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OZET

Bu galismada, son donem bobrek yetmezlikli (SDBY) hemodiya-
liz hastalarinin nétrofil (PMNL) intraseliiler antioksidan enzim aktivi-
teleri ve farkli diyaliz membranlarinin bu enzimler Uzerindeki etkileri-
nin incelenmesi amaclanmistir. Calismaya SDBY mevcut 15 hasta ve
kontrol grubu olarak 15 saghkl gondllii dahil edilmistir. Hastalar po-
lisiilfon (P) ve kuprofan (C) membranlari ile diyalize alinmig, her bir
diyaliz oncesi ve sonrasi, venoz kanda notrofil siiperoksit dismutaz
(SOD} ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri saptanmigtir.
Hastalarin prediyaliz PMNL SOD (p=0.285 P-diyaliz, p=0.512 C-diyaliz)
ve GSH-Px (p=0.285 P-diyaliz, p=0.486 C-diyaliz) aktiviteleri ile post-
diyaliz PMNL SOD (p=0.838 P-diyaliz, p=0.744 C-diyaliz) ve GSH-Px
(p=0.512 P-diyaliz, p=0.870 C-diyaliz} aktiviteleri kontrol grubundan
farkli bulunmamstir. Farkli hemodiyaliz membranlan kullammiyla
PMNL SOD (p=0.460 P-diyaliz, p=0.532 C-diyaliz) ve GSH-Px (p=0.773
P-diyaliz, p=0.570 C-diyaliz) aktivitelerinde, diyaliz sonrasi donemde
diyaliz dncesi déneme gore istatistiksel olarak belirgin bir farklhilik

saptanmamistir. Sonug olarak, son ddnem bébrek yetmezlikli hemo-
diyaliz hastalarimin PMNL oksidatif stres durumlan kontrol vakalari- |

ninkinden farkli degildir. Bunun yaninda, sentetik (polisiilfon) veya
seliiloz {(kuprofan) membran kullanimi, PMNL SOD ve GSH-Px enzim
aktivitelerini etkilememektedir.

Anahtar Kelimeler: son donem bobrek yetmezligi, hemodiyaliz
membranlari, oksidatif stres

ABSTRACT

In this study, we aimed to investigate whether there is an abnor-
mality in intracellular antioxidant enzyme activities of polymorphonuc-
lear leukocytes (PMNL) of end-stage renal disease (ESRD) patients
who had been treated with hemodialysis and how do the different
types of dialyzer membranes affect these enzyme activities. Fifteen
ESRD patients undergoing hemodialysis treatment were enrolled into
the study and they were dialyzed with polysulphone (P) and cupropha-
ne (C) membranes in two consecutive hemodialysis sessions. Supero-
xide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px) activities
in PMNLs from the venous blood samples of the patients, obtained be-
fore and after each hemodialysis session, were determined. A control
group consisting of 15 healthy subjects was also included. Predialysis
PMNL SOD (p=0.285 for P-dialysis, p=0.512 for C-dialysis) and GSH-Px
(p=0.285 for P-dialysis, p=0.486 for C-dialysis) activities of the patients
were not different from those of the controls. Similiarly, postdialysis
PMNL SOD (p=0.838 for P-dialysis, p=0.744 for C-dialysis) and GSH-Px
(p=0.512 for P-dialysis, p=0.870 for C-dialysis} activities of the patients
did not show difference from control data. Hemodialysis with both
types of membranes did not cause a statistically significant change in
PMNL SOD (p=0.460 for P-dialysis, p=0.532 for C-dialysis) and GSH-Px
(p=0.773 for P-dialysis, p=0.570 for C-dialysis) activities. In conclusion,
there is no difference between ESRD patients undergoing hemodialy-
sis and controls with respect to PMNL oxidative stress status.
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Giris

