T.C. m
EGE UNIVERSITESI /Fam

1o
Y 1
1

Saglik Bilimleri Enstitiisii |t

&l

/){/S

U

MIKROALBUMINURILI TiP 2 DIYABET HASTALARINDA
NEFROPATI VE ATEROSKLEROZ ILiSKIiSINDE
INFLAMATUVAR BiYOBELIRTECLERIN ROLU

Yiiksek Lisans Tezi

Hasip CIRKIN

Tibbi Biyokimya
Anabilim Dal

[zmir
2019



T.C.
EGE UNIVERSITESI
Saglik Bilimleri Enstitiisii

MIKROALBUMINURILI TiP 2 DIYABET HASTALARINDA
NEFROPATI VE ATEROSKLEROZ iLISKiSINDE
INFLAMATUVAR BiYOBELIRTECLERIN ROLU

Hasip CIRKIN

Danisman
Prof. Dr. Ferhan GIRGIN SAGIN

Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Tezli Yiiksek Lisans Programi

[zmir
2019



DEGERLENDIRME KURULU UYELERI

(Ad1 Soyady)

Bagkan : Prof. Dr. Ferhan GIRGIN SAGIN
(Danigman)

Uye : Prof. Dr. Yasemin AKCAY

Uye : Prof. Dr. Hilal KOCDOR

Yiiksek lisans tezinin kabul edildigitarih: ... jé 08 20{3



ONSOZ

Tez calismam boyunca yogun is temposuna ragmen bana vaktini ayiran, bilgi birikimi
ve deneyimi ile bana destek olan saygideger danisman hocam Prof. Dr. Ferhan G.
SAGIN’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Akademik hayatin baginda karsilagtigim zorluklar karsisinda, yilmadan devam etmemi
saglayan, her zaman yanimda olan ve beni sabirla destekleyen annem Meryem
Kelleci’ye ve ablam Hatice Cirkin’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica tez
calismamda bana olan desteklerinden dolay1 degerli arkadasim sevgili Fulya Caglar’a
cok tesekkiir ederim.

Bu tezi, manevi olarak hep yanimda oldugunu bildigim babam Orhan Cirkin’e ithaf
ediyorum.

izmir, 26.07.2019 Hasip CIRKIN



OZET

Mikroalbiiminiirili Tip 2 Diyabet Hastalarinda Nefropati ve Ateroskleroz

Iliskisinde inflamatuvar Biyobelirteclerin Rolii

Tip 2 Diabetes Mellitus (Tip2DM), diinyada yaygin olarak goriilen bir kronik
hastaliktir. Tip2DM’da gelisen endotel hasarina bagl ortaya ¢ikan mikroalbliminiiri
(MAU) ve bu zeminde ilerleyen diyabetik nefropati (DN) hastaligin mikrovaskiiler
komplikasyonlarinin en onemlisidir. Bu ¢alismanm amaci da, serum inflamasyon
biyobelirtegleri (Monosit Kemoatraktan Protein-1 (Monocyte Chemoattractant Protein
- MCP-1), Interlokin-6 (Interleukin-6 - 1L-6), Interlokin-10 (Interleukin-10 - 1L-10),
Tiumor Nekrozis Faktor-o (Tumor Necrosis Factor - TNF-a) ve Yiiksek Duyarli C-
Reaktif Protein (High Sensitive C-Reactive Protein - Hs-CRP) ile DN ve ateroskleroz
arasindaki iliskiyi arastirmaktir. Bunun icin MAU’sii olan ve olmayan toplam 80
Tip2DM’lu  hastada Multipeks Assay yoOntemiyle saptanan inflamatuvar
biyobelirteglerin diizeyleri ile DN’nin gdstergesi olan MAU ve aterosklerozun
gostergesi olan Ayak-Bilek Brakiyal Indeksi (Ankle Brachial Index - ABI) ve
kardiyometabolik belirtecler birlikte degerlendirilmistir. Verilerin istatiksel analizi
Student t Testi ve Pearson Coleration analizi ile yapilmistir. Calismanin verilerine
gore, MAU olan ve olmayan gruplar arasmnda inflamatuvar biyobelirteglerin
diizeylerinde anlamli bir farklilik saptanmamustir. Benzer sekilde, her iki grupta ABI
ortalamalarma bakildiginda ABI degerleri 0.9-1.3 araliginda ve normal degerlerdedir.
MAU olan ve olmayan gruplar arasimda anlamli bir fark yoktur. MAU’lii hastalarda
inflamatuvar biyobelirtecler olan IL-6, IL-10, MCP-1 ve TNF-a ile kardiyometabolik
belirtegler olan Tkol, TG ve LDL arasinda orta ya da giiclii korelasyon vardir.
Belirtilen inflamatuvar biyobelirte¢ miktarlar1 arttik¢a kardiyometabolik belirtecler de
anlamli olarak artmaktadrr. Bununla birlikte MAU’lii hastalarda aterosklerozda
belirleyici faktér olan ABI ile inflamatuvar biyobelirtecler ve kardiyometabolik
belirtegler arasinda anlamli bir iliski bulunmamistir. Sonu¢ olarak, Tip2DM’li
hastalarda inflamatuvar belirteglerin erken nefropati tanisinda gorillen MAU ve
ateroskleroz gostergesi olan ABI dl¢iimleri ilk kez birlikte arastirilmistir. Tip2DM’lu
hastalarda genis kohortlarla, MAU subgruplar1 olusturarak ya da prospektif tasarimla
yapilacak yeni ¢aligmalar, DN ve ateroskleroz iligkisini daha iyi anlamamiza neden

olabilir.



Anahtar Kelime; Tip 2 Diabetes Mellitus, Mikroalbuminiiri, Ateroskleroz, Diyabetik
Nefropati, Ayak Bilegi Brakiyal indeksi, Inflamasyon, Sitokinler, Multipleks Assay



ABSTRACT

Role of Inflammatory Biomarkers in Nephropathy and Atherosclerosis

in Type 2 Diabetes Mellitus Patients with Microalbuminuria

Type 2 Diabetes Mellitus (Type 2DM) is a common chronic disease in the world.
Microalbuminuria (MAU) which is due to endothelial damage in Type 2DM leads to
progressive diabetic nephropathy (DN). These two are the most important
microvascular complications of the disease. The aim of this study was to investigate
the relationship between serum inflammation biomarkers (Monocyte Chemoattractant
Protein-MCP-1), Interleukin-6 (Interleukin-6-IL-6), Interleukin-10 (Interleukin-10-
IL-10), Tumor Necrosis Factor (TNF-a), High Sensitive C-Reactive Protein (Hs-CRP)
and DN and atherosclerosis. The levels of inflammatory biomarkers were detected by
Multipex Assay method in patients with Type2DM (MAU (+), n=40; MAU (-) n=40).
Ankle Brachial Index (ABI) which is an indicator of atherosclerosis was also
determined along with routine cardiometabolic markers. Student t Test and Pearson

test was used for statistics.

No significant difference was found in the levels of inflammatory biomarkers between
the 2 groups (MAU (+), MAU (-)). Similarly, in both groups, ABI values were within
the normal range of 0.9-1.3 and thus no significant difference between the groups. A
moderate or strong correlation was detected between inflammatory biomarkers IL-6,
IL-10, MCP-1 and TNF-a and cardiometabolic markers Tkol, TG and LDL in patients
with MAU (+). Cardiometabolic markers increased significantly parallel to the
inflammatory biomarkers’ increase. However, no significant relationship was found
between ABI, the determining factor in atherosclerosis, in patients with MAU (+), and
inflammatory biomarkers and cardiometabolic markers. As a result, MAU, ABI and
inflammatory markers in patients with Type 2DM have been investigated together for
the first time. New studies with large cohorts, MAU subgroups, or prospective designs

may lead to a better understanding of the relationship between DN and atherosclerosis.

Keywords; Type2 Diabetes Mellitus, Microalbuminuria, Atherosclerosis, Diabetic

Nephropathy, Ankle Brachial Index, Inflammation, Cytokines, Multiplex assay
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Giris
1.1. Arastirmanin Problemi

Tip 2 Diabetes Mellitus (Tip2DM), diinyada %8.3, iilkemizde ise %14.85 prevalansa
sahip yaygimn bir kronik hastaliktir. Hastalarda goriilen insiilin direnci ve bozulmus
glukoz homeostazi, hiperglisemiyi ve kronik bir inflamatuvar mikrogevreyi
tetikleyerek hastaligin morbiditesini ve mortalitesini arttiran mikro ve makro vaskiiler
komplikasyonlara neden olur. Tip2DM’da gelisen endotel hasarina bagl ortaya ¢ikan
mikroalbiiminiiri (MAU) ve bu zeminde ilerleyen diyabetik nefropati (DN) hastaligin
mikrovaskiiler komplikasyonlarmin en Onemlisidir. Benzer sekilde, kronik
inflamatuvar ortamdaki progresif ateroskleroz ve bunun sonucunda goriilen periferik
arter ve koroner hastaliklar da makrovaskiiler komplikasyonlara 6nemli 6rneklerdir.
Son yillarda, MAU’nin sistemik vaskiiler hasar, genis endoteliyal disfonksiyon ve
renal fonksiyondan bagimsiz olarak ateroskleroz ve kardiyovaskiiler hastalik igin
bagimsiz bir risk faktorii oldugu one siirtilmektedir. Tip2DM’da goriilen mikro ve
makrovaskiiler komplikasyonlarin tetikleyicisi olarak 6zellikle makrofajlardan ortama
salinan Monosit Kemoatraktan Protein-1 (Monocyte Chemoattractant Protein - MCP-
1), Interlokin-6 (Interleukin-6 - IL-6), Interlokin-10 (Interleukin-10 - IL-10), Timor
Nekrozis Faktor-a (Tumor Necrosis Factor - TNF-o) ve karaciger hiicrelerinden
ortama salan Yiiksek Duyarli C-Reaktif Protein (High Sensitive C-Reactive Protein
- Hs-CRP) gibi proinflamatuvar ve proaterojenik molekiillerin yakin iliskisi g6z oniine
almdiginda, bu hastalarda ateroskleroz ve nefropati iliskisinde s6z konusu

molekillerin rolii 6nem kazanmaktadir.

1.2. Arastirmanin Sorusu

Yukarida belirtilen etkilesimler g6z Oniine alindiginda, DM’da gelisen vaskiiler ve
endoteliyal komplikasyonlardan DN ile ateroklerozun ortak tani/patogenez belirteci
olarak MAU ve Ayak Bilegi Brakiyal Indeksi (Ankle Brachial Index-ABI) yani sira
s0z konusu inflamatuvar belirtegler kullanilabilir mi? Bu belirteglerin tek bir kan
orneginde birlikte ve hizli 6l¢iimiine olanak veren bir sistem (Multipleks Assay) klinik

kullanima girebilir mi?



1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Bu calismanin hipotezi, inflamatuvar parametrelerin erken nefropatide goriilen MAU
ve ateroskleroz gostergesi olan ABI ile iligkili olabilecegidir. Bu hipotezin
kanitlanmas1 durumunda MAU ve ABI yanisira bu biyobelirtegler de tan1 ve izlemde
kullanilabilir. Ayrica MAU’li hastalarda rutin ABI olciimleri &nerilebilir. Bu
Olctimlerle olgularda erken aterosklerozun saptanmasi olasi olabilecegi gibi daha
yogun tedavilerin uygulanmasiyla olgularda DN’nin ve kardiyovaskiiler olaylarin

gelisimini 6nlemek de miimkiin olabilir.

1.4, Arastirmanin Varsayimlari

Arastirmamizda, ABI 6l¢limlerinin tek bir uzman tarafindan dogru olarak olgtildiigii

varsayilmaktadir.

1.5. Arastirmanin Simirhhiklar

Bu calisma daha Once yapilmis baska bir calismanin yedek kan oOrnekleriyle
yuriitiildiigiinden daha genis bir kohortta c¢alisilmamis olmasi ¢alismamizi

smirlamaktadir.

1.6. Arastirmanin Amaci

Bu c¢alismadaki amacimiz; Tip2DM’lu hastalarda, bazi serum inflamasyon
biyobelirtegleri ile DN ve ateroskleroz arasindaki iliskiyi arastirmaktir. Bu amaca
yonelik olarak, MAU’si olan ve olmayan toplam 80 Tip2DM hastasinda, Multipleks
Assay yontemi ile MCP-1, IL-6, IL-10, TNF-a ve Hs-CRP diizeyleri saptanmaistir.
MAU’si olan ve olmayan hastalarda, bu inflamatuvar biyobelirteglerin diizeyleri ile
aterosklerozun gostergesi ABI ve aterosklerozda onemli diger kardiyometabolik
belirtegler aglik kan sekeri (AKS), tokluk kan sekeri (TKS), Hemoglobin (Alc-
HbALc), total kolesterol( Tkol), yiiksek densiteli kolesterol (HDL), diisiik densiteli
kolesterol (LDL), trigliserid (TG) birlikte degerlendirilerek aralarindaki iliski

arastirilmustir.

Bu calisma ile Tip2DM’lu olgularda, MAU ve aterosklerotik serum inflamatuvar
biyobelirtegleri ile ABI olgiimleri ilk kez birlikte incelenmistir. Bu verilerin
Tip2DM’lu hastalardaki vaskiiler komplikasyonlarin patofizyolojisini anlamamiza

yardimct olacagi, ayrica bu komplikasyonlar1 ongérecek belirtecin ya da belirteg



setinin klinik uygulamada kullanilmasina yonelik bilimsel bilgiye katkida bulunacagi

ongoriillmektedir.



