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1. OZET

Kronik periton diyalizi, zamanla diyalitik etkinlikte ilerleyici azalmaya yol acan
degisik derecelerde peritoneal degisikliklere neden olabilir. Bunun patogenezi tam
olarak anlasilamamakla birlikte, peritoneal degisikliklerin olusmasinda transforming
growth faktor beta-1 (TGF-B,) ve vaskiiler endotelyal growth faktor (VEGF) gibi
biiylime faktorlerinin kilit rol oynadiklarina inanilmaktadir. Diyabetik periton diyalizi
hastalarinin  insiilin  ihtiyaclar1  intraperitoneal ya da  subkutan yoldan
karsilanabilmektedir. Intraperitoneal insiilin uygulanmasinin, daha fizyolojik replasman
tedavisi oldugu, daha diisiik periferal insiilin konsantrasyonuna yol actig1 ve subkutan
insiiline gore daha iyi veya esit glisemik kontrol sagladigi kabul edilir. Insiilinin TGF-p,
ve VEGEF sentezini arttirdig1 bilinmektedir. Biz bu deneysel calismada, intraperitoneal
ve subkutan insiilinin peritoneal membran iizerine etkilerini incelemeyi amagladik.

40 Wistar-Albino cinsi si¢an esit olarak bes gruba ayrildi. Birinci grup saglikli
konrol grubu olarak kullanildi. Diger hayvanlarda streptozosin ile diyabet olusturuldu
ve dort gruba ayrildi. Birinci gurup diyabetik kontrol grubu olarak kullanildi ve
herhangi bir tedavi uygulanmadi. Ikinci gruba 20 ml/kg intraperitoneal ringer laktat
soliisyonu, iiciincii gruba 20 ml/kg intraperitoneal ringer laktat soliisyonuyla birlikte 9U
insiilin, dordiincii gruba da 20 ml/kg intraperitoneal ringer laktat soliisyonu ve 3U
subkutan insiilin verildi. Tedaviler sekiz hafta siireyle giinde iki kez uygulandi. Sekiz
hafta sonra bir saatlik peritoneal esitlenme testi (PET testi) yapildi. D/P iire, D;/Dy
glikoz, diyalizat proteini ve ultrafiltrasyon miktar1 bakildi. Peritoneal membran
histolojik olarak 1s1k mikroskobunda degerlendirildi. Peritoneal membran monoklonal
anti-VEGF antikoru ile boyanarak yeni damar olusumlari incelendi.

Diyabetik kontrol grubu ve intraperitoneal ringer laktat verilen grupta ileri
derecede ultrafiltrasyon kaybi1 go6zlenirken, intraperitoneal veya subkutan insiilin
uygulanan gruplarda kismen diizelme goriildii. Bu diizelme subkutan insiilin grubunda
daha belirgindi. Fakat glisemik kontrol intraperitoneal insiilin grubunda daha iyiydi.
Ozellikle intraperitoneal grupta olmak iizere, yeni damar olusumu ve peritoneal
membran kalinligi, insiilin verilen gruplarda daha fazlaydi. Inflamasyon ve fibrozis
gelisimi ise tedavi edilmeyen diyabetik gruplarda daha belirgindi.

Sonug¢ olarak, insiilin diyabetin peritoneal membranda yaptigr degisiklikleri
glisemik kontrolii saglayarak kismen diizeltmektedir. Intraperitoneal insiilin, olasilikla

TGF-B1 ve VEGF sentezini artirarak peritoneal membran kalinligin1 ve yeni damar



olusumlarin1 artirmaktadir. Peritoneal membranin diyalitik etkinliginin korunmasi i¢in

insiilin uygulanmasinda subkutan yol secilmelidir.

Anahtar kelimeler: Kronik bobrek yetersizligi, diabetes mellitus, peritoneal

fibrozis, insiilin.
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2. ABSTRACT

THE EFFECTS OF INTRAPERITONEAL AND SUBCUTAN INSULIN
TREATMENTS ON FUNCTIONS AND STRUCTURE OF PERITONEAL
MEMBRANE OF DIABETIC RATS.

Chronic peritoneal dialysis (PD) may eventually result in several peritoneal
alterations of varying degree, which leads to progressive reduction in dialytic efficacy.
Although its pathogenesis has not been elucidated yet, it has been proposed that growth
factors such as transforming growth factor beta-1 (TGF-B;) and vascular endothelial
growth factor (VEGF) play a central role in leading to peritoneal alterations. Insulin
necessity of peritoneal dialysis patients with diabetes mellitus can be provided by
intraperitoneal or subcutaneous. Intraperitoneally administered insulin is regarded as the
most physiological replacement therapy, leading to lower peripheral insulin
concentrations and equal or better glycemic control than subcutaneous insulin. It is
known that insulin increases the secretion of TGF-f; and VEGF.We aimed to research
the effects of intraperitoneal (IP) and subcutaneous (SC) insulin on peritoneal
membrane in this experimental study.

Forty albino wistar rats were equally divided to five groups. First group was used
as healthy control group. Diabetes was induced in the animals of the other groups by
streptozotocin and divided to four groups. First one was chosen as diabetic control
group and no treatment was performed. In second group 20 ml/kg IP ringer-lactate
solution, in third group 20 ml/kg IP ringer-lactate solution and 9 U insulin, in fourth
group 20 ml/kg IP ringer-lactate and 3 U SC insulin was applied. Treatments were
applied twice a day for eight weeks. After eight weeks, a one-hour peritoneal
equilibration test was performed. Dialysate-to-plasma urea ratio, glucose reabsorption,
ultrafiltration (UF) volume and levels of dialysate protein were determined. The
peritoneal membrane was evaluated histologically by light microscopy. Peritoneal
membrane was painted with monoclonal anti-VEGF antibody and new vascularizations
were searched.

While excessive loss of UF were observed in diabetic control and IP ringer-lactate
groups, improvement was seen partly in treated with IP or SC insulin groups. This
improvement was evident in SC insulin group. But glycemic control was better in 1P
insulin group. Neovascularization and thickness of peritoneal membrane were more in
groups treated with insulin, especially IP insulin group. However inflammation and

fibroblastic activity was more evident in non-treated diabetic groups.
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In conclusion, insulin partly repairs the damages of diabetes on peritoneal
membrane by glycemic control. IP insulin increases the thickness of peritoneal
membrane and neovascularization probably by increasing the synthesis of TGF-$; and
VEGEF. Insulin must be chosen SC for protect the dialytic efficacy of peritoneal

membrane in peritoneal dialysis patients with diabetes mellitus.

Key words: chronic renal failure, diabetes mellitus, peritoneal fibrosis, insulin.
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3.GIRIS

Siirekli ayaktan periton diyalizi (SAPD), diinyada diyaliz hastalarinin yaklasik %
15’ tarafindan kullanilan bir renal replasman tedavisi yontemidir (1). Ozellikle siirekli
ayaktan periton diyalizi (PD) uygulamalarinin baglamasindan beri, basit, rahat ve
nispeten ucuz olmasi nedenleriyle popiilaritesi biiyiik ¢apta artmistir.

Esas olarak PD, siv1 iceren iki kompartmani ayiran bir membran-zar vasitasiyla su
ve soliitlerin transportundan ibarettir. Bu iki kompartman (a) peritoneal kapillerlerdeki
kan ve (b) periton boslugundaki diyaliz soliisyonudur. Bir diyalizer olarak is goren
periton zari, aslinda, nispeten kompleks bir anatomi ve fizyolojiye sahip, farkl
biiyiikliikte porlar1 olan, heterojen, yar1 gegirgen bir zardir.

PD degisimleri sirasinda {ic ayr1 transport sekli eszamanli olarak
gerceklesmektedir.

1. Diffiizyon. Uremik soliitler ve potasyum, peritoneal kapiller kanindan
konsantrasyon gradienti ile PD soliisyonuna, glukoz, laktat ve daha az olarak
da kalsiyum z1t yonde diffiize olurlar.

2. Ultrafiltrasyon. PD soliisyonunun nispi hiperozmolalitesi suyun ve icerdigi
soliitlerin membrandan eszamanli olarak ultrafiltrasyonunu saglar.

3. Absorbsiyon. Yine eszamanli olarak, gerek direkt, gerekse indirekt olarak
lenfatik sisteme sabit bir su ve soliit absorbsiyonu gerceklesir (2).

PD uygulanan hastalarin peritoneal membran yap1 ve fonksiyonlarinda, zamanla,
birtakim degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir. Peritoneal membranin mezotel hiicrelerinde
mikrovilliislerin sayist azalmakta, bazen dejeneratif degisiklikler ortaya c¢ikmaktadir.
Histokimyasal incelemelerde hiicre zar1 ve sitoplazmasindaki enzim aktivitelerinde
artiglar saptanmaktadir . Interstisiyel alanda kollajen tip III ve VI'min depolanmasi
artmakta ve sonugta interstisiyel fibrozis gelismektedir. Peritoneal membran damar
sayist oldukca artmakta, kapiller duvarda endotel bazal membraninda kalinlasma ve
bazal membranin reduplikasyonu ortaya ¢cikmaktadir. Damar duvarlarinda kollajen tip
IV birikimine bagl fibrotik kalinlasma ve hyalinozis gelismektedir. Bu degisiklikler,
periton diyaliz tedavisini sona erdirmede en onemli faktorlerden biri olan ultrafiltrasyon
(UF) yetmezligine neden olmaktadir (3-6).

Bu degisikliklerin altinda yatan mekanizmalar tam olarak anlasilamamakla
birlikte, peritoneal fibrozis, mezotelyal hiicreler ve makrofajlardan sekrete edilen

transforming growth faktor (TGF-B;) gibi growth faktoérler ve interlokin-1 (IL-1) gibi
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sitokinler ile iliskilendirilmistir. PD soliisyonlarinin kronik irritatif etkisi ve siddetli ya
da uzun siireli peritonitlerin, mezotel hiicrelerini zedeleyerek peritoneal fibrozise neden
olan olaylar baslattig1 ileri siiriilmektedir (7,8).

PD’nde UF kaybina yol acan bir diger onemli faktér de vaskiiler endotelyal
growth faktor (VEGF) iiretimindeki artisin neden oldugu neovaskiilarizasyon ve
vazodilatasyon sonucu gelisen peritoneal yiizey alani artisidir (9,10).

Diabetes mellitus (DM) pek cok iilkede kronik bobrek yetmezliginin en sik
nedenidir. Diyabetik PD hastalarinda glisemik kontrol, intraperitoneal (IP) veya
subkutan (SC) insiilin uygulanmasi ile saglanabilir. IP yolla dengeli bir glukoz-insiilin
uygulamasinin idamesi, teorik olarak daha iyi glukoz tiiketimi, daha fizyolojik insiilin
verilmesi ve her iki maddenin de plazma konsantrasyonlarinda biiyiik dalgalanmalar
olmasinin engellenmesini saglar. IP insiilin kullamlmasiyla, glisemi kontrolii ve
beslenmenin iyilesmesi, hiperinsiilineminin azalmast ve c¢ok sayidaki giinliik
enjeksiyonun ortadan kalkmasi beklenmektedir (11,12). Fakat IP insiilinin periton
membrani iizerine etkilerini inceleyen yeterli ¢aligma bulunmamaktadir. in vivo
ortamda yapilan c¢alismalar, insiilinin TGF-B; (13) ve VEGF (14) gibi biiylime
faktorlerinin iiretimini artirdigin1 géstermistir.

