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1. GIRIS ve AMAC

Diyabetes mellitus (DM), insiilin eksikligi, insiilin direnci veya her ikisindeki
defekt nedeniyle olusan hiperglisemi ile karakterize kronik bir hastaliktir. Kronik
hiperglisemi uzun donemde 6zellikle goz, bobrek, sinirler, kalp ve vaskiiler sistemde
hasar ve disfonksiyona yol agmaktadir. Artan prevelansi ve seyri sirasinda olugan akut
ve kronik komplikasyonlari ile DM 6nemli morbidite ve mortalite sebepleri arasinda
yer almaktadir (1). Diyabetik nefropati (DN) son donem bobrek yetmezliginin (SDBY)
en 6nemli sebeplerinden birisidir (2). DN patogenezinde hiperglisemi; diagilgliserol
(DAG)—protein kinaz C (PKC) yolu, ileri glikasyon son iiriinleri (AGE), poliol yolu,
hekzosamin yolag1 ve oksidatif stres gibi hiicresel sinyal yollarinin aktiflestigi ve
birbirleriyle etkilesime girdigi inflamatuar siiregler rol oynar (3). Bahsedilen
inflamatuvar siireglerde vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve transforme
edici biiytime faktoriiniin (TGF-B) sirasiyla neoanjiyognezise neden olmasi ve
profibrotik bir sitokin olarak gdérev yapmasiyla DN patogenezinde etkileri

kanitlanmistir(4-7).

Biyokimyasal mekanizmalarin yaninda deoksiriboniikleik asit (DNA)
metilasyonu, kodlama yapmayan riboniikleik asit (RNA)’lar ve histon
modifikasyonlar1 gibi epigenetik diizenlemeler de DN patogenezinde rol
oynamaktadirlar (8, 9). MikroRNA (miRNA)’lar 22 niikleotid uzunlugunda tek
iplik¢ikli, kodlama yapmayan, ilgili genin protein translokasyonunu saglayan, ¢esitli
fizyolojik ve patolojik siireclerin diizenleyicileridir. MiRNA’larin DM ve bununla

iliskili komplikasyonlarin gelisiminde rol oynadigi gosterilmistir (10, 11).

Calismamizdaki oncelikli amacimiz DN’li tip 2 DM (T2DM) hastalarinda
miR-184, miR-98, miR-185, miR-196a-3p ve miR-203 ekspresyon diizeylerinde
farklilik olup olmadigin1 saptamaktir. Bununla birlikte diger bir amacimiz
mikroRNA’lardaki olas1 degisiklikler 1ile hastalik siddeti arasinda iliskiyi
degerlendirmektir. Ayrica DN patofizyolojik siirecte rolii kanitlanmis olan Serum
VEGF ve TGF-p diizeyleri ile mikroRNA diizeyleri arasindaki iliskiyi degerlendirmek

de diger bir amacimizdir.



Gergeklestirdigimiz bu ¢aligma ile SDBY’nin en 6nemli sebeplerinden biri
olan DN’nin gelisim siirecinde mikroRNA’larin etkinliginin belirlenebilirligi ile tani

ve tedavi siirecinde yeni ufuklar agmasi hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Diyabetes Mellitus

2.1.1. Tanim

DM, insiilin eksikligi, insiilin direnci veya her ikisindeki defekt nedeniyle

olusan hiperglisemi ile karakterize kronik metabolik bir hastaliktir (1).

2.1.2. Epidemiyoloji

Uluslararasi Diyabet Federasyonu’nun (IDF) 2017 verilerine gore diinyada 425
milyon eriskinde DM hastalig1 vardir. 2040°ta ise bu sayinin 629 milyona ulasacagi
tahmin edilmektedir (12).

2017 tarihli Centers for Disease Control and Prevention (CDC) raporunda,
Amerika Birlesik Devletleri (ABD) 'nde 2015 yili itibariyle, her yastan 30.3 milyon
insanin veya niifusun %9.4'lintin (18 yas ve tizeri 30.2 milyon yetiskininin veya
yetiskin niifusunun %12.2'sinin) DM’li oldugu tahmin edilmektedir. Ayrica 84.1
milyon yetiskin (yetiskin niifusun %33.9'u) prediyabetiktir. Yine bu rapora goére 5
Amerikalidan 2'sinin yagsamlar1 boyunca T2DM gelisecegi tahmin edilmektedir. Yeni
tan1 konulan DM vakalarinin yarisindan fazlasi 45-64 yaslari arasindadir (13).
ABD’de, DM prevalanst son 30 yilda iki kattan fazla artmistir. Diyabetli kisilerin
sayisindaki siralamada ilk 10 tilke su anda Hindistan, Cin, ABD, Endonezya, Japonya,
Pakistan, Rusya, Brezilya, Italya ve Banglades’tir (14).

Ulkemizde Tiirkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik
Hastaliklar Prevelensi Calismasi-1l (TURDEP-I1) saha arastirmasi Ocak 2010-Haziran
2010 tarihleri arasinda 15 ilden 540 merkezin katilimi ile yapilmistir. 2011'de
yayinlanan bu calismaya gore Tiirkiye’de 20 yas ve lizeri niifus baz alindiginda,
diyabet oran1 %13.7 (6.503.027 kisi) olarak saptanmistir, bunlardan bilinen diyabetli
birey sayis1 3.547.401 kisi (%54.6) ve yeni diyabetli birey sayis1 2.955.626 kisi
(%45.5) olarak saptanmistir. 1988’de yapilan TURDEP-I’e gore, yeni tanimlanan
TURDEP-II ¢alismasinda Tiirkiye’de 12 yilda diyabet sikligi %90 artmistir (15, 16).



2.1.3. Simiflamasi

Amerikan Diyabet Dernegi (ADA), 1997 yilinda diyabet icin tani ve
smiflandirma olgiitlerini  yaymlamis, 1999°da ise Diinya saglik orgiti (WHO)
tarafindan kii¢iik diizeltmelerle kabul edilmistir. ADA 2003’te bozulmus aglik glukozu
icin revizyon yapsa da WHO ve IDF 1999 kriterlerini degistirilmemesini bildirmistir
(17).

ADA’nin 2019 yilinda yaptigi son diyabet siiflandirilmasi su sekildedir
(Tablo 1) (18):

Tablo 1. Diyabetes Mellitus Siiflandirmasi (18)

1. | Tip 1 Diyabetes Mellitus
2. | Tip 2 Diyabetes Mellitus

3. | Gestasyonel Diyabetes Mellitus

Diyabetin Diger Spesifik Tipleri;

a.Monogenik Diyabet Sendromlar1 (Neonatal Diyabet ve MODY gibi)
b.Ekzokrin Pankreas Hastaliklar1 (Kistik Fbrozis ve Kronik Pankreatit gibi)
c.Ilag ve Kimyasal Kaynakli Diyabet (Glukokortikoid kullanimi, HIV / AIDS
tedavisinde kullanilan ilaglar veya organ transplantasyonundan sonra
kullanilan ilaglar gibi)

2.1.3.1. Tip 1 Diyabetes Mellitus

T1DM, DM’li hastalarin %5-10’unu olusturmaktadir. Pankreas B hiicrelerinin
otoimmiin yikimi nedeniyle gelisiyorsa tip la olarak adlandirilir. Otoimmiinite
kanitinin ve B hiicresi yikimi i¢in bilinen bagka bir nedenin olmadigr mutlak insiilin

yetmezligi olan bazi hastalarda idiopatik veya tip 1b DM olarak ifade edilir (19).

B hiicresinin immiin yikiminin belirtegleri, adacik hiicre antikoru (ICA), insiilin
antikorlar1 (IAA), glutamik asit dekarboksilaza kars1 antikor (Anti GAD), antitirozin
fosfataz antikorlar1 (IA-2, 1A-2 beta) ve adacik hiicresi yiizey antikorlari (ICSA)’dir
(20).

B hiicrelerin %80-90" yikildiktan sonra hiperglisemi gelisir ve diyabet teshis
edilebilir. T1DM hastalariin yaklasik %85'inde dolasimda adacik hiicresi antikorlari
bulunur (21).



Yetiskinlerin %2-12'sinde bulunan, klinik olarak T2DM’ye benzeyen,
baslangigta insiiline bagimli olmayan ama sonrasinda otoimmiin aracili insiilin
yetmezligi gelisen diyabet, latent otoimmiin diyabet (LADA) olarak adalandirilir (22,
23).

2.1.3.2. Tip 2 Diyabetes Mellitus

T2DM yetigkinlerde en sik goriilen diyabet tiirli olup tiim diyabetli hastalarin
%90’dan fazlasini kapsamaktadir. Hiperglisemi birlikte degisken derecelerde insiilin
eksikligi ve insiilin direnci varlig1 ile karakterizedir. Diinya genelinde, T2DM
prevelansi yetiskinlerde %6.4 olarak tahmin edilse de bu oran bolgelere gore %3.8 ile
%10.2 arasinda degisebilmektedir (24, 25).

T2DM gelisiminde genetik, ¢cevresel ve metabolik faktorler etkilidir. Giiglii bir
aile oykiisii olan bireylerde ileri yas, obezite ve fiziksel inaktivitenin varligi en 6nemli
risk faktorleridir. Gestasyonel diyabet (GDM) tanisi alanlar ve bu kisilerin ¢ocuklari
da T2DM’ye ilerleme riski altindadir (26).

Hiperinsiilinemi, aterojenik dislipidemi, glukoz intoleransi, hipertansiyon
(HT), hiperiirisemi ve polikistik over sendromu gibi durumlar da T2DM gelisimini

kolaylastirmaktadir (26).

T2DM’de insiilin direncinin sonucu olarak kas hiicrelerine glikoz transportu
azalmakta, hepatik glikoz iretimi artmakta, lipoliz artmakta ve buna bagli olarak
serbest yag asiti plazmada yiikselmektedir (27). T2DM’nin, sebep oldugu miyokard
infarktiisii (M), inme, SDBY, retinopati, ayak {ilserleri gibi hastaliklar ABD’de saglik

harcamalarinin %14’{inii olusturmaktadir (28).

Genellikle 30’lu yaslardan itibaren tani almaya baslayan T2DM’li hastalarin
bir¢cogu obezdir (29). Obezitenin yayginlasmasiyla ¢ocukluk ve addlesan doneminde
de T2DM goériilmeye baglamistir. Genetik yatkinligin etkisi kuvvetlidir. Hastalik
genellikle sinsi baslangi¢chdir. Hastalarin ¢ogu asemptomatik olup, hipergliseminin
klasik semptomlar1 olan poliiiri, polidipsi, noktiiri, bulanik gérme ve seyrek olarak kilo
kaybi, el ve ayaklarda uyusma, tekrarlayan enfeksiyonlar hastalarda goriilebilir. Serum

glukoz konsantrasyonu 180 mg /dl (1 mmol/l) bobrek esik degerini asinca {iriner



glukoz atimi poliiiriye, gelisen osmotik diiirez hipovolemi dolayistyla polidipsiye

neden olur (30-32).

2.1.4. Tip 2 Diyabetes Mellitus

2.1.4.1. Tam
Diyabet tanisi i¢in asagidaki kriterlerden biri gerekmektedir (Tablo 2) (33):

Tablo 2. Diyabetes Mellitus Tan1 Kriterleri

1.HbAlc >%6.5

2.Aclik plasma glukozunun >126 mg/dl (7.0 mmol/l) (En az 8 saatlik aglik sonrasi)

3.75 gr OGTT sonras1 2. saat plazma glukoz diizeyinin >200 mg/dl (11.1 mmol/l)
olarak dl¢iilmesi

4.Rastgele plazma glukoz 6l¢iim diizeyinin >200 mg/dl (11.1 mmol/1) 6lgiilmesi ve
buna hiperglisemi semptomlarinin eslik etmesi

2.1.4.2. Komplikasyonlar

2.1.4.2.1. Akut Komplikasyonlar

Diyabetik Ketoasidoz (DKA), Hiperglisemik Hiperosmolar Durumu (HHD),
hipoglisemi ve laktik asidoz diyabetin akut komplikasyonlaridir (34). HHD'nin
yarattig1 mortalite riski DKA'ya gore 10 kat daha fazladir. DKA ve HHD hastalarinin

prognozunu dehidratasyonun ciddiyeti, komorbidite varlig1 ve yas belirler (35).

2.1.4.2.2. Kronik Komplikasyonlar

Kronik komplikasyonlar mikrovaskiiler (retinopati, ndropati ve nefropati) ve
makrovaskiiler komplikasyonlar (koroner arter hastaligi, periferik vaskiiler hastalik ve

serebrovaskiiler hastalik) olarak siniflandirilmaktadir (36).

Diyabet komplikasyonlar1 morbidite ve mortaliteyi artirmakla birlikte 6zellikle
gelismekte olan tlkeler basta olmak iizere tiim {ilke ekonomileri i¢in bir tehdit de

olusturmaktadir (37).



Diyabetli hastalarin yasam beklenti ve kalitesinin bozulmasinin temel nedeni
aterosklerozdur. DN, SDBY 'nin ve diyabetik retinopati (DRP) de eriskin korliigiiniin
en sik sebebidir. Diyabetik vaskiiler komplikasyonlarin 6nlenmesinde temel tedavi
prensipleri olarak nefropati ve retinopati riskini azaltan hiperglisemi kontrolii, yine
nefropati ve retinopati riskinin azaltmasmin yanisira kardiyovaskuler hastaliklarin
riskini azaltan antihipertansif tedavi, DRP progresyonunu yavaslatan VEGF
hedefleyici ajanlar ve panretinal fotokoagulasyon ile statin tedavisi yer alir. Biitiin bu
tedavi ve gelismelere ragmen diyabetin prevelansindaki beklenen artigin da etkisiyle
diyabet komplikasyonlar1 énemli bir halk sagligi sorunu olmaya devam etmektedir
(38).

2.1.4.2.2.1. Makrovaskiiler Komplikasyonlar

Diyabetin makrovaskiiler komplikasyonlari koroner arter hastaligi (KAH),
periferik arter hastaligt (PAH) ve serebrovaskiiler hastalik (SVH)’tir. Diyabette
kontrolsiiz hipergliseminin neden oldugu metobolik patolojik siire¢ler koroner kalp
hastaligi (KKH) riskini artirmaktadir. M1 6ykiisii olmayan diyabetik hastalarda 7 yillik
MI gecirme riski %20.2 iken diyabetik olmayanlarda %3.5'tir. Benzer sekilde MI
oykiilii diyabetiklerde yeniden M1 riski %45, diyabetik olmayanlarda %18.8'dir (39).

Diyabet KKH disinda stroke riskini de artirmaktadir. Yirmiiki tilkede yapilan
interstroke c¢alismasi akut stroke Oykiisii olan ve olmayan gruplarin ele alindigi bir
vaka kontrol ¢aligmasi olup diyabet dykiisii olan hastalarda stroke riskinde %35 artig

oldugunu gostermistir (40).

Alman Epidemiyolojik Ayak Bilegi Brakiyal indeksi Deneme Calismasinda 65
yas ve lstili hastalarda diyabetik olanlarin 2 kat daha yiliksek PAH'a sahip oldugunu
gostermistir (41).

2.1.4.2.2.2. Mikrovaskiiler Komplikasyonlar
Diyabetik Retinopati

DRP; 20-74 yas aras1 yetiskinlerde korliigiin en énemli sebebi olup vaskiiler
gecirgenligin arttigi, kapiller mikroanevrizmalarin, kapiller dejenerasyonun ve

neovaskiilarizasyonun goriildiigii retinal lezyon degisiklerini barindirir. Hastalifin



erken evrelerinde goriilen hiperglisemi kaynakli intramural perisit 6limii ve bazal
membran kalinlagmasi retinal damarlarda, kan-retina bariyerinde degisiklige, vaskiiler
permeabilite artisina neden olur. Retinal kilcallarin dejenerasyonu ve tikanmasi
hastalig1, retinada neovaskiilarizasyon ve siv1 birikiminin goriildiigi makula 6demine
ilerleyebilir. Hipertansiyon ve glisemik kontrolle birlikte laser fotokoagulasyon,

steroid enjeksiyonu ve VEGF antagonistleri tedavi segenekleri arasindadir (42, 43).
Diyabetik Noropati

Diyabetik hastalarin yaklasik %50'sini etkileyen diyabetik noropatide periferik,

motor ve otonomik sinirler etkilenebilmektedir (44).

Diyabet, periferik sinir sistemini daha ¢ok etkilemekte ve en sik distal simetrik
polindropatiye yol agmaktadir. Bunun yanisira, radikiilopati, radikiilopleksopati,
monondropati, monondritis multipleks ve otonom néropatiye de neden olabilmektedir.
Distal polindropatili hastalar tipik olarak simetrik tarzda ayaklardan baslayan ve
proksimal yayilan eldiven-corap tarzinda uyusma, karincalanma, agr1 ve/veya

gligsiizliik goriilmektedir (45).