GENEL BIiLGILER
2.1.Tip 2 Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM), insiilin sekresyonunda ve/veya insiilin etkisinde
bozukluklardan kaynaklanan hiperglisemi ile karakterize edilen bir metabolik hastalik
grubudur. Tip 1 diabetes mellitus (TiplDM), Tip2DM ve Gestasyonel Diabetes
Mellitus (GDM) olmak {lizere 6ne ¢ikan ii¢ tip diyabet vardir (American Diabetes
Association, 2010). Tim diyabet vakalarmin %90'indan fazlasinda Tip2DM
goriilmektedir (DeFronzo ve ark., 2015).

Tip2DM, karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasinin diizensizligi ve bozulan
insiilin  sekresyonu, insiilin direnci veya her ikisinin kombinasyonu ile
iligkilidir. Genellikle iskelet kaslari, karaciger ve yag dokusunda var olan insiilin
direncinden dolay1 islevselligi bozulmus pankreatik B-hiicreleri tarafindan asamali
olarak azalan insiilin sekresyonu hastaligin temelini olusturur. Boylece bu organ ve
dokulardaki hiicrelere glikoz tasinmasinda bir azalma goriiliir ve hiperglisemi varligi
ile yag yikiiminda bir artis ortaya ¢ikar. Asir1 hiperglisemi, bireyleri Tip2DM
gelisimine yatkin hale getiren yiiksek riskli bir durum olan prediyabet’den 6nce gelir
(DeFronzo ve ark., 2015; Olokoba, Obateru, ve Olokoba, 2012). Insiilin direnci ve
Tip2DM'nin etiyolojisinde, endokrin organ hipotezi (¢esitli adipositokinlerin
salgilanmasi yani leptin, TNF-a, resistin ve insiilin direncinde rol alan adiponektin ve

olas1 beta hiicre disfonksiyonu) olarak adipoz doku ¢ok 6nemli yer tutmaktadir

(Olokoba ve ark., 2012).

2.2. Tip 2 Diabetes Mellitus’un Neden Oldugu Hastaliklar

Tip2DM, normal olmayan endoteliyal vaskiiler reaktivitenin ve insiilin direncinin
birlikte yer aldigi kronik inflamatuvar bir durumdur (Lin, Hu, Rimm, Rifai, ve Curhan,
2006). Diyabetin kronik komplikasyonlari i¢erisinde mikrovaskiiler ve makrovaskiiler
hastaliklar 6nemli bir yer almaktadir. Mikrovaskiiler komplikasyonlar retinopati,
ndropati ve nefropatiye sebep olurken, makrovaskiiler komplikasyonlarm ise daha ¢ok
kardiyovaskiiler hastaliklara neden olduklar1 bilinmektedir. Tim bu vaskiiler
komplikasyonlarin en 6nemli nedeni diyabete baglh olarak gelisen aterosklerozdur
(Dokken, 2008). Tip2DM’da goriilen bu ateroskleroz, siiregelen hipergliseminin

tetikledigi nonenzimatik glikozilasyon ve kronik inflamatuvar mikrogevre sonucu



ortaya ¢ikar. Bu progresif ateroskleroz zamanla koroner, serebral, visseral ve periferal
damarlar1 kapsayarak progresif mikroalbiiminiiri (MAU) ve diyabetik nefropati (DN)
gibi mikrovaskiiler ya da periferik arter hastaligi ve koroner hastaliklar gibi
makrovaskiiler hastalik riskinin artisina yol agar (Aslan D., Girgin Sagin F, Senes M,

2016; Currie, McKay, ve Delles, 2014; Dokken, 2008; Lee ve Choi, 2014).

Gelismekte olan toplumlarda kentlesme ve sehir yasami ¢ercevesinde gelisen yasam
tarz1 degisiklikleri, diger etkenlerle birlikte fazla kilolu ve obez bireylerin sayisinda ve
T2DM goriilme sikliginda artisa neden olmaktadir. Uluslararas1 Diyabet Federasyonu
verilerine gore diinyada 382 milyon (prevalans %§8.3), lilkemizde ise yaklasik 10
milyon (prevalans %14.85) T2DM’lu hasta vardir (Aslan D., Girgin Sagin F, Senes
M, 2016). Ozellikle diyabetik popiilasyonda kardiyovaskiiler mortalite ve morbidite
de artis gbzlenmekte ve bu artis DN ile de iliskilendirilmektedir (Deckert ve ark., 1996;
Dinneen ve Gerstein, 1997; King, Aubert, ve Herman, 1998; Mogensen ve ark., 1992)

2.3. Tip 2 Diabetes Mellitus ve Mikroalbiiminiiri

[1k olarak 1982°de Tip1 DM hastalarinda Viberti tarafindan bildirilen MAU (24 saatlik
idrarda 30-299 mg albiimin eksresyonu), giinlimiizde DN’nin en erken klinik kanitini
temsil eden belirte¢ olarak kabul edilmektedir. MAU varlig1 genel vaskiiler ve
endotelyal disfonksiyonun bir gostergesidir (Garg ve Bakris, 2002; Stehouwer ve ark.,
2002). MAU transkapiller albumin kacgag: ile iliskili olup, endotel fonksiyon
bozuklugunun bir sonucu olarak gelisir ve vaskiiler nefropatide endotel
disfonksiyonunu yansitmasi agisindan dnemlidir. Kan basmcmm MAU varlhig: ile
yiikselmeye baslamasi ve nokturnal kan basincinin diisiisliniin kaybolmasi endotel
hasarmi ve aterosklerozu arttirmaktadir (Deckert ve ark., 1996; Dinneen ve Gerstein,
1997; Garg ve Bakris, 2002; Mogensen ve ark., 1992). inflamasyonun ve iligkili
aterosklerozun hassas bir gostergesi olan Hs-CRP de, mikrovaskiiler hasarla
iliskilendirilerek MAU gelisiminde prediktif bir belirte¢ olarak 6ne siiriilmektedir (L.
Li ve ark., 2017).

Yakin zamanda MAU’nin, diyabetikler arasinda sistemik vaskiiler hasar, genis
endotelyal disfonksiyon ve renal fonksiyondan bagimsiz olarak koroner kalp
hastaliginda artmis riski gosterdigini, Tip2DM’lu hastalarda daha yiiksek
kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite i¢in bir marker oldugunu 6ne siiren ¢caligsmalar

yaymmlanmustir. Biiyiik hasta popiilasyonu igeren tek merkezli The Multinational



Monitoring of Trends and Determinants in Cardiovascular Disease (MONICA)
calismasi, Prevention of Renal and Vascular End Stage Disease (PREVEND)
caligmasi, The Nord-Trondelag Health (HUNT) ve European Prospective
Investigation into Cancer (EPIC) caligmalar1 ya da Heart Outcomes Prevention
Evaluation (HOPE) ¢ahismas1 gibi ¢ok merkezli bircok calismada, MAU varlig,
hastada vaskiiler yanitin bozuldugunu ve kardiyovaskiiler riskin arttigmni gosteren bir
prediktif bobrek sinyali olarak kabul edilmistir (de Zeeuw, Parving, ve Henning, 2006;
Garg ve Bakris, 2002). Ayrica bu ¢alismalar1 destekleyip vurgulayan baska bir ¢aligma
da, normal albuminiiri araligmin biraz stlindeki yiikselmis seviyelerin
kardiyovaskiiler hastalikla baglantili oldugu gostermistir (de Zeeuw ve ark., 2006).
Tiim bu c¢ahsmalar, MAU’nin kardiyovaskiiler hastalik ve DN’nin erken bir
biyokimyasal belirteci olarak kullanilmasmni 6nermektedir (Deckert ve ark., 1996;
Dinneen ve Gerstein, 1997; King ve ark., 1998; Mogensen ve ark., 1992; Silva ve ark.,
2010).

2.4. Tip 2 Diabetes Mellitus ve Sitokinler

Son zamanlarda yapilan arastirmalar, Tip2DM’lu hastalarda, MAU ve diger
inflamatuvar belirtecler arasinda 6nemli bir iliski oldugunu da gostermektedir (Currie
ve ark., 2014; King ve ark., 1998; Lee ve Choi, 2014; Stehouwer ve ark., 2002).
Calismalar, DN’nin gelisiminde mediatér sitokinlerin ve degisen albiiminiiri
degerlerinin roliine dikkat ¢ekmektedir (Navarro-Gonzalez ve Mora-Fernandez, 2008;
Navarro, Mora, Macia, ve Garcia, 2003). Sitokinler, sadece inflamatuvar hiicrelerden
degil, ayn1 zamanda endotelyal, epitelyal ve mezenkimal hiicreler gibi cok cesitli
hiicrelerden salgilanan, lokal olarak aktif, polipeptit mediatorlerdir (Kishimoto, Taga,
ve Akira, 1994; Mora ve Navarro, 2006; Skundric ve Lisak, 2003; Vilcek J, 2003).
Tip2DM’da goriilen mikro ve makrovaskiiler komplikasyonlarin tetikleyicisi olarak
Oone siiriilen proinflamatuvar ve proaterojenik sitokinler arasinda ozellikle
makrofajlardan ve karaciger hiicrelerinden ortama salinan MCP-1, IL-6, IL-10, TNF-
a ve Hs-CRP ilgi cekmektedir (Skundric ve Lisak, 2003; Sproston ve Ashworth, 2018;
Vilcek J, 2003).

Monosit Kemoatraktan Protein-1 (MCP-1) monositleri kan damar1 duvaria ¢eken,
proinflamatuar sitokinlerin sentezini ve salinimini uyaran bir molekiildiir. Popiilasyon

temelli arastirmalarda, bu molekiiliin aterosklerozun diger risk faktorleriyle iliskisi



gosterilerek MCP-1"in aterojenik bir mediator oldugu 6ne siiriilmistiir (Deo ve ark.,
2004; Koh, 2002). MCP-1, yiiksek glukoz konsantrasyonunun ve bir dizi etkinin
altinda, mezenkimal hiicrelerde eksprese edilerek glomeriiloskleroza yol actigindan

DN’de 6nemli rol aldig1 6ne siiriilmiistiir. (Freitas Lima ve ark., 2015).

IL-6; alveolar makrofajlar (Kotloff, Little, ve Elias, 1990), endotel hiicreleri,
fibroblastlar, T ve B hiicreleri tarafindan iiretilen ve 22-30 kDa agirhiginda olan bir
proinflamatuvar sitokindir. Ozellikle C-Reaktif Protein (CRP)’in regiilasyonu
tizerinden akut-faz protein cevabmin potansiyel bir indiikleyicisi olan bu sitokinin
glomeriiler bazal membran kalinlagsmasiyla, artmis endotelyal permeabiliteyle,
mezenkimal hiicre proliferasyonuyla da iliskisi gosterilmistir (Cermak ve ark., 1993;
Kotloff ve ark., 1990; Satchell ve Tooke, 2008; Suzuki ve ark., 1995; Wolbink,
Brouwer, Buysmann, ten Berge, ve Hack, 1996; Zitnik, Zheng, ve Elias, 1993).
Tip2DM’li hastalarda kardiyovaskiiler risk ile ilgili oldugu bilinen homosisteinin ve
IL-6‘nin yiiksek konsantrasyonlarinin korelasyonundan dolayr homosisteinemi ile
kronik inflamasyonun iligskili oldugu disiiniilmektedir (Kolcowa, Orowska-
Kunikowska, Narkiewicz, Owczarzak, ve Lysiak-Szydlowska, 2003). Alkolik
olmayan yaglanmis karaciger hastalarinda IL-6 diizeylerinin, subklinik aterosklerozun
prevelansi ve siddeti ile bagimsiz olarak iliskili oldugu ortaya konmustur (Simon ve
ark., 2018). Ayrica Tip2DM’li hastalarda artan insiilin ve IL-6 seviyeleri, IL-6’nin DN
patagonezinde 6nemli rol oynayabilecegini diistindiirmektedir (Senthilkumar ve ark.,
2018).

DN’de inflamatuvar sitokinlerin roliine isaret eden calismalara karsilik,
antiinflamatuvar sitokin IL-10’un rolii de dikkat ¢cekmektedir. Sitokin sentezini inihibe
edici faktor (Cytokine Synthesis Inhibitory Factor - CSIF) olarak da bilinen bu
molekiiliin diizeylerinin yiikselmesinin, iyilesmis endotelyal vasoreaktiviteyle iligkili
oldugu one siirilmistiir. IL-10, immiin sistemde diizenleyici gorevi olan, protein
yapida kiigiik bir sitokindir. Iki énemli aktivitesi, makrofajlar tarafindan sitokin
dretiminin inhibisyonu ve T hiicre aktivasyonu esnasinda makrofajlarin yardimei
fonksiyonlarmin inhibisyonudur. Bu gorevlerin sonucunda IL-10, immiin sistemde
birincil olarak antiinflamatuar rol oynar (Aytug, n.d.; Bubanovic, 2003). Sonug olarak
proinflamatuvar ve antiinflamatuvar sitokinler arasindaki dengenin, endotelyal

fonksiyonda major belirleyici oldugu diisiiniilmektedir.



