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GIRIS VE AMAC

Son donem bobrek yetmezlidinin tedavisinde Siirekli Ayaktan
Periton Diyalizi (SAPD), 1978 yilinda Popovich ve arkadaglar1 tarafindan
yeni bir metod olarak tip diinyasina sunulmugtur (1). SAPD tedavisinde
petiton diyalizine 24 saat boyunca devam edilmekte ve diyalizat
genellikle giinde 4 kez periton bogluguna infiize edilmektedir (2).
Giniimiize degin "srandart" kateter sistemlerinden "disconnect" kateter
sistemlerine gegig olmasina ve daha etkin antimikrobial ajanlarin
kesfine ragmen SAPD peritoniti halen sik rastlanan ve &nemli bir SAPD
tedavi komplikasyonudur. Ozellikle rekiirren peritonitli SAPD
hastalarinin (tim SAPD peritoniti olgularinin % 15-25'%) tedavisinde
halen giigliiklerle kargilagilmaktadir. 1990 Amerikan SAPD Ulusal
Enstiti  Yilligina gore peritonit sikligi yilda 1.4 atak olarak
belirtilmektedir (3).

Bazi SAPD hastalarinda diyalizatta canli mikroorganizma
gosterilmesine ragmen (tim diyalizatlarin % 7'si), klinik olarak peritonit
olugmamasi, SAPD hastalarinda peritonit geligmesinde immiin

mekanizmalarin  oldukga 6nemli rol oynadigim digiindiirmektedir
(3,4,8).

SAPD peritonitinin immiinolojik y&nleriyle ilgili yapilan c¢aligmalar
SAPD hastalarinda opsonizasyon (4,5,7,8,9,10), fagositoz (4,5,8) ve
kemotaksiste (4,6) azalma olduSunu gostermektedir. in vitro
opsonizasyonu arttiric: ¢aligmalar ozellikle diyalizat hiicre fagositozunun
da buna bagh olarak arttigi sonucunu ortaya cikarmugtir (8,20,22,23,24).
Bu nedenle immiinoterapi ve immiinoproflaksi SAPD peritonitinin




engellenmesi ve tedavisinde iizerinde Onemle durulan konular haline
gelmig; intraperitoneal gammaglobulin ve stafilokokkal agilarin SAPD
peritonitini engelledigini gosteren galigmalar yayinlanmigtir (4,7).

Fibronektin de, SAPD hastalarinda peritoniti engelleyici
mekanizmalar iginde rol oynadig1 diigliniilen bir opsonindir
(4,7,13,16,18,20,25,26) ve opsonin olma diginda bagka biyolojik aktif
rolleri tariflenmigtir (11,12,14,15,17,19,21,25). SAPD hastalarinda,
peritonit-immiinite iligkisi iginde fibronektinin roliinii sorgulayan in
vivo bir caligmaya literatiirde rastlanilmamugtir,

Bu c¢aligma fibronektinin otolog kriopresipitat  seklinde
intraperitoneal olarak uygulanmasinn diyalizat savunma hiicrelerinin
fonksiyonlarina olan etkisinin incelenmesi amaciyla planlanmigtar.
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GENEL BILGILER

Kronik bobrek yetmezligi tedavisinde siirekli ayaktan periton
diyalizi (SAPD) ve degigik otomatize periton diyalizi tiirleri kabul goren
tedavi yaklagimlariduir (3,4). SAPD’'de en o6nemli morbidite sebebi
peritonittir. US 1989 Ulusal Bildirgesine goére peritonit insidans: 1.4
peritonit episodu/yil'dir (4). Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi SAPD
Polikliniginde izlenen hastalarda da peritonit sikligi 1 peritonit
episodu/yil'dir (1995-1996, yaymlanmamig veri, Dog¢ Dr.F.Ersoy).

SAPD peritoniti i¢in rapor edilen risk faktorleri Diabetes Mellitus,
yag (40 yagindan kiiciik olma) ve wk (zenci)'tir (4). Birinci nesil baglanti
sistemleri kullanan SAPD hastalarinda iki yila varan siireli izlemlerde
peritonite rastlanmamig olmasi ve en az iki caligmada klinik olarak
peritoniti olmayan SAPD hastalarinin diyalizatlarinin % 7'sinde iireme
olmasi, aktif olarak immiinolojik yoldan gdrev yapan bir periton
savunma sisteminin var oldugu fikrini dogurmugtur (4).

[lk olarak 1983 yilinda Verbrugh ve arkadaglari tarafindan
tanimlanan diyalizat opsonik aktivitesi ve 18kosit igerigi, zamanla
"konakct ilk savunma sistemi" kavramini olugturmug, bu kavramda esas
onem opsonofagositik sisteme verilmigtir (9).

PERITONUN SAVUNMA MEKANIZMALARI

Periton patojenlerle esas olarak 3 yolla bageder ;

1. Serbest ve fagosite edilmig mikroorganizmalarin lenfatikler yolu ile
uzaklastirilmasi,




2. Fibrin ile hapsedilme ve yapisiklik olugturulmasi,
3. Periton sivisinin antibakteriyel o6geleri; esas olarak fagositler ve
opsoninler (4).

Mikroplarin _hapsedilmesi ve uzaklastiriimasg

Bakteriyel olmayan serosit ve SAPD peritonitinde enflamatuar
cevap olarak fibrin iiretimi (fibrinojenez) makroskopik olarak enfekte
diyalizatta goz ile, mikroskopik olarak periton biopsisinin elektron
mikroskobu ile incelenmesiyle gériilebilir (27). Diyalizatta fibrinojen,
ttomboplastin ve pihtilagma proteinlerinin dilue olmasina ragmen
yukarida bahsedilen bulgular, periton diyalizinde kontamine eden
mikroorganizmalarin fibrinle hapsedilmesinin konak¢r ilk savunma
sisteminde 10l oynadifmi diisiindiirmektedir.

SAPD de lenfatik uzaklagtirimin, total periton hacminin en fazla %
5-10 kadarmin lenfatikler aracilifi ile emilebilmesi nedeniyle, 6nemli
rolii oldugu diisiiniilmemektedir (4).

SAPD'de diger bir mikroorganizma uzaklagtinim yolu da diyalizat
drenajidir (28).

Qpsonizasyon, fagositoz ve hiicre ici 8ldiirme

Periton diyalizinde konak¢1 ilk savunma sisteminde su elemanlar
bulunmaktadir ;
1. Bakterilerin IgG, C3, fibronektin ile opsonizasyonu,
2. LTB4 ve Csa gibi kemotaktik faktdrlerin olugsmasi ve makrofajlarin f
bakteriyel hasarin oldugu yere gocii, .‘
3. Reseptore bagimli olarak tutunmanin gergeklesmesi ve fagositoz,
4. Oksidatif ve oksidatif olmayan yollarla hiicre ici o6ldiirmenin
gergeklegmesi (4).

Opsonizasyon

IgG, normal periton sivisinda ve SAPD diyalizatinda bulunan
primer immiinoglobulindir. Normal periton sivist IgG diizeyleri plazma
icin bildirilen degerletle benzerdir (ort. 1250 mg/dl). SAPD diyalizatinda
ise dilusyon nedeniyle 2 - 50 mg/dl civarinda bulunur. IgG, defisik
opsonik ve kompleman baglayici ozelliklere sahip 4 alt gruptan olugur
(IgGy'den IgGyg'e kadar). Bu gruplar arasindaki bir dengesizlikle peritonit
insidansi arasinda bir tligki gosterilememigtir (29). SAPD diyalizatinda




normal periton sivist ve plazmaya gore olduk¢a az miktarda C3 bulunur
(80 mg/di've karsin 1-3 mg/dl). Fibronektin de SAPD hastalarinda
plazmaya goére diyalizatta olduk¢a seyrelmigtit (245 ng/ml'ye kargt 1-5
ug/mly (4,7).

Periton opsoninleri ve peritonit iligkisi ile ilgili olarak gesitli
gruplar periton diyalizatinin normal periton sivist veya % 100 serum ile
kargilagtirildiginda ¢ok daha digiik opsonik aktivite igerdigini
gostermiglerdir (9,30,31). Genelde iizerinde goriis birligine varilmig bir
konu da diyalizat opsonin konsantrasyonu ile peritonit sikli§1 arasinda
ters bir iligki oldufudui, ancak bu konuda tam bir goriig birligi oldugunu
soylemek miimkiin degildir; Keane 1984'de opsonik aktiviteyi ve IgG'yi,
Steen 1986'de opsonik aktiviteyi, Lamperi 1986'da gene opsonik
aktiviteyi, Goldstein 1986'da fibronektini, Coles 1987'de opsonik
aktivite, IgG ve C4'ii, McGregor 1987'de opsonik aktiviteyi, Bennett-
Jones 1987'de IgG'yi, Olivas 1990'da gene IgG'yi, Kuroda 1992'de IgG,
IgM, IgA, Ca'ii peritonitle iligkili bulurken, Steen 1986'da IgG ve C3'i,
Goodship 1986'da IgG'yi, Khan 1987'de fibronektini, Zemel 1990'da
IgG'yi, De Vecchi 1990'da gene IgG'yi, Gordon 1990'da opsonik
aktiviteyi, Nagano 1992'de IgG'yi peritonitle iligkisiz bulmuglardir (4).
Bu kansikhiin muhtemel birtakim sebepleri mevcuttur :

1. IgG - total opsonik aktivite : Coles ve arkadaglair diigiik IgG
diizeyine ragmen peritonit geg¢irmeyen bir grup hasta
tanimlamiglardir  (10). Bu da tek bagina IgG diizeyinin perionit
riskini  gostermek ag¢isindan  gok anlamli  olmadigini
diigindirmiigtir. Fibronektin, C3p, C3pi gibi diger opsoninler
(6zellikle fibronektin hem dogrudan bir opsonin olarak gorev

gormekte, hem de F¢ ve C3p reseptorleri aracilift ile olan fagositozu
arttirmaktadir) verimli bir mikrobik opsonizasyon igin gereklidii.
IgG ve C3 seviyelerinin beraberce diigiik oldugu olgularda peritonit
riski en yiiksektir (31).

2. Non-opsonik fagositoz : S.aureus, E.coli, Pseudomonas aerigonosa
gibi bazi mikroplanin fagositozu ig¢in opsonizasyona gerek
olmayabilir, bu hiicre duvart proteinleri ve makrofaj yiizeyindeki
IgG molekiilleri (sitofilik IgG) (9) veya Tip I fimbrialardaki lektin,
makrofaj yilizeyindeki nannosyl/fucosyl rteseptdrleri etkilegimi
(lektinofagositoz) araciigl ile olabilir (32).
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Periton makrofajlan

Enfekte olmayan SAPD hastalarinda diyalizat 1-3 litrte olup, toplam
hiicre icerigi 1-45x106'dur (33). Zamanla SAPD'de hiicre verimi diigmekle
birlikte, diyalizat hiicte verimi veya diyalizat hiicre diferansiyelleri
ile peritonit 1iski arasinda iligki gosterilememigtir SAPD diyalizatinda
% 20- 95 makrofaj, % 2-84 lenfosit, % 0-27 nétrofil bulunmaktadr (33).

