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ÖZET 

Mikroalbüminürili Tip 2 Diyabet Hastalarında Nefropati ve Ateroskleroz 

İlişkisinde İnflamatuvar Biyobelirteçlerin Rolü 

Tip 2 Diabetes Mellitus (Tip2DM), dünyada yaygın olarak görülen bir kronik 

hastalıktır. Tip2DM’da gelişen endotel hasarına bağlı ortaya çıkan mikroalbüminüri 

(MAÜ) ve bu zeminde ilerleyen diyabetik nefropati (DN) hastalığın mikrovasküler 

komplikasyonlarının en önemlisidir. Bu çalışmanın amacı da, serum inflamasyon 

biyobelirteçleri (Monosit Kemoatraktan Protein-1 (Monocyte Chemoattractant Protein 

- MCP-1), Interlökin-6 (Interleukin-6 - IL-6), Interlökin-10 (Interleukin-10 - IL-10), 

Tümör Nekrozis Faktör-α (Tumor Necrosis Factor - TNF-α) ve Yüksek Duyarlı C-

Reaktif Protein (High Sensitive C-Reactive Protein - Hs-CRP) ile DN ve ateroskleroz 

arasındaki ilişkiyi araştırmaktır. Bunun için MAÜ’sü olan ve olmayan toplam 80 

Tip2DM’lu hastada Multipeks Assay yöntemiyle saptanan inflamatuvar 

biyobelirteçlerin düzeyleri ile DN’nin göstergesi olan MAÜ ve aterosklerozun 

göstergesi olan Ayak-Bilek Brakiyal İndeksi (Ankle Brachial Index - ABİ) ve 

kardiyometabolik belirteçler birlikte değerlendirilmiştir. Verilerin istatiksel analizi 

Student t Testi ve Pearson Coleration analizi ile yapılmıştır. Çalışmanın verilerine 

göre, MAÜ olan ve olmayan gruplar arasında inflamatuvar biyobelirteçlerin 

düzeylerinde  anlamlı bir farklılık saptanmamıştır. Benzer şekilde, her iki grupta ABİ 

ortalamalarına bakıldığında ABİ değerleri 0.9-1.3 aralığında ve normal değerlerdedir. 

MAÜ olan ve olmayan gruplar arasında anlamlı bir fark yoktur. MAÜ’lü hastalarda 

inflamatuvar biyobelirteçler olan IL-6, IL-10, MCP-1 ve TNF-α ile kardiyometabolik 

belirteçler olan Tkol, TG ve LDL arasında orta ya da güçlü korelasyon vardır. 

Belirtilen inflamatuvar biyobelirteç miktarları arttıkça kardiyometabolik belirteçler de 

anlamlı olarak artmaktadır. Bununla birlikte MAÜ’lü hastalarda aterosklerozda 

belirleyici faktör olan ABI ile inflamatuvar biyobelirteçler ve kardiyometabolik 

belirteçler arasında anlamlı bir ilişki bulunmamıştır. Sonuç olarak,  Tip2DM’li 

hastalarda inflamatuvar belirteçlerin erken nefropati tanısında görülen MAÜ ve 

ateroskleroz göstergesi olan  ABI ölçümleri ilk kez birlikte araştırılmıştır. Tip2DM’lu 

hastalarda geniş kohortlarla, MAÜ subgrupları oluşturarak ya da prospektif tasarımla 

yapılacak yeni çalışmalar, DN ve ateroskleroz ilişkisini daha iyi anlamamıza neden 

olabilir.  
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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-α), 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-α 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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 Giriş 

1.1. Araştırmanın Problemi 

Tip 2 Diabetes Mellitus (Tip2DM), dünyada %8.3, ülkemizde ise %14.85 prevalansa 

sahip yaygın bir kronik hastalıktır. Hastalarda görülen insülin direnci ve bozulmuş 

glukoz homeostazı, hiperglisemiyi ve kronik bir inflamatuvar mikroçevreyi 

tetikleyerek hastalığın morbiditesini ve mortalitesini arttıran mikro ve makro vasküler 

komplikasyonlara neden olur. Tip2DM’da gelişen endotel hasarına bağlı ortaya çıkan 

mikroalbüminüri (MAÜ) ve bu zeminde ilerleyen diyabetik nefropati (DN) hastalığın 

mikrovasküler komplikasyonlarının en önemlisidir. Benzer şekilde, kronik 

inflamatuvar ortamdaki progresif ateroskleroz ve bunun sonucunda görülen periferik 

arter ve koroner hastalıklar da makrovasküler komplikasyonlara önemli örneklerdir. 

Son yıllarda, MAÜ’nin sistemik vasküler hasar, geniş endoteliyal disfonksiyon ve 

renal fonksiyondan bağımsız olarak ateroskleroz ve kardiyovasküler hastalık için 

bağımsız bir risk faktörü olduğu öne sürülmektedir. Tip2DM’da görülen mikro ve 

makrovasküler komplikasyonların tetikleyicisi olarak özellikle makrofajlardan ortama 

salınan Monosit Kemoatraktan Protein-1 (Monocyte Chemoattractant Protein - MCP-

1), Interlökin-6 (Interleukin-6 - IL-6), Interlökin-10 (Interleukin-10 - IL-10), Tümör 

Nekrozis Faktör-α (Tumor Necrosis Factor - TNF-α) ve karaciğer hücrelerinden 

ortama salınan Yüksek Duyarlı C-Reaktif Protein (High Sensitive C-Reactive Protein 

- Hs-CRP)  gibi proinflamatuvar ve proaterojenik moleküllerin yakın ilişkisi göz önüne 

alındığında, bu hastalarda ateroskleroz ve nefropati ilişkisinde söz konusu 

moleküllerin rolü önem kazanmaktadır.   

1.2. Araştırmanın Sorusu 

Yukarıda belirtilen etkileşimler göz önüne alındığında, DM’da gelişen vasküler ve 

endoteliyal komplikasyonlardan DN ile ateroklerozun ortak tanı/patogenez belirteci 

olarak MAÜ ve Ayak Bileği Brakiyal İndeksi (Ankle Brachial Index-ABI) yanı sıra 

söz konusu inflamatuvar belirteçler kullanılabilir mi? Bu belirteçlerin tek bir kan 

örneğinde birlikte ve hızlı ölçümüne olanak veren bir sistem (Multipleks Assay) klinik 

kullanıma girebilir mi? 
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1.3. Araştırmanın Hipotezleri 

Bu çalışmanın hipotezi, inflamatuvar parametrelerin erken nefropatide görülen MAÜ 

ve ateroskleroz göstergesi olan ABI ile ilişkili olabileceğidir. Bu hipotezin 

kanıtlanması durumunda MAÜ ve ABİ yanısıra bu biyobelirteçler de tanı ve izlemde 

kullanılabilir. Ayrıca MAÜ’lü hastalarda rutin ABI ölçümleri önerilebilir. Bu 

ölçümlerle olgularda erken aterosklerozun saptanması olası olabileceği gibi daha 

yoğun tedavilerin uygulanmasıyla olgularda DN’nin ve kardiyovasküler olayların 

gelişimini önlemek de mümkün olabilir.  

1.4. Araştırmanın Varsayımları 

Araştırmamızda, ABI ölçümlerinin tek bir uzman tarafından doğru olarak ölçüldüğü 

varsayılmaktadır. 

1.5. Araştırmanın Sınırlılıkları 

Bu çalışma daha önce yapılmış başka bir çalışmanın yedek kan örnekleriyle 

yürütüldüğünden daha geniş bir kohortta çalışılmamış olması çalışmamızı 

sınırlamaktadır. 

1.6. Araştırmanın Amacı 

Bu çalışmadaki amacımız; Tip2DM’lu hastalarda, bazı serum inflamasyon 

biyobelirteçleri ile DN ve ateroskleroz arasındaki ilişkiyi araştırmaktır. Bu amaca 

yönelik olarak, MAÜ’si olan ve olmayan toplam 80 Tip2DM hastasında, Multipleks 

Assay yöntemi ile MCP-1, IL-6, IL-10, TNF-α ve Hs-CRP düzeyleri saptanmıştır. 

MAÜ’si olan ve olmayan hastalarda, bu inflamatuvar biyobelirteçlerin düzeyleri ile 

aterosklerozun göstergesi ABI ve aterosklerozda önemli diğer kardiyometabolik 

belirteçler açlık kan şekeri (AKŞ), tokluk kan şekeri (TKŞ), Hemoglobin (A1c-

HbA1c), total kolesterol( Tkol), yüksek densiteli kolesterol (HDL), düşük densiteli 

kolesterol (LDL), trigliserid (TG) birlikte değerlendirilerek aralarındaki ilişki 

araştırılmıştır.  

Bu çalışma ile Tip2DM’lu olgularda, MAÜ ve aterosklerotik serum inflamatuvar 

biyobelirteçleri ile ABI ölçümleri ilk kez birlikte incelenmiştir. Bu verilerin 

Tip2DM’lu hastalardaki vasküler komplikasyonların patofizyolojisini anlamamıza 

yardımcı olacağı, ayrıca bu komplikasyonları öngörecek belirtecin ya da belirteç 
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setinin klinik uygulamada kullanılmasına yönelik bilimsel bilgiye katkıda bulunacağı 

öngörülmektedir. 
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GENEL BİLGİLER 

2.1.Tip 2 Diabetes Mellitus 

Diabetes Mellitus (DM), insülin sekresyonunda ve/veya insülin etkisinde 

bozukluklardan kaynaklanan hiperglisemi ile karakterize edilen bir metabolik hastalık 

grubudur. Tip 1 diabetes mellitus (Tip1DM), Tip2DM ve Gestasyonel Diabetes 

Mellitus (GDM) olmak üzere öne çıkan üç tip diyabet vardır (American Diabetes 

Association, 2010). Tüm diyabet vakalarının %90'ından fazlasında Tip2DM 

görülmektedir (DeFronzo ve ark., 2015). 

Tip2DM, karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasının düzensizliği ve bozulan 

insülin sekresyonu, insülin direnci veya her ikisinin kombinasyonu ile 

ilişkilidir. Genellikle iskelet kasları, karaciğer ve yağ dokusunda var olan insülin 

direncinden dolayı işlevselliği bozulmuş pankreatik β-hücreleri tarafından aşamalı 

olarak azalan insülin sekresyonu hastalığın temelini oluşturur. Böylece bu organ ve 

dokulardaki hücrelere glikoz taşınmasında bir azalma görülür ve hiperglisemi varlığı 

ile yağ yıkılımında bir artış ortaya çıkar. Aşırı hiperglisemi, bireyleri Tip2DM 

gelişimine yatkın hale getiren yüksek riskli bir durum olan prediyabet’den önce gelir 

(DeFronzo ve ark., 2015; Olokoba, Obateru, ve Olokoba, 2012). İnsülin direnci ve 

Tip2DM'nin etiyolojisinde, endokrin organ hipotezi (çeşitli adipositokinlerin 

salgılanması yani leptin, TNF-, resistin ve insülin direncinde rol alan adiponektin ve 

olası beta hücre disfonksiyonu) olarak adipoz doku çok önemli yer tutmaktadır 

(Olokoba ve ark., 2012). 

