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Onsoz

Ege Universitesi Nefroloji Bilim Dalinda yan dal asistan1 olarak gorev yaptigim
sirada molekiiler biyolojinin 06zellikle insan saglig1 acisindan ne kadar Onemli
oldugunu fark etmeye baslamam ile birlikte doktora siirecim de baslamis oldu. Hem
giiniimiiziin en 6nemli hastaliklarindan biri olmas1 hem de bobrek hastaliklarinin en
onemli sebeplerinden biri olmasi nedeni ile diyabetik bobrek hastaliklariyla ilgili
molekiiler arastirmalar yapmak istedim. Doktora siirecim sayin danisman hocam
Dog. Dr. Zuhal Eroglu’nun olagantistii destekleri ile gerceklesmistir.

Bir halk sagligi sorunu haline gelen diyabetin neden oldugu komplikasyonlarin
temelinde yatan molekiiler mekanizmalarin ortaya konulmasi tani ve tedavi agisindan
olduk¢a Onemlidir. Bu tezdeki amacimiz diyabetin iki 6nemli mikrovaskiiler
komplikasyonuna neden olabilecek bazi  polimorfizmlerin  belirlenmesini
arastirmakti.

Bu tez ¢alismas1 Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii
tarafindan desteklenmis olup, BAP birimine desteklerinden dolay:1 tesekkiirlerimi

sunarim.

[zmir, 2.08.2022 Dr. Aygiil CELTIK



Ozet
iki Onemli Diyabet Komplikasyonunun Nrf2 Gen Polimorfizmleri ile liskisinin
Degerlendirilmesi

Giris: Oksidatif stres, tip 2 diyabetes mellitusun (T2DM) mikrovaskiiler
komplikasyonlarinin patogenezinde rol almaktadir. Niikleer faktor E2 ile iliskili
faktor 2 (Nrf2), oksidatif strese yanit olarak antioksidan genlerin ekspresyonunu
regiile eden 6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir. Nrf2’ nin promotdr bolgesindeki
polimorfizmlerin bazi hastaliklar ile iliskili oldugu bildirilmektedir. Amacimiz,
T2DM olan hastalarda Nrf2 geninin promotér bolgesinde yer alan rs35652124
(T>C), rs6706649 (G>A) ve rs6721961 (T>G) polimorfizmlerinin diyabetik
nefropati (DNP) ve diyabetik ayak iilserleri (DAU) gelisimi ile iliskisinin
irdelenmesidir.

Yéntem: Calisma grubu, DNP’ si olan 110 hasta ve DAU olan 60 hastadan, kontrol
grubu ise DNP ve DAU olmayan 90 hastasindan olusturulmustur. Tiim hastalarin
T2DM’ si vardir. Kisilerden alinan kan 6rneklerinden DNA izolasyonu yapildiktan
sonra Nrf2 geni promotor bolgesinde bulunan rs35652124 (T>C), rs6706649 (G>A)
ve 156721961 (T>G) polimorfizmleri polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile
cogaltilarak degerlendirilmistir.

Bulgular: DNP grubunun yasi ve diyabet siiresi kontrol grubu ile kiyaslandiginda
daha yiiksek bulundu (sirasiyla p=0,039 ve p=0,042). Kontrol grubu ile DNP grubu
karsilastirildiginda, DNP grubunda tahmini glomeruler filtrasyon hiz1 (tGFH) daha
diisiik (p<0,001) ve albiiminiiri diizeyi daha yiiksek bulundu (p<0,001). DNP ile
kontrol grubu rs35652124 (T>C) ve rs6721961 (T>G) polimorfizmleri agisindan
incelendiginde genotip dagilimlart arasinda istatistiksel olarak bir benzerlik
bulunuyorken (sirasiyla p=0,192 ve p=0,072) rs6706649 (G>A) genotip dagilimi
bakimindan ise aralarinda anlamli bir farkliligin oldugu belirlendi (p=0,048).
156706649 (G>A) polimorfizmi DNP riski i¢in incelendiginde Wild-type olan GG
genotipi GA genotipi ile kiyaslandiginda sadece GA genotipinin DNP riskini
arttirabildigi (Exp(B)=2,888, %95 Giiven aralig1 0,160-7,189, p=0,023) gosterildi.
rs6721961 (T>G) ve rs35652124 (T>C) polimorfizmlerinin DNP agisindan bir risk
faktorii olamayacagi vurgulandi.

DAU grubundaki hastalarin yas1 ve DM siiresi kontrol grubu ile karsilastirildiginda
daha yiiksek olarak bulundu (sirasiyla p=0,013 ve p=0,006). Ayrica bu hastalarda



biyokimyasal verileri kontrol grubu ile kiyaslandiginda HbAlc diizeyinin daha
yiiksek, tGFH’ nin daha diisiikk ve albiiminiiri diizeyinin ise daha yiiksek oldugu
belirlendi (sirasiyla p=0,003, p=0,001 ve p<0,001). DAU olan hastalar ¢alisilan
polimorfizmler agisindan kontrol grubu ile Kkiyaslandiginda rs35652124 (T>C),
rs6706649 (G>A) ve rs6721961 (T>G) polimorfizmlerin genotip dagilimlar1 arasinda
anlaml bir farkliligin olmadigi belirlendi (sirasiyla p=0,118, 0,625 ve p=0,196). Bu
tic polimorfizmin DAU igin risk faktdrii olmadig gdzlendi.

Sonu¢: Calisma bulgularimiza gore rs6706649 (G>A) polimorfizminin GA
genotipinin DNP riskini arttirabilmekte iken rs35652124 (T>C) ve rs6721961 (T>G)
polimorfizmlerinin DNP gelisimi ile iliskili olmadig1 belirlendi. Diger yandan bu
polimorfizminin DAU riski iizerine etkisi olmadig1 gézlendi.

Anahtar kelimeler; diyabetik ayak iilseri, diyabetik nefropati, niikleer faktor E2 ile

iligkili faktor 2, oksidatif stres, polimorfizm



Abstract
Evaluation of Relationship between Nrf2 Polymorphisms and Two Important
Microvascular Complications of Diabetes Mellitus
Introduction: Oxidative stress participates in the pathogenesis of microvascular
complications of type 2 diabetes mellitus (T2DM). Nuclear factor E2-related factor 2
(Nrf2) is a transcription factor that regulates the expression of antioxidant genes in
response to oxidative stress. Polymorphisms in the promoter region of Nrf2 have
been shown to be associated with various diseases. Our aim is to evaluate the
association of rs35652124 (T>C), rs6706649 (G>A), rs6721961 (T>G) single
nucleotide polymorphisms in the promoter region of the Nrf2 gene with diabetic
nephropathy (DNP) and diabetic foot ulcers (DFU) in patients with T2DM.
Methods: The study included 110 patients with DNP and 60 patients with DFU. As
control group, diabetic patients without DNP and DFU (n=90) were enrolled. All
patients had T2DM. After DNA isolation, single nucleotide polymorphisms were
studied by polymerase chain reaction.
Results: Patients in DNP group were older (p=0,039) and had longer duration of
diabetes (p=0,042) than patients in control group. When compared to the control
group, DNP group had lower estimated glomerular filtration rate (eGFR) (p<0,001)
and higher albuminuria level (p<0,001). The genotype distribution of rs35652124
(T>C) and rs6721961 (T>G) was not different between patients with DNP and
patients in the control group (p=0,192 and p=0,072, respectively). The distribution of
rs6706649 (G>A) genotypes was statistically different among patients with DNP and
the control group (p=0,048). When rs6706649 (G>A) polymorphism was evaluated,
only GA genotype was shown to increase the risk of DNP (Exp(B)=2,888, 95% ClI
0,160-7,189, p=0,023) when compared to GG genotype.
Patients with DFU were older and had longer duration of diabetes than patients in the
control group (p=0,013 and p=0,006, respectively). Patients with DFU had higher
HbAlc, lower eGFR and higher albuminuria level when compared to the control
group (p=0,003, p=0,001 and p<0,001, respectively). The frequencies of genotypes
of rs35652124 (T>C), rs6706649 (G>A) and rs6721961 (T>G) were similar between
patients with DFU and the control group (p=0,118, 0,625 and p=0,196, respectively).

These polymorphisms were not associated with DFU.



Conclusion: While rs6706649 (G>A) polymorphism GA genotype was a risk factor
for DNP, no association was found between rs35652124 (T>C) and rs6721961

(T>G) polymorphisms and DNP. These polymorphisms were not associated with
DFU.

Keywords; diabetic foot ulcer; diabetic nephropathy; Nuclear factor E2-related
factor 2; oxidative stress; polymorphism
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1. Giris
1.1 Arastirmanin Problemi
Tip 2 diyabetes mellitus (T2DM), insiilin direnci zemininde ilerleyici insiilin
sekresyon bozuklugu ile karakterize bir metabolik hastalik olup olgularin %90’ inda
goriildiigiinden en sik gozlenen diyabet tipi olarak tanimlanmaktadir (Saeedi et al.,
2019; "Standards of Medical Care in Diabetes-2021," 2021; "Tiirkiye Endokrinoloji
ve Metabolizma Dernegi Diabetes Mellitus ve Komplikasonlarinin Tani, Tedavi ve
Izlem Kilavuzu, 2020,").
Diyabetik hastalarda vaskiiler komplikasyonlar morbidite ve motalitenin major
nedenleri arasindadir. Diyabetik nefropati (DNP) ise diyabetin uzun vadeli
komplikasyonlarinin en dnemlilerinden biridir. DNP, son donem bdbrek hastaligina
neden olmakla birlikte kardiyovaskiiler hastalik riskini arttirabilmektedir. Hastalarin
baska bir bireye bagimli hale gelmesine ve yasam kalitesinin azalmasina neden olan
diger bir komplikasyon da diyabetik ayak iilserleridir (DAU). Diyabetik hastalarin
yaklasik dortte biri yasam boyu DAU komplikasyonu riski ile karsi karsiya
kalmaktadir (Boulton et al., 2008; Fox et al., 2012; Hicks et al., 2016; Khan et al.,
2020; Robbins et al., 2008; "Standards of Medical Care in Diabetes-2021," 2021,
Wyld et al., 2021).
Oksidatif stres, diyabet komplikasyonlarinin patogenezinde yer alan Onemli
mekanizmalardan biridir. Hiicre i¢i artmis glukoz ¢esitli yolaklar tizerinden oksidatif
stresi arttirabilmektedir. Niikleer faktor E2 ile iliskili faktor 2 (Nrf2), hiicrede
oksidatif stres olustugunda antioksidan enzimlerin ve faz 2 detoksifiye edici
enzimlerin gen transkripsiyonlarinin aktivasyonunu saglayarak hiicreyi oksidatif
hasara karsi korumaya ¢alisan 6nemli bir transkripsiyon faktoriidir. Nrf2, otofaji,
inflamasyon, endoplazmik retikulum stresi, apoptoz gibi olaylarin olusumunda ve
bircok sinyal yolaginda rol alan proteinlerin ekspresyonunu diizenlemektedir
(McMahon, Itoh, Yamamoto, & Hayes, 2003; Nguyen, Nioi, & Pickett, 2009; D. D.
Zhang, Hannink, & biology, 2003). Diyabetin neden oldugu komplikasyonlarin
gelisiminde Nrf2’nin rolii bir¢ok in vivo ve in vitro ¢alismanin yani sira birkag¢ klinik
calismada da gosterilmistir (Hong et al., 2012; W. Li et al., 2014; Long et al., 2016;
Zheng et al., 2011). Ayrica, Nrf2’ nin bazi1 polimorfizmlerinin redoks homeostazi ile
ilgili anahtar genleri diizenlemesi nedeniyle DNP ve DAU’ niin patogenezinde

predispozan bir risk faktorii olabilecegi diistiniilmektedir.



1.2 Arastirmanin Sorusu

DNP ve DAU’ niin patogenezinde oksidatif stres 6nemli bir rol oynamaktadir.
Glisemik ortam, hiicre i¢i oksidatif stresin artmasina neden olarak diyabetin
mikrovaskiiler komplikasyonlarinin olugmasina katkida bulunabilmektedir. Nrf2,
hiicrelerde oksidatif stres olustugunda antioksidan enzimlerin transkripsiyonunu
saglayan onemli transkripsiyon faktorlerinden biridir. Yapilan ¢alismalarda, Nrf2’
nin diyabetin mikrovaskiiler komplikasyonlar1 ile iliskili olabilecegi ortaya

konulmustur.

1.3 Arastirmanin Hipotezleri

Nrf2 geninin promotdr boélgesindeki polimorfizmlerin redoks hemostazi ile ilgili
genlerin transkripsiyonun etkileyerek diyabetik nefropati ve diyabetik ayak iilseri
gelisimine yatkinliga neden olabilecegi disiiniilmektedir. Nrf2 geninin promotor
bolgesinde yer alan rs35652124 (T>C), rs6706649 (G>A), rs6721961 (T>G) gen
polimorfizmlerini tasiyan T2DM hastalarda, hiperglisemi sirasinda hiicre i¢i oksidatif
stres artigina bagli olarak Nrf2’ nin diizenledigi hiicre i¢i antioksidan enzimlerin
transkripsiyonlarinin etkilenebilecegi ve dolayisiyla DNP ve DAU gelisiminde rol

alabilecekleri 6ngoriilmiistiir.

1.4 Arastirmamin Varsayimlari

Arastirmadaki varsayimimiz, Nrf2 geninin promotor bolgesindeki rs35652124
(T>C), rs6706649 (G>A), rs6721961 (T>G) polimorfizmlerinin DNP ve DAU olan
hastalarda, bu komplikasyonlarin olmadigi diyabetik hastalara gore gen ifadelerinde

degisimlerin olabilecegidir.

1.5 Arastirmanin Sinirhhiklar:

Arastirmamizin sinirliliklarindan biri DNP tanisinin klinik olarak konulmasindaki
giiclik olmustur. Glomeriiler hastaliklarin kesin tanisi i¢in bdbrek biyopsisi ile
histopatolojik inceleme yapilmalidir. Fakat DNP tanis1 ¢ogunlukla bobrek islevleri

ve idrarla albiimin atilimi ile degerlendirilmektedir. Diger bir kisithilik 1lgili



polimorfizmlerin toplumumuzdaki sikligmin bilinmemesidir. Ayrica g¢aligmamiza

dahil edilen hasta sayisinin az olmasi da diger bir kisithiligimizdir.

