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OZET
Tip 2 diyabetik hastalarda mikroRNA’lar

Dr. Kadriye Akpinar

Cok sayida dokudan salgilanarak ¢ok sayida doku ve hiicrede etki gosteren
mikroriboniikleik asitler (mikroRNA/miRNA/miR-) kalp, karaciger, beyin ve bobrek
gibi organlardaki bozukluk ve hastaliklarda, endotel hasar1 ve fibrozis basta olmak
iizere cesitli olaylarin gelismesinde veya engellenmesinde rol oynamaktadir. Onemli
bir halk saglig1 sorunu olan diyabetik nefropatinin (DN) tan1 ve takibinde kullanilan
mikroalbuminiiri ancak renal hasar gelistikten sonra pozitif sonu¢ vermektedir.
miRNA’larin renal hasarin erken tanisinda yararli olabilecegi Ongoriilmektedir.
Calismamizda, diyabetle iliskili oldugu saptanan, insanda arastirilmis olan “miRNA-
21-3p, miRNA-29a-3p, miRNA-29b-3p, miRNA-29c-3p, miRNA-126-3p, miRNA-
192-5p, miRNA-320¢” ve farelerde arastirilan “miRNA-129-1-3p, miRNA-137,
MIRNA-212-3p” olmak iizere 10 miRNA’y1 degerlendirmeyi amacladik.

Calisma grubu, 50 saglikli kontrol (erkek: n=24; yas: 55£11; kadin: n=26; yas:
54+13) ve 100 tip 2 diyabetik hastadan (erkek: n= 46; yas: 60+11; kadin: n=54; yas:
56£11)] olusturuldu. Diyabetik hastalar 51’1 normoalbuminiirik (NAlb), 25’1
mikroalbuminiirik (MikAlb) ve 24’ii makroalbuminiirik (MakAlb) olmak {iizere alt
gruplara ayrildi. Diyabetik grup (T2DM), 51 NAIb ve 49 diyabetik nefropatili (DN)
hastay1 kapsadi.  Tim bireylerin plazmalarinda RT-PCR yontemi ile miRNA’lar
analiz edildi. Serumda aglik glukozu, total kolesterol, trigliseritler, LDL-kolesterol,
HDL-kolesterol, sistatin C, kreatinin, albumin; tam kanda HbAlc ve 24 saatlik
idrarda mikroalbumin ve kreatinin diizeyleri 6l¢iildii. 24 saatlik idrar toplanarak
kreatinin klirensi hesaplandi. Serum kreatinin ve serum sistatin C diizeylerine gore
glomeriiler filtrasyon hizlar1 hesaplandi (eGFR). Her miRNA’nin ekspresyonu tiim
diyabetik gruplarin kendi arasinda ve kontrol grubuyla karsilagtirildi ve

ekspresyonlarin biyokimyasal 6l¢iim sonuglariyla korelasyonlar1 degerlendirildi.

Insanlarda arastirilmis olan ilk 7 miRNA’dan yalniz miRNA-21 ¢alisma grubu
bireylerinin yarisinda, digerleri tiim bireylerde saptandi. Farelerde arastirilmis olan

mMiRNA-129-1-3p ve miRNA-137 ¢alisma gruplarinin az bir kisminda saptandi ve

Xl



yeterli sayida olmadigi igin degerlendirilmedi. miRNA-212 ise tim bireylerin

yaklagik yarisinda saptanabildi.

Tim gruplarin yaklasik yarisinda saptanan, miRNA-21’de gozlenen azalmalar
diyabetik, DN ve MakAlb grupta kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli bulundu
(T2DM: 5 kat, p=0,004; DN: 7, p=0,005; NAlb: 4, p=0,519 ve MikAlb: 5, p=0,559;
MakAlb: 7, p=0,005). Tiim gruplardaki tiim bireylerde saptanan miRNA’lardan biri
olan miRNA-192’de diyabetik hastalarin timiinde 2 kat (p=0,029), DN grubunda 2,4
kat (p=0,027) azalma istatiksel olarak anlamli bulundu. NAIb grubundaki 1,5 kat

azalma ise anlamli bulunmadi.

mMiRNA-29 ailesinde, -b’de kontrollere gore MikAlb’de azalma ve diger
gruplarinda artma gozlendi. 1 kat olarak gdzlenen bu farkliliklar istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi. —a ve -c’de MikAlb gruptaki azalmalar istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi (sirasiyla, 2,5 ve 3 kat).

mMiRNA-126’da, tiim gruplardaki farkliliklar kontrollere gore istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (T2DM: 1; NAlb: 1 kat artma; DN: 1,5, MikAlb: 1;
MakAlb: 1,5 kat azalma).

MIRNA-320c’de, gruplarda kontrollere gore gozlenen azalmalar istatistiksel

olarak anlamli bulunmadi1 (T2DM: 2; DN: 2; NAlb: 2; MikAlb: 2, MakAlb: 1,5 kat).

mMiRNA-212’de, tiim gruplarda kontrollere gore gozlenen farkliliklar
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (NAlb: 1; T2DM: 2 kata yakin artma; DN: 3;
MikAlb: 5; MakAlb: 2 kat azalma).

Renal fonksiyon belirtecleriyle korelasyonlar incelendiginde, sistatin C’ye gore
eGFR ile miRNA-21, miRNA-192 ve miRNA-126 pozitif iliski gosterdi (sirasiyla,
r=0,262, p=0,018; r=0,203, p=0,013 ve r=0,417, p=0,034).

MDRD eGFR ile miRNA-21 ve miRNA-29¢ anlamli korelasyon gosterdi
(strastyla, 1=0,243, p=0,029 ve r=0,188, p=0,021)

CKD-EPI-Kreatinin ile yalniz miRNA-192’nin iligkisi anlamli bulundu
(r=0,185, p=0,023).

X1



GFR degerleri ile miRNA-29a, -b ve miRNA-212 anlamli korelasyon

gostermedi.

Mikroalbuminiiri ile miRNA-21, miRNA-192, miRNA-29¢ ve miRNA-320
anlaml1 negatif iliski gosterdi (sirasiyla, r=-0,323, p=0,003; r=-0,267, p=0,001; r=-
0,173, p=0,034 ve r=-0,172, p=0,032).

HbA1c ile miRNA-21 anlamli negatif iliski gosterdi (r=-0,274, p=0,013).

MIRNA-21 ve miRNA-192’nin plazma diizeyleri DN’yi saglikli kisilerden
ayirmadaki tanisal performanslari istatistiksel olarak anlamli bulundu (sirasiyla,

AUC=0,726, p=0,0001 ve AUC=0,717, p=0,0001).

mMIiRNA-21 igin gruplardaki saptanma oranlar1 diisiik olmakla birlikte, GFR ve
mikroalbuminiiri ile iligkileri dikkate alindiginda, bulgularimiz miRNA-21 ve
MIRNA-192’nin  diyabetik  nefropatiyle iligkili miRNA’lardan  oldugunu
desteklemektedir. Azalmalar istatistiksel olarak anlamli bulunmasa da miRNA-29c
DN tanist agisindan yararli olabilir. miRNA-29c, miRNA-29b, miRNA-126,
MiRNA-212 ve miRNA-320c¢’nin DN ile iliskilerinin belirlenmesi agisindan daha
cok arastirma gereklidir. miRNA-29a’nin ise DN ile iliskisi desteklenmemektedir.

Posttranskripsiyonel etkili mikroRNA’larin, ila¢ kesfi icin biyobelirte¢ olarak
terapotik amagh kullanilma durumlarina odaklanan arastirmalarin yani sira plazma
ve idrarda tanisal amagli da kullanilabilmeleri i¢in daha ¢ok sayida arastirmaya

ihtiyag¢ vardir

Anahtar Kelimeler: Diyabetik nefropati, mikroRNA, miRNA-21, miRNA-
192
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ABSTRACT
MicroRNAs in patients with type 2 diabetic nephropathy

Dr. Kadriye AKPINAR

Microribonucleic acids (microRNA/mMiIRNA/miR-) are produced by cells of
many tissues, and impact on the cells of many tissues. They have different roles in
the development or prevention of various events, especially endothelial damage and
fibrosis, and in disorders and diseases of organs such as the heart, liver, brain and
kidney. Microalbuminuria, used in the diagnosis and follow-up of diabetic
nephropathy (DN) which is an important public health issue, gives positive results
only after renal damage develops. miRNAs are predicted to be useful in the early
diagnosis of renal damage. In our study, we aimed to evaluate 10 miRNAs which
were found to be related to diabetes in human (miRNA-21a-3p, miRNA-29a-3p,
MiRNA-29b-3p, miRNA-29c-3p, MiRNA-126-3p, MmiRNA-192-5p and miRNA-
320c), and in animal studies (miRNA-129-1-3p; miRNA-137, miRNA-212-3p.)

The study group was composed of 50 healthy controls (male: n=24; age:
55+11; women: n=26; age: 54+13) and 100 type 2 diabetic patients (male: n=46; age:
60 + 11; female: n=54; age: 56+11). Diabetic patients were divided into three
subgroups as normoalbuminuric (NAIb) (n=51), microalbuminuric (MicAlb) (n=25)
and macroalbuminuric (MacAlb) (n=24) according to the urinary abumin levels. The
diabetic group (T2DM) included 51 patients with NAIb and 49 patients with diabetic
nephropathy (DN). Plasma miRNAs were analyzed by RT-PCR method. Serum
fasting glucose, total cholesterol, triglycerides, LDL-cholesterol, HDL-cholesterol,
cystatin C, creatinine, aloumin; HbAlc, urinary albumin and creatinine in 24-hour
urine were measured. Creatinine clearance was determined by collecting 24-hour
urine. The glomerular filtration rates (eGFR) were estimated according to serum
creatinine and serum cystatin C levels. The expression of each miRNA was
compared between all diabetic groups and the control group, and the correlations of

the expressions with the biochemical measurement results were evaluated.

Only miRNA-21 from the first 7 miRNAs investigated in humans were
detected in half of the study group, others were detected in all individuals. miRNA-

XV



129-1-3p and miRNA-137 studied in mouse were detected in a small number of the
individuals, and were not evaluated because of lack of sufficient numbers. miRNA-

212 could be detected in approximately half of all individuals.

The expressions of miRNA-21 which were detected in approximately half of
all groups showed statistically significant decreases in the diabetic, DN and MacAlb
groups than those in the controls (T2DM: 5-fold, p=0,004; DN: 7, p=0,005; NAlb: 4,
p=0,519; MicAlb: 5, p=0,559; MacAlb: 7, p=0,005). The decrease in the expression
of miRNA-192, one of the miRNAs detected in all groups, was statistically
significant in all diabetic patients (2-fold, p=0,029) and in the DN group (2,4-fold,
p=0,027). A 1,5-fold decrease in NAIb group was not statistically significant.

In the miRNA-29 family, -b decreased in the MicAlb and increased in the other
groups compared with the controls. These differences were approximately one fold
and were not statistically significant. The decreases in -a and -c in the MicAlb group

were not statistically significant (2,5 and 3-fold, respectively).

The differences of the expressions of miRNA-126 in all groups were not
statistically significant (T2DM: 1; NAlb: 1-fold increase; DN: 1,5, MicAlb: 1;
MacAlb: 1,5-fold decrease).

The decreases in mMiRNA-320c compared with the controls were not
statistically significant. (T2DM: 2; DN: 2; NAlb: 2; MicAlb: 2; MacAlb: 1,5-fold).

The differences in miRNA-212 expressions that observed in all groups were
not statistically significant when compared with the controls ( 1-fold in NAIb, and
approximately 2-fold increase in T2DM; DN: 3; MicAlb: 5; MacAlb: 2-fold

decreases).

Correlations of expressions with renal function markers examined. The eGFR
based on cys C showed a positive correlation with miRNA-21, miRNA-192 and
miRNA-126 (r=0,262, p=0,018; r=0,203, p=0,013 and r=0,417, p=0,034,

respectively).

mMiRNA-21 and miRNA-29c were significantly correlated with MDRD eGFR
(r=0,243, p=0,029 and r=0,188, p=0,021, respectively).

XVI



The correlation of CKD-EPI-creatinine with miRNA-192 was significant
(r=0,185, p=0,023).

miRNA-29a, -b and miRNA-212 did not show significant correlation with
eGFR values.

mMiRNA-21, miRNA-192, miRNA-29c and miRNA-320 were significantly
negatively correlated with microalbuminuria (r=-0,323, p=0,003; r=-0,267, p=0,001;
r=-0,173, p=0,034 and r=-0,172, p=0,032, respectively).

HbAlc and miRNA-21 showed significant negative correlations (r= -0,274,
p=0,013).

Plasma levels of miRNA-21 and miRNA-192 were found to be statistically
significant in distinguishing the DN from healthy subjects (AUC=0,726, p=0,0001
and AUC=0,717, p=0,0001, respectively).

Although we couldn’t determined the expressions of miRNA in the whole
group, our results supporrted that miRNA-21 and miRNA-192 could be related to
diabetic nephropathy with respect to their correlations with the GFR and
microalbuminuria. Our results for the expression of miRNA-29c can be helpful for
monitoring the diabetes complications for DN, show that more research could be
performed for prediction of DN. More research is needed to determine the
association of miRNA-29¢c, miRNA-29b, miRNA-126, miRNA-212 and miRNA-
320c with DN. The association of miRNA-29a with DN was not supported in our
study.

Key words: Diabetic nephropathy, microRNA, miRNA-21, miRNA-192
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GIRIS

Diabetes Mellitus (DM), akut ve kronik komplikasyonlar1 sonucu ciddi tibbi

bakim, izlem ve maliyet gerektiren 6nemli bir halk sagligi sorunudur (1).

DN diyabetin mikrovaskiiler komplikasyonlarindan biri olup erigkin yastaki
diyabetli hastalarda en 6nemli morbidite ve mortalite nedenlerindendir. DN insidansi
zamanla artmakta olup yaklasik %9’dur. DN tip 1 diyabetli hastalarin %30’unda, tip
2 diyabetli hastalarin %10-40"'inda goriiliir ve son donem bobrek hastaliginin

(SDBH’1n) 6nde gelen nedenlerindendir (%12-55) (2,3,4).

DN hipergliseminin indiikledigi metabolik, hemodinamik ve inflamatuvar
faktorler arasindaki etkilesimler sonucu goriiliir. Bu etkilesimler glomeriillerde

fonksiyonel ve morfolojik degisikliklere yol agar (5).

DN gostergesi olarak albuminiiri durumu degerlendirilir ve kreatinin, sistatin C
gibi bazi testlerle tan1 desteklenir. Ancak yapilan yeni caligmalar bu testlerin
diyabetik nefropati tanisint erken donemde koymak icin yeterli olmadigim
gostermektedir. Bu yiizden erken dénem diyabetik nefropati tanis1 koymak i¢in yeni

belirteglere ihtiyag¢ vardir (6,7,8).

MikroRNA’lar, kisa ve kodlama yapmayan, yaklasik 18-25 niikleotid
uzunlugunda RNA molekiilleridir. Bu molekiiller 06zellikle gen ifadesinin
transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel diizenleyicisi olarak gorev alir. Hiicre tipinin
belirlenmesi, hiicre farklilasmasi, biiylime, gelisme, metabolizmanin diizenlenmesi
gibi pek ¢ok fizyolojik olayda ve anormal ifadesi sonucu pek ¢ok patolojik durumda

onem arz eder (9).

DN ile iligkili pek ¢ok miRNA bulunmasina ragmen heniiz Tiirkiye’de DN ile
iligkili miRNA’lar iizerine yapilan yeterli calisma mevcut degildir. Arastirma
sonuclarina gore; miRNA-21 ekspresyonunun azalmasi sonucu kollajen 1-a-1 ve
kollajen 1-a-2 gibi hiicre dis1 matriks proteinlerin diizenleyicisi olan transforme edici
bliytime faktéri Bl (TGF-B) bobrek mezengiyal hiicrelerinde arttigi yoniindedir
(10,11). miRNA-29 ailesi; miRNA-29a, miRNA-29b ve miRNA-29¢’den olusur.
mMiRNA-29 ailesi, DN patogenezinde santral rol oynayan TGF -B’nin prosklerotik



etkilerini diizenler (12). miRNA-126 bobrek endotel hiicrelerinde mevcut olup,
anjiyogenezde 6nemli bir rol oynar ve DN’de azalmasi endotel hasariyla iliskilidir
(7). Bobrekte yiiksek oranda eksprese edilen miRNA-192 TGF-f artist sonrasi
kollajen birikimini artirir (13). Ancak ileri evre DN’li hastalarda yapilan bir diger
calismaya gore miRNA-192 ekspresyonu proksimal tiibiiler epitel hiicrelerinde TGF-
B 'ya yamt olarak azalmistir (14). Diyabetli hastalarda TGF-B1’i aktive eden
trombospondin-1'in (TSP-1) ekspresyonu artar. DN’de ise TSP-1'1 araciligiyla TGF-
B1 artisina sebeb olan miRNA-320c ekspresyonu artar (15). Yapilan bazi fare
deneylerine gore ise miRNA-129, miRNA-137 ve miRNA-212 diizeyleri diyabet
hastalifinda hepatik patoloji ve glukoz metabolizmasiyla iligkili bulunup bu
miRNA’larin DN ile ilgili olan iliskileri heniiz aragtirilmamistir (16).

Arastirmamizin amacit insanlarda DN ile iligkisi bulunan miRNA-21a-3p,
mMiRNA-29a-3p, miRNA-29b-3p, miRNA-29¢c-3p, miRNA-126-3p, miRNA-192-5p,
mMIRNA-320c ve farelerde calisilmis, diyabetle iligkisi oldugu diistiniilen miRNA-
129-1-3p, miRNA-137, miRNA-212-3p ekspresyon diizeylerini saglikli, diyabetli ve
DN’li hastalarda analiz ederek miRNA ekspresyon farkliliklarini degerlendirmek;
boylece DN fizyopatolojisinin aydinlatilmasina katkida bulunmak ve DN’de
miRNA’larin gelecekte yeni bir erken tani ve izlem belirteci olarak klinik

laboratuvarlarda kullanabilirligini tartigmaktir.



GENEL BIiLGILER

DIABETES MELLITUS

Tanim

Diabetes Mellitus, insiilinin salgilanmasinda, etkisinde veya her ikisindeki
bozukluklardan kaynaklanan hiperglisemi ile karakterize kronik metabolik bir
hastaliktir. Kronik hiperglisemi 6zellikle goz, bobrek, sinir, kalp ve kan damarlar
gibi ¢esitli organlarin uzun stireli hasari, disfonksiyonu ve yetmezligi ile iliskilidir.
Diyabetin gelisiminde pankreatik [-hiicrelerinin otoimmiin yikimindan, insiilin
eksikligine ve bunun sonucunda insiilin etkisine direng gosteren anormalliklere kadar
pek c¢ok patojenik slireg mevcuttur. Diyabette karbonhidrat, yag ve protein

metabolizmasindaki anormalliklerin temeli, hedef dokularda insiilinin yetersiz

etkisidir (17,18).

Epidemiyoloji

Diinya genelinde 2017 yili itibariyle 20-79 yas aras1 yetiskinlerin % 8,8'inin,
yani yaklagik 425 milyon insanin diyabet oldugu belirlenmistir. 2045 yilina kadar bu
saymnin 629 milyon olacag: tahmin edilmektedir. Tiirkiye’de ise 2017 yil1 itibariyle
10,1 milyon insanin diyabet oldugu ve 2045 yilina kadar bu saymin 13,3 milyon
olacagi tahmin edilmektedir (19). Ulkemizde 2013 yilinda yapilan epidemiyoloji
calismasinda diyabet prevalanst %16,5 bulunmustur (20).

Simiflandirma

Diabetes Mellitus 4 ana gruba ayrilmaktadir.

1. Tip 1 DM (Otoimmiin B-hiicre yikimi nedeniyle, genellikle mutlak insiilin

eksikligi mevcuttur.)

2. Tip 2 DM (Siklikla insiilin direnci zemininde ilerleyen B-hiicresinden

insiilinin salgilanmasinda bozukluk mevcuttur.)

3. Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM) (Gebelik oOncesi diyabet tanisi

konmayip, ikinci veya ligiincii trimesterde diyabet tanis1 konulan diyabet tiirtidiir.)



4. Diger nedenlere bagli 6zgiil diyabet tiirleri, 6rnegin; monogenik diyabet
sendromlar1 (yenidogan diyabeti ve genglerde goriillen maturity-onset diyabet
[MODY] gibi), ekzokrin pankreas hastaliklar1 (kistik fibroz ve pankreatit gibi) ve
ila¢ veya kimyasal madde kaynakli diyabet (HIV/AIDS tedavisinde veya organ nakli
sonrasi glukokortikoid kullanimi gibi) (2).

DM’nin etyolojik sinilandirilmasi Tablo 1°de ayrintili olarak gosterilmektedir
(22).

Tip 1 Diabetes Mellitus

Otoimmiin ya da idiyopatik olarak ortaya c¢ikan Tip 1 Diabetes mellitus,
pankreatik B-hiicre kayb1 nedeniyle insiilin yetmezligi sonucu gelisir. Genellikle beta
hiicre yikimina yol acan otoimmiin siiregleri tanimlayan anti-glutamik asit
dekarboksilaz, adacik hiicresi veya insiilin antikorlarinin varlig: ile karakterize edilir.
Siklikla cocukluk ve geng erigkinlerde goriiliir. Tip 1 diyabetik ¢ocuklarda
baslangicta tipik olarak politiri/ polidipsi ile ilgili belirtiler ve hastalarin yaklasik tigte
birinde diyabetik ketoasidoz tablosu mevcuttur. Tip 1 diyabet eriskinlerde,
cocuklarda goriilen klasik belirtilerle birlikte olmayabilir. Baslangigta tiim yas
gruplarinda diyabet tipini ayirt etmede zorluklar ortaya ¢iksa da, tan1 zaman iginde
daha belirgin hale gelir. Tip 1 diyabet hastalarmin tedavisinde normogliseminin

saglanmasi i¢in ekzojen insiilin kullanilir (2,22).

Tip 2 Diabetes Mellitus

Tip 2 diyabet tiim diyabet hastalariin % 80-90'in1 olusturur. Hastalarda
pankreatik B-hiicresinin islevindeki bozukluk nedeniyle insiilin salgilanmasinda ve
insiilin direnci nedeniyle insiilinin etkisinde bozukluk mevcuttur (2,22). Insiilin
direnci, dokularin insiilin aracili glukoz kullamimin azalmasi ve karaciger glukozun
yapiminin artmasi seklinde ortaya ¢ikan metabolik bozukluktur. Insiilin direnci yag
ve protein metabolizmasi, kas-iskelet sistemi, adipoz doku, iireme sistemi, bagisiklik

sistemi ve santral sinir sistemi gibi pekgok sistemi etkiler (23).

