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1. OZET

Primer bas agrilarinin dnemli bir grubunu olusturan migren, en fazla isgiicii
kayb1 yapan bas agrisidir. Migren etyopatogenezini arastiran bir¢ok ¢alisma yapilmis
olmasina ragmen kesin bir sonuca varilamamistir. Son yillarda ¢ogu hastalikta
oldugu gibi migren patogenezinde de oksidatif stresin 6nemi arastirilmaktadir.

Bu c¢alismanin amaci, antioksidan enzimlerden Siiperoksit Dismutaz (SOD),
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px), Katalaz (CAT), antioksidan Glutatyon (GSH) ve
lipid peroksidasyon iiriinii Malondialdehit (MDA)’in migren patogenezindeki
rollerini aragtirmaktir. Ayrica Mangan Siiperoksit Dismutaz (Mn-SOD), Glutatyon
Peroksidaz-3 (GSH-Px3) ve Katalaz (CAT) enzimlerinin gen polimorfizmine
bakilarak bu polimorfizmin Tiirk popiilasyonundaki insidansini aragtirmaktir.

Calismaya 30 kadin ve 10 erkekten olusan 40 migrenli ve 40 saglikli goniillii
alindi. Antioksidan enzimler (GSH-Px, CAT ve SOD), kan GSH ve plazma MDA
diizeylerini, migren hastalariyla kontrol grubu arasinda ayrica migrenli hastalarda
atak ve atak dis1 donemde karsilastirdik. Migren hastalariyla kontrol grubu arasinda,
GSH-Px, CAT, SOD ve GSH diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli diisiikliik
tespit ettik (GSH, CAT icin p<0.001, GSH-Px i¢in p=0.017, SOD igin p=0.04).
Migrenlilerde atak ve atak dis1 donemi arasinda istatistiksel olarak farklilik yoktu
(p>0.05). Plazma MDA diizeyinde, migren hastalariyla kontrol grubu arasinda ve
migrenlilerde atak donemi ile atak disi donem arasinda istatistiksel olarak fark
saptamadik (p>0.05). Calismamizin molekiiler kisminda ise; hasta ve kontrol grubu
arasinda Mn-SOD ve CAT genotipleri igin istatistiksel olarak farklilik
saptanmanusken, GSH-Px3 genotipinde anlamli farklihk gozlendi. U¢ gen icin de
allel frekansi agisindan hasta ve kontrol grubu arasinda farklilik yoktu.

Sonug olarak, migren patogenezinde oksidatif stres ve antioksidan enzimlerin
rol oynayabilecegini ve verilerimize gore GSH-Px3 geni polimorfizminin en azindan
toplumumuz i¢in migrene yatkinlik olusturabilecegini diisiiniiyoruz.

Anahtar Kkelimeler: Migren, Mangan Siiperoksit Dismutaz, Glutatyon

Peroksidaz-3, Katalaz, Polimorfizm.



2. ABSTRACT

RELATIONSHIP BETWEEN BLOOD ANTIOXIDANT ENZYME LEVELS
AND GENOTYPE DURING MIGRAINE ATTACK AND INITIAL PERIODS

IN MIGRAINE CASES

Migraine, which constitutes an important group of primary headaches, is the
headache that causes labor force loss the most. Although many researches have been
conducted to research migraine etiopathogenesis, no exact conclusion could be
reached yet. In recent years, importance of oxidative stress on migraine pathogenesis
like on many diseases is being researched.

The aim of this study is to research the roles of antioxidant enzymes such as
Superoxide Dismutase (SOD), Glutathione Peroxidase (GSH-Px), Catalase (CAT),
antioxidant Glutathione (GSH) and Malondialdehyte (MDA) of a lipid peroxidation
product in migraine pathogenesis. Moreover, the incidence of this polymorphism in
Turkish population is being researched by looking at the gene polymorphism of the
enzymes of Manganese Superoxide Dismutase (Mn-SOD), Glutathione Peroxidase-3
(GSH-Px3) and Catalase (CAT).

40 volunteers, including 30 females and 10 males, suffering from migraine and
40 healthy volunteers have been involved in this study. We compared antioxidant
enzymes (GSH-Px, CAT and SOD), blood GSH and plasma MDA levels between
patients who suffer from migraine and control group, and also between the attack
period and initial period in patients suffering from migraine. We detected a
statistically remarkable decrease in GSH-Px, CAT, SOD and GSH levels between the
patients suffering from migraine and control group (for GSH, CAT p<0.001, for
GSH-Px p=0.017, for SOD p=0.04). Statistically, there wasn’t any difference
between attack period and initial period in patients suffering from migraine (p>0.05).
As for plasma levels, we haven’t found any statistical difference between patients
suffering from migraine and control group, and between attack period and initial
period in patients suffering from migraine (p>0.05). In the molecular part of our
study, we haven’t found any statistical difference between patients suffering from

migraine and control group for Mn-SOD and CAT genotypes, but found a



remarkable difference for GSH-Px3 genotype. For all of the three genes, there were
no difference between the patients and control group in terms of allele frequency.
Consequently, oxidative stress and antioxidant enzymes play an important role
in migraine pathogenesis, and according to our data GSH-Px3 gene polymorphism
cause an inclination to migraine for our regional community.
Key words: Migraine, Manganese Superoxide Dismutase, Glutathione

Peroxidase -3, Catalase, Polymorphism.



3. GIRIS

3.1. MiGREN

3.1.1. Migren Tammu:

Insanlar etkileyen agrili durumlardan en yaygin olan1 bas agrisidir ve hekime
basvuru nedeni olarak en sik goriillen semptomlardan birisidir. Migren bas agrist;
herediter 6zellik gosteren, epizodik ataklarla seyreden, siklikla unilateral, zonklayict
vasifta, ortalama 4-72 saat siiren, ataklara siklikla bulanti, kusma, 151k ve/veya sese

hassasiyetin de eslik edebildigi bir primer bag agris1 bozuklugudur.

3.1.2. Migren Epidemiyolojisi:

Migren, bas agrilar1 icinde sik rastlanan ve biiyiik oranda isgiicii kaybina sebep
olan primer bir bas agrisidir. Epidemiyolojik calismalar prevalans yiiksekligini,
yiiksek sosyoekonomik ve bireysel etkilerini belgelemektedir. Diinya Saglik Orgiitii
tarafindan diinya capinda Oziirliilik yapan hastaliklar arasinda 19. sirada
belirtilmektedir (1, 2). Migren, biiylik cogunlukla gen¢ ve orta yash bireyleri
etkileyen sik karsilasilan bir durumdur ve kadinlarda erkeklerden daha fazla
goriilmektedir. Hastalarin %80’inden fazlasinda baslangic 30 yasindan oncedir.
Migren genel popiilasyonun %10’undan daha fazlasimi etkileyen epizodik bir bas
agnisidir. Ulkemizde 15-55 yaslarn arasinda %16,4 sikliginda bulunmus olup,
kadinlarda %21, erkeklerde %10,9 olarak belirtilmistir. Cocuklarda ise migren
prevalans degeri %3-6 arasinda bildirilmektedir (3, 4).

3.1.3. Migren Patogenezi:

Migren etyopatogenezini arastiran bircok ¢alisma yapilmis olmasina ragmen bu
konuda hala kesin bir etyopatogenetik mekanizma ortaya konulamamistir. Migren
patogenezini aciklamaya yonelik bircok teori mevcuttur (5). One siiriilen teorilerden
en cok kabul gorenleri vaskiiler hipotez, norojenik hipotez ve kortikal yayilan
depresyondur.

Migren patofizyolojisini agiklamaya yonelik en eski teori Wolff tarafindan
ortaya atilan vaskiiler teoridir (6). Wolff, migren aurasinin intraserebral
vazokonstriksiyondan kaynaklandigin1 ve ardindan ortaya cikan bas agrisininda

intraserebral arterlerdeki reaktif vazodilatasyon nedeniyle olustugunu 6ne siirmiistiir.



Bu teori agrinin zonklayict niteligi, ergot uygulanmasi ile agrinin giderilmesini
aciklarken; tedavide kullanilan bazi ilaglarin kan damarlarma etkisinin olmayist,
hastalarin ¢ogunda aura olmamas1 gibi nedenlerle ve yapilan kan akimi ¢aligmalart
ile bu teori desteklenmemistir (7).

Son yillarda beyinde sadece vazodilatasyonun degil néropeptid saliniminin da
rol oynadiginin anlagilmasi nedeniyle ndrovaskiiler teori benimsenmeye baslamigtir.
Bu teoriye gore, noral olaylar sonucu agriya duyarli yapilardaki kan damarlar dilate
olarak agriya neden olmaktadir (7). Trigeminal sinirin oftalmik dali aracilifiyla pia,
araknoid ve duramaterdeki damarlart ve intrakranial damarlarin proksimalini
uyarmaktadir. Periferik trigeminal aksonlarin aktivasyonu ile Calsitonin Gene-
Related Peptide (CGRP), Neurokinin A (NKA), Subtance P gibi noropeptidler
salgilanir. Bunlar yukarida bahsedilen damarlar ve yapilarda vazodilatasyon ve
protein ekstravazasyonuna yol acarak norojenik inflamasyona neden olurlar.
Noropeptidlerin salinimi endotelyal hiicreler, mast hiicreleri ve trombositleri aktive
ederek arasidonik asit metabolitleri, potasyum, histamin ve serotonin gibi agri
reseptoriinii uyaran iirlinlerin sentezlenmesiyle sonuglanir. Trigeminal sinir periferik
aksonlarinin aktivasyonu ile agri duyusu C2'den bulbusa kadar uzanan trigeminal
niikleus caudalise (TNC) iletilir. Agrinin TNC'den rostral beyin bolgelerine iletilmesi
sirasinda beyin sapindaki baglantilar sebebiyle siiperior salivator niikleus uyarilarak
pterigopalatin ve otik ganglion araciligiyla parasempatik aktivasyona (Nitrik Oksit
(NO) ve Vazoaktif Intestinal Polipeptit (VIP) saliimi) ve bdylece vazodilatasyona
neden olmaktadir (7).

Migren bag agristim agiklamaya yonelik bir diger teori de kortikal yayilan
depresyondur. 1k olarak 1944’de Leao tarafindan tavsan serebral korteksinde tespit
edilen ve ardindan insan beyninde de oldugu gosterilen bu teoriye kortikal yayilan
depresyon denmistir. Bas agrisinin baslangicindaki hiperemik fazi, korteks boyunca
yayillan kan akiminda azalma izler ve bu durum “yayilan oligemi” olarak
adlandirilmaktadir. Ozellikle aurali migren patofizyolojisini aciklamakta 6nemli olan
bu teoride, yayilan oligemi posterior beyin kan akiminda %17-35 oraninda azalmaya
neden olup bu azalma parietal ve temporal bolgelere de yayilir (8). Oligeminin olusu
ile migrendz skotomlar ayn1 zamanda ortaya ¢ikar ve kan akimindaki azalma 30-60
dakika siirdiikten sonra normale doner veya artar. Van Harreveld, kortikal yayilan
depresyonda glutamat ve glutamat reseptor agonisti n-metil d-aspartat (NMDA) nin

roliiniin oldugunu belirtmistir.



