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Farkh Diyalizer Sterilizasyon Yontemlerinin Hemodiyaliz
Hastalarinda Lenfosit Alt Gruplar Uzerine Etkisi

Alpaslan ERSOY ', Emel SENOL", Ferah BUDAK ', Miige EREK ",
Songiil ILKAYA™, Goksel KAR™", Barboros ORAL™"", Mahmut YAVUZ’

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Nefroloji Bilim Dali, Bursa.
Uludag Universitesi T1p Fakiiltesi i¢ Hastaliklar1 Anabilim Dal1, Bursa.
Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Immunoloji Bilim Dali, Bursa.

sk

ook

OZET

Hemodiyaliz biyouyumlulugu baslica kan ile ekstrakorporal materyalin temasinin baslattig1 reaksiyonlar1 ifade etmektedir. Membran
sterilizasyon yonteminin biyouyumluluk tizerine etkisine ilisgkin veri smirhidir. Bu ¢alismada farkli yontemlerle sterilize edilmis iki
polisiilfon (PS) membranin, hemodiyaliz hastalarinda tek bir diyaliz seansinda kompleman, CRP, periferik lenfosit sayis1 ve lenfosit alt
gruplar1 tizerine etkileri arastirildi. 26 hemodiyaliz hastas: etilen oksid ile sterilize edilmig PS (F5) veya buhar ile sterilize edilmis PS
(F5HPS) membran ile 4 saat hemodiyalize alindilar. Biitiin hastalarda diyaliz seansindan hemen once ve bitiminde alinan kan 6rneklerinde
yukaridaki parametreler 6l¢iildii. Her iki grupta diyaliz sonrasi kompleman ve CRP diizeyleri anlamli artt1. Fakat iki gruptaki degisiklikler
arasinda fark yoktu. Her iki grupta da CD4 (helper/indiiktor T hiicre) ve CD4/CD8 orani anlaml artarken F5 ve FSHPS grubundaki degi-
siklikler benzerdi. F5 grubundaki CD8 (supresor/sitotoksik T hiicre), FSHPS grubunda DR (aktive T hiicre) diizeyleri anlaml1 azaldi. Her
iki grup arasinda CD8’deki degisiklikler anlamli olmamasina karsin FSHPS grubundaki azalma F5 grubundaki artis ile karsilastirildiginda
anlamli bulundu (%23.7’ye karsilik -%11.2). Calismamiz membran sterilizasyon yonteminin biyouyumlu sentetik membranlarda lenfosit
alt gruplarinda hafif degisikliklere yol agtigini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hemodiyaliz. Biyouyumluluk. Polisulfon membran. Sterilizasyon.

The Effect of Different Sterilization Methods on Lymphocyte Subsets in Hemodialysis Patients

ABSTRACT

Biocompatibility of hemodialysis is mainly referred to the reactions induced by extracorporeal materials in contact with the blood. Data
regarding the effect of membran sterilization method on biocompatibility is limited. In this study, the effect of two polisulphon (PS)
membranes, which were sterilized with different methods, on the complement, CRP, peripheral total lympocyte count and subsets in
hemodialysis patients was investigated in a single dialysis session. 26 hemodialysis patients underwent hemodialysis with ethylene oxide-
sterilized PS (F5) membrane or with steam-sterilized PS (FSHPS) membrane for 4 hours. The aforementioned parameters were measured
from the blood samples taken before and after the dialysis session from all patients. In both groups, complement and CRP levels were
significantly increased following the dialysis. But there was no difference between the changes in two groups. While CD4 (helper/inducer
T cell) and CD4/CDS rates were significantly increased in both groups, the changes in F5 and FSHPS groups were similar. CDS8
(supressor/cytotoxic T cell) levels in F5 group and DR (activated T cell) levels in FSHPS group decreased significantly. Although the
changes in CDS8 between two groups were not significant, the decrease in FSHPS group was significant compared to the increase in F5
group (-11.2% versus 23.7%). Our study suggested that the membran sterilization method in biocompatible syntethic membranes would
lead to mild changes in lymphocyte subsets.
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Gelis Tarihi: 27.03.2006 Hemodiyalizde (HD) biyoyumluluk kullanilan ma-
Kabul Tarihi: 03.08.2006 teryalin hastada 6nemli bir biyolojik ve klinik reaksi-
yona yol agmamasidir. Diyalizer, kan setleri, sterili-
zasyon yontemi (etilen oksit -ETO-, buhar veya
gamma 1sinlari), yeniden kullanim islemi ve diyalizat
gibi faktdrler biyouyumsuzluga neden olabilir. HD
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ler olur ve bazi reaksiyonlar olusur'. Diyalizatin
safligi, ekstrakorporal dolagim ve set materyali, steri-
lize edici maddeler veya yeniden kullanilan
diyalizerlerin dezenfekte edilmesi gibi biyouyumlu-
lugun diger yonlerine ait veri smirlidir. Polisulfon
(PS) gibi sentetik polimerlerin kuprofan (CU) ile
seliiloz asetat ve hemofan (HE) gibi rejenere seliiloz-
dan yapilan membranlardan daha biyouyumlu oldugu
bildirilmistir’. HD membranlarinin biyouyumlulugu
ile ilgili ¢ok sayida arastirma yapilmasina karsin,
sterilizasyon ydntemlerinin biyouyumluluk iizerine
etkisini inceleyen ¢ok az sayida ¢aligma mevcuttur,

