/ﬁ\‘?ﬁ}/\
e L fa
EGE UNIVERSITESI o3 e
Saglik Bilimleri Enstitiisii R

TiP 2 DiYABET HASTALARINDA SERUM
FIBROBLAST GROWTH FACTOR 21 VE
LIPOKALIN’IN NEFROPATININ ERKEN
GOSTERGESI OLARAK DEGERIi VE
ADIPOSITOKINLERLE ILiSKiSi

Yiiksek Lisans Tez

NIOUSHA KAZEMZADEH AFSHAR

T1ibbi Biyokimya Anabilim Dali

[zmir
2019



T.C.
EGE UNIVERSITESI
Saglik Bilimleri Enstitiisii

TIiP 2 DIYABET HASTALARINDA SERUM
FIBROBLAST GROWTH FACTOR 21 VE
LIPOKALIN’IN NEFROPATININ ERKEN

GOSTERGESIi OLARAK DEGERIi VE
ADIPOSITOKINLERLE ILiSKISi

Niousha KAZEMZADEH AFSHAR

Danisman
Prof. Dr. Ferhan GIRGIN SAGIN

Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Tezli Yiiksek Lisans Programi

[zmir
2019



DEGERLENDIRME KURULU UYELERI

(Ad1 Soyadr)

Baskan : Prof. Dr. Ferhan GIRGIN SAGIN
(Damisman)

Uye : Prof. Dr. Yasemin AKCAY

Uye : Prof. Dr. Hilal KOCDOR

Yiksek lisans tezinin kabul edildigi tarih :




Onsoz

Bu tez calismasinin gergeklestirilmesine katkida bulunan degerli danisman hocam,

Prof. Dr. Ferhan Sagin’a ¢ok tesekkiir ederim.

[zmir, 4.09.2019 Niousha KAZEMZADEH AFSHAR

II



Ozet

Tip 2 Diyabet Hastalarinda Serum Fibroblast GrowthFaktorii-21 ve
Lipokalin’in Nefropatinin Erken Gostergesi olarak Degeri

ve Adipositokinlerle fliskisi

Tip 2 Diabetes Mellitus (Tip2DM) tiim diinyada en yaygin goriilen metabolik
hastaliktir ve hastaligin 6nemli komplikasyonlarindan biri de diyabetik nefropati
(DN)’dir. DN, Bati diinyasinda son donem bobrek yetmezliginin 6nde gelen
sebebidir. Mikroalbuminiiri (MAU), DN'nin en erken ve en c¢ok kullanilan
laboratuvar indeksi olup diyabetik hastalarda kardiyovaskiiler riskle de bagimsiz
olarak iliskilidir. Her ne kadar MAU, risk katmanlasmasi ve DN'deki hastalik
ilerlemesinin izlenmesi i¢in vazgecilmez bir ara¢ olmaya devam etse de, bir takim
faktdrler tahmin etme giiciinii sorgulamistir. Bu calismada MAU olan (n=40) ve
olmayan (n=40) Tip2DM’lu hastalarda serum fibroblast biliyiime faktori-21
(fibroblast growth factor-21-FGF-21) ve notrofil jelatinaz iligkili lipokalin
(neutrophil gelatinase associated lipocalin-NGAL) gibi DN’nin patofizyolojisinde
etkili olabilecek yeni inflamatuvar belirtegler ve bunlarla iliskilendirilen adiponektin,
leptin ve plazminojen-aktivator inhibitér Tip 1 (plasminogen activator inhibitor Type
1-PAI-) gibi adipositokinler tayin edilerek renal hasarin erken tani ve izleminde bu
belirteglerin yeri arastirilmistir. Adiponektin, leptin ve PAI-1 6l¢iimiinde daha kiiciik
numune hacmi ve daha hizli 6l¢lime izin veren Multipleks Assay sistemleri, FGF-21,
NGAL ve sistatin C tayininde ise ELISA yontemi kullanilmistir. MAU’lii olgularda
FGF-21 ve NGAL seviyeleri anlamli derecede yiiksek, PAI-1 ise anlamli derecede
diisiik bulunmustur.Genel olarak, sistatin C ve PAI-1 arasinda (-), adiponektin ve
leptin arasinda ise (+) bir korelasyon saptanmistir. Sonugta, Tip2DM’da gelisen
DN’de FGF-21 ve NGAL’in yeni biyobelirtecler olarak klinik oneme sahip
olabilecegi ve PAI-1’le ilgili daha genis kapsamli ¢alismalar yapilmasinin gerekliligi
sonucuna varilmistir. Genis kohortlarla ve degisik DN evreleriyle yapilacak
caligmalar, Tip2DM’lu hastalarda renal komplikasyonlarin patofizyolojisini

anlamamiza yardimci olacaktir.

Anahtar Kelimeler; Tip2DM, mikroalbiiminiiri, FGF-21, lipokalin,
adiponektin, PAI-1, diyabetik nefropati
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Abstract
Serum Fibroblast Growth Factor 21 and Lipocalin as Early Biomarkers of
Nephropathy in Type 2 Diabetes Mellitus and Their Relationship with
Adipocytokines

Type 2 Diabetes Mellitus (Type 2DM) is the most common metabolic disease
worldwide. One of the major complications of this disease is diabetic nephropathy
(DN) which is the leading cause of end-stage renal disease in the Western world.
Microalbuminuria (MAU) is the earliest and most widely used laboratory index of
DN and is independently associated with cardiovascular risk in diabetic patients.
Although MAU remains an indispensable tool for monitoring risk stratification and
disease progression in DN, several factors have questioned its ability to predict the
disease. Our aim in this study is to investigate serum fibroblast growth factor-21
(fibroblast growth factor-21-FGF-21) and neutrophil gelatinase-associated lipocalin
(neutrophil gelatinase associated lipocalin-NGAL) levels in patients with Type 2DM,
with (n = 40) and without MAU (n = 40). The role of adipocytokines such as
adiponectin, leptin and plasminogen activator inhibitor Type 1(PAI-1) in the early
diagnosis and follow-up of renal damage are also investigated. Adiponectin, leptin
and PAI-1 were analysed with Multiplex Assay Systems which allowed smaller
sample volume and faster measurement, while FGF-21, NGAL and cystatin C levels
were measured with ELISA. FGF-21 and NGAL levels were significantly higher and
PAI-1 levels were significantly lower in patients with MAU. In general, there was a
(-) correlation between cystatin C and PAI-1, and (+) correlation between
adiponectin and leptin. It was concluded that FGF-21 and NGAL may be clinically
important new biomarkers in DN related with Type2DM and further studies on PAI-
1 should be performed. Studies with large cohorts and different DN stages will help
us to understand the pathophysiology of renal complications in patients with Type

2DM.

Keywords; Type2DM, microalbuminuria, FGF-21, lipocalin, adiponectin, PAI-1,
diabetic nephropathy
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Giris

Tip 2 Diabetes Mellitus (Tip2DM), genellikle ileri yasta ortaya ¢ikan bir
kronik hastalik olup uzun siireli insiilin direnci iizerine eklenen ilerleyici beta hiicre
yetmezligi sonucunda gelisir(American Diabetes Association, 2010; World Health
Organization, 2016). Bu hastalarda genetik defektler ya da obesite ve fiziksel aktivite
eksikligi gibi cevresel etmenlerin etkisi ile dnce karaciger ve kas dokusunda insiilin
direnci ortaya ¢ikar. Hiicre ic¢inde kullanilamayan glukozun kanda olusturdugu
hiperglisemiye yanit olarak pankreas asir1 miktarda insiilin salgilar, ancak bu da
yeterli olamaz ve zaman iginde pankreasta insiilin iiretimi giderek azalir ve beta
hiicre yetmezligi gelisir. Sonucgta ortaya ¢ikan hiperglisemi Tip2DM’un temel
patolojisini ve hastaliga bagli komplikasyonlarin nedenini olusturur.

Tip2DM’un o6zellikle ¢cevre ve yasam tarzindan etkilenebilen metabolik bir
bozukluk oldugu ve insidansinin immobilite ve obezite artisina bagl olarak arttigi
bilinmektedir. Siiregelen hipergliseminin koroner, serebral, visseral ve periferal
damarlarda tetikledigi endotel harabiyeti ve non-enzimatik glikozilasyon
mekanizmasi inflamasyonu ve aterosklerozu hizlandirir. Boylelikle Tip2DM’un iyi
bilinen komplikasyonlar1 olan nefropati, retinopati, kardiyovaskiiler ve
serebrovaskiiler olaylar ortaya ¢ikar.

Ik olarak 1982’de Viberti tarafindan TiplDM’lu hastalarda idrar albumin
atthm oraninda subklinik bir artis olarak tanimlanan mikroalbiiminiiri (MAU),
idrarda 30-299 mg/glin albiimin atiliminm1 gosterir. Vaskiiler ve endoteliyal
disfonksiyonun bir gostergesi olarak diyabetik nefropatinin (DN) en erken klinik
kanitin1 temsil eden bu bulgunun diyabetik hastalarda kronik bobrek yetmezliginin
risk artigtyla ve renal komplikasyonlarla iligkisi ¢ok sayida ¢alismada gosterilmistir.

Fibroblast biiylime faktorii (Fibroblast growth factor 21-FGF-21), ilk olarak
2000’11 yillarda, fare embryosundan izole edilerek tanimlanmis olan 181 aminoaside
sahip bir polipeptiddir. Insanlarda temel olarak karacigerden, daha az bir oranda da
adipoz dokudan salgilanan bu metabolik diizenleyici, serumda da saptanabilmektedir.
Hayvan ¢alismalarinda, rekombinan FGF-21’in plazma glukoz ve insiilin diizeylerini
diisiirdiigii, insiilin direncini ve enerji metabolizmasini diizelttigi, hepatik yaglanmay1
ve obesiteyi azalttig1 gosterilmistir. Bu etkilerinden dolayi, leptin ve adiponektin gibi

diger adipositokinlerle iliskili olarak parakrin ve endokrin etkilerle metabolik



homeostaz diizenleyici etkisi oldugu one siiriilen bu sitokin, Tip2DM’lu hastalarda
ve diger metabolik bozukluklarda tedavi segenegi olmaya adaydir.

Ilging olarak, obesite, metabolik sendrom ve Tip2DM gibi insiilin direnciyle
birlikte ilerleyen durumlarda serum FGF-21 diizeylerinin arttigr gosterilmis ve
bunlarin ‘FGF-21 direngli hastalik’ olarak siniflandirilmasi onerilmistir.

Onceki calismalarda FGF-21’in bobrekler tarafindan atilan dolasimsal bir
sitokin oldugu ve renal fonksiyon parametreleriyle korele oldugu gosterilmistir.
Benzer sekilde, dolasimdaki FGF-21’in, mikroanjiopati gostergesi olarak DN’le
iliskili olabilecegi One siirlilmiis olmakla birlikte bu iliskiyi kanitlayacak yeterli
calisma bulunmamaktadir. Buna karsilik yakin zamanda, nétrofil jelatinaz iliskili
lipokalin (neutrophil gelatinase associated lipocalin-NGAL) gibi tiibiiler
disfonksiyonla iligkilendirilen yeni renal hasar belirtecleri erken renal hasarin hassas
ve 0zgiin gostergeleri olarak dikkat cekmektedir.

Metabolik hastaliklarin patogenezinde, adipositokinlerin yag dokusundan
salinimi etkilenmektedir. Adiponektin ile yag dokusundan salgilanan bir diger
adipositokin olan Tip 1 plazminojen aktivator inhibitérii (plasminogen-activator
inhibitor type 1 (PAI-1))’niin benzer sekilde DN’de ekspresyonlarinin arttigi
bildirilmektedir.

1.1. Arastirmanin Problemi

Tip2DM diinya capinda bir halk sagligi sorunudur ve énemli bir morbidite ve
mortalite nedenidir. Mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarla iliskili olan
bu hastaligin en ciddi uzun vadeli mikrovaskiiler komplikasyonlarindan biri,
proteiniiri ile karakterize edilen DN’dir. Tiim diinyada diyaliz merkezlerinin ana is
yiikiinii olusturan kronik bobrek hastaliklar1 ve son donem bdbrek yetmezliginin
onde gelen nedeni olan DN’nin orani giderek artmaktadir. Bu 6nemli sorunun
patofizyolojisinin anlasilmasi ya da erken saptanmasina yonelik her adimin, hasta
sagligina ve iilkelerin saglik giderlerine olumlu katkida bulunacagi agiktir. Serum
kreatinin konsantrasyonlari, 6nemli miktarda bobrek fonksiyonu kaybedilene kadar
degismeyebilir ve glomeriiler filtrasyondaki akut degisiklikler sirasinda, serum
kreatinin konsantrasyonu, birka¢ gilin siirebilen kararli durum dengesine ulasilana
kadar bobrek fonksiyonunu dogru sekilde gdstermez (De Muro et al., 2016). Genel
vaskiiler ve endotelyal disfonksiyonun bir gdstergesi olan MAU, giiniimiizde renal

hasarin hassas bir belirteci olarak erken tani ve izlemde kullanilmaktadir. Ancak bu
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belirtecin renal islevlerdeki erken degisiklikleri saptama veya hastalifin
ilerlemesinde prediktif bir belirte¢ olma konusundaki giiciinii sorgulayan caligsmalar

da vardir.
1.2. Arastirmanin Sorusu

Tip2DM’da gelisen DN’de, FGF-21 ve NGAL’in biyobelirte¢ olarak klinik
Ooneme sahip olup olmadiginin aragtirilmasidir. Calismamizin diger sorusu ise s6z
konusu bu yeni biyobelirteglerin adiponektin/PAI-1 salinim diizensizlikleri ile
etkilesimidir. Bu sorular1 agi8a kavusturmak igin de, MAU olan ve olmayan Tip2DM
olgularinda, adiponektin/PAI-1 diizeyleri saptanarak bu sitokinlerin FGF-21 ve
NGAL ile aralarindaki iligki ortaya konmus, ayrica sonuglar sistatin C gibi bilinen
renal gostergelerle karsilagtirillmistir. Boylelikle FGF-21 ve NGAL’in DN’da erken

biyobelirte¢ olarak 6nemi ve diger adipokinlerle iligkisi arastirilmistir.
1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Calismamizin hipotezi, Tip2DM’da gelisen DN’de FGF-21 ve NGAL’in
biyobelirte¢ olarak klinik 6neme sahip olabilecegidir. Bu hipotezi test etmek i¢in
MAU olan ve olmayan Tip2DM olgularinda, serum FGF-21 ve NGAL diizeyleri
calisilarak sonuglar iyi bilinen renal belirtecler olan MAU ve sistatin C ile
karsilastirilmistir.  Calismamizin  diger hipotezi ise bu s6z konusu yeni
biyobelirteglerin etkisinde adiponektin/PAI-1 salimim diizensizliklerinin etkili
olabilecegidir. Bu hipotezi test etmek icin de, MAU olan ve olmayan Tip2DM
olgularinda, adiponektin/PAI-1 diizeyleri saptanarak bu sitokinlerin FGF-21 ve PAI-

1 ile aralarindaki iliski ortaya konmustur.
1.4. Arastirmanin Varsayimlari

Bu c¢alismada, olgularin tiimiintin kan Ornekleri ayni personel tarafindan
alinmig ve analizler ayn1 giin ayni laboratuvar kosullarinda ¢alisilmistir. Bu nedenle

analiz sartlarinin objektif ve biastan uzak oldugu varsayilmaktadir.
1.5. Arastirmanin Simirhhiklar:

Arastirma asamasinda bir sinirlilik bulunmamaktadir.