1.6 Arastirmanin Amaci

Tim diinyada siklig1 hizla artmakta olan ve ciddi morbidite ve mortaliteye sebep
olan T2DM’ in mikrovaskiiler komplikasyonlarin patogenezinde multifaktoriyel
etmenler rol oynamakta ve bu mekanizmalar1 birbirinden ayrilmasinda giicliik
cekilmektedir. Oksidatif stres bu mekanizmalardan en Onemlilerinden biridir.
Hiicrede, hiicre ici artmis glukozun metabolize edilmesi i¢in yonlendirildigi cesitli
yolaklar lizerinden oksidatif stres artmaktadir. Nrf2, oksidatif stres olustugunda
antioksidan enzimlerin ve faz 2 detoksifiye edici enzimlerin gen transkripsiyonlarinin
aktivasyonunu saglayan Onemli bir transkripsiyon faktorii olup hiicreyi oksidatif
hasara karsi korumaya c¢alismaktadir. Nrf2” nin diyabetin mikrovaskiiler
komplikasyonlarinin patogenezinde yer alabilecegi bir¢ok ¢alismada gosterilmistir.
Amacimiz, T2DM olan hastalarda Nrf2 geninin promotor bolgesindeki rs35652124
(T>C), rs6706649 (G>A), rs6721961 (T>G) polimorfizmleriyle diyabetin iki dnemli
mikrovaskiiler ~komplikasyonu olan DNP ve DAU arasindaki iliskinin
degerlendirilmesidir. Boylece, ilgili polimorfizmlerin diyabet komplikasyonlarina
etkilerinin incelenmesi ve bu komplikasyonlar i¢in yiiksek riskli diyabetik hastalarin

belirlenmesine katkilarinin olup olmayacaginin degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. Genel Bilgiler

2.1. Tip 2 Diyabetes Mellitus

2.1.1. Tamim ve epidemiyoloji

Diyabetes mellitus (DM), insiilin tretim eksikligi ya da insiilin etkisindeki
bozukluklar nedeniyle karbonhidrat, protein ve yag metabolizmalarinin bozuldugu
kronik bir metabolik hastaliktir. T2DM ise insiilin direnci zemininde ilerleyici
insiilin sekresyon bozuklugu ile karakterizedir ve en sik goriillen diyabet tipidir,
diyabetik olgularinin %90’ 1n1 olusturmaktadir (Saeedi et al., 2019; "Standards of
Medical Care in Diabetes-2021," 2021; "Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma
Dernegi Diabetes Mellitus ve Komplikasonlarinin Tani, Tedavi ve izlem Kilavuzu,
2020,").

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu verilerine gore, 2021 yilinda 20-79 yas arasinda
537 milyon insanda DM oldugu (bu yas gurubundaki prevalanst %10,5) tahmin
edilmektedir. Diinyada 2030 yilinda ayn1 yas grubunda 643 milyon insanda (DM
prevalansi %11,3) ve 2045 yilinda ise 783 milyon insanda diyabet goriilecegi (DM
prevalansi %12,2) tahmin edilmektedir (Saeedi et al., 2019). Tiirkiye Diyabet ve
Epidemiyoloji Calismasi-2 2010 yilinda 15 ilde yiiriitiilmiis ve 26499 kisi calismaya
dahil edilmistir. Bu ¢alismada, iilkemizde 1998 yilindan 2010 yilina kadar yaklasik
%90 bir artig ile DM prevalansinin %16,5” e yiikseldigi ve 2010 il itibari ile
diyabetik hasta sayisinin 6,5 milyona ulastigi vurgulanmistir (Satman et al., 2013).
DM tanisinin konabilmesi i¢in dort tani kriterinden birinin olmasi gerekmektedir.
Bunlar; 1. Aglik plazma glukozu >126 mg/dL olmasi, 2. Oral glukoz tolerans testinde
2. saat plazma glukozu > 200 mg/dL olmasi, 3. Glikozillenmis hemoglobin Alc
(HbA1c) > %6,5 olmasi, 4. Rastgele dlgiilen plazma glukoz > 200 mg/dL olmasi ve
diyabet semptomlarinin varhigidir. Ancak hiperglisemi belirtileri yoksa, ilk g
kriterin dogrulanmasi gerekmektedir ("Standards of Medical Care in Diabetes-
2021," 2021)

2.1.2 Mikrovaskiiler komplikasyonlar

Diyabetik hastalarda ortaya ¢ikan kronik hiperglisemi dokularda ve organlarda ¢esitli
mekanizmalarla uzun donemli hasar ve islev bozukluguna neden olmaktadir.
Vaskiiler komplikasyonlar morbidite ve mortalitenin en Onemli nedenidir ve

komplikasyonlar  ikiye  ayrilmaktadir:  makrovaskiiler ~ve  mikrovaskiiler
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komplikasyonlar. Mikrovaskiiler komplikasyonlar, sinir, glomeriil ve retinadaki
kapiller damarlarin hasarlanmasi neden ile ortaya ¢ikmakta ve sirasi ile diyabetik
noropati, nefropati ve retinopatiye neden olmaktadir. Makrovaskiiler
komplikasyonlar, biiyiik damarlarda ortaya ¢ikan hasarlanma ve ateroskleroz nedeni
ile gelismekte ve klinik olarak kardiyovaskiiler hastalik, serebrovaskiiler ve periferik

arter hastaligina neden olabilmektedir (Fowler, 2008).

2.1.2.1 Diyabetik nefropati

Diyabet, tiim diinyada kronik bobrek hastaliginin (KBH) en 6nemli nedenidir.
Diyabetin uzun vadeli komplikasyonlarindan olan DNP ise son donem bdbrek
hastaligi, hayat kalitesinde azalma ve artmis mortaliteye neden olabilmektedir (Fox
et al., 2012; Khan et al., 2020; "Standards of Medical Care in Diabetes-2021," 2021,
Wyld et al., 2021). T2DM olan hastalarin yaklasik yarisinda, mikroalbiiminiiriden
son donem bobrek hastaligina kadar degisen derecelerde KBH gelisebilmektedir.
T2DM olan hastalarin %30-50" sinde albiiminiiri ve %20’ sinde bobrek islevlerinde
bozulma oldugu tahmin edilmektedir ("IDF Diabetes Atlas 6th edn.
http://www.idf.org/diabetesatlas (2013),").

Diyabete bagli hiperglisemiden etkilenen baglica hiicreler endotel hiicreleridir.
Glomeriillerde yer alan podositler, mezengial ve tiibiil epitel hiicreleri de
hiperglisemiden etkilenmektedir (Herman-Edelstein et al., 2011; Magri & Fava,
2009; Susztak, Raff, Schiffer, & Bottinger, 2006). Sonugta glomeriil bazal membran
kalinlasmasi, glomeriiloskreroz, fibrozis ve tubiiler atrofi ortaya ¢ikmaktadir (Qian,
Feldman, Pennathur, Kretzler, & Brosius, 2008; Wada et al., 2013).

DNP, klinik olarak idrar ile albiimin atiliminin artmasi (albiiminiiri), azalmis
glomeriiler filtrasyon hizi (GFH) veya her ikisinin varligina dayanan bir klinik
tanidir. Idrar albiimin atiliminin 30 ile 300 mg/gr kreatinin veya mg/giin arasinda
olmast mikroalbiiminiiri ve idrar alblimin atilimmin >300 mg/gr kreatinin veya
mg/giin olmas1 makroalbiiminiiri olarak tanimlanmaktadir (“Standards of medical
care for patients with diabetes mellitus,”" 2003). Albiiminiiri, GFH kaybi, son donem
bobrek hastaligi ve kardiyovaskiiler olaylar i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir (Adler et
al., 2003; Nelson et al., 1991). DNP igin diger bir tan1 kriteri diisiik GFH olmasidir.
Bobrek islevlerinin degerlendirilmesinde yas, cinsiyet ve irka gore diizeltilmis

tahmini GFH (tGFH) 6l¢iimii giivenilir bir yontemdir. tGFH’ nin <60 mL/min/1,73
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m?’ nin altinda olmas1 DNP olarak tanimlanmaktadir. Bu hastalarda albiiminiiri olup
olmamasi 6nemli degildir. tGFH 60 mL/min/1,73 m? nin iizerinde olan hastalarda
eslik eden albiiminiiri var ise DNP olarak tanimlanmaktadir ("Tiirkiye Endokrinoloji
ve Metabolizma Dernegi Diabetes Mellitus ve Komplikasonlarinin Tani, Tedavi ve
Izlem Kilavuzu, 2020,"). Calismalarda, tGFH diisiik olan diyabetik hastalarin
yaklasik %40-50’sinde albiiminiiri saptanmamistir (Maclsaac et al., 2004; Penno et
al., 2011).

2.1.2.2 Diyabetik noropati

Diyabetik sensorimotor periferik néropati en sik goriilen noropatik sendromdur.
Prevalansiin %30 civarinda oldugu gosterilmistir (Ziegler, Papanas, Vinik, & Shaw,
2014). Duyu kaybini, ayak kaslarinda giigsiizliik ve atrofi, reflekslerde bozulma gibi
motor bozukluklar takip eder (R. Pop-Busui et al., 2017). Diyabetik ayak
komplikasyonlari i¢in en 6nemli risk faktordiir (Rastogi et al., 2020; Vadiveloo et al.,
2018). Otonom noropati, parasempatik ve sempatik otonom sinirleri etkilemekte ve
ozellikle kardiyovaskiiler, gastrointestinal ve iirogenital sistem tutulmaktadir.
(loanid, Noica, & Pop, 1981; Maser, Mitchell, Vinik, & Freeman, 2003; Rodica Pop-
Busui et al., 2010; Samsom et al., 2003).

2.1.2.3 Diyabetik ayak iilserleri

Diinyada prevalansi yaklasik %6 olup iilkelere gore sikligi degismektedir (P. Zhang
et al., 2017). Diyabetik hastalarin yasam boyu toplam DAU riski %25 olarak
saptanmistir (Boulton et al., 2008). Bir iilser iyilestikten sonra tekrar lilser gelisme
riski bir y1l i¢cinde %40, bes yil iginde ise %65 olasilikla tekrarlayabilmektedir (D. G.
Armstrong, Boulton, & Bus, 2017). ileri yaslh, diyabet siiresi uzun olan, sigara
kullanan, hipertansiyonu (HT), noropatisi olan hastalarda ise daha siklikla
goriilmektedir (D. G. Armstrong et al., 2017; Monteiro-Soares, Boyko, Ribeiro,
Ribeiro, & Dinis-Ribeiro, 2012). Periferik néropati duyusal, motor ve otonom sinir
sistemini etkiler. Motor noropati, ayagin kaslarinda atrofiye neden olarak ayakta
anatomik degisikliklere neden olmakta ve kemikler iizerindeki basing dagilimi
degismektedir. Otonom noropati de ciltte kuruluk, tirnaklarda degisim gibi yapisal
farkliliklara neden olarak iilser olusumuna katkida bulunmaktadir. Ayrica bu

degisiklikler, ayagin daha kolay travma almasina yol agmaktadir. Duyusal ndropati



de travmalarin farkedilmesini zorlastirmaktadir (Bus et al., 2016; Monteiro-Soares et
al., 2012).

2.1.3 Mikrovaskiiler hasarin molekiiler mekanizmalari

Diyabetin komplikasyonlarinin altinda yatan en 6nemli neden kronik hiperglisemidir.
Normal sartlarda hiicre igine alinan glukoz, hekzokinaz yolag ile glukoz-6-fosfata
dontstiiriilerek  glikoliz reaksiyonu ile metabolize edilmektedir. Hiperglisemi
durumunda hiicre i¢i glikozun fazlasi hekzokinaz yolagina yonlendirilemedigi icin
alternatif yolaklara yonlendirilmektedir. Poliyol ve diagil gliserol (DAG), protein
kinaz C (PKC) yolagmin aktivasyonu, oksidatif stres artisi, ileri glikozillenmis son
tiriinlerin  (IGS) olugmasi, heksozamin yolaginin aktivasyonu bu yolaklarin
bazilaridir (Sekil 1). Bu mekanizmalar, baz1 organlarda daha 6n planda olsa da
genellikle tiim damarsal yapilardaki mikrovaskiiler hasarlardan sorumludurlar
(Barrett et al., 2017; Horie et al., 1997; Schmidt et al., 1995; Stitt et al., 1997).
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Sekil 1. Mikrovaskiiler komplikasyonlarin patogenezinde hipergliseminin rolii
(Barrett et al., 2017)
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2.1.3.1 Diagil gliserol/protein kinaz C aktivasyonu

Protein kinaz C (PKC), bir¢ok hiicresel fonksiyon ve sinyal iletim yolaginda goérevli
serin/treonin iligkili protein kinazdir ve vaskiiler islevlerin ¢ogunda gorev almaktadir.
Hiicre i¢i artan glikoliz ara {irtinleri sonucu sentezlenen DAG ve serbest yag asitleri
PKC aktivasyonuna neden olmaktadir (Go, Sekiguchi, Nomura, Kikkawa, &
Nishizuka, 1987; Xia et al., 1994). PKC aktivasyonu bazal membran kalinlagsmasina,
ekstraselliller matriks artisina, anormal anjiyogenez, apoptoz artisina neden
olmaktadir (Brownlee, 2001; Geraldes et al., 2009; Koya et al., 2000; Koya et al.,
1997).

2.1.3.2 Poliyol yolag aktivasyonu

Poliyol yolu, glikozu fruktoza déniistiiren iki asamali bir siiregtir. Intraseliiler glukoz
aldoz rediiktaz ile sorbitole ¢evrilmekte ve sorbitolden friiktoz ortaya ¢ikmaktadir.
Hiperglisemi durumlarinda, glukoz bu yolaga yonlendirilmektedir. Dokularda poliyol
yolaginin aktive olmasinin, sorbitoliin neden oldugu ozmotik strese, sodyum-
potasyum adenozin trifosfataz aktivitesinde azalmaya, oksidatif strese neden olarak
hasara yol a¢tig1 one siiriilmektedir (Chung, Ho, Lam, & Chung, 2003; Kubo,
Urakami, Fatma, Akagi, & Singh, 2004; Tesfamariam et al., 1993; Toth et al., 2007).

2.1.3.3 ileri glikasyon son iiriinleri

IGS, glukoza maruz kaldiklar icin glike hale gelen proteinler veya lipitlerdir.
Hipergliseminin hem hiicre i¢i hem hiicre dis1 IGS olusumunda primer neden oldugu
gosterilmektedir (Degenhardt, Thorpe, & Baynes, 1998). IGS, intraseliiler ve
ekstraselliiler proteinlerinin yapisint degistirerek matriks-matriks ve matriks-hiicre
arasindaki iliskinin bozulmasi ile hedef hiicre hasarina ve sitokinlerin ve biiyiime
faktorlerinin salinimina, endotel hiicrelerinden prokoagulan ve proinflamatuvar
sitokinlerin salinmasina neden olmaktadir (Brownlee, 2001; Haitoglou, Tsilibary,
Brownlee, & Charonis, 1992; Kirstein, Aston, Hintz, & Vlassara, 1992; Schmidt et
al., 1995; Skolnik et al., 1991; Tsilibary, Charonis, Reger, Wohlhueter, & Furcht,
1988).



2.1.3.4 Oksidatif stres

Mikrovaskiiler komplikasyonlara neden olan mekanizmalar1 birbirinden ayirmak
mimkiin degildir. Oksidatif stresin bu mekanizmalar ile i¢ ice gectigi ve ana
mekanizmalardan biri oldugu one siiriilmektedir (T. Nishikawa, Edelstein, &
Brownlee, 2000).

Endotel hiicrelerinde mitokondriyal reaktif oksijen driinlerin seviyelerinin normal
sinirlarda tutulmasi ile glukozun PKC aktivasyonu, IGS olusumu, sorbitol birikimini
aktive edemedigi gosterilmektedir (T. Nishikawa, Edelstein, Du, et al., 2000; Takeshi
Nishikawa et al., 2007). Altta yatan mekanizmalardan biri, mitokondriyal
stiperoksidin glikolitik yolagin enzimlerinden birini inhibe etmesi sonucu glukozun
ve diger ara {riinlerin glikolitik yolaktan poliyol, heksozamin, PKC gibi yolaklara
kaydirilmasi olabilir (Anupama, Rani, Shyni, & Raghu, 2018; Brownlee, 2001; Du et
al., 2000). In vitro ¢alismalarda da mitokondriyal superoksit dismutazin
overekspresyonu sonucunda, glomeriil, sinir ve endotel hiicrelerinde hiperglisemiye
bagl degisikliklerin azaldig1 gosterilmektedir (Craven, Phillips, Melhem, Liachenko,
& DeRubertis, 2001; Goto et al., 2008; Vincent et al., 2007).