Gilinlimiizde biyouyumluluk i¢in tanimlanmig kesin
ya da tek bir belirte¢ bulunmamaktadir. Selliilozik
membranlarin nonselliiloziklere gore daha belirgin
lenfositopeniye neden oldugu bildirilmektedir. HD
hastalarindaki bu degisikliklerin lenfosit sekestras-
yonundan ziyade diyalizere spesifik mekanizmalarla
iligkili oldugu ve lenfosit aktivasyonunun membran
biyouyumsuzlugunu degerlendirmede yeni bir kriter
olabilecegi diisiiniilmektedir®. Cahsmamizda aym
yapisal 6zelliklere sahip daha biyouyumlu fakat fark-
i yontemlerle sterilize edilmis iki PS membranin,
HD  hastalarinda tek bir diyaliz seansinda
kompleman, C-reaktif protein (CRP), periferik lenfo-
sit sayis1 ve lenfosit alt gruplar {lizerine etkileri aras-
tirild.

Gereg ve Yontem

Bu calismaya son donem bobrek yetmezligi tanisi ile
Uludag Universitesi Nefroloji bilim dali Diyaliz
tinitesinde kronik HD tedavisi géren 26 stabil HD
hastasi dahil edildi. Malniitrisyon, diyabetes mellitus,
kronik karaciger hastaligi, kollojen doku hastaligi,
vaskiilit, akut veya kronik infeksiyon, sigara kulla-
nimi, son 6 ay i¢inde kan transfiizyonu ve anafilaktik
veya nonspesifik diyalizer reaksiyonu oykiisii olan
veya immunsupressif ve antiinflamatuvar ila¢ kulla-
nan hastalar ¢alismaya alinmadi.

Hastalara haftada 3 kez 4 saat siireyle, 38 mEq/L
asetat iceren diyalizat ve yaklagik 500 ml/dk akim
hiz1 ile HD uygulaniyordu. Sistemik antikoagulasyon
icin hastalarda standart heparin kullanildi. Giinliik
protein alimlar1 0.8 gr/kg/viicut agirligt idi. Serum
fosfat diizeyi diyet ve kalsiyum karbonat ile kontrol
edildi. 15 hasta kalsitriol kullaniyordu.

Hastalar iki gruba ayrildilar. Her iki gruptaki hastala-
rin cinsiyet dagilimlari, yas ve diyaliz siireleri arasin-
da anlaml farklilik yoktu (p>0.05). 14 hastaya ETO
ile sterilize edilmis diisiik akimlt PS (F5, Fresenius
Medical Care AG, Bad Homburg) membran, 12 has-
taya buhar (steam) ile sterilize edilmis PS (FSHPS,
Fresenius Medical Care AG, Bad Homburg)
membran ile 4 saat HD uygulandi. Tiim hastalarda
ETO ile sterilize edilmis benzer kan setleri
(Kawasumi) kullanildi. Diyaliz islemi oncesi setler
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ve diyalizer 0.5 L izotonik serum ile yikandi. Hasta-
larin demografik 6zellikleri ve kullanilan membran-

larin karakteristiklikleri benzerdi (Tablo I ve II,

p>0.05).

