorleri iiretilmis ve birgok inflamatuvar hastaligin
tedavisinde kullanilmaya baslanmistir (65). TNF-o ¢ok sayida sitokin tarafindan

olusturulan peptid mediyator ailesinin bir iiyesidir. Bu aileye ait diger iiyeler arasinda
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lenfotoksin- o, Fas ligand ve CD40 ligand yer alir. TNF-o dogal ve kazanilmis
immunite, hiicre proliferasyonu ve apoptoziste rol oynayan ve 6nemli proinflamatuvar
Ozelliklere sahip olan bir sitokindir (66).

TNF-alfa’nin daha c¢ok iltihabi olaylarda énemli rol oynadigi, enfeksiy6z ajan
varliginda veya doku hasarinda 4- 8 saat i¢cinde TNF artis1 gozlenip 16- 24 saatte en st
duzeye ulastigi ve uyaramin devamliligina gére saliniminin devam ettigi rapor
edilmektedir (6).

TNF-o hicre icinde N terminali olan tip Il transmembrandz bir proteindir.
Baslangigta plazma membraninda mevcut 26 kDa molekiil agirliginda pro- TNF-a’nin
hiicre dis1 domaini TNF-a converting enzyme (TACE, ADAM- 17) tarafindan kesilir ve
17 kDa molekiil agirhiginda solubl form olusur. Biyolojik aktiviteleri birbirlerinden
tamamen farkli olan bu iki tip TNF-a’nin trimerik formlar aktiftir (67). TNF-a’nin
sinyal iletim yolaklar1 olduk¢a karmasiktir ve tam olarak aydinlatilamamigtir. TNF-a
sinyal iletimindeki en 6nemli faktorlerden biri transkripsiyon faktori NFkB araciligr ile
duzenlenmesidir. TNF-a. - NFkB yolagim1 kontrol eden 300 civarinda molekiiler
baglanti tespit edilmistir (68).

TNFR1 ve TNFR2 olarak adlandirilan iki ¢esit TNF reseptorii bilinmektedir
ayrica reseptorlerinin hemen hemen biitiin hiicre tiplerinde var oldugu da gosterilmistir
(69, 70).

TNFRI1 eritrositler disinda hemen her hiicre tipinde mevcuttur ve ligandi solubl
TNF-o’dir. TNFR2 ise asil olarak hematopoetik hiicrelerde eksprese olur ve ligandi
membrana baglt TNF-o’dir. TNF reseptorlerinin ekspresyonlari farkli hiicre tiplerinde
ve normal ya da hastalikli dokularda farkli olabilmektedir. TNF reseptorleri hiicre
membranina bagli halde bulunabilecegi gibi TACE tarafindan kesilmis solubl halde de
bulunabilir. Solubl TNF reseptori bir TNF-o baglayicis1 gibi davranir ve TNF-a’ya
baglanip onun biyolojik aktivitesini inhibe etmek i¢in hiicre yiizey molekiilii ile yarisir.
Bu etkisinin tersine solubl-TNF reseptorii ayrica timerik TNF-a’ya baglanip onu
stabilize eder. Boylece hem TNF-a’nin yarilanma Omriinii uzatir hem de TNF-o’nin
yavas salmimmini saglayan bir kaynak gibi davranir (5, 66). TNF-o’nin TNFRI1 ve
TNFR2’ye baglanma afinitesi ve baglandiktan sonra aktive edilen hiicre i¢i sinyal
yolaklar1 birbirinden oldukga farklidir. Uyarildiktan sonra TNFR1’in hiicre i¢i domeni
TNF reseptor assosiye Olim domain (TRADD) proteinine baglanir. Bu baglanma

sonucunda ya Fas assosiye Olim domain (FADD) proteini aracilifiyla apoptozis
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induklenir veya TNF reseptor assosiye faktor 2 (TRAF-2) ile proinflamatuvar yolak
uyarilir ve NFkB aktivasyonu meydana gelir. Ancak TNFR2 TRADD/FADD yolagini
aktive edemez. Etkisini yalnizca TRAF2 araciligi ile gosterir. Sonug olarak bir hiicrede
TNF-a ile uyarilma ile ortaya ¢ikan net sonu¢ bu iki reseptoriin birbiri ile iletisimi
sonucu belirlenir (67).

TNF'nin in vivo ve in vitro olarak en dnemli indukleyicilerinden birinin LPS
oldugu bilinmektedir. Yiiksek dozda LPS veya gram negatif bakteriyel enfeksiyonlar
septik soka neden olmaktadir. TNF ile 6n uygulama ya da TNF'ye karsi antikor
kullanilarak fare ve baboonlarda yapilan ¢aligmalar TNF'nin septik sokta hayati bir rol
oynadigimi gostermistir (71-73).

Lokositler ve endotelyal hucreler inflamasyonun regilasyonu ile aktivitelerine
bagli olmak tizere proinflamatuar ya da antiinflamatuar sitokinler iiretirler. TNF-a, 1L-6
ve IL-1B dahil olmak {izere proinflamatuar sitokinlerin akut ve kronik inflamatuar
hastaliklarin patogenezisinde onemli rol oynadiklart gosterilmistir (74). Her ne kadar
TNF reseptorleri bircok hiicre ve dokuda eksprese olsa da TNF-o’nin birgok
proinflamatuvar etkisi vaskiler endotel ve endotel-16kosit etkilesimi iizerinden
olmaktadir. TNF-a IL-8, MCAP-1 ve IP-10 gibi cesitli kemokinlerin sentezini ve
endotel hicrelerinde E-selektin, ICAM-1 ve VCAM-1 gibi adezyon molekullerinin
ekspresyonunu artirir. Sonug olarak TNF-o antijenden tamamen bagimsiz olarak birgok
farkli 16kosit grubunu harekete gecirir (75).

2.9. Sepsiste NFKB ve TNF-a iliskisi

Sepsis ve septik sokun en O6nde gelen mikrobik nedeni SIRS’e yol agan olaylar
dizisini baglatan gram negatif bakterilerle olan enfeksiyonlardir. Bakteri kanda sadece
gecici olarak bulunabilir; bundan dolay1 sepsis ve septik sok her zaman bakteriyemi ile
birlikte degildir. Gram negatif bakteri hiicresinin bir i¢ komponenti olan
lipopolisakkarid (LPS), sitokin sekresyonuyla kaskadin baslamasi ve septik sok ile
birlikte olan erken fizyolojik degisikliklerden sorumludur. Dolagimda bulunan LPS ya
bakterisidal permeabilite artirict protein(BPI) ya da LPS-baglayici protein ile kompleks
olusturabilir. LPS-LPS baglayici protein kompleksi kendisi i¢in reseptdr olan CD14 ile
baglanirken, LPS-BPI kompleksi tahrip edilir. LPS-LPS baglayici protein kompleksi ile
CD14 bir kez baglandiginda, CD14 sonunda niikleusa niikleer faktor kappa B(NF-«xB),
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translokasyonu ile sonuglanan intrasitoplazmik sinyal kaskadi baslatir. NF-xB,
niikleusta bulundugu zaman tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a), interokin-1(1L-1), IL-2,
IL-6, IL-8, trombosit aktive edici faktor(PAF) ve interferon gama (IFN-y) gibi ¢esitli
sitokinlerin transkripsiyonunu baslatan bir transkripsiyon faktoriidiir. Bunlar ve nitrik
oksid, intraseliiler adezyon molekiilleri, prostaglandinler, ve l6kotrienleri igeren diger
potansiyel mediyatorler septik sokun patogenezinde dogrudan veya dolayli olarak yer
alirlar (28). NF-kB1, makrofaj ve T hicrelerinde proinflamatuar ve hiicresel yasamsal
fonksiyonlar1 yonetir. NF-kxB1 ve onun inhibitér protein NF-«kBIA (IxBa, nlkleer
faktor-kappa B inhibitor alfa) geninde birgok polimorfik bolge bulunmustur (76,77). Bu
polimorfizmlerin NF-xB’nin islevini potansiyel olarak etkiledigi saptanmistir (78). NF-
kB’nin uygunsuz aktivasyonu, enflamatuvar artrit, septik sok, akciger fibrozisi, diyabet,
kanser, AIDS, arterosklerozis ve felg gibi inflamasyon ile iligkili ¢esitli hastaliklar ve
patolojik durumlarla iliskili oldugu saptanmistir (48,79).

