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1. GIRIS ve AMAG

Sepsis enfeksiyonlar sonucu gelisen sistemik inflamatuar yanit sendromu
olarak tanimlanmaktadir. Sepsis her ne kadar karmasik bir patogeneze sahipse
de, immunsupresyonun patogenezde agirlastirici etkisi oldugu gosterilmistir
(1,2). Yanik, travma, pankreatit gibi durumlarda neden enfeksiyon olmamasina
ragmen sepsis benzeri belirtiler gosterebilmektedir. Bu nedenle sepsiste dnemli
olan kaynagin dogru ve zamaninda tesbit edilerek kisa zamanda tedaviye
baslanabilmesidir. Dogru ve zamaninda tesbit edilemeyen sepsis her yil
Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde 200.000 kisinin 6lumine neden olmakta
ve bu oran her yil %1,5 - %8 oraninda artis gdsterebilmektedir (3).

Tani amacgl olarak alinan kan ve diger viacut sivilarindan yapilan
kultrlerde sepsis kaynagi saptanabilmektedir. Ancak yetersiz veya uygunsuz
ornek alinmasi ve kultur suresinin uzunlugu gibi nedenlerden dolay! tanida ve
dolayisiyla tedavide gecikme yasanabilmektedir (4). Bu nedenle kultur
sonuglarindan once hastada enfeksiyon varligini erken tesbit edebilecek
yontemler, klinisyenlerin hep ilgi alani olmustur. Bu amacla ginimuze kadar
degisik parametreler incelenmistir. Bunlar arasinda, dolagimdaki proinflamatuar
ve antiinflamatuar sitokinlerin incelenmesi, her ne kadar mortalite surecini
tahmin etmede glvenilir olsa da, sepsis ile sepsis olmayan olgularin ayriminda
yardimci olmamigtir. Bakteri kaynakli bir enfeksiyonun stres hormonlari

Uzerinde etki yapabilecegi ve erken uyari sinyali olabilecedi duslncesiyle



Ozellikle kortikotropin ve kortizol degerleri arastirilmis ve her iki hormonun da
sepsisin ayirici tanisinda kullanilamayacagi tesbit edilmistir (5,6).

Ozellikle yakin zamanda yapilan ¢alismalarda nétrofil ve olgunlasmis monosit
yuzeyinde tanimlanan tetikleyici reseptor [“The triggering receptor expressed on
myeloid cells” (TREM)] -1 sentezinin Pseudomonas aeruginosa ve
Staphylococcus aureus gibi bakterilerle enfeksiyonu olan hastalarin hicre ve
dokularinda hizla arttigi gosterilmigtir. Bu artis proinflamatuar sitokinlerin
salinimini da uyarmaktadir. Buna ilaveten TREM-1’in Ulseratif kolit, psoriazis ve
vaskulit gibi inflamatuar hastaliklarda artis gostermemesi, sepsis igin ayirici
tanida rol alabilecek bir molekil oldugunu dusundurmektedir (7).

Septik  hastalarda  I16kosit  fonksiyonu  dramatik  degisiklikler
g6sterebilmektedir. Ornegin; dolasimda antijen sunan monositlerce arttirilan
immuan yanit tekrar programlanarak azaltilmis bir reaktivasyona neden
olmaktadir. Bu olay “immunoparalizi” veya “Iokositlerin tekrar programlanmasi”
olarak tanimlanmistir. Sepsis esnasinda immuanoparalizinin ana nedeni
monositlerin  mikrobiyal bilesenleri, doku uygunluk antijenleri [‘Major
Histocompatibility Complex” (MHC)] araciligi ile kazanilmig immun sistemin
etkin hlcrelerine yeterince sunamamasidir. MHC sinif Il proteinler olan insan
I6kosit antijenleri [‘Human Leukocyte Antigens” (HLA)] immun yanit esnasinda
onemli rol oynar. HLA-DR/DP/DQ ifadesinde eksiklik, ciddi immun yetmezliklere
neden olurken, ylksek duzeyde ifade edilmesi de otoimmun hastaliklara neden
olmaktadir. Buna ilaveten immun yanitin siddetinin MHC sinif Il proteinlerinin
ifade edilme duzeyi ile iliskili oldugu da belirtilmistir (8,9).

Bu bilgiler 1siginda HLA-DR miktarinin dolasimdaki monositlerin
yuzeyinde azalmasi septik hastalarda immun yanit bozuklugunu gosteren
guvenli bir isarettir. Birgok arastirmaci yogun bakim hastalarinin monositlerinde
baskilanmis HLA-DR duzeyi tesbit etmistir. Buna bagli olarak da monositlerde
dusuk HLA-DR duzeyinin sepsisin duzeyi ve mortalitesi ile korelasyon gdsterdigi
belirtiimigtir. Ancak, HLA-DR duzeyindeki degisiklik sadece enfeksiyon
hastaliklari ile iligkili degildir. HLA-DR duzeyindeki azalma ile gorilen
immunparalizlenme tam kritik hastalarda, 6zellikle adir travma, yaniklar, major

cerrahi ve hatta pankreatit esnasinda da saptanmigtir (8,9).



HLA-G klasik olmayan MHC-sinif | antijenidir. HLA-G B- ile T-
lenfositlerde, monositlerde ifade edilirken, dogal oldirtcu hicrelerde [“Natural
killer cells” (NK)] bulunmaz. HLA-G’nin yedi farkli protein izoformu bulunur.
Hucre zarina bagh olanlar HLA-G1, G2, G3, G4 ile ¢oézunur formda olanlar HLA-
G5, G6 ve G7’dir. Cozunur formdaki HLA-G5’in immun yaniti yonlendirici etkisi
bulunmaktadir. HLA-G5’in immun yaniti baskilayici etkisi hem dogdal immun
yanit hem de kazanilmig immun yanit Gzerinden olabilmektedir (10,11).

Transplantasyon hastalarinda artan HLA-G5 duzeyinin greft kabulu ile
iligkili oldugu belirtilmigtir. Bunun disinda kanser hastalarinda artan HLA-G5’in
tumor hdcrelerinin immin sistemden kagmasini kolaylastirdigi ve metastaz
etkeni oldugu belirtiimektedir. HLA-G’nin hem ¢6zinlir hem de membran
formlar sitotoksik T lenfosit yanitini ve hatta NK hicre fonksiyonunu inhibe
etmekte, CD4" T lenfosit proliferasyonunu ve antijen sunucu hicrelerin
olgunlasmasini inhibe etmektedir. Bu etkilerinin yani sira baskilayict T
lenfositleri uyardigi ve muhtemelen yukarida belirtilen fonksiyonlarini da, bu
sekilde gerceklestirdigi dusuniimektedir. Her ne kadar septik sokta HLA-G5
artisi gozlense de, bakteri kaynakli sepsiste HLA-G5 duzeyi bilinmemektedir
(10-12).

Calismamizda, Ozellikle immun sistem hicrelerini tanimlayan ve
aktivasyon duzeylerini belirleyen reseptorlerin, sepsis patogenezindeki olasi
rolinU arastirmayl amacladik. Sepsis tanisi alan hastalarin taze kanlarinda
monosit, T- ve B-lenfosit yuzdeleri belirlenerek, bu mononukleer hucre
gruplarinin yuzeyinde HLA-DR ifade edilme duzeyini ve HLA-G5, HLA-DR ve

TREM-1 dlzeyleri arasindaki iliskinin incelenmesini planladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Sepsis

Sepsis, enfeksiyona kargi konakta gelisen bir yanit olup, adir sepsis,
septik sok, organ fonksiyon bozuklugu ve organ yetmezligine kadar giden
mortalitesi yuksek bir enfeksiyon hastaligidir. Agdir travma, akut miyokard
infarktisl ya da inmede oldugu gibi agir sepsiste baslangi¢ta uygulanan
tedavinin hizi ve uygunlugu sonucu etkileyebilir. Bu nedenle sepsis ve benzeri
sendromlarin tanimlarini iyi bilmek, buna baglh olarak erken dénemde tani

koymak ve tedaviye baglamak hayati 6nem tagimaktadir (13).

2.2. Tanimlar

Sepsis ve sepsis ile ilgili klinik durumlarin tanimlanmasinda gorus birligi
saglanmasi amaciyla 1991 yilinda Amerikan Go6gus Hastaliklari Uzmanlari
Dernegi [“American College of Chest Physicians” (ACCP)] ve Yogun Bakim
Dernegi [“Society of Critical Care Medicine” (SCCM)] tarafindan yapilan ortak
toplantida sepsis ile ilgili tanimlar gdzden gegirilmis ve ‘Sistemik inflamatuar
Yanit Sendromu’ [“Systemic Inflammatory Response Syndrome” (SIRS)] tanimi
yapilmistir (1, 13). Sepsiste hastaligin siddetini belirtmek icin sirasiyla sepsis,

agir sepsis ve septik sok olarak siniflandirma yapilmigtir (Tablo 1).



Tablo 1: Sepsis ve iligkili klinik durumlarin tanimlari.

Klinik tablo

Tanim

Enfeksiyon

Bakteriyemi

SIRS

Sepsis

Agir sepsis

Septik sok

Coklu organ
yetmezligi
sendromu
[“Multiple organ
dysfunction
syndrome”
(MODS)]

Mikroorganizmalarin, normalde steril konak dokularinda
bulunmasi veya invazyonu sonucu gelisen inflamatuar cevaptir.
Canh bakterinin kan dolasiminda bulunmasidir. Bakteriyemi
tanisi kan kultura pozitifligi ile konur.

Asagidaki durumlardan iki veya daha fazlasinin bulunmasi

1. Vicut 1sisinin >38°C veya <36°C olmasi

2. Kalp atim hizinin >90/dk olmasi

3. Solunum hizinin >20/dk veya PaCO, <32 mmHg olmasi

4. Lokosit sayisinin >12000/mm? veya <4000/mm? olmasi veya
periferik yaymada %10'un Ulzerinde band formunun
bulunmasidir.
Enfeksiyona verilen sistemik inflamatuar cevap olarak
tanimlanir. Enfeksiyon sonucu SIRS bulgularinin iki veya daha
fazlasinin bulunmasidir.

Sepsis ile birlikte organ fonksiyon bozuklugu, hipoperfuzyon
veya hipotansiyonun bulunmasidir. Hipoperfuzyon ve perflizyon
bozuklugunda, laktik asidoz, oligiri veya mental durumda akut
degisiklik bulunabilir.

Sepsiste yeterli sivi tedavisine ragmen, hipotansiyon ile birlikte
perflizyon bozuklugu belirtilerinin (laktik asidoz, oliglri, akut
mental degisiklik) devam etmesi durumudur. Perflizyon
bozuklugu belirlendigi zaman inotropik veya vazopressor ilag
alanlarda hipotansiyon olmayabilir. Bu hastalar yine de septik
sokta kabul edilmelidir.

Akut hastalik tablosu icinde olan hastada organ fonksiyon
degisikliklerinin  bulunmasidir. Bu klinik tabloda tedavisiz

hemostaz saglanamaz.




Sepsisle ilgili bu tanimlar gunumuzde halen kullaniimakta olup sepsis
patofizyolojisindeki yeni bilgiler nedeniyle tanimlamalari yeniden g6zden
gegirme geregdi duyulmustur (14). Bu amagcla sepsisle ilgilenen dernekler olan;
ACCP, SCCM, “American Thoracic Society” (ATS), “European Society of
Intensive Care Medicine” (ESICM) ve “Surgical Infection Society” (SIS)'nin
destekleri ile Uluslararasi Sepsis Tanimlari Konferansi 2001 yilinda toplanmis
ve bu toplantida sepsis fizyopatolojisindeki gelismeler ile 1991 tanimlari g6z
onunde bulundurularak, sepsis tanisinin dogru ve etkin konmasi amaciyla
sepsisle ilgili ilk kilavuz hazirlanmistir. Bu toplantida sepsis tanisi igin hentz bir
standart olmadigi ve 6nerilerin ancak hasta basinda klinisyenin karar vermesine
yardimci olacagi vurgulanmistir (3).

SIRS tanimlari 1991 tanimlariyla genel olarak aynidir ve enfeksiyona
bagli olan veya olmayan bircok nedenle basglayan sistemik inflamatuar yanit
olarak tanimlanmistir. SIRS belirtecleri 6zgll olmadigr igcin 2001 uzlasi
toplantisinda ‘enfeksiyona sistemik inflamatuar yanit’ belirtegleri eklenmistir. Bu
kilavuzda SIRS tanisi igin, klinik bulgularla beraber, serumda interldkin-6 (IL-6),
prokalsitonin (PCT) veya C-reaktif protein (CRP) dlzeylerinin kullanilabilecegi
belirtilmistir (3).

Bazi durumlarda sepsisin ilk belirtileri hemodinamik degiskenlik veya
organ yetmezligi olabilir. Bu nedenle kriterlere organ fonksiyon bozukluklarina
ait parametreler de eklenmistir. Belirlenen parametrelerin diginda klinisyenin
hasta basindaki degerlendirmesi dnemlidir. Enfeksiyon varligi kanittanmamig
olsa bile klinisyen tarafindan hastanin “septik géruntisu’nin saptanmasi degerli
bir kriterdir (3).

Klinik pratikte enfeksiyon varligint hemen her zaman kanitlamak mumkun
olmayabilir. En azindan basvuru sirasinda kanitlamak zor olabilir ve kultlr
sonuglarini  beklemek gerekebilir. Bdyle bir durumda kuvvetle olasi bir
enfeksiyondan bahsedilebilir. Eger beraberinde SIRS da varsa bu durumda
kuvvetle muhtemel sepsisten bahsedilir (14).

Sepsis siniflamasinin bireylerin immin durumunu tam yansitmamasi ve
SIRS kriterlerine dayali tanimlamanin sendromun daha c¢ok proinflamatuar

fazini tanimlamasi nedeniyle, 2001 yilinda yapilan toplantida sepsiste de



kanser icin kullanilan TNM (tumér, noduiller, metastazlar) evrelendirme
sistemine benzer bir sistemin kullanilip kullanilamayacagi tartigiimistir. Bu
evrelendirmeye  benzer predispozisyon (“predisposition”), enfeksiyon
(“infection”), yanit (“response”) ve organ disfonksiyonu (“organ dysfunction”)
sozcuklerinin bas harfleri ile olusturulan PIRO siniflamasinda klinik ve
laboratuar parametrelerinin kullaniimasi énerilmistir. PIRO sisteminde her baglik
asagidaki altbasliklari icermektedir.

a. Predispozan faktorler: Genetik, alkol, altta yatan hastaliklar vb.

b. Enfeksiyon: Lokal, genis veya yaygin.

c. Konak cevabi: Sinirli, siddetli veya ¢ok siddetli.

d. Organ fonksiyon bozuklugu: Hafif, orta veya agir.

PIRO sisteminin klinik pratikte uygulanmasi igin yapilacak c¢aligmalarla
geligtiriimesi gerekmektedir (3).

