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Uygulanmasinin Peritoneal Soliit Gecirgenligi ve Ultrafiltrasyon
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OZET

Giris: Ultrafiltrasyon (UF) yetersizligi, periton diyalizi hastalarinda en énemli diyaliz yetersizligi nedenlerinden birisidir. Diyabetik periton diyalizi
hastalarinda kan sekeri regiilasyonu igin intraperitoneal (IP) insiilin uygulanabilmektedir. insiilinin, TGF-p1 ve VEGF gibi biiyiime faktorlerini
artirarak fibroz gelisimi ve yeni damar olusumlarma neden oldugu bilinmektedir. Calismanuzda, deneysel diyabet modelinde, iP ve subkutan (SC)
insiilin uygulamalarinin peritoneal membran gegirgenligi lizerine etkilerinin incelenmesi amaglandi.

Gereg¢ ve Yontem: Calismaya, 24 adet wistar albino tiirli sigan alindi. Siganlar ii¢ gruba ayrildi. 1. grup kontrol grubu olarak kullanildi. 60 mg/kg
dozunda IP streptozosin uygulanarak diyabetik hale getirilen siganlardan 2. gruba P, 3. gruba ise SC insiilin uygulandi. 2 ay sonra tiim siganlara,
peritoneal esitlenme testi yapildi ve UF miktarlari hesaplandi.

Bulgular: Heriki diyabetik grupta, kontrol grubuyla karsilastirildiginda, UF miktarlarinda azalma vardi ve IP insiilin grubundaki azalma anlamliydi
(p<0.001). TP insiilin grubunda, SC insiilin grubuna gore, kan sekeri regulasyonu daha iyi olmasia karsin (p<0.001), UF degerleri daha diisiiktii
(p<0.001).

Sonug: Diyabetik periton diyalizi modelinde iP insiilin uygulanmasi, olasilikla peritoneal membranin gegirgenlik &zelliklerini degistirerek, UF
yetersizligine neden olmaktadir. ©2007, Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi

Anahtar kelimeler: Periton diyalizi, insiilin, ultrafiltrasyon yetersizligi

ABSTRACT

The Effects of Intraperitoneal and Subcutaneous Insulin Application on Peritoneal Solute Permeability and Ultrafiltration in
Experimental Model of Diabetes

Objectives: Ultrafiltration (UF) insufficiency is one of the important causes of inadequate dialysis. Intraperitoneal (IP) insulin might be administered
for blood glucose regulation in diabetic peritoneal dialysis patients. Insulin is known to increase the development of fibrosis and neovascularization
via increasing growth factors like TGF-B1 and VEGF. In our study, we aimed to investigate the effects of IP and subcutaneous (SC) insulin
application on the peritoneal membrane permeability.

Material and Methods: 24 wistar albino rats were included in the study and three groups were formed. The first group was the control one. IP insulin
for the 2™ group and SC insulin for the 3™ group rats in which diabetes was induced by 60 mg/kg streptozocin were applied. 2 mounts later all the rats
underwent peritoneal equilibration test and quantification of UF.

Results: When compared with the control group UF quantity decreased in two diabetic groups and the decrease in the IP insulin group was significant
(p<0.001). Although the blood glucose regulation was much better (p<0.001), UF values of the IP insulin group were lower than those of the SC
insulin group (p<0.001).

Conclusion IP insulin application causes UF insufficiency in diabetic peritoneal dialysis model, probably by changing the membrane permeability
characteristics. ©2007, Firat University, Medical Faculty

Key words: Peritoneal dialysis, insulin, ultrafiltration insufficiency.

Sﬁrekli ayaktan periton diyalizi (SAPD), diinyada diyaliz kii¢tik molekiil agirlikli soliitlerin transport orani, temel olarak,
hastalarmin yaklasik %15°1 tarafindan kullanilan bir renal efektif peritoneal yiizey alanina baghdir (3). Klinik ve deneysel
replasman tedavisi yontemidir (1). Periton diyalizi (PD) temel caligmalar, efektif peritoneal yiizey alami artistyla, kiigiik
olarak, sivi igeren iki kompartmam ayiran bir membran-zar molekiil agirlikli soliitlerin arttigin1 ve sonugta ultrafiltrasyon
aracihiglyla su ve soliitlerin transportuna dayamr. Bu iki (UF) yetersizligi gelistigini gdstermistir (4,5).