Sepsis ve septik sokun agirlik derecesiyle sitokin gen polimorfizmleri arasinda bir
iliski olup olmadig1 son yillarin 6nemli bir arastirma alanidir. Ayrica son yillarda
yapilan c¢alismalar, konagin infeksiyon hastaliklarina karst duyarliligini genetik
faktorlerinde etkiledigini gostermistir (80).

Bu bilgiler 1s18inda ¢alismamizda NFkB1 -94 ins/del ve TNF-a (-308 G/A)
genotip polimorfizmlerinin ve TNF-a serum dlzeyinin incelenerek, hem bu
polimorfizmlerinin TNF-a dlzeylerine olan etkisi hem de sepsiste klinik ve prognostik

parametrelerle birlikte ele alinarak olasi etkilerinin incelenmesi hedeflenmektedir



19

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Secilen Orneklerin Tanimi

Bu ¢alismada iki 6rnek grubu kullanilmistir. Birinci grup, sepsise iliskin herhangi
bir patolojik bulgusu bulunmayan 104 saglikl1 bireyden olusan kontrol grubudur. ikinci
grup ise, Siyami Ersek Gogiis Kalp Damar Cerrahisi Egitim Ve Arastirma Hastanesi,
Anestezi ve Reanimasyon Klinigi tarafindan takip edilen ve sepsis tanisi konmus 72
hastadan olugmaktadir. Calismaya katilacak olan goniilliilere, yapilacak arastirma ile
ilgili bilgilendirilmis goniillii onam formu okutularak imzalatilmistir.

Calismaya dahil edilen hastlarin klinik degerlendirmeleri ve 6rnek alimlart ilgili
kliniklerce gerceklestirilmistir ve alinan kan 6rnekleri gerekli kosullar altinda anabilim
dalimiza ulastirilmistir.

Polimorfizm ¢aligmasi igin saglikli ve sepsisli bireylerin kan 6rnekleri EDTA’1
tiiplere alinip, DNA izolasyonu yapilmis ve 72 sepsis hastas1 ve 104 saglikli kontrolde
TNF-a genine ait polimorfizm analizleri yapilmistir.

Ayrica saglikli ve hasta bireylerin kuru tiipe alinan kan 6rneklerinden izole edilen

serum orneklerinde TNF-a diizeyleri analizleri yapilmistir.

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Agaroz (Promega MBG), Asetik asit (Merck K-04134156), Borik asit (Sigma B-
6768), Hidroklorik asit (% 37 Merck K-13190114), dNTP seti (MBI Fermentas), Etanol
(%99 Tekel), Etidyum bromir (Sigma E-8751), Tag polimeraz (Fermentas), DNA
marker (50-100 bp DNA size marker; MBI Fermentas), Proteinaz K (Merck),

Restriksiyon enzimleri (Invitrogen), primer dizileri (Xcelris)

3.3. Kullanilan Geregler

Elektroforez igin gili¢ kaynagi (E-C apparatus Corporation, E-C4000P), Hassas
terazi (Mettler), Gorilintiileme sistemi (EL LOGIC 100, Kodak), Mikrodalga firin
(Philco), Mikrosantrifuj (TDX), PZR aleti (MJ Research Techne), pH metre (Hanna),
Pipet takim1 (Eppendorf), Falkon santrifiij (Hereaus), Spektrofotometre (Shimadzu UV-
1208), Su banyosu (Elektromag), Vorteks (Nuve mix), Elektroforez Sistemi (LKB 2013
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miniphor electrophoresis, LKB 2012 maxiphor electrophoresis), Buzdolab1 (-20)
(Regal), Buzdolab1 (+4)(Argelik), Santrifiij (Niive Mf 048), Elisa plate okuyucu.
3.4. Kullanilan Cozeltiler

3.4.1. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

3.4.1.1. Agaroz Jel Yukleme Tamponu (5X)

20 gram Ficoll 400, 1 gram SDS, 0,2 mililitre 0,5 M etilendiamintetraasetat, 1
mililitre 1M Tris (pH 8,0), 200 miligram Bromfenol blue, 200 miligram xylene cyanol

tartilarak steril distile su ile 100 mililitreye tamamlandi. Oda 1s1sinda saklandi.

3.4.1.2. Etidyum Bromur (10 mg/ml)

1 gram Etidyum bromiir tartilarak steril distile su ile 10 mililitreye tamamlandi.

3.4.1.3. 5X Tris-Borik Asit-Etilendiamintetraasetat (TBE)

54 gram Tris baz ve 27,5 gram borik asit tartilarak beher igine aktarildi. Uzerine
20 mililitre 0,5 M EDTA (pH 8,0) ve 800 ml distile su ilave edilerek manyetik
karistiricida ¢oziindiirtildii. Cozelti balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlandi ve

120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Oda 1s1sinda saklandi.
3.5. Kullanilan Kitler

INVITROGEN DNA izolasyon Kiti

DIACLONE TNF-a ELISA Kit

3.6. Kullanilan Yéntemler
3.6.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

Invitrogen Purelink Genomik DNA Kit ile kandan DNA izolasyonu yapilmistir.
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3.6.1.1. DNA izolasyonunda Kullanilan Kit I¢erigi ve Hazirhk Asamasi

Invitrogen Purelink Genomic DNA Kit igerigi; RNase, Proteinaz K, PureLink Genomik
Liziz/Baglama soliisyonu, Elution Buffer, Yikama Soliisyonu 1 ve Yikama Soliisyonu

2, PureLink Koleksiyon tlpd .

Baslamadan 6nce, DNA izolasyon kiti igerisindeki yikama soliisyonlari, her
etiketin iistiindeki yonergelere uygun olarak PureLink Genomik Yikama Soliisyonu 1 ve

PureLink Genomik Yikama Soliisyonu 2’ye %96-100 etanol ekledi.

3.6.1.2. Kan Orneklerinden Lizat Hazirlanmasi

Ilk olarak su banyosu veya 1s1 blogu 55°C’ye ayarlandi. 200 pl taze veya
dondurulmus kan 6rnegi steril bir mikrosantrifiij tiipii icine alindi. Ornek igine kit ile
saglanan Proteinaz K’dan 20 pl eklendi. Daha sonra 6rnek i¢ine yine kit ile saglanan
RNaz A’dan 20 pl eklendi, vortekslenerek iyice karistirildi ve oda sicakliginda 2 dk
inkiibe edildi. 200 pul PureLink Genomik Liziz/Baglama soliisyonu eklenir,homojen bir
soliisyon eklemek i¢in vorteksleyerek iyice karistirildi. Protein digesyonunu ilerletmek
icin 55°C’de 10 dk. Inkibe edildi. Lizata 200 pl %96-100 etanol eklendi. Homojen bir
soliisyon elde etmek i¢in vortekleyerek 5 saniye iyice karigmasi saglandi. Daha sonar

DNA’ya baglanma asamasina gecildi.