Periton makrofajlarinin in vitro fagositoz ve bakterisidal
yetenekleri tiim SAPD hastalarinda veya yiiksek peritonit indeksli (high
peritonitis index ; HPI) ve diigiik peritonit indeksli (low peritonitis
index; LPI) SAPD hastalarinda incelenmig ve birbirleriyle oldukga
celiskili sonuclar elde edilmigtit. Yukandaki parametrelerin arttigni ve
azaldifini gosteren c¢aligmalar mevcuttur. Lamperi ve ark. (35),
McGregor ve atk (34), Betjes ve ark. (6) HPI ve LPI gruplarinda periton
makrofajlarinin fagositik kapasiteleri arasinda fark bulamazken, Carozzi
ve ark. HPI grubunda periton makrofajlarinin fagositoz yeteneginin
azaldigini One siirmiiglerdir (36)

Tiim SAPD hastalarini inceleyen caligmalar diyalizat fagositlerinin
genel olarak aktive olduklann one siirmiiglerdir (37,81). Verbiugh ve
ark.(9) SAPD hastalarinda normal bakterisidal kapasite saptarken Mc
Gregor ve ark., bakterisidal kapasitede azalma saptamiglardir. Lamperi
ve ark. ve Lin ve ark, HPI grubunda periton makiofajlarin bakterisidal
kapasitenin LPI grubuna gdre azaldigmm, tersine Mc Gregor ve ark.
peritonit insidansi ile bakterisidal kapasite arasinda bir iligki olmadigin:
gostermiglerdir, ancak bir grup HPI hastada makrofajlarin fagositoz ve
oldiirme fonksiyonlarinda azalma saptamiglardir (34,36). Yukarida
adigecen tiim caligmalarda neden - sonu¢ aywrimi yapilmasi miimkiin
olmamugtir.

Lenfosit bagimli _makrofaj aktivasyonu

Makrofajlarin aktive olmas: ile mikrobisidal aktivite de artar; bu
aktivite T-lenfosit veya NK hiicresi kaynakli -interferon gamma (IFN-%)
aracilifr ile olur. Lamperi ve Carozzi rekiirren peritonitli hastalarda
periton makrofaj ve T-lenfosit fonksiyonlarinda bir azalma
saptamiglardir;  bakteriyel stimiilasyon  sonrasinda  periton
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makrofajlarindan IL-1B saliniminin azalmasi, PGE2 saliniminin
artmasina, bu da periton lenfositlerinin daha az miktarda IFN-Y
salgilamasina neden olur (4,35)

T lenfosit kdkenli IL-4, diyalizat makrofajlarinin IL-18, TNF-a,
PGE, salintmini azaltir, yani makrofaj aktivasyonunun negatif
regiilasyonunda goérev yapmaktadir (38).

Kemotaksis, transmigrasvon

Yapilan c¢aligsmalar HPI grubundaki hastalardaki periton
makrofajlarinin kemotaksis yeteneklerinin LPI grubundan daha fazla
oldugunu gdstermigtir (6,39).

Diyalizattaki hiicre sayisinin azligi bakteri proliferasyonunu
durdurmakta yetersiz kalmakta, periton membranindaki CDI14(+)
hiicreler (submezotal makiofajlar) diyalizat igine gec¢mektedirler (40).

Peritonda. konakci ilk savunma sisteminde nétrofilin_ roli

Diyalizattaki diigiik sayilar1 nedeniyle notrofillerin ilk savunma
sistemindeki rollerini saptamak giictiir., SAPD peritoniti Oncesinde
diyalizatta notrofil sayilarinda gegici artiglar saptanmaktadu ve bunun
mikrop kolonizasyonuna baglt hizli bir kemotaktik cevabin sonucu
oldugu diigliniilmektedir (4).

Makiofai ve nétrofil fonksivonlanini etkileven periton divalizat
faktorleri

Enfekte olmamig hastalarda, diyalizatta mononiikleer ve graniilosit
hiicre inhibitdrleri g¢egitli aragtirmalarda gosterilmigtir, bu maddelerin
klinik Onemi ve peritonite yatkinlhikla iligkili olup olmadiklari halen
bilinememektedir. Graniilosit inhibe edici peptid (granulocyte inhibitory
peptide; GIP 1) ve GIP Ilve heniiz isimlendirilememis ¢egitli molekiiller
bu grupta sayilabilir (41).

Yukarida ayrnintilarina deginilen opsonofagositik sistem hiicresel
ve molekiiler diizeyde etkilesim diginda, kullanilan diyalizat
soliisyonundan da etkilenebilir; asidik, laktatl: ve hiperosmolar diyaliz
sollisyonlarinin in vitro olarak fagositoz ve bakterisidal fonksiyonlarda
azalmaya yol actifi gdsterilmigtir, bunun in vivo olarak da gegerli oldugu
diiginiilmektedir (42).
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PERITON DIYALIZI HASTALARINDA KONAKCI SAVUNMASINI
GUCLENDIRMEYE YONELIK TERAPOTIK YAKLASIMLAR

Opsonizasyon

Bu agidan intraperitoneal IgG ve stafilokokkal agr kullanimi
denenmigtir. Klinik olarak iki kontrolsiiz ¢aligmada (Lamperi ve Carozzi
ve Keane ve ark.) intraperitoneal IgG kullanimi peritonitsiz HPI SAPD
hastalarinda, peritonitsiz siireyi belirgin olarak uwzatmigtir (43,44).

Ersoy ve ark yaptifi bir caligmada da antibiyotik tedavisine
rezistan SAPD peritonitli 5 hastaya antibiotik tedavisini deZigtirmeden;
ek olarak intraperitoneal gammaglobulin verilmig ve 48 saat iginde
peritonitin kayboldugu goriilmiigtiir (45).

S.aureus asist ile yapilan ilk ¢aligmalarda belirgin antikor yaniti
olugsturulamamasina ve klinik olarak peritonit engellenmiyor
goriinmesine ragmen, yeni jenerasyon agilarla yeterli antikor yanitlan
olugturulabilmekte ve bu ydnde klinik ¢aligmalar devam etmektedir (4).

Hiicresel immiinomeodiilasyon

Rekombinant IFNa ve 1,25 dihidrosivitamin D3'lin intraperitoneal
kullanimiyla peritonit insidansinda azalma olabilecegini g&sterir
¢aligmalar mevcuttur, ancak klinik olarak bu ag¢idan IFNa etkili
bulunurken, 1,25 dihidroksivitamin D3z etkisiz bulunmugtur. Ozellikle
vitamin D3'lin kemotaksisi azalttigy gosterilmigtir (4,46,47).

Soliisyon bivokompatibilitesi

Diyalizattaki kalsiyum miktarinin arttirilmasinin peritonit
insidansinda ne gibi degisiklik yapacagr halen bilinmemektedir, daha
nétral pH'a sahip diyaliz soliisyonlar1 halen denenmektedirler (4).

Sonu¢ olarak 1980'lerde ortaya konan, periton makrofajlarinin
bakterileri opsonofagositozuna dayanan bir periton savunma
mekanizmasindan, giinlimiizde kabul goren ve diyalizat makrofajlan,
lenfositleri, notrofilleri, submezotel makrofajlari, interleukinler ve
adhezyon molekiilleri ile yakindan baglantili, komplike bir savunma
mekanizmast anlayigina gecilmigtir. Giliniimiizde ve gelecekte konagin
savanma mekanizmalarint giiclendirecek tedavi yaklagimlari Onemini
koruvacaktir.




FAGOSITOZ

Notrofil fagositozu : Nétrofil olgun bir hiicre oldugu igin dolagima
girer girmez fagositoz yapma yetenegine sahiptir. Pseudopodlar araciligi
ile fagosite edecegi partikiilii yakalar; fagozom'n olugturur, Bir nétrofil
ortalama olarak 5-20 bakteri fagosite ettikten sonra inaktive olur ve
oliir.

Makrofaj fagositozu : Makrofajlar savunma sistemi aracilifi ile
aktive edildiklerinde notrofillerden ¢ok daha kuvvetli fagositlerdir.
Ortalama 100 bakteri fagosite edebilirler, fagosite ettikleri partikiiller
daha biiyiik olabilir (sitma parazitleri, eritrositler gibi), fagositoz sonrast
makrofajlar atik idrinleri kendi biinyelerinden uzaklagtirarak aylar
boyu yasayabilirler. '

Fagositoz sonrasi lizozomlar ve diger sitoplazmik graniiller
fagozomda birlegirler ve fagozom sindirim kesecigine (digestive vesicle)
doniigir. Bu agamada proteolitik enzimler ve lipozomlar (&zellikle
makrofajlarda bulunur) goérev alirlar.

Lizozomal enzimler diginda fagositler diger bakterisidal ajanlar da
icerirler. Bunlar arasinda stiperoksit (O27), hidrojen peroksit (H202) ve
hidroksil iyonlart (-OH-), miyeloperoksidaz sayilabilir (48).

Opsonizasyon fagositozu kolaylagtirmaktadir, bu mekanizmaya
daha Once deZinilmigtir

KEMOTAKSIS

Genel olarak 16kosit migrasyonu igin 3 safha tarif edilmigtir :
1. Non-direkt migrasyon (spontan migrasyon),
2. Stimiile edilmis non-direkt migrasyon (kemokinezis),
3. Direkt migrasyon (kemotaksis).

Spontan _ migrasyon : Herbangi bir uyarici veya kemotaktik
gradyan olmadig1 bir ortamda hiicrelerin spontan motilitesidir.
Kemokinezis : Kimyasal olarak uyariimig hiicrelerin kemotaktik

gradyan olmadigr bir ortamda belirli bir ydne dogru olmayan
motilitesidir.

Kemotaksis : Hiictelerin kemoatraktanlarin konsantrasyon
gradyan: boyunca direkt migrasyonudur. Prokaryotik hiicrelerde
kemotaksis besin ortam1 icinde olurken, geligmig organizmalarda
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inflammasyon safhasinda lokalize olmaya baglayan savunma sistemi
hiicreleri aracihigr ile isleyen bir mekanizmadir (49).

I1x olarak 1984'de Led Pfeffer kimyasal medyatorierin 18kositlerin
direkt migrasyonuna neden oldugunu gosterdikten birkag yil sonra,
Leber fagositlerin kemoatraktanlarin  konsantrasyon gradyanini
algilayip, bu gradyan: takip ettiklerini ©ne siirdii. Stephen Boyden
1962'de "Boyden - Chambers" olarak bilinen teknigi geligtirdi; plastik
odacigin iist boliimiine konulan notrofillerin eger alt bolimde uyaran
varsa filtrte arasindan go¢ ettifini gdzledi ve taze seruma antijen ve
antikor kompleksi ilavesinin notrofil igin kemotaktik oldugunu One
sirdii (50).