Biz de, bu deneysel ¢calismada, subkutan veya intraperitoneal uygulanan insiilinin

peritoneal membran yap1 ve fonksiyonlar iizerine olan etkilerini incelemeyi amacladik.
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4. GENEL BILGILER

4.1.Peritoneal Membranin Anatomisi:
Periton, periton boglugunu sinirlayan serdz bir zardir. Peritoneal membranin

ortalama yiizey alam 1-2 m? kadar olup, yaklasik olarak viicut ylizey alanina esittir. Kan
ve diyalizat arasindaki ana bolmeyi olusturan peritoneal membran pariyetal ve viseral
periton olmak {iizere iki kisimdan olusur. Pariyetal periton, karin duvari, pelvis ve
diyafragma i¢ duvarimi orter. Viseral periton ise, karaciger, dalak ve gastrointestinal
sistemin karin i¢indeki boliimlerini 6rter ve omentumu olusturur. Peritoneal membranin
%10’unu pariyetal periton, % 90’11 da viseral periton olusturmaktadir. Peritoneal
kavitede kayganligi saglamak iizere 100 ml’den daha az sivi bulunur. Erigkinlerde
peritoneal kavite, pulmoner fonksiyonlarda kisitlanma ve rahatsizlik olmaksizin 2 L’ye
kadar s1viy1 tolere edebilmektedir. Cocuklarin peritoneal yiizey alanmi eriskinlerinkinden
daha fazladir.

Mezotelyum: Mezotel tabakasi, kesintisiz, tek katli, yaklasik 0.5 mm kalinliga
sahip yassi hiicrelerden olugsmustur. Mezotelyumun serbest yiizeyi, peritoneal yiizey
alanin1 arttiran ¢ok sayida mikrovilluslarla kaphdir. Hiicre-hiicre ve hiicre-matriks
baglantilar1 mezotel biitiinliigiinii olusturur.

Bazal Membran: Mezotel hiicrelerinin hemen altinda homojen yapili bazal
membran uzanmaktadir. Mezotel hiicreleri tarafindan yapildig ileri siiriilen bu oldukca
ince yapu, tip IV kollajen, proteoglikanlar ve laminin gibi glikoproteinleri icermektedir.

Intersitisyum: Mukopolisakkarit matriksten olusur ve peritonu destekleyen
primer yapidir. Mezotel alti bag dokusu tip I ve tip III kollajen lifleri, elastin,
fibronektin, hyaluronan, proteoglikanlar, kan damarlari, lenfatikler, fibroblastlar, doku
makrofajlar1 ve mast hiicrelerini icermektedir.

Insanlarda istirahat halinde abdominal kan akimi 1000-2400 ml/dk arasinda
degismektedir. Peritoneal membranin kan akimi ise 68-82 ml/dk ya da yaklasik 1-2
ml/kg/dk arasinda degismektedir. Peritonun kanlanmasi baslica iki sistemden
olmaktadir. Viseral periton ¢oliak ve mezenterik arterlerden beslenirken, vendz drenaji
portal sistem yoluyla olmaktadir. Pariyetal periton ise sirkumfleks, iliyak, lomber,
interkostal ve epigastrik arterlerden kan alirken, vendz doniisii portal sistemi by-pass
ederek direk sistemik dolasima olmaktadir.

Diyafram alti bolgede daha belirgin olmak iizere tiim periton lenfatik agla

kaphdir. Lenfatikler, sivi, soliit ve makromolekiillerin peritoneal bosluktan alinip
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sistemik dolasima katilmasinda olduk¢a ©nemli rol oynamaktadirlar. Peritoneal
lenfatiklerin ortalama absorbsiyon hizlart 1.2-2.4 ml/kg/saat arasinda degismektedir. Bu
miktar ultrafiltrasyon yetmezligine neden oldugundan 6nemli kabul edilmektedir (15-

17).

4.2.Peritoneal Membranin Fizyolojisi:

4.2.1.Mezotel:

Mezotel tabakasi, bircok yonden peritoneal kavitenin fizyolojik homeostazisinin
saglanmasinda oldukca onemli roller iistlenmektedir.

4.2.1.1. Lubrifikasyon:

Mezotel hiicreleri, peristaltizm ve respirasyon sirasinda, batin i¢i organlarin
kayganligini ve rahatlikla hareket etmelerini saglayabilmek i¢in birtakim kayganlastirici
maddeler salgilar. Bunlar: hyaluronik asit, dekorin, biglykan ve fosfatidilkolindir (17).

4.2.1.2.Peritoneal Mikrosirkiilasyonun Diizenlenmesi:

Mezotel hiicreleri prostoglandin E, ve nitrik oksit gibi vazodilatator maddeler
salgilayarak peritoneal kan akimini artirirken, endotelin salgilayarak da kan akimini
azaltmaktadir (18).

4.2.1.3 Soliit Ve Sivi Transportu:

Mezotel tabakasi, onemli bir diren¢ yaratmamakla beraber, diyalizat ile kan
arasindaki madde gecislerinde birka¢c bariyerden birini olusturmaktadir. Mezotel
hiicreleri pinositoz yoluyla aktif olarak madde transportuna katilabilirler, fakat bunun
total transporta fazla bir katkisi olmadig ileri siiriilmektedir. Ayrica hiicreler arasi
yariklardan biiyiik molekiillii maddeler pasif diffiizyonla gecebilmektedir (17).

4.2.1.4. Intraperitoneal Fibrinolizisin Diizenlenmesi:

Normal, saglam peritonun, viseral ve pariyetal yapraklar arasindaki fibr6z
yapisikliklar: engelleyebilmek igin Onemli bir fibrinolitik 6zellige sahip oldugu ileri
siiriilmektedir. Son zamanlarda yapilan immiinohistosimik ¢alismalarda, insan mezotel
hiicrelerinin iki tip plazminojen aktivatorii (doku plazminojen aktivator ‘t-PA ~ ve
tirokinaz tip plazminojen aktivator ‘u-PA”) i¢in pozitif boyandig1 gosterilmistir. Her iki
enzim plazmine baglh fibrinolitik yolu aktive edebilir. Tersine, mezotel hiicreleri
salgiladig1 bazi proteinlerle (tip 1 ve tip 2 plazminojen aktivator inhibitor, PAI-1, PAI-
2) fibrinolizis olayini inhibe edebilir. Bu nazik denge birtakim uyarilarla degisebilir.
Tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a), IL-1, interlokin-6 (IL-6) ve inflamatuar olaylar bu

dengeyi bozabilir. Ornegin peritonit sirasinda veya cerrahi sonrast bu fibrinoliz
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inhibitorleri artabilir ve mezotelyumun fibrinolitik aktivitesi tamamen ortadan kalkabilir
(17).

4.2.1.5. Prokoagiilan Aktivite:

Normalde mezotelyum non-trombojenik olmasina karsin bazi durumlarda
fibrinojeni fibrine doniistiirdiigii gosterilmistir. Doku kiiltiirii ortaminda, mezotel
hiicrelerinin koagiilasyonun temel aktivatorii olan doku faktorii salgiladigi saptanmistir.
Peritonit sirasinda yiiksek diizeylerde bulunan TNF-a ve serbest oksijen radikalleri,
mezotel hiicrelerini uyararak doku faktorii salgisini arttirmaktadir. Mezotel hiicrelerinin
trombojenik 6zelliginin artip fibrinolitik 6zelliginin azalmasi peritoneal yiizeyin fibrinle
kaplanmasina, intraperitoneal adezyonlara, intestinal obstriikksiyonlara ve sklerotik
kalinlasmaya neden olmaktadir (17).

4.2.1.6. Ekstraseliiler Matriksin Yapim Ve Remodelingi:

Mezotel hiicreleri, peritoneal hasarin tamirine ve yeniden yapilanmasina direk
veya dolayl olarak katilabilir:

a- Indirek olarak fibroblastlarin olay yerine cekilmesi,

b-Transforming growth faktor- beta salgisiyla, fibroblastlarin uyarilarak matriks
sentezinin arttirilmasi,

c-Mezotel hiicresinin kendisi de direkt olarak ekstraseliiler matriks bilesenlerini
sentezleyebilir.

d-Ayrica mezotel hiicreleri, sentezlenen matriks proteinlerinin yikimini
engelleyerek asir1 birikmelerine neden olan matriks metalloproteinaz inhibitorlerinin
sentezini arttirir.

Sonucgta mezotel hiicreleri, normal peritoneal tamirin bir parcasi olan kontrollii
kollajen birikimi ile peritoneal fibrozisin karakteristik 6zelligi olan kontrolsiiz kollajen
birikimi arasindaki hassas dengenin saglanmasinda ¢cok onemli rol oynamaktadir. Bu
hassas denge lokal olarak sentezlenen bir takim sitokinlerle her iki yone de kayabilir.
Ormegin TNF-a, endotelyal growth faktor (EGF) ve platelet kokenli growth faktor
(PDGF) kollajen sentezini arttirirken TNF-a ve IL-1p ise kollajeni parcalayan enzimleri
inhibe eden doku inhibitorlerinin sentezini arttirarak fibrozise neden olurlar (17,18).

4.2.1.7. Peritonun Savunmasinda Mezotelyum:

Mezotel hiicreleri birkag mekanizmayla lokal savunmaya katkida bulunurlar:

a-Lokosit kemotaksisi: Mezotel hiicreleri IL-1, TNF-a, IL-13 ve bakterilerin bazi
iiriinleri ile uyarihrlarsa IL-1, IL-6, IL-8, makrofaj kemotaktik protein-1 (MCP-1) ve
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normal T lenfosit aktivator (RANTES)’ii sentezleyebilir. Sonugta iltihap hiicreleri olay
yerine ¢ekilmektedir.

b-Mezotel hiicreleri ortama c¢ekilen iltithap hiicrelerinin peritoneal membrana
kolayca tutunabilmeleri i¢in birtakim adezyon molekiilleri (ICAM-1, VCAM-1)
sentezleyebilir.

c-Fagositoz: Mezotel hiicreleri direkt olarak bakterileri igeri alip sindirebilme
ozelligine sahiptirler. Etken stafilokok ise mezotel hiicresine giren bakteri hiicrenin
fonksiyonlarin1 bozmadan igerde kalabilir, gram negatifler ise hiicreyi 24 saat icinde
oldiirmektedir. Bu da ni¢in gram negatif peritonitlerin daha siddetli oldugunun yaniti
olabilir.

d-Hidrojen peroksit yapimi: Serbest oksijen radikallerinden biri olan hidrojen

peroksit bakterilerin dldiiriillmesinde rol oynamaktadir (17,18).

4.2.2. Bazal Membran:
Submezotelyal bazal membran selektif hiicresel bir bariyerdir. Makrofaj ve
lokositlerin gecisine izin vererek fibroblastlarin mezote hiicreleriyle birlesmesini

engeller. Ayrica peritoneal membranin rejenerasyonunda da énemli rol oynar (17).