3.6.1.3. DNA’ya Baglanma

Koleksiyon tiipli i¢inde saglanan spin kolonu paketten c¢ikarildi. Genomik
Liziz/Baglama soliisyonu ve etanol ekli lizat1 (~640 pl) PureLink spin kolona eklendi.
Kolon, 1 dk. oda sicakliginda 10.000xg’de santrifiij edildi. Koleksiyon tiiplinii atilarak
kit ile saglanan yeni bir PureLink Koleksiyon tiipii i¢ine yerlestirildi. DNA yikama

asamasina gecildi.

3.6.1.4. DNA Yikama Asamasi

Kolona, etanol ile hazirlanan yikama soliisyonu I’den 500 pl eklendi. Kolonu 1
dk. oda sicakliginda 10.000xg’de santrifiij edildi. Koleksiyon tiipiinii atilarak kolon, kit
ile saglanan yeni bir PureLink Koleksiyon tiipii i¢ine yerlestirildi. Kolona etanol ile

hazirlanan Yikama soliisyonu II’den 500 pl eklendi ve oda sicakliginda maksimum
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hizda 3 dk. santrifiij edildikten sonra toplama tiipii ayilarak DNA eliisyon asamasina

gecildi.

3.6.1.5. DNA Eliisyon Asamasi

Kolonu steril bir 1.5 ml mikrosantrifiij tip icine konuldu. Uzerine 25-200 pl
PureLink Genomik Eliisyon Cozeltisi eklendi. Oda sicaklginda 1 dk. Inkiibe edildikten
sonra, oda sicakliginda maksimum hizda 1 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda tiipte
toplanan purifiye genomik DNA saklandi. Daha fazla DNA kurtarmak igin kolon yeni
bir steril 1.5 ml mikrosantrifiij tiipiine aktarildi ve ayn1 miktarda eliisyon ¢ozeltisi
kullanarak ikinci bir eliisyon asamasi yapildi. Elde edilen piirifiye genomik DNA -
20°C’de saklandi.

3.6.2. Elde Edilen DNA’nin Konsantrasyon ve Kalitesinin Tayini

Spektrofotometrik olarak, 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan
Ol¢timlerle DNA’nin saflif1 ve konsantrasyonu belirlendi. 50png/ml ¢ift iplik¢ikli DNA
igeriginin 260 nm dalga boyunda 1 optik densite (OD) verdigi kabul edilmektedir.260

nm’deki 6l¢iim degeri asagidaki formiile uygulanarak DNA konsantrasyonu hesaplandi.

DNA Konsantrasyonu: OD260 X 50ug/ml I

DNA o6rneklerinin safligt ODjgo/ OD2gp orani kullanilarak belirlendi. Yeterince
iyi saflikta kabul edilen DNA’nin OD2g0/ OD>go degeri yaklasik 1,8’dir. Ortamda fenol
veya protein mevcutsa bu oran 1,8’den kiiglik olacaktir. OD2g0/ OD2gp degeri 2’den

biiyiikse ortamda RNA bulundugu anlamina gelir.

3.6.3. Gen Polimorfizmlerinin Tespiti

NFKkB1 -94 ins/del ATTG ve TNFa (-308 G/A) lokusuna ait alleller polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltildi. DNA 6rneklerinin her birinin amplifikasyonu

icin toplam 26 pl’lik PZR karigimi hazirlandi.
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3.6.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction-PZR)’da
Kullanilan Kimyasal Maddeler ve PZR’1n Hazirlamsi

DNA Taq polimeraz enzimi (5U/ul); (Fermentas EPO402): PZR reaksiyonundaki son
konsantrasyonu 1 unite olacak sekilde 26 ul lik PZR reaksiyonuna 0,3 pl eklendi.
dNTP’ler (100 pmol/ml) (Fermentas R0171) 100 mM' lik ANTP' lerden (dATP, dTTP,
dCTP, dGTP ) 10’ ar pl alinip (toplam 40 ul) 1 ul’ lik tiipe kondu ve {izerine 960 pl
distile su eklenerek (d2H20) 1000 pl ImM ‘lik ANTP karisimi hazirlandi ve -20 °C
derin dondurucuda saklandi. PZR reaksiyonuna bu stoktan alinan dNTP karisimi
kullanildi. MgCl, (25mM/ml, Fermentas EP0402)’den 26 pl’lik PZR karigimina
protokole gore eklendi.1l0 X DNA Taq PZR Tamponu (NHj) 2SO,4‘l0 (Fermentas
EP0402); Tris-HCI’den 100mM (pH 8,8, 25°C’de), 500mM KCI ve %0,8 Nonidet P40
iceren 10X Taq PZR tamponundan 26 pl’lik PZR karisimina uygun hacimde eklendi.

3.6.3.2. PZR Karisiminin Hazirlanisi

NFkB1 -94 ins/del ATTG ve bolgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerlerin
niikleotid dizisi asagida verildigi sekildedir.

[leri primer: 5'-TTT AAT CTG TGA AGA GAT GTG AAT G -3'
Geri primer: 5'-CTC TGG CTT CCT AGC AGG G -3'

NFkB1 -94 ins/del ATTG bolgesindeki amplifikasyonun gergeklestirilmesi igin,
toplam reaksiyon hacmi 26 pl olacak sekilde Tablo3.1’deki bilesenler sirasi ile 0,2
ml’lik steril tipe konuldu. Her 6rnek i¢in iki PZR tiipti hazirlandi.

Tablo 3-1: NFkB1 -94 ins/del ATTG i¢in PZR karisiminin hazirlanmasi

PZR MgFree . Tag DNA
dH,O MgCl, dNTP Primer

Karisimi (Tampon) Polimeraz

Miktar (ul) 16,15 2,3 2,5 15 1,5 0,3
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TNFa (-308 G/A) Polimorfizminin gozlendigi bolgeyi cogaltmak i¢in kullanilan

primerlerin niikleotid dizisi agagida verildigi sekildedir.

*TNF-a primer dizileri:
Ileri primer:: 5'’AGG CAA TAG GTT TTG AGG GCC AT 3'
Geri primer: 5TCCTCCCTGCTCCGATTCCG3'

TNFa (-308 G/A) polimorfizimlerinin tespitinin yapilmasinda, her bir 6rnek
i¢cin yine toplam reaksiyon hacmi 26 pl olacak sekilde, Tablo3.2’deki bilesenler sirasi
ile 0,2 ml’lik steril tiipe konuldu. PZR karisiminin hazirlanma islemlerinin hepsi buz

tizerinde, sogukta ve steril kabin igerisinde yapildi.

Tablo 3-2: TNFa (-308 G/A) igin PZR karisiminin hazirlanmasi

PZR MgFree . Tag DNA
dH,O MgCl; DNTP Primer .
Karisimi (Tampon) Polimeraz
Miktar
17,75 1,7 2 1
(ul) 75 1,75 5 5 0,5 0,3

Her iki reaksiyon icin Taq polimeraz enzimi eklendikten sonra hi¢ vakit
kaybetmeden tiip i¢ine konan bilesenlerin iyice karigsmasi i¢in pipetleme islemi yapildi.
Ornek sayis1 kadar 0,2 mI’lik tiiplere 24 ul reaksiyon karisimi dagitildi. Daha sonra her
tiipe 2 ul DNA eklenerek yeniden pipetleme yapildi.