Bu olayin esasi NMDA ve glutamat reseptorlerinin uyarimi sonucu
vazodilatatdr olan NO aktivasyonu sonucunda ortaya ¢ikan vazodilatasyonun agriya
neden olmasidir (9). Cogu hastalifin etyopatogenezinde rol oynadigi tespit edilen
oksidatif stresin migren patogenezinde de rol oynayabilecegi konusu son yillarda

arastirilmaktadir.

3.1.4. Migren Donemleri:
Bir migren atagi baslica dort donemden olusmaktadir (10):

1) Prodrom donemi: Hastalarin %20-60’1nda bas agrisindan 6nceki saatler ve giinlerde
prodrom belirtileri goriilmektedir. Migren bas agrisinda goriilen prodrom belirtileri;
norolojik, otonom ve sistemik belirtiler olup, bunlarin basinda depresif ruh hali,
oforik davranislar, tepkisellik, durgunluk, konsantrasyonun ve dikkatin azalmasi gibi
noropsikolojik belirtiler gelmektedir. Ayrica fonofobi, fotofobi, hiperosmi gibi
norolojik belirtiler ve istah degisiklikleri, halsizlik, sik idrara gitme gibi sistemik
belirtiler de prodrom belirtileri icinde sayilabilir. En sik gozlenen belirtiler,
yorgunluk hissi (ataklarin %72’sinde), konsantrasyon giicliigii (%51), ense sertligi
(%50) dir (7, 10).

2) Aura donemi: Aura migren ataginin hemen 6ncesinde veya migren bas agrisinin
baslangicinda ortaya ¢ikan fokal norolojik (gorsel ve/veya duyusal ve/veya konusma)
belirtilerin karisimidir. Siklikla 5-20 dakika i¢inde gelisip 60 dakikadan kisa siirer.
Aura doneminde beyin kan akimi, klinikle iliskili etkilenmis korteks alaninda azalma
gosterir. Auralar icinde en sik gozlenen gorsel auralar; skotomlar, basit 151k
cakmalarn veya gOrme alanin hemianopik olarak etkilendigi goérme bulaniklig
seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Ikinci bir aura sekli olan duyusal aurada ise, paresteziler
veya uyusukluk-hissizlik seklinde belirtiler mevcuttur (11). Hastalarin %18'inde
motor belirtiler goriiliir ve genellikle duyusal belirtilerle birliktedir. Ayrica hastalarin
%17-20’sinde afazik auralar (konusma bozukluklar) bildirilmistir (11).

3) Agr1 donemi: Tipik migren bas agrisi zonklayici, orta-agir siddette, tek tarafli ve
fiziksel aktivite ile siddetlenir. Agr1 enseden, basin arkasindan, basin bir tarafindan
baslar, iki tarafli olabilir (hastalarin %40’1nda) ya da tek tarafli baslayip jeneralize
hale gelebilir. Agr baslangictan sonraki 2-12 saat icinde siddetlenerek ataga
doniisiir. Migren ataginin siiresi eriskinlerde 4-72 saat, ¢ocuklarda ise 1-48 saat

arasinda degisebilmektedir (11).



Agriya hastalarin %90’1nda bulanti eslik eder, ancak iicte birinde kusma
goriiliir. Ayrica fotofobi, fonofobi ve osmofobi seklinde duyarhilikta artis goriiliir
(12). Bas agris1 sirasinda istahsizlik, diyare, tenezm, solukluk, terleme ve poliiiri gibi
sistemik belirtiler de goriilebilir.

4) Postrom donemi: Diizelme fazinda agri azalir ve kaybolur. Hastalarin bazisi
kendilerini oldukca iyi hissedebilir, yenilenmislik hissi, 6fori olabilir. Bazilar1 da

yorgun, titkenmis ve depresif hissedebilir (11).

3.1.5. Smiflandirma:

Bas agrisiyla ugrasan hekimler arasinda ortak bir dil olusturmak fikri ilk olarak
M.S. ikinci yilizyilda yasamis olan Kapadokyali Areteus tarafindan ortaya atilmistir.
Giiniimiizde migren tanisi, her iilkede ve her hekim tarafindan Uluslararasi Bas agrisi
Dernegi (International Headache Society - IHS) tarafindan yayinlanan belirli tanisal
kilavuzlar dikkate alinarak konulmaktadir. 1988 yilinda Olesen’in bagkanliginda
olusturulan “Uluslararas1 Bas agris1 Derneginin Bas agris1 Siniflama Komitesi”
tarafindan tiim bas agrilarini igeren siniflandirma ve tam oSlgiitleri yayilanmstir (13,
14). THS-1988 siniflamas1 bazi1 bas agrilarim tanimlamada yetersiz kaldigindan
zaman icerisinde yenileme ihtiyac1 dogmus ve en son 2004 yilinda hem klinik
pratikte hemde bilimsel aragtirmalarda bas agris1 bozukluklarinin siniflandirilmasini
iyilestirmek icin genis bir grup bas agrisi bozuklugu tam kriterleri yaymlanmistir
(15-17). Bu simiflamaya gore 6 alt tipe ayrilmis olan migren, toplumda daha sik
goriilmeleri nedeniyle temel olarak aurali ve aurasiz migren olmak iizere 2 alt gruba
ayrilabilir. Aurasiz migren, aurali migrene gore daha siktir ve hastalarin yaklasik
%901 aurasiz migren seklinde goriilmektedir. Migren hastalarimin yaklasik %10
kadarinda goriilen ve gorsel, duyusal, motor veya diger fokal serebral veya beyin
sap1 semptomlarindan olusan aura, prodrom safhasinin sonunda ortaya ¢ikar. Aura
donemi yaklasik 5-20 dakika icinde gelisir ve genellikle siire 60 dakikay1
gecmemektedir.

Bizim calismamizda migrene yonelik duyarlilik ve seciciligi daha yiiksek olan
Bas Agris1 Bozukluklarinin Uluslararast Siniflamasi (International Classification of
Headache Disorders ICHD-II (2004) ol¢iitleri (16) kullanilmistir (Tablo 1). Ayrica

burada toplumda en sik goriilen aurasiz ve aurali migrenden s6z edilecektir.



Tablo 1. Bas Agrst Bozukluklarmin Uluslararas1 Simiflamasi  (International

Classification of Headache Disorders-ICHD-II) 2004

1. Aurasiz Migren
2. Aural Migren
2.1. Migren bas agrih 6zgiin aura
2.2. Migren bas agrisiz 6zgiin aura
2.3. Bas agrisiz 6zgiin aura
2.4. Familyal hemiplejik migren (FHM)
2.5. Sporadik hemiplejik migren
2.6. Baziller tip migren
3. Siklikla migren onciilii olan ¢ocukluk cag periyodik sendromlar:
3.1. Dongiisel kusmalar
3.2. Abdominal migren
3.3. Cocukluk cagimin iyi huylu paroksismal vertigosu
4. Retinal migren
5. Migren komplikasyonlari
5.1. Kronik migren
5.2. Status migrenozus
5.3. Infarktsiz 1srarh aura
5.4. Migrenoz infarkt
5.5. Migrenin tetikledigi nobet
6. Olas1 migren
6.1. Olasi aurasiz migren
6.2. Olas1 aurali migren

6.3. Olasi kronik migren




3.1.5.1. Aural Migren:

Geri donebilen, bas agris1 fazindan once serebral korteks veya beyin sapindan
kaynaklanan genellikle 5-20 dakika kadar siiren ancak 60 dakikadan once sonlanan
fokal norolojik belirtilerin (gorsel ve/veya duyusal ve/veya konusma) ortaya ¢iktigi
ataklarla karakterize yineleyici bas agris1 bozuklugudur. Aurasiz migren 6zellikleri

ile bas agris1t donemi siklikla aura belirtilerini izleyerek ortaya ¢ikar (2).

Tablo 2. Aurali Migren Tan1 Kriterleri

A) B olciitiinii karsilayan en az 2 atak olmalh
B) Asagidaki ozelliklerden en az 3’ii olmahdir
1. Bir veya daha fazla sayida, timiiyle geri dénebilen ve fokal serebral kortikal
ve/veya beyin sapr fonksiyon bozukluguna isaret eden aura belirtilerinin
olmasi
2. Dort dakikadan daha uzun siirede yavas yavas gelisen en az bir aura belirtisi
ya da 2 veya daha fazla sayida birbiri ardi sira gelisen belirtiler
3. Aura belirtileri en fazla 60 dakika siirmeli
4. Bas agnis1 auray1 takiben 60 dakika icinde baglamali (agr1 aura olmadan dnce
veya aura ile birlikte baslayabilir).

C) Bas agnis1 baska bir bozukluga baglanamaz

3.1.5.2. Aurasiz Migren:

4-72 saat siiren ataklar halinde kendini gosteren en sik goriilen migren alt
tiiriidiir. Aurasiz migrende agrinin tipik ozellikleri; tek tarafli yerlesim, zonklayici
vasifta, siddeti orta veya siddetli, giinliik fiziksel aktivite ile artis, bulant1 ve/veya

fotofobi ve fonofobi ile birliktelikdir (2).



Tablo 3. Aurasiz Migren Tam Kriterleri

A) B-D’yi karsilayan en az 5 atak
B) 4-72 saat siiren bas agrisi ataklari (tedavi edilmemis veya tedavi basarisiz)
C) Bas agnis1 asagidaki ozelliklerden en az 2’sine sahiptir:
1. Tek tarafh yerlesim
2. Zonklayici nitelik
3. Orta veya siddetli agr
4. Giinliik fiziksel aktivite ile artis ya da onlardan kaginmaya neden olma
D) Bas agrisi sirasinda asagidakilerden en az biri olamah:
1. Bulanti ve/veya kusma
2. Fotofobi ve fonofobi
E) Asagidakilerden en az biri olmali:
1. Oykii ve/veya fizik muayene ve/veya norolojik muayene sekonder bir bas
agrisini diisiindiirmemeli
2. Oykii ve/veya fizik muayene ve/veya norolojik muayene sekonder bir bas
agrisini diisiindiiriir fakat uygun incelemelerle boyle bir olasilik dislanmis olmali
3. Bas agrisinin boyle bir nedeni olsa dahi migren ataginin bu nedenden Once

ortaya ¢ikmis olmasi/ikisi arasinda zamansal iliski kurulamamasi

3.1.6. Migren Tedavisi:

Migren bas agrisi kisinin giinliik yasam kalitesini diisiirdiigii ve atak sirasinda
kisi isini yapamaz duruma geldiginden migren mutlaka tedavi edilmelidir. Migrenin
farmakolojik tedavisi akut ve onleyici (profilaktik) olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.
Onleyici tedavi gerektiren durumlari soyle siralayabiliriz; ¢ok sik tekrarlayan
(haftada ikiden fazla) atagi olan hastalar, akut atak tedavilerine cevapsizlik, akut atak
tedavilerinin agir1 kullanimi, hemiplejik migren veya kalici norolojik hasar birakma
riski tasiyan ataklar, akut tedaviye ragmen hastanin giinliikk yasam aktivitelerine
engel olan migren atagi olan hastalar (18).