1.6. Arastirmanin Amaci

Calismanin temel amaci, MAU olan ve olmayan Tip2DM’lu hastalarda,
DN’nin patofizyolojisinde etkili olabilecek yeni inflamatuvar belirtegler olan FGF-21
ve NGAL diizeylerini ve bunlarla iligkilendirilen adiponektin ve PAI-1 gibi
adipositokinleri tayin ederek renal hasarin erken tani1 ve izleminde bu belirteclerin
yerini ortaya koymaktir. Bu amaca yonelik olarak sonuglar, sistatin C ve MAU gibi

bilinen renal gostergelerle ve kardiyometabolik belirteclerle karsilastirilmistir.



Genel Bilgiler

Diabetes mellitus (DM), insiilinin sekresyonunda, etkisinde veya her ikisinde
de bir bozukluktan kaynaklanan hiperglisemi ile karakterize bir metabolik hastaliktir.
Diinya c¢apinda 6nemli bir morbidite ve mortalite nedenidir. 2017 yilinda yaklasik
425 milyon yetiskinin (20-79 yas) diyabetli oldugu bilinmektedir ve 2045 yilina
kadar bu rakamin 629 milyona ¢ikacagi 6ngoriilmektedir (/DF Diabetes Atlas, 2017).
Tip2DM ise hiperinsiilinemi ve insiilin direnci ile iliskilidir, yani hiicre ve dokularin
normal insiilin konsantrasyonlarina cevap verememesi ile karakterizedir. Hastaligin
ileri asamalarinda pankreas [ hiicrelerinden kompansatuvar insiilin salgilanmas1 olsa
da metabolizma, varolan yiiksek insiilin direncinin iistesinden gelemez. Bununla
birlikte, artan lipoliz sonucu agiga ¢ikan yag asidi salinimi ile parankimal organlarda
yag birikimi, metabolik rahatsizligi daha da siddetlendirir (Delarue & Magnan,
2007). Insiilin direnci, ¢evresel faktorlerin yam sira genetik bir sorun olarak da
goriilebilmektedir. Tip 2 diyabet hastalarinin alt gruplarinda, monogenetik nedenler
tanimlanmistir, ancak daha yaygin poligenik formlardan hangi genlerin sorumlu
oldugu hala belirsizdir (Y. Yang & Chan, 2016).

Diyabet tanisinda, Amerikan Diyabet Birligi (ADA), iki temel kriter
kullanmaktadir: plazma glukozu ya da HbAlc... Iki farkli giinde alinan kan
orneginde aclik plazma glukoz konsantrasyonunun > 126 mg / dL (7.0 mmol / L)
olmasi, glukoz alimmin (Diinya Saglik Orgiitii-WHO nun kriterlerine uygun olarak
suda c¢Oziinmiis 75 gr anhidréz glukoz alimi sonrasi)ardindan 2 saatlik bir
beklemeden sonra kandakiglukoz miktarinin > 200 mg / dL (11.1 mmol / L) olmasi
ya da HbAlc diizeylerinin > 6.5 (48 mmol / mol) olmasi durumunda diyabet teshisi
konulabilir. Hipergliseminin klasik semptomlarini tasiyan ya da hiperglisemik krize
giren hastalarda ise tanmi i¢in son Ogiinden Ornek alimima kadar gecen siireye
bakilmaksizin giliniin herhangi bir saatinde plazma glukoz konsantrasyonunun > 200
mg/dL (11.1 mmol / L) olmast yeterlidir (Diabetes Care, 2019).

DN, diyabeti oldugu bilinen bir hastada idrar yolu infeksiyonu ya da diger bir
renal hastalik olmadan renal islevlerin bozulmasi ve albiiminiiri (>300 mg/24 saat)
varligi ile saptanir.

Diyabette, bobregin yapisal hasari ile, genellikle MAU, yani 24 saatlik
idrarda yiiksek miktarda alblimin atilimi (30 ila 299mg/24 saat) veya spot idrar
numunelerinde 20 ila 200 pg/dak veya pg/mL diizeylerinde atilim goriilmektedir
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(Tobe, McFarlane, & Naimark, 2002). Alblimin atilimi giinliik olarak degiskenlik
gosterdiginden, MAU ancak farkli giinlerdeki {ic Ornekten ikisinin ates, fiziksel
egzersiz, idrar yolu enfeksiyonu, kontrolsiizhipertansiyon, kontrolsiiz hiperglisemi
veya konjestif kalp yetmezligi gibi kafa karigtirict faktorlerin yoklugunda pozitif
olmas1 durumunda teshis edilebilmektedir (Karar et al., 2015). idrarda albiimin atilim
oranlarinin artmasiyla artan bir renal ve kardiyovaskiiler hastalik risk artigi
gorilmektedir. Bu, normal araliktaki idrar albiimin konsantrasyonlar1 ig¢in bile
gecerlidir. Daha yakin zamanlarda, podositlerin sayisinin ve islevinin ve 6zellikle de
ayrilmis membranin iglevinin rahatsizliklarinin en azindan esit derecede Onemli
oldugu diisliniilmektedir (Reiser & Altintas, 2016).

Glomeriiler lezyonlarla MAU arasindaki iliski Tip2DM’da daha az
belirgindir (De Muro et al., 2016). Dalla ve arkadaglar1 bu ikisi arasinda genel bir
iliski bulmuslardir, ancak bazi hastalarda glomeriiloskleroza ragmen MAU
gelismemis ve bunun tersine mikroalbliminiirik tip 2 diyabetik hastalarin yaklasik %
30'unda yapisal olarak normal glomeriil goriilmiistiir (Dalla Vestra et al., 2005).
Sonug olarak MAU, gelecekte olusacak olan nefropatinin bir ongoriiciisii degil
mevcut nefropatinin bir kanitidir.

MAU'niin  kardiyovaskiiler olaylarla bilinen iliskisi ve Tip2DM’da
genellesmis mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarin bobreklerde de
bulunmasi, MAU'yii genel vaskiiler patolojinin bir gdstergesi haline getirmistir
(Mohammedi et al., 2017).

Glomertiler gecirgenligin hasar gdrmesi sonucu spesifik olarak olusan
MAU'niin ortaya ¢ikmasinin son zamanlarda hem deneysel modellerde, hem de
diyabetik hastalarda proksimal tiibililer reabsorbsiyon bozuklugunun sonucu oldugu
gorilmistiir (Vallon & Thomson, 2012).

Glinlimiizde, siki glisemik kontroliin, Tip 2 diyabetik hastalarda Tip 1
diyabetik hastalarda oldugu gibi DN’nin baslangicin1 veya ilerlemesini 6nledigine
dair hi¢bir siiphe yoktur (Nazar, 2014). Hastada nefropati bir kez gelistikten sonra,
bobrek fonksiyonlarindaki diisiisiin  Onlenemedigi ve geri dondiiriilemedigi
goriilmiistiir. Ayrica, glisemik kontroliin sagkalimi etkiledigi bilinmektedir. Wu ve
arkadaglar diyaliz baglangicindan 6nceki son 6 ayda glisemik kontrolii zayif olan Tip

2 diyabetik hastalarin iyi glisemik kontrolii olan hastalardan ¢ok daha ko&tii sagkalima



sahip oldugunu bulmuslardir ve bu durum diyalizdeki Tip 2 diyabetik hastalarda da
gecerlidir (Wu et al., 2018).

Glisemik kontroliin temel tas1 yasam tarzi degisikligidir, ancak bu onlemin
etkinligi Tip 2 diyabet ilerledik¢e azalir.Tip 2 diyabetli hastalarda, giinliikk ¢oklu
insiilin enjeksiyonlarindan olusan bir rejim uygulayarak siki glisemik kontrolii
hedefleme egilimi artmaktadir. Ancak 6zellikle bobrek fonksiyon bozuklugu olan
Tip 2 diyabetik hastalarda HbAlc degerlerini <% 7 elde etmek zorlu bir hedeftir.
Hastanin ciddi enfeksiyon veya cerrahi gibi eszamanli problemleri oldugunda insiilin
tedavisi zorunludur.

Belirgin diyabetik glomeriilosklerozun diyabetik retinopati ile neredeyse ayni
sekilde iliskili oldugu Tip 1 diyabetik hastalarin aksine, Irbesartan Diyabetik
Nefropati (The Irbesartan Diabetic Nephropathy Trial, IDNT) caligmasina gore
diyabetik glomeriiloskleroz, Tip 2 hastalarinin sadece % 70'inde bulunur. Bununla
birlikte, advers bobrek prognozunun giiglii bir prediktoriidiir (Moriya et al., 2013).
Ozellikle DN’nin gelismesinde, glukoz ile modifiye olmus proteinler, metil glioksal
gibi glukozdan tiiretilmig iriinler, yani Amadori iiriinleri ve ileri glikasyon son
tiriinleri (AGE) cok 6nemli bir rol oynamaktadir. Glukozun artan mitokondriyal
oksidasyonu ayrica protein kinaz C’yi (PKC) ve ardindan mitojenle aktiflestirilen
protein kinazlar1 (MAPK) aktive eder. Doniistiirme biiyiime faktorii-B (TGF-B) renal
hipertrofi gelisiminde ve hiicre dis1 matris birikiminde ¢ok 6nemli gériinmektedir.
Glomeriiloskleroz ve tubulointerstisyel fibroz gibi geri doniisiimsiiz degisikliklerden
once gelisen renal hipertrofi erken bir olaydir. Tip 1 ve Tip 2 diyabette, renal
hipertrofi ile birlikte, intrarenal hipertansiyon da gelisir (Aragno & Mastrocola,
2017). DN gelisiminde, hemodinamik ve yapisal degisiklikler 6nemli ve birbirleriyle
iliskilidir. Ornegin, yiiksek glukoz, anjiyotensinojen ve anjiyotensin II (Angll)'nin
sentezini uyarir. Bu hemodinamik polipeptit, bobrek hiicreleri iizerinde trofik,
enflamatuvar ve profibrojenik etkiler yaratir. Bu polipeptidin yarattigi mekanik
gerilme sitokinlerin otokrin ve/veya parakrin salmimini ve bunun sonucunda
glomertloskleroz ve interstisyel fibrozisin olusumunda rol oynayan biiylime
faktorlerini indiikler.

Tip 2 diyabetli hastalarda, tanida, mikroalbiimin varligi igin bir test
yapilmalidir. MAU, Tip 1 diyabetin baslangicinda nadiren gériiliir; bu nedenle, tip 1



diyabetli bireylerde tarama 5 yillik hastalik siiresinden sonra baglamalidir (Alleyn et
al., 2010).

MAU’yii saptamak icin spesifik testler gereklidir, ciinkii idrar proteinini
dlgmek igin standart testler yeterince hassas degildir. Uriner albiimin atilimi1 >30 mg /
24 s (zamanlanmig bir 6rnekte 20 pg / dk veya rastgele bir 6rnek lizerinde 30 mg / g
kreatinin esdegeri) ise, MAU’niin mevcut oldugu sdylenebilir. Kisa siireli
hiperglisemi, egzersiz, idrar yolu enfeksiyonlari, belirgin hipertansiyon, kalp
yetmezligi ve akut atesli hastaliklar idrar albiimin atiliminda gecici yilikselmelere
neden olabilir. MAU igin tahliller hali hazirda mevcut degilse, egitimli personel
tarafindan yapildiginda kabul edilebilir hassasiyet (% 95) ve ozgillik (% 93)
gosterdikleri i¢in reaktif tabletlerle veya cubuklarla da tarama yapilabilir. Reaktif
seritleri yalnizca konsantrasyonu gosterir ve spot idrar albiimin-kreatinin orani,
kreatinin i¢in dogru olmadigindan, idrar konsantrasyonundaki degisikliklerden otiirii
olas1 hatalara maruz kalirlar. Reaktif seritleri veya tabletler ile yapilan tim pozitif
testler daha spesifik yontemlerle onaylanmalidir. Ayrica albiimin atiliminda giinden
giine belirgin bir degiskenlik vardir. Bu nedenle hastanin MAU’siioldugunu
belirtmeden 6nce 3-6 aylik bir periyotta yapilan {i¢ drnekten en az ikisinin yiiksek
seviyeler gostermesi gerekir.

DN’nin ilerlemesinin 6nlenmesi ve geciktirilmesi onerileri konusunda belirli
bir fikir birligine varilmistir. Ozellikle ADA’nin giincellenmis Klinik Uygulama
Onerileri bu alanda bir kilavuz 6nermektedir (American Diabetes Association, 2019).
Buna gore, Tip 2 diyabet hastalarinin MAU igin yilda en az bir kez izlenmesi
onerilir. Tip 2 diyabetik hastalarda MAU, Tip 1 diyabetik hastalardaki kadar giiclii
bir renal risk belirleyicisi degildir, ancak daha yogun ve aktif tedaviye ihtiyaci olan
hastalar1 tanimlamak i¢in kesinlikle mevcut en iyi aractir. Mikroalbiiminiirik veya
proteiniirik hastalarda ilerlemeyi 6nlemek icin, ACE inhibitorleri veya anjiyotensin
reseptor blokerleri ile farmakolojik blokaj, yogun bir glisemik kontrol, sigaray1
birakma, viicut agirhiginin azaltilmasi, RAS proteininin farmakolojik blokaji1 da dahil
olmak tizere siki antihipertansif kontrol i¢eren entegre bir yaklasim benimsemek
onemlidir, bununla birlikte diyet sodyum kisitlamas1 da 6nemli yer tutmaktadir

(Zelmanovitz et al., 2009).



Fibroblast Biiyiime Faktorii 21

FGF-21, iskelet kasinda iiretilen bir myokin olarak yakin zamanda
tanimlanmistir (Izumiya et al., 2008). Iskelet kasinda iiretilen FGF-21 glukoz alimim
ve glukoz tasiyicisi-1'in (GLUT-1) ifadesini arttirir.

FGF-21, aglik ve diyabetik ketoasidoz durumunda ya da yiiksek yagh ve
diisiik karbohidratli ketojenik diyet alimiyla hepatositlerde iiretilir. FGF-21
salinimiyla beyaz adipoz doku trigliserit (TG) depolarindan serbest yag asidlerini
aciga cikararak enerji iiretimine katkida bulunur. Molekiiliin sentezi, ayn1 zamanda
fibroblastlarin adipozitlere diferansiyasyonu sirasinda da indiiklenir. Adipoz dokuda
FGF-21’in GLUT-1 indiiksiyonu yoluyla glukoz alimini indiikledigi ve bu nedenle
kan glukoz seviyelerini azaltabildigi bildirilmistir (Ge et al., 2011). FGF-21,
adipositlere glukoz girisine paralel olarak, bu molekiiliinTGolarak depolanmasina yol
acar ve lipogenezi uyarir.