2.2 Keapl/Nrf2/ARE yolag

Keapl/Nrf2/ARE (Kelch-like ECH-associated protein 1/Niikleer faktor E2 ile iligkili
faktor 2/ Antioksidan Response Element) yolagi, hiicresel oksidatif hemostazin
primer mediatorlerinden biridir. Bu yolak, detoksifikasyon enzimleri ve serbest
radikal metabolizmasinin, deoksiriboniikleik asit (DNA) hasarmin tespit edilmesi,
proteozom islevlerinin regiilasyonunda etkili olan 100’ den fazla genin
ekspresyonunu regiile ederek oksidatif stres ve hiicre sag kalimini diizenlemektedir
(Alam et al., 1999; Itoh et al., 1997; McMahon et al., 2003).

Nrf2, ARE iligkili gen ekspresyonunda rol oynayan bir transkripsiyon faktoridiir
(McMahon et al., 2003). CNC-bZIP (cap’n’collar family of basic leucine-zipper)
transkripsiyon faktorlerinin bir tiyesi olan Nrf2 geni, DNA baglanma bolgesi, ARE
baglanma bolgesi ve transaktivasyon bolgesinden olusan alti Nrf2-ECH homology
(Neh) domainden olugmaktadir (Moi, Chan, Asunis, Cao, & Kan, 1994; Tong et al.,
2006) (Sekil 2).
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Sekil 2. insan Nrf2 geni, mRNA ve proteini (Cho, Marzec, & Kleeberger, 2015)

Nrf2, sitoplazmada Keapl adli baskilayici proteini ile inaktif bir kompleks halinde
bulunmaktadir. Normal sartlarda Keapl, Nrf2’ nin 6zel baglanma bolgesine (Neh2)
baglanarak Nrf2 aktivitesini azaltmaktadir. Nrf2’ nin sitoplazmada ubikinizasyonunu
saglayarak proteozomlarda yikilmasina yol agmakta ve bdylece antioksidan yanit
ortaya ¢ikmamaktadir (McMahon et al., 2003; Tong et al., 2006). Reaktif oksijen
radikalleri gibi uyaranlar Keapl’ deki reaktif sistein rezidiilerini modifiye eder ve
Nrf2’nin Keapl’ den ayrilmasina neden olarak Nrf2’ nin proteozomlarda yikilmasini
engeller (D. D. Zhang et al., 2003). Serbest Nrf2, niikleusta ARE bolgesine
baglanarak oksidatif stres olustugunda antioksidan ve detoksifiye edici enzimlerin
gen transkripsiyonlarin1 diizenlemektedir (Alam et al., 1999; Itoh et al., 1997
McMahon et al., 2003). Bu yolak, normal sartlarda Nrf-2’ nin inhibe edilmesini ve
oksidatif stres sirasinda da antioksidan cevabin baglamasini saglayarak koruyucu bir
rol oynamaktadir (Sekil 3). Nrf2, otofaji, endoplazmik retikulum stresi, apoptoz gibi
hiicresel islevleri etkileyen proteinlerinin ekspresyonunu da indiiklemektedir (Lee et

al., 2012; W. Li et al., 2014; Meakin et al., 2014; Sarcinelli et al., 2020)
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Sekil 3. Keap1/Nrf2/ARE yolagi (Oh & Jun, 2017)

2.2.1 Keapl/Nrf2/ARE yolagi ve T2DM

Keapl/Nrf2/ARE yolagmin diyabet ve komplikasyonlarinin patogenezinde yer
alabilecegi belirtilmektedir. T2DM” de hem pankreas disfonksiyonu hem de insiilin
direnci s6z konusudur ve patogenezinde oksidatif stres 6nemli bir rol oynamaktadir
(Kajimoto & Kaneto, 2004; Liu et al, 2020). Hayvan c¢alismalarinda,
Keapl/Nrf2/ARE yolagmnin pankreatik beta hiicrelerinde koruyucu oldugu
belirtilmektedir. Transjenik sicanlarda Nrf2 indiiksiyonunun reaktif oksijen
radikallerini azaltmak suretiyle pankreas beta hiicre hasarii1 da azalttig
gosterilmektedir (Uruno et al., 2013). Her ne kadar yapilan ¢aligmalarin sonuglari
celiskili de olsa, Nrf2'nin obezite ve insiilin direncinde de rolii olabilecegi One
striilmektedir (S. Li, Eguchi, Lau, & Ichii, 2020; Pi et al., 2010; Y. K. Zhang, Wu,
Liu, & Klaassen, 2012). Ote yandan Nrf2’ nin aktive edilmesi ile insiilin direncinin

azaldig: gosterilmektedir (Yagishita et al., 2017).

2.2.1.1 Keap1/Nrf2/ARE yolag ve diyabetik nefropati

Bir¢cok ¢alismada DNP patogenezinde Keapl/Nrf2/ARE yolaginin rolii oldugu

gosterilmektedir. Nrf2 knockout sicanlarda, DNP’ ye neden olan oksidatif stres

belirteglerinin ve fibrotik belirteglerin arttigi, glomeriilosklerozun kétiilestigi ve

kreatinin klirensinin azaldig1 ve albuminiirinin arttigi belirtilmektedir (Jiang et al.,
11



2010; Yoh et al., 2008). Nrf2 indiikleyici ajanlar uygulandiginda DNP bulgularinin
geriledigi gozlenmektedir (Cui et al., 2012; Zheng et al., 2011). Bu ajanlarin,
doniistiiriicii biiyiime faktoérii beta 1 (TGF-f1)’ in aktivitesini inhibe ettigi ve
bobrekte oksidatif hasar, bazal membran kalinlasmasi, albiiminiiri gibi DNP
bulgularinit azalttigi vurgulanmaktadir (Zheng et al., 2011). Klinik ¢aligmalar da bu
yolagin DNP patogenezinde rolii olabilecegini gostermektedir. (de Zeeuw et al.,
2013; Pergola et al., 2011).

2.2.1.2 Keap1/Nrf2/ARE yolagi ve diyabetik ayak iilserleri

DAU, diyabetik néropati, ateroskleroz ve yara yeri iyilesmesindeki patolojiler
sonucunda olusan multifaktoriyel bir komplikasyondur. Oksidatif stres tim bu
faktorlerin  gelismesinde rol oynamaktadir. Doku rejenerasyon modelinde,
hipergliseminin Keapl disfonksiyonuna neden olarak Nrf2’ nin niikleusa
lokalizasyonunu engelledigi ve wuygun stres cevabinin ortaya c¢ikmadigi
gosterilmektedir (Soares et al., 2016). Diyabetik Nrf2 -/- siganlarda, yara yeri
kapanma siiresinin daha uzun oldugu ve bunun oksidatif DNA hasar1 ve apoptoz
artisina bagli oldugu belirtilmektedir (Long et al., 2016). Yapilan calismalarla
diyabetik sicanlarda Nrf2' yi overeksprese eden eksozom tedavisinin yara

iyilesmesinde rol oynadigi bildirilmektedir (X. Li et al., 2018).

2.2.1.3 Keap1/Nrf2/ARE yolagi ve diyabetik noropati

Diyabetik noéropatinin patogenezinde oksidatif stres énemli bir rol tstlenmektedir.
Siyatik sinir hiicrelerindeki Nrf2 ekspresyonunun diyabetik si¢anlarda azaldigi
bulunmaktadir (G. Negi, A. Kumar, & S. S. J. J. 0. p. r. Sharma, 2011). Diyabetik
sicanlara Nrf2 aktivatorii verildiginde ise noropati bulgularinin  azaldig:
gosterilmektedir (G. Negi, A. Kumar, & S. S. Sharma, 2011). Diger yandan retinal
gangliyonlarda Nrf2’ nin koruyucu etkisi oldugu vurgulanmaktadir (Koriyama et al.,
2010).

2.2.2 Nrf2 gen polimorfizmleri ile hastaliklarin iliskisi
Diyabetik hastalarda Nrf2’ nin diyabet komplikasyonlar: ile iligkili oldugunun
gosterilmesiyle tek niikleotid polimorfizmlerinin, gen ekspresyonlarinin islev

lizerindeki etkilerinin belirlenmesi Nrf2’ nin arastirma konusu haline gelmesine
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neden olmustur. Ayrica bu genin bazi polimorfizmlerinin astim, kardiyovaskiiler
hastaliklar, malignitelerle iligkili oldugu da belirtilmektedir (Cho et al., 2015;
Figarska, Vonk, & Boezen, 2014; Okano et al., 2013; Shimoyama, Mitsuda,
Hamajima, & Niwa, 2014; Ungvari et al., 2012). Hastaliklar ile iligkili bulunan
polimorfizmlerin daha ¢ok non-ekzonik ve 5’ flanking boélgelerinde ve intronlarda
yer aldigi gosterilmektedir. Bu bulgular, bu bolgelerin Nrf2 ekspresyonunu
etkiledigini diisiindiirmektedir (Cho et al., 2015). Ornegin Nrf2 intronl bdlgesindeki
polimorfizmlerin azalmis genel ve kardiyovaskiiler mortaliteyle iliskili oldugunu
gostermektedir (Figarska et al., 2014).

Epidemiyolojik ve genetik ¢alismalar incelendiginde promotor bolgesindeki bazi
polimorfizmlerin belirli hastaliklar ile iliskili olabilecegini gostermektedir (Cho,
2013; Cho et al., 2015). En sik calisilan polimorfizmler rs35652124, rs6706649,
rs6721961" dir. Bu polimorfizmlerin, Nrf2’ nin ARE baglanma bolgesi gibi bolgelere
baglanmasini engelledigi ve Nrf2’ ye bagimli gen transkripsiyonlarini azalttig1 6ne
stirilmektedir (Marczak et al., 2012; Marzec et al., 2007). Nrf2 rs35652124 (T>C)
polimorfizminin KB yiiksekligi ile iliskili olabilecegi gosterilmektedir (Shimoyama,
Mitsuda, Hamajima, et al., 2014). Hemodiyaliz hastalarinda, rs35652124 (-653A/G)
ve rs6721961 (-617C/A) polimorfizmlerinin yiiksek KB ve artmis kardiyovaskiiler
mortalite iliskili olabilecegi gosterilmektedir (Shimoyama, Mitsuda, Tsuruta,
Hamajima, & Niwa, 2014). Promotor bolgesindeki —617 (C/A) polimorfizminin akut
akciger hasar1 ve rs35652124 (A>G) polimorfizminin alkolik karaciger hastalig ile
iligkili oldugu gosterilmektedir (Marzec et al., 2007; Nunes Dos Santos et al., 2019).
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3. Gerec¢ ve Yontem
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Nefroloji ve Endokrinoloji kliniklerine
01.01.2019-31.01.2022 arasinda DNP ve DAU tanis1 almis T2DM hastalar: calisma
grubuna dahil edilmislerdir. Kontrol grubu olarak DNP ve DAU olmayan T2DM
hastalar1 dahil edilmistir. T2DM ve DNP tanisi Amerikan Diyabet Cemiyeti
kilavuzuna gore konulmustur (“Standards of Medical Care in Diabetes-2021," 2021).
DNP grubu, DNP siniflamasina gére mikroalbiiminiiri, makroalbiiminiiri ve diisiik
tGFH olarak tig alt gruba ayrilmistir (Tablo 1).
Calismaya dahil edilme kriterleri
1-T2DM oykiisii olmasi, DNP ve diyabetik ayak {ilseri olmast
2-18 yasindan biiyiik olmast
3-Calismaya onam vermesi
Calismadan dislama kriterleri
1-18 yasindan kii¢lik olmasi
2-T2DM’ ye bagli olmayan bir bobrek hastaligi 6ykiisii olmasi
3-Gebe olmast
Calismaya dahil edilen hastalarin dahil edildikleri asamada hastane kayitlarinda ve
dosyalarinda mevcut bulunan demografik ve klinik verileri ile laboratuvar sonuglari
(aglik kan glukozu (AKG), iire, kreatinin, HbAlc, lipid profili (total kolesterol,
trigliserid, yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL), diisiik yogunluklu lipoprotein
(LDL) ve albiiminiiri diizeyleri kaydedilmistir. tGFH, CKD-EPI (Chronic Kidney
Disease Epidemiology Collaboration) formiiliine gore belirlenmistir (Levey et al.,
2009). Albtiminiiri diizeyinin belirlenmesinde, spot idrarda albiimin/kreatinin orani
(mg/gr kreatinin) kullanilmstir. Viicut kitle indeksi (VKI, kg/m?), viicut agirhigimin
(kg), boyun (m) karesine boliinmesi ile hesaplanmistir. Sistolik kan basinc1 (SKB) ve
diyastolik kan basinc1 (DKB), hastalar 5 dakika dinlendikten sonra sfingomanometre
araciligiyla 6l¢iilmistiir. Ortalama arter basinct (OAB) (DKBx2+SKB)/3 formiilii ile
hesaplanmistir. Calismamiz icin Ege Universitesi Etik Kurulu’ ndan onay alimustir

(Karar numarasi 18-3/31).
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Tablo 1. Kontrol grubunun ve DNP grubunu olusturan mikroalbiiminiiri,

makroalbiiminiiri ve diisiik tGFH gruplarinin tanimlari

Albiimintiri tGFH
Kontrol grubu <30 mg/gr kreatinin >60 mL/min/1,73 m?
DNP grubu
Mikroalbiliminiiri 30-300 mg/gr kreatinin >60 mL/min/1,73 m?
Makroalbiiminiiri >300 mg/gr kreatinin >60 mL/min/1,73 m?
Azalmis tGFH Degerlendirilmeye alinmamstir. <60 mL/min/1,73 m?
tGFH, tahmini glomertiler filtrasyon hiz1

3.1 Laboratuvar ¢alismasi

Olgulardan alinan kan ornekleri, etilendiamintetraasetik asit (EDTA) igeren tiiplere
alinmig ve daha sonra DNA izolasyonlar1 yapilmistir. Calismaya alinacak olgular
tamamlanana kadar, DNA ornekleri -20 derecede saklanmistir. DNA izolasyonu,
DNA izolasyonu kiti (Qiagen, Hilden, Almanya) kullanilarak kit protokoliine uygun
olarak yapilmistir. Konsantrasyonu ve safligi uygun olan 6rnekler polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) calismasina kadar -20°C’de saklanmistir. Nrf2 geninin promotor
bolgesinde yer alan rs35652124 (T>C) ve rs6706649 (G>A) polimorfizmleri taq
DNA polimeraz enzimi kullanilarak PCR yontemiyle ¢cogaltilmistir (LightCycler RT-
PCR Systems, Roche).

DNA izolasyonu

1. Ornegin hazirlanmasi
e 200 pL tam kan 6rnegi, 1.5 ml mikrosantrifiij tiipiine alinmistir.
e Kan 6rnegi lizerine 20 pL proteinaz K eklenmis ve pipet ile karistirilmistir.
o Karisim 60 °C' de 5 dakika inkiibe edilmistir.
2. Hiicre lizisi
e Karisim iizerine 200 uL. Genomic Lysis/Binding Buffer eklenmistir. Ornek,
homojen bir ¢ozelti elde etmek i¢in vortekslenerek karistirilmistir.
e Karigim, otomatik calkalama sistemi kullanilarak 5 dakika 60 °C' 'de inkiibe

edilmistir.
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3. DNA baglanmasi

Ornek lizatina 200 pL etanol (%100) eklenmistir. Pipet ile ve ardindan
vorteks ile karistirtlmistir.