Hemodiyaliz (HD) ve siirekli ayaktan periton diya-
lizi (SAPD) tedavisi gbren kronik bobrek yetmezlikli
(KBY) hastalarda bakteriyel enfeksiyon inisidans: daha
yiiksek bildirilmektedir (1-3). Bu hastalarda enfeksi-
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yon riskinin kronik bobrek yetmezligi tedavisindeki
gelismelere ragmen yiksckliginin, savunma mekaniz-
masindaki bir bozuklugun isareti oldugu dastnilmek-
tedir. Bu konu tzerinde yapilan bazi calismalarda, has-
talarin 1okosit fagositik kapasitesinde bir azalmadan
bahsedilmektedir (3,4). Uremik hastalarin grantlosit
oksidatil” aktiviteleri tzerine yapilan calismalarda celis-
kili sonuclar da elde edilmistir. Uremik hastalarda po-
limortontikleer lokosit (PMNL) oksidatif aktivitesinin
artugine (12-18), azaldigini (4-11) veya degismedigini
ileri stren (19-22) bircok calisma mevcuttur. Bu calis-
mada, HD hastalanmin kontrollere gore PMNL oksida-
tif stres durumu ve iki farkli membranla yapilan HD te-
davisinin PMNL oksidatit metabolizmasi tizerine etkile-

ri incelenmistir.

Gereg¢ ve YOontem

Calismaya HD tedavisi goren 15 KBY hastast (12 er-
kek ve 3 kadin) dahil edilmistir. Yas ortalamasi
42.8+14.5 yil (25-67 yas), ortalama HD stiresi 27.7+21.9
aycdir (0-74 ay). Hastalarda ¢alisma siiresince herhangi
hir enfeksiyoz veya sistemik hastalik saptanmanus olup
antibiyotik, steroid veya herhangi bir immunostupresif
tedavi mevceut degildir. Kontrol grubu, ortalama yasi
34.0+ 5.7 yil olan (24-48 yas) 15 saghkli gondlliiden (12
erkek ve 3 kadin) olusmaktadir.

Hastalara hattada Gc¢ kez, dorder saatlik seanslar ha-
linde HD tedavisi uygulanmaktadir. Hastalara, birbirini
izleyen iki planli HD seansinda polisiilfon (Hemoflow
FS, Fresenius Polysulphone, UF.4.0, 1.2 m?, Almanya)
ve kuprofun (Baxter CF Capiller Flow Dialyzer Model
15.11, 1.2 m?, ABD) membranlar ile HD uygulanmustir.
Her HD seansindan bir saat Once ve sonra, heparinize
tiplere (Lithium heparin, 454029/A020102 Greiner bio-
one) 10 ml vendz kan ornegi alinmistir. Hasta ve kont-
rollerden alinan her bir 10 ml'lik kan 6rnegi 3 ml fosfat
tamponlu salin (PBS) ile diliie edilerek, 7 ml Histopa-
que (d: 1.119-1, Histopaque, Sigma Diagnostics, Inc. St.
Louis MO 63178 ABD) eklenmistir. Kansim oda 1sisinda
30 dk 500 g ile santrifiije edilmistir. Santrif(ij sonrasi her
bir tip karsimda; eritrosit, trombosit, Histopaque, mo-
noniikleer hiicre, PBS, PMNL ve plazma katmanlan
olusmustur. PMNL katmam kapiler Pasteur pipeti ile as-
pire edilerek 2 ml Hank's soltisyonu ile (HBSS, Biologi-
cal Industries, Beit Haemeks, Israil) dilile edilmistir. Da-
ha sonra bu soliisyon, 250 g ile 5 dk santrifijje edilerek
stipernatant ayrilmstr. Dipte kalan hiicre tabakas: 2 ml
HBSS ile dilie edilerek, 250 g ile 5 dk santrifiije edil-
mistir. Bu islem bir kez daha tekrarlanmis, kirmizi kan
hiicrelerinin tamamen temizlenmesini saglamak ama-

