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OZET

44 Uremili hasta ve 24 saghkli kisinin fitohemaglutinin (PHA) ile uyarinug
periferik kan lenfositlerinde radyoaktif timidinin hiicre ¢ekirdegine tutulmast ile
hiicresel immiinite degerlendirildi. Kontrol grubundan hazirlanan 76 saatlik hiicre
kiiltiiriinde radyoaktif timidin ile isaretlenen ortalama hiicre sayisi 673.7-53.6,
yiiz saatlik hiicre kiiltiiriindede, 701+58.9 hiicre Hasta grubunda radyoaktif timidin
ile isaretlenen ortalama hiicre sayisi 76 saatlik hiicre kiiltiiriinde, 219.24-69.6
yiiz saatlik hiicre kiiltiiriinde ise, 281.24-76,5 hiicre tesbit edildi.

Uremili hastalarda hiicresel immiinite bozulmus ve hiicrenin béliim hizi kontrol
grubuna oranla énemli élgiide yavaslamis bulundu (PG 0.001). Uremili hastalardaki. -
hiicresel immiinitenin bozulmasma ve hiicre gelis hizimn yavaslamasina hemodiya-
lizin etkisi gézlenmeds.

GiRiS

Ureminin immiin sistemi inhibe ettigi insan ve deney hayvanlarinda gosteril-
mistir(1-4). Immiin sistemdeki bu bozukluklar hem in vitro (3,5-7). hemde in vivo
galismalarla ortaya konulmustur (8,9). Uremi immiin sistem iizerine 6nemli
derecede baskilayici etkiye sahiptir. Bu etkinin renal transplantasyondan sonra,
graftin siirekliligi i¢in yiiksek doz Immiinosiip ressif tedavi olan hastalardan daha
fazla oldugu bildirilmistir. (2,10).

(x) Calisma. Rusvell Park Memmorial Institute Cancer Cell Center and Kidney Transplant
Program of the Buffola General Hospital Buffola N. Y da yapilmis ve XXIV th Congress
of the EDTA-ERA. 1987 de takdim edilmistir.

(xx) Ondokuzmayis Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ hastaliklar1 Anabilim Dali Ogr. Uye51 Dog.
Dr. SAMSUN

(xxx) Rosvell Park Memmorial Institiite Cancer Cell Center. Buffolo N.Y.
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Otoradyografi, gerek selliiler gerekse subselliiler metabolik olaylar: aydinlat-
mada kullanilen iyi bir yontemdir. (11,12) Vuciitta T hiicreleri ile ilgili olan hiicre-
sel immiinite, in vitro ortamda lenfositlerin transformasyona ugratilmalar: ile
degerlendirilebilir. Kiiltiir ortamina eklenen antijen ve mitojenle karsilasan lenfo-
sitlerde hiicre metabolizmasi artmakta ve yeni DNA sentez edilmektedir (13,14).
Radyoaktif timidinin yeni sentezlenen DNA ya girmesi Olgiilerek Lenfosit trans-
formasyon orani saptanmaktadir (13-15). Lenfositlerin in vitro transformasyonu,
hiicresel immiin cevabin hem nitelik hem de nicelik yoniinden iyi bir dl¢iisiidiir
(13-16).

Calismamizda iiremili hastalarda hiicresel immunite ve buna literatiirde ol-
duk¢a tertismali olan hemodiyaliz etkisinin arastirilmasmin yararli olacagini
diisiindiik.

MATERYAL ve METOD

Bu calismaya gesitli nedenlere bagli son ¢nem bobrek hastalifi ve hemodiya-
liz gereksinmesi olan “Roswell Park Memorial Institute Cancer Cell Center,
Buffalo, New York ve Buffalo General Hospital”” Hemodiyaliz Merkezine, bagvu-
ran, 47 iiremili hasta alindi. Hastalardan 3 tanesinde uygun metafaz buluna-
madigindan ¢alisma disi birakildi.

