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OZET

Atalan N (2015). Sepsiste TLR9 gen polimorfizmlerinin ve serum dlzeyinin
incelenmesi. Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitisi, Molekiler Tip AD.
Doktora Tezi. istanbul

Enfeksiyona karsi konakta olusan sistemik enflamatuvar yanit olarak tanimlanan
sepsis; ilerleyen sistemik enflamatuvar yanit ile agir sepsis ve septik soka neden
olabilen, bir yada birden ¢ok organda fonksiyon bozuklugu ve organ yetmezligine kadar
giden semptomlara yol acan, sik karsilasiimasina ve yiksek mortalitesine ragmen tanisi
ve tedavisi oldukca zor olan bir sendromdur. Toll-like reseptorlerde (TLR) bagisiklik
sisteminin enfeksiyonlara karsi savunmasinda, interlokin (IL)-1, IL-6, timor nekroz
faktori (TNF)-a ve diger proenflamatuvar sitokinlerin tretimi ile birlikte birgok
patojene karsi hem dogal immun cevabin olusmasini hem de kazanilmis immun cevabin
aktive olmasini saglayan c¢ok Onemli role sahip transmembran proteinlerdir.
Calismamizda TLR-9 serum duzeyi ile TLR-9 (-1486 T>C) ve TLR-9 (C>T) gen
polimorfizmleri incelenerek, hem bu polimorfizmlerinin TLR-9 diizeylerine olan etkisi
hem de sepsis klinik ve biyokimyasal parametreleriyle birlikte etkilerinin incelenmesi
amaclanmaktadir. Bu amagla 80 sepsis hastasi ve 100 saghkli kontrol grubunda TLR-9
gen polimorfizmlerini saptamak i¢cin PCR-RFLP ve TLR-9 serum diizeylerini incelemek
icin ELISA teknikleri kullanilmistir.

Sonug olarak yaptigimiz deneysel ¢alismalar sonucunda elde ettigimiz bulgular;
sepsis ile her iki TLR-9 (C>T) ve TLR-9(-1486 T>C) polimorfizmleri arasinda bir iliski
olmadigini, agir sepsisin azalmis serum TLR-9 duzeyleri ile fakat sepsise bagli doku
hipoperfuzyonu olan laktatin >5 mmol/L oldugu olgularda ise artmis serum TLR-9
duzeyleri ile iligkili oldugunu 6ngérmektedir.

Anahtar Kelimeler: Sepsis, enflamasyon, polimorfizm, toll-like reseptorler

Bu calisma, I stanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 38207
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ABSTRACT

Atalan N (2015). Analysis of Toll Like Receptor-9 Serum Level and Gene
polymorphisms In Sepsis. Istanbul University, Institute Of Health Sciences, Molecular
Medicine. Phd Thesis. Istanbul.

Sepsis, which is described as the systemic inflammatory response appearing
in the host against infection, is a syndrome which can cause a serious sepsis and septic
shock as well as such symptoms leading function disorder and organ failure in one or
multiple organs through a progressing systemic inflammatory response. Despite its
frequency and high level of mortality, its diagnosis and treatment are very difficult.
They are transmembrane proteins which have a vital role which both creates a natural
immune responses against lots of pathogens and activates the obtained immune
response through the production of interleukin (IL)-1, IL-6, tumor necrosis factor
(TNF)-a. and other pro-inflammatory cytokines in toll-like receptors (TLR) in the
defense of immune system against infections.In our study, we analyzed TLR-9 serum
level and TLR-9 (-1486 T>C) and TLR-9 (C>T) gene polymorphisms by aiming at
analyzing both the effect of these polymorphisms on TLR-9 levels and their effects
together with their sepsis clinical and biochemical parameters. In this regard, PCR-
RFLP technique was used in order to detect TLR-9 gene polymorphisms and ELISA
technique was used in order to analyze TLR-9 serum levels in the control group of 80
sepsis patients and 100 healthy individuals.

In conclusion, our findings as a result of our experimental studies put
forward that there is no relation between sepsis and both TLR-9 (C>T) and TLR-9(-1486
T>C) polymorphisms; however there is a relation between serious sepsis and decreased
serum and increased serum TLR-9 levels, in the cases of lactate which has tissue hypo-
perfusion based on sepsis is >5 mmol/L.

Keywords: Sepsis, inflammation, polymorphism, toll-like receptors

Istanbul University Scientific Research Projects Unit supported this study. Project No:
38207



1. GIRIS VE AMAC

Sepsis "Enfeksiyona sistemik enflamatuar yanit" olarak tanimlanir. Konakta
enfeksiyona karsi gelisen, agir sepsis ve septik soka yol acabilen zararli bir sistemik
enflamatuvar yanittir. Agir sepsis ve septik sok ile bir yada birden ¢ok organda fonksiyon
bozuklugu ve yetmezlige kadar giden semptomlara yol acan, sik karsilasilmasina ragmen
tani ve tedavisi oldukca zor olan bir sendromdur (1). Klinik tablo sepsisten septik soka ve
coklu organ yetmezligi tablosuna dogru ilerledikce mortalite de belirgin olarak artmaktadir.
Lokositoz ya da lokopeni, ates ya da hipotermi, agiklanamayan tasikardi ya da tasipne,
mental durum degisiklikleri, renal ya da hepatik fonksiyonlardaki aciklanamayan
degisiklikler, trombositopeni ya da yaygin damar ici pihtilasma (DIC) varhgi, artmis oksijen
tiketimi, aciklanamayan laktik asidoz, periferik vazodilatasyon bulgulari, distk sistemik
vaskiler direng ya da artmis kalp debisinde sepsis distntlmelidir (2).

Sepsis etkeni patojen mikroorganizma farkli olsa da klinik tablo aynidir.
Etkenler hastanin yasi, hastanede ya da yogun bakim tnitesinde yatiyor olup olmamasi, altta
yatan kronik hastaliklarinin durumu gibi bircok faktore bagl olarak degisiklik gosterebilir
(3). Yuksek mortaliteye sahip septik hastalarin yonetimini standardize etmek Uzere hastaya
sirali yaklagsim ve tedavi Onerileri sunan kilavuzlarla sepsiste sagkalimin artiriimasi
amaclanmaktadir.

Sepsis patofizyolojisi sistemik enflamasyon, koagtilasyon ve bozulmus fibrinoliz
ile iliskilidir. Molekdiler biyoloji alaninda yasanilan gelismelerle patojen mikroorganizmalar
ve dogal immun sistemin komponentleri arasindaki etkilesimlerin incelenmesiyle sepsis
patogenezinde mikrobiyal patojenler ve konak enflamatuvar yanitinin birlikte yer aldigini
gostermektedir. Toll like reseptorler (TLR) bagisiklik sisteminin enfeksiyonlara karsl
savunmasinda, interlokin (IL)-1, IL-6, tumor nekroz faktori (TNF)-o ve diger
proenflamatuvar sitokinlerin Uretimi ile birlikte bircok patojene karsi hem dogal immin
cevabin olusmasini hem de kazanilmis immin cevabin aktive olmasini saglayan ¢ok énemli
role sahip transmembran proteinlerdir (4).

TLR-9 mikrobiyal DNA icin tanima kalibi tastyan bir TLR'dlr. Bakteri DNA'sI
metillenmemis CpG dinukleotidi ile endoplazmik retikulumda lokalize olan TLR-9'u aktive
ederek dogal immun sistem yanitini baslatir (5). Reseptoriin bakteriyel endotoksin ve

ekzotoksin tanima kalibindaki genetik degisiklikler yogun bakim hastasinda sepsis ve organ



disfonksiyonlariyla iligskilendirilmistir (6). Sepsiste renal dokularda TLR-9 ekspresyonunun
gelistigi ve TLR-9'un polimikrobiyal septik akut renal hasar (ARH) patofizyolojisinde kritik
bir 6neme sahip oldugu belirtilmistir (7).

Bu bilgiler 1s1ginda ¢alismamizda TLR-9 (-1486 T>C) ve TLR-9 (C>T) gen
polimorfizmlerinin ve TLR-9 serum duzeyinin incelenerek, hem bu polimorfizmlerinin
TLR-9 diizeylerine olan etkisi hem de serum TLR-9 diizeyinin sepsiste klinik ve prognostik

parametrelerle birlikte ele alinarak olasi etkilerinin incelenmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

Sepsis, enfeksiyona karsi konakta olusan sistemik enflamatuvar yanit olarak
tanimlanir (8,9). Sepsis; ilerleyen sistemik enflamatuvar yanit ile agir sepsis ve septik soka
neden olabilen, bir yada birden ¢ok organda fonksiyon bozuklugu ve organ yetmezligine
kadar giden semptomlara yol agan, sik karsilasilmasina ve yiksek mortalitesine ragmen
tanisi ve tedavisi oldukga zor olan bir sendromdur (10). Sepsiste temel patofizyolojik
bozukluk, baslangictaki hasar bolgesinden uzak organlarda da gelisen ve kontrol altina
alinamayan yaygin enflamatuvar yanittir. Bu yanit sistemik enflamatuvar yanit sendromudur
(Systemic Inflammatory Response Syndrome, SIRS) (11,12).

Agir sepsis, septik sok ve organ fonksiyonlarindaki bozukluklar sepsiste rol
oynayan bu temel patolojinin ilerlemesi sonucu gelisirler ve ilerleyen sepsisin evrelerini
olustururlar (13). Yaygin enflamatuvar yanit organ fonksiyon bozuklugu veya yetmezligine
yol acarak hastanin ¢oklu organ fonksiyon bozuklugu sendromu (Multi-organ dysfunction
syndrome: MODS) adi verilen bir sendrom ile kaybedilmesine kadar ilerleyebilir. MODS,
agir sepsis ve septik sokun ileri donemlerinde karsilasilan, organ sistem fonksiyon
yetmezliklerinin gorildigl, homeostazisin surdirilmesi igin destek ve diger tedavilere

gereksinim olan mortalitesi oldukca ytksek bir klinik tablodur (14,15).

R
SIRS @
e

Adapted from: Bone RC et al, Chest. 1992;101:1644-55
Opal SM ot al. Crit Care Med. 2000;28;581-2

Sekil 2-1 : SIRS, Sepsis ve Agir Sepsis iliskisi (8)

Konaga hasar veren tetikleyici bir olaya baglh olarak aktiflesen anormal, akut
sistemik enflamatuvar yanit olarak tanimlanan SIRS, enfeksiyon ya da enfeksiyon disi
sebeplerle ortaya cikabilir (8,9). Buyuk cerrahi girisimler, hemorajik sok, pankreatit, yanik



veya iskemi ve reperfiizyon hasari gibi durumlar ile timor nekroz faktor (TNF) veya
sitokinler gibi enflamatuvar mediyatorlerin disaridan verilmesi herhangi bir enfeksiyon
veya etkeni ortada yokken de SIRS tablosunu olusturabilir (Sekil 2-1) (16).

Sepsis, enfeksiyonun sistemik belirtileri ile birlikte muhtemel ya da belgelenmis
bir enfeksiyon varligidir (11). Lokositoz ya da l6kopeni, ates ya da hipotermi,
aciklanamayan tagikardi ya da tasipne, mental durum degisiklikleri, renal ya da hepatik
fonksiyonlardaki agiklanamayan degisiklikler, trombositopeni ya da yaygin damar igi
pthtilasma (DIC) varligl, artmis oksijen tuketimi, agiklanamayan laktik asidoz, periferik
vazodilatasyon bulgulari, disuk sistemik vaskuler direng ya da artmis kalp debisinde sepsis
dustnilmelidir (9). Hasta klinigindeki agiklanamayan degisikliklerde sepsisi distinmek ve
arastirmak en dogru ve akilci yaklasimdir. Prokalsitoninde, sitokinlerde ya da C reaktif
protein (CRP) seviyelerinde ki anlamli yiikselme de sepsisle iliskili olabilmektedir (17,18).
Klinik tablo sepsisten septik soka ve coklu organ yetmezligi tablosuna dogru ilerledikce
mortalite de belirgin olarak artar (12). Her sepsis olgusunda hemokdltiirde treme olmasi
gerekmedigi gibi hemokultirde treme olmasi ile tablonun agirhg arasinda bir iligki
olmadigi da bilinmelidir (19).

2.1. SEPSIS EPIDEMiYOLOJiSi

Agir sepsis ve septik sok diinya genelinde her yil milyonlarca insani etkileyen,
insidansi giderek artan ve her dort hastadan birinin 6lumine yol agan onemli saglk
problemleridir (9,12). Ginumuzde sepsis ve septik sok yogun bakim Unitelerindeki
hastalarin  %35-40'Iinda saptanan en sik Olim nedenidir (20). Amerika Birlesik
Devletleri’nde yilda yaklasik 500.000 yeni sepsis olgusunun saptandigi, ABD ve
Ingiltere’de agir sepsis ve septik sok sikhginin 66-132:100.000 oldugu bildirilmektedir
(15,21).

Agir sepsis olgularinin  6ntimizdeki yillarda da artmasi beklenmektedir.
Cahismalar ABD’de artan yasli nifusuna, antibiyotiklere direncgli mikroorganizmalardaki ve
bunlara bagli gelisen enfeksiyonlardaki artisa ve giderek artan invazif cerrahi girisimlerin
yapilmasina bagli olarak sepsis olgularinda her yil % 1,5 artis 6ngérmektedir (22).

Ulkemizde sepsis olgularinin sayisi konusunda yeterli bir bilgi yoktur. Hem ¢ok
farkli  klinik tablolara yol agmasi hem de bildirimi zorunlu olmamasi nedeniyle



saptanabildiginden daha sik bir enfeksiyon oldugu disunulmektedir.

Avrupa'da sepsisin hem insidansi hem de mortalitesi belli basl kanserlerden
daha yuksektir (23). Kanserle yuksek mortaliteye sahip olma, yayilim gdsterme, tibbi ve
cerrahi tekniklerle tedavi ihtiyaci ve hiicresel dizeydeki bozukluk gibi benzerlikleri g6z
onuine alinarak sepsis bir kanser analogu gibi distnulmus ve TNM evreleme sisteminden
yola ¢ikilarak sepsiste PIRO (PIRO: P:Predisposition, I:Infection, R:Response, O:Organ
dysfunction) konsepti ortaya atilmistir (9). Sepsiste PIRO derecelendirilmesi risk
belirlenmesi ve hastaligin seyri agisindan faydali bulunmustur (24,25). Bu konsepte gore;

P:Predispozisyon: Sepsis prognozunda predispozan faktorlerin roli énemlidir.
Bu faktorler arasinda; genetik faktorlerin varhgi, biyuk cerrahi girisim ya da travma
gecirmis, invaziv monitdrizasyon uygulanmis, malignitesi olan, immunsupresif veya steroid
tedavisi alan, cok genc¢ (yenidogan) veya cok yasli hastalar ile gram negatif ya da mantar
infeksiyonlar1 sayilabilir. Sepsis gelisimini kolaylastiran pek cok faktor vardir (12,21)
(Tablo 2-1). Her ne kadar sepsis her yasta gorulebilirse de 50 yasin Ustinde bagisiklik
sistemi zayiflamig ve kritik hastalarda daha siktir (11). Yash hastalar, enfeksiyonlara
fizyolojik cevap olusturabilme rezervleri daha kisith oldugundan sepsise daha yatkin
hastalardir. Ayrica yasli hastalarda sepsis siklikla atipik ya da nonspesifik bir klinik tablo ile

meydana ¢ikabilir, bu da hastalarda tani karisikliklari meydana getirebilir.

Tablo 2-1: Sepsis gelisimini kolaylastiran faktorler (12, 21)

» Bagisiklik sistemindeki yetmezlikler
(Immunsupresyon, Nétropeni, yenidogan yada ileri yas)
e Kronik hastaliklar
(Diabetes Mellitus, Siroz, Kalp ve Bébrek yetmezligi)
e Major cerrahi yada invaziv islem
+ Yabanci cisim varligi (idrar kateteri, damar ici kateter)
» Tikayicl bir olusum (Renal tas, safra kesesi tasl, ileus)
e Steroid tedavisi
e Yanik, travma, alkol ve madde bagimlilig
e Kemoterapi
« Antibiyotik kullanimi

Sepsise en sik neden olan enfeksiydz sebepler; trosepsise neden olan Uriner
sistem enfeksiyonlari, solunum sistemi enfeksiyonlari, gastrointestinal enfeksiyonlar, cilt ve
yumusak doku enfeksiyonlari, santral sinir sistemi enfeksiyonlari, kemik ve eklem
enfeksiyonlari ile varliginda damar ici kateterlerdir (26).

I (Infection, Infeksiyon): Infeksiyonun tipi, yeri, yayginhgi, tedavinin baslama



hizi, sekli ve tedavide kullanilan antibiyotikler sepsisin prognozunda 6nemlidir (27).

R (Response, Yanit): Sepsiste klinik bulgular ve hastaligin prognozu,
enfeksiyona konak yanitinin sonucudur. Sepsis tedavisi, enfeksiyon etkeninden ¢ok konak
yanitina yoneliktir. Hastaligin evrelendirilmesinde de bu yanit sonucu olusan biomarkerlerin
kullanilmasi 6nerilmektedir (28).

O (Organ Dysfunction, Organ fonksiyon bozuklugu): Kanserde yapilan TNM
siniflamasina gore uzak organ metastazinin varhg karsiligi sepsiste organ fonksiyon
bozuklugu olarak kabul edilmistir. Sepsiste MODS'a gidis yiksek mortalite ile birliktedir
(29).

Sepsis dinyada halen yogun bakim dnitelerindeki 6lumlerin 6nemli bir nedeni
olmay! surdirmektedir. Mortalite; altta yatan hastalik, enfeksiyon etkeni, konagin
enfeksiyona verdigi yanit, etkin ve zamaninda uygulanmis antimikrobiyal tedavi ve septik
sok gelisimine bagl olarak degisir. Tum gelismelere ragmen sepsiste mortalite %30-50

dolaylarinda oldukga yuksektir (12).

2.2. SEPSIS ETiYOLOJisSi

Sepsiste enfeksiyon etkenleri degissede klinik tablo aynidir (29,30). Etken
patojen mikroorganizma hastanin yasi, hastanede ya da yogun bakim tnitesinde yatiyor olup
olmamasi, altta yatan kronik hastaliklarinin durumu gibi birgok faktore bagli olarak
degisiklik gosterebilir (9).

Toplum kokenli sepsislerde genelde en sik rastlanan etkenler; Escherichia coli,
Streptococcus pneumoniae ve Staphylococcus aureus’dur. Hastane kaynakli sepsislerde ise
asil belirleyici etken hastanenin hatta birimin florasidir (31). Son yillarda 6zellikle damar ici
kateterle iliskili sepsis artis gostermektedir. En sik etkenler arasinda koagtilaz-negatif
stafilokoklar (KNS), S.aureus, Candida cinsi mayalar, P.aeruginosa ve Corynebacterium
sayilabilir (32). Splenektomize hastada Haemophilus influenzae, pnémokok, batin i¢i odak
varliginda aerop ve anaerop mikst enfeksiyonlar, immun sistemi baskilanmis notropenik bir
hastada Pseudomonas aeruginosa, tamamen saghkli birinde ve ani baslayan sepsis
tablosunda ise oncelikle pnoémokok ve meningokok olasiligi dustnilmelidir (33).
Antibiyotik tedavisi altindaki bir hastada Pseudomonas aeruginosa olasihigini dustinerek
hizla etkili antibiyotigi secmek mortaliteyi azaltabilecek en 6nemli noktadir (27).

Yenidoganda sepsis; etkenlerle intrauterin donemde, dogum sirasinda veya sonrasinda



karsilasmaya bagli erken olarak ilk haftada ya da daha ge¢ baslayabilir. Cogu hastada etken;
B grubu streptokoklar ve E.coli gibi bakterilerdir (34). Sitomegalovirus (CMV) sepsisten
sorumlu tutulmus, sepsis olgularinda belirgin artigi saptanmis fakat iliski tam olarak ortaya
konamamistir (35).

2.3. SEPSISIiN PATOFiZYOLOJiSi

Sepsis patofizyolojisinde; sistemik enflamasyon, koagllasyon ve bozulmus
fibrinoliz yer alir. Molekiler biyoloji alaninda yasanilan gelismelerle, patojen
mikroorganizmalar ve dogal immun sistem komponentleri arasindaki etkilesimlerin
incelenmesi, sepsis patogenezinde mikrobiyal patojenler ve enflamatuvar yanitin birlikte yer
aldigini gostermektedir (16).

Sepsiste etken mikroorganizmalarda bulunan bazi antijenik yapilar ve toksinler
enflamasyonla birlikte konakta karmasik bir immun yanit sdrecini baslatarak SIRS
gelistirirler. Bakterilerin Lipopolisakkarid (LPS) veya metillenmemis CpG DNA
fragmanlari gibi Grtnleri, mantarlarin hiicre duvarindaki mannan ve galaktomannan gibi
yapisal antijenleri, viral veya paraziter antijenler de enflamasyonu ve SIRS'i tetikleyebilir
(36).

SIRS fizyopatolojisinde l6kosit ve endotelyal hiicre aktivasyonu, koagilasyon
ve kompleman sistem aktivasyonu ile sitokin salinmasi rol oynamaktadir. Hiicre hipoksisi ve
apoptoz nedeniyle olusan organ disfonksiyonlari, sepsisteki en énemli 6lum nedenleri
arasinda yer almaktadir. Sekil 2-2 de sepsis patogenezinde rol alan mediyatorler
gosterilmektedir (37).

Mikroorganizmal yapilar hem makrofajlari etkileyerek TNF, IL-1, IL-6, IL-12
ve interferon gibi mediyattrlerle proenflamatuvar sitokinlerin hem de nétrofilleri uyararak
proteaz ve serbest radikallerin salinmalarina neden olur, kompleman sistemi,
prostoglandin/lokotrien metabolizmasi, koagulasyon kaskadi ve diger bazi sekonder
interlokinler aktive olurlar (38).

Koagulasyon kaskadinin tetiklenmesi; aktive protein C, anti-trombin I11 ve doku
plazminojen inhibitoriinin  goreceli olarak azalmalariyla trombin aktivasyonu ve
koagllasyona yatkinlik gelismektedir. Endotel hasari ve endotel hicre disfonksiyonu
sonucunda endotel bagimli vaskdler relaksasyon bozulur ve antiadhesiv 6zellikler kaybolur.
Lokosit yulzeyindeki adhezyon molekillerini aktive eden TNF, notrofillerin endotel



hicrelerine yapismasini saglar. Aktive olan notrofillerin degranule olmasiyla agiga cikan
toksik oksijen radikalleri ve proteazlar endotel hiicre hasarini artirir. Ayrica endotoksin ve
sitokinlerin etkisiyle salgilanan tromboksan, prostaglandin ve I6kotrien gibi arasidonik asit
metabolitleri kapiller permeabilitenin artisina ve endotel hasarina yol acar. Lokalize
enfeksiyonun tedavisinde yararli olan sitokinlerin asiri uyarimi ve fazla sentezi olan ve
Sitokin Firtinasi da denen bu durum ilerleyen donemde endotel hicre hasarina, fibrin
depolanmasina ve DIC'e yol acar (39).