2.2. Tip 2 Diabetes Mellitus’un Neden Olduğu Hastalıklar 

Tip2DM, normal olmayan endoteliyal vasküler reaktivitenin ve insülin direncinin 

birlikte yer aldığı kronik inflamatuvar bir durumdur (Lin, Hu, Rimm, Rifai, ve Curhan, 

2006). Diyabetin kronik komplikasyonları içerisinde mikrovasküler ve makrovasküler 

hastalıklar önemli bir yer almaktadır. Mikrovasküler komplikasyonlar retinopati, 

nöropati ve nefropatiye sebep olurken, makrovasküler komplikasyonların ise daha çok 

kardiyovasküler hastalıklara neden oldukları bilinmektedir. Tüm bu vasküler 

komplikasyonların en önemli nedeni diyabete bağlı olarak gelişen aterosklerozdur 

(Dokken, 2008). Tip2DM’da görülen bu ateroskleroz, süregelen hipergliseminin 

tetiklediği nonenzimatik glikozilasyon ve kronik inflamatuvar mikroçevre sonucu 
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ortaya çıkar. Bu progresif ateroskleroz zamanla koroner, serebral, visseral ve periferal 

damarları kapsayarak progresif mikroalbüminüri (MAÜ) ve diyabetik nefropati (DN) 

gibi mikrovasküler ya da periferik arter hastalığı ve koroner hastalıklar gibi 

makrovasküler hastalık riskinin artışına yol açar (Aslan D., Girgin Sağın F, Şeneş M, 

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

Gelişmekte olan toplumlarda kentleşme ve şehir yaşamı çerçevesinde gelişen yaşam 

tarzı değişiklikleri, diğer etkenlerle birlikte fazla kilolu ve obez bireylerin sayısında ve 

T2DM görülme sıklığında artışa neden olmaktadır. Uluslararası Diyabet Federasyonu 

verilerine göre dünyada 382 milyon (prevalans %8.3), ülkemizde ise yaklaşık 10 

milyon (prevalans %14.85) T2DM’lu hasta vardır (Aslan D., Girgin Sağın F, Şeneş 

M, 2016). Özellikle diyabetik popülasyonda kardiyovasküler mortalite ve morbidite 

de artış gözlenmekte ve bu artış DN ile de ilişkilendirilmektedir (Deckert ve ark., 1996; 

Dinneen ve Gerstein, 1997; King, Aubert, ve Herman, 1998; Mogensen ve ark., 1992) 

2.3. Tip 2 Diabetes Mellitus ve Mikroalbüminüri 

İlk olarak 1982’de Tip1 DM hastalarında Viberti tarafından bildirilen MAÜ (24 saatlik 

idrarda 30-299 mg albümin eksresyonu), günümüzde DN’nin en erken klinik kanıtını 

temsil eden belirteç olarak kabul edilmektedir. MAÜ varlığı genel vasküler ve 

endotelyal disfonksiyonun bir göstergesidir (Garg ve Bakris, 2002; Stehouwer ve ark., 

2002).  MAÜ transkapiller albumin kaçağı ile ilişkili olup, endotel fonksiyon 

bozukluğunun bir sonucu olarak gelişir ve vasküler nefropatide endotel 

disfonksiyonunu yansıtması açısından önemlidir. Kan basıncının MAÜ varlığı ile 

yükselmeye başlaması ve nokturnal kan basıncının düşüşünün kaybolması endotel 

hasarını ve aterosklerozu arttırmaktadır (Deckert ve ark., 1996; Dinneen ve Gerstein, 

1997; Garg ve Bakris, 2002; Mogensen ve ark., 1992). İnflamasyonun ve ilişkili 

aterosklerozun hassas bir göstergesi olan Hs-CRP de, mikrovasküler hasarla 

ilişkilendirilerek MAÜ gelişiminde prediktif bir belirteç olarak öne sürülmektedir (L. 

Li ve ark., 2017).  

Yakın zamanda MAÜ’nin, diyabetikler arasında sistemik vasküler hasar, geniş 

endotelyal disfonksiyon ve renal fonksiyondan bağımsız olarak koroner kalp 

hastalığında artmış riski gösterdiğini, Tip2DM’lu hastalarda daha yüksek 

kardiyovasküler morbidite ve mortalite için bir marker olduğunu öne süren çalışmalar 

yayımlanmıştır. Büyük hasta popülasyonu içeren tek merkezli The Multinational 



6 

Monitoring of Trends and Determinants in Cardiovascular Disease (MONICA) 

çalışması, Prevention of Renal and Vascular End Stage Disease (PREVEND) 

çalışması, The Nord-Trøndelag Health (HUNT) ve European Prospective 

Investigation into Cancer (EPIC) çalışmaları ya da Heart Outcomes Prevention 

Evaluation (HOPE) çalışması gibi çok merkezli birçok çalışmada, MAÜ varlığı, 

hastada vasküler yanıtın bozulduğunu ve kardiyovasküler riskin arttığını gösteren bir 

prediktif böbrek sinyali olarak kabul edilmiştir (de Zeeuw, Parving, ve Henning, 2006; 

Garg ve Bakris, 2002). Ayrıca bu çalışmaları destekleyip vurgulayan başka bir çalışma 

da, normal albuminüri aralığının biraz üstündeki yükselmiş seviyelerin 

kardiyovasküler hastalıkla bağlantılı olduğu göstermiştir (de Zeeuw ve ark., 2006). 

Tüm bu çalışmalar, MAÜ’nin kardiyovasküler hastalık ve DN’nin erken bir 

biyokimyasal belirteci olarak kullanılmasını önermektedir (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 yapılan araştırmalar, Tip2DM’lu hastalarda, MAÜ ve diğer 

inflamatuvar belirteçler arasında önemli bir ilişki olduğunu da göstermektedir (Currie 

ve ark., 2014; King ve ark., 1998; Lee ve Choi, 2014; Stehouwer ve ark., 2002). 

Çalışmalar, DN’nin gelişiminde mediatör sitokinlerin ve değişen albüminüri 

değerlerinin rolüne dikkat çekmektedir (Navarro-González ve Mora-Fernández, 2008; 

Navarro, Mora, Macía, ve García, 2003). Sitokinler, sadece inflamatuvar hücrelerden 

değil, aynı zamanda endotelyal, epitelyal ve mezenkimal hücreler gibi çok çeşitli 

hücrelerden salgılanan, lokal olarak aktif, polipeptit mediatörlerdir (Kishimoto, Taga, 

ve Akira, 1994; Mora ve Navarro, 2006; Skundric ve Lisak, 2003; Vilcek J, 2003). 

Tip2DM’da görülen mikro ve makrovasküler komplikasyonların tetikleyicisi olarak 

öne sürülen proinflamatuvar ve proaterojenik sitokinler arasında özellikle 

makrofajlardan ve karaciğer hücrelerinden ortama salınan MCP-1, IL-6, IL-10, TNF-

α ve Hs-CRP ilgi çekmektedir (Skundric ve Lisak, 2003; Sproston ve Ashworth, 2018; 

Vilcek J, 2003).  

Monosit Kemoatraktan Protein-1 (MCP-1) monositleri kan damarı duvarına çeken, 

proinflamatuar sitokinlerin sentezini ve salınımını uyaran bir moleküldür. Popülasyon 

temelli araştırmalarda, bu molekülün aterosklerozun diğer risk faktörleriyle ilişkisi 
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gösterilerek MCP-1’in aterojenik bir mediatör olduğu öne sürülmüştür (Deo ve ark., 

2004; Koh, 2002). MCP-1, yüksek glukoz konsantrasyonunun ve bir dizi etkinin 

altında, mezenkimal hücrelerde eksprese edilerek glomerüloskleroza yol açtığından 

DN’de önemli rol aldığı öne sürülmüştür. (Freitas Lima ve ark., 2015). 

IL-6; alveolar makrofajlar (Kotloff, Little, ve Elias, 1990), endotel hücreleri, 

fibroblastlar, T ve B hücreleri tarafından üretilen ve 22-30 kDa ağırlığında olan bir 

proinflamatuvar sitokindir. Özellikle C-Reaktif Protein (CRP)’in regülasyonu 

üzerinden akut-faz protein cevabının potansiyel bir indükleyicisi olan bu sitokinin 

glomerüler bazal membran kalınlaşmasıyla, artmış endotelyal permeabiliteyle, 

mezenkimal hücre proliferasyonuyla da ilişkisi gösterilmiştir (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 kardiyovasküler risk ile ilgili olduğu bilinen homosisteinin ve 

IL-6‘nın yüksek konsantrasyonlarının korelasyonundan dolayı homosisteinemi ile 

kronik inflamasyonun ilişkili olduğu düşünülmektedir (Kolcowa, Oro̵wska-

Kunikowska, Narkiewicz, Owczarzak, ve Łysiak-Szydłowska, 2003). Alkolik 

olmayan yağlanmış karaciğer hastalarında IL-6 düzeylerinin, subklinik aterosklerozun 

prevelansı ve şiddeti ile bağımsız olarak ilişkili olduğu ortaya konmuştur (Simon ve 

ark., 2018). Ayrıca Tip2DM’li hastalarda artan insülin ve IL-6 seviyeleri, IL-6’nin DN 

patagonezinde önemli rol oynayabileceğini düşündürmektedir (Senthilkumar ve ark., 

2018).  

DN’de inflamatuvar sitokinlerin rolüne işaret eden çalışmalara karşılık, 

antiinflamatuvar sitokin IL-10’un rolü de dikkat çekmektedir. Sitokin sentezini inihibe 

edici faktör (Cytokine Synthesis Inhibitory Factor - CSIF) olarak da bilinen bu 

molekülün düzeylerinin yükselmesinin, iyileşmiş endotelyal vasoreaktiviteyle ilişkili 

olduğu öne sürülmüştür.  IL-10, immün sistemde düzenleyici görevi olan, protein 

yapıda küçük bir sitokindir. İki önemli aktivitesi, makrofajlar tarafından sitokin 

üretiminin inhibisyonu ve T hücre aktivasyonu esnasında makrofajların yardımcı 

fonksiyonlarının inhibisyonudur. Bu görevlerin sonucunda IL-10, immün sistemde 

birincil olarak antiinflamatuar rol oynar (Aytuğ, n.d.; Bubanovic, 2003). Sonuç olarak 

proinflamatuvar ve antiinflamatuvar sitokinler arasındaki dengenin, endotelyal 

fonksiyonda majör belirleyici olduğu düşünülmektedir.  
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TNF-α; endotel, düz kas hücreleri, makrofaj ve adipoz hücrelerinden salınır 

(Mohamed-Ali ve ark., 1999). Koroner aterom plağı ile de ilişkili bir sitokin olan bu 

molekül, monositlerin aterosklerotik lezyona göç etmesini, endoteldeki diğer adezyon 

moleküllerini ve IL-6 seviyelerini arttırır (Niemann-Jonsson ve ark., 2000; Ridker ve 

ark., 2000; Satchell ve Tooke, 2008). Esansiyel hipertansiyonlu hastalarda TNF-α'nın 

büyük arterlerin artmış sertliği ile korele olduğu gösterilmiştir (Yang ve ark., 2009). 