Tablo I. Diyalizerlerin Karakteristikleri*

F5 F5 HPS
Kompozisyon Polisulfon Polisulfon
Yiizey alani, m2 1.0 1.0
Yapi Kapiller Kapiller
KUF, ml/saat. mm Hg 4 6.2
ic capi, um 200 200
Duvar kalinhgi, um 40 40
Sterilizasyon metodu Etilen oksid Buhar
* p >0.05,
KUF: ultrafiltrasyon katsayisi
Tablo II. Hastalarin Karakteristiklikleri*
F5 F5 HPS
Degisk
egisen (n=14) (n=12)
Yas, yil 41114 39+12
Cinsiyet, E/K 8/6 7/5
VKI, kgl m? 217+35 21+£32
Diyaliz siiresi, ay 64 + 40 64 £ 32
Primer hastalik
Glomerulonefrit 1 2
Hipertansiyon 3 1
Piyelonefrit 2 1
Polikistik bébrek hastaligi 1 1
Akut tubuler nekroz 2 2
Bilinmeyen 5 5
*p >0.05,

E: erkek, K: kadin, VKI: viicut kitle indeksi

Tiim hastalarda tek bir diyaliz seansindan hemen
once (t0) ve bitiminde (t240) 2 ml kan arteryel kan
setinden alinarak EDTA’l1 tiiplere konuldu. Lenfosit
alt gruplari; T lenfositleri, B lenfositleri, NK hiicrele-
ri ylizey belirleyicileri (CD3 -pan T lenfosit), CD4
(helper/indiiktor T hiicre), CD8 (supresor/sitotoksik
T hiicre), CD16 (natural killer), CD25 (aktive T, B
hiicre), CD20 (B lenfosit), HLA- DR (aktive T hiic-
re), CD4/CD8 orani, lenfosit sayilari, CRP,
kompleman 3¢ (C3c) ve kompleman 4 (C4) diizeyleri
Uludag Universitesi Immunoloji laboratuvarinda
o6lgiildii. Her monoklonal antikor i¢in ayr1 ayr1 hazir-
lanan polipropilen tiiplere 100 ul kan konularak iize-
rine Immunotech-Coulter firmasindan temin edilen
konjuge monoklonal antikorlardan ve IgG; izotipik
kontrolden 10 pl ilave edildi. Enkiibasyondan sonra
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eritrositleri lizis ve lokositleri stabilize eden hiicre
membran stabilizatorii olan reaktifler (immunoprep,
Coulter) eklendi ve akim sitometrede (Epics-XL-
coulter) degerlendirildi. Diyaliz Oncesi ve sonrast
total 16kosit ve lenfosit degerleri Sysmex 2000 cihazi
ile otomatik olarak sayildi. C3¢c ve C4 diizeyleri ayni1
serum Orneklerinde kemilluminometrik metodla
tiretici firmanin (Behring, Almanya) dnerdigi proto-
kole gore calisild.

Tiim degerler ortalama + standart sapma olarak veril-
di. Istatiksel analiz icin rakamsal degerlerin grup ici
ve gruplar arasi karsilagtirmalarinda nonparametrik
Wilcoxon isaret testi ve Mann Whitney-u testi, oran-
larin karsilastirilmasinda ise Fisher exact test kulla-
nildi. Gruplardaki yiizde degisiklikleri standart bir
bicimde karsilastirmak igin her hastada diyaliz sonra-
st deger diyaliz Oncesi degerden cikarilarak diyaliz
oncesine boliindii. Elde edilen degerler Mann
Whitney-u testi ile karsilagtirildi. p<0.05 degeri an-
laml1 olarak kabul edildi.