Kontrol grubumuzu higbir hastaligi olmayan, en az son 3 ay igerisinde higbir
ilag kullanmayan (dogum kontrol ilaglart dahil), kimyasal toksinlerle iligkisinin
olmadigina inanilan, kan verebilecek kadar saglikli olan 24 kan vericisi olusturmus-
tur. Kontrol grubunun yasler1 17-51 yas arasinda degismekte idi. Bunlarm 12 si
kadin 12 si de erkekti. Yas ortalomas: kadmnlar igin 29 erkekler igin 34 idi.

Hasta grubumuz iiremi tanisi almis hemodiyaliz gercksinmesi olan 44 hastay1
icermektedir. Hastalarm 25 i erkek, 19 u kadin olup, yaslar1 19-72 yas arasinda
degisiyordu. Ortalama yas kadinlar igin 49, erkekler iginde 48 yil idi. Hasta se-
¢iminde, hastalarin steroidler dahil immiin sistemi baskilayan higbir ilag almama-
larina &zen gosterilerk, sitostatik ve immiin depresan ilag kullananlar ¢alisma dist
birakildi. Hastelarin histopatolojik tanilart ve bazi ozellikleri tablo 1 de &zetlen-
mistir.

Tiim hastalarimizda hastalik siiresi 10-360 ay arasinda degismektedir. 12
hasta diyaliz baslamadan 6nce, geri kalan 32 hastaya da haftada iki kez diyaliz
uygulanmaktaydi. Diyaliz uygulanan hastalar diyalizlerinin 1-16 mc1 aylarinda
ortalama 54-43 iincii ayinda ¢alismaya almmustir. Her hastada diyaliz siiresi
hastanin ihtiyacina gore 6-8 saat devam ettirilmistir.

Degerler ortalama, standart sapma ve grup degerlerinin alt ve iist sinirlan
olarak verilmistir.
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Tablo 1:

?Histopatolojik Diyaliz Diyaliz Toplam Hastalik
taniya goére uygulanan uygulanmayan vaka Yas siiresi
gruplar vaka sayist vaka sayisi sayist (yi) (ay)

1. Kronik G. 13 3 16 43.5 46.5
Nefrit : (8K+8E) (18—69) 18—130)
2. Dizketik 8 3 11 48 5 116.2
Nefrosklerozis - (TK44E) (21—63) (10—369)
3. Sondonem bébrek 5 2 . 7 52.8 72.4
hastalig (2K+5E) (31—69) (25—120)
4. Intertisyel Nefrit 2 2 4 54 219
‘ (IK+-3E) (21—749) (48
5. Polikistik Bébrek 2 1 3 41 68
(RK+1E) (26—60) (30—138)
6. Diger nedenlere 2 1 3 48.6 71.3
baglt nefrosklerosis (3E) (24—69)  (46—96)

Otoradyografik calismada Taylor (17), Takagi ve Sandberg (12,18) metodlar:
¢ok az degistirilerek uygulandi. Kiiltiir zaman1 72 ve 100 saat olarak tesbit edildi.
Her bir doku kiiltiir kutusuna 0.1 ml. fitohemeglutinin (PHA) ile uyarilmis, 1
ml. periferik kan konulerak total voliim 10 ml olacek sekilde igerisinde 100 U/ml.,
penisilin, 100 mg/ml. streptomisin ve RPMI-1640 doku kiiltiirii ile ¢} 16.7 fetal
dana serumu (GIBCO) igeren besi ortamu steril sertlorda konuldu. Kiiltiir siiresinin
bitiminden 8 saat dnce her doku kiiltiir kutusuna spesifik aktivitesi 6.7 curi/mili-
mol “tritiated thymidine” (H3-TcR) ilave cdilerek elde edilen depo solusyondan
her kiiltiir kutusuna 1 mikrokiiri/ml. olacak sekilde 1 ml. ilave cdildi. Kiiltiir
siitesinin bitiminden 2 seat Snce kolsisin (0.2 mg; ml) ilave edildi. Standcrt teknikle
(18Y elde edilen lamler “nuclear tract emiilsion NTB-2” (Kodak) yari ycriya
distile usu ile sulandirilmis emiilsiyona batirildiktan sonra develope edilerek
% 5 Gicmsa boyeast ile boyandi. Uzerinde 5 veya iistii graniil bulunan leafositler
radyoaktif timidin ile iserctlenmis, greniil bulunmayanlarda iseretlenmemis olarak
degerlendirildi (18). Hesaplar *"Roswell Park Memorial Institute’ ista txstlk merke-
zinde bilgisayar ile yapildi. )