Notrofiller ve monositler igcin kemotaktik oldugu bilinen g¢esitli
endojen ve eksojen molekiiller vardir. Akut inflamatoar yanit ile iligkili
kemotaktik ajanlar sunlardir :

1. Kompleman komponentleri,

2. Lipooksijendz ana yolu metabolitleri (5-HETE, LTA4, LKB4, vb),

3. Bakteri kokenli kemotaktik peptidler,

4. Tiimdr-Nekrosis Faktsr (TNF) ve IL-1 gibi endojen sitokinler

(50).

Kemotaktik ajanlarla ndtrofil ve monositler kemoatraktan
gradyanina karst kemotaksis yapmakta, daha sonra fagositoz
gerceklegsmekte, bunu hiicre i¢i OSldiirme izlemekte ve organizma igin
zararli ajanlar ortadan kaldirilmaktadir.

Caligmamizda kriyopresipitat zengin bir fibronektin kaynagi
oldugu icin kullanilmigtir, bu ydnden fibronektine deginmek faydal
olacaktir.

FIBRONEKTIN

Fibronektin 450.000 molekiiler afirliginda bir plazma proteinidir.
Plasmada 300 mg/L diizeylerinde bulunur. Von Willebiand Faktori ve
kismen fibrinojenle birlikte kriyopresipitatin bilegenlerinden biridir.
Fibronektinin birgok biyolojik rolii mevcuttur. Plazmadaki "soliible”
formu secici-immiin olmayan bir opsonindir. Kan akiminda bulunan

hiicresel ve makromolekiiler atik iiriinlerin (bakteri ve timor hiicreleri,
immiin kompleksler, inhibitérlerle baglanmis aktive faktdrler, fibrin
parcaciklarr vb.) retikiilloendotelial sistem tarafindan uzaklagtinlmasim
saglar (7,51).




Hiicresel diizeyde, hiicre biliylimesi igin matiiks olugturmasi

nedeniyle Onemlidir. Hiicresel bilylimeyi bu yolla diizenler ve organize
eder: bazi tiimér hiicre dizilerinde yiizey fibronektin eksikliginin
bilyiime anormalliklerine sebep oldugu gosterilmigtir. Yara iyilegmesi
siitecinde fibronektin, kollajen, fibrinojen ve faktér XIII ile birlikte ig
goriir. F-XIII-A'nin substratlarindan  birisidir. F-XIII-A ile kovalan bag
olugturarak fibrin pihtilart iginde yer alir.

Primer hemostazda, fibronektin kollajene platelet adhezyonunu
arttirir.

Plazmadaki fibronektin diizeyi, genellikle normalden fazla
kullamma bagli olarak, bazi patolojik durumlarda azalir, bu plazmadan
makromolekiillerin, protein komplekslerinin, fibriller yapilarin
retikiiloendotelyal sistem tarafindan temizlenmesi yolu ile olur. Bu
patolojik durumlara &rnek olarak septisemi, ciddi yaniklar, major
cerrahi girigimler ve travmalar, dekompanse siroz, ilerleyen kanserler,
15semiler, sok durumlan verilebilir

Fibronektin diizeylerindeki azalma hastalik ciddiyetiyle orantili
goziikmektedir.

Plazma fibronektin diizeyleri precklampside anormal olarak
artmig olarak bulunur, artmig fibronektin diizeyi gestasyonel
hipertansiyon igin en iyi belirteglerden biri olarak kabul edilmektedir
(52).

Fibronektin aym1 zamanda ekstraselliiller matrikste bulunan major
nonkollajentz glikoproteindir, fibronektin dimerik hiicre adezyon
glikoproteinidir  ve iki disiilfit bafiyla aynlmig kistmdan c¢lugur ve
matrikste miktarlar1 plazmadakinden daha azdir.

Fibronektin hiicre reseptdrlerinin integrin ailesi iiyelerini ligand
olarak ekstraseliiler matrikse baglar, bu reseptorleri tagiyan bazi
hiicreler bilinmektedir; fibroblast, n&ral krest melanositleri, T ve B
lenfositleri, makrofajlar, endotel hiicreleri, epitel hiicreleii, timositler,
trombositler, akciger adenokarsinom hiicreleri gibi (53).

SAPD hastalarinda periton makrofajlarinda ve peritonite yol agan
bakterilerde ve genel olarak tim makrofaj ve ndtrofillerde fibronektin
reseptorleri tarif edilmigtir (4,25,54,55,56,57,58). Diyalizat fibronektin
diizeyi ile peritonit sikligi arasindaki iligki iki ana caligma ile ortaya
konmaya c¢alisilmig; Goldstein 1986'da iligki saptarken, Khan 1987'de
iligki saptayamamigtir (59,60).
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Bu c¢alismada SAPD hastalarinda fibronektin ve muhtemel baz:
diger opsoninlerin azlifinin SAPD peritonitine yakalanma gansini
arttirabilecegi ve eksik olan bu faktdrlerin yerine konmasinin
opsonizasyon kapasitesini arttirarak ve muhtemelen baz1 fagosit
fonksiyonlarini etkileyerek bu olumsuzlugu geri dondiirebilecegi
diigiiniilmiis ve zengin bir dogal fibronektin kaynag: olarak
kriyopresipitat kullanilmagtir.

KRIYOPRESIPITAT

Plazma ve volim genigleticileri sinifindan &zel kullanim
endikasyonlar1 olan bir kan iriinidiiz. Tek dondr torbasi 20 ml
hacmindedir, F-VIII, FVIII-¢c, FXIlI, Von Willebrand faktorii, fibiinojen
ve fibronektin yo&niinden zengin bir kaynaktir. Tek dondr torbast 80-
100 iinite FVIII igerir, gene aynit hacimde 80-100 iinite FVIII-C
bulunur.

Kullanim endikasyonlari : Hemofili, Von Willebrand hastaligs,
{ireminin eglik ettifi kanamalar, iiremi koagiilopatisi, major cerrahi.

Onlemler : Sadece kan grubu uygunlugu olan kriyopresipitat
uygulanmalidir. Agiri kullaniminda renal ve kardiyak yetmezlikte hacim
yiiklenmesine katkida kullanilabilir, hepatik yetmezlikle kontrendike
degildir, hamilelik ve ¢ocuklarda kullanilabilir.

Toksisite : Febril transfiizyon reaksiyonu, allerjik transfiizyon
reaksiyonu, hastallk gecirgenligi (kullanilan miktar ve donor sayisiyla
orantilidir) (61).

Kriyopresipitat zengin bir fibronektin kaynagi olmasi nedeniyle
tipta g¢egitli endikasyonlarda kullanim: denenmigtir; fibrin
yapistiricilarinin  yapilmasinda, korneal defektlerin tamirinde, Von
Willebrand faktdr konsantreleri hazirlanmasinda, organ yetmezligli ve
sepsiste mortalitenin azaltilmasinda, ciddi bazi hastalik durumlarinda
(karacifer hastalifi, maliniteler, l6semi, travma, cerrahi gibi), amniotik
sivi embolizasyonunda ve deneysel rat kronik nefrit modellerinde
(proteinuri ve histolojik bulgularin diizeldifi gorilmiigtiir), fibronektinin
roli ve etkisi sorgulanmigtir. Ozellikle ciddi hastalik durumlarz ve
sepsiste fibronektin eksikligi tiim ¢aligmalarda dokiimante edilmig
olmakla birlikte (sebebinin karaciferde sentezinin azalmasi oldugu
diisiiniilmektedir), bu eksikligin giderilmesinin klinik olarak iyilegmeye

sebep olmayacafint gosteren ¢aligmalar daha goktl‘%g‘.. Bu c¢aligmalar,
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fibronektin eksikliginin giderilmesinin bagisikligr kuvvetlendirecegi
varsayimina dayanarak planlanmigtir (15, 62-70).

Fibronektin diizeyleti SAPD peritoniti esnasinda da bakilmis,
enfeksiyon kontrol altina alinana dek diyalizattaki miktarlarinin artig
gosterdigi, enfeksiyon kontroli ile birlikte bu diizeylerin peritonit &ncesi
diizeylerine diigtiigi, ancak peritonit esnasinda Kkan fibronektin
diizeylerinin degigmedigi gosterilmigtir. Peritoniti olmayan SAPD
hastalatinda fibronektin eksikligi olabilecegi gosterilmigtir.  Ancak
fibronektin diizeyi eksikliginin peritonit riskini arttinp arttirmadigi
konusunda kesin bir gorilig birligine vanlamamigtir, ancak en azindan
bir grup HPI SAPD hastasinda opsonin eksikli§i kesin olarak
gosterilmistir (59,71).

Bu c¢alismada diyalizat ndtrofil ve monositlerinin fagositozlari,
Flow-Sitometrik yontemle tayin edilmigtir, bu acidan Flow-Sitometriden
kisaca bahsetmek yerinde olacaktir,

FLOW SITOMETRI

Son 15 yilda Flow analizi ve "cell sorting” tekniklerini sadece
bitkag  6zel laboratuar kullanuken, son zamanlarda immunoloji ve difer
disiplinlerde vazgegilmez standart bir aragtirma cihazi olarak
kullaniimaya baglanmigtir. Flow sitometri veya diger tamimiyla
"Flourescence-activated cell sorting (FACS)" &zellikle immiinolojik
incelemelerde oldukga sik kullanilmaktadur. FACS uygulamalar: son
yillarda &zellikle molekiiler biyoloji iizerine yogunlagmaktadir,

Flow analiz sistemlerinde hiicre suspansiyonunun algilama
zelligine sahip 6zel bir bolimden gecirilmesi gerekmektedir. Bu bolge
en az bir odaklanmig lazer akimiyla karsilagtirilir. Bu alanda olan sk
sagimimlart ve floresan sinyalleri hiicreler algilayict bolimden gegerken
her hiicreden ayrni ayrt toplanir ve kompiiter sisteminde bellege
kaydedilir. Bu sinyaller 1ilgi duyulan hiicrelerin tanimlanmasinda
kullanilir ve ileri ¢aligmalar i¢in saklanur.

FACS'in en bilyiik avantaji istatistiksel olarak oldukga fazla sayida
hiicte iizerinde Kkantitatif multiparametrik dlgtimler yapabilmesidir.
FACS tekniginin iyi c¢aligmasi igin 1-30 pm'lik  partikiiler yapilar
gereklidir. Bir FACS cihazinda floresans detektorleri, piezoelektrik
kristal, one ve yana sagilim detektdrleri, lazer kaynagi, aspirator,
defleksiyon yozeyleri bulunur ve bir FACS cihaz1 sivi, mekanik ve optik
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elementlerden olugur. Isik saginim analizi bize ¢aligilan hiicrenin tespiti,
hiicre biiyilikligii, hiicte yapisi, Olii-canli hiicre aymriminda yardimci olur.
Floresans analizi multipl igaretlenmelerin sOzkonusu oldugu
caligmalarda gereklidir. Caligilacak hiicrenin ilgi duyulan O&zelliklerini
tanimlamak i¢in sik olarak immunofloresan ajanlar (Texas Red gibi)
kullanilir (72).