TNF-a; endotel, diiz kas hiicreleri, makrofaj ve adipoz hiicrelerinden salinir
(Mohamed-Ali ve ark., 1999). Koroner aterom plagi ile de iligkili bir sitokin olan bu
molekiil, monositlerin aterosklerotik lezyona go¢ etmesini, endoteldeki diger adezyon
molekiillerini ve IL-6 seviyelerini arttirir (Niemann-Jonsson ve ark., 2000; Ridker ve
ark., 2000; Satchell ve Tooke, 2008). Esansiyel hipertansiyonlu hastalarda TNF-a'nin
biiyiik arterlerin artmis sertligi ile korele oldugu gdsterilmistir (Yang ve ark., 2009).
Sistemik sklerozlu hastalarda serum TNF-a seviyeleri yiiksek bulunmus ve TNF-a'nin
sistemik sklerozun tanisinda dikkat ¢ekici olabilecegi onerilmistir (Pehlivan ve ark.,
2012). Bunlara ek olarak; TNF-o seviyelerinin diyabetik hastalarda albliminiiri
baslamadan once idrarda ve renal interstisyumda yiikseldigi saptanmistir (Satchell ve
Tooke, 2008). 1999-2016 tarihleri arasinda yapilan toplamda 6 farkli arastirmanin
metaanalizinde, Tip2DM ve Tip2DM’li DN hastalarmin serum TNF-a
konsantrasyonlarinin belirgin bigimde arttig1, ancak yine de bu belirtecin T2DM’1li DN
hastalarimda daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Chen ve ark., 2017). Ayn1 zamanda
MAU’li DN vakalarinda, serum TNF-o’'nmn yiiksek ekpresyon seviyelerinin
Tip2DM’ye bagh DN’yi siddetlendirdigi 6ne striilmistir (X. Li, Wu, Chen, ve Qiu,
2017).

Bir bagka inflamatuvar belirte¢ olan CRP ’nin TiplDM ve Tip2DM’lilerde arttigi
bilinmektedir. Bu sitokin 6zellikle inflamatuvar cevabin amplifikasyonunda, doku
makrofajlarindan TNF-o iretimini artirir. Bu sebeple CRP ile koroner arter
hastaliklarindaki mortalite ve diyabetin gelisiminin birbiri ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir (Festa ve ark., 2000; Mohamed-Ali ve ark., 1999). Tip2DM’li
hastalarla yapilan bir ¢calismada, ABI ve Hs-CRP iliskisine bakilmis ve diisitk ABI’li
olgularda yiiksek Hs-CRP seviyeleri buludugundan dolay1 Hs-CRP’nin inflamasyona
ve kardiyovaskiiler hastaliklara sebep olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Thejaswini,

Roopakala, Dayananda, Chandrakala, ve Prasanna Kumar, 2012).

2.5. Ayak Bilegi Brakiyal indeksi ve Ateroskleroz Iliskisi

Ateroskleroz, arterlerin endotelyal yiiziinde kompleks karbohidratlar, fibr6z doku,
kolesterol, yag, kalsiyum iyonlar1 ve inflamatuvar molekiillerin lokal birikimleri
sonucu olusturduklar1 plak yapisindan dolayr kan akiginin azaldigi ve organlarin

beslenmesinin bozuldugu sistemik bir rahatsizliktir (Tanriverdi ve Savas Tetik, 2017).



Ayak bilegi-brakiyal indeksi (ABI), ayak bileginde Slgiilen sistolik kan basincinin
(SBP), brakiyal arterde dlciilen kan basincina olan oranidir. Ik olarak 1950 yilinda
Winsor tarafindan periferik arter hastaligmin (Peripheral Artery Disease - PAH)
invazif olmayan tanisinda kullanilmistir (Aboyans ve ark., 2012). ABI, ateroskleroz
varliginin gostergesi olarak giiniimiizde de kullanilagelen ve kardiyovaskiiler hastalik
riski tahmininde yararli bilgiler saglayan bir yontem olarak bildirilmektedir. Yontem
onceleri periferik arterlerde ateroskleroz varligmin belirteci olarak PAH tanisi i¢in
onerilmis olsa da, artik vaskiiler sistemin diger bolgelerinde de ateroskleroz gostergesi
oldugu, kardiyovaskiiler olaylar i¢in prognostik dnem tasidig1 ve aterotrombotik riski
kolay ve noninvaziv bir sekilde gosteren bagimsiz bir gosterge oldugu kabul
edilmektedir. Diisiik ABI kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite igin énemli bir

prediktordiir (Aboyans ve ark., 2012).

ABI 6l¢iimii i¢in;
e Hastalar yatar pozisyonda iken sistolik arter basinglar1 6l¢iiliir
e Her iki iist ekstremiteden Brakiyal Arter (BA) basinci alinir

e Alt ekstremitelerden hem dorsalis pedis arter (DPA), hem de posterior tibial

arterden (PTA), 8 MHz vaskiiler el Doppleri ile sistolik basing dl¢timleri yapilir
e ABI degeri asagidaki formiil ile saptanir:

DPA ve PTA sistolik degerlerinin yiiksek olani

ABI =
Her iki brakiyal arter basincindan ytiksek olan deger

ABI olciim sonuglar1 degerlendirilmesi i¢cin Onerilen klasifikasyon Tablo 1’de

gosterilmistir (Tablo 1.) (Aboyans ve ark., 2012).

Tablo 1. ABI 6lgiim degerlendirme tablosu

ABI DEGERLENDIRME

0.9-1.3 NORMAL

<0.9 ISKEMI

<0.6 CIDDI ISKEMI

>1.3 DAMARDA CIDDi MEDIAL KALSIFIKASYON




Yukarida s6z edilen inflamatuvar molekiillerin Tip2DM’da gelisen komplikasyonlarla
iligkisini arastiran ve degisik sonuglar bildiren bircok ¢alisma olmasina ragmen, bu
molekiillerle hastaligin mikro ve makrovaskiiler diger risk faktorlerinin/belirteglerinin
birlikte arastirildigi ¢alisma sayisi kisithidir. Bu nedenle ¢alismamiz, DN’nin erken bir
klinik kanit1 olarak kabul edilen ve ayn1 zamanda aterosklerotik bir risk faktorii olarak
da gosterilen MAU ile aterosklerotik diger belirtecler arasindaki iliskiyi ve bu iliskide

s0z konusu inflamatuvar molekiillerin roliinii arastirmay1 hedeflemektedir.

Bu ¢alismanin hipotezi, inflamatuvar parametrelerin erken nefropatide goriilen MAU
ve ateroskleroz gostergesi olan ABI ile iliskili olabilecegidir. Bu hipotezi test etmek
icin MAU olan ve olmayan Tip2DM olgularinda, bazi serum inflamatuvar belirtegleri
(MCP-1, IL-6, IL-10, TNF-a ve Hs-CRP) Multipleks Assay ile calisiimistir.
Boylelikle aterosklerozun bir géstergesi olan ABI 6lgiimleri ile DN’nin gostergesi olan
MAU sonuglar1 ve c¢alismamizda saptanan inflamatuvar aterosklerotik belirteg

degerleri birlikte incelenerek aralarindaki iliski ortaya konmustur.
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GEREC ve YONTEM

3.1. GERECLER

3.1.1. ABI Ol¢iimii icin Kullanilan Geregler

Tansiyon mangonu (FMT, Tiirkiye)

Vaskiiler el Doppler’i (8 MHz) (Hadeco, Japan )

3.1.2. Kan Orneklerinin Temini i¢in Kullamlan Gerecler

%70'lik alkol (izopropil alkol, etanol) (Ornek alimi dncesi deri dezenfeksiyonu
i¢in)

Tek kullanimlik lateks veya vinil eldivenler

Turnike, adaptor, igne uglar1 (21-yesil uclu veya 22-siyah uglu)

Etiketler ve kalem

Katki maddesiz kirmizi ya da sar1 kapakl diiz kan alma tiipleri

1,5 ml’lik ependorf tiip (serum 6rneklerini saklamak igin)

Santrifiij (kandan serum eldesi i¢in) (Thermo-Fisher, USA)

3.1.3. Luminex Assay i¢in Kullanilan Gerecler

Luminex Human Magnetic Assay - Human Premixed Multi-Analyte Kit (Rve

D Systems, Minneapolis, Minnesota).
e CCL2/MCP-1 (BR25)
e IL-10 (BR22)
e IL-6 (BR13)
e TNF-alpha (BR12)

e Hs-CRP (BR62)
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3.1.3.1. Kit icerisindeki malzemeler

e Human Standard Cocktail (A-Z) (1-7) :Segcili standartlardan olusan kokteyl

e Human Premixed Cocktail of antibody-coated magnetic beads: Antikor kapli
manyetik boncuk kokteyli

e Human Premixed Biotin-Ab Cocktail: Biotin bagl antikor kokteyli

e Streptavidin-PE Concentrate: 10 kat konsantre Streptavidin-PE

e Diluent RD2-1: Bead diluent: Biotin Antibody Diluent

e Calibrator Diluent RD6-52: Sample/Standard Diluent

e Yikama Tamponu

e Mikroplak: Deney i¢in diiz tabanli 96 kuyucuklu mikroplak

e Karistirma tiipleri

e Foil plate Sealers: Plak kaplayici-yapistiric

e Analiz Sertifikasi
3.1.3.2. Kitin Haricinde Gerekli olan malzemeler
e 8 kanalli pipet (Thermo-Fisher, USA)
e 1-1000 ul otomatik pipet (Thermo-Fisher, USA)
e Manyetik platform

e MAGPIX Luminex cihazi (Luminex Corporation, Texas, USA)

e Milliplex Analyst
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Sekil 1. MAGPIX Luminex cihazi.

Sekil 2. MILLIPLEX Analyst programu.

3.1.4. Diger Arac¢-Gerecler

e Buzdolab:
e Derin dondurucu

e Otoanalizor (Gallery, USA)
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3.2. YONTEM

Bu tez calismasi, daha dnce Etik Kurul onayr almmis (EUTF Etik Kurul, 5 Agustos
2014, 14-7/10) bir bagka ¢alismanin yedek kan 6rnekleri ile yiiriitiilmiistiir. S6z konusu
calismaya, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi I¢ Hastaliklar1 Poliklinigi’ne
bagvuran Tip2DM’lu olgulardan ¢alisma kriterlerini karsilayan hastalar (Tablo 2.)
dahil edilmistir. Olgularin boy, agirlik ve kan basinc1 dl¢iimii yapildiktan sonra BKI
(Agirlik (kg)/Boy (m)?) degerleri hesaplanmis ve BKI<35 olan hastalardan retrospektif
olarak MAU’si olan 40 hasta ve MAU’si olmayan 40 hasta belirlenerek ¢alismaya

almmastir.

Tablo 2. Hastalarin ¢alismaya alinma kriterleri

* 40-60 yas aras1 olmasi

* BKI’nin 35’ten az olmasi

*Romatolojik, inflamatuar hastaligin, idrar yolu enfeksiyonunun ya da malignitenin
olmamasi
* Gebeligin olmamasi

* Arastirmadan kisa bir siire once veya arastirma sirasinda idrarda kreatinin atilimini
etkileyebilecek herhangi bir ila¢ kullanilmamis olmasi

Calismamizin laboratuvar analizleri i¢in ¢aligmaya dahil edilmis olan hastalarin daha
onceki calisma i¢in alimmis olan ve alikotlanmus olarak -80 C’de saklanan 6rnekleri
kullanilmistir. EUTF I¢ Hastaliklar1 Poliklinigi’nde takipleri devam eden, &nceki
calismanin tiim hastalarina, yedek kan 6rneklerinin kullanilacagi calismamizla ilgili
bilgi verilmis ve Goniillii Olur Formlar1 imzalatilarak hastalardan onaylar1 temin
edilmistir. Ayrica EUTF Etik Kurulundan bu tez calismasi i¢in 17-7.2/18 sayil izin

alinmustir.

Calismamizdaki inflamatuvar biyobelirteclerin ¢oklu 6l¢iimiinde, daha kiiciik numune
hacmi ve daha hizli 6l¢lime izin veren Multipleks Assay sistemleri (Luminex Human
Magnetic Assay - CCL2/MCP-1 (BR25), IL-10 (BR22), IL-6 (BR13), TNF-alpha
(BR12) ve HSCRP (BR62)) kullanilmistir. Ayrica hastalarin diger rutin analizlerinin
(aglik kan sekeri-AKS, tokluk kan sekeri-TKS, Hemoglobin Alc-HbAlc, total
kolesterol, yiiksek densiteli kolesterol-HDL, diisiik densiteli kolesterol-LDL,

trigliserid-TG) otoanalizorde galisilmis 6nceki verileri degerlendirilmistir.
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3.2.1. Hasta Kan Orneklerinden Serum Eldesi

Bu caligmada olgulara ek olarak ozel bir tetkik ya da miidahale yapilmamustir.
Calismada kullanilan tiim hasta serum 6rnekleri 6nceden Etik Kurul onay1 alinmis (5
Agustos 2014, 14-7/10) diger ¢alismanm yedek kanlaridir. Onceki galismada kanlar,
tim hastalardan a¢ karnmna, sabah 09:00-11:00 saatleri arasinda alinarak serum

eldesinden sonra alikotlanmis ve derin dondurucuda -80 C’de saklanmustir.
3.2.2. Multipleks Assay (Luminex) Yontemi ile Serum Inflamatuvar

Biyobelirteclerinin Ol¢iimii

Luminex testi, kiiciik 6rnek hacmi gerektiren calismalarda tek bir testte birden fazla
farkli belirteci ayn1 anda 6lgme kapasitesi nedeniyle son yillarda 6nemli bir yontem
olarak kullanilagelmistir. Boylece ELISA yontemindeki gibi tek tek molekiil 6l¢iimii
yerine ¢oklu molekiil 61¢timii miimkiin kilinmistir (Tighe, Negm, Todd, ve Fairclough,
2013). Bu yontem, igerisinde kirmizi veya kizilotesi floresan boyalarla
derecelendirilmis bir karigim ile hazirlanmis yiizlerce 6zel mikrometre 6lgekli plastik
boncuk (mikrokiireler) kullanarak molekiillerin hizli ve dogru 6l¢iimlerini miimkiin
kilar (Tighe ve ark., 2013). Boncuklarin igerisinde bulunan birbirinden farkl yiizlerce
floresan boya profilleri her bir numunenin siniflandirilmasinda ve ifadesinde
kullanilmaktadir (Sekil 3.). Luminex assay ile analitlerin 6lgtimii, akis sitometrisi
temelli cihazlarin modifiye edilmesiyle olusturulan cihazlarla elde edilmektedir
(DuPont, Wang, Wadhwa, Culhane, ve Nelson, 2005).

