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OZET

Karadavut, M. Tip Il Diabetes Mellitus'lu Hastalarda Diyabetik Nefropati
Progresyonu ile Renalaz Gen Polimorfizminin ve Kan Diizeyinin iliskisi.
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi i¢c Hastahklar1 Anabilim Dah
Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2017. Diyabetik nefropati son donem bobrek
yetmezliginin en sik nedenidir ve siklig1 giderek artmaktadir. Renalaz temelde
bobrek tarafindan iretilen, katekolaminleri metabolize eden hipertansiyon,
kardiyovaskiiler hastaliklar, kronik bobrek hastaligi basta olmak iizere cesitli
hastaliklarla iligkisi saptanan yeni kesfedilmis bir FAD bagimli amin oksidazdir.
Calismanin amaci; tip 2 diyabetik hastalarda nefropati progresyonu ile renalaz
enziminin polimorfizm ve kan diizeyi ile iliskisini arastirmaktir. Bu amagla
caligmamizda 3 renalaz gen polimorfizmini (rs2576178, rs10887800 ve rs2296545)
ve serum renalaz diizeyini normoalbuminiirik olan 74, mikroalbliminiirik olan 28 ve
makroalbuminurik-asikar nefropatik olan 52 hasta olmak iizere toplamda 154 tip 2
diyabet hastasinda, 48 diyabeti olmayip bobrek hastaligi olan hastada ve 50 saglikli
goniilliilde inceledik. Calisma sonucunda renalaz gen polimorfizmleri i¢in gruplar
arasinda genotip dagilimi, alel frekansi ve tahmini rélatif risk agisindan istatiksel
olarak anlamli farklilik saptanmadi (p>0,05). Gruplar arasinda serum renalaz diizeyi
acisindan fark saptanmadi (p>0,05). Renalaz polimorfizmleri ile sistolik ve diyastolik
kan basinci arasinda fark saptanmadi. Serum renalaz diizeyleri ile, serum renalaz
diizeyine etki edebilecek klinik ve biyokimyasal faktorler dislandiginda, renalaz
polimorfizmleri arasinda iliski saptanmadi. Serum renalaz diizeyleri ile sistolik ve
diyastolik kan basinci da dahil olmak iizere degerlendirilen klinik ve biyokimyasal
parametreler arasinda iligki saptanmadi. Sonug¢ olarak tip 2 diyabetli hastalarda,
hastalarin tansiyon arteriyel degerleri normotansif iken, diyabetik nefropati
progresyonu ile renalaz gen polimorfizmleri ve serum renalaz diizeyi arasinda iliski

saptanmamistir.

Anahtar Kelimeler: Renalaz, Diyabetik Nefropati, SDBY, polimorfizm
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ABSTRACT

Karadavut, M. The Relationship Between Renalase Gene Polymorphism and its
Blood Levels, and Progression of Diabetic Nephropathy in Patients with Type 11
Diabetes Mellitus. Eskisehir Osmangazi University, Faculty of Medicine
Medical Specialty Thesis in Department of Internal Medicine, Eskisehir 2017.
Diabetic nephropathy is the most common cause of end-stage renal failure and it’s
frequency is increasing. Renalase is a newly discovered FAD-dependent amine
oxidase that is mainly associated with Kkidney diseases such as hypertension,
cardiovascular diseases, and chronic kidney disease, which metabolise
catecholamines. Purpose of the study is to investigate the relationship between
nephropathy progression and renalase enzyme polymorphism and blood levels in
type Il diabetic patients. For this purpose, we studied three renalase gene
polymorphisms (rs2576178, rs10887800 and rs2296545) and observed patients with
serum renalase levels of normoalbuminuric (74), microalbuminuric (28) and
macroalbuminuric-apparent nephrophathic (52) with a total of 154 type Il diabetic
patients, 48 non-diabetic patients with kidney diseases, and 50 healthy volunteers. As
a result of the study, no statistically significant differences detected in renalase gene
polymorphisms (p> 0,05) between the groups in terms of genotype distribution,
allele frequency and estimated relative risk. No difference detected between the
groups in terms of serum renalase levels (p> 0,05). Also, no difference detected
between renalase polymorphisms and systolic and diastolic blood pressures. No
correlations detected between renalase polymorphisms when serum renalase levels
and clinical and biochemical factors affecting serum renalase levels were excluded.
There was no correlation between serum renalase levels and clinical and biochemical
parameters including systolic and diastolic blood pressures. In conclusion, in patients
with type Il diabetes, no correlations detected between diabetic nephropathy
progression and renalase gene polymorphisms and serum renalase levels when blood

pressure arterial values were normotensive.

Key Words: Renalase, Diabetic Nephropathy, ESRD, polymorphism
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1.GIRIS

Diabetes mellitus (DM), insiilin eksikligi ya da insiilin etkisindeki defektler
nedeniyle organizmanin  karbonhidrat, yag ve proteinlerden yeterince
yararlanamadigi, siirekli tibbi bakim gerektiren, kronik bir metabolizma hastaligidir
(1). 2015 verilerine gore diinyada yaklasitk 415 milyon kiside DM oldugu
bilinmektedir. 2040’da bu rakamin 642 milyon olmasi beklenmektedir (2). 1980°de
%4,7 olan DM'nin, 18 yas lstii yetiskinlerdeki diinya prevalansi 2014 yilinda %38,5’a
cikmistir (3). Tirkiye'de ise 1999 yilinda TURDEP-I'e gore %6,7 olan DM
prevalansinin TURDEP-II'ye gore Tiirk eriskin toplumunda %13,7'ye ulastigi
gorlilmiistir (4). Gerek tim dinyada gerekse de iilkemizde yapilan prevalans
calismalarinda Tip 2 DM’nin beklenenden ¢ok hizli arttig1 goriilmiis ve 2025 yilinda
Diinya Saglik Orgiitii’niin 6ngérdiigii rakamlara 20 yi1l daha erken ulasildig1 ve bu

durumun pandemi seviyesinde oldugu kararina varilmstir.

Tip 2 DM, pankreastan insiilin sekresyonundaki azalma ve hiicre reseptor
defekti nedeniyle, insiilinin insan viicudunda efektif sekilde kullanilamamasina bagl
olarak ortaya ¢ikan DM tipidir. Tip 2 DM, diinyadaki diyabet vakalarinin %90’ 11
olusturmaktadir (5).

DM’deki temelde kronik hipergliseminin neden oldugu metabolik diizensizlik
birgok organ sisteminde patofizyolojik degisikliklere neden olarak fonksiyon kaybi
ile sonuglanan yikici etkilere neden olur. DM’nin kronik komplikasyonlar1 vaskiiler
ve non-vaskiiler komplikasyonlar olarak ayrilabilir. Vaskiiler komplikasyonlar da
mikrovaskiiler (nefropati, retinopati, noropati) ve makrovaskiiler [(koroner arter
hastaligi (KAH), periferik vaskiiler hastalik (PAH), serebrovaskiiler hastalik(SVO)]
olarak ayrilmaktadir (6).

Tip 2 DM prevalansindaki artis, beraberinde diyabetin mikro ve
makrovaskiiler komplikasyonlarindaki artis1 da getirmistir. Bu mikrovaskiiler
komplikasyonlar igerisinde diyabetik nefropati ise retinopati ve ndropatiye gore
diyabetik hastanin yasam kalitesini bozdugu ve daha Onemlisi yasam siiresini

kisalttig1 icin digerlerinden daha fazla ¢ekinilen bir komplikasyondur.



Diyabetik nefropati, ¢ogunlukla intraglomeriiler arteriollerin hasarina bagh
olarak progresif bobrek fonksiyonlarinin bozulmasi ile ortaya ¢ikan klinik tablodur.
(7). Diyabetik nefropati patogenezinde hemodinamik, genetik, metabolik faktorler ve
fibrozis gelisimi ile iligkili c¢esitli sitokin ve biiyiime faktorlerinin rolii ileri

strtilmiistiir (8).

DM'li hastalarin yaklasik %40'inda Kronik Bobrek Hastaligi (KBH)
gelismektedir (9). Diyabetik nefropati, diinyada ve iilkemizde son dénem bdbrek
yetersizligi (SDBY) nedenleri arasinda birinci sirada yer almaktadir. ABD'de diizenli
diyaliz tedavisine giren hastalarin %37,9'unu DM’ye bagli SDBY olusturmaktadir ve
yeni gelisen bébrek yetmezligi olgularinin %44,9'u DM'ye baghdir (10). Ulkemizde
de KBH siklig1 %15,7 ve KBH olgularinda diyabet siklig1 %32,4 olarak saptanmis
olup (11), diyaliz hastalar1 arasinda DM %33,83 ile SDBY nedenleri arasinda birinci
sirada yer almaktadir. Yeni hemodiyalize girmeye baslayan hastalarda da altta yatan

etyolojik nedenlere gore dagilimda DM %36,45 ile en sik nedendir (12).

Tip 2 DM'li hastalarda tanidan 20 yil sonra diyabetik nefropati goriilme
insidans1 %25 oraninda olmaktadir. Diyabetik nefropatiye sahip hastalarin %20
kadar1 da 10 yil icinde progresif renal yetmezlige sahip olup, son donem bdbrek
yetmezligine ilerlemektedir (13). Tirkiye'de yaklasik 7.5 milyon KBH vakasi
mevcut olup; bunlarin 60.000 kadar1 SDBY'ye sahiptir (11).

Renalaz, ilk defa 2005 yilinda Yale Universitesi Tip Fakiiltesi Nefroloji
Bilimdali'nda gorevli Xu ve arkadaglar1 tarafindan tanimlanmis olan, esas olarak
bobrek tarafindan ve daha az diizeylerde ise kalp, iskelet kas1 ve ince barsaklardan
salgilanan bir enzimdir (14, 15). Sekresyonu temel olarak renal fonksiyonlar, renal
perfizyon ve katekolamin diizeyleri ile diizenlenmektedir. Inaktif olarak
sentezlenerek dolasima verilen renalaz, katekolaminleri metabolize ederek kan
basimncint ve kalbin fonksiyonunu diizenler. Bu nedenle de kardiyovaskiiler

hastaliklar ve kronik bobrek hastaliklari ile yakindan iliskilidir (16).

Yapilan c¢aligmalar sonucunda renalaz tek niikleotid polimorfizmleri
(rs2576178 ve 1s2296545) ile esansiyel hipertansiyon (HT), koroner hastaliklar,
kardiyak fonksiyonlar, kardiyak iskemi, sol ventrikiil kitle ve fonksiyonlar1 arasinda

(17-19); tek niikleotid polimorfizmi (rs10887800) ile inme riski arasinda (19); serum



renalaz diizeyleri ile sistolik ve diyastolik kan basinci, serum BUN ve kreatinin
diizeyleri, eGFR, insiilin rezistansi, serum katekolamin diizeyleri, serum firik asit

diizeyleri, KBH evresi arasinda bir iliski oldugu tespit edilmistir. (17, 19, 20).

Tip 2 DM'ye sahip hastalarda renalaz gen polimorfizmi ve kan diizeyi ile
nefropati progresyonu arasindaki iliskiyi irdeleyen herhangi bir yayin rapor
edilmemistir. Baz1 Tip 2 DM'li hastalarda nefropati progresyonu hizli olmakta iken,
bazilarinda progresyon yavastir. Biz Tip 2 DM'li hastalarda renalazin serum
katekolamin diizeyleri, sistemik kan basinci, kardiyak fonksiyonlar1 da etkileyerek

nefropati progresyonunda rol oynayabilecegini diigiiniiyoruz.

Calismamizda literatiir taramalarindan elde edilen bilgiye gore, renalaz
geninin fonksiyonel bolgelerinde yer aldigi varsayilan tek niikleotid polimorfizmleri
(rs2576178, 152296545, rs10887800) ve renalaz kan diizeyini, diyabetik hastalarda
ve kontrol gruplarinda inceleyerek; 6nemli bir morbidite, mortalite ve yiiksek saglik
gideri sebebi olan diyabetik nefropatide, nefropati progresyonu ile renalaz enziminin

polimorfizmi ve kan diizeyi ile iligkisinin tespit edilmesi amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diabetes Mellitus’un Tanimi ve Onemi

Diabetes mellitus (DM), insiilin eksikligi ya da insiilin etkisindeki defektler
nedeniyle organizmanin  karbonhidrat, yag ve proteinlerden yeterince

yararlanamadigi, siirekli tibbi bakim gerektiren, kronik bir metabolizma hastaligidir
).

DM’de ki temelde kronik hipergliseminin neden oldugu metabolik
diizensizlik, bir¢ok organ sisteminde patofizyolojik degisikliklere neden olarak

fonksiyon kaybi ile sonuglanan yikici etkilere neden olur (6).

DM, diinya ¢apinda artan insidansi, akut ve kronik komplikasyonlar1 (retinal,
renal, noral, kardiyak ve vaskiiler) ile ciddi morbidite ve mortalite nedenidir. DM, bir
yandan yiiksek mortalite ve morbidite hizi, diger yandan yiiksek tedavi harcamalari
ve ortaya c¢ikardig is giicii kayb1 nedeni ile hem hastaya hem de topluma biiyiik yiik

getirmesinden dolay1 6nemli bir saglik sorunudur (21).

Artan insidansi ile muhtemelen gelecekte de en 6nemli morbitide ve mortalite

nedeni olmaya devam edecektir (6).

2.2. Diabetes Mellitus’un Tarihcesi

Cok eski zamanlardan beri diyabetik semptomlar1 olan insanlarin
idrarlarindaki sekerli tat bilinmesine ragmen “Diabetes” sozciigiinii ilk kullanan ve
tip sozliigline kazandiran kisi bir Anadolu hekimi olan Kapodokyali Areteaus’dur
(MS. 130-200). Diabet dia- yani “ayr1” ya da “boydan boya” on eki ve bainein yani
“yirimek” ya da ‘“ayakta durmak” fiilinin birlestirilmesiyle olusturulmus eski
Yunanca (diabainein) kelimesinden tiiretilmistir. Diab&tés kelimesi ise “bacaklarini
ayirarak yiiriiyen” ya da daha spesifik olarak kullanildiginda “pergel gibi ya da
sifon” anlamlarina gelmektedir. Kapodokyali Areteaus cok idrar yapan ve kilo

kaybeden insanlari sifonlu figiya benzeterek hastaliga ‘Diabetes’ adini vermistir (22).



1675 yilinda Thomas Willis idrardaki sekerli tada atif yaparak “diabetes”
sozciigiine latincede bal anlamina gelen “mellitus” s6zciigiinii eklemistir (23). Idrarin
tatli olmasi, Eski Yunan, Cin, Misir, Hint ve Pers uygarliklar1 tarafindan da
farkedilmistir. Diinya literatiirinde Eber Papiriisi M.0.1500°de yazildig1 ortaya
cikan diyabet semptomlarinin tanimlandigr ilk Orneklerden en iyisi olarak

belirtilmistir (24).

Hintli bir doktor olan Sushruta (M.O. 6.yy) diyabete “tatl idrarli hastalik”
anlamina gelen “medhumeha” ismini vermis, diyabeti sismanlik ve hareketsiz yasam
bicimi (sedanter) ile iliskilendirmis ve hastalarina tedavi i¢in egzersiz yapmalarini

Onermistir (25).

Ibn-i Sina (980-1037) El-Kanun fi't-Tib adli eserinde, diyabetten oldukca
ayrintili sekilde bahsetmis ve hastaligi asir1 istah artis1 ve cinsel islevlerin azalmasi
seklinde tanimlamis ve idrarin tatli olmasindan da bahsetmistir. Ondan Onceki
Aretaeus gibi, ibn-i Sina’da birincil ve ikincil diyabetleri tanimlamigtir. Ayrica ilk
kez diyabetik gangreni tanimlamistir. Ibn-i Sina diyabeti idrardaki glukoz miktarimni
belirgin sekilde azaltan ve hala bazi hekimlerce kullanilmasi 6nerilmekte olan aci

bakla, gemen otu ve bir tiir zerdegal tohumunun karisimi ile tedavi etmistir (26).

1776 yilinda, Matthew Dobson idrarin tatli olmasinin diyabet hastalarinin
kanlarindaki ya da idrarlarindaki bir tir asir1 seker yiiziinden olustugunu
kanitlamigtir (27). 1815’de Chevreul, idrardaki bu sekerin “glukoz” oldugunu
agtklamis, 19. ylizyilda Claude-Bernard da karacigerde glikojen olarak depolandigini
tespit etmistir.

Her ne kadar diyabet Antik Cag’dan bu yana biliniyor ve hastaligin tedavisi

icin yararlt olan ¢esitli yontemler Orta Cag’dan bu yana kullaniliyor olsa da,

hastaligin patogenezi ancak 1900’1 yillarda, deneysel olarak anlasilabilmistir (28).

1889 yilinda, Joseph von Mehring ve Oskar Minkowski, pankreasini
cikarttiklar1 kopegin diyabetik hastalarda goriilen semptomlarin aynisin1 géstermesi

ile pankreas- diyabet iligkisini ilk ortaya koyan arastirmacilar olmustur (29).

1910 yilinda, Sir Edward Albert Sharpey-Schafer diyabet hastalarinda

normalde pankreasin lirettigi tek bir kimyasal maddenin eksik oldugunu ileri stirmiis
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ve bu maddeye Latincede “ada” anlamma gelen “insula” kelimesinden tiireterek

insiilin adin1 vermistir (28).

Insiilinin gercekten var oldugu ilk kez 1921 yilinda, Frederick Grant Banting
ve Charles Herbert Best tarafindan kesfedilmistir. Ayn1 arastirmacilar sadece bir yil
sonra Toronto Universitesindeki ¢alisma arkadaslarinin da yardimi ile domuz
pankreasindan insiilin hormonunu saflagtirmay1 basarmiglar ve tedavi i¢in insiilin

kullanimi ve ilk hasta tedavisi ilk kez 1922 yilinda gergeklestirilmistir (30).

1942 yilinda, oral antidiyabetik siilfoniliireler bulunmus ve insiilin korkusu
olan hastalar i¢in bir tedavi secenegi olmustur. 1950’lerin sonlarinda biguanidler tip
2 diyabet tedavisinde kullanilmaya baglanmistir. 1980°li yillarda; biguanid, alfa-
glikozidaz inhibitorleri yaygin kullanilmaya baslanmistir. 1990l yillarda
tiazolidindionlar, 2005°li yillarda ise GLP-1 analoglari ve DPP-IV inhibitérleri
tanitilmistir (28, 31).

2.3. Diabetes Mellitus’un Epidemiyolojisi

Tiim diinyada son 20 yilda diyabet prevalansi dramatik bir sekilde artmustir.
1985’te 30 milyon olan diyabetik hasta sayisi, 2013°te 382 milyona ulasmistir (6).
2015 yili verilerine gore diinyada yaklasik 415 milyon kiside DM, 318 milyon kiside
bozulmus glukoz toleranst oldugu bilinmektedir. 2040 yilinda bu rakamin %55
oraninda artarak 642 milyon olmasi beklenmektedir, ki bu da her 10 eriskinden
1’inin DM hastas1 olmas1 demektir (2). 1980°de %4,7 olan DM'nin 18 yas Ustii
yetiskinlerde diinya prevalansi, 2014 yilinda %8,5’a ¢ikmustir (3). Tiirkiye'de ise
1999 yilinda TURDEP-1'e gore % 6,7 olan DM prevalansinin, Istanbul Universitesi
Tip Fakiiltesi ve Saglik Bakanligi’nin saha isbirligi ile 2010 yilinda gergeklestirilen
‘Tiirkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik Hastaliklar Prevalans
Calismasi-II’ye (TURDEP-II) gore Tiirk erigskin toplumunda %13.7'ye ulastigi, son
12 yilda %90 arttig1 saptanmistir (4). Gerek tiim diinyada gerek iilkemizde yapilan
prevalans calismalarinda tip 2 DM’nin beklenenden ¢ok hizli arttigr goriilmiis ve
2025 yilinda Diinya Saglik Orgiitii’niin 6ngordiigii rakamlara 20 yil daha dnceden
ulasildig1 ve bu durumun pandemi seviyesinde oldugu kararina varilmistir. Hem tip 1

hem de tip 2 diyabet diinya ¢apinda artis gostermekle birlikte, 6zellikle tip 2 diyabet
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prevalansi daha hizli artmaktadir. Bu artisin baslica nedenleri niifusun yaslanmasi,
kentlesmenin neden oldugu yasam tarzi degisimi sonucu obezite ve fiziksel

inaktivitenin artmasidir (6).

2.4. Diabetes Mellitus’un Tam Kriterleri

Diyabet ve glukoz metabolizmasinin diger bozukluklarinin tant ve
siniflamasinda son 10 yilda degisiklikler yapilmistir. Once 1997 yilinda, Amerikan
Diyabet Birligi (ADA) yeni tam1 ve smiflama Kkriterlerini yaymlamis ve hemen
ardindan 1999°da Diinya Saglik Orgiitii (WHO) bu kriterleri kiiciik revizyonlarla
kabul etmistir. Daha sonra 2003 yilinda, bozulmus aglik glukozu (IFG) tanis1 i¢in
ADA tarafindan kii¢lik bir revizyon yapilmisti. WHO ve Uluslararast Diyabet
Federasyonu (IDF) tarafindan 2006 yili sonlarinda yayinlanan raporda ise, 1999
kriterlerinin korunmasi benimsenmistir. Buna karsilik, ADA ve Avrupa Diyabet
Calisma Birligi (EASD) 2007 yilinda yayimlanan son konsensus raporlarinda ise,
2003 yilindaki diizenlemenin degismemesi gerektigini savunmaktadir. Diyabet ve
glukoz metabolizmasinin diger bozukluklari i¢in 2003 ve 2010 yili revizyonlarini da

kapsayan yeni tan1 kriterleri Tablo 2.1°de goriilmektedir (1).



Tablo 2.1. Diabetes Mellitus ve Glukoz Metabolizmasinin Diger Bozukluklarinda

Tan1 Kriterleri (1)

Asikar DM izole IFG** |  izole 16T IFG + 16T DM Riski
Yiiksek
e >126 mg/dl 100-125 mg/dl| <100 mg/dl | 100-125 mg/dl ;
=8 st aclikta)
0GTT 2.5t PG
= = = -
(75 g glukoz) 2200 mg/dl <140 mg/dl | 140-199 mg/dl | 140-199 mg/dl
2200 ma/dl + Diyabet
Rastgele PG : . - - - -
semptomlar
e 2%6.5 ) ) ) %5 7-6 4
(248 mmol/mol] (39-46 mmol/moll
*Glisemi vendz plazmada glukoz oksidaz yontemi ile "'mg/dl” olarak olculir. "Asikar DM tamisi icin dért tami kriterinden herhangi
birisi yeterli iken “lzole IFG", “Izole IGT " ve “IFG +IGT " icin her iki kriterin bulunmasi sarttir. **12006 yili WHO/IDF Raporunda
normal APG kesim noktasinin 110 mg/dlLve IFG 110-125 mg/dl olarak korunmasi benimsenmistir. ***Standardize metotlarla
alculmelidir.
DM: Diabetes mellitus, APG: Aclik plazma glukozu, 2.5t PG: 2. saat plazma glukozu, OGTT: Oral glukoz tolerans testi, A1C: Glikozil-
lenmis hemoglobin A, , IFG: Bozulmus aclik glukozu limpaired fasting glucose), I6T: Bozulmus glukoez toleransi limpaired glucose
tolerance], WHO: Dinya Saglik Orgiitd, IDF: Uluslararas: Diyabet Federasyonu.

Diyabet tanis1 dort yontemden herhangi birisi ile konulabilir. Go6zden
gecirilmis DM giincel tani kriterleri, asemptomatik bireylerde DM tanisi i¢in APG’yi
en uygun ve giivenilir test olarak Onermektedir (32). Cok agir diyabet
semptomlarinin varligi diginda, taninin daha sonra tercihen ayni (veya farkli bir)
yontemle dogrulanmasi gerekir. Baslangigta iki farkli test yapilmis ve test sonuglari
uyumsuz ise sonucu esik degerin lstiinde ¢ikan test tekrarlanmali ve sonug¢ yine
diyagnostik ise diyabet tanis1 konulmalidir (1). DM tanisi kisiler i¢in tibbi ve maddi
acidan onemli anlam tasir. Bu nedenle DM tanisi konulmadan 6nce bu kriterlerin tam

olarak karsilanmasi gerekir (6).

2.5. Prediyabet

Normal glukoz toleranst ile asikar diyabet arasindaki anormal glukoz
homeostazisi ‘prediyabet’ olarak adlandirilir (33). Bazilar ise artmis diyabet riski
veya intermediate hiperglisemi (WHO) tanimlamalarmi kullanir (6). Bu siireg,
normal kan glukoz degerleri ile diyabetik degerler arasinda gri bolge olarak ifade
edilebilir (33).



Prediyabet klinik parametrelerle ifade edildiginde,

e Bozulmus Aglik Glukozu (BAG): Aclik plazma glukoz seviyesinin 100-125
mg/dl saptanmasi

e Bozulmus Glukoz Toleransi (BGT): 75 gr oral glukoz tolerans testi sonucu 2.
saat plazma glukoz seviyesinin 140-199 mg/dl saptanmasi

e HbAIlc’nin %5,7- 6.4 (39-46 mmol/mol) olmasi olarak tanimlanir.

Her {i¢c grup da Tip 2 DM’ye progresyon agisindan ve kardiyovaskiiler
hastalik agisindan artmis riske sahiptir. Bu sebeple diyabet 6nleme ¢alismalarina
oncelikli olarak dahil edilmelidir (1).

Prediyabete sahip hastalarda yillik diyabet insidansi, izole bozulmus glukoz
toleransinda %#4-6, izole bozulmus aclik glikozunda %6-9 ve her ikisinin birlikteligi

durumunda %15-19 olarak saptanmustir (34).

2.6. Diabetes Mellitus’un Semptomlari

Insiilin salmimu, insiilin etkisi veya bu faktdrlerin her ikisinde de bozukluk
olmasi sonucunda ortaya ¢ikan hiperglisemi ile karakterize kronik metabolik bir

hastalik olan DM (7) , klasik ve daha az goriilen birtakim semptomlara sahiptir.
(Tablo 2.2) (1)

Tablo 2.2. Diabetes Mellitus Semptomlari

Klasik Semptomlar Daha Az Goériilen Semptomlar
e Poliiiri e Bulanik goérme
e Polidipsi ¢ Agiklanamayan kilo kaybi

Inatg1 infeksiyonlar
Tekrarlayan mantar infeksiyonlari
Kaginti

e Polifaji veya istahsizlik

e Halsizlik, ¢abuk yorulma

e Agiz kurulugu
e Noktiiri
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2.7. Diabetes Mellitus’un Risk Faktorleri

Asagida belirtilen risk faktorlerinden bir ya da birkagi bulunan kisilerin

diyabet a¢isindan risk tasidiklar1 bildirilmistir (33).

>

YV V V VY

YV V. V V V V V

Aile 6ykiisii (1. derece akrabalarda)

Kardiyovaskiiler hastalik (KVH) oykiisii

Fazla kilo (Beden Kitle indeksi (BKI) > 25 kg/m?)

Sedanter yasam tarzi

Daha 6nceden tanimlanmis BGT, BAG varlig1 ve/veya HbAlc nin %b5,7-
6.4 olmast

Hipertansiyon (> 140/90 mmHg veya hipertansiyon tedavisi)
Trigliserid ytiksekligi (= 250 mg/dl) ve/veya HDL kolesterol diistikliigii
(< 35 mg/dl)

Gestasyonel diyabet 6ykiisii

4 kg ve iizerinde dogum yapanlar

Polikistik Over Sendromu (PKOS)

Etnik koken

2.8. Diabetes Mellitus’un Etiyolojik Siniflamasi

Tablo 2.3’de 6zetlenen diyabet siniflamasinda dort klinik tip yer almaktadir.

Bunlardan tgii (tip 1 diyabet, tip 2 diyabet ve Gestasyonel diabetes mellitus) primer,

digeri (spesifik diyabet tipleri) ise sekonder diyabet formlari olarak bilinmektedir.



Tablo 2.3. Diabetes Mellitus’ un Etiyolojik Smiflamas1 (1)
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1. Tip 1 Diyabet (Genellik ile mutlak insiilin noksanligina sebep olan B hiicre yikimi vardir.