4.2.3. Ekstraselliiller Matriks Hiicreleri (ESM):

ESM i¢inde bulunan degisik hiicre tipleri peritoneal membran homeostazisinde
onemli rol oynarlar:

4.2.3.1. Fibroblastlar:

IL-6 ve IL-8 proinflamatuar sitokinler salgilayarak mezotel hiicreleri ile birlikte
peritonun savunmasina katkida bulunurlar. TGF B, PDGF, temel fibroblastik growth
faktér (bFGF) ve IL-1 fibroblastlar1 uyararak kollajen basta olmak iizere ESM
proteinleri sentezletirler. Fibroblastlar ayrica fibrinolizis inhibitorleri salgilayarak fibrin
yikilmasini engeller ve sonugta kronik fibroblast uyarisi fibrozisle sonuglanir (19,20).

4.2.3.2. Doku Makrofajlari:

Peritoneal kavitedeki makrofajlar mikroorganizmalara karsi birinci basamak
savunmadan sorumludur. Makrofajlar, mezotel hiicreleri ve fibroblast fonksiyonlarini ve
peritoneal fibroproliferatif reaksiyonlar1 diizenleyen TGF B, PDGF, IL-1B, IL-a ve
TNF-a gibi sitokinleri de sentezleme yetenegindedir (17).
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4.2.3.3. Mast Hiicreleri:

Bu hiicreler kimyasal veya immiinolojik uyarilar sonucu ortaya ¢ikan
intraperitoneal inflamasyonun diizenlenmesinde rol alirlar. Salgiladiklar1 16kotrienlerle,
peritonit sirasinda noétrofillerin olay yerine c¢ekilmesine neden olurlar. Ayrica

salgiladiklar1 histaminle peritoneal gegirgenligi etkileyebilirler (18).

4.2.4. Kan Damarlari: Peritoneal damarlarin hepsi diyaliz islemine katilmazlar.
Diyaliz islemini gerceklestiren damarlarin parietal membrandaki damarlar oldugu ileri
stirilmektedir. Yapilan deneysel bir calismada, evissere ratlarda iire, kreatinin, glikoz ve

iniilin absorpsiyonunun kontrollerden farkli olmadig: gosterilmistir (21).

4.3. Peritoneal Membranin Transport Ozellikleri:
Bir diyalizer olarak periton zarinin, alt1 direng bolgesi icerdigi diisiiniilebilir.
Bunlar:

1. Peritoneal kapiller endotelyumunun iizerindeki durgun kapiller sivi

tabakasi.
2. Kapiller endotelyumun kendisi.
3. Endotel bazal membrani.
4. Interstisyum.
5. Mezotelyum.

6. Periton zarinin tizerindeki durgun sivi tabakasidir.

Peritoneal transport icin son yillarda iic por modeli gibi yeni kavramlar
gelistirilmis ve peritoneal transport i¢in en Onemli direncin peritoneal kapiller
endotelyumunda ve endotel bazal membraninda oldugu gosterilmistir. Interstisyumun
ozellikle kolloidden zengin fazinin soliit transportu i¢in belirgin bir diren¢ olusturdugu
ortaya ¢ikmistir. Giiniimiizde ne mezotelyumun ne de durgun sivi tabakasinin transport
icin belirgin bir direng¢ olusturdugu diisiiniilmektedir (22).

4.3.1. Uc-por Modeli:

Bu model peritoneal kapillerlerin peritoneal transport i¢in kritik bir bariyer
oldugunu ve bu bariyerden sivi ve soliit transportunun ii¢ farkli boyuttaki porlar yoluyla
gerceklestigini gostermistir (22). Bunlar:

1. 20-40 nm capindaki biiyiik porlar. Proteinler gibi biiyiik makromolekiiller,
endotelyumda biiylik yariklar halinde olan bu porlardan konveksiyon

yoluyla gecerler. Su transportuna katkis1 6nemsizdir.
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2. 4.0-6.0 nm capindaki kiiciik porlar. Bunlar iire, kreatinin, sodyum,
potasyum gibi kiiciik soliitlerin ve suyun transportundan sorumludur.

3. 0.8 nm’den kiiciik captaki en Kkiicik porlar. Bunlar sadece su
transportundan sorumludurlar ve periton zarinda mevcut oldugu bilinen
aquaporinlerin karsihig oldugu diistiniilmektedir; aquaporinler periton
zanyla gerceklesen “eleme” hadisesinden sorumludurlar. Rippe ve Krediet
yaklasik on yil Once, peritoneal membranda soliit transportuna izin
vermeyip sadece su transportundan sorumlu olan aquaporinleri
tanimlamiglardir (22). Simdiye kadar 0’dan 10’a kadar numaralandirilan
aquaporin tipleri tammmlanmis olup, AQP-1,AQP-3 ve AQP-4 peritoneal
membranda gosterilebilmistir (23).

Standart PD soliisyonu olarak kullanilan glikozlu soliisyonlar, peritoneal
kapillerler ile intraperitoneal alanda kristaloid osmotik basing farki olusturarak, kiiciik
porlar ve AQP’ler araciligiyla su transportu gerceklestirirler. Glikoz konsantrasyon farki
nedeniyle hizla absorbe olur ve yaklasik dort saat sonra osmotik basing farki
kayboldugunda ultrafiltrasyon kesilir. Bu noktadan sonra, sivi lenfatikler yoluyla
peritoneal kaviteden absorbe olur ve UF miktar1 azalir. Bu sorun 6zellikle uzun gece
degisimlerinde problem yaratir. Icodextrin gibi isoosmolar makromolekiiler soliisyonlar
ise AQP’leri kullanmadan, kolloid osmotik basingta farklilik olusturarak UF yaparlar.
Icodextrin, glikoz gibi hizla metabolize ve absorbe olmaz. Bu nedenle daha uzun bir
siire (10-12 saat) ultrafiltrasyon yapabilir. Uzun gece bekletmelerinde uygun bir

secimdir (24).

4.3.2. Soliit Transportu:

Peritoneal kapillerden diyalizata soliit transportu baslica diffiizyon ve
konveksiyonla olmaktadir. Onceki ¢alismalarda diffiizyonun daha nemli oldugu ileri
stiriiliirken, sodyum klirensini incelemek i¢in yapilan bir ¢alismada soliit transportunda
konveksiyonun ¢ok daha onemli rolii oldugu gosterilmistir (25). Kapiller duvarlar1 en
onemli transport bariyerini olusturmaktadir. Soliit transportu size-selektif olarak
gerceklesmektedir ve birtakim faktorlere baghdir. Bu faktorler konsantrasyon gradyenti,
molekiil biiytikliigii, peritonun gecirgenlik 6zelligi (porlarin ¢ap1) ve yiizey alani (agik
kapiller ve por sayisi), bekleme siiresi ve soliitiin elektrik yiikii olarak sayilabilir.
Diyalizat dolum voliimiinii veya degisim sayisimi arttirarak, peritoneal soliit klirensi

arttirilabilir. Hipertonik soliisyonlarla ultrafiltrasyon artacagindan uzaklastirilan soliit
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yiikiide artacaktir. Kapiller soliit transportu birtakim porlar iizerinden olmaktadir. Diisiik
molekiil agirlikli soliit transportu 4-6 nm c¢apl porlar araciligl ile olmaktadir. Serum
proteinleri gibi makromolekiillerin gegisi ise 20-40 nm capindaki porlardan olmaktadir
(26,27).

4.3.3.S1v1 Transportu:

Peritoneal diyaliz sirasinda olusan net sivi transportu hidrostatik ve osmotik
basinglar ve lenfatik akim tarafindan belirlenir. Transkapiller ultrafiltrasyon (UF) hizi
peritonun sivi gecirgenligine ve efektif yiizey alanina, hidrostatik, kolloid osmotik ve
kristaloid osmotik basin¢ gradiyentlerine baglidir (Tablo-1). Diyaliz basinda glukozun
konsantrasyon gradienti maksimum diizeyde iken, daha sonra glikozun absorbe
edilmesine bagh gradient giderek azalir. Dort saatlik bir bekleme periyodunda glikozun
ortalama % 66’s1 emilir. Sonug olarak diyaliz basinda maksimum olan UF hizi, diyaliz
sonuna dogru giderek azalir (26,27). Gercek peritoneal UF’nin yaklasik yarisindan
fazlas1 kiiciik capli porlar-aquaporinler sorumludur. Aquaporinler sudyumdan bagimsiz
olarak su transportu yapabilme yetenegine sahiptir. Viicudun bir¢ok yerinde oldugu gibi
peritoneal mezotelyumda ve vaskiiler endotelyumda da bulunur. Eger iyi fonksiyon
gormezlerse, su transportu azalir ve diyalizat sodyumu, sodyum elenmesi daha az

oldugu i¢in nispeten yiikselir (23,28,29).

Tablo 1. Peritoneal diyaliz sirasinda olusan basing grediyentleri

Peritoneal kapiller Peritoneal kavitedeki = Basing

icindeki basinclar  diyalizatin basinclar1  grediyenti

Hidrostatik basing 17 8 (yatar pozisyonda) 9
(mmHg) 20 (ayakta) -3
Kolloid osmeotik basing

26 0.1 -26
(mmHg)
Osmolarite 305 347 (%1.36 glikoz) 42
(mOsm/kg H,0) 486 (%3.86 glikoz) 181
Maksimal kristaloid

%1.36 glikoz 24

osmotik basing
%3.86 glikoz 105
grediyenti (mmHg)
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4.3.4.Sodyumun Eleklenmesi:

Peritoneal membran sodyum ve kloriir gibi elektrik yiiklii soliitlerin gecisini
oldukca kisitlar ve bu soliitlerin hi¢bir zaman Diyalizat/Plazma orani 1 olmaz. Diyaliz
basinda diyalizat sodyum konsantrasyonu once diiser. Bu diisiis hipertonik diyaliz
soliisyonlariyla daha belirgindir. Bekleme siiresinin sonuna dogru diyalizat sodyum
konsantrasyonu bazal degere doner. UF sirasinda suyla beraber sodyum da tasiir fakat
sodyum nakli ekstraseliiler sodyum konsantrasyonuna oranla daha az gerceklesir. Sonug
olarak plazmaya gore hiponatremik ultrafiltrat gerceklesmis olur. Yani plazmadan daha
az sodyum daha fazla su cekilmis olur. Bu olaya “sodyumun eleklenmesi” denmektedir.
Bu yiizden kisa bekleme siireli degisimlerde hipernatremi ortaya cikabilir. Diisiik
sodyumlu diyalizat kullanilmasi, sodyumun eleklenmesini minimal diizeyde tutacaktir.
Ozellikle kisa beklemeli sik degisimlerin yapildig1 aletli periton diyaliz tedavilerinde

ortaya cikabilen hipernatremi bu soliisyonlarla ortadan kaldirilabilir (27).