GS kolonu, 2 mL toplama tiipii lizerine yerlestirilmistir.

Karisimin tiimii GS kolonuna aktarilmistir.

GS kolonu, 1 dakika boyunca 14000xg 'de santrifiij edilmistir. Filtrat1 igeren

toplama tiipii atilmis ve kolon yeni bir toplama tiipline aktarilmistir.

4. Yikama

GS kolonuna 400 pL yikama tamponu 1 eklenmistir. 30 saniye boyunca
16000xg'de santrifiij yapilmistir.

Filtrat1 iceren toplama tiipii atilmis ve GS kolon yeni bir toplama tiipiine
aktartlmistir.

GS kolonuna 600 pL yikama tamponu eklenmistir.

GS kolonu, 30 saniye boyunca 14000xg' de santrifiij edilmistir.

Filtrat1 igeren toplama tiipii atilmis ve GS kolon yeni bir toplama tiipiine
aktartlmistir.

Kolon matrisini kurutmak i¢in 16000xg'de 3 dakika santrifiij edilmistir.

5. Elusyon

GS kolonu 1.5 mL mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir.
GS kolonu merkezine 1sitilmis olan eliisyon tamponundan 80 pL eklenmistir.
GS kolonu 30 saniye boyunca 16000xg'de santrifiij edilmistir.

GS kolonu uzaklagtirilmistir.

DNA orneklerinin konsantrasyonu ve safliklarinin belirlenmesi

Her 6rnekten 2 pl kullanilarak Nanodrop (ThermoFisher Scientific, USA) cihazinda

260/280 nm ve 230/260 nm dalga boylarinda absorbanslari dl¢lilmiistiir. Calismada,

saflig1 1,8’ in lizerinde olan 6rnekler kullanilmastir.

DNA orneklerinin saklanmasi

Saflig1 uygun olan 6rnekler PCR calismasina kadar -20°C’de saklanmaistir.
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCR, DNA igerisinde yer alan 6zgiin bir bolgenin oligoniikleotid primerler ve taq
polimeraz enzimi kullanilarak otomatik thermocycler sistem yardimi ile gogaltilma
esasimna dayanan bir yontemdir. Cogaltilacak DNA, DNA polimeraz enzimi,
niikleotidler ve DNA sentezinde Onciiliik edecek tek zincirli oligoniikleotid primerler
ile bir dizi termal dongiiye tabi tutulmaktadir. Bu dongii i¢ asamadan olugmaktadir:
1. Denatiirasyon: Cift sarmallt DNA kalibinin tek zincirli hale getirilmesi

2. Primerlerin baglanmasi: Primerlerin tek zincirli DNA iizerinde kendilerine 6zgiil

olan diziye baglanmasi

3. Zincirin uzamasi: Baglanmig primerlerin DNA polimeraz ile uzatilmasi

Bu ii¢ asamanin ard arda tekrarlanmasi ile, DNA dizisi iissel olarak artmaktadir. Bu

i asama genellikle 20-40 kez tekrarlanmaktadir (Arya et al., 2005).

1. DNA oOrneginin ve tek niikleotid polimorfizmi (SNP) genotipleme reaksiyon

karisiminin hazirlanmasi

e Her genomik DNA 6rnegi, IDTE, pH 7.5, ile 1.5-5 ng/uL konsantrasyona
diliie edilmistir.

e Mikrosentirfiij tiiplinde, rhAmp Genotyping Master Mix ve thAmp Reporter
Mix 20:1 oraninda birlestirilmistir.

¢ Yeni bir mikrosentirfiij tiipiine, Master mix ve Reporter mix karigimi, rhAmp
SNP Assay ve niikleaz icermeyen su eklenerek SNP genotipleme reaksiyon
karisimi elde edilmistir. Bilesenlerin miktar1 ve toplam hacim Tablo 2’ de
belirtilmistir.

e SNP genotipleme reaksiyon karigimi vortekslenip kisa santirfiij yapilmistir.

e PCR plakalarinin kuyucuklarina SNP genotipleme reaksiyon karisimi Tablo
2’de belirtilen miktarda konulmustur.

e Uygun kuyucuga, calisilacak DNA 6rneginden 2 uL (Reaksiyon basina total
DNA miktar1 3-10 ng olacak sekilde) eklenmistir.

e Negatif kontrol kuyucuklarina 2 pL niikleaz igermeyen su eklenmistir.

e Pozitif kontrol kuyucuklarina 2 pL kalip DNA eklenmistir.

e Plakalar kapatilmis, kisa siireli vortekslenmis ve santrifiij edilmistir.
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Tablo 2. Tek rhAmp tek niikleotid polimorfizmi genotipleme reaksiyonu karigiminin

bilesenleri (5 pL reaksiyon hacmi igin)

Bilesen Miktar
Master Mix ve Reporter mix karigimi 2,65 uL
rhAmp SNP Assay (20X) 0.25 uL
Niikleaz igermeyen su 0.10 uL
Kuyucuk basina hacim 3ulL

2. PCR calismasi

e Reaksiyon protokolii Tablo 3’ e gore olusturulmustur.

Tablo 3. Tek niikleotid polimorfizmi genotipleme igin termal dongii parametreleri

Basamak o Siire Dongii
Sicaklik (°C) (dakika:saniye) sayist

Enzim aktivasyonu 95 10:00 1

Denaturasyon 95 00:10

Primerlerin baglanmasi 60 00:30 40

Primerlerin uzamasi 68 00:20

Sicak inaktivasyon 99,9 15:00 1

18




Nrf2 geninin promotdr bolgesinde yer alan bdlgesindeki rs35652124 (T>C),
rs6706649 (G>A) ve rs6721961 (T>G) polimorfizmleri taq DNA polimeraz
kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltilmistir (LightCycler RT-
PCR Systems, Roche).
Nrf2 geninin rs35652124 (T>C) polimorfizmi i¢in kullanilan primerler

o ileri: 5-CACCCTGAACGCCCTrCCTCT-3

e geri: 5-GCCGACCTGAGCTTAGGAGAATGIGAGAC-3 dir.

Nrf2 geninin rs6706649 G>A) polimorfizmi i¢in kullanilan primerler

o ileri: 5-GTGGGAGTTCAGAGGAGGIGCGTT-3

e Qeri: 5-GCGGCTAAAGATTTGGACCCAGAICCGTG -3" dir.
Nrf2 geninin s6721961 (T>G) polimorfizmi i¢in kullanilan primerler

o ileri: 5-GGGAGATGTGGACAGCTICCGGC

e geri:5-GCGGGCGTTCAGGGTGAICTGCG-3 dir.

3.2 Istatiksel analiz

Kategorik degiskenler yiizdelik oran olarak verildi. Kategorik degiskenlerin gruplar
arasindaki karsilagtirmalar1 Fisher exact ki-kare testi ile degerlendirildi. Normal
dagilim gosteren tanimlayici degiskenler ortalama + standart sapma ve normal
dagilim gostermeyen tanimlayict degiskenler medyan (25.-75. persentil) olarak
verildi. Gruplar arasindaki farklilik normal dagilima sahip olmayan tanimlayic
degiskenler i¢in Mann-Whitney U testi ve normal dagilima sahip olan tanimlayici
degiskenler i¢in t-testi ve One-way ANOVA ile belirlendi. Degiskenler arasindaki
iliskinin belirlenmesi igin lojistik regresyon analizi kullanildi. p<0,05 istatistiksel
anlamlilik igin yeterli kabul edildi. Istatistiksel degerlendirme, Statistical Package of

Social Science (SPSS) 14.0 programu ile yapildi.
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4. Bulgular
Calismamiza, DNP olan 110 hasta, DAU olan 60 hasta ve kontrol grubu olarak ise
DNP ve DAU olmayan 90 hasta dahil edilmistir.

4.1 Kontrol grubu ve DNP grubunun demografik, klinik ve laboratuvar
bulgularinin degerlendirilmesi

Kontrol grubu (n=90) ve DNP grubunun (n=110) demografik ve klinik o6zellikleri
Tablo 4’ de gosterildi. Kontrol grubunun ortalama yast 58,2+9,0 iken, DNP
grubunun 61,1+£9,8 yildi. DNP grubunun yas ortalamasi, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda anlamli olarak daha yiiksek bulundu (p=0,039). DM siiresi,
kontrol grubu ve DNP grubunda sirasiyla 10,0 (5,0-15,0) ve 13,5 (6,0-20,0) y1l idi ve
DNP grubunun DM siiresi kontrol grubundan istatistiksel olarak daha uzundu
(p=0,042). Kontrol grubu ile DNP grubu kiyaslandiginda, DNP grubunda HT’ si olan
hasta sayisinin daha fazla (p<0,001) oldugu, SKB’ nin daha yiiksek (p=0,008)
oldugu, DKB ve OAB agisindan ise her iki grup arasinda anlamli fark olmadig
gbzlendi (sirasiyla p=0,897 ve p=0,247). VKI kontrol grubunda 29,8+5,4 kg/m2 iken
DNP grubunda 31,6+5,4 olarak bulundu ve DNP grubunun VKIi’ nin kontrol
grubundan istatiksel olarak anlamli sekilde yiiksek oldugu goriildi (p=0,030).

Tablo 4. Kontrol grubu ve DNP grubunun demografik ve klinik 6zellikleri

Kontrol grubu DNP grubu
(n=90) (n=110) P
Yas (yil) 58,249,0 61,1498 0,039
Erkek cinsiyet (n, %) 43 (%47,8) 47 (%42,7) 0,475
DM siiresi (y1l) 10,0 (5,0-15,0) 13,5 (6,0-20,0) 0,042
HT (n, %) 48 (%53,3) 86 (%78,2) <0,001
SKB (mmHg) 132 (125-141) 140 (128-156) 0,008
DKB (mmHg) 81 (74-90) 80 (72-90) 0,897
OAB (mmHg) 98 (91-105) 100 (93-110) 0,247
VKI (kg/m?) 29,8454 31,6+5,4 0,030

DM, diyabetes mellitus; DKB, diyastolik kan basinci; HT, hipertansiyon; OAB, ortalama
arteriyel basing; SKB, sistolik kan basinct; VKI, viicut kitle indeksi
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Tablo 5’ de ise kontrol grubu ve DNP grubunun laboratuvar bulgular1 gosterildi. Bu
bulgulara gore kontrol grubu ve DNP grubunda AKG sirasiyla 134 (108-170) mg/dL
ve 138 (107-173) mg/dL iken HbAlc diizeyi %7,1 (6,3-8,3) ve %7,6 (6,6-8,6)
oldugu ve her iki grup arasinda AKG ve HbAlc agisindan anlamli farkin olmadigi
saptand1 (sirasiyla p=0,623 ve p=0,245). Serum kreatinin diizeyi ve tGFH’ nin,
kontrol grubunda srasi ile 0,77 (0,69-0,84) mg/dL ve 94 (84-102) mL/dak/1,73 m?
iken DNP grubunda sirast ile 0,95 (0,74-1,37) mg/dL ve 72 (46-96) mL/dak/1,73 m?
oldugu belirlendi. Bu iki grup kiyaslandiginda DNP grubunda serum kreatinin
diizeyinin daha yiiksek (p<0,001) ve tGFH’ nin ise daha diisiik oldugu goriildii
(p<0,001). Kontrol grubu ve DNP grubu; total kolesterol, trigliserid, LDL ve HDL
kolesterol diizeyleri agisindan irdelendiginde, bu degerlerin benzer diizeylerde
oldugu belirlendi (sirasiyla p=0,217, p=0,171, p=0,134 ve p=0,122). Albiiminiiri
diizeyi kontrol grubu ve DNP grubunda sirast ile 8 (5-13) ve 86 (38-446) mg/gr
kreatinin oldugu ve DNP grubundaki albliminiiri diizeyinin istatistiksel olarak

anlamli derecede yiiksek oldugu goriildii (p<0,001).

Tablo 5. Kontrol grubu ve DNP grubunun laboratuvar bulgulari

Kontrol grubu DNP grubu
(n=90) (n=110) P

AKG (mg/dL) 134 (108-170) 138 (107-173) 0,623
HbAlc (%) 7,1(6,3-8,3) 7,6 (6,6-8,6) 0,245
Ure (mg/dL) 28 (23-33) 37 (27-52) <0,001
Kreatinin (mg/dL) 0,77 (0,69-0,84) 0,95 (0,74-1,37) <0,001
tGFH (mL/dak/1,73 m?) 94 (84-102) 72 (46-96) <0,001
Total kolesterol (mg/dL) 193446 184+44 0,217
Trigliserid (mg/dL) 140 (98-194) 152 (113-216) 0,171
LDL (mg/dL) 107 (86-139) 98 (79-122) 0,134
HDL (mg/dL) 48 (40-55) 45 (37-53) 0,122
Albiliminiiri (mg/gr

o 8 (5-13) 86 (38-446) <0,001
kreatinin)
AKG, aclik kan glukozu; HDL, yiiksek yogunluklu lipoprotein; LDL, diisiik yogunluklu
lipoprotein; tGFH, tahmini glomeriiler filtrasyon hiz1
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DNP olan olgular, mikroalbliminiiri, makroalbiiminiiri ve diisitk tGFH grubu olarak
tic gruba ayrildi ve demografik ve klinik o6zellikleri Tablo 6’ da gosterildi. Bu iig¢
grup incelendiginde, mikroalbliminiiri  grubundaki hasta sayisinin 41,
makroalbliminiiri grubundaki hasta sayisinin 21 ve diisilk tGFH grubundaki hasta
sayisinin 48 oldugu belirlendi. Bu ii¢ grubun yaslar1 karsilastirildiginda aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin oldugu belirlendi (p<0,001). Diisiik tGFH
grubundaki hastalarin, mikroalbiiminiiri ve makroalbiiminiiri grubundaki hastalardan
(sirasiyla p=0,010 ve p<0,001), mikroalbiiminiiri grubundaki hastalarin ise
makroalbliminiiri grubundaki hastalardan daha yasli oldugu (p<0,001) belirlendi.
Hastalarin DM siiresi ve HT siklig1 g6z 6niinde bulunduruldugunda, DM siiresinin ve
HT sikliginin benzer oldugu (sirasiyla p=0,102 ve p=0,053) ancak bu ii¢ grup SKB,
DKB ve OAB agisindan incelendiginde ise aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir
farkliligin bulundugu belirlendi (sirasiyla p=0,016, p=0,001 ve p<0,001). SKB’ nin
makroalbiiminiiri grubunda mikroalbiiminiiri grubundan daha yiiksek (p=0,003) ve
diisiik tGFH grubu ile benzer oldugu (p=0,052) gosterildi. Diisiik tGFH ve
mikroalbiiminiiri grubunda SKB agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadi (p=0,239). DKB makroalbiiminiiri grubunda, mikroalbiiminiiri grubu ve
diisiik tGFH grubu ile kiyaslandiginda daha yiiksek bulundu (sirasiyla p<0,001 ve
p=0,002). Mikroalbiiminiiri grubu ile diisiik GFH grubunun DKB degerleri benzerdi
(p=0,706). OAB degerlerinin ise makroalbiiminiiri grubunda mikroalbiiminiiri
grubundan ve diisik tGFH grubundan daha yiiksek bulundu (sirasiyla p<0,001 ve
p=0,002) ancak mikroalbiiminiiri grubu ve diisiikk tGFH grubunda OAB agisindan
anlamli bir fark saptanmadi saptandi (p=0,365). Her ii¢ grup VKI acisindan
incelendiginde aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik belirlenmedi
(p=0,726).
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Tablo 6. DNP grubunu olusturan mikroalbiiminiiri, makroalbiiminiiri ve diisiik tGFH

gruplariin demografik ve klinik 6zellikleri

Mikro- Makro- . .
Diisiik tGFH p p p
albliiminiiri albliminiiri p
(n=48)
(n=41) (n=21)
Yas (y1l) 60,7194 50,6+7,2 65,9+7,2 <0,001 |<0,001| 0,010 |<0,001
Erkek
17 (%41,5) 7 (%33,3) 23 (%47,9) 0,519 - - -
(n, %)
DM siiresi
11,5 (5,0-20,0) | 12,0 (4,0-14,0) | 15,0 (10-20,5) | 0,102 - - -
(y1)
HT (n, %) 31 (%76) 13 (%61) 40 (%88) 0,053 - - -
SKB
130 (121-154) | 151 (135-171) 140 (127-156) 0,016 0,003 | 0,239 | 0,052
(mmHg)
DKB
80 (70-85) 90 (84-105) 80 (70-90) 0,001 |<0,001| 0,706 | 0,002
(mmHg)
OAB
97 (90-104) | 110 (105-125) | 99 (92-107) <0,001 |<0,001| 0,365 | 0,002
(mmHg)
VKI (kg/m®) 31,645,5 32,4+5,1 31,245,5 0,726 - - -