A.  Immiin aracihikl1 (%90)
B. lidyopatik (%10)

2. Tip 2 diyabet (Insiilin direnci zemininde ilerleyici insiilin sekresyon defekti ile karakterizedir

3. Gestasyonel diabetes mellitus (GDM)

Gebelik sirasinda ortaya ¢ikan ve genellikle dogumla birlikte diizelen diyabet

4. Diger spesifik diyabet tipleri

A B-hiicre fonksiyonlarimin genetik
defekti (monogenik diyabet formlar)

¥ 20. Kromozom, HNF-4a (MODY1)

¥ 7. Kromozom, Glukokinaz (MODY?2)
¥ 12. Kromozom, HNF-1a (MODY3)

¥ 13. Kromozom, IPF-1 (MODY4)

¥ 17. Kromozom, HNF-1b (MODYY5)

¥ 2. Kromozom, NeuroD1 (MODY6)

¥ 2. Kromozom, KLF11 (MODY?7)

¥ 9. Kromozom, CEL (MODY?8)

¥ 7. Kromozom, PAX4 (MODY9)

¥ 11. Kromozom, INS (MODY10)

¥ 8. Kromozom, BLK (MODY11)

¥ Mitokondriyal DNA

¥ 11. Kromozom, Neonatal DM (Kir6.2,
ABCCS8, KCNJ11 mutasyonu)

¥ Digerleri

B. Insiilinin etkisindeki genetik defektler
¥ Leprechaunism

¥ Lipoatrofik diyabet

¥ Rabson-Mendenhall sendromu

¥ Tip A insiilin direnci

¥ Digerleri

C.Pankreasin ekzokrin doku hastaliklar1
¥ Fibrokalkuldz pankreatopati

¥ Hemokromatoz

¥ Kistik fibroz

¥ Neoplazi

¥ Pankreatit

¥ Travma/pankreatektomi

¥ Digerleri

D.Endokrinopatiler

¥ Akromegali

¥ Aldosteronoma

¥ Cushing sendromu

¥ Feokromositoma

¥ Glukagonoma

¥ Hipertiroidi

¥ Somatostatinoma

¥ Digerleri

E. ilag veya kimyasal ajanlar
¥ Atipik anti-psikotikler

¥ Anti-viral ilaglar

¥ b-adrenerjik agonistler

¥ Diazoksid

¥ Fenitoin

¥ Glukokortikoidler

¥ a-Interferon

¥ Nikotinik asit

¥ Pentamidin

¥ Proteaz inhibitorleri

¥ Tiyazid grubu ditiretikler
¥ Tiroid hormonu

¥ Vacor

¥ Statinler

¥ Digerleri (Transplant
rejeksiyonunu dnlemek igin
kullanilan ilaglar)

F. immun aracilikli nadir diyabet
formlar1

¥ Anti insiilin-reseptor
antikorlari

¥ “Stiff-man” sendromu

¥ Digerleri

G. Diyabetle iliskili genetik
sendromlar

¥ Alstrém sendromu

¥ Down sendromu

¥ Friedreich tipi ataksi

¥ Huntington korea

¥ Klinefelter sendromu
¥ Laurence-Moon-Biedl
sendromu

¥ Miyotonik distrofi

¥ Porfiria

¥ Prader-Willi sendromu
¥ Turner sendromu

¥ Wolfram (DIDMOAD)
sendromu

¥ Digerleri

H. Infeksiyonlar

¥ Konjenital rubella

¥ Sitomegalovirus

¥ Koksaki B

¥ Digerleri (adenovirus,
kabakulak)

[HNF-1a: Hepatosit niikleer faktor-la, MODY1-10: Genglerde goriilen erigkin tipi diyabet formlar1 1-
10 (maturity onset diabetes of the young 1-10), HNF-4a: Hepatosit niikleer faktor-4a, IPF-1: Insiilin
promotor faktor-1, HNF-1b: Hepatosit niikleer faktor-1b,NeuroD1: Norojenik diferansiyasyon 1,
DNA: Deoksi-riboniikleik asit, HIV: Insan immun eksiklik virusu, DIDMOAD sendr.: Diabetes
insipidus, diabetes mellitus, optik atrofi ve sagirlik (deafness) ile seyreden sendrom (Wolfram
sendromu), KLF11: Kruppel like factor 11, CEL: Carboxyl ester lipase (bile salt-dependent lipase),
PAX4: Paired box4, ABCC8: ATP-binding cassette C8, KCNJ11: Potassium inwardly rectifying
channel J11, INS: Insiilin]
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DM, hastaligin baslama yas1 ve tedavi tipi gibi eski kriterlerin aksine,
hiperglisemiye yol acan patojenik siirecin temeline dayanilarak siniflandirilir.
DM’nin iki biiyiik smifi tip 1 ve tip 2 diyabet olarak adlandirilir. Tip 1 DM
otoimmiin (%90) ya da non otoimmiin (%10) beta hiicre yikim1 sonucu gelisen tam
ya da tama yakin insiilin eksikliginin sonucudur. Tip 2 DM, cesitli derecelerde
instilin direnci, bozulmus insiilin sekresyonu ve artmis glukoz iretimi ile
karakterizedir. Insiilin aktivitesinde ve/veya sekresyonunda bozukluga yol acan diger
cesitli genetik ve metabolik bozukluklar da tip 2 diyabet ile benzer fenotipte
hiperglisemi gelisimine neden olurlar. Belirgin tip 2 diyabet ortaya ¢ikmadan 6nce
glukoz hemostazisinin bozuldugu ilk dénemlerinde “bozulmus aclik glukozu” veya

“bozulmus glukoz tolerans1” gelisir (6).

Glukoz homeostazisi, DM etyolojik siniflamasi ve glisemi evreleri Sekil

2.1°de belirtilmistir (35).

Hiperglisemi
N I Prediyabet lr Diabetes Mellitus
Divabet el Bozulmusachk . _
Y glukoz glukozu veya | nsulin Kontrol Yasam
" toleransi |bozulmus glukoz i ihtivacr  icin  boyu
toleransi Yok insulin insdlin
Tipl : 3
!
Tip 2 - o -
Diger Gzel % ; >
tipler :
Gestasyonel - € T B=
diyabet |
Zaman (yl) s -
Aclikkan  [<56mmol/L | 56-6.9 mmol/L >7.0 mmol/L
;ekerl‘_k (100 mg/dL) | (100-125 mg/dL) | (126 mg/dL)
oot | <78mmol/L | 78111 mmol/L|  21L1mmol/L
R (140 mg/dL) | (140-199 mg/dl) | (200 mg/dL)

Sekil 2.1. Glukoz Homeostazisi, Diabetes Mellitus Etyolojik Siniflamasi ve Glisemi

2.9. Tip 2 Diabetes Mellitus

Tip 2 DM, diyabetin en sik goriilen formudur ve diinyadaki diyabet
vakalarinin %901 olusturmaktadir (5). Tim diinyada toplumun %5-10"u tip 2

Evreleri
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diyabetlidir (36). Genetik, cevresel faktorler ve yasam tarzi degisikliklerinin
kompleks etklesimi ile ortaya ¢ikar. Bozulmus insiilin sekresyonu, Artmis periferik

insiilin direnci, artmis hepatik glukoz iiretimi ve anormal yag — kas metabolizmasi ile

karakterizedir (6).

2.9.1. Fizyopatoloji

Insiilin Direnci

Tip 2 DM’nin baslica patofizyolojik 6zelligi olan insiilin direnci, insiilinin
normal konsantrasyonda olmasina ragmen, yeterli biyolojik yanit olusturamamasi
olarak tanimlanir (37) Hiicre-reseptor defektine (post-reseptor diizeyde) bagli olarak
organizmanin trettigi insiilinin kullaniminda ortaya c¢ikan sorunlar nedeniyle glukoz
hiicre icine absorbe edilip enerji olarak kullanilamaz (hiicre i¢i hipoglisemi vardir).
Periferik dokularda (6zellikle kas ve yag dokusunda) instilinin etkisi yetersizdir. Kas

ve yag hiicresinde glukoz tutulumu (uptake) azalmistir (1).

Bozulmus Insiilin Sekresyonu-Artms Hepatik Glukoz ve Lipid Uretimi

Pankreas, kan glukoz diizeyine yanit olarak yeteri kadar insiilin salgilayamaz.
Karacigerde glukoz yapimi asir1 derecede artmistir. Hepatik glukoz yapimi artisindan
insiilin sekresyon defekti ve sabaha karsi daha aktif olan kontr-insiiliner sistem
hormonlar1 (kortizol, biiyiime hormonu ve adrenalin; Dawn fenomeni) sorumludur.
Genellikle insiilin direnci tip 2 diyabetin oncesinden baslayarak uzun yillar tabloya
hakim olmakta, insiilin sekresyonunda ciddi azalma ise diyabetin ileri donemlerinde

veya araya giren hastaliklar sirasinda on plana gegmektedir (1).

2.9.2. Klinik ve Ozellikleri

Tip 2 diyabette giiclii bir genetik yatkinlik s6z konusudur. Klasik mendeliyan
kaliim gostermeyerek ailesel belirgin yatkinlik gosterir. Tek yumurta ikizlerinde tip

2 diyabetin genetik uyumu %70-90’lardadir. Ebeveynlerinde diyabet bulunan



14

kisilerde hastalik riski artmistir. Hem annesinde hem babasinda diyabet bulunan bir
kisinin hastaliga yakalanma riski %40’dir. Tip 2 diyabete yatkinlik olusturan genler
heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Ailede genetik yogunluk arttik¢a, sonraki

nesillerde diyabet riski artar ve hastalik daha erken yaslarda goriilmeye baslar.

Cogunlukla 30 yas sonrasi ortaya ¢ikar, ancak obezite artiginin sonucu olarak
ozellikle son 10-15 yilda ¢ocukluk veya adolesan caglarinda ortaya g¢ikan tip 2

diyabet vakalar1 artmaya baglamistir.

Hastalarda endojen insiilin sekresyon kapasitesi bir miktar vardir. Ancak
insiilin seviyeleri ¢evresel glukoz konsantrasyonu ve insiilin direncine gore yeterli
seviyede degildir. Bundan dolayr hastalik genellikle sinsi baslangi¢hdir.
Hipergliseminin kademeli olarak ortaya ¢ikmasindan dolayi tip 2 diyabet uzun yillar
klinik olarak bulgu vermez ve genellikle yillarca teshis edilemez. Pek c¢ok hastada
baslangigta higcbir semptom yoktur. Tani siklikla rutin laboratuvar c¢aligmalarinda
hiperglisemi ve glikoziiri saptanmas1 ile koyulur. Hastalarin hekime ilk basvurma
nedenleri polidipsi, poliiiri ve polifaji gibi yakinmalardan daha c¢ok gorme
bozukluklari, el ve ayaklarda uyusukluk gibi kronik komplikasyonlarla 1ilgili
yakinmalardir. Hastalar siklikla obez veya kiloludur [Viicut kitle indeksi (VKI) >25
kg/m2]. Baslangicta diyabetik ketoasidoza (DKA) yatkin degildir. Ancak uzun siireli
hiperglisemik seyirde veya b-hiicre rezervinin azaldigi ileri donemlerde DKA
goriilebilir (1, 6, 38).

2.10. Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlari
DM komplikasyonlar1 akut ve kronik olarak siniflandirilmaktadir.
1. Akut komplikasyonlar

> Diyabetik Ketoasidoz (DKA),

» Hiperosmolar Hiperglisemik Durum (HHD),
» Laktik Asidoz (LA),
>

Hipoglisemi olarak siralanabilir.



15

2. Kronik komplikasyonlar
DM’de temelde kronik hipergliseminin neden oldugu metabolik diizensizlik
bircok organ sisteminde patofizyolojik degisikliklere neden olarak fonksiyon kaybi1
ile sonuglanan yikic1 etkilere neden olur. Hastalikta kronik komplikasyonlar
diyabetle iligkili morbidite ve mortalitenin ¢ogundan sorumludur. DM’ nin kronik
komplikasyonlar1 vaskiiler ve non-vaskiiler komplikasyonlar olarak ayrilabilir ve

Tablo 2.4’te 6zetlenmistir.

Tablo 2.4. Diyabete Bagli Komplikasyonlar (6)

Genel Komplikasyon Simifi | Komplikasyonlar

Mikrovaskular - GOz hastaliklar1

Retinopati (nonproliferatif/proliferatif)
Makiiler 6dem

- Noropati
Duyusal ve motor (mono ve polinéropati)
Otonomik

- Nefropati (albiiminuri ve azalmig renal fonksiyon)

Makrovaskular Koroner kalp hastaligi
Periferal arteriyal hastaliklar

Serebrovaskiiler hastaliklar

Digerleri Gastrointestinal (gastroparesis, diyare)
Genitaiiriner ({iropati, seksiiel disfonksiyon)
Dermatolojik

Enfeksiyon

Katarakt

Charcot artropatisi*

Periodental hastaliklar

Duyma kaybi

Diyabetle iliskili diger komorbid kosullar (hiperglisemi ile iliskisi belirsizdir): depresyon, obstruktif
uyku apnesi, yagl karaciger hastaligi, kalga kirig1, osteoporoz (tip 1 diyabet), biligsel bozukluk ya da
demans, erkeklerde testestoron diisiikliigii. *incelmis deri, eklem mobilitesinde azalma.
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Kronik komplikasyon riski, hiperglisemi siiresine bagli olarak artar;
genellikle hipergliseminin 2. dekadinda ortaya c¢ikar. Tip 2 DM’de uzun bir
asemptomatik hiperglisemi donemi olabileceginden, tanmi sirasinda komplikasyonlar

olabilir.

Tip 1 ve tip 2 DM’nin her ikisinde de mikrovaskiiler komplikasyonlar kronik
hipergliseminin sonucu olarak gelisir. Yapilan ¢aligmalarda hiperglisemideki
diizelmenin retinopati, ndropati ve nefropatiyi onledigi gosterilmistir. Diger tam
olarak belirlenmemis bazi faktorler de komplikasyon gelisimini etkileyebilir. Ornek
olarak uzun hastalik siiresine ve glisemik kontroliin mikrovaskiiler komplikasyon
gelisenlerden farkli olmamasina ragmen, bazi hastalarda hi¢bir zaman nefropati veya
retinopati gelismemektedir. Bu durum da komplikasyonlarin gelismesinde kismen

genetik yatkinhigin da s6z konusu olabilecegini diisiindiirmektedir (6).

2.11. Diyabetik Nefropati

2.11.1. Diyabetik Nefropatinin Tanim ve Onemi

Diyabetik nefropati, ¢ogunlukla intraglomeriiler arteriollerin hasarina bagl
olarak progresif bobrek fonksiyonlarinin bozulmasi ile ortaya ¢ikan klinik tablodur
(7). Mikroanjiopati sonucu bobrekte olusan hasarlanmaya verilen genel isimdir (39).
Persistan mikroalbuminiiri, erken kan basmci yiikselmesi, azalmis glomerular
filtrasyon hiz1 (GFH), yiiksek kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite riski ile
karakterizedir (40).

DM’nin kronik komplikasyonlarmmin kontrol altina alinmasinda o6nemli
gelismeler kaydedilmesine ragmen vaskiiler komplikasyonlar, en énemli morbidite
ve mortalite nedeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Diyabetik nefropati, diinyada ve
tilkemizde son donem bobrek yetmezligi (SDBY) nedenleri arasinda birinci sirada
yer almaktadir. Diyabete bagli gelisen mortalite ve morbiditenin temel sebebidir

(41).

Diyabetik hastalarda SDBY siklig1 giderek artmaktadir. Bunun nedenleri
arasinda diyabetin epidemik bir sekilde giin gegtikge artis gostermesi, DM
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tedavisinde yeni ilaglarin kullanima girmesi ile diyabetik hastalarin yasam siiresinin
uzamasi ve diyabetin arttk daha erken yaslarda goriilmesi bulunmaktadir. DN
diyabetin yiiksek orandaki sikligina ve diyabetlilerin kardiyovaskiiler kaynakli 6lim
oranmin azalmasma bagli olarak tiim diinyada son dénem bobrek yetmezliginin
(SDBY) en sik sebebi haline gelmistir. Son yillarda diyabetik nefropati
hastalarindaki bu dramatik artis obezite, metabolik sendrom ve tip 2 diyabetteki

epidemik artisla paralel gitmektedir (42, 43).

Diyabet hastalarinda mikroalbiiminiiri ve makroalbliminiiri, sadece SDBY
icin degil, ayrica kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite acisindan da yiiksek risk
olusturur (6). Buna neden olarak mikroalbuminiirinin aterosklerozun erken evresinde

sistemik vaskiiler permeabilite artisina neden olmasi gosterilmektedir (44).

Tip 2 diyabetli yash hasta gruplarinda oOnceki yillarda koroner arter
hastaligina baglh 6liim olasilig1 yiiksek oldugundan erken sathadaki nefropatilerin
SDBY ’ye ilerlemesi daha az siklikla olmaktaydi. Fakat son zamanlarda koroner arter
hastaliginin tedavi yaklagimlarindaki ilerleme, tip 2 diyabet hastalarinin sag kalim

slirelerinin bobrek yetmezligi gelisecek kadar uzamasini saglamistir (45).

2.11.2. Diyabetik Nefropatinin Tarihgesi

Diyabetin bobrek tizerindeki etkilerinden ilk kez 1936 yilinda Kimmelstiel ve
Wilson’ un glomertillerde hyalen nodiil olusumunu gozlemledikleri ve bunu
“Nodular Glomerulosclerosis™ olarak isimlendirdikleri ¢alismalarinda s6z edilmistir.
1942°de  Bell diffiiz  glomerulosklerozu tanimlayarak, diyabetik nefropati
patogenezinde arteriolar lezyonlarin 6nemine isaret etmistir. Lunbaeck, nefropatisi
ve retinopatisi olan diyabet vakalarinda kiiglik damarlarda lezyonlar1 gézlemlemis ve

ilk defa “diyabetik mikroanjiyopati” terimini kullanmigtir (46-48).

2.11.3. Diyabetik Nefropatinin Epidemiyolojisi

DM'i hastalarin yaklasik %40'!nda Kronik Bobrek Hastaligi (KBH)
gelismektedir (9). ABD'de diizenli diyaliz tedavisine giren hastalarin %37,9'unu
DM'ye bagli SDBY olusturmaktadir ve yeni gelisen bobrek yetmezligi olgularinin
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%44,9'a DM'ye baghdir (10). Ulkemizde de KBH siklig1 %15,7 ve KBH olgularinda
diyabet siklig1 %32,4 olarak saptanmis olup (11), diyaliz hastalar1 arasinda DM
%33,83 ile SDBY nedenleri arasinda birinci sirada yer almaktadir. Yeni
hemodiyalize girmeye baglayan hastalarda da altta yatan etiyolojik nedenlere gore
dagilimda DM %36,45 ile en sik nedendir (12). Tip 2 diyabetin (%90) tip 1 diyabete
(%10) gore prevalansinin yiiksek olmasi sebebiyle diyabetik nefropati hastalarinin
cogunlugu tip 2 diyabet hastasidir (6). Diyabetik nefropatiye sahip hastalarin %50-
60’11 tip 2 diabetes mellituslular olusturmaktadir (49).

Tip 2 DM'li hastalarda tanidan 20 yil sonra diyabetik nefropati goriilme
insidanst %25 oraninda olmaktadir. Diyabetik nefropatiye sahip hastalarin %20
kadar1 da 10 yil icinde progresif renal yetmezlige sahip olup, SDBY’ye
ilerlemektedir (13).

Tip 1 diyabetik hastalarin yaklasik olarak %30-40’1inda tanidan ortalama 20
yil sonra nefropati ortaya ¢ikmakta ve nefropati gelistikten sonraki 10 yil igerisinde
de bobrek yetmezligi gelismektedir (49). Gelismis iilkelerde, daha iyi glisemik
kontrol ve hipertansiyonun daha aktif ve agresif tedavisi nedeniyle, tip 1 diyabete

bagli bobrek yetmezligi insidansinin azalmakta oldugunu bildiren ¢alismalar vardir
(50).

Tip 1 DM i¢in prevelansin %6 ile %27 arasinda ve tip 2 DM icin %S5 ile
%32,9 arasinda degistigi goriilmektedir (51). Tirkiye'de yaklasik 7,5 milyon KBH
vakast mevcut olup; bunlarin 60.000 kadar1t SDBY'ye sahiptir (11).

2.11.4. Diyabetik Nefropatinin Histopatolojisi

Diyabet, bobrek yapisinda kendine 6zgiin degisikliklere yol acar. Tip 1 ve tip
2 DM’de bobrekte izlenen patolojik lezyonlar benzer olmakla birlikte (52), tip 2
diyabetli mikro-makroalbiiminiirik hastalarda tip 1 diyabetik hastalara kiyasla yapisal
heterojenite daha fazladir (53).

Makroskopik olarak; GFR’nin %20 ile %50 oraninda artisina bagli,
nefropatinin erken doneminde bobreklerin hem hipertrofi hem de hiperplazi

nedeniyle biiyiimesi, degismeyen bir bulgudur. Zamanla nefropati progrese olup,
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diyabetik glomeriilosklerozun (DGS) ilerlemesi ile fibrozis ve nefron kaybi1 sonucu

bobreklerin boyutlarinda kiigiilme gozlenir (54, 55).

Bobrekteki patolojik degisiklikler mikroalbliminiiri baslamadan ortaya
cikmaktadir. ik goriilen ve hastalik siiresiyle de kolere olan degisiklik glomeriiler
bazal membrandaki kalinlasmadir (56). Genel olarak DN’de gozlenen patolojik
lezyonlar; diyabetik glomeriiloskleroz, diyabetik ekstraglomeriiler mikroanjiopati,
diyabetik tiibiilointerstisyel degisiklikler ve diger lezyonlar olmak iizere 4 gruba
ayrilmaktadir [Tablo 2.5]. Diyabetik glomeriiloskleroz tanimlayici lezyon olup,
genellikle nodiiler lezyon, diffiiz lezyon ve eksudatif lezyon olmak {izere 3 patolojik

tipe ayrilir (57).

Tablo 2.5. Diyabetik Nefropati Patolojik Lezyonlari

1- Diyabetik glomeriilosklerozis

e Nodiiler lezyon
e Diffiiz lezyon
e Eksudatif lezyon

2- Diyabetik ekstraglomeriiler mikroanjiopati
3- Diyabetik interstisyel degisiklikler
4- Diger

e Papiller nekroz

o Piyelonefrit

Diyabetik nefropatinin en karakteristik 6zelligi glomeriilosklerozdur. En sik
gbzlenen glomeriiler lezyon diffiiz glomeriilosklerozdur. Ik kez 1943 yilinda
Sptihler ve Zollinger tarafindan tanimlanmis olup, mezangiyal alanda eozinofilik,
Period acid-Schiff (PAS) pozitif ve argirofilik 6zellikte mezangiyal matriksin diffiiz
olarak artmasina baglidir. Diffiiz mezangiyal matriks artis1 ve glomeriil kapiller bazal
membranlarinda  iiniform  kalinlasma  tipik  bulgular1  arasindadir.  Diffiiz
glomeriiloskleroz diyabete 6zgii degildir. 1936 yilinda Kimmelstiel ve Wilson

tarafindan tanimlanan nodiiler glomeriiloskleroz ise %20-40 oraninda goriiliir ve
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patologlarin ¢ogu tarafindan diyabetik nefropatinin en karakteristik lezyonu olarak
kabul edilmistir. Diyabetin genelde ge¢ donemlerinde ortaya ¢ikan, eozinofilik, PAS
ile pozitif boyanan, mezangiyumda ya da interkapiller alanda eozinofilik homojen bir

materyalin nodiiler birikmesi seklinde goriilen lezyonlardir (47, 58).

Diyabette vaskiiler lezyonlar da sik gelisir ve arteriyolosklerotik-
arteriyosklerotik degisiklikler daima goriiliir. Arterlerde degisik derecelerde intimal
kalinlagsma, duvarlarinda belirgin hiyalen madde birikimi izlenir. Hem afferent hem
de efferent arteriollerde hiyalindz degisiklikler gozlenir. Afferent arteriyolde
hiyalinoz degisiklikler primer glomerulonefritlerde ve Ozellikle hipertansif
nefrosklerozisde siklikla gozlenmekte iken, efferent arteriyoler hiyalinizasyon

diyabet i¢in spesifik olup, 6zellikle hipertansif nefropatiden ayiran 6nemli morfolojik

ozelliktir (59).

Tiibiilointerstisyel degisiklikler DM'de sik gelisir. Interstisyel fibrozis, ddem,
peritiibliler kapillerlerde dilatasyon, tiibiiler bazal membranda kalinlagma, tiibiiler
atrofi, Armanni-Ebstein lezyonu en sik goriilen tiiblilointerstisyel degisikliklerdir.
Daha ¢ok kotii kontrollii DM’lilerde agir glikoziiriye bagl goziiken, DM’ye 6zgiin
tiibiiler lezyon olan Armani-Ebstein lezyonu; toplayici kanallar ve henle loopunun
epitelyal hiicrelerinde, glikojen depolanmasina bagli vakuolizasyon ile kendini

gosteren lezyondur (57).

2.11.5. Diyabetik Nefropatinin Patofizyolojisi

Tip 1 ve tip 2 DM’de nefropati patofizyolojik mekanizmalar1 ve renal
lezyonlarin morfolojisi benzerdir (40).Diger mikrovaskiiler komplikasyonlar gibi
diyabetik nefropatinin patogenezi de kronik hiperglisemi ile iligkilidir. Tam olarak
tanimlanmasa da diyabetik nefropati patogenezinde hipergliseminin tetikledigi
hemodinamik, genetik, metabolik faktorler ve cesitli fibrozis gelisimi ile iliskili

sitokin ve biiyiime faktorlerinin rolii oldugu ileri siiriilmiistiir (8).

Sekil 2.2°de diyabetik nefropatinin patogenezinde metabolik ve hemodinamik

faktorlerin etkilesimi gosterilmistir.
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Metabolik Hemodinamik

S S—
Glukoz Kan akimi/ basing
ileri glikasyon \ Renin anjiotensin
ardnleri sistemi
Oksidatif stres

intraselliler sinyal
molekdilleri

l

Blyume faktori ve
sitokinler

l

Diyabet
komplikasyonlari

Sekil 2.2. Diyabetik Nefropatinin Patogenezinde Metabolik ve Hemodinamik
Faktorlerin Etkilesimi (60)

Genetik

Nefropatinin bazi iyi glisemik kontrollii vakalarda gézlenmesi, yine uzun siire
kontrolstiz seyreden bazi vakalarda ise nefropatinin izlenmemesi glisemi disinda ek
faktorlerin de nefropati gelisiminde etkisi oldugunu diisiindiirmiistiir. Yapilan
caligmalarda tip 1 ve tip 2 diyabetin her iki formunda da diyabetik nefropatinin
ailesel kiimelenme gosterdigi ortaya konmustur (40, 61). Ailevi yatkinlik, genetik bir
bozuklugun varligini disiindiirmekle birlikte, DN gelisimiyle iligkilendirilebilecek
bir gen agikga gdsterilememistir. En ¢ok incelenen genler anjiotensin doniistiiriicii
enzim (ACE) ve anjiotensin II reseptdr gen bolgelerinin polimorfizmleridir. ACE
geninin delesyon/insersiyon (D/I) polimorfizmi tanimlanmistir ve homozigot
delesyon polimorfizmi olan olgularda (DD genotip) daha yiiksek sistemik ve lokal
anjiotensin II diizeyleri oldugu gosterilmistir. Bunlar disinda ayrica endotelyal nitrik
oksit sentetaz, apolipoprotein E, TGF-f polimorfizmleri de ¢alisilmig; ancak kesin
bir iligki heniiz gosterilememistir (8). Nefropatinin ¢evresel faktorleri de igeren
multifaktoriyel kalitim 0Ozelligine sahip oldugu ve birden fazla genin hastalik

etiyolojisinde rol oynadig: diistiniilmektedir.
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Hemodinamik Degisiklikler

Hemodinamik Degisiklikler ve Glomeriil i¢i Basing¢ Artisi

Diyabete bagli renal hasarin gelisimi ve ilerlemesiyle ilgili en erken bulgu
hiperfiltrasyon ve intraglomeriiler basin¢ artisina neden olan hemodinamik
degisimlerdir. Hemodinamik degisimler, diyabete bagli renal hasarin gelisimi ve
ilerlemesinde anahtar role sahiptir (62). Afferent arteriollerde efferentlere gore daha
belirgin sekilde goriilen vazodilatasyon intraglomeriiler basing artisina neden olur
(63). Bu olaydan sorumlu bir¢ok vazoaktif faktor vardir. Bunlar prostanoidler, nitrik
oksit (NO), vaskiiler endotelyel growth faktér (VEGF), TGF-B1, Renin-
Anjiyotensin-Aldosteron Sistemi (RAAS), 6zellikle anjiyotensin II ve endotelindir.
Bu erken hemodinamik degisiklikler albiiminin glomertil kapillerinden siiziilmesine,
asirt mesangiyel matriks tUretimine neden olur, bunun yaninda glomeriiler
podositlerin hasarlanmasini ve bazal membran kalinlagsmasini kolaylastirir (64, 65).
Glomeriiler hemodinamikler ve hipertansiyona bagli gelisen stres ve mekanik
zorlanma; glomeriiloskleroz ve interstisiyel fibrozisin olusumunda 6nemli bir rol
oynayan, sitokin ve biiyiime faktorlerinin otokrin/parakrin salinimina neden olur. Bu
hemodinamik degisiklikler artmis proteiniiri ve hizlanmis glomeriiloskleroz ile

birliktelik gosterir (62).