Sistemik sklerozlu hastalarda serum TNF-α seviyeleri yüksek bulunmuş ve TNF-α'nın 

sistemik sklerozun tanısında dikkat çekici olabileceği önerilmiştir (Pehlivan ve ark., 

2012). Bunlara ek olarak; TNF-α seviyelerinin diyabetik hastalarda albüminüri 

başlamadan önce idrarda ve renal interstisyumda yükseldiği saptanmıştır (Satchell ve 

Tooke, 2008). 1999-2016 tarihleri arasında yapılan toplamda 6 farklı araştırmanın 

metaanalizinde, Tip2DM ve Tip2DM’li DN hastalarının serum TNF-α 

konsantrasyonlarının belirgin biçimde arttığı, ancak yine de bu belirtecin T2DM’li DN 

hastalarında   daha yüksek olduğu gösterilmiştir (Chen ve ark., 2017). Aynı zamanda 

MAÜ’li DN vakalarında, serum TNF-α’nın yüksek ekpresyon seviyelerinin 

Tip2DM’ye bağlı DN’yi şiddetlendirdiği öne sürülmüştür (X. Li, Wu, Chen, ve Qiu, 

2017).  

Bir başka inflamatuvar belirteç olan CRP ’nin Tip1DM ve Tip2DM’lilerde arttığı 

bilinmektedir. Bu sitokin özellikle inflamatuvar cevabın amplifikasyonunda, doku 

makrofajlarından TNF-α üretimini artırır. Bu sebeple CRP ile koroner arter 

hastalıklarındaki mortalite ve diyabetin gelişiminin birbiri ile ilişkili olduğu 

düşünülmektedir (Festa ve ark., 2000; Mohamed-Ali ve ark., 1999). Tip2DM’li 

hastalarla yapılan bir çalışmada, ABI ve Hs-CRP ilişkisine bakılmış ve düşük ABI’li 

olgularda yüksek Hs-CRP seviyeleri buluduğundan dolayı Hs-CRP’nin inflamasyona 

ve kardiyovasküler hastalıklara sebep olabileceği ileri sürülmüştür (Thejaswini, 

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

2.5. Ayak Bileği Brakiyal İndeksi ve Ateroskleroz İlişkisi 

Ateroskleroz,  arterlerin endotelyal yüzünde kompleks karbohidratlar, fibröz doku, 

kolesterol, yağ, kalsiyum iyonları ve inflamatuvar moleküllerin lokal birikimleri 

sonucu oluşturdukları plak yapısından dolayı kan akışının azaldığı ve organların 

beslenmesinin bozulduğu sistemik bir rahatsızlıktır (Tanrıverdi ve Savaş Tetik, 2017). 
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Ayak bileği-brakiyal indeksi (ABI), ayak bileğinde ölçülen sistolik kan basıncının 

(SBP), brakiyal arterde ölçülen kan basıncına olan oranıdır. İlk olarak 1950 yılında 

Winsor tarafından periferik arter hastalığının (Peripheral Artery Disease - PAH) 

invazif olmayan tanısında kullanılmıştır (Aboyans ve ark., 2012). ABI, ateroskleroz 

varlığının göstergesi olarak günümüzde de kullanılagelen ve kardiyovasküler hastalık 

riski tahmininde yararlı bilgiler sağlayan bir yöntem olarak bildirilmektedir. Yöntem 

önceleri periferik arterlerde ateroskleroz varlığının belirteci olarak PAH tanısı için 

önerilmiş olsa da, artık vasküler sistemin diğer bölgelerinde de ateroskleroz göstergesi 

olduğu, kardiyovasküler olaylar için prognostik önem taşıdığı ve aterotrombotik riski 

kolay ve noninvaziv bir şekilde gösteren bağımsız bir gösterge olduğu kabul 

edilmektedir. Düşük ABI kardiyovasküler morbidite ve mortalite için önemli bir 

prediktördür (Aboyans ve ark., 2012). 

ABI ölçümü için; 

 Hastalar yatar pozisyonda iken sistolik arter basınçları ölçülür 

 Her iki üst ekstremiteden Brakiyal Arter (BA) basıncı alınır 

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

arterden (PTA), 8 MHz vasküler el Doppleri ile sistolik basınç ölçümleri yapılır 

 ABI değeri aşağıdaki formül ile saptanır: 

𝐴𝐵İ =
DPA ve PTA sistolik değerlerinin yüksek olanı

Her iki brakiyal arter basıncından yüksek olan değer
 

ABI ölçüm sonuçları değerlendirilmesi için önerilen klasifikasyon Tablo 1’de 

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

Tablo 1.  ABI ölçüm değerlendirme tablosu 

 

ABI DEĞERLENDİRME 

0.9 - 1.3 NORMAL 

<0.9 İSKEMİ 

<0.6 CİDDİ İSKEMİ 

>1.3 DAMARDA CİDDİ MEDİAL KALSİFİKASYON 
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Yukarıda söz edilen inflamatuvar moleküllerin Tip2DM’da gelişen komplikasyonlarla 

ilişkisini araştıran ve değişik sonuçlar bildiren birçok çalışma olmasına rağmen, bu 

moleküllerle hastalığın mikro ve makrovasküler diğer risk faktörlerinin/belirteçlerinin 

birlikte araştırıldığı çalışma sayısı kısıtlıdır. Bu nedenle çalışmamız, DN’nin erken bir 

klinik kanıtı olarak kabul edilen ve aynı zamanda aterosklerotik bir risk faktörü olarak 

da gösterilen MAÜ ile aterosklerotik diğer belirteçler arasındaki ilişkiyi ve bu ilişkide 

söz konusu inflamatuvar moleküllerin rolünü araştırmayı hedeflemektedir. 

Bu çalışmanın hipotezi, inflamatuvar parametrelerin erken nefropatide görülen MAÜ 

ve ateroskleroz göstergesi olan ABI ile ilişkili olabileceğidir. Bu hipotezi test etmek 

için MAÜ olan ve olmayan Tip2DM olgularında, bazı serum inflamatuvar belirteçleri 

(MCP-1, IL-6, IL-10, TNF-α ve Hs-CRP) Multipleks Assay ile çalışılmıştır.  

Böylelikle aterosklerozun bir göstergesi olan ABI ölçümleri ile DN’nin göstergesi olan 

MAÜ sonuçları ve çalışmamızda saptanan inflamatuvar aterosklerotik belirteç 

değerleri  birlikte incelenerek aralarındaki ilişki ortaya konmuştur.  
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GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. GEREÇLER 

3.1.1. ABI Ölçümü İçin Kullanılan Gereçler 

 Tansiyon manşonu (FMT, Türkiye)  

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

3.1.2. Kan Örneklerinin Temini için Kullanılan Gereçler 

 %70'lik alkol (izopropil alkol, etanol) (Örnek alımı öncesi deri dezenfeksiyonu 

için)  

 Tek kullanımlık lateks veya vinil eldivenler  

 Turnike, adaptör, iğne uçları (21-yeşil uçlu veya 22-siyah uçlu) 

 Etiketler ve kalem  

 Katkı maddesiz kırmızı ya da sarı kapaklı düz kan alma tüpleri 

 1,5 ml’lik ependorf tüp (serum örneklerini saklamak için) 

 Santrifüj (kandan serum eldesi için) (Thermo-Fisher, USA)  

3.1.3. Luminex Assay İçin Kullanılan Gereçler 

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

D Systems, Minneapolis, Minnesota). 

 CCL2/MCP-1 (BR25) 

 IL-10 (BR22) 

 IL-6 (BR13) 

 TNF-alpha (BR12) 

 Hs-CRP (BR62) 
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3.1.3.1. Kit içerisindeki malzemeler  

 Human Standard Cocktail (A-Z) (1-7) :Seçili standartlardan oluşan kokteyl 

 Human Premixed Cocktail of antibody-coated magnetic beads: Antikor kaplı 

manyetik boncuk kokteyli  

 Human Premixed Biotin-Ab Cocktail: Biotin bağlı antikor kokteyli 

 Streptavidin-PE Concentrate: 10 kat konsantre Streptavidin-PE 

 Diluent RD2-1: Bead diluent: Biotin Antibody Diluent 

 Calibrator Diluent RD6-52: Sample/Standard  Diluent 

 Yıkama Tamponu 

 Mikroplak: Deney için düz tabanlı 96 kuyucuklu mikroplak 

 Karıştırma tüpleri 

 Foil plate Sealers: Plak kaplayıcı-yapıştırıcı 

 Analiz Sertifikası 

3.1.3.2. Kitin Haricinde Gerekli olan malzemeler 

 8 kanallı pipet (Thermo-Fisher, USA)  

 1-1000 µl otomatik pipet (Thermo-Fisher, USA) 

 Manyetik platform  

 MAGPIX  Luminex cihazı (Luminex Corporation, Texas, USA) 

 Milliplex Analyst 
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Şekil 1. MAGPIX Luminex cihazı. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Şekil 2. MILLIPLEX Analyst programı. 

3.1.4. Diğer Araç-Gereçler 

 Buzdolabı 

 Derin dondurucu 

 Otoanalizör (Gallery, USA)   
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3.2. YÖNTEM 

Bu tez çalışması, daha önce Etik Kurul onayı alınmış (EÜTF Etik Kurul, 5 Ağustos 

2014, 14-7/10) bir başka çalışmanın yedek kan örnekleri ile yürütülmüştür. Söz konusu 

çalışmaya, Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi İç Hastalıkları Polikliniği’ne 

başvuran Tip2DM’lu olgulardan çalışma kriterlerini karşılayan hastalar (Tablo 2.) 

dahil edilmiştir. Olguların boy, ağırlık ve kan basıncı ölçümü yapıldıktan sonra BKİ 

(Ağırlık (kg)/Boy (m)2) değerleri hesaplanmış ve BKİ<35 olan hastalardan retrospektif 

olarak MAÜ’si olan 40 hasta ve MAÜ’si olmayan 40 hasta belirlenerek çalışmaya 

alınmıştır.  

Tablo 2.  Hastaların çalışmaya alınma kriterleri 

• 40-60 yaş arası olması 

• BKI’nin 35’ten az olması 

•Romatolojik, inflamatuar hastalığın, idrar yolu enfeksiyonunun ya da malignitenin 

olmaması 

• Gebeliğin olmaması 

• Araştırmadan kısa bir süre önce veya araştırma sırasında idrarda kreatinin atılımını 

etkileyebilecek herhangi bir ilaç kullanılmamış olması  

 

Çalışmamızın laboratuvar analizleri için çalışmaya dahil edilmiş olan hastaların daha 

önceki çalışma için alınmış olan ve alikotlanmış olarak -80 C’de saklanan örnekleri 

kullanılmıştır. EÜTF İç Hastalıkları Polikliniği’nde takipleri devam eden, önceki 

çalışmanın tüm hastalarına, yedek kan örneklerinin kullanılacağı çalışmamızla ilgili 

bilgi verilmiş ve Gönüllü Olur Formları imzalatılarak hastalardan onayları temin 

edilmiştir. Ayrıca EÜTF Etik Kurulundan bu tez çalışması için 17-7.2/18 sayılı izin 

alınmıştır. 