Obes cocuklarda ve erigkinlerde artmis serum FGF-21 konsantrasyonlari
belirlenmistir (X. Zhang et al., 2008). Diger taraftan, ilging bir sekilde, kisa siireli
cok diisiik kalorili bir diyetten sonra yiiksek FGF-21 ifadesi goriilmesi paradoks
olarak kabul edilmektedir (J. Zhang et al., 2018). Bu nedenle, molekiiliin iiretimi
aclik ve besleme sinyalleri ile bagimsiz bir sekilde diizenleniyor gibi gériinmekte ve
hem aglikta, hem de asir1 beslenmede molekiiliin ekspresyonu artmaktadir.

Son ¢alismalar, FGF-21, viicut kiitle indeksi (BK1I), TG, insiilin, diisiik HDL-
kolesterol ve bozulmus glukoz toleransi arasinda anlamli bir iliski oldugunu
gostermektedir, bu nedenle FGF-21 insiilin direnci, T2DM ve metabolik sendrom
icin bagimsiz bir risk faktorii olabilir (Bitzur et al., 2009; Iwani et al., 2017).
Hiperglisemi, yiiksek BKI, yiiksek iirik asit diizeylerinin ve diisiik fiziksel aktivitenin
serum FGF-21"i etkileyen bagimsiz faktorler oldugu bildirilmistir (Cuevas-Ramos et
al., 2010).

Notrofil jelatinaz ile iliskili lipokalin (NGAL)

Notrofil jelatinaz ile iligkili lipokalin (NGAL, ayrica LCN2 olarak da bilinir)
temel olarak adipoz dokuda ve karacigerde ifade edilenve hidrofobik bir cebin
etrafinda 8 antiparalel B-katlamali yapidan olusan kiigiik bir sekretuvar proteindir.
Yapisi nedeniyle serbest yag asidleri, retinoidler, arasidonik asid gibi cesitli kiiclik
lipofilik maddeleri baglama ve tasima 6zelligi gosterir. Ik olarak Supavekin ve ark.

tarafindan (Devarajan et al., 2003; Supavekin et al., 2003) iskemik fare bobreginde
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hasarin erken dénemlerinde up-regiile edilmis genlerden biri olarak tanimlanmis olan
NGAL’le ilgili yapilan sonraki proteomik ¢alismalar, NGAL'in hayvan modellerinde
iskemik veya nefrotoksik yetmezlik sonrasi bobreklerde en erken ve en saglam
sekilde indiiklenmis proteinlerden biri oldugunu ortaya koymustur (Mishra et al.,
2003; Schmidt-Ott et al., 2007a). Plazma NGAL diizeyleri inflamasyon, infeksiyon,
iskemi gibi ‘stres’ altinda olan hiicrelerde ylikselir. NGAL proteini akut bobrek
hasarindan kisa siire sonra kanda ve idrarda kolayca tespit edilebilir (Mori et al.,
2005), bu nedenle NGAL’in erken bdbrek hasar1 i¢in hassas bir biyobelirteg
olabilecegi One siiriilmiistiir. Kardiyopulmoner by-pass’la indiiklenmis olan akut
renal hasar ya dacisplatin tedavisiyle gelisen nefrotoksik hasarda da proksimal
tiibiiler hiicrelerde NGAL’in de novo sentezinin artmasi, bu proteinin idrar ve
serumda hizla ylikselmesine neden olur. Dolasimdaki NGAL diizeylerinin insulin
direnci, Tip2DM ya da kardiyovaskiiler hastaliklar gibi obezite ile indiiklenen
metabolik bozukluklarda nedensel bir rol oynayabilecegi de 6ne siiriilmiistiir (Wang
et al., 20006).

Adiponektin

Yasam tarzi degisikligi ve hizli kentlesme, bir dizi saglik problemiyle iligkili
olan obeziteyi tetiklemistir. Obezite siklikla metabolik sendromla beraber
seyretmekte ve insiilin direnci, Tip 2 diyabet, yagh karaciger hastaligi ve
kardiyovaskiiler hastalik riskini arttirmaktadir (Ghoshal & Bhattacharyya, 2015). Bir
adipokin tiirti olan 30 kDa'lik adiposit kompleman ile iliskili protein olarak da bilinen
adiponektin, adipoz dokusundan sentezlenen ve salinan bir endokrin faktordiir
(Yamauchi et al., 2001). Anti-aterojenik ve antiinflamatuvar 6zelliklerinin yanisira
temel bilimsel c¢alismalar adiponektinin insiilin duyarliligina sahip oldugunu
gostermektedir.

Leptine benzer sekilde, adiponektin, Oncelikle adipositler tarafindan
salgilanan bir hormondur. Bununla birlikte, plazma adiponektin konsantrasyonlari,
obez bireylerde diislik konsantrasyonlarda ve yag dokusu kiitlesi ile ters orantilidir.
DM da, benzer sekilde azalmig adiponektin ile iligkilidir. Leptinin aksine,
adiponektinin inslilin  direnci ile obeziteden daha giicli bir iligkisi
vardir.Adiponektin, insiilin sinyalini ve yag asidi oksidasyonunu arttirir ve
glukoneogenezi inhibe eder. Bu, adiponektinin, obeziteden bagimsiz olarak DM

patogenezinde 6nemli bir rol oynadigini géstermektedir. Adiponektin bu etkiyi, IRS-

10



I'in etkisini kolaylastiran insiiline duyarli hiicrelerde AMP ile aktive olan protein
kinazi1 (AMPK) aktive ederek ve karacigerde transkripsiyon faktorii peroksizom
proliferator ile aktive edilmis reseptor alfa’y1 (PPARa) aktiflestirerek gercgeklestirir
(Yamauchi et al., 2002). Adiponektin ayrica, tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a),
interlokin (IL)-6, interferon gama (IFN-y) ve leptin gibi sitokinler tarafindan
diizenlenmektedir (Kishida et al., 2012).

Plazminojen-Aktivator Inhibitor Tip 1 (PAI-1), Serpin

Trombotik olaylarin yasla birlikte artmasi, kalp-damar hastaliklar1 i¢in de
yerlesik bir risk faktoriidiir. Yaglanma ile tromboz arasinda var olan yakin iliski, bu
son on yilda giderek artan bir bicimde incelenmistir. Artmis kardiyovaskiiler ve
serebrovaskiiler riskin temelinde, fibrinoliz homeostazinda yasla ilgili protrombotik
bir dengesizlik gelisimi vardir. Fibrinoliz, ¢cok sayida plazminojen aktivatorii ve nihai
olarak fibrin bozulmasma yol acan enzimatik kaskadi olusturan inhibitorler
arasindaki etkilesimlerin sonucudur. Plazminojen aktivator sistemi, koagiilasyon,
fibrinoliz, inflamasyon, yara iyilesmesi ve malignite dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli
fizyolojik ve patolojik stlireglerde O6nemli bir rol oynar. Plazminojen aktivator
sisteminin 6nemli bir reaksiyonu, plazminojenin plazminojen aktivatorleri tarafindan
plazmaya doniistiiriilmesidir. Plazminojen, oOncelikle plazmada bulunur ve
karacigerde sentezlenir. Inhibitdr faktdrler arasinda en hizli ve etkili PAI-1, plazma
fibrinolitik aktivitesinin en 6nemli inhibitorlerinden biridir. PAI-1, serin proteaz
inhibitdrlerinin (veya serpinlerin) iist ailesinin tek zincirli glikoprotein yapili bir
tiyesidir. Bilinen molekiiler agirligt 48 kDa olan 379 amino asitten olugmus bir
molekiildiir. PAI-1 (veya serpin El), hem spesifik bir Arg'yi parcalayarak
plazminojeni aktive edebilen doku tipi plazminojen aktivatorii (t-PA) veiirokinaz
plazminojen aktivatoriiniin (u-PA) baslica inhibitoriidiir. Boylelikle, PAI-1 plazmin
ile uyarilan proteolizin baslica negatif diizenleyicisi olarak gorev yapar
(Matgorzewicz, Skrzypczak-Jankun, & Jankun, 2013).

Renin-anjiyotensin sisteminin aktivasyonu PAI-1 ile yakindan iliskilidir
(Skurk et al., 2001). Anjiyotensin II (ayrica adipoz doku tarafindan da iiretilir)
anjiyotensinojen iglemenin biyolojik olarak aktif iirliniidiir ve insan adipositlerinde
PAI-1 ekspresyonunu transkripsiyon seviyesinde uyardigi gosterilmistir (Brown et
al., 1998). Ne yazik ki, fibrinolitik kaskad iizerindeki etkileri ile ilgili kanitlar hala

yetersiz ve tartismalidir (Cesari et al., 2009). Fibrinolitik sistem, inflamasyon,
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oksidatif (ve antioksidan) durum, adipoz doku (ve iskelet kasi), metabolik sendrom
ve aterosklerotik hastaliklar arasindaki mevcut karmasik etkilesimler aginda hala
anlasilacak ¢ok konu vardir. Mevcut kanitlar, bazi ¢eliskilere ve tartismalara ragmen,
PAI-1'1 bu yollarin, organlarin ve kosullarin birkacin1 potansiyel olarak birbirine
baglayan son derece umut verici bir belirte¢ olarak gosterme egilimindedir. Bu
adipokin, prognostik degerlendirmede, hastalik izlemede ve bir sonraki gelecekte
tedavi hedefi olmada g6z 6niinde bulundurulmasi gereken bir molekiildiir.

Leptin

Leptinler; yag hiicrelerinde iiretilip kana salgilanan 16 kDA agirliginda
adipokinlerdir. Daha ¢ok obezite etyolojisinde dnemli bir yere sahip olan leptinlerin
son zamanlarda hipertansiyon ve ateroskleroz siirecindeki proaterojenik-
proinflamatuvar rolii anlagilmaya c¢alisilmaktadir. Yag hiicrelerindeki artan TNF-a
miktarinin leptin iiretimini arttirmasi, bu proteinin proinflamatuar olabilecegini
distindiirmektedir (Alexandraki et al., 2006; La Cava, 2017; Xu et al., 2016).
Tip2DM’li hastalarin pankreatik doku kesitleri iizerinde in vitro olarak yapilan bir
caligmada, leptin ve glukozla diyabetin patagonezi lizerinde énemli rol oynayan IL-
1B ve antagonitsi IL-1Ra'min birbirine oranlari incelenmistir. Leptine maruz
birakilmis pankreatik adacik hiicrelerinde IL-1Ra'nin hiicre iiretimini azalttig, IL-1
salimin1 indiikledigi, kaspaz-3 aktivasyonu ve apoptoza yol agtigi ve bdylece
bozulmus glukoz uyarimli insiilin sekresyonunda bir artisa neden oldugu gortilmiistiir
(Maedler et al., 2004). Yakin yillarda ise, ilk defa miyokard enfaktiisii gegiren erkek
hastalarda obezite ve diyastolik kan basinci ile pozitif korele yliksek leptin seviyeleri
saptanmis ve leptinin kardiyovaskiiler riskin degerlendirilmesinde yararl olabilecegi
bildirilmistir (Ekmen vd., 2016). Farelerde subfizyolojik dozlarda uygulanan leptinin
aterosklerotik lezyonlar1 azalttigi gosterilmis ve leptinin, hiperkolesterolemi ve
karaciger yaglanmasin1 azaltmasi, bunun yani sira insiilin duyarliligt ve
ateroprotektif adiponektini arttirmasi yollariyla dolayli olarak antiaterojenik
etkilerinin oldugu 6ne siiriilmiistiir (Hoffmann et al., 2019).

Sistatin C

Bir proteaz inhibitdrii olan Sistatin C, bobrek fonksiyonunun ve bilissel
bozulmanin bir biyobelirteci olarak incelenmistir (Bugnicourt et al., 2013; Kaeser et
al., 2007; Kaur & Levy, 2012). Bobrek fonksiyonunun bir 6l¢iisii olarak sistatin C,

serum kreatininine kiyasla yas, cinsiyet ve kas kiitlesinden ¢ok daha az etkilenir (Coll
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et al., 2000; Menon et al., 2007). Calismalar ayn1 zamanda sistatin C'nin prognostik
gosterge de oldugunu 6ne siirmektedir, bu durum sistatin C'nin glomeriiler filtrasyon
hizindandaha iyi bir biyobelirte¢ oldugunu gostermektedir. Fakat ozellikle, yash
yetiskinler arasinda yiiksek sistatin C seviyeleri, kardiyovaskiiler olaylar ve zayif
fiziksel fonksiyon ile iliskilidir (Peralta et al., 2011; Shlipak et al., 2006, 2005).
Kronik bobrek hastaligt (KBH) olan hastalarda sistatin C, bobrek fonksiyonu
azalmasin1 ve son donem bobrek hastalifi (end-stage renal disease,ESRD)
ilerlemesini gosterebilmektedir (Bhavsar et al., 2011; Menon et al.,, 2007). Bu
nedenle renal bir biyobelirte¢ olarak kullanilmasi son derece mantiklidir.

Bu bulgular 1s1ginda, calismamizin hipotezi, Tip2DM’da gelisen DN’de
MAU yaninda, FGF-21 ve NGAL’in de biyobelirte¢c olarak klinik éneme sahip
olabilecegidir. Bu hipotezi test etmek i¢in MAU olan ve olmayan Tip2DM
olgularinda, serum FGF-21 ve NGAL diizeyleri ¢alisilarak sonuclar iyi bilinen renal
belirtecler olan MAU ve sistatin C ile karsilastirilmistir. Calismamizin diger hipotezi
ise bu s6z konusu yeni biyobelirteclerin etkisinde adiponektin/leptin/PAI-1 salinim
diizensizliklerinin etkili olabildigidir. Bu hipotezi test etmek icin de, MAU olan ve
olmayan Tip2DM olgularinda, adiponektin/leptin/PAI-1 diizeyleri saptanarak bu
sitokinlerin FGF-21 ve NGAL ile aralarindaki iligki ortaya konmustur.
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Gere¢ ve Yontem
Gerecler
Kan Orneklerinin Temini icin Kullanilan Gerecler
e %701k alkol (izopropil alkol, etanol) (Ornek alimi &ncesi deri
dezenfeksiyonu igin)
e Tek kullanimlik lateks veya vinil eldivenler
e Turnike, adaptor, igne uglar1 (21-yesil uglu veya 22-siyah uglu)
o Etiketler ve kalem
e Katki maddesiz kirmizi ya da sar1 kapakli diiz kan alma tiipleri
e 1,5 mI’lik ependorf tiip (serum 6rneklerini saklamak i¢in)

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

Luminex Assay Icin Kullanilan Gerecler

Luminex Human Magnetic Assay -Human Premixed Multi-Analyte Kit

(R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, USA).