kompartman, peritoneal kapillerlerdeki kan ve periton
boslugundaki diyaliz soliisyonudur (2). Peritoneal membrandan
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PD uygulanan hastalarda, peritoneal membran yapi ve
fonksiyonlarinda zamanla birtakim degisiklikler ortaya
¢ikmaktadir. Peritoneal membranin mezotel hiicrelerinde
mikrovilliislerin ~ sayis1  azalmakta, bazen dejeneratif
degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir. Histokimyasal incelemelerde,
hiicre zart ve sitoplazmasinda enzim aktivitelerinde artis
saptanmugtir. Interstisiyel alanda tip III ve tip VI kollajen
depolanmasi  artmakta, ve sonugta interstisyel fibroz
gelismektedir. Peritoneal membranda damar sayisi artmakta,
kapiller duvart endotel bazal membraninda kalinlasma ve bazal
membranin reduplikasyonu ortaya ¢ikmaktadir. Damar
duvarlarinda tip IV  kollajen birikimine bagli fibrotik
kalinlasma ve hyalinozis gelismektedir. Bu degisiklikler,
periton diyaliz tedavisini sonlandirmada en 6nemli faktorlerden
biri olan, UF yetmezligine neden olmaktadir (6-9).

UF yetmezligine birinci yil sonunda %3, altinct yil
sonunda ise %31 sikliginda rastlanmaktadir. Yiiksek glukoz
konsantrasyonlu soliisyonlar kullanilmasina karsin  kuru
agirliga ve normal kan basincina ulagilamamasi, siddetli tuz
kisitlamasina karsin semptomlarin devam etmesi, hastane
tedavisi veya hemodiyaliz gerektirmesi, glinde ii¢ veya daha
fazla %3.86 glukoz konsantrasyonlu siv1 kullanilmasina karsin
hala siv1 dengesi kurulamamas: ve daha objektif bir tanimla 4
saatlik peritoneal esitleme testi (PET) sonunda %2.27
dekstrozla 100 ml’den, %3.86 dekstrozla 400 ml’den daha az
UF yapiliyorsa UF yetmezliginden bahsedilmektedir (10,11).

Altta yatan mekanizmalar tam olarak aydmnlatilamamig
olmakla birlikte, peritoneal fibroz, mezotelyal hiicreler ve
makrofajlardan sekrete edilen transforming growth faktor-p1
(TGF-B1) gibi bitylime faktorleri ve interlokin-1 gibi sitokinler
ile iliskilendirilmistir. PD soliisyonlarmin kronik irritasyon
etkisi ve siddetli ya da uzun siireli peritonitlerin, mezotel
hiicrelerini zedeleyerek peritoneal fibroz gelisimini baslattig:
ileri slirilmektedir (12,13). PD’nde UF kaybina yol agan diger
6nemli bir neden, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)
tretimindeki artisa  bagh neovaskiilarizasyon ve
vazodilatasyona ikincil peritoneal ylizey alani artisidir (14,15).

Diabetes mellitus (DM), birgok iilkede en sik kronik
bobrek yetmezligi nedenidir. Diyabetik PD hastalarinda
glisemik kontrol, intraperitoneal (IP) veya subkutan (SC)
insiilin uygulanmas1 ile saglanabilir. IP yolla dengeli bir
glukoz-insiilin uygulamasinin devam ettirilmesi, teorik olarak;
daha iyi glukoz tiiketimi, daha fizyolojik insiilin verilmesi ve
her iki maddenin de plazma konsantrasyonlarinda biiyiik
dalgalanmalar olmasmin engellenmesini saglar. 1P insiilin
kullanilmasiyla; glisemi kontrolii ve beslenmenin iyilesmesi,
hiperinsiilineminin  azalmasi ve ¢ok sayidaki giinlik
enjeksiyonun ortadan kaldirilmasi olasidir (16,17). Ancak, [P
insiilinin periton membramn tizerine etkilerini inceleyen yeterli
calisma bulunmamaktadir. In vivo ¢alismalarda, insiilinin TGF-
Bl (18) ve VEGF (19) gibi biiyiime faktorlerinin iiretimini
artirdig1 gosterilmistir.

Insiilinin, peritoneal membranda fibrozis gelisiminde kilit
rol oynadig1 varsayillan TGF-B1 ve yeni damar olusumlarini
artirdigi gosterilmis olan VEGF gibi biiylime faktorlerinin
iiretimini artirmasi, teorik olarak, insiilinin de peritoneal fibroz
ve UF yetmezligi gelisiminde rolii  olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu c¢alismada, deneysel diyabetik si¢an
modelinde, IP ve SC insiilin uygulamasinin peritoneal
membranin UF kapasitesi iizerine olan etkilerinin incelenilmesi
amaclandi.
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GEREC VE YONTEM

Calismaya, 150-250 gr agirhiginda, 3-4 aylik 24 erkek Wistar-
Albino sigan alindi. Siganlar 4’lii gruplar halinde polikarbon
kafeslerde barindirildi, standart laboratuar diyetiyle beslendi,
ve istedikleri kadar su igmelerine izin verildi. Oda sicakligi 28-
30 °C’de tutuldu. Deney siiresince, uygun sekilde 151k almalar
saglanan bir ortamda (12’ser saatlik 1sik-karanlik siklusu
icinde) ve giinde iki kez temizlenen kafeslerde barindirildilar.
Hayvan yemleri 6zel celik kafeslerde, su ise paslanmaz celik
bilyeli biberonlarda verildi. Calisma i¢in Etik Kurul onayi
alind1.