4.4.Ultrafiltrasyon Yetersizligi:

Ultrafiltrasyon yetersizligi (UFY), periton diyaliz tedavisini sona erdiren en
onemli faktorlerden birisidir ve sikligr yillar icinde artar. UFY ne birinci y1l sonunda %
3, altinc1 y1l sonunda ise % 31 oraninda rastlanmaktadir. Yiiksek glikoz konsantrasyonlu
soliisyonlar kullanilmasina karsin kuru agirliga ve normal kan basincina ulagsamama,
siddetli tuz kisitlamasina karsin semptomlarin devam etmesi, hastane tedavisi veya
hemodiyaliz gerektirmesi, giinde ii¢ veya daha fazla % 3.86 glikoz konsantrasyonlu sivi
kullanilmasina karsin hala sivi dengesi kurulamamasi ve daha objektif bir tanimla 4
saatlik PET testi sonunda % 2.27 dekstrozla 100 ml’den, % 3.86 dekstrozla 400 ml’den
daha az UF yapiliyorsa UFY’nden bahsedilmektedir. UFY’ler ii¢c baslik altinda
incelenebilir (30,31).

4.4.1.Tip I UF Yetersizligi:

Bu hastalarin  peritonlar1  glikoza karst asirn  gecirgendir. Dolayisiyla
diyalizat/serum ozmotik gradiyenti kisa siirede ortadan kalkar ve yeterli UF saglanamaz.
Hastalarin PET sonuglar yiiksek veya yiiksek ortadir. Hastalarin soliit transportlar
oldukca fazla fakat UF’leri diisiiktiir. Peritoneal membranin fizyolojik olmayan periton
diyaliz sivilarina siirekli maruziyeti en onemli faktordiir. SAPD de ortaya ¢ikan yeni

damar olusumlar1 ve damarlarin vazodilatasyonu ya da her ikisi birden efektif peritoneal
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yiizey alami artisina neden olmaktadir. Bu da peritoneal membranin soliitlere karsi
gecirgenligini arttirmakta, neticede UF kaybi1 gelismektedir (36,37). Ek olarak
tekrarlayan peritonitler ve periton membraninda iliremik ortamla iligkili kronik

inflamasyon da UF yetersizligi nedenleri arasindadir (64).

4.4.2.Tip II UF Yetersizligi:

Daha az siklikta gozlenir. UF’daki azalmanin nedeni peritoneal ylizey alaninin
azalmasina baghdir. Bu olgularda peritonun glikoza karsi gecirgenligi normal veya
azalmistir, yani soliit transportlar1 bozulmustur. Olgularin periton biyopsilerinde asir1

skar doku formasyonu ve laparotomide multipl yapisikliklar vardir.

4.4.3.Tip III UF Yetersizligi:
Lenfatiklerin peritondan sivi absorbsiyonunda artis ile birlikte periton
damarlarindaki AQP disfonksiyonununa bagl gelisir. Normal soliit transportuna karsin

UF yetersizligi mevcuttur. Hiperosmolar periton diyaliz sivilar1 UF miktarini arttirmaz.

Neovaskiilarizasyon
Vazodilatasyon te
l
Ffektif yiizey alan artisi Hiperipidemi

l
Soliit gecirgenliginde artis =P Insiilin direnci
(Qikoz) l
Ultrafiltrasyon yetersizigi
l

Inflamasyon == Hipervoleni

Hipertansiyon / \ Kalp yetmezligi

e —

Sekil-1. Periton diyalizinde zamanla meydana gelen fonksiyonel degisiklikler.
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4.5.Peritoneal Fibrozis:

PD swrasinda peritoneal membran komponentlerinde bir takim yapisal
degisiklikler olusmaktadir. Mezotel hiicrelerinde mikrovilliislarin sayis1 azalmakta,
bazen dejeneratif degisiklikler ortaya cikmaktadir. Ayrica mezotel hiicre
metabolizmasinin arttigin1 gosteren diiz endoplazmik retikulumda ve fosfolipid iceren
lameller cisimciklerde artislar olmaktadir. Histokimyasal incelemelerde hiicre zar1 ve
sitoplazmasindaki enzim aktivitelerinde artislar saptanmaktadir. Interstisiyel kollajen
liflerinin dagilim ve depolanmasinda diizensizlikler ortaya ¢ikmakta, ozellikle kollajen
tip III ve VI'nin depolanmasi artmakta ve sonugta interstisiyel fibrozis gelismektedir.
Bu fibrotik siire¢ ilerleyerek, barsaklarin birbirine yapigmasi ve subileusla karakterize
sklerozan  peritonite  doniismektedir. Mikrovaskiiler yatakta ise diyabetik
mikroanjiyopatiye benzer degisiklikler ortaya c¢ikmaktadir. Peritoneal damar sayisi
oldukca artmakta, kapiller duvarda endotel bazal membraninda kalinlasma ve bazal
membranin reduplikasyonu ortaya c¢ikmaktadir. Damar duvarlarinda kollajen tip IV

birikimine bagh fibrotik kalinlagsma ve hyalinozis ortaya ¢ikmaktadir(3-6).

Peritoneal karbonil stres
RKB 1 —-AGE 1
\

PD sivilar1 (RKB) —> <« Uremik serum

Peritoneal hiicreler

| L |

NOS/NOt  VEGF{ FGF 1 TGF-B 1

I ]

Vazodilatasyon Anjiogenezis

| |

Peritoneal yiizey alaninda artis Fibrozis

|

Peritoneal gecirgenlik artis

|

ULTRAFILTRASYON YETERSIZLIiGi

RKB: Reaktif karbonil bilesikleri ~ AGE: Ileri glikoz yikim iiriinleri.

Sekil-2. Periton diyalizinde zamanla ortaya ¢ikan yapisal degisiklikler ve UF

yetersizligi.
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Peritoneal membranda yillar icinde ortaya ¢ikan morfolojik ve fonksiyonel
degisikliklerin nedenleri sunlardir (3-6).
a- PD soliisyonlarinin biyo-uyumlu olmamasi
- Yiiksek glikoz icermeleri (75-200 mmol/L),
- Hipertonik olmalar1 (334-486 mOsm/L),
- Laktat icermeleri
- Diisiik pH (3-5).
b- Uremik ortam.
c- Sik tekrarlayan peritonit ataklari,
d- Biyouyumsuzluk (Siv1 torbalar1 i¢indeki plastik partikiilleri, asetat)
e- Dezenfektanlar (Klorheksidin, povidin iyot)
f- Kateter, bakteriyel filtreler
g- PD dis1 nedenler
h- Sterilizasyon sirasinda olusan glikoz yikim iirtinleri (Aldehitler, glioksal,
furfuraller),
1- Ileri glikoz yikim iiriinleri (Pentozidin),

j- PD siiresi

4.5.1. Peritoneal Fibrozis Gelisiminde TGF-B1’in Rolii:

Peritoneal fibrozisteki degisikliklerinin altinda yatan mekanizmalar tam olarak
anlasilamamakla birlikte, peritoneal fibrozis, mezotelyal hiicreler ve makrofajlardan
sekrete edilen growth faktorler ve sitokinler ile iliskilendirilmistir. Periton diyaliz
soliisyonlarinin kronik irritatif etkisi ve siddetli ya da uzun siireli peritonitlerin, mezotel
hiicrelerini zedeleyerek peritoneal fibrozise neden olan olaylar1 baslattig ileri
stiriilmektedir. Mezotel hiicreleri; fibronektin, laminin, proteoglikanlar gibi ekstraseliiler
matriks makromolekiillerini ve TGF-B1 ve IL-1 gibi fibrogenezden sorumlu sitokinleri
sekrete ederek peritoneal fibrozise sebep olabilir . Ek olarak, siddetli ya da uzun siireli
peritonit, doku makrofajlarinin TGF-B1, platelet-kaynakli growth faktor (PDGF), timor
nekrozis faktor (TNF) ve IL-1 gibi fibrojenik sitokinleri iiretmesine sebep olabilir. Bu
sitokinler, fibroblastlar1 uyararak ekstraseliiler matriks iiretimine neden olmaktadir
(7,8). Fibrotik hastaliklarda, ekstraseliiler matriks birikiminde anahtar bir mediyator
olan TGF-B1’in fibrozis gelismesinde ¢ok sayida farkli etkisi vardir. Bunlar; a)

Kollajenler, fibronektin, proteoglikanlar gibi matriks proteinlerinin sentezinde artig, b)
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Matriks metalloproteinaz ekspresyonunun supresyonu ile matriks proteinlerinin
parcalanmasinda azalma ve plazminojen-aktivator inhibitorlerinin iiretiminde artig, c)
Integrinlerin sentezinde artistir. Fibrozisde, TGF-B1 ekspresyonunda azalma, patolojik
matriks birikimini azaltir. Glomeriilonefritli ratlarda yapilan bir ¢alisgmada TGF-1’in
antikorlarla nétralizasyonu yada dogal TGF-B1 antagonisti olan decorin ile tedaviyle

glomeriiler matriks birikiminin simirlandig1 saptanmistir (32).

4.5.2. Peritoneal Fibroziste Ileri Glikoz Yikim Uriinlerinin Rolii:

Biyo-uyumlu olmayan periton diyaliz soliisyonlar1 ile peritoneal membranin
kronik temasi, ileri glukoz yikim diriinleri (AGE) olusumu ile sonuclanir. AGE’ler,
periton diyalizi hastalarinin damar duvarlari, mezotel ve submezotelyal stromalarinda
immiinhistokimyasal yontemlerle tesbit edilebilir (33,34). AGE birikimi ¢esitli soliitlere
kars1 gecirgenlik artisgina neden olur. Interstisiyel fibrozis ve vaskiiler sklerozisin
derecesi, interstisiyel ve vaskiiler AGE birikimi ile korele bulunmustur (5). AGE’lerin
etki mekanizmas1 ile 1ilgili diger bir mekanizma, AGE’ler, spesifik hiicresel
reseptorlerine baglanarak sinyal transdiiksiyon yolaklarin1 aktive eder ve IL-1, PDGF,
VEGF ve TGF-B gibi sitokin ve biiyiime faktorlerinin sentez ve salinimina, adezyon

molekiilleri ve prokoagiilan faktorlerin olusumuna neden olurlar (35).

4.5.3. Peritoneal Neovaskiilarizasyonda VEGF’in Rolii:

SAPD de ortaya c¢ikan neovaskiilarizasyon ve damarlarin vazodilatasyonu ya da
her ikisi birden efektif peritoneal yiizey alan artisina neden olmaktadir. Boylece
peritoneal membrandaki vaskiiler yiizey alani artigi, ultrafiltrasyon kaybina neden olur
ki, bu, SAPD’den ayrilmanin en ©Onemli nedenidir (36,37). Calismalar, peritoneal
membrandaki vaskiiler degisikliklere VEGF iiretimindeki artisin yol agmis olabilecegini
gostermistir (38). Hem normal hem de patolojik anjiogenezisin diizenlenmesinde
VEGF'in cok onemli bir role sahip oldugu kanitlanmistir. VEGF, ayni zamanda,
vaskiiler permeabiliteyi ve nitrik oksit sentaz iiretimini artirarak vazodilatasyon ve
inflamatuar cevabin baslamasina sebep olur (39). VEGF, peritoneal makrofajlar ve
mezotelyal hiicreler gibi pek ¢ok hiicreden salinir (40,41). VEGF in sekresyonu, bircok
faktor tarafindan diizenlenmektedir. Hipoksi, VEGF ekspresyonunda artisa yol acan
giiclii bir uyarandir. Reaktif oksijen ara iiriinleri, artmis glukoz seviyeleri, glukoz yikim

iiriinleri ve PDGF, TGF-B1, insiilin benzeri bityiime faktorii-1 (IGF-1), TNF-a, IL-1pB ve
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IL-6 gibi cok sayida biiyiime faktorleri ve sitokinler, cok sayida hiicre tipinden VEGF
ortaya ¢ikmasi artirabilir. Bundan bagka, ileri glikozilasyon iiriinlerinin diyabetik

retinopatideki VEGF ekspresyonunu stimiile edebildigi gosterilmistir(42).