Calismamizda hasta serum 6rneklerinden CCL2/MCP-1 (BR25), IL-6 (BR13), IL-10
(BR22),TNF-0 (BR12) ve Hs-CRP (BR62) biyobelirteglerinin tespiti Luminex Human
Magnetic Assay Kiti ile yapildi. Okumada MAGPIX Luminex cihaz kullanilarak
Milliplex Analyst programi araciligiyla degerler tespit edildi.
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Sekil 3. Manyetik boncuklarla yapilan Luminex Assay yontemi. a) Antikor bagl
manyetik boncuk, hedef analit ve biotin bagli antikor karisimi. b) Biotin-antikor-
manyetik boncuk igeren 96 kuyucuklu plakaya Streptavidin-PE eklenmesi. ¢) Luminex
cihaz1 ile 96 kuyucuklu plakanin okunmasi. (Sekil, Microsoft Office yazilim

programlari kullanilarak ¢izilmistir.)
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3.2.2.1. Serum Orneklerinin Hazirlanmasi

Calismanin laboratuvar analizi kisminda, -80°C° de saklanan yedek serum &rnekleri
cozdiiriilerek, 16 000g’de 4 dk santrifiij edildi. Ardindan her bir serum 6rnegi 2 kat
seyreltildi.

Diliisyon;

e 75 pL numune tlizerine 75 pLL Kalibrator Seyreltici (kit i¢erisinden ¢ikan RD6-
52) eklenmesi ile gerceklestirildi.

3.2.2.2. Reaktiflerin Hazirlanmasi

Reaktifler hazirlanmadan Once her bir reaktif oda sicakligina getirildi ve Kit

icerisindeki kilavuza gore reaktif hazirlig yiirtitiildii.

3.2.2.2.1. Yikama Tamponunun Hazirlanmasi
Yikama tamponu hazirlanirken, beklemeden kaynakli olasi kristal yapilarin tamamen
¢oziinmesi igin 25X konsantre yikama tamponu oda 1sisinda yavasga karistirildi.
Ardindan 500 mL yikama tamponu hazirlamak i¢in;

e 480 mL distile suya + 20 mL konsantre yikama tamponundan eklendi.
3.2.2.2.2. Standartlarin hazirlanmasi

Standartlar, kit i¢erisinden ¢ikan Kalibrator Diluent RD6-52 ile segilen analitlere bagl
olarak degisen Standart Kokteyller (A-Z, 1-7) diliie edilerek olusturuldu.

Standartlarin olusturulmasinda izlenilen islem basamaklar1 Tablo.3. ve Sekil.4.’de
verilmistir.
e Standart 1’in olusturulmasi i¢in, 1 adet polipropilen tiip i¢erisine kullanilan her
bir 6zgiin standart kokteylinden (5 adet) 100 uL eklendi
o Kalibrator diliient RD6-52’den 500 pL eklenerek son hacim 1000 pL’ye

tamamlandi
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Tablo 3. Standart kokteyl ve RDG6-52 kullanilarak standart 1 solisyonunun

hazirlanmasi
Saglanan Ozgiin Standart 1 Tiipiine Eklenen Kalibrator Standart 1
Standart Kokteyl Eklenecek Standart Diluent Hacmi Toplam Hacmi
Sayisi Kokteyl Hacmi
100 pL 900 pL 1000 pL
2 Her biri 100 uL 800 uL 1000 pL
3 Her biri 100 uL 700 pL 1000 pL
4 Her biri 100 uL 600 uL 1000 pL
5 Her biri 100 pL 500 pL 1000 pL
6 Her biri 100 uL 400 pL 1000 pL
7 Her biri 100 uL 300 pL 1000 pL
8 Her biri 100 pL 200 uL 1000 pL
9 Her biri 100 pL 100 plL 1000 pL
10 Her biri 100 pL O puL 1000 pL

Standart kokteyl se¢imi CCL2/MCP-1 (BR25), IL-6 (BR13), IL-10 (BR22), Hs-CRP
(BR62), TNF-a (BR12) inflamatuvar biyobelirtegleri temel alinarak olusturuldu.

Standart Standart Standart Standart Standart
Kokteyl 1 Kokteyl 2 Kokteyl 3 Kokteyl 4 Kokteyl 5

=3 =
wn (=]

500 pL
Standart 1=1000 pL

RD6-52

Sekil 4. Standart 1’in hazirlanmasi. Birbirinden farkli 5 adet standart kokteyl
(CCL2/MCP-1 (BR25), IL-6 (BR13), IL-10 (BR22), Hs-CRP (BR62),_TNF-a
(BR12))’ in her birinden 100 pL alinarak, standart 1’in toplam hacmi 1000 pL olacak
sekilde 500 pL kalibrator diluent eklendi.
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Standart 1 olusturulduktan sonra diger standartlarin hazirlanmasi i¢in 2’den 6’ya kadar

etiketlenen 5 adet 1.5ml’lik polipropilen tiip igerisine her bir standart i¢in;
e 200 uL Kalibrator Seyreltici RD6-52 pipetlendi (3 kat seyreltme yapildi).

e Daha sonra her bir tiipten digerine 100 pL aktarilarak, standartlar olusturuldu.
(2’den 6’ya kadar)

e (Caligmada RD6-52 kor (blank) olarak kullanildi (Sekil 5.).

100 uL 100 I-l|- 100 pL 100 pL 100 pL
W \ ) N =
\\ N \\ A \\ \\\\\
\ J - A W
\ ‘\//
—
1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Standart 1=1000 pL Standart 2 Standart3 Standart4 Standart 5 Standart6

Sekil 5. Standart 1°den diger standartlarin hazirlanmasi (Standart 1:RD6-52 3 kat

seyreltme)

3.2.2.2.3. Seyreltik Manyetik Boncuk Kokteylin Hazirlanmasi

Manyetik boncuk kokteylini seyreltme islemi sirasinda manyetik boncuklarin 1sik ile

temastan korunmasi esas alindi.
Islem basamaklar1 asagidaki sekilde uygulandi:

e Ilk olarak manyetik boncuk kokteyli santrifiij cihazinda 1 000xg'de 30 saniye
santrifiijlendi.

e Santrifiij sonrasinda manyetik boncuklar tekrar ¢oziinene kadar yavas ve

dikkatli bir sekilde vortekslendi.

e Seyreltme islemi i¢in kit igerisinde bulunan Diliient RD2-1 (Diluent RD2-1)
kullanarak, 96 kuyucuklu plak i¢in; 500 pL. manyetik boncuk kokteyl ve 5 mL
Diluent RD2-1 kullanild1.
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3.2.2.2.4. Seyreltik BIOTIN-Antikor Kokteylinin Hazirlanmasi

Seyreltme islem basamaklart;

BIOTIN-Antikor Kokteyli santrifiij cihazinda 1 000xg'de 30 saniye
santrifiijlendi.

Santrifiij sonrasi olusan pelletin tekrar ¢oziinmesi i¢in yavas ve dikkatli bir

sekilde vorteks yapild.
Seyreltme islemi yapilirken kit igerisinde bulunan Diliient RD2-1 kullanildi.

96 kuyucuklu plak igin seyreltme islemi; 500 puL Biotin-antikor kokteyli
tizerine 5 mL Dilient RD2-1 eklenerek yapildi.

3.2.2.2.5. Streptavidin-PE Hazirlanmasi

Streptavidin-PE hazirlanirken 1gikla temasimi engellemek igin her bir polipropilen tiip

aliminyum folyo ile sarildi. Streptavidin-PE hazirlanirken asagidaki islem

basamaklar1 uygulandi:

Oncelikle kit icerisinden ¢ikan Streptavidin-PE santrifiij cihazinda 1.000xg'de

30 saniye santrifiijlendi.

Santrifiij sonrasi olusan pelletin tekrar ¢oziinmesi i¢in flakon yavas ve dikkatli

bir sekilde vortekslendi.

Pellet iyice c¢oziindiikten sonra iizerine Yikama Tamponu eklenerek

Streptavidin-PE seyreltildi.

96 kuyucuklu plak i¢in seyreltme miktari; 220 pLL Streptavidin-PE + 5.35 mL

yikama tamponu eklenerek gerceklestirildi.
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3.2.2.3. Luminex Assay Islem Basamaklar

Luminex Assay islem basamaklar1 uygulanmadan 6nce tiim reaktifler ve drnekler oda

sicakligina getirildi. Manyetik boncuklarin ve Streptavidin-PE’nin 151k ile temas

etmemesine dikkat edilerek asagidaki islem basamaklar1 uygulandi.

Tim reaktifler, standartlar ve ornekler yukaridaki boliimlerede anlatildigi

sekilde hazirlandi.

96 kuyucuklu plakta her bir kuyucuga 50 uL olacak sekilde standart (standart

1-6), numune ve kor eklendi.

Seyreltilmis Manyetik Boncuk Kokteyli tiip dibinde bekleme sonrasi
olusabilecek c¢okelmeye karst vortekslenerek tekrar siispansiyon haline
getirildi.

Vorteks sonrasinda mikroplagin herbir kuyucuguna 50 pulL manyetik boncuk

kokteyli eklendi ve plak kapatict ile mikroplagin iizeri hi¢bir hava boslugu
olmayacak sekilde dikkatlice kapatildi (Sekil 6.).

96 kuyucuklu mikroplak daha 6nceden 800 + 50 rpm'e ayarlanmis yatay orbital

mikroplak calkalayict (0.12 “orbit) iizerinde oda sicakliginda 2 saat inkiibe
edildi.

R '-’-'-;g;-.'i::_.g_

=)

Seyreltilmis manyetik boncuk

L
) Kokteyli

Antikor konjuge manyetik boncuk 96 kuyucuklu plaka

Sekil 6. Seyreltilmis antikor bagli Manyetik Boncuk Kokteylinin 96 kuyucuklu plaga

yiiklenmesi. Yiikleme sonrasinda mikroplagn iistii hava kabarcigi olmayacak sekilde

plak kapatic ile kapatildi.

Inkiibasyon sonrasinda, 96 kuyucuklu mikroplak yikama islemi icin
mikroplaga uyumlu manyetik alete yerlestirildi ve 1 dakika bekletildi.

Ardindan her bir kuyucuga Yikama Tamponundan 100 pL eklenerek, sivinin

kuyucuklardan diizgiin bir sekilde bosaltilmasi i¢in 1 dakika bekletildi.
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Bekleme sonrasi sivinin tamamen bosaltilmasi saglandi. Yikama islemi ii¢ kez

tekrar edildi.

Yikama sonrasi her kuyucuga 50 pL seyreltilmis Biotin-Antikor Kokteyli
eklendi (Sekil 7.).

' 3. D san & 8wt A s ®» u m \\‘
y - 0000© ()
. ( JOI® DOI@L X©)
\ V4 YM ot
W A - 0@@ 00@
‘ s 000000000 ®
‘ @\ . . 00000© 000
‘ - @@ ( JOX IO A€
R AVAY, " &) D 000@®
Biotin Bagh Antikor Seyreltilmis Biotin-Antikor Manyetik boncuk iceren 96 kuyucuklu plaka
Kokteyli
a b c

Sekil 7. Seyreltilmis Biotin-Antikor Kokteylinin manyetik boncuk iceren 96

kuyucuklu plaga ekimi. a) Biotin bagli antikorlar. b) Seyreltilmis biotin-antikor

kokteyli c) Manyetik boncuk igeren mikroplak.

Biotin-antikor kokteyli mikroplaga yiiklendikten sonra plak kapayici ile hava
boslugu kalmayacak sekilde tamamen kapatildi. Mikroplak calkalayiciya
yerlestirilerek 800 + 50 rpm'de oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasmda, 96 kuyucuklu mikroplak yikama islemi igin
mikroplaga uyumlu manyetik alete yerlestirildi ve 1 dakika bekletildi.
Ardmdan her bir kuyucuga Yikama Tamponundan 100 pL eklenerek, sivinin
kuyucuklardan diizgiin bir sekilde bosaltilmasi i¢in 1 dakika bekletildi.
Bekleme sonrsi sivinin tamamen bosaltilmasi saglandi. Yikama islemi ii¢ kez

tekrar edildi.