Sicanlar randomize olarak sekizerli lic gruba ayrildi.
Birinci grup kontrol grubu (K) olarak alindi ve intakt peritonu
gormek icin herhangi bir tedavi uygulanmadi. Diger siganlara
26 gauge’lik insiilin enjektoriiyle 60 mg/kg dozunda
streptozosin, 0.25 ml sitrath tamponda ¢oziindiiriilerek, IP
olarak uygulandi. 72 saat sonra, 12 saatlik aglik kan sekerleri
6l¢iildi. Aglik kan sekeri 250 mg/dI’nin {izerinde olan siganlar
diyabetik olarak yorumlandi. Diyabetik siganlar 2. ve 3. gruplar
olarak ikiye ayrildi. ikinci (IPI) gruptaki diyabetik siganlara,
giinde iki kez IP 20 cc/kg ringer laktat (RL) soliisyonu ve P 3
U kristalize insiilin; {igiincii (SCI) gruptaki diyabetik sicanlara
ise giinde iki kez IP 20 cc/kg RL soliisyonu ve 9 U SC
kristalize insiilin uygulandi. 2. ve 3. gruplarda, iki giinde bir 12
saatlik aclik kan sekerleri olgiildii. Tim enjeksiyonlar 26
gauge’lik insiilin ignesiyle yapildi. IP insiilinler, peritoneal
kavite iginde iyice dagilmasi agisindan, RL soliisyonu ile
verildi.

iki ay sonra, bir saatlik PET testi yapildi. Bu agidan,
siganlara 20 ml 37°C sicaklikta %2.27°lik PD soliisyonu IP
yavas sekilde wverildi. Enjeksiyon sonrasi, siganlar tekrar
kafeslerine konuldu ve istedikleri kadar su igmelerine izin
verildi. IP enjeksiyon sonrasi, 55. dakikada, 60 mg/kg dozunda
intramiiskiiler ~ ketamin uygulandi.  Siganlar tamamen
bayiltildiktan sonra, orta hat insizyonuyla, kisaltilmis PD
kateteri yerlestirildi. Kateter kenarindan disartya diyalizat
sizmasi Onlendi. PD kateteri yardimiyla diyalizat bosaltildi.
Kan 6rnekleri kardiyak ponksiyonla alindi.

Ependorf tiipleri i¢inde -20°C’de bekletilen Grnekler oda
isisinda  ¢Oziindiiriildi. Standart laboratuar yontemleriyle,
diyalizat ve kan iire ve glukoz diizeyleri belirlendi. Verilen siv1
ile geri alman sivi farki, net UF olarak olgildi.
Diyalizat/plazma iire, ve D1/D0 glukoz (DO; PET testinde
kullanilan PD sivisinin peritona verilmeden onceki glukoz
miktari, D1; geri almman diyalizatin glukoz miktar1) oranlari
hesaplandi.

Caligmada sonuglari, ortalamatstandart sapma olarak
gosterildi. Istatistiksel degerlendirmede SPSS 11.00 bilgisayar
paket istatistik programi (SPSS Inc. Software Chicago, IL,
USA) kullanildi. 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 yorumlandi.

BULGULAR

Caligma sonuglar1 Tablo-1’de sunuldu. IPI ve SCI gruplarinda
glukoz diizeyleri, kontrol grubundan anlamli olarak yiiksekti
(herikisi igin, p<0.001). IP insiilin uygulanan grupta, SC insiilin
uygulanan gruba gore, anlamli olarak daha iyi glisemik kontrol
sagland1 (p<0.001).
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Tablo 1. intraperitoneal ve subkutan insiilin uygulanmasinin peritoneal soliit gegirgenligi ve ultrafiltrasyon (zerine etkileri

K (n=8) iPi (n=8) SCi (n=8)
AKS (mg/dI) 88+8.9 178+23.9° 209+18.0*°
D,/D, glukoz 0.53+0.03 0.45+0.02° 0.42+0.02*¢
D/P iire 0.44+0.04 0.62+0.04% 0.60+0.06°
UF (ml) 5.4+0.9 2.3+0.5° 4.1+1.4°

2. kontrol grubuna gére p<0.001, ®; intraperitoneal insiilin grubuna gére p<0.001, %; intraperitoneal insilin grubuna gére p<0.05.

0,71 ’—‘

p<0.001

|
|

D/P Ure

K ipi sci

Sekil 1. IPi ve SCI uygulanan gruplarda, kontrol grubuna gére,
Diyalizat/Plazma Ure oranlari artmaktadir.
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|

p<0.001
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Sekil 2. P insilin uygulamasi, SC uygulamadan daha iyi kan
sekeri regulasyonu saglamaktadir.