CCL2/MCP-1 (BR25)
e IL-10(BR22)

e IL-6 (BR13)

e TNF-alpha (BR12)

e Hs-CRP (BR62)

Kitin Haricinde Gerekli olan malzemeler

e & kanalli pipet (Thermo-Fisher, USA)
e 1-1000 pl otomatik pipet (Thermo-Fisher, USA)

e Manyetik platform
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e MAGPIX Luminex cihazi (Luminex Corporation, Texas, USA)
e Milliplex Analyst programi

e [ABScan3D™ & LABScan™ 100 Systems

ELISA icin Kullamlan Gerecler

Kitler

3.1.3.1.1. FGF-21 (FGF-21 Quantikine ELISA kit, R&D Systems, USA) Kiti
3.1.3.1.2. Cystatin-c (Human Cystatin C Quantikine ELISA Kit, Yehua, China) Kiti
3.1.3.1.3. NGAL (Human Lipocalin-2/NGAL Quantikine ELISA Kit, R&D Systems,
USA) Kiti

Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer (Thermo Scientific™, USA)

Diger Ara¢-Gerecler

e Buzdolab1

e Derin dondurucu

e Otoanalizor (Gallery, USA)
Yontem

Bu calisma, daha 6nce Etik Kurul onay: alinmis (EUTF Etik Kurul, 5 Agustos
2014, 14-7/10) bir baska ¢alismanin yedek kan ornekleri ile yiiriitiilmiistir. S6z
konusu c¢alismaya, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi I¢ Hastaliklari
Poliklinigi’ne basvuran Tip2DM’lu olgulardan goniillii olan ve calismaya dahil
edilme kriterlerini karsilayan hastalar dahil edilmistir. Bunun i¢in hastalarin

e Boy
o Agirhik
e Kan basinci 6l¢limii

e BKI: Agirlik (kg)/Boy*(m) saptanmustir.
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BKi<35 olan hastalardan retrospektif olarak dosyalar taranarak calismaya almma
kriterlerini karsilayan, MAU’sii olan 40 hasta ve MAU’sii olmayan 40

hastabelirlenerek ¢alismaya alinmistir.

Calismaya alinma kriterleri

e Yasin 40-60 yas arasi olmasi,

e BKI’nin 35’ten az olmasi,

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

*  Gebeligin olmamasi,

* Arastirmadan kisa bir siire 6nce veya arastirma sirasinda idrarda kreatinin
atilmint  etkileyebilecek  herhangi bir ila¢ kullanilmamigs  olmasi

gerekmektedir.

Bu calismanin laboratuvar analizleri i¢in, yukaridaki sekilde ¢alismaya dahil
edilen hastalarin daha 6nceki ¢alisma i¢in sabah 9:00-11:00 saatleri arasinda alinmis
olan ve alikotlanmis olarak -80 C’de saklanan kan 6rnekleri kullanilmistir. EUTF I
Hastaliklar1 Poliklinigi’nde takipleri devam eden s6z konusu dnceki ¢alismanin tiim
hastalarina, yedek kan 6rneklerinin kullanilacagi ¢alismamaizla ilgili bilgi verilmis ve
GoOniillii Olur Formlar1 imzalatilarak hastalarin onaylar1 temin edilmistir. Ayrica

EUTF Etik Kurulundan bu tez ¢alismas igin 17-7.2/19sayil1 izin alinmastir.

Calismada kullanilan kitler, EUTF Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Arastirma
Laboratuvari’nda, {ireticinin talimatlarina gore uygun saklama kosullarinda

saklanmigtir. ELISA ve Multipleks Assay kitleri saklama kosullar1 2-8 °C’dir.

Multipleks Assay (Lumineks) Calismalari

Calismamizda, Adiponektin, PAI-1 ve leptin dl¢iimiinde, daha kiiciik numune
hacmi ve daha hizli 6lgiime izin veren Multipleks Assay sistemleri (Luminex Human
Magnetic Assay, R&D Systems, USA) kullanilmustir.

Luminex assay, icerisinde kirmizi veya kizilotesi floresan boyalarla
derecelendirilmis bir karisim ile hazirlanmis yiizlerce 6zel mikrometre 6lgekli plastik
boncuk (mikrokiireler) kullanarak analitlerin hizli ve dogru 6l¢limlerini miimkiin

kilan bir yontemdir. Boncuklarin igerisinde bulunan birbirinden farkli yiizlerce
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floresan boya profilleri her bir numunenin siniflandirilmasinda ve ifadesinde
kullanilir.

Manyetik veya polistiren mikropartikiiller iceren bu teknolojide, hedef
molekiiller manyetik mikrokiirelerin iizerinde yer alan antikorlara baglanir. Bu
baglanma ile manyetik alanda saptirilan mikrokiirecikler floresanl ikinci bir antikor

ile isaretlendiginde 151k farkliligina bagli olarak 6l¢tim gerceklesir (Sekil 1.).

4
o
Manyetik Kireler [ ! \ v

=
7 o -- Antibadi . Omek :
é xxx Kirecik ‘
L 8 L ]

- isaretli Antibadi

‘ Yesil Lazer (532 nm)

5O . \ B
< 1"’% 3%'“1&? 9‘;2§§:.

Kirmizi Lazer (635 nm)

Sekil 1. Manyetik mikropartikiiller igceren Luminex panelinin isleyisinin
sematikgdsterimi. Ornegin sisteme eklenmesiyle, manyetik mikrokiirelerin {izerinde
yer alan antikorlara hedef molekiiller baglanir. Bu baglanma ile manyetik alanda
saptirilan  mikrokiirecikler floresanli ikinci bir antikorile isaretlendiginde 1s1k
farkliligina bagli olarak Olglim gergeklesir. Bu sekilde, ayn1 anda birden fazla

molekiil diizeyinitek bir numunede tespit edebilmek miimkiindiir.

Bu calismada Adiponektin, PAI-1 ve leptin Slgiimiinde kullanilan Luminex
panelleri, Istanbul Universitesi ARLAB biinyesinde bulunan, LABScan3D™ &
LABScan™ 100 Systems ekipmani ile ¢alisilmustir.

Adiponektin, PAI-1 ve Leptin’in Luminex ile Ol¢iilmesi

Analite 6zgii antikorlar, her mikropargacik bolgesi icin belirlenmis oranlarda
floroforlarla goémiili manyetik mikropartikiiller {izerine Onceden kaplanir.
Mikropartikiiller,  standartlar ve  Ornekler  kuyucuklara  pipetlenir ve

hareketsizlestirilmis antikorlar ilgili analitleri baglar. Baglanmayan maddeleri
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yikadiktan sonra, ilgili analite 6zgii bir biyotinlenmis antikor kokteyli her bir oyuga
ilave edilir. Yikamadan sonrabiyotinlenmis antikor, biyotinlenmis antikora baglanan
streptavidin-fikoeritrin konjugati (Streptavidin-PE) her bir oyuga eklenir. Son
yikama baglanmamis Streptavidin-PE'yi uzaklastirir, mikropartikiiller tampon ig¢inde
yeniden siispanse edilir ve Luminex® MAGPIX® Analizorii kullanilarak okunur.
Analizordeki bir miknatis, sliper-paramanyetik mikropartikiilleri yakalar ve bir tek
tabakada tutar. iki spektral olarak farkli Istk Yayan Diyot (LED) mikropartikiilleri
aydinlatir. Bir LED, bdélgeyi tanimlamak i¢in her bir mikropartikiil icindeki boyalari
uyarir ve ikinci LED, mikropartikiile baglanan analit miktarini 6lgmek i¢in PE'yi
uyarir. Her oyuktaki bir 6rnegi ayirt etmek i¢in bir filtre seti iceren bir CCD kamera

ile uyarma seviyeleri goriintiilenir.
Calisma Prosediirii:

1. Seyreltilmis Mikropartikiil kokteyli vortekslenerek yeniden siispanse
edilmistir. Mikroplagin her oyuguna bu kokteylden 50pL eklenmistir.
Standartlar ve 6rnekler de mikroplaga ayni1 hacimde eklenmistir. Bir folyo ile
bu plaka giivenli bir sekilde oOrtiilmiis ve yatay bir orbital mikroplaka
calkalayic1da800 + 50 rpm'ye ayarlanmis olarak 2 saat oda 1sisinda inkiibe

edilmistir.

2. Her kuyucuk Yikama Tamponu (100 pL) ile doldurulmus ve siviyi
uazklastirmadan 6nce 1 dakika bekletilen mikroplak, bir manyetik tutucu
kullanilarak — yikanmigtir.Yikama soliisyonuyla yapilan iglem 3 kez

tekrarlanmistir.

3. Her bir oyuga 50 pL seyreltilmis Biotin-Antikor Kokteyli eklenmistir. Bir
folyo plaka ile giivenli bir sekilde Ortiilmiis ve 800 rpm'ye ayarlanmis olan
calkalayicida 1 saat oda 1s1sinda inkiibe edilmistir. Sonrasinda 2. basamaktaki

yikama islemi gerceklestirilmigtir.

4. Her bir oyuga 50 pL seyreltilmis Streptavidin-PE eklenmistir. Bir folyo plaka
miihiirleyen ile glivenli bir sekilde Ortiilmiis ve 800 rpm'ye ayarlanmis
calkalayicida oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edilmistir. Sonrasinda 2.

basamaktaki yikama islemi ger¢eklestirilmistir.
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5. Her kuyuya 100 pL Yikama Tamponu ekleyerek mikropartikiiller tekrar
stispanse edilerek, calkalayicida 2 dakika 800 rpm'ye ayarlanmis sekilde

resiispanse edilmistir.

6. Inkiilbasyon sonrasi plak MAGPIX cihazinda okutulmus ve sonuglar

MILLIPLEX Analyst programi ile hesaplanmustir.

ELISA Calismalar:

Enzim bagli immiinosorbent testi (enzyme linked immunosorbent assay-ELISA)
Ozgiil antijen-antikor arasindaki reaksiyona dayanir. ELISA  yontemi,
spektrofotometre ile tayin edebilen renkli iirlinler olusturan reaksiyonlari katalizleyen
enzimlerin kovalent olarak baglandiklar1 antikorlar kullanilarak belli antijenlerin
varliginin tespiti i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu ¢alismada serum FGF-21 (FGF-21
Quantikine ELISA kit, R&D Systems, USA), Cystatin-c (Human Cystatin C
Quantikine ELISA Kit, Yehua, China) ve NGAL (Human Lipocalin-2/NGAL
Quantikine ELISA Kit, R&D Systems, USA) parametreleri ELISA yontemiyle

calisilmigtir.

ELISA analizlerinde genelde kullanilan komponentler asagidaki gibidir:

1) Kati faz (Matriks): Cukurlarina analitlerin (antikor veya antijen) bagh
oldugu 96 ¢ukurlu mikroplakalar

2) Antikor: IgG fraksiyonlar

3) Enzim ve substratlari: Konjugatin isaretlenmesinde kullanilan ve
substratlarini renkli iiriinlere cevirebilen alkalen fosfataz (AP) ya da
horseradish peroksidaz (HRP) enzimleri ve bunlarin substratlar1 (AP i¢in
5-bromo-4kloro-3-fosfat indol/nitro mavi tetrazolyum ve HRP ig¢in
tetrametilbenzidin)

4) Yikama tamponu: Her bir satha arasinda yikamada kullanilan fosfath
tampon soliisyonu

5) Durdurma c¢ozeltileri: ‘Reaksiyon durdurulmasi’ basamaginda kullanilan

asidik ve bazik ¢ozeltiler (H,SO4, HCI, NaOH)

Bu sistemde, spektrofotometrik Ol¢iim yapilabilmesi icin iizerinde farkl
sayida kuyucuk olan 151k gegirgen polistiren bir plak birincil antikorlar (veya

antijenler) ile kaplanmistir. Hedef biyomolekiilii iceren Ornek, bu kuyucuklara
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eklenerek antikor-antijen etkilesimi saglanir. Tespit asamasinda, enzim konjuge
antijen veya antikora baglanir. Plak daha sonra bosaltilir ve yikanir. Son olarak,

plaga bir substrat yerlestirilir ve enzim-substrat reaksiyonuyla verilen sinyal

Olciilerek sinyal elde edilir (Sekil 2).
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Kuyucuk

Sekil 2. ELISA prensibinin sematik olarak gosterimi. Uzerinde farkli sayida
kuyucuk olan 151k gecirgen polistiren bir plak birincil antikorlarla (veya antijenler)
kaplanir. Hedef molekiilii iceren 6rnek, bu kuyucuklara eklendiginde antikor-antijen
etkilesimi saglanir. Tespit asamasinda, enzim konjuge antijen veya antikora baglanir.
Plak daha sonra bosaltilir ve yikanir. Son olarak, plaga bir substrat yerlestirilir ve
enzim-substrat reaksiyonuyla verilen sinyal 6lciilerek sinyal elde edilir.

FGF-21 Ol¢iimleri

Bu metodun prensibikantitatif sandvi¢ enzim immiinoassay teknigidir. Insan
FGF-21'e 6zgii bir monoklonal antikor, bir mikroplak iizerine onceden ticari olarak
hazir olacak sekilde kaplanmistir. Standartlar ve 6rnekler, kuyucuklara pipetlenmistir
ve mevcut herhangi bir FGF-21 igeren 6rnek, énceden immobilize antikor tarafindan
baglanmistir. Baglanmayan maddeleri yikadiktan sonra, oyuklara insan FGF-21'e

0zgii enzim bagl bir poliklonal antikor eklenir. Baglanmayan herhangi bir antikor-
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enzim reaktifini uaklastirmak i¢in yapilan bir yikamay: takiben, kuyucuklara bir
substrat ¢ozeltisi eklenir ve baslangic asamasinda baglanan FGF-21 miktart ile
orantili olarak renk gelisir. Ardindan renk gelisimi durdurulur ve rengin yogunlugu

Olctiliir. Reaksiyon kimyasallar1 kullanim kilavuzuna gére hazirlanmistir.

Yikama Tamponu— Konsantre ¢ozeltinin i¢ginde kristaller ¢oziinene kadar oda
sicakliginda hafifce calkalanmistir. 500 mL Yikama Tamponu hazirlamak igin

deiyonize veya distile suya 20 mL Yikama Tamponu Konsantresi eklenmistir.

Substrat Soliisyonu - Renk Reaktifleri A ve B kullanmadan 15 dakika
Oncesinde 1siktan korunarak esit hacimlerde karistirllmistir. Elde edilen karisimdan

kuyucuk basima 200 pL olacak sekilde kullanilmstir.

Kalibrator Seyreltici RD6-10 (1: 2 oraninda seyreltilmis) - 40 mL Kalibrator
Seyreltici RD6-10 (1:2 seyreltilmis) hazirlamak i¢cin 20 mL RD6-10, 20 mL

deiyonize suya eklenerek hazirlanmistir.