Çalışmamızdaki inflamatuvar biyobelirteçlerin çoklu ölçümünde, daha küçük numune 

hacmi ve daha hızlı ölçüme 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)) kullanılmıştır. Ayrıca hastaların diğer rutin analizlerinin 

(açlık kan şekeri-AKŞ, tokluk kan şekeri-TKŞ, Hemoglobin A1c-HbA1c, total 

kolesterol, yüksek densiteli kolesterol-HDL, düşük densiteli kolesterol-LDL, 

trigliserid-TG) otoanalizörde çalışılmış önceki verileri değerlendirilmiştir.  
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3.2.1. Hasta Kan Örneklerinden Serum Eldesi 

Bu çalışmada olgulara ek olarak özel bir tetkik ya da müdahale yapılmamıştır. 

Çalışmada kullanılan tüm hasta serum örnekleri önceden Etik Kurul onayı alınmış (5 

Ağustos 2014, 14-7/10) diğer çalışmanın yedek kanlarıdır. Önceki çalışmada kanlar, 

tüm hastalardan aç karnına, sabah 09:00-11:00 saatleri arasında alınarak serum 

eldesinden sonra alikotlanmış ve derin dondurucuda -80 C’de saklanmıştır.  

3.2.2. Multipleks Assay (Luminex) Yöntemi ile Serum İnflamatuvar 

Biyobelirteçlerinin Ölçümü 

Luminex testi, küçük örnek hacmi gerektiren çalışmalarda tek bir testte birden fazla 

farklı belirteci aynı anda ölçme kapasitesi nedeniyle son yıllarda önemli bir yöntem 

olarak kullanılagelmiştir. Böylece ELISA yöntemindeki gibi tek tek molekül ölçümü 

yerine çoklu molekül ölçümü mümkün kılınmıştır (Tighe, Negm, Todd, ve Fairclough, 

2013). Bu yöntem, içerisinde kırmızı veya kızılötesi floresan boyalarla 

derecelendirilmiş bir karışım ile hazırlanmış yüzlerce özel mikrometre ölçekli plastik 

boncuk (mikroküreler) kullanarak moleküllerin hızlı ve doğru ölçümlerini mümkün 

kılar (Tighe ve ark., 2013). Boncukların içerisinde bulunan birbirinden farklı yüzlerce 

floresan boya profilleri her bir numunenin sınıflandırılmasında ve ifadesinde 

kullanılmaktadır (Şekil 3.). Luminex assay ile analitlerin ölçümü, akış sitometrisi 

temelli cihazların modifiye edilmesiyle oluşturulan cihazlarla elde edilmektedir 

(DuPont, Wang, Wadhwa, Culhane, ve Nelson, 2005). 

Çalışmamızda hasta serum örneklerinden CCL2/MCP-1 (BR25), IL-6 (BR13), IL-10 

(BR22),TNF-α (BR12) ve Hs-CRP (BR62) biyobelirteçlerinin tespiti Luminex Human 

Magnetic Assay kiti ile yapıldı. Okumada MAGPIX  Luminex cihaz kullanılarak 

Milliplex Analyst programı aracılığıyla değerler tespit edildi.  
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Şekil 3. Manyetik boncuklarla yapılan Luminex Assay yöntemi. a) Antikor bağlı 

manyetik boncuk, hedef analit ve biotin bağlı antikor karışımı. b) Biotin-antikor-

manyetik boncuk içeren 96 kuyucuklu plakaya Streptavidin-PE eklenmesi. c) Luminex 

cihazı ile 96 kuyucuklu plakanın okunması. (Şekil, Microsoft Office yazılım 

programları kullanılarak çizilmiştir.) 

a b 

c 
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3.2.2.1. Serum Örneklerinin Hazırlanması 

Çalışmanın laboratuvar analizi kısmında, -800C’ de saklanan yedek serum örnekleri 

çözdürülerek, 16 000g’de 4 dk santrifüj edildi. Ardından her bir serum örneği 2 kat 

seyreltildi. 

Dilüsyon; 

 75 µL numune üzerine 75 μL Kalibratör Seyreltici (kit içerisinden çıkan RD6-

52) eklenmesi ile gerçekleştirildi. 

3.2.2.2. Reaktiflerin Hazırlanması 

Reaktifler hazırlanmadan önce her bir reaktif oda sıcaklığına getirildi ve kit 

içerisindeki kılavuza göre reaktif hazırlığı yürütüldü. 

 

3.2.2.2.1. Yıkama Tamponunun Hazırlanması 

Yıkama tamponu hazırlanırken, beklemeden kaynaklı olası kristal yapıların tamamen 

çözünmesi için 25X konsantre yıkama tamponu oda ısısında yavaşça karıştırıldı.  

Ardından 500 mL yıkama tamponu hazırlamak için; 

 480 mL distile suya + 20 mL konsantre yıkama tamponundan eklendi.  

3.2.2.2.2. Standartların hazırlanması  

Standartlar, kit içerisinden çıkan Kalibratör Diluent RD6-52 ile seçilen analitlere bağlı 

olarak değişen Standart Kokteyller (A-Z, 1-7) dilüe edilerek oluşturuldu.  

 

Standartların oluşturulmasında izlenilen işlem basamakları Tablo.3. ve Şekil.4.’de 

verilmiştir. 

 Standart 1’in oluşturulması için, 1 adet polipropilen tüp içerisine kullanılan her 

bir özgün standart kokteylinden (5 adet) 100 μL eklendi  

 Kalibratör dilüent RD6-52’den 500 μL eklenerek son hacim 1000 μL’ye 

tamamlandı 

 

 

 



18 

Tablo 3. Standart kokteyl ve RD6-52 kullanılarak standart 1 solüsyonunun 

hazırlanması 

 

Standart kokteyl seçimi CCL2/MCP-1 (BR25), IL-6 (BR13), IL-10 (BR22), Hs-CRP 

(BR62), TNF-α (BR12) inflamatuvar biyobelirteçleri temel alınarak oluşturuldu.  

 

 

 

Şekil 4. Standart 1’in hazırlanması. Birbirinden farklı 5 adet standart kokteyl 

(CCL2/MCP-1 (BR25), IL-6 (BR13), IL-10 (BR22), Hs-CRP (BR62), TNF-α 

(BR12))’ in her birinden 100 μL alınarak, standart 1’in toplam hacmi 1000 μL olacak 

şekilde 500 μL kalibratör diluent eklendi. 

 

Sağlanan Özgün 

Standart Kokteyl 

Sayısı 

Standart 1 Tüpüne 

Eklenecek Standart 

Kokteyl Hacmi 

Eklenen Kalibratör 

Diluent Hacmi 

Standart 1 

Toplam Hacmi 

1 100 μL 900 μL 1000 μL 

2 Her biri 100 μL 800 μL 1000 μL 

3 Her biri 100 μL 700 μL 1000 μL 

4 Her biri 100 μL 600 μL 1000 μL 

5 Her biri 100 μL 500 μL 1000 μL 

6 Her biri 100 μL 400 μL 1000 μL 

7 Her biri 100 μL 300 μL 1000 μL 

8 Her biri 100 μL 200 μL 1000 μL 

9 Her biri 100 μL 100 μL 1000 μL 

10 Her biri 100 μL 0 μL 1000 μL 
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Standart 1 oluşturulduktan sonra diğer standartların hazırlanması için 2’den 6’ya kadar 

etiketlenen 5 adet 1.5ml’lik polipropilen tüp içerisine her bir standart için; 

 200 µL Kalibratör Seyreltici RD6-52 pipetlendi (3 kat seyreltme yapıldı). 

 Daha sonra her bir tüpten diğerine 100 µL aktarılarak, standartlar oluşturuldu. 

(2’den 6’ya kadar) 

 Çalışmada RD6-52 kör (blank) olarak kullanıldı (Şekil 5.).  

 

 

Şekil 5. Standart 1’den diğer standartların hazırlanması (Standart 1:RD6-52 3 kat 

seyreltme) 

 

3.2.2.2.3. Seyreltik Manyetik Boncuk Kokteylin Hazırlanması 

Manyetik boncuk kokteylini seyreltme işlemi sırasında manyetik boncukların ışık ile 

temastan korunması esas alındı. 

İşlem basamakları aşağıdaki şekilde uygulandı: 

 İlk olarak manyetik boncuk kokteyli santrifüj cihazında 1 000xg'de 30 saniye 

santrifüjlendi. 

 Santrifüj sonrasında manyetik boncuklar tekrar çözünene kadar yavaş ve 

dikkatli bir şekilde vortekslendi. 

 Seyreltme işlemi için kit içerisinde bulunan Dilüent RD2-1 (Diluent RD2-1) 

kullanarak, 96 kuyucuklu plak için; 500 μL manyetik boncuk kokteyl ve 5 mL 

Diluent RD2-1 kullanıldı. 
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3.2.2.2.4. Seyreltik BIOTIN-Antikor Kokteylinin Hazırlanması 

Seyreltme işlem basamakları; 

 BIOTIN-Antikor Kokteyli santrifüj cihazında 1 000xg'de 30 saniye 

santrifüjlendi. 

 Santrifüj sonrası oluşan pelletin tekrar çözünmesi için yavaş ve dikkatli bir 

şekilde vorteks yapıldı. 

 Seyreltme işlemi yapılırken kit içerisinde bulunan Dilüent RD2-1 kullanıldı. 

 96 kuyucuklu plak için seyreltme işlemi; 500 μL Biotin-antikor kokteyli 

üzerine 5 mL Dilüent RD2-1 eklenerek yapıldı. 

3.2.2.2.5. Streptavidin-PE Hazırlanması 

Streptavidin-PE hazırlanırken ışıkla temasını engellemek için her bir polipropilen tüp 

alüminyum folyo ile sarıldı. Streptavidin-PE hazırlanırken aşağıdaki işlem 

basamakları uygulandı: 

 Öncelikle kit içerisinden çıkan Streptavidin-PE santrifüj cihazında 1.000xg'de 

30 saniye santrifüjlendi. 

 Santrifüj sonrası oluşan pelletin tekrar çözünmesi için flakon yavaş ve dikkatli 

bir şekilde vortekslendi. 

 Pellet iyice çözündükten sonra üzerine Yıkama Tamponu eklenerek 

Streptavidin-PE seyreltildi. 