IPI ve SCI gruplarinda, kontrol grubuna gore; D/P iire
oraninda artis (her ikisi i¢in, p<0.001), D1/D0 glukoz oraninda
azalma vardi (her ikisi igin, p<0.001) (Sekil 1, 2). Her iki
diyabetik grupta, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, UF
miktarlarinda azalma vardi ve IPI grubundaki azalma anlaml
(p<0.001), SCI grubundaki ise anlamsizdi (Sekil 3).

IPI grubuyla SCi grubu karsilastirildiginda; D/P iire
oranlari arasinda farklilik yokken, SCI grubunda D1/D0 glukoz
oram anlamh olarak azalmisti (p<0.05). SCI grubunda, IPi
grubunun yaklasik iki katt UF saglandi ve bu farklilik
anlamliydi (SCI: 4.11.4 ml, IPI: 2.3£0.5 ml; p<0.001).

b

p<0.001

H

Ortalama UF (ml)

~

K ipi sci

Sekil 3. IP insiilin uygulamasi, SC uygulamadan daha fazla UF
yetmezligine yol agmaktadir.

TARTISMA

SAPD hastalarinda, hipertansiyon ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin morbidite ve mortalite agisindan en Onemli
faktorler oldugu kabul edilmektedir (20). Bu grup hastalarda,
hipertansiyon siklig1 %29-83 arasinda bildirilmektedir (21,22).
Diyaliz hastalarinda hipertansiyonun en énemli nedeni olarak
stvi fazlahigr gosterilmekte (23-25) ve bu hastalarda UF
yetmezligi sivi retansiyonuna yol agmaktadir (26). Diyabetin
peritoneal membran {izerine etkilerini arastiran ¢alismalar
celigkili sonuglar icermektedir. Diyabetik hastalarda, diyabetik
olmayanlara gore, peritoneal membranda iire (27) ve kreatinin
(27-29) gibi soliitlere kars1 gecirgenligin arttig1 ve daha diisiik
transkapiller UF (30) gergeklestigi yoniinde ¢aligmalar vardir.
Bununla birlikte, soliit transportu ve UF miktarinda degisiklik
olusmadigini bildiren arastirmalar da bulunmaktadir (31).

SAPD’nde zamanla; peritoneal membranda interstisiyel
fibroz, mezotel hiicre soyulmasi, bazal membranin
reduplikasyonu, vaskiiler duvarlarda fibroz ve hyalinizasyon
gibi  diyabetik  mikroanjiopatiye benzer degisiklikler,
vazodilatasyon ve neovaskiilarizasyon meydana gelmektedir
(6,32). Vazodilatasyon ve neovaskiilarizasyon sonucu,
peritoneal ylizey alaninda artig olmaktadir (33,34). Bu yapisal
degisiklikler, disiik molekiil agirlikli soliitlerin peritoneal
membrandan  transportunu  artirmakta, ve SAPD’nden
ayrilmanin en Onemli nedeni olan UF yetmezligine yol
acmaktadir (35). Peritoneal fibroz gelisimi, mezotel hiicresi ve
makrofajlardan salinan biiylime faktorleri ve sitokinler ile
iliskilendirilmektedir. Endotelyal ve mezotelyal hiicrelerin
yiiksek glukoz igerikli sivilarla karsilasmasi, VEGF (36,37) ve
TGF-B (38,39) ckspresyonunu artirmaktadir. Peritoneal
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membranin kronik olarak yiiksek glukoz konsantrasyonu ile
karsilagsmasinin, peritoneal degisikliklerin gelisiminde anahtar
rol oynadiklart distiniilen VEGF ve TGF-B1 araciligiyla,
mikrovaskiiler proliferasyon ve submezotelyal fibroza neden
oldugu in vivo olarak gosterilmistir (40,41).

Morrisey ve arkadaslar1 (18), renal proksimal tubuluste
insiilinin TGF-B1 iizerine etkilerini inceledikleri
calismalarinda, insiilinin  TGF-B1  sentezini  artirdigini
belirlemiglerdir. Bu ¢alismada, hiicrelerin, insilinle stimiile
edildiklerinde, tip IV kollajen mRNA ekspresyonu ve
ekstraseliiler matrikste birikimine neden olduklari saptanmistir
(18). Diger galigmalarda da, insiilin ve IGF-1"in, farkli hiicre
sistemlerinde, VEGF mRNA ekspresyonunu artirdigi
belirlenmistir (19,42-44).

Calismamizda, diyabetik sicanlarda peritoneal membran
soliit gecirgenliginin arttif1; transkapiller UF miktarinin ise,
ozellikle IPI grubunda, azaldigi ortaya konuldu. Kontrol
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