Akut tedavi, migren atagi bagladiktan sonra atag1 geri ¢cevirmek ve ilerlemesini
durdurmay1 hedefler. Onleyici tedavi ise, o sirada bas agris1 olsun veya olmasin

ataklarin siklig, siiresi ve siddetini azaltmay1 hedefler.
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Akut tedavide, analjezikler, antiemetikler, anksiyolitikler, nonsteroid
antiinflamatuar ilaglar (NSAID), steroidler, major tranklizanlar, opioidler ve ayrica
migrene spesifik ergot tiirevleri ile triptanlar yer almaktadir (19). Onleyici tedavide
ise; beta blokerler, kalsiyum kanal blokerleri, antidepresanlar, serotonin
antagonistleri, antikonviilzanlar ve NSAID’lar sayilabilir (18).

Tedavi plan1 hastaya 6zgii olarak secilmelidir. Sik olmayan hafif-orta ataklari
olan hastada analjezikler ve NSAID’lar kullanilirken, sik olan hafif-orta atagi olan
hastalarda ek olarak 6nleyici tedavi verilmelidir. Yine sik olmayan orta siddetli atagi
olan hastalarda triptanlar, dihidroergotamin ya da ergotamin, narkotikler
kullanilirken, sik olan orta siddetli atagi olan hastalarda bu tedaviye 6nleyici tedavi
eklenmelidir. Bunlarin yan1 sira biofeedback, gevseme tedavisi, stres yonetimi gibi
davramigsal tedavi yontemleri de migren tedavisi icinde yer almaktadir. Ayrica
hastalara uykunun diizenlenmesi, diizenli egzersiz, diizenli &giinler, kafeini

sinirlamak, alkollii ickilerden uzak durma gibi 6nerilerde bulunulmaktadir.

3.2. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikal, anatomik ya da molekiiler yapilarinda ciftlenmemis bir veya
daha fazla tek elektron tasiyan molekiillere verilen isimdir (20). Bu molekiillere
reaktif oksijen partikiilleri (ROP) de denilmektedir. ROP, normal hiicresel
metabolizmanin iirtinleridir ve tiim aerobik hiicrelerde oksijenden kaynaklanan
toksik molekiillerdir (21). Okaryotik hiicreler devamli olarak fazlaca serbest reaktif
oksijen-tiirevi radikallerle basa c¢ikmak zorundadirlar. ROP nedeniyle biyolojik
sistemlerde olusan hasarlara oksidatif stres, bu hasar1 onleyen veya geciktirebilen
maddelere de antioksidanlar denilmektedir (22). Oksidatif stres, yasayan
organizmada metabolik olaylar sirasinda oksijenin kullanilmasina bagli olarak
prooksidanlar ile antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi sonucu olusmaktadir.

Reaktif oksijen partikiilleri, diisiik ya da orta diizeydeki konsantrasyonlarda
hiicrenin toksinlere karsi fizyolojik cevabinda rol almak ve mitojenik aktiviteyi
artirmak seklinde faydali etkilere sahipken belli konsantrasyonlarin iizerinde
potansiyel biyolojik hasara sebep olmaktadir (23, 24). Yiiksek konsantrasyonlardaki
ROP’nin proteinler, lipitler ve niikleik asitler gibi hiicre yapilarn iizerine zararl

etkileri olabilir (21, 25).
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3.2.1. Serbest Oksijen Radikalleri (Reaktif oksijen tiirleri):

Organizmada oksijenin kismi rediiksiyonu sonucu ¢ok sayida ve yiiksek
konsantrasyonda ROP olugmaktadir (26). Yasam sisteminde, radikal {iriinler
icerisinde oksijenden olusan radikaller en dnemlisidir (27).

Oksidanlar (reaktif oksijen partikiiller) tek elektron eksiklikleri nedeni ile
baska molekiiller ile kolayca elektron alis verisi yapabilenler (radikaller) ve elektron
eksiklikleri olmadigi halde, baska molekiiller ile radikallerden daha zayif bir sekilde

bilesenler (non-radikaller) olmak iizere iki grupta toplanirlar.

Radikaller Non-Radikaller
- Siiperoksit Radikali (O'-) - Hidrojen Peroksit
- Hidroksil Radikali (OH) - Lipit Hidroperoksit (LOOH)
- Alkoksil Radikali (LO") - Hipoklorus (HOCI)
- Peroksil Radikali (LOO") - Singlet oksijen (102)

Tablo 4. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Simgeleri ve Elektron Yapilar (28)

Reaktif Oksijen Tiirleri Simgesi Elektron Yapisi

[6:8]

Siiperoksit radikali 0,
Hidroksil radikali ‘OH 0:H
. .- -2
z [6=0]

Peroksit radikali 0~ S

o . H:0::0:H
Hidrojen peroksit H,0, =

. .. 1 " (‘j = (‘j )
Singlet oksijen 0, -
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3.2.1.1. Siiperoksit Radikali (0,"):

Molekiiler oksijenin nikotinamid adenin diniikleotit fosfat-oksidaz (NADPH-
oksidaz) veya ksantin-oksidaz katalizorliigiinde bir elektron indirgenmesi sonucunda
biiylik bir kismu mitokondride olmak iizere siiperoksit radikali olusur (28). Kendi
basina 6nemli hiicre hasarlarina yol agmayan ancak hidrojen peroksit kaynagi olmasi
ve gecis metallerinin indirgeyicisi olmasi sebebiyle oksidatif strese yol acabilen bir
molekiildiir (29, 30). Siiperoksit radikali, damar duvarinda nitrik oksitin elimine

edilmesinde, hiicre bilyiimesi ve farklilasmasinda olusturulmaktadir (31).

02+e' - 02

0,y + O + 2H" — H0, + 0, (32

3.2.1.2. Hidrojen Peroksit (H,0,):
Molekiiler oksijenin 2 elektron almasi veya siiperoksidin bir elektron almasi
sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii 2 hidrojen atomu ile birleserek H,O,

meydana getirir. H,O, membranlardan kolayca gecebilen, uzun Omiirlii bir

oksidandir (20).

0Oy + e + 2H"— H,0,
02 + 2¢ + 2H+—> HzOz

Ancak, biyolojik sistemlerde H,O,’in asil iiretimi siiperoksidin dismutasyonu
ile olur. iki siiperoksid molekiilii iki proton alarak H,O, ve molekiiler oksijeni
olustururlar. Bu dismutasyon ya spontadir veya siiperoksid dismutaz (SOD)
tarafindan katalizlenir. Siiperoksid dismutaz aktivitesi sonucu ortaya c¢ikan H,0,,
katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimleriyle su ve oksijene ¢evrilir
(33, 34).

Hidrojen peroksid yapisinda paylagilmamis elektron icermediginden serbest
radikal degildir ancak reaktif oksijen tiirleri icine girer ve serbest radikal
biyokimyasinda onemli bir rol oynar. Siiperoksid ile reaksiyona girer ve en reaktif,
zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturmak iizere

kolaylikla yikilabilir (20).

H,0,+ O — 3. 0H+OH + 0,
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3.2.1.3. Hidroksil Radikali (OH):

Olustugu yerde biiyiilk hasara sebep olan, son derece reaktif bir oksidan
radikaldir. Hidroksil radikali ii¢ sekilde olusmaktadir:

1) H,Oy’in  ge¢is  metallerinin ~ varliginda  indirgenmesiyle (Fenton

reaksiyonu);

D.E_ +Fe'd %FE+2+ 0,
HyO, yFe*——>Fe™® . -0H + OH

05 +H;0,—> 03 +-0H + OH

2) O,” ve H,O,’in ortamda serbestlesmis halde bulunan Fe™ veya Cu*?

katalizorliiglinde birbirleri ile reaksiyona girmesiyle meydana gelir (Haber-

Weis reaksiyonu) (34, 35).

05 +H0,——> 03+-0H + OH

3) Yasayan hiicrelerin en dnemli unsuru sudur ve X-1ginlart veya y-isinlar1 gibi

iyonize edici radyasyonun suya etkisi de ‘OH {iiretimiyle sonuclanir (36).

HOH —> HT + + OH

Hidroksil radikali, hiicre zan su igcermediginden baslica hedefi yag asidi olup
zar lipidlerinin peroksidasyonu ile zarin yapisini bozar ve gegirgenligini artirip hiicre
Olumiine sebep olabilir (37). Hidroksil, deoksiriboniikleik asitte (DNA) tek yada cift
iplik kirilmalart gibi cok dnemli hasar yapici olaylara neden olarak 6zellikle cift iplik
kirilmalariin hiicre tarafindan onarillamayan hasarlar olusturdugu diisiiniilmektedir.

(38, 39).

3.2.1.4. Singlet Oksijen ('0,):
Singlet oksijen ('O,), ortaklanmanus elektronu olmadigindan radikal olmayan
ancak serbest radikal reaksiyonlarini baslattiklarindan dolayr serbest radikaller

sinifina dahil edilen bir molekiildiir.

14



Siiperoksit radikallerinin dismutasyonu ya da hidrojen peroksitin hipoklorit
ile reaksiyonu sonucunda olusabilecegi gibi oksijen elektronlarindan birinin
disaridan enerji almast sonucu kendi doniis yOniiniin tersi yonde olan farkli bir
yoriingeye yer degistirmesi sonucunda da meydana gelebilir (40). Singlet oksijenin,

DNA hasari olusturdugu ve mutajenik oldugu gosterilmistir.

0, AT
0, NO’
Siiperoksit
dismutaz
Katalaz W W
H,0 € H,0 ONOQO'
2 G 202
H+
x-ray
v v
OH" OH + ND:‘;

O
LOO g LH
Sekil 1. Serbest oksijen radikallerinin olusumu (28)

3.2.2. Serbest Radikallerin Viicuttaki Etkileri:

Cevre kirliligi yapan maddelere maruz kalinmasi, normal metabolizmanin yan
iiriinii olarak ve radyasyon sonucu olusan serbest radikaller, olduk¢a reaktif 6zellikte
olduklarindan hiicre organellerine zarar verebilirler ve bircok hastalikta rol
oynayabilirler (41). Ateroskleroz, kanser, enflamatuar eklem hastaligi, astim, diyabet
ve dejeneratif goz hastaligi, norolojik hastaliklar, romatoid artrit gibi romatolojik
hastaliklar ve yaslanma (42-44) gibi bircok hastaligin serbest radikal
reaksiyonlarindan kaynaklandig1 yoniinde kanitlar bulunmaktadir. Serbest radikaller
reaktif yapilar1 nedeniyle, basta lipitler, proteinler ve niikleik asitler olmak iizere

yiikseltgenebilen biitiin hiicre elemanlar ile etkilesirler.
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Sekil 2. Artmis reaktif oksijen tiirlerinin viicuttaki zararl etkileri

3.2.2.1. Proteinlere Etkileri:

Proteinlerin aminoasit icerigi serbest radikal hasarindan ne kadar etkilenecegini
belirler. Doymamis bag ve kiikiirt iceren triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin,
metiyonin ve sistein gibi aminoasitlere sahip olan proteinler serbest radikallerden
daha kolay etkilenirler (34, 45). Serbest radikallerin etkisine bagli proteinlerin
sekonder ve tersiyer yapilarinda olusan degisiklikler, proteinlerin antijenitesinde
degismeye ve proteolize kars1 hassasiyete yol agabilir. Serbest radikaller membran
proteinleri ile reaksiyona girerek enzim, norotransmitter ve reseptor proteinlerinin

fonksiyonlarinin bozulmasina neden olabilirler (46, 47).
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3.2.2.2. Membran Lipidleri Uzerine Etkileri:

Biyomolekiiller icinde serbest radikallerin etkilerine en hassas olan molekiiller
lipitlerdir. Doymamis yag asitlerinden zengin hiicre membranlarindaki kolesterol ve
yag asitleri serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksitler, alkoller,
hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi peroksidasyon iiriinlerini olusturmaktadirlar
(48).

Doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi olan lipid peroksidasyonu hasar
vericidir. Ciinkil olusan peroksit radikali, yiiksek reaksiyon yetenegine sahip olup
baska bir yag asidi molekiilii ile yeni bir hidroperoksit ya da yeni bir yag asidi
radikali olusturacak sekilde reaksiyona girer. Bu zincir reaksiyonu, olusan yeni
radikallerin etkisiyle devamli olarak artan bir hizda devam eder. Bu sekilde yag
asitlerinin kayb1 membran hasarina yol agmaktadir (49).

Lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur ve meydana gelen
membran hasar1 geri dOniislimsiizdiir. Lipid peroksidasyon iiriinlerinden
Malondialdehit (MDA), membran komponentlerinde capraz baglanma ve
polimerizasyona yol acar ve DNA’nmin nitrojen bazlar ile reaksiyona girerek
karsinojenik Ozellik tagimaktadir (34). Bu etkiler MDA’nin ni¢in mutajenik,

genotoksik ve karsinojenik oldugunu agiklayabilir.

3.2.2.3. Karbonhidratlara Etkileri:

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkileriyle olusan okzalaldehitler DNA,
riboniikleik asit (RNA) ve proteinlere baglanarak antimitotik etki gosterirler ve
boylece kanser hastaliklari, yaslanma, diyabet ve sigara icimi ile iliskili kronik
hastaliklarin patogenezlerinde 6nemli roller oynarlar (20). Ayrica serbest radikallerin

karbonhidratlara etkileriyle hidrojen peroksit, peroksitler de olusmaktadir.

3.2.2.4. Niikleik Asitlere Etkileri:

Niikleik asitler de tipki lipidler, karbonhidratlar ve proteinler gibi spontan
kimyasal oksidatif hasara ugrayabilmektedir. Serbest oksijen radikallerinde artma,
antioksidan enzim diizeylerindeki azalma ve/veya DNA onarim mekanizmalarinda
defekt olmas1 oksidatif DNA hasarinin artmasina yol agmaktadir (50, 51). Serbest
oksijen radikalleri DNA’nin ana yapi tasi olan piirin ve pirimidin bazlarina etki

ederek zarar vermektedirler.
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Memeli hiicrelerinde ve bakterilerde oksidatif stres sonucu gelisen DNA hasari
mutajenik etkilere sahiptir ayrica bozulmus DNA replikasyonuna bagli azalmis hiicre

proliferasyonu ve bozulmus protein sentezi hasardan sorumludur (52).

3.2.3. Etyopatogenezinde Serbest Radikallerin Rol Oynadig iddia Edilen
Norolojik Hastaliklar:

Alzheimer hastaligimin tam1 koydurucu bulgularindan olan senil plaklardaki
amiloid depolar1 ve noronlarda filamentlerin goriilmesi hastaligin ROP ile iliskisini
akla getirmektedir (53). Aym1 zamanda hastalarda eritrosit glutatyon peroksidaz
aktivitesinin ve membran lipid peroksidasyonunun artisi, antioksidanlardan vitamin
A ve vitamin E’nin plazma diizeylerinin diisiik olmasi (54) hastaligin patogenezinde
oksidatif stresin etkili olabilecegini gostermektedir.

Down Sendromu; Trizomi 21°1i kisilerin eritrositlerinde siiperoksit dismutaz
enzim aktivitesi ve ekspresyonunun artmis olmasi hastalikta ROP’nin roliinii ortaya
koymasi agisindan 6nemlidir (55).

Parkinson hastaligindaki nigrostriatal dopaminerjik néronlarin hasarindan
sorumlu mekanizmalardan birisi de ROP ile olusturulan hasardir (56). Ayrica bu
hastalarda glutatyon konsatrasyonunun substansia nigrada azalmis olarak bulunmasi
da oksidatif stresin hastaligin patogenezinde 6nemini gdstermektedir.

Son yillarda ¢ogu hastalikta oldugu gibi migren patogenezinde de oksidatif
stresin 6nemi arastirilmaktadir. Migrenli hastalarin kanlarinda antioksidan enzim ve
plazma MDA diizeylerinin bakildigr caligmalar mevcuttur (57-62). Biitiin bu
calismalarin sonuclar1 migren hastalarinda oksidatif stresin Gnemini ve migren

patofizyolojisinde vaskiiler faktorlerin nemini desteklemektedir (59).

3.3. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI:

Organizma, serbest radikal kaynakli oksidatif strese karst “antioksidan
savunma sistemleri” olarak adlandirilan bir takim mekanizmalar gelistirmistir.
Normal sartlar altinda viicutta prooksidan ajanlar (ultraviyole, iyonize radyasyon,
sigara, cesitli kimyasal vs.) ile koruyucu antioksidanlar (desferrioksamin, katalaz,
vs.) ve zincir kiran antioksidanlar (vitamin A, C, E vs.) arasinda bir denge mevcuttur.
Bu dengenin prooksidanlar yoniinde bozulmasi oksidatif stres ile sonuglanmaktadir
(63). Antioksidanlar genel olarak endojen ve ekzojen olmak iizere iki grupta

incelenmektedir.
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3.3.1. Enzimatik Endojen Antioksidanlar:

Enzimatik endojen antioksidanlar; SOD, glutatyon rediiktaz (GR), GSH-Px,
CAT, glutatyon S-transferaz (GST), mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi ve
hidroperoksidazdir (64).

3.3.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD):

Siiperoksit dismutaz enzimi, iki molekiil siiperoksit radikalini (O7)
dismutasyona ugratarak H,O, ve molekiiler oksijen olusturur (65). Son {iriinii olan
H,0, toksik bir ajan oldugundan SOD enzimi tam anlamiyla detoksifiye edici bir
enzim degildir. Ancak O, ‘in dismutasyonuna giden enzimatik yolun ilk

basamagidir.

SOD

02.- + 02'- + 2H+ H202 + 02

Siiperoksit dismutaz enziminin biri prokaryotlarda bulunan aktif bolgesinde
demir iceren, digeri prokaryot ve Okaryot hiicrelerin mitokondrisinde manganez
iceren, lglinciisii ise Okaryotik hiicrelerin sitoplazmasinda Cu ve Zn igeren olmak
tizere ayni kinetige sahip ti¢ farkli tipi mevcuttur (66). Siiperoksit dismutaz enzimi,
viicutta substrat olarak serbest radikalleri kullanan tek enzimdir ve aerobik sartlarda

yasam i¢in gerekli oldugu gosterilmistir (66).

3.3.1.2. Glutatyon Rediiktaz (GR):

Glutatyon rediiktaz enzimi organizmada yiiksek konsantrasyonda oksidatif
hasara neden olan ve glutatyon peroksidaz aracilifiyla olusturulmus okside
glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona (GSH) doniisiimiinii katalize eder.
Organizmanin yasami icin rediikte glutatyonun yiiksek konsantrasyonlar1 ve okside

glutatyonun diisiik diizeyleri gereklidir (40).

GR
GSSG + NADPH' + H" 2 GSH + NADP*
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3.3.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px):
Tetramerik yapida ve dort adet selenyum atomu ihtiva eden glutatyon
peroksidaz enzimi, lipit hidroperoksitlerin ve hidrojen peroksitin indirgenmesinden

sorumlu sitozolik bir enzimdir (67).

GSH-Px
H,O, + 2GSH GSSG  + 2H,0

GR
LOOH + 2GSH LOOH + GSSG + H,O

Diger antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda olusan
serbest radikal peroksidasyonundan fagositik hiicrelerin zarar gérmelerini engeller
ayrica GSH-Px enzimi E vitamininin yetersiz oldugu durumlarda hiicre membraninin
peroksidasyona kars1 korunmasinda gorevlidir (68). Enzim aktivitesi karacigerde

yiiksek, kalp, akciger ve beyinde orta, kaslarda diisiik olarak bulunmustur (37).

3.3.1.4. Katalaz (CAT):

Her birinde protoporfirin halkas1 ve merkezde demir (Fe) atomu bulunan dort
subiiniteden olusan katalaz enzimi, hidrojen peroksitin detoksifikasyonundan
sorumludur. Katalaz karaciger ve bobreklerde yiiksek aktiviteye sahipken, kalp,

beyin gibi dokularda diisiik aktiviteye sahiptir (69).

CAT
2H202 2H20 + 02

3.3.2. Enzim Olmayan Endojen Antioksidanlar:

Enzim olmayan endojen antioksidanlar; C vitamini (askorbik asit), E vitamini
(a-tokoferol), B-Karoten (A vitamininin 6n maddesi), Melatonin (MLT), GSH,
Ferritin, Transferrin ve Laktoferrin’dir.

C vitamini ¢ok giiclii bir indirgeyici ajan olup sulu fazlarda zincir kirici
antioksidan olarak rol oynar (31). E vitamini de zincir kiric1 antioksidanlardandir ve
membran fosfolipitlerinde bulunan poliansatiire yag asitlerini serbest radikallerin
etkilerinden korur. B-Karoten, giiclii bir singlet oksijen temizleyicisi olmanin yaninda
zincir kiran bir antioksidan olarak da etki ederek peroksit radikalleri olusumunu

engeller.
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Melatonin, hidroksil serbest radikallerini ortadan kaldiran ¢ok giiclii bir
antioksidandir ve hiicrenin tiim organellerine ayn1 zamanda cekirdegine de
girebilmesi nedeniyle DNA’y1 serbest radikallerin etkisinden korur (70). Glutatyon;
aminoasitlerin transportu, hemoglobinin methemoglobine doniisiimiinii engellemek,
yabanci maddelerin detoksifikasyonu gibi bir¢cok reaksiyonda gorev almasi nedeniyle
cok Onemli bir antioksidandir. Ferritin, transferrin ve laktoferrin ise demiri
baglayarak antioksidan etkilerini gosterirler. Bunlarin disinda hemoglobin,
miyoglobin, iirik asit, sistein ve metiyonin, albumin, bilirubin, seruloplazmin,
kreatinin ve Ostrojenler de enzimatik olmayan endojen antioksidanlardan grubunda

yer almaktadir (64).