4.6. Diyabetik Periton Diyalizi Hastalarinda Insiilin Tedavisi:

SAPD tedavisi uygulayan diyabetik KBY’li hastalarin hiperglisemi kontrolii i¢in
gerekli insiilinleri subkutan veya intraperitoneal yoldan verilebilmektedir.
Intraperitoneal insiilin tedavisi periton diyalizi uygulayan diyabetik hastalar icin en
fizyolojik insiilin tedavisidir. Subkutan insiilin ile karsilastirildiginda esit ya da daha iyi
glisemik kontrol saglar (11, 12)

Diyabetik PD hastalarinda glisemik kontrol, glukozun ve insiilinin IP sabit
infiizyonu ve bunlarin yavas emilimi ile saglanir. IP yolla dengeli bir glukoz-insiilin
uygulamasinin idamesi, teorik olarak daha iyi glukoz tiiketimi, daha fizyolojik insiilin
verilmesi ve her iki maddenin de plazma konsantrasyonlarinda biiyiik dalgalanmalar
olmasinin engellenmesini saglar. IP insiilin kullanilmasiyla, glisemi kontrolii ve
beslenmenin iyilesmesi, hiperinsiilineminin azalmast ve c¢ok sayidaki giinliik
enjeksiyonun ortadan kalkmasi beklenmektedir (11, 12).

Insiilin IP uygulanmas: sonrasi, portal dolasima gecer (endojen insiilinde oldugu
gibi). Buradan karacigere transfer edilir, % 50’si tek-gecis icin reseptOrlere baglanir,
geri kalan1 da sistemik dolasima verilir. Intrahepatik insiilin konsantrasyonu kandaki
aminoasit ve glikoz diizeyine gore ayarlanir. Insiilin, hepatik glikojenolizi,
glukoneogenezis ve ketogenezisi inhibe ederken, glikojen ve yag asidi sentezini artirir.
Ik gegis esnasindaki regiilasyon insiilinin plazma diizeyini etkiler ve hiperinsiilinemiyi
onler. IP insiilin kullanimiyla akut glukoz yiiklemesine kars1, daha diisiik bazal insiilin
degerleri ve daha hizli insiilin salimmmi saglanir. Pek c¢ok c¢alisma sonuglari, SC
enjeksiyonla karsilastirildiginda IP insiilinin daha diisiik plazma glukozu ve periferik
serbest insiilin diizeyi sagladigimi gostermistir. IP insiilin SC insiiline gore daha iyi
emilir, ¢iinkii SC insiilin doku degradasyonu ve yerel varyasyonlar sonucu doku
perfiizyonundaki dalgalanmalardan ve sekestrasyondan etkilenir (43).

Intraperitoneal yoldan verilen insiilin dozu subkutan yoldan verilen dozun
yaklasik 2-3 katidir. Intraperitoneal insiilinin peritoneal membran iizerine olan etkileri

tam olarak bilinmemektedir.
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4.7. Fibrozis Gelisiminde ve Neovaskiilarizasyonda Insiilinin Etkisi:

In vivo ortamda yapilan galismalar, insiilin ve insiilinin homologu olan IGF-1in
VEGF iiretimini artirdigini gostermistir(14). Yine insiilinin tip IV kollajen gen
ekspresyonunu stimiile ettigi ve ekstraseliller matriksi doseyen tip IV kollajen
konsantrasyonunu ve posttranskripsiyonel bir mekanizma ile renal proksimal tiibiiler
hiicrelerden TGF-; tiretimini artirdig1 gosterilmistir(13).

Insiilinin, peritoneal membranda fibrozis gelisiminde kilit rol oynadig: iddia
edilen TGF-B; ve yeni damar olusumlarimi arttirdigi gosterilen VEGF gibi biiyiime
faktorlerinin iiretimini arttirmasi: teorik olarak, insiilinin de peritoneal fibrozis
gelisiminde rolil olabilecegini diisiindiirmektedir. Literatiir taramamizda intraperitoneal
ve subkutan insiilin kullaniminin peritoneal membran yap1 ve fonksiyonlarini inceleyen
caligmalara rastlayamadik.

Biz bu calismada deneysel diyabetik sigan modelinde intraperitoneal ve subkutan

insiilinin peritoneal membran iizerine olan etkilerini incelemeyi amacladik.
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5.GEREC VE YONTEMLER

5.1. Deneklerin Secimi:

Bu calisma Firat Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
(FUTDAM), Deney Hayvami Kullanimi ve Bakimi sertifikasyon programini takiben
gerceklestirildi.

Calisma, 150-250 gr agirhginda, 3-4 aylhik erkek Wistar-Albino sicanlar
kullanilarak  yapilmistir. Sicanlar 4°lii  gruplar halinde polikarbon kafeslerde
barindirildilar. Standart laboratuar diyetiyle beslendiler ve istedikleri kadar su
icmelerine izin verildi. Oda sicakligi 28-30 °C’de tutuldu. Deney siiresince, siganlar,
uygun sekilde 151k almasi saglanan bir ortamda (12’ser saatlik 1sik-karanlik siklusu
icinde) ve iki kez temizlenen kafeslerde barindirildi. Firat Universitesi Hastanesi Etik
Komitesi ¢alisma seklini onayladi. Hayvan yemleri 6zel celik kafeslerde, su ise

paslanmaz celik bilyeli biberonlarda verildi.

5.2. Deney Gruplarimin Olusturulmasi ve Deneysel Uygulamalar:

FUTDAM’dan temin edilen sicanlar randomize olarak sekizerli bes gruba ayrildi.
Kontrol grubuna (K) intakt peritonu gérmek i¢in herhangi bir tedavi uygulanmadi. Geri
kalan 4 gruptaki sicanlara 26 gauge’lik insiilin enjektoriiyle intraperitoneal 60 mg/kg
streptozosin 0.25 ml sitrath tamponda c¢oziindiiriilerek uygulandi. 72 saat sonra 12
saatlik aclik kan sekeri olciildii. Aclik kan sekeri 250 mg/dl’nin {izerinde olan si¢anlar
calismaya alindi. Sigcanlar diyabetik olduktan sonra asagidaki 4 gruba ayrildilar:

1- Diyabetik kontrol grubu (DM-K): Diyabetik peritoneal membran1 gormek igin
incelendi. Herhangi bir tedavi uygulanmadi.

2- Diyabetik + Intraperitoneal ringer laktat grubu (IPRL): Ratlara giinde iki kez
intraperitoneal 20 cc/kg ringer laktat verildi.

3- Diyabetik + Intraperitoneal insiilin + Intraperitoneal ringer laktat grubu (iPl):
Ratlara giinde iki kez intraperitoneal 20 cc/kg RL soliisyonu ve intraperitoneal kristalize
insiilin verildi.

4- Diyabetik + Subkutan Insiilin + Intraperitoneal ringer laktat grubu (SCI):
Ratlara giinde iki kez intraperitoneal 20 cc/kg RL soliisyonu ve subkutan kristalize
insiilin verildi.

Gruplarin iki giinde bir kan sekerleri olciildii. Insiilin uygulanan gruplarin aclik

kan sekerleri 200 mg/dl’nin altinda olacak sekilde insiilin dozlar1 ayarlanmaya calisildi.
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Subkutan insiilin uygulanan gruplarin ortalama 3 U, intraperitoneal insiilin uygulanan
gruplarin ise ortalama 9 U insiilin ihtiyac1 oldu. Subkutan insiilinler 26 gauge’lik insiilin
ignesiyle yapildi. Intraperitoneal insiilinler peritoneal kavite iginde iyice dagilmasi icin
RL soliisyonlarma katilarak verildi. Intraperitoneal enjeksiyonlar, peritoneal membrani
fazla tahris etmemek i¢in 26 gauge’luk insiilin ignesiyle her seferinde sag alt kadrandan

yapildi.

5.3. PET Testi Yapilmasi ve Orneklerin Alinmasi:

Iki ay sonra bir saatlik peritoneal esitleme testi (PET testi) yapildi. Sicanlara 20
ml 37°C sicaklikta %2.27’lik PD soliisyonu yavas olarak intraperitoneal verildi.
Enjeksiyondan sonra sicanlar tekrar kafeslerine kondu ve istedikleri kadar su i¢melerine
izin verildi. Intraperitoneal enjeksiyondan sonraki 55. dakikada 60 mg/kg’dan
intramiiskiiler ketamin uygulandi. Sicanlar tamamen bayildiktan sonra, orta hat
insizyonuyla, kisaltilmig PD kateteri yerlestirildi. Kateter etrafindan disariya diyalizat
sizmasina izin verilmedi. PD kateteri yardimiyla diyalizat bosaltildi. Kardiyak
ponksiyonla sicanlarin kanlar1 alindi. Daha sonra batin acilarak sivi kalip kalmadigina
bakildi, kalan sivilar enjektor yardimiyla bosaltilarak miktar tayini yapildi. Patolojik
inceleme icin, enjeksiyon yapilmayan bir bolgeden pariyetal periton ve karaciger

tizerinden visseral periton ornekleri alindi.

5.4. Kan ve Diyalizat Orneklerinin Calisiimas::

Ependorf tiipleri icinde -20°C’de bekletilen 6rnekler oda 1sisinda ¢oziindiiriildi.
Diyalizattan iire, glikoz ve protein tayini kandan ise sadece iire ve glikoz bakildi. Ure,
glikoz ve protein tayini standart laboratuar yontemleriyle yapildi. Verilen siv1 ile geri
alinan siv1 farki net ultrafiltrasyon olarak ol¢iildii. Diyalizat/plazma iire ve D1/Dy glikoz
(Do; PET testinde kullanilan PD s1visinin peritona verilmeden 6nceki glikoz miktari, Dy;

geri alian diyalizatin glikoz miktar1) oranlar1 hesaplanda.

5.5. Doku Orneklerinin Histopatolojik incelenmesi:

Histopatolojik inceleme Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Patoloji
ABD"da bu konuda uzman patolog tarafindan yapildi. Periton ornekleri once %10’luk
formaline kondu, daha sonra parafin kaliplara alinarak 4 mikron kalinliginda kesildi.
Preparatlar hemotoksilen-eozin boyasiyla boyandi. Ornekler aynmi patolog tarafindan

151k mikroskobunda incelendi. Periton membrani, histolojik olarak periton kalinligi,
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inflamatuar hiicre infiltrasyonu, fibroblastik aktivite ve yeni damar olusumlarini
degerlendirmek icin incelendi. Peritoneal membran kalinliklari i¢in on farkli bolgeden
Olciim yapilarak ortalamalari alindi. Mononiikleer hiicre infiltrasyonu, 6rnekler 1sik
mikroskopu ile 400’liik biiyiitmede 10 alan sayilip ortalamalar1 alinarak degerlendirildi.
Fibrozis gelisimi 0’dan (hi¢ yok) 3’e (asir1 fibroblastik aktivite) kadar semikantitatif
olarak derecelendirildi ve on alan sayilip ortalamalar1 alindi. Yeni damar olusumlari
immiinhistokimyasal VEGF boyasiyla (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA),
her bir peritoneal membran 151k mikroskobunda 400’liikk biiyiitmede 10 alan sayilip

ortalamasi alinarak degerlendirildi.