cryla, 3 ml lizat soliisyonu (Lysing Solution, San Jose,
CA 95131, ABD) eklenen kansim 10 dk enkiibe edilmis-
tir. Enkiibasyon sonrasi 250 g ile 5 dk tekrar santrifiije
edilerek PMNL tabakast sigir fetus serumu (Biomedical
Industries, Ingiltere) ve Hank’s soliisyonu ile diliie edil-
mistir. izole edilen PMNL siispansiyonu, Coulter sayaci
ile sayimt yapilarak -80°C 1sida muhataza edilmis, has-
ta ve kontrol grubuna ait érneklerin stiperoksit dizmu-
taz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitele-
ri aynmi anda calisilmustir.

PMNL siispansiyonu, hiicre lizati elde edebilmek
amaciyla, 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.8) ile
homojenize edilerek buzla sogutulmus, 1000 g ile 10
dk +4°C’de santrifiije edilmistir. GSH-Px aktivitesi Ay-
din ve arkadaslarnin tarif ettigi yontemle ol¢tlmustiir
(23). Reaksiyon karisimi; pH 7.6, 1 mmol/L Na,EDTA,
2 mmol/L redikte glutatyon (GSH), 0.2 mmol/L
NADPH, 4 mmol/L sodyum azid ve 1000 U glutatyon
reditktaz (GR) iceren 50 mmol/L tristampondur. Reak-
siyon kansiminin 950 ml'si 50 ml lizat ile kansunlarak,
37°C'de 5 dk inkiibe edilmistir. Reaksiyon 8.8 mmol/L
H,0, ile baslatlarak ti¢ dakikalik NADPH sogurma
azalmasi 340 nm ile ol¢cilmistiir. PMNL lizat enzim ak-
tivitesi U/ml olarak verilmistir.

CuZn-SOD aktivitesi de Aydmn ve arkadaslarnin
yontemi ile olctlmistiir (23). PMNL lizat ornekleri 10
mM fosfat tampon (pH 7.0) ile 400 kat dilte edilmistir.
Dille lizatin 25 ml'si, 850 ml substrat solisyonu [0.05
mmol/L zantin ve 0.0025 mmol/L 2-(4-iyodofenil)-3-(4-
nitrofenol)-5-feniltetrazolyum klorlr (INT), 50 mmol/L
CAPS ve 0.94 mmol/L EDTA pH 10.2 iceren tampon so-
liisyonu] ile kanstirilmistir. Karisima 125 ml ksantin ok-
sidaz (80 U/L) eklenerek 505 nm’'de 3 dakikalik sogur-
ma artis! izlenmistir. Standart saptamalar i¢in 25 ml fos-
fat tampon veya 25 ml degisik standart konsantrasyon-
lar kullandmustir. CuZn-SOD aktivitesi U/ml olarak be-
lirtilmistir.

Lizat orneklerindeki enzim aktiviteleri 107 PMNL icin
hesaplanmistir. Hastalarin HD seansindan onceki ve
sonraki PMNL enzim aktiviteleri olctilerek saglikl kont-
rollerle ve farkli HD membranlar icin karsilastirlmistir.

Istatistiksel analiz SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences Program) istatistik programu ile yapil-
mis, enzim aktivite sonuglar ortalama + standart sapma
olarak verilmistir. Kargilastirmalar i¢in; Fisher (has-
ta/kontrol cinsiyet karsdastirmasi), Mann-Whitney U
(hasta/kontrol karsilastirmasi) ve Wilcoxon (pre-/post-
diyaliz enzim aktivitesi karsilastirmast) testleri kullanil-
mugtir. Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul edil-
mistir.
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Tablo 1. Hasta ve kontrollerin karakteristikleri

Hasta Kontrol
N 15 15
Kadin/Erkek (n) 3/12 3/12
Ortalama yas (yil)* 42.8+14.5 34.0+5.7
HD** siiresi {ay)* 27.7£21.9

* Ortalama + standart sapma
** HD: Hemodiyaliz

Sonuclar

Hasta ve kontrol grubunun karakteristik ozellikleri
Tablo 1'de sunulmustur. Yas ve cinsiyet acisindan her
p=1.000, vas icin
p=0.137). Tablo 2'de hasta ve kontrol gruplarimin diva-
liz. oncesi ve sonrast PMNL SOD ve GSH-Px aktiviteleri
gorulmektedir.