Renin Anjiyotensin Aldesteron Sistemi

Anjiotensinojen, renin ve katepsin G, tonin ve kimaz gibi bazi enzimler
tarafindan daha kiiclik bir molekiil olan anjiotensin I’e (AT-I) ve ACE tarafindan da
anjiotensin II’ye (AT-II) donistiirilmektedir. AT-II, AT1 reseptorii araciligr ile
vazokonstriiksiyon yapar, hiicre proliferasyonunu, sodyum ve su tutulmasini arttirir
ve sempatik sistemi aktive eder. Hemodinamik etkilerinin yaninda anjiyotensin II
bliyiime faktorii gibi davranarak proksimal tiibiillerde ve renal interstisyal

fibroblastlarda TGF-f stimiilasyonu yapar (65).

Hemodinamik degisiklikler renin-anjiyotensin-aldosteron, endotelin gibi

cesitli vazoaktif sistemin aktivasyonu ile olur. Intrarenal renin anjiyotensin sistemi
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(RAS), DN fizyopatolojisinde 6nemli rol oynamaktadir. Hiperglisemi intrarenal
anjiyotensinojen ve anjiyotensin II sentezini uyarir, efferent arteriyoler vazo
konstriiksiyon ve intraglomeriiler basing artis1 olur, renal kan akimi azalir ve
feedback ile sistemik renin salinim1 azalir. Hiperglisemi ile artan doku anjiyotensin II
diizeyleri, oksidatif stres tirtinlerinin olusumuna ve endotel hasarina neden olur ve bu
stire¢ vazokonstriksiyon, tromboz, inflamasyon, vaskiiler yeniden yapilanma, TGF-

B1 aracilikli hiicre dis1 matriks birikimi ile sonuglanir (66).

Anjiyotensin II, hemodinamik etkilerinin yani sira, renal hiicreler iizerinde
trofik, inflamatuvar ve profibrinojenik etkiler de yapmaktadir. Biiyiime faktorii gibi
davranarak proksimal tiibiillerde ve renal interstisyel fibroblastlarda TGF-p
aktivitesini de uyarmaktadir (65). Bu nedenlerle diyabetik hastalarda RAAS
aktivasyonunun baskilanarak intraglomeruler basinci azaltmada, DN progresyon

hizinin yavaslatilarak organ korunmasinda ACE-I ¢ok etkili olmaktadir (64).

Hiperglisemi ve Metabolik Degisiklikler

DM’de kronik hiperglisemi sonucu glikozun aracilik etti§i metabolik
degisiklikler komplikasyonlarin gelismesinde ana hazirlayicidir. Diyabetik nefropati
gelisiminde bu metabolik olaylarin birbirleriyle etkilesim i¢inde oldugu anlasiimistir.
Hipergliseminin ~ reaktif  oksijen  {riinlerinin  artmasina; nikotinamid
diniikleotid(fosfat) formunun NAD(P)H azalmasina; diagilgliseroliin de novo
sentezine yol agan poliol yolunun aktivasyonuna; artmis protein kinaz C aktivitesine
(PKC); heksoamine yolunda degisiklige ve nonenzimatik protein glikolizasyonuna
(advanced glycation end-products: AGEs-ileri glikolizasyon son firiinleri) yol agarak
diger mikrovaskiiler komplikasyonlar gibi diyabetik nefropatinin gelismesinde esas

rolii oynadigi ileri stiriilmektedir (67).

Hipergliseminin etkili oldugu metabolik yolaklar asagida sunulmustur.

Glukozun Direk Toksik Etkisi

Glukoz, hiicrelere dogrudan toksik etkide bulunur. Glukozun direkt toksik

etkileri arasinda hiicre ¢ogalmasi, kollajen, fibronektin, laminin, TGF -1 sentez



24

artisina baglh gelisen ECM birikimi ve mezangial hiicrelerde azalmig heparan siilfat
sentezine bagh proteiniiri bulunmaktadir (68). Hiperglisemi TGF beta sentezinin
artirarak mezangiyal hiicre hipertrofisini indiikler ve gen ekspresyonunu artirir,

ekstraselliiler matriks deposizyonunu degistirir (69).

Polyol Yolu Aktivasyonu

Polyol aktivasyonu sonucu glukoz, aldoz rediiktaz enzimi ile glutatyon
rejenerasyonu icin 6nemli bir substrat olan NADPH kullanilarak sorbitole ve sorbitol
de sorbitol dehidrojenaz enzimi ile fruktoza doniismektedir. Fruktozdan da non-
enzimatik glikozillenmeyle, ileri glikozilasyon son iiriinleri (AGE) olusur ve doku
hasarina neden olur. Hiicre i¢i glukoz artisi ile bu yolak aktive olur ve doniisiimiin

artarak dokularda sorbitol birikmesine neden olur (68).

Bu yolak ile ozellikle glikozun hiicre icine girisinin insiilinden bagimsiz
oldugu bobrekler, lens ve retina gibi dokularda sorbitol konsantrasyonu artar.
Sorbitol hiicre membranini gegemez, hiicre i¢i osmolariteyi arttirir ve bdylece
hiicresel ozmoregiilasyonda bozukluk yaparak diyabetik komplikasyonlara katki

yapar (67).

NADPH, nitrik oksit sentezi ve serbest radikallerin uzaklastirilmasinda rol
alan glutatyon yapiminda kullanilir. Ayrica bu yolakta tiiketime bagli NADPH ve
glutatyon azalmasiyla nitrik oksit (NO) yapimu azalir, serbest radikallere bagl

oksidatif stres artar ve vaskiiler hasar gelisir (68).

Nonenzimatik Glikozillenme ve ileri Glikolizasyon Son Uriinleri (AGES)

Hiperglisemi hiicre i¢i aminoasit ve proteinleri nonenzimatik glikolizasyona
ugratir. Hem dolasan hem de doku veya membran proteinleri glikozillenebilir.
Proteinler disinda lipidler ve niikleik asitler de glikozillenebilir. Once glukoz non-
enzimatik olarak amino guruplarina baglanir ve Schiff bazlari olusur. Daha sonra
daha stabil ancak hala reversibl olan Amodori iirlinlerine doniisiir. Amadori cisimleri
de hipergliseminin diizeyine bagli olarak geri doniisiimsiiz AGEs (pentosidine,

pyralline, karboksimetil-lisin)’e dondsiirler (70, 71). Olusan AGEs, tubulus, glomerul
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ve podositlerde bulunan AGE reseptorlere baglanir hiicre hipertrofisi, nitrik oksit
sentez inhibisyonu ve ekstraseliiler matriks artisina neden olur. Kollajen gibi yapisal
proteinlere geri doniisiimsiiz sekilde baglanarak glomeriiler bazal membran ve

matriks bilesenlerini bozarak vaskiiler ge¢irgenligi arttirir (72, 73).

AGE’ler hiicresel proteinlerle direkt temasin yaninda vaskiiler hiicre
biyolojisinde degisikliklere neden olabilecek intraselliiller sinyalizasyonda da
anormallige neden olur. AGE’lere spesifik reseptorler (RAGE-receptor for AGE)
retina, periferal sinirler, damarlar gibi diyabetik komplikasyonlara acik dokularda
bulunmaktadir. Bobreklerde AGE’lerin baglandigi reseptdrler mezengiyal ve

proksimal tiibiil hiicresi kiiltiirlerinde gosterilmistir (64).

Hekzosamin Yolu

Glikoliz esnasinda heksokinaz, glukozu glukoz-6-fosfat’a ¢evirir. Glukoz-6-
fosfat ise fruktoz-6-fosfat’a cevrilir. Fruktoz-6-fosfat, glutamin fruktoz-6-fosfat
amidotransferaz (GFAT) araciligiyla glikozamin-6-fosfat’a doniistiiriiliir. Glukoz ile
bu enzimin asir1 ekspresyonu protein kinaz C aktivasyonuna ve TGF-B1

ekspresyonuna yol agar (64).

Protein Kinaz C (PKC)

Protein kinaz C, sitokinler ve hormonlarin uyarilmasi i¢in gerekli intraselliiler
sinyal iletim sisteminde goérevli kinaz ailesine ait bir enzimdir (64). Serin treonin
kinaz grubu olarak bilinen PKC hiperglisemide aktive olarak bobrek hiicrelerinde
fibronektin, tip IV kollajen, TGF-B1 sentezini arttirir (74). Boylece hiicre
cogalmasini, kan akimini ve damar gegirgenligini iceren bir dizi islemi etkiler.
Aktive PKC glomertiler hiperfiltrasyona neden olan vazodilator prostanoidlerin
salinimini arttirmaktadir. TGF-B1 in aktive olmas1 ile PKC mezengial hiicrelerde
hiicre dist matriks olusumunu arttirabilmekte ve glomeriiloskleroza neden
olabilmektedir (75). Ayrica protein kinaz C aktivasyonu, podositlerde permeabilite
artirict faktor olan VEGF sentezini arttirarak glomertiler gegirgenlik artisina neden

olmaktadir (76).
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Sitokinler ve Biiyiime Faktorleri

Yapilan caligmalarda diyabetik nefropatinin gelismesinde ve ilerlemesinde
cok sayidaki sitokin, hormon ve hiicre i¢i sinyal yollarinin, bilhassa TGF-f,
konnektif doku bliylime faktorii, anjotensin II, VEGF, endotelin, prostaglandinler ve

nitrik oksitin rolii oldugu gosterilmistir (67, 77).

TGF-B, DN’deki fonksiyonel ve yapisal degisikliklerin olugsmasindaki direkt
etkilerinin yam sira indirekt etkileri ile birden ¢ok fonksiyona sahip bir sitokindir
(78). TGF-B, doku onarimu ile ilgili fizyolojik islevleri diizenler, hiicrelerdeki matriks
protein sentezini uyarir, hiicre farklilasmasi ve cogalmasim etkiler. Ug izoform halde
bulunur TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3 ve bunlardan TGF-B1 en iyi karekterize olan ve
biiyiik oranda bobrekte bulunan izoformdur. Glomertiil ve proximal tiibiil hiicreleri
TGF-B1 iiretirler (79, 80). Hiperglisemi TGFp-1 sentezini uyararak kollajen yapimini
arttirir (81), erken evrelerde glomeriiler hipertrofiye, kronik fazda ise mezangiyal
matriks birikimine neden olur (82).

VEGF, anjiogenez ve mikrovaskiiler gecirgenligi arttiran giiclii bir sitokindir.
VEGF artis1 ile hiperfiltrasyon, proteiniiri ve glomeriiler hipertrofi iliskili
bulunmustur (83).

Konnektif doku biiyiime faktorii (CTGF) birgok sklerotik durumda fazlaca
bulunan yeni bir sitokindir (84). CTGF normal bobrekte minimal seviyede iken,
insan ve deneysel diyabetik nefropatide mesengiumda 6nemli 6l¢iide indiiklenir (85,
86) . Mezengial matriks genislemesi ve glomeriiloskleroz patogenezinin 6nemli bir

faktorudiir (87).

Interlokin-1 (IL-1), interldkin-6 (IL-6), interlokin-18 (IL-18) ve timor
nekrozis faktor-alfa (TNF-o) gibi sitokinlerin diyabetik nefropati gelisiminde roli
oldugu gosterilmistir (88). Ayrica deneysel diyabet modellerinde platelet-derived
growth factor (PDGF), fibroblast growth factor (FGF) (89), CTGF (90) gibi diger
sitokinler de diyabetik nefropati patogenezi ile iligkili bulunmustur.
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Oksidatif Stres

Hiicre hasarina yol agan reaktif oksijen iriinleri (ROS) ile hasar1 onleyici
antioksidan savunma sistemi (glutatyon, askorbik asit, E vitamini, katalaz,
siiperoksid ~ dismutaz) arasindaki  dengenin  bozulmasinin, diyabet ve
komplikasyonlarinin olusumunda anahtar rol oynadigi disitiniilmektedir (91).
Hiperglisemi ile artan ROS; hiicre zar1 lipid peroksidasyonuna, protein
oksidasyonuna, renal vazokonstriksiyona ve DNA hasarina neden olur (65, 92). Lipid
peroksidasyonu ile olusan prostaglandinler, renal vazokonstriksiyon ve nefronda

hemodinamik degisiklige yol agmaktadir (93).

Hipergliseminin doku hasarina sebep olmasini agiklayan mekanizmalarda
mitokondriyel elektron transport zincirinde asir1 tiretilen oksidatif stres tiriinleri diger
yollar1 da uyararak merkezi bir rol oynar ve DN patofizyolojisindeki temel
basamaktir (94). Bu degisiklikler diyabetin tiim mikrovaskiiler ve makrovaskiiler
komplikasyonlarindan sorumludur (95). Sekil 2.3’te Diyabetik nefropati patogenezi

sematik olarak gosterilmistir.

[ mETABOLIK | | ceEneTiK | | HEMODINAMIK |
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Sekil 2.3. Diyabetik nefropati patogenezi (96). PKC: Protein kinaz C, Ang II:
Anjiotensin I, ET-1: Endotelin 1, AGE: ileri glikozilasyon son iiriinleri,
ECM: Ekstraselliiler Martiks, TGF-B1: Transforming Growth Factor Beta

1, VEGF: Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
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2.11.6. Diyabetik Nefropatinin Risk Faktorleri

Diyabetik nefropati gelisiminde en 6nemlisi hastaligin siiresi olmak {izere
birgok risk faktorii tanimlanmustir (97). Diyabetik nefropati agisindan risk faktorleri
Tablo 2.6’da gosterilmistir.

Tablo 2.6. Diyabetik Nefropati I¢in Risk Faktorleri (98)

¢ Albiiminiiri

e Genetik yatkinlik

e Tani yasi ve diyabet siiresi
e Glisemik kontrol

e Kan basinci kontrolii
e Dislipidemi
e Sigara

¢ Diyetteki protein miktar1

Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) ¢alismasinda,
hipergliseminin diyabetik nefropatinin gelismesinde anahtar rolii oynadig1
kanitlanmistir  (99). Diyabetik nefropati gelisimi i¢in kontrolsiiz ve kronik
hiperglisemi, diger mikrovaskiiler komplikasyonlarda oldugu gibi, mikroanjipati
gelisimi ile temel neden olmaktadir (6). Nefropati basladiktan sonra tablonun
ilerlemesine yol agan en Onemli risk faktorii ise hipertansiyondur (100). Obezite,
insiilin rezistansi, hiperlipidemi, diyetle yiliksek protein alimi, albliminiiri varlig1 ise

prognozu katiilestirmektedir (101)

2.11.7. Diyabetik Nefropatinin Klinigi ve Evrelemesi

Diyabetik nefropati klinigi temel olarak hipertansiyon, 6dem, proteiniiri ve
bobrek yetersizligi ile karakterizedir (1). Diyabetik nefropatinin en erken Klinik
gostergesi mikroalbuminiiri olup, genel olarak tanidan 5-15 yil sonra gozlenir (59).
Zamanla proteiniiri artar, daha az selektif hale gelir ve nefrotik diizeye erisir. Bu evre

glomeriiler filtrasyon hizinda azalma ile birliktedir. Mikroalbminiiri / proteiniiri
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gelistigi zaman renal fonksiyonlar progresif olarak azalir ve zamanla bobrek

yetmezligi ortaya ¢ikar.

Diyabetik nefropatinin gelisim siireci gayet iyl Ongoriilebilen olaylarla
karakterizedir. Diyabetik nefropati gelisimi, tip 1 DM’ de ortaya konmus olmakla
birlikte (tip 1 diyabet tanisinin semptomlarin ¢arpiciligi nedeniyle erken dénemde
koyulabilmesi ile hastalik baslangic doneminin bilinmesi ve nefropati agisindan

izlenebilmesi nedeni ile), tip 2 DM’ de de benzer bir model olmasi muhtemeldir.

Diyabetik nefropatinin zaman igerisinde gelisimi Sekil 2.4’te gosterilmistir

(6).

Diyabet baslangicindan itibaren yillar

0 3 5 10 15 20 25
Mikroalbumindrik ~ Makroalbumindrik/Agikar nefropatik

(30-299 mq/24 saat)  (»300 mg/24 saat)

T | L

GFR, ml/dakika 120 150 150 120 60 <10
Serum kreatinin, mg/dL 10 08 08 1.0 >2.0 >5

Sekil 2.4. Diyabetik Nefropatinin Zaman Igerisinde Gelisimi

Tip 1 diyabet hastalarinda hiperglisemi ilk on yilda ortaya ¢iktig1 ve giiriiltiilii
baslangict nedeniyle hastalik tanist erken donemde koyuldugu icin hiperglisemi,
hastalik gelisiminde tek sorumlu olarak kabul edilirken, tip 2 diyabette hiperglisemi
genellikle kirkli yaslardan sonra baslar ve bu doneme kadar bobrekler yas
(glomeruloskleroz i¢in bash basina bir nedendir), arteriyel hipertansiyon, obezite,

dislipidemi, sigara gibi diger faktorlere maruz kalmistir (43).

Diyabetik nefropati klinik olarak 5 ayr1 evrede tanimlanmistir ve evreleri

sOyle 6zetlenebilir;
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Evre 1 (Glomeriiler Hiperfiltrasyon ve Hipertrofi): Diyabet bobreklerde ilk olarak
glomeriiler hiperfiltrasyon ve hipertrofiye neden olur. Bu evrede hiperglisemiye baglh
hiperfiltrasyon vardir. Hiperfiltrasyona bagli olarak da GFH 9%20-40 artmistir.
Bobreklerin hipertrofik oldugu (%20 oraninda biiyiime) ultrason ile de gosterilebilir.
Bu donemdeki degisikliklerin nedeni renal plazma akimi, intraglomeriiler basing
artist ve filtrasyon yiizeyinin artmasidir. Glomeriiler bazal memranda hafif
kalinlasma diginda onemli bir morfolojik degisme yoktur (102). Hipergliseminin
kontrolu ile bu donem birkag haftada diizelebilir (103).

Evre 2 (Sessiz Donem): Bobrekte yapisal degisiklikler gelistigi halde heniiz
mikroalbuminiiri yoktur, hastalar normoalbiiminiiriktir. GFH, ilk evreye gore
azalmakla beraber normalin iizerinde veya normal degerlerdedir. Genellikle 5-15 yil
kadar siirer. Kan basinci normal sinirlarda seyreder. Kontrolsiiz hiperglisemi
nefropati gelisimine sebep olur. Histopatolojik olarak bazal membranda nonspesifik

kalinlagma ve fraksiyonel mezengial voliimde artma meydana gelir (102).

Evre 3 (Mikroalbuminiiri): Mikroalbuminiiri bu evrenin en Kkarakteristik
belirtisidir. Klinik olarak diyabetik nefropatinin tespit edilebildigi bu donem,
nefropatinin ilerlemesinin durdurulabildigi ve hatta geriye dondiiriilebildigi donem
olmast agisindan Onemlidir. Kan basincinin bu doénemde yiikselmeye bagladigi
gosterilmistir (103, 104). Diyabetin baglangicindan 6-15 yil sonra gelismekle birlikte,
1-20 yil kadar siirebilir. GFR yilda yaklasik 1,1 ml/dk azalir. Iyi glisemik kontrol,
protein kisitlamasi ve antihipertansifler (6zellikle ACE inhibitorleri ve ARB’ler) ile
idrarda albumin atilim hiz1 artis1 azaltilarak klinik nefropatiye gidis geciktirilebilir
(102).

Evre 4 (Asikar Nefropati Donemi): Asikar nefropati ve persistan proteiniiri ile
karakterizedir. Makroalbiiminiiri (albiiminiirinin 24 saatlik idrarda >300 mg/giin
veya spot idrarda >300 ug/mg kreatinin olarak saptanmasi) mevcuttur. Serum
kreatinini normal veya hafif artmistir. Bu evre geri doniisiimlii olmamakla beraber,
ilerleme hiz1 kisitlanabilir. Tedavi olmadig1 durumlarda GFH hizli bir sekilde diiser.
GFR yilda 10-12 ml/dk azalir. GFH’deki azalma kan basinci ile koreledir.
Antihipertansif tedavi ile GFH’deki azalma hiz1 %60 azaltilabilir ve boylece tiremi

gelisim  siireci  geciktirilebilir.  Histopatolojik olarak  yaygin interkapiller
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glomeriiloskleroz vardir (102). Siklikla retinopati, noropati, periferal ve koroner

vaskiilopati ile birliktedir.

Evre 5: GFH’da belirgin distkliikle karakterizedir. SDBY gelisir. Proteiniirinin
baslangicindan itibaren 5 ile 20 yil i¢inde, yaklasik olarak da 7 yil iginde ortaya
cikar. Agir hipertansiyon, iire, kreatinin yiiksekligi vardir. Uremi ile birlikte svi
retansiyonu ve 0dem gibi diger komplikasyonlar da goriilebilir. Bu evrede tedaviye

yonelik diyaliz onerilebilir.

2.11.8. Diyabetik Nefropatide Tani ve Tarama

Diyabetik nefropati kesin tanisi, halen renal biyopsi ile koyulmaktadir. Ancak
bu invazif yontem diyabetik nefropati tanisi i¢in her zaman uygulanmaz. Diyabet
hastalarinda herhangi baska bir nedene bagli bobrek hastaligi olmadan 6 aylik donem
iginde idrarda en az iki kere varligi saptanan kalici proteiniiri diyabetik nefropati
lehine gii¢lii bir bulgudur (105). Renal biyopsinin uygulanmadigi durumlarda
proteiniiri ile birlikte diyabetik retinopatinin bulunmasi taniy1 giiclendirmektedir. Tip
1 diyabette diyabetik nefropatiye, retinopati %90’dan fazla oranda, tip 2 diyabetli
hastalarda da %60 oraninda eslik eder (106).

Diyabetik nefropatinin tanist klinik pratikte idrar tahlilinde protein varligi ile
koyulabilir. Albumin diyabetik nefropatide idrarda atilan ana proteindir. Erken
donem diyabetik nefropati tanisinda kalici mikroalbliminiiri varligindan yararlanilir.
Mikroalbuminuri; nonketotik, steril ardisik ti¢ idrar 6rneginin en az ikisinde olmak
tizere 30-300 mg/giin, 20-200 pg/dakika veya 30-300 pg/mg kreatinin/albumin
atilimi olarak tanimlanir (107). Dipstick testler albiimin konsantrasyonu >300 mg/L
oldugunda pozitif sonug¢ verir. Bundan dolay1 mikroalbliminiiri tayini dipstik testlerle
yapilamaz, sadece sensitif immun assay yontemler ile yapilabilir (108).
Makroalbuminiiri ise > 300 mg/giin veya > 300 pg/mg kreatinin/albumin atilimi
olarak tamimlanir. Idrar albumin atilmindaki giinliik degisimler nedeniyle, tiim
anormal testler 3-6 ay iginde alinan 3 idrar 6rneginin 2’sinde dogrulanmalidir (109).
Mikroalbuminiiriye veya GFR diisiikliigiine sebep olabilecek gecici sorunlar (iiriner

enfeksiyon, hematiiri, atesli hastalik, asir1 egzersiz, kisa sureli asir1 hiperglisemi,
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kontrolsuz HT ve kalp yetmezligi, hipovolemi vb.) varsa, bu sorunlar diizeltilene

kadar nefropati tarama testleri yapilmamalidir (110).

Diyabetik nefropatide tarama hastaligin erken taninarak progresyonunun
onlenmesi ve erken tedavi imkani agisindan gereklidir. Tedavi edilmedigi takdirde
mikroalbiiminiirisi bulunan tip 1 diyabetli hastalarin %80’inde idrar albiimin atilim1
her sene %10-20 hizla artarak 10-15 sene icinde asikar nefropatiye ilerler, tip 2
diyabetli hastalarin ise %20-401 diyabetik nefropatiye ilerler (45, 65). Diyabet tanisi
alan bir hastanin normoalbuminiiriden mikroalbliminiiriye, mikroalbiimitiriden
diyabetik nefropatiye, nefropatiden SDBY’ye yillik ilerleme hizi sirasiyla %2,0,
%2,8 ve %2,3 diir (111).

The Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) c¢aligmasinda,
nefropati gelisim ve progresyonunun erken miidahalelerle geciktirilebildigi
gosterilmistir  (112). Bu nedenle diyabetiklerde tarama Onem arz eder.
Mikroalbuminiiri taramasi i¢in sabah ilk idrarda albumin/kreatinin orani bakilmalidir.
Erken donem nefropatiyi arastirmak i¢in mikroalbuminiiri 6l¢iimii ile birlikte tahmini
glomerular filtrasyon hiz1 (¢GFR)’ nin hesaplanmas1 gerekir. Serum kreatinin diizeyi
Olgiilerek MDRD, CKD-EPlI veya Cockroft-Gault formiillerinden eGFR
hesaplanmalidir. GFR hesaplama formiilleri asagidaki Tablo 2.7°de gosterilmistir.

Tablo 2.7. GFR Hesaplamasinda Kullanilan Formiiller

Serum Kkreatinin konsantrasyonu (Scr) (mg/dL), yas, cinsiyet, irk ve viicut
agirhgi kullanilarak tahmini eGFR hesaplama formiilleri

1. Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) calismasina gore eGFR
belirleme formiilii
GFR (ml/dk/1.73 m?) = 175 x(Ser) %x (Yas)02% x (0.742 eger kadinsa) x (1.212
eger siyah 1rktan ise)

2. CKD-EPI formiilii
GFR (ml/dk) = 141 x dk (Ser/K,1) *X max (Ser/K,1)12% X (0.993)** X 1.018 (eger
kadinsa) x 1.159 (eger siyah 1rktan ise)

3. Cockroft-Gault formiilii
Tahmini kreatinin klirensi (mL/min) = (140-yas x viicut agirligi, kg) / 72 x Scr
(mg/dL)
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Eriskin diyabetli hastalarda bobrek hasarinin degerlendirilmesi Sekil 2.5’te

Ozetlenmistir.

Mikroalbuminiiri veya digik eGFR'ye neden olabilecek gegici bir sebep yoksa,
akut bobrek yetersizligi veya non-diyabetik bobrek hastahidi kugkusu yoksa:
+ Tip 1 divabet: Divabet suresi >5 vil elan kigileri wilda bir aragtir.
* Tip 2 diyabet: Tam sirasinda ve daha senra yilda hir incele.

v

Sabah ilk idrar Gmeginde Albumin/kreatinin oram ve serum kreatinin Glg,

eGFR hesapla.

v

—I Hayir |—| eGFR =60 mi/dk veya Albumin/kreatinin yliksek mi?

3 ay sonra serum kreatinin, eGFR; izleyen 3 ay iginde

2 kez daha Albumin/kreatinin

A

3 ay sonra: eGFR =60 mildakika veya
Albumin/kreatinin yuksek mi?

Y

Y

Diyabetik nefropati yok.

Diyabetik nefropati var.