3.6.3.3. NFKkB1 -94 ins/del ATTG ve TNFa (-308 G/A) Gen Bolgesinin PZR

Yontemi ile Cogaltilmasi

PZR karisim1 her bir 6rnek i¢in hazirlanarak Tablo 3-1’de ki NFkB1 -94 ins/del
ATTG, Tablo 3-2’de ki TNFa (-308 G/A) i¢in amplifikasyon sartlarina gére daha
onceden 95 °C sicakliga cikarilmig PZR cihazina(Biorad Thermal Cycler)érnekler
yerlestirildi ve PZR islemi baslatildi (Tablo 3-3, tablo 3-4).
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Tablo 3-3: NFkB1 -94 ins/del ATTG polimorfizmine ait amplifikasyon sartlar

95 eC 5 dakika

94 °C 45 saniye

55 eC 45saniye 38 dongii
72°C 45 saniye

722C 5 dakika

Tablo 3-4: TNFa (-308 G/A) polimorfizmine ait amplifikasyon sartlar

95 eC 5 dakika

94 °C 45 saniye

642C 45 saniye 35 dongii
72°C 45 saniye

722C 5 dakika

3.6.3.4. NFKB1 -94 ins/del ATTG ve TNFa (-308 G/A) PCR Uriinlerinin %2’lik
Jele Yuklenmesi ve PCR Urnlerinin Kontroli

%2’lik agaroz jel hazirlanmak icin, agarozdan 4 gr tartilarak 6l¢iilii kap igine
konuldu. Uzerine son hacim 200 ml olarak sekilde 1X TBE tamponu eklendi ve
mikrodalga firinda 1sitilarak ¢oziindiiriildii. Olgiilii kabin sicakligi elle tutulabilecek
sicakliga distiigiinde ¢oziinmiis agaroz jel igine 4ul etidyum bromiir ilave edildi.
Hazirlanan jel, jel yatagina dokiilerek, ylikleme kuyucuklarin olusmasi i¢in dnceden
yiiksekligi ayarlanmig tarak yerlestirilerek ¢eker ocak i¢cinde donmaya birakildi. Jel
donduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi ve jel ornek yiiklenmesi i¢in hazir duruma

geldi.
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Jel hazirlandiktan sonra 1X TBE tamponu igeren elektroforez tanki i¢ine uygun
sekilde konuldu. TBE tamponun jelin iizerini 2-3 ml gegecek miktarda olmasina dikkat
edildi. 26ul PZR iirtintinden, 6ul almip 2ul yiikkleme tamponu ile pipetleme yapilarak
karistirildi. Ornek karisimi almarak kuyucuklara sirayla yiikleme yapildi. Yiikleme
isleminden sonra jel tankinin kapag: dikkatlice kapatildi. Gii¢ kaynag1 (E-C apparatus
Corporation, E-C4000P) 500 miliamper ve 120 volt elektrik giciine ayarlanarak
elektroforez jel yiiriitiilmesi gerceklestirildi. Orneklerin jel iginde istenilenden fazla
yiirimemesi i¢in elektroforez isleminin siiresine dikkat edilmelidir.

Yiiriitme isleminden sonra jel UV 151k altinda PZR f{irlinleri incelendi ve fotografi UV

transilliiminator diizeneginde ¢ekildi.

3.6.3.5. NFkB1 -94 ins/del ATTG Polimorfizmi Tespiti I¢in Restriksiyon Enzimi

Kesimi

Amplifikasyon sonrasi 254 baz ¢iftlik PCR iiriinii Van911 restriksiyon enzimi

ile 37°C’de 3 saat inkiibe edilerek kesilmistir.

Tablo 3-5: Van91l enzimi icin kesim protokolii

Malzeme Adi Miktari
Apirojenik Su 4,5l
Buffer Tango 0,5 ul
Van91l 0,25 ul
PZR rlni 5ul

Amplifiye edilen bolgede Van91I restriksiyon enziminin 2 tane kesim noktasi
mevcuttur. Biri 255. bazda, digeri ise ATTG ins/del bolgesi olan 207. bazdadir. ATTG
insersiyonu oldugunda enzim bu bdlgeyi taniyarak kesim yapacaktir. ATTG delesyonu
oldugunda ise enzim bu boélgeyi tanimayacak ve kesim yapmayacaktir. Buna gore;
ATTG insersiyonu oldugunda enzim hem 207. bazdan hem de 255. bazdan kesim

yapacagi i¢in, DNA’nin her iki zincirinde insersiyon tasiyan bireylerde (1), 206 bg, 48
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b¢ ve 25bg; DNAnin her iki zincirinde delesyon tasiyan bireylerde (DD), enzim Sadece
255. bazdan kesim yapacagi icin, 254 bg¢ ve 25 bg; DNA’nin bir zincirinde insersiyon
diger zincirinde delesyon tasiyan bireylerde ise (ID), 254bg, 206 bg, 48 bg ve 25 bglik
fragmanlara kesilecektir (Sekil 3.1).

ins/Del Del/del Ins/Ins

— [r—
[ — ——
206bp 254bp

Sekil 3-1: NFKB1 94ins/del gen polimorfizmine ait % 2’lik agaroz jeldeki gorintsdi.

3.6.3.6. TNFa (-308 G/A) Polimorfizmi Tespiti I¢in Restriksiyon Enzimi Kesimi

Amplifiye olan PZR urunleri Nco I Restriksiyon Endoniikleaz enzimi ile 37C’de
3 saat inkiibe edilerek polimorfik varyantlar tespit edilecektir. Kesim islemi
gerceklestirilen trlinler %2’lik agaroz jelde gozlemlenecektir. Kesim isleminde

kullanilan reaksiyon igerigi tablo 3-5’te belirtilmistir.

Tablo 3-6: Ncol enzimi igin kesim protokolii

Malzeme Adi Miktari
Apirojenik Su 4,5 ul
Buffer Tango 0,5 ul

PZR iriinii 5l
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TNFa (-308) i¢in verilen primer ¢ifti kullanilarak amplifiye edilmis olan PCR Urlnu 107

b¢ uzunlugundadir. Ncol bu PCR iiriiniinii asagida gosterilen bolgeden keser.

Normal allel (GG genotipi) Ncol ile kesildikten sonra 87 ve 20 b¢’ den olusan 2
fragmana ayrilir. Mutant allel (AA genotipi) ise enzimle kesilmemektedir (sadece PCR
tiriiniine ait 107 b¢’ lik band goriiliir). Eger hem 107 hem de 87 ve 20 bg olmak iizere

toplam 3 bant olugmus ise GA genotipinin varligindan soz edilir.
Elde edilen kesim Grtnlerinin analizi icin:

e  %2’lik agaroz jel hazirlandi.

e Ilgili kesim enzimleri ile kesilen PZR iiriinlerinden 8 ul ve yiikleme
tamponundan 2 pl almarak kanstirilip %2’lik agaroz jeldeki kuyulara
yiikleme yapildi.

e Kesim urunleri, DNA molekuler marker (Fermentas PUC 19, 50 bp marker)
ile birlikte yuratalda.

e YUrutme sonrasi jel iizerindeki bantlar, UV 151k (304 nm) altinda incelendi
(Sekil 3-2).
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Sekil 3-2: TNF-alfa geninde promotor bolgedeki 308. nukleotiddeki G / A

tek nukleotid degisiminie ait % 2’lik agaroz jeldeki goruntis.

3.6.4. Serum TNF-alfa diizeylerinin Tayini

Serum TNF-alfa dizeylerinin tayini icin TNF-alfa elisa Kkiti (DIACLONE,
Fransa) kullanilmistir. Kit protokoliine uygun olarak temin edilen kanlar serum ayirma
tiipleri kullanilarak ayrilmistir. Prosediire gore giin igerisinde serum ve plazmasi
ayrilacak olan 6rnekler 1000xg hizda 15 dakika santrifiije alinmadan 6nce 2 saat oda
sicakliginda, giin icerisinde ayrilmayacak olanlar da +4°C ‘de bir gece inkibasyona
birakilmistir. Ayrilan serum drnekleri -80°C’de muhafaza edilmistir.