Hastalarin prediyaliz (p=0.285 polistlfon, p=0.512
kuprofan) ve postdiyaliz (p=0.838 polisiilfon, p=0.744
kuprofan) PMNL SOD aktivitelerinde kontrollere gore
bir farklihk gosterilememistir. Benzer sekilde, prediya-
liz (polistilfon p=0.389, kuprofan p=0.486) ve postdiya-
liz (polisalfon p=0.512, kuprofan p=0.870) PMNL GSH-
Px aktiviteleri de istatistiksel farkhilik icermemektedir.
Her ne kadar HD ile PMNL SOD (p=0.460 polisilfon,
p=0.532 kuprofan) ve GSH-Px (p=0.773 polisiilfon,
p=0.570 kuprofan) aktivitelerinde bir azalma gbze carp-
sa da, bunun istatistiksel anlamliligi saptanmamustir.

iki grup benzerdir (x'=0.000,

Tartisma

HD hastalarnda artnus PMNL oksidatif aktivitesinden
bahseden calismalar mevceuttur (13-15,17). Jacobs ve
arkadaslar, HD hastalannda prediyaliz PMNL H,0, Ure-
timinde artis gozlemislerdir (13). Hemodiyaliz hastalar
tzerinde yapilan diger bir cahsmada, saghkh bireylere
gore artmus bazal PMNL H,O, tretiminden bahsedilmek-

s o the Oxideative Burst Status of Poylvmorpboniclear Letikocytes in Hemodialysis Paticnts

tedir (14). Lucchi ve arkadaslart HD hastalarinda, hicre-
sel ve doku hasarina yol acabilecek, artmis PMNL reaktif
oksijen Uretimi tespit etmislerdir (15). Yapilan bir ¢alis-
mada ise, HD 6ncesinde artmus graniilosit SOD ve dusiik
GSH-Px aktivitelerinin yaninda, HD'nin bu aktiviteleri in-
diklendigi saptannustir (17). Bunun yaninda, HD hasta-
larinda PMNL oksidatif aktivitesinin azaldigini gosteren
calismalar da mevcuttur (6,7,10,24). Otsubo ve
arkadaslarninin calismasinda, uyarilmamis enzim aktivite-
si kontrol grubundakine benzer bulunurken, uyarnlma
sonrasinda belirgin bicimde dusiik bulunmustur (6). Bu
calisma, HD hastalarinda notrofillerin intraseliiler oksida-
tf aktivitesinin azaldigmi distindirmektedir.  Shurtz-
Swirski ve arkadaslarnin calismasinda, HD hastalarinin
SOD ve GSH-Px aktivitesi azalmis bulunmustur (10). Ya-
pilmis olan iki farkli ¢alismada da, HD hastalannda
PMNL stiperoksit anyon tretimi disiik bulunmus, HD te-
davisi stiresince bu dists devam etmistir (7,24). Bizim
calismamuzda, diizenli HD hastalanindaki pre- ve posthe-
modiyaliz PMNL SOD ve GSH-Px aktiviteleri kontrol gru-
bununkiyle karsilastirilmus, istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunamamistir. Calismamizdaki HD hastalarinm in-
direkt oksidatif stres bulgulari, Paul ve arkadaslarnin
bulgulan ile benzerdir (20). Paul ve arkadaslarinin ¢alis-
masinda, 1., 4. ve 10. HD seansi sonrasinda, PMNL supe-
roksit anyon iretiminde ve oksijen tiiketiminde saghkl
bireylere gore farklihk saptanmamistir (20).