1 yil =onra kontrol

A

Ayrintilt idrar tahiili iste |

Y

Nondiyabetik bobrek hastahd kugkusu
(klinik we laboratuvar bulgulanna gdre) var mu?

| Diyabetik nefropati |

Mefrolofa sevk

Sekil 2.5. Erigkin Diyabetli Hastalarda Bobrek Hasarinin Degerlendirilmesi (1)

Tip 1 ve tip 2 diyabette, diyabetik nefropatinin gelisimi benzer sekilde

olmasma ragmen tip 1 diyabet tanis1 semptomlarin carpiciligi nedeniyle erken

donemde koyulabilirken, tip 2 diyabet hastalar1 yillarca tani almadan yasayabilir ve

diyabet ile birlikte ilerlemis diyabetik nefropati ile karsimiza gelebilir. Diyabetik

nefropati gelisimi belirli bir siire¢ gerektirdigi i¢in tip 1 DM’li hastalarda tarama

tanidan 5 yil sonra her sene tekrarlanmalidir. Ancak tip 2 diyabette hastaligin

baslama zamani bilinmedigi i¢in tan1 ile birlikte nefropati taramasina baglanmalidir

ve yilda bir kez eGFR ve idrar albumin/kreatinin orani ile diyabetik nefropati
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taramast yapilmalidir (113). Mikroalbuminiiri gelisen hastalarda diyabetik
nefropatinin progresyonunu izlemek icin idrar albumin/kreatinin orani1 daha sik

Ol¢iilmelidir (1).

Tip 1 DM tanis1 10 yildan daha fazla olan hastalarda, renal hastaligin
nedeninin histolojik olarak %95’den fazla oranda diyabetik nefropati oldugu
gosterilmistir (114-116). Bu nedenle bu hastalarda tanisal biyopsinin yeri yoktur.
Ancak tip 2 DM’de diyabetin baslangi¢ yasini belirlemek siklikla miimkiin degildir
ve klinikte saptanan proteinuri, diyabetik nefropati ile superimpoze renal hastalik
veya diyabet iliskisiz hastalik gdstergesi olabilir (6). Ozellikle eslik eden diyabetik
retinopati yoksa, GFR diyabet siiresi ile uyumsuz olarak ¢ok diisiik veya hizla azalan
GFR varsa, hizli artan proteiniiri veya nefrotik sendrom gelismisse, tedaviye
refrakter HT varsa, idrar sedimenti zengin ise, semptom ve bulgular diger bir
sistemik hastalig1 diisiindiiriiyorsa, ACE-I ya da ARB basladiktan sonraki 2-3 ay

icinde GFR %30’dan fazla azalmissa superimpoze NDRH nedenleri arastirilmalidir

).

2.11.9. Diyabetik Nefropatiden Korunma ve Nefropatinin Tedavisi

Diyabetik nefropatiden korunmanin yollart hastaligin  olusumunda ve
ilerleyisinde rolii bulunan faktorleri diyabetik hastada ortadan kaldirmak veya bu
etkilerini hafifletmekten gecer. Bu faktorler, siirekli yliksek ve/veya diizensiz
hiperglisemi, tedavisine 0zen gosterilmeyen hipertansiyon, kan tablosunda
nefropatiye gidisi hizlandirdig: diistiniilen biyokimyasal (dislipidemi- ateroskleroz ve
elektrolit degisiklikleri) ve hematolojik (anemi) degiskenler, yasam tarzi ve

aligkanliklar (sigara, asir1 hayvansal protein ve tuz tiiketimi) dir (55).

Glisemi kontrolii: DN i¢in optimal tedavi glisemik kontrol ile O6nlem
alinmasidir (6). Tip 2 diyabetlilerde yapilan ve 9 wyillik takibi olan UKPDS
calismasinda, glisemik kontroliin intensif tedavi grubunda mikroalbiiminiiriyi %24,
makroalbiiminiiriyi %33 azalttigi gosterilmistir (117). Tip 1 ve tip 2 diyabetli
hastalarda nefropatiyi 6nlemek veya ilerlemesini geciktirmek i¢in glisemik kontroliin

en iyi sekilde saglanmasi hatta gerekirse yogun diyabet tedavisi yapilmasi gereklidir.
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Optimal KB kontrolii: Diyabetik bir¢cok hastada HT gelisir. Bir¢ok calismada
albiimin ekskresyonunu azaltmada ve renal fonksiyondaki diisiisii yavaglatmada siki
kan basinct kontroliiniin etkinligi gosterilmistir. Diyabetik hastalarda kan basinci
kontroliinde hedef; proteiniiri yoksa <130/80 mmHg, proteiniiri eslik ediyorsa
<125/75 mmHg olmalidir (6). Herhangi bir ajanla kan basmci kontrolii 6nemli
olmakla birlikte kan basici kontroliinden bagimsiz olarak ilag spesifik etki sadece
ACE inhibitorleri ve ARB’ ler ile gosterilmistir. ACE inhibitorleri ve ARB’ lerin
renoprotektif ve antiproteiniirik etkilerinin efferent arteriyolleri genisleterek glomertil
kapiller basinci azaltmasi, poliyonik heparan siilfati arttirtp glomeriil membraninin
negatif elektrik ylikiinii yiikseltip glomeriiler gecirgenligini etkileyerek glomeriil
fonksiyonunu etkilemesi ile oldugu gosterilmistir (98). Bundan dolay1 albuminiirik
hastalarda HT olmasa bile, kronik bobrek hastaligim geciktirmek i¢in ACE-1 veya
ARB verilmesi onerilmektedir (1). ACE inhibitorleri ya da ARB’lerin kullanimi
miimkiin degilse, kalsiyum kanal blokerleri (non-dihidropirin sinifi), beta-blokerler
ya da ditiretikler (6zellikle sodyum ve su retansiyonu olan ve/veya hiperpotasemisi

olan hastalarda) kullanilmalidir.

Beslenme: Yiiksek proteinli diyet nitrik oksit (NO) artis1 yaparak GFR yi ve
glomeriiler hidrostatik basmci artirir (118). Diyette protein miktar1 azaltilarak bu
basincin azaltilmas1 bobrekler icin koruyucudur Diyabetik bobrek hastaligi olan
bireylerde giinliik protein alim1 azaltilmalidir (0.8 g/ideal kg/giin). Glisemi, KV risk
faktorleri veya GFR azalma hiz1 iizerine etkileri olmayacag i¢in giinliik protein

aliminin daha fazla (<0.8 g/kg) azaltilmasi 6nerilmez.

Sigaranin, bir oksidan ajan olarak, TGF-81 (Transforming growth factor-31)
aracilif1 ile nefropatinin patogenezinde dnemli yer tutabilecegini gosteren ¢aligmalar

mevcuttur (119). Hastalar sigaray1 birakmak konusunda tesvik edilmelidir.

Nefropatisi olan diyabetik hastalarin aterosklerotik komplikasyonlara egilimli
ve siklikla yiiksek diizeyde aterojenik plazma lipid profiline sahip olduklari iyi
bilinmektedir. Bundan dolay:1 lipid kontrolii hem renal hem de kardiyovaskiiler
komplikasyonlar agisindan énemlidir. LDL kolesterol <100 mg/dl, trigliserid <150
mg/dl, HDL> 45 mg/dl olacak sekilde yasam tarzi degisiklikleri ve medikasyon ile
tedavi diizenlenmelidir (55, 98).
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Son donem bobrek yetersizligi gelistiginde renal replasman tedavisi
uygulanmalidir. Geng ve orta yas hastalarda (<65 yas) renal transplantasyon, ileri
yastaki hastalarda, kosullara gore hemodiyaliz veya evde ambulatuvar periton

diyalizi yapilmasi1 gerekir.
Nefrologa sevk: Asagidaki durumlarda hasta nefrologa sevk edilmelidir (1):

e Bobrek fonksiyonlariin progresif olarak azalmasi

e eGFR <30 ml/dk

e Albumin/kreatinin >300 mg/g kreatinin

e Kontrolsiiz HT

e ACE-i veya ARB ile hiperpotasemi olmasi veya serum kreatinin diizeyinin 3

ayda>%30 ylikselmesi.

2.12. Renalaz Proteini ve Geni

Renalaz enzimi ilk defa 2005 yilinda Yale Universitesi Tip Fakiiltesi
Nefroloji Bilimdali'nda gorevli Xu ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir (14).
Renalaz, kronik bobrek hastalarinda, bobrek tarafindan sekrete edilen ve artmig
kardiyovaskiiler hastalik insidansini agiklayabilecek proteinlerin tespiti amaciyla
yapilan bir ¢alisma esnasinda saptanmistir. Xu ve arkadaslari, SDBY hastalar
arasindaki artmis kardiyovaskiiler mortalite ve morbitide nedeninin; bobregin sivi
elektrolit dengesini saglayan bir organ olmasinin yaninda, endokrin bir organ olmasi,
endokrin fonksiyonlarinin hepsinin heniliz aydinlatilamamis olmasi, aradaki
farkliligin bobrek tarafindan sekrete edilen ve dnemli biyolojik rolii olan proteinler
olabilecegini diistinmiislerdir ve yaptiklar1 calismada renalazi tanimlamislardir.
Renalazin temelde bobrek tarafindan sekrete edildigini, in vitro olarak
katekolaminleri metabolize ettigini (sirastyla dopamin, epinefrin, norepinefrin),
diizeyinin SDBY hastalarinda saglikli goniilliillere gore anlamli olarak diisiik
oldugunu; renalaz inflizyonunun, sicanlarda kalp kontraksiyonunu, kalp hizin1 ve kan
basincin1  azalttigini, periferik vaskiiler rezistanstaki kompanzatuvar artisi
engelledigini tespit etmisgler ve bu veriler dogrultusunda renalazin temelde bobrekten
kana sekrete edilen, kardiak fonksiyonlar1 ve sistemik kan basincini diizenleyen yeni

bir amin oksidaz oldugunu belirtmislerdir (14).
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Renalaz enzimini kodlayan gen, 10. kromozomda (q23.33) yerlesim
gostermektedir, 311 kb uzunlugundadir, 10 ekzondan olusmaktadir (15). Insanlarda
dokuya oOzgii spesifiklik gosteren 7 izoformu bulunmaktadir (h-renalaz 1-7).
Renalazin major izoformu 342 aminoasit igermektedir. Bu protein monoamin
oksidaz domeyni olarak, sinyal peptid flavin adenin diniikleotid (FAD) baglanma
domeyni igerir (120, 121).

woos BT BE B

ot a
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mE o

Rens (181 aa) i B

Ren (163 a2) B B

Ren? (139 2a) B o |

Rend (200 aa)

Sekil 2.6. Renalaz Isoformlar1 Ren1-7: Ekzonlar 1°den 10’a Numaralandirilmistir
(120).

H-renalaz 1, 7 ekzon igerir ve yaklasik 37.85 kDA agirliginda protein kodlar.
Bu izoform c¢ogunlukla bobreklerde olmak iizere kardiyomiyositler, karaciger,

bagirsak ve iskelet kaslarinda bulunur (14).

Renalazin bobreklerde renal tiibiil epitel hiicrelerinde, glomeriil, mezengial

hiicreler ve podositlerde yiiksek ekspresyon gosterdigi bildirilmistir (122).

Yapilan ¢aligmalar, h Renalaz 1 mRNA’smin periferal sinir hiicreleri, adrenal

bezler, merkezi sinir sisteminde de belirlendigini rapor etmistir (123, 124).

Renalaz, beyaz ve kahverengi adipoz dokularda da eksprese edilmektedir;

olgun adipositlerde pre-adipositlere gore yiiksek ekspresyon diizeyi gosterdigi
bilinmektedir (125, 126).
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Renalazin diger izoformlar1 muhtemelen farkli fonksiyonlara sahiptir.
Izoform 3 ve 4 kisa aminoasit domeynlerine sahiptir, bu nedenle aminoasit

aktivitesine sahip degildir (127).

Renalaz, N-terminusunda sinyal peptide, FAD-baglanma domeynine (5-60.
aminoasitler), amin oksidaz bdlgesine (75-339. aminoasitler) sahiptir ve bu nedenle
FAD-bagimli amin oksidaz olarak adlandirilir (14, 126).

Renalaz, flavin adenin diniikleotidi kofaktér olarak iceren amin oksidaz
grubuna aittir. Bu grup bazi amin oksidaz [monoamin oksidaz (MAQO)] ve poliamid
oksidazlar1 da icerir. Iyi diizeyde arastirilmis olan FAD igeren amin oksidazlarin
tersine, renalaz bobrekler tarafindan iretilir, kan dolasimina salgilanir ve
katekolamin metabolizmasia katilir. Renalaz aktivitesi pargilin ve klorgilin gibi
bilinen MAO inhibitdrleri tarafindan inhibe edilmez. Vurgulanan tiim farkliliklara

ragmen, renalaz monoaminooksidaz C olarak adlandirilir (MAO-C) (128).

Renalazin kristal yapisi, flavin halkasinin yakininda aktif bolgeye sahip
oldugunu gostermistir. Benzersiz flavoprotein dogasi nedeni ile, renalaz enzim olarak
davranarak primer metabolik yollarda major rol oynar, ya da enzim aktivitesinden

tamamen bagimsiz olarak bir sitokin fonksiyonu goriir (126).

Sekil 2.7. Renalazin Ug Boyutlu Yapisi (A). Genel Yapi: Ardisik Subsrat-Baglanma
Bolgesi Mavi Ile Gosterilmistir (PDB Accesion Number: 3QJ4.) (B)

Tahmini Aktif Sitin Yiiksek Rezoliisyonda Gosterimi (15).
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2.12.1. Renalazin Enzimatik Ozellikleri

Renalazin enzimatik 6zelliklerinin aydinlatilmasi iizerine yapilan ¢alismada,
rekombinant proteinin (Escherichia coli‘deki Glutatyon S-transferaz flizyon proteini)
epinefrin, norepinefrin ve dopamini in vitro olarak metabolize edebildigi rapor
edilmistir (120); fakat serotonin, tiramin, benzilamin ve spermidin gibi diger aminler

tizerinde diisiik aktivite gosterdigi bildirilmistir (129).

Bunun hemen sonrasinda rekombinant renalazin tam faaliyeti i¢in
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NAD(P)H) gerektirdigi gosterilmistir.
Varsayillan renalaz substratlarin1  ele alan kapsamli bir arastirma sadece
katekolaminleri ve katekolamin benzeri bilesiklerini renalaz subsrati olarak

tamimlamustir (120).

Renalaz sekresyonu temel olarak renal fonksiyonlar, renal perfiizyon ve
katekolamin diizeyleri ile diizenlenmektedir. Inaktif olarak sentezlenerek dolasima
verilen renalaz, dolasimdaki katekolaminlerle hizla aktif hale gelir. Dolagimdaki
artmis katekolamin diizeyleri plazmada inaktif halde bulunan bir amin oksidaz olan
prorenalazin renalaza doniisiimiinii kolaylastirir. Artmis katekolamin diizeyleri ayni
zamanda renalazin sentez ve sekresyonunu artirir. Renalaz da dolagimdaki
katekolaminleri metabolize ederek kan basincini ve kalbin fonksiyonunu diizenler bu
nedenle de kardiyovaskiiler hastaliklar ve kronik bobrek hastaliklari ile yakindan

iliskilidir (16).

2.12.2. Renalaz ve Renal Dopaminerjik Sistem

Proksimal tiibiiliin dopamin olusturdugu ve endojen renal dopaminin tim
renal sodyum ve fosfat atilimimin diizenlenmesine yardim ettigi kavrami yoniinde
yogun deneysel kanitlar mevcuttur. Renal dopamin konsantrasyonundaki degisimler
renal tiibiiler inorganik fosfat geri emilimini kontrol eden sinyal yolaklarini ayarlar.
Yiiksek fosfat diyetiyle beslenen yabani tip farelerde akut bi¢imde renal ve iiriner
dopamin ve fosfat attllmmin arttigi gosterilmistir. Buna aromatik asit
dekarboksilazinca  gergeklestirilen = dopamin  sentezi artist ve renalaz,
monoaminoksidaz A ve monoaminoksidaz B azalmasi eslik etmistir. Diisiik fosfatli

bir diyet, dopamin ve fosfat atilimin1 belirgin sekilde azaltmistir. Bu veriler, fosfat
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alimindaki degisimlere hizli adaptasyonun dopamin metabolizmasinin kilit

enzimlerinde degisimler gerektirdigini ortaya koymaktadir (120).

Renal Fosfat Tasinmasi (Transport) Uzerine Renalazin Etkisi

Diizenli diyetini alan, renalazi eksik farelerde, idrarda fosfat atiliminin
artisinin eslik ettigi plazma fosfatinda orta derecede bir diisiis yasandigi bildirilmistir.
Bu, renalaz eksikligine bagli olarak; i¢sel bir renal hata olarak tanimlanamaz; ¢iinkii
hem yabanil tip hem de renalaz1 eksik fareler fosfat kisitlamasina benzer sekilde,
renal katekol-O-metiltransferaz-1 aktivitesini arttirip, fosfat atilimini belirgin sekilde
azaltarak yanit verirler. Bunun yerine renalazi eksik farelerde idrarda dopaminin iki
kat arttig1, idrarda L-DOPA atiliminin ise iki kat azaldigi rapor edilmistir; bu, renal
dopamin sentezinin diizenlenmesini (upregiilasyon) belirtir ve sonrasinda uyarilmis
fosfat atillmma yani orta siddette hipofosfatemiye denk gelir. Tam belirgin
olmamasina ragmen renal dopamin sentezini arttiracak spesifik sinyal oldukca
gicliidir ki, renalaz yoksunlugunda katekol-O-metiltransferaz-1 aktivitesindeki

kompensator artisla basa ¢ikabilmistir (120).

D5 Dopamin Reseptorleri ve Renalaz Arasindaki Etkilesim

Dopaminerjik ve sempatik sistemler kan basincini diizenlemek i¢in etkilesim
gosterdiginden ve renalaz, renal proksimal tiibiillerdeki dopamin {iretimi ile
dolasimdaki epinefrin seviyelerini diizenlediginden, D1 benzeri reseptorlerin
bobrekte renalaz olusumunu diizenliyor olmasinin miimkiin oldugu goésterilmistir. Bir
D1 benzeri reseptor agonisti olan fenoldopan, normotansif ratlardaki renal proksimal
tiibiillerde renalaz proteini olusumunu ve fonksiyonunu arttirir ve hipertansif
ratlardaki hiicrelerde renalaz proteini olusumu ve fonksiyonunu azaltir. Renalazin,
D1 benzeri reseptorlerle diizenlenmesine bir protein kinaz C’ye bagli durumda D5
reseptOr sinyalizasyonu aracilik ediyor gibi goriinmektedir. Bu sonuglar D5
reseptorleri  tarafindan  renalazin  anormal diizenlenmesinin  hipertansiyon

patogenezinde yer alabilecegini ortaya koymaktadir (120).
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2.12.3. Bir Sitokin Olarak Renalazin Enzim Aktivitesinden Bagimsiz
Fonksiyonlar:

Renalaz bir flavoproteindir ve insan genomu flavine bagli proteinleri
kodlayan sadece 90 gen igerir. Flavoproteinlerin ¢ogunlugu sitrik asit dongiisii, beta-
oksidasyon ve amino asitlerin yikilim1 gibi primer metabolik yolaklarda oksidasyon-
rediiksiyon islemlerini kataliz eden enzimlerdir. Ayrica koenzim A, koenzim Q, hem,
tiroksin ve steroidler gibi diger esansiyel kofaktorler ve hormonlarin biyosentezinde
de kilit rol oynarlar. Renalaz, enzimatik 6zelliklerinden bagimsiz olarak bir sitokin

gibi davraniyor goriinmektedir.

. Renalaz
Ekstrasellller

e ARnaeh

’I‘P\I3K 'I\R’as

|
MAkt MNERK

.

Hiicre canliligr

Sekil 2.8. Renalazin Sitokin Olarak Calisma Modeli

Ekstraselliiler renalaz, protein kinaz B'yi ve hiicre dis1 sinyalle diizenlenmis
kinaz1 aktive etmek ve hiicre sagkalimmi artirmak igin bir plazma membran

reseptorii ile etkilesime girer (120).
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Iskemik ve Toksik Akut Bobrek Hasarina Karsi Koruma Saglayan
Molekiil Olarak Renalaz

Renal iskemi reperfiizyonuna maruz birakilan renalazi eksik farelerde, dogal
renalazi olanlara gore (wild-type) ciddi oranda kotii renal hasar geligsmistir.
Rekombinant renalaz verilmesi dogal renalazi olan farelerde iskemik akut bobrek
hasarmi (AKI) iyilestirmistir. Dogal tipe kiyasla, renalazi eksik olan farelerdeki
iskemik AKI son derece ciddi renal tiibiiler nekroz, enflamasyon ve apoptozise neden
olmustur. Renal iskemik reperflizyonuna maruz kalan farelerde, sham operasyonu
olmus farelere gore bobrek ve plazma renalaz seviyeleri oldukca diismiis ve

katekolamin seviyeleri yiikselmistir.

Renalaz, sisplatin nedenli toksik AKI’de de koruyucudur. Sisplatin ile 3
giinliik tedavi sonrasi plazma kreatinininin, renalazi eksik olan farelerde digerlerine
gore oldukea yiiksek oldugu bildirilmistir. Renalazi eksik farelerde ciddi oranda renal
histolojik hasarin gelistigi; ciddi akut tiibiiler nekroz gorildiigli, apoptozis ve

makrofaj infiltrasyon derecesinin arttigi rapor edilmistir (120).

Organ Hasarma Kars1 Koruyucu Bir Molekiil Olarak Renalaz

Enzimatik 6zelliklerinden bagimsiz olarak renalaz, reseptor aracili, sag kalim
oncesi (prosurvival); protein kinaz B (AKT), hiicre dis1 sinyalin diizenledigi kinaz,
p38 mitojenin aktiflestirdigi kinaz, beta-hiicresi lenfoma 2’nin aktivasyonu ve c-Jun
N-terminal kinaz inhibisyonunu kapsayan bir dizi uyari (sinyal) islemini aktive eder.
Renalaz molekiiliinlin  sitoprotektif faaliyete aracilik ettigi anahtar bolge de
tanimlanmistir. Bu bolgeden kokenlenen peptidler (yaklagik 20-24 aminoasitlik, RP-
220 ve RPH 220) MAPK araciligiyla hizla sinyal verir ve sisplatine maruz kalan
hiicrede renalazin koruyucu etkisinin tam anlamiyla taklit ederler. Ayrica, sisplatinle
tedavi gormiis veya iskemik AKI’ya maruz kalmis farelerde renal hasari 6nemli
oranda iyilestirmistir. RP-220 ve RP-H220 verilmesinin serum kreatinini diistirdiigi,

tiibiiler hasari, apoptozisi, nekrozu ve enflamasyonu azalttigi gosterilmistir (120).
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Renalaz Peptidlerinin Mitojenin Aktiflestirdigi Protein Kinaz
Aktivasyonu Ile Tliski Gosteren Koruyucu Etkisi

Renalaz peptidlerinin fareleri AKI’ya karsi korumada rekombinant renalaz
olarak esit derecede etkin oldugu bulgusu bizi renalazin enzimatik aktivitesiyle
iligkili olmayan mekanizmalarin arastirilmasina yoneltmistir. ERK ve AKT
sinyalinin (uyarimimin) kimyasal inhibisyonunun peptidin koruyucu faaliyetini
tamamen iptal ettigi gosterilmistir. Bu, renalazin iskemik AKI’da koruyucu etkisine
en azindan kismen ERK/2 ve fosfatidilinositol-4,5-bifosfat3-kinaz veya AKT

sinyalinin aracilik ettigini ortaya koymaktadir.

Bu yeni bulgular ~4 mikrogram/ml lik plazma konsantrasyonunda bir dimer
olarak dolagimda bulunan renalazin AKT ve MAPK yolaklar1 aracilifiyla sinyal
olusturmak icin bir membran reseptoriiyle iliskiye gectigini kanitlamaktadir. Bu

sinyal dizisi renalaz ve renalaz peptidlerinin sitoprotektif faaliyetleri i¢in 6nemlidir
(120).

2.12.4. Renalaz Tek Niikleotid Polimorfizmleri Ile iliskilendirilmis
Hastahiklar

Bir populasyonda mevcut olan genetik cesitlilikler polimorfizm olarak
adlandirilir ve bu dogal farkliliklar kusaktan kusaga aktarilir. Polimorfizmlerin
yaklasik %9011 olusturan ve insan genomunun cesitliliginin etkeni olan tek
niikleotid polimorfizmleri (TNP) cogunlukla DNA'nin kodlanmayan bdélgelerinde yer
alir. Bu niikleotid degisikliklerinin biiyiik bir kismi zararsiz olmakla birlikte bazilari,
kimi hastaliklar i¢in risk olusturabilir ya da kimi hastaliklar i¢in ise koruyucu bir

faktor olarak gorev yapabilir.

Renalaz ~310 kb’lik bir gen dizisidir ve bircok TNP icerir. Bazi renalaz
TNP‘lerinin kronik bobrek hastaligi, kalp hastaligi, diyabet, inme ve hipertansiyon
gibi baz1 hastaliklarla iliskisi vardir (130).
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Hipertansiyon

2586 Cinli birey ile gerceklestirilen ¢alismada RNLS geninde bulunan iki
TNP’nin (TNP’ler; rs2576178 GG ve rs2296545 CC genaotipleri) hipertansiyon ile
iliskili oldugu belirlenmistir (kan basinc1 >160/100 mmHg). Yas, cinsiyet, beden
kitle indeksi, glukoz, lipidler, renal fonksiyon, sigara ve alkol tiiketimi i¢in ayarlama
yapildiginda bu iki TNP’nin hipertansiyon riskinde artig ile iligkili oldugu
bildirilmistir (tahmini risk orani, rs2576178 GG i¢in OR=1.58; rs2296545 CC i¢in
OR=1.61) (18).

892 Tip 2 diyabet hastasi ile yapilan ¢alismada rs2296545 TNP’si i¢in C
alelinin yas, cinsiyet, beden kitle endeksi ve lipid profili gibi belirtegler goz Oniine

alindiginda hipertansiyonla iligkisi belirlenmistir (OR = 2.58, P = 0.009) (19).

Koroner hastaliga sahip bireylerle yapilan ¢alismada, renalaz TNP’leri ve kan

basing diizeyi arasinda iliski bulunamamistir (17).

Genel kani, bu polimorfizmlerin hipertansiyon riskinde artisa neden oldugu

yoniindedir (15).

Koroner Hastaliklar, Sol Ventrikiiler Morfolojisi ve Fonksiyonu

Renalaz TNP’leri ve kardiyak hastaliklar arasindaki iligki de arastirilmistir.
Diger genotiplerle karsilastirildiginda rs2296545 CC genotipi (Glu37Asp, 590
vakasinin 184’linde tespit edilmistir) yliksek sol ventrikiiler kiitle indeksi (95.4’e
karsilik 90.0 g/m2, P = 0.01), diisiik sol ventrikiiler ejeksiyon fraksiyonu (60.7’ye
karsilik 63%, P = 0.01) ve diisiik egzersiz kapasitesi (6.2°ye karsilik 7.2 metabolik
denkliginde, P = 0.0003) ile iligkilendirilmistir. Ek olarak rs2296545 CC genotipine
sahip bireylerde artmis sol ventrikiiler hipertrofi, [OR = 1.43, (95% CI) 0.99-2.06; P
= 0.06], sistolik disfonksiyon (OR = 1.72, 95% CI 1.01-2.94; P = 0.05), diastolik
disfonksiyon (OR = 1.75, 95% CI 1.05-2.93; P = 0.03), zay1f egzersiz kapasitesi (OR
=1.61, 95% CI 1.05-2.47; P = 0.03) ve indiiklenmis miyokardial iskemi (OR = 1.49,
95% CI 0.99-2.24; P = 0.06) goriilmiistiir. TNP 152296545 CC genotipi, renalazin
FAD baglanma domeyninde 37. pozisyonda korunmus aminoasit degisimi ile

sonuglanir (glutamik asit-aspartik asit). Bu nedenle bu TNP’nin enzimin
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fonksiyonunda degisime neden oldugu, bunun da katekolamin yikiminda diisiisle
sonuglandigi, diisiik fonksiyon ve sol ventrikiiler hipertrofi ile iliskili olabilecegi
bildirilmistir. Bu ¢alismada bu polimorfizm ve renalaz diizeyi arasinda iliski
bulunamamustir. Yiiksek hipertansiyon prevalansi (~%65) ve hipertansiyonun agresif

yonetimi gibi ¢esitli olas1 nedenler miimkiindiir (Ortalama BP 131/73 mmHg) (17).