BULGULAR

Otoradyografik metodla, 44 iiremili hasta ve 24 saglikli kisyoaktif timidinin
hiicrelerin gekirdeklerinde tutulmesi ile PHA ya kerst hiicre cevabi Slgiilerek in
vitro lenfosit transformasyonu degcrlendirildi. Hiicre g¢ekirdeklerinde 5 griiniil
ve lstii tutulum, o hiicrenin timidin ile iseretlenmis sayilmasina yetmistir. T1m1d1n
ile isaretlenen hiicreler sckil 1 de goriilmektedir.
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Kontrol ve hasta grubundaki her vaka igin 76 ve 100 saatlik iki ayri lenfosit
kiiltiiriinden her vakada 1000 hiicre sayilarak radyoaktif timidinin hiicrelerin
cekirdeklerinde tutulmasi - degerlendirildi. Kontrol grubunda 76 saatlik hiicre
kiiltiir sonucu radyoaktif timidin ile isaretlenen hiicrelerin ortalama degeri 673.74-
56.3; yiiz saatlik kiiltiir sonucu 7014-58,9 bulundu. Hasta grubunda 76 seatlik-
kiitiirde radyoaktif timidin ile isaretlenen hiicrelerin ortalama degeri 219.24-69.6
iken yiiz saatlik kiiltiirde bu deger 281.2--76.5 hiicredir (Tablo 2). Hasta grubunda
radyoaktif timidin ile isaretlenmis hiicre sayis1 kontrol grubundakilerden anlaml
sekilde diigiik; radyoaktif timidin ile isaretlenmemis hiicre sayisi anlaml bir gekilde
-yiitksekti. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (P<<0.001). Bun-
dan bagka hem hasta hem de kontrol grubunda, 100 saatlik kiiltiir sonucu radyoak-
tif timidin ile isaretlenmis hiicre sayis1 76 saatlik kiiltiir sonucu isaretlenen hiicre
sayisindan fazla oldugu halde bu farklil:k hasta grubunda kontrol grutuadakinden
daha belirgindi (P<<0.01), Grafik 1). '

Grafik 1: Uremili hastalar ve kontrol grubunda 76 ve 100
saatlik hiicre kiltiirinde radyoaktif timidinle
isaretlenen ve isaretlenmeyen hiicreler
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Otoradyografik ¢aliymada 76 saatlik hiicre kiiltiiriinde radyoaktif timidin ile
isaretlenmeyen hiicreler ile hastalarin kan kreatinin diizeyleri arasinda pozitif,
100 saatlik hiicre kiiltiiriinde radyoaktif timidinle isaretlenen metafaz ile de ne-
gatif bir iligki vardir. Aym sekilde 76 ve 100 saatlik hiicre kiiltiiriinde radyoaktif
timidinle isaretlenmeyen hiicreler ile hastlarin kreatinin klerens degerleri arasinda
negatif bir iligki gozlenmekteydi (Grafik 2,3).
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Grafik 2 : Uremili hastaarda kreatinin klerens degerleri ile 76 ve 100 saatlik hijcre kiiltiiriinde
radyoaktif timidinle igaretlenmeyen hiicreler arasindaki iligki.
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Grafik 3: Uremeli hastalarda kan kreatinin dizeyleriile 76 saailik hicre
kiittlirinde rakyoaktif timiuinle isé etlenmeyen hicreler.ras
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" Hemodiyalizin iiremili hastalarda PHA karst hiicresel cevaba ve lenfosit
transformasyonuna etkisini arastirmak amaci ile; 44 iiremili hastanin 12’sinde he-
modiyaliz uygulanmadan, 32’sinde de belirli siireden beri bes 2 kez hemodiyaliz uy-
gulanmekta iken hiicresel immiinite degerlendirildi. Hemodiyalizde ki 32 hastanin
76 seatlik kiiltiir sonucunda redyoaktif timidin ile isaretlenmis ortalama hiicre
sayist 217.06473.09, yiiz seatlik kiiltiir sonunda da radyoaktif timidin ile isaretle-
nen ortalama hiicre sayist 284.654-76.61 idi. Mevcut islem hemodiyaliz Sncesi 12
hastada ise, 76 saztlik kiiltiir sonucu radyoaktif timidin ile isaretlenmis ortalama
hiicre sayis1 224.924-62.34, yiiz seatlik kiiltiir sonucu bu deger 272.66+72.16
hiicre idi. Hemodiyaliz dncesi hestalerdaki degerler diyalizde bulunan hastalardaki
degerler ile karsilestirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadi (P>0.05; Tablo 3.4).
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Tablo 3: Hemodiyalizin 3H-timidin ile isaretlenen ve isaretlenmeyen hiicrelere
etkisi (76) saatlik Kkiiltiirde)