Diyabetik polinoropatili hastalar {ilserasyon ve alt ekstremite amputasyonlari

igin risk altindadir (46).

Diyabetik otonom ndropati gastroparezi, konstipasyon, idrar retansiyonu,
erektil disfonksiyon ve kardiyak aritmiler olarak kendini gosterebilmektedir.

Diyabetik otonom noropatili hastalarda mortalite riski 2 kat artmigtir (47).

2.2. Diyabetik Nefropati

DN, T1DM ve 6zellikle T2DM’de goriilen mikrovaskiiler komplikasyonlardan
biridir (48). Mogensen ve ark. 1983'te TIDM hastalarinda yapilan caligmalara
dayanarak DN smiflandirmasini gelistirmislerdir (Tablo 3) (49).

Tablo 3. Diyabetik Nefropati Smiflandirmasi

Evre 1 | Hiperfiltrasyon

Evre 2 | Glomeriiler Bazal Membran Kalinlagsmasi
Evre 3 | Mikroalbiiminiiri (30-299)

Evre 4 | Makroalbuminiiri (>300)

Evre5 | SDBY




Glomeriiler Filtrasyon Hizi (GFR)’nda ilerleyici artisin  gortldigi
hiperfiltrasyon DN’nin erken belirtisidir (50). Hastaligin erken doneminde
mikroalbuminiiriye =~ neden  olan glomertiler  hiperfiltrasyon ~ zamanla
makroalbuminiiriye ve sonug¢ olarak renal replasman tedavisi gerektiren SDBY’ne

neden olur (2).

Hem tilkemizde hem de diinyada yapilan ¢calismalarda goriildiigii iizere diyabet
siklik ve prevelansmin giderek arttigi diistiniildiigiinde SDBY’ne neden olan DN
onemli bir morbidite ve mortalite nedeni olan toplumsal bir problemdir. DN’1i hastalar

KAH’a sahip hastalar gibi yiiksek kardiyovaskiiler risklere sahiptirler (51, 52).

2.2.1. Epidemiyoloji

DN, kronik bobrek hastaliginin 6nde gelen nedenidir (53). Avrupa ve Japonya
ile benzer bir egilime sahip ABD'de son 10 yilda DN insidans1 %150 artmigtir (54).
Diyabet, ABD ve Japonya'daki SDBY ’nin en yaygin nedeni olup, vakalarin sirasiyla
%45 ve %37'sini olusturmaktadir (55).

Diyalize giren diyabetli hastalar girmeyen diyabetli hastalara gore, 1 y1l ve 5
yil i¢inde sirasiyla %22 ve %15 daha yiiksek mortaliteye sahiptir (56).

Ulkemizde renal replasman tedavisi goren hasta sayis1 hizla artmaktadir. Tiirk
Nefroloji Dernegi’nin 2013 yil sonu raporuna gore iilkemizde 66711 hastanin renal
replasman tedavisi aldig1 tespit edilmistir. SDBY prevalansi milyon niifiis basina 870,
insidanst ise 138 olarak hesaplanmistir. Burada SDBY olgularinin etiyolojik
dagilimlarina bakildiginda, DN oraninin %36’ya ciktigini gostermektedir. Bu veriler

diyabeti, en 6nemli SDBY nedeni olarak belirlemektedir (57).

2.2.2. Diyabetik Nefropati Risk Faktorleri

2.2.2.1. Arteriyel Hipertansiyon

Diyabetli hastalar, neovaskiilarizasyondan kaynaklanan artmis periferik arter
direncine, hiperinsiilinemi ve hiperglisemiye bagl artmis viicut sivi hacmine sahiptir.
Her iki mekanizma da sistemik kan basincini yiikseltir (58). Bu sebeple, diyabetik

popiilasyonda hipertansiyon gelisme riski 1,5-3 kat daha fazladir (59, 60).



T2DM’li hastalarda kan glukoz ve kan basinct kontroliiniin komplikasyon
gelisimi {izerine etkisini aragtirmak iizere tasarlanmis prospektif bir ¢alismada, 4.031
kisi yaklasik 15 yil boyunca izlenmistir. Hastalarin %38’inde albuminiiri ve %29’unda
bobrek yetmezligi gelismis olup, 6zellikle hipertansif aralikta, nefropatinin ve daha
yiiksek sistemik basinglarin gelisimi arasindaki iliski gozlenmistir (61). Buna ek
olarak, anormal sirkadiyen kan basinci profilinin, albiiminiiri varlig1 ile kuvvetle
iliskili oldugu ve T2DM’de bobrek ve kardiyovaskiiler olaylarin bir 6ngoriiclisii

oldugu bulunmustur (62).

2.2.2.2. Hiperglisemi

Siki glisemik kontrol DN gelisme riskini azaltmasinin yanisira yerlesmis

nefropatisi olanlarda da progresyonu yavaslatmaktadir (63, 64).

2.2.2.3. Sigara

Sigara i¢imi, DN gelisimi i¢in bagimsiz bir risk faktoriidiir (65). Sigara
kullaniminin biiylime faktorlerinin artisi, endotel disfonksiyonu, oksidatif stres gibi
mekanizmalarla DN’de renal hasarlanmaya ve progresyona neden oldugu
diistiniilmektedir (66).

2.2.2.4. Cinsiyet

Gall ve ark. tarafindan yapilan T2DM’li 176 hastay1 kapsayan prospektif bir
gozlemsel calismada, erkeklerde DN gelisme riskinin 2.6 kat daha fazla oldugunu
saptamislardir (67). Baska bir prospektif diyabet caligmasinda erkek cinsiyetin

mikroalbliiminiiri gelisimi i¢in bagimsiz risk faktorii oldugu gosterilmistir (61).

2.2.2.5. Dislipidemi

T2DM hastalarinda renal disfonksiyon gelisimi i¢in risk faktdrlerinin
arastirildigt UKPDS c¢aligmasinda lipidlerin glomeriiler hasarin gelisiminde ve
ilerlemesinde rol oynayabilecegi ve artmis bel gevresi, yiikselmis plazma trigliserit
(TG), diisiik dansiteli lipoprotein kolesterol (LDL-K) diizeyleri de albuminiiri igin risk
faktorleri arasinda oldugu gosterilmistir (61). Ravid ve ark. T2DM’li hastalarda hem

tan1 aninda hem de bes yillik bir izlem siirecinde kolesterol diizeyinin, idrar albiimin
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atilmuyla pozitif iliskili oldugunu saptamislardir (68). Gall ve ark. yaptiklar
caligmalar da bu sonucu destekler niteliktedir (67).

2.2.2.6. Asir1 Protein Alimm

Kronik bobrek hastaliginda (KBH) diyette protein kisitlamasinin rolii
tartigmalidir (69-71). Bununla birlikte, TIDM’li nefropati hastalar: ile yapilan bir
calismada protein (giinde 0.6 g protein/kg) ve fosfor (giinde 0,5-1 g/kg) kisitlamasinin,
GFR’deki azalmay1 yavaslattigi, kan basincini diisiirdiigii ve bobrek fonksiyonlarini
stabilize ettigi gosterilmistir (72). Ulusal Bébrek Vakfi da GFR<29 mL/dk/1.773m?

olan hastalarin giinliik protein aliminin 0.6 g/kg olmasini dnermektedir (73).

2.2.2.7. Hiperiirisemi

Kronik hiperiirisemi, renin anjiyotensin aldosteron sitemini (RAAS) uyararak
ve endotelial nitrik oksit (NO) salinimini1 engelleyerek renal vazokonstriksiyona ve
kan basmci artisina neden olur. Bu durum yiiksek trik asit diizeyinin interstisyel
inflamasyonda ve bdobrek hastaliginin progresyonunda patojenik bir roliiniin

olabilecegini diisiindiirmektedir (74, 75).

2.2.2.8. Yas

Gall ve ark. ileri yasin, artmis tiriner albiimin atilim orani ile iligkili oldugunu

gostermislerdir (67).

2.2.2.9. Genetik Yatkinhk

Ardisik iki kusakta T2DM’nin bulundugu Pima Hintli ailelerde yapilan bir
caligmada, ebeveynlerinde proteiniiri olmayanlarin ¢ocuklarinda nefropati gelisme
olasilig1 %14, bir ebeveynde proteiniiri varsa bu olasilik %23 ve her iki ebeveynde de

proteiniiri varsa bu olasilik %46 olarak saptanmistir (76).

DN'ye yatkinlik yaratan genlerin RAAS, NO, aldoz rediiktaz yolu veya
lipoprotein metobolizmasinda rol oynayan genler olmasi olasidir (77). Ornegin T2DM
hastalarinda, anjiyotensin dontistiiriicti enzim (ACE) genotipinin DD (homozigot

delesyon genotip) polimorfizmi ile DN, daha siddetli proteiniiri ve progresif bobrek
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yetmezligi gelisimi iliskili bulunmustur (72, 78). Baska bir ¢calismada T1MD’de aldoz
rediiktaz geninin Z-2 aleli igin homozigotluk DN ile iliskilendirilmistir (73).

2.2.3. Diyabetik Nefropati Patolojisi

2.2.3.1. Diyabetik Nefropati Patolojik Siniflandirma:

DN hastalarinin renal biyopsilerinde diffiiz veya nodiiler mezensiyal
genislemeler ve glomeriiler bazal membran (GBM) kalinlasmasi1 gibi glomeriiler
degisiklikler goriilmektedir (79). En erken gelisen degisiklik mezensiyal genislemedir
(80). Hastaligin ilerleyen evrelerinde mezensiyal matriks genislemesinin artisiyla
Kimmelstiel-Wilson nodiilleri de denilen nodiiler birikimler olusmaktadir (81).
Glomertiiler lezyonlarin yaninda tiibiiler atrofi, interstisyel inflamasyon,

tiibiilointerstisyel fibrozis gibi ekstraglomeriiller lezyonlar da hastaligin ilerlemesinde

etkilidir (82).

2.2.3.2. Diyabetik Nefropati Patofizyoloji

Glukoz kontroliindeki dengesizlikler; DAG-PKC yolu, AGE, poliol yolu,
hekzosamin yolag1 ve oksidatif stres gibi hiicresel sinyal yollarim1 aktive eder. Bu
faktorler birbirleriyle etkilesime girerek inflamatuar siiregleri kolaylastirir ve diyabetik
kosullar altinda glomeriilosklerozun gelismesine yol agar (3). Renal hemodinamik
degisiklikler, iskemi ve glukoz metabolizmas1 anormallikleri ile iligkili oksidatif stres,

inflamatuar siiregler ve RAAS aktiflesmesi DN’deki fibrozisin sebebidir (83).

2.2.3.3. VEGF ve TGF B

VEGF en giiclii proanjiyojenik faktorlerden biridir. Memelilerde VEGF
ailesini, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve plasental biiytime faktorii (P1GF)
olusturur (84). VEGF-A, ailenin bir prototip iiyesi olup fizyolojik ve patolojik
anjiyogenezde ¢ok dnemlidir. VEGF-A'nin ¢esitli fonksiyonlar1 vardir. En 6nemlisi
endotel hiicrelerinin proliferasyonunu ve gogiinii tesvik ederek anjiyogenezi

uyarmasidir (Sekil 1) (85, 86).

DN’nin ana 6zelliklerinden biri kabul edilen anjiogenezdeki artisi tetikleyen

birincil biiylime faktérii VEGF’dir. VEGF glomeriiler biitlinliikk ve fonksiyonun
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korunmasi i¢in 6nemli bir bliylime faktorii olarak kabul edilirken, DN’de endotelyal

disfonksiyon ve diisiik NO diizeylerinde, VEGF etkilerinin artis1 olumsuz sonuglar

dogurmaktadir (4, 5).

VEGF-A, tirozin kinaz reseptorleri VEGFR-1 (Flt-1) ve VEGFR-2'ye (KDR /
FIk-1) baglanir ve aktive eder (84). VEGF-A, VEGFR-2’ye baglandiktan sonra

dimerizasyon ve tirozin fosforilasyonuna ugrar; bu reaksiyon, fosfoinositid 3-kinaz

(PI3K) ve Ras GTPaz aktivasyon proteinleri dahil olmak tizere gesitli hedeflerin

fosforilasyonunu saglar (87). Ayrica Fosfolipaz Cy aktivasyonu ve sonrasinda PKC

aktivasyonuna neden olur, PKC aktivasyonu da endotelial proliferasyon i¢in Raf-MEK

hiicre dist sinyal yolaklarin1 aktive eder (88). Ek olarak VEGFR-2'nin aktivasyonu,

PI3K-Akt yolu ile endotel hiicrelerinin apoptozunu inhibe eder (89).

oo
VEGFRI/Z
PI3K Raf Src
/N 1
Akt mTORC2 MEK FAK
| T !
vascular cell I cell motility I

permeability proliferation/

Sekil 1. VEGF ve Anjiogenez (86)

T2DM'li hastalarda VEGF ekspresyon artisinin glisemik kontrol, C-reaktif

protein, ve albuminiiri ile korele oldugu, dolayisiyla VEGF'nin diyabette nefropati ve

inflamasyon belirteci oldugi gosterilmistir (90).
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T2DM'liler ile yapilan bir baska ¢alismada DN patogonezinde rol oynayan
dolasimdaki hipoksi ile indiiklenebilir faktor-1a (HIF-1a) ve insiilin benzeri biiylime
faktorii-1 (IGF-1) serum seviyeleri ve VEGF-A seviyeleri arasinda pozitif korelasyon

oldugu gosterilmistir (91).

Hiperglisemi mezengial hiicrelerde Ang-II sentezinin ve anjiyotensin reseptor
ekspresyonunu artirir. Hiperglisemi ayni zamanda oksidatif stresi artirarak TGF-f3
ekspresyonunu ve podositlerde TGF-p R' ifadesini de uyarmaktadir. Artan Ang-11 ve
TGF-B, podositlerden VEGF ve konnektif doku biiylime faktoriiniin ekspresyonunu
artirtr. BOylece glomeriiler bazal membran kalinlagsmasi ve glomeriilosklerozu
indiikler (Sekil 2) (92). Ayrica TGF-B1 hem proksimal tiibiillerde hem de
glomeriilerde gegirgenligi artirarak idrar albiimin atilimini diizenledigi gosterilmistir.
TGF-B1 hem normal hem diyabetik kosullarda tiibiiler geri emilimi baskilayarak iiriner
su, elektrolit ve glukoz atilimini artirir. Tip 2 reseptorii olmayan transgenik farelerde
anti TGF-p antikorlarinin uygulanmasinin mezensiyal birikim ve renal hasarlanmay1

onledigi gosterilmistir (93-97).

Active TGF-B

Mesangial cell

( N\
¢ )
A

thickening

VEGF
CTGF

‘ Mesangial Diabetic
matrix T glomerulosclerosis

Sekil 2. TGF-B ve Glomeriiloskleroz (92)

2.2.3.3. Hemodinamik Degisiklikler

DN’nin ilk asamasi hiperfiltrasyondur. Glisemik kontrole paralel olarak
diyabetin erken evrelerinden itibaren tiibiiler fonksiyon degisikleri goriilmektedir.

Hiperglisemi etkisiyle sodyum glukoz kotransporter-2 (SGLT-2)’nin upregiilasyonu
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proksimal tiibiilde hem glukozun hem de sodyumun geri emilimini artirmaktadir.
Bunun sonucunda distal tiibiillerin makula densa hiicrelerine sodyum sunumu azalir,
tiibiiloglomeriiler feedback ile afferent arteriol dilatasyonuna neden olur. Ayrica
hiperglisemi, 1GF-1, glukagon, NO, VEGF ve prostaglandin gibi vasoaktif
mediatorlerin salinmasi1 da afferent arteriol dilatasyonuna katkida bulunur. Lokal
olarak yiikselen Ang-ll diizeyleri efferent arteriolde vazokonstriksiyon olusturur.
Sonu¢ olarak afferent arteriol vazodilatasyonu ve efferent arteriol
vazokonstriksiyonundan kaynaklanan intraglomeriiler basing artist nedeniyle

glomeriiler hiperfiltrasyon olusur (98).

2.2.3.4 Iskemi ve Inflamasyon

Klinik c¢alismalar hiperglisemi, oksidatif stres ve diyabetik komplikasyonlar
arasinda yakin bir iliski oldugunu gostermistir (99). Hiperglisemi, glikoz
metabolizmasi ve oksidasyon ile dogrudan, AGE olusumu ile dolayli olarak reaktif
oksijen tirevleri (ROS)'ni aktive eder. ROS; TGF-B1, plazminojen aktivator
inhibitori-1 (PAI-1) ve ekstraselliller matriks (ECM) proteinlerinin glomeriiler
mezengial hiicreler tarafindan upregiile edilmesini saglar ve bdylece mezengial
geniglemeye yol acar. ROS; PKC, mitojenle aktive olan protein kinaz, niikleer faktor
kappa-hafif zincir giliglendiricisi (NF-kB) gibi transkripsiyon faktorlerini, sinyal
molekiillerini de aktifler (100, 101).