Notrofil, lenfosit, endotel aktivasyonu,

koagiilasyon/kompleman sistemi

TNF-a, IL-1, IL-6, IL-18, IL-12, aktivasyonu, adezyon molekillleri,

Sitokinler

staglandin, nitrik oksid sentetaz, akut
 IL-15MIFHMGB-] VEDRASISCRS ik e it W
Kemokinler bi.il.ﬂamamar hi;il;gleﬁn
mobilizasyonu ve aktivasyonu,
IL-8. MIP-1, MCP-1, MCP-3 makrofaj aktivasyonu
Lipid mediyatorler Vaskiiler endotel ve ekstrensek
Tromboksan A2, PAF, koagiilasyon yolunun
prostaglandinler, lokotrienler, aktivasyonu,
doku faktorii (TF) vazokonstrikiyon/vazodilatasyon
Oksijen radikalleri Antimikrobik etki,
siiperoksid ve hidroksil vazokonstriksiyon/
radikaller NO vazodilatasyon

Sekil 2-2: Sepsis Patogenezinde Rol Alan Mediyatorler (38,39)

Doku mikrosirkillasyonunda devamliliginin  saglanmasi yasamsal 6neme
sahiptir. Normal sartlarda mikrosirkilasyon arteryel ve ven0z yatakta, prekapiller ve
postkapiller sifinkter tonusu ile saglanir. Hipovolemi varliginda kan basinci distugiinde
Anjiotensin Il, epinefrin ve vazopresin etkisi ile olusan refleks vazokonstruksiyon
prekapiller arteriyoller ve postkapiller vendller vazokonstruksiyonu ile sistemik kan
basincini korur. Sepsisin ilk dénemlerinde intravaskiler volimdeki azalmaya (Distributif
veya hipovolemik sok) cevap olarak prekapiller arteriyoler ve postkapiller venul
konstruksiyonu ile ortalama arter basinci saglanmaya calisilir (Kompazatuvar faz).
Mikrosirkuler yatak girisinin daralmasi kanin gecis hizini (velosite) ve kapiller hidrostatik
basincini artirarak interstisyumdan damar yatagina sivi c¢ekilmesini (transcapillary refill)
saglar (40). Ancak sepsiste stren nitrik oksit salinimi, doku oksijen alimindaki bozukluklar,
hidrojen iyonu ve laktik asit birikimi, artan (PaCO)ve vazoaktif substanslar nedeniyle
mikrodolasimda prekapiller sfinkter gevserken postkapiller vendiller ya yanitsiz kalir yada
vazokonstriksiyon olur. Kan kapiller yatagin disina sizar, endotel hasari nedeniyle kapiller



gecirgenlik artarak interstisyel 6dem, hemokonsantrasyon ve kan viskozitesinde artmaya
neden olur (41). Koagilasyon sistemindeki aktivasyon ve fibrinolitik sistem inhibisyonu
paralel olarak kuclik damarlarda tikanmaya ve iskemik hasarlanmaya sebep olur (42).

Sepsisin olusturdugu bu asiri enflamatuvar yanit, antienflamatuvar molekiiller ve
sitokinler araciligiyla dizenlenmeye calisilir (37) (Tablo 2-2). Bu amagla, I1L-10, ¢ozilebilir
TNF inhibitor reseptorleri ve IL-1 reseptor antagonistleri gibi molekdller salinir. Lenfosit
apoptozu, septik hastalarda bagisiklik sisteminin baskilanmasinin baslica nedenlerinden
biridir. Septik hastalarin cogunda gozlenen bu T hiicre yanitinin baskilanmasi durumu ve
anerji, ilk basta olusan proinflamatuvar yaniti dengelemek icin ortaya ¢ikan Dengeleyici
Antienflamatuvar Yanit Sendromu (CARS, Compensatory Antiinflammatory Response
Syndrome) denilen bir karsi yanittir. Bu durum immunosupresif bir sonuca neden olarak
enflamasyonun antienflamatuvar yanita, koagulasyonun ise fibrinolize hakim konuma
gelmesine ve ileriki dénemde ortaya ¢ikan organ disfonksiyonuna neden olabilir (36,43).
Sonugta mikrovaskler tromboz, hipoperfiizyon, iskemi ve doku hasari ile agir sepsis, septik
sok ve coklu organ yetmezligi ortaya cikar (44) (Sekil 2-3).

Tablo 2-2: Sepsiste Proenflamatuvar ve Antienflamatuvar Yanitlar (37)

Proenflamatuvar Yanit Antienflamatuvar Yanit
Enflamasyonun tetiklenmesi *Enflamasyonun
» Lokosit adezyonu inhibisyonu
> Arasldoplkas_lt » TNF inhibisyonu
metabolit aktivasyonu
» Akut faz
» Kompleman
. reaktanlarinin
aktivasyonu iclenmesi
> Notrofil kemotaksisi gug L
, . . » Immunglobulinlerin
Koagulasyonun tetiklenmesi
artmasi
» Doku faktériiniin artisi » T lenfosit
» Membran fonksiyonlarinin
koaglanlarinin artisi baskilanmasi
Antikoagilan inhibisyonu » Makrofaj
> Trombomodiilin fonksiyonlarinin
baskilanmasi
azalmasi
» P-antitripsin artisi
Fibrinolizis inhibisyonu *Koagilasyonun
» Plazminojen aktivator inhibisyonu
inhibitoru-1 (PAI- > Sitokinlerin
Dartisl )
koagilasyon
aktivasyonunu
baskilamasi
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Sekil 2-3: Sepsisteki Organ Disfonksiyonunun Molekiler Mekanizmalari (44)

2.4, SEPSISTE TERMINOLOJi

Sepsis ve benzeri klinik tablolar i¢in tanimlama ve derecelendirme yapmak
zordur ve klinik bulgulardaki ve klinik seyirdeki farkliliklar nedeniyle tanida gecikmeler
sikca yasanmaktadir. Sepsisi tanimak, izlemek ve tedavide belli kriterleri olusturabilmek
icin ortak bir terminolojinin gelistirilmesi amaciyla sepsis sendromunun cesitli 6zelliklerinin
tanimlari ve dereceleri 1991 ve 2001°de diizenlenen iki uzlasi konferansinda tartisiimis bu
konudaki dil birligi saglanmis ve glinimizde herkes tarafindan kullanilan sepsis tanimlari
yayinlanarak kullanilmaya baslanmistir. 1992 yilinda Amerikan Gogus Hastaliklari Dernegi
(ACCP) ve Yogun Bakim Dernegi (SCCM) septisemi, sepsis sendromu ve refrakter sok
tanimlarini sonlandirmis,“Sistemik Enflamatuvar Yanit Sendromu (SIRS)”, *““Sepsis™, “Agir
Sepsis™ ve “Septik Sok’ terimleri tanimlanmistir (8,45).

Tanimlanmig kriterlerin nonspesifik olmasi, patofizyolojideki yeni gelismelerle
birlikte tanimlamalarin yetersiz kalmasi nedeniyle 2001 yilinda Amerikan Toraks Dernegi
(ATS), Avrupa Yogun Bakim Dernegi (ESICM), ACCP, SCCM ve Cerrahi Enfeksiyon
Dernegi (SIS)’nin katildigi Uluslararasi Sepsis Tanimlari Konferansi diizenlenmis ve bu
konferans sonucunda 1992 yilinda yapilan tanimlamalar gecerli kalmakla birlikte, hastalik
tanimina bir takim eklemelerde bulunulmustur (9). Son olarak 2005 ve 2012 yillarinda
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yaptlan duzenlemelerle, sepsis tanisi ve tedavi prensipleri agisindan en son parametreler
ortaya konulmustur (11,12). Tanimlar su sekildedir:

Enfeksiyon; mikroorganizmalarin varligina karsl ortaya ¢ikan enflamatuvar yanit
ya da steril konak dokusunda mikroorganizmalarin invazyonunu gosteren durumdur.
Bakteriyemi; kanda canli bakteri bulunmasidir. Sistemik Enflamatuvar Yanit Sendromu
(SIRS); konaga hasar veren tetikleyici bir olaya bagl olarak aktiflesen, anormal, sistemik
enflamatuvar yanittir (Tablo 2-3). Sepsis; enfeksiyonun sistematik belirtileri ile birlikte
muhtemel ya da belgelenmis enfeksiyon varhgidir (Tablo 2-4). Agir Sepsis (Severe Sepsis);
sepsis ile birlikte sepsis kaynakli akut organ disfonksiyonu ya da doku hipoperflizyonunun
gelismis oldugu durumdur. Sepsis kaynakli hipotansiyon (Sepsis induced hypotension);
hipotansiyonun baska nedeni olmaksizin sistolik kan basincinin (SKB) <90 mmHg ya da
ortalama arteriyel basincin (OAB) <70 mmHg olmasi veya diger nedenlerin yoklugunda
SKB’nin yasa gore normal degerden >40 mmHg’lik bir degerde ya da iki standart sapmadan
daha az olmasi seklinde tanimlanir. Septik sok (Septic Shock); uygun sivi resisitasyonuna
ragmen devam eden sepsis kaynakli hipotansiyon durumudur. Inotropik ya da vazoaktif ilag
verilen hastalar perflizyon anormallikleri saptandiginda hipotansif olmayabilirler fakat yine
de septik sok olarak kabul edilmelidirler. Sepsis kaynakl doku hipoperfiizyonu; enfeksiyona
bagl hipotansiyon, ylksek laktat ya da oliglri olarak tanimlanir. Coklu organ yetmezligi
sendromu (Multi organ dysfunction syndrome) ise akut olarak hastalananlarda girisim

yaptlmadan homeostaz saglanamayacak Ol¢iude organ islev bozukluklarini tanimlar.

Tablo 2-3: SIRS'da Tani Kriterleri (11)

% Lokositoz ( BK >12 000pL™)
Lokopeni ( BK< 4000uL™)
Normal BK sayisinda immatir formlarin >%210 olmasi

% Kalp atim hizi yas i¢in normal degere gére > 90/dakika

¢ Solunum hizi > 20/dakika, PaCO2 nin 32 mmHg'dan diisiik olmasi, veya
mekanik ventilasyon uygulamasi

% Vicut sicakhgl >38,0°C veya < 36,0 °C




Tablo 2-4 : Sepsisde Tani Kriterleri (12)

Belgelenmis ya da stpheli enfeksiyon ve asagidakilerden bazilari:
Genel Degiskenler:
Belgelenmis yada stipheli enfeksiyon ve asagidakilerden bazilari:
Ates (>38,3°C)
Hipotermi (Santral sicaklik <36°C)
Kalp atim hizi yas i¢in normal degere gére >90/dk ya da yasa gore normal degerin 2 standart
sapma (SS) yukarisi
Takipne
Biling durumunda degisiklik
Belirgin 6dem ya da pozitif sivi dengesi (24 saatte >20mL/kg)
Diyabet yoklugunda hiperglisemi (plazma glukozu >140mg/dL ya da 7,7 mmol/L)
Inflamatuvar Degiskenler:
Lokositoz ( BK >12 000uL™)
Lokopeni ( BK< 4000uL™)
Normal BK sayisinda immatir formlarin >%210 olmasi
Plazma C reaktif proteinin normal degerin 2 SS'den fazla olmasi
Plazma prokalsitoninin normal degerin 2 SS'den fazla olmasi
Organ Disfonksiyonu Degiskenleri:
Arteriyel hipoksemi ( PaO,/FiO, <300)
Akut oligiri ( Uygun sivi resiisitasyonuna ragmen en az 2 saat boyunca idrar ¢ikisi
<0,5mL/kg/saat)
Kreatinin artigi ( >0,5mg/dL ya da 44,2pmol/L)
Koagtlasyon anormallikleri (INR>1,5 ya da aPTT>60 saniye)
Ileus (Barsak sesleri yok)
Trombositopeni ( Trombosit sayisinin <100 000pL™)
Hiperbilirubinemi ( Plazma total biliriibini >4 mg/dL ya da 70 pmol/L)
Doku perfiizyon degiskenleri :
Hiperlaktatemi (>1 mmol/L)
Azalmisg kapiller yeniden dolum ya da deride beneklenme
BK: Beyaz kiire, SKB: Sistolik kan basinci, OAB: ortalama arter basinci, INR:uluslararasi
normal oran, aPTT: aktive parsiyel tromboplastin zamani
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2.5. SEPSISE KLINIiK YAKLASIM

Sepsiste; sepsise neden olan farkli etken mikroorganizmaya ve organ
tutulumlarina bagli olarak degisik klinik bulgular saptanabilir. Santral sinir sisteminde; kan
beyin bariyeri, norotransmitter ve reseptér fonksiyonlari igin gerekli enerji sunumunda
olusan degisikliklere bagli olarak basagrisi, ense sertligi, uykuya egilimden komaya kadar
farkh suur degisiklikleri ve fotofobi gordlebilir.

Septik hastada kardiyovaskuler sistemde; yetersiz sivi alimi, yetersiz sivi
replasmani veya insensibil kayiplardaki artis, mikrovaskuiler permeabilitedeki artis ya da
hipoalbuminemi gibi sebeblere bagli hipovolemi gorilebilir (46). Direkt miyokard
depresyonuna bagli kardiyak kontraktilitede bozulma, tasikardi, adrenerjik reseptér down-
regulasyonuna bagl sistemik vaskiler rezistansta (SVR) disme, vazopresorlere yanitin
bozulmasi, kalp debisinde artma, dispne, ortopne, vendz basingta artis saptanabilir (47).

Solunum sisteminde enfeksiyona bagl artmis kapiller permeabilite ve
perialveoller sivi ve notrofillerin artisi, koagulasyon defektlerinin neden oldugu pulmoner
mikroembolilere bagli olarak hipoksemi ve siyanoz, tasipne, yardimci solunum kaslarinin
kullanilmasi ve balgam o6zelligindeki degisiklikler gibi klinik belirtiler gelisebilir (48).
Gastrointestinal belirtiler arasinda kusma, diyare, karin agrisi, karaciger yetersizligi,
kolestaz, genitouriner sistemde sik dilrez, dizuri, hematiri, yan agrisi, renal yetersizlik
goralebilir.

Sepsis acil bir klinik tablodur ve ancak hizli, uygun ve yogun tedavi ile mortalite
azaltilabilir.  Muayene SIRS’in  siddetine, hidrasyona, sok veya c¢oklu organ
disfonksiyonunun varhgina ve hemodinamik resisitasyonun yeterliligine odaklanmalidir (9).
Sepsis dusunuldiuginde hasta oncelikle klinik parametrelerle degerlendirilmeli yeterli sivi
replasmani ve oksijenizasyon saglanarak stabil duruma getirilmeli, idrar ¢ikisi, mental
durum, vital bulgular kaydedilmeli ve izlenmeye baslanmalidir.

Periferik yayma, lokosit sayimi, tam idrar tetkiki, CRP ve prokalsitonin gibi
laboratuvar parametreleri, radyolojik incelemeler ve vicut iIsisi sepsis tanisi ve tedavinin
takibinde Onemlidir. Arteryel kan gazlari, laktat, karaciger fonksiyonlari, Ure, kreatinin,
fibrin yikim trunleri ve fibrinojen gibi parametreler klinik takiple beraber izlenmelidir.

Ayirict tanida enfeksiyon disi SIRS nedenleri hatirlanmali, blylk cerrahi,
travma, vendz tromboz, hematom, miyokard yada akciger enfarktist, transplant reddi,
pankreatit, eritroderma gibi doku zedelenmeleri ya da tiroid krizi, akut adrenal yetmezlik
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gibi metabolik tablolarda, lenfoma gibi malignitelerde, tumor lizis sendromunda,
subaroknoid kanamada, malign hipertermide veya kan ve kan trunleri kullanimi, sitokinler,
koloni stimile edici faktorler, opiatlar ve noroleptik sendrom tedavisinde kullanilan ajanlara
karsi gelisen yanitlarin sepsisle karisabilecegi unutulmamali fakat aksi kanitlanmadikca bu
olgular sepsis olarak degerlendirilmelidir.

2.6. SEPSISTE TEDAVI

Sepsise yaklasim multidisipliner olmali, restsitasyon acilde baslamali, 6zellikle
ciddi hipotansiyon sivi resusitasyonu ve sempatomimetik ajanlarla tedavi edilemiyorsa ve
/veya hastanin oksijenasyonu bozulmus ise (PaO, < 60 mmHg) mutlaka yogun bakim
tinitelerinde (YBU) yogun bir tedavi ve takip protokolii ile izlenmelidir (12,49).
Anestezistin  merkezi konumda yeraldigi cerrah, enfeksiyon hastaliklari uzmani ve
radyologun yeraldigi multidisipliner ekip, hasta ve ailesi ile hizli ve etkin tedavinin
planlanmasi 6nemlidir.

Septik hastalarin yonetimini standardize etmek Uzere hastaya sirali yaklasim ve
tedavi Onerileri sunan "Surviving Sepsis Campaign (SSC)" sepsiste slrviyi arttirmak
amaciyla 2004 yilinda yayinlanan ilk SSC kilavuzu 2008 ve 2012 de giincellemistir. (12,14).
Uluslararast Agir Sepsis ve Septik Sokun Yonetimi Kilavuzu 2012; Sepsiste Sagkalim
Kampanyasinin agir sepsis ve septik sok yonetimi icin klinik uygulama kilavuzudur. Bu
kilavuzda kanitlarin kalitesi yuksekten (A) dustge (D) dogru yonlendirilmis ve Onerilerin
gucunun gucli (1) ya da zayif (2) olarak belirlenmesi amaciyla “Grading of
Recommendations Assessment Development and Evaluation (GRADE)” (Onerilerin
Degerlendirmesini Dereceleme, Gelistirme ve Degerlendirme) kullaniimis, bazi Oneriler de
derecelenmemistir (UG). Tablo 2-6'da kilavuzdaki baslangi¢ resusitasyonu ve enfeksiyon
konularina ait ve Tablo 2-7'de pediyatrik hastalara 6zel Oneriler belirtilmektedir (12).
Kilavuzda oneriler Ug gruba ayrilmistir:

1) Dogrudan agir sepsisi hedef alanlar
2) Kiritik hastalarin genel bakimini hedefleyenler ve agir sepsiste yuksek onceligi oldugu
dusunulenler

3) Pediyatrik hususlar



Sepsis tedavisi baslica dort baslik altinda incelenebilir:
1. Hizla taninin konmasi ve hastanin stabil duruma getirilmesi
2. Hizla kandaki mikroorganizmalarin temizlenmesi (Antibiyotik tedavisi)
3. Enfeksiyon odaginin ortadan kaldiriimasi
4. Destek tedavisi

Tablo 2-5: Sepsiste Sag Kalim Kampanyasi Bakim Demetleri (12)

> 3 Saat icinde Tamamlanmasi Gerekenler:
* Laktat seviyesini 6l¢iin
* Antibiyotiklerin uygulanmasindan énce kan kdltirlerini ahin
* Genig spektrum antibiyotiklere baslayin
* Hipotansiyon veya laktat >4 mmol/L oldugunda 30 mL/kg kristaloid uygulayin
> 6 Saat icinde Tamamlanmasi Gerekenler :
* Ortalama arteriyel basinci (OAB) > 65 mmHg’de tutmak i¢in (baslangi¢ sivi
resiisitasyonuna yanit vermeyen hipotansiyonda) vazopresoér uygulayin
* Vollm resusitasyonuna ragmen devam eden arteriyel hipotansiyon varliginda (septik
s0k) veya baslangi¢ laktat >4 mmol/L (36 mg/dL) oldugunda:
- Santral vendz basinci élgiin (SVB)#
- Santral vendz oksijen satlirasyonunu 6lgin (ScvO2)#
7) Baglangic laktat diizeyi yiiksek ise tekrar laktat dl¢in #

# Kilavuzlarda yer alan kantitatif resusitasyonda hedefler SVB >8 mmHg, ScvO2 >%70 ve laktatin normal diizeye gelmesidir.
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Tablo 2-6: Oneriler: Baslangic Resiisitasyonu ve Enfeksiyon Konulari (12)

A. Baslangi¢ Resusitasyonu

1. Sepsise bagh doku hipoperfiizyonu olan hastalarin protokole bagli, kantitatif resusitasyonu. Resusitasyonun ilk 6 saatindeki
amaglar:

a) Santral vendz basing 8-12 mm Hg

b) Ortalama arteriyel basing (OAB) > 65 mm Hg

c) Idrar ¢ikist > 0,5 mL/kg/saat

d) Santral vendz (superior vena kava) veya miks vendz oksijen saturasyonu, sirasiyla %70 veya %65 (1C).

2. Yiksek laktat seviyeleri olan hastalarda laktati normale getirecek resusitasyonu hedefleme (2C).

B. Sepsiste Tarama ve Performans Gelistirme :
1. Agir sepsiste tedavide daha erken diizelme saglamak icin potansiyel olarak enfekte agir hastalarin rutin incelenmesi (grade 1C).
2. Agir sepsiste hastane bazli performans iyilestirme cabalari (UG).

C. Tani

1. Antimikrobiyallerin baglanmasinda anlamli gecikme (> 45 dk) yoksa, antimikrobiyal tedavi 6ncesinde kiiltlrler (1C)

2. Enfeksiyon nedeninin ayirici tanisinda varsa ve invazif kandidiazis ise, 1,3 beta-D-glukan analizi (2B), mannan ve anti-mannan
antikor analizi (2C) kullanilmasi.

3. Potansiyel enfeksiyon kaynagini dogrulamak igin goriintiileme calismalari (UG).

D. Antimikrobiyal Tedavi

1. Septik sokun (1B) ve sok olmayan agir sepsisin (1C) ilk saati i¢inde etkin 1V antimikrobiyallerin uygulanmasi.

2.a. Olas! tim patojenlere (bakteriyel ve/veya fungal veya viral) karsi etkin ve sepsis kaynagi dokulara uygun konsantrasyonlarda
penetre olan, bir veya daha fazla ilacla baslangi¢ ampirik antienfektif tedavi baglanmalidir (1B).

2.b. Potansiyel deeskalasyon icin antimikrobiyal rejim ginlik degerlendirilmelidir (1B).

3. Baslangigta septik goriinen fakat sonrasinda enfeksiyon kaniti olmayan hastalarda, ampirik antibiyotiklerin kesilmesinde,
klinisyene yardim icin disiik prokalsitonin seviyeleri veya benzer belirtecler kullanilmahdir (2C).

4.a. Agir sepsisli ndtropenik hastalarda (2B) ve Acinetobacter ve Pseudomonas spp gibi tedavisi zor, ¢oklu ilag direngli bakteriyel
patojenlerin oldugu hastalarda (2B), ampirik tedavi kombinasyonu. Solunum yetmezligi ve septik sokla birlikte olan agir
enfeksiyonlu hastalarda, genis spektrum beta laktam ve aminoglikozid veya florokinolon ile kombinasyon tedavisi P. Aeruginosa
bakteriyemisi igindir (2B). Bakteriyemik Streptococcus pneumoniae enfeksiyonlarina bagli septik sok tanili hastalarda beta laktam
ve makrolid kombinasyonu uygulanmalidir (2B).

4.b. Ampirik kombinasyon tedavisi 3-5 glinden fazla uygulanmamali, duyarlihk profili bilinir bilinmez en uygun tekli antibiyotik
tedavisine deeskalasyon yapilmahdir (2B).

5. Tedavi suresi genellikle 7-10 giindir; yavas klinik yanit, drene edilemeyen enfeksiyon odagi, S. aureus bakteriyemisi; bazi fungal
veya viral enfeksiyonlar, veya notropeniyi igeren immunolojik yetm olan hastalarda, daha uzun olabilir (2C).

6. Viral orijinli septik sok veya agir sepsisli hastalarda miimkiin olan en erken sirede antiviral tedaviye baslanmalidir (2C).

7. Enfeksiyon kaynakli olmadigi saptanan agir inflamatuvar durumlari olan hastalarda antimikrobiyal ajanlar kullaniimamalidir
(UG).

E. Kaynak Kontroli:

1. Acil kaynak kontrolii icin degerlendirme gerektiren 6zel anatomik enfeksiyon tanilarinin, miimkiin oldugunca gabuk arastiriimasi
ve tani konmasi ve miimkiinse, tani konduktan sonraki 12 saat icinde kaynak kontroli i¢in girisimde bulunulmalidir (1C).