3.3.3. Ekzojen Antioksidanlar:

Bu grupta ksantin oksidaz inhibitorleri (allopurinol, oksipurinol), NADPH
oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler), kalsiyum kanal blokerleri
(verapamil, nifedipin), non-steroid antienflamatuvar ilaglar (ibuprofen), demir tutucu
ilaglar (desferroksamin, EDTA), rekombinant SOD (r-SOD), besinlerdeki dogal
antioksidanlar (C vitamini, E vitamini ve B karoten), notrofil adezyon inhibitorleri,

asetil sistein, mannitol ve melatonin yer almaktadir (71).

3.4. MIGREN VE GEN POLIMORFIZMi

3.4.1. Polimorfizmin Tanim:

Bir toplumda sadece tekrarlayan mutasyonlarla siirdiiriilmeyecek oranlarda var
olan, nadir sikliktaki, devamlilik gostermeyen iki ya da daha fazla genetik 6zelligin
bir arada olusumu durumudur. Toplumun %2 veya daha fazlasi nadir bir alleli
tagiyorsa, bu durum polimorfiktir (72). Polimorfizmin tanimina uygun allel sikligina
ulagmaya seleksiyon neden olabilir. Ayni genin degisik formlar1 allel olarak
adlandirilir.

Bireyler arasindaki polimorfizm, restriksiyon enzimleri kullanilarak,
karakteristik uzunlukta “DNA pargaciklari” olusturularak belirlenebilir. Bu kisa
DNA fragmanlari, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilarak amplifiye
edilebilir. Enzim ve protein degiskenlikleri ile ilgili arastirmalar, insanda yapisal gen

lokuslarimin en az %30’unun polimorfik oldugunu gostermistir (72).
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3.4.2. Polimorfizmin Tipleri ve Tipta Kullanima:

Insan DNA’sindaki degisikliklerin %90 kadar1 tek baz degisimleri seklindedir
(73) ve bu allellerin frekanst %1’ gectigi zaman tek baz polimorfizmi (Single
Nuleotid Polymorphism, SNP) olarak adlandirilir. SNP’lerin yaklasgik 2/3’si
sitozinden timine degisim seklinde olmaktadir.

Polimorfizmler insan genetik arastirmalarinda ©nemli bir fonksiyon
tistlenmistir. Bir genin farkli kalittm kaliplarinin Ongoriilebilmesi veya genomun
farkli segmentlerinin birbirinden ayirt edilebilmesi 6nemli bir konudur. Bu ag¢idan su
anda DNA polimorfizm c¢alismalarinda ve bulunan polimorfizm sayisinda bir
patlama yasanmaktadir. Polimorfizm bu acgidan genetik bir marker gibi gorev
yapmaktadir. Polimorfizmler; ebeveynlik testi, suglularin tanimlanmasi, organ
transplantasyonu icin doku tiplemesi, yetiskin bireylerin diyabet ve kanser gibi,
toplumda sik goriilen hastaliklara yatkinliginin belirlenmesi, genetik hastaliklarin
heterozigot tastyicilarinin tespiti, bir kromozomun 6zel bir bolgesindeki bir genin
baglant1 analizi ile haritalanmas1 gibi bircok alanda kullanima girmistir (74, 75).
Ayrica bu polimorfik durumlar hastalarin tedavisinde kullanilacak ila¢ secimi ve

ilaca cevapta kisiler aras1 farkliliklar agiklamakta da kullanilmaktadir.

3.4.3. Migren Genetigi:

Migrenin erken yaglarda ortaya c¢ikmasi ve giiclii aile iliskisi bu hastalikta
genetik faktorlerin 6nemini akla getirmektedir. Epidemiyoloji calismalarinda aurasiz
migren hastalarinin birinci dereceden akrabalarinda 1,9 kat risk artis1 tespit
edilmisken, aurali migrende risk 4 kat artmis olarak tespit edilmistir (76).

Migrenin ailesel kiimelenme gosterdigi ilk kez Tissot tarafindan 1870 yilinda
ortaya atilmistir. Sonrasinda migrenin ailesel gecis Ozellikleri, ikizler arasinda
migren birlikteligi ve migrenin belli kromozom boélgelerine baglanti gosterip
gostermedigi yapilan ¢aligmalarla incelenmistir (77). Ailesel kiimelenme ¢aligmalari
ve ikiz ¢alismalarinda elde edilen tutarsiz sonuglar migrenin genetik cesitliligi ve tek
basina genetik faktorlerin migrenden sorumlu olmadigini gostermistir.

Ancak otozomal dominant kalitim gdsteren familyal hemiplejik migren (FHM)
icin yapilan baglant1 analizi ¢aligmalarinda ailelerin %55’inde 19p13 kromozomunda
P/Q tipi voltaj bagimli kalsiyum kanalinin al alt iinitesini kodlayan CACNAITA
geninde 4 ayr1 mutasyon bulunmustur. Bu mutasyon sonucu olusan FHM, FHM-1

olarak adlandirilmaktadir.
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Ailelerin %15’inde ise kromozom 1q21-23’te sodyum-potasyum pompasinin
a2 alt iinitesini kodlayan ATP1A2 geninde mutasyon oldugu bulunmus ve FHM-2
olarak adlandirilmistir. FHM-3 ise voltaj bagimli sodyum kanali 1A’y1 kodlayan
gendeki mutasyon sonucu olugmaktadir (77).

Migrenin kadinlarda daha fazla goriilmesi nedeniyle yapilan genetik
calismalarda baz1 ailelerde X kromozomuna baglanti gosterilmistir (78). Ayrica
endotel nitrik oksit sentetaz ve S-Hidroksitriptamin 2A (5-HT2A) reseptor gen
polimorfizmleri ile 1ilgili yapilan calismalarda migrenle herhangi bir iliski
bulunmamastir (79, 80).

Sonu¢ olarak migren atagi, bas agrisina yatkin kilacak yapisal 6zelligi
ailesinden almuis bireylerde tetikleyici faktorlerin de etkisiyle ortaya cikabilecegi

diisiincesi akla gelmektedir.

3.4.4. Antioksidan Enzimlerin Genetik Yapisi:

3.44.1. Mangan Siiperoksit Dismutaz (Mn-SOD) Enziminin Genetik
Ozellikleri:

Insan Mn-SOD enzimi homotetramerik bir molekiil olup her bir alt iinitesi 222
amino asitten olusmaktadir. Mn-SOD geninin fiziksel yapist 5 ekson ve 4 intron
icermektedir. Genin niikleotid dizisi toplam 977 baz ciftinden olusmaktadir (Tablo
5). Insan-fare hibritleriyle yapilan analizlerde bu enzimin geninin 6. kromozomda
oldugu bulundu (81). Daha sonra floresan insutu hibridizasyon ve somatik hiicre
hibrit haritalamas1 kullanilarak genin 6q25 sublokalizasyonuna sahip oldugu

belirlenmistir (82).
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Tablo 5. Insan Mn-SOD Geninin Toplam Niikleotid Dizisi. C: sitozin, A: adenin, G:
guanin, T: timin.

erigim numarast:

Tablo Genbank’tan alintilanmistir (Gen bankasi niikleotid sekansi

M36693)

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

gcgggcggceg
cggcggcatce
cagcaggcag
cgacctgccce
gcaccacagc
ccaggaggcg
gttcaatggt
tggtggagaa
caagtttaag
gcttggtttc
actgcaagga
ctaccttcag
ctgggagaat
gagtatgtta
aagctgctct
atgttctgaa
atgctttgtg

caggagcggce
agcggtagca
ctggctccgg
tacgactacg
aagcaccacg
ttggccaagg
ggtggtcata
cccaaagggg
gagaagctga
aataaggaac
acaacaggcc
tataaaaatg
gtaactgaaa
agctctttat
attgtagcat
taatttctta

tgattg

actcgtggcet
ccagcactag
ctttggggta
gcgccctgga
cggcctacgt
gagatgttac
tcaatcatag
agttgctgga
cggctgcatc
ggggacactt
ttattccact
tcaggcctga
gatacatggc
gactgttttt
ttcttgatgt

ctaaacattt

gtggtggcett
cagcatgttg
tctgggctcce
acctcacatc
gaacaacctg
agcccagaca
cattttctgg
agccatcaaa
tgttggtgtc
acaaattgct
gctggggatt
ttatctaaaa
ttgcaaaaag
gtagtggtat
tgcttagtca
tgttattggg

cggcagcggce
agccgggcag
aggcagaagc
aacgcgcaga
aacgtcaccg
gctcttcagce
acaaacctca
cgtgactttg
caaggctcag
gcttgtccaa
gatgtgtggg
gctatttgga
taaaccacga
agagtactgc
cttatttcat

caagtgattg

ttcagcagat
tgtgcggcac
acagcctccc
tcatgcagct
aggagaagta
ctgcactgaa
gccctaacgg
gttcctttga
gttggggttyg
atcaggatcc
agcacgctta
atgtaatcaa
tcgttatget
agaatacagt
aaacaactta

aaaatagtaa

3.4.4.2. Enziminin Genetik

Ozellikleri:

Glutatyon Peroksidaz-3 (GSH-Px3)

Glutatyon peroksidaz enziminin 4 tipi bulunmaktadir. Ekstraseliiler glutatyon
peroksidaz olarak adlandirilan GSH-Px3, baslica plazmada bulunmaktadir. Glutatyon
peroksidaz 3 enzimi insanda bobrek, akciger, kalp ve plasentada eksprese
edilmektedir. Enzimi kodlayan gen 5q32-q33.1°de yerlesiktir ve fiziksel yapist 5
ekzondan olugsmaktadir (83). Memelilerde selenosistein rezidiisii icermekte olan
enzim 226 aminoasitten olugmaktadir. Genin niikleotid dizisi toplam 698 baz

ciftinden olusmaktadir (Tablo 6).
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Tablo 6. insan GSH-Px 3 Geninin Toplam Niikleotid Dizisi. C: sitozin, A: adenin,

G: guanin, T: timin. Tablo Genbank’tan alintilanmistir (Gen bankas1 niikleotid

sekansi erisim numarasi: AF217787)

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

cgccatggcc
ctcgcagagc
catttacgag
tgctggcaaa
cattgaactg
tccctgcaac
caagtatgtc
tgtcaatgga
ctcggagcectc
ccgctggaac
ccaccggacc

agccctgggg

cggctgcectgce
cggggacaag
tacggagccc
tacgtcctct
aatgcactac
caatttggaa
cgaccaggtg
gagaaagagc
ctgggtacat
tttgagaagt
acggtcagca

gtcaagagga

aggcgtcctg
agaagtcgaa
tcaccattga
ttgtcaacgt
aggaagagct
aacaggaacc
gaggctttgt
agaaattcta
ctgaccgcct
tcctggtggg
acgtcaagat

agtaactgaa

cctgctttcc
gatggactgc
tggggaggag
ggccagctac
tgcaccattc
aggagagaac
ccctaatttc
cactttccta
cttctgggaa
gccagatggt
ggacatcctg
ggccgtce

ctgctcctgg
catggtggca
tacatcccct
tgaggcctga
ggtctggtca
tcagagatcc
cagctctttg
aagaactcct
cccatgaagg
atacccatca

tcctacatga

ccggcttegt
taagtggcac
tcaagcagta
cgggccagta
ttctgggctt
ttcctaccct
agaaagggga
gtcctcccac
ttcacgacat
tgcgctggca
ggcggcaggce