5.6. istatistiksel Analiz:

Calismada elde edilen veriler ortalamatstandart sapma olarak gosterildi.
Istatistiklerin hazirlanmasinda SPSS 11.00 bilgisayar paket istatistik programi (SPSS
Inc. Software Chicago, IL, USA) kullamldi. Bagimsiz gruplarda, gruplar arasi fark
Kruskal Wallis testi ile, gruplar arasi farkin anlamliligi ise Mann-Whitney U testi ile
degerlendirildi. P<0.05 anlamli olarak kabul edildi.
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6.SONUCLAR

Calisma sonunda elde edilen peritoneal membranin fonksiyonel ve histolojik

bulgular1 Tablo 2 ve Tablo 3’te gosterilmektedir.

Tablo 2. Calisma gruplarinda peritoneal membranin fonksiyonel bulgulari.

K DMK IPRL iPi SCi
n=8 n=7 n=8 n=8 n=8
AKS 8848.0  485+862°  444+103.9°  1784239%°  209+18,0%"¢
(mg/dl)

D/P iire 0,44+0,04  0,57+0,05*  0,59+0,07°  0,62+0,04"" 0,60+0,06"

Dy/Dy 0,53£0,03  0,5120,05 0,49+0,04 0,45£0,02°  0,42+0,02*¢
glikoz
Diyalizat
protein 1,5+0,3 2,7+0,5° 1,940,3* 2,4+0,7° 2,240,5°
(g/L)
UF (ml) 5,4+0.9 1,240,9° 1,3+0,8" 2,3+0,5%° 4,1+1,4%¢

% kontrol grubuna gore p<0.001.

®. insiilin verilmeyen diyabetik gruplara gore p<0.001.
¢, intraperitoneal insiilin grubuna gére p<0.001.

% intraperitoneal insiilin grubuna gore p<0.05.

6.1. Deneysel Diyabet ve Uygulanan Farkh Tedavi Stratejilerinin Peritoneal
Membran Fonksiyonlar1 Uzerine Etkileri:

DMK ve IPRL gruplarinin plazma aclik glikoz diizeyleri diger gruplardan anlamli
olarak yiiksekti (p<0.001). IPi ve SCI gruplarinin glikoz diizeyleri kontrol grubundan
anlaml olarak yiiksekti (p<0.001). Ayrica IP insiilin uygulanan grupta SC insiilin
uygulanan gruba gore anlamli olarak daha iyi glisemik kontrol saglanmist1 (p<0.00).

DMK ve IPRL grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda, D/P iire oramindaki
artis anlamh (p<0.001), fakat D;/Dy glikoz oranindaki azalma anlamli degildi (p>0.05).
Bununla birlikte, DMK ve IPRL gurubunda UF miktar1, kontrol grubuna gore anlamli
olarak azalmis saptandi ( K: 5,4+0,9, DM-K: 1,2+0,9, p<0.001). DMK ve [PRL
grubunda, diyalizatla protein kaybi da kontrol grubuna gore anlamli olarak daha

fazlaydi (p<0.001).
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DMK grubu ile IPRL grubu karsilastirildiginda, her iki grup arasinda kan sekeri
diizeyleri, UF miktari, D/P iire artis1 ve D1/Dy glikoz oraninda azalma yoniinden anlamli
fark yoktu (p>0.05). Diyalizatla protein kaybi ise DMK grubunda DM-IPRL grubuna
gore anlamli olarak artmis olarak saptandi (p<0.001).

IPI ve SCI gruplarinda, kontrol grubuna gore, D/P iire oraninda artis, D1/D, glikoz
oraninda azalma ve diyalizatla protein kaybinda anlamli farkliliklar saptand: (p<0.01),
fakat UF miktarindaki azalma IPI grubunda anlamliyken, SCI grubunda anlamli
degildi. IPI grubunda, DMK grubuna gore D/P iire oran1 artist ve D/Dy glikoz orani
azalmas1 anlamliydi (p< 0.001). UF miktari, DMK grubunda IPI grubundan anlamli
olarak daha azd1 (p<0,001). iki grup arasinda diyalizatla protein kayb: acisindan anlaml
fark yoktu. SCI grubunda, DMK grubuna gore D/P iire orani arasindaki fark anlaml
degildi fakat D/Dy glikoz oram1 SCI grubunda anlamli olarak azalmist1 (p<0.001). UF
miktar1 ve diyalizatla protein kaybi, DMK gurubunda SCI grubuna gore anlamli olarak
azalmis bulundu (Sirasiyla, p<0.001, p<0.01)

IPi grubuyla SCI grubu karsilastirildiginda, D/P iire oram arasindaki fark anlamli
degilken, D/Dy glikoz oram1 SCI grubunda anlamli olarak azalmist1 (p<0.001). SCI
grubunda, IPI grubunun yaklagik iki kat1 UF yapilmist1 (SCI: 4.1+1.4 ml, IPI: 2.3+0.5
ml ve p<0.001). Diyalizatla protein kaybi arasinda iki grup arasinda anlamli bir farklilik
yoktu (p>0.05).
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Sekil 3. Deney gruplarinin ortalama aglik plazma glikoz seviyeleri, UF miktarlari,

D1/DO0 glikoz ve D/P iire degerleri.
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Tablo 3. Calisma gruplarinda peritoneal membranin histopatolojik 6zellikleri.

K DMK iPRL iPi SCi

n=8 n=7 n=8 n=8 n=8

Kalnhk (um) 44,05  632429° 949420 1353475 89 4%17%>¢

Fibrozis* 0 1.57+0,5*°  2.37+0.7*%  1,0040.8*¢  0.50+0,1°

Yeni damar b ab ab
0,07+0,1  0,53+0,7  2,07£1,3* 3,58+2,5% 1,21+0,5>¢
olusumu*

inflamasyon*  0,16£0,1  2,05+0,3* 3,03+0,3*"  1,13x0,2**  0,7240,2*"¢

% kontrol grubuna gore p<0.001.

®. diyabetik kontrol grubuna gore p<0.001.

¢, intraperitoneal insiilin grubuna goére p<0.01.

%, diyabetik kontrol grubuna gére p<0.01.

°; intraperitoneal insiilin grubuna goére p<0.05.

*; Her kesit 151k mikroskobunda 400’liik biiyiitmede on alan sayilarak ortalamasi alinmigtir.

6.2. Deneysel Diyabet ve Uygulanan Farkh Tedavi Stratejilerinin Peritoneal
Membranin Histolojik Yapis1 Uzerine Etkileri:

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, diger tiim gruplarda, peritoneal membran
kalinliginda ve inflamatuar hiicre infiltrasyonunda anlamli artis saptandi (p<0.001).
IPRL ve IPI gruplarinda peritoneal fibroblastik aktivite ve yeni damar olusumunda da
kontrol grubuna gore anlamh artis vardi (p<0.001). Kontrol grubuna goére, DMK
grubunda yeni damar olusumu, SCI grubunda da fibroblastik aktivite acisindan anlamli
farklilik yoktu.

[PRL grubunda, periton membran kalinligi, fibroblastik aktivite, yeni damar
olusumu ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu, DMK grubundan anlamh olarak fazlaydi
(p<0.001).

Insiilin uygulanan her iki grupta da, DMK grubuna gore, peritoneal membran
kalinlig1 ve yeni damar olusumu anlamli olarak artmis bulundu (p<0.001). Fibroblastik
aktivite ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu ise insiilin uygulanan gruplarda DMK
grubuna gore anlamli olarak artmis bulundu (p<0.01).

IPi grubunda, SCI grubuna gore peritoneal membran kalinligi, inflamatuar hiicre
infiltrasyonu, yeni damar olusumu ve fibroblastik aktivite anlamli olarak artmis bulundu

(p<0.05).
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Sekil 4. Deney gruplarinda, diyabet ve insiilin uygulama yollarinin peritoneal

membran kalinlagmasi, inflamasyon, fibrozis ve yeni damar olusumuna etkisi.
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Sekil 5: a- Kontrol grubu: periton membrani, periton kaslari iizerinde ince bir tabaka
halinde uzanmakta, b- Diyabetik kontrol grubu: peritoneal membran kontrol grubuna gore
artmus, yer yer inflamatur hiicreler ve fibroblastlar mevcut, ¢- IPRL grubu: peritoneal membran
kalinhi@: artmis, yaygin inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve fibroblastlar icermekte, d- IPI grubu:
peritoneal membran kalinlig1 diyabetik ve subkutan insiilin kullanilan gruplardan daha kalin.
Inflamasyon ve fibroblast aktivasyonu subkutan insiilin grubundan daha fazla, e- SCI grubu:
peritoneal membran kalinlig1 diyabetik gruplardan daha az olmamakla birlikte, inflamatuar
hiicreler nadir, fibroblastik aktivite azalmus. Intraperitoneal insiilin grubuna gore belirgin bir

iyilik mevcut. (Biiylitme X400, Hematoksilen-Eozin.)

37



Sekil 6: a- Kontrol grubu: normal peritoneal membran, b- Diyabetik kontrol grubu:
VEGF antikoru ile boyanan, yer yer yeni damar olusumlari, ¢- IPRL grubu: yeni damar
olusumlar1 biraz daha belirgin, d- IPI grubu: peritoneal membranda yaygin yeni damar
olusumlar1 mevcut. e- SCI grubu: yeni damar olusumlari insiilin kullanilmayan diyabetik
gruplardan biraz daha fazla fakat intraperitoneal gruba gore belirgin bir sekilde az. (Biiyiitme

X400, monoklonal anti-VEGF antikor.)
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7.TARTISMA

Calisma sonuglarimiz, diyabetik hastalarda gelisen peritoneal degisikliklerin
onlenmesinde glisemik kontroliin ©Onemini gostermektedir. Glisemik kontroliin
saglanmasi i¢in, insiilinin hangi yolla uygulanmasi gerektigi konusu tartismalidir. Daha
once yapilan calismalar, insiilin uygulama yollarin1 metabolik parametreler acisindan
degerlendirmislerdir. Khanna ve arkadaslar1 (11) ile Selam ve arkadaslart (12) yaptiklar
calismada IP insiilin uygulanmasinin, SC insiiline gore daha iyi glisemik kontrol
saglamasi, hiperinsiilinemiyi azaltmasi ve daha iyi beslenme saglamasi gibi avantajlari
oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢aligmalara gore, insiilinin IP yolla verilmesi daha dengeli
bir glikoz-insiilin orani, daha iyi glikoz tiiketimi ve her iki maddenin de daha stabil
plazma konsantrasyonlarina ulasmasini saglar. Bizim ¢alismamizda da IP insiilinle SC
insiilinden daha iyi glisemik kontrol elde edildi, fakat SC verilen insiilin dozunun
arttirlmasiyla bu dezavantaj giderilebilir gibi goriinmektedir. IP insiilinin, glisemik
kontrolii ve periferik hiperinsiilinemiyi diizeltici etkilerine karsin, serum lipid profili
tizerine LDL-kolesterol ve LDL/HDL kolesterol oraninda artis, HDL-kolesterolde
azalma gibi olumsuz etkileri oldugunu bildiren yayinlar da vardir (44). Lipid profili
tizerine olan bu olumsuz etkinin, ateroskleroza baglh kardiyak hastaliklarla iliskisi
tartigma konusu olmayi siirdiirmektedir. IP ve SC insiilinin peritoneal membranin yapi
ve fonksiyonlar1 {izerine etkilerini incelemeyi amagladigimiz bu calismada, biz, SC
insiilinin diyabetiklerde gelisen peritoneal membran degisikliklerini Onlemede daha
etkili oldugunu gozlemledik.