Agiz kurulugu, polifaji, polidipsi, poliiiri, kilo kaybi, bulanik gorme, ayaklarda
uyusma, karincalanma, yanma, idrar yolu enfeksiyonlari, vulvovajinit, mantar

enfeksiyonlari, kasinti, ciltte kuruma, yorgunluk gibi genel diyabet belirtilerinin



Tablo 1. Diabetes Mellitus’un etyolojik siniflandirilmasi (21)

1. TIDM
Genellikle mutlak insiilin eksikligine
yol acan hiicre yikimi vardir.
2. T2DM
Insiilin direnci, goreceli insiilin yetmezligi,
veya insiilin direnci zemininde ilerleyici insiilin
salinim defekti vardir.
3. Diger Ozgiil Tipler
A.Beta Hiicre Fonksiyonunun Genetik Defektleri
-MODY (Goriilme sikligina gore siralanmustir.)
HNF-1 (MODY 3)
Glukokinaz enzim eksikligi (MODY 2)
HNF-4 (MODY 1)
IPF-1 (MODY 4)
HNF-1 (MODY 5)
NeuroD1 (MODY 6)
-Mitokondrial DNA
-Digerleri
B.Insiilin Etkisinin Genetik Defektleri
-Tip A insiilin direnci
-Leprechaunism
-Rabson-Mendenhall Sendromu
-Lipoatrofik diyabet
-Digerleri
C.Ekzokrin Pankreas Hastaliklar1
-Pankreatit
-Travma/pankreotektomi
-Neoplazi
-Kistik Fibrozis
-Hemokromatozis
-Fibrokalkiiloz pankreatopati
-Digerleri
D.Endokrinopatiler
-Akromegali
-Cushing Sendromu

-Glukagonoma

-Feokromasitoma
-Hipertiroidi
-Somatostatinoma
-Aldosteronoma
-Digerleri
E.llag ve Kimyasal Maddelerle
Olusan Diyabet
-Vakor
-Pentamidin
-Nikotinik asit
-Glukokortikoidler
-Tiroid
-Diazoksid
—[B-adrenerjik agonistler
-Tiazid diiiretikler
-Antipsikotik ilaglar
-Dilantin
-y-interferon
-Digerleri
F.Enfeksiyonlar
-Konjenital kizamikg¢ik
-Sitomegalovirus
-Digerleri
G. Immiin iliskili Diyabetin
Sik Olmayan Formlari
- “Stiff-man” Sendromu
-Antiinsiilin reseptor antikoru
-Digerleri
H.Diyabetle Birlikte Goriilebilen
Diger Genetik Sendromlar
-Down Sendromu
-Klinefelter Sendromu
-Turner Sendromu

-Wolfram Sendromu

4. Gestasyonel DM




yanisira hastalariin ¢ogunlugu komplikasyonlarin gelisimiyle ya da rastlantisal
olarak diyabet tanisi alir (22,24). Diyabetli baz1 kisilerde kilo verme, egzersiz ve
farmakolojik tedavi ile yeterli glisemik kontrol saglanabilir. Bir miktar insiilin
sekresyonu olan ancak yeterli glisemik kontroliin saglanamadig1 veya B-hiicre yikimi

olup insiilinin salgilanmadig kisilerde ise ekzojen insiilin kullanilir (25).

Diabetes Mellitus’un Tanisi

Diabetes Mellitus’un tanisinda Tablo 2’deki kriterler kullanilmaktadir (2,21).

Tablo 2. Diabetes Mellitus’un tan1 kriterleri (2,21)

Asagidaki kriterlerden sadece biri tani igin yeterlidir.

1.A¢lik Plazma Glukozu 123 2126 mg/dL (7,0 mmol/L)

2.Rastlantisal Plazma Glukozu3+4 >200 mg/dL (11,1 mmol/L)
+ diyabet belirtileri

3.0ral Glukoz Tolerans Testi >200 mg/dL (11,1 mmol/L)
(OGTT)’'nde 2. saat plazma glukozu356

4.HbA1c378 > %6,5 (48 mmol/mol)

'Kan glukozu élciimiinde referans yontem olarak venéz plazmada glukoz oksidaz yontemi
kullanzimalzdur.

24¢hik plazma glukozu i¢in en az 8 saat aglik gereklidir.

Kesin olmayan hiperglisemi yoklugunda, sonuglar tekrar testiyle dogrulanmahdir.

*Rastlantisal plazma glukozu, g:da al:mmna bagl: olmaksizin giiniin herhangi bir saatinde
olciilebilir.

*0OGTT 75 g oral glukoz al:m: ile yap:Imal:dur.

®Plazma glukoz ol¢giimiine gére tam kan glukoz ol¢iimii %11, kapiller glukoz ol¢iimii %7,
serum glukoz degeri %5 civarinda daha diisiik bulunur.

"HbAlc testi, Ulusal Glikohemoglobin Standardizasyon Programi (NGSP) sertifikali ve
Diyabet Kontrolii ve Komplikasyonlar: Calismasi’na (DCCT) gére standardize edilmis metod
kullanan bir laboratuvarda él¢iim yapildiginda tan: testi olarak kullanlabilir. Ulkemizde heniiz
HbAlc olgiim testleri standardize edilemedigi i¢in tek basina tan testi olarak kullaniimas: énerilmez.

8HbALC testi anemi, hemoglobinopati, gebelik varhiginda, C ve E vitamini gibi antioksidan
kullaniminda tami testi olarak kullanilamaz.

®Diyabet tamsinda kullanilan OGTT ve HbAIc nin tani degeri olarak birbirine gore iistinligii
yoktur.




Diabetes Mellitus’un Tani ve izleminde Kullanilan Testler

Glukoz Temelli Testler
Diyabet hiperglisemi ile karakterizedir; bu nedenle glukoz ol¢iimii diyabetin
tanm1 ve izleminde esas testtir (2,26). Hiperglisemi diyabet tanisi Kriterlerini
karsilamadan bozulmus aglik glukozu (IFG) ve/veya bozulmus glukoz toleransina
(IGT) neden olabilir. Prediyabet (diyabet i¢in artmis risk) tani kriterleri Tablo 3’te
gosterilmektedir (2,22).

Tablo 3. Prediyabet tan1 kriterleri (2,22)

OGTT’de 2.saat

Riskli Grup Achik Plazma Glukozu
Plazma Glukozu

Bozulmus Achk 100-125 mg/dL
Glukozu (IFG) (5,6-6,9 mmol/L)

Bozulmus Glukoz 140-199 mg/dL
Toleransi1 (IGT) (7,8-11,0 mmol/L)

%5,7-6,4
HbA1c

(39-46 mmol/mol)

Kan glukozu tam kan, plazma veya serumda Ol¢iilebilir ancak tanida venoz
plazma onerilir. Aclik kan glukozu sabahlar1 ve 8 saatlik aclik sonrasi alinmalidir.
Glikolizi azaltmak i¢in 6rnek buzda hizla getirilmeli ve 30 dk i¢inde plazma elde
edilmelidir. Eger bu miimkiin degilse sitrat tamponu iceren tiipler kullanilabilir.

Glukoz analizinde enzimatik yontemler goreceli olarak iyi standardize edilmistir

7).

Seker yiikleme testinde (OGTT) hasta en az 8 saat aclik sonrasi, 75 g anhidroz
glukozu 250-300 mL suyun i¢inde ¢ozdiirdiikten sonra 5 dakika iginde i¢gmelidir.

Igmeden once (0.saat) ve 2. saat kan glukoz degerleri dl¢iilmelidir (28).

Ketonlar
Diyabetli hastalarda karbohidratlarin  kullanimimin azalmasi1 ile keton

cisimciklerinin olusumu artar (29). Diyabetik ketoasidozun hem tanis1 hem de takibi



icin diyabetli hastalarda idrar ve kandaki ketonlarin 6l¢iimii yaygin olarak yapilir.
Idrarda keton 6l¢iimii dzellikle tip 1 diyabetliler, nceden diyabeti olan gebeler ve

GDM olan hastalarin izlenmesinde 6nemlidir (30).

Glike Hemoglobin (HbA1c)

Monosakkaridlerin (glukozun veya fruktozun) proteinlerdeki serbest —NH,
grubu ile kendiliginden (nonenzimatik) reaksiyona girmesine glikasyon denir.
Diyabet hastalarinda artmis kan glukozu nedeniyle glike hemoglobin artar. Glukozun
B-zincirlerinin N-terminal gruplar1 ile reaksiyona girmesi sonucu olusan glike
hemoglobine HbAlc denir. HbAlc en yaygin bulunan glike hemoglobindir ve 6l¢iim

giiniinden en az 8-10 hafta 6ncesinde baglamis olan hiperglisemiyi yansitir (29,31).

HbAlc diyabet tanist1 ve tedavisi, diyabet hastalarinin bakim kalitesini
degerlendirmek ve diyabet komplikasyonlarmin gelismesi ve ilerlemesinde olusan

riskleri 6ngérmek i¢in kullanilir (2,32,33).

HbAlc glisemik kontroliin bir 6nceki bir sonuca gore iyilesip iyilesmedigini ve
hastanin HbAlc hedefine ne kadar yakin oldugunu gosterir. Bu nedenle, en uygun
klinik kullanim igin, analitik performansin belirlenmesinde referansa gore bias ve
belirsizlik (imprecision) dikkate alinmalidir. HbAlc’nin HPLC yontemi ile
Ol¢timiinde analitik belirsizlik <%2,9, bias <%2,2 ve toplam hata <%6,9 olmalidir
(2,32,34,35).

Lipitler
Tip 2 diyabet hastalarinda en sik goriilen lipit profili yiiksek trigliserit, diisiik
HDL kolesterol ve yiiksek ya da nispeten normal LDL kolesterol diizeylerinden
olusur (2,36). Tip 2 diyabetli hastalarda anormal lipit profili, diyabetik nefropatinin
gelismesi, ilerlemesi ve kardiyovaskiiler mortalite icin geri doniigli bir risk

faktoridiir (37).

Amerikan Diyabet Dernegi’ne (ADA) gore diyabetli eriskinlerde tani aninda,
baslangi¢ tedavisinde ve en az yilda bir kez aclik (>8 saat) lipit profili istenmelidir.
Lipit degerleri diistik riskli [LDL kolesterol <100 mg/dL (<2,6 mmol/L), HDL
kolesterol <50 mg/dL (1,3mmol/L) ve trigliseritler <150 mg/dL (1,7 mmol/L)] olan
eriskinlerde lipit profili her 2 yilda bir tekrarlanabilir (25). Kanada Diyabet
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Birligi’nin Onerisine gore ise hastalardan ac¢lik durumuna bakilmaksizin lipit profili
rutin bes yilda bir, kardiyovaskiiler riski olanlarda ve uzun siiredir diyabet olanlarda
daha sik oOlgiilebilir. Trigliserit diizeyi > 400mg/dL (4,5 mmol/L) olanlardan aglik (>
8 saat) lipit profili istenmelidir (36).

Idrarda Albumin (Mikroalbuminiiri)
Idrarda albumin atilim1 diyabetik nefropati ve kardiyovaskiiler hastaliklar icin
bagimsiz bir risk faktoriidiir. Idrarda albumin miktariin tayini bébrek hastaliginin

saptanmasi, taninin dogrulanmasi, tedavi etkinliginin degerlendirilmesi ve prognozu

belirlemede 6nemli bir rol alir (27,38).

Idrarda albumin atilimi taramasi, albumin/kreatinin oraninin dlgiilmesi, 24
saatlik idrarda albumin Ol¢limii veya belirli bir zaman araliginda idrarda albumin
Olctimii seklinde olabilir. Albumin atilim anormallikleri ile idrarda albumin/kreatinin
oranlari, 24 saatlik albumin atilimi, siireli idrar albumini arasindaki iliski Tablo 4'te

verilmektedir (25,39-41).

Tablo 4. Albumin atilimidaki anormaliklerin tanimlar1 (10,24-26)

Normal Mikroalbuminiiri Makroalbuminiiri
24 saatlik idrar albumini
<30 30299 >300
(mg/24saat)
Spot idrar albumini*
o <30 30-299 >300
(mg/g kreatinin)
Siireli idrar albumini
<20 20-199 >200

(ng/dk)

*[drar albumin attlmindaki degiskenlikten dolayr diyabetik hastada 3-6 aylik bir siire i¢inde

toplanan ii¢ 6rnekten ikisinde artmis albumin atilimi hastada nefropati gelistigi ya da nefropatinin

ilerledigi anlamina gelir.

Hesaplanan Glomeriiler Filtrasyon Hizi (eGFR)
Glomeriiler filtrasyon hizi (GFR) bobrek glomeriillerinden serbestce filtre
edilen maddelerin dakikadaki mililitre cinsinden filtrasyon hizidir (42). Diyabetik
nefropatinin derecelendirilmesinde GFR en iyi gosterge olarak kabul edilir (43).

Kreatinin ve sistatin C GFR hesaplanmasinda kullanilan endojen belirte¢lerdendir



(44). GFR igin en yaygin kullanilan en iyi degerlendirme yontemi kreatinin
klirensidir. Ancak pahali ve zaman alic1 olmas1 nedeniyle serum kreatininine dayali
cinsiyet, viicut alani, irk gibi Ozellikler dikkate alinarak pek c¢ok denklem
kullanilmaya baslanmistir (45-49). ADA’ya gore diyabetik nefropatili hastalarda
GFR’nin degerlendirilmesinde kreatinin temelli eGFR, The Modification of Diet in
Renal Disease (MDRD) veya Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration
(CKD-EPI) formiilleriyle hesaplanarak kullanilabilir (25).

Sistatin C, endojen sistein proteinaz inhibitorii olan diisitk molekiiler agirlikl
bir proteindir ve GFR ile yiikksek diizeyde korelasyon gosterir. Bu korelasyon
inflamatuvar durumlardan, kas kiitlesinden, cinsiyetten, viicut kompozisyonundan
ve yastan (12 ayliktan sonra) bagimsizdir. Kreatininin aksine tiibiiler salgilanmasi
olmaz. Serum ve idrar sistatin C diizeyleri tip 2 nefropatik diyabetlilerde daha
yiiksek bulunur. Kronik bdbrek hastaliginda sistatin C'nin GFR'nin bir gostergesi
olarak kreatininden daha iyi performans gosterdigi ile ilgili pekcok calisma
mevcuttur ve dzellikle eGFR <60 mL/dk/1.73m? olanlarda, diyabetik ¢ocuklarda,
kas kiitlesindeki degisiklik durumlarinda, karaciger hastaligi olanlarda, yasilarda

diger belirteclerden daha tistiindiir (47,50-52).

Tip 2 diyabetli hastalarda ve komorbid hipertansiyonu olan hastalarda ve 5
yildan fazla siiredir tip 1 diyabeti olan hastalarda yilda en az bir kez idrar albumini
ve eGFR degerlendirilmelidir. GFR degerlendirilmesinde kullanilan denklemler
Tablo 5’te gosterilmektedir (53,54).

DIABETES MELLITUS’UN KOMPLIKASYONLARI

Kontrolsiiz diyabette kalici hiperglisemi, hem akut hem de kronik
komplikasyonlara neden olabilir (55). DM’nin komplikasyonlar1 Tablo 6’da
ozetlenmektedir (22).
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Tablo 5. GFR degerlendirilmesinde kullanilan bazi denklemler (53,54)

Kreatinin Klirensi (mL/dk) = [Idrar kreatinini (umol/L) x 24 saatlik idrar
hacmi (L)] / [Serum Kreatinini (umol/L) x 1440] ( SI birim)

Kreatinin Klirensi (mL/dk) = [Idrar kreatinini (mg/dL) x 24 saatlik idrar
hacmi (mL)] / [Serum Kreatinini (mg/dL) x 1440] (Konvansiyonel birim)

MDRD eGFR (mL/dk/1,73 m?) = 175 x (Serum kreatinin / 88,4)*** x (Yas)
0203 (0,742 Kadmsa) x (1,212 Afrikaliysa) (SI birimi)

MDRD eGFR (mL/dk/1,73 m?) = 175 x (Serum kreatinin)**** x (Yag)®?® x
(0,742 Kadinsa) x (1,212 Afrikaliysa) (Konvansiyonel birim)

2009 CKD-EPI kreatinin eGFR (mL/dk/1,73 m?) = 141 x min. (Serum
kreatinin/k ya da 1)* x maks. (Serum kreatinin / k ya da 1)™%% x 0,993"% x 1,018
(Kadinsa)x1,159 (Siyah irksa) (SI birimi)

Serum kreatinin birimi umol/L dir.

k, kadinlarda 61,9 erkeklerde 79,6 alinmalidir.

o, kadinlarda -0,329 erkeklerde -0,411 alinmalidr.
Min., en diisiik serum kreatinin/x ya da 1 anlamina gelir.

Maks., en yiiksek serum kreatinin/x ya da 1 anlamina gelir.

2009 CKD-EPI Kkreatinin eGFR (mL/dk/1,73 m?) = 141xmin. (Serum
kreatinin / x ya dal)® x maks. (Serum kreatinin/k ya da 1)*?% x 0,993Y% x 1,018

(Kadinsa) x 1,159 (Siyah 1rksa) (Konvansiyonel birim)
Serum kreatinin birimi mg/dL dir.
K, kadinlarda 0,7 erkeklerde 0,9 alinmalidir.
o, kadinlarda -0,329 erkeklerde -0,411 alinmalidir.
Min., en diisiik serum kreatinin/x ya da 1 anlamina gelir.

Maks., en yiiksek serum kreatinin/k ya da 1 anlamina gelir.

2012 CKD-EPI sistatin C (mL/dk/1,73 m?) eGFR=133 x min. (Serum sistatin
C /0,8 yada 1)°*®x maks. (Sistatin C /0,8 ya da 1)™*?® x 0,996"* (Kadinsa 0,932)

Serum serum sistatin C birimi mg/L dir.
Min., en diisiik sistatin C/0,8 ya da 1 degeri anlamina gelir.
Maks., en yiiksek sistatin C/0,8 ya da 1 degeri anlamina gelir.
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Tablo 6. Diabetes Mellitus’un komplikasyonlari (22)

1. Akut Komplikasyonlar
A.Hipoglisemi
B.Hiperglisemik Ataklar
-Diyabetik Ketoasidoz
-Hiperglisemik hiperozmolar durum
2.Kronik Komplikasyonlar
A Mikrovaskiiler Komplikasyonlar
-Diyabetik nefropati
-Diyabetik retinopati
-Diyabetik ndropati
B.Makrovaskiiler komplikasyonlar
-Aterosklerotik kalp hastaligi
-Periferal vaskiiler hastalik
-Serebrovaskiiler hastalik
3.Diger Komplikasyonlar
A.Biiyiime ve gelisme geriligi
B.Otoimmiin durumlar
-Hipotiroidi
-Hipertiroidi
-Colyak hastaligi
-Vitiligo
-Primer Adrenal Yetmezligi (Addison Hastalig1)
C.Lipodistrofi (Lipoatrofi ve lipohipertrofi)
D.Nekrobiyozis lipoidika diabetikorum
E.Non-alkolik karaciger hastalig
F.Diyabette goriilen enfeksiyonlar
G.Eklem hareket kisitlilig
H.Odem
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Diyabetik Nefropati

Diyabetik nefropati veya diyabetik bobrek hastaligi, diyabet hastalarinda idrar
albumin atiliminin artis1, glomeriiler lezyonlarin varligit ve GFR’nin kaybi ile
karakterize patolojik klinik bir sendromdur (56,57).

DN insidanst zamanla artmakta olup yaklasik %9’dur. DN tip 1 diyabetli
hastalarin %30’unda, tip 2 diyabetli hastalarin %10-40'inda goriiliir ve SDBH’1n
onde gelen nedenidir (%12-55) (1,2,4).

Hem diyabetin hem de DN'nin erken tanisinin konulamamasi bu hastaliklarin
onlenmesini engeller. Diyabetik ve diyabetik nefropatili hastalarin yetersiz veya
uygunsuz tedavileri ise nefropatinin ilerlemesine neden olur. Ancak bu durum, yakin
diyabet takibi ve albuminiirik hastalarda anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE)
inhibitorleri, anjiyotensin reseptor blokorleri (ARB) ve statinlerin kullanimi ile
nispeten diizeltilebilir (2,3,38). Iyi glisemik kontroliin saglanamadigi durumlar sik
hastaneye yatis ve erken oliimle sonuglanabilir. Sonucta diyabetli kisiler, tibbi bakim
maliyetlerini arttiran ve yasam kalitesini diigliren, yasami tehdit eden ciddi saglik

problemleri gelistirme riskini artirir (1).

Diyabetik Nefropatinin Patofizyolojisi

Diyabetik nefropati ve sonugta ortaya ¢ikan SDBH’nin gelismesine yol agan
patofizyoloji, hiperglisemi sonucu ileri glikasyon son iiriinlerinin iiretilmesi ve
dolagima verilmesi, biliyiime faktorlerinin artmasi ve hemodinamik ve hormonal
degisikliklerin ortaya c¢ikmasi seklindedir. Bu durum reaktif oksijen tiirlerinin ve
inflamatuvar mediatorlerin salinmasina yol acar. Bu degisikliklerin toplam etkisi
sonucu glomeriiler hiperfiltrasyon, glomertiler hipertansiyon, renal hipertrofi goriiliir
ve glomeriillerin yapisi ve icerigi degisir. Bu durum hastanin klinigine albuminiiri ve
hipertansiyon seklinde yansir. Bobrekler, hiicre dis1t matriksin birikmesi, glomertiler
bazal membran kalinlagmasi, proliferatif degisiklikler ve tiibiiler atrofi dahil olmak
tizere birgok degisiklige ugrarlar, sonugta interstisyel fibrozis ve glomeriiloskleroz ile
sonuglanir (5,40,58-60).

Diyabetik nefropatide albuminiiri yavas ve progresif bir sekilde artar. Uzun
stiredir diyabet hastasi olmak, kotii glisemik kontrol, kotii kontrollii kan basinci,
yiiksek lipit degerleri, obezite ve sigara kullanimi bu ilerleyisi artiran ve hizlandiran

faktorlerdir (36).
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Diyabetik Nefropatinin Evrelendirilmesi ve Takibi

Diyabetik nefropati 5 evrede tanimlanmustir (57,61).

Evre 1 (Hiperfiltrasyon-Hipertrofi): Bobrek hipertrofisi ve hiperfiltrasyonu
vardir. GFR %20-40 artabilir. Glomeriiler bazal memranda hafif kalinlasma

mevcuttur.

Evre 2 (Sessiz Donem): GFR hala yiiksektir ve hiperfiltrasyon devam eder,
ancak zamanla azalarak normale doner. Kan basinci ve idrar albumin atilimi normal
sinirlarda seyreder. Bazal membranda nonspesifik kalinlasma mevcuttur. Iyi glisemik

kontrol ile cogu hasta bu evrede kalir.