Tip 1 Diabet

Tip 1 diabet ile insan 16kosit antijeni (HLA) bolgesindeki polimorfizmler
arasinda gilicli bir iliski vardir ki bu hastalik i¢in immiin temele isaret eder.
Gergeklestirilen genom c¢apinda iliskilendirme c¢alismasinda yaklasik 42 lokusun
diyabet riskini etkiledigi bulunmus ve daha da 6nemlisi 18 yeni lokus tanimlanmustur.
Bu yeni bolgeler arasindaki iliski igin en giiglii kanita RNLS geninde yer alan
rs10509540'ta ulasilmigtir. Yapilan baska bir ¢alismada tip 1 diyabetle iliskili
bolgelere, istatistiki bir kolokalizasyon testi uygulanmis ve renalazin, otoimmiin
pankreas beta hiicresi hasarindaki potansiyel rolii dogrulanmistir. Renalaz T
lenfositlerce de iiretilir ve Tip 1 diyabet gelismesindeki roliiniin altinda yatan

mekanizmalar arastiriimalidir (120).

iskemik inme

Renalaz ve inme arasindaki iligki ilk olarak tip 2 diyabet hastalarinda renalaz
TNP’lerini arastirmak iizere dizayn edilmis bir calismada belirtilmistir. Inme
gecirmis hipertansif hastalarin %66°s1 rs10887800 polimorfizmi i¢in GG homozigot
bulunmustur. Bu iliski diyabeti olmayan 130 inme hastasindan ibaret bir kohort
calismasinda dogrulanmistir. rs10887800 polimorfizmi i¢in G alelinin inme riski
artmis hastalar1 tanimlamada faydali olabilecegi diislintilmiistiir. Bir baska ¢alismada,
serum renalazi inme Oykiisii olan hemodializ hastalarinda, inme gegirmemis olanlara

gore oldukca diisiik bulunmustur.

Renalaz TNP’leri ve kafa i¢i serebral aterosklerotik damar stenozunun siddeti
arasindaki iliski Kuzey Cin Han popiilasyonundaki 212 iskemik inme hastasi ile 244
saglikli kontrol deneginden ibaret bir ¢alismada arastirilmistir. RNLS genindeki TNP
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rs10887800’1n ciddi kafa ic¢i serebral aterosklerotik damar stenozuna eslik ettigi

gosterilmistir.

Benzer sonuglar farkli bir Cin Han popiilasyonu kohortunda da elde
edilmistir. 507 iskemik inme hastas1 ve 503 cinsiyet uyumlu kontrol deneklerinde,
rs10887800 ve rs25761778 TNP’lerinin iskemik inme ve hipertansiyona ciddi oranda
eslik ettigi bulunmustur. Timiiyle diisiindiiglimiizde bu ¢aligmalar; renalazin,
iskemik inmenin patogenezinde yer alabilecegini ortaya koymaktadir. Spesifik
mekanizma bilinmemektedir; ama renalaz, kan basmcinin diizenlenmesi ve endotel

disfonksiyonundaki roliiyle iligkili olabilir (120).

Organ Nakli

Plazma ve idrar renalaz seviyeleri, aktivitelerinin zamana bagli seyri, bobrek
transplantasyonu olan son donem renal hastaliga sahip 26 bireyde 90 giine kadar
calistlmigtir. Nakilden 2 hafta ve 3 ayda sonraki periyotlarda kreatinin, epinefrin ve
renalaz 6nemli derecede azalmasina ragmen, renalaz seviyeleri nakilden 3 ay sonra
kontrollerde, seviyenin yaklasik 3 kati {izerinde kaldi ki, bu renalaz seviyeleri ve
renal fonksiyon ile plazma epinefrini arasinda baglanti olmadigini belirtmistir.
Renalazin bir sitokin gibi hareket ettigi diisiinlildiigiinde, plazmadaki renalaz
sekresyonunun diizenlenmesinde yer alan diger sinyalleri tanimlamak Onemli

olacaktir (120).

Calismamizda incelenecek polimorfizmlerden biri olan, gen iizerinde ekzon 2
bolgesinde yer alan Glu37Asp polimorfizmi (rs2296545) flavin-adenin diniikleotit
baglanma bolgesinde bulunmakta olup, gen {iriiniiniin fonksiyonunu etkileyebilecek
bir amino asit degisikligine (Glu37Asp) neden olmaktadir. Degerlendirilecek diger
iki polimorfizmden biri genin 5' bolgesinde (rs2576178), digeri ise ekzon-intron
sinirinda (rs10887800) yer almaktadir ve bu iki polimorfizmin genin ifadesini ve

regiilasyonunu etkileyebilecegi diistiniilmektedir (19).

Ozetle, yapilan calismalar ile renalaz TNP’leri (rs2576178 ve rs2296545) ile
esansiyel HT, koroner hastaliklar, sol ventrikiil kitle ve fonksiyonlar1 arasinda (17-
19); tek niikleotid polimorfizmi (rs10887800) ile inme riski arasinda, serum renalaz

diizeyleri ile sistolik kan basinci, serum kreatinin diizeyleri, eGFR, insulin rezistansi,
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katekolamin diizeyleri, serum BUN diizeyleri, serum iirik asit diizeyleri, KBH evresi

arasinda bir iligki oldugu gosterilmistir (19, 20).

Bu amagla, daha 6nce yapilan calismalardan renalaz geninin fonksiyonel
bolgelerinde yer aldigi varsayilan TNP’ler (rs2576178, rs2296545, rs10887800) ile
renalaz kan diizeyi planlanan ¢alisma kapsaminda, diyabetik hastalarda ve kontrol
gruplarinda incelenecektir. Diyabetik hastalarda diyabetik nefropati progresyonu ile
renalaz gen polimorfizminin ve kan diizeyinin iliskisi ortaya konulmaya

calisilacaktir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1 Bilgileri

Bu tez c¢alismasi 15.01.2015 tarihinde 80558721/51 numarasi ile Eskisehir
Osmangazi Universitesi (ESOGU) Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Baskanlhig
tarafindan degerlendirmeye alinarak yazili olarak onaylanmistir. Calisma Helsinki

Bildirgesi ilkelerine uygun olarak tamamlanmustir.

3.2. Klinik Calismalar

3.2.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Olusturulmasi

Calismaya Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim
Dal1 / Nefroloji-Endokrinoloji Bilim Dallari’'nda takip ve tedavi gérmekte olan
hastalar ve kontrol amagli bagvuran saglikli goniilliiler dahil edilmistir. Olusturulan

bes gruba ait kriterler asagida belirtildigi sekildedir (Tablo 3. 1. ve Tablo 3.2).

Calismaya dahil edilme ve edilmeme kriterlerine uyan hastalar, ¢alisma
hakkinda bilgilendirildikten ve onami1 alindiktan sonra, ¢alismaya dahil olmay1 kabul
eden hastalarin diyabetik nefropati progresyonuna etki edebilecek komorbid hastalik-
ilag kullanim Oykiisli-operasyon agisindan sorgulamalar1 yapilmis, ayrica kan seker
reglilasyonu, HT regiilasyonu, nefropati seyri vb. acgilardan hastalara ait dosya,

laboratuvar verileri taramalar1 gergeklestirilmistir.
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Tablo 3.1. Goniilliilerin Arastirmaya Dahil Edilme Kriterleri

18-65 yas araliginda, en az 10 yildir Tip 2 DM tanist olan, son 1 yil i¢indeki ortalama
HbAlc degeri> %8 olan;

GRUPLAR KRITERLER

1. Normoalbuminiirik 1) Hemodiyalize girmeyen

2) Kreatinin<1,2 mg/dl, GFR> 60 ml/dk,
Albiiminiiri <30 mg/giin

2. Mikroalbumintirik 1) Hemodiyalize girmeyen

2) Kreatinin <1,2 mg/dl, GFR> 60 ml/dk,
Albliminiiri; 30-300 mg/giin

3. Makroalbiiminiirik-Asikar 1) Kreatinin> 1,5 mg/dl (diyalize giren veya
Nefropatik Hastalar girmeyen), GFR <60 ml/dk,

2) Albiiminiiri> 300 mg/gilin

4. Hastalikli Kontrol Grubu Non-diyabetik  proteiniiri-nefropatisi  olan
hastalar
5. Kontrol Grubu Saglikli eriskin hastalar

Tablo 3.2. Goniilliilerin Aragtirmaya Dahil Edilmeme Kriterleri

1. Alkol ve/veya sigara kullanimi olan hastalar

2. DM disinda bilinen yapisal ya da fonksiyonel bobrek hastaligi dykiisii olan hastalar
(PKBH, gecirilmis veya aktif GN*, soliter bobrek vb.)

3. Kalp yetmezligi (NYHA Evre III-1V) olan hastalar

4. BMI> 30 olan hastalar

5. Sekonder hipertansiyonu olan hastalar (OSAS, Cushing hastaligi, Renovaskiiler
HT, Feo. vb.)

6. Kendi istegi ile calismaya dahil olmak istemeyen hastalar ¢aligma kapsami disinda
birakilacaktir.

*GN’li hastalar hastalikli kontrol grubuna dahil edilmistir.
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3.2.2. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Olusturulan hasta gruplarina ve kontrol grubuna ait kan 6rnekleri Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali / Nefroloji-Endokrinoloji
Bilim Dallari’nda takip ve tedavi gormekte olan hastalar ve kontrol amagli bagvuran
saglikli  goniillillerden etik kurallar c¢ergevesinde toplanmistir. Calismaya
Normoalbiiminiirik: 74, Mikroalbliminiirik: 28, Asikar nefropatik: 52, Hastalikli
kontrol: 48, Saglikli kontrol: 50 hasta dahil edilmistir. Molekiiler analizler igin
ornekler, etilendiamintetraasetik asit (EDTA) igeren tiiplere alinmis olup +4°C’de
saklanmistir.  Biyokimyasal analiz yapilacak kan Ornekleri separator jel iceren

silikon kapl1 tiiplere alinarak -80°C’de saklanmuistir.

3.3. Laboratuar Cahsmalar

3.3.1. Kandan Genomik DNA izolasyonu

Calismaya dahil edilen gruplardaki goniilliilere ait kan 6rneklerinden DNA
izolasyonu {iretici firma talimatlarina gore gercgeklestirilmistir (PureLink Genomic

DNA Mini Kit, Life technologies K182002). izlenen protokol asagida verilmistir.
1. Calismaya baslamadan 1s1 tablas1 55 °C’ye ayarlanmustir.

2. Steril mikrosantrifiij tiiptine 20 pl Proteinaz K eklenmistir.

3. Proteinaz K igeren tiipe 200 pl kan 6rnegi eklenmistir.

4. Ornek iizerine 20 ul RNaz A eklenmis, kisaca vortekslenerek karistirilmis ve

karisim oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edilmistir.

5. Karisima 200 pl PureLink™ Genomic Lysis/Binding Buffer eklenmis ve karisim

vortekslenerek homojen solusyon elde edilmistir.

6. Karisim, protein par¢alanmasini baslatmak iizere 55°C’de 10 dakika inkiibe

edilmistir.

7. Lizat iizerine 200 ul 96-100% etanol eklenmis ve vortekslenerek karisim

homojenize edilmistir.
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8. Yaklasik 640 pl hacimdeki lizat, PureLink™ Spin Kolonu yerlestirilmis 2 ml’lik

toplama tiipiline aktarilmistir.

9. 10,000xg‘de 1 dakika santrifiij edilmis, filtrat atilmis, kolon temiz tiipe

aktarilmastir.
10. Kolona 500 ul Wash Buffer 1 eklenmistir.

11.10,000xg‘de 1 dakika santrifiij edilmis, filtrat atilmis, kolon temiz tiipe

aktarilmastir.
12. Kolona 500 ul Wash Buffer 2 eklenmistir.

13. Maksimum hizda 3 dakika santrifiij edilmis, filtrat atilmis, kolon steril 1.5 ml’lik

ependorf tiipe yerlestirilmistir.

14. Kolon tizerine 100 pl PureLink™ Genomic Elution Buffer eklenmistir. Oda
sicakliginda 1 dakika inkiibe edilmis ve maksimum hizda 1 dakika santrifigasyon

gerceklestirilmistir.

15. Kolon uzaklastirilmis ve elde edilen genomik DNA -20°C’de saklanmustir.

3.3.2. Izole Edilen Genomik DNA’nin Spektrofotometrik Ol¢iimii

Hasta ve kontrol gruplarina dahil bireylerin kanlarindan izole edilen genomik
DNA ornekleri "PeQLab Biotechnologie GmbH" ile spektrofotometrik olarak

Olcllmiistir.

3.3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Herhangi bir DNA parcasinin hiicre disinda kisa bir siirede ¢ogaltilmasini
saglayan bir tekniktir. Bu teknik cogaltilacak DNA’nin bir DNA polimeraz,
niikleotidler ve DNA sentezinde Onciiliik edecek tek zincirli sentetik kisa DNA

parcalari ile ayni tiipte farkli sicakliklarda inkiibe edilmesi temelinde ¢alisir.

PZR {i¢ temel basamaktan olusur. Prensip olarak {iretilecek iirlin miktar1 da

bu temel basamaklarin sayisina baglidir.
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v' Ik basamakta c¢ogaltilacak DNA sarmalmin acilarak tek zincirli hale

getirilmesi saglanir.

v' lkinci basamakta primerlerin tek zincirli DNA iizerinde kendilerine 6zgiil

olan diziye baglanmas1 saglanir.

v" Ugiincii ve final basamakta ise hedef DNA bdlgesinin ¢ogaltilmasi icin

polimeraz enziminin ¢alismasi saglanmaktadir.

Ug basamagin tamamina bir déngii denilmektedir, dongii sonunda tek bir ¢ift
zincirli DNA’dan iki adet ¢ift zincirli DNA {iretilmis olur ve ¢cogaltim primerler ile
kisitlanmis bolge ile simirlidir. Aynit zamanda her bir dongiide iiretilen DNA bir
sonraki basamak i¢in kalip gorevi goriir. Boylece her bir dongii sonunda bir 6nceki

dongiide elde edilen DNA miktarimin yaklasik iki kat1 kadar DNA’ya ulagilir.

RNLS rs2576178 (-451 G/A) Gen Bolgesinin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu ile Cogaltilmasi

RNLS geninin -451. pozisyonunda 5’UTR bdlgesinde yerlesim gosteren
r$2576178 polimorfizminin, olusturulan gruplarda alelik varyasyonunun belirlenmesi
amaciyla, polimorfizmi i¢ine alan 525 bg’lik bir bolge uygun primerler kullanilarak
cogaltilmigtir (Tablo 3.3). Primerlerin ve polimorfizmin bolgedeki yerlesimi Sekil

3.1°de verilmistir.

Igili bdlgenin gogaltimi igin gerekli kosullar1 saglayan PZR karisimi asagida
belirtildigi sekilde hazirlanmistir (Tablo 3.4).
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Tablo 3.3. RNLS Geninin Rs2576178 (-451 G/A) Polimorfik Bolgesinin

Cogaltilmasi I¢in Kullanilan Primerler

Kullanilacak Primer | 5°-3’ dizileri Uriin
Ciftleri boyutu
fleri primer 5’-AGCAGAGAAGCAGCTTAACCT-3’ —
p
Geri primer 5’>-TTATCTGCAAGTCAGCGTAAC-3’

AGCAGAGAAGCAGCTTAACCTATCTACTGCGATAACTCTCATGCCTGTTG
GGATTTTTGCTGTTTTACTATTCTAGATTTGAAAGTGGGAAGAAGAATTT
ACCBGCGATACCACGGGCAACCTTTCCTCTAATGCTTGAACGGCCACTAT
TAGCATAATAGAAACATCTTTTGGAATCTGGGAGACATTTTTCTTAGACC
TGGGACTTTGTGTAACCTTCCTGAACCTCAATTTCTCCATCTGGGAAATG
GAAACAATAACGTATACCTTTCAAACTTGTAAAGATTAAAGACAGTTGAT
TCATCAGAAAATTCCAAATTACTCTTCAATAAGTTCTATGTCAGAACGCA
TTCCGTATGTTCTAAGGAATATAAAGATGAACAACAAGAGAAGGATTGG
TGCCATTGCCGTTGTTTTTTTCCCCCTCCTGACATTGTACTGGAAGTTCTC
AATGAAACAACAAAGGCAATGGTAATACTGAACTATTAAAAAACAAATA
ATTAAGTTACGCTGACTTGCAGATAA

Sekil 3.1. RNLS geninin rs2576178 (-451 G/A) polimorfik bolgesini igeren niikleotit
dizisi (Dizayn edilen ileri ve geri primerler sar1 ile, Mspl (C*CGG) enzimi

tarafindan taninacak polimorfik bélge kirmizi ile isaretlenmistir).
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Tablo 3.4. ilgili Bélgenin Cogaltimini Gergeklestirmek Uzere Belirlenen Reaksiyon

Bilesen Miktarlar1

Reaksiyon Bilesenleri

Kalip DNA (10 ng/ ul) 5ul
10X Standart PZR Tamponu 5ul
25 mM MgCl; m
0.25 mM dNTP karisimi1 0.25 ul
Ileri primer (F) (10 pmol/ pul) 5ul
Geri primer (R) (10 pmol/ ul) 5ul
Taqg DNA polimeraz (5 Unite (U) / pl) 0.2 ul
Steril distile H,O 25.55 ul
Toplam Hacim 50 ul

Optimize edilen PZR dongii kosulu asagida verilmistir.

94 °C 2’ 1 déngii
94°C 30 “

55 °C 30” 35 dongii
72°C 1’

72°C7° 1 dongi



55

RNLS rs10887800 (A/G) Gen Bolgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile
Cogaltilmasi

RNLS geninin intron 6 bolgesinde yerlesim gosteren rs10887800 (A/G)
polimorfizminin, olusturulan gruplarda alelik varyasyonunun belirlenmesi amaciyla,
polimorfizmi i¢ine alan 554 bg¢’lik bir bolge uygun primerler kullanilarak
cogaltilmigtir (Tablo 3.5). Primerlerin ve polimorfizmin bolgedeki yerlesimi Sekil

3.2.°de verilmistir.

Ilgili bdlgenin ¢ogaltimi i¢in gerekli kosullar1 saglayan PZR karisimi asagida
belirtildigi sekilde hazirlanmigtir (Tablo 3.6).

Tablo 3.5. RNLS Geninin Rs10887800 (A/G) Polimorfik Bolgesinin Cogaltilmasi

Icin Kullanilan Primerler

Kullanilacak Primer | 5°-3’ dizileri .
. R Uriin boyutu
Ciftleri
fleri primer 5’-CAGGAAAGAAAGAGTTGACAT-3’ 5
554 bp
Geri primer 5>-AAGTTGTTCCAGCTACTGT-3’

CAGGAAAGAAAGAGTTGACATAAGCCACTTACTCACTATGTGCCCGCTTA
ACCTCTTTACATTTCAGGTTTTTTTTTTTTTTTAATGAGAATAAGTTAGTA
GCCACCACTTTTTTTTTTTAATGAGAATAAGTTAGTAGCCACCACATAGG
TCTATGATGTGCATTAAATAACATAGTACACATGAAATACTCAGCACAGT
TTCTGACACAGAATAGGTGCTTAATAAATCTAAGCTATGGGAATGGAAG
CAATAAGCCAGAGACACGCGTAAAGCTTCCTCAGTGTTGCCTAAATTATA
GGTGTGAGTCATGTTTTGTGAAAGTACTTCATTTTTCCTTTGCACTCAGCA
CAAGGAACCCTGGTTTATGAATTTTATGGCAAAACACAAGAGAAGAGAG
TCCCAACATGCTGCABACTTTTTAAAGTGAAGTGAATGCTTCCAAGGAGT
TTCACATATACGAGGTGAGGGACCTGAATTCAGAATTTGTGCAGTAAATG
CAATGGTAAGCTGGGCTGTACAGTATTTTCACCTCACAGTAGCTGGAACA
ACTT

Sekil 3.2. RNLS geninin rs10887800 (A/G) polimorfik bélgesini i¢eren niikleotit

dizisi (Dizayn edilen ileri ve geri primerler sart ile, Pst | (CTGCANG)

enzimi tarafindan taninacak polimorfik bdlge kirmizi ile isaretlenmistir).




56

Tablo 3.6. ilgili Bélgenin Cogaltimini Gergeklestirmek Uzere Belirlenen Reaksiyon

Bilesen Miktarlar1

Reaksiyon Bilesenleri

Kalip DNA (10 ng/ ul) 5ul
10X Standart PZR Tamponu Sul
25 mM MgCI2 4ul
0.25 mM dNTP karisimi 0.25 ul
Mleri primer (F) (10 pmol/ ul) 5ul
Geri primer (R) (10 pmol/ ul) 5ul
Taq DNA polimeraz (5 Unite (U) / pl) 0.2 ul
Steril distile H,O 25.55 ul
Toplam Hacim 50 pl

Optimize edilen PZR dongii kosulu asagida verilmistir.

94 °C 2’ 1 déngii
94°C 30~

55 °C 30” 35 dongii
72°C 1’

72°C7° 1 dongi
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RNLS rs2296545 (+111 C/G) (Glu37Asp) Gen Bolgesinin Polimeraz
Zincir Reaksiyonu ile Cogaltilmasi

RNLS geninin +111. pozisyonunda yerlesim gosteren ve kodlanan bolgede
37.pozisyonda glutamik asit-aspartik asit doniisimiine neden olan 1rs2296545
polimorfizminin, olusturulan gruplarda alelik varyasyonunun belirlenmesi amaciyla,
polimorfizmi i¢ine alan 209 bg¢’lik bir bolge uygun primerler kullanilarak
cogaltilmistir (Tablo 3.7). Primerlerin ve polimorfizmin bolgedeki yerlesimi Sekil

3.3’de verilmistir.

Ilgili bdlgenin gogaltimi igin gerekli kosullar1 saglayan PZR karisimi asagida
belirtildigi sekilde hazirlanmistir (Tablo 3.8)

Tablo 3.7. RNLS Geninin Rs2296545 (+111 C/G) Polimorfik Bolgesinin

Cogaltilmasi I¢in Kullanilan Primerler

Kullanilacak Primer | 5°-3° dizileri Uriin
Ciftleri boyutu
Tleri primer 5’-GGAAGTCCCCGATCACGTGAC -3’
209 bp
Geri primer 5’>-TGCTGTGTGGGACAAGGCTGA -3’

GGAAGTCCCCGATCACGTGACGAGGCGCGCCACTCGGCGCATGGGLCGC
GCTACACGGCCGCTCAGGGAGCTGAGGGTATAGCGTTTTCGCCTTAGACT
TTCTTGGGTGCAGGCCCACACCACCTCAGCAGCCTGCCCGGCAGTCCTCT
TTTCCCAGGTTTTGGCGTTTAGACAACCCACCTGAGTCEBTCAGCCTTGTCC
CACACAGCA

Sekil 3.3. RNLS geninin rs2296545 (+111 C/G) polimorfik bolgesini i¢eren niikleotit
dizisi (Dizayn edilen ileri ve geri primerler sari ile, BovCl (CCA"TCAGC)

enzimi tarafindan taninacak polimorfik bdlge kirmizi ile isaretlenmistir).
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Tablo 3.8. ilgili Bélgenin Cogaltimini Gergeklestirmek Uzere Belirlenen Reaksiyon

Bilesen Miktarlar1

Reaksiyon Bilesenleri

Kalip DNA (10 ng/ul) 5ul
10X Standart PZR Tamponu 5ul
25 mM MgCl, m
0.25 mM dNTP karigimi 0.25 ul
fleri primer (F) (10 pmol/ ul) 5ul
Geri primer (R) (10 pmol/ pl) 5ul
Taq DNA polimeraz (5 Unite (U) / pl) 0.2 ul
Steril distile H.O 25.55 ul
Toplam Hacim 50 ul

Optimize edilen PZR dongii kosulu asagida verilmistir.

94 °C 2’ 1 déngii
94°C 30~

60 °C 30” 35 dongii
72°C 1’

72°C7° 1 dongi



59

PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi Ile Kontrolii

Reaksiyonlar sonucunda elde edilen ilgili polimorfizmlerin c¢alisilmasi

amaciyla kullanilacak olan PZR iiriinleri agaroz jelde kontrol edilmistir.

Agaroz jel -elektroforezi DNA molekiillerinin ayrimi, taranmasi Ve
saflastirilmasi i¢in kullanilan basit, hizli ve yaygin bir yontemdir. Deniz yosunundan
elde edilen dogal bir koloit olan agaroz, galaktoz ve 3,6-anhidrogalaktoz iinitelerinin
ardistk olarak yer aldigi agarobioz {initelerinin tekrarlanmasindan olusan ve
molekiiler kiitlesi yaklasik 12.000 Da olan lineer bir polisakkarittir. Cok biiyiik por
capina sahiptir ve biiyilk molekiillerin ayrilmasinda kullanilir. Olusan por caplari
tamponda ¢oOziilen agaroz miktarma gore degismektedir. Tampon hem jelin
hazirlanmasinda hem de hareketli faz olarak elektroforez sirasinda elektriksel alanin
olusturulmasinda kullanilir. Tamponun iyonik giicii elektroforezin hareket hizin1 da
etkiler. Ornekler agaroz jelde tarak adi verilen aparat ile olusturulan kuyucuklara
yiikleme tamponu ile yiiklenir. Yiikleme tamponu karigimi goriiniir hale getirir ayni
zamanda, Ornegin tamponda ¢oziilmesini engelleyerek kuyucuga ¢cokmesini saglar.

Yiikleme stirecini takiben elektroforetik siire¢ baslatilir ve goriintiilleme yapilir.

Reaksiyonlar sonucunda elde edilen ilgili polimorfizmlerin c¢alisilmasi
amaciyla kullanilacak olan PZR iirtinleri %3 ‘liikk agaroz jelde kontrol edilmistir. 8 pl
PZR iirlinii, 2 pl yiikleme boyasi ile karistirilarak hazirlanan ornekler, iirlinlerin
uzunluklarini belirlemek amaci ile 50-100 bg’lik belirteg ile birlikte etidyum bromiir
iceren jele yiiklenmis, 85 V sabit voltaj verilerek 30 dakika yiiriitiilmiistiir. Jel 300
nm dalga boyuna ayarli UV transilliiminatérde incelenmistir. Hazirlanan ¢6zeltilerin

igerikleri Tablo 3.9°da verilmistir.

Tablo 3.9. 20X TBE Tamponu ve DNA Yiikleme Tamponu Hazirlik Protokolii

20X TBE Tamponu 1 X TBE Hazirlanisi 6X Yiikleme Tamponu
(pH= 8.3,1L) Hazirlanis1 (1 litre igin) Teerigi
Tris Base (1M) — 121 gr 50 ml 20 X TBE stok soliisyonu | %40 (w/v) siikroz ¢ozeltisi
Borik Asit (1 M) — 61,7 gr 950 ml distile su %0.25 brom fenol mavisi
EDTA (20Mm) — 7,44 gr %60 10X TBE tamponu
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3.3.4. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizm (RFLP)

Genotipleme ve polimorfizm ¢alismalarinda PZR-Restriksiyon Fragment
Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) temelli analizler genis ¢apta kullanilmaktadir. PZR-
RFLP analizlerinde gergeklestirilen ilk basamak alelik varyasyonu igeren fragmentin
amplifikasyonudur. Siireci takiben amplifikasyon {irlini uygun restriksiyon
endoniikleaz ile kesilir. Restriksiyon enziminin ¢ogaltilan bolgede tanima bolgesinin
varlig1 ya da ortadan kaldirilmis olmasi farkli uzunluklarda restriksiyon iiriinlerinin
olusumu ile sonuglanir ve fragmentlerin ayrimi elektroforez ile gergeklestirilir.

Genotipleme ve polimorfik belirleme bu sekilde basarilir.

RNLS geninde yer alan rs2576178, rs10887800, rs2296545 polimorfizlernin
belirlenmesi amaciyla sirasiyla Msp I, Pst | ve BbvCl enzimleri kullanilmis,
reaksiyon kosullar1 {iretici firmanin Onerilerine uygun olarak gerceklestirilmistir.
Reaksiyonlarda kullanilan enzimlerin &zellikleri Tablo 3.10°da verilmistir. Ug enzim

icin kullanilan protokol Tablo 3.11°de verilmistir.