Elisa prosediiriine baslamadan 6nce serum ornekleri ve elisa kiti 30-60 dakika
oda 1s1sinda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan Biotin antikoru ve HRP-
avidin kit icerisinde bulunan dillisyon soliisyonlar1 kullanilarak 1:100 oraninda
seyreltilmistir. Yikama soliisyonu da distile su kullanilarak 1:200 oraninda diliie
edilerek hazirlanmistir. Prosediire uygun olarak 6rnek diliisyon soliisyonu kullanilarak
standartlar da hazirlanilarak prosediire baslanmistir.

[lk asamada, plate kuyularina 100 pl standartlar ve serum 6rnekleri belirlenen
kuyulara ayr1 ayri eklenilir ve sonrasinda her kuyuya 50 pl biotin antikoru eklenerek
37°C’de 3 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucu kuyular bosaltilarak 3
kere yikama sollisyonu ile yikama yapilmistir. 3. yikamanin ardindan kuyularin her

birine 100 pl HRP-avidin ilave edilerek 37°C’de 30 dakikalik inkiibasyon baslatilmistr.
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Ardindan kuyular bosaltilarak 3 kere yikama soliisyonu ile yikama gergeklestirilmistir.
3. yikamadan sonra kuyular bosaltilarak 100 pl TMB substrati eklenerek karanlik
ortamda 12-15 dakika reaksiyonun gergeklesmesi beklenmistir. Reaksiyonun
sonlandirilmasi i¢in 100 pl stop solisyonu eklenerek 5 dakika igcinde 450 nm dalga
boyunda Elisa Plate okuyucu da absorbanslar okunmustur. Standartlarin absorbanslari
kullanilarak standart egri grafigi ¢izilmis ve serum orneklerinin hesaplamalar1 yapilarak

sonuglar degerlendirilmistir.

3.6.5.Sonuclarin Degerlendirilmesinde Kullanilan istatistiksel Yontemler

Bu calismanin istatistiksel analizinde SPSS 11.0 paket programi kullanilarak
yapilmistir. Istatistiksel anlamlilik sinirt p<0.05 olarak almmustir.

Genotip ve allelerin goriilme sikliginin  gruplar aras1  farkliliklarinin
degerlendirilmesinde Ki kare ve Fisher testi kullanilmistir. Allel frekanslar1 gen sayma
metoduna gore yapilmistir.

Gruplar arast demografik verilerin karsilagtirllmasinda Student’s t, One-way

Annova ve Mann Whitney U testleri kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamiza hasta grubu olarak sepsis tanis1 konulmus 21 kadin ve 51 erkek
olmak tizere 72 birey, kontrol grubu olarak ise herhangi bir sepsis bulgusu tagimayan 20
kadin ve 84 erkek olmak tizere 104 saglikli birey dahil edilmistir.

Calisma gruplarimiza ait biyokimyasal ve demografik bilgiler tablo 4-1’de
verilmistir. Yapilan istatistiksel incelemede hasta ve kontrol gruplari arasinda yas
acisindan istatistiksel bir farklilik bulunmamistir (p>0,05). Hasta grubunda sepsis
tanisin1 olusturacak sekilde kreatinin (p<0,001; %95 giiven aralii=0,89-1,50), BUN
(p<0,001; %95 giiven aralig1i=36,37-47,90), WBC (p<0,001; %95 giiven araligi=8,12-
11,85), CRP (p<0,001; %95 giiven araligi=0,69-1,28), laktat(p<0,001; %95 given
aralig1=10,08-15,87), aclik kan sekeri (p<0,001; %95 giiven araligi=31,84-61,92),
plazma K (p=0,043; %95 glven araligi=0,006-0,39), SGPT (p<0,001; %95 giiven
aralig1i=117,17-316,15), SGOT (p<0,001; %95 giiven aralig1i=294,57-676,18), laktat
dehidrogenaz (p<0,001; %95 giiven araligi=205,88-318,69), total bilirubin (p<0,001;
%95 gliven araligi=1,28-3,95) dlzeyleri ile hasta atesi (p<0,001; %95 giiven
aralig1=0,32-0,72) saglikli gruba gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis
gostermistir. Kan pH diizeyi ise istatistiksel olarak azalmistir (p<0,001; %95 giiven
aralig1 =0,04-0,09).

Kontrol grubunda ise kan hemoglobin dizeyleri (p<0,001; %95 glven
aralig1=3,17-4,08), platelet dizeyleri (p<0,001; %95 giiven aralig1i=88,10-157,52)ve
HCOsdiizeyi (p<0,001; %95 giiven araligi=2,43-4,20)hasta grubu ile karsilagtirildiginda

istatistiksel olarak artig gostermistir.

Tablo 4-1: Calisma grubuna ait biyokimyasal ve demografik parametreler

Parametreler Hasta (n=72) Kontrol (n=104)
Yas (y1l) 64,60+11,45 62,28+11,34
Cinsiyet (Erkek/Kadin) 51/21 84/20

Kilo (kg) 78,53+11,85 77,84+11,92
Boy (cm) 167,29+8,01 167,39+8,18
Ates (°C) 37,02+1,02* 36,49+0,13
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Kreatinin (mg/dl) 2,17+1,50* 0,97+0,34
Kanureazotu (BUN) | 62,79+28,96* 20,65+5,89
(mg/dl)

Hemoglobin (g/dl) 9,65+1,11 13,28+1,72*
WBC (kg/mm°) 20714,43+14737,03* 7735,87+2253,08
Platelet (X100) 180272,22+126650,10 303088,43+93835,05 *
C-Reaktif Protein (CRP) | 17,90+5,26* 0,50+0,05
(mg/L)

pH 7,35+0,10* 7,42+0,31
PaO, 108,19+46,90 97,24+24,85
PaCO; 35,70+12,47 34,85+3,86
HCO; 21,43+4,34 24,75+1,23*
Laktat (MEq/L) 4,00+3,75* 1,02+0,44
Glukoz (mg/dl) 163,02+63,51* 116,14+37,33
Na* (mEq/L) 137,49+7,66 139,10+3,79
K* (mEg/L) 4,0620,86** 3,86+0,43
Albumin 2,72+0,56 4,14+0,60
SGOT 513,78+98,96* 28,40+22,09
SGPT 244 82+51,20* 28,16+26,73
Total Bilirubin 3,31+2,81* 0,69+0,50
Laktat dehidrogenaz 483,23+268,16* 220,94+92,91
APACHE 29,53+5,52 -
Hipertansiyon varligi (%) | (%72,2) (%67,3)

Tip 2 diyabet varligi (%) | (%16,7) (%23,9)
Periferik arter hastalig1 | (%15,3) (%7,7)

(%)

KOAH (%) (%27,8) (%7,7)

n: birey sayisi, Gruplararas1 farklilik Kki-kare ve Student t testi ile incelenmistir. *p<0,001

**p=0,043

Hasta grubuna 6zgu demografik parametreler tablo 4-2°de verilmistir. Hastalarda

en ¢ok Pseudomonas, Acitenobacter ve Pndmoni enfeksiyonlar: varligi gozlemlenmistir.