Insan FGF-21 Standardi - Insan FGF-21 Standardi deiyonize su ile
hazirlanmistir. Bu iglem ile 20 000 pg/mL'lik bir stok ¢ozeltisi elde
edilmektedir.Polipropilen tiipler kullanilarak 900 pL Kalibratér Seyreltici RD6-10
(1: 2 oraninda seyreltilmis) 2000 pg/mL standart igeren tiipe eklenmis ve 15 dakika
bekletilerek buradan seri diliisyonlar yapilmistir (Sekil 3). Her bir tiipe seri diliisyon
icin 500 pL seyreltici pipetlenmis, ayrica bir onceki tiipten 500 pL eklenerek
seyreltme yapilmistir. 2 000 pg/mL standart iceren tiip en yiiksek diizeyde standart
ornegi olurken, Kalibrator Seyreltici RD6-10 (1: 2 oraninda seyreltilmis) i¢eren tiipte

sifir standart (0 ng/mL) olarak degerlendirilmistir.
500 pL 500pL 500 pL 500pl 500 plL 500 plL

- U Ve YW YWan YW \
100 pL Std. = il

»

50000

20,000 pg/mL 2000 pg/mL 1000 pg/mL 500pg/mL 250 pg/mL 125pg/mL 625 pg/mL 31.3 pg/mL

Sekil 3. Seri diliisyon isleminin sematik gosterimi
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Calisma Prosediirii:

1. Her bir oyuga 100 pL Seyreltici RD1S eklenmistir.

2. Oyuk basma 50 pL standart, kontrol veya numune eklenerek mikroplagin iistii
kapatilmistir. Oda sicakliginda 2 saat inkiibe edilmistir.

3. 2 saat sonunda kuyucuklarin tamamu aspire edilmis ve yikanmistir, yikama islemi
toplam dort yikama i¢in li¢ kez tekrarlanmistir. Her bir kuyucuk Yikama
Tamponu (400 pL) ile doldurularak yikanmistir. Plak ters cevrilerek ve temiz
kagit havlulara fazlaliklar akitilarak kurutulmustur.

4. Sonrasinda her bir oyuga 200 pL insan FGF-21 Konjugat1 eklenerek plagin {istii
kapatilmis ve oda sicakliginda 2 saat inkiibe edilmistir.

5. Aspirasyon / yikama iglemi 3. adimdaki gibi tekrarlanmistir.

6. Her bir oyuga 200 pL Substrat Solusyonu eklenerek oda sicakliginda isiktan
korunarak 30 dakika inkiibe edimistir.

7. Her bir oyuga 50 uL. Durdurma Soliisyonu eklenmistir.

8. 450 nm'ye ayarlanmig bir mikroplak okuyucu kullanarak okuma islemi

gerceklestirilmistir.

NGAL Olciimleri

Bu yoOntemin prensibi, kantitatif sandvi¢ enzim immiinoassay teknigidir.
Yontemde insan NGAL’e 06zgii monoklonal antikorla kapli bir mikroplak
kullanilmis, standartlar ve Ornekler kuyucuklara pipetlenerek numunelerdeki
NGAL’in immobilize antikor tarafindan baglanmasi saglanmistir. Baglanmayan
maddeler yikanarak uzaklastirildiktan sonra kuyucuklara insan NGAL’e 6zgii enzim
bagli bir monoklonal antikor eklenmistir. Baglanmayan herhangi bir antikor-enzim
reaktifini uzaklastirmak i¢in yapilan bir yikamayi takiben, kuyucuklara substrat
coOzeltisi eklenmis ve ilk asamada baglanan NGAL miktariyla orantili olarak renk
gelisimi saglanmistir. Ardindan renk gelisimi durdurularak olusan rengin yogunlugu

Olciilmiistiir.

Yikama Tamponu - Soliisyon i¢indeki kristaller tamamen ¢oziilene kadaroda
1sisinda hafifge karistirilmis ve 500 mL Yikama Tamponu hazirlamak i¢in deiyonize

suya 20 mL Yikama Tamponu Konsantresi eklenmistir.
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Substrat Soliisyonu - Renk Reaktifleri A ve B 15 dakika igerisinde esit
hacimlerde 1siktan koruyarak karistirilmistir. Elde edilen karigimdan kuyucuk basina

200uL gereklidir.

Kalibrator Seyreltici RD5-24 (1:5 oraminda seyreltilmig) - 100 mL
Kalibrator Seyreltici RD5-24'i (seyreltilmis 1: 5) hazirlamak i¢in 20 mL RD5-24,80

mL deiyonize su ileseyreltilmistir.

Human NGAL Standard— Insan NGAL Standardideiyonize su ile standart
polipropilen tiiplerde hazirlanmistir. Bu islem ile 100 ng/mL'lik bir stok ¢ozeltisi elde
edilmektedir.

Standart (10 ng/mL) iceren tiipe 900 puL Kalibrator Seyreltici RD5-24 (1: 5
oraninda seyreltilmis)eklenmistir. Kalan diger tiiplere seri diliisyon i¢in 500 pL
seyreltici pipetlenmistir. Stok soliisyon kullanilarak asagidaki gibi bir seri diliisyon
elde edilmistir. The 10 ng/mL’lik standart, en yiiksek degerlistandart iken kalibrator
seyreltici RD5-24 (1: 5 oraninda seyreltilmis) sifir standart (0 ng/mL) islevi

gormektedir.
500 pL 500 pL 500 pL 500 pL 500 uL 500 L
g [—
100 L Std.
—
> <=mEE
= ' ' ' ' m
100 ng/mL 10 ng/mL 5ng/mL 25ng/mL  1.25ng/mL 0625ng/mL 0.313 ng/mL 0.156 ng/mL

Sekil 4. Seri diliisyon isleminin sematik gdsterimi
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Calisma Prosediirii:
1. Her bir oyuga 100 pL Assay Diluent RD1-52 eklenmistir.

2. Oyuk basma 50 pL standart, kontrol veya ornek (6rnekler 20 kat seyreltilerek
kullanilmistir: 20 pLL 6rnek + 380 uL Kalibrator Seyreltici RD5-24 (1: 5 oraninda
seyreltilmis)eklenmistir. Mikroplak, kitin icinde saglanan yapiskan serit ile
ortiilerek 2-8 © C'de 2 saat inkiibe edilmistir.

3. Her kuyucuk aspire edilmis ve yikanmistir, bu islem toplam dort yikama i¢in {i¢
kez tekrarlanmistir. Her bir kuyucuk Yikama Tamponu (400 pL) ile doldurularak

yikanmuistir.

4. Her kuyuya 200 pL soguk Human Lipocalin-2 Konjugati eklenmistir.Plak yeni
bir yapiskan serit ile ortiilerek 2-8 © C'de 2 saat inkiibe edilmistir.

5. Aspirasyon / yikama iglemi 3. adimdaki gibi tekrarlanmastir.

6. Her bir oyuga 200 pL Substrat Solusyonu eklenmis ve oda sicakliginda 1siktan
korunarak 30 dakika inkiibe edilmistir.

7. Her bir oyuga 50 pL. Durdurma Soliisyonu eklenerek 450 nm'ye ayarlanmis bir
mikroplak okuyucu kullanarak 30 dakika i¢cinde her kuyucugun optik yogunlugu

belirlenmistir.

Sistatin C Olciimleri

Bu yontemin prensibi, kantitatif sandvi¢ enzim immiinoassay teknigidir.
Yontemde poliklonal anti-human Sistatin C antikoruyla kapli bir mikroplak
kullanilmistir.  Standartlarin  ve orneklerin  kuyucuklara pipetlenerek 30 dk
inkiibasyonlarinin ve yikanmalarinin ardindan plaga horseradish peroxidase (HRP)
ile konjuge edilmis poliklonal anti-human sistatin C antikoru eklenerek ortamdaki
sistatin C ile 30 dk inkiibasyonu saglanmistir. Baglanmayan herhangi bir antikor-
enzim reaktifini uzaklagtirmak i¢in yapilan bir yikamay1 takiben, kuyucuklara
substrat ¢ozeltisi eklenmis ve bu c¢ozeltiyle kalan HRP’nin tepkimeye girmesi
saglanmistir. Ardindan asidik bir ¢ozelti eklenerek tepkime durdurulmus ve olusan

tirliniin absorbans1 okunmustur.
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Yikama Soliisyonu - Soliisyon ic¢indeki kristaller tamamen ¢oziilene kadar
oda 1s1sinda hafifce karistirllmisg ve 1000 mL Yikama Tamponu hazirlamak i¢in 900

mL deiyonize suya 100 mL Yikama Tamponu Konsantresi (10x) eklenmistir.

Konjugat Soliisyonu —12.50 mL konjugat soliisyonu hazirlamak i¢in 12.25
mL Konjugat Seyreltici i¢ine 0.25 mL Konjugat Soliisyonu Konsantresi (50x)

eklenmistir.

Seyreltici Tampon- 10 mL Seyreltici Tampon (10x), 90 mL deiyonize su

ileseyreltilmistir.

Standartlar— Sistatin C Standardi (400x) Seyreltici Tampon ile 2 asamada

seyreltilmigtir:
Seyreltme A (10x) - 10 mL standart + 90 mL Seyreltici Tampon

Seyreltme B (40x) — 10 mL Seyreltme A ¢ozeltisi + 390 mL Seyreltici
Tampon deiyonize su ile standart polipropilen tiiplerde hazirlanmistir. Bu iglem ile

100 ng/mL'lik bir stok ¢ozeltisi elde edilmektedir.

Calisma Prosediirii:

1. Oyuk basina 100 pL standart, kontrol veya Ornek (6rnekler 400 kat
seyreltilerek kullanilmigtir: 10 pL 6rnek + 90 pL Seyreltici Tampon, ardindan
bu ¢bzeltiden 10 ml + 390 mL Seyreltici Tampon) eklenmistir.

2. Mikroplak, 25 © C'de 30 dk inkiibe edilmistir.

3. Her kuyucuk Yikama Tamponu (350 pL) ile doldurularak yikanmistir. Bu

islem toplam ti¢ kez tekrarlanmistir.
4. Her kuyuya 100 uLL Konjugat Soliisyonu eklenmistir.
5. Plak 25 ° C'de 30 dk inkiibe edilmistir.
6. Aspirasyon / yikama iglemi 3. adimdaki gibi tekrarlanmistir.

7. Her bir oyuga 100 pL. Substrat Soliisyonu eklenmis ve oda isisinda 1siktan
korunarak 10 dakika inkiibe edilmistir.

Her bir oyuga 100 pL Durdurma Soliisyonu eklenerek 450 nm'ye ayarlanmis bir
mikroplak okuyucu kullanarak 5 dakika i¢inde her kuyucugun optik yogunlugu

25



belirlenmistir. Elde edilen veriler SPSS v 21 istatistik analiz programinda analiz
edilmistir. Sayisal degiskenlerin dagilimi kontrol edilerek, gruplar arasindaki farklar,

student t testi ile analiz edilmistir. Anlamlilik derecesi olarak p<0,05 alinmustir.
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Calismamizdaki olgularin demografik verileri Tablo 1°de gdsterilmistir (Tablo 1).

Bulgular

Tablo 1. MAU’lii ve MAU’siiz Tip2DM hastalarina ait demografik ve klinik veri

tablosu.
Degiskenler MAU yok (n=40) MAU var (n=40)
Cinsiyet’

Kadin 52,50% 50%

Erkek 47,50% 50%

Yas" 52,9846,1 53,98+6,0
Boy" 1,68+0,1 1,66+0,7
Kilo" 83,55+11,5 84,93421,9
Sigara"

Igmiyor 65% 70%

Birakmig 7,50% 7,50%

Iciyor 27,50% 22,50%
Alkol"

I¢miyor 90% 97,50%

k;iyor 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 (BKD# 29,62+3.,9 30,848.5
Diabet siiresi*(Giin) 91,75+76 144+108,7
Medikasyon"

Oral Anti-Diyabetik (OAD) 62,50% 47,50%
Insiilin 10% 5%
OAD+insiilin 27,50% 47,50%

Aclik Kan Sekeri (AKS)"(mg/dL) 145,78+60,9 156,83£65,7
Tokluk Kan Sekeri (TKS)" (mg/dL) 198,03+77,6 212,231+84,0
Hemoglobin Alc-HbAlc" % 7,46+1,8 8,2354+2,5
Total Kolesterol (Tkol)” (mg/dL) 201,5+454 209,3+61,8
Trigliserid (TG)"(mg/dL) 201,93+ 136,6 209,98+ 145,3
Yiiksek Densiteli Kolesterol (HDL)" (mg/dL)  45,10+8,7 43,48+11,8
Diisiik Densiteli Kolesterol (LDL)" (mg/dL) 118,35+38,2 128,65+53,7

*Yiizde ( %) degerleri

# Ortalama ve standart sapma degerleri
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1. MAUOImayan Hastalarin Hedef Biyobelirteclerinin ve diger DN

Parametrelerinin Verileri

MAU olmayan hastalarin hedef biyobelirteclerinin ve diger DN parametrelerinin

minimum, maksimum, ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. MAU olmayan kisilerde hedef biyobelirteglerin ve diger DN parametrelerin

verileri.