 96 kuyucuklu plak için seyreltme miktarı; 220 μL Streptavidin-PE + 5.35 mL 

yıkama tamponu eklenerek gerçekleştirildi. 
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3.2.2.3. Luminex Assay İşlem Basamakları 

Luminex Assay işlem basamakları uygulanmadan önce tüm reaktifler ve örnekler oda 

sıcaklığına getirildi. Manyetik boncukların ve Streptavidin-PE’nin ışık ile temas 

etmemesine dikkat edilerek aşağıdaki işlem basamakları uygulandı. 

 Tüm reaktifler, standartlar ve örnekler yukarıdaki bölümlerede anlatıldığı 

şekilde hazırlandı. 

 96 kuyucuklu plakta her bir kuyucuğa 50 μL olacak şekilde standart (standart 

1-6), numune ve kör eklendi. 

 Seyreltilmiş Manyetik Boncuk Kokteyli tüp dibinde bekleme sonrası 

oluşabilecek çökelmeye karşı vortekslenerek tekrar süspansiyon haline 

getirildi.  

 Vorteks sonrasında mikroplağın herbir kuyucuğuna 50 μL manyetik boncuk 

kokteyli eklendi ve plak kapatıcı ile mikroplağın üzeri hiçbir hava boşluğu 

olmayacak şekilde dikkatlice kapatıldı (Şekil 6.). 

 96 kuyucuklu mikroplak daha önceden 800 ± 50 rpm'e ayarlanmış yatay orbital 

mikroplak çalkalayıcı (0.12 ”orbit) üzerinde oda sıcaklığında 2 saat inkübe 

edildi. 

 

Şekil 6. Seyreltilmiş antikor bağlı Manyetik Boncuk Kokteylinin 96 kuyucuklu plağa 

yüklenmesi. Yükleme sonrasında mikroplağın üstü hava kabarcığı olmayacak şekilde 

plak kapatıcı ile kapatıldı.  

 İnkübasyon sonrasında, 96 kuyucuklu mikroplak yıkama işlemi için 

mikroplağa uyumlu manyetik alete yerleştirildi ve 1 dakika bekletildi.   

 Ardından her bir kuyucuğa Yıkama Tamponundan 100 μL eklenerek, sıvının 

kuyucuklardan düzgün bir şekilde boşaltılması için 1 dakika bekletildi. 
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Bekleme sonrası sıvının tamamen boşaltılması sağlandı. Yıkama işlemi üç kez 

tekrar edildi. 

 Yıkama sonrası her kuyucuğa 50 μL seyreltilmiş Biotin-Antikor Kokteyli 

eklendi (Şekil 7.).  

 

 

Şekil 7. Seyreltilmiş Biotin-Antikor Kokteylinin manyetik boncuk içeren 96 

kuyucuklu plağa ekimi. a) Biotin bağlı antikorlar. b) Seyreltilmiş biotin-antikor 

kokteyli c) Manyetik boncuk içeren mikroplak. 

 Biotin-antikor kokteyli mikroplağa yüklendikten sonra plak kapayıcı ile hava 

boşluğu kalmayacak şekilde tamamen kapatıldı. Mikroplak çalkalayıcıya 

yerleştirilerek 800 ± 50 rpm'de oda sıcaklığında 1 saat inkübe edildi. 

 İnkübasyon sonrasında, 96 kuyucuklu mikroplak yıkama işlemi için 

mikroplağa uyumlu manyetik alete yerleştirildi ve 1 dakika bekletildi.  

Ardından her bir kuyucuğa Yıkama Tamponundan 100 μL eklenerek, sıvının 

kuyucuklardan düzgün bir şekilde boşaltılması için 1 dakika bekletildi. 

Bekleme sonrsı sıvının tamamen boşaltılması sağlandı. Yıkama işlemi üç kez 

tekrar edildi. 

 Bu yıkama işlemi sonrasında, her bir kuyucuğa 50 μL önceden dilüe edilen 

Streptavidin-PE Kokteyli eklendi (Şekil 8.).  

a b c 
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Şekil 8. Streptavidin-PE Kokteylinin eklenmesi.  

 Plak bir plak kapayıcı ile güvenli bir şekilde kapatıldı ve mikroplak 

çalkalayıcının üzerinde 800 ± 50 rpm'de oda sıcaklığında 30 dk inkübe edildi. 

 İnkübasyon sonrasında, 96 kuyucuklu mikroplak yıkama işlemi için 

mikroplağa uyumlu manyetik alete yerleştirildi ve 1 dakika bekletildi.  

Ardından her bir kuyucuğa Yıkama Tamponundan 100 μL eklenerek, sıvının 

kuyucuklardan düzgün bir şekilde boşaltılması için 1 dakika bekletildi. 

Bekleme sonrsı sıvının tamamen boşaltılması sağlandı. Yıkama işlemi üç kez 

tekrar edildi. 

 Herbir kuyucuğa 100 uL Yıkama Tamponu eklenerek manyetik boncuklar 

tekrar çözelti haline getirildi.  

 Mikroplak çalkalayıcıda 800 ± 50 rpm'de 2 dakika inkübe edildi. 

 İnkübasyon sonrası MAGPIX Luminex cihazı ile plak 90 dakika süreyi 

geçmeyecek şekilde  okutuldu. 

 Sonuçlar MILLIPLEX Analyst programı ile hesaplandı.  
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3.2.2.5. LuminexAssay Hesaplamaları 

Analiz Sertifikasındaki Standart konsantrasyonları kullanılarak dilüsyon miktarları 

hesaplandı. Standart (her bir standart için dilüsyon katsayısı 1:3) ve örnekler ( her bir 

analit için örneklerde dilüsyon katsayısı 1:2 ) için çift okuma yapıldı. Her plakta 6 

standart nokta ve kör Medyan Floresan Yoğunluğu (MFI)  ortalamalardan çıkarıldı. 

Milliplex Analyst yazılımı kullanılarak Coefficient of variation (%CV) değeri 

hesaplandı ve standart eğri grafikleri oluşturuldu. 

%CV ve %Chi değerleri hesaplandıktan sonra, pg/ml konsantrasyon değerine karşılık 

MFI standart eğri grafikleri oluşturuldu (Şekil 9-13). MAÜ varlığı ve yokluğunda 

Tip2DM’li hastalarda inflamatuvar biyobelirteç düzeyleri birlikte değerlendirildi.  

TNF-α ( %CV= 0,43; %Chi=0,015), CCL2/MCP1 (%CV= 0,8; %Chi=0,024) ve Hs-

CRP (%CV= 0,6; %Chi=0,022) düzeylerinin, IL-6 (%CV= 0,0; %Chi=0,0) ve IL-10 

(%CV= 0,0; %Chi=0,0)  ile karşılaştırıldığında pg/ml’de miktarlarının logaritmik 

olarak arttığı görülmektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 9. TNF-α Luminex analizi standart eğri grafiği  

DC=(1.79, 10766) Chi  = 0.015%

4-P.log(1.35, 11.75, 0.41, 5.48)
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Şekil 10. CCL2/MCP1 Luminex analizinin standart eğri grafiği 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 11. Hs-CRP Luminex analizi standart eğri grafiği  

5-P.log(2.91, 10.36, 0.29, 5.32, 1.44)

DC=(21.18, 11685) Chi  = 0.024% 

DC=(0.0095, 61.20) Chi  = 0.022%

5-P.log(1.12, 9.67, 0.28, -2.02, 0.56)
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Şekil 12.  IL-6 Luminex analizinin standart eğri grafiği 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 13.  IL-10 Luminex analizinin standart eğri grafiği   

Y = L inear( {1.51, 3.68} , {7, 8.54})

DC=(+∞, +∞) Chi  = 0.0% 

DC=(+∞, +∞) Chi  = 0.0%

Y = L inear( {1.29, 4.09} , {6.78, 8.97})
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3.2.3. İstatistiksel Analiz 

İstatistiksel veri analizi “SPSS statistics 21.0” programı ile gerçekleştirildi. Sayısal 

değişkenlerin dağılımı kontrol edilerek, gruplar arasındaki farklar, Student t testi ile 

analiz edildi. Örnekler arasındaki korelasyon ilişkisi Pearson’s korelasyon katsayısı ile 

test edildi.  İstatistiksel anlamlılık düzeyi 0,05’den küçük p değeri olarak kabul edildi.  
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BULGULAR 

Bu çalışma önemli ve yaygın bir sağlık sorunu olan Tip2DM’da mikro ve makro 

vasküler  komplikasyonların patofizyolojisinin anlaşılmasına katkı sağlamak amacıyla 

planlanmıştır. Bu amaçla, DN belirteci olarak kullanılan MAÜ ile inflamatuvar ve 

aterosklerotik bir belirteç paneli ve ABI arasındaki ilişki araştırılmıştır. Çalışma 

kapsamında, Tip2DM tanısı almış olan 40 MAÜ’lü (20 kadın ve 20 erkek hasta) ve 40 

MAÜ’süz (21 kadın ve 19 erkek hasta) olmak üzere toplamda 80 hasta serum örneği 

ile çalışılmıştır. Her bir hastada kardiyometabolik belirteçler olan açlık kan şekeri 

(AKŞ), tokluk kan şekeri (TKŞ), Hemoglobin A1c-HbA1c, total kolesterol (Tkol), 

yüksek densiteli kolesterol (HDL), düşük densiteli kolesterol (LDL) ve trigliserid 

miktarları, ABI ve inflamatuvar biyobelirteçlerin düzeyleri ölçülmüş ve aralarındaki 

ilişki değerlendirilmiştir.  

Tablo 4. MAÜ’lü ve MAÜ’süz DM hastalarına ait demografik ve kilinik veri tablosu.  

Değişkenler  MAÜ yok (n=40)  MAÜ var (n=40)  

Cinsiyet*     
        Kadın 52,50% 50% 

        Erkek 47,50% 50% 

Yaş# 52,98±6,1  53,98±6,0  

Boy# 1,68±0,1  1,66±0,7  

Kilo# 83,55±11,5  84,93±21,9  

Sigara*     

        İçmiyor 65% 70% 

        Bırakmış 7,50% 7,50% 

        İçiyor 27,50% 22,50% 

Alkol*     

        İçmiyor 90% 97,50% 

        İçiyor  7,50% 2,50% 

Hipertansiyon (HT)*     

        Yok 52,50% 37,50% 

        Var 47,50% 62,50% 

Koroner Arter Hastalığı (KAH)*     

        Yok 95% 70% 

        Var 5% 30% 

HL*     

        Yok 42,50% 30% 

        Var 57,50% 70% 

Beden kitle indeksi (BKİ)# (kg/m2) 29,62±3,9  30,8±8,5  

Diabet süresi# 91,75±76  144±108,7 

Medikasyon*      

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

        İnsülin 10% 5% 

        OAD+insülin 27,50%    47,50% 

Açlık Kan Şekeri (AKŞ)# (mg/dI) 145,78±60,9  156,83±65,7  

Tokluk Kan Şekeri (TKŞ)# (mg/dI) 198,03±77,6  212,23±84,0 

Hemoglobin A1c-HbA1c# (mmol/mol) 7,46±1,8  8,235±2,5  

Total Kolesterol (Tkol)# (mg/dI) 201,5±45,4  209,3±61,8  

Trigliserid (TG)# (mg/dI) 201,93± 136,6 209,98± 145,3 

Yüksek Densiteli Kolesterol (HDL)# (mg/dI) 45,10±8,7  43,48±11,8  

Düşük Densiteli Kolesterol (LDL)# (mg/dI) 118,35±38,2 128,65±53,7  

Ayak Bileği-Kol İndeksi (ABİ)# (cm/s) 

İdrar Mikroalbümin/Kreatinin (MA/Kr) 

1,12±0,1 

9.04±5.6 

1,14±0,2  

380.71±1000.46 

 

*Yüzde ( %) değerleri. 