3H-timidin ile isaretlenen ve isaretleameyen hiicreler
(76) saatlik kiiltiir)

Hemodiyaliz Vaka Isaretlenen hiicreler isaretlenmeyen hiicreler
Durumu ] Say151 X S.D. X S.D.
Diyaliz Uygulanmakta »

olan hastalar 32 217.06 + 77.09 782.81 + 76.78
Diyaliz 6ncesi hastalar 12 . 224.92 4+ 62.34 775.08 4 62.33
t-degeri 0.354 0.34

P-degeri ‘ P>0 05 P>0.05

Tablo 4: Hemodiyalizin 3H-timidin ile iseretlenen ve isaretlenmeyen hiicrelere
etkisi (100 saatlik kiiltiirde)

3H-timidin ile isaretlenen ve isaretlenmeyen hiicreler
(100 saatlik kiiltiirde)

Hemodiyaliz Vaka isarctlenen hiicreler isaretlenmeyen hiicreler
Durumu S Sayisi X S.D. X S.D
" Diyaliz uygulanmakta '
olan hastalar 32 284 .65 + 76.61 713.52 4+ 79.22
Diyaliz 6ncesi hastalar 12 272.66 + 72.16 - 716 4+ 60.96
t-degeri 0.47 0.101
P-degeri P>0 05 P>0.05
TARTISMA

Uremili hastalarda immiin sistemin énemli derecede baskilanmis oldugu ge-
sitli cahismalaila gosterilmistir (1-9). Uremide bildirilen immiin baskilanmanin
benzerine ileri donem karsinomasi olan kasektik durumlarda ve hodgkin hasta-
larinda da rastlanildig bildirilmistir(19). Uremili hastalarda immiin yetersizligin
derecesi, bobrek transplantasyonundan sonra immiinosiipressif tedavi goren hasta-
lardaki immiin yetersizligin derecesinden daha fazla oldugunun tesbit edilmis ol-
masl, lireminin immiin yetmezlikli hastaliklat listesine yazilmasmin gerekliligini
savundurmustur(2,10,19).

Calismamizda otoradyografik yontemle hiicre ¢ekirdeginin radyoaktif timidinle
(3H-timidin) isaretlenme siklig1 sayilarak, iiremili hastalar ve kontrol grubundaki
saglikl kisiler icin PHA ya karg1 hiicre cevabi ve invitro lenfosit transformasyonu
degerlendirildi. Radyoaktif timidin ile isaretlenen hiicre sayist kontrol grubuna
kiyasla oldukga diisiiktii ve sonug istatistiksel olarak ¢ok onemli bulundu.
(P<<0.001). Hem hasta hem de kontrol grubuna ait 100 saatlik hiicre kiiltiiriinde,
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radyoaktif timidin ile isaretlenen hiicre sayisi, 76 saatlik hiicre kiiltiirii sonucu rad-
yoaktif timidin ile isaretlenen hiicre sayisindan fazla olmesina karsilik; bu farkin
hasta grubunda daha belirgin oldugu gézlendi (P<<0.01). Lenfositlerin in vitro
transformasyonunun derecesi hiicrescl immiin cevabin hem nitclik hem de nicelik
yoniinden iyi bir olgiisii oldugu bildirilmistir(1,3,13,15,18,). Bundan dolayr ca-
hsmamizda agikga gorildiigi gibi, iiremili hastalarda immiin sistem Snemnli Slgii-
de baskilanmustir. Bundan bagka 100 saatlik hiicre kiiltiiriinde radyoaktif timidin
ile isaretlenen hiicre sayisinin, 76 saatlik hiicre kiiltiirii sonucunda isaretlencnlerden
fazla olmesi, iiremili hastalarda hiicre gelisim hizinin, kontrol grubuna oranla
daha yavas oldugunu gdstermistir. Calismamizin bu béliimiiniin benzerine litera- '
tiirde rastlanmamugtir.