Periton diyalizi, diyabetli hastalarda hemodiyalize alternatif bir renal replasman
tedavisi yontemidir. Diyabetik hastalarda diyaliz yonteminin secimi zordur ve bu
hastalarin diyabetik olmayanlara gore genelde daha diisiik sagkalim oranina sahip
oldugu (45) ve ayrica uygulanan diyaliz tekniginin de daha kisa 6miirlii oldugu hesaba
katilmalidir (46). Diyabetin biitiin formlari, endotelyal disfonksiyon ve mikrovaskiiler
gecirgenlik artisin1 da iceren mikrovaskiiler degisiklikler ve vaskiiler proliferasyon ile
karakterizedir (47). Diyabetle iliskili mikrovaskiiler degisikliklerden sorumlu
mekanizmalar, ileri glikoz yikim fdirlinlerinin birikmesi, VEGF gibi biiyiime
faktorlerinin saliverilmesi ve nitrik oksit yolagimin degismesidir (47,48). Diyabetik
hastalar ve hayvan modelleriyle yapilan calismalar, PD’nde zamanla peritoneal
membranda olusan  degisikliklerin  patofizyolojik mekanizmasiyla, diyabetik

komplikasyonlara neden olan patofizyolojik mekanizmanin ayni oldugunu gostermistir
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(46,49-51). Diabetes mellituslu hastalarin serum proteinleri ve c¢esitli doku
proteinlerinde ileri glikoz yikim {iriinleri birikiminin, diyabetik komplikasyonlarin
patogenezinde rol oynadigi One siiriilmektedir (52-55). Kronik bobrek yetmezlikli
hastalarda da, iiremik ortamin sebep oldugu oksidatif stresden dolay1 ileri glikoz yikim
iiriinleri olustugu gosterilmistir (56). Uremik hastalarda, radial arter ve renal vaskiiler
yapilarda ileri glikoz yikim tiriinleri birikimi saptanmustir (57).

Diyabetin peritoneal membran iizerine etkilerini inceleyen farkli caligmalar
celigkili sonuclar icermektedir. Diyabetik hastalarda, peritoneal membranda diyabetik
olmayanlara gore iire (58) ve kreatinin (58-60) gibi soliitlere kars1 ge¢irgenligin arttigini
ve daha diisiik transkapiller UF (61) gerceklestigini bildiren caligmalar mevcuttur.
Bununla birlikte, soliit transportu ve UF miktarinda degisiklik olusmadigini bildiren
yayinlar da mevcuttur (62,63). Stoenoiu ve arkadaslarinin (58) diyabetik si¢anlarda
yaptig1 calisma diyabetin peritoneal membranda yaptig1 degisiklikleri gozler Oniine
sermistir. Bu calismada, diyabetik sicanlarin peritoneal membran kapillerinde
endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) aktivitesinin ve vaskiiler proliferasyonun arttigi
gosterilmigtir. Yine bu c¢alismada damar duvarlarinda ileri glikoz yikim {iiriinlerinin
birikimi saptanmustir.

Bizim caligmamizda, intraperitoneal veya subkutan insiilin kullandigimiz
sicanlarda, tedavi edilmeyen diyabetik si¢anlara oranla UF miktarinda artis gerceklesti.
UF miktarindaki bu artis 6zellikle subkutan insiilin uygulanan grupta oldukca belirgindi.
Yine subkutan insiilin grubunda, peritoneal membran kalinligi, fibroblastik aktivite,
yeni damar olusumu ve inflamasyonda intraperitoneal insiilin grubundan daha azdi.

Intraperitoneal insiilinin peritoneal membranda neden oldugu degisiklikler,
insiilinin TGF-B;(13) ve VEGF(14) sentezini artirmasiyla agiklanabilir. Daha ©Once
yapilan c¢alismalar, uzun siireli periton diyalizi sonucunda, peritoneal membranda
ilerleyici fonksiyonel ve yapisal degisiklikler gelistigini ortaya koymustur (64). Periton
membraninda meydana gelen degisiklikler, interstisiyel fibrozis, mezotel hiicrelerinde
soyulma, diyabetik mikroanjiyopatiye benzer vaskiiler degisiklikler, vazodilatasyon ve
neovaskiilarizasyondur (3,42). Bu degisikliklerin sebebi olarak, mezotel hiicreleri ve
makrofajlar tarafindan biiyiime faktorleri ve sitokin iiretimi ile oksidatif stres ileri
stiriilmiistiir (7,65-67). Bu faktorlerden anahtar rol oynadig: diisiiniilenler TGF-f; ve
VEGF dir (68,69).

Peritoneal TGF-f; sentezini artiran faktorler olarak anjiotensin II, hipoksi, yiiksek

glikoz diizeyi, otoantikorlar, immiin kompleksler, ileri glikoz yikim {iriinleri, PDGF,
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TGF-B;’in kendisi, bFGF ve mezengial hiicre gerilmesi sayilabilir (70) TGF-B;
fibrozisin baslamasi ve ilerlemesine katkida bulunan birtakim 6zelliklere sahiptir(4).

a- TGF-B; uyarisiyla hizli bir sekilde fibronektin, tip I ve tip III kollajen gibi
ekstraseliiler matriks proteinlerinin sentezi artar. Bunlarin yan1 sira normalde
ekstraseliiler matrikste bulunmayan fibronektin, tenaskin ve PAI-1 gibi yeni
proteinlerde sentezlenir. Plazminojen/plazmin proteaz sistemi ekstraseliiler
matriksin yikimi ve remodelinginde anahtar rolii oynamaktadir. TGF-;
hasarl1 bolgelerde PAI-1’in sentezini arttirarak plazminin yapimini tamamen
durdurur.

b- Matriks metalloproteinaz doku inhibitérii ve PAI-1 gibi proteaz
inhibitorlerinin {iretimini arttirarak, ekstraseliiler matriks proteinlerinin
birikimine katkida bulunur.

c- TGF-B; aym zamanda hiicre yiizeyinde integrin adi1 verilen ESM protein
reseptorlerinin  sayisim1  arttirt. Bu reseptor sistemi kollajen tip-1 ve
fibronektini baglayarak onlarin sentezinin daha da artmasina neden olur.

Morrisey ve arkadaslari, renal proksimal tubuluste TGF-B; iizerine insiilinin
etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, insiilinin TGF-f; sentezini arttirdigin1 gosterdiler.
Bu calismada, hiicrelerin insiilinle stimiile edildiklerinde, tip IV mRNA ekspresyonu ve
ekstraseliiler matriks birikimine neden olduklar1 gosterildi. TGF-; blokan antikorlarin
varliginda ise insiilinin bu etkisi ortadan kalkmaktaydi. Insiilin, etkisini, diisiik dozlarda
kullanildiginda insiilin reseptorleri, yiiksek dozlarda kullanildiginda ise insiilin
reseptorleriyle birlikte, IGF-1 reseptorleri gibi diger reseptorleri de etkileyerek
gostermekteydi. Insiilinin TGF-B; sentezini artirict etkisinin IGF-1 reseptorleri
araciligiyla oldugu Morrisey ve arkadaslarinin yaptigi bu calismada gosterilmistir.
Insiilin ve IGF-1 reseptorii arasinda, postreseptor sinyal yolaklarinda cok biiyiik
benzerlikler vardir. Bu ligandlarin etkileri, reseptorlerinin hiicre disindaki etki
bolgelerine baglanmalariyla baglatilir ve bunun pesinden hiicre i¢i tirozin kinaz aktive
olur. Tirozin kinazin aktive olmasi, reseptoriin otofosforilasyonu ve Ras ve fosfatidil
inozitol-3 (PI-3) kinaz’1n aktivasyonuna yol acar. Serine / threonine protein kinazlardan
birinin aktivasyonuyla da mitogen-aktive edici kinaz (MAP/ERK kinaz) kaskadi,
protein kinaz B ve 70- kd ribozomal S6 protein kinaz (p70 S6 kinaz) aktive olur.
Bunlardan PI-3 kinaz ve p70 S6 kinaz TGF-B; sentezini arttirir ( 13).

Peritoneal membranda gelisen vaskiiler degisikliklerden VEGF iiretiminin artisi

sorumlu tutulmaktadir (71). Peritoneal mikrovaskiiler yapisal degisiklikler bazal
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membranda kalinlasma ve reduplikasyon ve yeni damar olusumudur (neoanjiogenez)
(72-74). Bu vaskiiler degisiklikler, diyabette goriilen mikrovaskiiler anormalliklere
benzer. Erken diyabetik mikrovaskiiler degisikliklerin iyi bilinen iki 0zelligi, biiyiik
molekiillere kars1 gecirgenlik artis1 ve neoanjiogenezdir (36,37). Plazma proteinlerinin,
endotelden anormal gecgisi ve bazal membranda birikmesi, diyabetik
mikroanjiyopatideki tipik bazal membran kalinlasmasinin sebebi gibi diisiiniilmektedir.
Bu konudaki diger bir mekanizma da, matriks proteinlerinin sentezinde artis ve
yikilmasinda azalmanin rol alabilecegi seklindedir (38). Anjiogenez, embriyonik
vaskiiler gelisim ve farklilagsma, yara iyilesmesi ve organ rejenerasyonu gibi ¢cok sayida
biyolojik siirecin 6nemli bir komponentidir (75). Fakat bir cok hastalik diizensiz,
patolojik anjiogenezle seyreder. Artritlerde yeni olusan kapiller kan damarlar1 invazyon
yoluyla kartilaji zedeleyebilir (76). Yine tiimor biiylimesi ve metastaz olugsmasi da
neoanjiogenezise bagimlidir (77,78). Anjiogenezle iliskili oldugu bilinen, TGF-;, TNF
ve bFGF gibi ¢esitli biiylime faktorleri vardir. Fakat bunlarin anjiogenezi dolayli olarak
etkiledigine inanilir (71,79). VEGF ise fizyolojik ve patolojik anjiogenezde ¢ok dnemli
bir rol oynar (39,80).

VEGEF, endotelyal hiicre gecirgenligini ¢arpici bir sekilde artirir. Simdiye kadar
tanimlanmis, en potent endotelyal gegirgenlik artirict ajanlardan biridir (41). VEGF, in
vivo ortamda, kapiller formasyonu stimiile eden ve endotelyal hiicrelere karsi direk
mitojenik aktiviteye sahip olan potent bir anjiogenik faktordiir (81,82). VEGF bir cok
hiicre tipi tarafindan sekrete edilir ve ekspresyonu bir kisim biiyiime faktorleri ve
sitokinlerce diizenlenir. IL-1 (82), PDGF ve TGF-B (83) diiz kas hiicreleri tarafindan
VEGEF iiretimini stimiile edebilirler.