# Ortalama ve standart sapma değerleri 
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4.1. Luminex Veri Sonuçları 

MAÜ’lü ve MAÜ’süz Tip2DM’li hastalarda Luminex çalışmasıyla ölçülen 

inflamatuvar biyobelirteç düzeyleri arasında anlamlı bir farklılık olup olmadığı 

“independent t test” ile değerlendirildi. İstatistiksel analiz sonrasında, Tip2DM’li 

hastalarda MAÜ olan ve olmayan gruplar karşılaştırıldığında inflamatuvar 

biyobelirteçlerin düzeylerinde  anlamlı bir fark olmadığı  (p>0,05, n=40) gözlendi 

(Tablo 5 ve Grafik1). 

Tablo 5. ‘’Independent t test’’ veri analiz sonuçları.MAÜ’lü ve MAÜ’süz olgulara ait 

inflamatuvar biyobelirteçleri kıyaslandığında iki grup arasında istatistiksel olarak 

anlamlı bir fark saptanmamıştır. 

 Tüm parametrelerin birimleri pg/mL’dir. 

p<0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. Homojen dağılım için p>0,05 değeri homojen dağılım 

olarak kabul edildi.  

 

 n Mean* 
Std. 

Deviation 
Std. Error 

Mean 
Sig. (2-
tailed) 

IL-6 

MAÜsüz 40 1,5576 ,50715 ,08019 

,100 

MAÜlü 40 2,1089 2,01530 ,31865 

IL-10 

MAÜsüz 40 1,2618 ,15905 ,02515 

,965 

MAÜlü 40 1,2650 ,43941 ,06948 

TNF- 

MAÜsüz 40 3,6166 2,03305 ,32145 

,460 

MAÜlü 40 3,3187 1,51994 ,24032 

Hs-CRP 

MAÜsüz 40 48,8518 9,56147 1,51180 

,722 

MAÜlü 40 49,5491 7,82715 1,23758 

MCP-1 

MAÜsüz 40 253,0496 188,45794 29,79782 

,576 

MAÜlü 40 232,5147 134,09477 21,20225 
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MAÜ’lü ve MAÜ’süz  hastalarda inflamatuvar belirteçlere ait ortalama değerler 

karşılaştırıldığında iki grup arasında ortalama değer bakımından anlamlı bir farklılık 

gözlenmemiştir (Grafik 1 ve Grafik 2).  

 

Grafik 1. MAÜ’lü ve MAÜ’süz hastalarda IL-10,IL-6 ve TNF-α inflamatuar 

biyobelirteçlerin ortalamalarının karşılaştırılması. 

 Tüm parametrelerin birimleri pg/mL’dir. 

 
 

Grafik 2. MAÜ’lü ve MAÜ’süz hastalarda IL-10, IL-6, TNF-α, Hs-CRP ve MCP-1 

inflamatuar biyobelirteçlerin ortalamalarının karşılaştırılması.  

 

 

Her iki grupta ABI ortalamalarına bakıldığında ABI değerleri 0.9-1.3 aralığında ve 

normal değerlerdedir. MAÜ olan ve olmayan gruplar arasında anlamlı bir fark yoktur. 

(Grafik 3). 
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Grafik 3. MAÜ’lü ve MAÜ’süz hastalarda ABI ortalamalarının karşılaştırılması.  

 

 

 

 

 

 

 

 

MAÜ’lü ve MAÜ’süz Tip2DM hastalarında inflamatuvar biyobelirteçler, ABI, BKİ, 

hsCRP, Tkol, TG, HDL ve LDL arasındaki korelasyon ilişkisi “Pearson Correlation” 

analizi ile değerlendirildi.  

MAÜ’süz Tip2DM hastalarında korelasyon analizi sonuçları değerlendirildiğinde; 

 TNF-α ile diğer inflamatuvar belirteçler olan IL-6 (p=0,023, r=0,359) arasında 

düşük pozitif, IL-10 (p=0,000, r=0,698),  MCP1 (p=0,000, r=0,914) arasında 

pozitif korelasyon, 

 IL-6 ile MCP1 (p=0,016, r=0,379) arasında düşük pozitif korelasyon,  

 IL-10 ile MCP1 (p=0,000, r=0,629) arasında pozitif korelasyon, 

 MCP1 ile Tkol (p=0,040, r=0,326) arasında düşük pozitif korelasyon 

bulunduğu saptandı.  

 Bunlara ek olarak Hs-CRP, ABI ve BKİ değerleri ile inflamatuvar belirteçler 

ve kardiyometabolik belirteçler arasında bir ilişkinin olmadığı bulundu 

(p>0,05). 

MAÜ’süz hastalarda inflamatuvar biyobelirteçler olan IL-6, IL-10, MCP-1 ve TNF-α 

ile kardiyometabolik belirteçler olan Tkol, TG ve LDL arasında anlamlı bir ilişki 

saptanmamıştır. MAÜ’süz hastalarda ayrıca aterosklerozda belirleyici faktör olan ABI 

ile inflamatuvar biyobelirteçler ve kardiyometabolik belirteçler arasında da anlamlı bir 

ilişkinin bulunmadığı gözlenmiştir (Tablo 6).  
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Tablo 6. MAÜ’süz Tip2DM hastalarında korelasyon analizi sonuçları 

  TNF- α IL6 IL10 MCP1 ABI BKİ hsCRP Tkol TG HDL LDL 

TNF-α 

Pearson 

Correlation 
1 .359* .698** .914** ,107 -,062 ,104 ,219 ,118 ,028 ,145 

Sig. (2-tailed)  ,023 ,000 ,000 ,510 ,702 ,523 ,174 ,470 ,864 ,374 

N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 

IL6 

Pearson 

Correlation 
.359* 1 ,151 .379* -,223 ,157 ,147 ,201 ,126 ,147 ,128 

Sig. (2-tailed) ,023   ,353 ,016 ,166 ,334 ,366 ,214 ,440 ,364 ,432 

N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 

IL10 

Pearson 

Correlation 
.698** ,151 1 .629** ,079 -,051 ,068 ,081 ,133 -,091 ,019 

Sig. (2-tailed) ,000 ,353   ,000 ,628 ,754 ,675 ,620 ,413 ,577 ,906 

N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 

MCP1 

Pearson 

Correlation 
.914** .379* .629** 1 ,055 -,008 ,191 .326* ,192 -,029 ,255 

Sig. (2-tailed) ,000 ,016 ,000   ,735 ,960 ,239 ,040 ,236 ,859 ,112 

N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 

ABI 

Pearson 

Correlation 
,107 -,223 ,079 ,055 1 -,029 ,015 -,204 -,242 -,103 -,119 

Sig. (2-tailed) ,510 ,166 ,628 ,735   ,857 ,926 ,207 ,132 ,526 ,464 

N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 

BKİ 

Pearson 

Correlation 
-,062 ,157 -,051 -,008 -,029 1 ,189 ,234 ,164 ,239 ,157 

Sig. (2-tailed) ,702 ,334 ,754 ,960 ,857   ,244 ,146 ,311 ,138 ,332 

N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 

hsCRP 

Pearson 

Correlation 
,104 ,147 ,068 ,191 ,015 ,189 1 ,039 ,091 ,156 -,070 

Sig. (2-tailed) ,523 ,366 ,675 ,239 ,926 ,244   ,812 ,576 ,335 ,668 

N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 

Tkol 

Pearson 

Correlation 
,219 ,201 ,081 .326* -,204 ,234 ,039 1 .472** ,055 .908** 

Sig. (2-tailed) ,174 ,214 ,620 ,040 ,207 ,146 ,812   ,002 ,735 ,000 

N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 

TG 

Pearson 

Correlation 
,118 ,126 ,133 ,192 -,242 ,164 ,091 .472** 1 -.471** ,149 

Sig. (2-tailed) ,470 ,440 ,413 ,236 ,132 ,311 ,576 ,002   ,002 ,358 

N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 

HDL 

Pearson 

Correlation 
,028 ,147 -,091 -,029 -,103 ,239 ,156 ,055 -.471** 1 ,099 

Sig. (2-tailed) ,864 ,364 ,577 ,859 ,526 ,138 ,335 ,735 ,002   ,545 

N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 

LDL 

Pearson 

Correlation 
,145 ,128 ,019 ,255 -,119 ,157 -,070 .908** ,149 ,099 1 

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 

*Yeşil renkle işaretli değerler p<0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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MAÜ’lü Tip2DM hastalarında korelasyon analizi sonuçları değerlendirildiğinde 

(p<0.05) (Tablo 7); 

 TNF-α ile diğer inflamatuvar belirteçler 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 

belirteçler olan Tkol (p=0,001, r=0,529), TG (p=0,007, r=0,544), ve LDL 

(p=0,004, r=0,534) ) arasında pozitif korelasyon, 

 IL-6 ile 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) arasında pozitif 

korelasyon, 

 IL-10 ile MCP1 (p=0,000, r=0,577), Tkol (p=0,001, r=0,502) ve LDL 

(p=0,000, r=0,528) arasında pozitif ve TG (p=0,026, r=0,352 ) arasında pozitif 

korelasyon, 

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

r=0,611) arasında pozitif korelasyon bulunduğu gözlendi. 

 Bunlara ek olarak Hs-CRP, ABI ve BKİ değerleri ile inflamatuvar belirteçler 

ve kardiyometabolik belirteçler arasında bir ilişkinin olmadığı bulundu 

(p>0,05). 