Sepsisle ilgili 2008 yilinda yayinlanan tguncu kilavuzda kortikosteroidler,
kan arunleri, aktive protein C, renal replasman tedavisi, antibiyotikler, kaynak
kontroll, glukoz kontroll gibi alt gruplar belirlenmis ve bu konularda glncel
bilgiler ve Oneriler sunulmustur (15). Son kilavuz ise, 2012 yili sonbaharina
kadar yayinlanmis makaleler degerlendirilerek hazirlanmis ve ‘Uluslararasi
Ciddi Sepsis ve Septik Sok Yonetim Kilavuzu’ olarak yayimlanmigtir (13). Bu
kilavuzda sepsis ve ciddi sepsis tani kriterleri yeniden belirlenmis ve

guncellenmistir (Tablo 2).



Tablo 2: Sepsis tani kriterleri.

Enfeksiyon (kanitlanmis ve stphe edilen) varligi ile agagidakilerden bir kaginin
olmasi;
Genel parametreler
. Ates (vucut 1si1s1 >38.3°C) veya hipotermi (vicut 1sisi <36°C),
. Kalp atim hizi >90/dk veya yas i¢in normal degerden >2 SD*,

° Takipne,

. Mental durum degisikligi,

. Belirgin 6dem veya pozitif sivi dengesi (24 saatte >20ml/kg),

J Hiperglisemi (diyabetin olmadigi durumlarda plazma glikozu >140

mg/dl ya da >7.7 mmol/L ).
inflamatuar parametreler
. Lokositoz (beyaz kiire sayisi >12000/mm?) veya l6kopeni (beyaz

kiire sayisi <4000/mm°),

. >%10 immatur formun oldugu normal beyaz kire sayisi,
) Plazma CRP’nin normal degerden >2 SD*,
J Plazma prokalsitonin (PCT) degerinin normal degerden >2 SD*.

Hemodinamik parametreler

J Arteriyel hipotansiyon (sistolik kan basincinin <90 mmHg,
ortalama arteriyel basincin <70 mmHg veya sistolik kan basincinin
yetigkinlerde >40 mmHg dusmesi ya da yasa gore normal degerden <2 SD*
olmasi).

Organ disfonksiyon parametreleri

. Arteriyel hipoksemi (PaO,/FiO; **<300),

. Akut oliguri (en az 2 saat yeterli sivi reslstasyonuna ragmen idrar
cikisi <0.5 mL/kg/saat),

J Kreatininde >0.5 mg/dl veya >44.2 ymol/L artis,

J Koagulasyon anormallikleri [internasyonel normalizasyon orani
(INR) >1.5 veya aktive parsiyel tromboplastin zamani >60 saniye],

. ileus (barsak seslerinin kaybi),

. Trombositopeni (trombosit sayisinin <100000 /mm?),




. Hiperbilirubinemi (plazma total bilirubin >4 mg/dl veya >70

pumol/L).
Doku perflizyon parametreleri
J Hiperlaktatemi (>1 mmol/L),
o Azalmis kapiller dolum.

(*SD: Standart deviasyon ** PaO./FiOz: Arteryel O, basinci/ inspire

edilen O, fraksiyonu)

2.3. Epidemiyoloji

Sepsis gelisen hastalarda siklikla altta yatan bagka bir hastalik olmasi ve
bu hastaliklara bagli klinik bulgularin en az sepsis kadar mevcut tablodan
sorumlu olmasindan dolayi, sepsis tanisinin konmasi gug¢ oldugu gibi
insidansinin tam olarak saptanmasi da zordur.

Martin ve ark. tarafindan yapilan epidemiyolojik bir calismada 1979-2000
yillari arasinda Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde yaklagik 750 milyon hasta
yatis verisinin incelenmesi sonucunda 10.318.418 sepsis vakasl oldugu
g6zlenmistir (16). Ulkemizde yapilan bazi ¢alismalarda ise yodun bakim
Unitelerinde hastane kaynakli bakteriyemi/sepsis insidansi %7,6-15,8 arasinda
bildirilmektedir (17, 18).

Etkin antibiyotik ve destek tedavisine ragmen sepsis hastalarinda
mortalite hizi %30’'un Uzerinde olup sok varliginda bu oran %50’nin Uzerine
citkmaktadir (19). Hastane kokenli enfeksiyonlarda morbidite ve mortalite daha
da artmaktadir. Genellikle bu olgularin blyuk bir kisminda etken gram negatif
bakterilerdir (20). Ulkemizde Hacettepe Universitesi Tip Fakdiltesi Hastanesi’'nde
yatan hastalarin %42’sinde gram negatif bakteriyemi gelistigi ve %45 oraninda

olumle sonuclandigi bildirilmigtir (21).



2.4. Etiyoloji

SIRS etiyolojisi enfeksiyoz ve enfeksiydz olmayan olarak ayrildiginda
enfeksiyoz etkenler siklik sirasina gore bakteriler, mantarlar, viris ve parazitler
olarak siralanmaktadir. Enfeksiyon digi neden olarak ise; agir travma, major
cerrahi, pankreatit, yanik, hemoraji ve iskemi sayilabilir (1).

Toplum ve hastane kaynakli sepsislerde bakteriler en sik saptanan
etkenlerdir. Sepsise neden olan mikroorganizmalarin tlrleri sepsisin hastane igi
ya da disinda gelismis olmasina gore degisiklik gosterir. Toplum kaynakli sepsis
olgularinda en sik etkenler Staph. aureus, Streptococcus pneumoniae ve
Escherichia colidir. Anaerop bakteriler ve mantarlar, toplumda gelisen
sepsislerde daha az oranda etken olabilir (22).

Hastane kaynakli sepsis etkenleri yillara gore degisiklik gdstermistir.
Hastane kaynakli sepsislerde en sik etkenler; S.aureus, koagllaz negatif
stafilokoklar, Enterococcus turleri, E.coli ve diger enterik bakteriler, P.
aeruginosa ve diger nonfermentatif bakteriler, Candida albicans ve diger
kandidalardir. Anaeroplarin hastane kaynakli sepsislerde etken olarak izole
edilmesi dusuk orandadir (22, 23).

Antibiyotikler kullanima girmeden Once gram pozitif bakteriler en sik
sepsis nedeni olan bakteriler iken antibiyotikler kullaniimaya baslandiktan sonra

gram negatif bakteriler gittikge artan oranlarda izole edilmeye baglanmigstir (24).
2.5. Sepsiste immiinopatoloji
2.5.1. immiin Sistem ve immiin Yanit
Iimmiin sistemi olusturan farkli hiicreler ve molekdller bireyi enfeksiyon
etkenlerinden ve bunlarin neden oldugu hasardan, toksinlerden ve diger zararli

maddelerden korur. iImmiin sistemin bireyi etkin bir sekilde enfeksiyon etkenine

karsi koruyabilmesi igin dort ana gorevi yerine getirmesi gerekir (25, 26):
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a. Imminolojik tanima bagligi altinda enfeksiyon etkeninin varliginin
saptanmasi: Bu gbérev hem dogal immin sistemin beyaz kan
hicreleri hem de kazanilmis immun sistemin lenfositleri tarafindan
gergeklestirilir.

b. Enfeksiyon etkeninin tamamiyle elimine edilmesi: Bu goérev etkin
immun fonksiyonlari yerine getiren kompleman sistemi, antikorlar ve
lenfositlerce gergeklestirilir.

c. Immin yanitin konagin kendisine zarar vermeyecek diizeyde kontrol
altinda tutulmasi olarak tanimladigimiz immuan regulasyon

d. Kazanilmis immun yanitin en énemli 6zelligi olan hafiza fonksiyonunu
yerine getirmesi: Hafiza Ozelligi sayesinde konak immun sistemi,
patojenle ikinci defa karsilastiginda daha hizli ve daha gugli immun
yanit ile etkeni temizler (26).

Iimmin sistem igerisinde yer alan immiin yanit; dogal ve kazanilmis
immun yanit olmak Uzere iki sekilde gergeklesir. Dogal immun yanit, enfeksiyon
etkeninin sistem tarafindan ilk kez tanindigi ve savunmanin gerceklestirildigi
yanittir. Kazanilmig immun yanit ise, dogal immun yanitin yetersiz kaldigi
durumlarda aktive olan farkh hdcre gruplarini ve molekdlleri iceren etkin bir
yanittir. Her ne kadar dogal ve kazaniimig immun yanit aktorleri farkli olsa da,
her iki sistem koordineli olarak beraber ¢aligtiklari zaman etkili olur (25).

Kazaniimig immun yanit salgisal ve hicresel immun yanit olmak Uzere iki
sekilde gergeklesir. insan hiicresel immiin yanit konusunda yapilan ¢alismalar
U¢ ana noktada yogunlasmistir. Bunlar; primer immin yetmezlikler, HIV
enfeksiyonunda oldugu gibi viral kaynakli edinsel immin yetmezlikler ve son
olarak da otoimmun hastaliklardir. Bunlara ek olarak kronik enfeksiyon, kanser,
travma kaynakli yaralanma, sepsis konularindaki ¢alismalar hicresel immin
yanit konusunda dnemli bilgiler saglamaktadir (27).

Hucresel immin yanit, salgisal immin yanittan farkli olarak daha
karmasik ve dlglimesi daha zor bir yanittir. Salgisal immun yanita yonelik temel
testler gegcmiste karsilasilmis bir virls veya mikroorganizmaya karsi gelismis

antikorlari olgerken, cogu hudcresel immin yanit testleri anlik immun yanit
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dizeyi hakkinda bilgi vermektedir. Bu nedenle, hucresel immdn yanitin
gecmisteki ve gelecekteki yonu hakkinda yorum yapmak zor olabilir (27).
Periferik kanda hicresel immun yanitin  aktorleri  lenfositler,
monosit/makrofaj ve granulositler olarak siniflandinlabilir. Enfeksiyonun
herhangi bir evresinde bu hicre siniflarinin tanimlanmasi, saflastirilmasi ve
aktivasyon duzeylerinin belirlenmesi konak hicresel immun yaniti hakkinda bilgi
saglar (28). Bu hucre siniflari ve bu siniflarda yer alan hicrelerden arastirma

konumuzda olanlarin fonksiyonlari asagida agiklamistir.

Lenfositler: Fonksiyonel olarak ve protein Urlnleri bakimindan kendi iginde
farklilik gosteren ancak morfolojik olarak benzerlik gosteren alt gruplara ayrilir.
Morfolojik olarak benzerlik, lenfositlerin gruplara ve alt gruplara ayrilmasini
zorlastirmaktadir. Bu zorlugun giderilmesinde hucrelerin ylzeyinde bulunan
ayirici ve tanimlayici 6zellikte olan ancak farkli fonksiyonel 6zellikleri bulunan
farklilagsma molekuller kimesi [‘Cluster of differentiation” (CD)] reseptorleri
kullanihr. Ginumuzde CD reseptorleri sadece lenfositler igin degil, farkh hicre
gruplarinin yuzeyindeki reseptorleri tanimlamak i¢in de kullaniimaktadir.
Lenfositler; B- ve T-lenfositler olmak Uzere iki ana grupta yer alan salgisal ve

hdcresel immun yanitin bas aktorlerindendir (28).

B-Lenfositler: Memelilerde B-lenfositleri fetal karacigerde ve eriskinde kemik
iligindeki mikro-cevrede hematopoietik kdok hicreden geliserek olusurlar. B-
lenfositlerin geligsimi, kemik iliginde pro-B hucreleri ile baglar ve plazma
hicreleri ve bellek hucrelerinin olusmasi ile sona erer. Olgunlasmis B-
lenfositleri ylzeylerinde B-hicre reseptorld diginda diger lenfosit gruplarindan
ayirici 6zellikte olan CD19, CD20, CD21 ve CD22 reseptorlerini bulundurur. B-
lenfositler lenfoid organlarin farkli anatomik lokalizasyonlarinda yer alan dort
gruba ayrilir. Bunlar folikliler B lenfositler, germinal merkez B-lenfositler,
marijinal bolge B-lenfositler, hafiza B-lenfositler, B-1 (CD5") B-lenfositler, B-2
(CD5") B-lenfositler olarak adlandiriimistir (29).
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T-lenfositler: Kemik iligi kokenli olup gelisimini timusta tamamlar. Timusta
gelisimini devam ettiren hiicrelere timosit adi verilir. intrauterin yasam sirasinda,
pro-timosit fetal karaciger ve vitellis kesesinde gebeligin yedinci haftasindan
itibaren goérlilmeye baslar. Sekiz-dokuzuncu haftadan itibaren fetal timus
gelismeye baslar. Bunu, timositlerin CD2, CD3, T hicre reseptoru (B, o, y ve &
genleri), CD4 ve CD8 moleklllerini ifade etmeleri izler. Gebeligin 14.
haftasindan itibaren majér timosit alt gruplarinin hepsi mevcuttur. CD4" ve CD8"
T hucreleri ilk olarak karaciger ve dalakta gebeligin 14. haftasindan itibaren
goraltrler ve T hucrelerinin sayisi bundan sonra kanda artar. Bu artig
dogumdan alti ay sonraya kadar devam eder ve sonra yavas yavas azalarak
eriskin diizeyine iner. Ozetle, yeni doganda T hiicre sayisi ve total lenfosit
sayisi bir cocuk veya erigskine gore fazladir. Kemik iliginden timus korteksine
ulasan hematopoietik kdk hucrelerden gelisen ilk hicrelerde (pro-T), T-hlcre
reseptorid (TCR) ve CD fenotipi olusmamistir. Timositlerin timUs korteksinden
medullaya dogru hareketi sonrasi olgunlasmis T-lenfositler periferik kan
dolagsimina karigir. Timusta olgunlasmis ve egditim gormuis T-lenfositler CD3,
CD4 veya CD8'i igerir.

T-lenfositler fonksiyonel olarak ve ylzeylerinde bulundurduklari
reseptorlere gore iki temel gruba ayrilir. Ylzeylerinde CD4 bulunduran yardimci
T-lenfositler (Th) ve yuzeylerinde CD8 reseptori bulunduran sitotoksik T-
lenfositler (Tc)'dir. Yardimci T-lenfositler aktive olduktan sonra salgiladiklari
sitokinler ve yuzeylerinde ifade ettikleri yeni molekuller ile makrofajlari aktive
ederler ve B-lenfositlerin antikor salgilayan plazma hucrelerine farkhilagsmasina
yardim ederek kazanilmig immun yanitin hem salgisal hem de hicresel immin
yanit bolumlerine etki ederler (25).

Yardimci T lenfositler fonksiyonel 6zelliklerine, salgiladiklar sitokinlere
ve yuzeylerinde ifade ettikleri molekullere gore alt gruplara ayrilir. Bunlar
sirasiyla Th1, Th2, Th17 ve Treg. dir.
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Tablo 3: Yardimci T-lenfosit alt gruplari (24 no’lu kaynaktan alinmistir).

Yardimci T- Salgiladigi Fonksiyon
lenfosit Sitokin
Th1 IFN-a inflamatuar immun yanitin

uyarilmasi ve baglamasi

Th2 IL-4, IL-5 ve IL- Anti-inflamatuar immin yanitin
13 uyarilmasi ve baglamasi
Th17 IL-17A, IL-17F, Hucre disi bakteriler ve
IL-22 mantarlara  karsi  inflamatuar
yanit geligimi.
Treg IL-10, TGF-B Antilen sunucu hdcrelerin T-

lenfositleri uyarim 0Ozeligini yok
eder. inflamatuar immin yanitin

onlenmesinde etkindir.

Sitotoksik T lenfositler ise; hiicre i¢i bakteriler ve virisle enfekte hlicreler
ile tmor hucrelerine kargi litik etki gosteren kazanilmig immudn yanitin etkin
lenfosit grubudur. CD8" T lenfositlerin aktive olup sitotoksik T-lenfositlere ve
sonrasinda hafiza hiicrelerine donigmesi CD4" yardimei T lenfositlerin katilimi
ile gergeklesir. CD8" T-lenfositler fonksiyonlarina gére iki gruba ayrilir.
Sitotoksik fonksiyonlari olan CD8" T lenfositler ve immin yaniti baskilayici
ozelligi olan baskilayici CD8" T-lenfositler. Sitotoksik T lenfositler 1L-12, IFN-y
ve TNF-a salgilarken, bu hicre grubunun fonksiyonunu bloke eden baskilayici
ozellikteki CD8" T hticreler IL-10 ve IFN-y salgilamaktadir. Baskilayici CD8" T
lenfositlerin olusumu Th1 ve Th2 hucrelerden salgilanan sirasiyla IL-12 ve IL-
4’Un etkisi ile gerceklesir (25, 29).

NK hicreler: Dolasimdaki lenfositlerin %10-15 kadarini NK hdcreleri
olugtururlar. Bu hdcreler iki yonlu gelisim yetenegine sahip T/NK progenitor
hicrelerden gelisirler. T/NK progenitorleri FcyRIll (CD16) reseptort ifade
ederler. NK hucrelerinin yuzey antijenleri farklidir ve T hlcre yuzey reseptoru ve
yuzey immunglobulini tagsimazlar. Bu nedenle farkli bir lenfoid hicre serisi

oldugu kabul edilmektedir. NK hucreleri, immun komplekslerde 1gG baglayan
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dusuk affiniteli CD16 reseptort ve NK hucrelerini tanimlayan CD56 reseptord,
ayrica IL-2R, CD94 ylzey molekulu bulundururlar. Bu molekiller T-
hiicrelerinde ifade edilmez. Ozellikle T hiicreleri CD3"'CD56°'CD16™ olduklari
halde, NK hiicreleri CD3'CD16" ve/veya CD56" olarak tanimlanir. Bu hiicreler
diger lenfositlerden daha buyuk (12-15um) olduklari ve sitoplazmalarinda diger
I6kositlerdekine benzeyen bolca granul tagidiklari icin buyuk granullu lenfosit
olarak da isimlendirilmigtir. Bunlar hedef hiucrelere dodrudan saldirarak sitolitik
etki gosterir. Fagositik aktiviteleri yoktur ve lizozom gibi mikrobisidal sistemlere
sahip degillerdir. Ancak IgG igin Fc reseptdrt olan CD16 tasidiklari igin antikor
bagimh hicresel sitotoksik bir etki de gdsterebilirler. NK hucrelerinin hedef
hacreleri tahribindeki major mekanizma, bu hucrelerdeki grandllerin hedef
hicreye ekzositozu ile tetiklenen apopitozdur. NK hucreleri self-toleran
olduklarindan, normal otolog hilcrelere saldirmamakta, fakat allojenik hicrelere
ve MHC sinif | molekdllerini ifade etmeyen hicrelere saldirmaktadirlar (25, 29).

NK-T hdcreleri; 1987 yilinda ilk olarak farelerde tanimlanmis ve
sonrasinda insanda da bulundugu gosterilmis yeni bir T hicre alt grubudur. NK-
T hacreleri, NK ve T hucrelerinin 6zelliklerini tasirlar. Bu hucreler o T hucre
reseptdr zincirlerine sahip olmakla beraber buyluk c¢ogunlugu CD4 ve CDS8
molekullerini ifade etmez. NK-T hacrelerinin blyuk ¢ogunlugu CD1d ile kisitli
olarak sunulan glikolipid ve o-galaktozilseramid gibi antijenleri tanir. NK-T
hdcreleri timus disinda, karaciger, dalak, lenf dugumleri ve incek barsakta
bulunur. Dolagimdaki miktari olgun T-lenfositlerin %1-4’Gdur.

NK-T hucreleri, perforin ve granzim gibi sitolitik molekulleri ifade ederler.
NK hucreleri gibi sitotoksik aktivite de gdsterebilir, allograft rejeksiyonda rol
alabilirler (29).
Monositler ve Makrofajlar: Makrofajlar ilk olarak vitellis kesesinde, hemen
sonra fetal karacigerde ve bunu takiben kemik iliginde olmak Uzere gebeligin
dordinctu haftasinda ortaya cikarlar. Monositler yaklasik 15-20um ¢apinda
hlcrelerdir. Sitoplazmalari genis olup lizozomal grandiller igerirler. Nukleus oval,
at nali veya bdbrek bicimindedir. Kandaki I6kositlerin %5-8 kadarini monositler
olusturur. Notrofillerin aksine kemik iliginde monosit rezervi azdir. Kandaki

yarilanma oémdarleri 1-3 glndir. Inflamasyon aninda kemik iliginde monosit
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yapimi  hizlanir. Bunlar doku makrofajlarinin ara hucreleri olup kandan
diyapedez ile suratle ekstravaskller kompartmana gecerler. Dokulara gegen
monositler yeniden kan dolasimina doénemezler ve doku makrofajlarini
olustururlar (29).

Monosit ve makrofajlar, yuzeylerinde, baglica IgG (6zellikle 1gG1 ve
IgG3’Un Fc kisimlarina 6zgul) icin FcyR1(CD64), FcyRIl (CD32) ve FcyRIl
(CD16), C3b ve cesitli sitokinler icin reseptorler, transferrin, laktoferrin,
fibronektin ve kemotaktik faktorler igin reseptorler ve MHC sinif-1l molekaullerini
bulundururlar (29)

Monosit/makrofaj sistemi akut ve kronik inflamatuar reaksiyonlari
esnasinda konak savunmasinda onemli roller Ustlenir. Ana gorevi; fagositoz,
antijen sunumu ve sitokin Uretimidir. Bu gorevlerini hucre yuzeyinde bulunan
IgG’ye 6zgull Fc reseptdru, kompleman reseptori (CR1), B2-integrinler, CD14,
IL-2 reseptort ve MHC sinif-Il HLA-DR reseptoru ile gerceklestirir (29). Bu
molekullerin monosit yuzeyinde ifadesi hucrenin aktivasyon durumu hakkinda
da bilgi verir. Monosit yluzeyinde HLA-DR ifadesi monositlerin T-lenfositlere
antien sunumuna imkan saglar ve sepsis esnasinda zincirleme immin
reaksiyonun bagslamasi igin onemlidir (31). Eriskinlerde sepsis esnasinda
monositlerin HLA-DR ifadesinde azalma oldugu saptanmigtir (30, 31) ve bunun
cerrahi girisim, karaciger nakli ve travma sonrasi septik komplikasyonun
gOstergesi oldugu ileri surtlmastur (32, 33, 34).

Gunumuzde; HLA-DR ifade eden monositler, monoklonal antikorlar
kullanilarak akim sitometri yontemi ile tespit edilmekte ve aktiviteleri
Olculmektedir. Birgcok calismada monositler anti-CD14 monoklonal antikoru
kullanilarak tanimlanmigtir. Benzer galismalarda CD14 ile beraber HLA-DR’nin
ifade edilmesi etkin bir inflamatuar immun yanitin varligini isaret ederken, bu
hicrelerde dusuk HLA-DR velveya HLA-DR ifade edilmemesi immin
baskilanmayi isaret etmektedir (35).

Graniilositler: Kemik iliginde miyelomonoblastik kok hucreden gelisirler ve
gelisimlerini tamamlayinca periferik kana gecerler. Yaklasik 10-15 ym ¢apinda
hdcrelerdir. Nukleus, geng hicrelerde band bigiminde olup, hicre yaslandikga

yer yer bogulma ile loblu gérunum alir. Wright boyasi ile boyandiklarinda
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sitoplazmalarinda grandlleri ince erguvani renkte olan granulositlere noétrofil, iri
parlak kirmizi renkli olanlara eozinofil, iri lacivert renkli olanlara da bazofil denir
(29).
Notrofiller: Kemik iligindeki miyeloblastlarin olgun nétrofillere gelismeleri asagi
yukari 10 gunluk surede gergeklesir. Notrofiller olgunlastiktan ve ilik havuzunda
birka¢ gln kaldiktan sonra dolasima geger. Kandaki Iokositlerin %50-65
kadarini notrofiller olugturur. Notrofiller guglia  fagositik — aktiviteleri ile,
inflamasyonun onemli hucreleridir. Sitoplazmalarinda iki tip granul tasirlar.
Azurofilik (6zgul olmayan) granullerde fagositik aktivite icin gerekli olan enzimler
(asid fosfataz, katepsin B ve katepsin D, ribonlUkleaz, lipaz, peroksidaz, aril
sulfataz, B-galaktosidaz, B-glukuronidaz, 5-nukleotidaz, elastaz, kollejenaz,
lizozim, a-defensin ve katyonik proteinler) bulundugu gosterilmistir. Notrofilik
(6zgul) grandllerinde ise laktoferrin, alkalen fosfataz, kollajenaz, plazminojen
aktivator, fibrinojen, fibronektin, laminin, vitronektin ve lizozim bulunur.
Notrofiller IgG’nin (6zellikle IgG1 ve IgG3) Fc pargasi ve C3b igin 6zgul
yuzey reseptorleri ve kemotaktik reseptorler tasirlar. Ayrica, gesitli sitokinler icin
reseptorleri  vardir.  Notrofillerin  gdrevi; mikroorganizmalarin, yabanci
maddelerin, doku yikim artiklarinin fagositozu ve akut faz cevabinin olusmasina
katki olarak 6zetlenebilir (28, 29).
Eozinofiller: Eozinofillerin gelisimi IL-3, IL-5 ve GM-CSF ile duzenlenir.
Ozellikle IL-5 eozinofillerin selektif farklilasmasindan sorumlu oldugu gibi, bu
hdcrelerin kemik iliginden kan dolasimina gegmesini de uyarir. Granullerinde
muhtelif bazik proteinler ve enzimler (major bazik protein, eozinofil katyonik
protein, norotoksin, peroksidaz, aril sllfataz, fosfolipaz) ile LTC4, PAF, PGE2,
TGF-a ve —3, GM-CSF, IL-3, IL-5, TNF-a ve MIP-1a bulunur. Eozinofiller, mast
hicreleri ve bazofillerden salinan kemotaktik faktorlerle inflamasyon alanina
yonelirler. DUguk kapasiteli ameboid hareket yaninda zayif fagositik aktiviteye
sahiptirler. Kandaki I6kositlerin %2-3 kadarini olustururlar. Allerjik ve parazitik
hastaliklarda sayilari artar. Glikokortikoidler dolagimdaki eozinofillerin sayisini
ve yasam suresini dramatik olarak azaltir (28).
Bazofiller: Asidik sitoplazmik grandlleri diz kaslarin kasilmasina neden olan

vazoaktif aminleri (6rn. histamin) icermektedir ve kolaylikla “bazik” boyalarla
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boyanirlar. Bu iki loblu hucreler, periferik kanda dusuk sayilarda (%0-1) veya
dokularda yerlesik mast hucreleri olarak bilinen sekilde bulunurlar. Hem
bazofiller hem de mast hicreleri edinsel immun yanittaki allerjik reaksiyonlarda
onemlidirler (28).

Trombositler: Megakaryositlerden olusurlar ve asiri duyarliliklarda etkin bir
madde olan serotonini salarak bagisik yanitta yer alirlar. Ayrica antijen-antikor
kompleksinin etkisi ile birbirlerine yapisip trombusler olustururlar ve histamin
salinmasini etkilerler. Trombosit grandllerinde ayrica epinefrin, adenozin
difosfat, Ca*™, K*, pihtilasma faktorleri, prostoglandinler vb. biyolojik maddeler
bulunur (36).

2.5.2. Sepsiste immiin Yanit

Enfeksiyonlara karsi gelisen inflamatuar yanit olan sepsis, ginimuizde
en onemli 6lum nedenlerindendir. Sepsisin tanimlandigi gunden bu yana her
donemde guncelligini korumasi ve ilgi odagl olmasinin altta yatan nedeni
patogenezi ve immunolojik gelisim mekanizmalarinin yeterince anlagilamamis
olmasidir. Sepsis immunolojisi, bakteri invazyonunun ardindan gergeklesen
sitokin salinimi ve gelisen immun yanit ile hizla gergeklesen doéngu iginde
suratle bozulan dengelerin ortaya ¢ikardigi karmasik bir tablodur. Bu tabloda
sitokin saliniminda rol oynayan genlerden endotel fonksiyonlarindaki dnemli
bozulmalara, superantijen yapilari ve apopitotik aktivitelere kadar ¢ok cesitli
yapisal bir ddngl bulunmaktadir (37).

Enfeksiyonlara karsi normal konak yaniti, bakteriyel invazyonu
sinirlandirmak, ayni zamanda hasara ugrayan dokuyu tamir etmek amaci
tasiyan karisik bir yanit zinciridir. Bu inflamatuar yanit, dolasan ve sabit fagositik
hlcrelerin aktivasyonu ile proinflamatuar ve antiinflamatuar mediatorlerin eslik
etmis oldugu olaylar kompleksi seklinde geligir. Septik tablo igerisinde normal
inflamatuar yanitta beklenenden fazla bir artis s6z konusudur. Sepsis bu
nedenle normal bir dokuda enfeksiyona karsi gelisen fizyopatolojik yanitin

gelisimine izin veren kendi kendini yikan bir olay olarak adlandirilabilir (37).

18



ilk septik siregten sorumlu olan bakterinin yapisal komponentlerini
saptamak, sadece mekanizmay! anlamak icin degil ayni zamanda potansiyel
terapotik yaklagsimi tanimlayabilmek igin de énemlidir. Dogal bagisiklik sistemi
tarafindan tanimlanan bu mikrobiyal bilesenler, patojen iligkili molekuler kaliplar
[“Pathogen-associated molecular patterns” (PAMPSs)] olarak adlandiriimaktadir.
Bu mikrobiyal bilesenlerin bagisiklik hucreleri, 6zellikle makrofajlar tarafindan
taninmasi ve baglanmasi sonrasinda enfeksiyona konak yaniti baslatilir. Bu
yanit gesitli yollar ile gerceklesebilir:

a. Mikroorganizmalarin patojen iliskili molekuler kaliplari (PAMPs), konakgi
bagisiklik hucrelerinin  yuzeyindeki kalip tanima reseptorleri (PRR)
tarafindan taninir ve baglanir (38). Toll-like reseptorler (TLRs), nikleotid-
oligomerizasyon domain (NOD) I&sin zengin tekrar proteinleri ve retinoik
asit-induklenebilir gen | (RIG-I) gibi helikazlarin oldugu U¢ PRRs ailesi
vardir. Calismalar gram pozitif bakterilerin peptidoglikan yapisinin konak
bagisiklik hucreleri Uzerinde TLR-2, gram negatif Dbakterilerin
lipopolisakkaritinin TLR-4 ve/veya lipopolisakkarit baglama proteinine
(CD14 kompleksi) baglandigini gostermektedir.

b. Mikrobiyal bilesenler konak bagisiklik hlcreleri Uzerindeki TREM-1 ve
myeloid DAP12 iligkili lektin (MDL-1) tarafindan taninir ve baglanir (39).

Mikrobiyal bilesenlerin immun htcre yuzeyi reseptorlerine baglanmasinin

coklu etkileri vardir:

a. TLR’e baglanma sonucunda sitozolik nukleer faktor—kb (NF-kb)
aktivasyonu yoluyla bir sinyal akisi ortaya c¢ikarir. Aktive NF-kb,
sitoplazmadan c¢ekirdege ilerleyerek transkripsiyon bodlgelerine baglanir ve
proinflamatuar sitokinler (TNF-a, IL-1), kemokinler [hUcreler arasi
adhezyon molekuli-1 (ICAM-1), vaskuler hicre yapisma molekili-1
(VCAM-1)], ve nitrik oksit gibi konak inflamatuar yanitini saglayan genis
bir gen kompleksinin aktivasyonunu uyarir.

b. Polimorfonikleer I6kositler (PNL) aktive olarak vaskuler endotele
marjinasyon ve agregasyonu saglayan adhezyon molekullerini salgilar.
Daha sonra yuvarlanma, adhezyon, diapedez ve kemotaksis

basamaklarini takip ederek vaskuler endotelden inflamasyon bdlgesine
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g0O¢ ederler (40). Bu bdlgeye gelen PNL’ler tarafindan salinan mediatorler

lokal inflamasyonun ana belirtilerinden (lokal vazodilatasyon sonucu isi

artisi, hiperemi ve eritem, artan mikrovaskuler gecirgenlik nedeniyle
proteinden zengin 6dem) sorumludur.

c. Bu silreg, dokuya invaze olan bakteriler tarafindan aktive edilmis
makrofajlardan salinan proinflamatuar ve antiinflamatuar mediatorler
tarafindan kontrol edilir (41-43)

d. Proinflamatuar mediatérler: Onemli proinflamatuar sitokinler arasinda
TNF-a ve IL-1 yer alir. TNF- a digindaki sitokinler ve mediatorler (6rn. IL-
1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, platelet aktive edici faktor, interferon ve
eikosanoidler) diger mediatorlerin (6rn. parakrin sekresyon) duzeylerini
arttinrken, TNF-a’nin salinimi kendi tarafindan kontrol edilir (6rn. otokrin
sekresyon). Bu proinflamatuar ortam, daha fazla PNL ve makrofajin dahil
olmasina neden olur.

e. Antiinflamatuar mediatorler: TNF-a ve IL-1 Uretimini engelleyen sitokinler
antiinflamatuar mediatorler olarak kabul edilir. Mononukleer hicreler ve
monosit-bagimh T yardimci hdcreleri tarafindan sitokin Uretimini inhibe
ederek bagisiklik sistemini baskilarlar. Ancak, antiinflamatuar etkileri
evrensel olmayabilir. Ornegin, IL-10 ve IL-6, B hiicre fonksiyonlarini
(proliferasyon, immuanoglobulin salgilanmasi) gelistirir ve sitotoksik T
hdcrelerinin geligsimini tesvik ederler (44).

Proinflamatuar ve antiinflamatuar mediatorlerin arasindaki denge ile
inflamatuar surecgler (adherenste artis, kemotaksis, invaze olan bakterinin
fagositozu ve hasarli dokudaki debrisin fagositozu gibi) dizenlenir (45).

Septik immunosupresyonda artmis IL-10 salinimina baglh olarak
proinflamatuar T helper-1’den antiinflamatuar T helper-2’'ye dogru kayma
gerceklesir. Son yillardaki calismalar, sepsise bagll hasarin ilk 24 saatinde
lenfosit apopitozuna bagl immin sistemde baskilanma meydana geldigini
gOstermektedir (46). Regulatuar T helper, hastaligin progresyonu ya da
regresyonunda onemli rol oynar (47). Lenfositlerde ve dendritik hlcrelerde
induklenmis massif apopitozlar, hicre yuzeyinde HLA-DR ekspresyonunun

azalmasi, bozulmus Idkosit gogl, “Programlanmis o6lim-1" (PD-1) reseptor
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ekspresyonunun artmasi, sitotoksik T-lenfosit antijen- 4 ile B ve T lenfosit
zayiflatici (BTLA) molekullerin artmasi gibi bircok mekanizma bu durumdan
sorumludur (48, 49).

2.6. Klinik bulgular

Sepsis evresine gore klinik belirti ve bulgular degisiklik gosterir. Sepsisli
hastalarin buylk ¢ogunlugunda vicut I1sisI yukselir. Ates ile beraber titreme de
go6zlenir. Bazi hastalarda vicut 1sisi normal olabilecedi gibi, hipotermi de
goralur. Sepsise bagli hipotermi, bebeklerde, ileri yaslarda, Gremi veya alkolizm
gibi kronik hastaligi olan hastalarda gorulir. Hipotermi sepsiste kéti prognozun
bir isareti olarak yorumlanmaktadir. No6tropenik ve immunsupresif hastalar
sistemik enfeksiyona vyatkindirlar. Ates goériimeden sepsis gelisebilir.
Hipotansiyon, oliguri, trombositopeni ve kanamanin gézlenmesi, bu hastalarin
sepsis yonunden degerlendiriimesini gerektirir (20, 50, 51).

Hiperventilasyon, sepsisin en erken belirtisi olabilir. Yogun bakim
Unitelerinde devamli takip edilen hastalarda hiperventilasyon ve respiratuar
alkaloz gozlenmesi sepsisi ilk planda dusindurmelidir (51-53). Santral sinir
sistemi tutulumu olmaksizin mental degisikliklerin olmasi sepsiste énemli bir
bulgudur. Klinik tablo bir ensefalopatidir. Oryantasyon bozuklugu, konfuzyon,
letarji, ajitasyon ve suurda kuntlik seklinde klinik tablo ortaya ¢ikar (51, 52)

Sepsiste degisik Ozellikte deri lezyonlarida goérular. Bu lezyonlar g
kategoride degerlendirilebilir;

a. Deri ve derialti dokusunun bakteriyel enfeksiyonu,

b. Sepsise bagdl sok ve/veya dissemine intravaskiler koagllasyon (DIK)

tablosu sonucu, bakteriyel invazyon olmadan gelisen deri lezyonlari,

c. Mikroemboli ve immunkompleks vasklliti sonucu end-arteriyel

obstriksiyona bagli gelisen deri lezyonlari (infektif endokarditte
gorulen deri lezyonlari gibi) (51)

Stafilokok ve streptokok sepsislerinde deride metastatik enfeksiyonlar ve

selllit siklikla goézlenir. Gram pozitif bakteriyel selllit diginda, pirojenik veya

eritrojenik toksinlerin etkilerine bagli deride eritrodermi olustururlar. Gram
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negatif bakteriyel sepsislerde, ektima, hemorajik vezikiller veya bulloz
lezyonlar, selulit, diffiz eritematdz lezyonlar veya petesiyel deri lezyonlari
gorulebilir (51, 54).

Sepsis ve DIK, hastalarin el ve ayak parmaklarinda, kulak ve burun
uclarinda nekroza kadar giden akrosiyanoza yol acabilir. Bu lezyonlar simetrik
periferik gangren olarak da isimlendiriimektedir. Genellikle gram negatif
bakteriyel sepsislerde gorulirken gram pozitif bakteriyel sepsislerde nadiren
gozlenir (51, 55, 56, 57).

Sepsisin erken doneminde kardiak output artar. Periferik damar direnci
azalir. Arteriyel kan basinci duser. Bu erken hiperdinamik fazda, periferik
vazodilatasyon vardir. Genellikle perfizyon bozulmaz. Bu dénemi sok takip
eder. Sepsisli hastalarda sistolik kan basincinin 90 mmHg’'nin altina dasmesi,
klinik olarak sok kabul edilmektedir. Hastalarda, hipotansiyon, tasikardi, takipne
ve periferik vazodilatasyon gozlenir ve deri sicaktir. Sokun uzamasi ile periferik
vazokonstruksiyon gelisir. Organ perflizyon bozukluklari belirtileri ortaya ¢ikar,
anuri geligir, deri soguk ve soluktur. Tedavi edilmeyen veya tedaviye cevap
vermeyen vakalarda organ yetmezligi ve 6lum takip eder (20, 50, 58, 59).

Sepsiste akciger komplikasyonlari 6nemli bir yer tutar. Bunlar
hiperventilasyon, akut respiratuar distres sendromu (ARDS) ve solunum
kaslarinda fonksiyon kaybidir. Akciger tutulumu Klinik tabloyu agirlastirir. ARDS
veya sok akcigeri, gram negatif bakteriyel sepsislerde daha sik goralir.
Mekanizma oldukga karisiktir. Bakteriyemik nekrotizan pndmoni, alveolar
kapiller permeabilitenin bozulmasina bagh akciger 6édemi ve DiK'e bagli
akcigerlerde makro veya mikroembolizasyon sorumlu tutulmaktadir. Akcigerin
su hacmi artar, kompliansi azalir ve solunum fonksiyonu bozulur. Klinik tablo
hipoksi, sag-sol sant ve diffuz akciger infiltrasyonuna bagli solunum sikintisi,
hava acligi ve siyanoz ile karakterizedir. Solunum kaslarinda gugsuzluk,
ilerleyici hiperkapni, apne ve Olime kadar goturar. Akciger 6demi solunum
fonksiyonunu bozar, hipoksi enerji Uretimini azaltir. Kardiak output’'un azalmasi,
enerji dagitimini azaltir. Laktik asidoz ve hipofosfatemi adale kontraksiyonunu
bozar (20, 50, 51, 53, 60).
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Sepsiste goértlen en oOnemli komplikasyonlardan biri de organ
yetmezlikleridir. Yetmezlik yonunden risk altinda olan organlar; kardiyovaskuler
sistem, akcigerler, bdbrekler, karaciger, pankreas, gastrointestinal sistem,
metabolik bozukluklar, koagllasyon sistemi ve santral sinir sistemidir. Sepsiste
hipotansiyonla birlikte oliguri gozlenir. Hastanin soka girmesi ile anuriye kadar
giden bobrek fonksiyon degisiklikleri gorullr. Hastanin saatte 20 ml’den az idrar
ctkarmasi oliguri olarak tanimlanmaktadir. (50, 51)

Primer hepatobiliyer hastalik olmaksizin sarilik sik goralur. Direkt bilirubin
artisi ile beraber hiperbilirubinemi, alkalen fosfataz ve transaminaz
seviyelerinde artis goralur. (50, 61)

Akut DiIK’in en sik nedeni sepsistir. Trombositopeni, intravaskiiler trombin
olugsumu, fibrin birikimi, pihtilasma faktorlerinde azalma ve fibrinoliz ile
karakterizedir. Deri ve mukozalarda petesi ve purpura, hemorajik buller, akral
siyanoz ve bazen de gangrenler gorllebilir. Uzayan sok DIK tablosunu
agirlastirir. DIK hem gram pozitif hem de gram negatif bakteriyel sepsislerde
goralur. Gram negatif bakteriyel sepsislerde gorilme sikhgir daha fazladir. (20,
50, 57)

Sepsiste hiperglisemi gorulebilir. Diyabetli hastalarda ise kan sekeri
regulasyonunun bozulmasi ve hiperglisemi enfeksiyon gelismesinin énemli bir
ipucu olabilir. Sepsis bulgulari olan hastalardan en kisa zamanda kan kultard,
enfeksiyon odagindan kdltirler alinmali ve uygun tedavi hemen baslanmalidir
(51).

2.7. Tani

Sepsisin etiyolojik tanisi kan kulttrleri ve primer enfeksiyon odagindan
alinan kultarler ile konur. Kan Kkultlrleri aseptik kosullarda ve antibiyotik
veriimeden once, degisik venlerden en az g set alinmalidir. Aerop ve anaerop
kosullarda inkube edilmelidir (62, 63). Sepsis tanisi konulan hastalarin ancak
%50-60’Inda kan kultlru pozitifligi elde edilmektedir (63).

Pozitif kultir sonucu olmadan bazi hastalarda sepsis tanisi koymak zor

olabilir. Akut pankreatit, adrenal yetmezlik, vaskulitler, multiple travmalar, yanik,
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akut DIK nedenleri, multiple akciger embolileri, miyokard infarktusu, diyabetik
ketoasidoz, sistemik lupus eritematozus, asiri kanama ve hipovolemiler, masif
aspirasyon ve atelektazi gibi SIRS olugturan hastaliklar ayirici tanida g6z
onunde bulundurulmahdir (1,63).

Son yillarda sepsisin erken tanisi, enfeksiyon disi nedenlerle olusan
SIRS’In ayrilmasi ve sepsisin prognozunu belirlemede bazi belirtecler Gzerinde

bircok calisma yapilmistir (7, 8, 11, 39).

2.7.1. Sepsis immiinopatogenezinde Yer Alan Gesitli Belirtegler

Belirtecler noninvazif, hizli ulasilabilir ve hastalik seyri boyunca takip
edilebilir olduklari icin sepsisli hastalarin yonetimine 6nemli katki
saglamaktadirlar. Tedavi kararini belirlemede blyuk dl¢ekli randomize kontrollU
calismalar igin potansiyel hedefler olarak rol alirlar. Tetkik glvenilirligi, “cut-off”
degerleri ve dusuk maliyet bir belirte¢ yayginlasmadan dnce degerlendiriimesi
gereken ozelliklerdir.

Belirte¢, normal biyolojik sureclerin, patolojik sureclerin ve terapdtik
mudahaleye farmakolojik cevabin objektif oOlgulebilir bir gdstergesi olarak
tanimlanir (64). Bir belirtecin yaygin kullanimindan 6nce, standardize edilmis
olmasi, hastalik sureci ve klinik son noktalarda kullaniminin uygun oldugunun

gosterilmesi gereklidir (65).

2.7.1.1. C-reaktif protein (CRP)

C-reaktif protein enfeksiyona veya doku inflamasyonuna cevap olarak
salinimi artan akut faz proteinlerinden biri olup vicutta hepatositler tarafindan
sentezlenir. CRP Uretimi 6zellikle IL-6, IL-1 ve TNF gibi sitokinler tarafindan
uyarilir (66). Saglikh bireylerde kandaki seviyesi 10 mg/L’den az olup hastalik

durumunda bu seviye ilk 6-8 saatte artar ve yaklasik 48 saat sonra tepe noktasi
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olan 350-400 mg/L’ye ulasir (67). CRP klasik kompleman yolagini aktive eder
ve fagositik hucrelerin fonksiyonunu duzenler. CRP’nin in vivo olarak tam
fonksiyonu bilinmemesine ragmen, bu Ozellikleri enfeksiyon ajanlarinin ve
hasarli hiicrelerin opsonizasyonunda rol aldigini diastindirmektedir (68, 69).
Eliminasyon yari 6mri 4-9 saat olup inflamasyonun veya doku hasarinin
gerilemesiyle beraber CRP seviyeleri hizla duger (70, 71). Kan seviyesindeki bu
hizli postinflamatuar azalma hastalik aktivitesini degerlendirmede yararhdir.
CRP dizeyi anemi, polisitemi, protein miktari, hasta yasi ve cinsiyetinden
etkilenmez. CRP plazma konsantrasyonu >50 mg/L ise, enfeksiyona bagli
inflamasyon diger inflamasyon tiplerinden ayirt edilir. CRP seviyesinin bir dnceki

glne gore %25 artmasi buyulk ihtimalle sepsisi dusunduartr (72).

2.7.1.2. Prokalsitonin (PCT)

Kalsitoninin propeptidi olan prokalsitonin, tiroid bezinin C-hlcrelerinde
uretilir. Normalde dolasimda ¢ok az miktarda bulunur. Saglikli kisilerde serum
dizeyi 0.1 ng/mI’nin altindadir (73). Yarilanma omru yaklasik 22-23 saattir (74).
Ama bdbrek fonksiyon bozuklugunda yari dmru %30 kadar uzayabilir.

Prokalsitonin ciddi bakteriyel enfeksiyonlarda yararli bir biyobelirtegtir
ama viral enfeksiyonu gostermez. Eger lokal bir enfeksiyon varsa PCT degeri
yukselmez. Enfeksiyon sistemik inflamatuar cevapla birlikte oldugunda PCT
yukselir. PCT olgumu enfeksiydz SIRS’I non-enfeksiy6z SIRS’tan ayirt etmede
kullanilabilir. Sepsisi olmayan pnémonili hastalarda ortalama PCT seviyesi 2,4
ng/mL iken sepsis saptanan hastalarda 31 ng/mL olarak bulunmustur (75).
Sepsis sirasindaki PCT’'nin nerede Uuretildigi tam olarak belli degildir. Ciddi
sistemik enfeksiyonlar sirasinda PCT muhtemelen tiroid digi dokularda da
uretilmektedir. Endotoksinler ve proinflamatuar sitokinler mononukleer
I6kositlerde PCT mRNA ekspresyonunu uyarirlar (76). Boylelikle mononukleer
I6kositler sepsiste PCT’nin en buylk kaynagini olustururlar. Dandona ve
ark.’nin saglikli gonullilerde vyaptiklari calismada tek sefer endotoksin
enjeksiyonundan (4ng/kg) 4 saat sonra PCT salgilandigini bildirmiglerdir (77).

PCT seviyesi alti saat sonra tepe noktasina ulasir ve yaklasik 24 saat bu
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noktada kalir, bu davranis TNF-a ile paralellik goOsterir. Sepsis sirasinda
PCT’nin patofizyolojik roli hala tam olarak agiklanabilmis degildir. Yapilan son
calismalarda PCT’nin iNOS gen ekspresyonunu ve nitrik oksit sentezini,
endotoksin, TNF-a ve interferon gama’da oldugu gibi in vitro olarak arttirdigi
gosterilmigtir (78).

Prokalsitonin, otoimmun hastaliklar, agir travma, cerrahi, kardiyak cerrahi
veya kardiyojenik sok gibi non-enfeksiyoz durumlarda da yukselir. Doku
inflamasyonu da PCT cevabini tetikleyebilir. PCT’nin travma, kardiyopulmoner
bypass sonrasi ve kardiyojenik sok sirasindaki artisinin mekanizmasi tam
olarak bilinmese de sadece barsak mukozasindan hipoperflizyon sonucu
bakteri veya endotoksin translokasyonuna bagl degil; doku travmasi, cerrahi ve
sistemik enfeksiyona bagl sitokin stimulasyonuna da bagh olabilecegi
dusunulmektedir (79).

2.7.1.3. Myeloid Hiicrelerde ifade Edilen Tetikleyici Reseptor [“The

triggering receptor expressed on myeloid cells” (TREM-1)]

Notrofiller ve monositler/makrofajlar dogal immunitenin primer
mediatorleridirler ve aktive olduklarinda TNF-a ve IL-1B gibi proinflamatuar
sitokinlerin salinmasini tesvik ederek end-organ disfonksiyonuna katki
saglarlar (80, 81). TREM-1, immunoglobulin super ailesinin bir pargasidir,
bakteri veya mantarlara yanit olarak upregule olur ve liganda
baglandiginda, sinyal transdiksiyon molekulit DAP12 araciligiyla
proinflamatuar sitokinlerin salinimini uyarir (82, 83).

Lipopolisakkarit enjekte edilen saglikh gonlltler ve septik sok tanisi alan
hastalarda TREM-1 ekspresyonunun yuksek oldugu gosterilmistir (84, 85).
TREM-1 ve TLR-4 aracili yollar arasinda karmasik ve henuz tam anlamiyla
anlagilamamis bir iligki bulunmaktadir. Fakat immuin yaniti artirmak igin
sinerjistik etki gosterirler (86-88). Enfeksiydz durumlarin aksine, TREM-1’in
inflamatuar bagirsak hastaligi ve SIRS gibi non-enfeksiydz inflamatuar

hastaliklarda up-regule olmadigi gosterilmistir  (39). Ayrica, TREM-1
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modulasyonunun murin sepsis modellerinde koruyucu oldugu gdsterilmistir, bu
da TREM-1’i potansiyel bir belirte¢ yapmaktadir (39, 89, 90).

Cesitli calismalarda, bir tani belirteci olarak TREM-1 kullanimi
arastinimistir ve CRP ve PCT'den daha duyarli ve daha o6zgul oldugu
gosterilmistir (91, 92). TREM-1’in ¢ézunur bir formu (sTREM-1) aktif fagositik
hidcre zarlarindan geger ve insan vucut sivilarinda saptanabilir. Pndmoni
stuphesi olan mekanik ventilasyondaki hastalar Uzerinde yapilan bir prospektif
calismada, bronkoalveolar sividan hizli immunoblot test ile elde edilen sTREM-
1’in yararli bir belirteg oldugu gdsterilmistir ve pndémoni teshisi igin standart
parametreler ile Kkarsilastiriildiginda en gugli bagimsiz belirleyici oldugu
bildirilmistir (91).

2.7.1.4. insan Lokosit Antijenleri [“Human Leukocyte Antigens”
(HLA)]

Aragtirmacilarin 1944 yilinda vyaptiklari hayvan deneyleri ile organ
transplantasyonunda gorulen reaksiyonlarin immuanolojik bir temele dayali
oldugu gosterilmistir. Takip eden c¢alismalarda, ilk kez insan I6kositlerinde doku
uygunluk antijenleri saptanmistir. Bazi arastiricilar da kan transfizyonu
yapilmis kigilerin serumlarinda |0kositlere karsi gelismis antikorlarin
bulundugunu kanitlamiglar, yapilan ¢alismalarla kendilerine karsi antikor gelisen
antijenlerin sadece I|O0kositlerde degil, doku hucrelerinde de bulundugunu
gostermiglerdir.  Bu  antijenler  “Doku  Uygunluk  Antijenleri” veya
“Transplantasyon Antijenleri” olarak isimlendirilmistir. Daha sonra 1967'de bu
antijenlerin isimlendiriimesinde gorugbirligine varilarak ilk kez |0kositlerde
gbsterilmis olmalarindan dolayl “insan Lokosit Antijenleri” anlamina gelen
“‘Human Leukocyte Antigens” (HLA) olarak kullaniimaya baslanmigtir (93). HLA
antijenlerinin olusmasi organizmada Major Histokompatibilite Kompleksi [“Major
Histocompatibility Complex Gen Region ” (MHC)] adi verilen bir gen bolgesinin
kontroll altindadir. Bu gen bdlgesi insanlarda 6 numarali kromozomun kisa kolu

tzerinde yer almaktadir. Ug ana gruba ayrilan bu bélgede MHC Sinif-l (HLA-
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A/B/C/E/FIG), MHC Sinif-ll (HLA-DR/DP/DQ/DO/DN) ve MHC Sinif-lll (C2,
C4A, C4B, PF, TNF-a,B) antijenleri bulunur (94, 95).

HLA ve hastalik iligkileri konusunda birgok teori ileri sirilmus, bunlardan

en ¢ok U¢ tanesi kabul gérmastur.

a. Immiin cevap genleri teorisi: Hastalik etmenlerine karsi immunolojik
cevabin Kkisinin genetik yapisiyla iligkili oldugu, immdn cevap
genlerinin de HLA antijenleri gibi 6. kromozomun kisa kolu Uzerinde
bulundugu ileri strGlmistir. Immin cevabi farkli kilan bu gen
yapisindaki degisikliklerin yakin komsuluk sebebiyle HLA antijenlerini

regule eden genler ile tanimlanabilecedi savunulmaktadir (96).

b. Antijenik benzerlik teorisi: HLA antijenleri ile bazi hastalik nedeni
antijenlerin arasinda benzerlik bulunmasi sebebiyle immun cevabin
tam olmadigini ve bu hastalik etkeninin kronik hastaliga neden

oldugunu ileri surtlmektedir (96).

c. Membran reseptorleri teorisi: Hucreler bulunduklari ortam ile iligkilerini
yuzeylerindeki reseptorler ile saglarlar. HLA antijenleri de hucre
yuzeyinde bulunan reseptorler olarak kabul edilirse, hicrelerin ayni

etken karsisinda farkl cevap vermeleri mimkundur (96).

ikiz ve Uvey galismalar insanlarda enfeksiyona yatkinliktan konagin
genetik faktorlerinin sorumlu oldugunu, patojen antijenlere karsi hicresel ve
humoral immun cevapta katkilarinin s6z konusu oldugunu gostermistir. Genetik
calismalarina gore, insan enfeksiyon hastaliklarinda immunogenetik
polimorfizm s6z konusudur (97). HLA varyasyonu ile malaryaya, tuberkiloza,
lepraya, AIDS ve hepatit viruslerine direngli ya da yatkin olma arasinda iligki
gosterilmistir (98, 99). MHC kompleksi digindaki genetik komponentlerden ise,
TNF gen promoterindeki varyasyonlar, kemokin reseptdr polimorfizmi, gama
interferon reseptor mutasyonlari, vitamin D ve NRAMP1 adli bir makrofaj geni

enfeksiyonlara yatkinlik ya da direng ile iligskilendirilmistir (97).
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2.71.5.HLA G5

HLA-G, dogal odlduract (NK) hucreler ile etkilesen klasik olmayan bir
MHC sinif | tipi molekild olup normal kosullarda trofoblastlar, amnion sivisi ve
timik epitelyal hucreler tarafindan salgilanir. HLA-G nin yedi protein izoformu
mevcut olup, HLA-G5 ¢d6zunebilir formlarindandir. CD4" T lenfosit
proliferasyonunu baskilar ve NK hucreleri ile T hlcre bagimli sitolizi inhibe eder.
Yapilan bazi ¢alismalarda sepsis tanisi alan hastalarin taninin ilk iki giiniinde
bakilan HLA-G5 dlzeyleri anlamli yiksek saptanmis ve bu mortalite ile iliskili

bulunmustur (11).

2.7.1.6. HLA-DR

HLA-DR, makrofajlar, dendritik hiicreler ve B hlcreleri gibi antijen sunan
hicreler tarafindan eksprese edilen ve hucre yuzeyinde yer alan MHC-II
proteinlerindendir. HLA-DR miktarinin azalmasi septik hastalarda immun yanit
bozuklugunu gosteren guvenilir bir parametredir. Monositlerde disuk HLA-DR

dlzeyinin sepsis siddeti ve mortalite ile korelasyon gosterdigi belirtiimistir (100).
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3. MATERYAL ve METOD

inéni Universitesi Tip Fakiltesi Etik Kurulu'nun 02.08.2011 tarih ve
2011/101 sayili uygunluk karari ile galismaya baslandi. inéni Universitesi Tip
Fakiltesi Turgut Ozal Tip Merkezine Kasim 2011-Haziran 2013 tarihleri
arasinda basvuran, sepsis ya da agir sepsis tanisi alan 20 hasta ile 20 saglikli

gonulli asagida belirtilen kriterler gz dnlne alinarak galismaya dahil edildi.

3.1. Hasta Grubu:

Uluslar arasi sepsis kilavuzuna goére (13) sepsis ve agir sepsis tanisi
konan ve galismaya katilmak i¢in gonulli olan, 18-65 yas arasi, bilinen herhangi
bir alt hastaligi olmayan 20 hasta ¢alismaya alindi. Travma, otoimmuUn hastalik,
HIV enfeksiyonu, gebelik, akut/kronik pankreatit, hepatit B ve C enfeksiyonu,
yanik, kronik bobrek yetmezligi, steroid kullanimi, nétropeni, diyabet, malignite,
immunsupresif ila¢ kullanimi 6ykUsu olan hastalar arastirmaya alinmadi. Hasta
grubunda hastalik siddeti gostergesi olarak Akut Fizyoloji ve Kronik Saglik
Degerlendirmesi [“Acute Physiology and Chronic Health Evaluation” (APACHE)]
Il skor degerleri kullanildi. Calismaya alinan hastalarin APACHE Il skorlari,

sepsis tanisi konuldugu ilk guin hesaplandi ve kaydedildi.

30



3.2. Kontrol Grubu:

Herhangi bir sikayeti ve alt hastaligi bulunmayan, bu calismaya katiimak
icin gonallb olanlardan g¢alismaya alinan hastalar ile yas ve cinsiyet agisindan

benzerlik gdsteren 20 kisi kontrol grubu olarak segildi.

3.3. Materyallerin Toplanmasi ve Saklanmasi:

Calismaya alinan hastalardan sepsis veya agir sepsis tanisinin
konuldugu ilk gun antibakteriyel tedaviye baglamadan once periferik kanlari
alindi. Hastalardan ve saglikli gondllilerden alinan periferik kan heparinli tipte
toplanip, alinir alinmaz immunfenotipleme analizi i¢cin akim sitometri yontemiyle
calisildi.

sHLA-G5 ve sTREM-1 o0Olgimu periferik kandan ayrilan serum
ornekleriyle yapildi. Toplanan serum drnekleri ¢alisma zamanina kadar -80°C
derin dondurucuda (Heraeus) muhafaza edildi.

Hastalardan enfeksiyon odaklarina yonelik olarak idrar, balgam, yara

yeri, apse ve perifer kan kultarleri alindi ve Uremeler kaydedildi.

3.4. Periferik kanda imminofenotipleme ve sHLA-G5 ve sTREM-1

diizeyinin saptanmasi:

Sepsis ve agir sepsis tanisi almis hastalar ve saglikh gonulldlerin
periferik kanlarinda immunfenotipleme akim sitometri yontemi ile sistemik
dolasimda sHLA-G5 ve sTREM-1 duzeyi “enzyme-linked immunosorbant

assay” (ELISA) yontemi kullanilarak gerceklestirildi.

3.4.1. Heparinize periferik kan érneklerinde, akim sitometri yontemi

ile lenfosit-monosit-granulosit oranlari:

Heparinize periferik kan orneklerinde akim sitometri yontemi ile lenfosit-

monosit-granulosit oranlari; lenfosit alt gruplari (T- ve B- lenfositler), monosit
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orani ve bu hucrelerde HLA-DR ifade edilme yuzdesi tespit edildi. Periferik
kanda immunfenotipleme amaciyla fikoeritrin (Pe) ve floresan izotiyosiyanat
(FITC) isaretli anti-insan monoklonal antikorlari kullanildi. Lenfoid ve myeloid
seri hicrelerini tanimlamak amaciyla FITC isaretli anti-insan CD45 ve Pe isaretli
anti-insan CD14 antikorlari; T- ve B-lenfosit hucre gruplarini tanimlamak
amaciyla FITC isaretli anti-insan CD3 ve Pe isaretli anti-insan CD19 antikorlari,
yardimci ve sitotoksik T-lenfosit alt gruplarini belirlemek amaciyla FITC igaretli
anti-insan CD4 ve Pe igaretli anti-insan CD8, aktive T-lenfosit ve monosit
populasyonlarini belirlemek amaciyla Pe isaretli anti-insan HLA-DR, dogal
olduricu (NK) ve NK-T hucrelerini belirlemek amaciyla FITC isaretli anti-insan
CD3 ve Pe isaretli anti-insan CD16'56 monoklonal antikorlari kullanildi.
immiinfenotipleme igin periferik kan 100 pL uygun tiplere dagitildiktan sonra,
yukarida belirtilen antikorlar uygun floresan renk ciftleri olacak sekilde tiplere
10 uL hacimde dagitildi. Antikorlarin dagitimi sonrasi 6rnekler 1 saat +4°C’de
inkiibasyona birakildi. inkiibasyonu takiben periferik kandaki eritrositler, eritrosit
lizis solUsyonu ile patlatildi. Eritrosit patlatma islemi sonrasi hlcreler fosfat
tampon solusyonu [‘Phosphate Buffered Solution” (PBS)] ile iki defa yikanarak
+4°C’de 1400 rpm’de santrifuj edildi. Son yikama sonrasi hucreler 300 uL PBS
ile suspanse edildikten sonra akim sitometri cihazinda (FACSCanto™ II; BD
BioSciences, USA) analizi gergeklestirildi. Hiucre gruplarinin ytuzdeleri FACS
Diva (BD BioScience, USA) bilgisayar programi kullanilarak saptandi.

3.4.2. Serum orneklerinde sTREM-1 diizeyi dlgiimii:

Serum orneklerinde sTREM-1 duzeyi kantitatif sandvig ELISA ydntemi
kullanilarak olguldu. Ticari amagla satilan sTREM-1 ELISA kitinde (ADIPO
BIOSCIENCE, Santa Clara, CA, USA) belirtilen yontem takip edilerek serum
orneklerinde sTREM-1 8lgciimii yapildi. Olgim sonunda kit igerisinde bulunan,
konsantrasyonlari bilinen sTREM-1 standartlarinin vermis oldugu optik dansite
degerleri kullanilarak standart STREM-1 grafigi cizildi. Orneklerdeki sTREM-1
konsantrasyonu standart sTREM-1 grafigi kullanilarak Microsoft Excel

programinda analiz edildi. Kullanilan kitin 6lgim duyarlihgi 47 pg/mL idi.
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3.4.3. Serum orneklerinde sHLA-G5 duizeyi 6l¢glimii:

Serum o6rneklerinde sHLA-G duzeyi kantitatif sandvig ELISA yontemi
kullanilarak élguldi. Ticari amagh satilan sHLA-G ELISA kitinde (BIOVENDOR-
Laboratorni Medicina A.S., Karasek, Czech Republic) belirtilen yontem takip
edilerek serum 6rneklerinde sHLA-G5 o6lgtimi yapildi. Olglim sonunda kit
icerisinde bulunan konsantrasyonlari bilinen sHLA-G5 standartlarinin vermis
oldugu optik dansite degerleri kullanilarak standart sHLA-GS grafigi cizildi.
Orneklerdeki sHLA-G5 konsantrasyonu standart sHLA-G5 grafigi kullanilarak
Microsoft Excel programinda analiz edildi. Kullanilan kitin élgim duyarlihdr 3
Unite/mL idi.

Kullanilan Cozelti ve Tamponlar: PBS: [(150 mM NaCl, 30 mM KCI, 15
mM Na,HPO,, 2 mM KH,PO,, pH 7.4)]

3.5. istatiksel Hesaplama:

Aragtirmadan elde edilen veriler SPSS 17.0 istatistik programi
kullanilarak analiz edildi. Surekli degiskenler ortalama (ort) £ Standart sapma
(SS), kategorik degdiskenler sayi ve % olarak verildi. Sirekli degiskenlerin
normal dagilimi Shapiro Wilk normallik testi ile analiz edildi. Hasta ve kontrol
gruplarinin karsilastinimasinda; normal dagihm gosteren surekli degiskenler
(yas, CD4" T-lenfositler, granilosit) igin “unpaired” T-testi, gdstermeyenler
(lenfosit, monosit, CD14*, CD14"HLA-DR*, CD14"HLA-DR" monosit, CD19" B-
lenfosit, CD3*, CD8*, CD3"HLA-DR® T-lenfositler, NK ve NK-T hiicreler
[CD3'CD16"CD56"], sTREM-1, sHLA-G, CD4'/CD8" T-lenfosit orani) igin
Mann-Whitney U testi kullanildi. Hasta grubunda grandlosit, monosit, APACHE
skoru, STREM-1, sHLA-G, CD19" B-lenfosit, CD3" ve CD3"HLA-DR" T-lenfosit,
CD14" ve CD14'HLA-DR"" monosit arasinda iliski Spearman’s korelasyon

analizi kullanilarak saptandi. p<0.05, istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

33



4. BULGULAR

Calismaya 20 sepsis ve agir sepsis tanisi alan hasta ile 20 saglikli

gonulla dahil edildi. Hastalarin cinsiyetleri ve yaslari Tablo 4’te gosterildi.

Tablo 4. Hasta ve kontrol grubunun cinsiyet ve yas ortalamasina gére dagilimi.

Hasta grubu Kontrol grubu p
Erkek n(%) 15 (75) 12 (60)
Kadin n(%) 5 (25) 8 (40) 0,311
Yas ortalamasiSS 40,3+14,4 40,4+14,5 0,983
(min.-maks.) (18-63) (19-64)

Yirmi hastanin 9 (%45)'undan alinan kultirlerinde en az bir Greme oldu.
Calismaya alinan hastalarin 16 (%80)’s1 sepsis, 4 (%20)’U de agir sepsis tanisi
aldi. Hasta grubunda sepsis ve agir sepsise neden olan enfeksiyonun kaynagi
ise; 9 (%45) hastada Uriner sistem enfeksiyonu, 5 (%25) hastada alt solunum
yolu enfeksiyonu, 3 (%15) hastada deri ve yumusak doku, 1 (%5) hastada batin
ve 1 (%5) hastada kan dolasimi enfeksiyonu olarak saptanirken, 1 (%5)
hastada enfeksiyon kaynagi belirlenemedi. Bu enfeksiyonlarin 5 (%25)’
hastane kaynakli iken, 15 (%75)’i toplum kaynakliydi.

Hasta grubundaki sTREM-1 duzeyi kontrol grubu ile kargilastirildiginda
daha yuksek (p=0.0001) saptandi (Grafik 1).
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Grafik 1. Sepsis ve agir sepsis tanisi alan hastalarin ve kontrol grubunun

SsTREM-1 duzeyleri. (* isareti istatiksel olarak anlamliligi gostermektedir.)
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Grafik 2. Sepsis ve agir sepsis tanisi alan hastalarin ve kontrol grubunun
sHLA-G5 duzeyleri.

Hasta grubundaki sHLA-G5 duzeyleri ile kontrol grubu arasinda istatiksel
olarak anlamli fark bulunmadi (Grafik 2). Her iki gruba ait sTREM-1 ve sHLA-
G5 duzeyleri Tablo 5’te gosterildi.
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Tablo 5. Sepsis ve agir sepsis tanisi alan hastalarin ve kontrol grubunun
STREM-1 ve sHLA-G5 duzeyleri.

Parametreler Hasta Kontrol p
SsTREM-1£SS (pg/ml) 1526,5£1428,3 371,11678,6 0,0001
(min.-maks) (770-6985) (0-2063,4)

sHLA-G5%SS (U/ml) 23,5+£27,9 80,4+£123,9 0,786
(min.-maks.) (2,3-107) (0-384,1)

Hasta grubu ile kontrol grubunun periferik kandan calisilan lenfosit,
monosit, graniilosit, CD14* ve CD14*HLA-DR"" monosit, ve CD3" T-lenfosit,
CD19" B-lenfosit, CD3"HLA-DR*, CD4" ve CD8" T-lenfosit, NK ve NK-T

hdcrelerinin sonuglari Grafik 3-7°’de gosterildi.
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Grafik 3. Sepsis ve agir sepsis tanisi alan hastalar ile kontrol grubunun
ortalama lenfosit, monosit ve granulosit duzeyleri. (* isareti istatiksel olarak

anlamlilig1 gostermektedir.)

Hasta grubu ile kontrol grubunun periferik kandan c¢alisilan kan I6kosit

gruplarinin dagihmina bakildiginda hasta grubunun lenfosit, monosit ve
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granulosit duzeyleri

anlamli fark bulundu.
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Grafik 4. Sepsis ve agir sepsis tanisi alan hastalar ile kontrol grubunun

ortalama CD14 monosit ve CD19 B-lenfosit dizeyleri. (* isareti istatiksel olarak

anlamlilig1 gostermektedir.)
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Grafik 5. Sepsis ve agir sepsis tanisi alan hastalar ile kontrol grubunun
ortalama CD14"HLA-DR"* ve CD14"HLA-DR™ monosit dlizeyleri.
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Grafik 6. Sepsis ve agir sepsis tanisi alan hastalar ile kontrol grubunun
ortalama CD3, CD4 ve CD8 T-lenfosit duzeyleri.
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Grafik 7. Sepsis ve agir sepsis tanisi alan hastalar ile kontrol grubunun

ortalama NK ve NK-T hucreleri duzeyleri.
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Grafik 8. Sepsis ve agir sepsis tanisi alan hastalar ile kontrol grubunun
ortalama CD3'HLA-DR® T-lenfosit dizeyleri. (* isareti istatiksel olarak

anlamlilig1 gostermektedir.)

Hasta ve kontrol gruplari arasinda CD19" B-lenfosit, CD14"HLA-DR""
monosit, CD3" T-lenfositleri, CD4" ve CD8" T-lenfositleri, NK ve NK-T hicreleri,
duzeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmazken; hasta
grubunun CD14" monosit ve CD3"HLA-DR" T-lenfosit diizeyleri kontrol grubu ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (Tablo 6).
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Tablo 6. Sepsis ve agir sepsis tanisi alan hastalarin ve kontrol grubunun kan

I6kosit gruplarinin dagilimi.

Lokosit grup ve alt Hasta grubu Kontrol grubu p
gruplari [Ortalama*SS [Ortalama*SS
(min-maks); (%)] (min-maks); (%)]
Lenfosit 15,1+7(4,9-29,9) 29,4+10,8(13-52,9)  0,0001
Monosit 6,1+£2,8(1,4-11,6) 3,6+1,6(1,2-6,6) 0,002
Graniilosit 68,1+13,9(16,9- 48,1+8(40,5-69,3) 0,0001
83,9)
CD14" monosit 6+2,9(1,4-11,8) 3,6£1,5(1,2-6,2) 0,002
CD14'HLA-DR* 69,4+24,7(16,3- 70,9+11,6(34,5- 0,655
monosit 95,9) 93,4)
CD14'HLA-DR’ 30,6+24,7(4,1-83,7) 29+11,6(6,6-65,5) 0,715
monosit
CD3'T-lenfosit 57,7+14,2(38,2- 63,2+6,2(49,2-71,9) 0,351
78,0)
CD19" B-lenfosit 12,146,7(2,6-32,8) 9,4+3,5(5,2-20) 0,099
CD3'HLA-DR* 19,1+11,9(3,8-48,4) 10,6+4,5(4,4-21,1) 0,006
lenfosit
CD4" T-lenfosit 35,9+10,7(7,5-54,9) 32,6+14,6(7,8-58,4) 0,419
CD8" T-lenfosit 23+10,2(3,6-49,6) 19,9+10,6(5,4-49,9) 0,310
NK hiicreleri 13,119,3(1,2-40,7) 1045,7(2-21,7) 0,298
NK-T hiicreleri 5,4+3,6(0,6-14,7) 5+4,2(0,8-20,1) 0,379
CD4'/CD8" T lenfosit 1,8+0,6(0,8-3,1) 1,810,8(0,4-4,4) 0,914
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Hasta grubu ile kontrol grubunun temsili akim sitometri grafikleri Grafik 9-

13’de sunulmustur.
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Grafik 9. Saglikli ve hasta bireylerin periferik kan érneklerinin anti-CD45-FITC

ve anti-CD14-Pe monoklonal antikorlarla isaretlenmesi sonrasi temsili akim

sitometri goruntusa.
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Grafik 10. Saglikli ve hasta bireylerin periferik kan érneklerinin anti-CD14-Pe ve
anti-HLA-DR-FITC monoklonal antikorlarla isaretlenmesi sonrasi temsili akim

sitometri goruntusa.
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Grafik 11. Saglikli ve hasta bireylerin periferik kan drneklerinin anti-CD3-FITC
ve anti-CD19-Pe, anti-CD4-Pe ve anti-CD8-FITC

isaretlenmesi sonrasi temsili akim sitometri gortntisu.
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Hasta grubunda APACHE skoru, sTREM-1, sHLA-G, CD14" monosit,
CD14"HLA-DR"" monosit, graniilosit, CD3" T lenfosit, CD3"HLA-DR" T-lenfosit,
monosit ve CD19" B-lenfositlerin arasinda korelasyon olup olmadigi arastirildi.

istatiksel analiz sonucu anlamli olan parametreler Tablo 7’de gosterilmistir.

Tablo 7. Hastalarin istatiksel olarak anlamli olan parametrelerinin korelasyonu.

Korelasyonu Yapilan Parametreler p
sTREM-1 APACHE skoru 0,0001
sTREM-1 CD19" B lenfosit 0,007
Graniilosit sHLA-G 0,047
Graniilosit CD19" B-lenfosit 0,042
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5. TARTISMA

Sepsis, Amerika Birlesik Devletlerinde yogun bakim unitelerindeki yillik
yaklasik 250.000 insanin baslica 6lum nedenidir. Yeni tedavi algoritmalarinda
empirik genis spektrumlu antibiyotik kullanimi ve hasta ydnetimindeki
ilerlemelere ragmen Olim oraninin  hala %30’lar dizeyinde oldugu
bildirilmektedir (13, 101).

Sepsis esnasinda konakta gelisen immuin yanit; eslik eden hastaliklar
(diyabet, kalp hastaliklari, malignite, v.s.), patojenin virllansi ve
mikroorganizmanin dokuya gecis duzeyi gibi bircok faktor tarafindan
etkilenmektedir. Sepsis esnasinda hem proinflamatuar hem de antiinflamatuar
mekanizmalar ilk bir ka¢g gun surekli aktive edilse de, klinik gérinim artan
dizeyde TNF-a, IL-1B ve IL-6 ile karakterize, ‘sitokin firtinas’ adi verilen
hiperinflamatuar yanit agirliklidir (Sekil 1). Sepsisin bu déneminde dogal ve
kazaniimis imman yanit hicrelerinin apoptozis ile yikimi hiperinflamatuar yaniti
koreltmektedir (102).
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Sitokin Firtinasi

Immiin Homeostoz

2. Infeksiyon
icin distik risk

Hipoinflamatuar  Hiper inflamatuar

Zarnan (Ganler)

SEKIL 1: Sepsiste immun yanit (102 no’lu referanstan alinmistir)

Diger yandan bu dénemde hastalarda gelisen kontrolli antiinflamatuar
yanit immun homeostazin geri donmesini saglar. Ancak, hastalarda geligen
kontrolsiz antiinflamatuar yanit ile hastada hipoinflamatuar yanit basglar.
Hastanin hipoinflamatuar doénemde uzun zaman gegirmesi immun sistem
hdcrelerinin yorulmasina neden olabilir. Bu durum T-lenfositlerde artan PD-1 ve
azalan CD127 (IL-7R) ifadesi ile karakterize olup, hulcrelerde fonksiyonel
bozukluga da neden olmaktadir. Dolayisiyla hasta, bu donemde tam bir imman
yanit gelistiremez. Siklikla avirulan veya firsatgi mikroorganizmalara bagli
sekonder enfeksiyonlar ve viral reaktivasyon gorulebilir (103).

Hem dogal hem de kazanilmig immun yanit pargalari sepsis sonrasi hem
fonksiyonel hem de hiucre donglsu duzeyinde etkilenmektedir. Kilinik
arastirmalarda agir sepsis hastalarinin sendromun ilk saatlerinde yasamsal
fonksiyonlarini yerine getirdikleri ancak, immun baskilanmanin baslamasi ile
hastalarda oOlumin gergeklestigi gozlemlenmistir. Bu immun yetersizlik,
hastalarin  primer bakteriyel enfeksiyon kaynaklari ile mucadelesini
zorlastirmakta ve sonrasinda gelisecek olan sekonder nozokomiyal
enfeksiyonlar ve viral reaktivasyonlara zemin hazirlamaktadir. Gegtigimiz 5-10
yil arasinda sepsis esnhasinda dogal immdn yanitin verdigi reaksiyonlar
arastirlmis ve bu arastirmalar 0Ozellikle monosit HLA-DR iligkisi Uzerine
yogunlasmigtir. Sepsis esnasinda kazanilmig immin yanit dizeyi ve

aktivasyonu hakkinda ¢ok fazla arastirma yapilamamistir. Aragtirmamizin birinci
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basamaginda sepsis hastalarinin periferik kanlarinda yer alan dogal ve
kazanilmis immuan yanit hicrelerinin sikligi ve aktivasyon duzeyi hakkinda bilgi
edinilmistir. Ikinci basamaginda ise, sepsis esnasinda serumda artti§i bilinen
sTREM-1 dlzeyi ve bu artisa karsin immun yanitin baskilanmasinda rol alan
sHLA-G5 duzeyinin ne yonde seyrettigi arastirilmistir. Arastirmamizin son
basamaginda ise dogdal ve kazanilmig immuin yanit fenotipinin sTREM-1 ve
sHLA-G5 ile korelasyonu arastiriimistir. Elde edilen veriler sayesinde sepsis
esnasinda dogal ve kazanilmig immun yanit patogenezi hakkinda ve sepsisin

erken tanisinda yararli olabilecek veriler elde edilmistir.

Arastirmamiz sonucunda, sepsis hastalarinin monosit ve granulosit
miktarlarinda saglikli bireylere gore belirgin bir artis saptanmigtir. Monosit
/makrofaj sistemi, akut ve kronik inflamatuar reaksiyonlarda konak
savunmasinda bas aktorlerdendir. Schinkel ve ark.larinin arastirmasinda sepsis
esnasinda monosit sayisinda artis oldugu gdsterilmistir (103). Ancak, monosit
yuzeyindeki CD14 miktari konusunda monosit miktarinda oldugu gibi net bir
sonuca varillamamistir, cunkd bir kisim calismada sepsis esnasinda monosit
yuzeyinde CD14 miktarinin saglikl bireylere gére azaldigi bir kisim ¢alismada
ise herhangi bir degisiklik gostermedigi belirtiimistir (104-107). Buna ek olarak
eriskinlerde sepsis esnasinda monosit yuzeyinde HLA-DR’nin ifade edilme
dlzeyi cerrahi operasyonlar ve travma sonrasi septik komplikasyonlar icin bir
belirte¢ olmustur (33,34). Haveman ve ark., karaciger transplantasyonu sonrasi
monosit populasyonunda HLA-DR ifadesindeki azalmanin bakteri kaynakl
sepsisi isaret ettigini gostermiglerdir (35). Bir diger ¢alismada ise Hershman ve
ark., monosit HLA-DR duzeyinin travma hastalarinin klinik gidigini gosteren bir
isaret olabilecegini bildirmislerdir (33). Bu noktada dnemle belirtmek gerekir ki,
monositlerde HLA-DR diizeyinin disiik olmasi HLA-DR$%nedatl itade eden
CD14" monositlerin immin baskilayici etki géstermesinden kaynaklanmaktadir.
Nitekim, Lin ve ark.’nin ¢alismasinda non-Hodgkin lenfoma, hepatoseluler
karsinoma, melanoma, pediatrik akut I6semi, lenfoma gibi malign hastaliklarda
ve pankreatit, karaciger yetmezlikleri gibi malign olmayan hastaliklarda immun

yaniti baskilayici 6zelligi olan CD14"HLA-DRs™nesat nopiilasyonda artis
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oldugu gdsterilmistir (108). Arastirmamiz sonucunda sepsis hastalarinda CD14"
monosit populasyonunun belirgin dizeyde artis gosterdigi saptanmistir. Ne var
ki mevcut calismalardan farkli olarak CD14" monosit poptlasyonu igerisinde
HLA-DRsUKnegatf joaren hiicre yiizdesi saglikl bireylerle hemen hemen ayni
dizeyde bulunmustur. Hasta ve sadlikli kontrol gruplari arasinda bu
parametrede bir fark bulunamamasinin nedeni hastalarin %80’inin sepsis ve
%20’sinin agir sepsis klinik gérinuminde olmasi olabilir. Bilindigi Uzere, agir
sepsis doneminde immun sistemi hipoinflamatuar yanit durumuna gegiren
imman yanitt baskilayici monosit ve T-lenfosit hucreler yogun olarak
bulunmaktadir (102). Janols ve ark.lari arastirmalarinda septik sok ve gram
pozitif sepsis hastalarinda CD14"HLA-DR¥%/"" qijzevinde belirgin artis
saptarken, gram negatif sepsis ve viral enfeksiyonu olan hastalarda normal
dizeyde bulmuslardir. Buna paralel olarak da gram negatif sepsisli hastalarda
proinflamatuar immdn yanita isaret eden, immin baskilayici yanitin
saptanmadigi bildirilmistir (109).

Sepsis esnasinda kazanilmis hicresel immun yanitin duzeyini saptamak
amaciyla, B-lenfosit ve T-lenfosit dizeyleri yaninda T-lenfosit aktivasyonu HLA-
DR duzeyi olgulerek arastiriimistir. Hem dogal immin yanitta hem de
kazanilmis immun yanitta etkin rol Ustlenen B-lenfositlerin  sepsis
patogenezindeki roli tam olarak bilinmemektedir. Darton ve ark., invaziv
pnomokok enfeksiyonu sonrasinda iyilesen bireylerde fonksiyonel bozukluk
gOsteren B-lenfositleri saptamiglardir (110). Ayrica, Monserrat ve ark.’nin septik
sok gegiren hastalarin periferik kan B-lenfosit alt gruplarini ve aktivasyon
duzeylerini arastirdiklari ¢alismada hastalarda lenfopeni saptanmis ve buna
ilaveten CD19" B-lenfosit diizeyinde saglikli bireylere goére belirgin diizeyde
azalma tespit edilmigtir. B-lenfosit aktivasyon belirtegleri tzerinde yaptiklari
arastirmada erken aktivasyon belirteci CD69 ifade eden B-lenfosit yuzdesi,
yasayan ve olen sepsis hastalarinda saglikli bireylere gore yuksek bulunmustur.
Ayrica, CD23 tagiyan CD19" immiin yaniti dizenleyici B-lenfositlerde septik sok
hastalarinda saglikli bireylere gére belirgin dizeyde azalma saptanmigtir (111).
Bilindigi Uzere lipopolisakkarit (LPS) gram negatif bakterilerin baslica dis

membran komponenti olup, hidrofilik polisakkarit yapilardan olusan O antijeni ile
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hidrofobik 6zellikteki lipid A’dan olusur. Lipid A, molekulin biyolojik etkilerinden
sorumludur ve inflamasyon patogenezinde rol alan temel molekuldar. Serbest
LPS, LPS baglayan protein (LBP) ile kompleks yapmis olarak tasinir ve
monosit-makrofaj ve noétrofil hicre yuzeyinde bulunan CD14 reseptorine
(mCD14) baglanir. Dolayisiyla ortamda LPS varliginda mCD14 miktarinda artig
olmasi immunolojik bir reaksiyondur. Bick ve ark., degisik gram negatif
bakterilerden izole ettikleri pargalarin periferik kan lenfositleri ile inkiibasyonu
sonras! poliklonal antikor yanitinin gelistigini tespit ederek, bu izolatlarin
poliklonal B-lenfosit aktivasyonuna neden oldugunu belirtmiglerdir (112-115).
Arastirmamizda sepsis hastalarinin periferik kan CD19" B-lenfosit oraninda
kontrol grubuna goére belirgin bir fark saptanmamistir. Ancak, ¢alismamizda
sepsis hastalarinda B-lenfositlerin 6zgul aktivasyonuna isaret edecek bir
parametre bulunmadigindan, sepsis hasta grubunda 6zgul B-lenfosit varligi
veya yoklugu ile ilgili bir yorum yapilamamaktadir. Dolayisiyla ileri calismalarla
sepsis hastalarinin izole edilen etkenlerle uyariimasi sonrasi B-lenfosit
¢ogalmasi ve aktivasyonu arastirilabilir.

T-lenfositlerin antijen sunucu hucreler gibi antijeni isleyip sunma
fonksiyonlari yoktur. Dolayisiyla bu amaca yonelik olarak kullanilan MHC Sinif Il
molekult bulundurmamalarina karsin, sadece insan T lenfositlerine 6zgu olmak
Uzere aktive olduklarinda yuzeylerinde HLA-DR molekulint ifade ederler. Bu
Ozellik ayni zamanda insan T-lenfosit alt gruplarinda da bulunmaktadir (25).
Holub ve ark., 40 sepsis hastasinda yaptiklari arastirmada hastalarin periferik
kanlarinda total T-lenfosit ve CD4" T-lenfosit sayisinda belirgin azalma
oldugunu tespit etmiglerdir. Arastirmalarinin diger bir bolimuinde ise, aktive T-
lenfosit (CD3"HLA-DR") sayisinda azalma oldugu tespit edilmistir. Buna ek
olarak Holub ve ark. sepsis hastalarinin periferik kan CD8*, NK hicre
sayllarinda ve CD4/CD8 oraninda belirgin azalma oldugunu tespit etmislerdir
(116). Janols ve ark., sepsis hastalarini gruplandirarak yaptiklari arastirmada
saglikli gondllilerin periferik kan mononukleer hicre dizeylerini sepsis, gram
negatif sepsis ve gram pozitif sepsisli hastalarin degerleri ile kargilastirmiglar ve
Holub ve ark.’dan farkli olarak gruplar arasinda aktive T-lenfosit dizeyi

bakimindan bir fark bulamamiglardir. Buna karsin, aktive T-lenfosit ylizdesinin
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en fazla degiskenlik gosterdigi grubun gram pozitif sepsisli hastalar oldugunu
saptamislardir (109). Arastirmamiz sonucunda sepsisli hastalarin periferik
kanlarinda CD3", CD4" ve CD8" T-lenfositlerin oranlarinda saglikli gruba gore
bir fark saptanmamistir. Ancak, yukaridaki ¢calismalarin sonuglari ile farkli olarak
sepsis hastalarinda aktive T-lenfosit dizeyinde saglikli bireylere gore belirgin bir
artis saptanmistir. Yakin zamanda yapilan galismalar aslinda T-lenfositlerin de
bakterilere kargl immun yanitta etkin olduklarini gostermektedir. Polisakkarit ile
iligkili lipid, CD1 molekult araciidi ile T-lenfositleri uyarabilmektedir (117).
Ayrica, abse olusumuna neden olan bakteriyel enfeksiyonlarda IL-17
saliniminda aktive CD4" T lenfositlerin (Th17) etkin olduklari da bildirilmistir
(118). Bizim calismamizda hangi T-lenfosit grubunun aktif oldugu ayrintili
arastirimadigindan total T-lenfosit grubuna yonelik veriler sunulmustur.
C6zinur HLA-G5, immun sistemin farkl kollarina etki eden immuan yaniti
dizenleyici molekullerden biridir. Sadece T-lenfosit yanitini baskilamakla
kalmaz ayni zamanda dogal immun sistemi Uzerinde de baskilayici etki gosterir.
Monneret ve ark. tarafindan sepsis tanisi almis 64 hastanin yedi gunluk klinik
takibi esnasinda yapilan arastirmada, hem hilcre membraninda, hem de
plazmada ¢6zinur formda HLA-G5 duzeyleri U¢ farkli zaman diliminde
arastinimistir. Arastirmanin sonucunda septik sok hastalarinin plazmalarinda
sHLA-G5 duzeyinde belirgin artis oldugu tespit edilmistir. Bu artisin hayatta
kalanlarda Olenlere gbre her U¢ zaman diliminde de belirgin duzeyde yuksek
oldugu saptanmigtir (11). Arastirmamizda sepsisli hastalarda sHLA-G5 duzeyi
sagliklh  bireylerin  degerleri ile karsilastirildiginda anlamli  bir fark
bulunamamistir. Her ne kadar Monneret ve ark.’nin yaptiklari galismada sepsisli
hastalarin plazma 6rneklerinde belirgin dizeyde sHLA-G5 saptamis olsalar da,
bu analizin saglikli bireylerin verileri ile kargilastiriimasi yapiimamistir. Urbonas
ve ark. ise, pediatrik onkoloji hastalarinda sepsis erken tanisi amaciyla, febril
nétropeni tanisi almis c¢ocuklarda sHLA-G dlzeyini arastirmiglar ve
arastirmalarinin sonucunda sHLA-G’nin bu hastalarda sepsis tanisi igin yeterli
dizeyde guvenilir bir belirte¢ olmadigini belirtmislerdir (119). Degisik
arastirmalarda sHLA-G duzeylerinin farkl seyretmesi, sepsiste immun yanitin

birbirine zit iki ddnemde gerceklesmesinden dolayi olabilir. Belki de sHLA-G
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duzeylerinin, hayatta kalan sepsis hastalari ile dlenler arasinda belirgin bir fark
gOstermesi bu nedenden dolayidir. Ayrica, daha o6nce yukarida farkli
calismalardan da 6rnek verildigi gibi sepsise neden olan etkenlerin farkli yonde
immun yanit olusturmasindan da kaynaklaniyor olabilir.

TREM-1; nétrofil, monosit, makrofaj yizeyinde bulunan, TLR tarafindan
baslatilan inflamatuar yaniti arttiran ve sinyal yolaklarint DAP12 molekdlinun
yardimi ile aktive eden immunoglobulin slUper ailesi Uyesi reseptorlerdir.
Bouchon ve ark. tarafindan, TREM-1 ile iligkili yaptiklari ¢alismada bakteri
varliginda TREM-1 ifadesinin notrofil ve monositlerde arttigi, ancak enfeksiy6z
olmayan inflamasyonlarda bir artis olmadigi saptanmistir (39). Gibot ve ark. da
septik hastalarda artan hlcre yuzeyindeki TREM-1 ifadesinin plazmada ¢ézunar
formdaki sSTREM-1 artisina da neden oldugunu gostermiglerdir (91).
Arastirmamizda diger arastirma gruplarinin verileri ile uyumlu olarak sepsis ve
agir sepsis hastalarinin dolasiminda sTREM-1 duzeyinin saglikh bireylere gore
anlamli dizeyde arttigi tespit edilmigtir.

Hasta grubunda hastaligin siddetinin gostergesi olarak APACHE sistemi
kullanilmig olup ilk olarak 1981’'de Knaus ve arkadaslari tarafindan
tanimlanmigtir. Yogun bakim dnitelerinde sag kalimin takibinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. APACHE Il puanlama sistemi akut fizyolojik puanlama, yas
degerlendirmesi ve kronik saglik degerlendirmesi olarak 3 bdlimden
olusmaktadir. Akut fizyolojik puanlama hastanin vital bulgulari, hematolojik ve
biyokimyasal kan testleri, arteriyel kan gazi bulgulari, Glaskow koma skalasini
icerir. Kronik saglik degerlendirmesinde ise kronik organ yetmezlikleri,
immuansUpresyon varligt, acil veya elektif  operasyon varligi
degerlendiriimektedir (120). Poukoulidou ve ark.’ inin septik hastalarda yaptiklari
calismada nétrofiller ve monositlerdeki sTREM-1 ifadesi ile APACHE skoru
arasinda anlamli bir iligki saptanamamistir (121). Bizim ¢alismamizda ise hasta
grubunun APACHE skoru arttikga sTREM-1 duzeyinde de artis saptanmis olup

istatiksel olarak anlamliydi.

Sonug olarak, sepsis eshasinda immun yanit patogenezi hakkinda ve

sepsisin erken tanisinda vyararli olabilecek veriler elde etmek amaciyla
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yaptigimiz bu calismada hasta grubunda sTREM-1 ve aktive T-lenfosit
(CD3"HLA-DR") diizeyinin saglikli bireylere gbre anlamli diizeyde arttigi, sHLA-
G duzeyinde ise her iki grup arasinda istatiksel olarak anlamli fark olmadigi
gorulmustar. Bu galismada hasta sayisinin kisitl olmasi nedeniyle daha fazla
saylda hasta ile benzer caligsmalarin yapilmasi sepsisteki immin yanit

patogenezinin aydinlatiimasinda yarar saglayabileceg@i disunulmektedir.
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6. SONUGLAR

+ Sepsis ve agir sepsis tanisi alan hasta grubu ile kontrol grubu
karsilastiriidiginda sTREM-1 dizeyleri hasta grubunda anlamli olarak daha
yuksek saptandi.

» Sepsis ve agir sepsis tanisi alan hasta grubu ile saglikli kontrol grubu
karsilastirildiginda sHLA-G dlzeyleri agisindan istatistiksel farklilik yoktu.

» Sepsis ve agir sepsis tanisi alan hasta grubu ile saglikli kontrol grubu
karsilastirildiginda CD4"/ CD8" T-lenfosit oranlari agisindan anlamli farklilik
saptanmadi.

» Sepsis ve agir sepsis tanisi alan hasta grubunda, kontrol grubu ile
karsilastiriidiginda lenfosit dizeyleri dusuk, monosit ve granulosit duzeyleri
yuksek saptandi.

« Sepsis ve agir sepsis tanisi alan hastalarda CD14" monosit diizeyleri
kontrol grubuna gore daha yuksekti.

« Sepsis ve adir sepsis tanisi alan hasta grubunda CD3"HLA-DR" T-
lenfosit duzeyleri daha ylksek saptandi.

» Sepsis ve agir sepsis tanisi alan hasta grubu ile saglikli kontrol grubu
karsilastirildiginda CD19* B-lenfosit, CD14"HLA-DR*" monosit, CD3" T-lenfosit,
CD4'T-lenfosit, CD8" T-lenfosit, NK ve NK-T hiicreleri diizeyleri agisindan
anlamli fark saptanmadi.

+ Sepsis ve agir sepsis tanisi alan hasta grubunda sTREM-1 ve

APACHE Il skoru arasinda korelasyon saptandi.
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7. OZET

SEPSIS ve AGIR SEPSISLI HASTALARDA TREM-1, HLA-G5 ve HLA-
DR DUZEYLERININ ve ARALARINDAKI iLISKININ ARASTIRILMASI

Sepsis, enfeksiyonlara baglh gelisen sistemik inflamatuar yanit sendromu
olarak tanimlanmaktadir. Enfeksiyon odaginin etkin bir sekilde ortadan
kaldirlamadigi veya uygun tedavi edilemedigi durumlarda agir sepsis, septik
sok ve coklu organ yetmezligine kadar ilerleyebilir. Saglik bakimi ve enfeksiyon
hastaliklarinin yonetimi, tani veya tedavisindeki ilerlemelere ragmen, sepsiste
uygunsuz veya ge¢ gelen tani mortalitenin artmasina neden olmaktadir. Bu
nedenle, mikrobiyolojik test sonuclari elde edilene kadar, enfeksiyoz veya
enfeksiy6z olmayan durumlari ayirt edebilen ydntemler, sepsisli hastalara dogru
ve zamaninda yaklasim konusunda klinisyenlere yardimci olmaktadir.
GUnumuze kadar bu amagla degisik parametreler arastiriimigtir. C-reaktif
protein ve prokalsitonin seviyelerindeki artis sepsis tanisinda yol gdsterici
olabilse de, bilim adamlari yeni ve daha 6zgul belirtecleri arastirmaya devam
etmektedirler. Calismamizda; sepsis ve agir sepsisli hastalarda sTREM-1,
sHLA-G5 ve lenfosit alt tiplerinin duzeylerini degerlendirmeyi hedefledik.
Amacimiz sepsis immunopatogenezinin daha iyi anlasiimasini saglamak ve
sepsisin erken veya ayirici tanisinda bu belirteglerin degderini gdstermekti.

Yirmi saglikli kontrol grubu ile, sepsis ve agir sepsis tanisi almis 20 hasta
calismaya alindi. Antimikrobiyal tedavi baglamadan 6nce, hasta serumlarinda

ELISA yontemi ile sSTREM-1 ve sHLA-G5 dizeyleri; akim sitometri yontemi ile
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lenfosit, monosit, granilosit, CD14" monosit, CD14"HLA-DR" hiicreleri, CD3",
CD3"HLADR®, CD4" ve CD8" T-lenfosit, CD19" B-lenfosit, NK ve NK-T hiicre
duzeyleri ¢ahisildi.

Hasta grubunda CD14" monosit ve CD3"HLA-DR" T-lenfosit diizeylerinin
kontrol grubuna goére anlamli yuksek oldugu saptanirken (p<0,05), diger lenfosit
alt tipleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0,05). sSTREM-1
dizeyleri hasta grubunda kontrol grubuna goére yuksekti (p<0,05). sHLA-G5
duzeyleri acisindan hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark saptanmadi
(p>0,05).

Sonug olarak, sepsis patogenezi hala tam olarak aydinlatilamamistir ve
sepsisin tanisinda duyarlilik ve 6zgulligu daha yuksek altin standart bir belirteg
bulunmamaktadir. Daha fazla hasta sayisi igeren ileri ¢aligmalarin patogenezi

daha iyi aciklayacagi ve hizli taniyi kolaylagtiracagi kanisindayiz.
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8. SUMMARY

EVALUATION OF TREM-1, HLA-G5 AND HLA-DR LEVELS AND THEIR
RELATIONSHIP IN PATIENTS WITH SEPSIS AND SEVERE SEPSIS

Sepsis is defined as the systemic inflammatory response syndrome
caused by infections. If focus of infection can not removed or treated
appropriately it may progress to septic shock and multiple organ failure.
Although improvements in healthcareand management, diagnosis or treatment
of infectious diseases, inadequate or late diagnosis of sepsis still lead to
increase the mortality. Therefore, until receiving the microbiological test results,
methods that can discriminate the infectious and noninfectious conditions, help
to clinicians for accurate and timely approach to the patients with sepsis. For
this reason, different parameters have been investigated to date. Increased C-
reactive protein and procalcitonin levels are helpful in sepsis, but the
researches continue to investigate for new and more specific markers. In our
study, we aimed to evaluate the levels of sSTREM-1, sHLA-G5 and lymphocyte
subtypes in patients with sepsis and severe sepsis. Thus, we intend to provide
better understanding of the immunopathogenesis of sepsis, to demonstrate the

value of these markers in early or differential diagnosis of sepsis.

Twenty healthy control subjects and 20 patients diagnosed with sepsis
and severe sepsis, were included the study. Before initiation of antimicrobial
therapy, serum levels of sTREM-1 and sHLA-G5 levels measured with ELISA
method; lymphocyte, monocyte, granulocyte, CD14" monocyte, CD14" HLA-
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DR" cells, CD3", CD3" HLA DR", CD4" and CD8" T-lymphocytes, CD19" B-

lymphocytes, NK and NK-T cell levels were measured by flowcytometry.

In the patient group, CD14" monocytes, CD3" HLA-DR" T-lymphocyte
levels were found higher than the control group (p <0.05), there were no
statistically significant differences between other lymphocyte subtypes (p>
0.05). sTREM-1 levels in the patient group were found higher than the control
group (p<0.05). There were no significant differencesat the levels of SHLA-G5

between the patient and the control groups (p> 0.05).

In conclusion, pathogenesis of sepsis is still not exactly understood, and
there is no marker as a gold standard marker with high sensitivity and specificity
in the diagnosis of sepsis. We believe that further studies containing larger
number of patients will clarify the pathogenesis and help for rapid diagnosis of

the sepsis.
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INONU ONIVERSITESI TIP FAKULTESI ENFEKSIYON HASTALIKLARI ANABILIM DALI
“SEPSIS ve AGIR SEPSIS TANILI HASTALARDA TREM-1, HLA-G5 ve HLA-DR
DUZEYLERININ ve ARALARINDAKI iLiSKiNiN ARASTIRILMASI” HASTA TAKiP FORMU

Adi soyadi: Dosya No:
Yas: Altta yatan
hastaliklar
Cinsiyet: o Erkek
o Kadin
Yatis Tarihi: Tani aldigi yatis
gunu
Taburcu
Tarihi
Sepsis o Kaynak belirlenemedi o Toplum
kaynagi o Solunum sistemi kokenli
o Uriner sistem o Hastane
o Kan dolasimi kokenli
o SSS
o Batin
o Derive yumusak doku
Sepsis evresi | o SEPSIS o AGIR SEPSIS

Calismaya alinma kriterleri:
1. 18-65 yas arasinda olmak
2. Gebelik, TRAVMA, HIV, HBV,ve HCV enfeksiyonu, Kronik Bobrek yetmeazligi,
NOTROPENI, IMMUNSUPRESIF KULLANIMI, OTOIMMUN HASTALIK,
AKUT/KRONIK PANKREATIT, STEROID TEDAVISI, YANIK, DM, MALIGNITESI
OLMAMAK
3. Sepsis veya agir sepsis tanisi almis fakat heniz tedavi baslanmamis hastalar

PARAMETRELER

KULTUR SONUC
e HLA-GS: 1.
e TREM-1: 2.
e HLA-DR: 3.
e CRP: 4.
ANTIMIKROBIYAL TED ANTIMIKROBIYAL TED SURE:

1. 2.
3. 4.

SONUC: o SIFA

Notlar
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Glasgow Koma Skalasi

1- G6z agma yaniti (E) : Bu degerlendirme 6dem veya hematom nedeni ile gbziin kapali
oldugu durumlarda uygulanmaz.

a) Spontan goz acik E= 4 puan

b) S6zIG uyaranile géz acilir ~ E= 3 Puan

c) Agrili uyaran ile géz acilir E= 2 Puan

d) G6z agmaz E=1 Puan

2- Sozel yanit (V) : Entlibe olgularda degerlendirmek miimkiin degildir.

a) Oryante- ismini, yasini, vb. biliyor V=5 Puan

b) Konflizyonda ancak sorulara cevap veriyor V=4 Puan

¢) Uygunsuz yanitlar V=3 Puan
d) Anlamsiz s6zler V=2 Puan
e) Yok V=1 Puan

3- Motor yanit (M) : herhangi bir ekstremiteden alinan en iyi motor yaniti ifade eder.

Degerlendirme sirasinda agrili uyaran el ya da ayak tirnaklarindan birine uygulanabilir.

a) Emirlere uyuyor M= 6 Puan
b) Lokalize ediyor M= 5 Puan
c) Ekstremiteyi kacirmaya calisiyor M= 4 Puan
d) Anormal fleksiyon (dekortikasyon) M= 3 Puan
e) Ekstansor yanit (deserebrasyon) M= 2 Puan
f) Hareket yok M= 1 Puan

Degerlendirme
koma< 8
orta derecede kafa travmasi 9-12

Hafif derecede kafa travmasi 13-15
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APACHE Il VE SOFA SKORU HESAPLAMAK iCiN GEREKLI BILGILER

VUCUT ISISI:

ARTERIYEL TANSIYON:

ORTALAMA ARTER BASINCI=(SiS-DiAS/3)+DIAS:

KALP HIZI: /dk

SOLUNUM HIZI:  /dk

FiO2:

PaCO2:

Pa02:

Pa02/FiO2:

ARTERIYEL Ph

Na: K:
BUN: Cre: AST: ALT:
AKUT BOBREK YETERSIZLIGI VAR YOK
MEKANIK VENTILATOR TEDAVISI VAR YOK
HEMATOKRIT: HEMOGLOBIN:
BEYAZ KURE:
TROMBOSIT:
TOTAL BILIRUBIN: KREATININ:
GLASGOW KOMA SKALASI:
DESTEK TEDAVISI (DOZLA) DOPAMIN:
DOPUTAMIN

NOREPINEFRIN

GENEL DURUM

ACIL POSTOPERATIF
ELEKTIF POSTOPERATIF

MEDIKAL

http://www.sfar.org/scores2/apache22.html#calcul

iLK 24 SAAT iCINDEKI EN UG DEGERLERI YAZINIZ
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