3.4.4.3. Katalaz (CAT) Enziminin Genetik Ozellikleri:

Tiim aerobik hiicrelerde bulunan katalaz enzimi tetramerik hemoproteindir.
Memelilerde en yiiksek miktarda bulundugu dokular karaciger, bobrek ve eritrosit
iken, en diisiik miktarda konnektif dokularda bulunur. Enzimi kodlayan gen
11p13°’de yerlesiktir ve fiziksel yapisi 13 ekzondan olusmaktadir (84). 34 kb
uzunlugundaki katalaz geninin niikleotid dizisi, toplam 2306 baz c¢iftinden

olusmaktadir (Tablo 7).
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Tablo 7. Insan CAT Geninin Toplam Niikleotid Dizisi. C: sitozin, A: adenin, G:

guanin, T: timin. Tablo Genbank’tan alintilanmistir (Gen bankas1 niikleotid sekansi

erisim numarast: 001752)

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281

ggcaacaggc
ttctgcacag
agcactggaa
acccagtagg
aggatgtggt
ttgtgcatgce
aatactccaa
tctccactgt
cagtgaaatt
tcttcatcag
agacacatct
tgcatcaggt
atggatatgg
aattccatta
tttcccagga
agtacccctc
catttaatcc
ttggtaaact
ccttcgaccce
gccgcectttt
tacctgtgaa
gcatgcagga
aacaacagcc
acactgccaa
aggaacagag
tcatccagaa
tccaggctct
tgcagtccgg
cacctgtgca
ctcctgtget
atagcagatt
taacagtcat
attagaaggc
tgtatgttta
aagaaaagat
agtacattta
ttattcctga
tcagcactga

tgtacgtaag

agatttgcct
caaaccgcac
ggagcagcgg
agacaaactt
tttcactgat
taaaggagca
ggcaaaggta
tgctggagaa
ttacacagaa
ggatcccata
gaaggatccg
ttctttcttg
atcacatact
taagactgac
agatcctgac
ctggactttt
attcgatctc
ggtcttaaac
aagcaacatg
tgcctatcct
ctgtccctac
caatcagggt
ttctgccctg
tgatgataac
gaaacgtctg
gaaagcggtc
tctggacaag
atctcacttg
gcgaagctta
agatgtgcaa
gtgtaacaat
ttaaaaaaaa
aagtttctag
catatcacct
aaagatgatc
atacagcagt
taataattga
tttcacaaca

aacCaaaaaaa

gctgagggtg
gctatggctg
gccgcgcaga
aatgttatta
gaaatggctc
ggggcctttg
tttgagcata
tcgggttcag
gatggtaact
ttgtttccat
gacatggtct
ttcagtgatc
ttcaagctgg
cagggcatca
tatggcatcc
tacatccagg
accaaggttt
cggaatccag
ccacctggca
gacactcacc
cgtgctcgag
ggtgctccaa
gagcacagca
gttactcagg
tgtgagaaca
aagaacttca
tacaatgctg
gcggcaaggg
gcgttcatcc
atgcaagcta
tttaatgcta
aatttgtttt
ctagaaatat
catggcctat
tactcagaaa
gtcatcagaa
tcaaattcat
gatcaatttg

aaaaa

gagacccacg
acagccggga
aagctgatgt
cagtagggcc
attttgaccg
gctactttga
ttggaaagaa
ctgacacagt
gggatctcgt
cttttatcca
gggacttctg
gggggattcc
ttaatgcaaa
aaaacctttc
gggatctttt
tcatgacatt
ggcctcacaa
ttaattactt
ttgaggccag
gccatcgect
tggccaacta
attactaccc
tccaatattc
tgcgggcatt
ttgccggcca
ctgaggtcca
agaagcctaa
agaaggcaaa
gtgtaacccg
gtggcttcaa
tttcceccagg
gacggatgat
gattttattt
tatattaaaa
tttttatttt
gataacttga
ttttttcact
taattgctta

agccgaggcc
tcccgecage
cctgaccact
ccgtgggecc
agagagaatt
ggtcacacat
gactcccatc
tcgggaccct
tggaaataac
cagccaaaag
gagcctacgt
agatggacat
tggggaggca
tgttgaagat
taacgccatt
taatcaggca
ggactaccct
tgctgaggtt
tcctgacaaa
gggacccaat
ccagcgtgac
caacagcttt
tggagaagtg
ctatgtgaac
cctgaaggat
ccctgactac
gaatgcgatt
tctgtgaggce
ctcatcactg
aatagagaat
ggaaaatgaa
tggattattc
gacaaaattt
tatggctata
tctaaggttc
gcaccgtcat
ggagttacat
catttttaca

tcctgcagtyg
gaccagatgc
ggagctggta
cttcttgttc
cctgagagag
gacattacca
gcagttcggt
cgtgggtttg
acccccattt
agaaatcctc
cctgagtctce
cgccacatga
gtttattgca
gcggcgagac
gccacaggaa
gaaacttttc
ctcatcccag
gaacagatag
atgcttcagg
tatcttcata
ggcccgatgt
ggtgctccgg
cggagattca
gtgctgaatg
gcacaaattt
gggagccaca
cacacctttg
cggggccctg
gatgaagatt
cccactttcet
ggttaggatt
atttaaaatg
gttgaaatta
aatatataaa
tcataggaaa
ggcttaatgt
taatgttaat

ataaataatc
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3.5. Calismanmin Amaci:

Son yillarda ¢ogu hastalikta oldugu gibi migren patogenezinde de oksidatif
stresin Onemi arastirllmaktadir. Bu konuda yapilmis calismalarin sonuglari migren
hastalarinda oksidatif stresin Onemini ve migren patofizyolojisinde vaskiiler
faktorlerin 6nemini desteklemektedir.

Bu calismada, migren hastalarinda atak ve atak disi donemde cesitli metotlarla
kan antioksidan enzim diizeyleri ve oksidatif hasarin gostergesi olarak plazma MDA
diizeylerinin incelenerek saglikli kontrol grubu ile karsilastirilmasi ve ayrica
antioksidan enzimlerin genotipik aktivitelerine molekiiler diizeyde bakilmasi
planlandi.

Amacimiz, plazma MDA diizeyinin ve kan antioksidan enzim aktivitelerinin
Olclilerek bunlarin  migren patogenezindeki rollerini arastirmaktir. Ayrica,
antioksidan enzimlerin gen polimorfizmine bakilarak migren ile iliskisini ortaya
koymak i¢in migrenli hastalar ile saglikli kontrol gruplarinda bu polimorfizmin Tiirk
popiilasyonundaki insidansini arastirmaktir. Bdylece Tiirk popiilasyonunda migrenli
hastalarda antioksidan enzim polimorfizminin genotipik insidansi arastirilacak ve
migren goriillme riski ve prognozunun bu polimorfizmle iliskisinin olup olmadigina
bakilacaktir.

Migren patofizyolojisi hala tartismalidir ve etyopatogenetik faktorlerin tespit
edilmesi ¢ok Onemlidir. Migren patofizyolojisinin bilinmesi, migren tedavisi
(profilaksi ve atak) icin gereklidir. Proje kapsaminda sundugumuz arastirma
konusuna iliskin oldukc¢a siirli sayida literatiir kaynagi mevcuttur. Bu nedenle
konunun daha genis sayida bilimsel c¢alisma ile desteklenmesi, migren ve oksidatif
stres iligkisinin molekiiler genetik boyutunun ve patogenezinin aydinlatilmasinda

bilimsel diizeyde anlaml katki saglayacagini diisiinmekteyiz.
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4. GEREC VE YONTEM

Bu calismaya Firat Universitesi Hastanesi Acil, Noroloji ve Bas agrisi
polikliniklerine bagvuran ve ICHD (16) ol¢iitlerine gbre “migren bas agris1” tanist
alan 40 hasta alindi. Bu grup hastalardan bas agris1 atagi esnasinda ve atak diginda
olmak {iizere iki kez kan alindi. Kontrol grubu hasta grubu yas ve cinsiyet dagilimi
benzer olan 40 saglikli goniilliiden olusturuldu. Kontrol grubundan bir kez kan
ornegi alindi. Migren bas agrili hastalarin tanisi noroloji klinigi bas agris1 boliimiinde
calisan uzmanlar tarafindan konuldu. Calisma Oncesi tiim hastalarin yazili onay1
alind1 (Ek-A). Calismaya dahil edilen hastalarin detayli bas agris1 6ykiisii sorgulandi,
fizik ve norolojik muayeneleri yapildi (Ek-B). Ayrica son 6 aydir migren
profilaksisine yonelik ila¢ kullanmakta olan, allerjik ve otoimmiin hastalig1 olan,
kronik ila¢ kullanim 6ykiisii olan hastalar ¢alisma dis1 birakildi.

Caligmamiz kan antioksidan enzim diizeyleri (GSH-Px, SOD ve CAT), kan
GSH ve plazma MDA diizeylerinin biyokimyasal olarak analizlerinin yapildig1 ve
sonrasinda GSH-Px3, Mn-SOD ve CAT enzimlerinin genotip aktivitelerinin
molekiiler diizeyde bakildig1 iki asamadan olugmaktadir. Caligmamizda ki analizler
Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali laboratuvarinda ve
ilgili uzmanlarin degerlendirmeleriyle yapildi. Biyokimyasal analizler yapilirken
hasta ve kontrol gruplarimi olusturan bireylerin antekiibital veninden kan ornekleri
heparinli ve EDTA’l1 deney tiiplerine alinarak en kisa zamanda laboratuvara getirildi.
EDTA’l deney tiiplerindeki tam kan -20°C’de saklandi. Heparinli tiiplerdeki kanlar
2500 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra plazmalar1 ayrilmistir. Plazmasi
ayrilmis kanlar daha sonra serum fizyolojik ile 3 defa yikandi ve ¢alisilmak iizere -
20°C’de muhafaza edildi.

Ayrica molekiiler incelemeler icin de hasta ve kontrol gruplarini olusturan
bireylerin antekiibital veninden daha 6nceden hazirlanmig EDTA’] tiiplere 2 ml kan
alindi. Kontrol grubu ve hastalardan alinan kan 6rnekleri +4 °C’de saklanarak en geg
20 giin icerisinde DNA izolasyonu yapildi. Periferik kandan DNA izolasyonu i¢in

yiiksek tuz konsantrasyonunda ¢oktiirme metodu uygulandi (85, 86).
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4.1. BIYOKIMYASAL ANALIZLERDE KULLANILAN YONTEMLER
METODLAR
4.1.1. Eritrosit GSH-Px Aktivitesinin Olciimii:

Eritrosit GSH-Px aktivitesi Olctimii i¢in Beutler (87) metodu kullanilmistir.
GSH-Px, H;O, vasitasiyla rediikte glutatyonun, okside glutatyona oksidasyonunu

katalize eder.