Evre 3 (Mikroalbuminiiri): Mikroalbuminiiri vardir. Idrarda albumin atilim
hiz1 20-200 pg/dk veya 30-300mg/24saat’tir. Diyabetin baglangicindan itibaren 6-15
yil sonra baglar. Kan basinci da hafif yiikselir. GFR yiiksek veya normal olabilmekle
birlikte daha az siklikta diisme gozlenir. lyi glisemik kontrol, protein kisitlamasi
(<0,8 g/kg/glin) ve antihipertansifler (6zellikle ACE inhibitorleri ve ARB’ler) ile

idrarda albumin atilimi azaltilabilir.

Evre 4 (Asikar Nefropati): Makroalbuminiiri vardir. Idrarda albumin atilimi
>300 mg/24 saat veya >20 pg/dk’dir. Bu evre diyabet hastalarinda 10-25 yil sonra
goriiliir. Histolojik degisiklikler belirgindir ve hipertansiyon yerlesmistir. GFR’deki

azalma kan basinci diizeyi ile koreledir. Glomeriillerde skleroz da goriiliir.

Evre 5 (Son Doénem Bobrek Hastaligl): Bu donemde bobrek yetmezligi gelisir.
Bu evre diyabet hastalarinda 10-30 y1l sonra goriiliir. Agir hipertansiyon, kreatinin

yiiksekligi, tiremi, 6dem goriiliir. Tedaviye yonelik olarak hemodiyaliz 6nerilebilir.

Diyabetik nefropatinin degerlendirilmesinde albuminiiri ve eGFR kullanilir.
Kronik bobrek hastaliginda {i¢-6 aylik periyod icerisinde yapilan ii¢ tetkikten iki veya
daha fazlasinda persistan albuminiiri >300 mg/24 saat veya >20 pg/dk mevcut olup,
genellikle eGFR <60 mL/dk/1,73m2 altindadir Kronik bobrek hastaliginin
prognozunun eGFR ve mikroalbuminiiriye goére siniflandirilmast Tablo 7°de

gosterilmektedir (62,63).
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Diyabetik nefropatinin gostergesi olarak eGFR ve albuminiiri durumu
degerlendirilmesinin yanisira kreatinin, bobrek enzimleri, sistatin C, C-reaktif protein
(CRP) gibi baz1 testlerle tani desteklenir. Ancak yapilan yeni c¢aligmalar bunun
diyabetik nefropati tanisin1 erken donemde koymak ic¢in yeterli olmadigini
gostermektedir. Bu yiizden erken donem diyabetik nefropati tanis1 koymak igin yeni

belirteglere ihtiyag vardir (64-67).

Tablo 7. Kronik bobrek hastaligi prognozunun eGFR ve mikroalbuminiiriye
gore simiflandirilmasi (54,63)

Persistan Albuminiiri

Al A2 A3

Normoalbuminiiri | Mikroalbuminiiri | Makroalbuminiiri

Gl Normal ya da >90
yiiksek

G2 Hafif azalma 60-89
G3a | Hafif-orta 45-59
azalma

G3b | Orta-agir 30-44
azalma

G4 Agir azalma 15-29

eGFR(mL/dk/1,73 m?)

G5 Bobrek <15
yetmezligi

*Yesil Diisiik risk (bobrek hastaliginin baska belirtegleri yoksa KBH yok), sari: orta derecede artmig
risk; turuncu: yiiksek risk; kirmizi: ¢ok yiiksek risk.

MIKRORNA’LAR (miRNA’LAR)

miRNA’larin Tarihcesi

1993 yilinda Victor Ambros ve Gary Ruvkun tarafindan Caenorhabditis
elegans (C. elegans) denilen bir nematodta lin-14 geninin negatif diizenleyicisi
olarak lin-4 adindaki ilk miRNA kesfedilmistir (68). 2000 yilinda Reinhart ve
arkadaslar1 C. elegans’in gelisimsel basamaklarinda gorevli let-7 adi1 verilen bir diger
miRNA’y1 bulmustur (69). Let-7'nin tiirler arasinda korunmasinin kesfi ile devrim

niteliginde goriilen, yaklasik 22 niikleotidlik kisa kodlanmayan RNA sinifinda yer
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alan ve gen ifadesinin diizenlenmesinden sorumlu bu RNA’lara mikroRNA’lar adi

verilmistir (70).

Giliniimiizde insan ve diger tiirlerde binlerce miRNA tanimlanmistir ve bu
verilere miRBase (http://www.mirbase. org) gibi online sekans depolarindan erigmek
miimkiindiir. Ayrica, miRNA olast hedeflerine iligkin gelistirilen giincel ara¢ ve
yazilimlar miRNA'larin fonksiyonel yolaklar ile ilgili caligmalarina yardimci

olmaktadir (71).

miRNA’larin Isimlendirilmesi

miRNA'larin isimlendirilmesi ii¢ bolimden olusmaktadir. ik béliim, tiirlere
atifta bulunan ii¢ karakterden olusmaktadir (6rn: hsa-H. sapiens, cel-C. elegans,
mmu-M. musculus), (Bu ¢alismada yer alan mikroRNA'larin tamam1 insanda mevcut
olup bundan sonraki boliimlerde “hsa” éneki kullanilmayacaktir.). Ikincisi evrensel
“-miR-" boliimidiir. Son boliim, sadece miRNA dizisi anlamia gelen sayidir. Eger
Ozdes sekanslara sahip olan iki miRNA, genomun farkli gen lokuslarindan
transkripse, tireden sonra ikinci bir say1 (6rn: miR-92-1, miR-92-2) gelir. iki miRNA
sadece bir veya iki niikleotidde farklilik gosteriyorsa, ilk sayidan sonra bir karakter
alirlar (6rn: miR-200a, miR-200b). Baz1 prekiirsor miRNA'lar iki farkli sekilde
boliinebilir ve eger boliinme miRNA onciiliiniin 5° veya 3’ ucuna yakin bir yerde
gerceklesirse, miRNA'nin sayisindan sonra -5p veya -3p ile isaretlenir (6rnegin:

miR-483-3p, miR-483-5p) (72).

miRNA Genleri

miRNA’lar 18-25 niikleotid uzunlugunda, gen ifadesinin transkripsiyonel ve
post transkripsiyonel diizenleyicisi olarak islev yapan kisa kodlanmayan RNA’lardir
(73). miRNA genleri, Y kromozomu hari¢ tiim kromozomlarda, hem protein
kodlayan hem de kodlamayan transkripsiyon bolgelerinde yer alir. miRNA genleri
intron ve/veya eksonlarda gen igi (her ikisinde mevcutsa bu genler ‘mixed” miRNA
genleri olarak adlandirilir) ve genler arasi bolgelerde bulunabilir. miRNA genlerinin

genomdaki yerlesimi Sekil 1°de gosterilmektedir (72).
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A C B
- > -
Protein kodlamavan gen

Sekil 1. miRNA genlerinin yerlesimi: A: Intronik, B: Ekzonik, C: Protein

kodlayan ve kodlamayan genlerdeki ‘mixed’ yerlesim (72)

miRNA’larin Biyogenezi

miRNA’larin sentezi miRNA genlerinden RNA polimeraz II (RNA pol II)
enzimi araciligiyla >1000 nt uzunlugunda olan primer miRNA (pri-miRNA)
sentezlenmesiyle baglar. Pri-miRNA’larin 5' ucunda 7 metilguanozin bashgi ve 3'
ucunda poli A kuyrugu yer alir. Tek zincirden olusan pri-miRNA’lar kendi iizerinde
kivrilarak sa¢ tokasi (hairpin) yapisini olusturur. pri-miRNA niikleusta bulunan bir
RNaz olan Drosha ve RNA baglanma noktasi bulunan bir protein olan
DGCR&8/Pasha’dan olugan mikroislemci komplekse baglanir ve 60-70 niikleotidlik
parcalar haline getirilerek kok halka (stem-loop) seklindeki prekiirsér miRNA (pre-
miRNA) haline doniistiiriiliir. pre-miRNA Ran-GTP bagimli olarak Exportin 5
(XPOS5) tarafindan sitoplazmaya tasinir (74,75). Sitoplazmaya gegen pre-miRNA
RNA polimeraz Il’iin bir tiirii olan Dicer endoniikleazi ve RNA baglayici
proteinlerden TRBP [transactivation-responsive (TAR) RNA binding protein]
proteininin olusturdugu kompleks tarafindan kesilerek 20-25 niikleotidlik ¢ift
sarmallt olgun miRNA halini alir (76). Daha sonra helikaz tarafindan ¢oziilerek
olgun miRNA’ya doniisiir. Olgun miRNA, 4 argonaute proteinlerinden biri (1-4) ile
RISC (RNA-induced silencing complex) olarak tanimlanan RNA ile uyarilmig
susturma kompleksini olustururlar (74). miRNA’y1 iceren RISC, mRNA (mesajci
RNA)’y1 hedefleme yetenegine sahiptir. Hedef se¢iminde “cekirdek-seed” ad1 verilen
bolge mRNA’ya baglanmay1 saglayan kisimdir. Bununla birlikte, miRNA ya da
mRNA’lara baglanan proteinler de hedef se¢imini etkiler (77). RISC igindeki
miRNA’lar hedef mRNA’nin 3'UTR, 5'UTR, ORF bolgelerine ya da promotor
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bolgelerine baz eslesmesine gore baglanarak translasyonu ya mRNA’y1 baskilayarak
ya da mRNA’y1 pargalayarak engeller (78). miRNA’lar, mRNA’larin 3’UTR
bolgesine yiiksek oranda komplementerlik gosterirse mRNA degrede olur. Ancak
komplementerlik azaldikca mRNA’nin translasyonu baskilanir. Genel olarak
miRNA’lar post transkripsiyonel diizenlenmeyi; translasyonu baskilayarak veya
mRNA hedeflerinin yikimini saglayarak yapar79. miRNA’larin biyogenezi Sekil 2’de
gosterilmektedir (74).

"‘u' miRNA
- Yolags

misc | (et
Transiasyonun baskidanmass
T g
e
IFAF oG et e R, A A AAAA

-

mRNA destabilizasyonu

o
Zaa

A
mRNA yikimu Aaan
N(;.A“‘—r i 34 AAAAAA — -“G:

P

Sekil 2. miRNA’larin biyogenezi (74)

miRNA’larin Salinimi
miRNA'larin ¢ogunlugu hiicrelerde bulunurken, hiicre dist miRNA olarak
bilinen pek¢ok miRNA, farkli biyolojik sivilar ve hiicre kiiltiir ortam1 dahil olmak

iizere hiicre dis1 ortamda da tespit edilmistir. insan viicudunda miRNA'lar tam kan,
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serum veya plazmanin yanisira tiikiiriik, gozyasi, idrar, anne siitii, kolostrum, periton
s1visi, beyin omirilik sivisi, brons lavaji, seminal siv1 ve folikiiler sivi gibi farkh

hiicre dis1 sivilarda da bulunur (80).

Kan yoluyla tasinan (dolagan) miRNA'larin nereden kaynaklandigi heniiz
anlasilamamustir, fakat viicut dokularindan, ayn1 zamanda beyaz kan hiicrelerinden,
trombositlerden dolasima verildigi diistiniilmektedir (81). Hiicre disina gonderilecek
olgun miRNA'lar eksozomlar, Ago2 proteini, mikrovezikiil veya HDL ile birlikte
hiicre dis1 ortama salinir. miRNA biyogenezi ve ekstraseliiler ortama miRNA'larin
salmimi Sekil 3’te gosterilmektedir (80). Bir dokuda diisiik diizeyde eksprese edilen
bir miRNA tiirli, birden fazla kaynaktan gelen miRNA'lardan dolay1 kanda belirgin
bir degisiklik gostermeyebilir ya da kandaki miRNA ekspresyon diizeyi beyaz kan
hiicrelerinin hastalifa sekonder yanittaki etkisinden dolay1 degisebilir. Bu 6zellik

miRNA analizinde 6rnek se¢iminde 6nemlidir (81).

Sitoplazma TE——
% Eksozom
Mikrl:wezikl'.]lleriE
% Ago2 Protein
® HDL
| wss  Olgun miRNA |
L A
E' - Iw
=i Alict hiicre

Sekil 3. miRNA biyogenezi ve ekstraseliiler ortama miRNA'larin salinimi (80)

miRNA’larn Islevi
miRNA’lar biiylime, gelisme, organogenez, hiicre proliferasyonu, apoptozis,
embriyonik kok hiicre farklilagmasi, oksidatif stres, DNA onarimi, immiin yanit ve

metabolizmanin diizenlenmesi gibi bir¢ok biyolojik olaylarda kritik rol oynar. Bu
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kritik diizenleyici rollerinden dolayi, miRNA'larin anormal ifadesi kardiyovaskiiler,
norolojik, immiinolojik, endokrinolojik sistemleri, kas-iskelet sistemi ve
metabolizmay1 igeren sayisiz hastalikta ve karsinogenez patogenezinde Onem arz
eder (9). Bu yiizden plazma veya serum gibi orneklerde miRNA'larin ekspresyon
diizeylerinin tespiti hastaliklarin patolojilerle iligkisi diisiiniildiigiinde hastaligin

tanis1 ve izlemi i¢in yeni biyobelirtegler olarak kullanimini saglar (82).

Diyabetik Nefropatide miRNA’larin Islevi
Diyabetik nefropati ile iliskili pek ¢ok miRNA bulunmasina ragmen
Tiirkiye’de diyabetik nefropati ile iliskili miRNA’lar iizerine yapilan yeterli sayida

caligma mevcut olmayip bu konuda yabanci kaynaklara daha sik bagvurulur.

Insan dokularinda en ¢ok bulunan miRNA'lardan biri olan miRNA-21, pek ¢ok
malignitenin patojenezinde kapsamli olarak calisilmis ve gdosterilmistir. Bu
patolojilerin fibrogenez ile benzerlikleri miIRNA-21'in DN progresyonu igin olasi
biyobelirteglerden biri oldugunu disiindiiriir (8). Diyabetik nefropatide kollajen 1a-1
ve -2 (Collal ve -2) gibi hiicre dis1 matriks proteinlerinin birikimi goriiliir. Bu hiicre
dis1 matriks proteinlerin genlerinin diizenleyicisi olan transforme edici biiyiime
faktori 1 (TGF-B1), bobrekteki mezengiyal hiicrelerde artar (83). Renal miRNA-21
ekspresyonunun azalmasi, TGF-} sinyalini baskilar (84). Diyabetik nefropatinin ana
mediyatorlerinden olan V-Akt murin timoma viral onkogen homolog 1 (AKT) kinaz,
TGF-B ile aktive olur ve glomeriiler mezengiyal hiicrelerde fibroz, hipertrofi ve
hiicresel devamlilik i¢in 6nemli rol oynar. Akt kinaz, phosphatase and tensin
homolog (PTEN)’in azaltilmasiyla aktive edilir. miRNA-21 diyabetik nefropatide
PTEN’i baskilayarak veya aktifleyerek fibrotik degisikliklere neden olur (11,85,86).

miRNA-29 ailesi, mMiRNA-29a, miRNA-29b ve miRNA-29c’den olusur.
miRNA-29, diyabetik nefropati patogenezinde santral rol oynayan TGF -B1’in

prosklerotik etkilerini diizenler (12)

mMiRNA-126 bobrek endotel hiicrelerinden salinir ve anjiyogenezde énemli bir
rol oynamaktadir (87). Diyabetik hastalarda dolasimdaki miRNA-126 diizeylerinin
azalmasi, miRNA-126’nin  diyabetik nefropatiyi de kapsayan diyabetik

mikrovaskiiler hasar ve son donem bobrek hastaligiyla iligkilidir (7).
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Bobrekte yiiksek oranda eksprese edilen miRNA-192, Colla2 genindeki Zinc
finger E-box-binding homeobox (ZEB 2) E-box represor proteininin ve ZEB1 E-box
represor proteininin (Smad Interacting protein 1-SIP1) translasyonunu baskilayarak
Colla2 mRNA'sin1 arttir. Nihayetinde TGF- artis1 sonrasi1 kollajen birikimi artar
(13). Ancak ileri evre diyabetik nefropatili hastalarda yapilan bir ¢alismada miRNA-
192 ekspresyonu proksimal tiibiiler epitel hiicrelerinde TGF- 'ya yanit olarak
azalmistir ve miRNA-192 kayb1 tiiblilointerstisyel fibroz ve eGFR'de azalma ile
korelasyon gostermektedir (14).

Diyabetli hastalarda TGF-p1’i aktive eden trombospondin-1'in (TSP-1)
ekspresyonu artar. Diyabetik nefropatide ise TSP-1 araciligiyla TGF-B1 artisina
neden olan miRNA-320c ekspresyonu artar (15).

Diyabetik nefropati ile iliskili miRNA’lar Tablo 8’de 6zetlenmektedir (5).

Yapilan baz1 fare deneylerine gore ise miRNA-129, miRNA-137 ve miRNA-
212 diizeyleri diyabet hastaliginda hepatik patoloji ve glukoz metabolizmasiyla
iligkili bulunup bu miRNA’larin diyabetik nefropati ile ilgili olan iligkileri heniiz
arastirtlmamustir (16,88).
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Tablo 8. Diyabetik nefropati ile iliskili miRNA’lar (5)

miRNA’lar

Hedefler

Diyabetik nefropatide yer alan

mekanizma

Model

miRNA-29
miRNA-29b
miRNA-29c

miRNA-200a/b/c

miRNA-192

miRNA-195

FBN1, ELN1,MMP2

ITGB1,
Coll, Col4
SPRY1

ZEB1/2, TGFB2,
B-katenin, FOG

SEF1 and SIP1

Sirtuinl(Sirt1),
SiklinEl, BCL2

*Mezengiyal hiicrelerde kollajenin
TGF-B/SMAD3'e bagli olarak artar.
*Mikroalbiiminiiri, renal fibroz
(TGF-B) ve inflamasyon (NF-«xB).
*Bu miRNA'lanin normal veya asir1
ekspresyonu albuminiiri ve ECM'yi

azaltir.

*S1can proksimal tiibiiler epitelyal
hiicrelerde (NRK52E), TGF-B1 ve
TGF-B2'nin uzun siire ve yiiksek
diizeyde olmasi, epitelyal
mezengiyal gecisi (EMT) ve
fibrogenezi uyarir.

*miRNA-200 ekspresyon artis1
TGF-B1 ve TGF-B2 ekspresyonunu
artirir.

*Bu miRNA’nin artigt TGF-f2,

proliferasyon, Coll, Col4’i azaltir.

*Mezengiyal hiicrelerde TGF-f3
ekspresyonu artar.
*Collal and Colla2 artigi, TGF-

B1’1 artirir.

*B-hiicreli lenfoma 2 (BCL2)
protein diizeyi azalir.
*Podosit hiicrelerinde kaspaz-3

aktivasyonu artar.

TGF-B/SMAD3

-bagimli, IFNa,

NF-xB (insan ve
db/db fare)

TGF-B1 ve B2,
ECH- iliskili
proteinl/ NFE2
iligkili faktor 2
(STZ fare ve
MMC’lerde

artma)

TGF-B1,
ZEB1/2, kollajen
(STZ diyabetik
farede C57’i
uyarir. db/db tip
2 diyabetik fare)

B-cell, Kaspaz-8,
kaspaz-3 (STZ
ile uyarilms tip
1 fare, podosit

kiiltiirii)
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miRNA-124

miRNA-1207-5p

miRNA-21

miRNA-377

miRNA-93

miRNA-216a

miRNA-25

INTEGRINa331

Akt fosforilasyonu,
SMAD7, TGF- 1,
tissue inhibitors of

metalloproteinase 3
(TIMP3)

PAK1, MnSOD

VEGF-A

PTEN timor
supresyon gen,
RNA- binding
protein YB-1

NOX4

*Mekanik stres altinda podosit
adezyon hasari olur.
*[drar podositik nefrin, podosit ve

albumin atilimu artar.

*TGF-B1, PAI-1 ve FN1 artar.

* miRNA-21’in TGF-B1'y1
artirmasi fibrozisin siddeti ile
pozitif korelasyon gosterir.
*TIMP’lerin diizenlenir.

*Akt fosforilasyonu.

* P21 aktive edilmis kinaz ve
stiperoksit dismutaz baskilanir.

*FN ekspresyonu artar.

* VEGF ekspresyonunun artmast
*Diyabetlilerde normal miR-93
ekspresyomu VEGF
ekspresyonunun engeller.

*Colla2 ekspresyonu artar.
*Hiicre fizyolojisi ve biyokimya
stireclerini etkiler.

*Hipertrofi

*NOX4 ekspresyonu artar.

Glomeriiler bazal
membran(GBM),
podosit

(Diyabetik si¢an)

TGF-B1,
podositler,
(podosit ve
mezengiyal
hiicre kiiltiirii,

diyabetik fare)

TGF-B1, renal
hiicreler (db/db
fare, STZ-fare,

plazmid ve renal
biyopsi)

Bobrek
(diyabetik fare)

Bobrek
(Endotelyal
hiicreler, db/db
fare and renal

hiicre kiiltiirti)

Mezengiyal
hiicreler, TGF-
B1 (renal hiicre
kiiltiirii ve

diyabetik fare)

Insan
mezengiyal
hiicreleri
(mezengiyal
hiicre kiiltiirii ve

diyabetik fare)
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GEREC VE YONTEM

CALISMA GRUBU

Calisma grubu, 50 kontrol ve 100 hastadan olusmaktadir.

Hasta Grubu

Calismaya, Aralik 2017 ve May1s 2018 aylar1 arasinda Pamukkale Universitesi
Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Endokrinoloji poliklinigine
bagvuran Tip 2 diyabetli 51 hasta ve tip 2 diyabetik nefropatili 49 hasta olmak tizere
toplam 100 hasta alind1.

n=100; yas: 58+11 (36-83)
Erkek: n=46; yas: 60+11 (36-83)
Kadin: n=54; yas: 56+11 (36-76)

18 yas ve tlizeri Tip 2 Diabetes Mellitus tanisi olan hastalar calismaya dahil
edildi. Hasta grubu idrarda albiimin atilim diizeylerine gore 3 grupta toplandi
(normoalbuminiiri: albumin atilimi <30 mg/giin, mikroalbuminiiri: albumin atilimi

30-300 mg/giin, makroalbumintiri: albumin atilimi1 >300 mg/giin).