Literatiirde iiremili hastalardaki otoradyografik yontemle daha onceden
yapilan ¢aligmeler hemen tamamuyle lenfositlern radyoaktif timidin ile isarctlen-
mesi seklinde olup, in vitro lenfosit transformasyonunu, dolayst ile hiicresel
immiin sistemin ileri derccede taskilanmis oldugunu belirlemistir. Calismamiz-
daki sonuglar literatiirdeki sonuglarla uyumluluk gostermistir (1,6,7).

Calismamizda, iiremili hastalarin tam ve izlenimlerinde siklikla kullanilan
laboratuvar sonugclart ile in vitro lenfosit transformasyon degerleri karsilagtirildi-
ginde, lenfosit transformasyonu ile hastalarin kan kreatinin diizeyleri ve kreati-
nin klerens degerleri sresinda yekin bir iliski bulundu (P<<0.01). Bu iligkinin
kreatinin klerens degerleri ile pozitif, ken kreatinin diizeyleri ile negatif oldugu
gozlendi. Buna karsihk tiremili hestelarde kan iire ve alkalen fosfatez degerleri
arasinda hig bir iliski gozlenmedi (P>0.05). Bu da, iiremili hastalerda kan krea-
tinin seviyesi ile in vitro lenfosit transformasyon derecesinin iligkili oldugu ve boy-
lece, in vitro lenfosit transformasyonuna protein katabolizmesinn etkili olabilece-
gini diisiindiirmiistiir(20). Kan kreetinini tek tagine. toksisitesi az olup (21), yiik-
sek doz kreatinin intestinal bakterilerin kreatinese enzimi ile *’Sarkocine’ methy-
lamme” ve methylhydantoin gibi lenfosit aktivasyonuna tok sik ctkileri olan in
vitro lenfosit transformasyonu ile yakin bir iliski bulundu (P<0.01). Bu da
uyguladigimiz  otoradyografik teknigin hastoligin takibinde kullanilabilecegini
k?mtlcr niteliktedir.

Hemodiyalizin iiremili hastalarda hiicre gelisim hlzma ve hiicresel immiin
cevaba etkisinin olmadigimin gézleamis olmasi, Literatiirde gogu arastiricinin bil-
dirdigi gibi hemodiyalizle- tiremik toksinlerin tamaminin organizma igin etkisiz
hale getirilemeyecegini (22,23) dogruladig gibi galigma grubumuzda hemodiya-
lizde olan hastalara diyaliz uyulama siireleri 1-16 ay arasinda degismekteydi. Bu
siirenin kisahigindanda olabildigi disuniilebilir.

Sonug olarak, giiniimiizde bile keniiz nitcliklerini bilmedigimiz gesitli toksik
telki ce kersinojenik maddelerin bu arestirma ile ortaya konan sitogenetik ve im-
miinolojik bozukluklardan sorumlu olabilecegi kanisina varildi.
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SUMMARY

Cell Mediated Immunity In Uremic Patients By Autoradiography and Hemo-
dialysis

_Phytohemagglutinin (PHA) stimulated peripheral blood lymphocytes from
44 uremic patients and 24 control subjects were studied cytogenetically. The cel-
lular response to PHA. was measured by incorporation of 3H-thyidine into nuclei.
In the control subjects, the mean number of Labelled cells was 673-+53.6 after
culture period of 76 hrs. and 701458.9 after 100 hrs. A significantly lower number
of labelled cells were observed in patients. The mean number of labelled cells was
219.2469.6 after 76 hrs. and 281.24-76.5 after 100 hrs.

Measurments of cellular kinctics revealed a lower volues when cbmpared to
control subjacts (P<<0.001). And the effe cts of hemodialysis on the cellular respan-
se ‘weren’t seen In the uremic patients.
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