FACS halen tipta birgok alanda kullanilmakta ve kullamim alanlan
ve caligilabilen hiicre Ozellikleri her gegen giin artmaktadir.

Klinigimizde kullanilan Epics-Profile II Flow sitometri cihazi ile
halen immiinofenotipleme, lenfosit alt gruplar: tayini, I8semi ve lenfoma
tanis1, neoplastik hiicrelerin saptanmasi, DNA ve RNA analizi, kemik ilifi
indeksleri, kemoterapiyi izleme, trombosit analizi, retikiilosit analizi,
immiin kompleks tayini ve nicelendirilmesi, tiim&r spesifik markirlarin
saptanmasi, hiicre fonksiyonu testleri, kromozom analizi, anne karninda
fotal hiicrelerin  saptanmasi, sperm analizi ve fertilite tayini,
mikroorganizma tayini, onkojen analizi, tiimdrlerde ilaglara multipl
direncin 0&lg¢iilmesi (MDR) yapilabilmektedir.
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HASTALAR VE METOD

Calismaya Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklarn
Nefroloji Bilim Dali SAPD polikliniginde izlemde olan son dénem bébrek
yetmezlikli 10 hasta dahil edilmigtir, 9'u erkek, 1'i kadin olan hastalarin
yag ortalamasi 48 idi (35-65 arasi). 5 hasta HPI {(son 1 yilda 2 veya daha
fazla peritonit atagi gecirenler), 5 hastada LPI (son 1 wyilda 1 kez
peritonit atagf: gecirenler veya peritonit atafi gecirmeyenler)
grubundandi. Caligmaya dahil edilme kriterleri; en az bir yildir SAPD
programinda olma, son bir yildit SAPD programina herhangi bir nedenle
ara verilmemig olmasi, anemiye yoOnelik belirgin semptomlarin
olmamas:1 ve Hb diizeyinin 7 g/dl iizerinde olmasi1 (her hastadan otolog
kriyopresipitat hazirlanmasi i¢in 200 cc kan alindi), ¢aligmaya katilma
esnasinda peritonit gegirmiyor olmasi [ periton sivist  hiicre sayimi
(PSHS) <100/mm3 ve peritonit kliniginin bulunmamasi ] ve galismaya
katilmaya goniilli olmak idi.

Her olgu i¢in 3 c¢aligma gilinii harcandi. 1.giin saat 14.00'de
¢aligilacak hastadan kan meikezinde 200 cc kan, tam kan torbasina
alindi. Kan alinmadan Once ve sonra vital bulgular 6zellikle ortostatik
hipotansiyon ve tagikardi yoniinden kaydedildi. Alinan kandan 2. giin
saat 14.00'e kadar otolog kriyopresipitat (yaklagtk 20 cc) hazirland:.
2.glin saat 08.30'da hasta SAPD polikliniginde goriildi, 5 c¢c kan ve 5 cc
diyalizat numunesi sitratli tiiplere alindi ve satrifiij edilerek ayrilan
serumlar ve diyalizat numuneleri fibronektin diizeyi tayini igin
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caligilana dek derin dondurucuya kalduildi Hastalardan 1.giin 24 00'da
taktiklar1 SAPD diyalizatlar: alindi, bu diyalizat 500 cc'lik 4 adet CPD
Adenine 1 Whole Blood (Human) kan torbasina alindt. Her 100 ml'de
igerik olarak sodyum sitrat (dihidrat) 2.63 g, sitrik asit (anhidroz) 0.30
g, sodyum bifosfat (monohidrat) 0.22 g, dekstroz (monohidrat) 3.19 g,
adenine 27.5 mg bulunmaktaydi

Kan torbalarn 3600 rpm, 20 dk, 10°C'de santrifiij edildi, siipernatan
manuel trombosit ayirma cihaziyla atildi. Kalan kisim 50 cc'lik 8 adet
plastik tiipe alindi; 2600 rpm, 10 dk, 10°C tekrar santrifiij edildi,
supernatan plastik enjektdrle alind: ve geriye kalan hiicre soliisyonu
1500 rpm, 5 dk 10°C'de santrifiij edilerek 5-7 cc'lik hiicre suspansiyonu
elde edildi. Otomatik kan sayim cihaziyla periton sivisi hiicre sayimi
(PSHS) saptand: ve 5000/mm3'lik bir hiicre siispansiyonu elde etmek
igin tekrar 2600 i1pm, 3 dk, oda sicaklifinda santrifiij sonrasi hiicre
slispansiyonunun siipernatan:t atilarak hiicieler itizerine uygun miktarda
Medium 199 eklendi. Hazirlanan bu son siispansiyondan yayma
yapilarak Wright boyasi ile boyandi ve periton stvist formiili (PSF)
yapildi, gene es zamanli olarak viabilite metilen mavisi ile yayma
yapilarak mikroskop altinda incelendi. % 90'dan daha az viabilite
degerlerine sahip numuneler c¢aligmaya dahil edilmedi. 2.giin, en geg
saat 12.30'da (gece SAPD torbasi bosaltildiktan sonraki ilk 4 saat icinde)
ayrilmig diyalizat hiicre siispansiyonu kullanilarak, ndétrofil ve monosit
icin Etidium Bromide igaretli S.aureus fagositozu Flow-sitometrik
yontemle, no&trofil ve monosit spontan migrasyon ve kemotaksisi
Boyden-Chambers metoduyla saptands,

2.giin saat 14.00'de 1 giin 6nce alinan kandan hazirlanmig olan 20
cc otolog kriyopresipitat steril bir 20 cc'lik enjektdre alinarak, hastaya
teslim edildi ve uygulama anina dek +4°C'de (buzdolabi kapaZinda)
muhafaza edilmesi istendi. 2.giin saat 24.00'de- kriyopresipitat gece
SAPD torbasina, steril sartlarda, hasta tarafindan konuldu 3.giin saat
08.30'da tekrar ayni yontemle santrifiij sonrasi, 5000/mm3’'liik hiicre
siispansiyonu elde edildi PSHS, periton sivisi formiilii (PSF), viabilite,
nétrofil ve monosit kemotaksisi ve spontan migrasyonu, nétrofil ve
monosit flow-sitometrik fagositozuna bakildi. Bulunan tiim degerler,
kullanilan SAPD 1ejimleri (ultraset, Twinbag veya sistem-III) ay
cinsinden, komorbid durumlar, SAPD risk kategorisi (HPI veya LPI),
intraperitoneal kriyopresipitat sonrasi1 goriilen yan etkiler, hasta ile ilgili
demografik veriler kaydedildi.
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NOTROFIL VE MONOSIT SPONTAN MIGRASYON VE
KEMOTAKSIS TAYINI

Kemotaksis ve spontan migrasyon Ol¢iimii Boyden-Chambers
metoduyla yapildi Kemoatraktan olarak ZAS (Zimozanla aktive edilmig
serum "Zymosan activated serum") ve spontan migrasyon Olglimii ig¢in
Medium 199 kullanildi. Hiicre siispansiyonu 5000/mm3'e ayarlanitken,
santrifiij sonrasit ayrilan hiicreler Medium 199 eklenmeden &nce 5 kez
PBS (Phosphate buffered saline) ile yikandi. Her bir hastanin monosit ve
nétrofil spontan migrasyon ve kemotaksislerine bakmak ig¢in 4 adet
Boyden-Chambers hazirlandi. Ikisinin alt odacigina 0.6 cc ZAS + Medium
199 (1/5 oraninda) eklenirken, diger iki kutucugun alt odacigina sadece
0.6 cc Medium 199 eklendi, her 4 kutucugun iist odaciklarina
5000/mm3'lik hiicre siispansiyonundan 0.5 cc konuldu. Otuz dakika
37°C'de bekletildikten sonra boyama yapildi. Boyden-Chamber'larda
nétrofiller i¢in 3 pm porlu, monositler icin 5 pm porlu seliilloz nitrath
filtreler kullanild:. Filtreler daha sonra agagidaki protokole goére boyand:
(Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Immiinoloji Laboratuvarimin rutin
boyama teknigi kullanildi) (80).

Boyama Y dntemi

1. Absolii alkol % 99 5 dk,
2. Distile su 2 dk,
3. Hematoksilen 1 dk,
4. Distile su 2 dk,
5. Cesme suyu 10 dk,
6. Alkol % 70 2 dk,
7. Alkol % 95 3 dk,
8 % 20 Butanol + % 80 Etanol 5 dk,
9.  Xylol 10 dk.

Boyama iglemi tamamlandiktan sonra boyanmig filtreler lam
tizerine yerlestirildi ve immersiyon yagi ile mikroskopta 40'lik okiilerle
ndtrofil ve monositlerin filtrenin {ist kismindan alt kismina yaptiklari
hareket mikrometie cinsinden S5'er kez oOlgiildii ve ortalamalarn alindi. Bu
yontemle notrofil ve monositlerin ZAS ile kemotaksisleri, Medium 199
ile spontan migrasyonlart hesaplandi.

Caligmada kemoatraktan olarak kullanilan ZAS't hazirlamak igin
kan grubu AB Rh (+) olan sagliklt 3 kigiden kan alindi, oda 1sisinda 20
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dakika bekletilerek pihtilagsmas:i saglandi ve 1400 devirde 15 dk
santrifiij edilerek serumlar aynstirilarak karigtirildi. Bir mililitre
seruma 5 mg Zimozan A ilave edildikten sonra 37°C'de 1 saat bekletildi
ve daha sonra 2000 devirde 20 dk santrifiij edildi, Zimozan
¢Oktirildiikten sonra iist kisimdaki aktive serum 0.5 ml'lik tiiplere
konularak, -20°C'de kullanima dek bekletildi.

NOTROFIL VE MONOSIT S.AUREUS FAGOSITOZ TAYINI
Onceden hazilanmig standart floresanli S.aureus siispansiyonunun
uygun Flow-sitometrik yontem ile Epics-Profile II Flow sitometri cihazi
kullanilarak zamana go&re nbtrofil ve monositlerce ne Olgiide fagosite

edildigi saptandai.

S.aureus stispansivon hazirlanmas)

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda
iretilmig  S.aureus  kolonileri  kullanildi, agar  {izerinde serum
fizyolojik 1ile silispanse edilen koloniler cam tiipe alindi, tlizerine 3 cc
serum  fizyolojik  eklendi. 5000 rpm, 10 dk, oda 1sisinda santrifiij
edildi, slipernatan atildi. Pelletler tekrar serum fizyolojik ile ayni
yontemle santrifiij edildi ve 3 cc'ye tamamlandi, bu iglem bir kez
daha tekrarlanarak toplam 3 kez santrifiij islemi uygulanmig oldu.
Mac Farland yodntemiyle bakteri yogunlufu 109/ml'ye ayarlandi
(dilisyon 1i¢in serum fizyolojik kullanildi). Olusturulan bakteri
siispansiyonuna Etidium Bromide konuldu ve floresans veren bakteriler
elde edildi.