N Minimum  Maksimum Ortalama  Std. Sapma
SistatinC(pg/mL) 40 2,17 26,59 13,54 5,65
FGF-21(pg/mL) 40 22,85 902,08 254,78 171,19
Lipokalin(pg/mL) 40 55,41 86,99 78,00 7,46
Leptin(pg/mL) 40 815,04 27528,0 7470,42 5797,55
PAI-1 (pg/mL) 40 353,24 506,76 452,77 33,37
Adiponektin(pg/mL) 40 169,75 400,49 304,98 48,74
Diyabet Siiresi(giin) 40 1 336 91,75 75,99
Albumin(gr/dL) 33 4,0 5,2 4,63 0,30
Crea(mg/dL) 40 0,43 1,03 0,75 0,14
UA(mg/dL) 31 3.4 7,5 5,03 1,08
IdrarMA/Crea(mg/gr) 39 1,8 19,5 9,04 5,6

2. MAU Olan Hastalarin Hedef Biyobelirteclerinin ve diger DN

Parametrelerinin Verileri

MAU olan hastalarin hedef biyobelirteglerinin ve diger DN parametrelerinin

minimum, maksimum, ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 3’de verilmistir.
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Tablo 3. MAU olan kisilerde hedef biyobelirteglerin ve diger DN parametrelerin

verileri.
N Minimum  Maksimum Ortalama  Std. Sapma

SistatinC(pg/mL) 40 0,34 29,13 14,66 7,89
FGF-21(pg/mL) 40 63,31 2364,38 530,36 561,10
Lipokalin(pg/mL) 40 72,01 88,83 82,38 4,23
Leptin(pg/mL) 40 904,56 115403,00 1446127 24931,49
PAI-1 (pg/mL) 40 302,46 541,38 431,85 48,45
Adiponektin(pg/mL) 40 204,91 468,07 324,44 55,99
Diyabet Siiresi(giin) 40 1 360 144,00 108,69
Albumin(gr/dL) 36 2,4 5,2 4,36 0,63
Crea(mg/dL) 39 0,54 2,12 0,91 0,36
UA(mg/dL) 36 2,90 12,80 6,02 2,05
IdrarMA/Crea(mg/gr) 39 20,2 5156,2 380,71 1000,46

3. MAU Olan ve Olmayan Hastalarin Sonuclarinin Karsilastirilmast
Calismamizda arastirilan  biyobelirteclerin, MAU gorillen ve goriilmeyen

hastalardaki degerleri ve standart sapma miktarlar1 Tablo 4’de verilmistir(Tablo 4).
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Tablo 4.MAU olan ve olmayan hastalarda hedef biyobelirteglerin 6lgiim

degerleri

(kalin yazilar anlamli olan verilerdir, tiim biyobelirteglerin birimi pg/mL ’dir)

MAU N Ortalama Std. Sapma  Std. Hata p

MAUyok 40 13,55 5,65 0,89

SistatinC 0,470
MAU var 40 14,66 7,89 1,25
MAUyok 40 254,79 171,19 27,07

FGF-21 0,005
MAU var 40 530,36 561,10 88,72
MAUyok 40 78,00 7,47 1,18

Lipokalin 0,002
MAU var 40 82,38 4,23 0,67

MAUyok 40 747042 5797,55 916,67
Leptin 0,091
MAU var 40 1446127 2493149 394201

MAU yok 40 452,78 33,38 5,28

PAI-1 0,027
MAU var 40 431,85 48,45 7,66
MAU yok 40 304,98 48,75 7,71

Adiponektin 0,101
MAU var 40 324,44 55,99 8,85

Hedef olarak secilen biyobelirteglerin, MAU gériilen ve goriilmeyen hastalardaki
(n=40) farklihig t testi ile degerlendirilmis ve grafiklerle gosterilmistir (Sekil 5,
A,B,C,D,E,F):

* Sekil 5A’da gosterilen Sistatin C degerlerinde iki grup arasinda istatistiksel
anlamda bir fark goriilmese de MAU’sii olan hastalarda Sistatin C degerlerinin
yiiksek oldugu izlenmektedir (MAU olmayanlarda 13,5 pg/mL, MAU olanlarda 14,7
pg/mL).
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* Sekil 5B’de gosterilen FGF-21 biyobelirtecinde ise MAU olan hastalarda
istatistiksel olarak anlamli bir yiikseklik goriilmektedir (MAU olmayanlarda 254,8
pg/mL, MAU olanlarda 530,4 pg/mL)

* Sekil 5C’de goriilen Lipokalin sonuglarinda da yine MAU olan hastalarda (82,4
pg/mL) olmayanlara (78 pg/mL) gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek degerler

izlenmektedir.

* Sekil 5D’de gosterilen Leptin sonuglarinda da, MAU’lii hastalarda (14461,3
pg/mL) MAU olmayanlara (7470,4 pg/mL) gore leptin degerlerinin istatistiksel

olarak anlamli olmasa da yiikseldigigoriilmektedir.

* Sekil 5E’de MAU olan ve olmayan orneklerde saptanan PAI-1diizeyleri
degerlendirildiginde, bu biyobelirtecin MAU olmayanlarda (452,8 pg/mL) MAU
olan hastalara gore (431,9 pg/mL), istatistiksel olarak anlamli sekildedaha yiiksek
oldugu goriilmektedir.

* Sekil SF’de ise MAU olan hastalarda (324,4 pg/mL), olmayanlara (305 pg/mL)
gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da daha yiiksek adiponektin seviyeleri

izlenmektedir.
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A: CystatinC

B: FGF21

C: Lipocalin
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Sekil 5. MAU olan ve olmayan hastalarda hedef biyobelirteclerin karsilastirmasi

A: CystatinC, B: FGF21, C: Lipokalin, D: Leptin, E: Serpin, F: Adiponectin (*:

anlamli sonuglar)
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Calismamizda arastirilan biyobelirtecler arasindaki korelasyonlar Tablo 5’te gosterilmistir. Buna

gore Sistatin C ile PAI-1 arasinda (-) ve adiponektin ile leptin arasinda (+) korelasyon

goriilmektedir.

Tablo 5. Calisma biyobelirtegleri arasindaki korelasyonlar

(Kalin yazililar anlamli olanlardir, birimler pg/mL dir)

SistatinC ~ FGF-21 Lipokalin Leptin PAI-1  Adiponektin
Pearson Korelasyonu 1 ,136 -,089 ,083 -358" 118
Sistatin C Sig. (2-tailed) 228 ,432 ,463 ,001 ,297
N 80 80 80 80 80 80
Pearson Korelasyonu ,136 1 ,124 ,121 -,033 ,031
FGF-21 Sig. (2-tailed) ,228 271 ,286 172 ,786
N 80 80 80 80 80 80
Pearson Korelasyonu -,089 ,124 1 ,182 ,118 172
Lipokalin Sig. (2-tailed) 432 271 ,107 ,298 ,126
N 80 80 80 80 80 80
Pearson Korelasyonu ,083 ,121 ,182 1 -,087 3187
Leptin Sig. (2-tailed) ,463 ,286 ,107 441 ,004
N 80 80 80 80 80 80
Pearson Korelasyonu ~ -.358"" -,033 ,118 -087 1 -,043
PAI-1 Sig. (2-tailed) ,001 172 ,298 441 ,704
N 80 80 80 80 80 80
Pearson Korelasyonu ,118 ,031 ,172 3187 -043 1
Adiponektin  Sig. (2-tailed) ,297 ,786 ,126 ,004 , 704
N 80 80 80 80 80 80

** Korelasyon 0,01 diizeyinde 6nemlidir (2-tailed).
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Tartisma

Son donem bobrek hastaliginin 6nde gelen nedeni olan DN, diyabetin baslica
komplikasyonlarindan biridir ve hastalarin % 20-40''nda goriilir. Tip2DM’lu
hastalarda DN, kardiyovaskiiler olaylar, kardiyovaskiiler mortalite ve ayrica toplam
mortalite ile iliskili en sik hastaneye yatis nedenlerinden biridir. Son 10 yilda
Tip2DM tedavisi yontemlerindeki iyilesmelere ragmen, DN ile diyaliz goriilme
sikligr azalmamistir. Bu nedenle, DN insidansin1 ve ilerlemesini yavaslatmay1
amaclayan tiim renoprotektif stratejilerin dikkate alinmasi1 gereklidir.Hem DM, hem
de DN insidansindaki artis géz Oniine alindiginda, DN'nin erken saptanmasi, son
donem bobrek hastaligina dogru gelismeyi onleyen veya yavaslatan uygun bir tedavi
saglamak i¢in ¢ok dnemlidir.

Biyobelirtecler DN'nin erken saptanmasinda 6nemli rol oynar. Bunlar
arasinda en iyi bilinen MAU’dir. MAU, aym1 zamanda, bdbrek tutulumunu
kardiyovaskiiler ve serebral bozuklukla iliskilendirmekte ve DM'da bulunan
genellesmis endotel disfonksiyonunun bir isaretcisi olmaktadir. MAU’nin sadece
glomertler hasar1 degil, ayn1 zamanda tiibiiler lezyonlar1 da yansittigi, filtrelenmis
albliminin tiibiiler seviyede yeniden emildigi gosterilmistir. Giiniimiizde DN’nin en
erken ve en sik kullanilan klinik indeksi MAU olsa da, bu belirtecin erken tanida
sensitivite ve spesifisitesihala sorgulanmaktadir. MAU’lii tiim olgularda agik DN
gelismedigi gibi normoalbiimintirik DN un goriilmesi de az degildir. Bu nedenle, risk
altindaki hastalar belirleyecek alternative biyobelirteclere gereksinim agiktir.

Calismamizda da, MAU olan ve olmayan T2DM’lu olgularda DN nin olas1
erken biyobelirtecleri olarak FGF-21 ve NGAL arastirilmistir. Bu iki parametrenin
MAU olan olgularda istatistiksel olarak anlamli yiiksekligi bu biyobelirteglerin
DN’de  kullanilmasi i¢in umut vermektedir. FGF-21 ve NGAL’in T2DM
patogeneziyle iliskisinin de giderek arastirildigi giiniimiizde, bu iki parametrenin
T2DM’la iligkili adiponektin, PAI-1 ve leptinle olas1 etkilesimleri de ¢alismamizda
incelenmistir. PAI-1’in MAU olan olgularda anlaml diisiik diizeylerde olmasi, MAU
gelisimiyle birlikte giden bir fibrinoliz bozukluguna isaret etmektedir. Calismamizda
arastirilan parametreler arasindaki iligkiler degerlendirildiginde ise, sistatin C ve
PAI-1 arasinda ortaya ¢ikan (-) korelasyon ve adiponektin ile leptin arasindaki (+)

korelasyon dikkat ¢ekicidir.
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Jeon ve arkadaslar1 (Jeon et al., 2011) T2DM’lu normoalbuminiirik hastalarda
yaptiklar1 ¢alismada, serum ve idrar sistatin C diizeylerinin klinik yararliligini
degerlendirmisler, albuminiiri ile serum / idrar sistatin C arasindaki iliskiyi
arastirmiglardir. Arastiricilar, T2DM’lu hastalar1 (n = 332), normoalbiiminiiri (n =
210) ile mikroalbiiminiiri (n = 83) ve makroalbiiminiiri (n = 42) olarak ayirmiglardir.
Daha sonra olgularda kreatinin, idrar albimin seviyeleri, serum / idrar sistatin C ve
tahmini glomeriiler filtrasyon hizi (MDRD [Renal Hastalikta Diyetin Degistirilmesi]
ve CKD-EPI [Kronik Bébrek Hastaligi Epidemiyoloji Isbirligi] denklemleri) ile
eGFR saptamiglardir. Serum ve idrarda sistatin C diizeyleri artan albuminiiri
derecesiyle artarken, makroalbiiminiirik hastalarda daha yiiksek seviyelere ulagsmistir
(p<0,001). Arastiricilar, serum ve idrar sistatin C diizeylerinin, normoalbuminiirili
T2DM’lu hastalarda bobrek fonksiyon bozuklugu i¢in Onemli biyobelirtecler
olabilecegini belirtmislerdir.

Bobrek tutulumunun diyabetin baglangicindan 10 yil sonra gergeklestigi
diisiiniilmekle birlikte, son ¢alismalar diyabet 6ncesi donemde bile bobrek hasarmin
basladigina dair kanitlar sunmaktadir. Ancak, bu degisiklikleri bu kadar erken
asamada tespit edecek hassas bir belirte¢ yoktur. Yeni biyobelirteclerin, diyabet
Oncesi ya da erken DN’nin saptanmasinda arastirilmasiyla iligli ¢alismalar devam
etmektedir.

Bizim ¢alismamizda bu agidan arastirilan 6nemli parametrelerden biri serum
FGF-21’dir. MAU’li olgularda bu belirtecin anlamli derecede yiiksek olmasi bu
parametrenin ileride klinik kullanima girmesi agisindan iimit vaat etmektedir.

FGF-21, lipid ve karbohidrat metabolizmasinin diizenlenmesinde rol oynayan
hepatik bir hormondur. Lin ve arkadaslar1 (Lin et al., 2011) 240 goniillii igerisinden
kronik bobrek hastaligi (KBH) olan 200 hasta (146 ayakta hasta ve 54 uzun siireli
hemodiyalizli hasta) ve 40 saglikli kontrol hastasin1 c¢aligmaya alinarak bir
degerlendirme yapmislardir. Plazma FGF-21 diizeyi kreatinin, kan iire azotu (BUN)),
mikroglobulin, sistolik basing, adiponektin, fosfat, proteiniiri, CRP ve trigliserit ile
pozitif korelasyon gosterirken, kreatinin klirens oran1 (CCR) ve tahmini glomeriiler
filtrat oran1 (eGR) ile negatif korelasyon gostermistir. Plazma FGF-21 seviyelerinin,
erken-sonasama kronik bobrek hastalig1 gelisimi ile belirgin sekilde arttig1 ve bobrek
fonksiyonlar1 ve advers lipid profilleri ile bagimsiz olarak iliskili oldugu

bildirilmistir.
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Crasto ve arkadaslar1 (Crasto, Semba, Sun, & Ferrucci, 2012) FGF-21'in
bobrek fonksiyonu ve kronik bobrek hastaligi ile iliskisinin yetiskinlerde iyi
karakterize edilmedigini diisiinerek bir ¢alisma gerceklestirmislerdir. Serum FGF-
21'in bagimsiz olarak renal fonksiyon ve kronik bobrek hastaligi ile iliskili oldugunu
varsayarak 2002 - 2007 yillar1 arasinda 744 eriskinde serum FGF-21 ve bobrek
fonksiyonunu  arastirmislardir.  Genel olarak, ortalama serum FGF-21
konsantrasyonu, 227 pg / mL (25 inci yilizdelik 127, 75 inci yiizdelik 371) olmustur.
Yas, cinsiyet, ik, mevcut sigara i¢me, viicut kitle indeksi (BKI), eGFR ve
hipertansiyon, anjina, konjestif kalp yetmezligi ve kronik bobrek hastaligi olan
bireylerin orant FGF-21'in tertilleri arasinda belirgin olarak farkli olarak
bulunmustur. Serum FGF-21'in tertilleri ile diyabet, miyokard enfarktiisii, inme ve
kanser arasinda anlamli bir fark goriilmemistir.

Bir bagka calismada ise, FGF-21'in son evre bobrek hastaligi olan hastalarda
metabolik diizenleyici olarak rol oynayip oynamadigini arastiran Han ve arkadaslar
(Han et al., 2010), saghkli kisilerde ve diyabetik olmayan peritoneal diyaliz
hastalarinda serum FGF-21 konsantrasyonlar1 ile inflamatuar belirtecleri ve
metabolik parametreleri Ol¢miislerdir. Hastalar anjiyotensin reseptdr blokeriyle
tedavi edilerek 6 ay boyunca FGF-21 konsantrasyonu ve metabolik parametrelerdeki
degisiklikler degerlendirilmistir. Kontrollerle karsilastirildiginda, periton diyalizi
uygulanan hastalarda serum FGF-21 konsantrasyonlarinin 8 kat daha yiiksek oldugu
bulunmustur (754.2 + 463.5 - 86.9 £ 60.2 pg/mL, p<,001). Kontrollerde, sadece lipit
parametreleri FGF-21 konsantrasyonu ile pozitif korelasyon gostermistir. Buna
karsilik periton diyalizi hastalarinda serum FGF-21 konsantrasyonu, inflamatuar
belirtecler (interlokin-6, fibrinojen, yiiksek duyarlilikta C-reaktif protein) ve HOMA-
IR ile pozitif ve rezidiiel bobrek fonksiyonunu ile negatif korelasyon gostermistir.
Hastalarda 6 aylik anjiyotensin reseptor bloker tedavisinden sonra, serum FGF-21
konsantrasyonu %13 oraninda anlamli bir diislis gOstermis ve periton diyalizi
hastalarinda HOMA-IR ve inflamatuar belirtecler diizelme egilimine girmistir. Bu
bulgular FGF-21'in son donem bobrek hastaligl olan hastalarda insiilin direncinde rol
oynayabilecegini diisiindlirmektedir.