Bu yikama islemi sonrasinda, her bir kuyucuga 50 uL dnceden diliie edilen
Streptavidin-PE Kokteyli eklendi (Sekil 8.).
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Streptavidin-PE
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Sekil 8. Streptavidin-PE Kokteylinin eklenmesi.

Plak bir plak kapayici ile giivenli bir sekilde kapatildi ve mikroplak
calkalayicinin iizerinde 800 = 50 rpm'de oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasmnda, 96 kuyucuklu mikroplak yikama islemi igin
mikroplaga uyumlu manyetik alete yerlestirildi ve 1 dakika bekletildi.
Ardmdan her bir kuyucuga Yikama Tamponundan 100 pL eklenerek, sivinin
kuyucuklardan diizgiin bir sekilde bosaltilmasi icin 1 dakika bekletildi.
Bekleme sonrsi sivinin tamamen bosaltilmasi saglandi. Yikama islemi ii¢ kez

tekrar edildi.

Herbir kuyucuga 100 uL Yikama Tamponu eklenerek manyetik boncuklar

tekrar ¢ozelti haline getirildi.
Mikroplak calkalayicida 800 + 50 rpm'de 2 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrast MAGPIX Luminex cihaz1 ile plak 90 dakika siireyi
gecmeyecek sekilde okutuldu.

Sonuglar MILLIPLEX Analyst programu ile hesaplandi.
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3.2.2.5. LuminexAssay Hesaplamalari

Analiz Sertifikasindaki Standart konsantrasyonlar1 kullanilarak diliisyon miktarlar1
hesaplandi. Standart (her bir standart i¢in diliisyon katsayist 1:3) ve drnekler ( her bir
analit i¢in Orneklerde diliisyon katsayisi 1:2 ) i¢in ¢ift okuma yapildi. Her plakta 6
standart nokta ve kor Medyan Floresan Yogunlugu (MFI) ortalamalardan g¢ikarildi.
Milliplex Analyst yazilimi kullanilarak Coefficient of variation (%CV) degeri

hesapland1 ve standart egri grafikleri olusturuldu.

%CV ve %Chi degerleri hesaplandiktan sonra, pg/ml konsantrasyon degerine karsilik
MFI standart egri grafikleri olusturuldu (Sekil 9-13). MAU varlig1 ve yoklugunda
Tip2DM’li hastalarda inflamatuvar biyobelirte¢ diizeyleri birlikte degerlendirildi.
TNF-a ( %CV= 0,43; %Chi=0,015), CCL2/MCP1 (%CV= 0,8; %Chi=0,024) ve Hs-
CRP (%CV= 0,6; %Chi=0,022) diizeylerinin, IL-6 (%CV= 0,0; %Chi=0,0) ve IL-10
(%CV= 0,0; %Chi=0,0) ile karsilastirildiginda pg/ml’de miktarlarmin logaritmik

olarak arttig1 goriilmektedir.

4-P.log(1.35, 11.75, 0.41, 5.48)
DC=(1.79, 10766) Chi = 0.015%
THF-2
CV=043%, R3=1
10% + -
L}
L}
= 1% 4 .
10 ¢ ) T T T
10° 10 10~ 10°
pg/ml

Sekil 9. TNF-a Luminex analizi standart egri grafigi
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5-P.10g(2.91, 10.36, 0.29, 5.32, 1.44)
DC=(21.18, 11685) Chi = 0.024%

CCL2/MCP-1

CV=08%, R*=

i |
10* 1
E L |
102 - |
10° - r T I T T
0% 10" w02 o w0l
pg/ml

Sekil 10. CCL2/MCP1 Luminex analizinin standart egri grafigi

5-P.log(1.12, 9.67, 0.28, -2.02, 0.56)
DC=(0.0095, 61.20) Chi = 0.022%
CRP
CV=06%, F2=1
10% - e -
_
% e I “
10° : . . .
107 10 10 10°
pg/ml

Sekil 11. Hs-CRP Luminex analizi standart egri grafigi
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Y = Linear( {1.51, 3.68}, {7, 8.54})
DC=(+e0, +0) Chi = 0.0%

-6
CV=0%, R?=1
10° -
= 1074 .
107 1 T T T
10° 10 10° 10° 10*
pg/ml

Sekil 12. 1L-6 Luminex analizinin standart egri grafigi

Y =Linear( {1.29, 4.09}, {6.78, 8.97})

DC=(+, +e) Chi = 0.0%

IL-10
CV=0%, R2=1
107+ .
= i
0° i T T T
10° 10 102 10° 10*
pg/ml

Sekil 13. IL-10 Luminex analizinin standart egri grafigi
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3.2.3. istatistiksel Analiz

Istatistiksel veri analizi “SPSS statistics 21.0” programu ile gergeklestirildi. Sayisal
degiskenlerin dagilimi kontrol edilerek, gruplar arasindaki farklar, Student t testi ile
analiz edildi. Ornekler arasindaki korelasyon iliskisi Pearson’s korelasyon katsayisi ile

test edildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi 0,05°den kiigiik p degeri olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Bu ¢alisma 6nemli ve yaygin bir saglik sorunu olan Tip2DM’da mikro ve makro
vaskiiler komplikasyonlarin patofizyolojisinin anlagilmasina katki saglamak amaciyla
planlanmistir. Bu amagla, DN belirteci olarak kullanilan MAU ile inflamatuvar ve
aterosklerotik bir belirte¢ paneli ve ABI arasindaki iligki aragtirilmigtir. Caligma
kapsaminda, Tip2DM tanis1 almis olan 40 MAU’lii (20 kadin ve 20 erkek hasta) ve 40
MAU’siiz (21 kadin ve 19 erkek hasta) olmak iizere toplamda 80 hasta serum drnegi
ile ¢alisilmistir. Her bir hastada kardiyometabolik belirtegler olan a¢lik kan sekeri
(AKS), tokluk kan sekeri (TKS), Hemoglobin Alc-HbAlc, total kolesterol (Tkol),
yiiksek densiteli kolesterol (HDL), diisiik densiteli kolesterol (LDL) ve trigliserid
miktarlari, ABI ve inflamatuvar biyobelirteglerin diizeyleri dl¢iilmiis ve aralarindaki
iligki degerlendirilmistir.

Tablo 4. MAU’lii ve MAU’siiz DM hastalarina ait demografik ve kilinik veri tablosu.

Degiskenler MAU yok (n=40) MAU var (n=40)
Cinsiyet”

Kadm 52,50% 50%

Erkek 47,50% 50%
Yas* 52,98+6,1 53,98+6,0
Boy* 1,6840,1 1,6610,7
Kilo* 83,55+11,5 84,93+21,9
Sigara”

fgmiyor 65% 70%

Birakmig 7,50% 7,50%

Igiyor 27,50% 22,50%
Alkol”

Igmiyor 90% 97,50%

Igiyor 7,50% 2,50%
Hipertansiyon (HT)"

Yok 52,50% 37,50%

Var 47,50% 62,50%
Koroner Arter Hastaligi (KAH)”

Yok 95% 70%

Var 5% 30%
HL"

Yok 42,50% 30%

Var 57,50% 70%
Beden kitle indeksi (BK1)* (kg/m?) 29,62+3,9 30,848,5
Diabet siiresi” 91,75+76 144+108,7
Medikasyon”

Oral Anti-Diyabetik (OAD) 62,50% 47,50%

Insiilin 10% 5%

OAD-+insiilin 27,50% 47,50%
Aglik Kan Sekeri (AKS)* (mg/d) 145,78+60,9 156,83+65,7
Tokluk Kan Sekeri (TKS)* (mg/dI) 198,03+77,6 212,23+84,0
Hemoglobin Alc-HbALlc* (mmol/mol) 7,46+1,8 8,235+2,5
Total Kolesterol (Tkol)* (mg/dl) 201,5+45,4 209,3+61,8
Trigliserid (TG)# (mg/dl) 201,93+ 136,6 209,98+ 1453
Yiiksek Densiteli Kolesterol (HDL)* (mg/dl) 45,10+8,7 43,48+11,8
Diisiik Densiteli Kolesterol (LDL)* (mg/dI) 118,354+38,2 128,654+53,7
Ayak Bilegi-Kol Indeksi (ABI)* (cm/s) 1,1240,1 1,1440,2
Idrar Mikroalbiimin/Kreatinin (MA/Kr) 9.04+5.6 380.71£1000.46

*Yiizde ( %) degerleri.
# Ortalama ve standart sapma degerleri
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4.1. Luminex Veri Sonuclar

MAU’li ve MAU’siiz Tip2DM’li hastalarda Luminex calismasiyla dlgiilen
inflamatuvar biyobelirte¢ diizeyleri arasinda anlamli bir farklilk olup olmadigi
“independent t test” ile degerlendirildi. Istatistiksel analiz sonrasinda, Tip2DM’li
hastalarda MAU olan ve olmayan gruplar Kkarsilastirildiginda inflamatuvar
biyobelirteglerin diizeylerinde anlamli bir fark olmadigi (p>0,05, n=40) gozlendi
(Tablo 5 ve Grafikl).

Tablo 5. “’Independent t test>” veri analiz sonuglart. MAU’lii ve MAU’siiz olgulara ait
inflamatuvar biyobelirtecleri kiyaslandiginda iki grup arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmamustir.

e Tiim parametrelerin birimleri pg/mL’dir.

n Mean* Std. Std. Error  Sig. (2-
Deviation Mean tailed)
MAUsiiz 40 1,5576 ,50715 ,08019
IL-6 ,100
MAUIiG 40 2,1089 2,01530 ,31865
MAUsiiz 40 1,2618 , 15905 ,02515
IL-10 ,965
MAUIG 40 1,2650 ,43941 ,06948
MAUsiiz 40 3,6166 2,03305 ,32145
TNF-a ,460
MAUIG 40 3,3187 1,51994 ,24032
MAUsiiz 40 48,8518 9,56147 1,51180
Hs-CRP 722
MAUIG 40 49,5491 7,82715 1,23758
MAUsiiz 40 253,0496 188,45794 29,79782
MCP-1 ,576
MAUIG 40 232,5147 134,09477 21,20225

p<0,05 istatistiksel olarak anlaml kabul edildi. Homojen dagilim icin p>0,05 degeri homojen dagilim
olarak kabul edildi.
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MAU’li ve MAU’siiz hastalarda inflamatuvar belirteglere ait ortalama degerler
karsilastirildiginda iki grup arasinda ortalama deger bakimidan anlamli bir farklilik

gozlenmemistir (Grafik 1 ve Grafik 2).

Grafik 1. MAU’li ve MAU’siiz hastalarda I1L-10,1L-6 ve TNF-o inflamatuar

biyobelirteclerin ortalamalarinin karsilastirilmasi.

e Tim parametrelerin birimleri pg/mL’dir.

5,00

3,62 332
4,00
2,11
3,00 [ 1,56
1,26 1,27

2,00

1,00 {
0,00

TNFalfa IL6 IL10
® MAU = Mikroalbumindiri yok MAU = Mikroalbumindiri var

Grafik 2. MAU’li ve MAU’siiz hastalarda 1L-10, I1L-6, TNF-a, Hs-CRP ve MCP-1

inflamatuar biyobelirte¢lerin ortalamalarinin karsilastirilmasi.

300,00
253,05
250,00 2312'51
200,00
150,00
100,00
48,85 4955
50,00 £
3,62 3,32 1,56 2,11 1,26 1,27 '
000 = = i =
TNFalfa IL6 IL10 hsCRP MCP1
B MAU = Mikroalbumindiri yok MAU = Mikroalbuminiiri var

Her iki grupta ABI ortalamalarmna bakildiginda ABI degerleri 0.9-1.3 araliginda ve
normal degerlerdedir. MAU olan ve olmayan gruplar arasinda anlamli bir fark yoktur.
(Grafik 3).
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Grafik 3. MAU’lii ve MAUsiiz hastalarda ABI ortalamalarinim karsilastiriimasi.

ABI
1,1450

1,1400
1,1350

1,1357

1,1237
1,1300

1,1250
1,1200
1,1150
1,1100

1,1050
Mikroalbumindri yok Mikroalbumindri var

MAU’lii ve MAU siiz Tip2DM hastalarinda inflamatuvar biyobelirtecler, ABI, BKI,
hsCRP, Tkol, TG, HDL ve LDL arasindaki korelasyon iligkisi “Pearson Correlation”

analizi ile degerlendirildi.
MAU’siiz Tip2DM hastalarinda korelasyon analizi sonuglar1 degerlendirildiginde;

e TNF-a ile diger inflamatuvar belirtegler olan IL-6 (p=0,023, r=0,359) arasinda
dusiik pozitif, IL-10 (p=0,000, r=0,698), MCP1 (p=0,000, r=0,914) arasinda

pozitif korelasyon,
e |L-6ile MCP1 (p=0,016, r=0,379) arasinda diisiik pozitif korelasyon,
e |L-10ile MCP1 (p=0,000, r=0,629) arasinda pozitif korelasyon,

e MCP1 ile Tkol (p=0,040, r=0,326) arasinda diisiik pozitif korelasyon

bulundugu saptand:.

e Bunlara ek olarak Hs-CRP, ABI ve BKI degerleri ile inflamatuvar belirtecler
ve kardiyometabolik belirtecler arasinda bir iligkinin olmadigi bulundu

(p>0,05).