Hiperglisemi altinda, glikolitik ara asamalar sirasinda olusan DAG ve AGE'den
sonra iretilen ROS ile hiicre i¢ci Ca*? artisi ve DAG'deki artis fosfolipaz C'nin
aktivitesini artirarak PKC'yi aktive eder. PKC aktivasyonu NO {iretimini azaltir,
endotelin-1 ve VEGF ekspresyon artigina neden olarak endotel disfonksiyonuna yol
acar (102-104). Bozulan endotel fonksiyonu, endotelden salinan vasoaktif maddelerin
saliniminda dengesizlige yol acar. Endotelin-1, vaskiiler dengenin diizenlenmesinde
en giiclii vasokonstriktor mediyatordiir. Hiperglisemide hiperinsiilinemi ile birlikte
Endotelin-1 sekresyonu artar. Vasokonstriksiyon etkisiyle vaskiiler disfonksiyona
neden olur (105). Endotelin reseptoriiniin aktivasyonu, vasokonstriksiyon ile birlikte

podosit hasari, oksidatif stres, enflamasyon ve fibrozis ile iligkilidir (106).
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DN’de glomeriiler ve vaskiiler degisiklikler, oksijenlenmeyi engelleyerek renal
medullada hipoksiye ve tiibiiler disfonksiyona yol acar. DN nin ileri evrelerinde gesitli
mekanizmalarla NO iiretimi azalir, kompansatuar mekanizma olarak nefronlarin
oksijen gereksinimi artar. Oksijenlenmenin bozulmasi ve serbest radikallerin tiretimi
ile renal tahribat artar. Hipoksik duruma yanit olarak olusan HIF aktivasyonunun

hiperglisemi nedeniyle engellenmesi renal fibrozisi kolaylastirir (107-109).

AGE'lerin diyabetik vaskiiler hasarin gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemli bir
rol oynadig1 gosterilmistir (110). AGE’ler protein disfonksiyonu ile hiicre dis1 matriks
metabolizmasini hem matriks-matriks hem de hiicre-matriks etkilesimlerini

degistirerek bozar ve glomeruloskleroz siirecinde yer alir (111, 112).

NF-xB, DN patofizyolojisinde anahtar rol oynayan enflamatuar etmenlerin
temel diizenleyicisidir. NF-xB proteiniiri ve interstisyel inflamatuar hiicrelerin
inflamasyonu ile de iliskilidir. DN’de artmis olan tiimor nekroz faktorii (TNF) ve ROS,
fosforilasyon ile NF-kB'yi aktive eder. (113). NF-xB artisi profibrotik gen
ekspresyonunu indiikler. Artan NF-kB ve PAI-1 ekspresyonu, plazmalemmal NADPH
oksidorediiktaz tarafindan iiretilen ilave ROS ile daha da arttirilan lokal bir doku

enflamatuar yanitina ve trombotik mikroanjiyopatiye neden olur (104, 114).

DN patogenezinde yer alan iskemik, inflamatuar degisiklikler sekil 3’te
sematize edilmistir (114).
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Bobrek hasarini ve bobrek fonksiyonlarinin azalmasini hizlandiran immiin
yanitlarin gosterilmesi ile DN’de olusan inflamasyonun dogal immiinitenin kompleks
bir siireciyle iligkili oldugu gosterilmistir (115). Janus kinaz sinyal transdiiseri ve
transkripsiyon aktivatoric (JAK — STAT) proteinleri, kemokinler, sitokinler ve
anjiotensin reseptorleri araciligiyla dogal immiin sistemin yanitina yardimci olur.
Hayvan caligmalarinda podositlerde JAK2’nin artirilmis ekspresyonunun DN
patolojisine katkida bulundugu gosterilmistir. DN’nin hangi evresinde olursa olsun
podositlerde ve tiibiilointerstisyumda JAK-STAT gen ifadeleri artmaktadir (116).

2.2.3.5. RAAS Aktiflesmesi

RAAS, kan basincinin ana diizenleyicilerinden biridir. Kalp, damarlar ve
bobrekler iizerine koordineli etkileriyle sivi ve elektrolit dengesini kontrol eder.
Angiotensin I, RAAS'In esas efektif kism1 olup postglomertiler arteriollar tizerine
vazokonstriktor etkisiyle glomeriiler hidrostatik basinci ve plasma proteinlerinin

ultrafiltrasyonunu artirarak kronik renal hasarin baslama ve ilerleme siirecine katkida
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bulunur. Buna ilave tiim RAAS elemanlart, hiicre biiylimesi, inflamasyon ve fibrozisi

direkt olarak hizlandirabilir (117).

Hayvan modelleri ¢alismalar1 ve randomize klinik ¢alismalardan elde edilen
kanitlar, RAAS inhibisyonunun DN’deki bu ilerlemeyi yavaslattigin1 gostermektedir
(118). Hiperglisemi ve AGE'ler; ROS ve bobrek spesifik G protein-bagli metabolik
reseptdr (GPRY) yoluyla renal hiicrelerde renin ve anjiyotensinojen ekspresyonunu
indiikler (119). Hiperglisemi nedeniyle glomeriillerde ve renal matriks hiicrelerinde
ekspresyonu artan TGF-B1 ve Ang-II, bobrek tiibiil disfonksiyonu ve atrofisi, kapiller

atrofi ve kronik hipoksiyi i¢eren renal fibrozis siire¢lerinde rol oynar (120).

Aldosteronun ayrica, PAI-1 ve TGF- gibi pro-sklerotik biiylime faktorlerinin
upregiilasyonu dahil olmak {izere gen ekspresyonu ve diger mekanizmalar

diizenleyerek DN’nin patofizyolojisinde 6nemli roller oynadigi belirlenmistir (121).

2.2.3.6. Podosit Otofaji

GBM’nin dis kisminda bulunan ve glomeriiler filtrasyon bariyerinin ana
bilesenlerinden olan podositlerin patolojik degisiklikleri ve glomeriiler filtrasyon
bariyerinin striktiirel degisiklikleri DN’de proteiniirinin sebebidir. Diyabetin sebep
oldugu podosit hasarinda ve DN’de renoprotektif patogenezde otofajinin rol oynadigi,
ve otofajinin, proteinleri ve peroksidazlari bozmasinin yaninda, intraselliiler ¢evrenin
homeostazisini koruyarak stoplazmik kontrol yaptigi gosterilmistir. Son ¢alismalar
podositlerdeki otofaji aktivasyonunun DN’deki ilerlemeyi 6nleyebilecegi yoniindedir
(122-124).

2.2.3.7. Mitokondri Disfonksiyonu

Hiperglisemiyle elektron tagima zinciri yiiklenmesi artar ve ROS {iretimiyle
birlikte DNA hasarina ve gliseraldehit-3-Fosfat dehidrogenaz (GAPDH) aktivitesinin
azalmasina neden olur. Sonug olarak glikolizin seyri bozulur ve glikolitik yolun ara
maddelerinin birikimi artar. Metobolik siire¢ poliol ve hekzosamin yolaginda aktivite
artisi, AGE onciilleri iiretimi artisi, PKC aktivasyonu gibi alternatif yollara ilerler.
Dolayisiyla bu siire¢ hiicresel disfonksiyon, anjiyogenez, enflamasyon, fibrozis,

azalmis oksidatif stres savunmasina ve bobrek hasarina neden olur (125-127).
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2.2.3.8. Epigenetik Diizenlemeler

DN patofizyolojisinde rolii bilinen hiperglisemi, hipoksi ve inflamasyon ¢esitli
epigenetik degisikliklere neden olmaktadir. Epigenetik modifikasyonlar, DNA
niikleotid dizisinde degisiklige yol agmayan fakat nasil kopyalanacagini degistiren
dinamik degisiklikleri ifade eder. Bu modifikasyonlar tek basina veya isbirligi i¢inde
genlerin ve dolayisiyla hiicre fonksiyonlarinin transkripsiyonunu diizenleyecek

bigimde kaydetme, saklama, tutma ve hatirlama goérevi goriir (128).

Hiperglisemi, biliylime faktorleri, oksidan stres ve enflamatuar faktorler dahil
diyabetik komplikasyonlarin patolojisi ile iliskili faktorler, endotel, vaskiiler diiz kas,
retina ve kalp hiicreleri gibi hedef hiicrelerde patolojik genlerin ekspresyonunu
degistirmek icin DNA sekansinda degisiklik olmadan bu epigenetik mekanizmalarin

diizensizligine yol agabilir (129).

DNA metilasyonu, kodlama yapmayan RNA’lar ve post-transyonel histon
modifikasyonlart (PTM) gibi epigenetik ve genetik mekanizmalar ikinci bir gen
diizenleme agamasi olusturarak DN patogenezinde rol oynamaktadirlar (8, 9). En iyi
bilinen ve tanimlanan epigenetik mekanizma sitozini, 5-metil-sitozine doniistiiren
DNA metilasyonudur (130). DNA metilasyonu, gen aktivasyonu veya susturulmas,
transkripsiyon uzamasinin diizenlenmesi ve alternatif ekleme dahil ¢esitli gorevler
almaktadir. Bunu kismen transkripsiyon faktorlerinin baglanmasimi degistirerek
ve/veya genleri susturmak i¢in transkripsiyonel baskilayicilart  kullanarak

gerceklestirmektedir (128).

Vaskiiler endotel hiicrelerinin hiperglisemiye maruz kalmasi, endotel hiicre
disfonksiyonunda yer alan bir¢ok gende DNA metilasyonunda degisikliklere yol
acmistir (131). T2DM hastalarint DN olan ve olmayanlar ile karsilagtirmali
degerlendirildiginde bazi genlerde beligin metilasyon oldugu gosterilmistir. Bu
genlerden biri de hipergliseminin bir sonucu olarak glomeriiler hiicrelerde apoptoza

aracilik ettigi ileri siiriilen UNC13B genidir (128).

DNA metilasyonunun renal fibrozis ve TGF-B eylem siirecinde rol oynadigi
gosterilmigtir. Wibke ve ark. Ras onkoproteininin bir inhibitdriinii kodlayan
RASALT'in fibrotik fare bobreklerinde kontrol grubuna gore hipermetile edildigini,

bobrekteki fibroblast aktivasyonunun ve fibrogenezinin devam etmesiyle iligkili
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oldugunu gostermiglerdir. Ayni ¢alisma ile TGF-f'ye kisa siireli maruziyette Rasall'in
metilasyon olmadan reversible sekilde suprese oldugu, uzun siireli TGF-

maruziyetinin Rasal 1 promotoriiniin metilasyonuna neden oldugu belirlenmistir

(132).

Histon PTM'leri gen ekspresyonu kromatin yapisini diizenler. Histonun 6nemli
PTM'leri arasinda lisin asetilasyonu (Kac), lisin metilasyonu (Kme) ve fosforilasyon
bulunur (133). Histon PTM'leri, diyabet agisindan karakterize edilen epigenetik
modifikasyonlar arasindadir. DN'deki histon PTM'lerin rolii in vitro ve in vivo olarak
arastirilmistir. Mezanjiyal hiicrelerde histon H3 lisin metilasyonunun (H3Kme) TGF-
[ aracili ECM gen ekspresyonundaki fonksiyonel rolii, normal ve yiiksek glukoz HG
kosullar1 altinda gosterilmistir(134). Ayrica histon modifikasyonlarinin microRNA ile
baglantilar1 bildirilmistir. Akt tarafindan aktive edilen p300 ile histon asetilasyonu,

DN'de miR-192'nin indiiklenmesinde rol oynadigi gosterilmistir (135).

2.2.4. MikroRNA (miRNA)

Lee ve ark. tarafindan kesfedilen miRNA'lar yaklasik 22 niikleotid
biiyiikliigiinde tek iplikgikli, kodlama yapmayan RNA'lardir (136, 137). Insan
genomunda 1000 den fazla miRNA bulunmaktadir (138).

2.2.4.1. MiRNA Sentezi

Hiicre ¢ekirdeginde baglayan miRNA'larin iiretimine RNA polimeraz I1 ve bazi
durumlarda RNA polimeraz 111 (RNaz I11) aracilik eder (139). Biiyiik diziler halinde
sentezlenen ve primer miRNA (pri-mirna) olarak adlandirilan bu yapinin 5’cap ve
3’poli A bolgesi bulunur. Pri-miRNA’nin Drosha (RNaz III enzimi) tarafindan
kesilmesi ile Onciil molekiil olan pre-miRNA olusur. Pre-miRNA, eksportin 5 ile
sitoplazmaya tasimir. Stoplazmada pre-mirna, trans aktivasyonundan sorumlu RNA
baglayict protein (TRBP) ve Dicer (RNaz Ill enzimi) tarafindan islenir. Bir zinciri
kilavuz miRNA, diger zinciri ona eslenmis diziye sahip cift zincirli molekiil olusur.
Kilavuz zincir ile RNA kaynakli susturma kompleksi (RISC) birlesir. miRNA’y1
iceren RISC kompleksi, mesenger RNA (MRNA)’y1 hedefleme yetenegine sahiptir.
RISC i¢indeki miRNAlar, hedef mRNAlar1 3' UTR bolgelerindeki baz eslesmesine

gore belirler. Hedefledigi mRNAnin inhibisyonuna neden olup translasyonunu
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engeller. MiRNA ¢ekirdek dizisinin hedef mRNA’nin translosyane edilmemis 3’
kismi (3’UTR) arasindaki tamamlayiciligin benzerligi, mMiIRNA’nin hedef mRNA’y1
baskilama giicii ve seklini belirler (11, 140, 141).

MiRNA’larin  mRNA hedeflerine baglanmasi tam bir tamamlayicilik
gerektirmedigi i¢in her bir miRNA i¢in 100’den fazla mRNA’y1 hedef alabilmesini
olanak saglamaktadir. Bu 0&zellik ile miRNA’lar birgok fizyolojik ve patolojik
biyolojik siireclere katilabilirler (142, 143). MiRNA’lar gen ekspresyonlarini
posttranslasyonel diizenleyerek hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi, apoptozis,
anjiyogenez ve onkogenez regiilasyonunda rol alirlar. Bir mikroRNA molekiild,
binlerce genin ekspresyonunu diizenleyebilir. Bu nedenle miRNA'lar, ¢ok sayida genin
ekspresyonunu modiile etme ve bdylece cesitli hastaliklarin  gelisimini veya
ilerlemesini potansiyel olarak etkileyen hiicresel ve biyokimyasal fonksiyonlar

degistirme konusunda biiyiik bir potansiyele sahiptir (144, 145).

2.2.4.2. MiRNA ve Diyabet

MiRNA'’larin kesfinden bu yana diyabet patogenezinde rolii arastirilmaktadir.
Iskelet kas1, yag dokusu, pankreas B hiicreleri gibi insiiline duyarli organ kaynakli baz1
miRNA’larn insiilin sekresyonu, pankreas B hiicreleri ve adiposit doku faklilagmasi
ile iliskili oldugu gosterilmistir (146). Ilk olarak 2004 yilinda Poy ve ark. tarafindan
miR-375’in insiilin sekresyonunu dogrudan diizenleyen miRNA oldugu gosterilmistir
(147). Pankreas adacik hiicrelerinde spesifik olarak eksprese edilen miR-375 pankreas

gelisimi, insiilin salgilanmasi, hiicre biiyiimesi ve ¢ogalmasinda rol alir (148).

MiR-375, PI3-kinaz yolunda anahtar bir molekiil olan 3’-fosfoinositide
bagimli kinaz 1 mRNA'y1 dogrudan hedefleyerek insiilin sekresyonunu azaltir.
MiR-375 ekspresyonundaki azalma, hedef genlerinin baskilanmasini ortadan

kaldirarak insiilin sekresyonunu arttirir (Sekil 4) (149).
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T2DM’lilerde pankreas adacik hiicrelerinde miR-124a’nin ifadesinin artmasi

glukoz ile indiiklenen insiilin sekresyonunu azaltmaktadir (150).

MiR-9'un asirt ekspresyonunun bir transkripsiyon faktorii olan Onecut2'yi
hedefleyerek insiilin ekzositozunu azalttifi gosterilmistir. Onecut2, dogrudan
promotdriine baglanarak Granuphilin / Slp4'iin ifadesini baskilar. Granuphilin, salgi
graniilleri ile iligkili olan ve insiilin salimini negatif olarak diizenleyen bir Rab GTPase
efektoridiir (151). Granuphilin seviyelerini modiile ettigi gosterilen baska bir
mikroRNA, miR-96'dir. MiR-96'nin, Granuphilin mRNA's1 ve protein seviyelerinin
upregiilasyonu ile insiilin sekresyonunu diisiirdiigii gosterilmistir (152). MiR-29’un da
onecut2’nin ekspresyonunu azaltarak insiilin salinimini engelledigi gosterilmistir
(153).