Tablo 3.10. Kullanilan Restriksiyon Enzimleri ve Ozellikleri

Enzim Adi | Tanima Dizisi Tampon Cozelti | Cahisma | Uretici Fima

Sicakhigr
Msp | 5...CCGG...3" | CutSmart® Buffer | 37°C | New England
3...GGCL...5 BioLabs (NEB)
Pst | 5...CTGCAG... 3| CutSmart® Buffer | 37°C | New England
3 ..GACGTC...5 Biolabs (NEB)
BbvCl 5...CCTCAGC .| CutSmart® Buffer | 37°C New England

3. .GGAGTLCG .. BiolLabs (NEB)



https://www.neb.com/products/b7204-cutsmart-buffer
https://www.neb.com/products/b7204-cutsmart-buffer
https://www.neb.com/products/b7204-cutsmart-buffer
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Tablo 3.11. RFLP Analizi i¢in Hazirlanan Reaksiyon Bilesen Miktarlari

Reaksiyon Bilesenleri

PZR iiriinii 10 pl
Reaksiyon tamponu 3ul
Restriksiyon Enzimi 2 ul
Steril distile H20 15 ul
Toplam hacim 20 pl
Reaksiyon siiresi 10 saat

Belirtilen miktarlar kullanilarak hazirlanan ve enzimlerin 6zelliklerine uygun
sekilde inkiibasyona birakilan reaksiyon karigimlari inkiibasyon siiresi sonunda
reaksiyon 6x durdurma tamponu (%40 (w/v) siikroz ¢ozeltisi, %0.25 brom fenol
mavisi, %60 10X TBE tampon) ile durdurulmus, kesim 6rnekleri %2,5’luk agaroz jel

elektroforezinde yiiriitillerek analiz edilmistir.

3.3.5. Enzim-Bagh immunosorbent Analiz (ELISA)

Biyolojik 6rneklerde, 6zgiin antikorlar hedef antijenin miktarinin tayininde de
kullanilabilir. Bununla ilgili pek ¢ok immiinolojik yontem mevcuttur. Enzim-baglh
immunosorbent analiz (enzyme-linked immunosorbent assay; ELISA) nanogram
diizeyinde protein varligint ve miktarmi ¢ok hizli sekilde tayin edebilir. ELISA’da
Ozglin antikor, sabit bir ylizeye baglanir. Bu iselmde en giivenli yol, {izerinde
kuyucuklar bulunan plastik bir tasiyict zemin kullanmaktir ki; bu kuyucuklarin
dibine antikor baglanmistir. Calisilacak ornekler kuyucuklara eklenir. Eger antijen
varsa, antikor tarafindan taninir ve baglanir. Ardindan kuyucuklar yikanir ve

baglanmamis proteinler uzaklastirilir.

Ikincil antikor ortama eklenerek birinci antikordan farkli bir epitopa
baglanmasi saglanir. ikincil antikora bir enzim baglanir ve renksiz ya da flouresan bir

hale ¢evirebilir. Ortamdaki rengin ya da flouresan maddenin yogunlugu 6l¢iilerek her
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ornekteki antikor miktar1 saptanir. ELISA teknolojisini kullanan ¢ok sayida ticari kit
mevcuttur. Calismada, Olgulardan alinan kanlarda renalaz enzim diizeyi SunRed
Human (RNLS) ELISA Kit kullanilarak belirlenecektir. Kit ¢ift-antikor sandvig
yontemi temelinde ¢alismaktadir. Yontemde hazirlanan standartlar, Human Renelase
monoklonal antikor ile Onceden kaplanmis kuyucuklara eklenir ve inkiibasyon
gerceklestirilir. Ardindan biotin isaretli, Streptavidin-HRP ile kompleks olusturacak
Renalase (RNLS) antikoru ile inkiibasyon gergeklestirilir ve baglanmayan antikorlar
yikama ile uzaklastirilir. A ve B kromogen ¢ozeltilerin eklenmesi ile solusyon rengi
Oonce maviye doniigiir, ardindan asidite etkisiyle sarida sabitlenir. Olusan renk
yogunlugu ortamdaki renalaz miktari ile pozitif korelasyon gosterecektir. Protokoliin

ayrintilar1 asagida verilmistir.

Standart Diliisyonlarin Hazirlanmasi

Test i¢inde var olan orjinal standart kullanilarak kit yOnergesine uygun

sekilde standart dilusyonlar hazirlanmistir (Tablo 3.12)

Tablo 3.12. Standart Diliisyonlarin Hazirlanmasi

400 ng/ml Standard No.5 120ul Orjinal Standard +
120ul Standard diluent

200 ng/ml Standard No.4 120ul Standart No.5 +
120ul Standart diluent

100 ng/ml Standard No.3 120ul Standart No.4 +
120ul Standart diluent

50 ng/ml Standard No.2 120ul Standart No.3 +
120ul Standart diluent

25 ng/ml Standard No.1 120pul Standart No.2 +
120ul Standart diluent
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Analizi gerceklestirmek Tlizere, plateler Tablo 3.13’teki yOnergelere gore

hazirlanmistir.

Tablo 3.13. ELISA ic¢in Hazirlanan Plate Ozellikleri

Kor kuyucuk

Ornek ve antikor eklenmez, yalmzca
kromogen A ve B ve durdurma
soliisyonu igerir ve diger protokoller ayn1
sekilde uygulanir.

Standart kuyucuk

50 ul standart ve 50 pl Streptavidin-HRP
eklenir (Standart biotin antikoru ile
kombine durumdadir, antikor
eklenmesine gerek yoktur).

Test kuyucuk

40 pl ornek ve ardindan, 10 pul RNLS-
antikor ve 50 pl Streptavidin-HRP
eklenir. Plate {izeri kapama membrani ile
kaplanir ve 37°C’de 1 saat calkalanarak
inkiibe edilir.

Diger basamaklar

e Yikama soliisyonunun hazirlanisi: 30x yikama soliisyonu distile su ile 1x hale

getirilerek kullanilir.

e Yikama: Membran dikkatlice uzaklastirilir. Sivi uzaklastirildiktan sonra

yikama gerceklestirilir ve kalan soliisyon da uzaklastirilir.

e Her kuyucuga 50ul kromogen A soliisyonu ve ardindan eklenir, 50ul

kromogen B soliisyonu eklenir. Nazik¢e karistirilir ve at 37°C’de 10 dakika

karanlikta inkiibe edilir.

e Durdurma: Her kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu eklenir ve reaksiyon

durdurulur (Hizli sekilde maviden sartya renk doniisiimii gergeklesir).
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e Final 6l¢iim: Kor kuyucuk sifirlama i¢in kullanilarak, durdurma soliisyonu
eklendikten sonra 15 dakika icerisinde 450 nm’de optik dansite OSl¢iimi

gerceklestirilir.

e Standartlarin konsantrasyonu ve onlara bagimli OD degerlerini kullanarak
orneklerdeki renalaz diizeylerinin hesaplanmasi ilgili yazilimlar kullanilarak

gergeklestirilmistir.

3.4. Istatistiksel Degerlendirme

Tiim veri analizleri IBM SPSS 21.0 paket programlari ile yapildi. Verilerin
normal dagilima uygunlugunun arastirilmasinda Shapiro Wilk’s testinden
yararlanildi. Normal dagilim gosteren verilerin analizinde parametrik testlerden,
normal dagilima uymayan verilerin analizinde ise parametrik olmayan testlerden
yararlanildi. Gruplar arasi karsilagtirmalarda normal dagilima uygun olan verilerin
analizinde tek yonlii varyans analizi (one way ANOVA) ve normal dagilima uygun
olmayan verilerin analizinde Kruskal Wallis testleri kullanildi. Farkli gruplarin
belirlenmesinde POST HOC testlerden tukey (tek yonlii varyans analizi yapilan
gruplar i¢in) ve Dunn’s (Kruskal Wallis testi kullanilan gruplar igin) testleri
kullanildi. Olusturulan ¢apraz tablolarin analizinde Pearson Exact ki kare testi
kullanildi. Degiskenler aras1 iligkilerin belirlenmesinde Spearman korelasyon
katsayist (correlation coefficient) hesaplandi. Normal dagilan siirekli degiskenlerin
0zet degerleri ortalama + standard sapma (Mean+SD), dagilmayanlar ise medyan
(Q1-Q3) olarak verildi. Kategorik degiskenler yiizde olarak ifade edildi. Tim

karsilagtirmalarda p<0.05 diizeyi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. PZR Sonuclar

4.1.1. RNLS rs2576178 (-451 G/A) Gen Bolgesinin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu Sonuglar:

RNLS geninin -451. pozisyonunda 5’UTR boélgesinde yerlesim gosteren
rs2576178 polimorfizmini igeren niikleotit dizisinin PZR yontemi ile ¢ogaltilmasi
sonucu elde edilen iiriin, 525 bg¢ biiyiikligiinde olup bu iirliniin agaroz jeldeki

goriintlisii Sekil 4.1.°de verilmistir.

Sekil 4.1. RNLS geninin 5> UTR’1nda -451. pozisyonundaki polimorfizmi (G/A)
iceren 525 bg’lik bolgenin amplifikasyon sonrasi agaroz jel goriintiisii

(M:100 bg’lik belirteg; 1-4. kuyucuklar).

4.1.2. RNLS rs10887800 (A/G) Gen Bolgesinin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu Sonuglar:

RNLS geninin intron 6 bolgesinde yerlesim gosteren rs10887800 (A/G)
polimorfizmini igeren niikleotit dizisinin PZR yontemi ile ¢ogaltilmasi sonucu elde
edilen iiriin, 554 bg¢ biiyiikliigiinde olup bu iirliniin agaroz jeldeki goriintiisii Sekil

4.2.’de verilmistir.
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Sekil 4.2. RNLS geninin intron 6 bolgesine ait rs10887800 (A/G) polimorfizmini
iceren 554 bg¢’lik bolgenin amplifikasyon sonrasi agaroz jel goriintiisii

(M:100 bg’lik belirteg,1-4. kuyucuklar).

4.1.3. RNLS rs2296545 (+111 C/G) (Glu37Asp) Gen Bolgesinin Polimeraz
Zincir Reaksiyonu Sonuclari

RNLS geninin +111. pozisyonunda yerlesim gosteren ve kodlanan bolgede
37.pozisyonda glutamik asit-aspartik asit doniisimiine neden olan 152296545
polimorfizmini igeren niikleotit dizisinin PZR yontemi ile ¢ogaltilmasi sonucu elde
edilen iirlin, 209 bg¢ biiyiikliigiinde olup bu iirliniin agaroz jeldeki goriintiisii Sekil

4.3.”de verilmistir.

Sekil 4.3. RNLS geninin 111. pozisyonunda yerlesim gosteren rs2296545 (+111 C/G)
(Glu37Asp) polimorfizmini igeren 209 bg’lik bolgenin amplifikasyon

sonrasi agaroz jel gortntiisii (M:100 bg’lik belirteg,1-4.Kuyucuklar).
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4.2. RFLP Sonuclarn

4.2.1. RNLS rs2576178 Polimorfizminin Belirlenmesi I¢in
Gergeklestirilen Restriksiyon Enzim Kesimi Sonuglari

RNLS geninin -451.pozisyonunda goriilen (G/A) polimorfizmini belirlemek
amaciyla Msp | restriksiyon endoniikleaz enzimi kullanilarak Tablo 3.11 ’de

verilenlere gore reaksiyon gerceklestirilmistir.

PZR ile elde edilen 525 bg¢’lik hedef gen bdlgesi restriksiyon enzimi ile
kesilmistir. Bu bolgede guanin bulunduran dizi Msp | kesim noktasi tasimaktadir
(Sekil 3.1). Guanin niikleotidinden adenin niikleotidine degisim gosteren homozigot
bireylerde (AA) 525 bg¢’lik tek bant, heterozigot bireylerde 525 bg, 423 bg, 102 b¢’lik
li¢ bant, tanima bolgesinde guanin bulunduran bireylerde 423 bg, 102 bg’lik iki bant
elde edilmistir (Sekil 4.4).

525bp—
423bp—
102bp—

W -

Sekil 4.4. RNLS (-451 G/A) polimorfizmi Msp | kesim sonuglariin agaroz jelde
gosterimi. M — Marker (100 bg'lik). 1,3,4,5,6 nolu kuyular; heterozigot
GA genotipi (525-423-102 bg’lik bantlar), 2,8 nolu kuyucuklar; homozigot
AA genotipi (525 bg’lik bant), 7 nolu kuyucuk homozigot GG genotipi

(423-102 bg’lik bantlar).
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4.2.2. RNLS rs10887800 Polimorfizminin Belirlenmesi I¢in
Gerceklestirilen Restriksiyon Enzim Kesimi Sonuclari

RNLS geninin intron 6 bolgesinde yerlesim gosteren rs10887800 (A/G)
polimorfizmini belirlemek amaciyla Pst | restriksiyon endoniikleaz enzimi

kullanilarak Tablo 3.11 *de verilenlere gore reaksiyon gerceklestirilmistir.

PZR ile elde edilen 554 b¢’lik hedef gen bdlgesi restriksiyon enzimi ile
kesilmigtir. Bu bolgede adenin bulunduran dizi Pst | Kkesim noktasi
bulundurmamaktadir (Sekil 3.2). Adenin niikleotidinden guanin niikleotidine degisim
gerceklesmesi kesim bolgesini ortaya ¢ikarmaktadir. Homozigot bireylerde (AA) 554
b¢’lik tek bant, heterozigot bireylerde 554 bg, 415 bg, 139 be¢’lik {i¢ bant, tanima
bolgesinde guanin bulunduran bireylerde (GG) 415 bg,139 bg’lik iki bant elde
edilmistir (Sekil 4.5).

554hp—
415hp—
139bp—

Sekil 4.5. RNLS rs10887800 (A/G) polimorfizmi Pst | kesim sonuglarinin agaroz
jelde gosterimi. M — Marker (100 bg'lik). 1,2,3 nolu kuyular; heterozigot
AG genotipi (554-415-139 bg’lik bantlar), 4,5 nolu kuyucuklar;
homozigot AA genotipi (554 bg’lik bant), 6 nolu kuyucuk; homozigot

mutant GG genotipi (415-139 bg’lik bantlar).
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4.2.3. RNLS rs2296545 Polimorfizminin Belirlenmesi I¢in
Gerceklestirilen Restriksiyon Enzim Kesimi Sonuclari

RNLS geninin +111. pozisyonunda goriilen (C/G) polimorfizmini belirlemek
amaciyla BbvCl restriksiyon endoniikleaz enzimi kullanilarak Tablo 3.11°de
verilenlere gore reaksiyon gergeklestirilmistir. PZR ile elde edilen 209 bg’lik hedef
gen bolgesi restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Bu bdlgede guanin bulunduran dizi
BbvCl kesim noktasi bulundurmamaktadir (Sekil 3.3). Guanin niikleotidinden sitozin
niikleotidine degisim gerceklesmesi kesim bolgesini  ortaya ¢ikarmaktadir.
Homozigot bireylerde (GG) 209 bg’lik tek bant, heterozigot bireylerde 209 bg, 188
be, 21 be’lik {i¢ bant, tanima boélgesinde sitozin bulunduran bireylerde (CC) 188 bg,
21 bg’lik iki bant elde edilmistir (Sekil 4.6).

209hp—
188hp—

Sekil 4.6. RNLS (+ 111 C/G) polimorfizmi BbvCl kesim sonuglarinin agaroz jelde
gosterimi. M — Marker (50 bg'lik). 1,3,7 nolu kuyucuklar; heterozigot CG
genotipi (209- 188 bg’lik bantlar); 4,5,6 nolu kuyucuklar; homozigot CC
genotipi (188 b¢’lik bant), 2 nolu kuyucuk; homozigot GG genotipi (209

be’lik bant).
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Calisma kapsaminda; 3 renalaz gen polimorfizminin genotipleri rs2576178 (5'
UTR), rs10887800 (intron 6) ve rs2296545 (ekson 2); serum renalaz diizeyi
normoalbiiminiirik olan 74, mikroalbiiminiirik olan 28 ve makroalbuminurik-asikar
nefropatik olan 52 hasta olmak {izere toplamda 154 tip 2 diabet hastasinda, 48
diyabeti olmayip bobrek hastaligi olan hastada ve 50 saglikli goniilliide ¢alisildi.
Ayrica tiim hastalarda serum hemoglobin, glukoz, sodyum, potasyum, fosfor,
kalsiyum, iirik asit, total protein, albumin, kreatinin, BUN, total kolesterol, LDL,
trigliserit, HDL ve HbAlc o6l¢iildii. Hastalarin demografik ve klinik 6zeliklerinden
yas, cinsiyet, diyabet yasi (ay olarak), diyabetik retinopati varligi, kullandig
antihipertansif ilaglar, antiproteiniirik tedavi alip almadigi, diyaliz tedavisine girip
girmedigi degerlendirildi, eGFR CKD-EPI yontemi ile hesaplanarak degerlendirildi.
Tim gruplarin demografik ve klinik Ozellikleri Tablo 4.1° de, biyokimyasal
parametreleri Tablo 4.2’ de, gruplar arasi serum renalaz diizeyi Tablo 4.3” te

belirtilmistir.



Tablo 4.1. Calismaya Alinan Hastalarin Demografik ve Klinik Ozellikleri

Normoalbuminiirik Mikroalbiiminiirik Makroalbuminiirik Hastalikl1 kontrol Saglikli kontrol p degeri
N 74 28 52 48 50
Yas (y1l) 59 (53-63) 61 (57,25-64,75) 61 (54,25-64,75) 45,5 (31-59) 28 (25-37) <0,001%**
Cinsiyet (E/K) 30/44 12/16 29/23 27/21 25/25 0,34
DMYas (Ay) * 192 (144-264) 192 (168-249) 204 (147-261) NA NA 0,894
DRP (%) * 17 (23) 13 (46,4) 45 (86,5) 0 0 <0,001
VKI (Kg/m?) 28,7 (26,38-29,4) 29,1 (26,3-29,78) 27,9 (26,1-29,4) 26,45 (23,3-29,4) 25,65 (22,65-27,58) <0,001**
SKB (mmHg) 120 (110-120) 120 (120-130) 120 (120-130) 120(110-130) 120 (110-120) <0,001
DKB (mmHg) 70 (70-80) 75 (70-80) 70 (70-80) 70 (70-80) 70 (70-80) 0,591
eGFR (ml/dk/1,73 m?) 93,89 (85,29-99,69) | 83,15(71,05-92,38) | 30,77 (14,75-46,34) | 45,75 (18,08-82,42) | 113,2(100,03-123) <0,001

* DRP ve Diyabet Yasi diyabetik gruplar arasinda karsilastirilmistir.
** Diyabetik Gruplar kendi i¢inde kiyaslandiginda istatistiki olarak anlamli fark yoktur (p>0,05).
Biitiin gruplar aras1 parametrelerin ortanca degerleri verilmistir.
DRP: Diyabetik retinopati, VKI: Viicut kitle indeksi, SKB: Sistolik kan basinci, DKB: Diyastolik kan basinci, eGFR: Tahmini glomeriiler filtrasyon hiz1

1.



Tablo 4.2. Calismaya Alinan Hastalarin Biyokimyasal Parametreleri

Normoalbuminiirik Mikroalbiiminiirik Makroalbuminiirik Hastalikli kontrol Saglikli kontrol p degeri
N 74 28 52 48 50
Albuminiiri (24 sa) 5,66 (4,05-7,64) 85,56 (39,14-170,56) 1214,27 (420,66-3275) 68219822255)’36_ 3,68 (2,42-5,29) <0,001
Proteiniiri (24 sa) 188,65 (113,29-258,05) 331,02 (199,03-492,69) 1409,76 (563,55- 4363,29) | 1034,80 (301,5-2470) | 130,43 (82,38-172,56) <0,001
Hb (gr/dl) 13,49 £1,39 13,01+1,54 12,24+1,75 12,60+2,10 14,33+1,75 <0,001
Serum Glukoz (mg/dl) 158 (122,5-189,75) 160 (136,25-215,25) 155 (119,25-222) 86,5 (77-97,75) 85,5 (81-89) <0,001%**
Serum Sodyum (mEq/L) 138 (137-141) 140 (135,5-142,75) 137,5 (135,25-140) 139 (138-141,75) 140,5 (138-142) <0,001%**
Serum Potasyum (mEq/L) 4,64(4,40-4,92) 4,92 (4,46-5,18) 5,05 (4,64-5,21) 4,66 (4,2-4,87) 4,46 (4,2-4,66) <0,001
Serum Fosfor (mg/dl) 3,45 (3,08-3,9) 3,5(3,3—3,78) 3,7 (3,3-4,3) 4 (3,3-4,7) 3,5(3,18-3.8) <0,001
Serum Kalsiyum (mg/dl) 9,63 (9,48-9,94) 9,67 (9,36-9,95) 9,22 (8,89-9,57) 9,26 (8,63-9,61) 9,55 (9,28-9,84) <0,05
Serum Urik Asit (mg/dl) 4,87+1,34 5,48+1,74 6+2,04 6,3+1,78 4,69+1,08 <0,001
Serum Total Protein (g/dl) 7,1 (6,88-7,4) 7,3 (6,93-7,68) 6,95 (6,7-7,38) 6,7 (6,1-7,3) 7,5 (7,2-7,73) <0,001**
Serum Albiimin (g/dl) 4,4 (4,2-4,5) 4,4 (4,2-4,6) 4 (3,53-4,3) 3,9 (3,6-4,38) 4,7 (4,5-4,8) <0,001
Serum Kreatinin (mg/dl) 0,76 (0,68-0,87) 0,89 (0,82-0,97) 1,99 (1,47-4,21) 1,67 (0,95-3,23) 0,77 (0,66-0,94) <0,001
Serum BUN (mg/dl) 13 (11-16) 16 (13-20,5) 33 (24-47) 27 (18-43,5) 11 (9-14) <0,001
Total kolesterol (mg/dl) 195 (163-219,3) 178,5 (157,3-236,5) 180 (157,25-224) 193 (163,75-228) 172,5 (145,7-196,2) 0,054
LDL (mg/dl) 130 (107,25-148,25) 116,5 (96,25-149,75) 113,5 (92,25-149) 123 (98,75-153) 112,5 (91,25-139,75) 0,253
Trigliserit (mg/dl) 131 (92,75-186) 158 (100,25-212,25) 188 (131,75-270) 153,5 (87,75-236,5) 91,5 (68,75-139) <0,001
HDL (mg/dl) 45 (38-53) 42 (34,25-51) 37 (30,25-43,75) 48 (34-56,75) 45 (39,5-54) <0,001
HbAlc (%) * 8,69 (8,15-9,51) 8,9 (8,24-10,11) 8,67 (8,13-9,64) 5,51 (4,96-5,73) 5,09 (4,74-5,41) 0,537

* HbAlc diyabetik gruplar arasinda karsilastirilmistir.

** Diyabetik Gruplar kendi ig¢inde kiyaslandiginda istatistiki olarak anlamli fark yoktur (p>0,05).
Biitiin gruplar arasi parametrelerin ortanca degerleri (Serum {irik asit ve hemoglobin i¢in ortalama deger) verilmistir.
Hb: Hemoglobin, BUN: Kan iire azotu, LDL: Diisiik yogunluklu lipoprotein, HDL: Yiiksek yogunluklu lipoprotein, HbAlc: Glikolize hemoglobin

¢l



Tablo 4.3. Calismaya Alinan Hastalarin Gruplar Aras1 Serum Renalaz Diizeyi

Normoalbuminiirik

Mikroalbiiminiirik

Makroalbuminiirik Hastalikli kontrol Saglikli kontrol p degeri
N 74 28 52 48 50
Serum Renal
crummn Benaaz 189,3 (144,78-265) | 141,85 (70,99-200,02) | 206,95 (89,08-324,6) | 176,85 (72,69-262,18) | 127,2 (54,94-482,85) 0,159
Diizeyi (ng/ml)

Gruplar arasi ortanca degerler verilmistir.

€L
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Gruplar demografik ve klinik veriler acisindan kiyaslandiginda cinsiyet, DM
yasi, diyastolik kan basinci, total kolesterol, LDL, serum renalaz diizeyi agisindan

istatistiki olarak anlamli farklilik saptanmamaistir (p>0,05).

Yas, VKI, Serum Glukoz, Serum Sodyum ve Serum Total Protein agisindan
gruplar degerlendirildiginde diyabetik gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli fark

yoktur (p>0,05).

Yas acisindan gruplar degerlendirildiginde hastalikli kontrol ile saglikli
kontrol arasinda (p=0,005), hastalikl1 kontrol ve saglikli kontrol ile diyabetik gruplar
arasinda (p<0,001) istatistiki olarak anlamli farklilik saptanmistir. Diger gruplar

arasinda anlamli farklilik saptanmamuistir (p>0,05).

DRP agisindan diyabetik gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli farklilik
saptanmigtir (p<0,001). Diger gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmamistir

(p>0,05).

VKI acisindan gruplar degerlendirildiginde saglikli kontrol ile diyabetik
gruplar arasinda, hastalikli kontrol ile saglikli kontrol ve diyabetik gruplar arasinda
istatistiki olarak anlamli farklilik saptanmistir (p<0,001). Diger gruplar arasinda
anlamli farklilik saptanmamistir (p>0,05).

Sistolik kan basinci agisindan gruplar degerlendirildiginde saglikli kontrol ile
mikroalbiiminiirik grup arasinda (p=0,022); makroalbuminurik grup ile saglikli
kontrol ve normoalbuminiirik gruplar (p<0,001) arasinda istatistiki olarak anlamli

farklilik saptanmistir. Diger gruplar arasinda anlamli farklilhik saptanmamistir

(p>0,05).

24 saatlik idrarda albliminiiri agisindan gruplar degerlendirildiginde saglikli
kontrol ve normoalbuminiirik gruplar ile mikroalbliminiirik, makroalbuminurik ve
hastalikli kontrol gruplar1 arasinda istatistiki olarak anlamli farklilhik saptanmistir

(p<0,001). Diger gruplar arasinda anlaml farklilik saptanmamustir (p>0,05).

24 saatlik idrarda proteiniiri acisindan gruplar degerlendirildiginde saglikli
kontrol ile mikroalbliminiirik, makroalbuminurik ve hastalikli kontrol arasinda
(p<0,001); normoalbuminiirik ile makroalbuminurik ve hastalikli kontrol arasinda

(p<0,001); mikroalbiiminiirik ile makroalbuminurik gruplar arasinda istatistiki olarak
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anlaml farklilik saptanmistir (p<0,001). Diger gruplar arasinda anlamli farklilik
saptanmamustir (p>0,05).

Hemoglobin agisindan gruplar degerlendirildiginde normoalbuminiirik grup
ile makroalbuminurik (p<0,001) ve hastalikli kontrol (p<0,05) grubu arasinda;
mikroalbiiminiirik  grup ile saghikli kontrol grubu arasinda (p<0,05);
makroalbuminurik grup ile saglikli kontrol grubu arasinda (p<0,001); hastalikli
kontrol grubu ile saglikli kontrol grubu arasinda (p<0,001) istatistiki olarak anlamli

farklilik saptanmistir. Diger gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmamistir

(p>0,05).

Glukoz agisindan gruplar degerlendirildiginde saglikli ve hastalikli kontrol
gruplart ile diyabetik gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli farklilik saptanmistir

(p<0,001). Diger gruplar arasinda anlaml farklilik saptanmamastir (p>0,05).

Sodyum acgisindan gruplar degerlendirildiginde saglikli kontrol grubu ile
makroalbuminurik grup arasinda istatistiki olarak anlamli farklilik saptanmistir

(p<0,001). Diger gruplar arasinda anlaml farklilik saptanmamastir (p>0,05).

Potasyum agisindan gruplar degerlendirildiginde saglikli kontrol grubu ile
mikroalbiiminiirik ve makroalbuminurik grup arasinda (p<0,001); makroalbuminurik
grup ile hastalikli kontrol ve normoalbuminiirik grup arasinda (p<0,05) istatistiki
olarak anlamli farklilik saptanmustir. Diger gruplar arasinda anlamli farklilik

saptanmamustir (p>0,05).

Fosfor agisindan gruplar degerlendirildiginde normoalbuminiirik grup ile
makroalbuminurik ve hastalikli kontrol gruplar1 arasinda istatistiki olarak anlamli
farklilik  saptanmistir  (p<0,001). Diger gruplar arasinda anlamh farklilik
saptanmamustir (p>0,05).

Kalsiyum agisindan gruplar degerlendirildiginde makroalbuminurik grup ve
hastalikli kontrol grubu ile normoalbuminiirik, mikroalbliminiirik ve saglikli kontrol
gruplar1 arasinda istatistiki olarak anlamli farklilik saptanmistir (p<0,05). Diger

gruplar arasinda anlaml farklilik saptanmamistir (p>0,05).