DM, diyabetes mellitus; DKB, diyastolik kan basinci; HT, hipertansiyon; OAB, ortalama arteriyel basing;

SKB, sistolik kan basinci; VK1, viicut kitle indeksi

*Mikroalbiiminiiri vs makroalbiiminiiri, Mikroalbiiminiiri vs diisik tGFH, *Makroalbiiminiiri vs diisiik

tGFH
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Mikroalbiliminiiri, makroalbiiminiiri ve diisiik tGFH grubunun laboratuvar bulgulari
Tablo 7° de gosterildi. Bu ii¢ grupta AKG ve HbAlc degerlerinin benzer oldugu
saptand1 (sirastyla p=0,133 ve p=0,359). Serum kreatinin diizeyi ve tGFH’ nin
gruplar arasindaki degerlerine baktigimizda, mikroalbliminiiri grubunda sirasiyla
0,78 (0,66-0,89) mg/dL ve 91 (77-100) mL/dak/1,73 m? makroalbiiminiiri grubunda
sirastyla 0,71 (0,59-0,83) mg/dL ve 103 (86-111) mL/dak/1,73 m? ve diisiik tGFH
grubunda sirasiyla 1,48 (1,16-1,89) mg/dL ve 44 (35-54) mL/dak/1,73 m? oldugu
gortldii. Diisiik tGFH grubunun serum kreatinin diizeyi hem mikroalbliminiiri hem
de makroalbiiminiiri grubundan daha yiiksek iken (sirasiyla p <0,001 ve p<0,001),
tGFH ise diger iki gruptan daha disiik olarak belirlendi (sirasiyla p <0,001 ve
p<0,001). Mikroalbiiminiiri ve makroalbiiminiiri grubunun kreatinin diizeyleri benzer
(p=0,198) iken makroalbliminiiri grubunun tGFH degeri daha yiiksek (p=0,018)
olarak belirlendi. Diisiik tGFH grubu ile makroalbiiminiiri grubu total kolesterol ve
trigliserid ~ diizeyleri agisindan incelendiginde, makroalbliiminiiri ~ grubunun
degerlerinin daha yiiksek oldugu saptandi (sirasiyla p=0,003 ve p=0,016). Her ii¢
grup arasinda LDL ve HDL kolesterol diizeyleri agisindan anlamli farklilik
belirlenemedi (sirasiyla p=0,245 ve p=0,698). Mikroalbiiminiiri, makroalbliminiiri ve
diisiik tGFH grubunun albiiminiiri diizeyi sirasiyla, 68 (50-122), 607 (487-1199) ve
51 (18-604) mg/gr kreatinin olarak saptandi. Makroalbiiminiiri grubunun albimintiri
diizeyi hem mikroalbliminiiri grubu hem de diisilk tGFH grubundan daha yiiksek
olarak bulundu (sirasiyla p<0,001 ve p<0,001). Mikroalbliminiiri grubu ile diisiik
tGFH grubunun albiiminiiri diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

saptanmadi (p=0,545).
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Tablo 7. DNP grubunu olusturan mikroalbiiminiiri, makroalbiiminiiri ve diisiik tGFH

gruplarimin laboratuvar bulgular

Mikro- Makro- - # -
albliminiiri albliminiiri Du?r:ﬂ_( ;gFH P P P p
(n=41) (n=21) -
AKG (mg/dL) 142 (107-181) | 151(111-219) | 129 (109-153) 0,133 - - -
HbAlc (%) 7,2 (6,4-8,1) 7,5 (6,4-9,9) 7,7 (6,6-9,0) 0,359 - - -
Ure (mg/dL) 31 (23-39) 26 (22-35) 52 (39-78) <0,001 | 0,202 |<0,001|<0,001

Kreatinin (mg/dL) | 0,78 (0,66-0,89) |0,71 (0,59-0,83)| 1,48 (1,16-1,89) | <0,001 | 0,198 |<0,001|<0,001

tGFH

(MLdakI1.73 m?) 91 (77-100) 103 (86-111) 44 (35-54) | <0,001 | 0,018 |<0,001(<0,001

Total kolesterol

(mg/dL) 18639 210+59 172435 0,004 |0,097 | 0,254 | 0,003

Trigliserid (mg/dL) | 154 (114-212) | 199 (131-270) | 141 (96-177) | 0,042 |0,192 | 0,136 | 0,016

LDL (mg/dL) 96 (78-130) 113 (86-122) 92 (73-119) 0,245 - - -
HDL (mg/dL) 45 (37-53) 43 (38-53) 46 (37-55) 0,698 - - -
Albiiminiiri (mg/gr

68 (50-122) | 607 (487-1199) | 51 (18-604) | <0,001 |<0,001| 0,545 |<0,001

kreatinin)

IAKG, aglik kan glukozu; HDL, yiiksek yogunluklu lipoprotein; LDL, diisiik yogunluklu lipoprotein; tGFH, tahmini
glomeriiler filtrasyon hizi ‘
"Mikroalbiiminiiri vs makroalbiiminiiri, "Mikroalbiiminiiri vs diisiik tGFH, *Makroalbiiminiiri vs diigiik tGFH

25



Kontrol grubunu olusturan 90 hastadan alti hastanin rs35652124 (T>C) ile iig
hastanin rs6706649 (G>A) polimorfizmlerinin belirlenmesi i¢in iki kez PCR yontemi
ile c¢alisilmasina ragmen genotiplendirilemedi. DNP grubunda (n=110) ise
rs35652124 (T>C), rs6706649 (G>A) ve rs6721961 (T>G) polimorfizmlerinin
belirlenmesi igin iki kez PCR ¢alisilmasina ragmen sirasiyla dokuz, {i¢ ve dokuz
hastada elde edilemedi.

Bu nedenle, kontrol grubunda rs35652124 (T>C) polimorfizmi igin 84 hasta,
rs6706649 (G>A) polimorfizmi igin 87 hasta ve rs6721961 (T>G) polimorfizmi igin
90 hasta galisildi. DNP grubunda ise rs35652124 (T>C) polimorfizmi i¢in 101 hasta,
rs6706649 (G>A) polimorfizmi i¢in 107 hasta ve rs6721961 (T>G) polimorfizmi igin
101 hasta ¢alisildi.

Kontrol grubundaki hastalarin (n=84) rs35652124 (T>C) polimorfizmi agisindan TT,
TC ve CC genotip dagilimlar1 sirastyla %33,3, %33,3 ve %33,3 olarak saptandi
(Tablo 8). DNP olan hastalarin (n=101) TT, TC ve CC genotip dagilimlar1 ise
sirastyla %45,5, %30,7 ve %23,8 olarak belirlendi. DNP olan hastalar kontrol grubu
ile karsilagtirlldiginda, 1s35652124 (T>C) polimorfizmi agisindan genotip
dagilimlarinda bir farklilik gézlenmedi (p=0,192). Wild-type olan TT genotipi ile
karsilagtirildiginda, TC ve CC genotipinin DNP riskini arttirmadigi gosterildi
(sirasiyla p=0,265 ve p=0,076).

Tablo 8. Kontrol grubu ve DNP grubunda Nrf2 rs35652124 (T>C) polimorfizminin

genotip dagilimi

Kontrol grubu DNP grubu
p
(n=84) (n=101)
TT genotipi 28 (%33,3) 46 (%45,5)
TC genotipi 28 (%33,3 31 (%30,7
genotip ( ) ( ) 0.102
CC genotipi 28 (%33,3) 24 (%23,8)

TT: wild-type, TC: Heterozigot, CC: Homozigot
Kontrol grubuna ait 6 hastada, DNP grubuna ait 9 hastada genotiplendirme

yapilamamigtir.
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Kontrol grubundaki 87 hasta rs6706649 (G>A) polimorfizmi agisindan
degerlendirildiginde GG, GA ve AA genotip dagilimlan sirastyla %78,2, %8,0 ve
%13,8 olarak saptandi (Tablo 9). DNP grubundaki 107 hastanin ise GG, GA ve AA
genotip dagilimlari sirastyla %69,2, %20,6 ve %10,2 olarak belirlendi. Kontrol grubu
ile DNP grubunun bu polimorfizmlerinin genotip dagilimlart kiyaslandiginda
aralarinda istatiksel olarak bir farkliligin oldugu gozlendi (p=0,048). Wild-type olan
GG genotipi GA genotipi ile kiyaslandiginda GA genotipi DNP riskini
arttirabiliyorken (Exp(B)=2,888, %95 Giiven araligi 0,160-7,189, p=0,023), AA
genotipi ile kiyaslandiginda ise AA genotipinin bir farklilik yaratmadigi gosterildi
(p=0,703).

Tablo 9. Kontrol grubu ve DNP grubunda Nrf2 rs6706649 (G>A) polimorfizminin

genotip dagilimi

Kontrol grubu DNP grubu
(n=87) (n=107) P
GG genotipi 68 (%78,2) 74 (%69,2)
GA genotipi 7 (%8,0) 22 (%20,6) 0,048
AA genotipi 12 (%13,8) 11 (%10,2)

GA: wild-type, GA: Heterozigot, AA: Homozigot
Kontrol grubuna ait 3 hastada, DNP grubuna ait 3 hastada genotiplendirme

yapilamamugtir.
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Kontrol grubundaki hastalarin (n=90) rs6721961 (T>G) polimorfizmi agisindan TT,
TG ve GG genotip dagilimlar sirasiyla %1,1, %4,4 ve %94,5 olarak saptandi (Tablo
10). DNP olan hastalarin (n=101) TT, TG ve GG genotip dagilimlar1 ise %2,0,
%13,9 ve %84,1 olarak saptandi. DNP olan hastalar kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, rs6721961 (T>G) polimorfizmi agisindan genotip dagilimlarinda
bir farklilik saptanmadi (p=0,072) ve DNP agisindan risk faktorii olabilecegi
belirlenmedi (TG genotipi i¢in p=0,678 ve GG genotipi i¢in p=0,574).

Tablo 10. Kontrol grubu ve DNP grubunda Nrf2 s6721961 (T>G) polimorfizminin

genotip dagilimi

Kontrol grubu DNP grubu
(n=90) (n=101) P
TT genotipi 1(%1,1) 2 (%2,0)
TG genotipi 4 (%4,4) 14 (%13,9) 0,072
GG genotipi 85 (%94,5) 85 (%84,1)
TT: wild-type, TG: Heterozigot, GG: Homozigot
DNP grubuna ait 9 hastada genotiplendirme yapilamamustir.
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4.2 Kontrol grubu ve DAU grubunun demografik, klinik ve laboratuvar
bulgularinin degerlendirilmesi

Kontrol grubu (n=90) ve DAU (n=60) grubunun demografik ve klinik dzellikleri
Tablo 11°de gosterildi. DAU grubundaki hastalarin ortalama yas1 62,1+9,3 yil iken
kontrol grubunun 58,2+9,0 yild1 (p=0,013). DAU grubundaki hastalarmn %83,3” ii ve
kontrol grubundaki hastalarin %47,8” i erkekti (p<<0,001). DM siiresine bakildiginda
DAU grubunun DM siiresinin kontrol grubundan daha uzun oldugu goriildii
(swrastyla 15,0 (7,5-21,0) y1l ve 10,0 (5,0-15,0) yil, p=0,006). Kontrol grubu ile DAU
grubundaki HT sikliginin benzer (p=0,104) oldugu ve ayn1 zamanda SKB, DKB ve
OAB agisindan da aralarinda anlamli bir farkliligin olmadigi (sirasiyla p=0,441,
p=0,183, p=0,858) belirlendi. VKI, kontrol grubunda 29,8454 kg/m2 ve DAU
grubunda 27,8+4,3 kg/m? idi. DAU grubundaki hastalar VKi bakimindan kontrol
grubundaki hastalarla kiyaslandiginda, bu hastalarda VKI degerleri anlaml1 olarak
daha diisiik oldugu belirlendi (p=0,018).

Tablo 11. Kontrol grubu ve DAU grubunun demografik ve klinik 6zellikleri

Kontrol grubu DAU grubu

(n=90) (n=60) P
Yas (yil) 58,249,0 62,149,3 0,013
Erkek cinsiyet (n, %) 43 (%47,8) 50 (%83,3) <0,001
DM siiresi (y1l) 10,0 (5,0-15,0) 15,0 (7,5-21,0) 0,006
HT (n, %) 48 (%53,3) 40 (%66,7) 0,104
SKB (mmHg) 132 (125-141) 135 (120-155) 0,441
DKB (mmHg) 81 (74-90) 75 (70-85) 0,183
OAB (mmHg) 98 (91-105) 97 (90-111) 0,858
VKI (kg/m?) 29,8454 27,8+4,3 0,018

DM, diyabetes mellitus; DKB, diyastolik kan basinci; HT, hipertansiyon; OAB,
ortalama arteriyel basing; SKB, sistolik kan basinc1; VKI, viicut kitle indeksi
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Kontrol grubu (n=90) ve DAU (n=60) grubunun laboratuvar bulgular1 Tablo 12’ de
gosterildi. Kontrol grubunda AKG 134 (108-170) mg/dL iken DAU grubunda 142
(102-185) mg/dL idi ve her iki grup arasinda fark bulunamad: (p=0,722). Kontrol
grubunda HbAlc diizeyi %7,1 (6,3-8,3) iken DAU grubunda %8,5 (6,8-10,2) idi.
Kontrol grubu hastalari ile karsilastirildiginda, DAU olan hastalarin HbAlc diizeyi
daha yiiksek bulundu (p=0,003). Serum kreatinin ve tGFH kontrol grubunda sirasi ile
0,77 (0,69-0,84) mg/dL ve 94 (84-102) mL/dak/1,73 m? iken DAU grubunda sirasi
ile 0,93 (0,76-1,10) mg/dL ve 84 (66-100) mL/dak/1,73 m? idi. DAU grubu kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, kreatinin diizeylerinin DAU hastalarinda anlamli olarak
yiiksek (p<0,001) ve tGFH’ nin ise anlamli olarak diisiik oldugu belirlendi (p=0,001).
DAU ile kontrol grubu total kolesterol, LDL ve HDL diizeyleri bakimindan
kiyaslandiginda, aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin oldugu
belirlendi ve bu degerlerin DAU grubunda daha diisiik (sirastyla p<0,001, p=0,019,
p<0,001) ve trigliserid diizeyinin ise benzer oldugu goriildii (p=0,415). DAU
hastalarinin albliminiiri diizeyleri ise kontrol grubundan daha yiiksek saptandi
(p<0,001).