2. Potansiyel enfeksiyon kaynagi olarak enfekte peripankreatik nekroz saptandiginda, canli ve cansiz dokularin uygun siniri olusana
kadar kesin girisimin ertelenmesi en iyisidir (2B).

3. Agir septik hastada kaynak kontroll gerektiginde, en az fizyolojik travma yaratacak olan girisim uygulanmalidir (UG).

4. intravaskiiler girisim materyali agir sepsis/septik sokun olasi kaynag! ise, diger vaskiler girisim saglandiktan sonra, hemen
¢ikarilmahdir (UG).

F. Enfeksiyonun Onlenmesi

1.a. Selektif oral dekontaminasyon ve selektif dijestif dekontaminasyon, ventilator iliskili pnémoni insidansini azaltici ydntem
olarak baglatilmali ve arastiriimalidir (2B).

1.b. Oral klorheksidin glukonatin, agir sepsisli YB hastalarinda, ventilator iligkili pndmoni riskini azaltmak icin orofarengeal
dekontaminasyon sekli olarak kullaniimasi (2B).

UG:Grade yok
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Tablo 2-7: Oneriler: Pediyatriye Ozel Noktalar (12)

A. Baslangi¢ Resisitasyonu

1. Solunum distresi ve hipoksemi igin yiiz maskesiyle veya yiiksek akimli nazal kandl ile oksijen veya nazofarengeal CPAP ile tedaviye
baslanmalidir. Dolagimi desteklemek amaciyla, santral yol mevcut degilse sivi resiisitasyonu ve inotrop infiizyonu igin periferik
intravendz veya intraossedz yol kullanilabilir. Eger mekanik ventilasyon uygulamasi gerekiyorsa uygun kardiyovaskiler restsitasyon
uygulanmasi entlibasyon sirasinda gelisebilecek olan kardiyovaskdiler instabiliteyi engelleyecektir (2C).

2. Septik sokta baslangi¢ terapotik restisitasyon hedefleri: kapiller dolum zamani <2sn, yasina uygun kan basinci, perifer ve santralde esit
olacak sekilde normal nabiz sayisi, ilik ekstremiteler, idrar ¢ikisi >1mL/kg/saat ve normal mental durumdur. Daha sonra ScvO2 >%70 ve
3,3-6,0 L/dk/m2’lik kardiyak indeks hedeflenmelidir (2C).

3. Septik sok tedavisinde Amerikan Yogun BakimDernegi-Pediyatrik ileriYasamDestegi (ACCM-PALS) kilavuzu takip edilmelidir (1C).

4. Refrakter sok varliginda pnémotoraks, perikardiyal tamponad ve endokrin aciller distinilmeli ve tedavi edilmelidir (1C).

B. Antibiyotikler ve Kaynak Kontroll

1. Agir sepsis tanisindan sonraki ilk 1 saatte ampirik antibiyotiklere baglanmalidir. Mimkinse antibiyotiklere baglanmadan 6nce kan
kiltarleri alinmal, ampirik ilac segimi epidemik ve endemik ekolojiye gére yapilmalidir (1D).

2. Refrakter hipotansiyon olan toksik sok sendromunda klindamisin ve anti toksin tedaviler uygulanmalidir (grade 2D).

3. Erken ve agresif kaynak kontroli uygulanmalidir (1D).

4. Eger tolere edilirse Clostridium difficile koliti enteral antibiyotikler ile tedavi edilmelidir. Daha agir tablolarda oral vankomisin tercih
edilmelidir (1A).

C. Sivi Resuisitasyonu: inotroplar ve mekanik ventilasyona erisimin kolay oldugu gelismis YB’lerde hipovolemik sokun baslangig
resuisitasyonu 5-10 dk icerisinde 20 mL/kg’a kadar izotonik kristaloid veya albiimin boluslariyla baglamali hepatomegali ve rallerin
gelisimine yol agmadan hipotansiyonun geri déndirtilmesi, idrar ¢ikisinin artmasi, kapiller dolum zamani ve periferik nabizlarin
duzelmesi hedeflenerek titre edilmeli eger hepatomegali ve raller gelisirse inotropik destek baglanmalidir (2C).

D. inotroplar/Vazopresérler/Vazodilatorler

1. Sivi restsitasyonuna yanit alinamayan cocuklarda santral vendz yol saglanana kadar periferden inotropik destege baslanmalidir (2C).
2. Kalp debisi distik, sistemik vaskiiler direnci yiiksek ve kan basinci normal olan hastalara inotroplara ek olarak vazodilator tedavi
verilmelidir (2C).

E. Ekstrakorporeal Membran Oksijenasyonu (ECMO): Refrakter pediyatrik septik sok ve solunum yetersizligi icin ECMO
dustntlmelidir (2C).

F. Kortikosteroidler: Sivi tedavisine refrakter, katekolaminlere direncli sok ve stiphe edilen/kanitlanmis klasik adrenal yetersizliginde
hidrokortizon tedavisi dnerilmektedir (1A).

G. Protein C ve Aktive Protein Konsantresi :Artik kullaniimadigindan herhangibir éneri yapiimamistir.

H. Kan Urtinleri ve Plazma Tedavileri

1. Cocuklardaki hemoglobin hedefleri erigkinlerdeki gibidir. Sok resusitasyonu sirasinda 10 g/dL, stabilizasyonu ve iyilesme dénemi
sonrasinda daha distk (>7,0 g/dL) hedeflenmelidir (1B).

2. Cocuklardaki trombosit transflizyon hedefleri eriskinlerdeki gibidir (g 2C).

3. Cocuklarda progresif dissemine intravaskiler koagilasyon, sekonder trombotik mikroanjiyopati ve trombotik trombositopenik
purpuray! igeren sepsise bagli trombotik purpura bozukluklarinda plazma tedavisi uygulanmahidir (2C).

1. Mekanik Ventilasyon : Mekanik ventilasyon sirasinda akciger koruyucu stratejileri uygulanmalidir (2C)

J. Sedasyon/Analjezi/ilag Toksisitesi

1. Mekanik ventilasyon destegi altindaki sepsis tanili kritik hastalarda sedasyon, sedasyon hedefi konularak uygulanmalidir (1D).

2. Agir sepsis sirasinda ilag metabolizmasi yavasladigindan ilag diizeyleri toksisite acisindan izlenmelidir (1C).

K. Glisemik Kontrol: Hiperglisemi eriskinlerdeki gibi <180 mg/dL hedeflenerek kontrol edilmelidir. Yenidogan ve ¢ocuklarda insilin
salgilanamamasi veya insilin direnci olabilecegi icin insilin tedavisine glukoz infiizyonu eslik etmelidir (2C).

L. Diuretikler ve Renal Replasman Tedavisi : Sok tablosu diizeldiginde sivi yiikiinii ortadan kaldirmak icin didretik kullaniimali eger
ditiretikler basarisiz olursa viicut agirhgindan >%210 sivi yiklenmesini engellemek amagli devamli venovendz hemofiltrasyon (CVVH)
veya aralikli diyaliz uygulanmalidir (2C).

M. Derin Ven Trombozu (DVT) Profilaksisi : Agir sepsis tanili puberte dncesi cocuklarda herhangibir 6neri yapiimamistir.

N. Stres Ulser Profilaksisi : Agir sepsis tanili puberte éncesi cocuklarda herhangibir 6neri yapiimamistir.

O. Nutrisyon : Enteral yoldan beslenebilen ¢ocuklara enteral niitrisyon, beslenemeyenlere ise parenteral niitrisyon verilmelidir (2C).
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Kategorilere gore temel tavsiye ve Oneriler sunlari icermektedir:

2.6.1. Hizla Taninin Konmasi ve Hastanin Stabil Duruma Getirilmesi:

Hemodinamik Resusitasyon:

Teshisten sonraki ilk saatlerde septik hastanin erken kantitatif resiisitasyonu ¢ok
onemlidir. Sepsiste sag kalin kampanyasi bakim demetleri i¢inde resisitasyondaki ilk 3 ve 6
saat hedefleri olarak siralananlar tabloda belirtilmektedir (Tablo 2-5) (12). Sepsiste
baslangic sivi yiklemesi sonrasinda devam eden hipotansiyon veya kan laktat
konsantrasyonunun >4 mmol/L olmasi doku hipoperfuzyonu olarak tanimlanmaktadir (12).
Uygun ortalama arteriyel basincin surdirilmesi icin sivi resisitasyonuna minimum 30
mL/kg kristaloid soltsyonlar ile baslanmasi, erken donemde hastanin sivi agigini
kapatmadan vazopressor baslanmamasi 6Onerilmektedir. Sivi yuklemesi esnasinda nabiz
basincinda veya atim hacmindeki degismeler gibi dinamik ya da arterial basing veya kalp
hizindaki degisiklikler gibi statik degiskenler izerinden hemodinamik iyilesmeyi ya da doku
oksijenasyonunda artis veya serum laktat artisinda durmayi gorene kadar sivi uygulamasina
devam edilmesi 6nemli miktarda kristalloid resusitasyonu gerektiren hastalarda nisasta
formulasyonlarindan kaginmak amaciyla albimin ilavesi onerilmekte fakat agir sepsiste ve
septik sokta sivi restsitasyonunda hidroksietil nisastanin (HES) kullanimi dnerilmemektedir
(12).

Vazopresor ve inotropik tedavi

Preoperatif resusitasyonda oncelikli hedef; dokulara yeterli oksijen sunumunu
saglamaktir. Septik hastada yeterli kardiyak dolum ve sivi resusitasyonuna ragmen kalp
debisi dislk seyrediyorsa tedaviye vazopresor eklenmelidir. VVazopresor tedavide ilk 6nce
OAB’nin 65 mmHg’ye cikartilmasi hedeflenmelidir. Sepsiste Sagkallm Kampanyasi:
Uluslararast Agir Sepsis ve Septik Sokun Yonetimi klinik uygulama 2012 Kilavuzunda
vazopresor tedavide ilk secenek olarak noradrenalin 6nerilmektedir. Ek ajana ihtiyag
duyuldugunda ve yeterli kan basinci saglanamadiginda adrenalin noradrenaline ilave
edilebilir veya potansiyel olarak noradrenalinin yerine kullanilabilir. Vazopressin hedef
OAB’na ulagmak veya noradrenalinin dozunu azaltmak amach 0.03 U/dk’nin (stiindeki
dozlarda noradrenaline eklenebilir. Duslik doz vazopressin sepsis iliskili hipotansiyonun
tedavisinde tek basina baslangi¢ vazopresor olarak dnerilmez.

Dopamin septik hastada ¢ok iyi secilmis kosullar disinda 6nerilmemektedir (12).
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Tasiaritmi riski dustk olan ve gercek veya rolatif bradikardisi olan hasta grubu i¢in dopamin
noradrenaline alternatif bir vazopresor ajan olarak kullanilabilir. Dustik doz dopamin renal
koruma amacl kullaniimamalidir. Kardiyak indeksi O0nceden belirlenmis normalin (st
seviyelerine ¢ikarma stratejisi kullaniimamahdir.

Fenilefrin vazopresor olarak septik sokun tedavisinde; noradrenaline bagli ciddi
aritmi gelisimi, kalp debisinin yiksek oldugunun bilinmesi ve kan basincinin persistan
dustkligl veya kombine inotrop/vazopresor ilaglar ve vazopressin’e ragmen hedef OAB’na
ulastlamamasi gibi durumlarin disinda 6nerilmez:

Dobutamin infizyonu 20 pg/kg/dk’nin Gzerinde uygulanmali veya artmis
kardiyak dolum basinci ve dusiik kalp debisi ile seyreden miyokardiyal disfonksiyon ya da
yeterli intravaskuler volime ve yeterli OAB’a ulasiimis olmasina ragmen hipoperfiizyon
bulgularinin devam etmesi durumunda vazopresorlere eklenmelidir.
Hipoperfizyon iligkili laktik asidemisi olan, >7.15 pH’li hastalarda hemodinamik iyilesme
veya vazopresor ihtiyacini azaltma maksatl sodyum bikarbonat tedavisi kullanilmamahdir.

Kan ve Kan Uriinii Uygulamasi

Dokuya oksijen sunumu yetersiz oldugunda eritrosit transflizyonu yapilmasini
destekleyen kanit yoktur. Pek ¢ok calisma doku hipoperfiizyonu, iskemik koroner arter
hastaligl ya da akut kanama yoklugunda hemoglobin hedefinin 7-9 g/dL olmasi gerektigi
yonundendir (50). Doku hipoperflizyonu ortadan kalktiginda; miyokardiyal iskemi, ciddi
hipoksemi, akut kanama veya iskemik koroner arter hastaligi gibi nedenlerin olmadigi
eriskin hastalarda hemoglobin konsantrasyonu ancak <7.0 g/dL’e dustugunde hedef
hemoglobin konsantrasyonu olan 7.0-9.0 g/dL’e ulasmak igin eritrosit transflizyonunu
Onerilmektedir (12). Agir sepsis iliskili anemide eritropoietin spesifik tedavi olarak
kullanilmamalidir. Taze donmus plazma kanamasi olmayan veya invaziv bir girigsim
planlanmayan hastalarda pihtilasmayla ilgili anormal laboratuvar degerlerini diizeltmek igin
kullanilmamalidir. Antitrombin agir sepsis ve septik sokta tedavisinde uygulanmamalidir.
Agir sepsisli hastalarda profilaktik olarak trombosit slispansiyonu; belirgin bir kanama
olmasa dahi platelet seviyesi <10 000 mm?® oldugunda veya 6nemli oranda kanama riski
varken platelet seviyesi < 20 000 mm?® oldugunda verilmelidir. Aktif kanama varliginda ya
da hastaya cerrahi veya invaziv bir islem uygulanacak ise daha yiksek platelet seviyesi

(>50 000 mm®) saglanmalidir.



20

2.6.2. Antibiyotik Tedavisi:

Tedavi amacl, septik sokun veya agir sepsisin ilk saati icinde etkin 1V genis
spektrumlu antimikrobiyallerin uygulanmasidir. Bakteriyel, fungal veya viral, olasi tim
patojenlere karsi etkinlige sahip ve sepsis kaynagl farz edilen dokulara uygun
konsantrasyonlarda penetre olan, bir veya daha fazla ilagla baslangic ampirik tedavi
baslanmalidir. Mutlaka parenteral, en uygun dozda ve bakterisidal antibiyotikler secilmeli ve
antibiyotik tedavisine baslanmasini >45dk geciktirmeyecek sekilde tedaviye baslamadan
kilturantibiyogram icin uygun 6rnekler (12). Kan kultirlerinin aerob ve anaerob ve en az
birinin perkdtan, digerinin de kateterden olmak (zere 2 set alinmasi, invaziv kandidiazis
sliphesinde beta d-glukan ve anti-mannan antikor 6l¢tiimlerinin de yapilmasi 6nerilmektedir.
Potansiyel deeskalasyon i¢in antimikrobiyal rejim gunlik olarak degerlendirilmeli, kiltir
sonuclarina gore antibiyoterapi yeniden duzenlenmelidir. Baslangicta septik gorinen fakat
sonrasinda enfeksiyon kaniti olmayan hastalarda, ampirik antibiyotiklerin kesilmesinde,
klinisyene yardim igin dusuk prokalsitonin seviyeleri veya benzer belirtecler kullaniimalii,
ampirik kombinasyon tedavisi 3-5 ginden fazla uygulanmamali, duyarlilik profili bilinir
bilinmez en uygun tekli antibiyotik tedavisine deeskalasyon yapilmahdir (12, 51).

2.6.3. Primer Odagin Tedavisi:

Enfeksiyon odaginin saptanmasi, alternatif tanilarin diglanmasi, enfeksiyona
yonelik cerrahi veya radyolojik girisimlerin yapilmasi agisindan diagnostik gortntiileme
Oonem tasimaktadir. Enfeksiyon kaynagl icin bir odak belirlendi ise odak ortadan
kaldiriimalidir. Absenin drenaji veya nekrotik dokularin debridmani gibi cerrahi girisimlerin
erken etkin antimikrobiyal tedavi ile kombine edilmesi agir sepsis vakalarinin tedavisinde
temel roli oynar. Vicuttaki yabanci cisimler odak olarak distnuliyorsa mutlaka
cikariimalidir (12). Drenaj ve debridman gibi steril dokularin kontaminasyonuna neden olan
anatomik problemlerin giderilmesine yonelik girisimler deneyimli bir cerrah tarafindan
acilen, en az fizyolojik hasar ile eger mumkinse perkitan yontemler tercih edilerek

uygulanmalidir.
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2.6.4. Destek Tedaviler:

Sepsiste Solunum yetmezligi ve Sepsis Jligkili Akut Respiratuvar Distres
Sendromunda (ARDS) Mekanik Ventilasyon Yonetimi: Sepsiste solunum yuki ve akciger
yetmezligi nedeniyle oksijen ihtiyaci artar. Solunum sikintisi olmayan sepsis hastalarinda
bile mutlaka oksijen destegi saglamak gerekir. Hastalarda biling bozuluyorsa, solunum
sikintisi, solunum hizi > 40/dk ise ve oksijen destegine ragmen hipoksemi suriiyorsa hemen
enttibasyon ve mekanik ventilasyon uygulanmalidir (12). Sepsis iliskili ARDS’de hedef tidal
volim tahmini vicut agirligina gore 6mL/kg olmahdir. ARDS’li hastalarda st limit plato
basinci hedefi <30 cm H20 olmali, distik PEEP seviyelerinden daha ¢ok yiksek PEEP
degerlerine dayali strateji kullaniimalidir (52).

Agir hipoksemisi olan sepsisli hastalarda rekruitment manevralari, PaO,/FiO;
orani <100 mm Hg olan sepsis iliskili ARDS’li hastalarda pron pozisyon uygulanmali,
mekanik ventilator destegi altindaki sepsis hastalarinin yatak baslari kontrendike olmadikea,
aspirasyon riskini sinirlandirmak ve ventilator-iliskili pnémoni gelisimini engellemek igin
30-45 derecede olacak sekilde yiukseltilmelidir (12). Doku hipoperfiizyonu bulgular
olmayan yerlesmis sepsis iliskili ARDS’si olan hastalarda liberal sivi tedavisinden daha ¢ok
konservatif sivi stratejisi tercih edilmelidir. Sepsis-iliskili ARDS’de bronkospazm gibi
spesifik endikasyonlarin olmamasi durumunda tedavide beta 2-agonistler kullaniimamalidir.

Sepsiste Sedasyon, Analjezi ve Noromuskuler Blokaj: Mekanik olarak ventile
edilen sepsisli hastalarda ventilasyondan ayrilma ve sedasyon protokolleri uygulanmali,
devamli veya aralikli uygulananacak sedasyon minimalize edilmelidir. ARDS bulunmayan
septik hastalarda ndromuskuler bloke edici ajanlardan (NMBA) sakinilmali, erken sepsis-
iliskili ARDS hastalarinda ve PaO,/FIO, <150 mm Hg olan hastalarda NMBA uygulamasi
48 saati gegcmemelidir.

Agir sepsisli mekanik ventilasyon ile ventile edilen hastalarin mekanik
ventilasyondan ayrilabilme kabiliyetlerini degerlendirmek icin weaning protokoll olarak
duzenli bir sekilde spontan solunum denemeleri uygulanmali; uyandirilabilir, vazopresor
ajan destegi olmayan hemodinamik olarak stabil, yeni bir potansiyel ciddi durumu olmayan,
dustik ventilasyon ve ekspiryum sonu basing ihtiyact ve yiuz maskesi veya nazal kanul ile
guvenli bir sekilde saglanabilecek disiik FIO; ihtiyaci olan spontan solunum denemeleri
basarili hastanin eksttibasyonu denenmelidir (12).
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Glukoz kontroli : Agir sepsisli YB hastalarinda kan sekeri yodnetiminde
protokolize edilmis yaklasim; iki ardisik kan sekeri seviyesinin >180 mg/dL oldugunda
inslin uygulamasina baslanmasi seklindedir. Bu protokolize edilmis yaklasim kan
sekerinde <110 mg/dL’den ziyade <180 mg/dL seviyesini hedeflemektedir (12).

Kortikosteroid kullanimi: Sepsis tedavisinde sadece yeterli sivi restisitasyonu ve
vazopresor tedavisi ile hemodinamik stabilite saglanamadiysa hidrokortizon 200 mg/gin
dozunda 1V 6nerilmektedir. Ancak hidrokortizon almasi gereken septik soklu erigkin hasta
grubunu belirlemede ACTH stimilasyon testi kullanilmamalidir. Steroid tedavisi alan
hastalarda vazopresor ihtiyact ortadan kalktiginda steroid azaltilmal, distk doz
hidrokortizon verilecek ise hidrokortizonun devamli inflizyon seklinde kullanimi
Onerilmektedir (12).

Renal replasman tedavisi : Agir sepsisli ve akut renal yetmezlikli hastalarda
devamli replasman tedavisi ile aralikli hemodiyalizin etkinligi birbirine esittir.
Hemodinamik olarak stabil olmayan septik hastalarda sivi yonetimini kolaylastirmak icin
devamli tedavi yontemi kullaniimalidir (12).

Derin ven trombozu profilaksisi : Agir sepsisli hastalar ventz tromboemboliye
(VTE) karsl gunlik subkitan dustuk-molekiler agirhikli  heparin - (LMWH) ile
farmakoprofilaksi almalidir. Eger kreatinin klirensi <30 mL/dk ise dalteparin veya daha
dustik renal metabolizma derecesine sahip LMWH’nin bir diger formu veya UFH
kullanilmalidir (12). Trombositopeni, ciddi koagulopati, aktif kanama, yakin zamanli
intraserebral kanama gibi heparin kullanimi igin kontraendikasyonu olan septik hastalarda
farmakoprofilaksi verilmemeli ancak kontraendikasyon yoksa dereceli kompresyon veya
aralikh kompresyon cihazlari gibi mekanik profilaktik tedaviler verilmelidir. Risk ortadan
kalktiginda farmakoprofilaksiye yeniden baslanmalidir.

Stres ulser profilaksisi: Kanama risk faktorlerine sahip agir sepsis/septik soktaki
hastalarda stres Ulser profilaksisi olarak H, reseptor blokorlerinden (H,RA) daha ¢ok proton
pompa inhibitorleri tercih edilmelidir (12). Risk faktori olmayan hastalarda profilaksi
verilmemelidir

Nutrisyon: Agir sepsis ya da septik sok teshisinden sonraki ilk 48 saatte tolere
ettigi surece, yalnizca IV glukozdan ziyade oral veya gerekli ise enteral nitrisyon
uygulanmalidir. Agir sepsis/septik sok teshisinden sonraki ilk 7 giinde IV glukoz ve enteral
nitrisyon, tek basina total parenteral nutrisyona (TPN) veya parenteral nutrisyon ile enteral
nitrisyonun kombinasyonuna tercih edilmelidir (12). Agir sepsisli hastalarda spesifik
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imminomodilasyon ajanlari igceren beslenme turi yerine spesifik immunomodilasyon
ajanlari icermeyen beslenme turd kullaniimalidir.

Hasta Bakim Hedeflerini Olusturma : Hasta bakim hedefleri ve prognoz
hakkinda YB’a yatistan sonraki ilk 72 saati gecmeyecek sekilde hasta ve hasta yakinlar ile
gorustlmeli, uygun oldugu yerde palyatif bakim ilkelerini kullanarak hasta bakim hedefleri,

tedavinin ve yasam-sonu bakim planinin igine dahil edilmelidir.