Bizim calismamizda, HD hastalarinda birbirini izle-
yen farkh giinlerde ve farkli HD membranlari kullanimi
ile PMNL SOD ve GSH-PX aktivitelerinde istatistiksel
olarak belirgin bir degisiklik saptanmamistir. Bu bulgu,
literatiirdeki bazi calismalarla uyumludur (13-15,17).
Rhee ve Klein kronik bobrek yetmezliginde PMNL ok-
sidatif metabolizmasini geri dontsimli olarak artirabi-
len bir serum faktoriinden/faktorlerinden bahsetmekte-
dir (16,14). Bizim calismamizdaki HD seanslart arasin-
daki stre daha uzun olsaydi, prediyaliz enzim aktivite-
lerinde belirgin bir artis saptanabilirdi.

Tablo 2. Hasta ve kontrollerin PMNL SOD ve GSH-Px aktiviteleri (pre- ve postdiyaliz)

Hastalar (n=15) Kontroller (n=15)
Polisiilfon Kuprofan
Prediyaliz Postdiyaliz Prediyaliz Postdiyaliz
SOD* 85.79+25.60 60.42+21.32 84.73x+29.73 52.50+15.02 59.64+26.75
GSH-Px** 25.08+7.31 18.81+3.47 27.04+7.06 22.47+6.89 17.42+4.19

* SOD: Siperoksit dismutaz, {U/107 PMNL)
** GSH-Px: Glutatyon peroksidaz, (U/107 PMNL)

28 Tirk Nefroloji Diyaliz ve Transplantasyon Dergisi /Official Journal of the Turkish Society of Nephrology



Hemodiyaliz Hastalarinda Farkli Diyaliz Membranlarmim Polimorfoniikleer Lokosit Oksidatif Stresi Uzerine Etkisi @

Her ne kadar bazi yayinlarda diyaliz membranlarin-
da graniilosit aktivasyonu ve serbest radikal Gretimin-
den bahsedilse de (17), diger bazi yayinlar ve bizim ve-
desteklememektedir (7,13,20). Bizim
bulgularimiza gore, diyaliz seanslan sonrasinda PMNL
SOD ve GSH-PX aktivitelerindeki azalma belirgin degil-
dir. Kuprofan membrani ile diyaliz PMNL SOD aktivite-
sini %38.03 ve GSH-PX aktivitesini %16.9; polisiilfon
membrani ile diyaliz ise PMNL SOD aktivitesini %29.57
ve GSH-PX aktivitesini %25 kadar azaltmaktadir. Yine
de, bu dustisler istatistiksel olarak anlamli degildir. Ben-

rilerimiz  bunu

zer bicimde, degisik calismalarda Pawlicki, Jacobs ve
Paul, HD'nin diyalizden 6nceki oksidatif durumu degis-
tirmedigini iddia etmektedirler (7,13,20). Jacobs ve
arkadaslari, HD ile indiiklenen komplement aktivasyo-
nunun PMNL oksidatif aktivitesinde daha fazla artisa
neden olmadigint ileri stirmektedir (13). Bunun yanin-
da Shettler ve arkadaslari, PMNL SOD ve GSH-Px akti-
vitelerinin diistik akimli polisiilfon membran HD ile be-
lirgin olarak indiiklendigini bildirmislerdir (17).

Sonug olarak, duzenli HD hastalarinda PMNL oksi-
datif aktivitesinde kontrollere gore bir farklilik yoktur.
Bunun yaninda, polisiilfon ve kuprofan diyaliz memb-
ranlart HD hastalarmin PMNL oksidatif aktivitesinde bir
degisiklige neden olmayip, bu membranlann kullanildi-
g1 hastalar arasinda PMNL SOD ve GSH-Px enzim akti-
viteleri acisindan da bir farkhlik yoktur.
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