MAÜ’lü hastalarda inflamatuvar biyobelirteçler olan IL-6, IL-10, MCP-1 ve TNF-α 

ile kardiyometabolik belirteçler olan Tkol, TG ve LDL arasında orta ya da güçlü 

korelasyon vardır. Belirtilen inflamatuvar biyobelirteç miktarları arttıkça 

kardiyometabolik belirteçler de anlamlı olarak artmaktadır. Bununla birlikte MAÜ’lü 

hastalarda aterosklerozda belirleyici faktör olan ABI ile inflamatuvar biyobelirteçler 

ve kardiyometabolik belirteçler arasında anlamlı bir ilişki bulunmamıştır.  
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Tablo 7. MAÜ’lü Tip2DM hastalarında korelasyon analizi sonuçları 

  TNF-α  IL6 IL10 MCP1 ABI BKİ hsCRP Tkol TG HDL LDL 

TNF-α 

Pearson 

Correlation 
1 .637 .538* .611** -,087 ,214 ,168 .529** .544** -,158 .534** 

Sig. (2-

tailed) 
 ,000 ,000 ,000 ,594 ,184 ,301 ,000 ,000 ,329 ,000 

N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 

IL6 

Pearson 

Correlation 
.637** 1 .416** .529** -,076 -,045 -,095 .349* .353* -,033 .363* 

Sig. (2-

tailed) 
,000  ,008 ,000 ,640 ,784 ,562 ,027 ,026 ,841 ,021 

N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 

IL10 

Pearson 

Correlation 
.538** .416** 1 .577** ,059 -,078 ,166 .502** .352* ,172 .528** 

Sig. (2-

tailed) 
,000 ,008  ,000 ,716 ,631 ,307 ,001 ,026 ,288 ,000 

N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 

MCP1 

Pearson 

Correlation 
.611** .529** .577** 1 -,087 -,108 ,032 .627** .420** ,249 .611** 

Sig. (2-

tailed) 
,000 ,000 ,000  ,595 ,507 ,846 ,000 ,007 ,122 ,000 

N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 

ABI 

Pearson 

Correlation 
-,087 -,076 ,059 -,087 1 -,088 ,087 -,067 -,119 ,060 -,062 

Sig. (2-

tailed) 
,594 ,640 ,716 ,595  ,588 ,594 ,680 ,465 ,713 ,706 

N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 

BKİ 

Pearson 

Correlation 
,214 -,045 -,078 -,108 -,088 1 -,058 -,028 ,021 -,284 ,012 

Sig. (2-

tailed) 
,184 ,784 ,631 ,507 ,588  ,723 ,864 ,897 ,076 ,941 

N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 

hsCRP 

Pearson 

Correlation 
,168 -,095 ,166 ,032 ,087 -,058 1 ,104 -,118 ,079 ,183 

Sig. (2-

tailed) 
,301 ,562 ,307 ,846 ,594 ,723  ,523 ,467 ,629 ,259 

N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 

Tkol 

Pearson 

Correlation 
.529** .349* .502** .627** -,067 -,028 ,104 1 .561** ,305 .955** 

Sig. (2-

tailed) 
,000 ,027 ,001 ,000 ,680 ,864 ,523  ,000 ,055 ,000 

N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 

TG 

Pearson 

Correlation 
.544** .353* .352* .420** -,119 ,021 -,118 .561** 1 -,216 .391* 

Sig. (2-

tailed) 
,000 ,026 ,026 ,007 ,465 ,897 ,467 ,000  ,180 ,013 

N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 

HDL 

Pearson 

Correlation 
-,158 -,033 ,172 ,249 ,060 -,284 ,079 ,305 -,216 1 ,264 

Sig. (2-

tailed) 
,329 ,841 ,288 ,122 ,713 ,076 ,629 ,055 ,180  ,099 

N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 

LDL 

Pearson 

Correlation 
.534** .363* .528** .611** -,062 ,012 ,183 .955** .391* ,264 1 

Sig. (2-

tailed) 
,000 ,021 ,000 ,000 ,706 ,941 ,259 ,000 ,013 ,099  

N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 

*Yeşil renkle işaretli değerler p<0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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DM’lu hastalarda ABI ve DN korelasyon verileri değerlendirildiğinde, MAÜ varlığı 

gözlenen hastalarda inflamatuvar biyobelirteçler ile kardiyometabolik belirteçler 

arasında bir ilişki bulunmakta, fakat ABI ile aralarında anlamlı bir ilişki 

bulunmamaktadır. MAÜ yokluğunda ise, DM’li hastalarda hem inflamatuvar 

biyobelirteçler ve kardiyometabolik belirteçler, hem de ABI arasında anlamlı bir ilişki 

bulunmamaktadır.  
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TARTIŞMA 

Tip2DM, tüm dünyada prevelansı sürekli artış gösteren kronik metabolik bir hastalık 

olup patogenezinde endotelyal bozuklukla birlikte insülin direnci bulunur (Lin ve ark., 

2006; Olokoba ve ark., 2012). Tip2DM’in mikrovasküler komplikasyonları 

nefropatiye ve makrovasküler komplikasyonları ise daha çok kardiovasküler 

hastalıklara neden olmaktadır. Tüm bunların en önemli etkeni diyabete bağlı gelişen 

aterosklerozdur (Dokken, 2008; Lin ve ark., 2006). Aterosklerozdan kaynaklanan 

inflamatuvar mikroçevre progresif olarak MAÜ’ye sebep olmaktadır (Aslan D., Girgin 

Sağın F, Şeneş M, 2016; Garg ve Bakris, 2002). 

MAÜ, Tip 2DM’de son dönem böbrek hastalığının ortaya çıkmasında prediktif bir 

belirteçtir ve DN’nin en çok bilinen erken tanı göstergesidir (Lee ve Choi, 2014). 

Bununla birlikte son yıllarda MAÜ’nin bozulmuş vasküler yapıyı yansıttığı ve 

Tip2DM’li hastalarda böbrek hastalıklarına oranla daha çok kardiyovasküler 

durumları öngördüğü ileri sürülmektedir. Çok sayıda çalışma MAÜ’yü artan 

kardiyovasküler morbidite ve mortalite ile ilişkilendirmektedir  (Festa ve ark., 2000).  

MAÜ’nün aterokslerotik süreçler gibi kronik inflamasyonla olan ilişkisini gösteren 

çalışmalar olmasına rağmen, DN ve kardiyovasküler hastalıklar için tek başına 

güvenilir bir belirteç olmadığı açıktır (Glassock, 2010; Lee ve Choi, 2014). Ayrıca son 

yıllarda giderek artan şekilde normoalbüminürik böbrek yetmezliği olgularının farkına 

varılması bu konuda MAÜ dışında biyobelirteçlere olan ihtiyacı arttırmaktadır. 

Sonuçta, Tip2DM’un komplikasyonları arasında görülen, patogenezde inflamasyon ve 

aterosklerozun yer aldığı DN ve kardiovasküler hastalıkların erken tanısında ya da 

riskli hastaların belirlenmesinde, sadece MAÜ seviyelerinin izlenmesi yeterli 

bulunmayıp başka biyobelirteçlerin araştırılmasına devam edilmektedir (MacIsaac ve 

Jerums, 2011).  

Tip2DM’lu hastalarda MAÜ ve diğer inflamatuvar biyobelirteçler arasında ilişki 

olduğunu ortaya koyan çalışmalar yayınlanmıştır (Currie ve ark., 2014; King ve ark., 

1998; Lee ve Choi, 2014; Stehouwer ve ark., 2002). MAÜ’lü Tip2DM’lu olgularda 

saptanan yüksek düzeylerdeki inflamatuvar belirteçler, MAÜ’lü olgularda varolan 

aterosklerozun ve/veya inflamasyonun bir yansıması olabilir. Diabet tanısı almamış 

olgularda bile MAÜ varlığının artmış kardiovasküler morbidite ve mortaliteyle ilişkili 
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bulunması, MAÜ’nün aterosklerozla olan yakın ilişkisini göstermektedir (Festa ve ark. 

2000).  

Son yıllarda yaygın araştırmalara konu olan diğer proinflamatuvar ve proaterojenik 

sitokinler, Tip2DM’da da dikkat çekmektedir. Tip2DM’da oluşan mikro ve makro 

komplikasyonların öncüsü olarak düşünülen bu belirteçlerin  öne çıkanları MCP-1, IL-

6, IL-10, TNF-α ve Hs-CRP’dir (Skundric ve Lisak, 2003; Sproston ve Ashworth, 

2018; Vilcek J, 2003). Bu akut faz proteinlerinin ve inflamatuvar sitokinlerin doğrudan 

glomerüler filtrasyonu değiştirerek MAÜ gelişimine neden olabileceği de öne 

sürülmektedir. 

Çalışmamız Tip2DM’da DN’nin ve vasküler hasarın bir göstergesi olan MAÜ ile bir 

dizi inflamatuvar sitokini (MCP-1, IL-6, IL-10, TNF-α, Hs-CRP) birlikte 

değerlendiren ve bu bulguları aterokslerozun göstergesi kabul edilen ABİ ölçümleriyle 

karşılaştıran ilk çalışmadır. Tip2DM’lu hastalarda serum inflamatuvar belirteçleri ile 

ateroskleroz ve DN arasındaki ilişkinin incelendiği çalışmamıza MAÜ’lü ve MAÜ’süz 

toplam 80 Tip2DM’li hasta dahil edilmiştir. Hastaların serum örneklerinde MCP-1, 

IL-6, IL-10, TNF-α ve Hs-CRP biyobelirteçlerinin düzeyleri Multipleks Assay 

yöntemi ile ABİ ölçümleri Doppler yöntemi ile ve kardiometabolik belirteçleri (AKŞ, 

TKŞ, A1c-HbA1c, Tkol, HDL, LDL, TG) ise otoanalizörde belirlenerek aralarındaki 

ilişki araştırılmıştır.  

Çalışmamıza konu olan inflamatuvar sitokinlerin bir arada çalışılması için göreceli 

olarak yeni bir yöntem olan Multipleks Assay kullanılmıştır. Multipleks Assay, küçük 

örnek miktarlarıyla (25-50 L) tek bir kuyucukta birden fazla farklı sitokini (100) 

aynı anda ölçme kapasitesine sahip olduğundan özellikle metabolik hastalıklarda 

sitokin saptamada ve miktar ölçümünde önemli bir yöntem olarak gündeme gelmiştir. 

ELISA ve Microarray yöntemlerine karşın, bu yöntemle çok sayıda belirteç daha kısa 

zamanda, daha yüksek yoğunluk ve daha yüksek veri eldesi ile belirlenebilir. 

Multipleks analizi, ELISA yöntemindeki gibi tek tek sitokin ölçümü yerine çoklu 

sitokin ölçümü (100 belirteçe kadar) mümkün kılınmıştır (Tighe ve ark., 2013). 

Yöntem ayrıca çok daha küçük biyolojik numune hacimleri ile çalışma imkânı sağlar 

ve  sonuçlar  ELISA yöntemi kadar hassas ve microarray yöntemine göre daha iyi 

tekrarlanabilirliktedir. Ayrıca kullanıcının isteğine göre özgün antikorlar, reseptörler, 

peptidler ve oligonükleotidler de dahil olmak üzere spesifik analitlerin yönteme 

uyarlanalabilir olması avantaj sağlamaktadır (Khalifian, Raimondi, ve Brandacher, 



38 

2015). Tüm bu faktörler göz önüne alınarak, MAÜ’lü ve MAÜ’süz Tip2DM 

olgularında inflamatuvar biyobelirteçlerin düzeylerinin belirlenmesinde Multipleks 

assay yönteminin kullanılmasına karar verilmiştir. Multipleks assay yönteminin olası 

bazı dezavantajları (potansiyel çapraz reaksiyonların olması, tüm analitler için mevcut 

antikor çiftlerinin bulunmaması, ortak dilüsyon faktörlerinin seçiminde zorluk, 

güvenilir kalite kontrol algoritmalarının sağlanmasında zorluklar, vb.) yöntemin 

oturmuş laboratuvar koşullarında, deneyimli bir personel ve ekiple uygulanmasıyla 

aşılmıştır.  