Kontrol Grubu
Kontrol grubu, hasta grubuna yas ve cinsiyet olarak benzer, klinik sikayet ve

bulgusu olmayan, saglikli 50 bireyden olusturuldu.

n=50; yas: 54+12 (30-75)
Erkek: n=24; yas: 55+11 (30-75)
Kadin: n=26; yas: 54+13 (30-75)

Hasta Orneklerinin Toplanmasi ve Analiz Orneklerinin Hazirlanmasi

Hastalardan vendz kan ornekleri sabah 08.00-10.30 saatleri arasinda, 8-12
saatlik agliktan sonra oturur pozisyonda, bir vakumlu tiipe (Jelli vakumlu diiz
biyokimya tiipii; Vacusera, Tiirkiye) ve iki EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit)’l1
tam kan tiipline alindi. Hastalara 24 saatlik idrar toplatildi. Serumda kan aglik
glukozu, total kolesterol (t. kolesterol), trigliserit, HDL-kolesterol (HDL-kol), sistatin
C (sis C), kreatinin (s. kreatinin); tam kanda HbAlc, 24 saatlik idrarda albumin

24



(mikroalbumin), kreatinin (i. kreatinin) diizeylerine bakildi. Kan ve idrar analizleri
Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Merkez
Laboratuvarinda yapildi. LDL-kolesterol (LDL-kol) ve VLDL-kolesterol (VLDL-
kol) Friedewald formiiliine gore hesaplandi [VLDL-kol = Trigliserit/5; LDL-kol =
T. kolesterol-(HDL-kol + trigliserit/5] (TG<400 mg/dL ise). eGFR hesaplanmasinda
MDRD, CKD-EPI-kreatinin (CKD-EPI-kre) ve CKD-EPI- sistatin C (CKD-EPI-Sis
C) formiilleri kullanildi.

miRNA analizi i¢in kullanilacak olan EDTA’l1 tam kan tiipii en kisa siirede
(buzda bekletilmek sartiyla en fazla 2 saat) 1900 x g'de (3000 rpm) 10 dk, 4° C'de
santrifiij edildi. Ustte kalan plazma yeni bir steril eppendorf mikro tiipiine (konik
tabanli) steril ve filtreli pipet ucu kullanilarak otomatik pipetlerle dikkatlice aktarildi
ve 10000 x g’de, 10 dk, 4 °C’de tekrar santrifiij edildi. Stipernatant yeni bir steril
eppendorf mikro tiipiine aktarildi. -80° C'de dondurulup analize kadar saklandi.
miRNA analizinde, miRNA-21-3p, miRNA-29a-3p, miRNA-29b-3p, miRNA-29c-
3p, mMiRNA-126-3p, miRNA-129-1-3p, miRNA-137, miRNA-192-5p, miRNA-212-
3p ve miRNA-320c’nin ekspresyon diizeyleri ¢alisildi.

Hasta ve kontrollerin boy, kilo, viicut kiitle indeksi (VKI), sistolik kan basinci
(SKB), diastolik kan basinci (DKB), ailede diyabet Oykiisii; hastalarin ek olarak

diyabet tani siiresi verileri kaydedildi.

Etik kurul onayr

Calisma oncesi Pamukkale Universitesi Tibb1 Etik Kurulu’nun 03.10.2017
tarih ve 13 say1 no ile Pamukkale Universitesi Tibbi Etik Kurulu onay1 alindi. Ayrica
caligmaya dahil edilen tiim katilimcilara “Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu™ ile

yapilacaklar hakkinda bilgi verildi ve goniillii olduklarina iliskin imzalar1 alindi.

KULLANILAN CiHAZILAR VE MALZEMELER

Kullanilan Cihazlar
e Masa iistii sogutmali santrifiij (Allegra X30R Beckman Coulter, ABD)
e Masa iistli sogutmali mikrosantrifiij (M-24A Boeco, Almanya)

e 4 C° Buzdolab1 (Beko, Tiirkiye)
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e -20 C° Buzdolab1 (Beko, Tiirkiye)

e -80 C° Derin dondurucu (DF490 Niive, Tiirkiye)

e Ayarlanabilir otomatik pipet seti (1-10uL, 10-100 uL, 100-1000 plL)
(Eppendorf, ABD)

e Vorteks (Biosan, Letonya)

e Modiiler P otoanalizér (Roche Cobas 8000, Roche-Hitachi Diagnostics,
Japonya)

e HPLC (G8 Tosoh Bioscience, ABD)

e Nanodrop (Nanodrop 2000c Spectrophotometer Thermo Fisher Scientific,
ABD)

e Real-time PCR cihazi (Bio-Rad CFX Connect, ABD)

Kullanilan Sarf Malzemeleri
e 1-10uL, 10-100 pL, 20-200 pL, 100-1000 pL’lik steril filtreli pipet uclari
(Vertex, ABD)
e mL’lik Eppendorf mikro tiipler (Isolab, Almanya)
e Jelli vakumlu diiz biyokimya tiipii (Vacusera, Tiirkiye)
e EDTA’l tam kan tiipli (Vacusera, Tiirkiye)
e Idrar tiipii (BD Diagnostics, ABD)
e 200 pL’lik PCR tiipii (Isolab, Almanya)
e lizopropanol (% 100)
e Etanol (% 96-100)
e miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen, Almanya Katalog no:
217204)
¢ mMiRCURY LNA RT Kit (8-64 rxnluk) (Qiagen, Almanya, Katalog no:
339340)
e miRCURY LNA SYBR® Green PCR Kit (4000 rxnluk), (Qiagen, ABD,
Katalog no: 339347)
¢ mIRCURY LNA miRNA PCR Assays (200 reaksiyonluk), (Qiagen, ABD,
Katalog no: 339306)
o mMiRNA-spesifik primerler (Qiagen, ABD)

v hsa-miR-21-3p (Katalog no: YP00204302, Lot no: 201801290079-1)
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hsa-miR-29a-3p (Katalog no: YP00204698, Lot no: 201706010686-1)
hsa-miR-29b-3p (Katalog no: YP00204679, Lot no: 201706010725-1)
hsa-miR-29c¢-3p (Katalog no: YP00204729, Lot no: 201706010583-1)
hsa-miR-126-3p (Katalog no: YP00204227, Lot no: 201706010673-1)
hsa-miR-129-1-3p (Kat. no: YP00206074, Lot no: 201705190328-1)
hsa-miR-137 (Katalog no: YP00206062, Lot no: 201709110108-1)
hsa-miR-192-5p (Katalog no: YP00204099, Lot no: 201706010549-1)
hsa-miR-212-3p (Katalog no: YP00204170, Lot no: 201705050123-1)
hsa-miR-320c (Katalog no: YP00205706, Lot no: 201705190355-1)

AN NNV U N NN

<

e Referans gen (Qiagen, ABD)
v U6 snRNA (hsa, mmu) (Katalog no: YP00203907, Lot no:
201801190038-1)

e PCR plate (Bio-Rad, ABD) ve plate seal (Bio-Rad, ABD)

BiYOKIMYASAL OLCUMLER

Olciilen analitler

Hastalarin serumunda kan aglik glukozu, total kolesterol, trigliserit, HDL-
kolesterol, sistatin C, kreatinin; 24 saatlik idrarinda albumin ve kreatinin diizeyleri
Roche Cobas 8000 otoanalizoriinde ticari kitlerle analiz edildi. Tam kanda HbAlc,

HPLC yontemiyle G8 Tosoh Bioscience cihaziyla 6l¢iildi.

Ol¢iim Yontemleri

Glukoz
Glukoz konsantrasyonu enzimatik fotometrik analiz yontemiyle belirlendi.
Hekzokinaz glukozun ATP tarafindan glukoz-6-fosfata fosforilasyonunu katalize
eder.

Hekzokinaz

Glukoz + ATP —— Glukoz-6-fosfat + ADP

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, NADP’nin varliginda glukoz-6-fosfati (G-
6-P) glukonat-6-fosfata okside eder. Baska karbonhidrat oksitlenmez. Reaksiyon

27



sirasinda NADPH olusum hizi glukoz konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve

fotometrik olarak olgiiliir.

G—6—P Dehidrogenaz

Glukoz + NADP* Glukonat-6-fosfat + NADPH + H*

Referans araligi: 15-60 yas: 74-106 mg/dL (4,11-6,05 mmol/L)
60-100 yas: 82-115 mg/dL (4,56-6,38 mmol/L)

Total kolesterol
Total kolesterol konsantrasyonu enzimatik kolorimetrik analiz yontemiyle
belirlendi. Kolesterol esterleri, kolesterol esterazin etkisiyle boliinerek serbest
kolesterol ve yag asitleri ortaya c¢ikarir. Ardindan, kolesterol oksidaz kolesteroliin
kolest-4-en-3-on ve hidrojen perokside oksidasyonunu katalize eder. Olusan hidrojen
peroksit, peroksidazin varliginda fenol ve 4-aminofenazonun oksidatif baglanmasini

etkileyerek kirmizi kinon-imin boya olugmasina neden olur.

Kolesterol Esteraz

Kolesterol esterler + H,O Kolesterol + RCOOH

Kolesterol Oksidaz
Kolesterol + O, Kolest-4-en-3-on + H,0,

Peroksidaz . L.
2 H,0, + 4-AAP + fenol ——— Kinon-imin boya-4-en-3-on + H,0
Olusan boyanin renk yogunlugu kolesterol konsantrasyonu ile dogru

orantilidir. Absorbanstaki artis dl¢iilerek tayin edilir.
Referans araligi: <200 mg/dL (5,2 mmol/L)

Trigliserit
Trigliserit konsantrasyonu enzimatik kolorimetrik analiz yontemiyle belirlendi.
Bu yontemde trigliseritlerin gliserole, hizli ve tam olarak hidroliz olabilmesi i¢in
lipoprotein lipaz kullamilir. Uretilen hidrojen peroksit daha sonra 4-aminofenazon ve
4-klorofenol ile kirmizi bir boya maddesi olusturmak i¢in peroksidazin katalitik

etkisi altinda reaksiyona girer.

Lipoprotein lipaz

Trigliseritler + 3 H,O ————— Gliserol + 3 RCOOH
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A Gliserol Kinaz .
Gliserol + ATP ———— Gliserol-3-fosfat + ADP

Gliserofosfat Oksidaz

Gliserol-3-fosfat + ATP Dihidroksiaseton fosfat + H,O»
. Peroksidaz
H,0O, + 4-aminofenazon + 4-klorofenol R

4-(p-benzokinon-monoimino)-fenazon + 2 H,O + HCI
Referans araligi: <200 mg/dL (5,2 mmol/L)

HDL-kolesterol

HDL-kolesterol konsantrasyonu olglimii  enzimatik kolorimetrik analiz
yontemiyle belirlendi. Magnezyum iyonlarinin varliginda dekstran siilfat, Polietilen
glikol (PEG) ile modifiye edilmis enzimlere karsi direngli LDL, VLDL ve
silomikronlar ile secici olarak suda ¢oziiniir kompleksler olusturur. HDL
kolesteroldeki kolesterol konsantrasyonu, amino gruplara PEG ile baglanmis
kolesterol esteraz ve kolesterol oksidaz ile enzimatik olarak spektrofotometrik
yontemle Olgiiliir. Kolesterol esterleri, kolesterol esteraz araciligiyla serbest
kolesterol ve yag asitlerine kantitatif olarak parcalanir. Oksijen varliginda kolesterol,
kolesterol oksidaz tarafindan oksidize olarak A4-kolestenon ve hidrojen peroksiti
olugturur. Peroksidaz varliginda, olusan hidrojen peroksit 4-amino-antipirin ve
Sodyum N-(2-hidroksi-3-siilfopropil)-3,5-dimethoksianilin (HSDA) ile reaksiyona
girerek mor-mavi bir boya olusturur. Bu boyanin renk yogunlugu kolesterol

konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve fotometrik olarak olgiiliir.

Peroksidaz

HDL-kolesterol esterler + HLO ——— HDL-kolesterol +RCOOH

PEG—kolesterol oksidaz  ,
HDL-kolesterol + O, A" kolestenon + H,0,

P ksid
2H,0, + 4-Aminoantipirin + HSDA + H* + H,0 T mor-mavi pigment

+ 5H,0
Referans araligi: kadin: >45 mg/dL (1,15 mmol/L)

erkek: >35 mg/dL (0,9 mmol/L)

29



VLDL-kolesterol ve LDL-kolesterol
VLDL-kolesterol ve LDL-kolesterol diizeyi ‘Friedewald’ formiiline gore
hesaplandi. Serum trigliserit diizeyi 400 mg/dL’ nin iizerinde oldugu zaman, bu

formiil kullanilmamaktadir.
VLDL-kolesterol= Trigliserit/5
LDL-Kolesterol = Total kolesterol - [(HDL-kolesterol) + (Trigliserit/5)]
VLDL-kolesteroliin referans araligi: kadin: 7-47 mg/dL (0,18-1,20 mmol/L)
erkek: 8-32 mg/dL (0,20-0,82 mmol/L)
Referans araligi: <100 mg/dL (2,59 mmol/L)

Sistatin C
Sistatin  C  konsantrasyonu Ol¢iimii  partikiil  yiizeyi  genisletilmis
immiintiirbidimetrik analiz yontemiyle belirlendi. insan sistatin C, anti-sistatin C
antikorlartyla kapl lateks partikiilleri ile agliitinasyon gosterir. Olusan agregat 546

nm’de tiirbidimetrik olarak tayin edilir.
Referans araligi: 0,61-0,95 mg/L

Kreatinin
Kreatinin konsantrasyon Ol¢iimii kinetik kolorimetrik analiz ydntemiyle
belirlendi. Bu kinetik kolorimetrik test, Jaffé yontemine dayanir. Alkali ortamda
kreatinin pikrik asit ile sari-turuncu bir kompleks olusturur. Boya olusum hizi,

ornekteki kreatinin konsantrasyonu ile orantilidir.

L. o . alkali ortam L. . .
Kreatinin + pikrik asit —— Kreatinin-pikrik asit

Referans araligi: Serumda: kadin: 0,50-0,95 mg/dL (44-80 umol/L)
erkek: 0,70-1,20 mg/dL (62-106 pmol/L)
24 saatlik 1drarda: kadin: 740-1570 mg/giin (7000-14000 pmol/giin)

erkek: 1040-2350 mg/giin (9000-21000 umol/giin)
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Idrarda Albumin (Mikroalbumin)
Idrarda albumin konsantrasyon ol¢iimii  immiinotiirbidimetrik analiz
yontemiyle belirlendi. Ornekteki antijenlerle reaksiyona giren anti-albumin
antikorlarmin olusturdugu, antijen-antikor komplekslerinin olusturdugu agliitinasyon

340 nm'de turbidimetrik olarak olgiiliir.
Referans araligi: 0-30 mg/giin

Hemoglobin Alc
HbAlc iyon degisimi yontemi ile HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) cihazinda calisildi.

Hesaplanan GFR (eGFR)
eGFR CKD-EPI ve MDRD formiillerine gére hesaplandi.

CKD-EPI kreatinin eGFR (mL/dk/1,73 m?) = 141 x min. (Serum kreatinin/k ya
dal)* x maks. (Serum kreatinin/k ya da 1)%% x 0,993Y* x 1,018 (kadmsa) x 1,159
(siyah 1rksa)

Serum kreatinin birimi mg/dL dir.

K, kadinlarda 0,7 erkeklerde 0,9 alinmalidir.

o, kadinlarda -0,329 erkeklerde -0,411 alinmalidir.
Min., en diisiik serum kreatinin/k ya da 1 anlamina gelir.

Maks., en yiiksek serum kreatinin/k ya da 1 anlamina gelir.

CKD-EPI sistatin C (mL/dk/1,73 m?)=133 x min. (Serum Sistatin C / 0,8 ya da
1049 x maks. (Sistatin C / 0,8 ya da 1) x 0,996"* (kadinsa 0,932)

Serum serum sistatin C birimi mg/L dir.
Min., en diisiik sistatin C/0,8 ya da 1 degeri anlamina gelir.
Maks., en yiiksek sistatin C/0,8 ya da 1 degeri anlamina gelir.

MDRD eGFR (mL/dk/1,73 m?) = 175 x (Serum kreatinin)**** x (Yag)®?* x
(0,742 kadinsa) x (1,212 Afrikaliysa)
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miRNA ANALIZI

1. Total RNA izolasyonu

miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kiti (89), drneklerin guanidin bazli lizisi,
inhibitorlerin (proteinlerin) ayrilmast ve total RNA'nin silika membran bazh
saflastirilmasini saglar.

Kitte bulunan tampon RPL, lizisi kolaylastirmak ve protein kompleksleri ve
RNazlar1 denatiire etmek i¢in guanidin tiyosiyanat ve deterjanlart (SDS) icerir. Bu
nedenle, tampon RPL i¢inde lizise ugrayan numunelerdeki RNA stabildir ve
bozunmadan korunur. Tampon RPL, plazma orneklerine eklenir. Tam bir lizis
saglamak i¢in iyice karistirildiktan sonra, denature olan inhibitdrlerin (¢ogunlukla
serum/plazma numunelerinde yiiksek oranda konsantre olan proteinlere) ¢oktiirmek
icin Tampon RPP eklenir. Santrifiij edilir. RNA'y1 igeren siipernatant yeni bir mikro
tiipe aktarilir ve tiim RNA molekiilleri i¢in uygun baglama kosullarini olusturmak
tizere izopropanol eklenir. Numune daha sonra RNeasy UCP MinElute spin kolonuna
uygulanir, burada toplam RNA membrana baglanir ve bulaslar etkin bir sekilde

yikanir. Daha sonra RNA, RNaz igermeyen suyla eliie edilir.

Reaktiflerin Hazirlanmasi
Analize kadar miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kiti oda sicakliginda,
RNeasy® UCP MinElute® spin kolonlar1 4°C'de, reaktifler oda sicakliginda (15-25
°C) saklandi.
RNA izolasyonunun tiim basamaklar1 oda sicaklhifinda (15-25°C) yapildi.
Tampon RWT’ye 15 mL ve Tampon RPE’ye 33 mL etanol (% 96-100) ilave edildi.

-80°C'de dondurulmus oOrnekler buz igerisinde yavasca cozdiriildi. Tim

santrifiij adimlari, oda sicakliginda (15-25°C) yapildi.

RNA izolasyonu calisma basamaklari

1. Dondurulmus plazma érnekleri ¢ozdiiriildi.
2.200 pL plazmalar 2 mL'lik reaksiyon tiiplerine aktarildi.

3. 60 uL Tampon RPL eklendi. Tiip kapaklar1 kapatildi ve 10 s vorteksle
karistirildi. 3 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
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4. 20 pL tampon RPP eklendi. Tiip kapaklar1 kapatildi ve 25 s vorteksle
karistirildi. 3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

5. Cokeltiyi peletlemek icin oda sicakliginda 3 dk 12000 x g'de santrifiij
yapild.

6. Siipernatant (200 pl) yeni bir reaksiyon tiipiine aktarildi. 200 pl izopropanol
eklendi. Vorteksle 10 s iyice karistirildi. Tim oOrnekler her bir RNeasy UCP
MinElute kolonuna aktarildi. Kapag1 kapatilip 14000 x g de 45 s santrifiij edildi.

Akan kisim ve toplama tiipleri atildi. Yeni toplama tiipleri konuldu.

7. RNeasy UCP MinElute spin kolonuna 700 pl Tampon RWT pipetlendi.
Kapagi kapatildi ve 14000 x g'de 45 s santrifiij edildi. Akan kisim ve toplama tiipleri

atildi. Yeni toplama tiipleri konuldu.

8. RNeasy UCP MinElute spin kolonuna 500 pl Tampon RPE pipetlendi.
Kapag1 kapatildi ve 14000 x g'de 45 s santrifiij edildi. Akan kisim ve toplama tiipleri

atild1. Yeni toplama tiipleri konuldu.

9. RNeasy UCP MinElute spin kolonuna 500 ul % 80 etanol eklendi. Kapagi
kapatild1 ve 14000 x g'de 2 dk santrifiij edildi. Akan kisim ve toplama tiipleri atildi.

10. RNeasy UCP MinElute spin kolonuna yeni bir 2 mL'lik toplama tiipleri
yerlestirildi. Spin kolonun kapagi agildi ve membranit kurutmak i¢in 5 dk 14000 x g
santrifiij edildi. Akan kisim ve toplama tiipleri atildi.

11. RNeasy UCP MinElute spin kolonunu yeni 1,5 mL'lik toplama tiipleri
yerlestirildi. Spin kolon membranin merkezine dogrudan 20 pl RNaz icermeyen su
eklendi ve 1 dk inkiibe edildi. Kapaklar kapatildi ve RNA'y1 elue etmek i¢in 14000 x
g’de 1 dk santrifiij edildi.

12. Yaklasik 18 pL’lik RNA igeren eliisyon 1,5 mL’lik tiiplerde buz igerisinde
ayni giin cDNA (complementary DNA) elde edilinceye kadar saklandi.

Total RNA konsantrasyonu ve safliklar spektrofotometrik yontemle nanodrop
cihazinda 6l¢iildii. Tiim 6rneklerin “konsantrasyon, A260, A280, A260/280 orani”

degerleri kaydedildi. Her bir 6rnegin “stok konsantrasyonu” hesaplandi.
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2. Total RNA’dan Komplementer DNA (cDNA) Sentezi
miRCURY LNA RT Kiti (90) ile total RNA, kit igerisinde yer alan ters

transkripsiyon enzim karigimi kullanilarak daha stabil olan cDNA’ya cevrilir.

Reaktiflerin Hazirlanmasi
mIRCURY LNA RT Kiti teslim alindiktan hemen sonra dondurucuda -20°C'de
analize kadar saklandi. Tekrarlanan donma-¢o6ziilme dongiilerinden kaginmak igin,
reaktifler -20°C'de kiigiik miktarlar halinde saklandi. RNA’nin bozunma riskini en

aza indirmek i¢in tiim reaksiyonlar buz lizerinde gergeklestirildi.

cDNA Sentezi calisma basamaklari
Sicaklik adimlari, Tablo 9'da agiklanan dongii protokolii kullanilarak uygun
sekilde ayarlandi.

Tablo 9. cDNA sentezi icin PCR protokolii (90)

Basamak Siire Sicakhk
Ters transkripsiyon 60dk 42°C
Reaksiyonun inaktivasyonu 5dk 95°C
Saklama Siiresiz -20°C

1. Kalip RNA ve 5x miRCURY RT Reaksiyon Tamponu buz iizerinde
cozdiiriildii. RNaz igermeyen su oda sicakliginda c¢ozdirildi (15-25°C).
Kullanimdan hemen 6nce, 10x miIRCURY RT enzimi dondurucudan ¢ikarildi. Her
bir ¢ozelti hafifce karistirildi. Tiplerin kenarlarinda kalan sivinin toplanmasi igin

kisa bir siire santrifiij yapildi ve daha sonra buz iizerinde tutuldu.

2. Tiip igine 80 pL niikleaz icermeyen su eklenerek UniSp6 RNA spike-in
tekrar slispansiyon haline getirildin. Vorteksle karistirildi. RNA spike-in tamamen
coziinene kadar buz iizerinde 20-30 dk bekletildi. Vorteksle karistirildi ve tiiplerin
kenarlarinda kalan sivinin toplanmasi i¢in kisa bir siire santrifiij yapildi. Alikotlanip -

20°C'de sakland.