Tablo 4-2: Hasta grubuna 6zgu demografik parametreler

Parametreler n/%
Kronik Bobrek Yetmezligi (KBY) 7(%9,7)
Devamli Venévenoz Hemofiltrasyon (CVVHDF) 24 (%33,3)
Kronik Obstruktif Akciger Hastaligi (KOAH) 20 (%27,8)

Pulmoner Arteriyel Hipertansiyon

11 (%15,3)

Kardiyak Arrest

12 (%16,7)

Malignite

14 (%19,4)

Insiilin Bagimli Olmayan Diyabet (NIDDM)

12 (%16,7)

Insiilin Bagimli Diyabet (IDDM)

10 (%13,9)

Acinetobacter enfeksiyonu varligi

27 (%37,5)

Pseudomonas enfeksiyonu varligi

28 (%38,9)

Klebsiella pneumonia enfeksiyonu varligi

17 (%23,6)

Enterobakter enfeksiyonu varligi

10 (%13,9)

Metisilene direncli Staphylococcus aureus enfeksiyonu

19 (%26,4)

varligi

Metisilene duyarli Staphylococcus aureus enfeksiyonu | 6 (%8,3)
varlig

Escherichia coli enfeksiyonu varligi 9 (%12,5)
Vankomisine direncli Enterokok enfeksiyonu varlig: 4 (%5,6)
Corynebacterum striatum enfeksiyonu varligi 4 (%5,6)
Aspergillus enfeksiyonu varligi 1(%1,4)

33
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Serratia marcescens enfeksiyonu varligi 1(%1,4)
Streptococcus pneumoniae enfeksiyonu varligi 5 (%6,9)
Pnémoni enfeksiyonu varligi 23 (%31,9)

Calisma gruplarimiz arasinda NFKB1 -94 ins/del ATTG polimorfizmi genotip ve
allel dagilimlar agisindan istatistiksel olarak anlamli bir bulguya rastlanmamistir (Tablo

4-3).

Tablo 4-3. Calisma gruplarinda NFkB1 -94 ins/del ATTG polimorfizmi genotip

ve allel dagilimlari

Kontrol
(n=104)
Genotip
ins/ins 12(%16,7) 23(%22,1)
Del/del 39 (%54,2) 58(%55,8)
ins/del 21(%29,2) 23(%22,1)
Allel
ins 45(%31,2) 69 (%33,2)
Del 99 (%68,8) 139 (%66,8)

n: birey sayisi
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Tablo 4-4’de Calisma gruplarinda TNFa (-308 G/A) polimorfizmi genotip ve
allel dagilimlar1 gosterilmistir. Calisma gruplar1 arasinda TNFa (-308 G/A)

polimorfizmi genotip ve allel dagilimlar1 agisindan anlamli bir iliski saptanmamustir.

Tablo 4-4. Calisma gruplarinda TNF-a (-308 G/A)polimorfizmi genotip ve allel

dagilimlar

Kontrol
(n=104)
Genotip
GG 58(%80,6) 84(%80,8)
AA 3 (%4,2) 2(%1,9)
GA 11(%15,3) 18(%17,3)
Allel
G 127(%88,2) 186(%89,4)
A 17(%11,8) 22(%10,6)

n: birey sayisi

Serum TNF- o diizeyleri ¢alisma gruplart arasinda karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gériilmemistir ( Tablo 4-5).

Tablo 4-5. Calisma gruplarinda serum TNF-a dlzeyleri

Gruplar Kontrol

(N=104)

TNF-a diizeyi (pg/ml) 49,47+24,79 47,94+21,02

n: birey sayisi



36

Tablo 4-6’da galisma gruplarinda NFKB1 -94 ins/del ATTG ve TNF-a (-308
G/A) genotip ve allel dagilimlarina gore serum TNF-o diizeyleri gosterilmistir. Hasta
grubunda TNF-a (-308 G/A) G alleli tasiyan bireylerde serum TNF-o diizeyinin, G
alleli tasimayan bireylere gore istatistiksel olarak azaldigir gozlemlenmistir (p:0,045).
Ayrica hasta grubunda TNF-a (-308 G/A) AA genotipi tagiyan bireylerde serum TNF-a
diizeyleri GA (p=0,009, %95 giiven araligi: 10,71-71,66) ve GG (p=0,002, %95 giiven
araligi: 16,92-72,33) genotipi tasiyan bireylere gore istatistiksel olarak artmistir.
Kontrol grubunun kendi icerisinde NFkB1 -94 ins/del ATTG ve TNF-a (-308 G/A)
genotip ve allel dagilimlarina goére TNF-o diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik
bulunmamistir. Calisma gruplari arasinda da NFKB1 -94 ins/del ATTG ve TNF-a (-308
G/A) genotip ve allel dagilimlarina gére TNF-a diizeyleri agisindan anlamli bir iligki

gorilmemistir.

Tablo 4-6. Caligma gruplarinda NFKB1 -94 ins/del ATTG ve TNF-a (-308 G/A)

genotip ve allel dagilimlarina gore serum TNF-a duzeyleri

NFkB1 -94 ins/del ATTG Hasta Kontrol
polimorfizmi (n=72) (n=104)

Genotip

Ins/ins 53,34+21,53 (n=12)  48,29+20,53 (n=23)
Del/del 47,98+22,48 (n=39)  46,57+17,98 (n=58)
ins/del 50,02+30,88(n=21) 51,04+28,17 (n=23)
Allel

ins 51,23+27,53 (n=33)  49,67+24,42 (n=46)
Del 48,69+25,49 (n=60)  47,84+21,28 (n=81)
TNF-a (-308 G/A)

polimorfizmi
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Genotip

GG 47,08+20,00 (n=58)  46,77+21,87 (n=84)
AA 91,71+65,08 (n=3)**  64,78+1,96 (n=2)
GA 50,52+25,82 (n=11)  51,55+16,91 (n=18)
Allel

A 59,35+38,37 (n=14)  52,87+16,51 (n=20)
G 47,63+20,86 (n=69)*  47,61+27,09 (n=102)

n: bireysayisi, *p=0,045; **GA (p=0,009) ve GG (p=0,002)

Sekil 4-1 ve sekil 4-2’de hasta grubunda NFkB1 -94 ins/del ATTG ve TNF-a (-
308 G/A) polimorfizmleri genotip dagilimlarina gore serum TNF-a diizeyleri sematiksel
olarak gosterilmistir.NFKB1 -94 ins/del ATTG polimorfizmi agisindan TNF-a diizeyleri
ins/ins>ins/del>del/del seklinde siralanirken TNF-a (-308 G/A) polimorfizmi agisindan
AA>GA>GG seklinde gozlemlenmistir.

54
53
52
51
50 -
49
48 -
47
46 -
45 - : . . .

TNF
alfa
dizeyi
(pg/ml)

mins/ins

B ins/del

Del/del

Sekil 4-1: Hasta grubunda NFKB1 -94 ins/del ATTG polimorfizmi genotip

dagilimlarina gore serum TNF-a diizeylerinin sematik gosterimi
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100
90 +
80 -
70 A
60 -
50 A
40 ~
30 A
20 A
10 GG
0 1 T T T 1

TNF alfa
dizeyi
(pg/ml)

B AA

HGA

Sekil 4-2: Hasta grubunda TNF-o (-308 G/A) polimorfizmi genotip dagilimlarina gore

serum TNF-a diizeylerinin sematik gdsterimi

Hasta grubunda gen polimorfizmleri ve enfeksiyon parametreleri arasindaki
iliski tablo 4-7’de gosterilmistir. NFKB1 -94 ins/del ATTG polimorfizmi Del/del
genotipi tasiyan hastalarda Metisilene Direncli Staphylococcus aureus enfeksiyonu
varligina anlaml sekilde yliksek oranda rastlanilmistir (p=0,047, ¥2=3,96, OR=3,13,
%095 giliven araligi= 0,98-9,95). TNF-a (-308 G/A) polimorfizmi GA genotipi tasiyan
hastalarda da Metisilene Direncli Staphylococcus aureus enfeksiyonu varliginin anlaml
sekilde arttig1 gézlemlenmistir (p=0,021, ¥2=5,29, OR=4,43, %95 giiven araligi= 1,16-
16,84).