Yapilan pek ¢ok calismada, insiilin ve IGF-1’in farkli hiicre sistemlerinde VEGF
mRNA ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir (84-86). Miele ve arkadaslari, insiilin ve
IGF-1 ile VEGF indiiksiyonunun PI-3 kinaz/ protein kinaz-B ve mitojen aktive edici
protein kinaz yolagiyla oldugunu gosterdiler (14).

Calismamizda, ozellikle intraperitoneal insiilin verilen grupta olmak iizere
peritoneal membranda yeni damar olusumlarinin artmis olarak saptanmasi, insiilinin
VEGF sentezini artirict etkisini ve VEGF’in giiclii anjiogenik 6zelligini bildiren
caligsmalar: destekler niteliktedir.

Intraperitoneal insiilin kullanilan grupta periton membraninda yapisal ve
fonksiyonel degisikliklerin subkutan insiilin kullanilan gruba gore daha fazla olmasi,

intraperitoneal insiilinin lokal olarak peritoneal membranda TGF-; ve VEGF sentezini
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subkutan insiiline oranla daha fazla arttirmis olmasindan kaynaklanmis olabilir. Ayrica
intraperitoneal grupta, subkutan gruba gore daha yiiksek dozda (intraperitoneal grupta 9
U, subkutan gurubta 3 U) insiilin verilmesi de bu degisikliklere katkida bulunmus
olabilir.

Honda ve arkadaslari (5), UF yetmezlikli CAPD hastalarinin peritoneal
damarlarinda ileri glikoz yikim iriinleri birikimini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda,
hastalarin peritoneal interstisyumunda genis bir alanda ileri glikoz yikim {iriinleri
biriktigini ve interstisiyel fibrozisin derecesi ile birikim arasinda pozitif korelasyon
oldugunu tesbit etmislerdir. Ileri glikoz yikim iiriinleri birikimi, peritoneal damarlardan
sadece sklerotik olanlarda gosterilmis ve damarlardaki sklerozun derecesi ile ileri glikoz
yikim triinleri birikiminin yayginlig1 arasinda pozitif korelasyon oldugu gosterilmistir.
Ayrica interstisiyel fibrozis ve peritoneal vaskiiler sklerozun siddeti ile UF miktar1
arasinda negatif korelasyon tesbit edilmistir. Bu sonuglar, interstisiyel fibrozis
gelisiminde ileri glikoz ykim iirtinleri birikiminin rolii oldugunu diisiindiirmektedir.
Stoenoiu ve arkadaglarinin (58) calismasinda, diyabetik sicanlarda alti hafta sonunda,
saglikli kontrol grubuna gore peritoneal kapiller ve vaskiiler duvarlarda carboxy methyl
lysine birikimi olusmustu. Ayrica, bu calismada yavag salinimli insiilin implantlariyla
kronik insiilin tedavisi sonucu bu birikimin 6nlendigi gosterilmisti.

Bizim ¢alismamizda da, dzellikle subkutan grupta olmak iizere, insiilin kullanilan
gruplarda diyabetik gruba gore daha fazla UF elde etmemizin olasi sebeplerinden biri de
insiilinin peritoneal membranda ileri glikoz yikim iiriinleri birikimini Onleyici etkisi
olabilir.

Peritoneal membrandan kiiciik molekiil agirlikli soliitlerin transport orani, esas
olarak, efektif peritoneal yiizey alanina baglidir (63). Klinik ve deneysel caligmalar,
efektif peritoneal yiizey alani artisiyla kiiciik molekiil agirlikli soliitlerin arttigim1 ve
nihayetinde UF yetersizligi gelistigini gostermistir (87,88). Calismalardan elde edilen
deliller sonucunda, VEGF gibi biiyiime faktorlerinin, IL-6 gibi sitokinler ve endotelyal
hiicrelerden nitrik oksit (NO) salinmasinin, peritoneal membranda gegirgenlik ve
vaskiiler dansitenin diizenlenmesinde merkezi rol oynadiklar1 kabul edilir (63,87-89).
VEGEF ekspresyonunun diizenlenmesi, c¢esitli hormonlar, biiyiime faktorleri ve IL-6 gibi
sitokinlere baglidir (39). VEGF, insan peritoneal membraninda ekspresse edilebilir ve
diyalizattaki fazlaligi, peritoneal membran gecirgenligi ve UF kaybi ile direk olarak
korele bulunmustur (66,67). IL-6 vaskiiler permeabiliteyi arttiran ve c-reaktif protein

gibi akut faz yanit1 iiretimini stimiile eden 6nemli bir inflamasyon mediatoriidiir (90).
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IL-6 ve soliibl reseptoriiniin akut ve kronik inflamasyonda anahtar bir rol oynadig1 ileri
siiriilmektedir (91,92). Peritoneal membranda ki cesitli hiicreler IL-6 sekrete eder (93).
IL-6’min plazma ve diyalizat konsantrasyonu artmis peritoneal soliit transport orani ile
iligkili bulunmustur (94). Tiim bu c¢aligmalar peritondaki kronik inflamasyonun, UF
miktari ile iligkisini gozler 6niine sermektedir.

Peritoneal fibrozis gelisiminde rolii oldugu savunulan faktorlerden biri de
inflamatuar sitokinlerden biri olan IL-1p’dir. IL-1B’nin fibroblastlardan kollajen tip 1,
mezotel hiicrelerinden ise kollajen tip 1’in yan1 sira fibronektin gibi ESM proteinlerinin
sentezini arttirdig ileri siiriilmektedir (7). Peritoneal fibrozise baglhh UF yetmezligi olan
hastalarda, olmayanlara gore IL-1P diizeyinin cok daha fazla oldugu saptanmustir.
Peritonit ataklar1 ve biyo-uyumlu olmayan diyaliz sivilari, makrofaj ve mezotel
hiicrelerini uyararak IL-1B sentezini arttirmaktadir (95). IL-1B ayrica TGF-B; sentezini
de arttirmaktadir. Yapilan bir calismada, IL-1B uyarisiyla TGF-B; ve ESM sentezinin
arttigi, ortama anti TGF-B; antikoru eklenmesiyle de fibrozisin kismen geriledigi
goriilmiistiir (75). Bu bulgular peritoneal fibrozis gelismesinde, IL-1’min TGF-p,
sentezini arttirict  etkisi disinda rolii oldugunu ortaya koymaktadir. Bizim
sonuglarimizda da, peritoneal inflamatuar hiicre infiltrasyonunun fazla oldugu, insiilinle
tedavi edilmeyen diyabetik guruplarda, tedavi edilen guruplardan daha az UF miktarlar
elde edildi.

Standart periton diyaliz soliisyonlarinin, peritoneal degisiklik gelismesinde rolii
olduguna dair, giderek artan deliller mevcuttur. Endotelyal ve mezotelyal hiicrelerin
yiiksek glikoz igerikli sivilara maruziyeti, VEGF (96,97) ve TGF-f (98,99)
ekspresyonunu artirmaktadir. Peritoneal membranin yiiksek glikoz konsantrasyonuna, in
vivo kronik maruziyeti, sirasiyla VEGF ve TGF-f; araciligiyla mikrovaskiiler
proliferasyon ve submezotelyal fibrozise neden olur (50,100). Glikozun sicak
sterilizasyonu ve periton diyaliz sivilarimin depolanmast sirasinda, formaldehit,
asetaldehit, glyoxal, methylglyoxal, 3-deoxyglucosone ve 3,4-dideoxyglucosone-3-ene
gibi glikoz degradasyon iiriinleri olusur (101). Methylglyoxal peritoneal mezotelyal ve
endotelyal hiicreler tarafindan VEGF sentezini stimiile eder. Bu glikoz yikim
irtinlerinin, peritoneal membranda vaskiiler proliferasyona katkida bulundugunu
gosterir (102). Glikoz ve methylglyoxal, glyoxal ve 3-deoxyglucosone gibi reaktif
karbonil bilesikleri protein ya da lipidlerin serbest amino guruplarim1 non-enzimatik
olarak baglar ve geri doniisiimsiiz ileri glikoz yikim iiriinleri olusur. Ileri glikoz yikim

irtinleri, in vitro ortamda birkag hiicre tipinden VEGF ekspresyonuna katkida bulunur
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(103,104). Ileri glikoz yikim iiriinlerinin makrofaj kemotaksisini ve TNF-a, IL-1 ve
PDGEF saliverilmesini arttirdigi ileri siiriilmektedir (105,106). Bu mediyatorler, vaskiiler
diiz kas hiicrelerinde ekstraseliiler matriks komponentlerini aktive ederek, vaskiiler
duvarlarda siddetli fibrozise yol acar. Ileri glikoz yikim iiriinleri, tip IV kollajen (107)
ve laminin (108) gibi bazal membran bilesenlerinde fonksiyonel ve yapisal
degisiklikleri indiikleyerek, etkilenen kiiciik damarlarda gegirgenlik artigina yol acabilir.
Ayrica bazal membran bilesenlerinde ileri glikoz yikim {iirtinlerinin yaptig1 degisiklikler
sonucu, endotel kaynakli potent bir vazodilator ve proliferasyon onleyici faktor olan
endotelyal NO inaktive edilebilir ve bu da diyabetik hastalarda vaskiiler ve renal hasarin
ilerlemesine sebep olur (109).

Bizim ¢alismamizda, diyabetik si¢anlardan intraperitoneal ringer laktat uygulanan
gurupta peritoneal morfolojik degisiklikler diyabetik kontrol gurubuna gore daha
belirgindi. Bu, ringer laktat soliisyonunun da, olasilikla icerdigi laktattan dolay1, periton
membrant i¢in nonfizyolojik oldugunu gostermektedir. Ringer laktat soliisyonunun
yaptigr bu degisiklikte hergiin tekrarlayan intraperitoneal enjeksiyonlarin yarattigi
stresinde rolii olabilir.

Sonug olarak; diyabet, peritoneal membranda, UF yetersizligi gibi fonksiyonel ve
kalinlik, inflamasyon, fibrozis ve yeni damar olusumlarinda artis gibi yapisal
degisikliklere neden olmaktadir. Bu degisikliklerden, UF yetersizligi, inflamasyon ve
fibrozis, kronik insiilin tedavisiyle glisemik kontrol saglandiginda kismen
diizeltilebilmektedir. Diizelme, insiilin, subkutan yolla uygulandiginda intraperitoneal
uygulamaya gore daha fazla olmaktadir. Insiilin verilen sicanlarda, peritoneal membran
kalinliginin ve yeni damar olusumlarinin diyabetik sicanlardan daha fazla olmasi,
olasilikla insiilinin peritoneal membranda TGF-B ve VEGF gibi biiylime fakttrlerinin
sentezini artirmasiyla iliskilidir. Bu nedenlerle, periton diyalizi uygulanan hastalarda
peritoneal membranin korunmas: icin glisemik kontroliin iyi yapilmasi ve insiilin

uygulamasinda subkutan yolun tercih edilmesi gerekmektedir.
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