3. Plazmadan izole edilen RNA 2pL olarak alindi.
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4. RT master karisimi Tablo 10'a gore buz tizerinde hazirland: (90). Karistirildi

ve buz uUzerinde tutuldu.

Not: Birden fazla reaksiyon i¢in, toplam reaksiyon sayis1 i¢in gerekenden % 10
daha fazla hacimli bir karigim hazirlandi. Her bir RNA 6rnegi ile uygun hacimdeki

ana karigimi ayr1 ayri tiiplere dagitildi.
5. 60 dk boyunca 42 ° C'de PCR cyler’da inkiibe edildi.

6. Ters Transkriptaz Enzimi inaktivasyonu i¢in 5 dk 95°C'de karisim inkiibe
edildi.

7. Hemen 4°C'ye kadar sogutuldu.

Not: Elde edilen cDNA hemen kullanilacaksa 4°C'de, yoksa -20°C'de saklandi.

Tablo 10. Bir 6rnek icin cDNA sentez protokolii (90)

Reaksiyon karisim Hacim
5x miIRCURY RT reaksiyon tamponu 2 uL
RNaz icermeyen su 4,5 uL
10x miRCURY RT enzim karisimi 1 uL
Sentetik spike-in 0,5 uL
Total RNA 2ul
Toplam hacim 10 pL.

3. Real-Time PCR Analizi (RT-PCR Analizi)

mIRCURY SYBR-Green PCR Kit (90) igerisinde yer alan QuantiNova DNA
Polimerazi, Thermus aquaticus'dan izole edilmis, rekombinant, 94 kDa’luk DNA
polimerazin degistirilmis bir seklidir. QuantiNova DNA Polimeraz, inaktif

durumdadir ve ortam sicakliginda enzim aktivitesine sahip degildir. Enzim 2 dk

95°C’de inkiibasyon ile aktive edilir.

35



Reaktiflerin Hazirlanmasi
MIRCURY SYBR-Green PCR Kit dondurucuda -20°C'de saklandi1 ve 1siktan

korundu. Primerler -20°C'de saklandi. Tekrarlanan donma-¢6zme dongiilerinden

kaginmak i¢in kii¢iik miktarlara ayrildi.

Primerlerin oldugu tiipler agilmadan Once santrifiij edildi. Primerlerin oldugu

her bir tiipe 220 pL niikleaz icermeyen su eklendi. Oda sicakliginda 20 dk bekletildi.

Vorteksle karistirilip, santrifiij edildi. Kiigiik miktarlara ayrilarak -20°C'de saklandi.

Tablo 11°de ¢alismada arastirilan hedef miRNA’larin baz dizileri gosterilmistir (91).

Tablo 11. Hedef miRNA dizileri (91)

miRNA tipi Baz dizisi

mMiRNA-21-3p CAACACCAGUCGAUGGGCUGU
miRNA-29a-3p UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA
miRNA-29b-3p UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU
miRNA-29c¢-3p UAGCACCAUUUGAAAUCGGUUA
miRNA-126-3p UCGUACCGUGAGUAAUAAUGCG
miRNA-129-1-3p AAGCCCUUACCCCAAAAAGUAU
mMiRNA-137 UUAUUGCUUAAGAAUACGCGUAG
miRNA-192-5p CUGACCUAUGAAUUGACAGCC
MiRNA-212-3p UAACAGUCUCCAGUCACGGCC
miRNA-320c AAAAGCUGGGUUGAGAGGGU

PCR reaksiyonunda sicakta inkiibasyon oldugundan dolay1r plate’in buz

izerinde tutulmasina gerek yoktur.

RT-PCR ¢calisma basamaklart

1. Master Mix, kalip cDNA, primerleri, RNaz icermeyen su ¢ozdiiriildii. Her

cozelti kisa siire vorteksle karistirilip santrifiij edildi.

2.2 uL ¢cDNA’ya 118 uL RNaz igermeyen su eklenerek 60 kat seyreltildi.

3. Tablo 12' ye gore bir reaksiyon karigimi hazirlandi (90).
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Tablo 12. Hedef genin RT-PCR protokolii (90)

Reaksiyon karisim SuL
2x mMiIRCURY SYBR Green Master Miks 5ul
Hedef Gen Primer Miks 1uL
1/60 sulandiriimis cDNA 3uL
Niikleaz icermeyen su 1uL
Toplam hacim 10 nLL

4. Plate kuyucuklarina 10pL dagitildi.
5. Real-time cyler programi Tablo 13'e gore kuruldu.

6. Plate real-time cyler’a yerlestirildi ve program calistirildi.

Tablo 13. RT-PCR 1s1 protokolii (90)

Dongii sayisi Basamak Siire Sicakhik
1 Baslangig sicakligi 2 dk 95°C
{ Denatiirasyon 10s 95°C
45 Baglanma/Uzama 60s 56°C
1 Erime egrisi analizi 60-95°C

miRNA ekspresyon diizeylerine Bio-Rad CFX Connect RT-PCR cihazi ile
bakildi. Bio-Rad CFX Maestro yazilimi (Bio-Rad, ABD) ile logaritmik lineer
cizelgede RT-PCR cihazinda elde edilen gergek zamanli amplifikasyon egrileri ile
ekspresyon diizeyleri belirlendi. Olgularin miRNA tipleri sirasiyla miRNA-21-3p,
miRNA-29a-3p, miRNA-29b-3p, miRNA-29c-3p, miRNA-126-3p,
mMiRNA-129-1-3p, miRNA-137, miRNA-192-5p, miRNA-212-3p, miRNA-320c ve
U6 referans gen olup RT-PCR ekspresyonlarinin ve erime egrilerinin goriintiilerinin

bir 6rnegi Sekil 4°te gosterilmektedir.
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Amplifikasyon
T

RFU (1013)

RFU (1043)

GIG ?IG EIU EIIO
Sicaklik, Celcius
Sekil 4. miRNA-21-3p, miRNA-29a-3p, miRNA-29b-3p, miRNA-29c-3p,
MiRNA-126-3p, miRNA-129-1-3p, miRNA-137, miRNA-192-5p, miRNA-212-3p,
miRNA-320c ve U6 referans genin RT-PCR ekspresyonlarmin (A) ve erime

egrilerinin (B) goriintiileri

Real-Time PCR (RT-PCR) Metodu
miRNA'lar1 saptamak i¢in kullanilan ilk {i¢ yontem northern blotting, kantitatif
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) ve mikroarray olup

aralarinda en sik RT-PCR kullanilir (81).
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Real-time PCR teknolojisi DNA’nin ya da RNA 6rneklerinin ¢ogaltimini ve
irlinlerinin miktarmi tek bir tiipte tespit edebilen bir yontemdir. Floresan isima
tekniklerinin molekiiler genetik yontemlerde kullanima girmesi ile birlikte bilinen
PCR (Polimeraz Chain Reaction) gelistirilerek olusturulan bu teknik gen ekspresyon

calismalarinin hizina ivme kazandirmistir (92).

RT-PCR'de, veriler tek bir son noktadan ziyade niikleik asit amplifikasyonu
sirasinda toplanir. Bu teknikte, termal dongii sirasinda floresani saglayan molekiilleri
ve enstriimantasyonu kullanarak floresan 1sima kaydedilir. Elde edilen veriler,
niikleik asit numunesini tanimlama, miktar1 ve sekansi hakkinda bilgi saglar.
Floresan boyalar veya DNA'nin goreceli miktarini sinyalleyebilen problar,
amplifikasyon 6ncesi PCR karisimina eklenir. Amplifikasyon ve floresan takibi i¢in
ayn1 reaksiyon tiipii kullanilir ve numune transferleri, reaktif ilaveleri, baglama veya
yikama asamalar1 yoktur, bdylece kontaminasyonu riski ortadan kalkar. Siire¢ basit
ve hizli oldugu i¢in, RT-PCR klinik laboratuvardaki bir¢ok geleneksel teknigin yerini
almaktadir (93).

RT-PCR’da floresan sinyali ile ¢ift zincirli PCR {irlinlinlin miktar tespit edilir.
Gergek zamanli PCR'de birgok farkli floresan sistemi kullanilmaktadir. Eger hedef
DNA varsa, floresan artar. PCR sirasinda sinyalin erken goriilmesi DNA miktarinin
fazla olusuna baglidir. Ayrica, sicaklik yiikseltilerek bir erime egrisi olusturulabilir.
Erime analizi, DNA‘nmn ayrigma (melting) kinetigini goriintiilemek igin gelistirilen
bir yontemdir ve amplifiye edilmis iriiniin kimligini dogrulamak ve sekans
varyantlarini tek bir tabana kadar saptamak i¢in kullanilabilir (94). Cift zincirli DNA
ornekleri sicakligin artmasiyla ayrisir, boya salinir ve floresan azalir. Bu floresandaki
azalis DNA’nin %50’sinin denatiire (Tm) olmasiyla giderek daha hizla artar.
Floresan Ol¢iim “erime egrisi (melting curve)” olarak kaydolur. Ayni zamanda bu

egriler “denatiirasyon egrileri” olarak da ifade edilir (95).

SYBR Green I Yontemi
Spesifik olmayan ¢ift zincirli DNA’nin ¢ogaltiminda SYBR Green 1 yontemi
kullanilir. Bu yontemde kullanilan floresan boya sadece ¢ift zincirli DNA’ya
baglandigindan ¢ogalan DNA miktarindaki artisa paralel olarak RT-PCR cihazinda

okunan floresanin miktar1 da es zamanli olarak artar. SYBR Green I en fazla

39



kullanilan boya ¢esitidir ve 497 nm dalga boyunda yiikseltgenir ve 520 nm dalga
boyunda indirgenir. Amplifikasyonun basinda reaksiyon karisiminda ¢ift zincirli
DNA molekiili, primerler ve SYBR Green I boyast bulunmaktadir. Bagli olmayan
serbest DNA molekiilii ¢cok az bir floresan 1s1ma yapar. Primerler baglanip uzama
basladiginda boya molekiilii ¢ift zincirli DNA’nin arasina girer ve floresan yayilimi
baslar. Baslangigtaki dongii boyunca sinyal zayiftir; {iriin miktar1 arttikca floresan
miktart hizla artar ve bu artts RT-PCR cihazinin monit6riinden izlenebilir (93,96).

SYBR Green I yontemi Sekil 5°te gosterilmektedir (96).

“SYBR Green" boya DNA cift iplikli oldu-
gunda DNA'ya baglanabilir.

DNA’nin iki zinciri birbirinden aynidiginda “SYBR
Green" boya serbest hale geger

Polimerizasyon tamamlandiginda “SYBR Green™
boya <ift iplikli DNA'ya baglanrr ve floresan isima
yapar.

Sekil 5. SYBR Green | yontemi (96)

KALITE KONTROL

Calismanin yapildig: siire igerisinde laboratuvarimizin i¢ ve dis kalite kontrol
sonuglarindan yararlanildi. Caligmanin yuritiildiigi siirede (Aralik 2017-Mayis
2018), glukoz, total kolesterol, HDL-kolesterol, trigliserit, kreatinin, mikroalbumin
ve HbAlc analitlerinden elde edilen i¢ kalite kontrol sonuglar1 tablo 14’te, glukoz,
total kolesterol, HDL-kolesterol, trigliserit, idrarda kreatinin, mikroalbumin ve

HbA ¢ analitlerinin dis kalite kontrol sonuglar1 Tablo 15°te verilmistir.

ISTATISTIKSEL ANALIZ
G*Power 3.1 (Faul, Erdfelder, Lang ve Bucher, 2007) programu ile yapilan gii¢

analizi sonucunda ¢alismaya en az 150 kisi alindiginda (her grup icin 50 kisi) %95
giivenle %90 gii¢ elde edilecegi hesaplandi.
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Analizlerin sonunda ekspresyonlar1 tespit edilebilen her miRNA i¢in birer Ct
(thereshold cycle: dongii sayisina karsilik gelen PCR sinyalinin logaritmik-lineer
grafiginde, miRNA ekspresyon miktarinin esik degeri gectigi dongii sayis1) degeri
elde edildi. Tim 6rneklerde her miRNA ig¢in ayr1 ayr1 ACt (ACt= ilgili genin Ct
degeri-referans genin Ct degeri) hesaplandi. 2" formiilii kullamlarak goreceli
miRNA ekspresyon degerleri hesaplandi. Tiim ornekler icin hesaplanan 2
degerleri normal dagilima uymadigindan her bir miRNA ‘ya ait ortanca 2" degeri
hesaplandi ve birbiriyle istatistiksel olarak karsilastirildi. Hasta ve kontrollerin

-ACt
2

miRNA ekspresyon seviyeleri, ortanca sonuglar1 oranlanarak goreceli olarak

-AACt
2

tekrar hesaplanarak sonuglar kat degisimi olarak verildi ( yontemi) (97).

Veriler SPSS (Statistical Package for the Social Sciences versiyon 22,
Chicago, IL, ABD) paket programiyla analiz edildi. Hasta bilgileri (yas, cinsiyet,
boy, kilo, tansiyon, 6zge¢mis, soyge¢mis) ve test sonuglart biitiin diyabetik hastalarin
kendi arasinda normoalbuminiiri, mikroalbuminiiri ve makroalbuminiiri olarak ii¢ alt
gruba ayrilmasindan sonra degerlendirilip, sonuglar bu alt gruplar arasinda ve saglikli
bireylerle karsilastirmalar seklinde verildi. Siirekli degiskenler ortalama + standart
sapma ve kategorik degiskenler say1 ve yiizde olarak verildi. Parametrik test
varsayimlar1 saglandiginda bagimsiz grup farkhiliklarin karsilastirilmasinda iki
ortalama arasindaki farkin Onemlilik testi; parametrik test varsayimlari
saglanmadiginda ise bagimsiz grup farkliliklarin karsilastirilmasinda Mann Whitney
U testi kullanildi. Tiim analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
Ayrica stirekli degiskenlerin arasindaki iligkiler Spearman korelasyon analizleriyle
ve kategorik degiskenler arasindaki farkliliklar ise Ki-kare analizi ile incelendi.
Korelasyon analizinde r (korelasyon kat sayis1) degeri 0,000-0,49 aralig1 zay1f iligki,
0,50-0,69 aralig1 orta iligki, >0,70 olanlar giicli iliski olarak kabul edildi.
miRNA’larin ekspresyon diizeyleri kullanilarak Receiver Operating Characteristic
(ROC) egrileri ¢izildi ve diyabetik nefropatili olgularda tanisal 6zellik tasiyabilecek
MiRNA tipleri belirlendi.
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BULGULAR

Kalite Kontrol Sonug¢lar:

Calismanin yiritildigli stirede (Aralik 2017-Mayis 2018) glukoz, total
kolesterol, HDL-kolesterol, trigliserit, sistatin C, serum kreatinin, serum albumin,
mikroalbumin, idrar kreatinin, HbAlc analitlerinden elde edilen i¢ kalite kontrol

sonuglar1 Tablo 14’te gosterilmektedir.

Tablo 14. Biyokimyasal testlerin analitik performansi

) Kontrol Hedef
Analit n Xort +SD %CV
Diizeyi Deger
Glukoz Diizey 1 | 178 | 90-110 104,22 | 6,20 5,95
(mg/dL) Diizey2 | 178 | 214-266 24489 | 6,89 2,81
T. Kolesterol Diizey I | 186 | 91-111 100,79 | 4,05 4,02
(mg/dL) Diizey2 | 186 | 149-185 170,01 | 7,32 7,30
HDL-Kaol. Diizey 1 | 241 |[258-358 |29,48 11,72 5,84
(mg/dL) Diizey2 |241 |557-77,3 |63,97 2,74 4,29
Trigliserit Diizey | | 204 | 109-132 121,94 | 2,98 2,44
(mg/dL) Diizey2 | 204 | 197-241 21960 | 6,21 2,83
Sistatin C Diizey 1 | 20 0,99-1,09 | 1,02 0,03 3,23
(mg/L) Diizey2 |21 1,76-1,94 | 1,80 0,06 3,40
S. Kreatinin Diizey 1 [220 |095-123 |1,06 0,06 5,99
(mg/dL) Diizey2 |217 |3,38-434 | 3,88 0,20 5,23
S. Albumin Diizey 1 | 192 |292-3,72 |3,33 0,13 3,99
(mg/dL) Diizey2 | 196 |4,18-534 |41 0,18 3,77
Mikroalbumin | Diizey1 |32 28-38,8 34,35 1,33 3,88
(mg/L) Diizey2 | 34 98-134 122,94 | 4,25 3,46
I. Kreatinin Diizey 1 | 24 441-565 | 51,37 4,03 7,84
(mg/dL) Diizey2 | 24 86,7-110,3 | 106,20 | 6,54 6,16
HbAlc Diizey 1 | 80 4,7-5,3 4,99 0,07 1,32
(%) Diizey2 | 80 9,3-10,3 9,83 0,04 0,86
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Calisman1 yiiriitiildiigii  siirede (Aralik 2017-Mayis 2018) glukoz, total
kolesterol, HDL-kolesterol, trigliserit, serum Kkreatinin, serum albumin, HbAlc

analitlerinden elde edilen dig kalite kontrol sonuglar1 Tablo 15’te gosterilmektedir.

Tablo 15. Biyokimyasal testlerin Aralik 2017-Mayis 2018 dis kalite kontrol

sonuglari
Analit Aylar Sonug¢ Grup SDI Bias
Ortalama
Degeri
Glukoz Arabk 69 67,1 +1,2 +2.8
Ocak 27 26,4 +0,6 +2,3
(mg/dL) Subat 144 147 0.9 2
Mart 68 66,9 +0,7 +1,6
Nisan 27 26,3 +0,7 +2,8
Mayis 150 147 +1,0 +2,1
T.Kolesterol | Arahk 262 263 -0,08 -0,2
Ocak 346 348 -0,2 -0,7
(mg/dL) Subat 89 92,3 -1 -3,5
Mart 255 260 -0,6 -1,7
Nisan 348 345 +0,3 +0,7
Mayis 91 91,8 -0,2 -0,8
HDL-Kol. Aralik 38 38,1 -0,05 -0,2
Ocak 52 46,2 +1,7 +12,5
(mg/dL) Subat 17,8 17,2 +0,5 +3,7
Mart 40 38,5 +0,5 +3,8
Nisan 52,3 46,8 +1,4 +11,7
Mayis 18,4 17,5 +0,7 +4,9
Trigliserit Arahk 145 142 +0,5 +2,05
Ocak 191 186 +1,04 +2,6
(mg/dL) Subat 50 49,8 +0,1 +0,4
Mart 143 142 +0,2 +0,6
Nisan 185 184 +0,3 +0,7
Mayis 46 48,5 -0,9 -5,07
S. Kreatinin | Arahk 2,7 2,7 +0,5 +1,2
Ocak 3,3 3,4 -1,3 -4,03
(mg/dL) Subat 1,1 1,02 +1,6 +7,9
Mart 2,7 2,6 +1,3 +4,3
Nisan 3,3 3,4 -0,8 -2,8
Mayis 0,9 1,01 -0,4 -0,3
S. Albumin [ Arahk 41 4,1 -0,6 0,1
Ocak 4,9 4,9 -0,05 -0,1
(mg/dL) Subat 2,3 2,4 -1,3 51
Mart 4,3 4,1 +1,4 +4,1
Nisan 5,06 4,9 +0,5 +1,3
Mayis 2,3 2,4 -1,2 -4,3
HbAlc Aralik 9,5 9,9 -0,3 -4.6
Ocak 5,6 5,8 -0,9 -4.4
(%) Subat 10,7 10,8 -0,3 -0,09
Mart 10,7 10,9 -0,9 -1,9
Nisan 5,6 5,8 -0,9 -3,6
Mayis 5,7 5,7 -0,2 -1,1
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Calisma Gruplarimin Ozellikleri ve Biyokimyasal Ol¢iim Sonuclar

Calisma gruplarmin o6zellikleri ve biyokimyasal 6l¢giim sonuglar1 Tablo 16’da

gozlenmektedir.

Tablo 16. Calisma gruplarinin 6zellikleri ve biyokimyasal 6l¢tim Sonuglari

Demografik Ozellik ve Kontrol Grubu NAIb Hasta MikAlb Hasta MakAlb Hasta
Analit Diizeyleri (n=50) Grubu (n=51) Grubu (n=25) Grubu (n=24)
Yas (y1l) 58 (45-63,5) 60 (50-66) 64 (53,5-72) 57,5 (49,2-66)
Cinsiyet | Erkek n= 24 (% 48) n=18 (% 35) n=12 (% 48) n=16 (% 67)
Kadin n= 26 (% 52) n= 33 (% 65) n=13 (% 52) n=8 (% 33)
Sigara Kullanan 0(%0) 5 (% 10) 4 (% 16) 3 (% 125)
Kullanmayan | 50 (% 100) 46 (% 90) 21 (% 84) 21 (% 87,5)
Alkol Kullanan 0 (% 0) 4 (% 8) 2(% 8) 3(% 12,5)
Kullanmayan | 50 (% 100) 47 (% 92) 23 (% 92) 21 (% 87,5)
Ailede Var 20 (% 40) 37 (% 72,5) 19 (% 76) 15 (%62,5)
3'.@3'22. Yok 30 (% 60) 14 (% 27,5) 6 (% 24) 9(37.5)
Diyabet Siiresi (yil) - 10 (5-15) 20 (4-20) 13,5 (10-19,5)
VKI (kg/m?) 25,3 (23,1-28,5) 31,2 (28,2-34,7) 30,6 (27,7-35,3) 28,9 (26,5-31,6)
SKB (mmHg) 120 (110-120) 125 (120-140) 130 (120-1425) | 130 (120-150)
DKB (mmHg) 80 (70-80) 75 (65-80) 80 (70-80) 77,5 (70-80)
Glukoz (mmol/L) 5,3 (5-5,7) 8,3(6,9-10,1) 8,4 (6,1-13,1) 9,3 (6,6-15,3)
T.Kolesterol (mmol/L) 49+09(2,5-7,6) | 51+0,8(3,4-69) | 49+ 1,1 2,8-7) | 52+1,1(3,4-82)
HDL-Kol. (mmol/L) 1,2 (1-15) 1,1 (1-1,4) 1+0,4(0,8-1,5) | 0,9(0,8-1,3)
LDL-Kol. (mmol/L) 2,9+0,8(0,9-58) | 3+0,7(1,447) | 28+1(1-4,4) 3+1(13£5.5)
Trigliserit (mmol/L) 1,2 (0,8-1,8) 1,8 (1,4-2,4) 2 (1,2-2,6) 2,1(1,4-3,4)
Sistatin C (mg/L) 0,8 (0,7-0,9) 0,9 (0,8-1,1) 1,4 (1-1,8) 2,1(1,6-3,4)
S. Kreatinini (umol/L) 70 (58-80,5) 65 (56-77) 88 (71-119,5) 140 (99,2-226,2)
Albumin (g/L) 46 (44,7-44.7) 45,3 (43,2-47) 437 (41,8-47,5) | 40,9 (36,1-44,3)
Mikroalbumin (mg/giin) 4,5 (3,2-5,9) 4,9 (3-8,7) 77,2 (46,1-162,6) | 981 (502-1720)
HbA1c (mmol/mol) 38 (31,46) 61 (36-41) 58 (50-74) 65 (50-84)

Kreatinin Klirensi
(mL/dk)

81,1 (68,2-114,8)

95,6 (75,1-112,2)

57,7 (41,6-113,2)

437 (18,3-69,4)

CKD-EPI-kre eGFR 935 (87,7-102,5) | 97 (85-104) 72 (47,5-90,5) 44,5 (23,5-74,7)
(mL/dk/1,73 m?)