2.6.5. Pediyatrik Hastada Agir Sepsise Yaklasim:

Gelismis Ulkelerdeki modern YB’larda cocuklarda sepsis temel o6lim
nedenlerinden birisi olmakla birlikte agir sepsise bagli mortalite erigkinlerle
karsilastirildiginda ¢ok daha dustktir (yaklasik %2-10). Sepsis, agir sepsis, septik sok ve
coklu organ fonksiyon bozuklugu veya yetersizligi sendromlarinin tanimlari eriskin
tanimlarina benzerdir ancak yasa uygun nabiz, solunum hizi ve lokosit esik degerleri
kullaniimalidir (12).

Pediyatrik Hastada Baglangi¢ Resusitasyonu : Dustik fonksiyonel reziduel
kapasite nedeniyle agir sepsis gelisen kugcuk infantlar ve yenidoganlarda erken entlibasyon
gereksinimi olabilir. Solunum distresi ve hipoksemi gelisen c¢ocuklarda tedaviye yuz
maskesi ya da ylksek akimli nazal kantl ile oksijen veya nazofarengeal CPAP ile tedaviye

baslanilmasini 6nerilmektedir (12).

Septik sokta baslangic terapotik resusitasyon hedeflerinin; kapiller dolum
zamani <2 sn, yasina uygun kan basinci, perifer ve santralde esit olacak sekilde normal
nabiz sayisi, 1lik ekstremiteler, idrar ¢ikisi >1 mL/kg/saat ve normal mental durum olmasi
onerilmektedir. ScvO, >%70 ve 3,3-6,0 L/dk/m?lik kardiyak indeks daha sonra
hedeflenmelidir. Septik s okun tedavisi igin Amerikan Yogun Bakim Dernegi- Pediyatrik
Ileri Yagam Destegi kilavuzu kullanilabilir. Refrakter sok durumunda pnémotoraks, perikard
tamponadi ve hipoadrenalizm ve hipotiroidi gibi endokrin acillerin arastiriimasi ve tedavi
edilmesi Onerilmektedir (12). Bazi hastalarda intraabdominal hipertansiyon da akla
getirilmelidir.

Pediyatrik Hastada Antibiyotikler ve Kaynak Kontrolii: Erken ve agresif
enfeksiyon kaynak kontroll yapilmali ve agir sepsis tanisindan sonraki ilk 1 saatte ampirik
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antibiyotiklere baslanmalidir. Mimkunse 6nce kan kultirleri alinmal ancak kiltir alinmasi
antibiyotik uygulamasini geciktirmemelidir (12). Ampirik ilag se¢cimi; HiNi, Metisilin
direncli S. aureus, klorokin direncli malarya, penisilin-direncli pndmokok enfeksiyonlarinin
varligl veya yakin zamanda YB’ye yatis, notropeni olmasi gibi epidemik ve endemik

ekolojiye gore yaptimalidir.

Pediyatrik Hastada Sivi  Resusitasyonu/  Inotroplar/  Vazopresorler/
Vazodilatérler: inotroplar ve mekanik ventilasyona erisimin kolay oldugu gelismis
YB’larda hipovolemik sokun baslangi¢ resusitasyonu 5-10 dk igerisinde 20 mL/kg’a kadar
izotonik kristaloid veya albimin boluslariyla baslamali, hepatomegali ve rallerin gelisimine
yol agmadan hipotansiyonun geri dondirilmesi, idrar ¢ikisinin artmasi, kapiller dolum
zamani ve periferik nabizlarin diizelmesi hedeflenerek titre edilmelidir. Eger hepatomegali
ve raller gelisirse sivi restisitasyonu yerine inotropik destek baglanmalidir (12).

Sivi resusitasyonuna yanit alinamayan cocuklarda santral vendz yol saglanana
kadar periferden inotropik destege baslanmali, kalp debisi distk, sistemik vaskdler direnci
yuksek ve kan basinci normal olan hastalara inotroplara ek olarak vazodilator tedavi
verilmelidir. Tip 11l fosfodiesteraz inhibitorleri (amrinon, milrinon, enoksimon) ve kalsiyum
sensitivitesini artiran levosimendan reseptor desensitizasyonunu ortadan kaldirarak yardimci
olabilirler. Septik sok tanili ¢cocuklarin yaklasik %25’ inde mutlak adrenal yetmezlik vardir.
Adrenal yetmezlik icin risk tagtyan hastalar: agir septik sok ve purpura olan ¢ocuklar, kronik
hastalik icin daha Once steroid tedavisi alan ve hipofizer veya adrenal bozukluk olan
cocuklardir. Sivi  tedavisine refrakter, katekolaminlere direncli sok ve suphe
edilen/kanitlanmis klasik adrenal yetersizliginde hidrokortizon tedavisini onerilmektedir
(12).

Pediyatrik Hastada Mekanik Ventilasyon/ECMO/Sedasyon/ilag Toksisitesi:
Mekanik ventilasyon sirasinda akciger koruyucu stratejilerini 6nerilmektedir (12). ARDS
tanili bazi hastalarda fonksiyonel rezidlel kapasiteyi saglamak ve oksijenasyonu diizeltmek
icin ylksek duzeyde PEEP ve 6-8 mL/kg efektif tidal hacim olusturmak ve yeterli CO,
atihmi saglamak icin 30-35 cmH,O (zerinde tepe basinclari gerekebilir. Septik sok veya
sepsisle-iliskili solunum yetersizligi olan yenidogan ve c¢ocuklarda Ekstrakorporeal
Membran Oksijenasyonu (ECMO) uygulanabilir (12).
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Mekanik ventilasyon destegi altindaki sepsis tanili kritik hastalarda sedasyonun,
sedasyon hedefi konularak uygulanmasi Onerilmektedir. Propofol (¢ yas altindaki
cocuklarda fatal metabolik asidoz ile iligkilendirildiginden uzun dénem sedasyon amaciyla
kullanilmamali, etomidat ve/veya deksmedetomidin septik sokta hemodiamik stabilite i¢in
gerekli olan adrenal aksi ve sempatik sinir sistemini inhibe ettiklerinden kullaniimamal
veya dikkatle kullaniimalidir. Agir sepsis sirasinda ilag metabolizmasi yavasladigindan ilag
duizeylerinin toksisite acisindan izlenmesi 6nerilmektedir (12).

Kan Urinleri ve Plazma Tedavileri : Yogun bakimda agir sepsis gelisen
cocuklar icin optimal hemoglobin degeri bilinmemekte erigkinlere benzer hemoglobin ve
trombosit transflizyon hedefleri Onerilmektedir. Dustik ScvO, (<%70) olan sok
restisitasyonu sirasinda 10 g/dL hemoglobin diizeyi iken stabil durumdaki sok ve hipoksemi
ile iyilesme donemi sonrasinda daha distik (>7,0 g/dL) hemoglobin dizeyi hedeflenir (12).

Glisemik Kontrol ve Nutrisyon:: Hiperglisemi ile artmis 6lim riski ve uzamis
hastane kalis sureleri arasinda iligski oldugu gosterilmistir. Riskin yenidogan ve ¢ocuklarda
yuksek olmasinin nedenleri; glukoneogenez igin glikojen depolari ve kas kitlesinin rolatif
azligl ve bu heterojen populasyonda bazi c¢ocuklarin endojen insulin salgilamamasi,
bazilarinda ise yuksek insulin diizeylerine ragmen insilin direnci olmasidir. Hiperglisemi
eriskinlerdeki gibi <180 mg/dL hedeflenerek kontrol edilmeli fakat yenidogan ve ¢ocuklarda
insulin tedavisine glukoz infiizyonu eslik etmelidir (12). Infantlara hipoglisemi gelisme riski
nedeniyle 4-6 mg/kg/dk dozunda glukoz alimi veya icerisinde %10 dekstroz igeren izotonik
sivi (yenidoganda 6-8 mg/kg/dk) ile idamenin saglanmasi gerekir. Insilin tedavisi
hipoglisemi riski goz 6nunde bulundurularak sik glukoz takibi ile yapilmalidir. Enteral
yoldan beslenebilen ¢ocuklara enteral nitrisyon, beslenemeyenlere ise parenteral nitrisyon

uygulanabilir.

Diuretikler ve Renal Replasman Tedavisi : Sok tablosu duzeldiginde sivi
yukinl ortadan kaldirmak igin Oncelikle ditretik kullanilmali eger diuretikler basarisiz
olursa hastanin vicut agirhgindan >%10 sivi yiklenmesini engellemek amaciyla devamli

venovendz hemofiltrasyon (CVVHF) veya aralikh diyaliz uygulanmalidir (12).
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2.7. SEPSISTE MOLEKULER MEKANiZMALAR VE TOLL-LIKE
RESEPTORLER

Bagisikhk sistemi, dogal bagisiklik ve kazanilmig bagisiklik sistemi olmak
uzere iki bolimde incelenen bir viicut savunma sistemidir. Bu iki sistem birbiriyle baglantili
hassas bir denge icinde ¢alisarak konagi patojenlere karsi korur.

Dogal bagisiklik; nonspesifik bagisikliktir. Konagin kendisine ait olan ve
olmayan antijenik yapiyr tanima 6zelligine sahip bir savunma sistemidir. Dogal bagisiklik
patojenlerde ortak olan bir dizi molekiler yapiyi tantyabilmekte ve boylece konaga ait olan
ve olmayani belirleyerek savunma sistemini baslatabilmektedir. Dogumdan itibaren bir
patojenle karsilasildiginda dogal bagisiklik makrofajlar, dendritik hiicreler, mast hucreleri,
notrofiller, eozinofiller, dogal oldurtci hicreler (Naturel killer, NK) ve dogal éldurict T
hicreleri (Naturel Killer T, NKT) ile immun yanit olusturabilir (39). Ancak dogal bagisiklik
kazanilmis spesifik bagisikliga gore, patojenleri tantyan reseptorler agisindan daha kisith bir
spektruma sahiptir.

Kazanilmis bagisiklik ise T (hucresel) ve B (humoral) hicrelerin araciligi ile
olan bagisiklik sistemidir. Bu bagisiklik spesifiktir ve sadece patojeni hedefler. Dogal
bagisikliga gore antijenle tekrarlayan karsilasmalarda daha hizl ve gicli cevap olusturma
gibi ustunliklere sahiptir. Kazanilmis immun sistemin, antijen tanima kapasitesi blyuk bir
reseptor grubuyla spesifisiteyi sagladigi icin dogal immun sisteme gore daha genistir.

Dogal immun sistemin patojenlerde taniyarak immun yanit olusturdugu evrimsel
olarak korunmus ortak molekuler yapilara “Patojen iligkili molekiler kaliplar (Pathogen
Associated Moleculer Patterns, PAMP)” denir (53). Bakteriyel hiicre duvari gibi yapilar
olusturan ~ PAMP’lar  mikrobiyal sagkalim icin  kritik  Onem  tasimaktadir.
Mikroorganizmalardaki bu molekiller mutasyonlarla silinemez ya da degistirilemezler
boylece evrimsel olarak korunmus sayilirlar. Patojenlerde korunan bu Ozellikler;
bakterilerde hiicre yuzeyi, LPS, lipoproteinler, lipopeptidler, ve lipoarabinomannan;
bakteriyal kamcidan flagellin gibi proteinler; virtslerin ¢ift zincirli RNA'sI veya bakteriyal
ve viral DNA'nin metillenmemis CpG adalari ve diger RNA ve DNA'lardir (54).

Dogal immun sistem hicreleri tzerinde PAMP'leri tanityan reseptorlere de
“Patojen taniyan reseptér (Pathogen Recognition Receptor, PRR)” adi verilmektedir. Bu
patojen taniyan reseptorler; endositik, sekrete edilen ve sinyal ileten olmak (izere U¢ gruba
ayrilirlar. Bunlardan sinyal ileten reseptor grubunu da Toll-like reseptorler (TLR, Toll-like

Receptor) olusturmaktadir (55). Evrim sirasinda gelisen ve tim hayvan ve bitki siniflarinda
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var olan dogal immdunitedeki TLR'ler mikrobiyal ajanlar tarafindan Uretilen ya da hicre
stresi gibi tehditlerle iliskilendirilen PAMP’lari taniyarak immdan sistemi harekete gegirirler.
(56).

Gunumuzde TLR'lerin, bagisikhik sisteminin enfeksiyonlara karsl savunmasinda
anahtar roli oynayan molekuller oldugu dustntlmektedir. Toll-like reseptorler, konak
immunitesinde, bircok patojene karsi hem dogal immin cevabin olusmasini hem de
kazanilmis immiin cevabin aktive olmasini saglayan ¢cok onemli role sahip transmembran
proteinlerdir (4). TLR'lerin bakteriler ve bitkilerde eski zamanlardan beri bagisiklik
sisteminin korunmus bilesenleri olduklari ve enfeksiyon karsisinda konak savunmasinda

gerekli olduklari dustnilmektedir (57).

2.7.1. Toll-like Reseptorlerin Yapisi:

Toll-like reseptorler hem lenfoid hem de nonlenfoid dokuda, makrofaj ve
dendritik htcreler tarafindan eksprese edilen, ligandlarin taninmasindan sorumlu
ekstraselliler bolge, transmembran heliks bolumi ve sinyal yolaklarinin baslangici
intraselltler toll-like/interlokin-1 reseptor (Toll/Interleukin Receptor, TIR) bdlumunden
olusan transmembran proteinleridir. I nsanlarda TLR sitoplazmik bélgesi, memeli IL-1
reseptorinun sitoplazmik bolgesine benzemesi nedeniyle Toll/IL-1 reseptor bolgesi olarak
adlandirihr. TIR domaini protein-protein interaksiyonlari i¢in 6nemlidir ve tipik olarak
dogal bagisiklik ile baglantilidir (58).

Reseptorlerin ekstraselliler bdlgesinde karakteristik olarak her biri 20-29
aminoasitlik kisa protein modillerinden olusan l6sinden zengin tekrar (Leucine-Rich
Repeats, LRR) bolgeleri bulunur. Bu ligand baglanmasi icin énemli olan LRR bdlgeleri,
PRR’lerin ortak ozelligidir ve sinyallesme ile iligkilidir (59). LRR'lerin farkl patojenlerin
taninmasindan sorumlu oldugu dustntlmektedir (60). Drosophila Toll’unun TIR alani ile
benzerlik gosteren IL-1 reseptori yaklasik 200 aminoasitten olusur (61).

TIR alaninin 3 alt grubu bulunmaktadir:

e Alt grup TIR 1 bolgelerini iceren proteinler; makrofajlar, monositler, dendritik
hicreler tarafindan Uretilen interlokin reseptorlerdir ve hepsi ekstraseliler
immunglobulin sahalari bulundururlar

* Proteinin alt grup TIR 2 bolgesini igerenleri klasik TLR'lerdir ve mikrobiyal kokenli
molekdlleri direkt ya da indirekt olarak baglarlar.

* TIR 3 bolgelerini iceren proteinlerin 3. bir alt grubu; proteinlerin 1 ve 2. alt gruplari
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arasinda sinyallemeye aracilik eden sadece sitosolik adaptdr proteinlerden olusur.

Insanlarda TLR ailesinin fonksiyonel olarak 12 (yesi (TLR-1/12) ve bu
reseptorler icin pekcok ligand tanimlanmistir. TLR-1, TLR-2, TLR-4, TLR-5, TLR-6 ve
TLR-10 hiicre yizeyinde lokalizedirler ve patojenlere spesifik molekulleri tanirlar. TLR-3,
TLR-7, TLR-8 ve TLR-9 ise sitoplazmada 0zellikle endozomlarda lokalize olarak bulunurlar
(62) (Sekil 2-4).

Sekil 2-4 : TLR'lerin lokalizasyonlari (62)

Dogal immin sistem hicrelerinde bulunan TLR'ler PAMP bdlgelerini tasiyan
endojen veya eksojen ligandlar tarafindan uyarildiginda aktive olarak patojenlere karsi
konakg! cevabi ve otoimmiin yanit olustururlar. Intrasitoplazmik TIR domaini araciligi ile
bir dizi sinyal iletim yolagi aktive olur, antimikrobiyal protein ve enflamatuvar sitokinler
sentezlenir. Ayrica dendritik hucrelerin mattrasyonu ve antijen sunum kapasitelerindeki
artis ile dogal immiin sistem, kazanilmis immin sistemi tehlikeye dogru yonlendirir (63).

Toll ailesi proteinlerinin ekstraseltler kismi 550-980 aminoasitten olusan
oldukca genis bir yapisi ve birden ¢ok ligand yani baglayici alani mevcuttur (64). Her bir
TLR’nin ligand spesifisitesi farkhdir (65) (Sekil 2-5).
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Sekil 2-5 : TLR'lerin ligandlari tanimasi (65)

2.7.2. Toll-like Reseptor Sinyal Yolu:

Toll-like reseptorler, canlilarin ya da yapilarin farkli tiplerinde yerlesim gdsteren
farkh baglayicilar tarafindan baglanir ve etkin hale getirilirler. Etkinlestirildiklerinde bir
sinyali baslatmak igin araci molekulleri htcrelerin sitoplazmalari igerisinden cagirirlar
(65,66) (Sekil 2-6). Sinyallemeyle iligkili olarak dort aract molekil bilinmektedir. Bu araci
protein molekdlleri;

1. MyDB88 (Myeloid differentiation primary response protein 88)
2. TIRAP (Toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain containing adaptor protein)
3. TRIF [TIR domain-containing adaptor protein inducing Interferon beta (IFNB)]
4. TRAM (TRIF related adaptor molecule) 'dir.
Bu aracilar hucre igindeki diger molekulleri, sinyal ylkselten;
a) IRAK 1 (Interleukin 1 receptor (IL-1R) associated kinases 1)
b) IRAK 4 (IL-1R associated kinases 4)
¢) TBK 1 (TANK-binding kinase 1)
d) IKKi (IxB kinase i) gibi belli protein kinazlarla etkinlestiriler.

Sonug olarak enflamasyon yanitini planlayan genlerin baskilanmasina ya da
tetiklenmesine oncullk ederler.

TLR iligkili sinyal yolaklarinin uyarilmasi sonucunda IL-1, IL-6, TNF-a ve diger
proenflamatuvar sitokinlerin Gretimi ile birlikte kazanilmis immun sistemin aktive
olmasinda rol oynayan “es zamanli uyari molekllerinin” ekspresyonu da gerceklesmis olur.

Boylece hem dogal hem de kazanilmis bagisiklik sistemleri birlikte aktive edilmis olur.
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Toll like reseptor sinyalizasyonunda 2 yolak tanimlanmistir. Bunlar;
1. MyDB88 bagimli sinyal yolu
2. MyD88 bagimsiz - TRIF bagimli sinyal yoludur.

1. MyD88 bagimli sinyal yolu;
MyD88 (Miyeloid farklilastirma faktori 88, myeloid differentiation primary-response
protein 88), TLR-3 disindaki tim TLR tiplerinde, TLR aracihigl ile olusan dogal immin

yanitin aktivasyonu igin kullanilan baslica yolaktir (67).

Toll-like Receptor Signaling

IIIII P —» IRAK.-2 —» (FADD) —>» Casp-8
\ _—&=s !

S O v

S

Soa T FEAECST — > WEKKS

UEVIA
.

N
) \

NEMO =
KK KK <—— TAKD) —> ik 38

TAB13
\ v
WKK 2
N

& P36 MAPK

- =

1000
£

§a@l Gl Signaling

Sekil 2-6: Toll-like reseptor sinyal yolu (66)

Ligandin baglanmasi ile uyarilan TLR’nin sitoplazmik TIR bolgesi MyDa88 ile
birlesir, u¢ bolgesi IRAK-1 (IL-1R iligkili kinaz 1) ile homofilik etkilesimde bulunur ve bu
molekill reseptore baglar. Bu birlesmeyle uyarilan IRAK 4 (IL-1R iligkili kinaz 4) ve
TRAF 6 (Tumor nekrozis faktor reseptor iliskili faktor 6, TNF receptor associated factor 6)
araciliglyla NFxB (Nuklear faktor-kappaB) ve MAPK'I (mitojenle iligkili protein Kkinaz,

Mitogen-activated protein kinases) aktive ederek enflamatuvar yanita neden olur (68).
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2. MyD88 bagimsiz sinyal yolu;

Baslica TLR-3 ve TLR-4 tarafindan kullaniimaktadir. Bu sinyal yolunda TLR-3,
TRIF Uzerinden TRAF (TNF receptor associated factor )ve IRF 3’0 (Interferon regulatory
factor 3) uyararak tip 1 interferon cevabina neden olur. TLR-4 ise TRAM Uzerinden TRIF’1
uyararak bu cevaba neden olur (69). Ayrica TLR-7, TLR-8 ve TLR-9’un TRAF 3 ve IRF 7
Uzerinden tip 1 interferon cevabi gelistirdigi gosterilmisti.  MyD88 ve TIRAP
proenflamatuvar sitokinlerin (TNF-alfa, IL-1beta, IL-6, IL-8, IL-10), TRIF ve TRAM ise
interferonlarin yapimindan sorumludur (70). TLR-5, TLR-11, TLR-4 ve TLR-2/TLR-1 ya
da TLR-2/TLR-6 heterodimerleri, hlcre yuzeyinde ilgili ligandlarina baglanirken; TLR-3,
TLR-7, TLR-8 ve TLR-9 mikrobiyal ya da konak kokenli nukleik asitleri tanidiklar
endozomlarda yer alirlar. TLR-4 hem plazma membrani hem de endozomda konumlanmistir
(56).

TLR sinyalini ilgili ligandlarin sebep oldugu reseptor uyarimi baslatir.
Sonrasinda TLR’lerin TIR domenleri, MYD88 ve MAL (MYD88-adaptor-like protein) ya
da TRIF ve TRAM proteinleri ile etkilesime girer. TLR-4, MYD88 sinyalini TRIF sinyaline
donustirmek amaciyla plazma membranindan endozoma hareket eder. Sinyal adaptor
molekdllerinin etkilesimi, IRAK’lar ve adaptor molekiller TRAF’larin etkilesimini igeren
sinyal yolaklarini uyarir ve bu uyarim MAPK (mitogen activated protein kinases), JNK
(JUN N-terminal kinase) ve p38 aktivasyonu ile transkripsiyon faktorlerinin aktive
edilmesine yol acar (67). TLR sinyali ile aktive olan transkripsiyon faktorleri;

» NF-«B (nuclear factor-«B)

» IRF (interferon-regulatory factors)

» CREB (cyclic AMP-responsive element-binding protein)
» AP1 (activator protein 1)'dir.

Dogal immin yanitta IL-1 reseptor baglantili kinaz yolagi, enflamasyon, hiicre
sagkalimi ve proliferasyonda oncil rol oynayan bir transkripsiyon faktorti olan NF-kB’yi
aktive eder (71). NF-kB'nin proenflamatuvar dzellik gosteren pek ¢ok genin transkripsiyonu
ile baglantil oldugu gosterilmistir (72). NF-kB, uyariimamis htcrelerde sitoplazmada
inhibitor kB (IkB) tarafindan baskilanmis haldedir.  Sitokinler, virlsler veya
lipoprolisakkaritler gibi NF-kB uyarimi; IkB’lerin yikilarak ayrilmasina ve NF-kB'nin
nlkleusa transfer olarak NK-kB motifi tasiyan genlerin transkripsiyonuna neden olur. NF-
kB sinyalindeki bozukluklarin, inflamasyona neden olan immunsupresyona yol actigl



32

gosterilmistir. Bu nedenle NF-kB aktivasyonunun inhibe edilmesinin sepsiste azalmig
inlamatuar yanita neden olabilir.

TLR sinyalinin diger 6nemli sonuclarindan biri de proenflamatuvar sitokinlerin
ve interferonun (IFN) uyarilmasidir. TLR’ler, IL-1 beta dretimini artirip, bakteriyel ve
hasarl hiicre uriinlerine cevap olusturan ve “inflamazom” olarak denilen NLR (NOD like
receptor) iceren multiprotein komplekslerini olusturarak enflamatuvar yaniti artirmaktadir
(73,74).