Tablo 12. Kontrol grubu ve DAU grubunun laboratuvar bulgular

Kontrol grubu DAU grubu
(n=90) (n=60) P
AKG (mg/dL) 134 (108-170) 142 (102-185) 0,722
HbALc (%) 7.1(6,3-8,3) 8,5 (6,8-10,2) 0,003
Ure (mg/dL) 28 (23-33) 37 (27-48) <0,001
Kreatinin (mg/dL) 0,77 (0,69-0,84) 0,93 (0,76-1,10) <0,001
tGFH (mL/dak/1,73 m?) 94 (84-102) 84 (66-100) 0,001
Total kolesterol (mg/dL) 193+46 152442 <0,001
Trigliserid (mg/dL) 140 (98-194) 127 (100-159) 0,415
LDL (mg/dL) 107 (86-139) 90 (66-116) 0,019
HDL (mg/dL) 48 (40-55) 32 (24-38) <0,001
alg’;im:ﬁ;m (mg/gr 8 (5-13) 52 (16-254) <0,001
AKG, aglik kan glukozu; HDL, yiiksek yogunluklu lipoprotein; LDL, diisiik
yogunluklu lipoprotein; tGFH, tahmini glomeriiler filtrasyon hizi
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Polimorfizmlerin belirlenmesi icin yapilan analizlerde, DAU grubundaki dort
hastanin rs35652124 (T>C), bes hastanin rs6706649 (G>A) ve yedi hastanin
rs6721961 (T>G) genotiplendirmeleri iki kez PCR ile galisilmasina ragmen sonug
vermedi. Bu nedenle, DAU grubunda rs35652124 (T>C) polimorfizmi i¢in 56 hasta,
rs6706649 (G>A) polimorfizmi igin 55 hasta ve rs6721961 (T>G) polimorfizmi igin
53 hasta calisildi. Kontrol grubunda rs35652124 (T>C) polimorfizmi i¢in 84 hasta,
rs6706649 (G>A) polimorfizmi igin 87 hasta ve rs6721961 (T>G) polimorfizmi igin
90 hasta calisildu.

DAU olan hasta grubunda (n=56) rs35652124 (T>C) polimorfizmi igin genotip
dagiliminin %44,6 TT, %37,5 TC ve %17,9 CC oldugu saptandi ve genotip dagilimi
%33,3 olarak saptanan kontrol grubu ile kiyaslandiginda benzer oldugu goézlendi
(p=0.118) (Tablo 13) ve DAU gelisimi iizerine bir risk faktorii olamayacag bulundu
(CC genotipi i¢in p=0,066 ve TC genotipi igin p=0,662)

Tablo 13. Kontrol grubu ve DAU grubunda Nrf2 rs35652124 (T>C)

polimorfizminin genotip dagilimi

Kontrol grubu DAU grubu
(n=84) (n=56) P

TT genotipi 28 (%33,3) 25 (%44,6)
TC genotipi 28 (%33,3) 21 (%37,5) 0,118
CC genotipi 28 (%33,3) 10 (%17,9)
TT: wild-type, TC: Heterozigot, CC: Homozigot
Kontrol grubuna ait 6 hastada, DAU grubuna ait 4 hastada genotiplendirme
yapilamamugtir.
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DAU grubu (n=55) 156706649 (G>A) polimorfizmi i¢in degerlendirildiginde
hastalarin %80,0° min GG, %10,9” unun GA ve %9,1’ inin AA genotipinde oldugu
ve kontrol grubunda ise bu genotip oranlarinin sirasiyla %78,2, %8,0 ve 13,8 oldugu
ve sonuglarin benzer oldugu belirlendi (p=0,625) (Tablo 14). Wild-type olan GG
genotipi GA ve AA genotipleri ile kiyaslandiginda, bu polimorfizmlerin DAU
gelisimi iizerinde bir etkisi olamayacagi belirlendi (sirastyla p=0,633 ve p=0,437).

Tablo 14. Kontrol grubu ve DAU grubunda Nrf2 rs6706649 (G>A) polimorfizminin

genotip dagilimi

Kontrol grubu DAU grubu
(n=87) (n=55) P
GG genotipi 68 (%78,2) 44 (%80,0)
ini 0, 0,

GA genotipi 7 (%8,0) 6 (%10,9) 0,625
AA genotipi 12 (%13,8) 5 (%9,1)
GA: wild-type, GA: Heterozigot, AA: Homozigot
Kontrol grubuna ait 3 hastada, DAU grubuna ait 5 genotiplendirme
yapilamamustir.

Aym sekilde DAU olan hastalarin (n=53) rs6721961 (T>G) polimorfizmi icin
genotip dagilimlara bakildiginda, TT, TG ve GG genotipleri sirasiyla %5,7, %7,5
ve %86,8 oldugu ve kontrol grubunda ise bu dagilimlarin sirasiyla %1,1, %4,4 ve
%94,5 oldugu ve aralarinda anlamli bir farkliligin olmadigi belirlendi (p=0.196)
(Tablo 15). Bu polimorfizmin DAU gelisimi iizerine bir risk faktorii olamayacagi

bulundu (TG genotipi i¢in p=0,417 ve GG genotipi igin p=0,143).

Tablo 15. Kontrol grubu ve DAU grubunda Nrf2 s6721961 (T>G) polimorfizminin

genotip dagilimi

Kontrol grubu DAU grubu”
(n=90) (n=53) P
TT genotipi 1(%1,1) 3 (%5,7)
TG genotipi 4 (%4,4) 4 (%7,5) 0,196
GG genotipi 85 (%94,5) 46 (%86,8)
TT: wild-type, TG: Heterozigot, GG: Homozigot
DAU grubuna ait 7 hastada genotiplendirme yapilamamustir.
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5. Tartisma

Calismamizda, T2DM olan hastalarda diyabetin mikrovaskiiler
komplikasyonlarindan olan DNP ve DAU ile Nrf2 geninin promotér bolgesindeki
rs35652124 (T>C), rs6706649 (G>A) ve rs6721961 (T>G) polimorfizmleri ile olan
iligkisi arastirildi.

Calismamizin demografik ve klinik bulgularini kisaca 6zetleyecek olursak; DNP olan
hastalarin kontrol grubu ile karsilastirildiginda daha ileri yasta oldugu ve DM
stirelerinin daha uzun oldugu ancak AKG ve HbAlc diizeyleri bakimindan anlamli
bir farkliligin olmadigi bulundu. DNP grubunun kreatinin ve albiiminiiri diizeyi daha
yiiksek, tGFH’ si daha diisiik bulundu. DAU olan hastalar1 da kontrol grubundaki
hastalarla kiyasladigimizda ise DAU hastalarinin daha yash ve DM siirelerinin daha
uzun oldugu belirlendi. Bu hasta gruplari incelendiginde, DAU grubu hastalarinda
kreatinin ve albiiminiiri diizeylerinin daha yiiksek ve tGFH’ lerinin ise daha diisiik
oldugu gozlendi. AKG agisindan kiyaslandiginda da aralarinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmazken, HbAlc diizeyinin DAU grubunda daha yiiksek
oldugu gozlendi.

Calismamizin polimorfizm sonuglarini kisaca 6zetleyecek olursak; DNP olan grubu
ve kontrol grubunun rs6706649 (G>A) genotip dagilimlarinin oranlar
kiyaslandiginda aralarinda istatiksel olarak anlamli bir fark oldugu saptandi. Bu
oranlara gore GA genotipinin DNP riskini arttirabilecegi gosterildi. rs35652124
(T>C) ve rs6721961 (T>G) polimorfizmlerinin genotip dagilimlar1 irdelendiginde
DNP olan grup ile kontrol grubu arasinda benzerligin oldugu ve bu iki polimorfizmin
DNP igin risk faktdrii olamayacag sonucuna varildi. DAU olan hastalar ile kontrol
grubu karsilastirildiginda, 35652124 (T>C) ve rs6706649 (G>A) ve rs6721961
(T>G) genotip dagilimlar1 benzer bulundu ve bu polimorfizmler risk faktorii olarak
bulunmadi.

DNP, T2DM olan hastalarda mikrovaskiiler komplikasyonlardan biridir. Son dénem
bobrek yetmezligine en sik neden olan hastaliktir. Hastalarin hayat kalitesini
etkilemekte, morbidite ve mortalitesini arttirmaktadir (Fox et al., 2012; Wyld et al.,
2021). Ayrica bu hastalarda yas diger bir risk faktordiir (Afkarian et al., 2013; Al-
Rubeaan et al., 2014; Unnikrishnan et al., 2007). Bir ¢alismada, DNP’ si olmayan
hastalarin yast 59,4+12,7 yil ve DNP’ si olan hastalarin yas1 63,9+12,0 olarak

bulunmusg, DNP evresi ilerledik¢e hasta yasinin arttigi gosterilmistir (Al-Rubeaan et
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al., 2014). Hindistan’da yapilan ve yaklasitk 1700 hastanin dahil edildigi bir
caligmada da DNP olan hastalarin DNP olmayanlara gore daha yasli oldugu ve DNP
evresi arttitk¢a hasta yasinin arttigi saptanmustir (Unnikrishnan et al., 2007). Bu
calismalarla uyumlu olarak ¢alismamizda, DNP olan hastalarin kontrol grubundaki
hastalara kiyasla daha ileri yasta oldugu saptandi. Ayrica diisitk tGFH’ si olan grubun
mikroalbuminiiri ve makroalbiiminiiri grubundaki hastalardan daha yashi oldugu
goriildii. Makroalbiiminiirisi olan hastalar mikroalbiiminiirisi olan hastalardan daha
gengti. Bu sonucun hasta sayimizin az olmasina bagli oldugunu diisiindiik.

DM siiresinin uzun olmasi da DNP i¢in bir risk faktoridiir (Al-Rubeaan et al., 2014;
Tapp et al., 2004; Unnikrishnan et al., 2007). Yapilan ¢alismalarda, DNP” si olan
hastalarin DM siirelerinin DNP’ si olmayan hastalardan daha uzun oldugu saptanmis
ve DNP evresi erken olan hastalarla karsilasildiginda DNP evresi ileri olan hastalarin
DM siirelerinin daha uzun oldugu gosterilmistir (Al-Rubeaan et al., 2014; Tapp et al.,
2004; Unnikrishnan et al., 2007). Calismamizda da DNP grubunun DM siiresinin
kontrol grubuna gore daha uzun oldugu, disiik tGFH grubunun DM siiresinin
mikroalbuminiiri ve makroalbliminiiri grubundan daha uzun oldugu fakat istatiksel
olarak anlamli fark olusturmadigi belirlendi. Bunun nedeninin hasta grubundaki
saymin degerlendirme yapilmasi i¢in yeterli olmamasina bagl olabilecegi diisiiniildii.
DNP i¢in en onemli risk faktorlerinden biri de HT” dir ve dnceki ¢alismalarda DNP
olan hastalarda KB kontrol grubuna goére yiiksek bulunmustur (Al-Rubeaan et al.,
2014; Eroglu et al., 2008; Unnikrishnan et al., 2007). Calismamizda HT sikligi
kontrol grubunda %53,3 iken DNP grubunda %78,2 idi ve SKB, DNP grubunda daha
yiiksek bulundu. Literatiirle uyumlu olarak, makroalbiiminiirisi olan hastalarin SKB’
lerinin  mikroalbuminiirisi olan gruptan daha yiiksek oldugu gozlendi. Fakat
makroalbiiminiirisi olan hastalarin SKB’ leri diisiik tGFH olan hastalarinkinden
yiiksekti ve fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. DKB agisindan yapilan
degerlendirmede makroalbiiminiiri grubunun DKB’ leri diisiik tGFH grubundan
yiiksekti. Bu bulgunun nedeni diisiik tGFH grubundaki hastalarin KB’ lerinin
medikal tedavi ile daha siki kontrol altinda tutuluyor olmasi olabilir.

Biiyiikk olgekli toplum c¢alismalarinda, DNP’ si olan hastalarin AKG, HbAlc ve
kolesterol diizeylerinin DNP’ si olmayan diyabetik hastalardan daha yiiksek oldugu
gosterilmistir (Al-Rubeaan et al., 2014; Bruno et al., 1996; Tapp et al., 2004). Bu

calismalarin tersine, bizim c¢alismamizda DNP olan hastalarin AKG ve HbAlc
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diizeyleri kontrol grubundan istatiksel olarak farkli degildi. Calismaya dahil edilen
DNP’ li hastalar ve kontrol grubu hastalar1 diizenli olarak takip edilen ve tedavisi
diizenlenen hastalar oldugu igin, kan sekeri regiilasyonu daha iyi olan bir hasta
grubunu temsil ediyor olabilir. Kolesterol diizeyleri de bu nedenle kontrol grubu ile
farkli saptanmamis olabilir. Hasta sayisinin az olmasi da bu bulgunun diger bir
nedeni olabilir.

T2DM’ nin diger &nemli mikrovaskiiler komplikasyonu DAU’ dir. DAU alt
ekstremite amputasyonlarina neden olarak yasam Xkalitesini azaltmakta, hastalarin
bagka kigilere bagimli olarak yasamasina neden olmakta, hastaneye yatislar
arttirmakta ve sonug¢ olarak hastalarin morbidite ve mortalitesini arttirmaktadir
(David G. Armstrong et al., 2020; Hicks et al., 2016; Khunkaew, Fernandez, & Sim,
2019; Martins-Mendes et al., 2014; Robbins et al., 2008; Toygar, Hancerlioglu,
Yildirim-Simsir, & Cetinkalp, 2020). Hastalarin yas1 ve DM siireleri arttikca DAU
riskinin arttig1 iyi bilinmektedir (Banik et al., 2020; Perrin et al., 2019; Tapp et al.,
2003). Calismamizda literatiir ile uyumlu olarak DAU olan hastalar kontrol grubu ile
karsilastirildiginda DAU olan hastalarmin daha ileri yasta oldugu ve DM siirelerinin
daha uzun oldugu belirlendi. Onceki ¢alismalarda erkek hastalarin %56-67 oraninda
oldugu gosterilmistir (Haji Zaine et al., 2014; Perrin et al., 2019; Uysal et al., 2017).
Ulkemizde de yapilan bir calismada DAU olan hastalarin benzer sekilde (%58,3
oraninda) erkek oldugu gosterilmistir (Dogan, Onar, Aydin, & Gumustas, 2019).
Bizim ¢alismamizda 60 DAU olan hasta grubunda 50’ sinin erkek oldugu ve oranin
%383,3 oldugu belirlendi. Literatiirdeki bulgulara gore erkek hasta sayisi daha
fazlaydi.