Bulgular

Her iki gruptaki hastalarm hemen diyaliz dncesi ve
diyaliz sonunda ortalama sistolik ve diyastolik kan
basinglari, nabiz dakika sayilari, ates ve
ultrafiltrasyon degerleri benzerdi. Diyaliz sonu kan
basinglar1 anlamli azald1 (p<0.05). Interdiyalitik kilo
alimlari, diyaliz seansi sirasinda kaydedilen arteriyel
ve vendz basinglar, transmembran basinci (TMP) ve
kondiiktivite (elektriksel iletkenlik) degerleri arasin-
da fark bulunmadi (Tablo III). Diyaliz seansi sirasin-
da her iki grupta 3’er hastada hipotansiyon, F5 gru-
bunda 1 hastada bulanti ve kusma gézlendi.

Tablo I1I. Gruplarin Diyaliz Takipleri

Her iki grubun diyaliz 6ncesi CRP, C3c ve C4 diizey-
leri benzerdi. Diyaliz 6ncesi ile karsilastirildiginda
her iki grupta C3c, C4 ve CRP diizeyleri anlamli artt1
(Tablo IV). Ancak her iki gruptaki degisiklikler ara-
sinda fark saptanmadi. Diyaliz 6ncesi sadece bazal
CD25 degerleri FSHPS grubunda anlamli yiiksek
bulunurken (p<0.001), total lenfosit degerleri ve
diger lenfosit alt gruplar farkli degildi. Diyaliz son-
rast CD3, CD16, CD20 ve CD25 degerlerinde anlam-
I1 degisiklik olmadi (Tablo V). Her iki gruptaki degi-
siklikler arasinda da fark yoktu. Her iki grupta da
CD4 ve CD4/CDS8 oranit anlamli artarken F5 ve
FSHPS grubundaki degisiklikler (sirasiyla %10.4’¢
kargilik %17.8 ve %24.6’ya karsilik %15.7) benzer
bulundu. F5 grubundaki CDS8, FSHPS grubunda DR
diizeyleri anlamli azald: (Sekil 1). Her iki grup ara-
sinda CD8’deki degisiklikler (-%11.5’a karsilik -
%2.9) anlaml degil iken FSHPS grubundaki azalma
F5 grubundaki artig ile karsilastirildiginda anlamli
bulundu (%23.7’ye karsilik -%11.2, p<0.05).

Tablo IV. Gruplarin C3c, C4 ve CRP degerleri

F5 F5 HPS
Degisken (n=14) (n=12)
to t240 t0 t240
CRP, mg/dl | 0.98+1.3 [ 1.04£1.1* | 0.96+1.26 | 1.10+1.29*
C3c, mg/dl | 84.5+21.6 98.1+20.7** 81.0+16.7 [100.3+22.8*
C4,mg/dl | 24.846.8 [28.1+7.5"* | 26.2+7.4 | 31.5£9.2*

* p<0.01, ** p<0.05, grup ici t0 ile karsilastirildi.
CRP: C-reaktif protein, C3c: kompleman 3c, C4:
kompleman 4

Tablo V. Gruplarin total lenfosit, lenfosit alt gruplar

F5 F5 HPS deserleri
Degjisken (n=14) (n=12) cgerier
{0 1240 {0 240 F5 F5 HPS
SKB, mmHg 135+22| 122 +29* | 14324 |126 + 29* Degigken (n=14) (n=12)
DKB, mmHg 8211 | 73+14* | 8717 |74+ 20* 0 240 0 240
NDS, varu/ck 727 | sa28 | o226 | sses rotarlenfost | 1557+839 | 162841003 | 132544551 | 13002645
Ates, °C 36+02]36.1£0.2]36.2+0.136.1£0.1 CD3, % 703+128| 73692 | 732482 | 747 6.1
Ultrafiltrasyon, kg 247064 2.33+0.88 CD4, % 45657 [50.1£66*| 46094 |526%55"
Interdiyalitik kilo alimi, kg 2309 22%07 CD8, % 318+69 |286x80*| 27755 | 26451
Arter basincl, mm Hg 210+ 13 233+22 CD4/CD8 15+04 [19+07*| 17+04 |20x05"
Ventz basing, mm Hg 103 +£29 125+ 48 CD16, % 1M.7+45 | 10537 | 15783 | 143+69
TMP, mm Hg 232+98 206 + 55 CD20, % 102+44 | 99+43 | 94+35 | 8830
Kondiikivite, 140402 141404 CD25, % 83+38 | 80+42 [271£94™ | 26250
milisiemens
DR, % 1394110148106 | 206+58 |17.9+36*

*p <0.05, grup i¢i t0 ile karsilastirild.
SKB: sistolik kan basinci, DKB: diyastolik kan basinci,
NDS: nabiz dakika sayisi, TMP: transmembran basinci.