MiRNA'lar insiilin {iretimi ve salgilanmasi siireclerine dahil olmas1 yaninda
hedef dokularda insiilin sinyallesmesinde de yer almaktadir. Ornegin diyabetik
siganlarda miR-29 ailesi iiyelerinin, kas, yag ve karaciger gibi insiiline duyarh ii¢
dokuda ifadelerinin arttigi ve ayni ¢aligmada artmig miR-29 seviyelerinin, yliksek
glukoz ve yiiksek insiilin ile inkiibe edilen hiicrelerde insiilin direncini taklit eden

insiilin direncine yol agtig1 gosterilmistir (154).
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2.2.4.3. MiRNA ve Diyabetik Nefropati

DN fizyopatogenezinde rol alan birgok yolak ve mekanizmalar ortaya
¢ikarilmasina ragmen halen net anlasilamamustir. Hiperglisemi, AGE’ler, oksidatif
stres, sitokin ve kemokinler ile epigenetik mekanizmalar gibi faktorler mezensial
genisleme, ECM proteinlerinin glomeriiler ve tiibiiler kompartmalarda ¢okmesi,
podosit sayisinda azalma ve podosit apoptozisi DN’nin temel patolojik 6zellikleridir
(155). Bahsedilen patolojik siireglerde yer alan miRNAlarin tesbiti diyabete bagl
bobrek yetmezligini 6nlemede ve tedavi secenekleri gelistirmede bir hedef haline
gelebilir. Diyabetojenik faktorlerin ve biiylime faktorlerinin miRNAlar gibi non-
coding RNA’lar1 da indiikleyebilecegi ve ECM proteinleri ve DN’nin erken
donemleriyle ilgili genlerin ekspresyonunu tesvik edebilmeleri ile miRNA’larin bu
firsat1 sunacaklari diisiiniilmektedir (156). DN gelisiminde miRNA'larin rolii miRNA
tiretiminde gorev alan Dicer'n podosit spesifik delesyonu olan fare ¢aligsmalarinda
vurgulanmistir (157, 158). Anormal miRNA ekspresyonu mezangial hiicreler,
podositler ve hiperglisemik kosullar ve TGF-B kullanilarak proksimal tiibiiler epitel
hiicreleri dahil olmak iizere kiiltlirlenmis bobrek hiicrelerinde in vitro diyabet
modellerinde de gosterilmistir (159, 160). Bes miRNA'nin, yani miR192, miR194,
miR204, miR215 ve miR216'nin, diger organlara gore bobreklerde 6zellikle yaygin
oldugu bulunmustur (161). Bazt miRNA'larin diyabetik bobreklerde diizensiz oldugu
ve DN patogenezine katkida bulundugu bildirilmistir. Tanimlanan miRNA’lar i¢inde
mMiR-192’nin streptozotosinle indiiklenen diyabetik farelerin glomeriillerinde anlamli
sekilde yiikseldigi bildirilmistir (162). TGF-p1, DN gelisiminde onemli bir rol
oynayan renal fibrozisin ana modiilatoriidiir. Yapilan in vitro bir ¢alismalarda miR-
192'nin TGF-B1 ile indiiklendigi, ZEB2 ekspresyonu azaltarak mezensial hiicrelerde
kollagen birikimine aracilik ettigi gosterilmistir (162). Baska ¢alismalarda DN'nin
erken donemlerinde miR-192 seviyesinin arttig1 ve fare modelinde bu miRNA’nin

ekspresyonun baskilanmasiyla DN'nin 6nlenebilecegi gosterilmistir (163, 164).
MiR-192’nin, miR-216a/miR-217 ve miR-200b/c gibi diger miRNA'lar1 da

diizenleyebildigi bildirilmistir. MiR-200 Zebl'i inhibe ederek fare mezensiyal

hiicrelerinde TGF B1’in otoregiilasyonunu ve kollajen ekspresyonunu diizenleyebilir.

Dahast miR-216/miR-217 DN'nin 6nemli bir bileseni olan TGF B1 indiiklii Akt
aktivasyonu ve hiicresel hipertrofisi ile iligkilidir (165).
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MiR-21 in artmis ifadesi diyabetli fare modelinde ve DN hastalarinin renal
biyopsilerinde gosterilmistir. MiR-21, TGF-B1/Smad3 yolunun negatif diizenleyicisi
olan Smad7 yi hedef alarak PTEN ekspresyonunu inhibe eder ve Akt yolunu indiikler
(159). Diyabetik bobrek hastaligi ile iliskili olarak T2DM’1i fare modelinde miR-21’in
yikimt ile TGF-f1 ve NF-kB sinyal yolunun aktivasyonunun baskilandigi
gosterilmistir (166).

DN hastalarinin serum ornekleri ile bobrek dokusunda ve bobrek fibrozu ve
mikroalbliminiirili fare modellerinde belirgin sekilde yiikseldigi gézlenen miR-

135a'nin ECM birikiminde kilit bir rol oynadig1 gosterilmistir (167).

Bir bagka 6rnek de anti-fibrotik etkileri bildirilen mir-29 aile tiyeleri igindir.
MiR-29a transgenini eksprese diyabetik farelerin vahsi tip diyabetik farelere kiyasla
bobrek fonksiyonlarinin daha iyi oldugu gosterilmistir (168). DN ile ilgili tanimlanmis
birka¢ miRNA kisa agiklamalariyla birlikte tablo 4°de verilmistir (169).
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Tablo 4. Diyabetik Nefropatide MiRNA'larin Degisimi (169)

Hiicre Tipi Egiljlreuﬁn miRNA’lar Degisen Durum
Hiperglisemi miR25 J Nox4 4 Oksidan stres i)
Podosit miR29a HDAC ¢ Apoptozis T
miR29¢ T Spryl Rho kinaz ¥ Apoptozis T
TGF-p1 miR29b/c { | Kollojen { ECM T
let7b/c 4 TGFR-p1 4
Kollojen { ECM T
mirR21 T Smad7 TGF-p1 4
PTEN PIBK/AKT { | Hipertrofi T
miR 29a
Proksimal miR 29b J Kollojen 4 ECM T
Tiibiil Epitel | TGF-Bl miR 29¢ ¥ _
Hiicreleri miR30e 4 | ucP2 ! ECM 1 Fenotipik
degisim T
miR192 Zeb1/2 | E-Kadherin 4 Fenoyplk
degisim T
miR200b ¥ | Fibronektind ECM T
miR215 4 | Zeb12d E-Kadherin 4 | coUPIK
degisim T
mirR21 1 Smad7 ¥ TGF-p1 4
PTEN 4 PIBK/AKT { | Hipertrofi T
miR29 | Kollojen 4 ECM T
ECM T
miR135a T TRPC1{ Hipertrofi T
Oksidan stres T
miR192 T TGF-p1 T
miR200b/c T
miR216a T
Mezengial e miR217 1
Hiicreler Zeb1/2 4 ECM T
miR200b/c TGF-p1 T
) Zeb1/2 4 ECM T
. PTEN PI3K/AKT 1 | Hipertrofi T
miR216a T Ybx1 { Kollojen 1 ECM T
miR217 T PTEN PI3K/AKT 1 | Hipertrofi T
. PAK1 | Fibronektin 4 ECM T
MiR377 T 550172 T | Fibronektin 4 ECM T
miR433 T TGF-gp1 T
. o _ YWHA |
Hiperglisemi | miR451 T 538 MAPK 1
ECM T
miR30c CTGF 1t Hipertrofi T
L e Oksidan stres T
Renal Biyopsi (DN’1i fare) ECM 1
miR130b ¥ | Snail Sinyali T | Hipertrofi T
Oksidan stres T
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3. MATERYAL METOD

3.1. Calismaya Alinacak Olgularin Se¢imi

Bu c¢alisma Subat 2018 ve Mayis 2019 tarihleri arasinda kesitsel tipte bir
calisma olarak gergeklestirilmis olup, ¢alismaya bu tarihlerde Siileyman Demirel
Universitesi Tip Fakiiltesi Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklar1 Poliklinigine
basvuran 18-65 yas arast 40 mikroalbuminiirisi olan DN’li T2DM’li hasta,35
makroalbuminurisi olan DN’li T2DM’li hasta, 40 normoalbuminurili T2DM’li hasta
calismaya alindi. Ayrica kontrol grubu olarak hastalik ve ila¢ kullanim Oykiisii
olmayan 35 saglikli kisi ¢alismaya dahil edildi. Bu kisiler randomize olarak segilen
goniillii kisilerdi ve inflamasyona neden olabilecek hastalik (akut enfeksiyoz
hastaliklar, maligniteler, inflamatuar romatizmal hastaliklar gibi), gebelik, malignite,

akut ve kronik karaciger hastaligina sahip olanlar ¢calismaya dahil edilmedi.

Gruplar cinsiyet agisindan degerlendirildiginde saglikli kontrol grubunda 21
(%60) erkek, 14 (%40) kadin; normoalbiiminiirili T2DM’li hastalarda 27 (%67.5)
erkek, 13 (%32.5) kadin; mikroalbiiminiirili T2DM’li hastalarda 28 (%70) erkek, 12
(%30) kadin; makroalbiimintirili T2DM’li hastalarda 23 (%65.7) erkek, 12 (%34.3)
kadin hasta mevcuttu. Ek hastaliklar1 degerlendirildiginde normoalbiimintiriilli DM
grubunda 10 hastada (%25) HT, 3 hastada (%7.5) KAH ve 11 hastada (%27.5)
hiperlipidemi; mikroalbiiminiiriili DM grubunda 19 hastada (%47.5) HT, 6 hastada
(%15) KAH ve 6 hastada (%15) hiperlipidemi; makroalbiiminiiriili DM grubunda 21
hastada (%60) HT, 9 hastada (%25.7) KAH ve 8 hastada (%22.8) hiperlipidemi

mevcuttu.

Hasta gruplar1 aldiklar1 tedaviler agisindan degerlendirildiginde; DM’li
hastalarin aldiklar antidiyabetik ve insiilin tedavilerine ilaveten normoalbiiminiirili
DM grubunda 6 hasta proton pompa inhibitdrii (PP1),13 hasta antihiperlipidemik, 6
hasta antiagregan, 12 hasta ACEI-ARB, 2 hasta kalsiyum kanal blokorii (KKB), 1
hasta Beta-blokér (BB); mikroalbiiminiirili DM grubunda 9 hasta PPI, 13 hasta
antihiperlipidemik, 10 hasta antiagregan, 18 hasta ACEi-ARB,3 hasta KKB, 5 hasta
BB, 2 hasta diiiretik; makroalbiiminiirili DM grubunda 8 hasta PPI, 17 hasta
antihiperlipidemik, 11 hasta antiagregan, 18 hasta ACEi-ARB,9 hasta KKB, 10 hasta
BB, 6 hasta diiiretik tedavisi almaktaydi.
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3.2. Antropometrik Olgiimler

Calismaya katilan tiim katilimcilarin sistolik kan basinci (SKB) ve diyastolik
kan basinci (DKB) 30 dk i¢inde ¢ay ve sigara igmemis ve 5 dk istirahat etmis olmasi
dikkate alinarak oturur vaziyette her 2 koldan civali sifingomanometre ile 6l¢iildii.
Tiim katilimcilarin viicut agirliklart ve boy 6l¢iimleri yapildi. Viicut agirligi hastalarin
tizerinde hafif giyecekler varken, ayakkabisiz olarak, kalibrasyonu yapilmis, Seca
marka (Almanya) tart1 ile Olgiildii. Boy oOlgiimleri hasta ayakta durmaktayken,
ayakkabisiz olarak Seca marka (Almanya) tart1 ile yapildi. Tiim ¢alisma grubunun

viicut kitle indeksi (VKI) viicut agirhig1 boyun karesine béliinerek hesaplandi (kg/m?).

3.3. Biyokimyasal Analizler

Calisma grubunun hepsinden 12 saatlik aglik sonrasi sabah 08:00-08:30
arasinda biyokimyasal tetkikler i¢in brakial venden 10 cc ven6z kan 6rnekleri alindi.
Alman orneklerden aglik kan sekeri (AKS), glikolize hemoglobin (HbAlc), yiiksek
dansiteli lipoprotein-kolesterol (HDL-K), LDL-K, TG, total kolesterol (TK), kreatinin,
alanin aminotransferaz (ALT), iirik asit, hemogram 6lgiimleri yapildi. 24 saatlik idrar
orneklerinden mikroprotein, mikroalbumin ve kreatinin diizeyi hesaplandi. VEGF ve
TGF-p diizeyleri ¢alisilmak tlizere 12 saat aclik sonrasi alinan venoz kan 6rnekleri jelli
biyokimya tiiplerine alindiktan sonra 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek serum kismi
elde edilmistir. Daha sonra numuneler eppendorf tiiplerine ii¢ porsiyona ayrilarak -

80°C’de ¢alisma giiniine kadar saklanmastir.

Calismada; Santrifiij cihaz1 Niive-NF 1200 R model sogutmali (Tiirkiye) ve
Eppendorf 5415 R eppendorf (Almanya), Otomatik pipetler eppendorf (Almanya) ve
gilson (Fransa), Derin dondurucu: Kirsch Bosch -80°C (Almanya), ELISA plate
yikayici: Bio-tek marka ELx 50 model otomatik strip yikayici (ABD), ELISA
okuyucu: Rayto RT-6000 Microplate Reader (Cin), Vorteks cihazi: Niive NM 100
(Tiirkiye), Elabscience ELISA Kiti Katalog no: E-EL-H0110 (Wuhan, Cin),
Elabscience VEGF-A ELISA Kiti Katalog no:E-EL-HO0111 (CIN) kullamldi. TK,
HDL-K, TG ol¢timleri Beckman Coulter AU 5800 kimyasal analizer kullanilarak
ol¢iildii.
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LDL-K diizeyleri Freidewald formiiliine (Freidewald formiilii: LDL-K = TK —
(HDL-K + TG/5)) gore hesaplandi (170).

3.4. VEGF Diizeylerinin Belirlenmesi

VEGF-A seviyesinin kantitatif 6l¢iimii enzim-linked immunosorbent assay
(ELISA) yontemi ile ticari kit (Elabscience, Wuhan, China) kullanilarak yapilmistir.
Kit 7 nokta kalibrator icermekteydi (31,25pg/ml, 62,5pg/ml, 125pg/ml, 250pg/ml,
500pg/ml, 1000pg/ml, 2000pg/ml). Tim standartlar duplike c¢alisilarak bu
konsantrasyonlara karsilik gelen optik dansite verileri alindi. Prosediir sonunda
standartlarin optik dansite- konsantrasyon grafigi c¢izilmis ve tiim numunelerin
konsantrasyonlari bu grafikten yararlanilarak hesaplandi. Sonuglar pg/ml olarak ifade

edildi.

3.5. TGF-B Diizeylerinin Belirlenmesi

TGF-B1 seviyesinin kantitatif 6l¢iimii enzim-linked immunosorbent assay
(ELISA) yontemi ile ticari kit (Elabscience, Wuhan, China) kullanilarak yapilmistir.
Kit prosediiriine uygun olarak c¢alisma oncesinde tiim numunelerin aktivatasyonu 1 M
HCl ile 30 dakika inkiibasyon sonrast 1.2 M NaOH/0.5 M HEPES kullanilarak yapildi.
Kit 7 nokta kalibrator icermekteydi (31,25pg/ml, 62,5pg/ml, 125pg/ml, 250pg/ml,
500pg/ml, 1000pg/ml, 2000pg/ml). Tim standartlar duplike c¢aligilarak bu
konsantrasyonlara karsilik gelen optik dansite verileri alindi. Prosediir sonunda
standartlarin optik dansite-konsantrasyon grafigi ¢izilmis ve tiim numunelerin
konsantrasyonlari bu grafikten yararlanilarak hesaplandi. Sonuglar pg/ml olarak ifade

edildi.

3.6. MiRNA Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Hastalardan EDTA’D1 tiiplere 4cc kan alindi. Alinan kanlar 1-2 saat i¢inde
sogutmali santrifiijde 15.000 rpm’de 10 dk dondiiriilerek plazma kismi cDNA

izolasyonu yapilana kadar -80 C’de muhafaza edildi.
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3.6.1. Calismada Kullanilan Cihazlar, Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

Calismada; sogutmali santrifiij (Thermo), mikrosantrifiij (Thermo), -80C derin
dondururucu (Thermo), vorteks (Niive), spektrofotometre (NanoDrop ND-1000),
termal Cycler (Thermo), mikropipetler (1-10 ul, 10-100 ul, 100-1000 ul ) (Eppendorf
Research), ¢eker ocak, distile su cihazi (Barnstead), buzdolab1 (Profilo), gii¢ kaynagi
(Apelex), real-time polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) (Applied Biosystems
StepOnePlus) cihazlar1 kullanildi.

Calismada; RiboExTM soliisyon (GeneAll), Buffer SW1 (GeneAll), Buffer
RBW (GeneAll), Buffer RNW (GeneAll), RNase-free water (GeneAll), GeneAll®
Column type B (red ring) (with collection tube) (GeneAll), GeneAll® Column type W
(blue ring) (with collection tube) (GeneAll), 2 ml collection tube (GeneAll) ve 1.5 ml
collection tube (GeneAll) Hybrid-R miRNA izolasyon Kkiti (GeneAll) olarak

kullanilmastir.