Urik asit agisindan gruplar degerlendirildiginde normoalbuminiirik grup ile

makroalbuminurik ve hastalikli kontrol grubu arasinda (p<0,001); makroalbuminurik
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grup ile saglikli kontrol grubu arasinda (p<0,001); hastalikli kontrol grubu ile saglikli
kontrol grubu arasinda (p<0,001) istatistiki olarak anlamli farklilik saptanmistir.

Diger gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmamistir (p>0,05).

Total protein agisindan gruplar degerlendirildiginde hastalikli kontrol grubu
ile mikroalbliminiirik ve saglikli kontrol gruplar1 arasinda (p<0,05), saglikli kontrol
grubu ile normoalbuminiirik ve makroalbuminurik gruplar1 arasinda (p<0,001)
istatistiki olarak anlamli farklilik saptanmustir. Diger gruplar arasinda anlamli

farklilik saptanmamaistir (p>0,05).

Albiimin acisindan gruplar degerlendirildiginde makroalbuminurik ve
hastalikli kontrol grublar1 ile normoalbuminiirik, mikroalbiiminiirik ve saglikli
kontrol gruplar1 arasinda (p<0,001); saglikli kontrol grubu ile normoalbuminiirik ve
mikroalbiiminiirik gruplar arasinda (p<0,05) istatistiki olarak anlamli farklilik
saptanmistir. Diger gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmamustir (p>0,05).

Kreatinin agisindan gruplar degerlendirildiginde normoalbuminiirik ve
mikroalbiiminiirik gruplar ile hastalikli kontrol ve makroalbuminurik gruplar
arasinda (p<0,001), saglikli kontrol grubu ile hastalikli kontrol ve makroalbuminurik
gruplar arasinda (p<0,001) istatistiki olarak anlamli farklilik saptanmistir. Diger

gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmamistir (p>0,05).

BUN acisindan gruplar degerlendirildiginde saglikli kontrol grubu ile
mikroalbiiminiirik, makroalbuminurik ve hastalikli kontrol gruplari arasinda
(p<0,001); normoalbuminiirik grup ile hastalikli kontrol ve makroalbuminurik
gruplar arasinda (p<0,001); mikroalbiiminiirik grup ile makroalbuminurik grup
arasinda (p<0,001) istatistiki olarak anlamli farklilik saptanmistir. Diger gruplar

arasinda anlaml farklilik saptanmamuistir (p>0,05).

eGFR acisindan gruplar degerlendirildiginde makroalbuminurik grup ile
normoalbuminiirik, mikroalbliminiirik ve saglikli kontrol gruplar1 arasinda
(p<0,001); hastalikl1 kontrol grubu ile saglikli kontrol ve normoalbuminiirik gruplar
arasinda  (p<0,001); saghkli kontrol grubu ile normoalbuminiirik ve
mikroalbiiminiirik gruplar arasinda (p<0,001) istatistiki olarak anlamli farklilik

saptanmistir. Diger gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmamustir (p>0,05).
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Trigliserid agisindan gruplar degerlendirildiginde saglikli kontrol grubu ile
normoalbuminiirik, mikroalbliiminiirik, makroalbuminurik ve hastalikli kontrol
gruplar1 arasinda (p<0,05); normoalbuminiirik grup ile makroalbuminurik grup
arasinda (p<0,05) istatistiki olarak anlamli farklilik saptanmistir. Diger gruplar

arasinda anlamli farklilik saptanmamaistir (p>0,05).

HDL acisindan gruplar degerlendirildiginde makroalbuminurik grup ile
normoalbumintirik, hastalikli kontrol ve saglikli kontrol gruplar1 arasinda (p<0,05)
istatistiki olarak anlamli farklilik saptanmistir. Diger gruplar arasinda anlamlhi

farklilik saptanmamuistir (p>0,05).

3 renalaz gen polimorfizminin (rs2576178, rs10887800 ve rs2296545)
genotip dagilimi diyabetik gruplar ve kontrol gruplar1 arasinda karsilastirildi.

Polimorfizmler i¢in genotipleme sonuglari Tablo 4.4, 4.5 ve 4.6’ da dzetlenmistir.



Tablo 4.4. Rs2576178 Polimorfizminin Gruplar Aras1 Dagilimi

78

glikl
Normoalbuminiirik | Mikroalbiiminiirik | Makroalbuminiirik Hastalikli kontrol Saglikl P
152576178 kontrol Deger
(n=74) (n=28) (n=52) (n=48) (n=50)
GG 2(2,7) 1(3,6) 2 (3,8) 2(4,2) 1(2)
Genotip AG 57 (77) 26(92,9) 46 (88,5) 36 (75) 34 (68) 0,09
AA 15 (20,3) 1(11,1) 4(7,7) 10 (20,8) 15 (30)
G 41,22 50 48,08 41,67 36
Alel
A 58,78 50 51,92 58,33 64
G aleli tastyicilari 59 (80) 27 (96) 48 (92) 38(79) 35(70)
HWE x%; p 0,682; 0,409 2,358; 0,088 3,049; 0,081 0,663; 0,416
1,25 1,78 1,65 127 Ref.
G aleli igin OR
(0,74-2,1) (0,92-3,45) (0,94-2,89) (0,71-2,26)

OR: tahmini ré6latif risk, HWE: Hardy-Weinberg dengesi, Ref: Referans
AA: Homozigot normal, AG: Heterozigot, GG: Homozigot mutant




Tablo 4.5. Rs10887800 Polimorfizminin Gruplar Aras1 Dagilimi
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Normoalbuminiirik | Mikroalbiiminiirik Makroalbumintirik Hastalikli kontrol Saglikls P
rs10887800 Kontrel Degeri
(n=74) (n=28) (n=52) (n=48) (n=50)
GG 0 (0) 1(3,6) 1(1,9) 2 (4,2) 0(0)
Genotip AG 70 (94,6) 25 (89,3) 49 (94,2) 44 (91,7) 45 (90) 0,545
AA 4(5.4) 2 (7,1) 2 (3,8) 2 (4,2) 5(10)
G 47,29 48,21 49,04 50 45
Alel
A 52,71 51,79 50,96 50 55
G aleli tastyicilari 70 (95) 26 (93) 50 (96) 46 (96) 45 (90)
HWE x2; p 0,127; 0,722 0,149; 0,699 0,334; 0,563 0,491; 0,483
1,09 1,14 1,18 1,22 Ref.
G aleli igin OR
(0,66-1,83) (0,59-2,19) (0,68-2,04) (0,69-2,14)

OR: tahmini rolatif risk, HWE: Hardy-Weinberg dengesi, Ref: Referans

AA: Homozigot normal, AG: Heterozigot, GG: Homozigot mutant




Tablo 4.6. Rs2296545 Polimorfizminin Gruplar Aras1 Dagilim1

80

Normoalbuminiirik | Mikroalbliminiirik | Makroalbuminiirik Hastalikli kontrol Saglikl P
1s2296545 ontrol Degeri
(n=16) (n=28) (n=13) (n=16) (n=8)
GG 0 (0) 6(21,4) 0 (0) 1(6,3) 0(0)
Genotip CG 11 (68,8) 22 (78,6) 11 (84,6) 15 (93,8) 7 (87,5) 0,05
CcC 5@313) 0(0) 2 (15,4) 0 (0) 1(12,5)
G 34,38 60,71 42,31 53,13 43,75
Alel
C 65,62 39,29 57,69 46,87 56,25
C aleli tastyicilar 16 (100) 22(79) 13 (100) 15 (94) 8 (100)
HWE x% p 0,100; 0,527 0,851; 0,227 0,00; 0,927 0,094,0,54
1,49 0,50 1,06 0,69 Ref.
C aleli igin OR
(0,44-5,07) (0,16-1,55) (0,30-3,73) (0,21-2,30)

OR: tahmini rélatif risk, HWE: Hardy-Weinberg dengesi, Ref: Referans
GG: Homozigot normal, CG: Heterozigot, CC: Homozigot mutant

rs2576178 ve rs10887800 polimorfizmleri i¢in gruplar arasinda genotip
dagilimi, alel frekans1 ve tahmini rolatif risk acisindan istatiksel agidan anlamli

farklilik saptanmadi (p>0,05).

1s2296545 polimorfizmi igin tiim gruplar birlikte degerlendirildiginde genotip
dagilimi agisindan istatiksel agidan anlamli farklilik saptandi (p=0,05). Alt grup
analizi yapildiginda diyabetik gruplar ile kontrol gruplar1 arasinda fark saptanmadi
(p=0,374). Diyabetik gruplar kendi arasinda degerlendirildiginde istatistiki olarak
fark (p=0,05). ayri
degerlendirildiginde CC (p=0,286) ve CG (p=0,612) genotipleri agisindan fark

saptandi Genotipler diyabetik gruplar arasinda ayr
saptanmadi. GG genotipi agisindan istatistiki olarak fark saptandi (p=0,04). Istatistiki
acidan goriilen farklilik klinik olarak saptanmadi ve mevcut farklibk tim GG
genotipine sahip hastalarin mikroalbliminiirik grupta toplanmasina baglandi. Mevcut
veriler ile GG genotipinin klinik olarak nefropati progresyonunda etkisinin olmadig1
diisiiniilmistlir. 1s2296545 polimorfizmi igin gruplar arasinda alel frekansi ve

tahmini rolatif risk agisindan istatiksel agidan anlamli farklilik saptanmadi (p>0,05).
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Calismada serum renalaz diizeyi ile calismaya dahil edilen tiim hastalarin
demografik ve klinik 6zellikleri korelasyon analizi ile degerlendirilmis olup sonuglari
Tablo 4.7 ve Tablo 4.8." de gosterilmistir. Serum renalaz diizeyi ile calisilan

parametreler arasinda istatistiki olarak anlamli bir korelasyon saptanmamustir.

Tablo 4.7. Serum Renalaz Diizeyi Ile Klinik ve Laboratuvar Verilerinin Kolerasyon

Analizi
Serum renalaz diizeyi
p r
Yas (y1l) 0,999 0,000
DMYas (Ay) 0,742 -0,027
VKI (Kg/m?) 0,958 -0,003
SKB (mmHg) 0,327 0,062
DKB (mmHg) 0,710 -0,024
Albuminiiri (24 sa) 0,923 0,006
Proteiniiri (24 sa) 0,489 0,045
Hb (gr/dl) 0,473 0,045
Serum Glukoz (mg/dl) 0,910 0,007
Serum Sodyum (mEq/L) 0,399 -0,053
Serum Potasyum (mEq/L) 0,477 0,045
Serum Fosfor (mg/dl) 0,300 -0,066
Serum Kalsiyum (mg/dl) 0,217 0,078
Serum Urik Asit (mg/dl) 0,498 0,043
Serum Total Protein (g/dl) 0,677 -0,026
Serum Albumin (g/dl) 0,360 0,058
Serum Kreatinin (mg/dl) 0,782 0,018
Serum BUN (mg/dl) 0,545 0,038
eGFR (ml/dk/1,73 m?) 0,929 0,006
Total kolesterol (mg/dl) 0,722 0,023
LDL (mg/dl) 0,632 -0,030
Trigliserit (mg/dl) 0,684 -0,026
HDL (mg/dl) 0,094 0,106
HbAlc (%) 0,734 0,021

VKI: Viicut kitle indeksi, SKB: Sistolik kan basinci, DKB: Diyastolik kan basinci, Hb: Hemoglobin,
eGFR: Tahmini glomeriiler filtrasyon hizi, BUN: Kan iire azotu, LDL: Diisiik yogunluklu lipoprotein,
HDL: Yiiksek yogunluklu lipoprotein, HbAlc: Glikolize hemoglobin
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Tablo 4.8. Serum Renalaz Diizeyi Ile Cinsiyet ve Diyabetik Retinopati iliskisi

Serum Renalaz Diizeyi p
N (252) o
Erkek 123 186,4 (88,34-339,3)
Cinsiyet | Kadin 129 173,6 (93,2-224,6) 0,139
Diyabetik | Va" 75 183,3 (80,05-339,3)
Retinopat |y 177 177.9 (93,21-257,4) 0,469

Calismada serum renalaz diizeyi ile cinsiyet ve diyabetik retinopati arasinda

istatistiki olarak anlamli bir farklilik saptanmamustir.

(Calisma kapsaminda; hasta ve kontrol grubundaki tiim bireyler, 3 renalaz gen
polimorfizminin genotiplerine goére smiflandirildilar ve klinik, biyokimyasal
parametreler ile genotip arasindaki iliski analiz edildi. Polimorfizmlerin genotiplerine
gore klinik ve biyokimyasal parametreler arasindaki iligski rs2576178 TNP i¢in Tablo
4.9’ da rs10887800 TNP i¢in Tablo 4.10” da ve rs2296545 TNP i¢in Tablo 4.11° de

gosterilmistir.
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Tablo 4.9. Rs2576178 Polimorfizminin Genotiplerine Gore Klinik ve Biyokimyasal

Parametreler Arasindaki iliski

152576178
p degeri
GG AG AA
N 8 199 45
Yas (y1l) 52 (45,5-54,75) 57 (42-62) 55 (30-61,5) 0,376
Cinsiyet (E/K) 5/3 98/101 20125 0,597
DMYas (Ay) 168 (150-240) 192 (144-258) 204 (168-261) 0,488
DRP (%) 37,5 332 133 0,028
VKI (Kg/m?) 27,75 (24,68-29.33) | 27.8 (25.2-29.4) 27,1 (24,6-29.2) 0,906
SKB (mmHg) 115 (102,5-120) 120 (110-130) 120 (110-120) 0,057
DKB (mmHg) 70 (70-80) 70 (70-80) 70 (70-75) 0,307
Albuminiiri (24 sa) 169,9 (7,1-2848,6) | 21,1 (4,9-581,6) 6,63 (3,62-107) 0,018
Proteiniiri (24 sa) 4149 (111-3647,5) | 256,2 (143-822,9) | 158 (114,1-392,4) 0,078
Hb (gr/dl) 12,04+2,25 13,14+1,86 13.4£1,75 0,697
Serum Glukoz (mg/dl) 151,5 (94-210,3) 125 (87-173) 105 (84-143) 0,184
Serum Sodyum (mEg/L) 137,5 (134,3-140) 139 (137-141) 140 (138-142) 0,091
Serum Potasyum
e u 4,85 (4,37-5,28) 4.7 (4,39-5,06) 4,56 (4,23-4,84) 0,177
Serum Fosfor (mg/dl) 3,95 (3,25-4,85) 3,6 (3.2-4,1) 3,6 (3,15-3,95) 0,561
Serum Kalsiyum (mg/dl) 9,29 (9,02-9,38) 9,49 (9,21-9,77) 9,59 (9,29-9,97) 0,053
Serum Urik Asit (mg/dI) 5,4 (4,58-7,18) 52 (4,1-6,4) 52 (4,3-6,5) 0,654
(S;EI;“ Total Protein 7(6,73-7,18) 7,1 (6,7-7,6) 7.2 (6,9-7,55) 0,274
Serum Albumin (g/dl) 4.4 (3,93-4.4) 43 (4-4.6) 45 (42-47) 0,108
Serum Kreatinin (mg/d) 1,45 (0,76-3,61) 0,89 (0,74-1,56) 0,8 (0,69-1,28) 0219
Serum BUN (mg/dl) 16 (11,25-65,75) 16 (12-27) 14 (11-24) 0,607
¢GFR (ml/dk/1,73 m?) 76 (28,15-108,85) | 85,4 (46,1-99,5) 95 (54,19-113,3) 0,174
Total kolesterol (mg/dl) 183 (163-306) 189 (158-214) 175 (154-226,5) 0,869
LDL (mg/dl) 128 (109,5-222,75) 122 (96-143) 121 (93-156) 0,638
Trigliserit (mg/dl) 187 (107,5-255) 137 (93-207) 137 (82,5-199) 0,635
HDL (mg/dl) 41 (32,75-48,25) 43 (35-53) 45 (36-49,5) 0,759
HbAlc (%) 7,76 (5,68-9,09) 8,14 (5,51-9,23) 6,23 (5,19-8,26) 0,055
(S;;ﬁ)RenalaZ Dizeyl | 151 65 (35,61-444,53) | 181,6 (94.78-262) | 174.7 (61,11-282,85) | 0,731

Genotipler arasi parametrelerin ortanca degerleri (hemoglobin i¢in ortalama deger) verilmistir.

DRP: Diyabetik retinopati, VKI: Viicut kitle indeksi, SKB: Sistolik kan basinci, DKB: Diyastolik kan
basmci, Hb: Hemoglobin, eGFR: Tahmini glomeriiler filtrasyon hizi, BUN: Kan iire azotu, LDL:
Diisiik yogunluklu lipoprotein, HDL: Yiiksek yogunluklu lipoprotein, HbAlc: Glikolize hemoglobin

rs2576178 TNP’si genotipleri demografik ve klinik veriler agisindan

kiyaslandiginda yas, cinsiyet, diyabet yasi, viicut kitle indeksi, sistolik kan basinci,
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diyastolik kan basinci, proteiniiri, hemoglobin, serum glukoz, sodyum, potasyum,
fosfor, kalsiyum, {irik asit, total protein, albiimin, kreatinin, BUN, eGFR, total
kolesterol, LDL, trigliserit, HDL, HbAlc, serum renalaz diizeyi agisindan istatistiki

olarak anlamli farklilik saptanmamaistir (p>0,05).

Genotipler diyabetik retinopati acisindan kiyaslandiginda GG genotipine
sahip bireylerde AG ve AA genotipine gore diyabetik retinopati goriilme siklig
artmist1 (p=0,028). Albliminiiri agisindan kiyaslandiginda ise AG genotipine sahip
bireylerde AA genotipine sahip bireylere gore artmis albliminiiri diizeyi mevcuttu

(p=0,03).



Tablo 4.10. Rs10887800 Polimorfizminin Genotiplerine Gore Klinik ve

Biyokimyasal Parametreler Arasindaki Iligki

85

rs10887800
p degeri
GG AG AA

N 4 233 15

Yas (y11) 55 (44,5-60,25) 56 (42-62) 53 (26-62) 0,915
Cinsiyet (E/K) 1/3 117/116 5/10 0,314
DMYas (Ay) 180 (168-180) 192 (156-261) 162 (135-219) 0,359
DRP (%) 25 30,9 13,3 0,387
VKI (Kg/m2) 25,75 (23,4-28,85) 27,8 (25,3-29,35) 27,3 (23,4-29.8) 0,688
SKB (mmHg) 125 (120-130) 120 (110-120) 120 (110-130) 0,257
DKB (mmHg) 80 (72,5-80) 70 (70-80) 70 (70-80) 0,30
Albuminiiri (24 sa) 2273,32 (77,88-12184,88) 16,24 (4,80-473,62) 6,35 (3,75-512,17) 0,076
Proteiniiri (24 sa) 2861,50 (215,15-14160,09) | 249,63 (130,1-741,3) | 210,16 (136,98-743,1) | 0,320
Hb (gr/dl) 10,83+0,68 13,25+1,84 12,65+1,67 0,014
Serum Glukoz (mg/dl) 105,5 (83-154,25) 124 (87-172,5) 91 (78-215) 0,439
Serum Sodyum (mEq/L) 136,5 (133,5-141) 139 (137-141) 138 (138-140) 0,418
Serum Potasyum (mEq/L) 4,85 (4,26-5,17) 4,66 (4,39-5,03) 4,7 (4,2-5,61) 0,797
Serum Fosfor (mg/dl) 3,9 (2,85-4,65) 3,6 (3,2-4,1) 3,5(3,3-4,2) 0,866
Serum Kalsiyum (mg/dl) 9,29 (7,46-9,65) 9,52 (9,22-9,82) 9,33 (9,28-9,77) 0,395
Serum Urik Asit (mg/dl) 4,95 (3,6-9,08) 5,2 (4,25-6,5) 4,1 (3,4-6,2) 0,25
Serum Total Protein (g/dl) 6,55 (4,15-6,78) 7,1 (6,8-7,55) 7,1 (7,1-1,7) 0,038
Serum Albumin (g/dl) 3,85 (2,08-4,5) 4,3 (4,0-4,6) 4,4 (4,0-4,6) 0,30
Serum Kreatinin (mg/dl) 1,39 (0,73-2,22) 0,89 (0,74-1,56) 0,86 (0,7-4,34) 0,815
Serum BUN (mg/dl) 27 (16,5-40,5) 16 (12-27) 14 (9-20) 0,225
eGFR (ml/dk/1,73 m?) 50,19 (23-95,69) 86,6 (46,14-101,44) 88,8 (15-119,59) 0,561
Total kolesterol (mg/dl) 183 (152,25-304,5) 188 (158-215,5) 186 (146-220) 0,947
LDL (mg/dl) 119,5 (94,25-206,2) 122 (96-144,5) 119 (98-149) 0,957
Trigliserit (mg/dl) 149 (106,25-248,75) 145 (92-206) 130 (85-247) 0,923
HDL (mg/dl) 49,5 (34,5-61,5) 43 (35-51) 40 (33-58) 0,845
HbAlc (%) 6,01 (5,22-7,69) 8,1 (5,48-9,0) 6,98 (5,35-9,54) 0,558
Serum Renalaz Diizeyi (ng/ml) 192,9 (116,19-243,88) 178,9 (88,74-276,2) 178,5 (120,8-296,5) 0,979

Genotipler arasi parametrelerin ortanca degerleri (hemoglobin i¢in ortalama deger) verilmistir.
DRP: Diyabetik retinopati, VKI: Viicut kitle indeksi, SKB: Sistolik kan basinci, DKB: Diyastolik kan
basinci, Hb: Hemoglobin, eGFR: Tahmini glomeriiler filtrasyon hizi, BUN: Kan iire azotu, LDL:
Diisiik yogunluklu lipoprotein, HDL: Yiiksek yogunluklu lipoprotein, HbAlc: Glikolize hemoglobin

rs10887800 TNP’si genotipleri demografik ve klinik veriler agisindan

kiyaslandiginda yas, cinsiyet, diyabet yasi, diyabetik retinopati, viicut kitle indeksi,

sistolik kan basinci, diyastolik kan basinci, albiiminiiri, proteiniiri, serum glukoz,
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sodyum, potasyum, fosfor, kalsiyum, tirik asit, albumin, kreatinin, BUN, eGFR, total
kolesterol, LDL, trigliserit, HDL, HbAlc, serum renalaz diizeyi agisindan istatistiki

olarak anlamli farklilik saptanmamaistir (p>0,05).

Genotipler hemoglobin acisindan kiyaslandiginda GG genotipine sahip
bireylerde AG genotipine gore hemoglobin diisiik saptandi (p=0,019). Genotipler
total protein acisindan kiyaslandiginda ise GG genotipine sahip bireylerde AA ve AG

genotipine sahip bireylere gore artmis total protein diizeyi mevcuttu (p=0,034).



Tablo 4.11. Rs2296545 Polimorfizminin Genotiplerine Gore Klinik ve

Biyokimyasal Parametreler Arasindaki Iligki
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152296545
p degeri
GG CG CcC
N 7 66 8
Yas (y11) 58 (52-62) 57 (47,75-64) 53 (42-62) 0,872
Cinsiyet (E/K) 4/3 31/35 2/6 0,411
DMYas (Ay) 180 (141-237) 192 (168-252) 192 (180-240) 0,811
DRP (%) 28,6 31,8 25 1
VKI (Kg/m?) 29,4 (26,2-29,8) 28,3 (25,48-29,7) 25,7 (23,03-29,65) | 0,41
SKB (mmHg) 120 (120-130) 110 (120-130) 115 (110-127,5) 0,445
DKB (mmHg) 80 (80-80) 70 (70-80) 70 (70-80) 0,036
Albuminiiri (24 sa) 69,77 (36,84-89,39) | 107,3 (9,24-566,63) | 4,64 (2,64-703,09) | 0,128
Proteiniiri (24 sa) 180,3 (122,2-258,7) | 388,5(187,4-926,7) | 210,4 (114-1072,7) | 0,075
Hb (gr/dl) 12,37+1,56 13,06+1,88 12,71£2,29 0,702
Serum Glukoz (mg/dl) 118 (96-175) 140 (89-193) 126 (107-158,25) | 0,781
Serum Sodyum (mEq/L) 139 (135-140) 140 (138-142) 138,5 (137-141,75) | 0,304
Serum Potasyum (mEq/L) 4,68+0,51 4,784+0,52 4,63+0,77 0,755
Serum Fosfor (mg/dl) 3,5(3,3-3,8) 3,5(3,1-3,85) 4 (3,43-4,35) 0,218
Serum Kalsiyum (mg/dl) 9,83 (9,35-9,87) 9,48 (9,24-9,77) 9,33 (8,59-9,66) 0,279
Serum Urik Asit (mg/dl) 5,69+1,58 5,70+1,65 5,01+2,12 0,388
Serum Total Protein (g/dl) 7.4 (7,1-7,9) 7,2 (6,7-7,6) 6,8 (6,55-7,08) 0,091
Serum Albumin (g/dl) 4,7 (4,6-4,7) 4,3 (4,08-4,5) 4,3 (3,63-4,55) 0,005
Serum Kreatinin (mg/dl) 0,95 (0,87-0,98) 0,89 (0,77-1,39) 0,74 (0,69-1,65) 0,416
Serum BUN (mg/dl) 18 (13-21) 16 (12-25,25) 13 (9,5-36,1) 0,497
eGFR (ml/dk/1,73 m?) 84,3 (61,8-95,29) 82 (54,63-98,14) 97,1 (46,02-106,8) | 0,605
Total kolesterol (mg/dl) 163 (144-168) 192,5 (160-234) 172,5 (148,75-196) | 0,073
LDL (mg/dl) 100 (92-115) 124 (102,5-151,25) 121 (97,5-130) 0,173
Trigliserit (mg/dl) 156 (111-203) 155,5(92,75-224) | 118,5(55,25-176,5) | 0,473
HDL (mg/dl) 42 (34-44) 44,5 (36-56,25) 44 (37,25-49,25) 0,557
HbAlc (%) 8,4 (6,2-8,75) 8,22 (5,73-9,31) 8,28 (7,28-9,11) 0,92
Serum Renalaz Diizeyi (ng/ml) | 120,8 (47,25-199,2) | 182,4 (97,2-275,28) | 180,9 (90,38-223,5) | 0,594

Genotipler arasi parametrelerin ortanca degerleri (hemoglobin, serum potasyum ve irik asit i¢in

ortalama deger) verilmistir.

DRP: Diyabetik retinopati, VKI: Viicut kitle indeksi, SKB: Sistolik kan basinci, DKB: Diyastolik kan
basinci, Hb: Hemoglobin, eGFR: Tahmini glomeriiler filtrasyon hizi, BUN: Kan iire azotu, LDL:
Diisiik yogunluklu lipoprotein, HDL: Yiiksek yogunluklu lipoprotein, HbAlc: Glikolize hemoglobin

1s2296545 TNP’si genotipleri demografik ve klinik veriler agisindan

kiyaslandiginda yas, cinsiyet, diyabet yasi, diyabetik retinopati, viicut kitle indeksi,

sistolik kan basinci, albliminiiri, proteiniiri, hemoglobin, serum glukoz, sodyum,
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potasyum, fosfor, kalsiyum, iirik asit, total protein, kreatinin, BUN, eGFR, total
kolesterol, LDL, trigliserit, HDL, HbAlc, serum renalaz diizeyi agisindan istatistiki

olarak anlamli farklilik saptanmamaistir (p>0,05).

Genotipler diyastolik kan basinci acisindan kiyaslandiginda GG genotipine
sahip bireylerde, CG ve CC genotipine sahip bireylere gore istatistiki agidan anlamli
derecede yiikseklik saptandi (p=0,036). Diyastolik kan basincindaki yiikseklik GG
genotipine sahip 7 bireyinde DKB’sinin 80 mmHg olmasina baglandi. Gruplarin
DKB’leri 70-80 mmHg araliginda ve klinik olarak normal siirlarda idi. Genotipler
serum albumini agisindan kiyaslandiginda ise GG genotipine sahip bireylerde CC ve
CG genotipine sahip bireylere gore yliksek serum albumin diizeyi mevcuttu
(p=0,005).
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5. TARTISMA

Calismamizda literatiir taramalarinda bugiine kadar HT, stroke gibi
hastaliklarla iligkisi aragtirilmis olan renalaz gen polimorfizmleri ve serum renalaz
diizeyi ile tip 2 DM hastalarinda diyabetik nefropati progresyonu arasindaki iliskiyi
arastirdik. Calismamizda 3 renalaz gen polimorfizmini [rs2576178 (5' UTR),
rs10887800 (intron 6) ve rs2296545 (ekzon 2)] ve serum renalaz diizeyini
normoalbliminiirik olan 74, mikroalbiiminiirik olan 28 ve makroalbliminiirik-asikar
nefropatik olan 52 hasta olmak iizere toplamda 154 tip 2 diyabet hastasinda, 48
diyabeti olmayip bobrek hastaligi olan hastada ve 50 saglikli goniilliilde inceledik.
Ayni zamanda daha Onceki ¢aligmalarda arastirllmig olan hipertansiyon ve
biyokimyasal parametreler gibi demografik, klinik ve biyokimyasal parametreler ile
hem polimorfizmlerin hem de serum renalaz diizeyinin iliskisini arastirdik.
Calismamizda nefropati progresyonuna etki edebilecek bilinen nedenleri dislanan
hastalar alinmis olup bu hastalarda sadece renalaz gen polimorfizminin ve enzim

diizeyinin etkisinin aragtirilmasi amaglanmustir.