* p<0.05, ** p<0.01, grup ici t0 ile; *** p<0.001, diger
grubun t0 degerleri ile karsilastirildi.
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557 ﬁ — 5 OFSHPS
50
45
40| p<0.01
35
30 ' (] p<0.05
25
20
— =
154 p<0.01
104
54
d
0 ¥ ﬂ Y
CD4t)  CD4240  CD8t)  (D8©240 CD4/CD8t) CD4/CDS DRt DR 1240
240
Sekil 1:

Gruplarda lenfosit alt gruplarindaki anlamli
degisikliklerin karsilastiriimasi

Tartisma

Calismamizda ETO ile sterilize edilmis PS membran
ile CD4’te anlamli artis ve CD8’de azalma, buhar ile
sterilize edilmis PS membran ile sadece CD4’te an-
lamli artis saptandi ve sonugta her iki grupta
CD4/CD8 orani anlamli yiikseldi. Fakat bu degisik-
likler yoniindan iki yontem arasinda fark bulunmadi.
Sadece ETO ile karsilastirildiginda buhar ile sterili-
zasyon aktive T hiicrelerinde (DR) anlamli azalmaya
neden oldu.

Sterilizasyon prosediirlerinin  biyouyumluluguyla
iligkili mekanizmalardan birisi, diyalizer ve HD set
malzemesinden salinan sterilize edici maddelerin
allerjen olarak islev gdrmesi, kompleman kaskad:
aktivasyonu ve antikor olusumu ile immun cevabi
ortaya ¢ikarmasidir. Bu durum ETO ile iliskilendi-
rilmektedir. Ayrica materyallerin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri, membran karakteristigindeki degisiklikler
etkili olabilir’. Buhar sterilizasyonu otoklav prosedii-
riniin komplike olmasi, biyomateryal ylizeylerini
bozucu etkisi ve bazi polimerlerden diisiikk molekiil
agirhikli diriinlerin salinimia yol agmasi gibi deza-
vantajlara sahiptir®. Benzer etkiler gamma radyasyo-
nu ile de mevcuttur’. Kan setlerinin, poliakrilonitril
(PAN) ve CU membranlarin gamma veya ETO steri-
lizasyonunun plazma graniilosit elastaz ve lizozim
seviyeleri tizerine etkisi aragtirilmustir’. HD sirasinda
PAN ile graniilosit elastaz hafif derecede anlamli
artmis, ayrica yiiksek lizozim seviyeleri HD sirasinda
CU ile degismez iken PAN ile azalmistir. Ancak
sterilizasyon yontemi sonucu etkilememistir. C3d
Olgiilerek membran konfigurasyonlarinin (hollow
fiber -i¢i bos lif- ve paralel tabaka), sterilizasyon
yonteminin (ETO ve buhar), membran materyalinin
(CU ve polikarbonat) ve diyalizat terkibinin
kompleman sistemine etkisinin degerlendirildigi
diger bir ¢aligmada membran tiplerinin dnemi bir kez
daha ortaya cikarken sterilizasyon yontemlerinin
kompleman sistemi iizerine etkilerinin ¢ok az oldugu
goriilmiistiir'®. ETO ile karsilastirildigida buhar ile
sterilize edilmis hollow fiber CU, bikarbonat kulla-
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nanlarda daha az kompleman aktivasyonuna yol
acmistir. Calismamizda her iki ydntem de
kompleman ve bir inflamasyon belirteci olarak
CRP’de benzer artisa yol agti. Ancak bagka bir ¢a-
lismada buhar ve ETO sterilizasyonu, CU ve HE
membranlarda terminal kompleman kompleksleri
olusumunda belirgin farklilikla sonuglanmistir®. Bu-
har sterilizasyon yontemi g¢evresel, toksikolojik ve
allerjik sonuglar agisindan tercih edilebilir. Son bir
calismada hem yiiksek hem de diisiik akimh iki PS
membran kullanilmistir. ETO ile karsilastirildiginda
buhar ile sterilizasyon yonteminin biyouyumluluk
parametrelerine (lokosit ve trombosit sayisi, C3a,
C5a ve polimorfoniikleer elastaz seviyeleri gibi)
etkisi anlamli diisiik bulunmustur’. ETO kullaniminin
graniilositler iizerine etki mekanizmasi bilinmemek-
tedir. Polimorfoniikleer elastaz, C3a ve C5a seviyele-
rinde artigin nedeni membran yiizeylerindeki ETO
kalmtilari olabilir’. Buhar ve ETO ile sterilize edil-
mis diisik akimli PS membranlar benzer aritma per-
formans1 ve diisiik kompleman tiretimi gosterirken,
buhar kullanimi daha iyi interdiyalitik eozinofil kine-
tigi'' ve mononiikleer sitokin iiretiminde azalma
saglamaktadir'?. Aym arastiricilar, buhar ve ETO ile
sterilize edilen CU membranin diyalizin baslattig
sitokin ~ salimimma  etkisini  degerlendirmistir'’.
Mononiikleer hiicreler tarafindan interldkin-1p (IL)
ve timor nekrozis faktor-a (TNF) mRNA iiretiminde
her iki yontem arasinda anlamli fark bulunmamuistir.
Onceki calismamizda farkli membranlarm TNF-o
diizeylerini etkilemedigini, ancak CU’1n IL-6 diizey-
lerini seliiloz triasetat (CTA) ve HE’a gore anlamli
azalttigini, CTA’m ise IL-1p diizeylerini digerlerine
gore anlaml artirdigin gozlemledik ™.