3.6.2. Primerler

Kontrol olarak U6 gen bdlgesine ait diziler kullanilmistir. Yetkili firma
tarafindan Erika Varkonyi-Gasic and Roger P. Hellens’in Quantitative Stem Loop RT-
PCR for Detection of MicroRNAs makalesi kaynak alinarak RT, Forward ve Reverse
primerleri tasarlanmistir (171). Calismada kullanilan primer dizileri asagida

belirtilmistir.

Hsa-miR-184:

R: CGAGGAAGAAGACGGAAGAAT
F: TGGACGGAGAACTGATAAGGGT
Hsa-miR-98-5p:

R: CGAGGAAGAAGACGGAAGAAT
F: TGAGGTAGTAAGTTGTATTGTT
Hsa-miR-185-5p:

R: CGAGGAAGAAGACGGAAGAAT
F: TGGAGAGAAAGGCAGTTCCTGA
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Hsa-miR-203:

R: CGAGGAAGAAGACGGAAGAAT
F: AGTGGTTCTTAACAGTTCAACAGTT

Hsa-miR-196a-3p:

R: CGAGGAAGAAGACGGAAGAAT
F: CGGCAACAAGAAACTGCCTGAG

U6 snRNA:

R: CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT
F: GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT

3.6.3. Total RNA Kalitesinin ve Miktarinin Tayini

Kaliteli total RNA istatistiksel olarak dogru karsilastirilma yapilmas: i¢in
gereklidir. Izole edilen total RNA’larm nanodrop spektrofotometre cihaziyla dlgiimleri
yapildi. A260/280 orant 1.8’in altindaki veya A260/230 orani 2.0’ altinda olan

ornekler ¢alismaya dahil edilmedi.

3.6.4. MiRNA izolasyon Protokolii

MiRNA izolasyon protokoliinde 200uL serum+500uL RiboEx pipetaj yaparak
eklendi. 5 dk oda 1s1sinda inkiibe edildi. 1,5ml lik tiip tizerine 100ul kloroform eklendi.
Kloroform RiboEx ve serum 6rnegine karigmasi igin alt {ist yapildi ve 2 dk oda 1sisinda
bekletildi. 12,000g de dk 4°C de santrifiij yapildi ve sulu faz bagka bir eppendorfa
aktarildi. Alinan sulu faz kadar tizerine %50 ethanol eklendi. Pipetaj yapildi. Elde
edilen mix type B (kirmiz1 kapakli olan) 700uL olacak sekilde kolona aktarildi.
11,000rpm de 1 dk oda 1s1sinda santrifiij edildi. Altta kalan tiipiin lizerine kalan sivinin
hacmi kadar %100 ethanol eklendi. Pipetaj yapildi. Bu karisim (yaklasik 650uL) type
W kolona aktarildi. 11,000rpm de 1 dk oda 1sisinda santrifiij edildi. Not: geriye kalan
ornek varsa bir 6nceki iki basamak tekrarlanir. Collection tiip yenisi ile degistirildi ve
tizerine 500uL. RBW Buffer eklendi. 11,000rpm de 1 dk oda 1sisinda santrifiij edildi.
Collection tiip yenisi ile degistirildi ve {izerine 500uL. RNW Buffer eklendi.
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11,000rpm de 1 dk oda 1sisinda santrifiij edildi. Collection tiip yenisi ile degistirildi ve
tizerine 500uL RN'W Buffer eklendi. 11,000rpm de 1 dk oda 1sisinda santrifiij edildi.
Collection tiip yenisi ile degistirildi ve lizerine higbirsey eklenmeden 11,000rpm de 2
dk santrifiij edildi. Daha sonra membranin tam merkezine gelecek sekilde SOuL
RNase-free su eklendi ve 2dk oda sicakliginda bekletildi. 11,000rpm de 2 dk santrifiij
edildi. Elde edilen 6rnek -20°C ye kaldirildi. Daha sonra elde edilen miRNA ile
complementer DNA(cDNA) sentezi yapildi.

3.6.5. cDNA izolasyon Protokolii

MiRNA ekspresyon miktarinin tayini icin, elde edilen total miRNA’dan
calisilacak her bir miRNA i¢in ayr1 ayri stem loop primeriyle cDNA elde edildi
(Tablo.5). Bu islem WizScript™ ¢DNA Synthesis Kit (High Capacity) W2211 kiti ile
gerceklestirildi.

Tablo 5. CDNA izolasyon Protokolii

BILESENLER MIKTAR
10X Reaction Buffer 2 ul
Stem-loop primer 2 ul
20X dNTP mix 1 ul
miRNA 1 ul
WizScript™ RTase 1 ul
RNase Inhibitor 1 ul
RNase free Water 2 ul
TOTAL 10 pl

PCR mix bilesenleri tabloda verilen oranlarda PCR striplerine koyuldu.
Ardindan stripler Applied Thermal Cycler cihazina yerlestirildi. Tablo 6’de verilen
PCR dongii protokolii uygulandi. Ornekler daha sonra ¢alisilmak iizere -20C’ye
kaldirildu.
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Tablo 6. PCR Dongii Protokolii

25°C 10 dakika
37°C 120 dakika
85°C 5 dakika
4°C + 0

3.6.6. Real Time PCR Protokol

Calismaya baslamadan 6nce ilk olarak plate dizayni yapildi. cDNA harig biitiin

PCR bilesenleri mix yapildi. PCR bilesenleri Tablo 7°de verildi. Her bir kuyuya

karisimdan esit miktarda koyuldu. cDNA 6rnegi ise dizayna gore her bir kuyuya
eklendi (6rnegin; 16ul mix+4ul cDNA). Plate sailing film ile kapatildi. Ardindan RT-
PCR cihazina yerlestirildi. RT-PCR dongii protokolii Tablo 8’de verildi.

Her bir 6rnek i¢in ger¢ek zamanli PZR islemi en az iki tekrarl olacak sekilde

yapilarak ortalama Ct degerleri elde edildi. Primerlerin de saglikli bir dizayn1 olup

olmadigin1 gérmek adina melt curve analizi yapilarak analiz edildi.

Tablo 7. RT-PCR bilesenleri

PCR BILESENLERI 1X
2X SYBR GREEN MASTER MIX 10uL
F(10pm) 1ulL
R(10pm) 1uL
ROX 1uL
cDNA 4pL
WATER 3l
TOTAL 20uL

Tablo 8. RT-PCR Déongii Protokolii

PCR KOSULLARI
95°C 10 dakika
95°C 15saniye
X40
60°C 1 dakika
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Rolatif kantitasyon analizi “224¢T Yontemi” metodu kullamilarak tanimland.
Bunun i¢in; miRNA ekspresyon kantifikasyonu kiiciik niiklear riboniikleoprotein olan
U6 snRNA referans olarak kullanilip kontrol grubuna gore normalize edildi. Her bir
ornege ait, her bir genin Ct degerleri, o 6rnegin housekeeping Ct (U6 CT) degerinden
cikartilacak delta siklus esigi (ACt) degerleri hesaplandi. Daha sonra her bir hastanin
ACt degerleri kontrol grubunun ortalama Ct degerinden ¢ikartilacak deltadelta siklus
esigi (AACt) degerleri hesaplandi. Son olarak; her bir miRNA’nin ne kadar eksprese
oldugu hesaplamak i¢in, son degerin baslangica olan orani alinarak (fold change) 2-
AACt degeri belirlendi. 222" degeri 2’nin iizerindeyse artis, 1’in altindaysa

ekspresyonda azalma olmustur seklinde yorumlandi.

3.7. istatiksel Analiz

Stirekli degiskenlerin normal dagilima uygunluk kontroliinde Shapiro Wilk
testi kullamlmistir. Ikiden fazla normal dagilima uymayan bagimsiz grup
karsilagtirilmasinda Kruskal Wallis testi ve Dunn ¢oklu karsilastirma testleri (tansiyon
degerleri, ALT, AKS, HbAlc diizeyleri, DM siireleri, TG, TK, Cr, iirik asit,
albuminiiri, VEGF, TGF B ), normal dagilima uyanlarda ise ANOVA (yas, VKI, BKO,
hemogram, l6kosit, platelet diizeyleri, HDL-K, LDL-K) testi kullanilmistir. Normal
dagilima sahip degigkenlerin 2 bagimsiz grup karsilastirilmasinda Student t Testi ,
normal dagilima sahip olmayan degiskenler icin Mann Whitney U Testi kullanilmistir.
Kategorik verilerin karsilastirilmasi ki-kare testi ile yapilmistir (cinsiyet). Degiskenler
arasindaki iliski Spearman korelasyon analizi ile belirlenip, DN gelisimi {izerinde
miRNA’larin bagimsiz etkisi lojistik regresyon analizi ile degerlendirilmistir. DN’de

miRNA’larn tanisal giicii ROC curve analizi kullanilmistir.

Istatistiksel analizler icin SPSS for Windows version 22.0 paket programi

kullanilmis ve P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Bu calisma igin Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu’ndan 14.02.2018 tarih ve 32 sayili karar numarasiyla onay alinmistir.
Calismaya alinmasi planlanan tiim kisiler arastirma hakkinda sézel ve yazili olarak
ayrintili bilgilendirilmis ve ¢alismayr kabul edenlerden ‘bilgilendirme ve onay

imzalar1” alindiktan sonra ¢aligsmaya dahil edilmistir.
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Bu tez calismasi Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma Proje

Koordinatorliigiiniin TTU-2018-6675 nolu proje destegi ile gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Yas, cinsiyet, VKI gibi demografik verilerin gruplara goére dagilimi
incelendiginde kontrol grubunda hastalarin ortalama yas1 54.8+6.8; normoalbiiminiiri
grubunda 52.6+7.7; mikroalbiiminiiri grubunda 53.3+7.7 ve makroalbliminiiri
grubunda 55.448.0 olarak bulundu. Gruplar arasinda yas agisindan anlamli bir fark
saptanmadi (p=0.366). Kontrol grubunda hastalarin ortalama VKI 28.5 + 4.2;
normoalbiiminiiri grubunda 30.54+5.0; mikroalbiiminiiri grubunda 32.4+5.3 ve
makroalbliminiiri grubunda 32.6+7.1 olarak bulundu. Gruplar arasindaki bu fark
anlamliydi (p=0.05) ve yapilan post hoc testlerde farkin kontrol grubu ile sirayla
mikroalbiiminiiri ve makroalbliminiiri gruplar1 arasindan kaynaklandigir goriildi
(swrastyla p=0.013 ve p=0.011). Gruplar bel kal¢a oranlarina (BKO) gore
incelendiginde  kontrol grubunda hastalarin  ortalama BKO  0.96+0.09;
normoalbliminiiri grubunda 0.94+0.07; mikroalbliminiiri grubunda 0.97+0.09 ve
makroalbiiminiiri grubunda 0.97+0.07 olarak bulundu. Gruplar arasindan BKO
acisindan istatistiksel bir fark saptanmadi (p=0.343). Gruplar arasinda cinsiyet

dagilimi agindan anlamli bir fark saptanmadi (p=0.828, Sekil 5).
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90% B 13 12 12
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
kontrol grubu  normoalbumindri mikroalbiminiiri makroalbuminri
grubu grubu grubu

m erkek kadin *p=0.828

Sekil 5. Gruplarin Cinsiyet Dagilimlari

Gruplar kan basinglarina gore degerlendirildiginde makroalbiiminiiri grubu sag

sistol, sag diyastol ve sol sistol degerleri bakimindan anlamli olarak normoalbiiminiiri
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ve kontrol grubuna goére daha yiiksek bulundu (tiimii i¢in p<0.05). Sag diyastol
diizeyleri arasindaki fark post hoc testlerde kayboldu ve gruplar arasi fark saptanamadi

(Tablo 9).
Tablo 9. Gruplarin Kan Basinci Diizeyleri

Kontrol Normoalbuminiiri Mikroalbuminiiri Makroalbuminiiri

Grubu Grubu Grubu Grubu

Sag Sistol (mm

" 120.0+0.0 120.0420.0 130.0+10.0 130.0420.08>  <0.001
zzg) Diyastol (MM g5 5.10.0 75.0£10.0 80.0+£10.0 80.0415.0%*  0.001
Sol Sistol (mm Hg) ~ 120.0+0.0 120.0420.0 130.0+10.0 130.0415.08>  <0.001
a‘;')DiyaSto' (Mm 250100 75.0413.7 80.0£10.0 80.0£150  0.036

Veriler ortancatCAAolarak verildi. 2kontrol grubundan anlamli olarak farkli (p<0.005), °normoalbuminiiri
grubundan anlamli olarak farkli (p<0.005).

4.1. Gruplarim Hemogram ve ALT Diizeyleri A¢isindan Degerlendirilmesi

Makroalbiiminiiri grubunun hemoglobin degerleri mikroalbiiminiiri ve kontrol
grubuna gore anlamli olarak daha diistiktii (sirasiyla; p=0.007 ve p=0.014). Lokosit
diizeyi kontrol grubunda normoalbiiminiiri, mikroalbiiminiiri ve makroalbiiminiiri
grubuna gore diisiik bulundu (sirasiyla; p=0.011, p=0.037, p=0.003). ALT diizeyi
makroalbiiminiiri grubunda mikroalbiiminiiri ve normoalbliminiiri grubuna gore
anlamli olarak disiiktii (sirasiyla; p=0.022 ve p=0.021). Platelet diizeylerinde gruplar
aras1 bir farklilik saptanmadi (p=0.111). Tablo 10°da gosterilmistir.

Tablo 101. Gruplarin Hemogram ve ALT Diizeyleri

Normoalbuminiiri ~ Mikroalbuminiiri ~ Makroalbumintiri

Kontrol Grubu

Grubu Grubu Grubu
Hemoglobin(gr/dl) 14.8+1.2 14.6+1.6 14.8+1.4 13.7+1.92¢ 0.005
Lokosit 6720.0+2310.2 8195.0+2114.02 7992.5+1773.82 8422.8+1894.72 | 0.002
Platelet 237542.9+50854.1 245550.0£56182.2  229800.0+53373.5 263457.1+81010.6 0.111
ALT*(mg/dI) 18.549.3 22.5+16.5 24.5+20.8 18.0+10.0b¢ 0.002

Veriler ortalama+SS ve “ortanca:CAA olarak verildi. *kontrol grubundan anlamli olarak farkli (p<0.005),
Pnormoalbuminiiri grubundan anlamli olarak farkli (p<0.005). “mikroalbuminiiri grubundan anlamh olarak farkl
(p<0.005). Alanin transaminaz, ALT
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4.2. Gruplarin AKS, HbAlc ve Diyabet Siireleri Ag¢isindan

Degerlendirilmesi

AKS ve HbAlc normoalbiiminiiri, mikroalbiiminiiri ve makroalbiiminiiri
grubu arasinda anlamli bir fark yoktu. DM siireleri ise makroalbiiminiiri grubunda

normaalbiiminiiri ve mikroalbiiminiiri grubuna gére anlamli olarak yiiksek bulundu

(swrasiyla; p=0.002 ve p<0.001; Tablo 11).

Tablo 11. Gruplarin AKS, HbA1c ve Diyabet Siireleri

Kontrol Normoalbuminiiri  Mikroalbuminiiri Makroalbuminiiri

Grubu Grubu Grubu Grubu
AKS*(mg/dl) = 95.0+12.0 160.5+75.02 187.0+107.02 193.0+£1422 <0.001
Hbalc (%) 5.4+0.4 8.2+2.12 9.0+£2.42 9.4+2.42 <0.001
gll‘f) stire® 5.548.5 6.0+7.7 15.0£12.35¢  <0.001

Veriler ortalama+SS ve ortanca:=CAA*olarak verildi. 2kontrol grubundan anlamli olarak farkli (p<0.005),
bnormoalbuminiiri grubundan anlamli olarak farkli (p<0.005). “mikroalbuminiiri grubundan anlaml olarak farkli
(p<0.005). Aglik Kan Sekeri, AKS

4.3. Gruplarin Lipid Diizeyleri Agisindan Degerlendirilmesi

HDL-K diizeyleri kontrol grubunda mikroalbiiminiiri grubuna gore anlaml
olarak yiiksek bulundu (p=0.020). LDL-K diizeyleri acisindan gruplar arasi fark
saptanmadi (herbiri igin; p<0.05). TG diizeyi makroalbiiminiiri grubunda kontrol
grubuna gore anlaml olarak yiiksekti (p<0.001). TK diizeyi ise makroalbiiminiiri
grubunda mikroalbiiminiiri grubuna goére yiiksekti (p=0.006; Tablo 12).