Tablo 4-7: Enfeksiyon parametreleri ve gen polimorfizmleri arasindaki iliskinin hasta

grubunda gosterilmesi

NFkB1 -94 ins/del ATTG TNF-a (-308 G/A)
Enfeksiyon polimorfizmi polimorfizmi
Parametreleri 3 3
Ins/ins Del/del Ins/del GG AA GA
(n=12) (n=39) (n=21) (n=58) (n=3) (n=11)
Acinetobacter
] 4 (%33,3) 15 (%38,5) |8(%38,1) |19 (%32,8) |2 (%66,7) |6 (%54,5)
enfeksiyonu varhgi
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Pseudomonas

enfeksiyonu varhgi

4 (%33,3)

15 (%38,5)

9 (%42,9)

22 (%37.9)

6 (%54,5)

Klebsiella pneumoniae

enfeksiyonu varhgi

1 (%8,3)

10 (%25,6)

6 (%28,6)

12 (%20,7)

1 (%33,3)

4 (%36,4)

Enterobakter

enfeksiyonu varhgi

1 (%8,3)

8 (%20,5)

1 (%4,8)

8 (%13,8)

2 (%18,2)

Metisilene Direncli
Staphylococcus aureus

enfeksiyonu varhgi

2 (%16,7)

14 (%35,9)*

3 (%14,3)

13 (%22,4)

6
(%54,5)**

Metisilene Duyarh
Staphylococcus aureus

enfeksiyonu varhgi

2 (%16,7)

2 (%5,1)

2 (%9,5)

6 (%10,3)

Candida enfeksiyonu

varhgi

1 (%2,6)

1(%1,7)

Corynebacterum
striatum enfeksiyonu

varhgi

1 (%8,3)

2 (%5,1)

1 (%4,8)

3 (%5,2)

1 (%9,1)

Escherichia coli

enfeksiyon

2 (%16,7)

4 (%10,3)

3 (%14,3)

6 (%10,3)

1(%33,3)

2 (%18,2)

Vankomisine Direncli
Enterokok enfeksiyonu

varhgi

3 (%7.,7)

1 (%4,8)

3 (%5,2)

1 (%9,1)

Aspergillus

enfeksiyonu varhgi

1 (%2,6)

1(%1,7)

Serratia marcescens

1 (%4,8)

1(%1,7)
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enfeksiyonu varh@

Streptococcus
pneumoniae 2 (%16,7) |2 (%5,1) 1 (%4,8)

enfeksiyonu varh@

4 (%6,9)

1 (%33,3)

*p=0,047, **p=0,021

Tablo 4-8’de enfeksiyon ajanlarmma gore hasta grubunda serum TNF-a

duzeyleri gosterilmistir. Enfekte olan birey sayisi istatistiksel olarak degerlendirme

acisindan yetersiz olmakla birlikte en yuksek TNF-a dizeylerinin Corynebacterum

striatum enfeksiyonu varliginda, en diisiik diizeyin ise Candida enfeksiyonu varliginda

gorildiigli saptanmustir.

Tablo 4-8. Hasta grubundaenfekte ajan tipine gore serum TNF-a duzeyleri

Enfeksiyon ajanlar

TNF-a dizeyi (pg/ml)

(n=72)

enfeksiyonu varligi(n=19)

Candida enfeksiyonu varligi(n=1) 36,72
Acinetobacter enfeksiyonu varligi(n=27) 53,63+35,60
Aspergillus enfeksiyon varligl (n=1) 47,25
Corynebacterum striatum enfeksiyon varligi (n=4) 55,72+22,62
Pseudomonas enfeksiyonu varligi(n=28) 46,49+17,58
Klebsiella pneumoniae enfeksiyonu varligi(n=17)  43,67+9,53
Enterobakter enfeksiyonu varligi(n=10) 44,71+13,14
Metisilene direncli Staphylococcus aureus 42,71+9,55
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Metisilene Duyarli Staphylococcus aureus 43,27+8,59
enfeksiyonu varligi(n=6)

Serratia marcescens enfeksiyonu varligi (n=1) 71,17
Escherichia coli enfeksiyonu varligi(n=9) 46,59+16,28
Vankomisine Direngli Enterokok enfeksiyonu 43,79+9,96
varligi(n=4)

Streptococcus pneumoniae enfeksiyonu varligi 55,05+19,75

(n=5)

n: birey sayisi



42

5. TARTISMA

Sepsis, mikroorganizma ile viicudun bagisiklik, inflamasyon ve koagiilasyon
sistemlerinin etkilesimi sonucu bir¢ok organi etkileyen, hemodinamik degisikliklere yol
acan, sok ve organ yetmezligine ilerleyerek 6liime neden olan klinik bir tablodur.

Organ disfonksiyonunun eslik ettigi sepsis olgularinda mortalitenin yiiksek
olusunun nedenleri arasinda; daha yogun tedavi uygulanmasi, daha c¢ok
immiinsiipresyon yapabilen ilaglarin kullanimi, intravaskiiler ve iiriner kateterizasyon
gibi invaziv girisimlerin daha fazla yapilmasi, antibiyotik direnci olan
mikroorganizmalarin varligi sayilabilir (11, 81).

Sepsis ve benzeri klinik tablolarin tanisinin en dogru sekilde ortaya konulmasi
icin 2005 yilinda tanimlamalar yeniden diizenlenmis ve ortak parametreler ortaya
konulmustur (14). En giincel sepsis tan1 kriterleri Tablo 2-1 ‘de gdsterilmistir (15). Bu
calismamizda, hasta grubunda sepsis tanisini olusturacak sekilde kreatinin (p<0,001),
BUN (p<0,001), WBC (p<0,001), CRP (p<0,001), laktat(p<0,001), aclik kan sekeri
(p<0,001), plazma K (p=0,043), SGPT (p<0,001), SGOT (p<0,001), laktat
dehidrogenaz (p<0,001), total bilirubin (p<0,001) diizeyleri ile hasta atesi (p<0,001)
saglikli gruba gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artig gostermistir.

Sepsiste incelenmesi gereken ilk iki molekil TNF-a ve interlokin-1 (IL-1) dir.
Lokosit adhezyonu, lokal inflamasyon, nétrofil akvivasyonu, ates gelisimi, eritropoezin
baskilanmasi, yag asidi sentezinde azalma ve albiimin sentezinde azalma ile iliskilidir.
Bu sitokinlerin ciddi sepsis ile iligkili oldugunu gdsteren son kritik basamaklar bazi
calismalar ile gosterilmistir. Bu ¢alismalarda hastalarda dolasimdaki TNF-a diizeyi ile
hasta sagkalimi arasinda bir iligki saptanmis (82).

Son yillarda sepsisle ilgili en Onemli gelismelerden biri enfeksiyona
inflamatuvar yanittaki bireysel farkliliklarda genetik faktorlerin ve polimorfizmlerin
Ooneminin ortaya ¢ikarken, tek niikleotid polimorfizmi, TNF, IL-1, IL10, Fc-y reseptor
genleri gibi, mikroorganizmalara kars1 inflamatuvar yanitin diizenlenmesinde genlerin
etkili oldugu goriilmiistiir. Sitokin genlerindeki polimorfizmler inflamatuvar ya da
antiinflamatuvar sitokin Gretimini ve konsantrasyonunu etkileyebilir. Bunu takiben
hasta artmis ya da azalmis inflamatuvar yanit verir. Tiimor Nekroz Faktor o, IL-1, I1L-6,

IL-10 iceren ¢esitli genetik polimorfizmlerin enfeksiyonlara yatkinlik ve septik soklu
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hastalarda mortalite artigi ile iligkili oldugu saptanmistir. Genetik faktorlerin sepsis
fizyopatolojisinde roliiniin anlagilmasi ile bireysel korunma ve tedavi yontemlerinin
gelistirilebilmesi miimkiin olacaktir (83-85).