Grooteman ve ark, HD hastalarinda farkli
membranlarin lenfositler iizerine etkisini periferik
kanda ve yikanarak metaryalin ayrilmasi yontemi ile
diyalizerde inceledi®. Total lenfosit sayisi, T (CD3)
ve B (CD19) hiicre oranlar1 HD sonrast belirgin de-
gismedi ama CTA kullanilanlarda anlamli olmak
izere biitin membranlar ile NK hiicrelerinde HD
sonunda rolatif bir azalma bildirdiler. NK hiicreleri
tercihen selliilozik diyalizerlerde sekestre olabilir.
Sadece CTA ve PS icin T lenfosit sayilar1 olarak
CD4 hiicre oranlarinda belirgin artma buldular. On-
ceki c¢alisgmamizda CTA, HE, CU ve PS
membranlarin lenfosit alt gruplart ve CD4/CD8 oran-
lar iizerine etkilerinin farkli olmadigmni bulduk'”. Bu
calismada ise PS ile benzer bir artis1 sterilizasyon
yonteminden bagimsiz olarak goézlemledik. HD T
hiicre aktivasyonunu in vivo ve in vitro baglatmakta-
dir'®. Caligmamizda ETO ile karsilastirldiginda
buhar ile sterilizasyonun aktive T hiicrelerinde (DR)
anlamli azalmaya neden olmasi1 6nemli olabilir.

Bu ¢alismada ilk kez membran sterilizasyon yonte-

minin HD hastalarinda bir biyouyumluluk belirteci
olarak lenfosit alt gruplar1 {izerine etkisi incelenmis-
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tir. Calismamiz membran sterilizasyon yonteminin
biyouyumlu sentetik membranlarda benzer diizeyde
kompleman1 aktive ettigini, fakat Ozellikle buhar
sterilizasyonunun lenfosit alt gruplarinda hafif degi-
sikliklere yol agabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
anlamda sterilizasyon yontemi PS membranlarda
biyouyumluluk profilini olumlu etkileyebilir. Ancak
bu etkinin klinik 6neme sahip olup olmadigini deger-
lendirebilmek icin daha genis serilerde dogrulanma-
sina ihtiyac oldugu kanaatindeyiz.
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