Tablo 12. Gruplarin Lipid Diizeyleri

Normoalbuminiiri Mikroalbuminiiri Makroalbuminiiri

Kontrol Grubu

Grubu Grubu Grubu
HDL-K (mg/dl) 51.5+13.1 46.8+11.5 43.2+9.42 49.7+£15.2 0.021
LDL-K (mg/dl) 129.1+£33.7 119.6+29.3 115.1+£32.7 133.6+£50.9 0.123
TG* (mg/dl) 109.5+83.0 144.0+99.0 151.5+131.0 180.0+241.0*  0.001
TK* (mg/dl) 205.0+50.0 211.0+£58.0 198.0+47.0 255.0+114.0°  0.008

Veriler ortalama+SS ve ortancatCAA*olarak verildi. 2kontrol grubundan anlamli olarak farkli (p<0.005),
Pnormoalbuminiiri grubundan anlamli olarak farkli (p<0.005). “mikroalbuminiiri grubundan anlamh olarak farkl
(p<0.005). Yiiksek Dansiteli Lipoprotein Kolesterol, HDL-K; Diisiik Dansiteli Lipoprotein Kolesterol, LDL-K;
Trigliserit, TG; Total Kolesterol, TK.
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4.4. Gruplarin Bobrek Fonksiyonlar: Acisindan Degerlendirilmesi

Gruplar bobrek fonksiyonlarina gore degerlendiginde makroalbiiminiiri grubu
tiim gruplara gore anlaml olarak daha yiiksek Cr ve daha diisiik GFR degerlerine
sahipti (hepsi igin, p<0.05). Urik asit diizeyleri makroalbiiminiiri grubunda
normoalbiiminiiri ve kontrol grubuna gore anlamli olarak daha yiiksekti (sirasiyla;

p=0.040 ve p=0.003; Tablo 13).

Tablo 13. Gruplarin Renal Fonksiyonlart

Kontrol Normoalbuminiiri Mikroalbumintiri Makroalbuminiiri

Grubu Grubu Grubu Grubu
Cr (mg/dl) 0.8+0.2 0.940.2 0.9+0.2 1.2+0.820¢ <0.001
Urik asit (mg/dl) 4.7+1.8 5.142.0 5.242.2 6.5+1.92b 0.004
GFR (ml/dk) 92.0+9.3 85.0+24.5 86.0+33.8 71.0£42.0%¢  <0.001
Proteiniiri (gr/giin) 0.08+0.04 0.09+0.05 0.19+0.14%P 1.70+2.93*0¢  <0.001
Albiiminiiri (mg/giin)  2.845.9 9.849.7 64.5+75.8%P 707.0£750.02°¢  <0.001

Veriler ortancatCAAolarak verildi. ®kontrol grubundan anlamli olarak farkli (p<0.005), Pnormoalbuminiiri
grubundan anlamli olarak farkli (p<0.005). ®mikroalbuminiiri grubundan anlamli olarak farkli (p<0.005). Kreatinin,
Cr; Glomeriiler Filtrasyon Hizi, GFR

4.5. Gruplarin VEGF ve TGF B Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Gruplarin VEGF ve TGF-B diizeyleri Tablol4‘de verilmistir. Kontrol ve
normoalbuminiiri gruplarinda VEGF diizeyleri mikroalbumintiri grubuna gore anlaml
olarak yiiksekti (sirasiyla; p=0.016 ve p=0.001). Makroalbuminiiri grubu ile kontrol
grubu arasinda VEGF diizeyleri a¢isindan anlamli bir fark saptanamazken,
normoalbuminiiri grubu makroalbuminiiri grubuna gore yliksek VEGF diizeylerine
sahipti (sirasiyla; p=0.977 ve p=0.001). Makroalbuminiiri ile mikroalbuminiiri
gruplar1 arasinda VEGF diizeyleri agisindan anlamli bir fark saptanmadi (p=0.064).

Makroalbuminiiri ve mikroalbuminiiri gruplari normoalbuminiiri ve kontrol
gruplarina gore anlamli olarak yiiksek TGF-f diizeylerine sahipti (herbiri igin;
p<0.001). Makroalbuminiiri ve mikroalbuminiiri gruplar1 arasinda ise TGF-

diizeyleri agisindan anlamli bir fark saptanmadi (p=0.574).
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Tablo 14. Gruplarin VEGF ve TGF-f Diizeyleri

Normoalbuminiiri Mikroalbuminiiri Makroalbuminiiri
Grubu Grubu Grubu P

VEGF (pg/ml)  255.5+187.1 239,6+157.2 137.24192.180  239.6+273.9  <0.001

Kontrol Grubu

TGF-B (pg/ml) 61.1+42.1 5743.3+2004.8%  10372.8+6070.4%°  9160.7+4648.5%°  <0.001

Veriler ortancatCAAolarak verildi. 2kontrol grubundan anlamli olarak farkli (p<0.005), “normoalbuminiiri
grubundan anlaml: olarak farkli (p<0.005). ‘mikroalbuminiiri grubundan anlaml: olarak farkli (p<0.005).

4.6. Gruplarin MikroRNA Ekspresyonlarinin Degerlendirilmesi

Gruplarin miRNA relatif ekspresyon diizeyleri Tablo 15’te ve diyabetik
gruplarin saglikli kontrollere gore relatif miRNA ifadeleri Sekil 6’ da verildi.

Normoalbuminuri ve makroalbuminiiri gruplarinda kontrol grubuna goére miR-
98 ekspresyonu anlamli olarak downregiile saptandi (p=0.011). Saglikli kontrol ve
mikroalbuminiiri gruplar: arasinda miR-98 ekspresyonu agisindan farklilik saptanmadi
(p=0.305)

MiR-184 ekspresyon diizeyleri normoalbuminurisi olan diyabetiklerde saglikli
kontrollere goére yiiksek saptansa da bu istatiksel olarak anlamli degildi.
Makroalbuminiiri ve mikroalbuminiirisi olan DM gruplarinda normoalbuminiirisi
olanlara goére miR-184 ekspresyonu anlamli olarak upregiileydi (sirasiyla; p=0.003 ve
p=0.010).

MiR-185 ekspresyon diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark
saptanmadi (her biri igin; p>0.05).

MiR-196a-3p ekspresyon diizeyleri normoalbuminurik diyabetik grupta
saglikli kontrol gruba gore down regiileydi. Makroalbuminiiri ve mikroalbuminiirisi
olan diyabetik gruplarda miR-196a-3p ckspresyon diizeyleri normoalbuminiirik
diyabetik gruba gore upregiileydi (sirasiyla; p=0.001 ve p=0.049). Ayrica
makroalbuminiiri grubundaki miR-196a-3p upregiilasyonu mikroalbuminiiri grubuna
gore daha belirgindi (p=0.017).

MiR-203 ekspresyon diizeyleri makroalbuminiiri grubunda mikroalbuminiri,

normoalbuminiiri ve kontrol grubuna gére anlamli olarak upregiileydi (p=0.00, herbiri
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igin). Mikroalbuminiiri grubundaki miR-203 ekspresyonu normoalbuminiiri grubuna

gore de upregiile oldugu saptandi (p=0.001).

Tablo 15. Gruplarin MikroRNA Relatif Ekspresyon Diizeyleri

Normoalbuminiiri Mikroalbuminiiri Makroalbuminiiri

Kontrol Grubu

Grubu Grubu Grubu
MIR-98 ACT -20.0+£3.3 -18.4+2.9 -19.32+3.3 -18.3+2.42 0.01
MIiR-184 ACT 0.5+2.6 0.9+2.2 -0.1+1.3° -0.5:+1.5° <0.05
MIiR-185 ACT -18.3+3.2 -17.442.3 -18.1.+£1.7 -18.0+1.8 >0.05
MIiR-196.3p ACT  -18.9+2.6 -17.9+1.6 -18.3£2.2b -19.3+1.8%¢  <0.05
MIiR-203 ACT -17.9+2.4 -17.5+1.9 -18.5+1.3b -19.1£1.22b¢  0.001

Veriler ortancatCAAolarak verildi. ®kontrol grubundan anlamli olarak farkli (p<0.005), °normoalbuminiiri
grubundan anlamli olarak farkli (p<0.005). ‘mikroalbuminiiri grubundan anlamli olarak farkli (p<0.005).

2,5

1,5

1 I
| B L

miR-98 miR-184 miR-185 miR-196a miR-203

Normoalbuminiri B Mikroalbuminiiri B Makroalbuminiri  ® Kontrol

Sekil 6. Diyabetik Gruplarin Saglikli Kontrollere Gére Relatif miRNA Ifadeleri

4.7. Degiskenler Arasindaki Korelasyonlar

Degiskenler arasindaki korelasyonlar Tablo 16’da verilmistir. TGF-p3 diizeyi
ile miR-98 ve albuminiiri diizeyi arasinda pozitif korelasyon, miR-203 arasinda negatif
korelasyon saptand: (sirasiyla; r=0.192, p=0.018; r= 0.710, p<0.001; r=-0.251, p=
0.002)

MiR-98 ekspresyonu, miR-184, miR-185, miR-196a.3p, miR-203 ile pozitif
koreleydi (sirasiyla; r=0.478, p<0.001; r=0.455, p<0.001; r=0.354, p<0.001; r=0.445,
p<0.001).
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MiR-184 ekspresyonu, miR-185, miR-196a-3p, miR-203 ile pozitif,
albuminiiri diizeyi ile negatif koreleydi (sirasiyla; r=0.596, p<0.001; r=0.695,
p<0.001; r=0.758, p<0.001; r=-0.201, p=0.014). MiR-185 ekspresyonuyla, miR-
196a.3p, miR-203 arasinda (sirastyla, r= 0.619, p<0.001; r=0.586, p<0.001), miR-
196a.3p ekspresyonuyla, miR-203 arasinda pozitif yonde korelasyon saptandi
(r=0.721, p<0.001). Ayrica miR-203 ekspresyonu albiiminiiri diizeyi ile negatif yonde
anlaml1 yonde bir korelasyon gosterdi ( r=-0.364, p<0.001).

Tablo 162. Degiskenler Arasindaki Korelasyonlar

VEGE TGF- MIR-98 MIiR-184 MiR-185 MiR-196a.3p MIR-203

ACT ACT ACT ACT ACT

R 0_0'53 0.074 0.024 0.027 0.004 0.015 | -0.082
P 0.520 0.370 0.773 0.745 0.958 0.858 0.317
TGF-B
R 0.192 -0.111 0.023 0.020 0.251 0.710
P 0.018 0.175 0.779 0.806 0.002  <0.001
MIR-98
ACT
R 0.478 0.455 0.354 0.445 0.118
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 = 0.150
MIiR-184
ACT
R 0.596 0.695 0.758  -0.201
P <0.001 <0.001 <0.001 @ 0.014
MiR-185
ACT
R 0.619 0.586 0.071
P <0.001 <0.001 = 0.386
MiR-196a-
3p ACT
R 0.721  -0.140
P <0.001 = 0.088
MiR-203
ACT
R -0.364
P <0.001

4.8. DN Gelisiminde MiRNA’larm Etkisi

DN gelisimi iizerinde her bir miRNA’nin diger risk faktorleriyle birlikte
bagimsiz etkileri lojistik regresyon analizi degerlendirildi. MiRNA-196a-3p, miRNA-
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98 ve miRNA-203’iin VKI, VEGF ve TGF-B ekspresyonundaki degisikliklerin DN

gelisiminde riski artiran bagimsiz risk faktorleri oldugu tespit edildi (Tablo 17).

ROC analizi ile yapilan degerlendirme sonucunda plazma miRNA-184,
miRNA-196a-3p, miRNA-203, VEGF ve TGF-B’nin DN’yi 6ngérmede tanisal degeri

oldugu goriildii (her biri i¢in; p<0.05; Tablo 18; Sekil 7, Sekil 8).

Tablo 17. Diyabetik Nefropati Gelisimi Uzerine MiRNA ile Diger Degiskenlerin

Etkisi

Model 1 MiR-196-3p ACT
LDL
VEGF
TGF-B
HbAlc
TG
VKI
Urik Asit
Diyabet Siiresi
Yas
TK

Model 2 MIR-98 ACT
LDL
VEGF
TGF-B
HbAlc
TG
VKI
Urik Asit
Diyabet Siiresi
Yas
TK

Model 3 MIiR-203 ACT
LDL
VEGF
TGF-8
HbAlc
TG
VKIi
Urik Asit
Diyabet Siiresi
Yas
TK

0.450
1.052
0.987
1.001
1.344
1.012
1.110
1.324
1.009
0.976
0.971
0.697
1.067
0.989
1.001
1.277
1.014
1.153
1.284
1.049
1.003
0.964
0.373
1.059
-0.015
0.986
1.372
1.014
1.191
1.362
1.018
0.950
0.967

0.007
0.226
<0.001
<0.001
0.117
0.108
0.138
0.241
0.857
0.674
0.414
0.044
0.126
0.001
<0.001
0.139
0.065
0.045
0.245
0.332
0.955
0.289
0.005
0.209
0.001
<0.001
0.102
0.090
0.029
0.207
0.731
0.402
0.384

Diisiik Dansiteli Lipoprotein, LDL; Vaskiiler Endoteyal Biiyiime Faktorii, VEGF; Transforme Edici Biiylime
Faktorii Beta, TGF-p; Glikolize Hemoglobin, HbAlc; Trigliserit, TG; Viicut Kitle indeksi, VKI; Total Kolesterol,

TK.
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Tablo 18. Diyabetik Nefropati Tanisint Koymada MiRNA'larin Rolii

AUC p
MIR-98 ACT 0.447 0.350
MiR-184 ACT 0.318 0.001
MIR-185 ACT 0.424 0.181
MiR-196a-3p ACT 0.305 0.001
MiR-203 ACT 0.218 <0.001
VEGF 0.338 0.004
TGF-B 0.866 <0.001

Sensitivity=0.76
Specificity=0.73

Sensitivity

0,47

AUC=0.782(0.695-0.868)

0,0 1 I I I I T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1-Specificity

Sekil 7. Diyabetik Nefropati Tanis1 icin miR-203"1n ROC Egrisi
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| Sensitivity=0.76
1,0 Specificity=0.73 A
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>
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1
0
=]
[}
(2] .
0,4
0,27
AUC=0.696(0.599-0.792)
0,0 T T T T T T

1 - Specificity

Sekil 8. Diyabetik Nefropati Tanis1 i¢in miR-196-3p'nin ROC Egrisi
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5. TARTISMA

Diyabetin mikrovaskiiler komplikasyonlarindan olan DN; SDBY’nin ilk
siralardaki nedenlerinden biri olup 6nemli bir kardiyovaskiiler risk faktoriidiir (172).
DN risk faktorleri ve patofizyolojik basamaklariyla ilgili birgcok mekanizmay1
aydinlatmistir. DN gelisiminde kot glisemik kontrol, diyabet siiresi, obezite,
dislipidemi, hipertansiyonun yanisira etnik koken ve genetik gibi bir ¢ok faktor
sorumlu tutulmaktadir (173). Ancak DN’nin gelisim ve ilerlemesi her diyabetli igin
aynt olmamaktadir. DN patogenezinin multifaktoriyel yapisi molekiiler diizeyde
birgok bilinmezligi dogurmaktadir. Bu bilinmezlikler i¢inde DN’ye ilerleme siirecini,
hastaligin prognozunu 6ngérmede ve tedavi se¢imi ile yanit degerlendirmesinde
biyobelirteglerin tespiti nemlidir. DN’yi erken tespit etmede ve prognozunu tahmin
etmede altin standart biyobelirte¢ mikroalbuminuridir. Ancak DN progresyonunu
ongormede mikroalbuminuri her zaman dogru bilgi verememektedir. Ciinkii
mikroalbuminurisi olan tiim hastalar SDBY e ilerlememekte ve mikroalbuminurisi
olanlarin %30’u normoalbuminuriye donmektedir. Ayrica bazit DN’lerde proteiniiri
gelismeden GFR’de azalma oldugu da bilinmektedir. Bu nedenle DN’yi belirlemek
icin yeni biyobelirtegler {izerinde ¢alisilmasi gerekmektedir (48, 174).

Diyabet siiresinin DN icin risk faktori oldugu c¢esitli calismalarla
gosterilmistir. Avustralya'da rastgele secilen 42 bolgeden 25 yas ve Ustii 11.247 kisi
ile yapilan Avustralya Diyabet, Obezite ve Yasam Bi¢imi Calismasinda yas, diyabet
siiresi, sistolik kan basinci, mevcut sigara icimi, VKI ve HbAlc diizeyi, albiiminiiri
icin bagimsiz risk faktorleri olarak tanimlanmistir (175). Thakur ve ark.nin 217 DM’li
hasta ile yaptig1 calismada mikroalbumiiniiri varlig1 ve diyabet siiresi arasinda anlamli
iliski bulunmustur (p<0.001) (176). Ademola ve ark. diyabet siirelerine gore
siiflandirdiklart yeni tan1 50 DM hastasi, 5-10 yillik diyabet siiresi olan 50 DM
hastasi, 10 yildan uzun siireli DM’si olan 50 hasta ve 30 kisilik saglikli kontrol
grubuyla yaptiklar1 caligmalarinda albuminiirinin siddeti ve ilerlemesini, daha uzun
diyabet siiresi ile iligkili bulmuslardir (177). Baska bir ¢alismada Jiji ve ark. yine
diyabet siirelerine gore smiflandirdiklart 120 kisilik ¢alilma grubunda diyabet
siiresinin uzamasiyla proteintiri, kreatinin artis1 ile degerlendirilen renal fonksiyonlarin

bozuldugunu gostermislerdir (178). Bizim ¢alismamizda da literatiirle uyumlu olarak
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makroalbiiminiiri grubunun DM siiresi normoalbiiminiiri ve mikroalbiiminiiri grubuna

gore anlamli olarak yiiksek bulundu (sirasiyla; p=0.002 ve p<0.001).