Flow sitometrik faeositoz

Flow sitometrik analiz igin Epics-Profile II cihazi  kullanildi.
5000/mm3 hiicre igeren hiicre siispansiyonundan (hiicte + Medium 199)
200 plt + 200 pl pooled AB serumu + 20 ul S.aureus siispansiyonu plastik
tiiplerde kanstinnldr ve 0, 15, 30, 45 ve 60.dakikalarda enkiibasyon
sonrast karigim siispansiyonu Q prep'ten gecirildi (hiicre bakteri
adhezyonu ortadan kaldirildi) ve fikse edildi (73). Ortamda 1 hiicre
bagina 20 bakteri bulunmaktaydi. Bu dakikalarda floresans veren
notrofil, monosit yilizdeleri (yani floresanl: bakterileri fagosite ederek
floresans Ozelligi kazanmig hiicre yiizdeleri) saptandi Bunun igin Flow-
sitometrik olarak hiicielerin ayrilmasi Sekil 1'de goriilmektedir.
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Sekil 1 : Flow sitometrik analiz.
1. Monositler,
2: Notrofiller.
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Fibronektin diizevi Slciimleri

Caligmanin 2.giini alinan kan ve diyalizat numuneleri eg zamanl
olarak LIA test, Diagnostico Stago ile c¢aligildi. serum ve diyalizat
numuneleri 5S'er cc olarak sitratli tiipe alindi, kan numuneleri santrifiij
edildi ve serumu ayrildi. Tiim numuneler ¢aligma zamanina dek derin
dondurucuda saklandi (-20°C) Fibronektin diizeyleri, LIA test ile saflikh
10 bireyin serum fibronektin degerlendirilmesinden olugan havuzun
yiizdesi olarak ve absorbans doniisiimiinde lineer grafik modeli
kullanilarak ifade edildiler.

ISTATISTIKSEL ANALIZ
Istatistiksel degerlendirmeler "SPSS for windows" bilgisayar paket
programi ile yapild:
1. Notrofil ve monosit fagositozunun degerlendirilmek i¢in "Repeated
Measure ANOVA" kullanildi.
* Kriyopresipitat Oncesi ve sonrasi zaman dilimlerine gore

fagositoz degerlendirilmesi "ortogonal single degiee of freedom
comparison” ile,
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Zamana gore fagositoz (time-point) "Bonferroni prosediirii” ile,
HPI ve LPI gruplarimin genel karsilastirilmasi “"between +
within ANOVA" ile,

* Kriyopresipitat oncesi ve sonrasi fagositoz degerlerinin trend

varlif1 "ortogonal polynomials” ile,
* HPI ve LPI gruplari arasi trend karsilagtirilmasi "Interaction
sum of squares” ile yapildi.

2. Nbotrofil ve monositler igin kriyopresipitat Oncesi ve sonrasi
kemotaksis ve spontan migrasyon kargilagtirilmas: "Wilcoxon
matched pairs test" ile yapildi

3. HPI ve LPI gruplart arasinda serum ve diyalizat fibronektin
diizeyleri kargilagtirilmas: "Wilcoxon matched pairs testi” ile, HPI
ve LPI gruplar: arasinda, her bir grup ig¢in, serum ve diyalizat
fibronektin diizeyleri ilgisi "spearman korelasyon katsayis1" ile
belirlendi.

4, Kriyopiesipitat Oncesi ve sonrast diyalizat 18kosit formiili,
kriyopresipitat Oncesi ve sonrasi periton sivis1 hiicre sayisinin
degerlendiriimesi 1ig¢in gene "Wilcoxon matched pairs testi”
kullanildi.

5. Uygulanan SAPD tiirii ve peritonit riski (HPI veya LPI grubuna
dahil olma) arasindaki iligki "spearman korelasyon katsayis1” ile
belirlendi.

Fagositoz, diyalizat hiicre formiil yiizdeleri ve fibionektin
dlizeyleri ham verileri ( % cinsinden) i¢in Arc Sin doniigimii uyguland:.
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BULGULAR

Caligmaya dahil edilen 10 hastanin ad ve soyadlannin bag harfleri,
yas, cinsiyet, KBY etyolojisi, komorbid durumlar, uygulanan SAPD tiird,
son bir yilda gecirdifi peritonit atagi sayist ve peritonit risk gruplar
Tablo 1'de gosterilmigtir.

Calismaya dahil edilen 10 olgunun 9'u erkek, 1'i kadin ve yas
ortalamalart 484 + 11.0 idi (35-65 arasi) ve ortalama 31.00 + 10.89

aydit SAPD programinda idiler. Bu olgularin 5'i HPI, 5'i LPI
grubundayda.

Notrofil ve monosit fagositozu

Kriyopresipitat oncesi ve sonrasi zamana gore fagositoz yiizdeleri
(fagositoz yapmis notrofil ve monosit yiizdeleri) Table 2 ve 3'de
gosterilmigtir,
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Tablo 2. Monosit fagositozu.

Fagosite etmis monosit sayisi) x 100 L
(Degerler (Fag : y15L) olarak verilmistir)
(Total monosit sayis1}

Olgu No | Kriyopresipitat Zaman (dakika)
uygulanimi 0 15 30 45 60
1 K- 6.0 12.4 26.9 298 10.0
K+ 8.4 20.3 | 35.0 | 61.1 | 65.0
) K- 6.5 11.3 23.0 26.6 25.0
K+ 21.6 31.5 43.8 47.1 63.2
3 K- 43 | 11.3 | 23.5 | 24.1 | 250
. 4.4 18.0 | 50.8 | 71.7 | 82.7
4 K- 2.8 2.8 4.5 3.9 4.5
K+ 4.5 4.5 11.8 122 | 159
5 K- 3.1 4.8 | 123 | 189 | 24.1
K+ 3.0 8.0 14.9 22.7 28.6
p K- 7.4 7.6 8.3 6.5 | 1L.1
g K+ 4.8 8.0 13.8 13.1 13.9
7 K- 4.2 7.3 19.7 | 253 | 28.0
i K+ 15.1 8.3 8.0 104 | 9.0
2 K- 11.8 14.3 21.6 27.4 23.7
K+ 1.7 2.0 2.0 1.8 2.3
9 K- 1.9 1.8 1.9 138 1.7
- 1.4 5.3 12.1 118 | 10.9
10 K- 5.2 5.2 5.3 5.0 5.0
KF 4.2 4.1 3.8 3.6 4.0
O;ttialrgg . ti K- 53:29 | 7.9t43 | 147:92 | 17.9x129 | 1885128
sapma K¥ 6.9+6.5 | 12.0:9.5 | 22.9+18.0 | 27.6+18.0 | 31.5:28.6
K-: Kriyopresipitat uygulanimi Oncesi
K+: Kiiyopresipitat uygulanimi sonrasi.




Tablo 3. Notrofil fagositozu.

(Fagosite etmig nétrofil sayist) x 100

(Degerler (Total nowofil sayisy) olarak verilmistir)
Olgu No| Kriyopresipitat Zaman (dakika
uygulanimi 0 15 30 45 60
1 K- 3.0 6.0 14.8 15.0 17.1
Kt 2.2 14.4 | 31.1 | 46.1 | 50.9
2) K- 1.2 8.2 20.3 44.8 62.9
K+ 13.4 79.6 3.1 87.5 84.2
3 K- 6.2 11.5 16.3 8.7 13.2
K+ 4.3 10.1 22.4 28 .4 31.0
4 K- 8.6 17.4 14.2 7.5 6.1
K+ 12.2 10.7 9.2 13.8 12.5
5 K- 2.8 3.9 9.0 12.1 12.3
K+ 3.9 5.2 14.8 18.3 23.4
6 K- 14.1 21.3 21.1 21.8 22.1
K+ 81 | 98 | 242 | 201 | 304
7 K- 7.6 8.2 9.8 11.6 10.9
K+ 6.4 20.8 21.6 20.9 30.3
8 K- 11.3 13.9 20.5 31.4 32.7
K+ 2.0 2.2 2.3 1.9 2.0
9 K- 26 | 2.4 2.1 2.1 1.9
K+ 2.8 4.9 8.8 11.0 131
10 K- 4.0 4.9 5.5 5.3 5.2
K+ 4.9 5 4.4 4.4 4.7
O“a;ama K- 61+42 | 98+62 | 13466160t 132]185218.0
standart Kt 6.0+ 4.0 [16.3£ 229|220+ 227 | 26,2+ 25.2] 29,0 +24.7
sapma
K-: Kriyopresipitat uygulanimi Oncesi
Kt: Kriyopresipitat uygulanimi sonrast.
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Kriyopresipitat verildikten sonra monosit fagositozu artmigtir (p =
0.0026). Benzer sekilde kiiyopresipitat uygulanimi takiben nétrofil
fagositozunda da anlamli bir artig saptanmigtit (p = 0.0085), monosit ve
nétrofil i¢in bu artig 45 - 60 dk araligy i¢in anlamlidir,

HPI ve LPI gruplan arasinda nétrofil ve monosit fagositozlaii,
kriyopresipitat uygulanim: &ncesi ve sonrasinda farkhilik
gostermiyorlardt  (p>0,05). Kriyopresipitat uygulanimi &oncesi ve
sonrasindaki notrofil ve monosit fagositozlari Grafik 1'de gOsterilmigtir,

Grafik 1.

____ ———— J—

KRIYOPRESEPITAT_IN DIALIZAT NOTROFIL VE
MONOSIT FAGOSITOZUNA ETKiSi{*0<0.0026,

**p<0.0085)
4 35
* ]
g 30 _L * L .u
= 25 + st *k
Q L
[TT] E‘i 20 T
E 15 +
8 104
g s
M
& t t }
0 15 30 45 80
ZAMAN(DAK)

MCO : Kiiyopresipitat uygulamm: &ncesi makrofaj fagositozu
MCS : Kriyopresipitat uygulanimi sonrasi makrofaj fagositozu
NCO : Kriyopresipitat uygulamm 6ncesi nétrofil fagositozu
NCS : Kriyopresipitat uygulanim: sonrast nétrofil fagositozu
Fagositoz yiizdeleri ortalama olarak ifade edilmiglerdir.

Notrofil ve monosit spontan migrasvon ve kemotaksisi

Caligmaya dahil edilen 10 hastanin kriyopresipitat uygulanimi |
Oncesi ve sonrasi spontan migrasyon ve kemotaksisleri Tablo 4'de -

verilmigtir.




Tablo 4. Notrofil ve monosit spontan migrasyon ve kemotaksisi.