MDRD eGFR 88,5 (79-99) 90 (79-101) 71 (47,5-85) 43 (22,7-70)
(mL/dK/1,73 m?)

CKD-EPI-sis C eGFR 915 (81,5-101,2) | 78 (62-89) 48 (33-76,5) 27 (14,2-40,2)

(mL/dKk/1,73 m?)

*Sonuglar normal dagilim gosteren parametrelerde ortalama + standart sapma ve minimum-maksimum, normal

dagilim gostermeyen parametrelerde ise ortanca ve 1.- 3. ceyreklik olarak gésterilmistir.
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Gruplar arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak degerlendirme sonuglari

Tablo 17°de gosterilmektedir.

Tablo 17. Kontrol grubu ve diyabetik gruplarin farkliliklarinin dagilimi

NAIb MikAlb MakAlb
SKB p=0,003 | SKB p=0,002 SKB p=0,0001
VKI p=0,0001 | VKIi p=0,004 HbAlc p=0,0001
HbAlc p=0,0001 | HbAlc p=0,0001 | Glukoz p=0,0001
Glukoz p=0,0001 | Glukoz p=0,0001 | Trigliserit p=0,001
Kontrol | Trigliserit p=0,001 | Trigliserit p=0,021 Sistatin C p=0,0001
Sistatin C p=0,041 | Sistatin C p=0,0001 | S.kreatinin p=0,0001
CKD-EPI-sisC | p=0,032 | S. kreatinin P=0,043 S.albumin p=0,0001
CKD-EPI-kre p=0,004 CKD-EPI-kre p=0,0001
MDRD P=0,013 MDRD p=0,0001
CKD-EPI-sisC | P=0,0001 | CKD-EPI-sisC | p=0,0001
Kre. Klirensi p=0,001
S.kreatinin p=0,006 S.kreatinin p=0,0001
Sistatin C p=0,024 S.albumin p=0,001
NAIb CKD-EPI-kre | p=0,004 Sistatin C p=0,0001
MDRD p=0,01 CKD-EPI-kre p=0,0001
CKD-EPI-sisC | p=0,027 CKD-EPI-sis C | p=0,0001
MDRD p=0,0001
Kre. Klirensi p=0,0001
. Sistatin C p=0,04
MikAlb S.kreatinin p=0,03
CKD-EPI-kre p=0,148
MDRD p=0,096
CKD-EPI-sisC | p=0,052
Kre. Klirensi p=0,50

Tablo 16 ve Tablo 17°de gozlendigi gibi gruplar arasinda cinsiyet, yas ve

diyastolik kan basinci arasinda anlamli fark bulunmadi.

Biyokimyasal 6l¢timlerden total kolesterol, LDL-kolesterol ve HDL-kolesterol

diizeylerinde de gruplar arasinda anlamli farklilik yoktu.

Sigara kullanimi agisindan tiim gruplarda sigara kullanmayanlarin yiizdeleri
%84-%100; alkol kullanmayanlarin yiizdeleri %87,5-%100 arasinda idi. Ailelerinde
diyabet Oykiisiinlin varlig1r kontrol grubunda %40, diyabetik grupta %62,5 ve %76

arasinda degismektedir.

Viicut kiitle indeksleri, NAlb ve MikAlb gruplarinda kontrol grubundan
sirastyla p=0,0001 ve p=0,004 diizeylerinde anlamli yiiksek bulundu.
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Sistolik kan basinglari: NAlb, Mik ve MakAlb gruplarinda kontrol grubundan
sirastyla p=0,003, p=0,002 ve p=0,0001 diizeylerinde anlaml1 yiliksek bulundu.

Glukoz diizeyleri tiim diyabetik grupta kontrol grubundan anlamli derecede
yiiksek (NAlb: p=0,0001, MikAlb: p=0,0001 ve MakAlb: p=0,0001) bulunurken

diyabetik gruplar arasindaki fark anlamli bulunmadi.

HbAlc diizeyleri tiim diyabetik grupta kontrol grubundan anlamli derecede
yiikksek (NAlb: p=0,0001, MikAlb: p=0,0001 ve MakAlb: p=0,0001) bulunurken

diyabetik gruplar arasindaki fark anlamli bulunmadi.

Lipitlerden trigliseritler tiim diyabetik grupta kontrol grubundan anlamli
derecede yiiksek (NAIlb: p=0,001, MikAlb: p=0,021 ve MakAlb: p=0,001)

bulunurken diyabetik gruplar arasindaki fark anlamli bulunmadi.

Serum albumin diizeyi yalniz MakAlb grubunda kontrol grubundan p=0,0001

diizeyinde anlamli derecede diisiik bulundu.

Serum kreatinin diizeyi MakAlb grubunda kontrol grubundan p=0,0001:
MikAlb grubu NAIb grubundan p=0,006 diizeylerinde anlamli derecede yiiksek

bulundu.

Kreatinin klirens diizeyleri diyabetik gruplardan MakAlb grup hem kontrol
(p=0,001) hem de NAIb (p=0,0001) gruplardan anlaml derecede diisiik bulundu.

Hesaplanan GFR'’ler arasinda sistatin C’ye gore hesaplanan diizeyler kontrol
grubundan tiim diyabetik grupta (NAIlb: p= 0,032, MikAlb: p=0,0001, MakAlb:
p=0,0001) anlamli derecede diisiikk bulundu.

miRNA Analiz Sonuclar:
Kontrol grubu ve diyabetik gruplarin miRNA goreceli ekspresyon degerleri
(272" Tablo 18’de ve goreceli ekspresyon oranlar (kat degisimi, 2°**“") Tablo 19°da

gozlenmektedir.
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Tablo 18. Kontrol grubunun ve diyabetik gruplarin miRNA goreceli

ekspresyon (2°2") degerleri
Kontrol NAIb MikAlb MakAlb
(n=50) (n=51) (n=25) (n=24)

mMiRNA-21-3p n 26 21 14 20
Ortanca 0,62 0,16 0,14 0,09
1.ve3. 0,11-2,03 0,05-0,51 0,04-0,76 0,04-0,15
Ceyreklik

MiRNA-29a-3p n 50 51 25 24
Ortanca 10,38 6,77 4,14 4,75
1.ve 3. 1,51-28,8 1,24-25,63 | 1,07-15,68 | 2,51-8,89
ceyreklik

MiRNA-29b-3p n 50 51 25 24
Ortanca 2,06 2,66 1,82 2,44
1.ve3. 0,60-29,98 | 0,40-11,87 | 0,37-6,88 0,53-5,56
ceyreklik

MiRNA-29¢-3p n 50 51 25 24
Ortanca 35,76 16 13,55 19,89
1.ve3. 5,21-188,38 | 2,90-75,58 | 2,55-65,89 | 5,13-34,67
ceyreklik

MiRNA-126-3p n 50 51 25 24
Ortanca 77,46 107,64 71,51 46,63
1.ve 3. 33,65- 39,12- 19,95- 17,54-
ceyreklik | 287,06 424,61 221,25 145,15

MiRNA-129-1-3p | n 12 5 4 5
Ortanca 0,01 0,01 <0,01 <0,01
1.ve3. <0,01-0,11 | <0,01-0,09 | <0,01-0,01 | <0,01-0,01
ceyreklik

mMiRNA-137 n 8 8 6 2
Ortanca 0,03 0,01 <0,01 <0,01
1.ve3. <0,01-0,13 | <0,01-0,04 | <0,01-0,01 | <0,01-0,01
ceyreklik

MiRNA-192-5p n 50 51 25 24
Ortanca 23,22 14,42 7,41 10,23
1.ve 3. 7,04-112,44 | 4,53-63,55 | 2,1-35,65 3,24-20,05
ceyreklik

mMiRNA-212-3p n 26 20 11 14
Ortanca 0,04 0,04 0,01 0,02
1.ve3. <0,01-0,12 | <0,01-0,06 | <0,01-0,03 | <0.01-0,03
ceyreklik

MiRNA-320c n 50 51 25 24
Ortanca 10,68 4,93 5,78 7,25
1.ve3. 2,78-38,19 | 2,17-20,39 | 1,67-23,7 1,85-10,42
ceyreklik
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Calisma grubunda miRNA goreceli ekspresyon degerleri saptanabilmis kontrol
ve diyabetik gruplardaki birey sayilar1 Tablo 18’de gozlenmektedir. miRNA-129-3p
ve mIRNA-137 ekspresyon diizeyleri ¢alisma grubunun sayisi yeterli olmadigindan

istatistiksel olarak degerlendirmeye alinmadi.

miRNA goreceli ekspresyonlarinin  karsilastirilmasinda, tiim diyabetik
hastalarda kontrollere gore; miRNA-21-3p’de 5 kat azalma (p=0,004), miRNA-29a-
3p’de 2 kat azalma (p=0,198), miRNA-29b-3p’de 1 kat artma (p=0,296), miRNA-
29c-3p’de 2 kat azalma (p=0,160), miRNA-126-3p’de 1 kat artma (p=0,862),
MIRNA-192-5p’de 2 kat azalma (p=0,029), miRNA212-3p’de 2 kata yakin azalma
(p=0,182) ve miRNA-320c’de 2 kat azalma (p=0,080) saptandi. Tiim diyabetik
hastalarin ~ kontrollerle  karsilastirildign  kat degisim grafigi  Sekil 6’da

gosterilmektedir.
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Sekil 6. Tiim diyabetik hastalarin miRNA goreceli ekspresyonlariin kontrol

grubuna gére degisim oranlar (kat degisimi, 274

miRNA goreceli ekspresyonlarinin  karsilagtirlmasinda DN grubunda
kontrollere gore miRNA-21-3p’de 7 kat azalma (p=0,003), miRNA-29a-3p’de 2.4
kat azalma (p=0,130), miRNA-29b-3p’de 1 kat azalma (p=0,238), miRNA-29c-3p’de
2 kat azalma (p=0,112), miRNA-126-3p’de 1,5 kat azalma (p=0,226), miRNA-192-
S5p’de 2,4 kat azalma (p=0,027), miRNA212-3p’de 3 kat azalma (p=0,057) ve
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mMiRNA-320c’de 2 kata yakin azalma (p=0,071) saptandi. Diyabetik nefropatinin
kontrollerle karsilastirildig1 kat gisim grafigi Sekil 7°de gosterilmektedir.
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Sekil 7. Diyabetik nefropatili hastalarin miRNA goreceli ekspresyonlarimin

kontrol grubuna gore degisim oranlari (kat degisimi, 2™

miRNA goreceli ekspresyonlarinin diyabetik alt gruplarda birbirleriyle ve

kontrollerle kat degisimleri Tablo 19°da gozlenmektedir. Diyabetik alt gruplarin
kontrollerle karsilastirildig: kat degisim grafigi ise Sekil 8’de gosterilmektedir.
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Tablo 19. Kontrol grubu ve diyabetik gruplarinin miRNA goreceli ekspresyon

degerlerinin birbirine oranlar (kat degisimi, 27"
miRNA Tipi NAIb Mik Alb MakAlb
miRNA-21-3p | Kontrol 3,97 4,54 6,60
NAIb 1,14 2,23
MikAlb 1,66
miRNA-29a-3p | Kontrol 1,53 2,51 2,19
NAIb 1,64 1,43
MikAlb 0,87
MiRNA-29b-3p | Kontrol 0,77 1,13 0,84
NAIb 1,46 1,09
MikAlb 0,74
mMiRNA-29¢c-3p | Kontrol 2,23 2,64 1,80
NAIb 1,18 0,80
MikAlb 0,68
mMiRNA-126-3p | Kontrol 0,72 1,08 1,66
NAIb 1,51 2,31
MikAlb 1,53
mMiRNA-192-5p | Kontrol 1,61 3,13 2,27
NAIb 1,95 1,41
MikAlb 0,72
mMiRNA-212-3p | Kontrol 1,04 5,06 2,31
NAIb 2 4,88
MikAlb 0,46
miRNA-320c Kontrol 2,17 1,85 1,47
NAIb 0,85 0,68
MikAlb 0,80

*Oranlar satirdaki gruplarin 2 degerleri/siitundaki gruplarin 2 degerleri seklinde
verilmistir. Siitunda yer alan gruplarm kat degisimi >1 ise satirdaki gruplara gore azalma, <1 ise

satirdaki gruplara gore artma oldugu yoniinde degerlendirilmelidir.
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miRNA goreceli ekspresyon oranlari

Sekil 8. Diyabetik alt gruplarin miRNA goreceli ekspresyonlarinin kontrol

grubuna gore degisim oranlari (kat degisimi, 27"

MiRNA-21-3p goreceli ekspresyon degerlerinde kontrol grubuyla diyabetik
gruplar (NAIb: p=0,519, MikAlb: p=0,559) arasinda anlamli fark gézlenmezken
MakAlb ile kontrol grubu arasinda (p=0,005) anlamli fark bulundu ve Sekil 9’da da
goriildiigi gibi azaldig: (7 kat) gézlenmektedir.

MIRNA-21-3p goreceli ekspresyon degerlerinde diyabetik gruplarin kendi
arasinda anlamli fark bulunmadi (MikAlb-NAIb: p=1,000, MakAlb-NAlb p=0,704,
MakAlb-MikAlb: p=1,000).
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Sekil 9. Kontrol grubu ve diyabetik gruplarin miRNA-21-3p goreceli
ekspresyon degerleri (Kontrol grubunda bir deger asirt u¢ oldugu igin grafikte

gosterilmemistir.)

Mikroalbuminiirik ve makroalbuminiirik gruplar nefropatili hastalardan
olusturuldugu i¢in ¢alisma grubu kontrol, normoalbuminiirik diyabetikler ve
nefropatili diyabetikler (DN) olarak ii¢ grup degerlendirildiginde bu gruplarin
mMIRNA-21-3p goreceli ekspresyon diizeyleri ortancalart arasinda farklilik
gozlenmektedir. MIRNA-21-3p goreceli ekspresyon degerlerinde kontrole gore
NAlb’de (p=0,519) ve DN ile NAlb’de (p=0,792) anlamli fark yokken DN’lerde hem
azalma (7kat) hem de p=0,005 diizeyindeki anlamli fark Sekil 10’da

gosterilmektedir.
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Kontrol Nalb DN

Sekil 10. Kontrol grubu, normoalbuminiirik diyabetik (NAIb) ve diyabetik
nefropatili (DN) hastalarin miRNA-21-3p goreceli ekspresyon degerleri (Kontrol

grubunda bir deger asir1 u¢ oldugu icin grafikte gosterilmemistir.)

miRNA-29a-3p goreceli ekspresyon diizeyleri kontrol ile tiim diyabetik gruplar

arasinda ve tiim diyabetik gruplarin kendi arasindaki farklar istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p=0,533).

mMiRNA-29b-3p goreceli ekspresyon diizeyleri kontrol ile tiim diyabetik gruplar

arasinda ve tiim diyabetik gruplarin kendi arasindaki farklar istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p=0,685).

mMiRNA-29c¢-3p goreceli ekspresyon diizeyleri kontrol ile tiim diyabetik gruplar

arasinda ve tiim diyabetik gruplarin kendi arasindaki farklar istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p=0,510).

mMiRNA-126-3p goreceli ekspresyon diizeyleri kontrol ile tiim diyabetik gruplar
arasinda ve tiim diyabetik gruplarin kendi arasindaki farklar istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p=0,166).

mMiRNA-192-5p goreceli ekspresyon diizeyleri kontrol ile tiim diyabetik alt

gruplar arasinda ve tiim bu diyabetik gruplarin kendi arasindaki farklar istatistiksel
olarak anlamli bulunmad (p=0,078).
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Mikroalbuminiirik ve makroalbuminiirik gruplar nefropatili hastalardan
olusturuldugu i¢in calisma grubu kontrol ve normoalbuminiirik diyabetikler ve
nefropatili diyabetikler (DN) olarak {i¢ grup olarak degerlendirildiginde Tablo 18’de
bu gruplarin miRNA-192-5p goreceli ekspresyon diizeyleri ortancalari arasindaki
farklilik go6zlenmektedir. Kontrol ile NAlb’de (p=0,463) ve DN ile NAlb’de
(p=0,688) anlamli fark yokken Sekil 11°de DN’lerde hem azalma (2,4 kat) hem de
p=0,027 diizeyinde anlaml1 fark gosterilmektedir.

p=0.027

p=0.463 p=0.688
| |} 1

] A
i 1500
2 A
(3]
% 1000 ¢
o ]
=]
-
% [ ]
500 4
E [ ] A A A
E Ak
2 ® o I A wl
Kontrol NAIb DN

Sekil 11. Kontrol grubu, normoalbuminiirik diyabetik (NAIb) ve diyabetik
nefropatili (DN) hastalarin miRNA-192-5p goreceli ekspresyon degerleri (NAIb

grubunda bir deger asir1 u¢ oldugu i¢in grafikte gosterilmemistir.)

mMiRNA-212-3p goreceli ekspresyon diizeyleri kontrol ile tim diyabetik gruplar
arasinda ve tiim diyabetik gruplarin kendi arasindaki farklar istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p=0,245).

miRNA-320c goreceli ekspresyon diizeyleri kontrol ile tiim diyabetik gruplar
arasinda ve tiim diyabetik gruplarin kendi arasindaki farklar istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi (p=0,281).

miRNA’lar Ile Biyokimyasal Olciimler Arasindaki Iliski
Tiim bireylerin miRNA-21-3p ile miRNa-192-5p goreceli ekspresyon diizeyleri
arasindaki iliski degerlendirildiginde mMiRNA-21-3p ile miRNa-192-5p goreceli
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ckspresyon diizeyleri arasinda anlamli pozitif yonde orta derecede korelasyon

bulundu (r=0,512, p=0,0001).

Tiim bireylerin HbAlc ile miRNA goreceli ekspresyon diizeyleri arasinda iliski
degerlendirildiginde HbAlc ile miIRNA-21-3p goreceli ekspresyon diizeyi arasinda
anlamli pozitif yonde diisiik korelasyon bulunurken (r=0,274, p=0,013); miRNA-29a-
3p (r=0,061, p=0,455), miRNA-29b-3p (r=0,037, p=0,654), miRNA-29c-3p (r=0,024,
p=0,769), miRNA-126-3p (r=0,051, p=0,533), miRNA-192-5p (r=0,060, p=0,468),
miRNA-212-3p (r=0,080, p=0,509) ve miRNA-320c (r=0,049, p=0,549) goreceli

ekspresyon diizeyleri ile arasinda anlamli korelasyon bulunmadi.

Tiim bireylerin goreceli miRNA ekspresyon diizeyleri ile 24 saatlik idrarda
mikroalbumin, Kkreatinin klirensi ve eGFRIler (CKD-EPI-kre, MDRD, CKD-EPI-sis
C) arasindaki iliski degerlendirildi. Tiim bireylerin 24 saatlik idrarda mikroalbumin,
kreatinin klirensi ve eGFR (CKD-EPI-kre, CKD-EPI-sis C, MDRD) ile goreceli
miRNA ekspresyon diizeyleri arasindaki iliski (r ve p degerleri) Tablo 20’de
gosterilmektedir.

Tablo 20. miRNA goreceli ekspresyon diizeyleri ile 24 saatlik idrarda
mikroalbumin, kreatinin Klirensi ve eGFRler (CKD-EPI-kre, CKD-EPI-sis C,
MDRD) arasindaki iliski

miRNA | miRNA | miRNA | miRNA | miRNA | miRNA | miRNA | miRNA
21-3p | 29a-3p |29b3p |[29c-3p | 126-3p | 192-5p | 212-3p | 320c
Mikroalbumin | r | -0,323 | -0,130 | -0,154 | -0,173 | -0,228 | -0,267 | -0,172 | -0,175

(mg/giin) p[0003* [0112 [0060 |0034* [0005¢ |0001* |0152 | 0,032*
Kreatinin r[0121 |0045 |0038 |0094 |0078 |0055 |009 |0,018
Klirensi p[0284 [0587 |[0645 |0251 |0342 [0503 |O0455 |0,828
(mL/dk)

CKD-EPIkre |7 |0191 |0053 [0107 |0144 |0093 |0185 |0057 | 0,120

(mL/dk/1,73m? [ p | 0,088 0,522 0,193 0,080 0,256 0,023* | 0,637 0,142
MDRD r | 0,243 0,099 0,145 0,188 0,145 0,223 0,107 0,126
(mL/dk/1,73m?)

p| 0,029*% | 0,227 0,076 0,021* | 0,076 0,06 0,375 0,124

CKD-EPI-sisC | 7| 0.262 [0079 |[0030 |0131 |0417 |0203 |008 | 0,142

(mL/dk/1,73m%) 57" 0018* | 0,336 | 0,716 | 0,110 | 0,034* | 0,013 | 0,479 | 0,083

*p<0,05 olup aralarinda anlaml korelasyon vardir.
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MiRNA-21-3p goreceli ekspresyon diizeyi ile mikroalbumin arasinda anlamli
negatif yonde diisiik korelasyon (r=-0,323, p=0,003), MDRD eGFR ile anlaml
pozitif yonde diisiik korelasyon (r=0,243, p=0,029), CKD-EPI-sis C eGFR ile
anlamli pozitif yonde diisiik korelasyon (r=0,262, p=0,018) bulundu. miRNA-29¢c-3p
goreceli ekspresyon diizeyi ile mikroalbumin arasinda anlamli negatif yonde diisiik
korelasyon (r=-0,173, p=0,034), MDRD eGFR ile anlamli pozitif yonde diisiik
korelasyon (r=0,188, p=0,021) bulundu. miRNA-126-3p goreceli ekspresyon diizeyi
ile mikroalbumin arasinda anlamli negatif yonde diisiik korelasyon (r=-0,228,
p=0,005), CKD-EPI-sis C eGFR ile anlamli pozitif zayif korelasyon (r=0,417,
p=0,034) bulundu. miRNA-192-5p goreceli ekspresyon diizeyi ile mikroalbumin
arasinda anlamli negatif yonde diisiik korelasyon (r=-0,267, p=0,001), CKD-EPI-kre
e¢GFR ile anlamli pozitif yonde diisiik korelasyon (r=0,185, p=0,023), CKD-EPI-sis
C eGFR ile anlamh pozitif yonde diisiik korelasyon (r=0,203, p=0,013) bulundu.
mMiRNA-320c goreceli ekspresyon diizeyi ile mikroalbumin arasinda anlamli negatif
yonde diisiik korelasyon (r=-0,175, p=0,032) bulundu.