DN gelisiminde ve ilerlemesinde kotii glisemik kontroliin rolii ¢aligmalarla
kanitlanmistir. Ornegin ADVANCE ¢alismasinda yogun glisemik kontrol ile (HbAlc
< %6.5) T2DM'llerde SDBY riskinin %65, makroalbuminiirin %30,
mikroalbuminiirinin %9 oraninda disliriildiigii ve renal iyilesme saglandig
gosterilmistir (179). Benzer sekilde DCCT/EDIC caligmasinda, yogun glisemik
strateji ile tedavi edilen hastalarda, geleneksel glisemik kontrol ile tedavi edilenlere
gore, bobrek fonksiyonlarinda bozulma riski 6nemli 6l¢iide diisiik bulunmustur (180).
Buna karsilik 2 ila 15 y1l boyunca izlenmis T2DM’1i 28065 yetiskin ile yapilan yedi
calismanin metaanalizinde, siki glisemik kontroliin albuminiiri riskini azalttig1, ancak
SDBY'ye ilerleme veya bobrek hastaliina bagli mortalite gibi olumsuz renal
sonlanmalar i¢in riski azaltmadigini gosterilmistir. Ayrica ayni ¢alismada yogun
glisemik kontrol ve konvansiyonel tedavi gruplar1 arasindaki belirgin HbA 1c¢ farkinin
hem mikroalbuminiiri hem de makroalbuminiiri ile daha olumlu sonuglar dogurdugunu
ortaya koymustur (181). Bu ¢alismada AKS ve HbAlc diizeyleri degerlendirilmis ve
makroalbliminiiri grubu ile mikroalbiiminiiri ve normoalbiiminiiri gruplar1 arasinda
HbA ¢ diizeyleri agisindan fark saptanmamuistir (p=0.81, p=0.054). Bunun nedeni ké&tii

glisemik kontrolii olan T2DM hastalarinin ¢alismaya dahil edilmemesi olabilir.

Serum iirik asit diizeyleri ile DN ve renal fonksiyonlarda bozulma arasindaki
iligki bir cok ¢alismada gosterilmistir (182-184). Jelal ve ark. 6 yillik takip siiresince
mikroalbiiminiiri veya makroalbliminiiri  gelisimini  belirlemek icin 455
normoalbiiminiirik TIDM hastasin1 6 yil siire ile takip etmis ve serum irik asit
diizeyleri artisinin albuminiiri gelisimini 6ngordiigiini bildirmistir (182). Zoppini ve
ark. hiperiiriseminin erkeklerde >7.0 mg/dL, kadinlarda >6.5 mg/ dL kabul edildigi
1449 T2DM'liyi kapsayan ¢alismasinda 5 yillik izlem sonunda hiperiirisemililerin
%29.5’inde, hiperiirisemi  olmayanlarin  %11.4’tinde KBH  gelistigini  ve
hiperiiriseminin, KBH gelisimi i¢in 2.5 kat risk artis1 olugturdugunu bulmustur (185).
Chang ve ark. KBH’1 olan 2367 T2DM hastayi 3 yil ve daha fazla siire boyunca takip
sonunda KBH progresyonu ve serum iirik asit diizeyi arasinda pozitif bir ilsiki
saptamis. Serum iirik asit diizeyinin >6.3 mg/dl olmasin1 KBH progresyonu i¢in

bagimsiz bir risk faktorii olarak belirlemislerdir (186). Bu ¢alismada makroalbiiminiiri
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grubunun iirik asit diizeyleri normoalbliminiiri ve kontrol grubuna gdre anlamli olarak
daha yiiksek (sirasiyla p=0.040, p=0.003) bulunmustur. Makroalbiiminiiri ile

mikroalbliminiiri gruplar1 arasinda fark saptanmamustir.

Dislipidemi DN risk faktorleri arasindadir. Ademola ve ark. TK, TG, HDL-K
ve LDL-K/HDL-K oranini, albiiminiiri i¢in bagimsiz belirleyiciler olarak
saptamiglardir (177). ADVANCE c¢alismasinda serum HDL-K diizeyi diisiikliigliniin
DN gelisimi ve progresyonu agisindan bagimsiz bir risk faktorii oldugu saptanilmistir
(187). TIDM'li hastalar ile yapilan ¢aligmalarin bir metaanalizde yiiksek serum HDL-
K diizeyinin DN gelisimi agisindan diisiik risk olusturdugu gosterilmistir (188). Suudi
Diyabetik Bobrek Hastaligi (SAUDI-DKD) calismasinda DN’si olan diyabetiklerde
olmayanlara gore glikolize LDL-K diizeyi 3 kat yiiksekoldugu ve LDL-K diizeyi ile
DN progresyonu arasinda pozitif bir korelasyon oldugu saptanilmistir (189).
Calismamizda HDL-K diizeyleri kontrol grubunda, mikroalbliminiiri grubuna gore
anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0.020). LDL-K diizeyleri agisindan gruplar arasi
fark saptanmazken; TG diizeyi makroalbiiminiiri grubunda kontrol grubuna gore
anlamli olarak yiiksekti (p<0.001). TK diizeyi ise makroalbiiminiiri grubunda
mikroalbiiminiiri grubuna gore yiiksekti (p=0.006). Kolesterol degerleri agusndan
literatiirle uyumlu sonuglarin ortaya ¢ikmamasinin sebebi diyabeti olan hastalarin bir

¢ogunun lipid diistirticii tedaviler almasi olabilir.

Diyabetik hastalarda hipertansiyonun birlikte goriilmesi, koroner Kkalp
hastaligi, felg, nefropati ve retinopati risklerini 6nemli 6l¢iide arttirmaktadir (190-
193). 100354 T2DM’linin dahil edildigi 24 ¢alismanin metanalizi T2DM hastalarinda
antihipertansif tedavi ile vaskiiler hastalik gelisimi arasindaki iliskiyi saptamayi
amaglamistir. SKB’deki her 10 mm Hg azalmanin albuminiiri olusum riskini anlamli
olarak disiirdiigii gosterilmistir (194). Giiney Hindistanda yapilan gozlemsel bir
caligmada baglangicta normal bobrek fonksiyonu olan hastalarin 12 yillik gézlem
sonucunda %44,1’inin DN gelistirdigi, kontrolsiiz DM’liler ve kan basincinda artis
gosterenlerde nefropati gelistirme riskinin daha ytiksek olduginu gostermislerdir. Aynm
calismada DN gelisen hastalarin baslangic glukoz, HbAlc, SKB, TG ve iire
seviylerinin yiiksek oldugu saptanmistir (195). Bu c¢alismada hastalarin mevcut

tedavileri altindaki kan basinci degerleri kaydedilmis makroalbiiminiiri grubunun sag
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sistol, sag diyastol ve sol sistol degerleri bakimindan anlamli olarak normoalbiimintiri

ve kontrol grubuna gore daha yiiksek bulunmustur (p<0.05).

VEGF, endotel hiicre ¢ogalmasini, farklilasmasini ve sag kalimini uyaran,
endotel bagimli vazodilatasyona aracilik eden, mikrovaskiiler hiperpermeabiliteye
neden olan ve interstisyel matriks remodelingine katilan endotel spesifik bir biiylime
faktoriidiir (196). Cesitli ¢alismalarda, hem T1DM hemde T2DM'de DN’nin erken
evrelerinde serum VEGF diizeylerinin arttigi saptanilmistir (197-203). VEGF'nin
DN'nin potansiyel bir araci olduguna dair kanitlar VEGF antikor tedavisinin DN'nin
hem erken donem hem de ge¢ donem degisikliklerini iyilestirdigini gosteren deneysel
calismalardan da gelmektedir (204-206). Tiim bunlara karsilik olarak DN'li hastalarin
bobrek interstitiumundaki patojenik yolaklarin molekiiler belirteglerini arastirmayi
amaglayan Lindenmeyer ve ark. ¢alismalarinda bazi kemirgen modellerinin aksine,
VEGF-A ve epidermal biiyiime faktorii (EGF) biiyiime faktorleri DN'de mRNA
ekspresyonunda bir azalma gostermistir. Ayn1 zamanda VEGF-A ile proteiniiri ve
EGF ile proteiniiri arasinda anlamli bir ters korelasyon ve VEGF-A ile HIF-la mRNA
arasinda pozitif bir korelasyon bulmuglardir. Dolayisiyla, insan DN'sinde, bazi
kemirgen modellerinde tarif edilen artis yerine, VEGF-A'nin azalmasimin renal
bozukluga katkida bulunacagini 6ne stirmislerdir (207). VEGF/VEGFR'nin erken
DN'de aktivasyonu neoanjiyogenez ve glomeriiler hasara neden olurken, daha sonraki
asamalarda VEGF ekspresyonunun azalmasinin podosit kaybia bagli olabilecegi
diistiniilmiistiir (208). Calismamizda mikroalbuminurisi olan diyabetik grupta VEGF
diizelerinin saglikli kontrollere gore diisiik saptandi. Makroalbuminurisi olan
diyabetiklerde saglikli kontrollere benzer diizeylerde VEGF diizeyleri saptandi. Bu
sonuglar literatiirle uyumlu degildi. Ancak lojistik regresyon analizn de VEGF
diizeylerindeki degisikligin nefropati gelisminde bagimsiz risk faktorii oldugu

gosterildi.

TGF-B; hiicre biiylimesinin diizenlenmesi, diferansiasyon, inflamasyon ve
apoptozisde da dahil olmak iizere pleotropik etkileri olan, DN’nin iyi bilinen merkezi
bir aracisidir. TGF-f ligand baglanmasinin ardindan hiicre zarindaki aktive olmusg
TGF-B reseptoleri, hedef genlerin transkripsiyonunu kanonik Smad bagimli ve
nonononik Smad bagimsiz sinyalleme yollar1 boyunca indiikler (209). DN'de DAG

tiretimi, PKC'nin aktiflegsmesi, hiicre i¢i glukozamin iiretiminin artmasi, vazoaktif

48



ajanlarin renal liretiminin artmasi ve hiperglisemik kosullar altinda AGE ve ROS
tiretimi, RAS komponetleri gibi ¢esitli aracilar tarafindan TGF-B sinyali baslatilir
(210, 211). TGF-B artis1 da DN'deki podosit kaybi, mezensiyal genisleme ve
interstisyel fibrozis gelisiminde rol oynar (212-214). Renal hiicrelerde yiiksek glukoz
ortaminda TGF-B ya da reseptoriiniin ekspresyonunun ve biyoaktivitesinin artiginin
gosterildigi bir ¢ok ¢alisma yapilmistir (215-219). Bu ¢alismalara ek olarak TGF-p
antikorlarinin kullanildig1 deneysel ¢alismalar ile TGF-f sinyalinin inhibisyonunun,
proteiniiri ve DN’de renal hasarlanmay1 durdurdugu ve diyabet hastalari i¢in tedaviye
ve remisyona yeni bir yol sagladigi diisiiniilmistiir (220-222). Buna karsilik James ve
ark.’nin yaptigi ¢alisma ise randomize ¢ift kor bir ¢alisma olup DN'li hastalarda RAS
inhibisyonuna ek olarak TGF-B1 spesifik monoklonal antikor tedavisinin renal
fonksiyon kaybin1 yavaglatmada plasebodan daha etkin olup olmadigim
arastirmiglardir. Serum kreatinin degerini bazal seviyelerine gore 12 ay sonra
degerlendirdiklerinde plasebo ve monoklonal antikor grubunda serum kreatinin
diizeylerindeki degisikliklerin farklilik gostermedigini bulmuslar ve bu nedenle RAS
inhibitorlerine eklenen TGF-B1 mAb'nun, DN ilerletmesini yavaglatmadigini one
stirmislerdir (223). Calismamizda da literatiirle uyumlu olarak diyabetik kisilerde
serum TGF-B diizeyleri kontrollere gore yiiksek saptandi. Ayrica nefropatisi olan
diyabetiklerde nefropatisi olmayanlara goére serum TGF-B diizeyi daha yiiksekti.
Lojisitk regreson anazlinde de diyabetik nefropati gelisimi agisinda risk faktorii oldugu

gosterildi.

Cesitli biyolojik siireclerin giiglii regiilatorleri olan mikroRNA’larin dolasimda
kan ve idrar gibi viicut sivilarinda bol miktarda bulunmasi, oldukg¢a kararli yap1
gostermesi ve plazmada RNAaz’lara direngli olmasi nedeniyle klinik hastaliklarin tani
ve prognozunda 6nemli biyobelirtegler olarak kabul edilmektedir (10, 11). Bununla
birlikte tek bir miRNA, ¢cok sayida miRNA’nin ekspresyonunu diizenleyebilmektedir.
Bundan dolayr bir ya da birkag miRNA’nin hedeflenmesi ¢ok sayida gen
ekspresyonunu diizenlemek icin ¢ok Onemli firsat olup RNA temelli tedavi
gelistirilmesinde onemlidir (156, 224). DN patogenezinde yer alan bir gok miRNA
gosterilmistir (169). Gosterilen miRNA’lar DN igin bir biyobelirte¢ olarak kabul
edilmekte ve degisim gosteren yeni miRNA’larin  kesfi i¢in arastirmalar

gerekmektedir. Bu ¢aligmada DN gelisiminde etkinligi kanitlanan VEGF ve TGF B’y1
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hedefleyen ya da fibrotik siireclerde farkli mekanizmalarla etkisi tesbit edilen daha
once DN’li kisilerde diizeyleri degerlendirilmemis olan miR-184, miR-98, miR-185,
miR-196a-3p ve miR-203 ekspresyonlarini degerlendirdik.

MiR-98 ekspresyonunun erken DN'ye cevaben upregiile oldugu tip 2 diyabetik
siganlarda Xie ve ark. tarafindan gosterilmistir (225). T2DM’ye bagl vaskiiler
komplikasyonlarinin patolojisinde siklin D2’nin rolii vardir. Yiiksek glukoz verilen
ratlarin aort endotelyal hiicrelerinde siklin D2’nin up-regiile, miR-98’in ise
downregiile oldugu ve sonug¢ olarak endotel hiirelerinde proliferasyona yol agtigi
gosterilmistir. MiR-98’in siklin D2'yi diizenleyerek endotel hiicre proliferasyonunu
inhibe edebilecegi ve T2DM'in vaskiiler komplikasyonlar1 igin yeni terapdtik
hedefler saglayabilecegi one siirlilmiistiir (226). Baska bir ¢alismada GDM'de miR-
98'in ekspresyonel durumu ve fonksiyonel durumu incelenmis, miR-98'in GDM
hastalarindan alinan plasentalarda normal plasentalara kiyasla daha fazla
diizenlendigini gosterilmistir. MiR-98'in plasental dokularindaki up-regiilasyonu,
metil baglayici bir protein olan Mecp2'yi hedef alarak DNA metilasyon seviyesinin
artirigiyla iligkili bulunmustur (227). Bugiine kadar DN’li kigilerin seum miR-98
ekspreyon diizeyleri degerlendirilmemistir. Bu calismada normoalbuminurisi olan
diyabetik kisilerde saglikli kisilere gore serum miR-98 ekspresyonu downregiile
oldugu gosterildi. Mikroalbuminurisi olan diyabetik kisilerde bu miR-98
ekspresyonlart saglikli kontroller ile benzerlik gosterirken makroalbuminurisi olan
diyabetik kisilerde downregiile oldugu saptanildi. Ayrica serum miR-98 ekspresyon
diizeylerindeki degisikligin DN gelisimi acisinda bagimsiz bir risk faktorii oldugu
gosterildi. Mikroalbuminurisi olan diyabetiklerde miR-98 downregiilasyonunun
olmamas1 DN’nin erken donemde hastaligin progresyonunu dnlemek i¢in koruyucu
bir mekanizma olabilir. Serum miR-98 ekspreyon ve TGF-B1 diizeyleri arasinda
pozitif korelasyon olmast miR-98 ekspresyon diizeylerinde ki degisimin DN
gelisimindeki etkisini TGF-B1 iizerinden gosterebilecegini diisiindiirmektedir. Cheng
R ve ark. insan kalp fibroblastlarinda yaptiklar1 ¢alismada TGF-B1’in miR-98
seviyesini zamana ve konsantrasyona bagli bir sekilde azaltabilecegini, miR-98
upregiilasyonunun TGF-B indiiklii hiicre farkllilagsmasi ve fibroblast hiicrelerindeki
kollajen birikimini dramatik bir sekilde distlirdiigiinii, biyoinformatik analiz ile miR-

98'in dogrudan TGFBR1'i hedefleyebildigini, miR-98’in upregiilasyonunun TGF-f1
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aracilifiyla indiiklenen kardiyak fibrosis gelisimine karst koruyucu oldugunu

saptamiglardir (228).