Fosfoinositol-3 kinaz (PI-3K), sinyal iletici bir enzimdir. PI-3K enflamatuvar
cevap, kemotaksis ve apoptoz ile iligskilendirilmistir (75). TLR sinyalinin hem negatif
regulator olarak proenflamatuvar ve apoptotik olaylari baskilayan bir endojen negatif feed-
back mekanizmasi olarak is gorebilmekte hem de pozitif regulator olarak proenflamatuvar
sitokinlerden IL-1 beta, IL-6 ve IL-8 dretimini saglamaktadir. (76,77). Agir sepsis
olgularinda endojen negatif feed-back mekanizmasinin sagkalim avantaji saglayabilecegi
dustnilmektedir (78).

2.7.3. Toll-Like Reseptor Ailesi ve Fonksiyonlari:

Toll geni ilk defa 1985°te Nobel 6dullti Christiane Nusslein-Volhard, Eric
Weischaus ve arkadaglari tarafindan bir meyve sinegi olan Drosophila melanogaster
embriyosunda, sineklerin  dorsal-ventral akslarinin  gelisimsel  embriyogenezinde
tanimlanmistir (79). 1996' da sinegin mantar enfeksiyonlarina karsi verdigi immiin cevapta
6nemli rol oynadigi, antimikrobiyal peptid sentezlenmesini sagladigl ve mutant gene sahip
sineklerde fungal infeksiyonlara karsi yatkinhk olustugu gosterilmistir (80). Bu genin
urettigi transmembran proteinlerinin homologlari daha sonradan memelilerde de tespit
edilmis ve bu proteinler gene benzerlikleri nedeniyle, toll-like reseptorler olarak
adlandirilmigtir. 1996 yilinda Taguchi ve arkadaslari tarafindan TLR’nin insanlardaki
kromozomal haritasi ¢ikarilmig ve insan TLR genlerinin, kromozom 4p14 (TLR-1), 4932
(TLR-2), 4935 (TLR-3), 9932-33 (TLR-4), 1933.3 (TLR-5), 4p16.1 (TLR-6), Xp22.3 (TLR-
7), Xp22 (TLR-8) ve 3p21.3 (TLR-9) Uzerinde oldugu gosterilmistir (81). TLR’ler dogal
bagisiklik savunma sisteminin ilk basamaginda rol oynayan ve patojene ait PAMP'lar konak
organizmada deri veya bagirsak mukozasi gibi fiziki bariyerleri astigi zaman bu molekdlleri
taniyan bir grup PRR'dir. Patojenin taninmasinda, enflamatuvar ve immin sistem cevabinin

baslatiimasinda oldukga énemli bir role sahiptir.
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TLR'ler nonenfeksiy6z doku hasarinda salinan endojen ligandlari taniyarak ve
enflamasyon yanitinin olusumunu saglayarak otoimmun hastaliklarin baslamasina veya
ilerlemesine de neden olabilirler (82). Farkh hastaliklarda TLR’lerin ekspresyonu ile
etkilerini degerlendiren birgcok calisma yapilmistir. Bu c¢alismalar sonucunda TLR-2 ve
TLR-4’0n diabetes mellitus, ateroskleroz, iskemi/reperfiizyon hasarina baglh bobrek
hastaliklarinda, astim hastaliginda, TLR-7 ve TLR-9’un otoimmin hastaliklarda, ¢zellikle
SLE ve onun immin kompleksle iliskili glomerulonefritlerinde 6nemli rol oynadigi
gosterilmistir (56).

Bugline kadar TLR ailesinde insanlarda 12 adet fonksiyonel (ye ve bu
reseptorler icin pekcok ligand tanimlanmis, reseptorler TLR-1'den TLR-12'ye kadar
siralanarak isimlendirilmislerdir. ilk tanimlanan TLR-1 olmasina ragmen, bu reseptérlerden
fonksiyonu ilk belirlenen ve insanda en ¢ok ¢alisilan TLR-4 olmustur. (83-85).

TLR ailesinin ilk Gyesi olan TLR-1, Drosophila Toll’u ve insan interlokin-1
reseptorlerinde ortak olarak bulunan homolog alanin varhgiyla tespit edilmistir (86). TLR-
2'nin agirlikh olarak lipoproteinleri taniyan reseptor oldugu kabul edilmektedir. TLR-1,
TLR-2 ve TLR-6'nin lipoteikoik asit ve peptidoglikan gibi gram (+) bakterilerin hiicre duvar
elemanlarini tanidigi ve immun sistemin aktive edildigi gosterilmistir. (55). TLR-2’nin
ligandlari tanimasi ve sinyal iletimi olusturabilmesi icin diger TLR’ler ile monomer iki
molekilin birlesmesiyle olusan dimerize yapi haline gelmesi gerekir. Peptidoglikan
mikoplazma lipoproteinin taninmasi i¢in TLR-2 ve TLR-6’nin birlikte dimer olusturdugu
reseptor aracthgiyla sinyal iletimi gerekli iken, lipoproteinler TLR-6’ya ihtiya¢ duymadan
TLR-2’yi aktive edebilmektedir. TLR-3 dendritik hiicrelerde eksprese olmaktadir. I nfekte
hlcrelerde viral replikasyon, immun hicreleri stimule edebilen ¢ift sarmalli RNA (double-
stranded RNA, dsRNA)’nin olusmasi ve Tip 1 interferon’un indiklenmesiyle sonuglanir.
TLR-3 mutant farelerde viral RNA kopyasina karsi olusan cevaplarin azalmasi TLR-3’ln
viral dsSRNA’nin taninmasinda rol oynadigini géstermektedir (87).

TLR-4 dogal bagisiklik sisteminin merkezi reseptéridur. Hem gram (-)
bakterilerdeki lipopolisakkaritlerin sinyal reseptortdir hem de gram (+) bakterilerin lipoteik
asitlerini baglayabilme 6zelligine sahiptir (88-90).

TLR-5 bakteriyel flagellanin temel yapisal bir komponenti olan flagellini
tanimaktadir (91). TLR-2, TLR-4 ve TLR-6 birgok farkli mikrobiyal ajana cevap
verebilirken, TLR-5 ve TLR-9 tek bir yapiyr spesifik olarak taniyan reseptorlerdir (39).
TLR-6, TLR-2 ile heterodimerdir. TLR-6"dan yoksun makrofajlar mikoplazmal lipopeptite
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(MALP-2) karsi cevap olusturamazken, sentetik bakteri lipopeptidine (BLP) karsi normal
sitokinin Gretimini gosterirler. TLR-2’den yoksun fareler ise MALP-2’ye de BLP’ye de
cevap veremezler. TLR-2 ve TLR-6, MALP-2’nin taninmasinda beraber rol oynarken; TLR-
6, MALP-2 ve BLP arasindaki kuglk yapisal farkliligin taninmasindan da sorumludur (39).

TLR-7 imiquimod ve R-848 (resiquimod, s-28463) gibi kuvvetli antiviral ve
antitumor Ozelliklerine sahip imidazoquinolin ailesinin birkag¢ tipini tanir. Imiquimod, IFN
ve IL-12 gibi sitokinleri uyarma yetenegine sahiptir. Tropikal imiquimod halen papilloma
virlslerine bagli eksternal genital ve perianal sigillerin tedavisinde uygulanmaktadir. R-848,
imiquimod’un kuvvetli analogudur ve hepatit C virls infeksiyonunda oldugu gibi herpes
virtsler icin de tedavide denenmektedir (39). TLR-7 ssSRNA'nin taninmasinda gorev alirken
loksoribin ve broprimin gibi diger sentetik kimyasallari da tanir (92).

TLR-8 endozomal kompartmanda tek zincirli RNA’y1 tanir ve sitokin salinimina
sebep olur. TLR-8’in TLR-7 ve TLR-9 ile de iligkili oldugu gosterilmistir (87). TLR-8 ve
TLR-9 bakteri veya viris DNA’larinin sitozin fosfat guanozin (CpG) taninmasinda gorev
alirlar (92,93). TLR-9 bakteriyel ve viral, metillenmemis CpG dinukleotitlerini igeren
sentetik oligodeoksinukleotitlerin taninmasi icin gereklidir. Bu oligodeoksinikleotitler B
hicre proliferasyonu stimilasyonu ile dendritik hicreler aktivasyonu yapmaktadirlar.
(39,61,94).

Akciger ve B lenfositlerden eksprese edilen TLR-10’un fonksiyonu ve ligandi
halen bilinmemektedir. Yapisindaki aminoasit benzerligi nedeniyle TLR-10, TLR-1 ve
TLR-6 ile yakindan iligkilidir (87). TLR-11 ve TLR-12 (ropatojenik bakteri
enfeksiyonlarinda rol alirlar (87). TLR-11'den yoksun fareler (ropatojenik bakteri

enfeksiyonlarina son derece hassastirlar. (95).

2.7.4. Toll-like Reseptorlerin Immun Yanita Etkileri:

Enfeksiyon sirasinda makrofajlar PAMPs’I TLR’ler araciligi ile tanirlar. TLR
sinyal mekanizmasi ile bagisiklik hiicrelerinden enflamasyonu tetikleyen sinyal faktorleri
olan proenflamatuvar sitokin ve nitrik oksit gibi sitokinlerin Uretimi indiklenir ve makrofaj
aktivasyonu ortaya c¢ikar. Boylece enfeksiyonun erken asamasinda makrofajlar
mikroorganizmalarin eliminasyonu icin aktive olurlar (96).

TLR aktivasyonu, konak hiicrelerinin patojenleri fagositozu igin de gereklidir.
TLR'ler aktive olarak intraseltler kismi aracihigi ile nukleer faktor-kapa beta (NF-kB) ve
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mitojenle aktive edilen protein kinaz ailelerini uyarir. NF-kB; TNF, IL-1, IL-6 ve IL-8 gibi
sitokin ve proenflamatuvar drinlerin genlerini aktive eder (97). TLR iligkili NF-kB’nin
aktivasyonu ile salinan enzimler, sitokinler ve mediyatorler konagin antimikrobiyal
savunmasini uyararak enflamatuvar olaylari tetikler ve patojenin ortadan kaldiriimasini
saglar. Bakteriyal faktorlerde, patojen fagosite edilir ve sindirilir, antijeni de CD4+T
hlcrelerine gonderilir. Viral patojen varliginda, interferonlar gibi antiviral faktor salar,
enfekte hilicrenin protein sentezini durdurur ve hiicreyi programlanmis hiicre 6limine yani
apoptozise sevkederler (98). Bu sire¢ konagin dogal immun cevabidir (99). Eger bu siireg
sonunda enflamatuvar reaksiyon sinirlandirilamazsa, konak hucrelerinin harabiyetine neden
olabilir (54).

Patojenlerin yok edilmesinde dogal immun sistemin roli sinirhdir. Kazanilmig
immin sistem aktivasyonu ile daha etkin bir konak yaniti olusur. TLR’ler immun ve
enflamatuvar genlerin sentezini baslatan mekanizmalari devreye sokarak T ve B
lenfositlerden olusan kazanilmis immun yaniti da baslatirlar (100). TLR’lerin uyarilmasi
sonucunda, perifer dokular ile lenfoid dokular arasindaki iletisimi saglayan dendritik hiicre
aktivasyonu baslar. Dendritik hicreler, olgunlasir ve periferden lenf nodlarina tasinarak T
hicrelere antijen sunarlar. TLR'ler, dendritik hticrelerin T hicrelerini daha etkin bir sekilde
uyarmasini saglayan ko-stimulan molekuillerin de seviyelerini artirir, TNF ve interlokinler
gibi hicre trunlerinin Uretimini ve salinmasini dizenlerler (98). TLR ile uyarilan dendritik
hicreler, 1L-12 ile 1L-18 salgilar ve yardimci T hucrelerinin (TH-1) gelismesini saglar. IL-
10 ve IL-4 fazla salindiginda ise TH-2 immun yaniti gelisir. B hucreleri uyarilir ve antikor
sentezi baglar (101).

2.7.5. TLR-9 ve Sepsis Tliskisi:

Memeli DNA'sinda az sayida CpG dintkleotidi vardir ve bunlar ¢ogunlukla
metillenmistir. Bu nedenle memeli DNA'sI immun sistem aktivator etkisine sahip degildir.
Bakteri DNA'sI ise metillenmemis CpG dinukleotidi ile memeli immun hucrelerini aktive
edici bir etkiye sahiptir ve TLR-9 ile dogal immun sistem yanitini baslatir. TLR-9
endoplazmik retikulumda lokalizedir ve CpG uyarisini takiben endozomal vezikillerde
toplanarak TLR-9 ve CpG beraber hicreyi aktive eder (5). Ligand baglayici sistem
calismalari bakteriyel DNA'nin direkt olarak TLR-9'a baglandigini géstermistir (102). CpG
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baglanmasini takiben TLR-9 adaptor molekil MyD88 ile iliskiye girerek IL-1 reseptor
iligkili kinaz ailesini ve mitojen aktive protein kinazlari aktive eder. Daha sonraki olaylar
diger transkripsiyon faktorleri arasinda NFkB'yi de aktive eder (103). CpG DNA
enflamatuvar yanittaki gibi T helper-1'in da gucli bir uyaricisidir (104). Bu etkiler hastada
septik sok gelisimini potansiyelize edebilir (105,106).

Farkli TLR genleri ve gen polimorfizmleri ile sepsis arasindaki iliskiyi arastiran
calismalarda degisik sonuglar saptanmistir.  TLR-2  Arg753GIn  polimorfizminin
Staphylococcus aureus, TLR-1 polimorfizminin gram (+) nedenli sepsise, TLR-4
polimorfizminin gram (-) mikroorganizmanin neden oldugu septik soka yatkinlik
olusturdugu gosterilmistir  (107-110). TLR-2, TLR-4 ve TLR-5 tek nikleotid
polimorfizmlerinin (Single nucleotid polymorphism, SNP) incelendigi bir calismada genetik
polimorfizm ile sepsisin ne gelismesi ne de mortalitesi arasinda bir iliski saptanmamis
sadece TLR-2-R753Q SNP'nin genis seri calismalarla desteklenmesi gerekmekle birlikte
yogun bakimda enfeksiyon gelisimi igin ylksek risk tasiyan hastanin taninmasinda faydal
bir gosterge olabilecegi belirtilmistir (111).

TLR-9 mikrobiyal DNA icin tanima kahibi tastyan bir TLR'dlr. Reseptorin
bakteriyel endotoksin ve ekzotoksin tanima kalibindaki genetik degisiklikler yogun bakim
hastasinda sepsis ve organ disfonksiyonlariyla iliskilendirilmistir. Literatirde TLR-9 ve
sepsis arasinda direkt bir iligskiyi gosteren calisma yoktur. Fakat TLR-9 gen polimorfizm
genotiplerinin incelendigi bir ¢alismada rs187084 ve rs352162 polimorfizmleri, TNF-alfa
uretimi ve yuksek sepsis morbiditeleri ile iligkili saptanmistir. Calismacilar TLR-9 rs187084
ve rs352162 polimorfizmlerinin major travma hastalarinda sepsis ve ¢oklu organ yetmezligi
risk tahmini ile ilgili olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir (6). Liu ve arkadaslari sepsiste
renal dokularda TLR-9 ekspresyonunun gelistigini ve olusan renal hiicre apoptozisi ve akut
renal hasarin (ARH) TLR-9 bagimli oldugunu, TLR-9'un polimikrobiyal septik ARH
patofizyolojisinde kritik bir 6neme sahip oldugunu belirtmislerdir (7).

Yogun bakimda sepsis basta olmak Uzere bir¢cok olayda TLR’lerin éneminin
anlasilmasi ile bu reseptorler hem sepsis morbidite ve mortalitelerine yatkinligin yada riskin
saptanmasi amaciyla ilgi goren bir arastirma konusu hem de bir TLR-4 antagonisti olan
eritoranin sepsis tedavisinde kullanildigi randomize, ¢ok merkezli ACCESS calismasinda
oldugu gibi bir tedavi hedefi haline gelmistir. Bu bilgiler 1siginda ¢alismamizda TLR-9 (-
1486 T>C) ve TLR-9 (C>T) polimorfizmlerinin serum TLR-9 dizeyleri ve sepsis ile olan

iliskisinin incelenmesi hedeflenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Secilen Orneklerin Tanimi

Bu calismada iki Ornek grubu kullaniimistir. Birinci grup, sepsise iliskin
herhangi bir patolojik bulgusu bulunmayan 100 saglikh bireyden olusan kontrol grubudur.
ikinci grup ise, Siyami Ersek Goglis Kalp Damar Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi,
Anestezi ve Reanimasyon Klinigi tarafindan takip edilen ve sepsis tanisi konmus 80
hastadan olusmaktadir. Calismaya katilan gonalltlere, yapilacak arastirma ile ilgili
bilgilendirilmis gondlli onam formu okutularak imzalatiimistir.

Calismaya dahil edilen hastlarin klinik degerlendirmeleri ve drnek alimlari ilgili
Kliniklerce gerceklestirilmistir ve alinan kan ornekleri gerekli kosullar altinda anabilim
dalimiza ulastiriimistir.

Polimorfizm ¢alismasi igin saglikli ve sepsisli bireylerin kan drnekleri EDTA’l
tiplere alinip, DNA izolasyonu yapilmis ve 80 sepsis hastasi ve 100 saglikli kontrolde TLR-
9 genine ait polimorfizmlerin analizleri yaptimistir.

Ayrica saghkli ve hasta bireylerin kuru tipe alinan kan Orneklerinden izole

edilen serum 6rneklerinde TLR-9 duzeyleri analizleri yapiimistir.

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), Taq polimeraz (Fermentas), DNA marker
(50-100 bp DNA size marker; MBI Fermentas), Proteinaz K (Merck), Restriksiyon

enzimleri (invitrogen), primer dizileri (invitrogen).

3.3. Kullanilan Geregler

Elektroforez icin gli¢ kaynagl (E-C apparatus Corporation, E-C4000P), Hassas
terazi (Mettler), Gorlntileme sistemi (EL LOGIC 100, Kodak), Mikrodalga firin (Philco),
Mikrosantrifuj (TDX), PZR aleti (MJ Research Techne), pH metre (Hanna), Pipet takimi
(Eppendorf), Falkon santriftj (Hereaus), Spektrofotometre (Shimadzu UV-1208), Su
banyosu (Elektromag), Vorteks (Nuve mix), Elektroforez Sistemi (LKB 2013 miniphor
electrophoresis, LKB 2012 maxiphor electrophoresis), Buzdolabi (-20) (Regal), Buzdolabi
(+4) (Arcelik), Santriftj (NUve Mf 048), Elisa plate okuyucu.
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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 isisinda saklandi.

3.4.1.2. Etidyum Bromdir (10 mg/ml)
1 gram Etidyum bromr 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 icine aktarildi. Uzerine
20 mililitre 0,5 M EDTA (pH 8,0) ve 800 ml distile su ilave edilerek manyetik karistiricida
cozlnduruldu. Cozelti balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlandi ve 120°C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edildi. Oda i1sisinda saklandi.

3.5. Kullanilan Kitler

INVITROGEN DNA izolasyon Kiti
CLOUD- CLONE CORP TLR-9 ELISA Kit

3.6. Kullanilan Yontemler

3.6.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

Invitrogen Purelink Genomik DNA Kit ile kandan DNA izolasyonu yapilmistir.

3.6.1.1. DNA izolasyonunda Kullanilan Kit icerigi ve Hazirlik Asamasi

Invitrogen Purelink Genomic DNA Kit igerigi; RNase, Proteinaz K, PureLink
Genomik Liziz/Baglama soliisyonu, Elution Buffer, Yikama Solisyonu 1 ve Yikama
Solusyonu 2, PureLink Koleksiyon tip( .

Baslamadan Once, DNA izolasyon Kkiti icerisindeki yikama sollsyonlari, her
etiketin Ustlindeki yonergelere uygun olarak PureLink Genomik Yikama Solisyonu 1 ve
PureLink Genomik Yikama Sollsyonu 2’ye %96-100 etanol ekledi.
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3.6.1.2. Kan Orneklerinden Lizat Hazirlanmasi

Ilk olarak su banyosu veya isi blogu 55°C’ye ayarlandi. 200 pl taze veya
dondurulmus kan 6rnegi steril bir mikrosantrifilj tipu icine alindi. Ornek icine kit ile
saglanan Proteinaz K’dan 20 ul eklendi. Daha sonra 0rnek igine yine kit ile saglanan RNaz
A’dan 20 pl eklendi, vortekslenerek iyice karistirildi ve oda sicakhiginda 2 dk inkibe edildi.
200 pl PureLink Genomik Liziz/Baglama solusyonu eklenir,homojen bir soliisyon eklemek
icin vorteksleyerek iyice karistirildi. Protein digesyonunu ilerletmek icin 55°C’de 10 dk.
Inkube edildi. Lizata 200 pul %96-100 etanol eklendi. Homojen bir soliisyon elde etmek igin
vortekleyerek 5 saniye iyice karismasi saglandi. Daha sonar DNA’ya baglanma asamasina
gecildi.

3.6.1.3. DNA’ya Baglanma
Koleksiyon tupl iginde saglanan spin kolonu paketten ¢ikarildi. Genomik
Liziz/Baglama solusyonu ve etanol ekli lizatt (~640 pl) PureLink spin kolona eklendi.
Kolon, 1 dk. oda sicakhiginda 10.000xg’de santrifuj edildi. Koleksiyon tuptni atilarak kit ile
saglanan yeni bir PureLink Koleksiyon tlpi igine yerlestirildi. DNA yikama asamasina
gecildi.

3.6.1.4. DNA Yikama Asamasi
Kolona, etanol ile hazirlanan yikama soltisyonu 1’den 500 pl eklendi. Kolonu 1
dk. oda sicakliginda 10.000xg’de santriftij edildi. Koleksiyon tipunu atilarak kolon, kit ile
saglanan yeni bir PureLink Koleksiyon tipi icine yerlestirildi. Kolona etanol ile hazirlanan
Yikama solisyonu I1’den 500 ul eklendi ve oda sicakliginda maksimum hizda 3 dk. santrifj
edildikten sonra toplama tupu ayilarak DNA ellisyon asamasina gegcildi.

3.6.1.5. DNA Elldsyon Asamasi
Kolonu steril bir 1.5 ml mikrosantrifiij tiip icine konuldu. Uzerine 25-200 pl
PureLink Genomik Eliisyon Cozeltisi eklendi. Oda sicaklginda 1 dk. i nkiibe edildikten
sonra, oda sicakliginda maksimum hizda 1 dk santriftj edildi. Santrifuj sonrasinda tlipte
toplanan purifiye genomik DNA saklandi. Daha fazla DNA kurtarmak ic¢in kolon yeni bir
steril 1.5 ml mikrosantrifuj tlplne aktarildi ve ayni miktarda eltisyon c¢ozeltisi kullanarak
ikinci bir elisyon asamasi yapildi. Elde edilen purifiye genomik DNA -20°C’de saklandi.
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3.6.2. Elde Edilen DNA’nin Konsantrasyon ve Kalitesinin Tayini

Spektrofotometrik olarak, 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan
6lgiimlerle DNA’nin safligi ve konsantrasyonu belirlendi. 50pg/ml cift iplikcikli DNA
iceriginin 260 nm dalga boyunda 1 optik densite (OD) verdigi kabul edilmektedir.260
nm’deki 6lglim degeri asagidaki formule uygulanarak DNA konsantrasyonu hesaplandi.

DNA Konsantrasyonu: OD260 X 50ug/ml

DNA orneklerinin safligi OD2g0/ OD2go orani kullanilarak belirlendi. Yeterince
iyi saflikta kabul edilen DNA’nin OD60/ OD2gp degeri yaklasik 1,8°dir. Ortamda fenol veya
protein mevcutsa bu oran 1,8’den kicuk olacaktir. ODggo/ ODog degeri 2°den buyukse
ortamda RNA bulundugu anlamina gelir.