Çalışmamızın bir diğer parametresi olan ABI ölçümü ateroskleroz ve kardiovasküler 

hastalık tanısında kullanılan non-invaziv, nispeten basit ve ucuz bir yöntemdir 

(Aboyans ve ark., 2012). Bu ölçümde, ayaktaki istirahat sistolik kan basıncı, sistolik 

brakiyal basınç ile karşılaştırılır ve iki basınç oranı, ayak bileği-brakiyal (veya ayak 

bileği-kol) indeksini tanımlar: Düşük bir ABİ, koroner kalp hastalığı, inme, geçici 

iskemik atak, ilerleyici böbrek yetmezliği ve tüm nedenlere bağlı mortalite riski ile 

ilişkilidir. Normal ABİ 0.91-1.3 arasındadır. Normalde, ayak bileği basıncı koldaki 

basınçtan daha yüksektir. Normal bir test genellikle arteriyal tıkayıcı hastalığı dışlar. 

ABİ >1.3, kalsifiye damarların varlığını ve ilave vasküler çalışmalara ihtiyaç olduğunu 

düşündürür. ABİ ≤0.9, klodikasyon semptomları veya diğer iskemi bulguları olan 

hastalarda oklüzif arter hastalığının teşhisinde anlamlıdır.  

Bugüne dek yapılmış çoğu çalışmada ABI değerinin, ateroskleroz göstergesi olarak 

kardiovasküler olaylarda prognostik önemde olduğu, ayrıca IL-6 ve Hs-CRP gibi 

sitokinler ile de ilişkili bulunduğu gösterilmiştir (Aboyans ve ark., 2008; Thejaswini 

ve ark., 2012). Benzer şekilde, Makhdoomi ve ark’nın yapmış olduğu bir çalışmada 

diyabetik hastalarda MAÜ varlığı ile ABİ düşüklüğü arasında anlamlı ilişki 

saptanmıştır  (Makhdoomi ve ark. 2013).  

Çalışmamızda MAÜ olan diyabetik hastaların (n=40) 9’unda (%22.5) ABİ değeri ≤0.9 

olarak saptanmış olmasına rağmen genel verilerde MAÜ varlığı ile ABİ değerleri  

arasında anlamlı bir ilişki görülmemiştir. Örneklem popülasyonumuzun yaş aralığının 

diğer çalışmalara göre göreceli olarak daha genç olması (MAÜ olmayan grup yaş, 

52,98±6,1 ve MAÜ olan grup yaş, 53,98±6,0) bunun bir nedeni olabilir. Ayrıca 

MAÜ’lü grubun (%22,50’si sigara kullanıyor) MAÜ’süz gruba (%27,50’si sigara 

kullanıyor) göre daha düşük sigara içim oranları da burada sonuçları etkileyen bir 

başka parametre olabilir. 
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MAÜ’lü hastalarda aterosklerozda belirleyici faktör olan ABI ile inflamatuvar 

biyobelirteçler ve kardiyometabolik belirteçler arasında anlamlı bir ilişki bulunmaması 

ilginç bir veri olmakla birlikte literatürde de benzer bazı uyumsuz sonuçlara işaret 

etmektedir. Daha önceki çalışmalar, bu uyumsuz sonuçları ABI ölçümünde kullanılan 

yöntemin ve değerlerin hesaplanmasında standardizasyonun eksik olmasına 

bağlamışlardır (Aboyans ve ark., 2012). Bizim çalışmamızda da, ABİ değerleri ile 

inflamatuvar sitokinler arasında da korelasyonun bulunmaması çalışmamızdaki ABİ 

ölçümlerinde daha iyi bir standardizasyona (tek kişi tarafından ölçüm, aynı aletin 

kullanılması, ölçüm alınan ekstremite noktalarının standardizasyonu, v.b.) gerek 

olduğu sonucuna varmamıza neden olmuştur. 

Çalışmamızda Multipleks Assay ile ilk defa Tip2DM’li hastalarda birlikte incelenen 

MCP-1, IL-6, IL-10, TNF-α ve Hs-CRP biyobelirteçlerinin ortalamaları MAÜ’lü ve 

MAÜ’süz gruplarda anlamlı bir farklılık göstermemiştir. Navarro ve ark.’nın 

çalışmasında ise, bizim sonuçlarımızdan farklı olarak MAÜ’nün varlığı ile Hs-CRP, 

TNF-α ve IL-6 seviyelerinde anlamlı farklılıklar izlenmiştir (Navarro ve ark., 2003).  

Çalışmamızda MAÜ’süz Tip2DM hastalarında TNF-α ile diğer inflamatuvar 

belirteçler olan IL-6, IL-10,  MCP1 arasında ayrıca IL-6 ile MCP1 arasında ve IL-10 

ile MCP1 arasında korelasyon bulunması tüm bu belirteçlerin DM’da gelişen 

inflamatuvar ortama katkı koyduğunu teyit etmektedir. Bunlar arasında en umut verici 

olarak gözüken MCP1 sitokinidir, bu sitokin ile kardiyometabolik belirteçlerden Tkol 

arasında korelasyon bulunması da ateroskleroz ve inflamasyonun birlikte seyrettiğinin 

bir diğer kanıtıdır. Çalışmamızda MAÜ’süz Tip2DM’lu olgularda, Hs-CRP, ABI ve 

BKİ değerleri ile inflamatuvar belirteçler ve kardiyometabolik belirteçler arasında bir 

ilişki saptanamamıştır. 

MAÜ’lü Tip2DM olgularında TNF-α ile diğer inflamatuvar belirteçler olan IL-6, IL-

10,  MCP1 arasında ve kardiyometabolik belirteçler olan Tkol, TG ve LDL arasında, 

ayrıca IL-6 ile IL-10, MCP1, Tkol, TG ve LDL arasında pozitif korelasyon, yine IL-

10 ile MCP1, Tkol, lDL ve TG arasında, MCP1 ile de Tkol, TG ve LDL arasında 

pozitif korelasyon bulunmuştur. MAÜ’lü hastalarda inflamatuvar biyobelirteçler olan 

IL-6, IL-10, MCP-1 ve TNF-α ile kardiyometabolik belirteçler olan Tkol, TG ve LDL 

arasında orta ya da güçlü korelasyon vardır. Belirtilen inflamatuvar biyobelirteç 

miktarları arttıkça kardiyometabolik belirteçler de anlamlı olarak artmaktadır. Bu 

alanda yapılmış sayısız çalışma arasında Otto ve ark'nın yaptığı 32 hastalık 
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araştırmada, üriner albümin eksresyonuyla fibrinojen arasında korelasyon bulunurken, 

üriner albümin eksresyonuyla CRP ve IL-6 ile bir ilişki bulunamamıştır.(Otto, 

Engelschalk, Fraunberger, Laubach,ve Schwandt, 2001). Benzer şekilde 151 hastayı 

ve 80 sağlıklı kontrolü içeren çalışmalarında Moriwaki ve ark. da IL-6 ile MAÜ 

arasında bir ilişki saptayamamışlardır (Moriwaki ve ark. 2003). Buna karşılık Navarro 

ve ark. MAÜ’nün hs-CRP (r= 0.68; P < 0.001) ile serum (r = 0.45; P < 0.01) ve üriner 

TNF- (r = 0.71; P < 0.001) düzeyleriyle ilişkisini ortaya koyarak, Tip2DM’lu 

olgularda DN’nin erken döneminde bile inflamatuvar parametrelerin bağımsız olarak 

MAÜ ile ilişkili olduğuna ve DN’nin gelişiminde inflamasyonun rolüne dikkat 

çekmişlerdir (Navarro ve ark. 2003). 

Son olarak tüm bu veriler ışığında, Tip2DM’li hastalarda bir dizi inflamatuvar 

biyobelirteç ilk kez birlikte Multipleks Assay yöntemiyle çalışılmıştır. Bu sitokinler 

ile MAÜ arasında saptanan güçlü ilişkiler vasküler endotel hasarının ve DN’nin bir 

göstergesi olarak MAÜ’nün önemli rolünü teyit etmektedir. MAÜ belirteci olan DN 

ile aterosklerotik olayların ortak mediyatörü, her iki durumun patofizyolojisinde yer 

alan kronik inflamasyon ortamı gibi gözükmetedir. Önümüzdeki dönemlerde daha 

geniş kohortlarla yapılacak çalışmalarda ABİ gibi bireysel ölçüme dayalı indekslerin 

daha standardize edilerek uygulanması çalışmaların değerini arttıracaktır.  
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SONUÇ ve ÖNERİLER 

Bu çalışmada, Tip2DM’li hastalarda erken DN tanısında kullanılan MAÜ ile 

inflamatuvar biyobelirteçler ve ateroskleroz göstergesi olarak kabul gören ABI 

ölçümleri ilk defa  birlikte araştırılmıştır.  

Hastaların serum örneklerinde MCP-1, IL-6, IL-10, TNF-α ve Hs-CRP 

biyobelirteçlerinin düzeyleri Multipleks Assay yöntemi ile ABİ ölçümleri Doppler 

yöntemi ile ve kardiometabolik belirteçleri (AKŞ, TKŞ, A1c-HbA1c, Tkol, HDL, 

LDL, TG) ise otoanalizörde belirlenerek aralarındaki ilişki araştırılmıştır.  

Tip2DM’li hastalarda MAÜ olan ve olmayan gruplar karşılaştırıldığında inflamatuvar 

biyobelirteçlerin düzeylerinde  anlamlı bir fark olmadığı  (p>0,05, n=40) gözlenmiştir. 

Benzer şekilde, her iki grupta ABİ ortalamalarına bakıldığında ABİ değerleri 0.9-1.3 

aralığında ve normal değerlerdedir. MAÜ olan ve olmayan gruplar arasında anlamlı 

bir fark yoktur. 

MAÜ’lü hastalarda inflamatuvar biyobelirteçler olan IL-6, IL-10, MCP-1 ve TNF-α 

ile kardiyometabolik belirteçler olan Tkol, TG ve LDL arasında orta ya da güçlü 

korelasyon vardır. Belirtilen inflamatuvar biyobelirteç miktarları arttıkça 

kardiyometabolik belirteçler de anlamlı olarak artmaktadır. Bununla birlikte MAÜ’lü 

hastalarda aterosklerozda belirleyici faktör olan ABI ile inflamatuvar biyobelirteçler 

ve kardiyometabolik belirteçler arasında anlamlı bir ilişki bulunmamıştır.  

Tip2DM’lu hastalarda geniş kohortlarla, MAÜ subgrupları oluşturarak ya da 

prospektif tasarımla yapılacak yeni çalışmalar, DN ve ateroskleroz ilişkisini daha iyi 

anlamamıza neden olabilir.  
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