Zanchi ve ark. Zucker diyabetik si¢canlarda miRNA’larin ekspresyon
diizeylerini degerlendirdigi ¢alismada en giiglii upregiilasyonun miR-184'te oldugunu
tespit etmistir. MiR-184'iin tlibiiler lokalizasyonunun lipid fosfat fosfataz 3'iin (LPP3)
ekspresyonunun azalmasi ve kollajen birikimi ile proksimal tiibiil fibrozisini uyardigi
goriilmiistiir. Ayrica albuminiiriyi azaltmak i¢in verilen ACEi’lerinin LPP3/miR-184
modiilasyonu iligkili oldugu goriilmiistiir. TGF-B’nin da miR-184 ekspresyonu igin
indiikleyici bir gli¢ oldugu gosterilmistir (229). Baska bir caligmada ise miRNA-
184'tin HIF1AN'a baglanarak bobrek fibrozisini tesvik ettigi gosterilmistir (230). Bu
calisgmada normoalbuminurik diyabetik kisilerde saglikli kontrollere gére miR-184
diizeyleri yiiksek saptansa da bu istatiksel olarak anlamli degildi. Ancak mikro ve
makroalbuminurisi olan diyabetik gruplarda normoalbuminurik olanlara gore miR-184
ekspresyonu down regiileydi. Lojistik regresyon analizinde DN gelisimi tizerinde
etkisi olmadig1 gosterilse de ROC analizinde DN i¢in tanisal bir faktoér olarak

diistintilebilecegi saptanildi.

Delic ve ark. zucker diyabetik yaglh ratlarda T2DM gelisimi ve progresyonu
siiresince miRNA degisikliklerinin arastirildigi bir ¢alismalarinda DM gelismeden
once ve gelistikten 11 hafta sonra bazi miRNA’larin diizeylerini degerlendirmisler.
DM siirecinde miR-122, miR-133, miR-210 ve miR-375 ekspresyonlarinin arttigi,
miR-185, miR-203, miR-140, miR-151-3p, mIiR-434-3p ve miR-450a
ekspresyonlarinin  ise azaldigim1 tespit edilmislerdir. MiR-185 ve miR-203
ekspresyonlarinda ki azalma daha belirgin oldugunu saptamislardir (231). Ho ve ark.
in vitro ve in vivo olarak kronik hipoksinin Dicer ekspresyonunu ve aktivitesini
bozdugunu, boylece miRNA biyogenezi iizerinde degisikliklere yol actigini, Dicer'in
downregiilasyonun, HIF-a alt birimlerinin ekspresyonu ve fonksiyonunun anahtari
oldugunu gostermistir. Daha spesifik olarak hipoksi durumunda miR-185'in Dicer
bagimli olarak downregiilasyonu EPAS1/HIF-2a'nin diizenleyicisi oldugunu
gostermiglerdir (232). Ayrica miR-185, anormal mikrovaskiiler rejenerasyon ile
baglantili hastaliklarda, anjiyogenik disfonksiyonun tedavisi i¢in potansiyel terapotik
hedeflerdendir. Hipoksik kosullar altinda endotel hiicrelerinde degistirilmis

ekspresyonu gosterilen miR-185'in anjiyogenezdeki roliinii arastiran bir ¢alismada
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Hou ve ark. miR-185'in, stromal etkilesim molekiilii 1 (STIM1)’in ekspresyonunun
inhibisyonu yoluyla anjiyogenezin negatif bir regiilatorii olarak islev gordiigiinii ve
proliferasyon, go¢ ve tlip olusumu gibi mikrovaskiiler endotelyal hiicrelerde bir¢ok
fenotipik anjiyogenez prosesini bozdugunu gostermislerdir (233). Bu ¢alismada
gruplar arasinda serum miR-185 ekspresyon diizeyleri acisindan anlamli bir fark

saptanmadi.

Toll like reseptorler (TLR) dogal ve adaptif immiin yanit aktivasyonunda rol
oynarlar (234). Diyabetik durumda artan TLR2 ve TLR4 ekspresyonu, NF-xB
aktivitesinin upregiilasyonu ve IL-6, TNF-a, monosit kemotaktik protein-1 (MCP-1)
ve IL-1 gibi ¢esitli biyomedyatorlerin artisiyla da iliskilidir. Hem TLR2 hem de TLR4
ekspresyonu ve aktivitesi, diyabetik mikrovaskiiler hastalig1 olan, 6zellikle nefropatili
hastalarda daha da artmaktadir. TLR4 ekspresyonundaki artisin mezengial hiicrelerin
asir1 proliferasyonuna yol a¢ip DN olusumuna sebep olabilecegi vurgulanmustir (235).
TLR4'ln lusiferaz raportdr deneyi ile dogrulanarak miR-203'"iin hedef geni oldugunun
gosterildigi bir ¢alismada, miR-203 ekspresyonu, DN’li farelerin bobreklerinde
onemli dlgiide azaldigi, aksine TLR4 ifadesi 6nemli dlgiide arttigi gdsterilmistir. in-
vitro deneylerin sonuglari, miR-203'iin TLR4'lin 3'UTR bolgesine baglanabilecegini
gostermistir. miR-203"tin asir1 ekspresyonunun, TLR4 mRNA ve protein seviyelerini
onemli 6lgiide azalttidi ayni ¢aligmanin sonuglarindandir (236). Ote yandan miR-
203'in plesentada VEGF ekspresyonunu inhibe ederek anjiyogenezinin
diizenlenmesinde onemli bir rol oynadigini gésteren caligmalar da mevcuttur (237).
Bugline kadar DN’li kisilerde serum miR-203 ekspresyon diizeyleri
degerlendirilmemistir. Bu ¢alismada nefropatisi olmayan diyabetik kisilerde serum
miR-203 ekspresyon diizeyleri saglikli kontrollerle benzer diizeylerde saptandi.
Nefropatisi olan gruplarda ise miR-203 ekspresyonunda upregiilasyon saptandi.
Lojistik regresyon analizinde miR-203 ekspresyon diizeyindeki upregiilasyonun DN
gelisimi agisindan bagimsiz risk faktorii oldugu saptanildi. Ayrica makroalbuminurisi
olanlarda mikroalbuminurisi olanlara gore upregiilasyon daha belirgin olmasi

nedeniyle hastalig1 ilerlemesinde de etkili olabilecegi diisiiniildii.

Solexa derin dizilim analizi kullanilarak fare organlarinin miRNA ekspresyon
profilini tarayan bir calismada miRNA-196a ve miR-196b'nin bobrekde selektif olarak

eksprese edildigi gosterilmistir. Tek tarafli iireteral obstriiksiyon kaynakli fare renal
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fibrozisi sirasinda, bdbrek miR-196a/b seviyeleri hizla azaldigi belirlenmistir.
Mekanistik ¢alismalar, TGFR2'nin miR-196a ve miR-196b'nin ortak bir hedefi olarak
tesbit edildigini gostermistir. Tek tarafl tireteral obstriiksiyon modelinde miR-196a/b,
TGFB-S-Smad sinyalini susturup, kollajen 1 ekspresyonunu da azaltmis, dolayisiyla
bobrek fibrozisini ilerlemesinde inhibe edici bir rol oynamistir (238). Idrardaki miR-
196a seviyesinin fokal segmental glomeriilosklerozlu hastalarda anlamli sekilde
arttigin1 gosteren ¢alismalar da mevcuttur (239). Bu ¢alismalarla miR-196a ile fibrosis
arasindaki baglantilar kurulurken An ve ark. biyopsi ile kanitlanmig DN tanili 209
hasta ile yaptiklar1 kohort ¢alismasinda bobrek hasarinin ilerlemesinde idrar miR-
196a'nin roliinii incelemislerdir. Hastalar ortalama 54 ay takip edilmis ve {iriner miR-
196a diizeyleri ile proteiniiri, DM siiresi, SKB ile pozitif korelasyon, GFR ve
hemoglobin diizeyi ile negatif korelasyon gosterdigini belirlemislerdir. Uriner miR-
1964, yas, cinsiyet, viicut kitle indeksi, ortalama arter basinci ve HbAlc seviyesinden
bagimsiz olarak SDBY'ne ilerleme ve bazal eGFR'de % 40 azalma ile iligkili
bulunmustur (240). Bu ¢alismada normoalbuminiirik diyabetik kisilerde miR-196a-3p
ekspresyonu saglikli kontrollere gore downregiile oldugu, ancak mikroalbuminurisi
olanlarda bunun upregiile oldugu, makroalbuminurisi olanlarda ise bu upregiilasyonun
daha da belirginlestigi gosterildi. Logistik regresyon analizinde DN gelisimi agisindan

bagimsiz risk faktorii oldugu gosterildi.

Sonug olarak; DN gelisiminde rolii bilinen risk faktdrleri olan yas, viicut kitle
indeksi, diyabet siiresi, HbA lc, iirik asit ve lipit diizeyleri ile DN fizyopatolojisinde
rolii bilinen VEGF ve TGF-f diizeylerinden bagimsiz olarak serum miR-203, miR-
196a-3p ve miR-98 ekspresyon diizeylerindeki degisiklik DN gelisimi agisindan
bagimsiz risk faktorleridir. Ayrica bu miRNA’lar DN agisindan tanisal bir marker
olarak kullanilabilir. Serum miR-203 ve 196a-3p’nin ekspresyonlarinin diizeylerinde
ki artig DN progresyonu agisindan risk olusturabilir. miR-203, miR-196a-3p ve miR-
184 ekspresyonlar arasinda ¢ok gii¢lii bir korelasyon olmasi DN gelisiminde brilikte

rol alabilecegini de diisiindiirmektedir.
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OZET

Diyabetik Nefropatili Hastalarda miR-184, miR-98, miR-185, miR-196A-3p ve
miR-203 Ekspresyon Diizeyleri ve Hastalik Siddeti ile iliskisinin
Degerlendirilmesi

Amag: Calismamizin amaci diyabetik nefropati (DN)’si olan tip 2 diyabetes
mellitus (T2DM) hastalarinda miR-98, miR-184, miR-185, miR-203 ve miR-196a-3p
ekspresyonlarinda degisikliklerin olup olmadigini belirlemek ve bu mikroRNA’larda
olasi degisimlerinin hastalik siddeti ile iliskisini degerlendirmektir.

Gereg ve Yontem: Calismaya klinigimize bagvuran 18-65 yag aras1 35 saglikl
kisi, normoalbuminiirili 40 T2DM hastasi, mikroalbuminiirili 40 T2DM hastas1 ve
makroalbuminiirisi olan 35 T2DM hastasi alindi. Gruplarin metabolik laboratuvar
parametreleri Olgiildii. Serum VEGF-A ve TGF-B’nin seviyeleri enzim-linked
immunosorbent assay yontemi ile kantitatif olarak ol¢iildi. miRNA ekspresyon
diizeyleri Real-time PCR teknigi ile hesaplandi.

Bulgular: Makroalbuminiiri ve mikroalbuminiiri gruplari normoalbuminiiri ve
kontrol gruplarina gére anlamli olarak yiliksek TGF-f diizeylerine sahipti (herbiri igin;
p<0.001).

Normoalbuminuri ve makroalbuminiiri gruplarinda kontrol grubuna gére miR-
98 ekspresyonu anlamli olarak downregiile saptandi (p=0.011). Makroalbuminiiri ve
mikroalbuminiirisi olan DM gruplarinda normoalbuminiirisi olanlara gore miR-184
ekspresyonu anlamli olarak downregiileydi (sirasiyla; p=0.003 ve p=0.010). MiR-185
ekspresyon diizeyleri acgisindan gruplar arasinda anlaml bir fark saptanmadi (herbiri
i¢in; p>0.05). MiR-196a-3p ekspresyon diizeyleri normoalbuminiirik diyabetik grupta
saglikli kontrol gruba gore down regiileydi. Makroalbuminiiri ve mikroalbuminiirisi
olan diyabetik gruplarda miR-196a-3p ekspresyon diizeyleri normoalbuminiirik
diyabetik gruba gore upregiileydi (sirasiyla; p=0.001 ve p=0.049). Ayrica
makroalbuminiiri grubundaki miR-196a-3p upregiilasyonu mikroalbuminiiri grubuna
gore daha belirgindi (p=0.017). MiR-203 ekspresyon diizeyleri makroalbuminiiri
grubunda mikroalbuminiiri, normoalbuminiiri ve kontrol grubuna gore anlamli olarak
upregiileydi (sirastyla; p=0.001, p=0.001 ve p<0.001). Mikroalbuminiiri grubundaki
miR-203 ekspresyonu normoalbuminiiri grubuna goére de upregiile oldugu saptandi
(p=0.001).

Logistik regresyon analizinde; miRNA-98, miRNA-203 ve miRNA-196a-
3p’nin VKI, VEGF ve TGF-B ekspresyonundaki degisiklikler ile birlikte DN
gelisiminde riski artiran bagimsiz risk faktorleri oldugu tespit edildi. ROC analizi ile
yapilan degerlendirme sonucunda plazma miRNA-184, miRNA-196a-3p, miRNA-
203, VEGF ve TGF-B’nin DN’yi 6ngoérmede tanisal degeri oldugu goriildii (her biri
icin; p<0.05)

Sonuglar: Serum miR-203, miR-196a-3p ve miR-184 ekspresyon
diizeylerindeki degisiklikler DN gelisimi agisindan bagimsiz risk faktorleridir. Ayrica
bu miRNA’lar DN agisindan tanisal bir marker olarak kullanilabilir. Serum miR-203
ve 196a-3p’nin ekspresyonlarinin diizeylerinde ki artis DN progresyonu agisindan risk
olusturabilir.

Anahtar Kelimeler: Diyabetik Nefropati, VEGF, TGF-§3, MikroRNA
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ABSTRACT

Evaluation OF MIR-184, miR-98, miR-185, miR-196A-3p and miR-203
Expression Levels and Relationship Between Disease Aktivity in Patients with
Diabetic Nephropathy

Aim: The aim of our study was to determine whether there were changes in
miR-98, miR-184, miR-185, miR-203 and miR-196a-3p expressions in type 2 diabetes
mellitus (T2DM) patients with diabetic nephropathy (DN) and to evaluate the
relationship between possible changes in these microRNAs and disease severity.

Matherial and Method: The study included 35 healthy controls, 40 T2DM
patients with normoalbuminuria, 40 T2DM patients with microalbuminuria and 35
T2DM patients with macroalbuminuria. Metabolic laboratory parameters of the groups
were measured. Levels of VEGF-A and TGF-§3 were quantitated by enzyme-linked
immunosorbent assay. miRNA expression levels were calculated by Real-time PCR
technique.

Results: Macroalbuminuria and microalbuminuria groups had significantly
higher TGF-f levels than normoalbuminuria and control groups (for each; p <0.001).

In normoalbuminuria and macroalbuminuria groups, miR-98 expression was
significantly downregulated compared to the control group (p =0.011). In DM groups
with macroalbuminuria and microalbuminuria, miR-184 expression was significantly
downregulated compared to normoalbuminuria (p = 0.003 and p = 0.010, respectively).

There was no significant difference between the groups in terms of MiR-185
expression levels (for each; p> 0.05). MiR-196a-3p expression levels were down-
regulated in normoalbuminuric diabetic group compared to healthy control group. In
diabetic groups with macroalbuminuria and microalbuminuria, miR-196a-3p
expression levels were upregulated compared to normoalbuminuric diabetic group (p
= 0.001 and p = 0.049, respectively). Furthermore, miR-196a-3p upregulation in the
macroalbuminuria group was more prominent than the microalbuminuria group (p =
0.017). MiR-203 expression levels were significantly upregulated in microalbuminuria
group compared to macroalbuminuria, normoalbuminuria and control group (p =
0.001, p=10.001 and p <0.001, respectively). MiR-203 expression in microalbuminuria
group was upregulated compared to normoalbuminuria group (p = 0.001).

In logistic regression analysis; miRNA-98, miRNA-203 and miRNA-196a-3p
were found to be independent risk factors that increased risk of DN development with
changes in BMI, VEGF and TGF-3 expression. As a result of the evaluation made by
ROC analysis; plasma miRNA-184, miRNA-196a-3p, miRNA-203, VEGF and TGF-
B were found to have diagnostic value in predicting DN (p <0.05 for each).

Conclusion: Changes in expression levels of serum miR-203, miR-196a-3p
and miR-184 are independent risk factors for DN development. In addition, these
miRNAs can be used as a diagnostic marker for DN. Increased levels of serum miR-
203 and 196a-3p expression may pose a risk for DN progression.

Key Words: Diabetic Nephropathy, VEGF, TGF-B, MicroRNA
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