Ote yandan, Garg ve arkadaslar1 (Garg et al., 2015) idrar sistatin C’nin
tiibiiler hasar1 gosterdigini ve bu biyobelirtecin diyabetik-prediyabetik nefropatinin

erken donemlerinde arttigini belirlemek icin yaptiklar1 ¢alismaya toplam 91 denek
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(diyabet 61 ve diyabet oncesi 30) dahil etmislerdir. Bu ¢alismada, idrar NGAL, idrar
sistatin C ve idrar alblimin-kreatinin oran1 (UACR) gibi idrar biyobelirtegleri
belirlenmigtir. Hastalar ayrica UACR temelinde dort gruba ayrilmstir:
normoalbuminiiri+diyabet Oncesi (n=21); mikroalbuminiiri+6én diyabet (n=9);
normoalbuminiiri+diyabet (n=37); ve mikroalbuminiiri+diyabet (n=24). Bu
calismada UACR, NGAL ve sistatin C arasindaki iliski degerlendirilmistir. Idrar
NGAL ve sistatin C diizeylerii, MAU grubunda normoalbuminiiri ile
karsilastirildiginda anlamli olarak yiliksek bulunmustur. UACR, diyabette hem idrar
NGAL-kreatinin oran1 (UNCR) hem de idrar sistatin C-kreatinin oran1 (UCCR) ile
pozitif olarak korelasyon gostermistir. Lojistik regresyonda UNCR'nin diyabette ve
pre-diyabette MAU’yiéngdrme oranlari sirasiyla sirasiyla 1,070 (p = 0,000) ve 1,138
(p = 0,010) olarak bulunmustur. ROC analizi ile UNCR'nin MAU tahmini i¢in
UCCR'den daha iyi oldugu bulunmustur. Tiibiiler hasarin, diyabet dncesi nefropati
gelisiminde onemli rol oynayabildigi bu calismada belirtilmistir. Idrar NGAL gibi
yeni belirteclerin diyabet ve diyabet oncesi nefropatinin erken déneminde ortaya
ciktig1 ve erken biyobelirteg olarak kullanilabilecegi goriilmiistiir.

NGAL bobreklerde tiibiiler hiicre seviyesinde mevcut olan bir glikoproteindir
ve bobrek hasarina karsi koruyucu oldugu diistiniilmektedir (Schmidt-Ott et al.,
2007b). Uriner NGAL, DM'da tiibiiler lezyonlar1 degerlendirmede kullanilan bir
biyobelirtegtir. Hastaligin baslangi¢ evrelerinde, yani normoalbiiminiirik hastalarda
bile degerleri kontrollere gore artmis olarak bulunur (Bolignano et al., 2009). S6z
konusu c¢alismada, hem serum NGAL, hem de idrar NGAL, renal hastaligin
ciddiyetine paralel olarak artmis, diizeyler belirgin DN’li hastalarda daha yiiksek
seviyelere ulagmustir.

Tip 1 Diabetes Mellitus’ta (T1DM) MAU baslamadan histopatolojik
degisikliklerin ortaya c¢iktigin1 gosteren bazi kanitlar oldugunu Yildirirm ve
arkadaslart (Yildirim vd., 2015) belirlemislerdir. Arastiricilar, NGAL seviyelerinin
diyabetik bobrek hasarimin erken bir belirteci olarak kullanilip kullanilamayacagini
belirlemek icin MAU’li ve MAU’sii olmayan diyabetik hastalarda iiriner NGAL
seviyelerini aragtirmiglardir. Hastalarda ortalama tiriner NGAL ve {iriner NGAL / Cr
diizeyleri kontrol grubundan daha yiiksek bulunmustur. Sonu¢ olarak yazarlar,

T1DM'un erken evresinde yani MAU gelismeden yiiksek iiriner NGAL diizeylerinin
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bulunabilecegini ve bu parametrenin erken belirte¢ olarak kullanilabilecegini
belirtmislerdir.

de Carvalho ve arkadaslar1 da, normoalbumintirili T2DM hastalarinda yiiksek
diizeylerde iiriner NGAL saptamuslar, MAU’lii ve makroalbiiminiirili hastalarda ise
NGAL diizeylerinin progresif olarak arttigin1 belirlemislerdir (de Carvalho et al.,
2016). Bu ¢alismada, 117 Tip2DM hastasi liriner albiimin / kreatinin oranina (uACR)
gore 3 gruba smiflandirilmistir: uACR <10 mg / g kreatinin, uACR 10-30 mg / g
kreatinin ve uACR >30 mg / g kreatinin. Normal veya hafif artmis albuminiiri olan
T2DM’Iu hastalarda idrar NGAL’inin arttigini1 belirleyen arastiricilar diyabetik
bobrek hastaliginin en erken evresinde bile tiibiiler ve glomeriiler yaralanmalarin
meydana gelebilecegini 6ne slirmiislerdir.

Yang ve arkadaglari (2009) T2DM hastalarinda DN’nin ilerlemesini
ongormek i¢in idrar NGAL’inin kullanilip kullanilamayacagini arastirmiglardir. Bu
calismada 74 T2DM’lu hasta 24 saatlik idrar albiimin atilim hizlarina gére normo-,
mikro- ve makro-albliminiiri gruplarina ayrilarak her grupta serum ve liriner NGAL
ile diger klinik parametreler tespit edilmistir. Hastalarmm bir yillik takiplerinin
ardindan Olctimler tekrarlanmistir. Normo-albuminiiri grubundan makro-albuminiiri
grubuna gecen hastalarda, liriner NGAL'de bir artis egilimi gorlilmiistiir. Ayrica,
tiriner NGAL'in, sistatin C, lire azotu ve serum kreatinin ile pozitif ve glomeriiler
filtrasyon hiz1 (GFR) ile negatif korele oldugu bulunmustur. Serum NGAL’1 ise hem
bazal hem de takip diizeylerinde, sistatin C ve lire azot ile negatif korelasyon
gostermistir. Sonuglar, NGAL'in bdbrek fonksiyonu ile yakindan iligkili oldugunu
gostermektedir. Hem serum hem de tliriner NGAL, DN’nin ilerlemesini éngdrmede
hassastir, ancak serum NGAL erken teshislerde ve iiriner NGAL ise bobrek
fonksiyon degerlendirmesinde daha anlamli olabilir.

Bizim calismamizda da, MAU olan grupta NGAL’in anlamli yiiksekligi s6z
konusuliteratiirlerle uyum gostermekte olup sonuglarimiz bu parametrenin DN’nin
tanisinda bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi konusunda umut vermektedir.
Burada DN’de tiibiiler hasarin glomeriiler patolojiden 6nce geldigi ve tiibiiler hasari
gosteren biyobelirteclerin dnemini tekrar vurgulamakta yarar vardir.

Adipositler tarafindan salgilanan anahtar sitokinlerden ikisi olan adiponektin
ve leptinin, kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkili oldugu gosterilmistir. Ancak, bu

adipositokinlerin kronik bobrek hastaligi ile iligkisi agik degildir. Lim ve arkadagslar
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yaptiklar1 ¢aligmada (Lim et al., 2015) popiilasyon bazli Asya eriskin dérnekleminde
serum adiponektin, leptin diizeyi ve leptin ile adiponektin oraninin (LAR) kronik
bobrek hastaligr ile iliskisini incelemislerdir. Kontrol grubuyla karsilastirilankronik
bobrek hastaligi olgularinda, leptin (p <0,0001) ve adiponektin (p = 0,001) daha
yiiksek seviyelerde bulunmustur. Serum adiponektin, leptin ve LAR"in kronik bobrek
hastalig1 ile bu pozitif iligkisi, cinsiyet, etnik kdken, diyabet, hipertansiyon ve asir1
kilo durumunun alt gruplarinda tutarli bir sekilde saptanmistir (tim P-
istatistigi>0,1).Bu popiilasyonda daha yiiksek serum adiponektin, leptin ve LAR
diizeylerinin, geleneksel risk faktorlerinden bagimsiz olarak kronik bobrek hastaligi
ile pozitif olarak iliskili oldugu sonucuna varilmistir.

Ignacy ve arkadaslarmin yaptiklar1 bagka bir ¢alismada (Ignacy et al., 2005),
80 hemodiyaliz hastasinda ve 22 saglikli kontrolde plazma adiponektin
konsantrasyonlari, serum C-reaktif protein (CRP), karotis intima media kalinlig
(IMT) ve hemodiyaliz tedavisi siiresi arasindaki iliski degerlendirilmistir. Plazma
adiponektin ve serum CRP konsantrasyonlarinin hemodiyaliz siiresi ile ile ters iligkili
oldugu goriilmiistiir (tau = -0,181; p = 0,02). En diisiik plazma adiponektin tertilinde
sagkalimin (Kaplan-Meier analizi) daha kotli olma egiliminde oldugu belirlenmistir
(p = 0,06). Elde edilen sonuglara gore; inflamatuar siire¢ler, hemodiyaliz hastalarinda
yetersiz bir diisiikk plazma adiponektin konsantrasyonuyla iliskilidir ve diisiik plazma
adiponektin konsantrasyonu, hemodiyaliz hastalarinda yeni bir belirleyici gibi
goriinmektedir.

Calismamizda MAU olan ve olmayan olgularda, adiponektin ve leptin
diizeyleri agisindan anlamli bir fark saptanamamis olsa da her iki parametre arasinda
(+) bir korelasyon saptanmustir.

Daha onceki caligmalar, yiiksek PAI-1 diizeylerinin altta yatan endoteliyal
disfonksiyonu gosterdigini ve diyabetik mikrovaskiilarizayon i¢in bir biyobelirteg
olabilecegini 6ne siirmiistiir (Zhong & Chen, 2012). Baz1 diger ¢alismalar ise, yiiksek
PAI-1 diizeylerini diisiik retinopati riskiyleiligskilendirmis olup bu konudaki goriisler
hala tartismalidir.Bizim calismamizda da ilging bir sekilde MAU’li olgularda PAI-
ldiizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik ¢cikmistir. ilging ama tutarh
olan bir nokta da, bu degerlerin sistatin C degerleri ile negatif korelasyon
gostermesidir. Bu sonuglar, DN’li olgularda daha genis 6rneklem gruplarinda PAI-1

diizeylerinin arastirilmasinin ilging sonuglar verecegini 6ngérmektedir.
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Sonug¢ ve Oneriler

Calismamizin hipotezi, T2DM’da gelisen DN’de FGF-21 ve NGAL’in
biyobelirte¢ olarak klinik dneme sahip olabilecegidir. Bu hipotezi test etmek i¢in
MAU olan ve olmayan Tip2DM olgularinda, serum FGF-21 ve NGAL diizeyleri
calisilarak sonuglar iyi bilinen renal belirtecler olan MAU ve sistatin C ile
karsilastirilmistir.

Sonugta, MAU’lii olgularda FGF-21 ve NGAL diizeylerinin anlamli derecede
yiiksek ¢ikmasi bu molekiillerin DN’da 6nemli biyobelirtegler olabilecegini
gostermistir. Bu konuda prospektif ¢alismalarin yapilmasi, ayrica kontrol gruplariyla
normoalbiiminiirik DN gruplarinda da bu biyobelirteglerin ¢alismasi onerilir.

Calismamizin diger hipotezi ise DN gelisiminde FGF-21, NGAL ve DM
patofizyolojisiyle iliskilendirilen adiponektin/leptin/PAI-1 molekiillerinin salinim
diizensizliklerinin etkili olabilecegidir. Bu hipotezi test etmek icin de, MAU olan ve
olmayan T2DM olgularinda, adiponektin/leptin/PAI-1 diizeyleri saptanmis ve renal
hasarin erken tan1 ve izleminde bu belirteglerin yeri arastirilmistir. Ilging olarak, bu
biyobelirteglerden sadece PAI-1 MAU’li grupta diisiik diizeylerde bulunmustur.
MAU olgularinda PAI-1 diisiikliigiiniin yiiksek sistatin C diizeyleri ile korelasyon

gostermesi daha ileri arastirilmasi gereken bir durumdur.
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Ekler

Ek-1

Arastrmanm Adi : Tip 2 Diyabet Hastalarinda Seram Fibroblast Biyiime Faltori 21 ve
Lipokalin’in Nefropatinin Erken Gostergesi olarak Degeri ve Adipositokinlerle Iligkisi

BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU (FORM 17)

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !!!
Bu calizmaya katilmak dizere davet edilou; bulunmaltasimz Bu calismada yer
almavi kabuwl etmeden Gnce cabiymanm ne amacla yapilmak istendiSing
anlamaniz  ve karanmzi buo  bilgilendirme soprast Szglitce  vermeniz
gerekmektedr. Size &zel hazslanmms bu bidgilendwrmeyi litfen dikdeatlice
cloryuouz, sorelarmiza acik vamntlar isteyiniz.

CALISMANIN AMACINEDIR?

Tip 2 seker hastalif olan hastalarda_ tedavi ve kontrol ivi saglanmazsa, zaman iginde dzellikle
gbz. bibrek ve kalp sorunlari ortaya cikabilir. Seker hastah@min bdbrelder fizerindeli yan
etkilersnin gosterzes: bibrelderden idrar yoluyla protein kacagi olmasidy. Avni zamanda idrar
veluyla protein kagagmin: Tip 1 veya 2 seker hastalidy olanlarda kalp ve damar hastabfma
bagh hastablk hali ve Gliim igin bir belirte oldugu ve kalp ve damar hastaligi icin bagmmsiz bir
risk faltori oldugu beluwtilnustr,

Zaman icinde krondk bobrek wyetmezlifine giden bu Gnemli sorpoon patofizyolojisinin
anlasilmasi va da erken saptanmasma yonelik her admun hasta safligina ve Gilkelerin saglik
giderlerine olumin katlada tulunacagy acildty.

Genel damar ve damar duvan bozukgvoun bir gdstergesi olan mikroalbiiminiiri (MATU),
ginimiizde bobrek hasarmn hassas bir belirteci olarak erken tam ve izlemde Imllanilsa da bu
komuda vent géstergelere ve hastabifm melanizmasmm daba 1y anlasilmasma thtivag vardsr.
Calsmamizm amaci tip 2 geker hastabiFi olan hastalarda bSbrek komplhikasyonlarm
patofizyolojisini  anlamamiza vardime:r olacak aynica bu komplikasyonlan OSngbrecek
belirtecleri bulmak icin kanda bazi iftithap moleldillerinin ditzeylerini arastomakta

KATILMA KOSULLARI NEDIR?

Bu calismaya dahil edifebilmeniz icin 40-60 yay aras: ofup. romatolojic-inflamatear hastaligs
idrar yoln enfeksiyorm ya da malignitess olmayan gebeligi olmayan idrarda kreatimn
atihmum etirilevebilecek ilag Imllanmavan hastalar abmabile.

NASIL BiR UYGULAMA YAPILACAKTIR?