GSH-Px

2GSH + R-O-O-H — GSSG + H,O + R-OH

Burada R-O-O-H bir hidroperoksit olup, t-biitil hidroperoksit (t-BOOH) enzim
analizi i¢in en uygun substrattir. GSSG’nin olusum orani, glutatyon rediiktaz (GR)

reaksiyonu vasitastyla dlciildii.
Ayrraclar: Deneyin yapilisinda asagida belirtilen ayiraglar kullanildi.
1- Tris tamponu (pH:8.0): 1M Tris-HCI, SmM EDTA
2- Glutatyon (0.1 M)

3- Glutatyon rediiktaz (10U/ml)

4- NADPH (2mM)
5- t-biitilhidroperoksit (7mM)
Materyal:

Tam kan saf su ile 1/20 oraninda sulandirilarak hemolizat elde edildi. Bu
hemolizatta GSH-Px tayini yapildi. Eritrosit GSH-Px aktivitesi ol¢limii, asagidaki

deney semasina gore (Tablo 8) hazirlanarak yapildi.
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Tablo 8. Eritrosit GSH-Px Tayini Deney Semast

Ornek (pl) Kor (ul)
Tris-EDTA 100 100
Glutatyon 20 20
Glutatyon rediiktaz 100 100
NADPH 100 100
Hemolizat 10 _
Su 660 670

37°C’de 10 dk inkiibasyon yapilir.

7mM t-BOOH 10

Sistemin optik dansitesindeki azalmanin tespiti i¢in, 340 nm’de O ve 2.5

dk’daki absorbanslar kaydedilir.

Sonuclarin Hesaplanmasi:

OD, - OD; x 1
t 6.22x10°x0.01

Eritrosit GSH-Px (U/g Hb) =

Hb (g/ml)

Eritrosit GSH-Px aktivitesi Olctimiinde, sonuglarin hesaplanmasi sirasinda
kullanilan hemoglobin degeri asagida anlatildig: sekilde ol¢iilmiistiir. Ayrica eritrosit
CAT, SOD ve kan GSH diizeyi ol¢iimlerinde de hemoglobin degeri bu sekilde

Olctilmiistiir.
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Hemoglobin Ol¢iimii:

Siyanomethemoglobin yontemi (88) ile yapilir.

Prensip:

Ferrisiyaniir — hemoglobindeki Fe2+’yi oksitleyerek Fe’'e doniistiiriip

methemoglobine doniigmesini saglar ve bunu takiben potasyum siyanid (KCN) ile
stabil bir pigment olan siyanmethemoglobin meydana gelir. Olusan
siyanmethemoglobinin sebep oldugu absorbans farkinin 546 nm’de okunmasi ile Hb
miktart tespit edilmis olur.

Ayrraclar:

1- Drabkin Cozeltisi: 50 mg KCN, 200 mg K;Fe (CN)g ve 1 g NaHCOj tartilarak
bir miktar distile suda c¢oziiliir ve 1 litreye tamamlanir. Koyu renkli sisede 1 yil
dayanir.

2- Hb Standarti: 18 g liyofilize Hb standartt 100 ml distile suda ¢oziiliir. Bu
standart 18 g/dl Hb icerir.

Tablo 9. Hemoglobin Olgiimii Deney Semasi

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Drabkin Cozeltisi 5.0 5.0 5.0
Hemoglobin Standarti _ 0.02 _
Hemolizat _ _ 0.02
Distile su 0.02

Tiipler iyice karistirildi. Oda 1sisinda 20 dakika bekletildi. 546 nm’de kore

kars1 diger tiiplerin absorbanslar1 okundu.

Hesaplama: g / dl Hb = (6rnek absorbans / standart absorbans) x standart

konsantrasyonu
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4.1.2. Eritrosit SOD Aktivitesi Olciimii:

Prensip:

Bu metotta siiperoksit dismutaz aktivite 6l¢iimii ksantin-ksantin oksidaz sistemi
ile tiretilen siiperoksit radikalinin nitroblue tetrazolium’u (NBT) indirgeyerek renk
olusmas1 esasina dayanir. Bu sekilde iiretilen siiperoksit radikalinin nitroblue
tetrazoliumu indirgemesi 560 nm’de maksimum absorbans veren mavi renkli
formazon olusumu ile sonlanir.

Ortamda enzim olmadigr durumda bu indirgenme maksimal olup, koyu mavi
bir renk olusmaktadir. Ortamda SOD varlifinda ise enzim siiperoksit anyonunu
H,0,’ye cevirmekte bdylece NBT indirgenmesi azalmakta ve renk degisikligi
meydana gelmemektedir. Renkli formazon olusumu ortamin enzim konsantrasyonu
ile ters orantili olarak gerceklesmektedir. Boylece olusan formazonun 560 nm’de
verdigi absorbanstan SOD aktivitesi hesap edilmektedir (89).

Ayrraclar:

1- Assay reaktifi

a) 0.3 mmol/L xanthine; 9.13 mg alinip 200 ml distile suda ¢6ziildii.

Cozme islemi birka¢c damla 1M NaOH ilavesi ve hafif 1sitilarak yapildi.

b) 0.6 mmol/L. Na;EDTA; 23 mg alinip 100 ml distile suda ¢oziildii.

¢) 150 pmol/LL NBT; 12.3 mg alinip 100 ml distile suda ¢oziildii.

d) 400 mmol/LL NaCO3; 2.54 gr alinip 60 ml distile suda ¢oziildii.

e) 1 gr/LL bovine serum albumine (BSA); 30 mg alinip 30 ml distile suda
¢oziildii.

Hepsi karigtirilir (toplam 490 ml) koyu renkli sisede +4°C’de saklandi.

2- 2M (NH4),S0y4; 2.64 g Amonyum siilfat tartilir bir miktar distile suda ¢oziildii
ve toplam hacim 10ml’ye tamamlanda.

3- Ksantin Oksidaz (167 U/L): 10 U/0.5 ml Ksantin oksidaz stok ¢ozeltiden 8.3
ul alinip +4°C’de sogutulmus 991.7 pl 2 M (NH4),SOy ile karigtirildi.

4- Kloroform/etanol (3/5) karisinu: Uc kistm kloroform ile 5 kisim etanol
karistirilda.

5- 0.8 mmol/L. CuCl, cozeltisi: 13.6 mg CuCl, alimip bir miktar distile suda

¢oziilerek toplam hacim 100 ml’ye tamamlandi.
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Deneyin yapihsi:

1/5 oraninda diliie edilmis eritrosit hemolizati esit hacimde kloroform/etanol ile
karigtirildi, vortekste iyice karistirhidiktan sonra 4 °C’de 3000 rpm’de 45 dakika
santrifiije edildi. En iistteki berrak kisstm SOD aktivite tayininde kullanilmak {izere
reaksiyona birakildi. Eritrosit SOD aktivitesi 6l¢iimii, asagidaki deney semasina gore

(Tablo 10) hazirlanip eritrosit SOD tayini yapilda.

Tablo 10. Eritrosit SOD Tayini Deney Semasi

Kor (ml) Ornek (ml)
Assay reaktifi 2.85 2.85
Siipernatant - 0.10
Distile su 0.10 .
Ksantin oksidaz 0.05 0.05

25°C’de 20 dakika siireyle inkiibe edildi. Siirenin sonunda biitiin tiiplere 1 ml
CuCl; ¢ozeltisi ilave edilerek reaksiyon durduruldu. Spektrofotometre 560 nm’de

assay reaktifi ile sifirlanarak kor ve 6rneklerin absorbanslar1 kaydedildi.

Sonuclarin Hesaplanmasi:

Absorbans (Kor) — Absorbans (Ornek)
% Inhibisyon = x 100
Absorbans (Kor)

1 Unite SOD: NBT indirgenmesini % 50 inhibe eden enzim aktivitesidir.
% Inhibisyon

U/ml SOD = x 10 (sulandirma faktorii)
50
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Gram hemoglobin bagina SOD aktivitesi, spesifik aktiviteyi verir ve;

U/ml SOD
U/gr Hb = formiilii ile bulunur.
g/ml Hb

4.1.3. Eritrosit CAT Aktivitesinin Olciimii:

Prensip:

H,0; maksimum absorbans1 240 nm’de verir. CAT asagidaki tepkimeye gore

H,0,’in yikimlayarak H,O ve O;’e doniisiimiinii katalize eder.
CAT

2 H202 2 HZO + 02

H,0,’nin CAT tarafindan yikim hizi, H;O;’nin 240 nm dalga boyundaki

absorbansinda meydana gelen diisiis ile 6l¢iiliir (90).
Ayrraclar:

50 mM Fosfat Tamponu (pH: 7.0): 50 mM Na,HPO,’tan 600 ml ile 50 mM
KH,PO,’tan 400 ml karistinld1 (pH kendiliginden 7’ye gelir).

30 mM Hidrojen Peroksit (H,0;): 0.34 ml %30’luk H,0, fosfat tamponu ile

100 mI’ye tamamlandi.

Eritrosit CAT aktivitesi Ol¢timii, asagidaki deney semasina gore (Tablo 11)

hazirlanip CAT tayini yapildi.

Tablo 11. Eritrosit CAT Tayini Deney Semas1

Kor (ml) Ornek (ml)
Fosfat tamponu 1 _
H,0, _ 1
Ornek 2 2

Reaksiyonun baglamasi ile absorbanstaki diisiis 30. saniyede kaydedilir.
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Sonuclarin Hesaplanmasi:

Log A x 231
Ay
k/sn=k x sn’! = X (Sulandirma faktorii)

30

1
k x sn

k/grHb =

gr Hb

4.1.4. Plazma MDA Olciimii:

Prensip:

Uc veya daha fazla cift bag ihtiva eden yag asitlerinin oksidasyonunda
tiobarbitiirik asit (TBA) ile Oolgiilebilen MDA meydana gelir. Yag asidi
peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA, TBA ile reaksiyona girerek pembe renkli
bir kompleks olusturur. Olusan bu pembe renk 532 nm’de olg¢iiliir (91).

Aymraclar:

1- 2-tiyobarbitiirik asit (TBA) ayiraci: 0.67 gr TBA 80 ml %10’luk perklorik
asitte ¢oziiliir ve 100 ml’ye distile su ile tamamlandi.

2-  %10’luk triklorasetik asit soliisyonu

3- 1,1,3,3-tetra etoksipropan (TEP) standart soliisyonu: TEP 10 ml absolut
etanolde ¢oziildi ve 0.9’luk NaCl ile uygun miktara diliie edildi.

4- Colour reagent: 3 kisim triklorasetik asit ayiracit ve 1 kisstm TBA ayiraci

konularak hazirlandi.

Orneklerin Calisilmas::

Ayiraglar tiiplere Tablo 12°de sunuldugu miktarlarda konuldu.
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Tablo 12. Plazma MDA Tayini Deney Semasi

Kor (ml) Ornek (ml)
Plazma _ 0.25
Serum fizyolojik 0.25 _
Colour reagent 2.25 2.25

Iyice karistirilip 100°C’de 20 dk bekledikten sonra 3000 rpm’de 10 dk santrifiij

edildi. Stipernatanttan 2 ml alinir ve 532 nm’de kore karsi okundu.