MAUsiiz hastalarda inflamatuvar biyobelirtegler olan IL-6, IL-10, MCP-1 ve TNF-a,
ile kardiyometabolik belirtecler olan Tkol, TG ve LDL arasinda anlamli bir iliski
saptanmamistir. MAU siiz hastalarda ayrica aterosklerozda belirleyici faktdr olan ABI
ile inflamatuvar biyobelirtecler ve kardiyometabolik belirtecler arasinda da anlamli bir

iliskinin bulunmadig1 gézlenmistir (Tablo 6).
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Tablo 6. MAU’siiz Tip2DM hastalarinda korelasyon analizi sonuglar1

TNF-a  IL6 IL10 MCP1 ABI BKi hsCRP Tkol TG HDL LDL

Pearson N ox o
Conrotation 1 359" 698" 914 107 -062 (104 219 ,118 028 145

TNF-0U g5 (2-tailed) 023 [000 000 510 702 523 174 470 864 374
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Pearson N «
o 359 1 151 379" -223 157 147 201 126 147 128

L6 sig. (2-tailed) 023 353 [0#6 166 334 366 214 440 364 432
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Pearson 698" 151 1 629” 079 -051 068 081 133 -091 019
Correlation

IL10  gig. (2-tailed) 000 353 P00 628 754 675 620 413 577 906
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Pearson 914" 379" 629~ 1 055 -008 191  .326° 192 -029 255
Correlation

MCP1 iy (2-tailed) 000 0% 000 735 960 239 A0 236 859 112
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
" 107 2223 079 055 1 029 015  -204 -242 -103 -119
Correlation

ABI iy, (2-tailed) 510 166 628 735 857 926 207 132 526 464
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Pearsong -,062 157 051 -008 -029 1 189 234 164 239 157
Correlation

BKI iy (2-tailed) 702 334 754 960 857 244 146 311 138 332
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Pearson 104 147 068 191 015 189 1 039 001 156 -070
Correlation

hsCRP iy (2-tailed) 523 366 675 239 926 244 812 576 335 668
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Pearson 219 201 08l 326" -204 234 039 1 472" 055 908"
Correlation

TKol  gig. (2-tailed) 174 214 620 040 207 146 812 002 735 000
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Pearson. 118 126 133 192  -242 164 091 472" 1 4717 149
Correlation

TG sig. (2-ailed) 470 440 413 236 132 311 576 002 002 358
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Pearson. 028 147 -091 -029 -103 239 156 055 -471" 1 099
Correlation

HDL  gig. (2-tailed) 864 364 577 859 526 138 335 735 002 545
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Pearson. 145 128 019 255 -119 ,157 -070  .908" ,149 099 1
Correlation

LDL  sig. (2-tailed) 374 432 906 112 464 332 668 000 358 545
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40

*Yesil renkle isaretli degerler p<0,05 istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.
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MAU’li Tip2DM hastalarinda korelasyon analizi sonuglar1 degerlendirildiginde
(p<0.05) (Tablo 7);

e TNF-a ile diger inflamatuvar belirtegler olan IL-6 (p=0,000, r=0,637), IL-10
(p=0,000, r=0,538), MCP1 (p=0,000, r=0,611) ve kardiyometabolik
belirtegler olan Tkol (p=0,001, r=0,529), TG (p=0,007, r=0,544), ve LDL
(p=0,004, r=0,534) ) arasinda pozitif korelasyon,

e |L-6ile IL-10 (p=0,008, r=0,416), MCP1 (p=0,000, r=0,529), Tkol (p=0,027,
r=0,349), TG (p=0,026, r=0,353) ve LDL (p=0,021, r=0,363) arasinda pozitif
korelasyon,

e [L-10 ile MCP1 (p=0,000, r=0,577), Tkol (p=0,001, r=0,502) ve LDL
(p=0,000, r=0,528) arasinda pozitif ve TG (p=0,026, r=0,352 ) arasinda pozitif
korelasyon,

e MCP1 ile Tkol (p=0,000, r=0,627), TG (p=0,007, r=0,420) ve LDL (p=0,000,

r=0,611) arasinda pozitif korelasyon bulundugu gézlendi.

e Bunlara ek olarak Hs-CRP, ABI ve BKI degerleri ile inflamatuvar belirtecler

ve kardiyometabolik belirtegler arasinda bir iliskinin olmadigr bulundu

(p>0,05).

MAU’li hastalarda inflamatuvar biyobelirtegler olan IL-6, IL-10, MCP-1 ve TNF-a
ile kardiyometabolik belirtegler olan Tkol, TG ve LDL arasinda orta ya da giiglii
korelasyon vardir. Belirtilen inflamatuvar biyobelirteg miktarlar1 arttikga
kardiyometabolik belirtegler de anlamli olarak artmaktadir. Bununla birlikte MAU’lii
hastalarda aterosklerozda belirleyici faktor olan ABI ile inflamatuvar biyobelirtecler

ve kardiyometabolik belirtecler arasinda anlamli bir iligki bulunmamuastir.
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Tablo 7. MAU’lii Tip2DM hastalarinda korelasyon analizi sonuglari

TNF-o IL6 IL10 MCP1 ABI BKi hsCRP Tkol TG HDL LDL
E%irrzcl’;ion 1 637 538" 611  -087 214 168 529" 544~ -158 534
TNF-a fa'ﬁeg 006 006 608 594 184 301 000 OO0 329 000
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Ef;'rse‘l’;ion 637" 1 416" 529"  -076  -045  -095 349" 353" -033 .363"
IL6 Z‘ﬁeg 000 008 006 640 784 562 021 026 841 2
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
E%E:'rzcl’:ﬁon 538* 416 1 577% 059  -078 166 502~ 352" 172 528"
IL10 fa'ﬁeg 000 008 000 716 631 307 001 026 288 000
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Z‘Zarrrsecl’:ﬁon 6117 529" 577 1 087  -108 032 .627% 420" 249 611"
MCP1 fa'ﬁeg 000 006 000 595 507 846 000 007 122 00O
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
f:%arrrsé?:tion 087  -076 059  -087 1 088 087 -067 ~-119 080 -062
ABI tsa'ﬁeg 594 640 716 595 588 594 680 465 713 706
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Zf:'rsecl’:ﬁon 214  -045 -078 -108  -088 1 058 -028 021 -284 012
BKi tsa'ﬁeg 184 784 631 507 588 723 864 897 076 941
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
gfﬁi‘l’:ﬁon 168  -095 166 032 087  -058 1 104 -118 079 183
hsCRP Z'ﬁeé? 301 562 307 846 594 723 503 467 629 250
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
E‘f}"j'rf:l’a”ﬁon 529%  349* 502" 627"  -067  -028 104 1 561 305 955"
Tkol tsaiﬁég' 000 027 001 000 680 864 523 000 055 000
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
E‘fﬁg’;ion 544% 353 352" 420%  -119 021  -118 561 1 -216 .391°
TG tsa'ﬁ’eg 000 026 026 007 465 897 467 000 180 013
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Fc’firrse(l’;ion 158 -033 172 249 060  -284 079 305 -216 1 264
HDL tsaiﬁég_ 320 841 288 122 713 076 629 055 180 099
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
CP:%?':Z(I):tion 534% 363 528"  611%  -062 012 183 955 391" 264 1

LDL tsaiiglég' ,000 021,000 000 706 941 259 000 013 099
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40

*Yesil renkle isaretli degerler p<0,05 istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.
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DM’lu hastalarda ABI ve DN korelasyon verileri degerlendirildiginde, MAU varhgi
gbzlenen hastalarda inflamatuvar biyobelirtegler ile kardiyometabolik belirtegler
arasinda bir iligki bulunmakta, fakat ABI ile aralarinda anlamli bir iligki
bulunmamaktadir. MAU yoklugunda ise, DM’li hastalarda hem inflamatuvar
biyobelirtegler ve kardiyometabolik belirtegler, hem de ABI arasinda anlamli bir iliski

bulunmamaktadir.
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TARTISMA

Tip2DM, tiim diinyada prevelansi siirekli artig gosteren kronik metabolik bir hastalik
olup patogenezinde endotelyal bozuklukla birlikte insiilin direnci bulunur (Lin ve ark.,
2006; Olokoba ve ark., 2012). Tip2DM’in mikrovaskiiler komplikasyonlari
nefropatiye ve makrovaskiiler komplikasyonlar1 ise daha c¢ok kardiovaskiiler
hastaliklara neden olmaktadir. Tiim bunlarin en 6nemli etkeni diyabete baglh gelisen
aterosklerozdur (Dokken, 2008; Lin ve ark., 2006). Aterosklerozdan kaynaklanan
inflamatuvar mikrogevre progresif olarak MAUye sebep olmaktadir (Aslan D., Girgin
Sagin F, Senes M, 2016; Garg ve Bakris, 2002).

MAU, Tip 2DM’de son dénem bobrek hastahi§min ortaya ¢ikmasinda prediktif bir
belirtectir ve DN’nin en ¢ok bilinen erken tan1 gostergesidir (Lee ve Choi, 2014).
Bununla birlikte son yillarda MAU’nin bozulmus vaskiiler yapiy1 yansittigi ve
Tip2DM’li hastalarda bobrek hastaliklarina oranla daha ¢ok kardiyovaskiiler
durumlar1 6ngordiigii ileri siiriilmektedir. Cok sayida calisma MAU’yii artan

kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite ile iliskilendirmektedir (Festa ve ark., 2000).

MAU’niin aterokslerotik siiregler gibi kronik inflamasyonla olan iliskisini gdsteren
calismalar olmasina ragmen, DN ve kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in tek bagina
giivenilir bir belirte¢ olmadigi agiktir (Glassock, 2010; Lee ve Choi, 2014). Ayrica son
yillarda giderek artan sekilde normoalbliminiirik bobrek yetmezligi olgularinin farkia
varilmas1 bu konuda MAU disinda biyobelirte¢lere olan ihtiyaci arttirmaktadir.
Sonugta, Tip2DM’un komplikasyonlar1 arasinda goriilen, patogenezde inflamasyon ve
aterosklerozun yer aldigi DN ve kardiovaskiiler hastaliklarin erken tanisinda ya da
riskli hastalarin belirlenmesinde, sadece MAU seviyelerinin izlenmesi yeterli
bulunmayip baska biyobelirte¢lerin arastirilmasina devam edilmektedir (Maclsaac ve
Jerums, 2011).

Tip2DM’lu hastalarda MAU ve diger inflamatuvar biyobelirtegler arasmnda iliski
oldugunu ortaya koyan c¢aligmalar yayinlanmigtir (Currie ve ark., 2014; King ve ark.,
1998; Lee ve Choi, 2014; Stehouwer ve ark., 2002). MAU’lii Tip2DM’lu olgularda
saptanan yiiksek diizeylerdeki inflamatuvar belirtecler, MAU’lii olgularda varolan
aterosklerozun ve/veya inflamasyonun bir yansimasi olabilir. Diabet tanis1 almamis

olgularda bile MAU varliginin artmis kardiovaskiiler morbidite ve mortaliteyle iliskili
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bulunmasi, MAU niin aterosklerozla olan yakin iliskisini gdstermektedir (Festa ve ark.
2000).

Son yillarda yaygin arastirmalara konu olan diger proinflamatuvar ve proaterojenik
sitokinler, Tip2DM’da da dikkat ¢ekmektedir. Tip2DM’da olusan mikro ve makro
komplikasyonlarin dnciisii olarak diisiiniilen bu belirteglerin 6ne ¢ikanlart MCP-1, IL-
6, IL-10, TNF-a ve Hs-CRP’dir (Skundric ve Lisak, 2003; Sproston ve Ashworth,
2018; Vilcek J, 2003). Bu akut faz proteinlerinin ve inflamatuvar sitokinlerin dogrudan
glomeriiler filtrasyonu degistirerek MAU gelisimine neden olabilecegi de &ne

surilmektedir.

Calismamiz Tip2DM’da DN’nin ve vaskiiler hasarin bir gostergesi olan MAU ile bir
dizi inflamatuvar sitokini (MCP-1, IL-6, IL-10, TNF-a, Hs-CRP) birlikte
degerlendiren ve bu bulgular aterokslerozun gdstergesi kabul edilen ABI 6lgiimleriyle
karsilastiran ilk ¢alismadir. Tip2DM’1u hastalarda serum inflamatuvar belirtegleri ile
ateroskleroz ve DN arasmdaki iliskinin incelendigi ¢alismanza MAU’lii ve MAU ’siiz
toplam 80 Tip2DM’li hasta dahil edilmistir. Hastalarm serum 6rneklerinde MCP-1,
IL-6, IL-10, TNF-o ve Hs-CRP biyobelirteglerinin diizeyleri Multipleks Assay
yontemi ile ABI dl¢iimleri Doppler yontemi ile ve kardiometabolik belirtecleri (AKS,
TKS, Alc-HbAlc, Tkol, HDL, LDL, TG) ise otoanalizérde belirlenerck aralarmdaki

iliski arastirilmistir.

Calismamiza konu olan inflamatuvar sitokinlerin bir arada caligilmasi i¢in goreceli
olarak yeni bir yontem olan Multipleks Assay kullanilmistir. Multipleks Assay, kiigiik
ornek miktarlartyla (25-50 pL) tek bir kuyucukta birden fazla farkli sitokini (<100)
aynit anda Olgme kapasitesine sahip oldugundan 6zellikle metabolik hastaliklarda
sitokin saptamada ve miktar 6lglimiinde 6nemli bir yontem olarak giindeme gelmistir.
ELISA ve Microarray yontemlerine karsin, bu yontemle ¢ok sayida belirte¢ daha kisa
zamanda, daha yiiksek yogunluk ve daha yiiksek veri eldesi ile belirlenebilir.
Multipleks analizi, ELISA yontemindeki gibi tek tek sitokin 6l¢limii yerine goklu
sitokin Olgtimii (100 belirtege kadar) miimkiin kilinmustir (Tighe ve ark., 2013).
Yontem ayrica ¢ok daha kiigiik biyolojik numune hacimleri ile ¢aligma imkan1 saglar
ve sonuglar ELISA yontemi kadar hassas ve microarray yontemine gore daha iyi
tekrarlanabilirliktedir. Ayrica kullanicinin istegine gore 6zgiin antikorlar, reseptorler,
peptidler ve oligoniikleotidler de dahil olmak tizere spesifik analitlerin yonteme

uyarlanalabilir olmasi avantaj saglamaktadir (Khalifian, Raimondi, ve Brandacher,
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2015). Tiim bu faktdrler gdz Oniine alnarak, MAU’li ve MAU’siiz Tip2DM
olgularinda inflamatuvar biyobelirteglerin diizeylerinin belirlenmesinde Multipleks
assay yonteminin kullanilmasima karar verilmistir. Multipleks assay yonteminin olas1
baz1 dezavantajlar1 (potansiyel ¢apraz reaksiyonlarin olmasi, tiim analitler i¢in mevcut
antikor ¢iftlerinin bulunmamasi, ortak diliisyon faktorlerinin se¢iminde zorluk,
giivenilir kalite kontrol algoritmalarinin saglanmasinda zorluklar, vb.) yontemin
oturmus laboratuvar kosullarinda, deneyimli bir personel ve ekiple uygulanmasiyla

asilmastr.

Calismamizin bir diger parametresi olan ABI 6l¢limii ateroskleroz ve kardiovaskiiler
hastalik tanisinda kullanilan non-invaziv, nispeten basit ve ucuz bir yontemdir
(Aboyans ve ark., 2012). Bu 6l¢iimde, ayaktaki istirahat sistolik kan basinci, sistolik
brakiyal basing ile karsilastirilir ve iki basing orani, ayak bilegi-brakiyal (veya ayak
bilegi-kol) indeksini tanimlar: Diigiik bir ABI, koroner kalp hastaligi, inme, gegici
iskemik atak, ilerleyici bobrek yetmezligi ve tiim nedenlere bagli mortalite riski ile
iliskilidir. Normal ABI 0.91-1.3 arasmdadir. Normalde, ayak bilegi basmci koldaki
basingtan daha yiiksektir. Normal bir test genellikle arteriyal tikayici hastaligi dislar.
ABI > 1.3, kalsifiye damarlarm varhgini ve ilave vaskiiler ¢alismalara ihtiyag oldugunu
diisiindiiriir. 4BI <0.9, klodikasyon semptomlar1 veya diger iskemi bulgular1 olan

hastalarda okliizif arter hastaliginin teshisinde anlamlidir.

Bugiine dek yapilmis ¢ogu ¢alismada ABI degerinin, ateroskleroz gostergesi olarak
kardiovaskiiler olaylarda prognostik onemde oldugu, ayrica IL-6 ve Hs-CRP gibi
sitokinler ile de iliskili bulundugu gosterilmistir (Aboyans ve ark., 2008; Thejaswini
ve ark., 2012). Benzer sekilde, Makhdoomi ve ark’nin yapmis oldugu bir ¢alismada
diyabetik hastalarda MAU varhg ile ABI diisiikliigii arasinda anlamli iligki
saptanmustir (Makhdoomi ve ark. 2013).

Calismamizda MAU olan diyabetik hastalarmn (n=40) 9’unda (%22.5) ABI degeri <0.9
olarak saptanmis olmasina ragmen genel verilerde MAU varhig1 ile ABI degerleri
arasmda anlamli bir iligki goriilmemistir. Orneklem popiilasyonumuzun yas araliginin
diger calismalara gore goreceli olarak daha geng olmast (MAU olmayan grup yas,
52,9846,1 ve MAU olan grup yas, 53,9846,0) bunun bir nedeni olabilir. Ayrica
MAU’li grubun (%22,50’si sigara kullantyor) MAU’siiz gruba (%27,50’si sigara
kullaniyor) gore daha diisiikk sigara i¢im oranlar1 da burada sonuglari etkileyen bir

baska parametre olabilir.
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MAU’lii hastalarda aterosklerozda belirleyici faktor olan ABI ile inflamatuvar
biyobelirtegler ve kardiyometabolik belirtecler arasinda anlamli bir iliski bulunmamasi
ilging bir veri olmakla birlikte literatiirde de benzer bazi uyumsuz sonuglara isaret
etmektedir. Daha 6nceki ¢aligsmalar, bu uyumsuz sonuglar1 ABI 6l¢iimiinde kullanilan
yontemin ve degerlerin hesaplanmasinda standardizasyonun eksik olmasina
baglamislardir (Aboyans ve ark., 2012). Bizim calismamizda da, ABI degerleri ile
inflamatuvar sitokinler arasmda da korelasyonun bulunmamas1 ¢alismamizdaki ABI
Olciimlerinde daha iyi bir standardizasyona (tek kisi tarafindan 6l¢lim, ayn1 aletin
kullanilmasi, Ol¢iim alman ekstremite noktalarmin standardizasyonu, v.b.) gerek

oldugu sonucuna varmamiza neden olmustur.

Calismamizda Multipleks Assay ile ilk defa Tip2DM’li hastalarda birlikte incelenen
MCP-1, IL-6, IL-10, TNF-0 ve Hs-CRP biyobelirteglerinin ortalamalar1t MAU’lii ve
MAU’siiz gruplarda anlamli bir farklihk gostermemistir. Navarro ve ark.’nin
calismasinda ise, bizim sonuglarimizdan farkli olarak MAU niin varlig: ile Hs-CRP,

TNF-a ve IL-6 seviyelerinde anlamli farkliliklar izlenmistir (Navarro ve ark., 2003).

Calismamizda MAU’siiz Tip2DM hastalarinda TNF-a ile diger inflamatuvar
belirtegler olan IL-6, IL-10, MCP1 arasinda ayrica IL-6 ile MCP1 arasinda ve IL-10
ile MCP1 arasinda korelasyon bulunmasi tim bu belirteclerin DM’da gelisen
inflamatuvar ortama katki koydugunu teyit etmektedir. Bunlar arasinda en umut verici
olarak g6ziiken MCP1 sitokinidir, bu sitokin ile kardiyometabolik belirteglerden Tkol
arasinda korelasyon bulunmasi da ateroskleroz ve inflamasyonun birlikte seyrettiginin
bir diger kanitidir. Calismamizda MAU’siiz Tip2DM’lu olgularda, Hs-CRP, ABI ve
BKI degerleri ile inflamatuvar belirtecler ve kardiyometabolik belirtecler arasinda bir

iligki saptanamamustir.

MAU’lii Tip2DM olgularinda TNF-a ile diger inflamatuvar belirtecler olan IL-6, IL-
10, MCP1 arasinda ve kardiyometabolik belirtegler olan Tkol, TG ve LDL arasinda,
ayrica IL-6 ile IL-10, MCP1, Tkol, TG ve LDL arasinda pozitif korelasyon, yine IL-
10 ile MCP1, Tkol, IDL ve TG arasinda, MCP1 ile de Tkol, TG ve LDL arasinda
pozitif korelasyon bulunmustur. MAU’lii hastalarda inflamatuvar biyobelirtecler olan
IL-6, IL-10, MCP-1 ve TNF-a ile kardiyometabolik belirtecler olan Tkol, TG ve LDL
arasinda orta ya da giiclii korelasyon vardir. Belirtilen inflamatuvar biyobelirteg
miktarlar1 arttikga kardiyometabolik belirtegler de anlamli olarak artmaktadir. Bu

alanda yapilmis sayisiz ¢aligma arasinda Otto ve ark'nin yaptigi1 32 hastalik
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arastirmada, iiriner alblimin eksresyonuyla fibrinojen arasinda korelasyon bulunurken,
triner alblimin eksresyonuyla CRP ve IL-6 ile bir iliski bulunamamistir.(Otto,
Engelschalk, Fraunberger, Laubach,ve Schwandt, 2001). Benzer sekilde 151 hastay1
ve 80 saglikli kontrolii iceren ¢alismalarinda Moriwaki ve ark. da IL-6 ile MAU
arasinda bir iligki saptayamamislardir (Moriwaki ve ark. 2003). Buna karsilik Navarro
ve ark. MAU’niin hs-CRP (r= 0.68; P < 0.001) ile serum (r = 0.45; P < 0.01) ve iiriner
TNF-a (r = 0.71; P < 0.001) diizeyleriyle iliskisini ortaya koyarak, Tip2DM’lu
olgularda DN’nin erken doneminde bile inflamatuvar parametrelerin bagimsiz olarak
MAU ile iliskili olduguna ve DN’nin gelisiminde inflamasyonun roliine dikkat

cekmislerdir (Navarro ve ark. 2003).

Son olarak tiim bu veriler 1s13inda, Tip2DM’li hastalarda bir dizi inflamatuvar
biyobelirteg ilk kez birlikte Multipleks Assay yontemiyle ¢alisilmistir. Bu sitokinler
ile MAU arasinda saptanan giiglii iliskiler vaskiiler endotel hasarinin ve DN’nin bir
gostergesi olarak MAU niin énemli roliinii teyit etmektedir. MAU belirteci olan DN
ile aterosklerotik olaylarin ortak mediyatori, her iki durumun patofizyolojisinde yer
alan kronik inflamasyon ortami gibi gdziikmetedir. Oniimiizdeki donemlerde daha
genis kohortlarla yapilacak ¢alismalarda ABI gibi bireysel 6l¢iime dayali indekslerin

daha standardize edilerek uygulanmasi ¢aligmalarin degerini arttiracaktir.
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SONUC ve ONERILER

Bu calismada, Tip2DM’li hastalarda erken DN tamisinda kullamlan MAU ile
inflamatuvar biyobelirtecler ve ateroskleroz gostergesi olarak kabul goren ABI

Olgtimleri ilk defa birlikte arastirilmistir.

Hastalarin serum Orneklerinde MCP-1, I[IL-6, IL-10, TNF-a ve Hs-CRP
biyobelirteglerinin diizeyleri Multipleks Assay yontemi ile ABI 6lgiimleri Doppler
yontemi ile ve kardiometabolik belirtecleri (AKS, TKS, Alc-HbAlc, Tkol, HDL,

LDL, TG) ise otoanalizérde belirlenerek aralarindaki iligki arastirilmistir.

Tip2DM’li hastalarda MAU olan ve olmayan gruplar karsilastirildiginda inflamatuvar
biyobelirteglerin diizeylerinde anlamli bir fark olmadigi (p>0,05, n=40) gézlenmistir.

Benzer sekilde, her iki grupta ABI ortalamalarina bakildiginda ABI degerleri 0.9-1.3
araliginda ve normal degerlerdedir. MAU olan ve olmayan gruplar arasinda anlaml

bir fark yoktur.

MAU’li hastalarda inflamatuvar biyobelirtegler olan IL-6, IL-10, MCP-1 ve TNF-a
ile kardiyometabolik belirtegler olan Tkol, TG ve LDL arasinda orta ya da giicli
korelasyon vardir. Belirtilen inflamatuvar biyobelirteg miktarlar1 arttikga
kardiyometabolik belirtegler de anlamli olarak artmaktadir. Bununla birlikte MAU’lii
hastalarda aterosklerozda belirleyici faktor olan ABI ile inflamatuvar biyobelirtegler

ve kardiyometabolik belirtecler arasinda anlamli bir iliski bulunmamastir.

Tip2DM’lu hastalarda genis kohortlarla, MAU subgruplar1 olusturarak ya da
prospektif tasarimla yapilacak yeni ¢alismalar, DN ve ateroskleroz iligkisini daha iyi

anlamamiza neden olabilir.
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Ek 2.

Aragtirmanm Adi: Mikroalbiiminiirili Tip 2 Diyabet Hastalarmda Nefropati ve
Ateroskleroz Iliskisinde Inflamatuvar Biyobelirte¢lerin Rolii

BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU (FORM 17)

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ 11l
Bu calismaya katilmak Gzere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu calismada yer almay!
kabul etmeden 6nce calismanin ne amacla yapilmak istendigini anlamaniz ve
kararinizi bu bilgilendirme sonrasi 6zglrce vermeniz gerekmektedir. Size 6zel
hazirlanmis bu bilgilendirmeyi Iltfen dikkatlice okuyunuz, sorulariniza agik yanitlar
isteyiniz.

CALISMANIN AMACI NEDIR?