Diyabetik Nefropati Tanmisinda miRNA Goreceli Ekspresyon Diizeylerinin
Biyokimyasal Hesaplamalar ile Karsilastiriimasi

Diyabetik nefropatili hastalar ile diyabetik normoalbuminiirik hastalar
ayirmada kreatinin klirensi ve eGFR (CKD-EPI-kre, MDRD ve CKD-EPI-sis C)
hesaplamalarinin kullanilabilirligini degerlendirmek ve birbiriyle karsilastirmak igin

ROC analizi yapildi.

Diyabetik nefropatili hastalar ile diyabetik normoalbuminiirik hastalar
ayirmada kreatinin klirensi, CKD-EPI-kre, MDRD, CKD-EPI-sis C eGFR
hesaplamalarina ait ROC egrileri Sekil 12°de gosterilmektedir.
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Sekil 12. Diyabetik nefropatili hastalar ile diyabetik normoalbuminiirik
hastalar1 ayirmada kreatinin klirensi, CKD-EPI-kre, MDRD, CKD-EPI-sis C eGFR

hesaplamalarina ait ROC egrileri

Diyabetik nefropatili hastalar ile diyabetik normoalbuminiirik hastalar

ayirmada kreatinin klirensi, CKD-EPI-kre, MDRD ve CKD-EPI-sis C eGFR

hesaplamalarina ait egri altinda kalan alan (Area Under Curve=AUC) ve p degeri

Tablo 21°de gosterilmektedir.

Tablo 21. Diyabetik nefropatili hastalar ile diyabetik normoalbuminiirik
hastalar1 ayirmada kreatinin Klirensi, CKD-EPI-kre, MDRD ve CKD-EPI-sis C

eGFR hesaplamalarina ait AUC ve p degerleri

Kisi sayis1 AUC
p degeri
(n) (%95 Giiven Arahgi)
Kreatinin Klirensi 150 0,738 (0,634-0,843) 0,0001
CKD-EPI-kreatinin eGFR | 150 0,814 (0,725-0,904) 0,0001
MDRD eGFR 150 0,804 (0,711-0,897) 0,0001
CKD-EPI-sistatin C eGFR | 150 0,860 (0,780-0,941) 0,0001
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Diyabetik nefropatili (MikAlb+MakAlb) hastalar ile kontrol grubunu ayirmada
mMiRNA 21-3p ve miRNA 192-5p goreceli ekspresyon diizeylerine ait ROC grafikleri
Sekil 13’te gosterilmektedir.

—— miRNA 21-3p
— miRNA 192-5p
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Sekil 13. Diyabetik nefropatili hastalar ile kontrol grubunu ayirmada miRNA
21-3p ve miRNA 192-5p goreceli ekspresyon diizeylerine ait ROC grafikleri

Diyabetik nefropatili hastalar ile kontrol grubunu ayirmada miRNA 21-3p ve
MIRNA 192-5p goreceli ekspresyon diizeylerine ait AUC ve p degerleri Tablo 22°de

gosterilmektedir.

Tablo 22. Diyabetik nefropatili hastalar ve kontrol grubu ayriminda miRNA
21-3p ve miRNA 192-5p goreceli ekspresyon diizeylerine ait AUC ve p degerleri

Kisi sayis1 AUC (%95 Giiven
p degeri
(n) Araligr)
MiRNA-21-3p 81 0,726 (0,586-0,866) 0,003
MiRNA-192-5p 150 0,717 (0,578-0,856) 0,004
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TARTISMA

Calismamizda insanda diyabetik nefropati ile iliskisi bulundugu gosterilmekte
olan miRNA-21a-3p, miRNA-29a-3p, miRNA-29b-3p, miRNA-29c-3p, miRNA-
126-3p, miRNA-192-5p, miRNA-320c (7,11,12,13,14,15) ve farelerde calisilmis
olan diyabetle iliskisi oldugu diisiiniilen miRNA-129-1-3p, miRNA-137, miRNA-
212-3p’nin (16,88) plazmadaki durumlar1 degerlendirildi.

Renal fonksiyonun dolasimdaki ve idrardaki miRNA’lara etkisi ile ilgili
bilgiler olduk¢a simnirlidir ve zit bulgular elde edilmektedir (98). Siddetli bobrek
hastaliklarinda dolasimdaki miRNA’larda diisiis gézlenmektedir (99-101). Diyabette
ve diyabetin komplikasyonlariyla ilgili c¢aligmalarin bulgulart da farklilik
gostermektedir (8,88,98,99).

Tek miRNA’nin farkli dokulardan salinmasi ve ¢oklu etkisinin bulunmasi
klinik acidan 6nemli olan bu niikleotidlerin belirli bozukluk ya da hastaliklarda klinik
yararlanim i¢in kullanilmasinda zorlayici1 olmaktadir. Bu 6zellikler dikkate alinarak
her mIiRNA etki mekanizmalarina ve diger arastirma sonuglarina goére

karsilastirilmaktadir.

Calismamizda plazmalarinda mMIiRNA-21 saptanabilen birey oranlari
(saptanan/galisilan) kontrol grubunda 26/50; NAlb’de 21/51; MikAlb’de 14/25;
MakAlb’de 20/24 idi. Gruplar arasindaki karsilastirmalarda kontrollere gore
diyabetiklerde 5 kat azalma (p=0,004); NAlb’de 4 kat (p=0,519) ve DN grubunda 7
kat azalma (p=0,003); MikAlb’de 5 kat azalma (p=0,559); MakAlb’de 7 kat azalma
(p=0,005) gozlendi. miRNA-21; MDRD (r=0,243, p=0,029) ve sistatin C’ye gore
eGFR (r=0,262, p=0,018) pozitif, anlamli korelasyon gosterdi. miRNA-21
mikroalbuminiiri ile negatif, anlamli korelasyon gosterdi (r=-0,323, p=0,003).
miRNA-21 HbA1c ile negatif, anlaml korelasyon gosterdi (r=-0,274, p=0,013).

Bulgularimiz Neal ve ark.’min (99) ve Anna Zampetaki ve ark. (102)
caligmalarinin bulgulariyla uyumlu olsa da miRNA-21’in plazmadaki diizeyiyle ilgili

klinik yararlilik i¢in daha ayrintili ¢aligmalar gerektigi gozlenmektedir.
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Serumda mMIRNA-21 diizeyinin bakildigi diyabetik nefropatili hastalarda
diyabetik normoalbuminiirik hastalara gére miRNA-21 diizeyinin arttig1 tespit
edilmistir (103). Kronik bdbrek hastalarmin plazmasinda miRNA-21 diizeyinin
bakildig1 baska bir ¢aligmada ise normal hastalara gore 4 kat azaldig1 saptanmistir
(99). Bu galismada miRNA-21 ile birlikte diger miRNA’larin da azalmas1 (miRNA-
16, miRNA-155, miRNA-210 and miRNA-638) bobrek yetmezliginde artis gosteren
riboniikleazlar nedeniyle olabilir (104).

mMiRNA-21 ilk tanimlanan miRNA’lardan birisi olup ekspresyon artisi ve
azalisi pek ¢ok kanser ve kardiyovaskiiler hastalikla iliskilendirilmektedir (105).
mMiRNA-21 diyabet komplikasyonlari ve bdbrek hastaliklart agisindan klinik
anlamhigi ve terapotik kullanimi en fazla arastirilan miRNA’lardandir (88,99,106-
111).

Tip 2 diyabetin komplikasyonlarinda rol oynayan miRNA-21’in molekiiler
mekanizmas1 deneysel, hiicre kiiltiiri ve biyopsilerde yapilan c¢alismalarla
arastirilmaktadir (84,100,112). TGF-B ailesi diyabetik nefropatide rol oynayan ana
diizenleyicilerden birisidir (113,114). Cok sayida miRNA’nin TGF-B ile iligkisi
arastirilmaktadir (115). miRNA-21 ekspresyonu posttranskripsiyonel olarak TGF-f1
ile diizenlenmektedir. TGF-B1; SMAD ile iliskili veya SMAD’dan bagimsiz sinyal
yollariyla renal fibrozisi artirir. Diyabette yiiksek glukoz seviyelerinin indiikledigi
TGF-B1’in uyardigt miRNA-21, SMAD3'lin aktivasyonunu inhibe eden SMAD7’1
baskilar.  SMAD7’nin  baskilanmasi, nuclear factor kappa B  (NF-
kB) sinyal araciligiyla da renal hasara yol agar (84,112,116). PTEN/AKT/TORC1
yolunda ise, yiiksek kan glukozunun uyardig: fosfotidil inozitol 3,4,5 trifosfat (PIP3),
PTEN tarafindan defosforile edilerek AKT kinaz inaktive edilir (100). miRNA-21
artis1 PTEN’1 baskilayarak AKT/TORCI sinyal yolunu aktive eder ve renal hasara
yol acar (11). 3T3-L1 adipositlerde yaptiklar1 ¢aligmada, Ling ve ark. (117) insiilin
direncli adipozitlerde miRNA-21’in ekspresyonun azaldigini, PTEN-AKT yolunun
miRNA-21 maruziyetinden sonra olasilikla etkilenerek insiilin etki yolunu
aktiflediklerini saptamislardir. Oldukg¢a farkli yollarla etkilerini gostermeleri

mikroRNA’larin kullanim amaglarina karar verilmesinde zorlayici olmaktadir.
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Deneysel arastirmalarda ve renal dokuda yapilan ¢alismalarda miRNA-21’in
fazla ekspresyonu soz konusudur (100,108,118). Terapdtik uygulamalar igin bu
bilgiler yararli olabilecektir ancak dolasimdaki miRNA-21 ile ilgili bulgular
celiskilidir.

Idrar analizlerinde gerceklestiren ¢alismalarda da zit sonuglar gdzlenmektedir.
Nefropatili hastalarin idrar sediment analizinde miRNA-21 diizeyini arastiran
calismada miRNA-21 diizeyi diisik bulunurken (12), nefropatili hastalarin idrar
sediment analizinde miRNA-21 yiiksek ¢ikmustir (119).

Serum, plazma ve idrarda yapilan ¢alismalarda miRNA-21’in ekzosomlarda da
taginmasinin mimkiin olabilecegi hesaba katilmali ve bu yonde ek calismalar
yapilmalidir. Fakat ne yazik ki bu c¢aligmalar daha ¢ok 6zen ve maliyet

gerektirmektedir.

Calismamizda bakilan tiim miRNA’larin diizeyinin diyabetik nefropatili
hastalarda diisiik ¢ikmasi (Bkz. Sekil 7) ve 6zellikle miRNA-21’in MakAlb grupta
diisiik ¢ikmast kronik bobrek hastalignda miRNA’larin yapiminin yanisira, yikimi,
bobreklerden atilimi ve proteiniiri durumu ile ilgili bilinenin disinda ek

mekanizmalarin oldugunu diigiindiirmektedir.

Caligmamizda plazmalarinda mMIRNA-29a saptanabilen birey oranlar
(saptanan/galisilan) kontrol grubunda 50/50; NAlb’de 51/51; MikAlb’de 25/25;
MakAlb’de 24/24 idi. Gruplar arasindaki karsilastirmalarda kontrollere gore
diyabetiklerde 2 kat azalma (p=0,198); NAlb’de 1,5 kat azalma (p=0,469) ve DN
grubunda 2,4 kat azalma (p=0,130); MikAlb’de 2,5 kat azalma (p=0,225);
MakAlb’de 2 kat azalma (p=0,210) gozlendi. miRNA-29a eGFR degerleriyle anlaml

korelasyon gostermedi.

Calismamizda plazmalarinda mMIiRNA-29b  saptanabilen birey oranlar
(saptanan/galisilan) kontrol grubunda 50/50; NAlb’de 51/51; MikAlb’de 25/25;
MakAlb’de 24/24 idi. Gruplar arasindaki karsilagtirmalarda kontrollere gore
diyabetiklerde 1 kat artma (p=0,296); NAlb’de 1 kat artma (p=0,525) ve DN
grubunda 1 kat azalma (p=0,238); MikAlb’de 1 kat azalma (p=0,252); MakAlb’de 1
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kat artma (p=0,443) gozlendi. miRNA-29b eGFR degerleriyle anlamli korelasyon

gostermedi.

Calismamizda plazmalarinda miRNA-29c saptanabilen birey oranlar
(saptanan/galigilan) kontrol grubunda 50/50; NAlb’de 51/51; MikAlb’de 25/25;
MakAlb’de 24/24 idi. Gruplar arasindaki karsilastirmalarda kontrollere gore
diyabetiklerde 2 kat azalma (p=0,160); NAlb’de 2 kat azalma (p=0,394) ve DN
grubunda 2 kat azalma (p=0,112); MikAlb’de 3 kat azalma (p=0,208); MakAlb’de 2
kat azalma (p=0,184) gozlendi. mMiIRNA-29c; MDRD eGFR ile (r=0,188, p=0,021)
pozitif, anlaml korelasyon gosterdi. miRNA-29¢ mikroalbumiiiri ile negatif, anlamli

korelasyon gosterdi (r=-0,173, p=0,034).

Dolasimdaki miRNA-29 ailesiyle ilgili ¢aligma sonuglar1 da ¢eliskilidir. Chien
ve ark.’nin (103) plazmada miRNA-29a, miRNA-29b ve miRNA29c¢’de diizeylerini,
tip 2 diyabetik hastalarda arastirdigi calismada miRNA-29a ekspresyon diizeyi
diyabetik nefropatili hastalarda NAlb gruba gore daha yiiksek bulmustur. miRNA-
29b ve miRNA29c ise gruplar arasinda anlamli farklilik gostermemistir. Kong ve
ark.’nin (120) yaptigi ¢alismada ise tip 2 diyabetik hastalarin serumunda bakilan
mMiRNA-29a diizeyinin normal glukoz toleransi olanlara gére daha yiiksek oldugu
saptanmistir. Anna Zampetaki ve ark’nin (102) tip 2 diyabetik hastalarin plazmasinda
baktigi miRNA-29b kontrol grubuna gore diisiik saptanmistir. Sonuglardaki farklilik
MIRNA-29 ailesinin diyabetik nefropati siiresince farkli dokularda farkli
mekanizmalarla farkli seviyede eksprese edilmesinden kaynakli olabilir. Klinik
caligmalarda aynm1 evrede hasta bulunmasi zorlayici oldugundan diger
mikroRNA’larda gozlendigi gibi doku kiiltlirii ve deneysel caligmalar evrelerdeki
degerlendirmeler acisindan daha yararli goriinmektedir.

mMiRNA-29 ailesinin (miRNA-29a, miRNA-29b, mMiRNA-29c¢)
ekspresyonundaki artigin pankreatik beta hiicrelerinin kaybindan, dolayisiyla Tip 1
diyabetin birinci evresinden sorumlu anahtar faktor oldugu bilinmektedir (121).

Profibrotik olaylarda rol oynayan ¢ok sayida protein miRNA-29’un hedefleri
arasindadir. Bu baglamda, fibrotik olaylardan sonra akciger, kalp ve bdbrek gibi
organlarda endojen miRNA-29’da azalma goriilmesi normal sayilmaktadir. TGF-B1,

SMAD3’e bagli mekanizmayla miRNA-29b ekspresyonunu azaltarak fibrozisi
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hizlandirir. Kronik bobrek ve akciger hastaliklarinda miRNA-29b’nin fibrosize karsi
terapotik kullanim potansiyeli vardir (122). Anti-miRNA-29 oligomerlerle miRNA-
29’un baskilanmasi1 diyabetik nefropatiye karst koruyucudur ve c¢esitli calisma
sonuglart miRNA-29’un diyabetik belirte¢ oldugunu desteklemektedir. Diyabetik
rodent ve insanlarda yapilan modellerde iiyelerden bazilariin farkli dokularda arttig
saptanmistir. Bobrekte miRNA-29¢ arttig1 belirtilmektedir (123). Kanasaki ve ark.
(124) diyabetik farelerdeki fibrozisin baskilanmasinda rol oynayan dipeptidil
peptidaz-4 (DPP-4) inhibitorii Linagliptin ile bobrekte miRNA-29b expresyonunu
artirmiglardir. Hiperglisemik ortamda mIiRNA-29 azalmaktadir. Antidiyabetik
Linagliptin miRNA-29 ekspresyonunu artirir (124).

MIRNA-29 akciger (125), karaciger (126), kalp (127,128) deri (129) ve
bobregin (130,131) fibrozisle giden pek ¢ok hastaliginda ve kanserlerde (132,133)
aktif rol oynar. miRNA-29’larin diyabet ve mikrovaskiiler koplikasyonlarindan biri
olan nefropatiyle iligkilerini arastirmak ig¢in hiicre kiiltiiriinde (134-136) ve fare
bobrek dokularinda (130,137,138) yapilan deneysel c¢alismalar ile plazmada
(102,103), serumda (120) ve idrarda (12,15,65,101,139) gerg¢eklestirilen bir¢ok
calisgmanin bulgular1 miRNA-29’larin antifibrotik etkili oldugunu gostermektedir.
Chen ve ark. (137) diyabetik siganlarda DN agisindan miRNA-29b’nin terapotik
potansiyelini incelemisler ve genetik terapiyle miRNA-29b’nin db/db sicanlarda
renal hasar1 engelledigini gostermislerdir. Gondaliya ve ark. (140) renal proksimal
tiibliler hiicrelerin in vitro diyabetik modelinde miRNA-29b’nin asir1 metilasyonu
diizenledigini ve bu sekilde DNA metilasyonuna bagli DN’yi engelledigini
gostermislerdir.

MIRNA-29 iiyelerinin hedef genlerinin ortiismesine (131) karsin ¢alismalar ya
aile olarak degerlendirmekte ya da terapdtik etkileri agisindan belirli liyeye
odaklanilmaktadir. Bu bilgileri de temel alarak diyabetik nefropatide tic miRNA-
29’u da degerlendirdik.

Kandaki analizlere gore daha degisken olan idrar analizlerinde yapilan
caligmalar farkli sonuglar igermektedir. Asir1 proteiniirisi olan tip 1 diyabetik
nefropatili hastalarin idrarinda miRNA-29b yiiksek (139), diyabetik nefropatili
hastalarin idrarda miRNA-29a diizeyi yiiksek (141), tip 2 diyabetik nefropatili
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hastalarda miRNA29a/b/c diisiik (101) iken tip 2 diyabetik nefropatili hastalarin
idrarinda miRNA29a/b/c kontrol ile anlamli fark ¢ikmamustir (15).

mMIRNA-29 ailesi diyabet ile yakindan iliskili goriindiigii i¢in 6zellikle terapdtik
amagli c¢alismalar yaygindir. Dolasimdaki c¢alismalar heniiz klinik yararlanim
acisindan ¢ok sayida ¢alismanin yapilmasina ihtiya¢ oldugu yoniindedir.

Calismamizda plazmalarinda miRNA-126 saptanabilen birey oranlari
(saptanan/galigilan) kontrol grubunda 50/50; NAlb’de 51/51; MikAlb’de 25/25;
MakAlb’de 24/24 idi. Gruplar arasindaki karsilastirmalarda kontrollere gore
diyabetiklerde 1 kat artma (p=0,862); NAlb’de yaklasik 1 kat artma (p=0,300) ve DN
grubunda 1,5 kat azalma (p=0,226); MikAlb’de 1 kat azalma (p=0,555); MakAlb’de
1,5 kat azalma (p=0,164) gozlendi. mMIRNA-126 sistatin C’ye (r=0,417, p=0,034)

gore eGFR ile anlamli, pozitif korelasyon gosterdi.

Yang ve ark.’nin (142) tip 2 DM grubunda (kontrol n=53, DM n =230, NAIb
n=92, MikAlb n=87, MakAIb n=51) mMIiRNA-126 ckspresyon diizeylerini
arastirdiklar1 ¢calismada serum miRNA-126 ekspresyon diizeylerini MakAlb, MikAlb
ve NAIb grupta kontrol grubuna gore daha yiiksek bulmuslardir. Biz ¢alismamizda
MIRNA-126’y1 NAIb grubu haricinde diger albuminiirik gruplarda diisiik bulduk.

Al-Kafaji ve ark. (7) diyabetik hastalarda yaptiklari ¢alismada [kontrol n=50,
NAIlb n=52, DN n=50 (MikAlb n=29, MakAlb n=21)] tam kanda miRNA-126
ekspresyon diizeylerini tip 2 diyabetiklerde ve DN grupta kontrol grubuna gore
azalmis olarak saptamislardir. Bu sonu¢ bizim c¢alismamizda DN grubundaki
bulgularla uyumludur. miRNA-126 diizeyleri albuminiiri ile pozitif, eGFR diizeyleri
ile negatif, anlamli korelasyon gdstermistir. NAlb grubunu DN gruptan (AUC=
0,854), kontrol grubunu DN’den ayirmada (AUC=0,959) miRNA-126’nin tanisal
performansi yiliksek bulunmustur. Biz ¢alismamizda miRNA-126 diizeyini gruplar
arasi istatistiksel olarak farkli bulmayip miRNA-126 diizeyinin albuminiiri ile negatif

yonde ve CKD-EPI-sisC ile pozitif yonde, anlamli korelasyon gdsterdigini saptadik.

MIRNA-126’nin tip 2 DM ile yakindan iliskili oldugu kanitlanmistir (102). Liu
ve ark.’nin (143) caligmalar1 da prediyabet ve tip 2 DM’li hastalarin 6 aylik siki
kontrollii tedaviden sonra serum miRNA-126 diizeylerinin yiikseldigini

gostermektedir.
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Bu farkli bulgular klinik c¢alismalarda dolasimdaki mikroRNA’larin ¢ok
dikkatli yorumlanmasii gostermektedir. Hastalarin tedavi durumlar1 gozoniine

alinmalidir. mMIRNA-126 bu baglamda tedavinin izlenmesi agisindan yararli olabilir.

MikroRNA’lara yaklasim deneysel caligsmalar, doku kiiltiirii ve biyopsilerle
degerlendirilerek ila¢ agisindan biyobelirte¢ bulunmasi yoniinde ¢aligmalara daha
¢ok odaklanilmaktadir. Fish ve ark.’nin (87) yaptig1 ¢alismada fare embriyonik kok
hiicrelerinden tiiretilmis endotelyal hiicrelerde RT-PCR yontemi ile mMiRNA-126' nin
endotelyal hiicrelerin VEGF'ye yanitin1 (proliferasyon, migrasyon, kapiller ag
olusumu) diizenledigi bulunmustur. MIRNA-126, Sprouty-iliskili protein (SPRED1)
ve fosfoinozitol-3 kinaz diizenleyici alt-birimi 2 (PIK3R2) gibi VEGF yolunun
negatif diizenleyicilerini dogrudan baskilar. Bu bulgu miRNA-126’nin diyabetin
mikrovaskiiler komplikasyonu olan diyabetik nefropatide damar biitiinliigli ve

anjiyogenezin diizenlenmesinde yer alabilecegi fikrini ortaya ¢ikarmistir.