Yapilan calismalarda, AKG ve HbAlc diizeylerinin DAU olan hastalarda daha
yiiksek oldugu gosterilmistir (Pastore et al., 2022; Yazdanpanah et al., 2018). Pastore
ve ark.” nin yaptiklar1 ¢alismada, DAU olan hastalarin ortalama HbAlc diizeyi %9,7
ve AKG 247,5 mg/dL iken DAU olmayan hastalarin ortalama HbAlc diizeyi %7,8
ve AKG 184,7 mg/dL olarak saptanmistir (Pastore et al., 2022). Yazdanpanah ve
ark. da benzer olarak DAU olan hastalarda HbAlc diizeyinin yiiksek oldugunu
gostermislerdir (Yazdanpanah et al., 2018). Bizim ¢alismamizda da bu arastiricilarin
sonuglarina benzer sekilde DAU olan hastalarin HbAlc diizeyleri daha yiiksek
bulundu ancak AKG diizeylerinde istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. AKG

diizeylerinde farklihgin gozlenmemesinin nedeninin, DAU olan hastalarin tanist
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konulduktan sonra kan sekeri regiilasyonlarinin saglanmast sonucu AKG
diizeylerinin kontrol grubu ile benzer bulunmas: olabilir. Diyabetik hastalarda son ti¢
aylik kan sekeri diizeylerini yansitan HbALlc degerlerini irdelemek daha dogru bir
yaklasimdir. Bizim hasta grubumuzda da HbAlc diizeyinin daha yiiksek olmasi,
DAU olan hastalarin hiperglisemik oldugunu ve kan sekeri regiilasyonlarmin kétii
oldugunu diisiindiirdii. Calismamizda ayrica, DAU grubun total kolesterol, LDL ve
HDL kolesterol diizeyleri kontrol grubundan daha diisiik saptandi. Bu bulgunun
nedeni de hastalarin ek hastaliklart nedeni ile daha siki lipid kontrolii i¢in
antihiperlipidemik tedavi aliyor olmalari olabilir. Diyabetin mikrovaskiiler
komplikasyonlarinin temelinde hiperglisemi olmasi nedeni ile DAU’ ye néropati,
retinopati, nefropati gibi diger komplikasyonlar eslik edebilmektedir (Pastore et al.,
2022). Pastore ve ark. nin ¢alismasinda, DAU olan hastalarin kontrol grubuna gére
kreatinin diizeyleri daha yiiksek saptanmistir (sirasiyla 1.4+0.4 mg/dl ve 1.240.5
mg/dl; p=0.002) (Pastore et al., 2022). Bizim ¢alismamizda da onceki ¢aligmalar ile
uyumlu olarak DAU olan hastalarin kreatinin ve albiiminiiri diizeyleri yiiksek
bulundu.

T2DM’ nin mikrovaskiiler komplikasyonlarinin patogenezinde oksidatif stresin
onemli bir rolii oldugu bilinmektedir ve hiperglisemi oksidatif stresi arttirmaktadir.
Oksidatif stres de diger yolaklarla birlikte en ¢ok vaskiiler endotel hiicrelerini
etkilemekte ve DNP, DAU gibi mikrovaskiiler komplikasyonlarm ortaya ¢ikmasina
katkida bulunmaktadir (Craven et al., 2001; Du et al., 2000; Goto et al., 2008; T.
Nishikawa, Edelstein, & Brownlee, 2000; T. Nishikawa, Edelstein, Du, et al., 2000).
Nrf2, oksidatif stres sirasinda ortaya ¢ikan reaktif oksijen radikallerine yanit olarak
ARE iligkili genlerin transkripsiyonunu aktive eden bir transkripsiyon faktori olup
hiicrelerin oksidatif hasardan korunmasinda gorevli olan yolaklardan biridir. Normal
sartlarda, sitoplazmada Keapl’ e bagli halde bulunmasi niikleusa ge¢mesini
engellemekte ve proteozomlarda yikilmasini saglamaktadir. Oksidatif stres sirasinda
ise, Nrf2 Keapl’ den ayrilarak niikleusa gecip ARE’ ye baglanarak, antioksidan ve
detoksifiye edici enzimleri kodlayan genlerin transkripsiyonunu saglayarak
antioksidan cevabin olugmasina katkida bulunmaktadir (McMahon et al., 2003; Tong
et al., 2006). Bu transkripsiyon faktoriiniin birgok organ sisteminde 6nemli rolii
oldugu belirtilmektedir (Marzec et al., 2007; Okano et al., 2013; Song et al., 2016;
Ungvari et al., 2012; von Otter et al., 2010). Deneysel ¢alismalar Nrf2’ nin DNP,

36



DAU gibi diyabetin mikrovaskiiler komplikasyonlarinda rolii olabilecegini
gostermekte ve bazi klinik ¢aligmalar da bu bulgular1 desteklemektedir (Hong et al.,
2012; Jiang et al., 2010; Kalvala et al., 2020; Long et al., 2016; Pergola et al., 2011;
Wang et al., 2021; Zheng et al., 2011).

Bazi arastirmalarda Nrf2 polimorfizmlerinin vitiligo, tlseratif kolit gibi otoimmun
hastaliklar, Parkinson hastalig1 gibi ndrodejeneratif hastaliklar, maligniteler ve genel
ve kardiyovaskiiler mortalite ile iliskili oldugu belirtilmektedir (Arisawa, Tahara,
Shibata, Nagasaka, Nakamura, Kamiya, Fujita, Yoshioka, Okubo, Hirata, et al.,
2008; Arisawa, Tahara, Shibata, Nagasaka, Nakamura, Kamiya, Fujita, Yoshioka,
Okubo, Sakata, et al., 2008; Okano et al., 2013; Shimoyama, Mitsuda, Hamajima, et
al., 2014; Shimoyama, Mitsuda, Tsuruta, et al., 2014; Song et al., 2016; Ungvari et
al., 2012; von Otter et al., 2010). Nrf2’ nin promotdr bélgesinde en ¢ok ¢alisilan
polimorfizmler rs35652124, rs6706649 ve rs6721961 polimorfizmleridir. Promotdr
bolgesindeki polimorfizmler gen ekspresyonlarini regiile edebilmektedir (Umapathy,
Krishnamoorthy, Mariappanadar, Viswanathan, & Ramkumar, 2018). Calismalarda,
promotdr bolgesindeki polimorfizmlerin Nrf2” nin ARE’ ye baglanmasimnmi ve
dolayisiyla Nrf2’ nin transkripsiyonel aktivitesini azalttigi One siiriilmektedir
(Marczak et al., 2012; Marzec et al., 2007). Bu bulgularla uyumlu olarak Nrf2
geninin  promotor bolgesindeki rs35652124, rs6706649 ve rs6721961 gibi
polimorfizmlerinin otoimmiinite, inflamasyon ve oksidatif hasar ile karakterize olan
hastaliklarla iligkili bulunmasi diyabetin mikrovaskiiler komplikasyonlarinda da rolii
olabilecegini diisiindiirmektedir. Deneysel ve klinik c¢alismalarda, diyabetin
mikrovaskiiler komplikasyonlarinda Nrf2’ nin rolii oldugu gosterilmistir (Hong et al.,
2012; Kalvala et al., 2020; Long et al., 2016; Pergola et al., 2011; Soares et al., 2016;
Zheng et al., 2011). Ve bu yiizden son yillarda diyabet ve Nrf2 polimorfizmleri
arasindaki iligkinin ortaya konma calismalarina agirlik verilmeye baslanmistir. Fakat,
mikrovaskiiler komplikasyonlar ile Nrf2 polimorfizmlerinin iligkisini inceleyen
calisma sayis1 ¢cok azdir.

Xu ve ark., periferik noropati, nefropati, retinopati, ayak iilserleri ve mikroanjiyopati
gibi diyabet komplikasyonlari1 olan 214 diyabetik hasta, komplikasyonu olmayan 236
diyabetik hasta ve 359 saglikli insandan olusan kontrol grubunda Nrf2’ nin alt1 farkli
polimorfizminin (rs2364723, rs13001694, rs10497511, rs1806649, rs1962142 ve
rs6726395) dagilimini incelemislerdir. Saglikli kontrol grubu ile T2DM olan grup
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arasinda bu polimorfizmlerin genotip dagilimlar1 benzer iken komplikasyonu olan ve
olmayan T2DM hastalar1 arasinda rs2364723, rs10497511, rs1962142 ve rs6726395
polimorfizmlerinin  genotipik dagiliminda istatistiksel olarak anlamli fark
saptamislardir. Sonug olarak, bazi polimorfizmlerin komplikasyonu olan diyabetik
hastalarda daha sik goriildiigii bulunmustur (Xu et al., 2016).

Calismamizda, Nrf2 geninin promotdr bolgesindeki rs35652124 (T>C) polimorfizmi
ile DNP iliskisi degerlendirildiginde bu hastalar ile kontrol grubu arasinda genotip
dagilimi benzer bulundu. rs35652124 (T>C) polimorfizminin DNP igin risk faktorii
olamayacagi sonucuna varildi ancak CC genotipi degerlerinin istatistiksel olarak
anlamli bir sonu¢ vermemesine ragmen DNP gelisiminde diisiik olasilikla da olsa
etken olabilecegi diisiiniildii (p=0,076). Daha kesin bilgi elde edilebilmesi i¢in hasta
sayisinin  arttirilmasinin  dogru olacagir sonucuna varildi. Literatiirde DNP ile
r$35652124 polimorfizmi arasindaki iliskiyi degerlendiren bagka bir ¢alismanin
bulunmamasi, sonuglarimizin tam olarak degerlendirilmesi agisindan yon gosterici
olmamustir.

Nrf2 promotdér bolgesi polmorfizmlerinden en c¢ok calisilanlarindan biri de
rs6706649’ dur. Promotor bolgesindeki rs6706649 (-651 G/A) polimorfizminin Nrf2’
nin ARE’ ye baglanmasin1i ve transkripsiyonel aktivitesini azalttigi One
stirilmektedir. Boylece, promotér bolgesindeki rs6706649 polimorfizminin
hiicrelerdeki antioksidan kapasitenin azalmasina neden olmasi beklenmektedir.
(Boettler et al., 2012; Zazueta, Jimenez-Uribe, Pedraza-Chaverri, & Buelna-Chontal,
2022). Calismamizda, DNP grubu ile kontrol grubunun rs6706649 genotip dagilimi
karsilastirildiginda farkli bulundu ve GA genotipinin DNP riskini arttirabilecegi
gosterildi. Literatlirde bu polimorfizmin DNP ile iliskisini degerlendiren herhangi bir
caligmaya rastlanmadi. Bu sonuglara goére rs6706649 polimorfizminin, Nrf2’ nin
transkripsiyonel aktivitesini azaltarak antioksidan kapasitenin azalmasi yoluyla
diyabet komplikasyonlarina yatkinlik yaratiyor olabilir yorumu yapildi.

2021 yilinda yayinlanan bir ¢aligmada, DNP’ si olmayan 500 hasta ile DNP’ si olan
383 hastada rs6721961 (—617C/A) polimorfizmi arastirilmistir. DNP’ si olmayan
hastalarda, CC, CA ve AA genotip dagilimlari, sirasiyla %44,4 %46,2 ve %9.,4 iken
DNP’ si olan hastalarda ise CC, CA ve AA genotip dagilimlari, sirasiyla %42,0,
%353,0 ve %S5,0 olarak bulunmustur. Genotip dagilimi DNP olan ve olmayan
hastalarda istatiksel olarak farkli saptanmigtir (p=0,018). AA genotipindeki
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hastalarda DNP riskinin daha diisiik oldugu gosterilmistir (OR 0,52, 95% Giiven
aralig1 0,28-0,94, p=0,029) (Wang et al., 2021). Nrf2 rs6721961 polimorfizminin
Nrf2 aktivitesini arttirmasi ve dolayisiyla antioksidan kapasitenin artmasinin T2DM’
nin komplikasyonlarini dnleyebilecegi One siiriilebilir. Calismamizda ise rs6721961
(T>G) polimorfizmi genotip dagilimi incelendiginde kontrol grubunun %94,5 inin,
DNP grubunun %84,1” inin ve DAU grubunun %86,8” inin GG genotipine sahip
oldugu bulundu. DNP ve DAU gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda genotip
dagilimlarinda fark olmadig1 gosterildi. Calisma grubumuzdaki hastalar arasinda GG
genotipinin bu kadar yaygin olmasinin nedeninin, toplumumuzun genetik havuzunun
farkli olmasi olabilecegi gibi hasta sayisinin az olmast yorumu yapildi.

Diyabetik hastalarda, hiperglisemi ve oksidatif stres reaktif oksijen iiriinlerinin
olusumuna neden oldugu bilinmektedir. Reaktif oksijen iriinleri, endotel hiicre
hasari, vaskiiler hasar ve yara iyilesmesinde gecikmeye neden olarak DAU
gelisimine katkida bulunabilmektedir. Nrf2’ nin DAU gelisiminde rolii olabilecegi
cesitli deneysel ¢alismalarda gosterilmistir (X. Li et al., 2018; Long et al., 2016).
Nrf2 polimorfizmleri ile DAU iliskisini inceleyen ¢alisma sayis1 oldukca azdur.
Calismamizda, Nrf2 geninin promot6r bolgesindeki rs35652124 (T>C), rs6706649
(G>A), rs6721961(T>G) polimorfizmlerinin genotip dagilimlarmin DAU olan
hastalar ile DAU olmayan kontrol grubu arasinda benzer oldugu saptandi. rs6706649
(G>A) ve rs6721961 (T>G) polimorfizminin genotip oranlar1 kiyaslandiginda DAU
riskini etkilemedigi gézlendi. rs35652124 polimorfizminde TT genotipi CC ve TC
genotipleri ile kiyaslandiginda, CC genotipi dagilmalarinin TT genotip
dagilmlarindan daha diisiik oldugu ancak TC genotipinin DAU olusumunda
etkisinin olamayacag1 sonucuna varildi. Bir galismada, T2DM olan 150 hasta, DAU
olan 100 hasta ve 150 saglikli kontrol grubu incelenmistir. rs35652124 TT
genotipinin DAU riskini arttirdigi, redoks hemostazi ve yara iyilesmesinde anahtar
genlerin regiilasyonunu bozdugu one siiriilmiistiir (R. Teena, Dhamodharan, Ali,
Rajesh, & Ramkumar, 2020). Baz1 ¢alismalarda da rs35652124 polimorfizmlerinin
Nrf2’ nin ARE’ ye baglanmasini azaltarak transkripsiyonel aktivitesini azaltabilecegi
oOne siirtilmistiir (Marzec et al., 2007; Song et al., 2016).

Son yillarda Teena ve ark. tarafindan yapilan baska bir calismada, Nrf2’ nin
posttranslasyonel modifikasyon bdlgesinde yer alan rs182428269 (-127 C/T)

polimorfizmi ile DAU arasindaki iliski incelenmistir. Bu bolge, Nrf2’ nin Keapl’ e
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baglandig1 bolgede yer aldigi i¢in bu polimorfizmin Nrf2-Keap1 iligkisini bozacagi
ve Nrf2’ nin Keapl’ den ayrilamadigi icin aktivitesinin engellenecegi ve
ekspresyonunun azalacagl one siiriilmiis ve TT genotipi sikligmin DAU olan
hastalarda saglikli kontrol grubundan daha yiiksek oldugu ve DAU riskini arttirdig
gosterilmistir. Ek olarak, TT genotipindeki hastalarda periferik kan mononiikleer
hiicrelerindeki Nrf2 ekspresyonunun daha az oldugu saptanmistir. Bu g¢alismada
yazarlar, posttranslasyonel modifikasyon bolgesinde yer alan rs182428269
polimorfizminin Nrf2’ nin Keapl’ den ayrilmasini engelledigi ve boylece Nrf2’ nin
daha fazla proteazomal yikima maruz kalarak antioksidan etkisini gosteremedigini
One stirmiislerdir (Rajan Teena et al., 2021).

Calismamizda, DAU ile Nrf2 polimorfizmleri irdelendiginde arasinda herhangi
anlamli bir iliski saptanmadi. Bunun nedeni, ilgili polimorfizmlerin DAU
gelisiminde etkilerinin olmamasi olabilir. Diger nedenlerden biri ise ¢alismamiza
dahil ettigimiz DAU olan hasta sayismin azligi olabilir. Ayrica, altta yatan
nedenlerden birinin  toplumumuzda bu polimorfizmlerin  sikhigmin  diger
toplumlardan farkli olmasi olabilecegi diisiiniildii.