Yukarida belirtilen calisma kojullarma nygealungumz daha doce Dog. Dr. Ash Kilavuz"un
vaptifs iiskili baska bir calismada zaten tespit edilerel o cabgma igin cpaymurla sizden
toplardamardan kan &megi almmig ve bu Smeklerde bazs testler yapiloumste. Yedek kanlarnmz
1se yvine Dog¢. Dr Eilavuz'on serumlulmfunda dern dondurnenda saklannus olop. bu
cabismammzda vedek kan Sronefimiz lmllamlacakisr. Size ek bir ilem yapilmayacak ya da
vepiden kan Grmefi almmavacaltwr Bu ¢alismanwr icin onayunz sadece yedek lkan
droegmizde calismamizin testlerinin de vapilabilmesi igin istenmelzedic.

SORUMLULUKLARIM NEDIR?
Ek bir sorumiulufunnz bulunmamaltader.

Tarihy' Versivorr 14072017

Tl Tng alezmnlar Toin Bilslendivitds Gonslla Obar Form
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Arasormamn Ads : Tip 2 Diyabet Hastalarmda Serum Fibroblast Biiyhime Faktorii 21 ve
L pokaalin'in Nefropatimin Exken Gostergesi olarak Degeri ve Adiposttolinlerle Thshois

KATILIMCI SAYTSI NEDIR?
Arastwmada yer alacak goniilliilerin sayisy, Typ 2 seker hastas: olup protem kacags olan 40 ve
protein kacag olmayan 40 kogidir.

EATILIMIM NE KADAR SURECEKTIR”
El bar siireve gerek voldur. Goniilli Ohyr Forom'on imzalamanie yeterlider

CALISMAYA KATILMA ILE BEKLENEN OLASI YARAR NEDIR?

Bu arastrmada sizin icin beklenen klinike bir varar bulinmamaktader. Yapidan tim 5lemler
aragtorma igin kmllanidacakty ve mevent tedaviniz degigtailmevecelds. Fakat, bu caligmansn
somicunda Tip 2 geker hastalarnda protemm kacagma we bSbrelc hasarma yoneldk
mekanizmalar brraz daha aydmlanmag olacak ve elde edilen bilgiler ilerdde bagka hastalarsn
vararma kullamlabilecelotr.

CALISMAYA KATILMA ILE BEKLENEN OLASI RISKLER NEDIR?
Diaha Soce almmes kan Grnefiniz knllandacagmdan ve size ek bir iglem yapilmavacagmdan
hichir ek risk yoldor

ARASTIRMA SURECINDE BIRLIKTE KULLANILMASININ SAKINCALI
OLDUGU BILINEN ILACLARBESINLER. NELERDIR?

Idrardan lkreatinin atimum engelleven ilaglarm dimda,  calisma  siresince  birlilkte
knllamimenin salmealt oldngn idag ve bezin hnmamaltader. Ancal ykanda belivtildiFi gibi
bu kogul dncela calismada tespit ediloig olep su an igin herhangi bar beslenme ya da tedawi
Sulem gerekbmemelktedir.

HANGI KOSULLARDA ARASTIRMA DISI BIRAKILABILIRIM?
Cabis maya katdmaltan vazgecerseniz arastwrma diss birablabilirs iniz.

HERHANGI BIR ZARARLANMA DURUMUNDA YEKUMLULUE/SORUMLULUK
ENMDEDIR VE NE YAPILACAKTIR?
Daha Snce almmmg kan Srefiniz kullamilacagindan ve size ek bir islem vapilmavacagmdan
bir zararlanma durummn sz komsu degilder

ARASTIRMA SURESINCE CIKABILECEK SORUNLAR ICiN  KiMi
ARAMATIYIM?

Daha &nce albmmg kan Sroefiniz kollandacagmdan ve size ek bir iglem yapilmayacaSmdan
hichir ek sorun beklenmemelktedy. Yine de aragtwmayla ilgili sor 3a da somunlarmz olwrsa
0232 390 40 87 no h1 ya da 0 5324161288 no"In cep teleformndan Prof D Ferthan SAGINa
basvurabilirsimiz,

CALISMA KAPSAMINDAKI GIDERLER KARSILANACAK MIDIR?
Diaha Snce almmums kan Smefiniz knllanilacaSindan ve size ek b islem vapslmavacagndan
hichir el gider yoltur

CALISMAYT DESTEERLEYEN KURUM VAR MIDIR 7

Calgmave: destekleven luwum Eze Universitesi Bilimsel Arastyma  Projelen
Eoordinatorliigii (BAP) diir.

Tarily Versivem 14072017

Tiag Dzt Calzsomlar Igin B ilslendirives, Gomilld Obor Formm
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Arastrmanm Ad : Tip 2 Diyabet Hastalarinda Serum Fibroblast Biiyiime Faldtorii 21 ve
Lipokaln’in Nefropatimin Erken Gostergesi olarak Deferi ve Adiposttolanlerle Tlighkisi

CALISMAYA KATIIMAM NEDENIYLE HERHANGI BIR ODEME YAPILACAK
MIDIR?
Bu aragtermada yer almaniz nedenivle size hichir ddeme vapilmavyacakfr,

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

Bu arastimada ver almak tamamen sizin istefinize baghdw Aragtemada ver almayi
reddedebilirsiniz ya da herhangi bit agamada aragtumadan ayrdabilirsiniz; reddetme veva
vazgerme duwnmnda bile sonraki bakemmir garanti altma almacalt. Arastoicy vyzplanan
tedavi semasmn gereklerini yerine getirmemeniz, calisma progranum aksatmamz veya
tedavinin etkinlifini artrmak vb. nedenlerle isteginiz disinda ancak bilgmiz dalilinde sizi
arastwmadan ¢icarabilir. Bu durnmda da sonralkd balomsmz garanti altma almacakctsr.

Arastermanin  sonuclars bilimsel amacla Ikmllanslacalkty: calismadan celilmeniz ya da
arastmici tarafindan ¢ikanlmaner duwmonmnda, sizle dlgili tibbd veriler de gerekirse bilimsel
amacla knllanifabileceltic

KATILMAMA ILISKIN BILGILER KONUSUNDA GIZLILIK SAGLANABILECEK
MIDIR?

Size ait tim fibbi ve kimlik talgileriniz gizli tutulacalts ve aragtoma vayvmlansa bile kumlik
bilzilerimiz verilmeyecektr. ancak aragtwrmanm izleyicilers voklama yapanlar, etil kumliar ve
resni makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulagabilic. Siz de istedifinizde kendinize ait
tabbi bilzilere ulagabilirsiniz

Cabsmaya Kanlma Onay:

Yukarsda ver alan ve aragtwmava baglanmadan once goniilliive verilmes: gereleen
bilzileri gdsteren 3 savialilc metni olmdum we sdzhi olarak dinledim Albma gelen tiim
sorular aragtwictyva sordum. vazih ve s6zli olarak bana vapilan tim agiklamalarn ayrmtilariyia
anlamus bohomaktayum Calismaya katilmay istevip istemedigime karar vermem igin bana
veterli zaman tanind:. Bu kosullar attinda bana ait tibbi bilgilerin gozden gecirilnesi, transfer
edilmesi ve slenmesi (yedek kan Grneklerimin aragtma amacl kullamlmas: dahil olmalk
fizere) konvsunda arastoma yiritilclistine yetld veriyor ve siz konusp arastomaya iliskin bana
vapilan katibm davetini hichir zorlama ve bask: olmalesezn bityils bir gonillilil icerisinde
kabul edivorum Bu fornm  imralamakla werel yasalarn bana sagladigs  hakdan
kaybetmeyecegios bilivorum

Bu foromn imzall ve tarihhi bir kopyas: bana verildi,

Tarih' Verayor 14072087

Tia sy Calsmlar Trin Bilpilendiritds Gomilld Géar Fosmm
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Arastirmanm Ads : Tip 2 Diyabet Hastalarsnda Serpm Frbroblast Bliyiime Falddaii 21 ve
L tpokalin’m Nefropatinin Frken Gdstergest olarak Degeri ve Adipostiolinlerls Tlighisi

GONULLUNLN

IMZASI

ADT &
50YADI

ADREST

TEL. &
FARKS

TARIH

VELAYET VEYA VESAYET ALTINDA BULUNANLAR ICIN
VELI VEYA VASININ

IM7ZAST

ADI &
SOYADY

ADREST

TEL. &
FARKS

TARIH

ARASTIRMA EKIBINDE YER ALAN VE YETKIN BiR
ARASTIRMACININ

IMZAST

ADI &
SOYADY

TARIH

GEREKTIGI DURUMLARDIA TANTEK

IMZAST

ADT &
50YADI

GOREVI

TARIH

Tamh' Veravorr 12072017

¢ Ty Calsgrenlar Tin Bilpflendivitis Giesilld Cur Form
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Ek-2

Tip 2 Diyabet Hastalarmda Serem Fibroblast Growth Factor 21 ve Lipokalin’in Nefropatinin Erken
Gastergesi olarak Degeri ve Adipositokinlerle liskisi

OLGU KAYIT FORMU
14 TEMMUZ 2017 / Versiyon 1.1

OLGUNO
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PROTOKOLNC: OLzUNC i it i i I

TARIH 1 11 I 1/ I |

CATTSMAY A ATTNMA KRTTERT.ERT EVET HAYIR

Tip2 Dhvabeses Meallitus (Tip2 DM} olar hasta

Mikrealbimmin (MAT)S ol hasta

40-60 va; arzm kadn veva erkek 1astz

Vicut kadle indek=s hesaplendinmda u defer 357 ten az olan hasta

Yazb belmlendmbmis olar veren hasa

OO0o0ddn
O0Oo0ddn

Tzkip vizntlerme kahlmay kabul sden hestz

: = s :
CATISMAY A ATTNMAMA KRITERT.FERT EVET HAYIR

Hzstada Romatolopk, mflametuar hestaagm, idrar voln exfekayonumm va da mahzmaterin
olmaa

L]
[

Hactada Idvar volu snfiksiyonn dahil ivimer sistam bosmuldugu olmas

Hastada pebelifm abmam

L]
[

H:stzum araphrmadan kies bo siire focs vers wraytmms srasnds Idmrd leatmn shbmm

ethilevebilecsk herhan g br ilag kullamilnas

[
[

BILGILENDIRILAMIS OLUR

RIT.CIT FMTIRT MTS O 1TR ATTRTIT
N7 g [] =vEr [] Havs
;o e e ,
??_{Q{I__B\]IIIRJ_ {I5 OLUR ATIMNLIA 1 - 11 - . 1 .
CALISMAYA UYGUNLUE

TIASTA CATTSMA ICIN UYGLR MU | | EVET, Kisi CALISMA ICON UYGUN

[] mavie ®igiCatIsna iciN VG nRaT

14 Temmuz 2017} Verslyor 1.1 Sayfa2f 3




PROTOKOL NO: OLGU NO I i 1

TARIH I 1/ I 1/ 1

DEMO AFIE VERILER
DOGUM TARIHI 1 11 1/1 1 1/1 i | 1
_ [] Erke
CINSIYET
[1 xam
[1 ve
EOMORBIDITE |:| Ve Qloabtind .o
1. }
% .
25y 3.
EULLANDIGI ILACLAR i
5. ;
6. }

BULGULAR

SISTOLIK KANBASINCI: 11 11 1mmHz DIASTOLIK KAN BASINCI1 11 1

1 1 mxmH
i igmmns

L]

BOY1 11 11 icm KILO: 1 11 1kz BKI: 1 1

MMilre albiimintic- 1 1

14 Temmuz 2017,/ Versiyon 1.1 Sayvfa3/3



Ek-3

Ad.0n. 200 trkce 14 ingilizce [J Diger I
w e :
'8 E OLGU RAPOR FORMU 14.03. 2013 i-4 Tirkge X1 ingiiizce [J Diger [J
-
S0 |sicorTa ]
B E | ARASTIRMA BOTCEST B fuza tor'hit 2%.03.00i%
2 = | DiGER ]

Tarih: 2% 0. 004

Yukarida basvuru bilgileri verilen klinik arastirma basvuru dosyasi ve ilgili belgeler aragtirmanin gerekge, amac,
yaklasim ve y&ntemleri dikkate alinarak koleksiyon materyalleriyle / rutin tetkik ve tedavi islemleri sirasinda elde
edilmis materyallerle yapilacak arastirma kapsaminda degerlendirilmis; arastirma giderlerinin goniilliiye
ve/veya bagh bulundugu sosyal giivenlik kurumuna 6detilmedigi kosullarda arastirmaya baslanmasinin etik acidan
uygun bulunduguna oy birligi ile karar verilmistir.

KARAR
BILGILER]

EGE UNIVERSITESI TIP FAKULTEST KLINiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

Tlag ve Biyolojik Uriinlerin Kiinik Arastirmalari Hakkinda Yonetmelik, Iyi Klinik Uygulamalari Kilavuzu,
CALISMA ESASI Tibbi Gihaz Kiinik Arastirmalan Yonetmeligji
BASKANIN UNVANI / ADI /
SOYADI: Prof. Dr. Aysenur OKTAY
Unvani / Adi / Soyadi Uzmanhk S Tliski Katilim i
EK Oyeligi Dall Kurumu Cinsiyeti &) ) Imza
Prof. Dr. Aysenur OKTAY " ' EU. Tip Fakdiltesi OE X E (,
Baskan Radyodiagnostik Radyoloji AD k XH | OH \/‘
F
i
Prof. Dr. Aytiil ONAL . & E.U. Tip Fakiiltesi O | KE
Baskan Yardimcisi Tibbi Farmakoloji Tibbi Farmakoloji AD. K X H OH =
E.U. Dis Hek. Fakiiltesi
Prof. Dr. Suna TOKSAVUL Protetik Dig Protetik Dis Tedavisi K e E | zobLanTIvA KaTILMADT
Uye Tedavisi AD. X H H
|"Etik Kurul Baskaninin |  Savia |

| Unvani/Adi/Soyadi:
. Prof. Dr. Aysenur OKTAY _

|

Aragtirma Basvurusu Onay Belgesi
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Uzm. Dr. Ozlem EKER Ruh Saghidi ve . OE CE | +aoi anTrva waT man:
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*  Arastirma ile Iligki
**  Toplantida Bulunma

2= GIBIDID

 FESCIOGLY
rik Arastrmalan”
.||MM ~ 4

i - | Rev. Tarihi / No.su: | Sayfa

‘ Etik Kurul Bagkaninin iMzA Arastirma Basvurusu Onay Belgesi ‘ Belge Kodu .va Tarihi / No.su ; ayfa
Unvani/Ady/Soyad: e 1 22 28.09.2011/05 |
|_Prof. Dr. Aysenur OKTAY | ~\(Q/ § B B SO Mo B
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Tesekkiir

Tezimin tamamlanmasinda bana biiyiikk katkilar1 olan hocam Prof. Dr. Ferhan

SAGIN’a, hakkini deyemeyecegim anneme ve babama sonsuz tesekkiir ederim.

[zmir, 4.09.2019 Niousha KAZEMZADEH AFSHAR
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