3.6.3. Gen Polimorfizmlerinin Tespiti

TLR-9 rs352140 (C>T) ve TLR-9 rs187084 (-1486 T>C) lokusuna ait alleller
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile c¢ogaltildi. DNA 06rneklerinin her birinin

amplifikasyonu icin toplam 26 pl’lik PZR karigimi hazirlandi.

3.6.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction-PZR)’da
Kullanilan Kimyasal Maddeler ve PZR’in Hazirlanisl

DNA Taq polimeraz enzimi (5U/ul); PZR reaksiyonundaki son konsantrasyonu
1 unite olacak sekilde 26 ul lik PZR reaksiyonuna 0,3 pul eklendi. dNTP’ler (100 umol/ml)
(Fermentas R0171) 100 mM' ik dNTP' lerden (dATP, dTTP, dCTP, dGTP ) 10’ ar ul alinip
(toplam 40 pl) 1 pl” lik tupe kondu ve Uzerine 960 pl distile su eklenerek (d2H20) 1000 pl
ImM ‘hk dNTP karisimi hazirlandi ve -20 °C derin dondurucuda saklandi. PZR
reaksiyonuna bu stoktan alinan dNTP karigimi kullanildi. MgCl, (25mM/ml, Fermentas
EP0402)’den 26 pl’lik PZR karisimina 1,75 ul eklendi.10 X DNA Tag PZR Tamponu (NHa)
2SO4°lU (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 2,5 pl
eklendi. HCI’den 100mM (pH 8,8, 25°C’de), 500mM KCI ve %0,8 Nonidet P40 iceren 10X
Taqg PZR tamponundan 26 pl’lik PZR karisimina 2,5 pl eklendi.
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3.6.3.2. PZR Karisiminin Hazirlanisi
TLR-9 rs352140 (C>T) bolgesinin c¢ogaltilmasinda kullantlan primerlerin
nukleotid dizisi asagida verildigi sekildedir.

Primer dizileri:
F-5-GCAGCACCCTCAACTTCACC-3
R-5-GGCTGTGGATGTTGTTGTGG -3

TLR-9 (C>T) bolgesindeki amplifikasyonun gerceklestirilmesi igin, toplam
reaksiyon hacmi 26 pul olacak sekilde Tablo 3.1’deki bilesenler sirasi ile 0,2 mI’lik steril tupe
konuldu. Her 6rnek igin iki PZR tlpu hazirlandi.

Tablo 3-1: TLR-9 (C>T) icin PZR karisiminin hazirlanmasi

. Taq DNA
PZR Karisimi  dH,O MgCl,  MgFree (Tampon) dNTP Primer _
Polimeraz
Miktar (ul) 17,25 1,75 2,5 1,5 1 0,3

TLR-9 rs187084 (-1486 T>C) Polimorfizminin gozlendigi bolgeyi cogaltmak
icin kullanilan primerlerin nlkleotid dizisi asagida verildigi sekildedir.

Primer dizileri:
F-5-TCATTCAGCCTTCACTCAGAAA -3
R-5-ACCTCCCACCCCAGATCT-3

TLR-9 (-1486 T>C) polimorfizimlerinin tespitinin yapilmasinda, her bir 6rnek
icin yine toplam reaksiyon hacmi 26 ul olacak sekilde, Tablo3.2’deki bilesenler sirasi ile 0,2
ml’lik steril tipe konuldu. PZR karigiminin hazirlanma islemlerinin hepsi buz (zerinde,

sogukta ve steril kabin igerisinde yapildi.
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Tablo 3-2: TLR-9 (-1486 T>C) icin PZR karisiminin hazirlanmasi

. Taqg DNA
PZR Karisimi  dH,O MgCl, MgFree (Tampon) DNTP Primer _
Polimeraz
Miktar (ul) 17,25 1,75 2,5 1,5 1 0,3

Her iki reaksiyon icin Taq polimeraz enzimi eklendikten sonra hi¢ vakit
kaybetmeden tlp igine konan bilesenlerin iyice karismasi igin pipetleme islemi yapildi.
Ornek sayisi kadar 0,2 ml’lik tiiplere 24 ul reaksiyon karisimi dagitildi. Daha sonra her tiipe
2 ul DNA eklenerek yeniden pipetleme yapildi.

3.6.3.3. TLR-9 (C>T) ve TLR-9 (-1486 T>C) Gen Bolgesinin PZR Yontemi ile

Cogaltilmasi

PZR karisimi her bir 6rnek igin hazirlanarak Tablo 3-1’de ki TLR-9 ( C>T),
Tablo 3-2’de ki TLR-9 (-1486 T>C) icin amplifikasyon sartlarina gére daha 6nceden 95 °C
sicakliga cikarilmis PZR cihazina(Biorad Thermal Cycler)drnekler yerlestirildi ve PZR
islemi baslatildi (Tablo 3-3, tablo 3-4).

Tablo 3-3: TLR-9 ( C>T) polimorfizmine ait amplifikasyon sartlari

95°C 5 dakika
94 °C 45 saniye
56,2 °C 45saniye 35 dongu
72°C 45 saniye
72°C 5 dakika
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Tablo 3-4: TLR-9 (-1486 T>C) polimorfizmine ait amplifikasyon sartlari

95°C 5 dakika
94 °C 45 saniye
61,1°C 45 saniye 35 dongl
72°C 45 saniye
72°C 5 dakika

3.6.3.4. TLR-9 ve TLR-9 (-1486 T>C) PCR Uriinlerinin %2’lik Jele Yiiklenmesi ve
PCR Urunlerinin Kontrolii

%2’lik agaroz jel hazirlanmak igin, agarozdan 4 gr tartilarak olcult kap icine
konuldu. Uzerine son hacim 200 ml olarak sekilde 1X TBE tamponu eklendi ve mikrodalga
firnda 1sitilarak  ¢oziindurdldi.  Olgulii kabin  sicakhgi elle tutulabilecek sicakliga
dustiglinde ¢6zinmus agaroz jel icine 4ul etidyum bromir ilave edildi. Hazirlanan jel, jel
yatagina dokdlerek, yukleme kuyucuklarinin olusmasi igin dnceden yuksekligi ayarlanmig
tarak yerlestirilerek ceker ocak icinde donmaya birakildi. Jel donduktan sonra tarak
dikkatlice ¢ikarildi ve jel 6rnek yuklenmesi i¢in hazir duruma geldi.

Jel hazirlandiktan sonra 1X TBE tamponu igeren elektroforez tanki icine uygun
sekilde konuldu. TBE tamponun jelin zerini 2-3 ml gegecek miktarda olmasina dikkat
edildi. 26ul PZR drtnidnden, 6ul ahnip 2ul yiukleme tamponu ile pipetleme yapilarak
karistirildi. Ornek karisimi alinarak kuyucuklara sirayla yikleme yapildi. Yikleme
isleminden sonra jel tankinin kapag! dikkatlice kapatildi. Gug¢ kaynagi (E-C apparatus
Corporation, E-C4000P) 500 miliamper ve 120 volt elektrik gtictine ayarlanarak elektroforez
jel yurutiilmesi gerceklestirildi. Orneklerin jel icinde istenilenden fazla yiirimemesi icin
elektroforez isleminin siresine dikkat edilmelidir.

Yurttme isleminden sonra jel UV isik altinda PZR drlnleri incelendi ve
fotografi UV transilliminator diizeneginde gekildi.

3.6.3.5. TLR-9 (C>T) Polimorfizmi Tespiti i¢cin Restriksiyon Enzimi Kesimi
Amplifikasyon sonrasi 5 mikrolitre PCR 0Orind BstUl Restriksiyon
Endonikleaz enzimi ile 37C’de gece boyu inkibe edilerek polimorfik varyantlar tespit
edilecektir. Kesim iglemi gerceklestirilen trtinler %2’liik agaroz jelde gozlemlenecektir. TT
genotipi 390 bp olarak, CC genotipi ise 227, 133 bp olarak saptanacaktir
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Tablo 3-5: BstU1 enzimi igin kesim protokolu

Malzeme Adi Miktari
Apirojenik Su 4,5 ul
Buffer Tango 0,5l
BstU1l 0,25 pl
PZR Uruni 5ul

Sekil 3-1: TLR-9(C>T) gen polimorfizmine ait % 2’lik agaroz jeldeki goruntd.
Sirasiyla 100b¢ marker, CT (390, 227, 133bg), TT (390bg), CC (227 ve 133bg), CT (390, 227,
133bg) genotipleri

3.6.3.6. TLR-9 (-1486 T>C) Polimorfizmi Tespiti i¢in Restriksiyon Enzimi Kesimi
Amplifiye olan PZR urunleri Aflll Restriksiyon Endonikleaz enzimi ile 37
C°’de gece boyu inkiibe edilerek polimorfik varyantlar tespit edilecektir. Kesim islemi
gerceklestirilen drtinler %2’10k agaroz jelde gozlemlenecektir. Kesim isleminde kullanilan
reaksiyon icerigi tablo 3-5’te belirtilmistir.
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Tablo 3-6: Aflll enzimi igin kesim protokoli

Malzeme Adi Miktari
Apirojenik Su 4,5l
Buffer Tango 0,5 pul
AflII 0,25 pl
PZR Uruni 5ul

Kesim islemi gerceklestirilen Grlinler %3’luk agaroz jelde gdzlemlenecektir.
Dogal tip varyant TT 299 bp olarak, mutant tip varyant CC ise 155, 144 bp olarak

saptanacaktir. Elde edilen kesim Grlnlerinin analizi igin:

*  %2’lik agaroz jel hazirlandi.

+ dlgili kesim enzimleri ile kesilen PZR driinlerinden 8 pl ve yiikleme
tamponundan 2 ul ahinarak karistirthp %2’lik agaroz jeldeki kuyulara yikleme
yapildi.

» Kesim drlnleri, DNA molekiler marker (Fermentas PUC 19, 50 bp marker) ile

birlikte yuratalda.

Ydurutme sonrasi jel Gzerindeki bantlar, UV 1s1k (304 nm) altinda incelendi (Sekil 3-2)

Sekil 3-2: TLR-9 (-1486 T>C) Polimorfizmi degisiminie ait % 3’lik agaroz jeldeki goriintd.
Sirastyla 50 b¢ marker, CC (155 ve 144bg), CC (155 ve 144bg), TC(299, 155 ve 144bp) ve TT
(299bc) genatipleri
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3.6.4. Serum TLR-9 Duzeylerinin Tayini

Serum TLR-9 duzeylerinin tayini i¢in TLR-9 elisa kiti (DIACLONE, Fransa)
kullanilmigtir. Kit protokoliine uygun olarak temin edilen kanlar serum ayirma tupleri
kullanilarak ayrilmistir. Prosediire gore gln icerisinde serum ve plazmasi ayrilacak olan
ornekler 1000xg hizda 15 dakika santrifiije alinmadan 6nce 2 saat oda sicakliginda, gln
icerisinde ayrilmayacak olanlar da +4°C ‘de bir gece inkibasyona birakilmistir. Ayrilan
serum ornekleri -80°C’de muhafaza edilmistir.

Elisa prosedurine baslamadan dnce serum ornekleri ve elisa kiti 30-60 dakika
oda 1sisinda inkiibasyona birakilmistir. I nkilbasyonun ardindan Biotin antikoru ve HRP-
avidin kit icerisinde bulunan dilusyon soltsyonlari kullanilarak 1:100 oraninda
seyreltilmistir. Yikama solusyonu da distile su kullanilarak 1:30 oraninda diliie edilerek
hazirlanmistir. Prosedire uygun olarak drnek dilisyon soltsyonu kullanilarak standartlar da
hazirlanilarak prosedire baslanmistir.

Ilk asamada, plate kuyularina 100 pl standartlar ve serum ornekleri belirlenen
kuyulara ayri ayri eklenerek 37°C’de 2 saatlik inkiibasyona birakilmistir. I nkiibasyonun
ardindan yikama yapmadan plate tzerindeki kuyular bosaltilarak her kuyuya 100 pl biotin
antikoru eklenmis ve 37°C’de 1 saatlik inkilbasyona birakilmistir. I nkiibasyon 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
baslatiimistir. Ardindan kuyular bosaltilarak 5 kere yikama soltisyonu ile yikama
gerceklestirilmistir. 5. yikamadan sonra kuyular bosaltilarak 90 pl TMB substrati eklenerek
karanlik ortamda 15-30 dakika reaksiyonun gerceklesmesi beklenmistir. Reaksiyonun
sonlandirilmasi icin 50 pl stop solusyonu eklenerek 5 dakika i¢inde 450 nm dalga boyunda
Elisa Plate okuyucu da absorbanslar okunmustur. Standartlarin absorbanslari kullanilarak
standart egri grafigi cizilmis ve serum o©rneklerinin hesaplamalari yapilarak sonuglar

degerlendirilmistir.

3.6.5. Sonuglarin Degerlendirilmesinde Kullanilan istatistiksel Yontemler

Bu calismanin istatistiksel analizinde SPSS 11.0 paket programi kullanilarak
yapilmistir. istatistiksel anlamhilik siniri p<0.05 olarak alinmistir.

Genotip ve allelerin gorilme sikhginin  gruplar arasi  farkhliklarinin
degerlendirilmesinde Ki kare ve Fisher testi kullanilmistir. Allel frekanslari gen sayma

metoduna gore yapiimistir.
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Gruplar arasi demografik verilerin Kkarsilastirilmasinda Student’s t, One-way

Anova ve Mann Whitney U testleri kullaniimistir.
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4. BULGULAR

Cahismamiza hasta grubu olarak sepsis tanisi konulmus 22 kadin ve 58 erkek
olmak Gzere 80 birey, kontrol grubu olarak ise herhangi bir enfeksiyon bulgusu tasimayan
19 kadin ve 81 erkek olmak tizere 100 saglhkli birey dahil edilmistir.

Cahisma gruplarimiza ait demografik veriler tablo 4-1’de, biyokimyasal veriler
ise tablo 4-2'de verilmistir. Yapilan istatistiksel incelemede calisma gruplari arasinda
hastalarin yasi, kilosu ve boyu agisindan istatistiksel bir farklilik bulunmamistir (p>0,05).
Ancak sepsis grubunda Kronik Obstruktif Akciger Hastaligi (KOAH) (p<0,001, x*=13,534,
OR=4,95, %95 glven araligi=2,00-12,29), Kronik bobrek yetmezligi (KBY) (p=0,002; %95
guven arahgi=1,03-1,19), Akut Renal Hasar (ARH) (p<0,001, %095 glven araligi=4,67-
55,58 ) ve Devamli veno-vendz Hemodiyafiltrasyon (CVVHDF) uygulanan hasta (p<0,001,
%95 glven araligi= 3,60-32,98) sikhgl da saglikli gruba gore istatistiksel olarak anlaml
yuksek saptanmistir.

Hasta grubu kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda; 16kosit sayisi (WBC)
(p<0,001; %95 guven araligi=9,77-15,53), C reaktif protein (CRP) (p<0,001; %95 gliven
aralig1i=15,85-18,02), vicut 1sisi (p<0,001; %95 guven araligi=0,34-0,73), laktat diizeyi
(p<0,001; %95 guven arahgi=2,04-3,18), kan glukoz (p<0,001; %95 gliven araligi=34,75-
63,75), kreatinin (p<0,001; %95 glven araligi=0,77-1,35), Kan dre azotu (BUN) (p<0,001;
%95 guven arahgi=35,95-46,86), plazma Potasyum duzeyi (p=0,004; %95 guven
araligi=0,06-0,43), SGPT (p<0,001; %95 guven araligi=88,96-279,02), SGOT (p<0,001,
%95 guven arahgi=229,03-592,42), laktat dehidrogenaz (LDH) (p<0,001; %95 guven
araligi=184,94-300,71), total bilirubin (p<0,001; %95 given araligi=1,19-3,79) ve PaO;
(p=0,003; %95 guven araligi=0,41-21,45) dizeyleri saglikli gruba gore istatistiksel olarak
anlamli dlizeyde ylksek olarak saptanmistir.

Bununla beraber hasta grubunda; arteriyel kan gazi érneklerindeki kan gazi pH
dizeyi (p<0,001; %95 guven araligi =0,04-0,08) ve HCO; duzeyi (p<0,001; %95 guven
araligi=2,05-3,89) ile kan hemoglobin seviyesi (p<0,001; %95 guven arahgi=3,17-4,07),
trombosit sayisi (PLT) (p<0,001; %95 giiven araligi=154,95-887,43), plazma Na* seviyesi
(p<0,001; %95 guven arahgi=0,34-3,02) ve PaO,/ FIO, orani (p<0,001; %95 glven
araligi=160,23-199,09) ise kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli azalmis olarak

saptanmistir.
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Calismamizda sepsis vakalarimizin ortalama arter basinclari (OAB) kontrol
grubuna gore istatistik anlamli olarak distik (p<0,001; % gliven araligi= 16,89-24,83), KH
degerleri ise anlamh yuksek (p<0,001; %95 guven araligi=19,50-30,14) olarak
saptanmigtir. Sepsis vakalarimizin mortalite orani %93,8'dir. Calisma gruplarina ait
demografik parametreler tablo 4-1’de, biyokimyasal parametreler ise tablo 4-2'de verilmistir.



Tablo 4-1. Calisma gruplarina ait demografik parametreler

Parametreler

Sepsis Grubu (n=80)

Kontrol Grubu (n=100)

Yas (yil) 64,70+11,51 63,28+11,32
Kilo (kg) 77,98+11,59 77,39+11,97
Boy (cm) 167,21+10,01 167,59+8,25
Hipertansiyon (%) 72,5 69
NIDDM (%) 15 21
IDDM (%) 13,8 8
KOAH (%) 30* 8
PAH (%) 15 8
KBY (%) 10** -
ARH (%) 36,2 e
CVVHDF (%) 31,2 4
Malignite (%) 20 =
Kortikosteroid kullanimi (%) 6,2 -
Insulin infuzyon (%) 20 2
Inotrop ajan kullanimi (%) 70 -
Vazokonstruktdér ajan kullanimi (%) 75 -
OAB (mmHg) 65,48+14,97* 86,34+12,04
KH (atim/dk) 103,12+ 20,39* 78,30% 15,77
CVP (mmHg) 8,62+3,17 8,50+3,17
VIP (%) 88,8 -

IYE (%) 16,2 -
Bakteriyemi (%) 27,5 -

Ates (°C) 37,03+0,98* 36,49+0,14
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Gruplararas farkhlik ki-kare ve Student t testi ile incelenmistir. *p<0,001, **p=0,002 , n:Birey sayisi, NIDDM: Insiilin Bagimli Olmayan Diyabetes
Mellitus, IDDM: Insiilin Bagimli Diyabetes Mellitus, KOAH:Kronik Obstruktif Akciger Hastaligl, PAH: Periferik Arter Hastaligi, KBY:Kronik
Bobrek Yetmezligi, ARH: Akut Renal Hasar, CVVVHDF: Devamli veno-vendz hemodiyafiltrasyon, OAB: Ortalama arter basinci, KH:Kalp hizi,
CVP: Santral Vendz Basing, VIP: Ventilator iliskili Pnomoni, IYE: idrar Yolu Enfeksiyonu




Tablo 4-2. Calisma gruplarina ait biyokimyasal parametreler
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Parametreler Sepsis Grubu (n=80) Kontrol Grubu (n=100)
Kreatinin (mg/dL) 2,04+1,42* 0,97+0,34

BUN (mg/dL) 62,29+26,99* 20,88+5,41
Hemoglobin (g/dL) 9,63+1,10 13,26+1,77*
Lokosit (kg/mm?®) 20478,61+14374,37* 7826,60+2272,53
Trombosit 184721,25+132050,84 306571,97+92610,71 *
CRP (mg/L) 17,43+5,36* 0,50+1,03

pH 7,35+0,10* 7,42+0,31

PaO, 107,70£45,33*** 96,76+25,12
PaO,/ F10, 205,28+66,16* 384,94+64,94
PaCO, 36,22+12,67 35,00+3,89
HCO; 21,76+4,42 24,73+1,24*
Laktat (mEqg/L) 3,78+3,63* 1,02+0,43
Glukoz (mg/dl) 162,87+63,13* 113,62+33,71

Na" (mEq/L) 137,60+7,45 138,94+3,69
K*(mEq/L) 4,06+0,82** 3,81+0,42
Albumin 2,67+0,58 4,11+0,61
SGOT 440,16+91,60* 29,43+2,23
SGPT 212,08+47,86* 28,08+2,47

Total Bilirubin 3,1946,50* 0,69+0,72

LDH 480,03+257,14* 237,20+124,26
Gruplararasi farklilik Student t testi ile incelenmistir. *p<0,001, **p=0,04, ***p=0,003

n:Birey sayisi, BUN:Kan (ire azotu, CRP:C-Reaktif Protein, PaO, :Arteriyel parsiyel oksijen basinci, PCO,: Arteriyel parsiyel karbondioksit basinci,
HCO:Bikarbonat, Na:Sodyum, K:Potasyum, SGOT:Serum Glutamik oksaloasetikasit transaminaz, SGPT: Serum glutamik piriivik transaminaz,
LDH: Laktat dehidrogenaz, PaO,/FI0,: Arteriyel parsiyel oksijen basinci/inspire edilen Fraksiyone Oksijen yiizdesi

Sepsis grubunda saptanan etken patojen mikroorganizmalarin orani tablo 4-3'de
verilmistir. Hastalarimizda en sik Pseudomonas aeruginosa, Acitenobacter baumannii ve
Klebsiella pneumoniae etken patojenlerine bagl ventilator iliskili pnomoni (VIP)
enfeksiyonlari saptanmistir.



Tablo 4-3. Sepsis grubunda saptanan etken patojen mikroorganizmalar

Etken Patojen Mikroorganizmalar %
Acinetobacter baumannii 35
Pseudomonas aeruginosa 35
Klebsiella pneumoniae 26,2
MRSA 25
Enterobacter 12,5
Escherichia coli 11,2
MHSA 7,5
Streptococcus pneumoniae 6,2
Corynebacterium striatum 6,2
Vankomisin direncli Enterokok 5
Aspergillus 1,2
Serratia marcescens 1,2
Candida 3,8

MRSA:Metisiline Rezistans Staphylococcus Aureus, MHSA: Metisilin Hassas Staphylococcus Aureus
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Tablo 4-4'de her iki grubun TLR-9 (-1486 T>C) polimorfizmi genotip ve allel
dagihmlari gosterilmistir. Calisma gruplarimiz arasinda TLR-9 (-1486 T>C) polimorfizmi

genotip ve allel dagihmlari agisindan istatistiksel olarak anlamli bir bulguya rastlanmamistir.



53

Tablo 4-4. Calisma gruplarinda TLR-9 (-1486 T>C) polimorfizmi genotip ve allel dagilimlari

Sepsis Grubu (n=80) Kontrol Grubu (n=100)
[ Genotip |
TT 38 (%47,5) 47 (%47)
CcC 12 (%15) 18 (%18)
TC 30 (%37,5) 35 (%35)
[Allel |
T 106 (%66,25) 129 (%64,5)
C 54 (%33,75) 71 (%35,5)
n: birey sayisi

Tablo 4-5°de calisma gruplarinda TLR-9 (C>T) polimorfizmi genotip ve allel
dagihmlari gosterilmistir. Calisma gruplari arasinda TLR-9 (C>T) polimorfizmi genotip ve

allel dagilimlari agisindan anlamli bir iliski saptanmamistir.