Literatiir taramalar1 sonrasinda Nrf2 polimorfizmleri ile DNP ve DAU iliskisini
arastiran ¢aligma sayisi oldukga sinirlt oldugundan ¢alismamizin bu alanda yapilan

calismalara oncii olabilecek nitelikte oldugu diisiiniildii.
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6. Sonu¢ ve Oneriler

Oksidatif stres diyabet komplikasyonlarmin patogenezinde etkin bir rol
oynamaktadir. Nrf2 geni, 6nemli bir transkripsiyon faktorii olup oksidatif strese yanit
olarak antioksidan genlerin ekspresyonunu regiile ederek hiicreleri oksidatif stresten
korumaktadir. Nrf2 nin promotor bolgesindeki polimorfizmlerinin Nrf2’nin  ARE’
ye baglanmasini olumlu veya olumsuz yonde etkileyerek oksidan-antioksidan
hemostazini etkiledigi diisliniilmektedir. Calisma sayist kisitlh olmakla birlikte,
calismalarda diyabetin komplikasyonlar1 i¢in bazi polimorfizmlerinin koruyucu bazi
polimorfizmlerinin ise risk faktorii olabilecegi gosterilmektedir. Caligmamizda
hedefimiz, Nrf2 rs35652124 (T>C), rs6706649 (G>A), rs6721961 (T>G)
polimorfizmlerinin DNP ve DAU komplikasyonlari ile iliskili olup olmadigini ve bu
polimorfizmlerin diyabet komplikasyonlar1 riski yiiksek hastalarin erken tanisinda
kullanilip kullanilamayacagini arastirmakti. Calisilan polimorfizmlerden rs6706649
GA genotipinin DNP i¢in risk faktorii oldugu belirlendi. Bu sonugtan yola ¢ikarak
hasta sayisinin arttirilarak bulgumuzun pekistirilmesiyle diyabetik hastalarda DNP ve
DAU icin tanisal genetik bir belirteg olarak kullanilabilecegini diisiindiik. Sonug
olarak bulgularimiz, Nrf2’ nin promotdr bolgesindeki bazi polimorfizmlerin diyabet
komplikasyonlart ile iligkili olabilecegini gosterdi. Bulgularimiz dogrultusunda, daha
biiyiik popiilasyonlarda, farkli hasta gruplarinda, diyabetin diger komplikasyonlari ile
Nrf2 polimorfizmlerinin, oksidan-antioksidan sistemin serumdaki diizeylerinin ve
dokudaki oksidatif stres belirteglerinin iligkisinin arastirilmasinin yararli olacagi

distinildii.
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Ek-2 Olgu Rapor Formu

iki 6nemli diyabet komplikasyonunun Nrf2 gen polimorfizmleri ile

iliskisinin degerlendirilmesi
Tarih :
Olgu No:
Yas:
Cinsivet: K( ) E()
Kilo:
Boy:
Kan basinci:

Diyabet tan1 zamani:

Diyabetik nefropati tam zamani:

Diyabetik ayak tam1 zamani:

Diger kronik hastaliklar: ve tam1 zamanlari:

Hipertansiyon ( ), varsa tan1 zamani:
Koroner arter hast. (), varsa tan1 zamant:

Periferik arter hast. (), varsa tan1 zamant:

Diger:
Glukoz: Total kolesterol:
Ure/kreatinin: HDL:
AST/ALT: LDL:
HbAlc: Trigliserid:
CRP: TIT:
Lokosit: [drar albiiminiiri:
Hb:
PIt:
rs35652124 genotip:
rs6706649 genotip:
rs6721961 genotip:
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Ek-3 Goniullii Onam Formu

BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !!!
Bu calismaya katilmak iizere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu ¢alismada yer
almay1 kabul etmeden Once calismanin ne amagla yapilmak istendigini anlamaniz
ve kararimizi bu bilgilendirme sonras1 6zglirce vermeniz gerekmektedir. Size 6zel

hazirlanmis bu bilgilendirmeyi liitfen dikkatlice okuyunuz, sorularmiza agik

Sizi Dog. Dr. Zuhal Eroglu ve Dr. Aygiil Celtik tarafindan yiiriitiilen “Iki énemli
diyabet komplikasyonunun Nrf2 gen polimorfizmleri ile iligkisinin
degerlendirilmesi” baslikli arastirmaya davet ediyoruz.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi 6neriyoruz. Ancak hemen soyleyelim ki
bu arastirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Caligmaya katilim gontilliiliik
esasina dayalidir. Kararinizdan 6nce arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz.
Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu
imzalayimiz.

Arastirmaya davet edilmenizin nedeni size diyabet tanisinin konulmusg
olmasidir. Seker hastaligi; bobrek, kalp, goz, beyin gibi bir¢ok organi damar tahribati
yaparak etkilemektedir. Bu organlarin islevlerini bozarak bobrek yetmezligi, korlik,
kalp hastaliklar1 gibi hastaliklara neden olmaktadir.

Bu calismamizda amacimiz, saglikli insanlarda kalp damar hastaliklar1 ile
iligkili oldugu gosterilmis bir genin bazi alanlarindaki gen dizilimlerinin seker
hastaligina bagli bobrek hasarlanmasina ve ayakta iyilesmesi zor yaralara neden olup
olmadiginin belirlenmesidir. Bu genin adi Nrf2 genidir. Arastirmaya katilacak
gontlli sayis1 260’ dir. Diyabete bagli bobrek hastaligi olan 110 goniillii ve diyabete
bagl ayaginda yaralari olan 60 goniillii calismaya alinacaktir. Diyabeti olan fakat
bobrek hastaligi ve ayak yaralari olmayan 90 goniillii de ¢aligmaya davet edilecektir.
Sozini ettigimiz Nrf2 geninin bazi gen dizilimlerinin bobrek tutulumu olan ve
diyabetik ayak yaralar1 olan hastalarda daha fazla saptanip saptanmadigi

arastirtlacaktir. Eger bu dizilimler daha sik saptanirsa, gelecekte, seker hastaligi
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tanist konulur konulmaz bu gen dizilimlerinin belirlenmesi ile hangi hastalarda
bobrek hasarlanmasi veya ayak yaralarinin ortaya ¢ikma riskinin yiiksek olacagini
gostermede ve uygun takip ve tedavi uygulanmasinda kullanilabilinecektir.

Eger arastirmaya katilmay1 kabul ederseniz Dog¢. Dr. Zuhal Eroglu ve Dr.
Aygil Celtik tarafindan verileriniz ve bulgularmiz kaydedilecektir. Bu kayitlar
ileride tekrar incelenerek dogru tani konulmasina yardimci olacaktir. Bu kayitlar
kimliginiz belirtilmeden tip Ogrencilerinin egitiminde veya bilimsel nitelikte
yayinlarda kullanilabilir. Bu amaglarin disinda bu kayitlar kullanilmayacak ve
baskalarina verilmeyecektir.

Bu caligmay1 yapabilmek i¢in kolunuzdan 4 mL (2 tiip) kadar kan almamiz
gerekmektedir. Bu kandan genetik materyal, DNA elde edilecektir. Bu asamada
basarisiz olundugunda bir kez daha kan vermeniz istenebilir.

Bu c¢alismaya katilmaniz ic¢in sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir.
Calismaya katildiginiz igin size ek bir 6deme de yapilmayacaktir. Yapilacak test

bagli oldugunuz saglik giderlerinizi karsilamak ile yikimlii olan kurulusa herhangi

bir mali viik getirmeyecektir.

Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: Kan alma islemi ile ilgili riskler
arasinda bayilma, agri ve/veya kan alma bolgesinde morarma sayilabilir. Ender
durumlarda igne deliginin yerinde enfeksiyon ya da kiigiik bir kan pihtist olabilir.
Olas1 bir soruna kars1 gerekli tedbirler tarafimizdan alinacaktir.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olast riskler:  Genetik bilginin
kullanilmasina bagl olarak sosyal, ekonomik ve psikolojik sorunlar ortaya ¢ikabilir.
Size ait genetik bilginin gizli kalacagina dair elimizden geleni yapacagiz. Bu

arastirma sonuclar1 ve sizin bu geni tasiyip tasimadiginiz konusunda bilgi siz onay

verirseniz_size verilecektir. Boylesi bir bilgiyi 68renmeyi reddetmek her zaman

hakkinizdir. Yaptigimiz test sizin ileride bu hastaliktan etkilenebileceginizi ortaya

cikarabilir. Eger bu geni tasidiginizi 6grenirseniz, bu genin neden oldugu hastaligin

ortaya cikmasinin engellenmesi vevya geciktirilmesi icin takip ve tedavi olabilirsiniz.

Bovle bir gene sahip oldugunuzu Ogrenmeniz sizi psikolojik yonden olumsuz

etkileyebilir. Ogrenmemeniz durumunda ise, bu hastalik ile ilgili geni tasiyip

tasimavacagnizi  0grenmediginiz icin Onlem alma, erken tani ve tedavi seceneginiz

olmayabilir. Yine hemen belirtmeliyiz ki; bu bilgiyi sizin disinizda birisi ile

paylasmamiz sadece sizin izninizle olacaktir.
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Yukarida sayilanlar boylesi bir analizde yasanabilecek potansiyel risklerdir.
Ancak bunlardan en az oranda zarar gérmenizi saglamak icin elimizden geleni
yapacagiz. Calismanin devami sirasinda ortaya ¢ikabilecek sorun ve riskler
katilimcinin/hastanin kendisine ya da ebeveyni/sorumlusuna iletilecektir.

Yapilacak genetik testin getirecegi olast yararlar: Boyle bir analiz ilgili
hastaligin nedeninin 6grenilmesinde yararli olacaktir. Su anda bu ¢aligmanin hemen
fayda olarak doniip donmeyecegini bilmiyoruz. Ancak ilgili hastaligin temelinde
yatan nedenlerin Ogrenilmesi ileride ilgili hastaliktan etkilenmis bireylere fayda
saglayacaktir.

Bu calismaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu aragtirmaya katilmak tamamen
istege baglidir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir
degisiklik olmayacaktir. Yine ¢alismanin herhangi bir asamasinda onayinizi ¢ekmek
hakkina da sahipsiniz. Eger Orneginizin imha edilmesine Kkarar verirseniz, bu
isteginizden once iretilmis her tiirlii veri ve yapilmis analiz ortadan kaldirilmayacak
ama daha fazla analiz yapilmayacaktir. Aksi halde, saklama siiresinin sonunda
Ornegin imha edilmesinden destekleyici/arastirici sorumludur.

Sayin Dog. Dr. Zuhal Eroglu ve Dr. Aygiil Celtik tarafindan Ege Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji AD’da tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu
arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir
arastirmaya “katilime1” (denek) olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmas1 gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biliylikk 6zen ve saygi ile
yaklasilacagina inaniyorum. Arastirma sonuclarmin egitim ve bilimsel amaclarla
kullanim1 sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacag: konusunda bana yeterli
giiven verildi.

Projenin ytiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. Ancak arastirmacilar1 zor durumda birakmamak icin arastirmadan
cekilecegimi Onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim. Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan aragtirma
dis1 tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk

altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.
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Ister dogrudan, ister dolayl1 olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her
tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi
miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir ylik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte,

e N : 2!
telefondan ve Ege Universitesi T1ip Fakiiltesi Tibbi Biyolo_

numarali telefondan arayabilecegimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davranisla karsilagsmis degilim. Eger katilmay:
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime herhangi bir
zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilartyla anlamis bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir diislinme siiresi sonunda adi gecen bu arastirma projesinde
“katilimer” olarak yer alma kararmi aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir

memnuniyet ve goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum.

Bu formun imzal1 ve tarihli bir kopyasi bana verildi.

Goniilliilerden elde edilen biyolojik materyaller iizerinde genetik arastirma
yapilabilmesi i¢in Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formunda (BGOF): “Tip 2
Diyabetes Mellitiis Olan Hastalarda, Diyabetik Nefropati ile Nrf2 Gen
Polimorfizmleri Arasindaki iliskinin Degerlendirilmesi’’> adli calisma kapsaminda

alinan biyolojik 6rneklerimin (kan);

Sadece yukarida bahsi gegen calismada kullanilmasina izin veriyorum.

Ileride yapilmasi planlanan ilgili hastabk grubu ile smirlandirilmis
arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum.

Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.”

seklinde goniilliiniin konu ile ilgili rizasi, Etik Kurul onay1 ve Saglik Bakanlig1 izni

alinmak suretiyle yapilmasi gerekmektedir.
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O Arastirmanin sonucu konusunda tarafima bilgi verilmesini istivorum.

O Arastirmanin sonucu konusunda tarafima bilgi verilmesini istemiyorum.

(Katilimcimin/Hastanin Beyan)

1.1.1. GONULLUNUN

1.1.2. imzAast

1.1.2.1. ADI &
SOYADI

ADREST

TEL. & FAKS

TARIH

ARASTIRMA  EKIBINDE YER ALAN
ARASTIRMACININ

VE

YETKIN

BIR

1.1.3.

1.1.4. IMZASI

1.1.4.1 ADI &
SOYADI

1.1.4.2. TARIH

1.1.5. GEREKTIGI DURUMLARDA TANIK

1.1.6. imzAst

1.1.6.1. ADI &
SOYADI

1.1.6.2. GOREVL

1.1.6.3. TARIH
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Tesekkiir
Bu stirecte her animda bana destegini esirgemeyen basta tez danigman hocam Sn.
Do¢. Dr. Zuhal Eroglu ve Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali bagkani Sn. Prof. Dr.
Cumhur Giindiiz olmak iizere tiim Tibbi Biyoloji 6gretim tiyelerine tesekkiirlerimi
sunarim. Nefroloji yan dal egitimim boyunca ve sonrasinda her zaman bana destek
olan Nefroloji Bilim Dal1 6gretim tiyeleri Prof. Dr. Ercan Ok, Prof. Dr. Hiiseyin Tz,
Prof. Dr. Mehmet Ozkahya, Prof. Dr. Giilay Asc1, Prof. Dr. Meltem Sezis Demirci ve
Dog¢. Dr. Miimtaz Yilmaz’ a tesekkiirlerimi sunarim. Endokrinoloji Bilim Dali
Ogretim tiiyesi Prof. Dr. Sevki Cetinkalp ve Do¢. Dr. Ilgin Yildirnm Simsir’ e
tesekkiirlerimi sunarim. Bu siirecte, laboratuvarda birlikte ¢alismaktan keyif aldigim
doktora Ogrencisi Biisra Bara’ ya tesekkiirlerimi sunarim. Bu tez calismasi Ege
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii tarafindan desteklenmis

olup, BAP birimine desteklerinden dolay1 tesekkiirlerimi sunarim.

Izmir, 2.08.2022 Aygiil CELTIK
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Ozgeg:mis

Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Ugur Derman Ingilizce Tip Programi’®
ndan 2004 yilinda mezun olmustur. 2005-2010 yillarinda Dokuz Eyliil Universitesi
Tip Fakiiltesi’ nde i¢ Hastaliklar1 Ana Bilim Dalinda i¢ Hastaliklar1 uzmalik egitimi
almustir. 2011-2014 yillarinda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi’ nde Nefroloji Bilim
Dalinda Nefroloji yan dal uzmanlik egitimi almistir. 2017 yilinda beri Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Nefroloji Bilim Dalinda uzman doktor olarak

calismakatadir.
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