Diyabetik nefropati, sikligi ve yarattigi sorunlar nedeniyle tiim diinyada
Onemi artan bir saglik sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Diyabetik nefropati,
diinyada ve tlilkemizde son donem bdobrek yetersizligi (SDBY) nedenleri arasinda
birinci sirada yer almaktadir. ABD'de diizenli diyaliz tedavisine giren hastalarin
%37,9'unu DM’ye baghh SDBY olusturmaktadir ve yeni gelisen bobrek yetmezligi
olgularmin %44,9'u DM'ye baghdir (10). Ulkemizde de KBH siklig1 %15,7 ve KBH
olgularinda diyabet sikligi %32,4 olarak saptanmig olup (11), diyaliz hastalar
arasinda DM %33,83 ile SDBY nedenleri arasinda birinci sirada yer almaktadir.
Diyabetik nefropati patogenezinde hemodinamik, genetik, metabolik faktorler ve
fibrozis gelisimi ile iliskili ¢esitli sitokin ve biiylime faktorlerinin roli ileri siiriilmiis
olmakla birlikte tiim mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamistir (8). Tip 2 DM’li
hastalarinin bazilarinin nefropatisi, nefropati yapici diger nedenler agisindan benzer
ozelliklerde olmalarina ragmen, daha hizli ilerlemektedir. Bu da bize nefropati
progresyonuna etki eden heniiz aydinlatilamamis mekanizmalarin varligin

diisiindiirmektedir. Bu konuda renalazin HT, KBH ve kardiyovaskiiler hastaliklar
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gibi cesitli hastaliklarla iligkisi gosterilmis bir molekiil olarak, tip 2 DN’ de nefropati

progresyonuna etki edebilecegini diislindiik.

Renalaz temelde bobrek tarafindan iiretilen ve inaktif olarak kana salinan,
katekolamin varliginda aktive olarak katekolaminleri metabolize ederek diizeylerini
azaltan, yeni kesfedilmis bir FAD bagimli amin oksidazdir (14). Katekolamin
diizeylerini ayarlayarak sempatik tonusu, kan basincin1 ve kardiyovaskiiler
fonksiyonlar1 diizenler. Kardiyovaskiiler hastaliklarla iliskisinin yani sira KBH,
iskemik toksik bobrek hastaliklari, gestasyonel diyabetes mellitus, inme,
preeklampsi, tip 2 DM gibi hastaliklarla iliskisi gosterilmistir (17-20, 126, 128, 129,
131-136). Yapilan galismalarda renalaz TNP’leri (rs2576178 ve rs2296545) ile
esansiyel HT, koroner hastaliklar, sol ventrikiil kitle ve fonksiyonlar: arasinda (17-
19); tek niikleotid polimorfizmi (rs10887800) ile inme riski arasinda, serum renalaz
diizeyleri ile sistolik kan basinci, serum kreatinin diizeyleri, eGFR, insiilin rezistansi,
katekolamin diizeyleri, serum BUN diizeyleri, serum iirik asit diizeyleri, KBH evresi

arasinda bir iliski oldugu tesbit edilmistir(19, 20).

Zhao ve arkadaglarinin Cin toplumunda yaptiklari, renalaz gen
polimorfizmleri ile esansiyel hipertansiyonun (EH) iliskisinin arastirildigi, 1317
EH’1i birey ve 1269 saglikli kontroliin dahil edildigi calismada 2 TNP EH ile iliskili
bulunmustur. Bu ¢alismada rs2576178 TNP’si i¢in G alelinin, rs2296545 TNP’si i¢in
C alelinin hipertansif hastalarda sik goriildiigii tesbit edilmistir (18).

Farzaneh-Far ve arkadaslarinin 590 hasta ile yaptiklar1 ¢alismada renalaz gen
1s2296545 polimorfizminin C alelinin (Glu37Asp) sol ventrikiil hipertrofisi,
ventrikiiler disfonksiyon, sistolik ve diyastolik disfonksiyon, azalmis egzersiz
kapasitesi ve stabil koroner arter hastalig1 olanlarda indiiklenebilir iskemi ile iligkili
oldugu saptanmistir. Glu37Asp polimorfizminin NADH'a kars1 24 kat azalmis
affiniteye ve renalazin maksimal enzimatik aktivitesinde 2.3 kat azalmaya neden
oldugu saptanmistir. Bu calismada Zhao ve arkadaglarinin yaptigi calismaya zit
olarak rs2296545 polimorfizmi ile sistolik ve diyastolik tansiyon arteriyel arasinda
iligki saptanmamistir. Bu durum tedavi ile kan basinci kontroliiniin saglanmasina ve
hastalarin normotansif olmasina baglanmistir (Ortalama kan basinci: 131/73 mmHg)

(17). Bizim g¢alismamizda da g¢alismaya normotansif hastalar dahil edilmis olup
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Farzaneh-Far ve arkadaslarinin yaptiklar1 g¢alismaya benzer sekilde rs2296545
polimorfizmi ile sistolik ve diyastolik tansiyon arteriyel arasinda iligki

saptanmamuistir.

Buraczynska ve arkadaslarinin Tip 2 diyabetik hastalarda hipertansiyon ile
renalaz TNP’leri (rs2576178, 1rs2296545 ve rs10887800 ) arasindaki iligkiyi
arastirmak icin 892 Tip 2 DM'li hasta, 400 saglikli kontrol birey ve 130 inme hastasi
ile yaptiklar1 ¢alismada; Tip 2 diyabet hastalarinda rs2296545 polimorfiziminin CC
genotipinin ve C alelinin hipertansiyon gelisimi ile ilintili oldugu, rs2576178
polimorfiziminin ise hipertansif ve normotansif tiim Tip 2 DM hastalarinda saglikli
kontrollere gore daha sik olarak saptandigi fakat normotansif ve hipertansif hastalar
arasinda fark olmadigr goriilmistir. Bu bulgunun da renalaz geni i¢in bu
polimorfizmin diyabetin kendisi ile iligkili olabilecegi ve diyabet olusumunda rol
Oynayabilecegi ile agiklanmistir. Bizim calismamizda ise bu caligmanin aksine
diyabetik hasta gruplari ile kontrol gruplari arasinda rs2576178 polimorfizimi
acisindan fark saptanmamustir. Calismamizla benzer sekilde rs2576178 ve rs2296545
polimorfizimlerin genotipleri ile yas, cinsiyet, tan1 yas1, diyastolik kan basinci, VKI,
HbAlc, total kolesterol, trigliserid ve kreatinin arasinda anlamli bir iligki
saptanmamistir. Calismada yer alan diger bir polimorfizm olan rs10887800 i¢in ise G
alelinin hipertansif hastalar ile kontrol gruplari arasinda benzer oldugu, fakat diyabet
olsun olmasin bu TNP’nin hipertansif hastalarda "inme riski" ile ilintili oldugu
gosterilmistir. Caligmaya alinan 892 Tip 2 diyabetik hastanin %40.6 sinin diyabetik
nefropatiye sahip oldugu belirtilmekle birlikte nefropati evresi, progresyonu ve gen

polimorfizmleri ile iligkisi irdelenmemistir (19).

Stec A. ve arkadaglarinin renalaz gen polimorfizmlerinin SDBY'li hastalarda
hipertansiyon etiyolojisinde rol oynayabilecegini diisiinerek yaptiklari galigmada,
790 adet SDBY hastasi renalaz geni rs2576178 (369 hasta) ve rs10887800 (421
hasta) polimorfizmleri agisindan genotiplendirilmis ve genotip-fenotip iliskisi
arastirilmistir. Bu calismada hipertansiyonu olan SDBY hastalarinda rs2576178 ve
rs10887800 polimorfizmleri i¢in G alel tastyiciliginin daha yiiksek oranda goriildiigii
saptanmistir (128).
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Rezk NA. ve arkadaslarinin yaptig1 caligmada 178 KBH (83'ii normotansif,
95'1 hipertansif) hastast ve 178 saglikli kontrol hastasi; renalaz geni rs2296545
polimorfizmi ile SDBY’li hastalarda tansiyon arteriyele etkisi agisindan ve yine bu
polimorfizmin serum epinefrin diizeyine etkisi agisindan incelenmistir. Renalase
(rs2296545) CC genotipi ve C alelinin KBH’l1 hastalarda artmig oldugu, serum
epinefrin dilizeylerinin hem normotansif hem de hipertansif KBH'da saglikli
kontrollere gore artmis oldugu ve KBH'ya sahip hipertansif ve normatansif hastalar
arasinda CG, CC genotipi ve C allelinin siklig1 agisindan fark olmadigi tespit
edilmistir (129). Stec A. ve arkadaslarinin (128) yaptiklari calismada renalaz
rs2576178 ve rs10887800 polimorfizmleri ile SDBY’li hastalarda HT iligkili
bulunmus fakat Rezk NA. ve arkadaslarinin yaptigi calismada bu polimorfizmler

incelenmemistir.

Fatima ve arkadaslariin yaptig1 calismada 99 gestasyonel diyabet hastasi ve
99 normoglisemik gebe; renalaz geni (rs10887800 ve rs2576178) polimorfizmleri ve
serum renalaz diizeyi ile gestasyonel diyabet arasindaki iliski a¢isindan incelenmistir.
Serum renalaz diizeyi agisindan GDM’li grup ile normoglisemik gebeler benzer
bulunmus ve bu ¢alismaya alinan tiim olgularin normotansif olmasina, hipertansif
hastalarin ¢alismaya alinmamasina baglanmistir. Bu ¢alismanin sonuglart ile
Farzaneh-Far ve arkadaglarinin (17) yaptiklari ¢alisma ve bizim ¢alismamizin
sonuglart bu agidan benzerlik gostermektedir. rs10887800 polimormizminin GG
genotipinin GDM ile giiglii iliskisi oldugu (p < 0.001) yas, VKI ve viicut yag orani
gibi parametrelerin etkisi dislandiginda da iligkinin devam ettigi (p < 0.005)
saptanmis, 12576178 polimormizmi i¢in ise GDM ile zayif iligkisinin oldugu (p =
0.030), yas, VKI ve viicut yag oram gibi parametrelerin etkisi dislandiginda ise
iligkisini kaybettigi (p = 0.09) saptanmustir (126).

Zhao ve arkadaslarmin yaptiklar1 ¢alismada rs2296545 polimorfizminin C
aleli ve rs2576178 polimorfizminin G aleli ile HT arasinda (18), Buraczynska ve
arkadaglarinin  tip 2 DM hastalarinda yaptiklart ¢aligmada  rs2296545
polimorfizminin C aleli ile HT arasinda (19), Stec A. ve arkadaslarinin SDBY
hastalarinda yaptiklari calismada rs2576178 ve rs10887800 polimorfizmlerinin G
aleli ile HT arasinda (128) iliski saptanmustir. Biz caligmamizda renalaz gen

polimorfizmleri (rs2296545, rs10887800 ve rs2576178) ile kan basinci arasinda iligki
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saptamadik. Bunun nedeni yukarida da belirtildigi gibi calismaya dahil edilen
hastalarin tedavi ile kan basici kontroliinliin saglanmis ve hastalarin normotansif
olmasi olabilir. Calismamizla benzer sekilde Rezk NA. ve arkadaslarinin SDBY’li
hastalarda yaptigi calismada rs2296545 polimorfizmi ile HT arasinda iliski
saptanmamugtir (129).

Bugiine kadar yapilan c¢alismalarda renalazin KBH, HT, KAH,
kardiyovaskiiler fonksiyonlar, gestasyonel diyabet, inme, preeklampsi, tip 2 DM gibi
hastaliklarla iliskisi incelenmis (17-20, 126, 128, 129, 131-136) olup ¢alismamiz tip
2 diyabetik nefropatinin progresyonu ile renalaz gen polimorfizmlerinin iligkisini
inceleyen ilk c¢alisma Ozelligindedir. Calismamiz sonucunda renalazin 3 TNP’si
(rs2296545, rs10887800 ve rs2576178) ile diyabetik nefropati progresyonu arasinda
iligki saptanmamustir. Renalazin calisilan polimorfizmleri ile serum renalaz diizeyi
arasinda iligski saptanmamustir. Biz hipertansiyon vb. gibi nefropati progresyonuna
etki edebilecek faktorler dislandiginda galigilan renalaz gen polimorfizmlerinin ve
serum renalaz diizeyinin tip 2 DM’li hastalarda diyabetik nefropati progresyonuna
etkisinin olmadigini diisiiniiyoruz. Bu sonuca gore renalaz gen polimorfizm
farkliliklar1 ve enzim diizeyleri, kan basinci kontrol altindayken mikrovaskiiler ve

doku diizeyinde progresyona katki saglamiyor gibi goziikkmektedir.

Wang F ve arkadaslarinin Tip 2 diyabetik hastalarda serum renalaz
diizeylerinin degisimini ve hastalarin serum katekolamin diizeyleri, hipertansiyon ve
insiilin rezistanst gibi klinik parametreleriyle arasindaki iliskisini arastirdiklar
calismada; c¢alismaya 75 Tip 2 DM hastast (27°si nefropatisi olmayan, 48'i
nefropatisi olan; 60 1 hipertansif) 13 kontrol grubu saglikli birey dahil edilmis, Tip 2
DM hastalar1 nefropatisi olan ve olmayan seklinde iki gruba ayrilarak incelenmis ve
kan renalaz diizeyleri ELISA yontemiyle saptanarak Tip 2 DM'nin c¢esitli 6zellikleri
ile olan iliskileri ortaya konulmustur. Bu calismada serum renalaz diizeylerinin
nefropatisi olsun ya da olmasin diyabetik hastalarda kontrol grubuna gore yiiksek
oldugu, kan katekolamin diizeylerinin nefropatisi olan hastalarda yiiksek fakat
nefropatisi olmayan hastalarda normal oldugu, renalaz/katekolamin diizeylerinin Tip
2 DM'ye sahip hastalarda normal bireylere gore yiliksek oldugu, serum renalaz
diizeyleri ile serum katekolamin diizeyleri, sistolik kan basinci ve serum Kreatinin

diizeyleri arasinda pozitif, eGFR arasinda negatif bir iligki ve serum
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renalaz/katekolamin orani ile serum kreatinin ve insulin rezistansi agisindan HOMA
arasinda pozitif bir iligki oldugu tesbit edilmistir. Serum renalaz diizeyleri ile yas,
cinsiyet, diyastolik kan basinci, bel ¢evresi, kalga ¢evresi, aglik kan sekeri, viicut
Kitle endeksi, C-peptid, HbAlc ve glikolize albumin arasinda anlamli bir iliski tespit
edilememistir (133). Calismada diyabetik hastalarin kontrol grubuna gore artmis
renalaz diizeyi oldugu ve diyabetik hastalarinin %80 inin hipertansif oldugu
belirtilmistir. Diyabetik gruplar arasindaki kan basinci fakliliklar1 ve serum renalaz
diizeyi farkliliklar1 verilmemistir. Bu calismada diyabetik grup ile kontrol grubu

arasindaki fark diyabetik grubun hipertansif olmasi olabilir.

Yine Wang F ve arkadaglar1 yaptiklart bir diger ¢alismada; kronik bobrek
hastaligina (KBH) sahip hastalarda, KBH evreleri ile serum renalaz diizeyleri
arasinda iliski olup olmadigmi arastirmislardir. Calismaya 87 KBH'li hasta, 15
saglikli kontrol grubu dahil edilmis, KBH'a sahip hastalar nefropati evresine gore
(evre 1-5) gruplandirilmistir. Calismaya dahil edilen hastalarda primer bdbrek
hastalig1 nedenleri olarak kronik glomeriilonefrit, diyabetik nefropati, hipertansif
nefropati, gut nefropatisi, polikistik bobrek hastaligi oldugu belirtilmistir. Bu
calismada serum renalaz diizeyleri ve renalaz/katekolamin oraninin evre 3-5 KBH'da,
evre 1-2 KBH'ma gore anlamli derecede yiiksek oldugu; evre 1-2 KBH ve saglikli
bireyler arasinda fark olmadigi tespit edilmistir. Renalaz diizeylerinin katekolamin
diizeyleri, BUN, serum kreatinin, {irik asit, sistolik kan basinci, KBH evresi ile
pozitif olarak korele oldugunu; kirmiz1 kan hiicre sayisi, hemoglobin ve eGFR ile
negatif kolere oldugunu tespit etmislerdir. Boylece serum renalaz ve
renalaz/katekolamin diizeylerinin renal fonksiyonlar ile iligkili oldugu belirlenmistir
(20). Bizim calismamizda ise nefropatik hastalar ile diyabeti olup nefropatisi
olmayan hastalar ve kontrol grubu hastalar arasinda serum renalaz diizeyi agisindan
fark saptanmamuistir. Renalaz diizeyleri ile BUN, serum kreatinin, eGFR, hemoglobin

ve lirik asit arasinda kolerasyon saptanmamustir.

Koc-Zorawska ve arkadaslarinin 60 hemodiyaliz hastasinda, vaskiiler
adezyon protein 1 (VAP-1) diizeyini ve renalaz seviyesiyle korelasyonunu
degerlendirmek amaciyla yaptiklar1 calismada; bizim calismamizla benzer sekilde
diyabetik ve nondiyabetik hastalar arasinda ve ayn1 zamanda hipertansif ve

normotansif hastalar arasinda renalaz diizeyi agisindan fark saptanmamistir (135).
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Gaber ve arkadaslarinin DN’si olan ve olmayan tip 2 DM hastalarinda
dopamin ve renalazin iliskisini arastirdiklari; 10 saglikli kontrol, 30 tip 2 diyabeti
olup normal albiimin atilimi olan, 30 tip 2 diyabeti olup artmis albiimin atilimi olan
ve 10 tip 2 diyabeti olup HD’e giren toplamda 80 kisi ile yaptiklar1 ¢alismada,
diyabetik nefropatisi olan tip 2 DM'li hastalarda serum renalazinin anlamli olarak
daha yiiksek oldugu gozlenirken, nefropati olmayan tip 2 DM'li hastalarda ve saglikli
kontrollerde herhangi bir fark goriilmemistir. Renalaz diizeyinin, dopamin
seviyesindeki artist kompanse etmek i¢in artmis olabilecegi belirtilmistir. HD
hastalarinda artmig renalaz seviyesinin, bu hastalarda renalazin klirensindeki
azalmaya, sentezindeki artmaya veya yavas metabolize olmasina bagli olabilecegi
seklinde degerlendirilmistir (136). Bizim ¢alismamizda HD’e giren hasta sayisi az
oldugu icin HD hastalar1 ile serum renalaz diizeyleri arasindaki iliski ayrica

incelenmemistir.

Calismamizda serum renalaz diizeyleri ile sistolik ve diyastolik kan basincida
dahil olmak iizere degerlendirilen klinik ve biyokimyasal parametreler arasinda ve
ayni zamanda serum renalaz diizeyine etki edebilecek klinik ve biyokimyasal
faktorler dislandiginda, renalaz TNP’ leri (rs2296545, rs10887800 ve rs2576178)

arasinda iliski saptanmamustir.

Calismamizda gruplar arasinda serum renalaz diizeyi agisindan fark
saptanmamistir ve serum renalaz diizeyi ile diyabetik nefropati evreleri arasinda
iligki saptanmamistir. Calismamizla benzer sekilde Fatima ve arkadaslarinin yaptigi
calismada da serum renalaz diizeyi acgisindan GDM’li grup ile normoglisemik
gebeler arasinda fark saptanmamis ve bu durum g¢alismaya alinan tiim olgularin

normotansif olmasina, hipertansif hastalarin ¢aligmaya alinmamasina baglanmistir

(126).

Calismamizda serum renalaz diizeyleri ile ¢alisilan klinik ve biyokimyasal
parametreler arasinda iliski saptanmamis olmasinin ve gruplar arasinda serum
renalaz diizeyinin benzer ¢ikmasinin nedeni, ¢alismamiza nefropati progresyonunu
etkileyecegi ve tip 2 diyabetik hastalarda nefropati progresyonu ile renalaz gen

polimorfizmi ve enzim kan diizeyi arasindaki iliskide karistiric1 etki olusturabilecegi
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nedeni ile hipertansif hastalarin alinmayarak sadece normotansif hastalarin alinmis

olmasi olabilir.

Renalaz ¢ogunlukla bobreklerde olmak tizere kardiyomiyositler, karaciger,
bagirsak, iskelet kaslari (14), periferal sinir hiicreleri, adrenal bezler, beyaz ve
kahverengi adipoz dokular ve merkezi sinir sisteminde de belirlenmistir (123-126).
Gruplar arasinda serum renalaz diizeyinin benzer ¢ikmasinin bir diger nedeni ise
nefropatik  hastalarda bobrek tarafindan yapilamayan renalaz sentezinin,

kompanzatuvar olarak diger organlar tarafindan iiretilmesi olabilir.

Renalaz proenzim olarak inaktif halde kana sekrete edilir ve katekolaminlerin
artig1 ile hizla aktiflenir (16). Serumda var olan enzimlerin hepsi aktif olmayabilir,
renalaz seviyesi yiiksek olmasina ragmen enzimatik aktivitesi diisiik olabilir. Onceki
calismalarla olan farklilik ¢alisilan popiilasyondaki renalaz enziminin enzimatik

aktivitesindeki farkliliktan kaynaklaniyor olabilir.

Bu ¢alismada her ne kadar renalaz gen polimorfizmlerinin ve renalaz kan
diizeyinin diyabetik nefropati progresyonu iizerine etkisini irdelemeyi amaglamig
olsak da buldugumuz en c¢arpici sonuglardan bir tanesi de renalaz rs2576178
polimorfizmi i¢in GG genotipine sahip hastalarin artmis diyabetik retinopati sikligina
sahip oldugunu gostermis olmamizdir. Tip II DM de retinopati nefropati iliskisinin
Tip I DM de oldugu gibi kuvvetli olmamas: klinik pratikte her zaman sorun yaratan
bir durum olmustur. Bu sonuca gére GG genotipine sahip hastalarda retinopati
sikligimin - artmast nefropati progresyonu ile iligkilendirilebilecegi gibi hasta
takiplerinde de mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlar1 ongérmede
yardimci olabilir. Hasta sayimizin az olmasi bu sonucun etkisini zayiflatsa da daha
ileri donemlerde bununla ilgili daha cok sayida hasta iceren ¢alismalarin Oniinii

acmasi acisindan faydali bir bulgu olarak belirtilebilir.

Sonug olarak bizim bu c¢alismamizdaki amacimiz normotansif hastalarda
renalazin enzim diizeyinin ya da farkli polimorfizmlerinin tip 2 DM’li hastalarda
diyabetik nefropati progresyonunda rol oynaylp oynamadigini arastirmakti.
Normotansif hastalarin secilmesinin nedeni renalazin doku diizeyinde degisikliklere
yol acip agmadigimi ortaya koymak ve makrovaskiiler komplikasyonlardan ziyade

mikrovaskiiler komplikasyonlara yol acip acmadigini degerlendirmekti. Bu
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calismanin sonucunda normotansif hastalarda serum renalaz diizeyinin ve renalaz
gen polimorfizmlerinin tip 2 DM’li hastalarda diyabetik nefropati progresyonuna
katkida bulunmadigini sdyleyebiliriz. Ancak rs2576178 polimorfizmi i¢in GG
genotipine sahip hastalarin artmis DRP riskinin olmasi, diayebetik nefropati
progresyonunda artmis riske neden olmasa da, diyabetin diger mikrovaskiiler

komplikasyonlarinda artmis bir risk faktorii oldugunun goéstergesi olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Calismamizda renalaz 1s2296545, rs10887800 ve rs2576178 polimorfizmleri
icin gruplar arasinda genotip dagilimi, alel frekansi ve tahmini rolatif risk
acisindan istatiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi. Renalaz polimorfizmleri
ile diyabetik nefropati progresyonu arasinda iliski saptanmadi.

2. Gruplar arasinda serum renalaz diizeyi acisindan fark saptanmamis olup, serum
renalaz diizeyi ile diyabetik nefropati evreleri arasinda iliski saptanmadi.
Diyabetik hastalarda, nefropatisi olsun ya da olmasin, tansiyon arteriyel
degerleri tedavi ile kontrol altinda ise serum renalaz diizeyleri normal
poplilasyon ile benzer saptandi.

3. Serum renalaz diizeyleri ile sistolik ve diyastolik kan basincida dahil olmak
iizere degerlendirilen klinik ve biyokimyasal parametreler arasinda iligki
saptanmadi.

4. Serum renalaz diizeyleri ile, serum renalaz diizeyine etki edebilecek klinik ve
biyokimyasal faktorler dislandiginda, renalaz 1s2296545, rs10887800 ve
rs2576178 polimorfizmleri arasinda iliski saptanmadi.

5. Renalaz rs2296545, rs10887800 ve rs2576178 polimorfizmleri ile sistolik ve

diyastolik kan basinci arasinda fark saptanmada.

Calismamiz tip 2 diyabetik nefropatinin progresyonu ile renalaz gen
polimorfizmlerinin iligkisini inceleyen ilk c¢alisma Ozelligindedir. Calisma

sonuglariin teyidi ya da reddi agisindan yeni ¢alismalarin yapilmasina ihtiyag vardir.

Bizim ¢alismamiz ile diger ¢alismalar arasindaki tutarsizligin nedeni ¢alisilan
hasta popiilasyonlar1 arasindaki genetik heterojenite olabilir. Bizim g¢aligmamizda
calisma popiilasyonu Tiirk kokenli Kafkas irkindan olusuyordu. Bundan dolay1
sonuglar tiim etnik gruplara genellenemez. Ileride benzer calismalarn farkli

popiilasyonlarda yapilmasi yararli olacaktir.

Renalaz proenzim olarak inaktif halde kana sekrete edilir. Serumda var olan
enzimlerin hepsi aktif olmayabilir, renalaz seviyesi yiiksek olmasina ragmen

enzimatik aktivitesi diisiik olabilir. Biz ¢alismamizda renalaz enziminin enzimatik
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aktivitesini O6lgmedik. Bundan sonraki calismalarda, daha teknik optimizasyon

gerektiren, renalaz enzimatik aktivitesi ol¢iilebilir.

Biz ¢alismamizda renalaz enziminin daha Onceki calismalarda hastaliklarla
iliskilendirilmis 3 TNP’sini inceledik. Enzimi kodlayan tiim gen bdlgesini
incelemedik. Genin ifadesini etkileyen farkli polimorfizmlerde olabilir. Yapilacak

caligmalarda renalaz geninin tiim gen bolgeleri incelenebilir.

Biz calismamizda renalaz gen polimorfizmleri ve serum diizeyi ile tip 2 DN
arasindaki iliskiyi incelemeyi hedefledik. Bundan dolay1 nefropati yapabilecek diger
nedenleri diglamak amaci ile hipertansiyonu olan hastalar ¢aligmaya dahil edilmedi.
Bundan sonraki calismalarda hipertansif hastalarin da ¢alismaya dahil edildigi bir

calisma popiilasyonu ile incelenebilir.

Calismamizda serum katekolamin diizeylerini 6lgmedik. Bundan sonraki
calismalarda serum katekolamin diizeyleri de Olgiilerek daha ileri incelemeler

yapilabilir.

Sonu¢ olarak renalazin KBH, diyabet ve hipertansiyondaki roliinii
netlestirmek, patogenezindeki roliinii ispatlamak ya da reddetmek agisindan ve
hastaliklarin 6nlenmesi, tedavisi ve yeni hedef tedaviler agisindan daha ileri

caligmalara ihtiyag vardir.
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