Sonuclarin Hesaplanmasi :

Ornek Absorbansi

MDA (nmol/ml) = x Standartin konsantrasyonu

Standart absorbansi

4.1.5. Kan GSH Olciimii:

Prensip:

Bu metod 5,5 dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) eklendiginde siilfidril gruplarinin
oldukga stabil sar1 renk olusturmasi temeline dayanan spektrofotometrik bir

yontemdir (92).

Ayrraclar:

1- Coktiiriicii soliisyon: 1.67 gr glasiel metafosforik asit, 0.2 gr disodyum
EDTA, 30 gr NaCl 100 ml distile suda ¢oziildii.

2- Fosfat aymraci: 0.3 M Na,HPO,

3- DTNB: 40 mg DTNB %1’lik Na-sitrat ¢ozeltisi ile 100 ml’ye tamamlandi.

4- Glutatyon standarti: 2 mg/dl

Orneklerin Calisilmas::

0.2 ml tam kan iizerine 1.8 ml distile su konularak hemolizat hazirlandi.
Coktiiriici ilave edilerek 5 dk beklendikten sonra filtre kagidindan siiziildii. Kan
GSH aktivitesi dl¢iimii asagidaki deney semasina gore (Tablo 13) hazirlamp GSH
tayini yapildi.
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Tablo 13. Kan GSH Tayini Deney Semasi

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Siiziintii _ _ 2
Standart _ 2 _
Coktiiriicii 1.2 _ _
Distile su 0.8 _ -
Na,HPO, 8 8 8
DTNB 1 1 1

Karigtirilhip, kore kars1 412 nm’de 4 dk i¢inde okundu.

Sonuclarin Hesaplanmasi:

Ornek absorbansi

GSH (mg/dl) = x Standartin konsantrasyonu

Standart absorbansi

Sonuglar pmol/gHb’e ¢evrildi.

4.2. GENETIK CALISMADA KULLANILAN ARAC VE GERECLER

Mikrosantrifiij (Ole Dich Instrumentmakers APS, type 157.MP, Germany ve
Eppendorf microcentrifuge yupe 5415C, Germany), Elektronik hassas terazi
(Shimadzu Corporation Libror AEG-320, Japan), pH metre (Hana Instruments
HI8521 pH meter, Italy), Hiz ayarli vorteks (Labinco 121, The Netherlands), 37
°C’ye ve 65 °C’ye ayarlanabilecek su banyosu (Kétterman labortechnic type 3643,
Germany), Etiiv (Niive EN 400), Enjektorler, Pipetler, Elektroforez aparati (1200V-
500mA ES815 Belgium), Electrophoresis box (Consort N.V.Parklaan 36 B-2300
Turnhout, Belgium), Eppendorf Mastercycler gradient (Netheler Mlnz GmbH, 22331
Hamburg, Germany), UV lambasi ve ilgili okuma, kaydetme, fotograf alma iinitesi
(TCP-20-M, Vilber Lourmat, Cedex, France), Steril 1.5 ml, 0.5 ml ve 0.2 ml’lik

Eppendorf santrifiij tiipleri.
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4.2.1. Calismada Kullamlan Kimyasal Maddeler:

izopropanol, %70’1lik etanol, borik asit, EDTA, bromphenol blue, Agaroz,
Ethidium bromide, TRIS baz, Magnezyum asetat, SDS (Sodyum dodesil siilfat),
Amonyum kloriir, Potasyum bikarbonat TRIS-asetat, Deoksiniikleotid trifosfat
(ANTP) seti (dATP, dGTP, dCTP, DTTP), Distile su, 50 bp ve 100 bp’lik DNA

boyut markerlari.
4.2.2. Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasa:

Tam Kandan DNA izolasyonu icin Kullanilan Soliisyonlar

A. Red Cell Lizis Soliisyonu:
500 ml stok icin:

Amonyum kloriir 41 gr
Potasyum bikarbonat Sgr
0.5 M EDTA 10 ml

Kullamlacak soliisyon icin; stoktan 100 ml {izerine 900 ml distile su eklenir.
+4 °C’de saklanir.

B. Cell Lizis Soliisyonu:

100 ml icin;

SDS (Sodyum dodesil siilfat) 2gr

0.5 M EDTA S5 ml

C. Protein Presipitasyon Soliisyonu:

S0 ml icin;

Amonyum Asetat 38.54 gr

4.2.3. Kandan DNA izolasyonu:

DNA saflagtirtlmasi Promega firmasina ait Wizard Genomic DNA Purification
Kitin (Kat no: A1125, Madison, WI, USA) genel kurallarina uymak kosuluyla bazi
modifikasyonlar yapilarak manuel olarak yapildi. Gerceklestirilen deney asamalari
asagida siralandig gibidir:

1. EDTA’L tiiple alinan 2ml kan falkon tiipiine aktarildi, tizerine 8 ml Red Cell
Lizis soliisyonu konuldu. 5-6 defa alt iist edilerek ve 20 dakika oda 1si1sinda
bekletildi.(Bu asamada eritrositler parcalanmaktadir.)

2. 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi. Alttaki beyaz kisma (pellet) zarar

vermeden miimkiin oldugu olciide fazla siipernatant uzaklastirildi ve atildi.
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3. Dipte kalan Iokosit pelleti iyice vortekslendi ve iizerine 2ml Cell Lizis
solisyonu eklenerek yeniden vortekslendi ve 37°C’de etiivde 1 gece yada
homojenize oluncaya kadar bekletildi.

4. Homojenize olduktan sonra iizerine 700 mikrolitre protein presipitasyon
(protein ¢oktiirme) soliisyonu eklendi.10-20 saniye kadar iyice vortekslendi.
3000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi.

5. Siipernatan kismi temiz bir falkon tiipteki 2ml izopropil alkol tizerine aktarildi.
Stirekli alt {iist edilerek ve ters c¢evrilerek karistinldi. Beyaz iplik
goriiniimiindeki DNA, goriilebilen bir kitle oluncaya kadar bu ¢cevirme islemine
devam edildi. Bazi numunelerde goriilebilen kiimeler olusurken diger
bazilarinda ¢ok kii¢iik miktarda iplik¢ik goriildii.

6. 13000-16000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi. Stipernatant kismi atilarak
dipte kalan DNA’nin iizerine % 70’lik etanol eklendi. Alt iist yapilarak DNA
pelleti ve tiipiin kenarlar1 yikandi. Yukaridaki santriifiijleme islemi tekrarlandi.

7. Etanol dikkatlice aspire edildi. Bu asamada DNA cok gevsek oldugundan
dikkatli olmak gerekir. Tiipler temiz kurutma kagitlarinin iizerine agizlan alta
gelecek sekilde yerlestirilerek oda sicakliginda DNA kurumaya birakildi.

8. DNA o6rnegi kuruduktan sonra iizerine 200 mikrolitre DNA rehidratasyon
sollisyonu (veya distile su) eklendi. DNA’y1 rehidre etmek i¢in 65 °C’de 1 saat
inkiibe edildi (Alternatif olarak DNA bir gece boyunca oda 1sisinda veya

+4°C’de rehidre edilebilir, ayn1 sonug elde edilebilir).

4.2.4. Kullamilan Primer Dizileri:

Katalaz, Mn-SOD ve GSH-Px3 restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi
(RFLP) i¢in primerler alindi. Calismada kullanilacak olan primer (oligoniikleotid)
IDT (Integrated DNA Techonologies, Inc, Coralville, IA, USA) firmasina
sentezlettirildi PCR deneylerinde kullanilacak olan oligoniikleotidler, insan DNA’s1
tizerindeki ilgili gen bolgesinin amplifikasyonunu gerceklestirmek icin kullanildi.

Satin alinan primerlerin niikleotid sekans1 ve orijini asagida belirtilmistir:
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Mn-SOD RFLP;
F: 5'ACCAGCAGGCAGCTGGCGCCGG-3!
R: 5'-GCGTTGATGTGAGGTTCCAG-3'

GSHPx-3 RFLP;
F: 5-GAAATCCCAGCCGCCTA-¥
R: 5-CACTCACCTTCGACTTCTCTTGCT-3

CAT RFLP;
Antisense: 5-'AGAGCCTCGCCCCGCCGGACCG- 3!
Sense: 5'-TAAGAGCTGAGAAAGCATAGCT- 3'

Kullanilan belirleyicilerin PCR islemi sonucunda elde edilen iiriin boylan
Genome Database’dan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgibin/entrez/map_search) elde

edildi (Tablo 14).

Tablo 14. Kullanilan Primerlerde Elde Edilen Amplikon Boylar

Polimorfik Belirleyici Boy (Baz Cifti: bc)

Mn-SOD polimorfizm

(Valin i¢in) 107

(Alanin igin) 89-18
GSH-Px3 polimorfizm

(65T—C varliginda) 260

(65T varliginda) 224-36
CAT polimorfizm

(262T alleli) 340

(262C alleli) 185-155
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4.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile DNA Amplifikasyonu:

PCR, DNA iizerinde incelenmesi istenen bolgenin oligoniikleotid primerler
kullanilarak ¢ogaltilmasi esasina dayanir. Bu yontem 1s1 ile DNA molekiiliiniin ¢ift
zincirinin birbirinden ayrilmasi1 (denatiirasyon), primerlerin ayrilmis olan DNA
zincirine baglanmasi (annealing) ve DNA polimeraz enzimi tarafindan hedef
bolgenin sentezlenmesi (extension) olarak ii¢ asamadan olusur. Bu asamalarin 35-40
dongii halinde tekrarlanmasi sonucunda, incelenmek istenen DNA bolgesi
cogaltilmis olur. Calismada PCR i¢in uygulanan protokol Tablo 15°de verilmistir
(93-95). Kullandigimiz primerlerin DNA’ya baglanabilmesi i¢in PCR sirasinda,
MnSOD (Ala-9 Val) gen i¢in; F: 5’ACCAGCAGGCAGCTGGCGCCGG 3' R: 5'-
GCGTTGATGTGAGGTTCCAG-3', GSH-Px3 gen aktivitesi
F: 5-GAAATCCCAGCCGCCTA-3’" R: 5’-CACTCACCTTCGACTTCTCTTGCT-
3’, CAT gen aktivitesi icin Antisense: 5-'AGAGCCTCGCCCCGCCGGACCG- 3'
Sense: 5'-TAAGAGCTGAGAAAGCATAGCT- 3' i¢in 37 ve 50 °C diizeyde 1sitma
islemi uygulandi. PCR profilinin birinci asamasi ¢ift sarmal DNA molekiillerini
denatiire etmek i¢in yalmzca bir dongii olmak iizere 5 dakika 95 °C’de
gerceklestirildi. PCR profilinin ikinci asamasi 95 °C’de 1 dakika denatiirasyon
(melting), 61°C’de 2 dakika baglanma ve 72 °C’de 2 dakika uzatma 35 dongii
tizerinden gergeklestirildi. