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OZET

Karaciger Nakli Sonrasi Biliyer Striktiir Nedeniyle ERCP Uygulanan
Hastalarda NOD2 Varyant Sikhginin islem Sonrasi Klinik Seyir Uzerine Etkileri

Giris ve Amac: Donor yasi, uzamis soguk ve sicak iskemi siiresi, cerrahi teknikler ve
hepatik arter trombozunun gelisimi canli dondr karaciger transplantasyonu (LDLT)
sonrast biliyer darlik olusumunda iyi bilinen risk faktorleridir. Bu sorunlarin {istesinden
gelmek i¢in yogun ¢abalar sarf edilmesine ragmen, biliyer darliklar LDLT'den sonra hala
en 6onemli morbidite ve mortalite nedenlerinden biridir.

Niikleotit baglayict oligomerizasyon alan1 2 (NOD2) dogal immiin sistemin bir
komponentidir ve karaciger, makrofajlar, dendritik hiicrelerde eksprese edildigi gibi
intestinal epitelin Paneth hiicrelerinde de eksprese edilir. NOD2, bakteri duvar peptitlerini
algilayip yanit veren NOD benzeri reseptor ailesinin bir {iyesidir. Bu protein, konakgi
bagisiklik sistemi ve bagirsak florasi elemanlar1 arasindaki dengeyi kolaylastirir, cesitli
anti-bakteriyel bilesiklerin salgilanmasimi diizenler. Bir g¢alismada R702W NOD2
varyantinin ortotopik karaciger transplantasyonu sonrasi artmis bakteriyel enfeksiyon
riski ile iligkili oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada, LDLT sonrasi biliyer darlik nedeniyle
endoskopik tedavi uygulanan hastalarda bazi NOD2 varyantlarmin (p.G908R,
¢.3020insC, p.R702W ve 1007fs) hastanede kalis siiresi ve endoskopik tedavi sonuglari
tizerindeki etkilerini arastirdik.

Materyal ve Metot: Canlidan canliya karaciger transplantasyonu sonrasi biliyer striktiir
nedeniyle endoskopik retrograd kolanjiopankreatografi (ERCP) uygulanan hastalarin yas,
cinsiyet, transplantasyondan sonra ERCP’ye kadar gecen siireleri, ERCP bulgulari, ve
hastanede yatis stireleri kaydedildi. Caligmaya dahil edilen hastalar iki gruba ayrildi. Grup
1: ERCP sonrasi ilk 24 saatte taburcu edilenler ve Grup 2: ERCP sonrasi ilk 24 saatten
sonra taburcu edilenler. Her iki grup arasinda 4 adet NOD2 varyant siklig1 arastirildu.

Bulgular: ERCP sonrasi ilk 24 saatten sonra taburcu edilen grupta striktiirii ge¢ilemeyen
hasta sayis1 diger gruptan anlamli sekilde yiiksekti (%34’°e %0, p<0.0001). Calismamizda
p.R702W mutasyonu ERCP sonrasi ilk 24 saatte taburcu edilenler grubunda higbir
hastada saptanmaz iken, ERCP sonrasi ilk 24 saatten sonra taburcu edilenler grubunda 10
hastada saptandi. iki grup arasinda p.R702W mutasyon siklig1 istatistiksel olarak anlamli
sekilde farkliydi (p:0.002). 1007fs mutasyonu ERCP sonrasi ilk 24 saatte taburcu
edilenler grubunda 3 hastada saptandi. Buna karsin bu mutasyon ERCP sonrasi ilk 24
saatten sonra taburcu edilenler grubunda 14 hastada saptand:. iki grup arasinda 1007fs
mutasyon sikligi istatistiksel olarak anlamli sekilde farkliydi (p:0.011).

Sonu¢: Sonuglarimiz 6zellikle p.R702W  varyanti basta olmak iizere NOD2
varyantlarinin karaciger nakil hastalarinda ERCP islemi sonrasi hastanede yatis siiresi
tizerinde bir role sahip oldugunu diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimler: Karaciger nakli, ERCP, Biliyer striktiir, NOD2



ABSTRACT

The Effects of NOD2 Variant Frequency on The Clinical Navigation in The
Patients Under Given ERCP Because of Biliary Stricture After Liver
Transplantation

Introduction and aims: Donor age, prolonged cold and warm ischemia time, surgical
techniques and development of hepatic artery thrombosis are well-known risk factors for
biliary stricture after live donor liver transplantation (LDLT). Although intensive efforts
have been made to overcome these problems, biliary stricture is still one of the most
important causes of morbidity and mortality after LDLT.

Nucleotide-binding oligomerization domain containing 2 (NOD2) is a
component of the innate immune system and is expressed in liver, macrophages, dendritic
cells as well as in Panet cells of the intestinal epithelium. NOD2 is a member of the NOD-
like receptor family that recognizes and responds to bacterial wall peptides. This protein
facilitates the balance between the host immune system and intestinal flora elements,
regulates the secretion of various antibacterial compounds. In a study, R702W NOD?2
variant was reported to be associated with increased risk of bacterial infection after
orthotopic liver transplantation. In this study, we investigated the effects of some NOD2
variants (p.G908R, ¢.3020insC, p.R702W and 1007fs) on endoscopic treatment results
and length of hospital stay in patients underwent endoscopic treatment for biliary stricture
after LDLT.

Materials and Methods: Age, sex, time to ERCP after transplantation, ERCP findings,
and hospitalization time of patients who underwent endoscopic retrograde
cholangiopancreatography (ERCP) for biliary stricture after LDLT were recorded.
Patients included in the study were divided into two groups. Group 1: Discharged in the
first 24 hours after ERCP and Group 2: Discharged after the first 24 hours after ERCP.
The frequency of four NOD?2 variants was investigated between the two groups.

Results: In the group discharged after the first 24 hours after ERCP, the number of
patients whose stricture could not be passed was significantly higher than the other group
(34% vs 0%, p <0.0001). In our study, p.R702W mutation was not detected in any of the
patients discharged in the first 24 hours after ERCP, whereas it was detected in 10 patients
who were discharged after the first 24 hours after ERCP. The frequency of p.R702W
mutation was significantly different between the two groups (p: 0.002). 1007fs mutation
was detected in 3 patients in the first 24 hours after ERCP. However, this mutation was
detected in 14 patients in the group discharged after the first 24 hours after ERCP. The
frequency of 1007fs mutations between the two groups was statistically significant (p:
0.011).

Conclusion: Our results suggest that NOD2 variants, especially the p.R702W variant,
have arole on the length of hospital stay in liver transplant patients after ERCP procedure.

Keywords: Liver transplantation, ERCP, Biliary stricture, NOD2
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1. GIRIS VE AMAC

Karaciger transplantasyonu son donem kronik karaciger hastalari i¢in giiniimiizde
stk bagvurulan kiiratif tedavi yontemidir. Karaciger transplantasyonu sonrasi alicida
gelisen major morbidite nedenlerinden biri de biliyer komplikasyonlardir (1). Dondr yast,
uzamis soguk ve sicak iskemi siiresi, cerrahi teknikler ve hepatik arter trombozunun
gelisimi canli vericili karaciger transplantasyonu (LDLT) sonrast biliyer darlik
olusumunda bilinen risk faktorleridir (2). Bu sorunlarin iistesinden gelmek i¢in 6nemli
tyilestirmeler yapilmis olmasina ragmen, biliyer darliklar LDLT'den sonra hala en 6nemli
morbidite ve mortalite nedenlerinden biridir (3). Biliyer striktiir gelisen hastalara ERCP
islemi uygulanir (4). Bagirsak ve karaciger 6nemli anatomik ve fonksiyonel baglantilart
olan iki organdir. Bu organlarin kendi aralarindaki etkilesimleri, biliyer enflamatuar
hastaliklar gibi bazi karaciger hastaliklarinin gelismesinde rol oynar. Bununla birlikte bu
progeslerin patogenezi hala tam olarak bilinmemektedir (5).

NOD2 makrofajlar, dendritik hiicreler ve paneth hiicreleri gibi bazi intestinal
epitel hiicrelerinde bulunan ve bakteriyel peptidoglikanlar1 taniyan hiicre i¢i bir
reseptordiir. NOD2 variantlarinin Crohn hastaliginda daha sik oldugu bildirilmistir (3, 6).
NOD2, bakteri duvarin1 algilayip yanitlayan, NOD benzeri bir reseptor aile iiyesidir (7).
Protein, konakg¢1 bagisiklik sistemi ve bagirsak florasi elemanlar: arasindaki dengeyi
kurar (8), gesitli anti-bakteriyel bilesiklerin salgilanmasini diizenler, hiicre i¢i bakteriyel
oldiirmeyi artirir (9) ve NF-kB ve mitojen aktive protein kinazlart (MAPK) aktive ederek
cesitli sitokinleri ve kemokinleri indiikler (10).

NOD2'nin genetik varyantlar1 Crohn hastalig ile iligkilidir (6, 11). Harputluoglu
ve ark. yaptig1 bir ¢caligmada siroz hastalarinda NOD2 varyanti ile spontan bakteriyel
peritonit arasinda gii¢lii bir iliski oldugunu gosterdi (12). Karaciger hastalarinda NOD2
varyant siklig1 ile bakteriyel translokasyon arasinda iligkiye vurgu yapan klinik ¢aligmalar
mevcuttur. Bakteriyel translokasyon karaciger hastaliklari, sepsis gibi durumlarda
enfeksiyon gelisiminde rol oynadigi diisiiniilen bir durumdur. Ayrica, Janse ve ark.
R702W NOD2 variantinin ortotopik karaciger transplantasyonu sonrasi artmis bakteri
enfeksiyonu riski ile iliskili oldugunu bildirmistir (13).

Bu ¢alismada LDLT sonrasi biliyer darlik nedeniyle endoskopik tedavi uygulanan
hastalarda bazi NOD2 varyantlarinin (p.G908R, ¢.3020insC, p.R702W ve 1007fs)

hastanede kalis siiresi ve endoskopik tedavi sonuglar iizerindeki etkilerini arastirdik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Karaciger Transplantasyonu

Glinlimiizde medikal tedavi yontemleriyle tedavi edilemeyen ve yasami tehdit
eden son donem karaciger yetmezligindeki hastalara onerilen yasami koruyucu ve
stirdiiriicii tek tedavi yontemi karaciger transplantasyonudur. Karaciger transplantasyonu,
beyin Olimii ger¢eklesmis ya da tamamen saglikli insanlardan, normal fonksiyonlari
devam eden karaciger dokusunun bir kismimin alinip hastalikli karaciger dokusu ile
degistirilmesidir (14). Karaciger transplantasyonu; akut fulminan hepatit, son dénem
karaciger hastaliklar1 ve baz1 metabolik karaciger hastaliklarinin tek tedavi segenegidir.
Organ transplantasyonlari arasinda karaciger transplantasyonu énemli farliliklar gosterir.

Teknik olarak diger solid organ transplantasyonlarindan daha giigtiir (15).

2.1.1. Karaciger Transplantasyonunda Biliyer Komplikasyonlar

Karaciger nakli sonrasi biliyer komplikasyonlar %9-33 insidansla goriilen 6nemli
problemlerden birisidir (16). Karaciger transplantasyonunda alicida morbidite ve
mortalitede en 6nemli basamak biliyer anastomoz komplikasyonlaridir (17). Biliyer
komplikasyonlarin laboratuar tani kriterleri arasinda bilirubin, alkalen fosfataz ve beyaz
kiire yliksekligi mevcuttur. Steroid ve immiinsiipresanlar, komplikasyonlar
maskeleyebileceginden minimal klinik semptomlar karsisinda dahi karaciger fonksiyon

testlerindeki anomaliler biliyer problemlere karsi bizi uyarici olmalidir (18).

Spesifik biliyer komplikasyonlar su sekilde gruplanabilir (19);
1.  Safra kacagi
1. Anastomotik kacak
1. Safra kanal1 ug-uca anastomozu,
2. Bilioenterik anastomoz
2.Anastomotik olmayan kacak
1. T-tiipe bagh
2. Safra kanalinin nekrozuna bagh
3. Hepatektomi kesi yiizeyinden
2. Safra kolleksiyonu (Biloma)/(Biliyer apse)



3. Safra kanali tikaniklig1
1. Ekstrahepatik tikaniklik
1.Anastomotik striktiir
2.Anastomotik olmayan striktiir
2. Intrahepatik tikaniklik
1.Lokalize
2.Multipl
4. Papiller diskinezi/Ampuller fonksiyon bozuklugu
5. Safra tasi, camuru
6. Bilioenterik anastomoza bagli safra kanali komplikasyonlari
1. Barsak perforasyonu
2. Gastrointestinal kanama
3. Kolanjit
4. Kor loop sendromu
7. Digerleri
1. Hemobilia
2. Mukosel

2.1.1.1. Anastomotik Striktiir

Karaciger naklinden sonra ortaya ¢ikan biliyer komplikasyonlarin %40’ 1
safra kanali darliklart olusturur. Nakil sonrasi erken donemde gelisen striktiirler
cogunlukla teknik problemlerden gelisirken, ge¢ striktiirler genel olarak vaskiiler
yetmezlik, iskemi ve iyilesme ve fibrozis ile ilgili sorunlardan kaynaklanmaktadir
(20). Biliyer komplikasyonlar alicilarda Onemli bir mortalite ve morbidite
nedenidir. En sik goriilen komplikasyonlar safra sizintilari, safra yolu darliklar1 ve
safra kanali taglaridir. Bu komplikasyonlarin insidansi farkli raporlarda %10 ile %25
arasinda degismektedir, ancak oranlar zaman i¢inde azalmaktadir (21). Anastomotik
darliklarin biiyiik ¢cogunlugu nakilden sonraki ilk 12 ay iginde ortaya ¢ikar (22).
Karaciger naklinden sonraki alt1 ay i¢inde belirlenen anastamoz darlig1 genelikle kisa
stireli stentlemeye iyi yanit verir (iig ila alt1 ay) (23). Ug uca anastomoz varsa, biliyer
komplikasyonlarin ¢ogu endoskopik retrograd kolanjiyografi ile giivenli ve etkili bir

sekilde ¢oziime kavusturulur (24).



2.2. Endoskopik Retrograd Kolanjiopankreatografi (ERCP)

Endoskopik retrograd kolanjiopankreatikografi (ERCP) safra yollar1 ve
pankreas hastaliklarinin tani ve tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir
(25). ERCP postoperatif biliyer kagak ve darliklar, tekrarlayan akut pankreatitli
hastalar, kronik pankreatitte semptomatik darliklar, kotii huylu biliyer tikanma,
semptomatik pankreas kanali taslari, pankreas kanali bozulmalar1 veya sizintilari,
semptomatik pankreas psddokistlerini ve iyi huylu pankreas sivisi koleksiyonlarini

bosaltmak i¢in oldukga etkili bir tedavi yontemidir (26).

2.2.1. Endoskopik Retrograd Kolanjiopankreatografi Komplikasyonlari

Endoskopik islem karaciger nakli sonrast giivenli olarak kabul
edilir. Prosediir bagina %6 ile %9'a varan bir komplikasyon orani vardir (27).
Karaciger nakli olmayan hastalarda goriilen %5 ila %8 komplikasyon oranindan ¢ok
farkli degildir (28). ERCP islemine bagli sfinkterotomi yerinden kanama, post-
ERCP pankreatit, kolanjit, perforasyon ve kardiyopulmoner (hipoksi, hipotansiyon
ve aritmi) komplikasyonlar ile 6liim goriilebilir (25). En sik goriilen komplikasyonlar
pankreatit, kolanjit ve post sfinkterotomi kanamasidir. Diger komplikasyonlar safra

kagagi, subkapsiiler hematom, perforasyon ve stentin yerinden kaymasini igerir (29).

2.2.1.1. Endoskopik Retrograd Kolanjiopankreatografi Sonrasi
Enfeksiyon

Tedavi edici ve tan1 koydurucu endoskopik girisimlerden sonra kolanyjit,
kolesistit, bakteriyel peritonit, sepsis, santral sinir sistemi enfeksiyonlar1 gibi
komplikasyonlar bildirilmistir. En sik bakteriyemiye sebep olan girisim &zellikle
safra yollarinda obstrilksiyon bulunan vakalarda yapilan ERCP islemidir (30).
Bakteriler, safra yollarina daha ¢ok olarak retrograd olmak iizere, hematojen bir yolla
da girebilir. Safra yollar1 normal olan kisilerde, anatomik bariyerler bu iki yolu da
engeller. Bagisikligi baskilanmis veya biliyer sistem tikanikliklar olan hastalarda
bakteriyel savunma sistemi bozulmakta ve bu komplikasyonlara kars1 daha duyarl
hale gelmektedirler (31). Enterik bakteriler, ERCP sonrasi enfeksiyonlardan sorumlu
en sik goriilen organizmalardir (32). Enfekte safrada polimikrobiyal enterik flora

bulunur, kan kiiltiiriinde ise hastalarin ¢cogunda tek organizma izole edilir (33).



2.3. Bakteriyel Translokasyon

Bagirsak mukozasinda hasar olustugunda gastrointestinal sistem icerisindeki flora
bakterilerinin, mezenterik lenf nodu (MLN), karaciger, dalak, bobrek, peritoneal kavite
ve kan gibi steril ekstraintestinal ortamlara ge¢mesi, bakteriyel translokasyon olarak
tanimlanir. Bu durum, mortalitesi yaklasik %70 olan ¢oklu organ yetmezligine neden
olmaktadir (34). Bu mekanizma ilk olarak 1979 yilinda tanimlanmis olup bakteriyel
translokasyon (BT) olarak adlandirilmistir (35).

Bakteriyel translokasyon; intestinal obstriiksiyon, hemorajik sok, ciddi travma,
major yanik, siroz, tikanma sariligi, immunsupresyon, intestinal radyasyon, gram negatif
bakteriyel enfeksiyon ve multiorgan yetmezligi gibi durumlarda artar (36). Barsagin bu
immiin ve inflamatuar yanitta 6nemli rol oynadigini diisiiniilmektedir. Deneysel verilere
gbre bu yanitta rol alan endojen sitokinler, endotoksin ve diger bakteriyel iiriinlerce
uyartlmaktadir. Ana mekanizmalar intestinal asir1 ¢ogalma, intestinal gecirgenligin
bozulmasi ve konak immiinitesinin zayifligindan dolayidir (37).

Yeni veriler bakterilerin intestinal bariyerden gegmelerine gerek olmayabilecegini
gostermistir. Bagirsagin toksik iiriinlerinin veya bagirsak duvarinda iiretilen inflamatuar
bilesiklerin translokasyonu sistemik semptomlardan sorumlu olabilir. Bu durum
bakteriyel translokasyonun tanimini bagirsak gecirgenligi ile iligkili olarak sadece canli
bakterilerin degil beraberinde antijenlerin veya endotoksinlerin bagirsak liimeninden
dolasima gecip sistemik inflamasyon ve uzak organ hasarina sebep olmasi seklinde

genigletildi (38).

2.3.1. intestinal Bakteriyal Overgrowth

Intestinal bakteriyal overgrowth (IBO) ince bagirsakta anormal bakteriyel
cogalma ile karekterize bir durumdur (39). Bakteriyel translokasyonda en 6nemli faktor
olup bakteri popiilasyonundaki bu artis; mukozal bariyerde bozulma ve intestinal
gecirgenlik artist  olmamasina ragmen bakteriyel translokasyona yol agabilir
(40).Muhtemelen intestinal ge¢isin yavaslamasi, diisiik gastrik asit miktari, pankreatik ve
safra sekresyonlarindaki degisiklikler bakteriyel asir1 cogalmaya sebep olmaktadir (41).
Safra salgilariin barsak mukozasi lizerinde uyguladigi trofik etki ve endotoksini

notralize etmesi bakteriyel asir1 gogalmayi 6nler (42).



2.3.2. Intestinal Gegirgenlik Artis1

Bagirsak bariyeri toksik maddelere ve patojen bakterilere kars1 biiyiik bir savunma
gorevi goriir. Intestinal bariyer; intestinal epitel hiicrelerince salgilanan miisindz
komponent ve maddelerin segici gegisine izin veren epitel hiicrelerince olusturulan siki
baglantilarca (tight junctions) olusturulur (43). Enterosit goblet hiicrelerince miisin
salgilanir. Miisin iceriginde bulunan kalin glikoproteinler liimen boyunca bir tabaka
olusturur ve bakterilerin enterosit mikrovilluslari ile temas kurmasini 6nler (44).

Bagirsak bariyerini bozan durumlar iskemi, hemoraji, yaniklar, intestinal
obstriiksiyonlar, bakteriyel enfeksiyonlar, radyasyon, travma, Crohn ve iilseratif kolit gibi
inflamatuvar hastaliklar, tikanma sarilig1 ve sitotoksik ajanlar olarak siralanabilir. Bu
durumlar arasinda iskemi-reperfiizyon hasari 6nemli bir yer tutar. Hipovolemik ve
kardiyojenik sokta beyin ve kalp gibi hayati organlara kan daha ¢ok ydneleceginden
splanknik damarlarda vazokonstriksiyon olur ve intestinal kan akimi azalir. Bu durumda
mukozal bariyer zarar goriir ve intestinal gecirgenlik artar, bakteri ve endotoksinler

sistemik dolasima gegerler (45, 46).

2.3.3. Immiinolojik Zayiflama

Viicudun en biiyiik immunolojik organi intestinal immiin sistemdir (44). intestinal
immiin sistem lenf folikiilleri, lamina propria lenfositleri, mezenterik lenfoid hiicreler ve
IgA’dan olusurlar. Peyer plaklar1 ince bagirsagi cevreleyen lenf dokusu plaklaridir.
Antijenik uyari ile olusan T ve B lenfositler peyer plaklarini terk ederek mezenterik lenf
nodlarina oradan da lenfatik kanallar araciliyla viicudun ¢esitli kisimlarina giderler. MLN
veya portal kana transloke olan bakteriler bagisiklig: diisiik olan hastalarda bakteriyemi
ya da enfeksiyonlara neden olmaya baglamadan once etkisizlestirilirler (44). IgA
mukozadaki B lenfositler tarafindan iretilir ve sekretuar immunglobulin A olarak
bagirsak liimenine salinir. Intestinal liimene salinan IgA bakteriyel invazyona kars ilk
savunma durumunu olusturur. IgA barsak yiizeyine bakteri adezyonunu ve fagositozu
onlemektedir. Bu durum lokal immiinitenin saglanmasini ve bakteriyel translokasyonun

engellemesini saglar (47).



2.3.4. Bakteriyel Translokasyonun Tan1 Metotlar:

Bakteriyel translokasyon, mezenterik lenf nodlar kiiltiiriinde {ireme olmast
durumudur. Tan1 konmasi invaziv bir yontem olmasi sebebiyle kullanilmamaktadir (48).
Tam koymak i¢in kullanilan bazi testler sunlardir; Krom- 51 etilen diamin tetraasetat
atilim testi, glukoz nefes testi, duodenal zonula tikanikliklarinin immiinhistokimyasal
olarak bakilmasidir (49). Bunlar disinda Gram(-) bakterilerde bakteri duvarinin major
komponenti olan lipopolisakkaritler (LPS) 6l¢timii kullanilabilir. Karacigerde iiretilen
LPS baglayici protein diizeyi 6lgiimiine bakilarak tani konulabilir. Su anda, BT i¢in en

uygun markirin ne oldugu bilinmemektedir.

2.3.5. Bakteriyel Translokasyon Mekanizmasi ve Klinigi

Peritonun bakterilerle kontaminasyonu sonrasi uzaklastirilmasi iki O6nemli
mekanizma ile olmaktadir. Bunlardan birincisi diyafragmatik lenfatikler, digeri ise
immiin yanit (hiicresel ve hiimoral) mekanizmalaridir (50). Endojen bakteriler MLN na
gecerler ancak sistemik yolla baska dokulara gegemezler. Saglam immun sistem
tarafindan bu bakteriler ortadan kaldirilarak enfeksiyon olusturmasi engellenir ancak
virulansi yiiksek bakterilerin translokasyonunda ise immiin sistem yetersiz kalabilir ve
bakteri diger dokulara gecebilir. Bu bakteriler karaciger(kc), dalak ve bobrek gibi diger
dokulara ulasir. Buralarda temizlenemez ise kan ve periton boslugu gibi bolgelere
sistemik yayilim gosterirler. Konakg¢i, bu donemdeki sistemik enfeksiyonla
basedebilecegi gibi mide-barsak liimenindeki bakteriyel asir1 ¢ogalmanin seviyesine,
immiin yetmezligin derecesine, mukozal harabiyetin siddetine ve bakterinin patojenik

ozelliklerine bagli olarak septik soka da girebilir (51).

2.4.NOD2 Geni

Bakteriyel patojenleri tanima ve viicuttan temizlemede gorevli model tanima
reseptor ailesidir. NOD reseptorler niikleotid bagimli oligomerizasyon alanlarini igerir.
Bu reseptorler bakteriyel hiicre duvarinda yer alan muramil dipeptid (MDP)’i taniyarak
proinflamatuvar NF-kB sinyal yolunu aktiflestirir (11). NOD2’nin azalmis fonksiyonu
sonras1 NF-xB indiiksiyonu azalir, devaminda inflamatuar yanit ve bagirsaklarda iiretilen
antimikrobiyal peptidlerin (alfa densin gibi) iiretimi azalir. NOD2, karacigerde hepatosit
ve bagisiklik hiicrelerinde de bulunmaktadir ve muramil dipeptid iizerinden hiicresel

yanitlari, hepatik interferon (IFN) ve NF- xB’y1 stimiile eder (52).



NOD2 Kafkasyalilarda en az 30 varyasyon gosterirken, genellikle calismalarda 3
yaygin tek niikleotid polimorfizmi arastirilmistir. Bunlar; ¢erceve kaymasi mutasyonu
1007fs [3020insC, tek niikleotid polimorfizmi (SNP) 13] ve 2 missens mutasyonu
R702W (2104CAT, SNP 8) ve G908R (2722G4C, SNP 12) dir (11).

Yapilan ¢alismalar NOD2 varyant tasiyiciligi olanlarda lokal immiin sistemin
barsaklardaki BT’u sinirlamada yetersiz kalabilecegini gostermistir (53). Crohn
hastalarindan alinan intestinal biyopsilerle ilgili yapilan bir calismada, NOD2 varyasyonu
(6zellikle R702W ve 1007fs) olan kisilerde BT ye korele olarak artmis intramukozal
endotoksin seviyeleri, buna bagli NF-kB aktivasyonu ve degismis epitelyal hiicre-hiicre
baglantisi gosterilmistir (54).

Harputluoglu ve ark. yaptiklari ¢alismada spontan bakteriyel peritoniti (SBP) olan
ve olmayan hastalar arasinda NOD?2 risk varyant sikliklarinda anlamli bir fark bulunmadi.
Asit sitvisindaki bakteriyel DNA miktar1t NOD2 varyantlar1 olan hastalarda varyant
olmayan hastalardan daha yiiksekti. Serum IL-6 seviyeleri SBP grubu olanlarda SBP
olmayan gruba kiyasla daha yiiksek bulunmustu. SBP hastalarinda BT ve NOD2'nin riskli
varyantlari arasinda anlamli bir iligki oldugu tespit edildi (12).

Guenther ve ark. yaptiklar1 ¢alismada akut pankreatitli 941 hasta ile 926 kontrol
grubu alindi. Calismada p.R702W mutasyonu tasiyip p.G908R ve p.L1007fs mutasyonu
tasimayan hastalarda siddetli pankreatit ve mortalite riskinin artig1 saptandi. Siddetli
pankreatit sebebi ile 6len hastalarda %40 p.R702W aleli ve %16.4 wild type aleli
saptandi. Multiple organ yetmezligi ile mutasyon arasinda iliski goriildii. Ama sepsis,
tekli organ yetmezligi ve enfekte nekroz arasinda iliski saptanamadi. Caligmada
p.R702W mutasyonun akut pankreatitde artmig mortalite ve multiple organ

yetmezliginden sorumlu oldugu goriildii (55).

2.4.1. NOD2 Sinyal Yolag:

NOD?2 proteini, hem gram negatif, hem de gram pozitif bakterilerin peptidoglikan
tabakasinin yikimi ile ortaya ¢ikan MDP’ye duyarl intraseliiler bir proteindir. Hiicre
icindeki bakterilerin MDPleri sayesinde taninmasi ve sonrasinda patojenin temizlenmesi
icin, NOD2 yolag: ile direkt olarak antimikrobial peptidlerin, kemokinlerin ve
sitokinlerin salinmasi1 saglanarak dogustan gelen immiin sistem indiiklenirken, Gbiir
taraftan kazanilmig immiin sistemin bakteriyle savasina zemin hazirlanir (56).

Uyartlmamis haldeyken NOD2’nin 16since zengin (LRR) domainleri, geriye

dogru niikleotid baglanma domeyni (NBD) iizerine katlanarak proteinin inaktif halde
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kamasini saglarlar. Bakteri MDP’si ile karsilagsma sonrasinda NOD2’de meydana gelen
konformasyonel  degisimler, hem NBD domaini aracilifiyla  proteinin
oligomerizasyonuna, hem de homotipik kaspaz aktiflestireci domeyn (CARD)-CARD
etkilesimleri ile reseptor etkilesimli serin/treonin protein kinaz2 (RIP2)’nin baglanmasina
izin verir (57). NOD2’ye baglanma ile RIP2 aktivasyonu olur ve bu aktif NOD2-RIP2
kompleksi, devaminda mitojen ile aktive edilmis protein (MAP) 24 kinaz yolagi, NF-xkB
yolagi, otofaji ve antijen sunumu gibi intraseliiler sinyal yolaklarini aktive eder (58, 59).
Bu yolaklardan ve etkilesimlerden en iyi anlagilmis olan NOD2 nin NF-kB transkripsiyon
faktorii {izerine olan etkisidir. Inflamatuar hastaliklardan korunmak igin NF-xB
aktivasyonunun saglam bir sekilde diizenlenmesi gerekmektedir. Aktivasyonun ve
deaktivasyonun dogru bir sekilde koordine edilmesiyle, sadece fizyolojik olarak gereken

durumlarda inflamasyon gergeklesir (52).

2.4.2. NOD2 Varyantlar:1 ve Hastaliklar

NOD?2 geninde 1384 tane genetik varyasyon bulunmustur. Cok sayida ¢aligma ile
bu varyasyonlardan bazilarinin hastaliklarla iliskisini aragtinnlmistir ve elde edilen
sonuglar, NOD2’nin viral ve bakteriyel enfeksiyonlarda ki roliine ek olarak, diger bazi
hastaliklarla olan iliskisini de ortaya koymustur. NOD2 mutasyonlarinin inflamatuar
bagirsak hastaliklari ile iligkisi aragtirilmis ve li¢ yaygin varyantin (1007fs, G908R ve
R702W) Crohn hastaligina yatkinlikla iligkisi oldugu bildirilmistir (60, 61).

2.5. interlokin 6

Oncelikle T ve B lenfositler, monositler, endotelyal hiicreler, fibroblastlar,
keratinositler, astrositler, kemik iligi stromal hiicreleri ve mezenkimal hiicrelerce iiretilir.
Interlokin-6 (IL-6) bunlar disinda, mesane, akciger hiicreleri, kardiyak miksoma,
myeloma ve hipernefroma gibi timor hiicrelerince de sentezlenir (62). Molekiil agirlig
26 kDA’dir. B hiicre ve timosit i¢in farklilagsma faktorii olarak gorev yapmaktadir. T ve
B hiicre fonksiyonunu diizenleme, hematopoezi uyarma, Ig sekresyonu ve akut faz
reaktanlarin1 artirarak inflamatuvar reaksiyonda gorevleri bulunmaktadir. TNF-a gibi
enfeksiyonlara karsi olusturulan immiin cevap ve konak savunmasinda onemli gorevi
bulunmaktadir (52). Genel olarak akut faz diizenleyicisi ve lenfosit uyarici faktor olarak
bilinmektedir. Lokosit aktivasyonu, gogii, farklilagmasit ve canliliginin kontroliinden

sorumludur (55).



IL-6 gen ekspresyonu TNF, IFN, IL-1 ve sikloheksimid tarafindan arttirilirken
glukokortikoidler tarafindan azaltilir. Interlokin-6, B lenfositlerin antikor yapmasini ve
IgM, IgA, ve IgG iireten plazma hiicrelerine doniisiimiinii saglar. IL-6, B lenfositlerin son
donemini etkiler. IL-6 reseptorleri istirahat halindeki T lenfositlerinde bulunurken,
istirahat halindeki B lenfositlerinde bulunmamaktadir. IL-6 dalak ve timositlerde bulunan
T lenfositlerden IL-2 reseptor ekspresyonunu artirarak sitotoksik T lenfosit olusmasini
saglar. IL-3 ile IL-6 hiicre kiiltiirlerinde sinerjist etki gosterirler. IL-6 makrofajlarda
fagositozu arttirir, C3b, Fc gamma reseptorlerinin ortaya ¢ikmasini saglar (63). Etkili
oldugu diger durumlar, akut faz reaktanlarinin en 6nemli indiikleyicisi olup pireksi yapar.
TNF ve IL-1’in yaptigi kaseksiyi Il -6 artirmaktadir. Kemik iligi stem hiicresinin
maturasyonunu destekler. Hepatositi stimiile ederek CRP, fibrinojen, C3 gibi akut faz
proteinlerinin sentezini saglar. Sepsis, AIDS, alkolik karaciger hastaligi, otoimmun
hastaliklar, lenfoma, organ ve greft rejeksiyonlar: ile gesitli infeksiyon hastaliklarinda
serum IL-6 diizeyleri artmaktadir (64).
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3. MATERYAL VE METOD

Temmuz 2016-Subat 2019 tarihleri arasinda inénii Universitesi Turgut Ozal Tip
Merkezi Gastroenteroloji servisinde canli vericili karaciger nakli olmus ERCP yapilan
hastalar dahil edildi. Caligmaya 18 yas {istii hastalar alindi. Calismamiza 2016/145
protokol no ile 27.07.2016 tarihinde etik kurul onayi alindi.

3.1. Gruplardaki Hasta Sayilarinin Belirlenmesi

Calismaya dahil edilecek hasta sayisi %95 giiven araliginda %80 giicle
transplantasyon alicilarinda herhangi bir NOD2 varyant siklig1 %13.6 (13) alindiinda
ornek biiyikliigi 199 olarak hesaplandi.

Grup 1 : ERCP sonrasi ilk 24 saatte taburcu edilenler
Grup 2 : ERCP sonrasi ilk 24 saatten sonra taburcu edilenler
Toplam 200 hasta ¢alismaya dahil edildi. Hastalar prospektif olarak belirlendi.

Tiim hastalardan bilgilendirilmis onam alindi.

3.2. Klinik Orneklerin Toplanmasi

Calismamiza dahil edilen hastalarin kanlart ERCP islemi yapildig1 giin alindi.
NOD?2 gen analizi i¢in 9 ml edta igeren tiiplere vendz kan alindi. Eliza kitleri i¢in alinan
kan 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Olusan siipernatal 1.5 ml’lik numuneler
seklinde ependev tiiplere konulup c¢alisma yapilacak giine kadar -70°C ‘de derin
dondurucuda bekletildi. WBC, CRP, T.bil, ALP, GGT, Bun, kreatinin, INR, amilaz, lipaz

degerleri rutin laboratuvar tetkikleri ile belirlendi.

3.3. Molekiiler Yontemler
3.3.1. NOD2 Gen Mutasyonlarimn Tespiti

Orneklerden NOD2 gen varyasyonlarmin tespiti i¢in Appenrodt ve ark. (37)
belirledikleri Real-Time PCR yontemi kullanildi. Bu yontemle en sik goriillen NOD2
varyantlarindan p.R702W, p.G908R ve ¢.3020insC calisildi. Ayn1 zamanda bunlara ek
olarak Bruns ve ark. kullandigi 1007fs de ¢alisildi (52). Bu amagla kullanilan

primer/problarin NOD2 geni {izerindeki mutasyonlar1 asagida verilmistir.
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p.R702W: MGB_F CTGAGTGCCAGACATCTGAGAAG, MGB_R
GCTGCGGGCCAGACA, VIC CCTGCTCTGGCGCC, FAM CTGCTCCGGCGCC

p.G908R: MGB_FTGATCACCCAAGGCTTCAGC, MGB_R

GAACACATATCAGGTACTCA CTGACAC, VIC ACTCTGTTGCGCCAGA, FAM

CTGTTGCCCCAGAAT

€.3020insC: MGB_F CCAGGTTGTCCAATAACTGCATCG,;
MGB_RCCTTACCAGACTTCCA GGATGGT, VICTGCAGGCCCCTTG,FAM

CTGCAGGCCCTTG

1007fs: Forward primer: GTCCAA TAACTGCATCACCTACCTAG, reverse primer:
CTTAC CAGACTTCCAGGATGGTGT, probe 1: FAM-CCCTCC
TGCAGGCCCTTGAAAT-TAMRA, probe 2: VIC-CCTC

CTGCAGGCCCCTTGAAA-TAMRA

Real-Time PCR reaksiyonu i¢in Quantitec Prob RT-PCR kit(lot no1:7510614)
Top Taq Master Mix kit(lot n0:163034736-160026914) kullanildi

Reaksiyona her primerden 1 pl ve problardan 0,5 pl eklendi. Rotor Gene Q Real
Time PCR cihazinda (Qiagen.Hilden.Germany) amplifikasyon kosullar1 95 °C 15 dk
ilk denatiirasyonun ardindan 40 siklus olarak 94 °C de 15 saniye denatiirasyon, 60 °C
de 1 dakika baglanma (floresans 6l¢iimii) olarak iki basamakli sekilde uygulandi. NOD2
geni varyantlarin saptandigi 6rneklerde, DNA dizi analizi yapilarak (ABI PRISIM 310

cihazi) mutantlar dogrulandi.

3.3.2. Baz Dizi Analizi

Mutasyon bolgelerini hedefleyen primerler ile amplifikasyon sonucu olusan
tirtinler, jelden DNA saflastirma Kiti ile baz dizi analizine hazirlandi. BigDye terminator
3.1 (Applied Biosystems) kiti ve ABI PRISIM 310 (Applied Biosystems) otomatik baz
dizi analizi cihazi kullanilarak, PZR ile ¢ogaltilan gen bolgelerinin dizi analizi yapilarak

mutasyonlar dogrulandi.
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3.4. Eliza Kitlerinin Cahisilmasi

IL-6 diizeyleri (Catalog Number:201-12-0091 sunred biological technology
No0.128 Lane 628, Jufengyuan Road, Baoshan District, Shanghai) sensitivitesi 2.112
ng/ml, normal aralig1 3—600 ng/ml ELISA kiti ile ¢alisildi.

Basic Radim Immunoassay Operator (BR10); Radim spa, Pomezia, Italy marka

cihaz ve bu yonteme uygun ELISA kitleri kullanildi.

1 2 4k 6k 8k 10k 12k 14k 16k 18K 20k 22k 24k 26k 28k 30k 32k 34k 36k 38k30 475 2

DR702W HMGBR
pR702W_Yakima Vel

| ™

C"TF?\Z’!:' 18419

18327 18340 18350 18360 18370 18380 18390 18.4k 1SA1IU o 18420 18430 18440 18450 18460 18470 18 486

TCACAGCAGECTTCCT ToTTor GCACTSGGECCTOTEECTEACTG CCA aRc6CCET CCTCEEEEECthe CCoT STGC CCEE TER TG TCTG 6CCS GCAG CCTC COCAAGCAC TTCCACTCCAT ceree
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JAGGCCTGTGCCCGCTGGTGTCTGGCCCGCAGCCTCCGCAR
18354 18360 18365 18370 18375 18380 1 18405 18410 18415 _ 18420 18425 18430 18435 __ 18440 18445 __ 18450 18 459
ACAGGGCCCTCGTGACCCCGGACGACCGACTCACGGTCTGTAGACTCTTCCGGEA GGTCCGGACACGGGCGACCACAGACCGGGEGTCEGAGGCGTT
G Q z L E > BB Q6w A R
z R » L

TGTCCCGGGAGCACTGGGGCCTGCTGGE

M
< = »

Sekil 3.1: p.R702W primer problarinin NOD2 geni iizerinde sematik gosterimi

1 2k 4k 6k 8k 10k 12k 14k 18k 18k 20k 22k 24k 26k 28k 13 30k 32k 34k 36k 38k39 475@
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TCTAGAACACATRTCAGCTACTCACTGACACT GTCT GTTGACTCTITT GECCT TTTCAGAT TCTCERECARCACACTGCETGACK CCAGECCCTGECTGAAGCCT TEEGTGAT CACCAGAGCTTGAGETGGCTCAGETARGCTTCAGAGTCTA
< B ik
* P . L . * s o* *

025 29030 29035 29040 29045 29050 29055 29060 29085 29070 29 078
CCCGTTGTCTCACCCACTGCTCCCCCGGGTCCGGGACICGACTTCGGAACCCAC

P L L T A s A K P s

Sekil 3.2: p.G908R primer problarinin NOD2 geni iizerinde sematik gosterimi
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1 2k 4k 6k 8k 10k 12k 14k 16k 18k 20k 22k 24k 26k 28k 30k 32k 34k 36K, 38K30 475 2

[(S3ZomsCFAL)
[c3020imsC WG F )
7267 bp) se313
36182 36190 36.2k 36210 36220 36230 36240 g w’z’:n 36260 36270 36280 36290 36.3k 36310 1 36320 36330 36341

[FCCTTGAAGCT CACCATTGTATCTICTI TIT T ATRAACT .CCT ACCT AGGGGCAGAAGCCCTCC TGCAGGCCCTTGAAAGGAATGACA A TGGT AGECCTGTTTTAGCTC ACCTCA
< = ik

Sekil 3.3: ¢.3020insC primer problarinin NOD2 geni lizerinde sematik gosterimi

1 % I 6k [ 0 i M 18 18 2k 2k 2k 28k 28 a0k 3k %4 A et

| Probe 1 FAN 5
[ NODZ
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CCCAGGTCACAACATCTGAAAGAGAGACGACTCGGTGTCGAAGTTTCTAAACAGGAAGAACAAAGGTCCCTAGATARAGAGTCTGTTATTCATTTCCGARAGGGACCGGA
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Sekil 3.4: 1007fs primer problarinin NOD2 geni iizerinde sematik gosterimi

FAM isaretli prob normal alel iceren bolgeye, VIC ile isaretli prob ise 1007fs
mutasyonuna 0zgiil belge ile hibridize olmak iizere Bruns ve ark. tarafindan dizayn
edildiler.

3.5. Istatistik

Veriler medyan (min-maks) ve say1 (yiizde) ile verildi. Normal dagilima uygunluk
Kolmogorov-Smirnov testi ile yapildi. Istatistik analizlerde Mann-Whitney U testi,
Pearson ki-kare testi, Yatesin diizeltmeli ki-kare testi, Fisher kesin ki-kare testi uygun
olan yerlerde kullanildi. Nitel degiskenler arasindaki iligki ise Phi katsayist ile verildi.
p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Analizlerde IBM SPSS Statistics
25.0 programi kullanildz.
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4. BULGULAR

Calismamiza dahil edilen bireylerin gruplara gore cinsiyet, yas ortalamalar1 ve

transplantasyon sonrasit ERCP islemi arasinda gegen siirelerin ortalamalar1 Tablo 4.1'de

gosterilmistir. Gruplar arasinda cinsiyet, yas ortalamalar1 ve transplantasyon-ERCP arasi

gecen siire agisindan anlamli fark gézlenmedi. Uzun yatan grupta ortalama yatis siiresi

7.29+ 6.56 giindii.

Tablo 4.1: Gruplara gore cinsiyet, yas ve transplantasyon-ERCP aras siire

stire (ay)

ERCP sonrasi ilk 24 | ERCP sonrasi ilk 24 P
saatte taburcu saatten sonra taburcu
edilenler edilenler
Cinsiyet (K/E) 74/26 68/32 NS
Yas 47.18+1.29 50.61+1.34 NS
Transplantasyon-ERCP  arasi 33.99+£3.15 33.01£3.02 NS

NS: P>0.05 K: Kadm E: Erkek ERCP: Endoskopik retrograd kolanjiopankreatografi

Calismamiza dahil edilen bireylerin transplantasyon komplikasyonu olan biliyer

striktiirlerin ERCP islemi ile gecilemeyenlerin gruplar arasi karsilastirilmasi1 Tablo 4.2'de

gosterilmistir. ERCP sonrasi ilk 24 saatten sonra taburcu edilen grupta striktiirii

gecilemeyen hasta sayisi diger gruptan anlamh sekilde yiiksekti. (%34°e %0, p<0.0001).

Tablo 4.2: ERCP islemi ile biliyer striktiirleri gegilemeyenlerin gruplar arasi

karsilastirilmasi
ERCP sonucu ERCP sonrasi ilk 24 ERCP sonrasi ilk 24 P
saatte taburcu edilenler | saatten sonra taburcu
edilenler
Striktiir gegilemedi (n: 0/100 (%0) 34/100 (%34) <0.0001

hasta sayis1)

ERCP: Endoskopik retrograd kolanjiopankreatografi
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Calismamiza dahil edilen bireylerin gruplara gore IL-6, WBC, CRP, total
bilirubin, ALP, GGT, Bun, kreatinin, INR, amilaz ve lipaz diizeyleri karsilastirmasi Tablo
4.3'de gosterilmistir. Gruplara gore kreatinin ve INR ortalama degerleri haricinde bakilan

diger tiim parametreler arasinda anlamli fark gézlendi.

Tablo 4.3: Gruplara gore 1L-6, WBC, CRP, total bilirubin, ALP, GGT, BUN, kreatinin,

INR, amilaz ve lipaz diizeyleri

Laboratuvar ERCP sonrasi ilk 24 ERCP sonrasi ilk 24 P
Parametreleri saatte taburcu saatten sonra taburcu
edilenler edilenler

IL-6 8.37+1.62 281.26 +141.7 0.001
WBC(10™9\L) 6.11+0.16 7.58 +0.44 0.003
CRP(mg\dL) 0.49 +0.85 5.15+0.52 0.000
T. Bilirubin(mg\dL) 1.03 +£0.05 3.70+£0.5 0.000
ALP (U\L) 152.72 £9.83 314.47 + 24.84 0.000
GGT(U\WL) 73.55+6.99 299.74 +38.48 0.000
BUN(mg\dL) 11.37+0.52 14.05+0.79 0.022
Kreatinin (mg\dL) 0.84 £0.02 1.67+£0.76 NS
INR 1.09 £0.01 1.13+£0.02 NS
Amilaz(U\L) 37.64 +1.92 81.60 = 19.9 0.000
Lipaz(U\L) 1932+1.2 89.54 + 44.67 0.002

NS:P>0.05 IL-6: Interlokin 6 WBC: Beyaz kiire CRP: C-reaktif protein T. Bilirubin: Total bilirubin ALP:
Alkalen fosfataz GGT: Gama glutamil transferaz BUN: Kan {ire nitrojen INR: Uluslararasi diizeltme orani

Calismamiza dahil edilen bireylerin gruplara gére NOD2 mutasyonlarinin siklig
Tablo 4.4'de gosterilmistir. Calismaya dahil edilen higbir hastada p.G908R ve ¢.3020insC
mutasyonlari saptanmadi. Calismamizda p.R702W mutasyonu ERCP sonrasi ilk 24 saatte
taburcu edilenler grubunda higbir hastada saptanmaz iken, ERCP sonrasi ilk 24 saatten
sonra taburcu edilenler grubunda 10 hastada saptandi. Iki grup arasinda p.R702W
mutasyon siklig1 istatistiksel olarak anlamli sekilde farkliydi (p:0.002). 1007fs
mutasyonu ERCP sonrast ilk 24 saatte taburcu edilenler grubunda 3 hastada saptandi.
Buna kargin bu mutasyon ERCP sonrasi ilk 24 saatten sonra taburcu edilenler grubunda
14 hastada saptandi. ki grup arasinda 1007fs mutasyon siklig1 istatistiksel olarak anlaml

sekilde farkliydi (p:0.011).
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Tablo 4.4: Gruplara gére NOD2 mutasyonlarinin sikligt

NOD2 Mutasyonlari ERCP sonrasi ilk 24 ERCP sonrasi ilk 24 P
saatte taburcu saatten sonra taburcu
edilenler edilenler
p.G908R 0(%0) 0(%0) NS
¢.3020insC 0(%0) 0(%0) NS
p.R702W 0(%0) 10(%10) 0.002
1007fs 3(%3) 14(%14) 0.011

NS: P>0.05 ERCP: Endoskopik retrograd kolanjiopankreatografi
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B i [ (SR W T
0.0 —
s 10 15 20 25 40 45
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0.8
0,6
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=
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E
=
=
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0.0 ————
s 10 15 20 25 40 45
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Sekil 4.1: Real-time PCR ile p.R702W mutasyonun arastirilmasi.

A) FAM isaretli prob ile normal aleller ¢ogaltilmas.

B) Yakima red ile isaretli prob ile p.R702W mutasyonun gosterilmesi. (pozitif

kontrol olarak dizi analizi ile p.R702W dogrulanmis hasta 6rnegi kullanilmustir)
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Sekil 4.2: Real-time PCR ile 1007fs mutasyonun arastirilmasi

A) FAM isaretli prob ile normal aleller cogaltilmas.
B) Yakima red ile isaretli prob ile 1007fs mutasyonun gosterilmesi. (pozitif

kontrol olarak dizi analizi ile 1007fs dogrulanmis hasta 6rnegi kullanilmistir)

Tablo 4.5 de ERCP bulgulari, p.R702W ve 1007fs mutasyonlar1 ile yatis
stiresi arasindaki iliski gosterilmistir. ERCP’de darligin gecilememesi ile uzun yatis
stiresi arasinda orta diizeyde bir iligki vardir. p.R702W mut ve 1007fs mut olmas: ile

uzun yatis siiresi arasinda zayif bir iligki vardir.
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Pearson r i¢in nitelendirme:

Phi degeri
0.00-0.19
0.20-0.39
0.40-0.69
0.70-0.89
0.90-1.00

Nitelendirme

Iliski yok ya da nemsenmeyecek diizeyde diisiik iliski

Zayif(dustk) iliski
Orta diizeyde iliski

Kuvvetli(ytiksek) iligki

Cok kuvvetli iliski

Tablo 4.5: ERCP bulgulart, p.R702W ve 1007fs mutasyonlar ile yatis

stiresi arasindaki iligki

ERCP sonrasi ilk 24 ERCP sonrasi ilk 24 Korelasyon kat sayisi
saatte taburcu saatten sonra taburcu (Phi degeri)
edilenler(say1) edilenler(say1)

ERCP de darlig1 0 34 0.453
gecilemeyenler

p.R702W 0 10 0.229
1007fs 3 14 0.197

ERCP: Endoskopik retrograd kolanjiopankreatografi
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5. TARTISMA

Calismamizda, iki NOD2 varyant1 (p.R702W ve 1007fs) ERCP'den sonraki ilk 24
saat sonra taburcu edilen grupta anlamli olarak daha sik goriilmiistiir. LDLT sonrasi
biliyer darlik nedeniyle ERCP uygulanan hastalarda endoskopik tedavi basarisizlii uzun
hastaneye yatisa yol agan 6nemli bir faktordiir. Endoskopik tedavi yetersizligi genellikle
darlik gec¢ilememesinden kaynaklanir. Bizim c¢alismamizda da uzun hastanede yatan
grupta diger gruplarla karsilastirildiginda daha fazla hastada darlik gegilemedi (% 34'e
kars1 % 0, p <0.0001). Alt analizde, NOD2 varyantinin varlig1 ile hastanede kalis siiresi
arasinda bir iliski oldugu tespit edildi. Bu iliski, hastanede kalis siiresi ile darligi
gecememe arasindaki iliski kadar giiglii degildi. NOD2 varyantlar1 kendi aralarinda
degerlendirildiginde, p.R702W mutasyonu ve hastanede kalig siiresi arasinda daha
belirgin bir iliski vardi

Karaciger nakli, akut ve kronik karaciger yetmezliginin tedavisinde hayat
kurtarici bir tedavi yontemidir. Bugiin, tiim teknik ve bilimsel gelismelere ragmen, biliyer
komplikasyonlar karaciger transplantasyonu sonrasi sonuglar1 iizerinde hala dnemli bir
etkiye sahiptir. Roy Calne ‘‘karaciger transplantasyonunda asil tendonu safra yolu
anostomozudur’’ diyerek safra yolu komplikasyonlarinin, karaciger transplantasyonlari
icin en dnemli morbidite nedeni oldugunu belirtmistir (65). Bu komplikasyonlar 6zellikle
LDLT'den sonra daha ciddi bir problemdir. LDLT sonrasi darlig1 olan hastalarda, ERCP
sonrast hastanede yatis siiresinin uzamasinin ana nedeni, darligin endoskopik olarak
gecirilememesidir. LT sonrasi biliyer komplikasyonlar1 olan hastalarda endoskopi
tedavilerinin sonuglar1 hakkinda bir ¢ok ¢alisma vardir (66, 67). Bununla birlikte, bu hasta
grubunda konakg1 faktorlerin (6zellikle konak¢inin bagisiklik sistemi) hastanede kalig
siiresi lizerindeki etkileri konusunda neredeyse hi¢bir ¢calisma yoktur.

Niikleotit baglayic1 oligomerizasyon alami 2, dogustan gelen bir bagisiklik
sisteminin bir bilesenidir ve konak¢1 bagisiklik sistemini uyaran bir hiicre i¢i tanima
reseptoriidiir (68). Nakil olmus kisi de immiinsupresif ilag tarafindan kazanilmis immiin
sistem baskilandigindan, alicit dogal immiin sisteme bagimli hale gelir (69). Dogal immiin
sistem patojeni direkt olarak lenfosit bagimsiz bir sekilde dldiirebilir veya kazanilmis
immiiniteyi aktive edebilir. Dogustan gelen immiinitenin ¢esitli yollarinda, tek niikleotid
polimorfizmleri (SNP'ler) bilinmektedir. immiin sistemi baskilanmig hastalarda (6rn.

Kemik iligi alicilar1) bu polimorfizmlerin artmis enfeksiyon olusumu veya ciddiyeti ile
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iligkilendirilmistir. Bu tiir SNP'lerin canli vericili karaciger nakli sonrasi enfeksiyon
riskini ve siddetini etkileyebilecegi diisiiniilmektedir (69, 70).

Janse ve ark. yaptiklar1 calismada alicidaki NOD2 varyant1 R702W'nin varliginin
karaciger nakli sonras1 artan bakteriyel enfeksiyon riski ile iligkili oldugu bulunmustur.
Bu iliskinin, artan bakteriyel enfeksiyonlarla iligkili cinsiyet gibi klinik degiskenlerden
bagimsiz oldugu bulundu (13). Ayrica, bu NOD2 R702W iliskisinin, donor karacigerin
lektin kompleman yolundaki daha 6nce tarif edilen enfeksiyon riski mutasyonlarindan
bagimsiz oldugu gosterilmistir (13, 71). Bizim ¢alismamizda da R702W mutasyonu olan
kisiler enfeksiyon nedeni ile uzun siire hastanede yatmislardir.

U¢ NOD2 SNP tanmimlanmistir ve varyantlar; Crohn, artrit, ve astim gibi
inflamatuar hastaliklarla iliskilendirilmistir (13, 72, 73). Sanclemente ve ark. yaptiklari
bir calismada karaciger nakli sonrasi enfeksiyon gelismesi ile dogustan gelen immiin
yanit arasindaki iliski belirli SNPler bakilarak incelenmis. Bu ¢alismada NOD2 de
bakilmis olup, bu polimorfizm i¢in homozigot alicilarin, heterozigot veya vahsi tipten
daha erken enfeksiyon gelistirdigini gozlemlemislerdir. Ancak, bu sonu¢ az sayida
hastadan elde edilmistir.(74)

Jiingst ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada NOD2 varyantlariin yogun bakim
hastalarinda gelisen sklerozan kolanjit (SC-CIP) lizerindeki etkisini aragtirmistir. SC—CIP
kronik biliyer enfeksiyonlar ile karakterize, etyolojisi bilinmeyen kolestatik bir
hastaliktir. Bu ¢alismada 4.641 endoskopik retrograd kolanjiyografi prosediirii taranarak,
SC-CIP'li 17 hastay1 tanimlamislar (Grup 1) ve daha sonra bu hastalarda ii¢ ortak NOD2
mutasyonu i¢in genotiplendirme yapilmustir. Iliskiyi dogrulamak icin daha sonra ii¢ ek
tibbi merkezin SC-CIP kohortlarindaki 29 hastada bu NOD2 varyantlar test edilmistir
(Grup 2). Grup 1'de NOD2 varyantlari, 17 SC-CIP hastasinin 5'inde (% 29.4) grup 2°de
29 hastanin 8 ‘inde (% 27.6) goriilmiistiir. SC-CIP'li hastalarda NOD2 mutasyonlar1 daha
sik bulunmustur. Her iki kohortta, tiim NOD?2 varyantlar1 heterozigot bulunmustur.
Saglikli bireylerde NOD2 varyantlarinin yaymlanmis frekanslarina dayanarak, NOD2
mindr allellerinin tagiyicilarinin SC-CIP gelisme riskinin en az 2 kat artmis bir riski
oldugunu tahmin etmislerdir (OR: 2.19,% 95 CI 1.16-2.95, p: 0.026) (76). Bu ¢alismada
genel popiilasyondaki gibi 6zellikle p.R702W varyant1 yiiksek bulunmustur (75, 76). Bu
p.R702W varyantin1 tasiyan karaciger nakli alicilarinin bakteri enfeksiyonu riskinin
yiiksek oldugu gozlemine paraleldir (13). Calismamizda da p.R702W varyantt ERCP'den

sonraki ilk 24 saat sonra taburcu edilen grupta daha sik bulunmustu. Tiim bu veriler
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ozellikle p.R702W varyantinin karaciger nakil hastalarinda ERCP islemi sonrasi
hastanede yatis siiresi iizerinde bir role sahip oldugunu diistindiirmektedir.

Bir calismada, kusurlu NOD2 algilamanin karacigerde bagirsak translokasyonunu
ve bakteriyel invazyonu arttirdigi ve bunun da iltihaplanmaya yol agtigi gosterilmistir
(77). Yapilan calismalarda NOD2 varyant tasiyicilarinin lokal immun sisteminin
barsaklardaki BT’u sinirlamada yetersiz kalabilecegini gostermistir (78). NOD2'nin
yogun bakimdaki sepsisli hastalarda mortalite artis1 ile iliskili oldugu bildirilmistir (79).
Bizim ¢alismamizda da karaciger transplasyonu hastalarinda ERCP sonras1 uzun yatis ile
NOD?2 varyantlar1 arasinda bir iligki bulundu. Yukardaki bilgiler 1s181inda sonuglarimiz
NOD2 varyantlarmin karaciger transplantasyonu sonrasi biliyer komplikasyonlu
hastalarda hastanede yatis i¢in bir risk faktorii oldugunu diistindiirmektedir.

NOD2 gen mutasyonlarinin inflamatuar hastaliklar ve kemik iligi nakli
hastalarinda graft-versus-host hastaliginin siddetini arttirdigi gosterilmistir. Karaciger
nakli hastalarinda NOD2 polimorfizmiyle ilgili ¢alismalar son derece azdir. Saner ve ark.
yaptiklar1 ¢aligmada non alkolik karaciger alicilarinda NOD2 genlerinin SNP (single
niikleotid polimorfizm)'leri dahil olmak tizere 13 farkli gen varyantindan SNPler analiz
edilmistir. Bu caligmada NOD2 varyantina sahip olan hastalarin 3 yillik sag kalim
oranlar1 varyanta sahip olmayanlarda daha diisiik bulunmustur (%42.6 - %66.8, p=0.026).
Yazarlar NOD2 gen varyantlarimin alkolik olmayan karaciger nakli alicilarinda sag
kalimda 6nemli bir rol oynadigi sonucuna varmiglardir (80). Biz ¢alismamizda sag kalimi
degerlendirmedik ancak Saner ve ark. yaptiklar calisma bizim g¢alisma sonucglarimizi
desteklemektedir ve NOD2 varyantlarinin karaciger nakil hastalarinda klinik sonuglar
tizerinde etkili bir faktdr oldugunu diisiindiirmektedir.

IL-6 immun sistem medyatdrlerinden biridir. Otoimmun hastaliklar, sepsis, AIDS,
lenfoma, alkolik karaciger hastaligi, organ ve graft rejeksiyonlart ile ¢esitli enfeksiyon
hastaliklarinda serumda IL-6 seviyeleri artmaktadir. Reiberger ve ark. yaptiklar
calismada ciddi portal hipertansiyonu olan hastalarda IL-6 diizeylerinin yiikselmis
oldugunu bildirmistir. Onlar ayrica NOD2 varyantlarinin bakteriyel translokasyonun
yiikselmis belirteclerine eslik ettigini bildirmistir. (81). Suliman ve ark. tarafindan yapilan
calisma da asitli sirotik SBP’li hastalarda serum IL-6 diizeylerinin steril asiti olan
hastalara gore daha yiiksek saptanmis olup IL6’nin SBP’nin patogenezinde 6nemli rol
oynadigini bildirmislerdir (82). Biz de yaptigimiz ¢alismada 24 saatten kisa yatan hastalar
ile 24 saatten uzun yatan hastalarin IL-6 diizeyleri arasinda fark olup olmadiginm

inceledik. Calismamizda 24 saatten uzun yatan hasta grubunda IL-6 diizeyi istatistiksel
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olarak anlamli sekilde yiiksek bulundu (p: 0.005). Bu sonu¢ IL-6 ile ilgili yukarda
bahsedilen ¢aligmalarla uyumludur ve karaciger nakli hastalarinda hastanede yatis siiresi
ve inflamatuar sitokinlerden bir olan IL-6 arasinda anlamli bir iliskili oldugunu

diistindiirmektedir.

23



6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, iki NOD2 varyant1 (p.R702W ve 1007fs) ERCP'den sonraki ilk 24
saat sonra taburcu edilen grupta anlamli olarak daha sik bulundu. NOD?2 varyantlar
kendi aralarinda degerlendirildiginde, p.R702W mutasyonu ve hastanede kalis siiresi
arasinda daha belirgin bir iliski vardi. Sonuglarimiz 6zellikle p.R702W varyant1 basta
olmak iizere NOD2 varyantlarinin karaciger nakil hastalarinda ERCP islemi sonrasi
hastanede yatis siiresi tizerinde bir role sahip oldugunu diisiindiirmektedir.

Karaciger transplantasyon hastalarinda NOD2 varyantlarinin klinik sonuglar
tizerine etkileriyle ilgili yapilan ¢alisma sayis1 oldukca azdir. Bu calismalarin 6nemi,
nakil oncesi her hasta icin kisisellestirilmis risk profilleri olusturma ve nakil sonrasi
profilaktik stratejilerin gelistirilmesidir. Bu konu hakkinda daha fazla ¢alisma yapilmasi
karaciger transplantasyonu hastalarinda uzun dénem sonuglar iizerine olumlu katkilar

saglayabilir.
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