Calismamizda plazmalarinda mMiRNA-129-3p saptanabilen birey oranlari
(saptanan/galisilan) kontrol grubunda 12/50; NAlb’de 5/51; MikAlb’de 4/25;
MakAlb’de 5/24 idi. miRNA-129-3p istatistiksel olarak yeterli sayida olmadigi i¢in

degerlendirilmedi.

Caligmamizda plazmalarinda mMIRNA-137 saptanabilen birey oranlari
(saptanan/galisilan) kontrol grubunda 8/50; NAlb’de 8/51; MikAlb’de 6/25;
MakAlb’de 2/24 idi. miRNA-129-3p istatistiksel olarak yeterli sayida olmadig: i¢in

degerlendirilmedi.

Calismamizda plazmalarinda miRNA-192 saptanabilen birey oranlar
(saptanan/galisilan) kontrol grubunda 50/50; NAlb’de 51/51; MikAlb’de 25/25;
MakAlb’de 24/24 idi. Gruplar arasindaki karsilastirmalarda kontrollere gore
diyabetiklerle 2 kat azalma (p=0,029); NAlb’de 1,5 kat azalma (p=0,463) ve DN
grubunda 2,4 kat azalma (p=0,027); MikAlb’de 3 kat azalma; MakAlb’de 2,3 kat
azalma gozlendi. miRNA-192; CKD-EPI-Kreat (r=0,185, p=0,023), ve sistatin C’ye
gore hesaplanmig eGFR (r=0,203, p=0,013) pozitif, anlamli korelasyon gosterdi.
MiRNA-192 mikroalbumiiiri ile negatif, anlamli korelasyon gosterdi (r=-0,267,
p=0,001).
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Calismamiz ~ kapsamindaki miRNA-192, bobrekte eksprese edilen
mikroRNA’lar arasinda anahtar mikroRNA’lardandir (144,145). miRNA-192,
diyabetik nefropatinin de yer aldig1 pek¢ok bobrek bozuklugunda diizenleyici faktor
olarak rol oynar (66,146,147).

Tiim mikroRNA’lardaki gibi miRNA-192’nin de ¢ok sayida dokuda eksprese
edilmesi, aymi organda farkli bolgelerdeki etkileri de dahil gok ¢esitli dokularda
etkilerinin bulunmasi nedeniyle miRNA-192 ile ilgili diyabetik nefropatinin asil
nedeni olan fibroziste rol oynayan sitokinlerin etki mekanizmalarina odakli
caligmalar ¢cogunluktadir. Terapotik amagli biyobelirtec bulmaya hedefli ¢alismalar
doku, hiicre ve deneysel ¢aligmalarla siirdiiriilmektedir (5,66,148).

Diyabetik nefropatinin o6zellikle ileri evresinde glomeriiloskleroz ve
tiiblilointertisyel fibrozisten baglica sorumlu sitokin TGF-B’nin etki mekanizmasina
odaklanan ¢alismalarda, miRNA-192 diizeyinin SDBH olanlarda progresif ve
nonprogsesif nefropatililere gore diisiik oldugu ve bu diisiikliigiin histopatolojik
olarak bobrek dokusunda bakilan tiibiilointertisyel fibrozisle uyumlu oldugu
saptanmigtir. Proksimal tiibiiler epitel hiicrelerde, artan TGF-f1’in miRNA-192
ekspresyonunu azaltarak E-Box represor proteinlerinden olan ZEB1 (SEF1) ve ZEB2
(SIP1) araciligiyla epitelyal cadherin (E-cadherin) ekspresyonunu baskiladig
bulunmustur (14,40,149). miRNA-192 cekspresyon azalisinin tiibiilointertisyel
fibrozisle olan iligkisi diyabetik nefropatili farelerin bobreklerinde ve insan renal
tiibliler epitel hiicrelerinde incelenmistir. Azalan miRNA-192, mezengiyal hiicre
proliferasyonunu ve TGF-B ekspresyonunu artiran early growth response factor 1
(Egrl)’i artirmaktadir (56).

MIRNA-192’nin ekspresyon artigi fare ¢aligmalarinda daha ¢ok glomeriiler ve
mezengiyal hiicrelerde iken, azalis1 insan hiicre calismalarinda daha c¢ok tiibiiler
epitel hiicrelerdedir (13,14,150). Ayrica insan hiicre ¢alismalarinda miRNA-192
ZEBI1 ve ZEB2’yi hedeflerken farelerde sadece ZEB2’yi hedefler (146). Bu bilgiler
MIRNA-192’nin renal korteks ve medullada ekspresyon paternlerinin ve molekiiler
hedeflerin doku tipine gdre ve hatta hiicre tipine gore sonuclar1 degistirebilecegini

diisiindiirmektedir. Deneysel ortamda olusturulan nefropatiye gore insanda dogal
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stirecle olusan nefropatinin farkliliklar1 ve deneysel ortamda muamele edilen TGF-3

dozlar1 da bu farkliliklara yol agmuis olabilir (13,14).

Tim bu bilgiler 1518inda miRNA-192°den klinik yararlanimi durumunun
degerlendirilmesi amaciyla gergeklestirdigimiz ¢alismamizda plazma miRNA-192-
S5p goreceli ekspresyon degerlerinin diyabetik nefropatili hastalarda kontrol
grubundan anlamli derecede (2,4 kat) azalmis oldugunu saptadik. Bu bulgumuz
dolagimdaki miRNA-192 ekspresyonunun diyabetik nefropatide azaldigin1 saptayan
calismalarla uyumlu idi (142,151).

MIRNA-192’nin nefropatiyle olan iliskisi daha ¢ok doku ve hiicre
calismalariyla aydinlatilmaya ¢alisilmistir ancak; miRNA-192’nin klinik kullanimi
icin serum, plazma veya idrar o6rneklerinin birarada degerlendirildigide arastirmaya
ihtiya¢ vardir (146). Diyabetik nefropatili hastalarla kontrol grubu arasinda yapilan
bir caligmada miRNA-192 diizeyi serumda diisiik idrarda yiiksek bulunmustur.
Diyabetik hastalar 24 saatlik idrarda albumin atilimina gore gruplara ayrildiginda
serum miRNA-192 diizeyi MakAlb grupta MikAlb ve NAIb gruba gore daha diisiik
bulunmustur. miRNA-192’nin DN grubu NAIb gruptan ayirmada tanisal performansi
yiiksektir (AUC=0,780)(142). Diyabetik nefropatili hastalarin idrarinda miRNA-
192’1 ekspresyonunun arastirildigi baska bir calismada da benzer olarak miRNA-192
yiiksek ¢ikmistir. Ancak MikAlb grup NAIb gruptan yiiksek iken MakAlb ile NAlb
grup arasinda farklilik gozlenmemistir (141). Bu calismalardaki idrar analizinde
bakilan hiicrelerin kaynagi renal hasar sonucu idrara ¢ikan podositler olabilecegi gibi
tiibliler epitel hiicreleri de olabilir. Ayrica dolasimda bulunan miRNA-192’nin
diizeyi, atilim1 ya da yikilimi da idrar miRNA-192 diizeylerini etkilemis olabilir.
Ancak bu konuda heniiz yeterli calismalar mevcut olmayip yapilacak ¢alismalar hem
plazma hem idrar hem de dokuda hiicresel kaynaklarini daha net belirlemeli ve farkli

orneklerdeki miRNA-192 diizeyleri birarada degerlendirilmelidir.

Calismamizda bakilan miRNA-192’nin diyabetik nefropatili hastalarda diisiik
cikmasi yukarida bahsedilen ¢aligmalarin ¢oguyla uyumlu olup miRNA-192-5p’nin
diyabetik nefropatiyi kontrol grubundan ayirmadaki tanisal performansi yliksektir

ancak; eGFR hesaplamalarina kiyasla ek tanisal ve prognostik bilgi saglayamamistir
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(Bkz. Sekil 12 ve 13). miRNA-192’nin plazma ve idrarda birlikte bakilip

degerlendirilmesi DN tan1 ve prognozu i¢in daha faydali olacaktir.

Calismamizda plazmalarinda mMIiRNA-212 saptanabilen birey oranlar
(saptanan/galisilan) kontrol grubunda 26/50; NAlb’de 20/51; MikAlb’de 11/25;
MakAlb’de 14/24 idi. Gruplar arasindaki karsilastirmalarda kontrollere gore
diyabetiklerle 2 kata yakin azalma (p=0,182); NAIb’de 1 kat artma (p=0,351) ve DN
grubunda 3 kat azalma (p=0,057); MikAlb’de 5 kat azalma (p=0,139); MakAlb’de 2
kat azalma (p=0,109) gozlendi. miR-212 GFR ile anlamli korelasyon gdstermedi.

mMIiRNA-212 ile ilgili ¢aligmalar, hepatik patofizyoloji, glukoz metabolizmasi,
kardiyak hipertansiyon, kalp yetmezlikleri, diyabetik nefropati ve néronal alanlar

gibi ¢ok sayida alanda yiiriitiilmektedir (152-155) .

Shang ve ark. (156) pankreas hiicrelerinde yaptiklart ¢alismada pankreas-
B hiicrelerine glukoz ve glukagon benzeri peptit 1 (GLR-1) maruziyetinden sonra
GLP-1’in pankreas-f hiicrelerinde cCAMP/protein kinaz A sinyal yoluyla miRNA-
212 ekspresyonunu arttigimmi ve bu artisin glukoz ve GLP-1 uyarimli insiilin
sekresyonunu arttirdigi gozlemlemislerdir. Soni ve ark. (157) da fare pankreas
hiicrelerinde MiIRNA-212 asir1 ekspresyonunun, glukoz ve diger sekretagoglara yanit

olarak insiilin sekresyonunu arttirdigini géstermistir.

mMiRNA-212 bobrek ve diger dokulardaki renin-anjiyotensin tarafindan
diizenlenen ve bobrek hastaliklari, hipertansiyon ve kardiyovaskiiler hastlaliklarla
iliskili mikroRNA’lar arasinda yer almaktadir (158). Antihipertansif olarak ARB
kullanan insan arterlerinde miRNA-212 ekspresyonu azalirken ACE inhibitorleri

kullananlarda etkilenmedigi saptanmustir.

MIRNA-212 ile ilgili diyabetik hastalarda plazmada yiiriitiilmiis ¢aligmaya
rastlamadik. Beltrami C. ve ark’nin (154) diyabetik nefropatili hastalarin idrar

mikroRNA’larin1  arastirdigt  ¢alismada DN hastalarinda ~ miRNA-212

ekspresyonunun artig gosterdigi saptanmigtir.

Hastalikla veya bozuklukla iligkili miRNA’larin degerlendirilmesi ¢aligmalar

her miRNA’nin kaynaklandigi doku ve dokulardaki spesifik hiicreler, etkiledikleri
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hiicre, doku, organ ve metabolik yollar netlestikce daha yararli olabilecektir.
Dolasimdaki miRNA’larin kaynaklar1 olduk¢a kompleks oldugundan ¢alismalar daha
spesifiklestikge yararlari hakkinda bilgi elde edilebilecektir. Bu akis agisiyla
degerlendirildiginde miRNA-212’nin NAIlb gruptada ¢ok az yiikselmis olmasi,
MikAlb grupda oldukga diisiik gézlenmesi bu miRNA’dan klinik yararlanim ig¢in

daha ileri arastirmalara ihtiya¢ oldugunu sdylenebilir.

Calismamizda plazmalarinda mMIiRNA-320c saptanabilen birey oranlari
(saptanan/galisilan) kontrol grubunda 50/50; NAlb’de 51/51; MikAlb’de 25/25;
MakAlb’de 24/24 idi. Gruplar arasindaki karsilastirmalarda kontrollere gore
diyabetiklerle 2 kat azalma (p=0,080); NAlb’de 2 kat azalma (p=0,220) ve DN
grubunda 2 kata yakin azalma (p=0,071); MikAlb’de 2 kata yakin azalma (p=0,281);
MakAlb’de 1,5 kat azalma gozlendi. miRNA-320c¢ mikroalbumiiiri ile negatif,
anlamli korelasyon gosterdi (r=-0,172, p=0,032).

Diyabet ile iligkili miRNA’lar arasinda bulunan miRNA-320 c¢ogunlukla
diyabetin kardiyovaskiiler komplikasyonlariyla iligkilendirilmektedir. miRNA-320
iskelet kasinda ve yag dokusunda insiilin duyarliliginin diizenlenmesinde ve endotel
disfonksiyonunda rol oynar (88,152). Feng ve ark.’nin (159) streptozosin muamale
edilmis diyabetik farelerin renal kortikal dokularinda analiz ettikleri miRNA-320"nin

ekspresyonunda azalma bulmuslardir.

Wang ve ark.’nin (160) miyokard mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde
gergeklestirdikleri ¢alismasinda miRNA-320’nin diyabette bozulmus anjiyogenezde
rol alabilecegi sonucunu elde etmislerdir. Delic ve ark. (15) tip 2 diyabetik hastalarin
idrar eksozomlarinda miRNA-320’nin giiglii bir sekilde eksprese oldugunu
saptamislardir. miRNA-320’nin renal fibrozis ile iligkili metabolik yollarda etkili
olabilecegini isaret eden sonuglar bulunmaktadir. DN grupta miRNA-320c
ekspresyon diizeyi diyabetik grup ve kontrol grubuna goére daha yiiksek bulunmustur.
MIRNA-320c ekspresyon diizeyi eGFR ile negatif korelasyon géstermistir. Liu ve
ark.(161) miRNA-320’yi yeni tam1 konmus tip 1 diyabetik hastada beta-hiicre
hasariyla iligkili biyobelirte¢ olarak saptamislardir. Bijkerk ve ark’nin (162) yaptigi
caligmada ise tipl DN hastalarinda kontrole gore plazma miRNA 320c diizeyi
yiiksek saptanmustir.
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miRNA’larin plazma (99,102,162) ve serumda (103,120,142) ol¢iildiigii ¢ok
sayida arastirma bulunmaktadir. Cogunlukla mikrovezikiillerde/ekzosomlarda
Olgtimler yapilmaktadir ve miRNA’larin ekzosomlarda daha bilgi verici olacag:
goriisii yaygindir. Ancak ekstraselliller miRNA’larin %90’ nindan fazlasi Ago 2
proteiniyle kompleks halinde bulunmaktadir (163). Bu baglamda dolasimdaki
ekzosomal olmayan miRNA’larin analizi 6nem kazanmaktadir. Ancak preanalitik
evrenin heniiz standardize edilmemis olmasi (163,164) analiz sonuglarinda
degiskenliklere neden olabilir. Preanalitik evreye kit {ireticisinin tiim talimatlarina
uyulmasina karsin ¢alismalar arasinda farkli bulgularin elde edilmesi heniiz

standardize edilememis preanalitik evreden kaynaklanabilir.

Ekstraselliiler miRNA’lardaki degiskenliklerin ¢ok sayida nedeni olabilir (80).
Kaynaklandigi doku veya dokular, kaynaklanma nedeni, dolasima salinma evresi,
bozukluk veya hastaligin evresi, preanalitik, analitik evreler (analiz yontemleri) ve
yorumlanmasi, vb. ¢ok sayida etken vardir. Bu baglamda diagnostik biyobelirteg

acisindan heniiz emekleme evresindedir.

Bu sonugclar, bu miRNA’larin diyabetik nefropati ile olan iliskisini agiklayacak
birden fazla mekanizmalarin varligi ile agiklanabilir. Bu yiizden daha fazla 6rneklem
ile daha kapsamli kohort caligmalarina ihtiya¢ vardir. Yapilan g¢alismalar dolasan
miRNA’larin tespitinde plazma, serum ya da tam kanin birbirine {stiinliigiini
kanitlayamamistir. Calisma sonuglarindaki farkliliklar c¢alisilan 6rnek tiirii ve olasi
interferanlar gozoniinde bulundurularak karsilagtirtlmalidir (165,166). Yapilacak ileri
arastirmalarda diyabetik hastalarin bobrek biyopsilerinde ve idrar 6rneklerinde de bu
miRNA’lar1 arastirmak Ozellikle kanda tespit edilmesi giic miRNA’larin islevi
konusunda daha net bilgi saglayabilir. Ayrica hastalarin belirli periyotlarla (3-6
aylik) biyokimyasal Ol¢iimlerinin takibe alinmasi ve nefropatinin progresyonu
acisindan miRNA diizeylerine tekrar bakilmasi bu miRNA’larin diyabetik
nefropatiyle olan iliskisini daha kapsamli acgiklayabilir. Ancak unutulmamalidir ki
birden fazla miRNA bir hastalifin patogenezinde yer aldigr gibi bir miRNA da
birden fazla hastaligin patogenezinde rol alabilir (81). Bu agidan bakildiginda belirli
hastaliklarda etkisi netlesmis olan miRNA’lara birarada bakilip degerlendirmek o

hastalikla ilgili daha dogru fikir verecektir. Ayrica hastalarda kullanilan ilaclar ve
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mevcut komorbid durumlar mutlaka goz Oniinde bulundurularak hastalarin

degerlendirilmesi daha dogru olacaktir.

Giliniimiizde ilag tedavisi tip 2 diyabetin ilerlemesini yavaglatmanin en giiglii
yolu olmaya devam etmektedir. Anti-diyabetik ilaglar, insiilin direncini azaltmak igin
adipoz ve kas dokusunu hedefleyebilir, glukoz tiretimini inhibe etmek icin karaciger
iizerinde etkili olabilir veya insiilinin salinmasi i¢in pankreasi stimiile edebilir. Bu
ilaglar diyabetin etkilerini azaltmaya yardimci olur, ancak hastaligin ilerlemesini
tamamen durduramaz. Bu yiizden yeni diyabet ilaglarina ihtiya¢ vardir. Gelecekte
diyabet tedavisinde ¢oklu genleri hedefleyen miRNA'lar farmakolojik hedefler haline
getirilerek insiilin direncini azaltmak ve pankreatik beta hiicre fonksiyonunu

diizeltmek i¢in kullanilabilir (145).
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SONUCLAR

mMIRNA-21-3p c¢alisma gruplarinda bireylerin yaklasik yarisinda saptandi.
Plazmadan ekstraksiyon yontemi degerlendirilmelidir. miRNA-21-3p gruplar
arasindaki karsilagtirmalarda kontrollere gore; tim alt gruplarda azalma
gosterdi. NAIb ve MikAlb hari¢ hepsinde 5-7 kat arasindaki azalmalar
istatistiksel olarak anlamli bulundu. Kreatinin klirensi ve serum kreatinine
gore hesaplanmig GFR haricinde MDRD ve sistatin C’ye gore hesaplanmis
GFR’ler ile pozitif yonde; mikroalbuminiiri ve HbAlc ile negatif yonde
anlamli korelasyon gosterdi. mMiIRNA-21-3p’nin diyabetik nefropatiyi saglikli
kisilerden ayirmadaki tanisal performansi yiliksekti Bulgularimiz, miRNA-
21’in diyabetik nefropatiyle iliskili miRNA’lardan oldugunu desteklemektedir.
MiRNA-29a-3p c¢alisma gruplarinda tiim bireylerde saptanmistir. Tiim
gruplarda, 1,5-2 kat arasinda, istatistiksel olarak anlamli bulunmayan
azalmalar saptandi. MiRNA-29a-3p eGFR degerleriyle anlamli korelasyon
gostermedi. MIRNA-29a’nin DN ile iligkisi desteklenmemektedir.

MIiRNA-29b-3p calisma gruplarinda tiim bireylerde saptandi. Alt gruplardan
yalniz DN ve mikroalbumiriirik gruplarda kontrole gore 1 kat azalma saptandi.
Diger gruplarda hepsi 1 kat olan artislar da dahil tiim farkliliklar istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi. eGFR degerleriyle de anlamli korelasyon
gostermedi. miRNA-29b’nin DN tanisinda yararligr ile ilgili daha c¢ok
calismaya ihtiya¢ vardir

mMiRNA-29c¢-3p calisma gruplarinda tiim bireylerde saptandi. Ttim altgruplarda
kontrole gére azalma saptandi. MDRD eGFR ile pozitif; mikroalbumiiiri ile
negatif yonde anlamli iliski gosterdi. Azalmalar istatistiksel olarak anlamli
bulunmasa da miRNA-29¢ DN tanisi agisindan yararli olabilir, ancak daha ¢ok

arastirmaya ihtiyag vardir.

MIRNA-126-3p ¢alisma gruplarinda tiim bireylerde saptandi. Kontrollere gore
tiim diyabetik grup ve NAlb’de artma gozlenirken, DN, MikAb ve MakAlb

gruplarinda azalma gozlendi. Farkliliklar istatistiksel olarak anlamh
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bulunmadi. Sistatin C’ye gore hesaplanmis GFR ile pozitif yonde anlamli

korelasyon gosterdi. DN agisindan daha ¢ok arastirma gerekmektedir.

MIRNA-129-1-3p ve miRNA-137’nin DN ile iliskisi saptanamadi.
MIRNA-192-5p ¢alisma gruplarinda tiim bireylerde saptandi. Kontrollere gore
NAIlb’deki istatistiksel anlamli bulunmayan azalma haricinde tiim gruplarda
gozlenen azalmalar istatistiksel olarak anlamli bulundu. Serum kreatinin ve
sistatin C’ye gore hesaplanmis GFR degerleri pozitif yonde; mikroalbumindri
ile negatif yonde anlamli korelasyon gosterdi. Diyabetik nefropatiyi saglikli
kisilerden ayirmadaki tanisal performansi yiiksek bulundu. Bulgularimiz,
MIRNA-192’nin diyabetik nefropatiyle iligkili miRNA’lardan oldugunu
desteklemektedir.

MIiRNA-212-3p c¢alisma grubundaki tiim bireylerin yaklasik yarisinda
saptand1. MikAlb’de 5 kat olmak tizere tiim gruplarda kontrollere gére azalma
gozlendi. Azalmalar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. eGFR ile anlamli
korelasyon gostermedi. MIRNA-212’nin DN ile iliskisi i¢in daha ¢ok

arastirmaya ihtiyac vardir.

MIiRNA-320 c¢alisma grubunda tiim bireylerde saptandi. Tim gruplarda
kontrollere gore azalma saptandi. Bu azalmalar istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. Mikroalbuminiiri ile negatif yonde anlamli korelasyon gosterdi.

mMiRNA-320’nin DN ile iliskisi agisindan daha ¢ok arastirma gereklidir.

Hastalardaki renal hasar evrelerinin mikroRNA’lar1 etkiledikleri dikkate

alinmalidir.

Hastalarin kullandiklari ilaglara gore gruplandirilmalari 6nem arz etmektedir.
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