Tablo 4-5. Calisma gruplarinda TLR-9 (C>T) polimorfizmi genotip ve allel dagilimlar

| || Sepsis Grubu (n=80) || Kontrol Grubu (n=100) |
[ Genotip |
cc 27(%33,8) 31 (%31)
TT 24 (%30) 20 (%20)
cT 29 (%636,2) 49 (%49)
| Allel |
c 83 (%51,87) 111 (%55,5)
T 77 (%48,13) 89 (0645,5)
n: birey sayisi

Serum TLR-9 dizeyleri ¢alisma gruplari arasinda Karsilastirildiginda sepsis
grubunda TLR-9 serum duzeylerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli distk
bulundugu gozlenmistir (p=0,002) (Tablo 4-6). Ayrica sepsis grubunda 6len olgularda
(0,65%0,17pg/ml) sagkalimi olan hastalara gore (0,70+0,68 pg/ml) serum TLR-9 dilzeyleri
daha dlsik saptanmis fakat istatistiksel olarak anlamlilik g6zlemlenmemistir (p>0,05).
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Fakat bu bulgumuza ek olarak sepsis grubundaki hastalari laktat diizeyleri <5 mEg/L ve >5
mEQg/L olacak sekilde gruplandirdigimizda laktat diizeyi >5 mEg/L olan hastalarda TLR-9
duizeylerinin (0,79+0,36 pg/ml) laktat diizeyi <5 mEg/L olan hasta grubuna goére (0,62+0,14
pg/ml) istatistiksel anlamli olarak yiksek oldugu g6zlemlenmistir (p=0,009).

Tablo 4-6. Calisma gruplarinda serum TLR-9 diizeyleri

Gruplar Sepsis Grubu Kontrol Grubu
(n=80) (n=100)
TLR-9 diizeyi (pg/ml) 0,66+1,05 * 0,74£0,41
Gruplararasi karsilastirmada Mann-Whitney U testi kullaniimistir. *p=0,002 , n: birey sayisi

Tablo 4-7’de calisma gruplarinda TLR-9 (C>T) ve TLR-9 (-1486 T>C) genotip
ve allel dagilimlarina gore serum TLR-9 dlzeyleri gosterilmistir.

Sepsis grubunda TLR-9 (-1486 T>C) CC genotipi tasiyan bireylerde serum
TLR-9 duizeyi, TT genotipi tasiyan hastalara gore istatistiksel olarak yiksek gézlemlenmistir
(p=0,033, %95 glven arahgi: 0,60-1,42). Sepsis grubunda TLR-9 (C>T) polimorfizmi ve
serum TLR-9 dlzeyleri agisindan ise anlamli bir bulgu elde edilememistir. Kontrol
grubunda her iki polimorfizm ile serum TLR-9 dizeyleri arasinda anlamli bir iligki
goralmemistir. Calisma gruplarinda her iki polimorfizme ait alleller ile serum TLR-9
diizeyleri arasinda da anlaml bir farklilik bulunmamistir.

Calisma gruplari arasinda TLR-9 (C>T) ve TLR-9 (-1486 T>C) genotip ve allel
dagilimlarina gore serum TLR-9 dizeylerini degerlendirdigimizde; sepsis grubunda hem
TLR-9 (1486 T>C) TT genotipi taslyan bireylerde (p=0,011; %95 given arahigi: 0,055-
0,44) hem de TLR-9 (C>T) TT genotipi taslyan bireylerde (p=0,036; %95 given araligi:
0,01-0,55) serum TLR-9 diizeylerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilik

seviyesinde azaldig! tespit edilmistir.
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Tablo 4-7. Calisma gruplarinda TLR-9 (C>T) ve TLR-9 (-1486 T>C) genotip ve allel

dagilimlarina goére serum TLR-9 diizeyleri

TLR-9 (C>T) Sepsis Grubu (n=80) Kontrol Grubu (n=100)
Genotip

cc 0,85+1,72 (n=27) 0,66+0,35 (n=31)

TT 0,48+0,38 (n=24) *** 0,76+0,47 (n=20)
CT 0,63+0,44(n=29) 0,78+0,42 (n=49)
Allel

C 0,73+1,23 (n=56) 0,73+0,40 (n=80)

T 0,56+0,42 (n=53) 0,77+0,43 (n=69)

TLR-9 (- 1486 T>C)

Sepsis Grubu (n=80)

Kontrol Grubu (n=100)

Genotip

TT 0,49+0,38 (n=38) ** 0,73+0,44 (n=47)
CcC 1,24+2,54 (n=12)* 0,73+0,36 (n=18)
TC 0,63+0,46 (n=30) 0,76+0,40 (n=35)
Allel

T 0,55+0,42 (n=12) 0,74+0,42 (n=82)
C 0,81+1,40 (n=42) 0,75+0,38 (n=53)

n: birey sayisi, *p=0,033 **p=0,011***p=0,036

Sekil 4-1 ve Sekil 4-2°de sepsis grubunda TLR-9 (C>T) ve TLR-9 (-1486 T>C)
polimorfizmleri genotip dagilimlarina gore serum TLR-9 dizeyleri sematiksel olarak
gosterilmistir. TLR-9 (C>T) polimorfizmi agisindan TLR-9 dizeyleri CC>CT>TT seklinde

siralanirken TLR-9

g6zlemlenmistir.

(-1486 T>C) polimorfizmi

acisindan  TT>TC>CC

seklinde
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Sekil 4-1. Sepsis grubunda TLR-9 (C>T) polimorfizmi genotip dagilimlarina gére serum TLR-9

diizeylerinin sematik gosterimi
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Sekil 4-2. Sepsis grubunda TLR-9 (-1486 T>C) polimorfizmi genotip dagilimlarina gore serum

TLR-9 duzeylerinin sematik gosterimi
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Sepsis grubunda enfeksiyon etkeni patojen mikroorganizmalar ve gen
polimorfizmleri arasindaki iligki tablo 4-8de go0sterilmistir. TLR-9 (-1486 T>C)
polimorfizmi CC genotipi tasiyan hastalarda Klebsiella pneumoniae enfeksiyonu varligina
CC tasimayan hastalara gore daha sik rastlanmistir (p=0,043, ¥2=4,11, OR=3,53, %95
guven araligi= 0,99-13,56).

TLR-9 (C>T) TT genotipi tasiyan sepsis hastalarinda Acitenobacter enfeksiyonu
sikhgi anlamli diizeyde azalmis olarak gozlemlenmistir (p=0,039, %95 gliven araligi= 0,08-
0,88). Benzer bir bulgu Pseudomonas enfeksiyonu icin de s6z konusudur (p=0,039, %95
guven araligi= 0,08-0,88).

Tablo 4-8. Sepsis grubunda enfeksiyon etkeni patojen mikroorganizmalar ve gen

polimorfizmleri arasindaki iligkinin gosterilmesi

TLR-9 (C>T) polimorfizmi TLR-9 -1486 T>C polimorfizmi
Enfeksiyon etkeni cC T T T cC TC
patojen - - = = = =
mikroorganizmalar (n=27) (n=24) (n=29) (n=38) (n=12) (n=30)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Acinetobacter baumannii 12 (44,4) | 4(16,7)** | 12 (41,4) | 12 (31,6) 6 (50) 10 (33,4)

Pseudomonas aeruginosa 11 (40,7) | 4(16,7)** | 13 (44,8) | 12(31,6) | 4(33,4) 12 (40)

Klebsiella pneumoniae 8(296) | 7(292) | 6(20,7) | 11(28,9) | 6(50)* | 4(133)
Enterobacter 2(7.4) 6 (25) 2(69) | 5(132) | 1(8.3) | 4(13.3)
MRSA 8(296) | 5(208) | 7(241) | 12(31,6) | 4(333) | 4(133)
MHSA 3 (11,1) 2(8.3) 1(34) | 5(105) | 1(83) | 1(3.3)
Candida 1(3.7) 1(42) 1(34) | 2(53) - 1(53,3)
Corynebacterium striatum | 3 (11,1) 1(42) 1(34) | 2(53) | 1(83) | 2(67)
Escherichia coli 4(148) | 5(208) - 5(132) | 1(83) | 3(10)

VRE 2(7.4) 1(42) | 1(%34) | 2(G3) | 1(83) | 1(3.3)

Aspergillus - 1(42) - - - 1(3.3)

Serratia marcescens - 1(42) - 1(2.6)

Streptococcus pneumoniae | 1 (3,7) 2(8.3) 2(69) | 1(26) - 4(133)

MRSA:Metisiline rezistans Staphylococcus aureus, MHSS: Metisilin hassas Staphylococcus aureus. VRE: Vankomisin direncli
enterokok *p=0,043, **p=0,039




58

Tablo 4-9’da sepsis grubunda enfeksiyon etkeni patojen mikroorganizma tipine
gore serum TLR-9 dizeyleri diizeyleri gosterilmistir. Enfekte olan birey sayisi istatistiksel
olarak degerlendirme acgisindan yetersiz olmakla birlikte en yiuksek TLR-9 dizeylerinin
Corynebacterum striatum enfeksiyonu varliginda, en distk dizeyin ise E.coli enfeksiyonu
varliginda goruldugu saptanmistir.

Tablo 4-9. Sepsis grubunda enfeksiyon etkeni patojen mikroorganizma tipine goére

serum TLR-9 duzeyleri

Enfeksiyon etkeni patojen|| (n=80) TLR-9 duzeyi
mikroorganizmalar (pg/ml)
Acinetobacter baumannii 28 0,80+1,69
Pseudomonas aeruginosa 28 0,66+0,48
Klebsiella pneumoniae 21 0,53+0,42
Enterobacter 10 1,19+2,83
MRSA 20 1,01+1,97
MHSA 6 0,64+0,41
Candida 3 0,51+0,38
Corynebacterium striatum 5 2,61+3,69
Escherichia coli 9 0,40+0,28
Vankomisin direncli enterokok 4 0,66+0,46
Aspergillus 1 1,16
Serratia marcescens 1 0,47
Streptococcus pneumoniae 5 0,45+0,41
MRSA: Metisiline rezistans Staphylococcus aureus, MHSS: Metisilin hassas Staphylococcus aureus.
*p=0,043, **p=0,039

Bulgularimiza ait haplotip analizleri yapildiginda ¢alisma gruplar arasinda
haplotip frekanslari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki gozlemlenmemistir
(D:0.562, LOD:6,65, r*: 0,144) (Tablo 4-10) (Sekil 4-3).



Tablo 4-10. Calisma gruplarinda TLR-9 polimorfizmlerine ait haplotip frekanslar

Haplotip Frekans Hasta, kontrol oranlari X?

iliskileri
TT 0.391 0.432, 0.358 2.06 0.151
CC 0.277 0.278, 0.277 0.0 0.988
CT 0.262 0.235, 0.284 1.105 0.293
TC 0.070 0.056, 0.082 0.92 0.337

Sekil 4-1 LD grafigi
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Klinik parametreler ile genotip dagilimlari arasindaki iliskiyi arastirdigimizda

TLR-9 (C>T) polimorfizmi heterozigot CT genotipi tasilyan hastalarda KOAH hastaligi

gorilme sikhg istatistiksel olarak yiiksek gdzlemlenmistir (p=0,029, y >=4,763, OR:2,95,

%95 glven araligi=1,097-7,954). Ayrica hastalarda periferik arter hastaligina sahip olma

riski ile C alleli tasima sikligl arasinda ters orantili bir anlamhlik oldugu saptanmistir
(p=0,020, ¥*=5,397, OR:3,26, %95 giiven arali31=0,067-0,850) (Tablo 4-11).
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Tablo 4-11. Sepsiste klinik parametreler ve genotip dagilimlari arasindaki iliskinin gdésterilmesi

TLR-9 (C>T) polimorfizmi

TLR-9 -1486 T>C polimorfizmi

gellirr;rliletreler ce T ) T a9 e
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

KOAH 6 (%22,2) | 5(%20,8) | 13 (%44,8)* || 13 (%34,2) | 1(%8.3) 10(%33,3)
PAH 3(%11,1) | 7 (%29,2) 2 (%6,9) 6 (%15,8) 1 (%8,3) 5 (%16,7)

TLR-9 (C>T) polimorfizmi TLR-9 -1486 T>C polimorfizmi
o C alleli T alleli T alleli C alleli

n (%) n (%) n (%) n (%)
KOAH 19 (%33.9) 18 (%34) 23 (%33,8) 11(%26,2)
PAH 5(%8,9)** 9 (%17) 11 (%16,2) 6 (%14,3)

*p=0,029,** p=0,020
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5. TARTISMA

Hastane ve yogun bakim hastalarinda ki en énemli 6lum nedenlerinden biri olan
sepsisin gorilme sikhgi, tim farkindalik calismalarina, modern antibiyotiklere ve ileri
restisitasyon yontemlerine ragmen halen yulksektir. Degisik serilerde %20-80 arasinda
degisen oranlar bildirilmektedir (22,112,113). Uygun antibiyotik tedavisine baslanilmasinda
gecikilen her saat icin mortalitenin ortalama % 5-10 arttigini gosteren calismalar sepsiste
erken tani ve tedavinin mortalitenin azaltilmasindaki 6nemini ortaya koymaktadir (114).
Oysa Kklinikte sepsis tanisint koymak Ozellikle yogun bakim hastalarinin  mevcut
komorbiditeleri ve karmasik klinik semptomlari nedeniyle ¢ogu kez kolay degildir.

Sepsis; enfeksiyona karsi verilen sistemik enflamatuvar yanit olarak
tanimlanmaktadir. Fizyopatolojide yer alan etken patojen mikroorganizmalarin ve konak
enflamatuvar yanitin erken tespiti tani ve tedavi igin onemlidir. Yogun bakim hastasinin
sepsis tanisinda biyolojik gostergelerin kullanilmasi hem erken taniyr ve bdylece uygun
tedavinin erken baslatilmasini saglamasi agisindan hem de prognozun tahmininde veya
antibiyotik yonetiminde de faydali olabilir (115). ideal bir sepsis biyogdstergesi sepsis
tanisina 6zel ve hassas olmali, hizli kullanimi saglanabilen, kolayca 6lculebilen ve ucuz bir
yontem olmali, Klinik semptomlar yokken bile hastalik siddetini Olgebilmeli, hastaligi ve
tedavi cevabini monitorize edebilmelidir. Bu amacla pekgok farkli biyokimyasal, hicresel
veya genetik biyogostergeler ile sitokin/kemokin, CRP veya prokalsitonin gibi akut faz
proteinleri ya da antitrombin, aPTT, D-dimerler, fibrin, protein C ve S gibi koagulasyon
biyogostergeleri kullaniimistir (113-115).

Major antimikrobiyal direncin ve patojenlerin hizli saptanmasinda, kulttr
bagiml olmayan polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR) ve kiitle
spektroskopisi gibi diagnostik yontemler 6zellikle kultlrl zor patojenlerde veya kualtlr
ornekleri alinmadan ampirik antimikrobiyal ajanlarin uygulandigi klinik durumlarda yararh
olabilir (33). Fakat bu molekiler yontemlerin Kklinikte deneyimi sinirhidir ve standart kan
kaltur yontemlerinin yerini almasi icin daha fazla klinik c¢alismaya ihtiya¢c oldugu
bildirilmektedir (116,117).

Sepsise yanit olarak en iyi bilinen hematolojik biyog0Ostergeler arasinda
I6kositoz, sola kayma ile birlikte notrofili ve daha az siklikla da nétropeni varligi sayilabilir.

Fakat bu gostergelerin hicbiri spesifik degildir ve enfeksiyon disindaki sebepler de dahil
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olmak (zere pek ¢ok durumda gorulebilmektedir. Bizim ¢alismamizda da sepsis grubunda
kontrol grubu ile karsilastirildiginda; I6kosit sayisi istatistiksel anlamli olarak yuksek
saptanmistir.

Bir diger hematolojik biyogosterge olarak CRP ve prokalsitonin sepsis tanisinda
ve tedavinin izlenmesinde 6nemli parametreler olarak ortaya konulmuslardir (18). CRP akut
faz reaktan proteinlerinden birisidir. Esas olarak karaciger hepatositlerinden enflamasyon
olan dokudan salinan IL-6 gibi bir sitokin uyarisina cevap ile sentezlenir. 48 saatte
maksimum seviyesine yukselir ve ortalama 19 saat yari émre sahiptir. Plazma diizeyinin en
onemli belirleyeninin sentez hizi olmasi nedeniyle CRP seviyesi akut faz cevabinin
kullanigh objektif bir gostergesidir. Normal dizeyi yaklasik olarak 0.8mg/L'dir fakat
yaslilarda daha ylksek saptanabilir. Sepsis gibi cogu akut veya kronik enflamatuvar
durumda duzeyi yiksek olan CRP yogun bakim hastalarindaki enfeksiyonlarda hem tanisal
hem de prognostik olarak en yaygin kullanilan biyogdstergedir (115).

Prokalsitonin, CRP’ye kiyasla daha c¢abuk yukselen ve inflamasyon gerilerken
nisbeten daha erken disen bir gostergedir. Prokalsitonin seviyesi ile sepsisin agirligi ve
mortalite arasinda iliski oldugu belirlenmistir. Yogun bakim (nitelerinde yapilan
calismalarda CRP >50 mg/L ve prokalsitonin > 1.5 nanogram/ml sinir kabul edildiginde
sepsis tanisini %100’e yakin duyarhlikla fakat %70 6zgullikte koyabildigi bulunmustur
(118). Prokalsitonini klasik enflamasyon yanitini belirleyen CRP, TNF-alfa, IL-6, 16kosit
sayisi ve vicut isisina karsin daha tstun bulan ¢alismalar da vardir.

Literaturde Prokalsitonin veya CRP gibi enfeksiyon belirteclerin sepsis
tanisindaki ve sepsisin akut enflamatuvar modelini diger yaygin enflamasyon nedenlerinden
ayirt etmedeki potansiyel rolleri tartismahdir (17). Literatirde sepsisin siddeti ile serum
CRP ve prokalsitonin dizeylerinin anlamli bir korelasyon gosterdigini bildiren ¢alismalarin
aksine agir sepsisli ve septik soklu hastalarda CRP dizeylerinin hastaligin siddetini
belirleyen bir belirteg olmadigini bildiren ¢alismalar da mevcuttur (118-120).

Yogun bakim taburculugundaki yuksek CRP duzeyleri, yuksek oranda yeniden
yogun bakima gelis ve yiksek hastane mortalitesi ile iliskilendirilmistir (121). Yogun
bakima kabul CRP degerlerinin >100mg/L oldugu hastalarda, <10mg/L olan hastalara gore
organ yetmezliklerinin gorulmesi ve mortalite anlamh olarak yuksek olmus, CRP
degerlerinin yiksek oldugu hastalarda tedavinin 48 saat sonrasindaki degerlerde diisme olan
olgularda mortalite %15'lere diiserken CRP duzeylerinin degismedigi hastalarda mortalite
%61 gibi ylksek degerlerde saptanmistir (122).
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CRP oOlciiminun sepsise spesifik olmamasi, diger enflamatuvar, enfeksiyon
hastaliklarinda ve steroid tedavisi alan hastalarda plazma konsantrasyonunda artis olabilmesi
nedenleriyle agir enfeksiyon ve diger akut enflamatuvar durumlari ayirmak igin bu
belirteclerin kullanimina dair tavsiye verilememektedir (28). Enfeksiyon tanisinda, sepsis
siddetinin ve prognozunun tayininde degisik sensitivite ve spesifiteleri bildirilmekteyse de
tekrarlanan CRP degerlerindeki egilimin tek bir CRP degerine gore daha faydali oldugu
gorulmektedir. 38.2° C Uzerindeki 1si ile birlikte yliksek CRP degerinin tanisal spesifitesi ise
%100'e kadar ylkselmektedir (115). Ayni sekilde diger klinik tablolarda da yikselebilmesi
ve esik degeri konusunda fikir birligi olmamasi nedeniyle, prokalsitonin 6lgtimlerinin tek
basina degil, ancak klinik ve diger laboratuvar bulgulari ile anlamlandirilmasi gerektigi, tek
bir 6lctimden ziyade belirli araliklarla 6l¢im yapilmasinin sepsis tanisi ve izlemi i¢in daha
faydali olacagi belirtilmektedir (18).

Calismamizda literatr ile uyumlu olarak sepsis grubunda CRP (p<0,001; %95
guven araligi=15,85-18,02), Iokosit sayisi (p<0,001; %95 glven araligi=9,77-15,53) ve
vicut sicakhgr (p<0,001; %95 gliven araligi=0,34-0,73) kontrol grubuyla karsilastirildiginda
beklenildigi tizere istatistiksel olarak anlamli diizeyde yuksek olarak saptanmistir.

Literaturde enflamasyon ve sepsis iliskisini genetik diizeyde gosteren ¢ok sayida
belirte¢ calismasi mevcuttur (123). IL-6 dizeyinin sistemik enflamasyon icin spesifik
olmamasi nedeniyle tek basina iyi bir tanisal gosterge olmadigl, ancak coklu panel
gostergeleri ile birlikte kullanilabilecegi, yiksek IL-6 diizeylerinin mortalite ve organ
yetmezlikleri ile korelasyon gosterdigi icin IL-6 takibinin prognostik bir ara¢ olarak faydal
olabilecegi belirtilmistir. Calismalar <1000pg/ml IL-6 dlzeylerinin sepsiste sagkalima, daha
yuksek seviyelerin ise mortaliteye isaret ettigini gostermektedir (124).

Toll geninin Grind olan ve toll-like reseptorler (TLR) olarak adlandirilan
proteinler, birgok patojene karsi hem dogal immun yanitin olusmasini hem de kazanilmis
immdan yanitin aktive olmasini saglayarak konak bagisiklik sisteminde ¢ok énemli bir gérev
alirlar. Literatlrde pek ¢ok calismada enfeksiy0z, kronik enflamatuvar ve otoimmiin olaylar
ile TLR aracili yollarin iligkisi bildirilmistir (125-128). TLR aktivasyonu ile sitokinlerin,
kemokinlerin ve arasidonik asit molekullerinin sentezi ve salinimi artar, reaktif oksijen
metabolitlerinin ortaya ¢ikmasi ile de dokuda hasar meydana gelir (129-131).

Sepsis, konagin yaygin sistemik enflamatuvar yanitinin neden oldugu yuksek
morbidite ve mortalite ile seyreden ciddi bir Kklinik problemdir. TLR'ler de sepsiste

hiperenflamasyonun baslamasinda ve doku hasarinin olusmasinda 6énemli bir role sahiptir.
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TLR genleri ve sepsis arasindaki iliskiyi arastiran ilk c¢alismalardan birisi Lorenz ve
arkadaslarinin yaptigi ve TLR-2 Arg753GIn polimorfizminin Staphylococcus aureus nedenli
sepsise yatkinlik olusturdugunu gosterdigi calismadir (110). TLR-2'nin gram (+)
bakterilerden kaynaklanan lipoproteinler, lipopeptidler, lipotekoik asit ve peptidoglikanlari
iceren PAMP’lari tanimasi nedeniyle akut enfeksiyonlarda 6nemli bir roli vardir (100).
TLR-2 kronik enflamatuvar hastaliklarda da rol alir. TLR-2 SNP bulunan olgularda
mikroorganizmalar konakla anormal etkilesime girebilmekte ve Crohn hastaliginda oldugu
gibi kronik enflamasyona neden olabilmektedir (132). SIRS olgularinda yapilan ¢alismada
TLR-4 mutasyonu olan vakalarda gram (-) enfeksiyon insidansi anlaml dizeyde yiksek
bulunmustur (133). Agnese ve arkadaslari TLR-4 polimorfizminin insanlarda gram (-)
mikroorganizmanin neden oldugu septik soka vyatkinlik olusturdugunu gostermislerdir
(107,108). Wurfel ve ark. calismalarinda TLR-1 polimorfizminin gram (+) sepsisi arttirdigini
bildirmislerdir (115). Asya irkinda IL-10 1082A/G mutasyonu ve sepsis patogenezi arasinda
pozitif bir korelasyon gosterilmistir (134). Dong ve ark ise IRAK-M polimorfizmini sepsis
gorulme riski ile anlamli olarak iliskilendirmislerdir (135).