Spontan Migrasyon Kemotaksis
Kriyopresipitat {mikrometre) (mikrometre)
Hasta No uygulanimi Notrofil Monosit Notrofil Monosit
1 K- 20 20 30 30
K+ 20 20 45 35
2 K- 20 20 20 20
Kt 20 20 15 45
3 K- 20 20 35 35
K+ 20 20 20 20
4 K- 20 20 30 30
K+ 20 20 30 30
3 K- 20 20 20 20
K+ 20 20 20 20
6 K- 20 20 20 30
K+ 20 20 35 45
7 K- 20 20 30 30
Kt 20 20 30 30
8 K- 20 20 30 20
K+ 20 20 20 20
9 K- 20 20 30 30
Kt 20 20 30 30
10 K- 20 20 20 20
K+ 20 20 20 20
Ortalama  + K- 200400 | 200+00 | 220+197 | 26558
standart
sapma K+ 20.0+00 | 200+00 | 250+8.8 | 295+9.8
K-: Kriyopresipitat uygulanimi 6ncesi
K*: Kriyopresipitat uygulanimi sonrasi.
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Intraperitoneal kriyopresipitat uygulanimi Odncesi ve sonrasi

nétrofil ve monosit spontan migrasyon ve kemotaksisleri arasinda fark

saptanmadi (p > 0,05). Kriyopresipitatin diyalizat fagositlerinin spontan

migrasyon ve kemotaksisine etkisi Grafik 2'de goriilmektedir.

Grafik 2.

KRiYOPRESPiTATIN DIiALIZAT
FAGOSITLERININ SPONTAN MIGRASYON VE
KEMOTAKSISINE ETKISi

N
o

p>005 P>005
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Hicre hareketi
{mikrometre)
O N
o o

(=)

NSMC: Notrofil spontan migrasyonu, kriyopresipitat uygulamimindan,
NCC: Notrofil kemotaksisi, kriyopresipitat uygulanimindan,
MSMC: Makrofaj spontan migrasyonu, kriyopresipitat uygulanimindan,

MCC: Makrofaj kemotaksisi, kriyopresipitat uygulanmimindan,

Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmiglerdir.




Diyalizat hiicre sayisi ve formiili

Diyalizat hiicre sayum (hiicre say1si/mm3) ve formiilii (ndtrofil,

monosit, lenfosit yiizdeleri) Tablo 5'de goriilmektedir.

Tablo 5. Diyalizat hiicre sayimu ve formiilii.

Hasta Kriyopresipitat | Diyalizat hiicre Mezogl lizat hiicre formili ( % )
No uygulanimi sayimi (mm®de) | hiicresi Natrofil Monosit  Lenfosit
1 K- 4 0 30 35 35
K+ 9 0 20 40 40
2 K- 3 0 30 18 52
Kt 4 0 30 20 50
3 K- 6 0 28 32 40
Kt 6 0 30 28 42
4 K- 4 59 1 5 35
K+ 4 57 2 5 36
5 K- 100 0 70 22 8
K+ 27 0 44 38 20
6 K- 4 0 12 28 60
K+ 3 0 10 30 60
7 K- 5 0 15 35 50
K+ 8 0 15 25 60
8 K- 5 0 10 70 20
Kt 18 0 15 75 10
9 K- 6 0 5 80 15
K+ 7 0 5 82 13
10 K- 5 0 20 40 40
Kt 5 0 16 38 46
Ortalama K- 142 % 30.2 22.1+19.7 | 365222 8| 36.5 6.8
standart K+ 90+ 77 18.7+12.8 | 38,1423 7 | 37.7¢18.0
sapma
K-: Kiiyopiesipitat uygulanimi Oncesi
K+: Kriyopresipitat uygulanimi soniasi.
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Intraperitoneal kriyopresipitat uygulanimi Oncesi ve sonrasinda
diyalizat hiicre sayilar1 ve diyalizat hiicre formiili (ndtrofil, monosit,
lokosit yiizdeleri) arasinda fark saptanmad: (p > 0,05) Kiriyopresipitatin
diyalizat hiicre sayist ve formiillere etkisi Grafik 3 ve Grafik 4'de

gosterilmektedir.
Grafik 3.
KRIOPRESIPITATIN DiALIZAT HUCRE S4YISINA ETKISi
20 1 g
18 +
16 4 P>005 :

Hicre sapysy (mm * de)
3

pshsco pshscs

pshsco :Periton sivisi hiicre sayimi (diyalizat hiicre sayisi), kriyopresipitat dncesi,
pshscs :Periton sivisi hilcre sayumi (diyalizat hilcre sayisi), kriyopresipitat sonrast,

Hiicre sayisi ortalama olarak ifade edilmigtir.
Grafik 4.

KRIYOPRESIPITATIN DIALIZAT HUCRE
FORMULUNE ETKISI (*p>0 05)

Hicre yiizdesi

mco mes lco les nco  ncs

meo ¢ Kriyoprepisitat uygulanimi &ncesi makrofaj yiizdesi,
mcs :  Kriyoprepisitat uygulanim: sonras: makrofaj yiizdesi

Ico :  Kriyoprepisitat vygulamim:i Oncesi lenfosit yiizdesi,
les :  Kriyoprepisitat uygulamimi sonras: lenfosit yiizdesi,
nco : Kriyopresipitat uygulanumi &ncesi natrofil yizdesi,
nes :  Kriyopresipitat uygulamimi sonrast notrofil yiizdesi.

Hiicre yiizdeleri ortalama <+ standart sapma olarak ifade edilmistir.
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Serum ve diyalizat fibronektin diizeyleri

Intraperitoneal kriyopresipitat uygulanimi oncesi HPI ve LPI
gruplart  arasindaki serum ve diyalizat fibronektin diizeyleri
kargilagtirildi (Tablo 6).

Tablo 6. SAPD risk grubuna gére diyalizat ve serum fibronektin

diizeyleri.
Hasta No SAPD peritonit risk “Sen}m fibronf‘:.ktin ’ I?iya!izat fibronektiq
grubu dizeyi (havuz yiizdesi) | diizeyi (havuz viizdesi)

1 LPI 128 23

2 HPI 327 22.8

3 HPI 172 22.6

4 HPI 191 22

5 HPI 119 22

6 LPI 157 21

7 HPI 85 23

8 LPI 74 22

9 LPI ' 172 22

10 LPI 185 21
Ortalama HPI 1788 £92.9 22.5£0.5
standart LPI 143.2 £44.1 21.8+£0.8
sapma

HPI : High peritonitis index (yiiksek peritonit indeksli)
LPI : Low peritonitis index (diisiik peritonit indeksli)

HPI ve LPI gruplarn arasinda serum ve diyalizat fibronektin
diizeyleri yoniinden fark bulunamadi (p > 0.05).

Serum fibronektin degerleri diyalizat fibronektin diizeylerinden
anlamli olarak daha yiksekti (p = 0.0051).

HPI grupta serum/diyalizat fibronektin diizeyleti yoniinden
kuvvetli bir negatif iligki sézkonusuydu (r =-0.6040; Spearman
correlation coefficient).

LPI grupta serum/diyalizat fibronektin diizeyleri ydniinden
kuvvetli bir pozitif iligki mevcuttu ((r = 0.5270: Spearman correlation
coefficient).
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SAPD risk grubuna gére diyalizat ve serum fibronektin diizeyleri
Grafik 5'te gosterilmigtir

Grafik 5.

SAPD RiSK GRUBUNA GORE DIALIZAT VE SERUM
FIBRONEKTIN DUZEYLERI

300
7]
a 250 4
N
=
> 200 +
§ 150 aHPI
=3 AaLPl
= 100 -
X
’g 50 +
FIBROS FIBROD
FIBROS : Serum fibronektin diizeyi,
FIBROD : Diyalizat fibronektin diizeyi,
LP1 : Low peritonitis index (dusiik peritonit indeksli grup),
HPI : High peritonitis index (yiiksek peritonit indeksli grup).

Fibronektin degerleri (yiizde olarak) ortalama + standart sapma
olarak ifade edilmistir.

SAPD tiiri_ve SAPD peritonit risk grubu_iligkisi

HPI ve LPI gruplann arasinda SAPD tedavisine baslandiktan sonra,
¢aligma zamanina kadar uygulanan SAPD tiirleri (sistem III, twinbag,
ultraset) kargilagtirildi. Peritonit gelisimi agisindan sistem III ile orta
derecede pozitif bir ilgi (1= 0.4685; Spearman correlation coefficent),
twinbag ile orta derecede negatif bir ilgi (r= 0.3333; Spearman
correlation coetfficent) saptandi (Bakimz : Tablo 1).




TARTISMA

Bu caligmada, peritonitsiz SAPD olgularinda bir opsonin olarak
fibronektin ilk kez intraperitoneal olarak kullanilmig ve direkt olarak
kriyopresipitat seklinde fagosit fonksiyonlar1 iizerine olan etkisi
incelenmigtir. Caligmaya dahil edilen 10 SAPD hastasinda diyalizat
fibronektin diizeyleri, serum fibronektin diizeylerinden daha diigiik
bulundu, literatiirde bu; intraperitoneal diliisyonla agiklanmaktadir ve
bu bulgu diger caligmalarla uyumludur (4,74). Caligmada, HPI ve LPI
gruplanr arasinda HPI grupta serum ve diyalizat fibronektinleri arasinda
negatif bir iligki; LLPI grupta ise pozitif bir iligki saptanmigtir, yani HPI
grupta diyalizat fibionektin diizeyleri serum fibronektin diizeylerine
gére daha diigik seyretmeye meyilli iken, LPI grupta diyalizat
fibronektin diizeyi serum fibronektin diizeyi ile paralel gitme
egilimliydi; bir bagka deyigle HPI grubunda diyalizat fibronektin
diizeyleri, LPI grubuna gore, serum fibronektin diizeylerinden daha da
diigiiktiiler. Literatiirde HPI ve LPI gruplari arasinda fibronektin diizeyi
a¢isindan fark saptanmadigini gdsteren ¢aligmalarin yamisira, fark
oldugunu gosteren caligmalar da mevcuttur (59, 60).

HPI ve LPI gruplar arasinda fibronektin diizeyleri yoniinden fark
bulunmamig olmasi gruplardaki hasta sayisinin azhifina (5'er olgu) veya
fibronektin diizeyi Olgiimiinde kullanilan LIA teste bagli olabilir. LIA
test ile, c¢aligmadaki fibronektin diizeyleri saglhikli havuzun serum
fibronektin diizeyinin ylizdesi olarak ifade edilmigtir. Nefelometrik bir
analizle bulunan direkt fibronektin diizeylerinin istatistiksel analizinin
daha farkli sonuglar verebilecegi géz Oniinde bulundurulmalidiz. Onemli
bir diger faktér de fibronektin diizeylerinin tek bagina total opsonize
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edici giicli yansitmayacafidur, bu yiizden Ig diizeyleri ve kompleman
diizeylerinin de tayini bu agidan fikir verecektir (4). Daha genig hasta
grubuyla yapilacak, es zamanli, nefelometrik, serum ve diyalizat
fibronektin diizeyi 6l¢iimlerinin HPI ve LPI gruplarn arasinda fark
yaratabilecegi diigiincesindeyiz.