Tip 2 geker hastalig1 olan hastalarda, tedavi ve kontrol iyi saglanmazsa. zaman iginde dzellikle
g6z, bobrek ve kalp sorunlar1 ortaya ¢ikabilir. Seker hastaligmin bébrekler iizerindeki van
etkilerinin gdstergesi bobreklerden idrar vyoluyla protein kagagi olmasidir. Tip 2 seker
hastalarinda vaygin damar hasari, damar duvarinda genis fonksiyon bozuklugu ve kalbe kan ve
oksijen saglayan ince damarlarn artarak daralmasiyla seyreden ateroskleroz (halk arasinda
bilinen deyimiyle damar sertlesmesi, damar kireglenmesi) ortaya ¢ikabilir. Idrar yoluyla protein
kagag1, damar sertlesmesi i¢in bir risk faktoériidir. Aym zamanda idrar voluyla protein
kagagmun; Tip | veya 2 seker hastalif1 olanlarda, kalp ve damar hastaligma bagl hastalik hali
ve 6ltim igin bir belirteg oldugu ve kalp ve damar hastaligi igin bagimsiz bir risk faktorii oldugu
belirtilmigtir. Bu protein kagagi, kalbi besleyen damarlarm sertlesmesinin giddetivle belirgin
pozitif iligkili gdsterir. Ama bu iligkinin hangi vollarla ya da hangi araci molekiillerle ortaya
¢iktig1 heniiz bilinmemektedir.

Avak bilegi/Brakiyal basing orani 6lgiimii de kalp ve damar hastalig1 riski tahmininde yararli
bilgiler saglayan bir vontem olarak bildirilmigtir.

Yiksek kalp ve damar hastaligi riski olan hastalarda ve bobregin etkilendigi durumlarda
serumdaki bazi iltihap molekilleri de artig gosterir.

Calismamizin amaci tip 2 seker hastaligi olan hastalarda idrar yoluyla protein kagag ile damar
sertlesmesi belirtegleri olan bu iltihap molekilleri ve Ayak bilegi/brakiyal basmg oram 6lgiimii
arasinda iligki olup olmadigimni belirlemektir. Boylelikle Tip 2 seker hastah@mda protein kagag:
ile damar sertlesmesi arasindaki iligki ve bu iligkiye neden olan molekiillerle ilgili bilgilerimiz
artmig olacaktir.

KATILMA KOSULLARI NEDIR?
Bu ¢aligmaya dahil edilebilmeniz igin;
*  Yagsmuzin 40-60 yag arast olmasi,
s Viicut kitle indeksiniz hesaplandiginda bu degerinizin 35’ten az olmasi,
+ Romatolojik, inflamatuar hastaligimzimn, idrar yolu enfeksiyonu ya da malignitenizin
olmamasi,
Gebe olmamaniz,
Aragtirmadan kisa bir siire dnce veya aragtirma sirasinda idrarda kreatinin atilimini
etkileyebilecek herhangi bir ilag kullanmamis olmaniz gerekmektedir.
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Aragtirmanm Adi: Mikroalbiiminiirili Tip 2 Diyabet Hastalarmda Nefropati ve
Ateroskleroz Iliskisinde Inflamatuvar Biyobelirte¢lerin Rolii

NASIL BIR UYGULAMA YAPILACAKTIR?

Yukarida belirtilen galigma kosullarina uygunlugunuz daha dnce Dog. Dr. Ash Kilavuz'un
vaptig iliskili bagka bir galiymada zaten tespit edilerek o galigma igin onaymzla sizden
toplardamardan kan drmegi alinmig ve bu drneklerde bazi testler vapilmistir. Yedek kanlarinz
ise vine Dog¢. Dr. Kilavuz'un sorumlulugunda derin dondurucuda saklanmig olup, bu
galigmamizda yedek kan 6rmmeginiz kullamilacaktir. Size ek bir islem yapilmayacak ya da
veniden kan érmegi almmayacaktir. Bu galigmamiz i¢in onayiniz, sadece yedek kan érmeginizde
galigmamizin testlerinin de vapilabilmesi igin istenmektedir.

SORUMLULUKLARIM NEDIR?
Ek bir sorumlulugunuz bulunmamaktadir.

KATILIMCI SAYISI NEDIR?
Aragtirmada yer alacak goniilliilerin sayis1, Tip 2 seker hastasi olup protein kagag olan 40 ve
protein kagagi olmayan 40 kigidir.

KATILIMIM NE KADAR SURECEKTIR?
Ek bir siireye gerek yoktur. Goniillit Olur Formu’nu imzalamaniz yeterlidir.

CALISMAYA KATILMA ILE BEKLENEN OLASI YARAR NEDiR?

Bu aragtirmada sizin i¢in beklenen klinik bir yarar bulunmamaktadir. Yapilan tiim iglemler
arastirma igin kullanilacaktir ve meveut tedaviniz degistirilmeyecektir. Fakat, bu galigmanin
sonucunda Tip 2 seker hastalarinda protein kagagi ve damar sertlegmesi arasindaki iligki biraz
daha aydinlanmis olacak ve elde edilen bilgiler ileride bagka hastalarm yararna
kullanilabilecektir

CALISMAYA KATILMA iLE BEKLENEN OLASI RiSKLER NEDiR?
Daha dnce alinmug kan drneginiz kullanilacagindan ve size ek bir iglem yapilmayacagmdan
higbir ek risk yoktur.

ARASTIRMA SURECINDE BIRLIKTE KULLANILMASININ SAKINCALI OLDUGU
BIiLINEN iLACLAR/BESINLER NELERDIR?

Idrardan kreatinin atilimim engelleyen ilaglarin disinda, galigma stiresince birlikte kullaniminin
sakincali oldugu ilag ve besin bulunmamaktadir. Ancak yukarida belirtildigi gibi bu kogul
dnceki ¢aligmada tespit edilmis olup su an i¢in herhangi bir beslenme va da tedavi énlemi
gerekmemektedir.

HANGIi KOSULLARDA ARASTIRMA DISI BIRAKILABILiRIM?
Calismaya katilmaktan vazgegerseniz aragtirma digi birakilabilirsiniz.

HERHANGI BiR ZARARLANMA DURUMUNDA YUKUMLULUK/SORUMLULUK
KIiMDEDIR VE NE YAPILACAKTIR?

Daha 6nce almmis kan 6rneginiz kullamlacagindan ve size ek bir iglem yapilmayacagmdan bir
zararlanma durumu s6z konusu degildir.
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Aragtirmanm Adi: Mikroalbiiminiirili Tip 2 Diyabet Hastalarmda Nefropati ve
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ARASTIRMA  SURESINCE CIKABILECEK SORUNLAR ICiN  KiMmi
ARAMALIYIM?

Daha once alinmug kan drneginiz kullanilacagindan ve size ek bir iglem yapilmayacagmdan
higbir ek sorun beklenmemektedir. Yine de aragtirmayla ilgili sorulariniz olursa 0232 390 40
87 no.lu telefondan Prof. Dr. Ferhan SAGIN "a bagvurabilirsiniz.

CALISMA KAPSAMINDAKI GIDERLER KARSILANACAK MIDIR?
Daha énce alinmis kan 6rneginiz kullanilacagindan ve size ek bir iglem yapilmayacagmndan
higbir ek gider yoktur.

CALISMAYI DESTEKLEYEN KURUM VAR MIDIR ?
Caligmayr  destekleyen kurum Ege Universitesi Bilimsel Aragtirma  Projeleri
Koordinatérliga (BAP) diir.

CALISMAYA KATILMAM NEDENIYLE HERHANGi BiR ODEME YAPILACAK
MIDIR?
Bu aragtirmada yer almamz nedeniyle size higbir 6deme yapilmayacaktir.

ARASTIRMAYA KATILMAYI KABUL ETMEMEM VEYA ARASTIRMADAN
AYRILMAM DURUMUNDA NE YAPMAM GEREKIR?

Bu aragtirmada yer almak tamamen sizin isteginize baghidir. Aragtirmada yer almayi
reddedebilirsiniz ya da herhangi bir asamada aragtirmadan ayrilabilirsiniz; reddetme veya
vazgegme durumunda bile sonraki bakimimiz garanti altina alinacaktir. Arastirici, uygulanan
tedavi semasinin gereklerini yerine getirmemeniz, caligma programmi aksatmamz veya
tedavinin etkinligini artirmak vb. nedenlerle isteginiz disinda ancak bilginiz dahilinde sizi
arastirmadan g¢ikarabilir. Bu durumda da sonraki bakiminiz garanti altina alinacaktir.

Aragtirmanin sonuglari bilimsel amagla kullanilacaktir; ¢aligmadan ¢ekilmeniz ya da arastiricr
tarafindan ¢ikarlmanmiz durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse bilimsel amagla
kullanilabilecektir.

KATILMAMA iLiSKiN BILGILER KONUSUNDA GiZLiLIK SAGLANABILECEK
MIDIR?

Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve aragtirma yayimnlansa bile kimlik
bilgileriniz verilmeyecektir, ancak aragtirmamn izleyicileri, voklama yapanlar, etik kurullar ve
resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulagabilir. Siz de istediginizde kendinize ait
tibbi bilgilere ulagabilirsiniz.
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Cahsmaya Katilma Onay:

Yukarida yer alan ve arastirmaya baglanmadan once gonallitye verilmesi gereken
bilgileri gbsteren 3 sayfalik metni okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorulart
aragtirictya sordum, yazili ve s6zli olarak bana yapilan tim agiklamalari ayrintilariyla anlamig
bulunmaktayim. Caligmaya katilmay1 isteyip istemedigime karar vermem i¢in bana yeterli
zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi bilgilerin gézden gegirilmesi, transfer edilmesi
ve iglenmesi (vedek kan &meklerimin arastirma amagh kullanmilmasi dahil olmak tizere)
konusunda aragtirma viiriitiictisiine vetki veriyor ve s6z konusu aragtirmaya iliskin bana yapilan
katilim davetini higbir zorlama ve baski olmaksizin biyilk bir gonilliiliik igerisinde kabul
ediyorum. Bu formu imzalamakla yerel yasalarin bana sagladig1 haklar1 kaybetmeyecegimi

biliyorum.

Bu formun imzali ve tarihli bir kopyas1 bana verildi.

GONULLUNDN IMZASI
ADI & SOYADI
ADRESI
TEL. & FAKS
TARIH
VELAYET VEYA VESAYET ALTINDA BULUNANLAR ICIN ST
VELI VEYA VASININ

ADI & SOYADI
ADRESI
TEL. & FAKS
TARIH
ARASTIRMA EKIiBINDE YER ALAN VE YETKIN BiR
ARASTIRMACININ IMZASI
ADI & SOYADI
TARIH

GEREKTIGI DURUMLARDA TANIK IMZASI

ADI & SOYADI

GOREVI

TARIH
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Ek 3.

Mikroalbiiminiirili Tip 2 Diyabet Hastalarinda
Nefropati ve Ateroskleroz Iliskisinde
Inflamatuvar Biyobelirte¢lerin Rolii

OLGU KAYIT FORMU
14 TEMMUZ 2017 / Versiyon 1.1

OLGU NO O I | |
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PROTOKOL NO: OLGU NO \ " " "

TARIH I I 1/ I 1/ I

CALISMAYA ALINMA KRITERLERI EVET

Tip2 Diyabetes Mellitus (Tip2 DM) olan hasta

Mikroalbuminuri (MAU)s1 olan hasta

40-60 yag aras1 kadin veya erkek hasta

Viicut kitle indeksi hesaplandifinda bu deger 35°ten az olan hasta

Yazil bilgilendirilmis olur veren hasta

ogooooao

Takip vizitlerine katilmay1 kabul eden hasta

CALISMAYA ALINMAMA KRITERLERI EVET

HAYIR

gogododg

HA

=

IR

Hastada Romatolojik, inflamatuar hastalifin, idrar yolu enfeksiyonunun ya da malignitenin
olmasi

]

Hastada Idrar yolu enfeksiyonu dahil triner sistem bozuklugu olmasi
Hastada gebeligin olmasi

Hastanin arastirmadan kisa bir siire énce veya arastirma sirasinda Idrarda kreatinin atilimim
etkileyebilecek herhangi bir ilag kullanilmast

O O O

O Ood

BILGILENDIRILMIS OLUR

BILGILENDIRILMI$ OLUR ALINDI .

" ¥ (] &ver [] mnavmr
BILGILENDIRILMIS OLUR ALINMA

TARTHI 1 : 11 . 1/1 i 11 : 1/1 11 1

CALISMAYA UYGUNLUK
HASTA CALISMA ICIN UYGUN MU? D EVET, KiSI CALISMA ICIN UYGUN

|:| HAYIR, KiSI CALISMA ICIN UYGUN DEGIL

14 Temmuz 2017/ Versiyon 1.1

Sayfa2 /3
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PROTOKOL NO: OLGU NO | " " I |
TARIH | I 1/ I 1/ I I
B £ El El Y ¥
DEMOGRAFIK VERILER
DOGUM TARIHI 1 11 1/1 1 1/1 11 1
) D Erkek
CINSIYET
I:‘ Kadin
|:| Yok
KOMORBIDITE D Var (belirtiniz): ...... oo e e e
1.
. 3.
KULLANDIGT iLACLAR \
5.
6
BULGULAR

SISTOLIK KAN BASINCI 1 11

11 immHg DIASTOLIK KAN BASINCI 1 11 1

1 1 mmHg

BOY 1 11 11 1cm KILO 1 11 11 1kg BKi:1 1
Mikroalbiimintiri: 1 1

Ankle Brakival Indeks: 1 1
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