Multidisipliner bir yogun bakimda yapilan ve TLR-2, TLR-4 ve TLR-5 SNP'lerin
incelendigi calismada da genetik polimorfizm ile sepsisin ne gelismesi ne de mortalitesi
arasinda bir iliski saptanmamis sadece TLR-2-R753Q SNP'nin genis seri calismalarla
desteklenmesi gerekmekle birlikte yogun bakimda enfeksiyon gelisimi icin yuksek risk
tastyan hastanin taninmasinda faydal bir gésterge olabilecegi belirtilmistir (111).

TLR-9 mikrobiyal DNA icin tanima kalibi tagiyan bir TLR'dir. Reseptorin
bakteriyel endotoksin ve ekzotoksin tanima kalibindaki genetik degisiklikler yogun bakim
hastasinda sepsis ve organ disfonksiyonlariyla iliskilendirilmistir. Major travmali 557
hastanin TLR-9 gen polimorfizm genotiplerinin incelendigi ¢alismada rs187084 ve rs352162
polimorfizmleri bakteriyel DNA stimulasyonuna yanit olarak l6kositlerden artmis TNF-alfa
uretimi ve yuksek sepsis morbiditeleri ile iligskili saptanmigtir. Calismacilar her iki
polimorfizmin major travma hastalarinda sepsis ve ¢oklu organ yetmezligi risk tahmini ile
ilgili olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir (6).

Davis ve arkadaslarinin puerperal A grubu streptokoksik sepsiste maternal
kazanilmis immun cevapta SNP'leri inceledikleri ¢alismalarinda sepsisli olgular ile kontrol
grubu karsilastirildiginda TLR-9(-1486), 1sI sok proteini (heat shock protein, HSP) 70-2 1267
ve IL-1beta-511 genotiplerinde anlamli farklilhk saptanmis ve puerperal grupta A grubu
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streptokokal sepsisin TLR-9, HSP 70-2 ve IL-1beta gen polimorfizmlerinin kazanilmig
immun cevap ile iliskili olabilecekleri belirtilmistir (136).

Literaturde TLR'nin SNP'leri ve hastaliklara karsi yarattigi duyarliliklar tlke
populasyonlarina gore de pek cok calismada incelenmistir. Tunus populasyonunda TLR-2,
TLR-4 ve TLR-9 polimorfizmleri ile Behget Hastaligi duyarliliginin incelendigi ¢alismada
TLR-9 (-1486 T>C) genotip ve allel igin istatistiksel anlam olmayan bir farklilik saptanmistir
(137). Cek populasyonunda TLR-2 (2408 G/A ve -16934A/T) ve TLR-9 (-1486C/T, -
1237C/T ve +2848A/G) polimorfizmlerinin kronik periodontit ile iligskisinin arastirildigi
calismada TLR-9 haplotip T(-1486)/T(-1237)/A(2848) hasta grubunda kontrol grubuna gore
daha sik, haplotip T(-1486)/T(-1237)/G(2848) ise daha seyrek olarak saptanmistir. Bu
sonuclarla ¢alismacilar TLR-9 haplotiplerinin kronik periodontit hassasiyeti ile iligkili
olabilecegini vurgulamiglardir (138). Gilney Cin'de 123 Multipl sklerozlu Mogol hastada,
TLR-3 (c.1377), TLR-9 (-1486) ve TLR-9 (2848) gen polimorfizmlerinin arastirildigi
calismada, TLR-9(-1486) ile anlamh bir iliski saptanamazken TLR-3(c.1377) ve TLR-
9(2848) gen polimorfizmleri ile bir iligki olabilecegi vurgulanmistir (139).

Song ve arkadaslarinin 378 sepsisli hasta ve 390 kontrol grubunda yaptiklari
calismada; TLR-2, TLR-4, TLR-9, MyD88 ve TOLLIP (toll interacting protein)
varyasyonlari incelenmis, TLR-2, TLR-4, TLR-9, MyD 88 ve TOLLIP’In allel ve genotip
dagihmlari agisindan sepsisli hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmamis,
Cin populasyununda TLR-2, TLR-4, TLR-9 ve MyD 88 i¢in SNP major risk faktorl
olmadigi belirtilmistir (140).

Bizde calismamizda TLR-9 serum duzeyini ve TLR-9 (-1486 T>C) ve TLR-9
(C>T) polimorfizmlerini genotip ve allel dagilimlari agisindan 80 sepsis tanisi konulmus
olguda ve 100 saglikhi bireyde inceledik. TLR-9 (-1486 T>C) ve TLR-9 (C>T)
polimorfizmleri genotip ve allel dagihmlari agisindan sepsis ve kontrol grubu arasinda
anlaml bir fark gézlemlemedik. Sepsiste enfeksiyon etkeni patojen mikroorganizma ve gen
polimorfizmleri arasindaki iligki incelendigimizde TLR-9 (-1486 T>C) gen polimorfizmi CC
genotipi taslyan hastalarda Klebsiella pneumoniae enfeksiyonu varligina CC tasimayan
hastalara gore daha sik rastladik. TLR-9 (C>T) TT genotipi taslyan hastalarda Acitenobacter
ve Pseudomonas enfeksiyonu sikhigini istatistiksel anlamli diizeyde azalmis olarak
gozlemledik.

Calisma gruplarimiz arasinda enfeksiyon etkeni patojen mikroorganizma tipine

gore serum TLR-9 dizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark saptamadik. Enfeksiyon
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etkeni ajan patojenlerine gore hasta grubunda serum TLR-9 dizeyleri incelendiginde sepsis
olgu sayisi istatistiksel olarak degerlendirme agisindan yetersiz olmakla birlikte en yiiksek
TLR-9 dlzeylerinin Corynebacterum striatum enfeksiyonu varliginda, en disuk diizeyin ise
E.coli enfeksiyonu varhginda goruldigini saptadik.

Septik sok hastasindaki TLR kinetiklerini inceleyen 17 hastalik bir ¢alismada
TLR-1, TLR-2, TLR-4, TLR-5, TLR-9, TNF-alfa, IL-8 ve IL-1beta mRNA ekspresyonu , IL-
18, IL-2, IL-10 ve TNF-alfa plazma konsantrasyonlari sepsis tanisi kondugunda ve 72 saat
sonra incelenmis ve kontrol grubuyla karsilastiriimistir. Tum hastalarda sepsis tanisi
kondugunda TLR gen ekspresyonlarinda up-regulasyon olmasina karsin 72 saat sonra serum
sitokin seviyelerinde azalma, klinik bulgularda iyilesme, daha iyi bir sonug¢ veya mortalitede
azalma gibi bulgular ile iliskisiz olarak hastalarin %35'inin gen ekspresyonunda ilk degerlere
gore down-regulation saptanmistir. Arastirmacilar TLR'Un artmis ekspresyonu ile septik sok
derecesi veya sonug skorlari arasinda bir baglanti kuramadiklarini ifade etmislerdir (141).
Deneysel c¢alismamiz sonucunda biz sepsis grubunda serum TLR-9 dizeylerini kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli disuk saptadik. Calismamizda TLR-9 dizeyleri bir
kez 6lglldl ve hastalarimizin gogu agir sepsis ve septik sokta idi. Calismamizda saptadigimiz
serum TLR-9 duzeylerindeki distkligin agir sepsis veya septik sokta olan olgularimizdaki
down-regulasyon nedeniyle olabilecegi kanaatindeyiz.

Calismamizda, calisma gruplarinda her iki polimorfizme ait alleller ile serum
TLR-9 dizeyleri arasinda da anlamli bir farklihk saptamadik. Sepsis grubunda hem TLR-9 (-
1486 T>C) TT hem de TLR-9 (C>T) TT genotipi tastyan bireylerde serum TLR-9 dizeylerini
dustk saptadik. Sepsis grubunda serum TLR-9 duzeyini, TLR-9 (-1486 T>C) CC genotipi
tagtyan bireylerde TT genotipine go0re artmis olarak gozlemlerken TLR-9 (C>T)
polimorfizminde anlamli bir fark elde etmedik. Kontrol grubunda her iki polimorfizm ile
serum TLR-9 diizeyleri arasinda anlamli bir iligki gbzlemlemedik.

Yakin tarihli ¢aligmalarda TLR-9'un polimikrobiyal ARH patogenezinde de rol
oynagl belirtilmektedir. Cekal ligasyon ve perforasyon (CLP) ile polimikrobiyal sepsis
olusturulmus farelerdeki calismada sivi resusitasyonuna ve antibiyotik tedavisine ragmen
insan sepsisine benzer sekilde farelerde de ARH gelistigini saptamislardir. Arastirmacilar
CLP sonrasinda renal dokularda TLR-9 ekspresyonunun gelistigini ve olusan renal hiicre
apoptozisi ve  ARH'nin TLR-9 bagimli oldugunu, TLR-9'un polimikrobiyal septik ARH
patofizyolojisinde kritik bir éneme sahip oldugunu belirtmislerdir (7). Biz ¢alismamizda
sepsis grubunda ARH ve Devamli Veno-Ventz Hemofiltrasyon (CVVHF) ihtiyacinin
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istatistiksel anlamli olarak artmis gorilmesine ragmen ARH ile serum TLR-9 dizeyleri
arasinda direkt bir iligki saptamadik.

Sepsiste  miyokardiyal fonksiyonlarda c¢esitli mekanizmalarla etkilenir.
Kazanilmis immun sistemde 6zellikle TLR-2 ve TLR-4 kardiyak disfonksiyona katkida
bulunur (142,143). Deneysel sepsis modellerinde kalpte yuksek TNF-o ve IL-1p seviyeleri
saptanmistir (144). TLR-9'un miyokardiyumdaki roli hakkinda ¢ok az bilgi vardir fakat
kalpte TLR-9 ekspresyonu gosterilmistir (145). Ayrica TLR-9 stimilasyonunun degisik
dokularda NF«B aktivasyona onculik ettigi bilinmektedir (146). Agir sepsis ve septik doku
hipoperfuzyonu ile iliskilendirilen kardiyovaskiler disfonksiyon sepsis hastalarinin yaklasik
%40'inda gorilen ciddi bir komplikasyondur ve mortaliteyi %20-70 artirir (147,148). Sepsiste
miyokardiyal fonksiyonlarda TLR-9 rolinin arastirildigi bir calismada sentetik dogal ve
TLR-9 eksik izole fare kardiyomiyositleri karsilastiriimis ve bakteriyel DNA'nin TLR-9 yolu
ile miyokardiyal sitokin dretimini artirdigl, kardiyomiyosit kontraktilitede kayba neden
oldugu saptanmistir (149).

Sepsiste baslangi¢ sivi yiuklemesi sonrasinda devam eden hipotansiyon veya kan
laktat konsantrasyonunun >4 mmol/L olmasi doku hipoperfiizyonu olarak tanimlanmaktadir
(12). Agir sepsis teshisinde en iyi belirteclerden birisi laktat duzeyidir (150). Laktat dizeyi
yiksek olan agir sepsisli hastalarda mortalitede ciddi artis tespit edilmistir (151).
Calismamizda da sepsis olgularinda laktat dizeyi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli yuksekti. Ayrica sepsis grubunda sepsise bagli doku hipoperfiizyon gostergeleri
olarak laktat >5 mmol/L ve OAP<60 mmHg olan ve olmayan olgularda serum TLR-9
dizeylerini karsilastirdigimizda OAP<60 mmHg olan olgularda serum TLR-9 duzeylerinde
istatistiksel olarak anlaml bir degisiklik olmazken, >5 mmol/L laktat degerlerindeki olgularin
serum TLR-9 dizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir yikseklik saptadik.
Calismamizdaki sepsis olgularimizda saptadigimiz disiuk TLR-9 seviyelerinin sepsise bagli
doku hipoperflizyonu olan laktat >5 mmol/L olgularinda yiiksek olmasini sepsisin
progresyonu ile ilgili olarak degerlendirdik. Agir sepsiste down-regulasyonla serum TLR-9
dizeylerinde azalma oldugu,. yuksek laktat degerleri olan doku perflizyonun bozuldugu
olgularda ise belki de TLR-9 re-ekspresyonuna bagli olarak serum TLR-9 duizeylerinin arttigi
kanaatindeyiz.

TLR'lerin enflamasyon ve immun sistem yanitindaki rolleri ile olaylarin
patofizyolojisi anlasildikca sepsiste TLR inhibitorlerinin  koruyucu rolleri ve tedavi
planindaki yerleri de arastirllmaktadir. CLP ile sepsis olusturulan farelerde TLR-9
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eksikliginin mortaliteyi azalttigini belirten calismacilar, dalak, akciger ve karacigerde p38
aktivasyonunun ve artirilmis Akt fosforilasyonunun kirildigini ek olarak enflamatuvar
sitokinlerin seviyelerinin ve splenik apoptozisin azaldigini gostermislerdir (152).

insan bagisiklik sisteminde B hiicre fonksiyonlarinin supresyonu immun cevabi
ve IL-10 sekresyonunu etkilemektedir. Ziegler ve arkadaslart immun sistemde IL-10
sekresyonunu kontrol eden B hucrelerindeki kalsiyum iligkili sinyal iletiminin TLR-9 ile
uyartlan IL-10 sekresyonunu etkiledigini gostermislerdir (153). B hucreleri Gzerinden 1L-10
sentezinin  farmakolojik manuplasyonu kronik Lenfositik Losemi, transplantasyon,
otoimmunite ve sepsis tedavisinde faydali olabilmektedir.

Calismalarda sepsis ve pek cok kronik enflamatuvar hastaligin tedavi
planlarinda da kullanilmaya baslanmistir. TLR-4 antagonisti olan Eritoran'in agir sepsis
tedavisinde kullanildigi randomize, ¢ift kor, plasebo-kontrollii Faz 3 g¢alismada oldugu gibi
ilerleyen gunlerde TLR'leri veya antagonistlerinin kullaniminin artacagi éngortlmektedir.
Eritoran bir sentetik lipid A antagonistidir ve hicre yizeyinde MD2-TLR-4'e gram (-)
bakterilerin major komponenti ve akut enflamatuvar cevabin aktivatori olan LPS'in
baglanmasini  engeller. Opal ve arkadaslarinin yaptigi calismada plasebo ile
karsilastirildiginda eritoran kullanimi ile 28 giinlik mortalitede azalma saptanmamistir fakat
3, 6 ve 12 ayhik sonuclar beklenmektedir (154).

Yasuda ve arkadaslari, farelerde polimikrobiyal sepsis modelinde endositik
TLR'lerin (TLR-3, TLR-7, TLR-8 ve TLR-9) inhibitorii olan klorokinin sepsis bagiml
mortalite ve AKI (zerine olan etkilerini incelemislerdir. Calismada klorokin verilmesi ile
renal fonksiyon kaybinda, splenik apotozisde, diger organ hasarlarini gdsteren serum
biyogostergeleri ve prototip serum pro ve antienflamatuvar sitokinler olan TNF-alfa ve IL-10
diizeylerinde azalma saptanmistir. Benzer iyilesme TLR-9'un oligodeoksinukleotid inhibitori
(H154) verilen ve TLR-9 vyetersizligi olan farelerde de saptanmistir. Sonug¢ olarak
calismacilar polimikrobiyal sepsiste multipl yolak inhibisyonu ile sagkalimin iyilestigini,
klorokin ve TLR-9 inhibitorlerinin hedeflenmis terapotik stratejiler icin uygulanabilir, genis
bir spektrum sundugunu ve Kklinik gelismelere ilave olarak gelecek vadettigini ifade
etmislerdir (155).

Sonug olarak; sepsis, konagin yaygin enflamatuvar yanitinin neden oldugu
yiiksek morbidite ve mortalite ile seyreden ciddi bir Kklinik problemdir. TLR'lerde sepsis
patofizyolojisinde hiperenflamasyonun baslamasinda ve doku hasarinin olusmasinda 6nemli
bir role sahiptir. Calismamiz sonucunda; sepsis ile her iki TLR-9 (C>T) ve TLR-9(-1486
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T>C) polimorfizmleri arasinda bir iliski olmadigini, agir sepsisin azalmig serum TLR-9
dizeyleri ile iligkili oldugunu fakat laktatin >5 mmol/L oldugu sepsise bagli doku
hipoperfuzyonu olan olgularda serum TLR-9 dizeylerinin artma ile iligskili oldugunu
6ngormektedir.

Daha genis serilerle ve daha sik zaman araliklariyla ¢ahsilarak desteklenmesi
gerekmekle birlikte olarak calismamiz verileri sonucunda; agir sepsiste down-regilasyonla
serum TLR-9 dizeylerinde azalma oldugu, yiksek laktat degerleri olan doku perflizyonun
bozuldugu olgularda ise belki de TLR-9 re-ekspresyonuna bagli olarak serum TLR-9
dizeylerinin arttigl kanaatindeyiz.
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SIGORTA O
" ARASTIRMA BUTGCESI ™
E BIYOLOJIK MATERYEL TRANSFER FORMU O
S
= | HASTA KART/GUNLUKLERI 0
=
5 ILAN O
E YILLIK BILDIRIM O
%‘ SONUG RAPORU |10
2 | GUVENLILIK BILDIRIMLER! ]
; DIGER: " Anabilim Dali Bagkanhigindan Ust Yazi ve Akademik Kurul Karar, Literatir
S Kaynag1, Sorumluluk Paylagim Belgesi, Olgu Rapor Formu, ligili Elemanlann
= Bilgilendirildigine Dair Belge, CV, CD
Karar No:16 Tarih: 20/09/2013
E Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma E Sinirbilim Anabilim Dalinda gorevli Dog Dr. H.Arzu ERGEN “in sorumlulugunda ve Yiksek Lisans
% = | Ogrencisi Nazan Atalan'in yiriitecegi yukanda bilgileri verilen aragtirma bagvuru dosyas ile ilgili belgek $ gerekge, amag, yaklasim ve
2 | leri dikkate al k incelenmis, gergeklestirilmesinde etk ve bilimsel sakinca bulunmadigina toplantiya katilan Etik Kurul 0ye tam sayisimn salt
‘E | ounlugu ile Karar verilmistir.
ISTANBUL TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETiK KURULU
CALISMA ESASI 19.08.2011 tarihli, 28030 sayili Resmi Gazetede yaymlanan Klinik Arastirmalar Hakkindaki Yonetmelik
BASKANIN UNVANI/ADI/SOYADI: Prof. Dr. A. Yagiz URESIN
Unvan/AdySoyadi Uzmanhk Alan Kurumu Cinsiyet Arnii:;;rin.n e Katiim ** imza
==
Prof. Dr. A. Yagiz URESIN | {1 anbul TpFakOReel X | pw | kO [EO [wm [em (0O
L3 P
Prof. Dr. Berrin UMMAN | Kardiyoloji T e . |EO |km |EO |um |em [nO
Prof. Dr. Ahmet GUL Romatoloji Istanbul Tip Fakditesi em (k0O |ED {ym |eEm [HO 6 y
Prof. Dr. Oguzhan GOBAN | Noroloji Istanbul Tip Fakaltesi em | k0O |EQ [um |em |HO C}\U
Dr. Sevda OZEL Biyoistatistik IO R TpFakohiesl | o0y [ |0 |um |em [u0 |22

* :Aragtirma ile lligki
** Toplantida Bulunma

Bu karar arastirma projesinin etik agidan degerlendirme sonucunu bildirmektedir. Klinik ilag arastirmasi projeleri igin, etik kurulu
onayi sonrasinda, Klinik Arastirmalar Hakkinda Yonetmeligin 5/a .maddesi geregince, Saghk Bakanhgina da bagvurulmasi ve gerekli

iznin alinmasi gerekmektedir.
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ISTANBUL TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETiK KURULU KARAR FORMU

ISTANBUL TIP FAKULTESI
ETIK KURULUN ADI ki .
) E !(}'JI.NIK ARASTIRMALARI ETIK KURULU
=5 G TR L.UISTANBUL TIP FAKULTESI HULUSI BEHCET
l_E.j. - ¢ KUTUPHANESI KAT:3 FATIH/ISTANBUL
== TELEFON 0 (212) 414 21 53 ‘
28 FAKS 0(212) 414 21 53
E-POSTA itfetikkurul@istanbul.edu.tr.
"'Sepsis Hastaliginda TLRY Gen
ARASTIRMANIN ACIK ADI | Polimorfizmlerinin Ve  Serum  Diizeyinin
incelenmesi'"
ARASTIRMA PROTOKOL
KODU i
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACI Do¢ Dr. H.Arzu ERGEN
UNVANI/ADI/SOYADI
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ UZMANLIK | Ngroloji
) ALANI
= KOORDINATOR/SORUMLU | Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma
3 ARATTIRMAT N Enstitiisii, Sinirbilim Anabilim Dal
= BULUNDUGU MERKEZ i ’
=) Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma
E DESTEKLEYICI Projeleri
P DESTEKLEYICININ YASAL
< TEMSILCISI ET
= FAZ 1 O
FAZ 2 O
ARASTIRMANIN FAZI
FAZ3 ad
FAZ 4 O
Yeni Bir Endikasyon 0
ARASTIRMANIN TURU Yiiksek Doz Aragtirmasi g
Diger ise belirtiniz : Deneysel Arastirma

ARASTIRMAYA KATILAN
MERKEZLER

TEK MERKEZ | COK MERKEZLI | ULUSAL ULUSLAR ARASI
O ] ] O




OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Adi Nazan Soyadi Atalan
Dog.Yeri |Ankara Dog.Tar. 06.05.1967
Uyrugu TC TC Kim No (23206288652
Email drnazan@hotmail.com Tel 0(532)6869419

Egitim Duzeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili
Doktora Istanbul Un. Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip ABD 2015
Docentlik | Anesteziyoloji Dogenti 2013
Uzmanlik Siyami I_Ersek__GOgus Ke_llp ve Dama_lr _CE(_errah|S| EA Hastanesi 1998
Anesteziyoloji ve Reanimasyon Klinigi
Lisans Ege Universitesi Tip Fakiiltesi 1990
Lise Izmir Inonii Lisesi 1984
Is Deneyimi (Sondan gegmise dogru siralayin)
Gorevi Kurum Sure (Yil - Yil)
1 Anesteziyoloji ve Siyami Ersek Gogiis Kalp ve Damar 2012-
" Reanimasyon Basasistani Cerrahisi Egitim Arastirma Hastanesi
2. AnesFeZ|on01| ve Acibadem Aile Hastanesi 2011-2012
Reanimasyon Uzm Doktor
3. AnesFeZ|on01| ve Bahcelievler Medicana Hastanesi 2007-2011
Reanimasyon Uzm Doktor
Anestezivoloii ve Marmara Un Tip Fak Vakfi Academic
4, tez1yolo) Hospital Anesteziyoloji ve 2003-2007
Reanimasyon Uzm Doktor . R
Reanimasyon Klinigi
5 Anesteziyoloji ve Maltepe Un Tip Fak. Anesteziyoloji ve 2001-2003
" Reanimasyon Yard Do¢ Dr Reanimasyon ABD
6 Anesteziyoloji ve Siyami Ersek Gogiis Kalp ve Damar 1998-2001
" Reanimasyon Uzm Dr Cerrahisi Egitim Arastirma Hastanesi
Yabanci Dilleri |Okudugunu Anlama* |[Konusma*|Yazma* KPDS/UDS | Diger
Puani Puani
INGILiZCE |iYi Ivi Ivi 77,5
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin
Sayisal Esit Agirhk Sozel

LES Puani
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