Caligmamizda sagliklt insan serum ve periton sivisina gore oldukga
digik olan diyalizat fibronektin diizeyini arttirmak amaciyla
intraperitoneal olarak otolog kriyopresipitat kullanildi. Kriyopresipitatin
parenteral kullaniminin serum fibronektin diizeylerini arttirdigi daha
once gosterilmigtir ve kriyopresipitat fibronektin kaynagi olarak daha
degisik endikasyonlarla kullanimistir (15,62-70).

Bizim ¢aligmamizda kiiyopresipitat verildikten sonra diyalizat
fibronektin diizeyleri teknik nedenlerden dolay: tekrar ¢aligilamads.
Ancak, sonug olarak bazal diyalizat ve serum fibronektin diizeyleri goz
Oniine alindiginda, HPI ve LPI gruplarinda bu ydnden farkl iligkiler
saptandi,

Fibronektinin bilinen biyolojik rollerinden bazilan ;

a) Secici immiin olmayan bit opsonin olmasi; kanda bulunan hiicresel ve
makromolekiiler atik iiriinlerin (bakteri ve tiimér hiicreleri, immiin
kompleksler, inhibitoile baglanmig aktive faktdrler, fibrin
pargaciklari), retikiiloendoteliyal sistem tarafindan uzaklagtirilmasi,

b) Hiicresel biiyime i¢in matriks olugturmasi, yara iyilesmesinde
kollajen, fibronojen ve faktér XIII ile birlikte i gormesi, ¢) FXIII-A
ile birleserek fibrin pihtist olugumu iginde yer almasi, d) Primer
hemostazda kollajene kargi platelet adezyonunu arttirmasidir. Bu
¢aligmada esas olarak fibronektinin opsonm olma o6zelliginden
yararlanmak hedeflenmistir.

Staphylococcus aureus ve makrofaj ve nétrofil iizerinde
reseptdilerinin  tariflenmis olmas: (4, 25, 55-58), ozellikle
opsonizasyonun etkin bir fagositoz icin gerekli oldugu bilindiginden
(5,8,84), ortamdaki fibronektin miktarinin artmasinin Szellikle diyalizat
monosit ve ndtrofil fagositozunu arttiracagini diigiindirmiisti. Son
zamanlarda yayinlanan bir ¢alismada diyalizatta bulunan diger Onemli
opsoninlerin (Ig ve C3) SAPD peritonitini engellemedigi gosterildiginden
(75) bir opsonin olarak fibronektin peritonite kargi savunma
mekanizmalar: iginde daha da 6nem kazanmaktadir.
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Kriyopresipitatin literatiirde intraperitoneal kullanimina dair
veriye 71astlamadik. Degisik endikasyonlarla parenteral kullanimi
mevcut idi ve parenteral kullamimiyla ciddi yan etki bildirilmemigtis.
Gene benzer sgekilde, otolog kriyopresipitat kullanimi da bildigimiz
kadariyla, literatiirde mevcut degildir. Bu c¢aligmada otolog
kriyopresipitat etik nedenlerle kullanilmigtir; hastalik  bulagimini
engellemek, allerjik ve febril transfiizyon reaksiyon geligimi sansini en
aza indirmek hedeflenmigtit (61). 10 olguda intraperitoneal 20 cc
kriyopresipitat uygulanimini takiben, 3 olguda (% 30) intraperitoneal
kriyopresipitat verildikten 1-2 saat sonra baglayan, kendilifinden gegen,
analjezik kullanimi gerektirmeyen hafif bir karin agrisi oldu. Takip
edilen hastalarda PSHS ve klinik degerlendirme tekrarlandi. Higbir
olguda ciddi yan etki goriilmedi, intraperitoneal Kkriyopresipitat
uygulanimi sonrasinda PSHS ve PSHF (periton sivisi hiicre formiilii)'de
degigme gozlenmedi. intraperitoneal kriyopresipitat uygulanimi sonras
ortaya ¢ikan karin agrisinin nedent izah edilemedi, bunun sebebinin
periton irritasyonu veya peritoneal dolagimda mikrotrombiis olusumu
olabilecegi diigiiniildii (fibronektinin faktér XIII-A ile birlikte fibrin
pihtist i¢inde yer almasindan yukarida bahsedilmigti).

Yapilan c¢alismalaida ortalama kriyopresipitat fibronektin
diizeyinin serum fibronektin diizeyinden yaklasik 100 kat fazla oldugu
gosterilmigtir (74). Bu nedenle yaklagitk 2000 cc periton diyaliz sivist
i¢in, periton iginde serumdaki kadar fibronektin diizeyi olusturmak
amaciyla, diyalizattaki bazal fibronektin diizeyini pratik olarak yok
sayarsak (kriyopresipitat veya seruma gdre ihmal edilebilir), 2000
cc/100 = 20 cc kiiyopiesipitat intraperitoneal olarak verilmelidir. Ancak
hastalardan otolog kriyopresipitat hazirlanmasi i¢in az miktarda kan
alinabildiginden (200 cc) ve tek dondr kullanildigindan hazirlanan otolog
kriyopresipitatta serumun 7 katt kadar fibionektin oldugunu gb6rdiik. Bu
nedenle ¢alismamizda otolog kriyopresipitatin intraperitoneal kullanim
sonrasinda, bagta hedeflenen serum diizeyinin ancak % 7'si kadar
intraperitoneal fibronektin diizeyi olusturdugunu varsayabiliriz ;

Bulunan dializat fibronektin dizeyi Kutlamlan Xriyopresipitat fibronekiin diizeyi/ dilusyon katsayist

Amaglanan dializal fibronektin diizeyi Igeal Xrivopresipitat fibronektin diizeyi/dilusyon katsayisi

(Serum fibronektin diizeyi x 7) 7 {2000/20)

= =710 =(%7)
(Serum fibronektin diizeyi x 100) / (2000/20)




Bahsedilen referans diyalizat, serum ve kriyopiesipitat degerleri
daha once iizerinde goriis birligine variimig ¢alismalardan alinmigtir
(74,76). In vitro olarak opsonize partikiiller ve insan periferik kan
monositleri kullanilarak yapilan bir ¢alismada ortamdaki fibronektin
miktar1 arttikga, dzellikle serumdaki fibronektin miktarina ulagildiginda,
monosit fagositozunun artmaya bagladig: gosterilmigtir (77). Serum
fibronektin diizeyleri diyalizat fibronektin diizeylerinden yaklagik 100
kat fazladir (4). Bu nedenle bijz de serumdakinin 9 7'si kadar bir
fibronektin diizeyi olugturarak, bazal diyalizat fibronektin diizeyini 7
kat arttirdigimiz varsaymaktayiz. Yani ¢alismada olusturdugumuyz
fibionektinli ortamda, hedefledigimiz fibronektin diizeylerinden daha
diigik fibronektin bulunmasina ragmen, bu gene de monosit ve nétrofil
fagositozunda artisa sebep olmugtur,

Caligmada intraperitoneal olarak verilen otolog kriyopresipitatm
notrofil ve monosit fagositozunu belirgin olarak artirdigs  gériildi,
Fibronektinin in vitro olarak notrofil  ve monosit fagositozunun
arttirdifini gésterir ¢aligmalar meveuttur (4,7,77) ve hem S.aureus, hem
de monosit ve nétrofil yuzeyinde fibronektin reseptorleri tarif edilmigtir
(4.25,55-58). Bu fagosit reseptorieri  fibronektinin Atjinin-Glisin-
Asparajin peptid kismim tanimaktadirlar (54). Makrofajdaki fibronektin
reseptorleri 76KDa agirliginda ve protein yapisindadyr, S.aureus
ylUzeyinde fibronektinin baglandigi reseptdér  "Fibronectin binding
protein (FnBP)" olarak isimlendirilmig;tir (78). Hging olatak FnBP'nip fare
periton boglugunda kemoatraktan dzellik gosterdigi Saptanmigtyr,
Fibronektinin nonopsonik fagositoz mekanizmas: ile Fcve C3 reseptorleri
lizerinden de fagositozu arttirdig1 ortaya konmustur (4). Bunun diginda
fibronektinin makrofaj hiicre iskeleti yapisin: degistirerek de fagositozu
arttirdigl Sne  siirtilmiigtiir (18). Sonug olarak kiiyopresipitat verilmesini
takiben gézlenen artmig fagositozun opsonik ve belki de beraberinde
nonopsonik fagositozun artmas neticesinde ve yukaridaki
mekanizmalar araciligi ile oldugunu diginmekteyiz,

Bazal diyalizat nétrofil ve monosit fagositozu yeteneklerinin
ozellikle ilk 30 dakikasinin saglikli insan periferik kan hiicre .

fagositozuna gore azalmig oldugu gériilmektedir Literatiirde peritonitsiz:
SAPD olgularinda periferik kan ve diyalizat hiicrelerinin fagositozunun.
artmig ve azalmis olduunu gdsterir calismalar mevceuttur,. literat'ii'r_dg
bu konuda tam bir gériis birlifine vanlamamigtir (4). - HPI ve LPI
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gruplarinin  aynildig1 ¢aligmalarda da HPI grubunda da fagositozun
artmig ve azalmig oldugunu gosterir caligmalar vardir, bu caligmalarda
neden-sonug iligkisi kurmak miimkin olmamigtn (6,34,35,36). Bizim
caligmamizda, HPI ve LPI gruplarinin bazal fagositoz yetenekleri
arasinda fark bulunmamasinin nedeni hasta sayisinin yetersizligi
olabilir. Calismada, 6zellikle notrofil ve monosit fagositozu odlgilimleri 45 .-
60. dakikalar arasinda anlamli bulunmustur. Literatiirde fagositoz
Olglimleri 20 - 60 dakikalik siirelerde yapilmigtir (5,6,9,73). Bundan
sonta yapilacak g¢aligmalarda ©lglim siirelerinin 60 dakikaya kadai
uzatilmas: mantikli goriinmektedir,

Diyalizat no6trofil ve monosit spontan migrasyon ve kemotaksis
degerlerinin normalden diigiik oldugu ve kriyopresipitat uygulanimi
sontast artis gostermedigini saptadik. Bir c¢alismada LPI grubundaki
SAPD hastalarinin  kemotaksislerinde azalma oldugu (SAPD'ye
baglandiktan sonraki Dbirinci yil igerisinde), ancak HPI giupta
kemotaksisin yiiksek kaldig: one siiriilmiigtiir ve bu HPI grupta diyalizat
fagositlerinin daha aktive olmalarina baglanmigtir (6). Bir bagka
caligmada peritonitsiz SAPD hastalarinda periferik kan ve diyalizat
hiicrelerinin kemotaksisinin saghkli olgulara gére arttifr gdsterilmigtir
(37). Ureminin ve inhibitér peptitlerin kemotaksisi baskiladifn da &ne
stiriilen diger bir goriigtit (79, 82). Ancak c¢aligmamizda diyalizat
notrofil ve monosit kemotaksisleri normalden diigiik olarak
bulunmugtur ve bu disiiklik yoOniinden HPI ve LPI gruplann arasinda
fark saptanmamigtir Bu diyalizattaki asidik ortama ve laktat igerigine
(4) veya diyalizattaki "granulocyte inhibitory peptide (GIP)" gibi
baskilayict maddelere (4,79) bagli olabilit veya c¢alismamizda kullanilan
zimozanla aktive edilmig serum uygun bir kemoatraktan olmayabilir. Bir
diger daha wuzak olast gorinen sebep de kemotaksis ©&lgiimiinde
kullandigimiz Boyden-Chambers yoOntemiyle ilgili teknik problemlerdir.
Kemotaksis Olgiimlerinin daha saglikli sonuglar vermesi i¢in daha genig
bir hasta grubuna ihtiya¢ vardir