Calismamizda, NFkB1 -94 ins/del ATTG ve TNF-a (-308 G/A) gen
polimorfizmlerinin ve TNF-a serum duzeyini ve bu polimorfizmlerinin  TNF-a
diizeylerine olan etkisini sepsis hastalarinda incelemeyi amagladik.

Sitokin genlerinde polimorfizm (TNF reseptorleri, IL-1 reseptorleri) ¢alismalari,
Fc reseptorler, toll benzeri reseptdrler, mannoz baglayan proteinde mutasyonlarin agir
pnomokok, meningokok infeksiyonlarina ve septik soka yol agtigini gésteren ¢alismalar
mevcuttur(86-88).

Calismamizda NFkB1 -94 ins/del polimorfizmi Del/del genotipi tasiyan
hastalarda Metisilene Direncli Staphylococcus aureus enfeksiyonu varligina anlaml
sekilde yiiksek oranda rastlanilmistir (p=0,047). TNF-a (-308 G/A) polimorfizmi GA
genotipi tasiyan hastalarda da yine Metisilene Direncli Staphylococcus aureus
enfeksiyonu varliginin anlaml sekilde arttigi gézlemlenmistir (p=0,021).

TNF-o geni 6. kromozomun kisa kolunda lokalizedir (7). Genin promotor
bolgesinin pozisyon -308’de guaninin adeninle yer degistirdigi tek bir baz degisiminin
oldugu tanimlanmistir. Bir ¢ok c¢alisma gdstermistir ki mutant allelin fonksiyonel
varyantt A-308 alleli tarafindan genin transkripsiyonel aktivitesini artirir. TNF-o A
alleli, G alleline gore daha gucliu transkripsiyonel aktivatordir ve yiksek TNF-a
duzeylerine neden olur (8). Bu bilgiye parallel olarak, ¢alismamizda hasta grubunda
TNF-o (-308 G/A) G alleli tasiyan bireylerde serum TNF-o diizeyinin, G alleli
tasimayan bireylere gore istatistiksel olarak azaldig1 gézlemlenmistir (p=0,045). Ayrica
hasta grubunda TNF-o (-308 G/A) AA genotipi tasiyan bireylerde serum TNF-o
duzeylerinin GA (p=0,009) ve GG (p=0,002) genotipi tasiyan bireylere gore istatistiksel
olarak artig1 saptanmustir.

Tak ve arkadaglarinin yaptig1 calismaya gore, NF-xB’ye bagli inflamasyonun
baskilanmasiyla IL-1B, IL-6 ve TNF-a proinflamatuar proteinlerin hiicredeki
seviyelerinin azaldigi gozlenmistir (89). Ayrica Giachelia ve arkadaslarinin yaptigi
calismada ise, hiicrede artmig IL-6 seviyeleriyle NF-«B1 -94 ins/del ATTG

polimorfizmi delesyon alleli arasindaki pozitif iliski saptanmistir (90).
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Barber ve arkadaslar1 yanikli hastalarda -308 A alleli tasiyanlar ile GG homozigot
bireyleri karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda ciddi sepsis gelisim riskinin -308 A alleli
tasiyanlarda daha yiiksek oldugunu saptamislardir(91).

De Bont ve arkadaglart 1993’te neonatal sepsiste IL-6 ve TNF-a serum
duzeylerinin anlamli arttigini fakat IL-1B’nin hafif¢e yiikseldigini bildirmislerdir (92).
Yine neonatal sepsiste 1994°te iilkemizden Ozdemir ve arkadaslar1 ek olarak IL-1B’nin
da arttigim saptamuglardir (93). Casey ve arkadaslart 1993°te sepsis sendromu
Kriterlerini tasiyan hastalarda mikrobiyolojik dokiimanlarina bakilmaksizin TNF-a, IL-
1B ve IL-6 diizeylerinin yiiksek bulundugunu ve yiiksek IL-6 ile sag-kalim arasinda ters
iliski oldugu sonucuna ulagmiglardir (94). Van Deuren 1994’te fulminant septisemide
TNF-a diizeyinin infeksiyonun erken evrelerinde kisa ve gegici bir siire ile yiikseldigini,
IL-1B yapiminin ise higbir zaman uyarilmadigini belirtmistir (95). Calismamizda serum
TNF- o diizeyleri ¢aligma gruplar1 arasinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik goriilmemistir (Tablo 4-5). Sepsis patogenezinde Onemli rol
oynadig1 disunilen TNF-a’nin gergek dnemi ve hastalik siiresince etkin rol oynadigi
donemler, hastalarin belli araliklarla serum TNF-a takibine alindigi calismalarla
belirlenmesi 6nerilmektedir.

Karban ve arkadaglarinin ¢alismasinda NFkB1 -94 del ATTG promotor alleli
(Del)’nin nukleer proteinlere hi¢ baglanmadigi ya da daha zayif baglandigi, NFkB1 -94
ins ATTG promotor allelinin (I) ise niikleer proteinlere daha giiglii baglandigi
goOsterilmistir. Buna bagli olarak Del allelinin promotor aktivitesi distk, | allelinin
promotor aktivitesi ise yiiksek olarak degerlendirilmistir. Buna goére, Del alleli, NFkB1
ekspresyonunda azalmaya neden olup, p50/ pl05 NFkB heterodimerinin daha az
dizeylerde Uretilmesine ve inflamatuvar yanitin azalmasina yol agabilir (4).

Cesitli  kanserler, psoriazis, Tilseratif kolit, romatoid artrit gibi bazi
immiinoinflamatuvar hastaliklarin da bulundugu cesitli gruplarda NFkB1 -94 ins/del
ATTG promotor gen polimorfizmi arastirilmigtir (96-98). Bu ¢alismalarda elde edilen
sonuglarin birbiri ile g¢elistigi goriilmekte, ayni hastalik grubunun arastirildig
calismalarda bile birbirinden farkli sonuglar elde edilmistir. Tiim bu ¢eliskilerin nedeni
olarak irk farkliliklart gosterilmistir (97,99,100). Calismamizda gruplarimiz arasinda
NFkB1 -94 ins/del ATTG polimorfizmi genotip ve allel dagilimlari agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir bulguya rastlanmamuistir.
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TNF-o’nin  transkripsiyonu NFkB tarafindan gergeklestirilmektedir  (4).
Dolayisiyla artmis NFkB aktivitesinin TNF-a’nin ekspresyonunda artisa neden olmasi
beklenebilir. Ancak c¢alismamizda gerek hasta grubunda gerekse kontrol grubunun
kendi icerisinde NFkB1 -94 ins/del ATTG ve TNF-a (-308 G/A) polimorfizmleri
genotip ve allel dagilimlarina gére TNF-a diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik
bulunmamistir. Calisma gruplart arasinda da NFkB1 -94 ins/del ve TNF-a (-308 G/A)
genotip ve allel dagilimlarima gére TNF-a diizeyleri acisindan anlamli bir iligki
gorilmemistir. Ancak ¢alismaya alinan olgu sayilarinin artirilmasi ile bu konuda daha
glivenilir sonuglara ulasilabilir.

Yaptigimiz deneysel c¢aligmalar sonucunda elde ettigimiz bulgular her iki
polimorfizm ile sepsis riski arasinda bir iliski olmadigin1 ancak TNF-a (-308 G/A)
polimorfizmi agisindan AA genotip ve A allelinin hastalarda artmis TNF-o diizeyleri ile
iligkili oldugunu 6ngérmektedir.

Sonug olarak sepsis tedavisinde ve genetik alaninda bir¢ok yenilik mevcut iken
gelecekte gen tedavisinde, polimorfizm ile ilgili yapilan ¢alismalarin faydali olacagini
ve bu calismada elde ettigimiz verilerin genis katilimli ¢alismalarla desteklenmesi

gerektigini diistinmekteyiz.
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