Intraperitoneal kriyopresipitat uygulanim: oncesi ve sonrast tim
olgular gdzden gecirildiginde PSHS ve PSHF arasinda fark saptanamad:
HPI ve LPI gruplain da birbirleriyle, kriyopresipitat uygulanim oncesi ve
sonrasinda PSHS ve PSHF yo&ntinden farkli degildi. Diyalizatta en fazla
izole edilen hiicieler monosit ve lenfositlerdi, nétiofiller daha az
miktarlarda 1izole edildiler, bu bulgular diger ¢aligmalaila uyum
gostermektedir (4,6). Yapilan c¢aligmalarda PSHS'nin SAPD'ye
baslandiktan sonraki 1 yil icerisinde zamanla azaldig:, LPI grupta
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PSHF'da degisiklik olmazken, HPI grupta diyalizatta monosit oranlarinin
Lyilin sonunda azaldig: gosterilmigtir (4,6). Caligmaya alinan tiim
hastalar 1 yildan daha fazla siiredir SAPD programinda olduklarindan,
SAPD'yve baglandiktan sonra ilk yil iginde gorilen PSHS ve PSHF
degisikliklerinin sonuglarimizi etkilemediini digiiniiyoruz. PSHS ve
PSHF icin SAPD hastalari arasinda oldukga farkliliklar vardir (4), biz de
bu degiskenligi kendi olgularimizda gozledik,

Kullanilan SAPD sistemleri ile peritonit iligkisine bakildiginda
sistem III ile Twinbag sistemi arasinda SAPD peritoniti riski yéniinden
fark bulunmugtur. Twinbag ile peritonit gelisme sans1 daha az, sistem
II ile daha fazladw. Bu bilgi literatiir ile uyumludur. Twinbag daha yeni
bir SAPD sistemi olup, genel olarak daha yeni SAPD sistemlerinin
dokunmayla olan kontaminasyonu azaltarak peritonit riskini azalttiklan
gosterilmigtir (4).

Sonug olarak azalmig diyalizat nétrofil ile monosit fagositoz
yetenekleri, kriyopiesipitat (fibronektin) ile in viveo etkilegim
sonrasinda artig gostermiglerdir. Bilindigi kadariyla, bu kriyopresipitatin
fibronektin kaynagi olarak intraperitoneal yoldan kullanildid1 ilk in vive
caligmadir ve intraperitoneal kriyopresipitat uygulanmasi givenli
bulunmugtur. Bu nedenle intraperitoneal kriyopresipitat kullaniminin,
opsonizasyonu arttirarak ve suprese diyalizat notrofil ve monosit
fagositozunu diizelterek SAPD peritonit immunoprofilaksisinde yararh
olabilecegi gdriisiindeyiz. Ancak F Ersoy ve arkadaglar1 tarafindan
yapilan bir ¢aligmada, intraperitoneal gamma globulin uygulaniminin
opsonizasyonu arttirarak profilaksi diginda peritonit tedavisinde de
faydal: oldufu gosterildiginden, fibronektinin benzer mekanizmayla
SAPD peritonit immunoterapisinde de faydali olabilecegini
diigtinmekteyiz (45).

Kriyopresipitat (fibronektin)in intraperitoneal uygulaniminin
fagosit fonksiyonlarina olan etkisini ve SAPD  peritonit
immunoprofilaksi/immunoterapisindeki yerini daha 1iyi anlayabilmek
i¢in, tasarlanacak ideal bir caligmada daha genis HPI ve LPI gruplarinin
kullanilmasi, fibronektin uygulanim: &ncesi ve sonrasi fibronektin ve
diger opsoninlerin diizey tayini, daha konsantre fibronektin kaynagi
olugturup; intraperitoneal daha yiiksek fibronektin konsantrasyonlarn
elde etmek icin otolog kriyopresipitattan ziyade ¢ok sayida dondiden
hazirlanmig allojenik kriyopiesipitat kullanim:, flow sitometrik analizde
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hiicre igaretlenmesi igin monoklonal antikorlarin kullanimi, intraseliiler
oldiirme yeteneginin de tayini i¢cin kemoliiminisans dlelimii  ve
intraperitoneal kriyopresipitat uygulanim sonrast hastalarin peritonit
gelisimi yoniinden uzun siireli takibi gereklidir. Bu konuda daha ileri
¢aligmalara ihtiya¢ vardir
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1)

2)

3)

4)

SONUCLAR

Intr‘aperitoneal kriyopresipitat uygulanimi sonrasinda ciddi yan
etki gozlenmedi, olgularin % 30'unda gegici, hafif karin agns:
ortaya ¢ikti. Kiiyopresipitatin intraperitoneal uygulanimi giivenli
bulundu.

Bazal diyalizat ndtrofil ve monosit fagositoz, kemotaksis ve
spontan migrasyon degerleri literatiirdeki sontglaila
kargilagtirildiginda diigiik olarak bulundu.

Intraperitoneal otolog kriyopresipitat uygulanimi sonrasinda,
notrofil ve monosit fagositozu anlamli olarak artis gosterirken,
kemotaksis ve spontan migrasyon yeteneklerinde diizelme
olmadi. PSHS ve PSHF kriyopiesipitat uygulanamindan
etkilenmedi. Fagositoz artigt yoniinden HPI ve LPI gruplan
arasinda fark yoktu. |

Tim hastalarda bazal diyalizat fibronektin diizeyleri, serum
fibronektin diizeylerinden belirgin olarak diigiiktii. HPI grubunda
diyalizat ve serum fibronektin diizeyleri arasinda negatif kuvvetli
bir iligki, LPI grubunda da aym diizeyler arasinda pozitif kuvvetli
bir iligki bulunmakla beraber, HPI ve LPI gruplar1 arasinda
diyalizat ve serum fibronektin degerleri yoniinden istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanamadi; ancak bu veriler is1§inda
HPI grubunda diyalizat fibronektin diizeyleri, LPI grubuna gore
serum fibronektin diizeylerinden daha da diigiik olduklarindan,
daha genig hasta gruplariyla yapilan bit ¢alismada HPI grubunda
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5)

6)

istatistiksel olarak anlamli bir diyalizat opsonin eksikligi
bulunabilecedi gdéz ardi edilmemelidir.

Intraperitoneal kriyopresipitat uygulanimi, giivenli bir tedavi
yaklagimi olmasi ve diyalizatta opsonize edici gilicii arttirarak
notrofil ve monosit fagositoz yeteneklerini giiglendirmesi
nedeniyle SAPD peritonit immunoprofilaksisinde ve/veya
immunoterapisinde faydali olabilir.

Daha genig HPI ve LPI gruplann kullanilmasi, diger opsonin
diizeylerinin tayini, fibronektin igerigi yiiksek allojenik
kriyopresipitat kullanimi, flow sitometrik analizde monoklonal
otoantikorlarla igaretleme yapilmasi, kemoliiminisans tayini,
intraperitoneal kriyopresipitat kullanilan SAPD hastalarmin uzun
siiteli klinik gézlemi kriyopresipitatin SAPD peritonit
immunoprofilaksi/immunoterapisi ve fagosit fonksiyonlan

lizerine olan etkisini daha iyi anlamamiza yardimci olacaktir,




OZET

Peritonit SAPD tedavisinin major komplikasyonlarindandiz. Son
zamanlarda peritonit tedavisinde immunomodiilatér tedavi yaklagimlar
ve Ozellikle opsonizasyonu arttirict Onlemler iizerinde durulmaktadir. Bu
¢aligmada zengin bir dogal opsonin kaynagi olarak fibronektin igeren
otolog kriyopresipitat intraperitoneal olarak SAPD hastalarina verilmisg
ve bunun diyalizattaki ndotrofil ve monosit fonksiyonlar1 iizerine etkisi
incelenmigtir.

Caligmaya peritoniti olmayan, 9'w erkek, 1'i kadin 10 hasta (yas
ortalamas: 48) alinmugtir. Bu 10 hastanin 5'i sik peritonit geciren (HPI),
5'1 nadir peritonit gec¢iren (LPI) hastalardi., Hastalardan caligma Oncesi
200 ml kan alinarak otolog kriyopresipitat hazirlandi. Calisma glini
sabah1 hastalarin gece enfiize ettikleri periton diyaliz sivilari tam kan
torbalarina almarak santrifiij yontemi ile diyalizat ISkositleri elde edildi.
Caligma giinli akgami hazirlanmig olan kriyopresipitat hastalarin gece
SAPD torbalarina eklendi, ertesi sabah tekrar diyalizat lokositleri ayrildi.
Diyalizat l6kositleri kullanilarak “flow sitometrik” analiz ile Etidium
Bromide isaretli standart S.aureus siispansiyonu ile diyalizattaki nétrofil
ve monositlerin fagositoz yetenekleri, "Boyden-Chambers" metoduyla,
nétrofil ve monositlerin spontan migrasyon ve kemotaksis degerleri
saptand1, Olgularda periton sivisit hiicie saymmi (PSHS) ve periton sivisi
hiicrte formiilii (PSHF) yapildi. Serum ve diyalizat fibronektin diizeyleri
LIA ile olgiildii.

Sonug ; Kriyopresipitat verilmesini takiben nétrofil ve monosit
fagositoz yetenekleri belirgin olarak artti (p = 0.0085 ve p = 0.0026). Bu
artty yoniinden HPI ve LPI gruplar1 arasinda bir fark saptanmadi.




Kriyopresipitat tncesi ve sonras1 kemotaksis, spontan migrasyon, PSHS,
PSHF degerleri arasinda fark bulunamadi (p > 0.05). HPI ve LPI gruplan
arasinda diyalizat ve serum fibronektin diizeyleri ydniinden fark yoktu
(p > 005) Intraperitoneal kriyopresipitat uygulanmasi diyalizattaki
nétrofil  ve monositlerin fagositoz yetenegini arttirmaktadir.
Intraperitoneal kriyopresipitat kullaniminin diyalizat opsonizasyonunu
giclendirerek SAPD peritonit profilaksisi ve/veya tedavisinde olumlu
sonuglar verebilecegini diigiinmekteyiz.
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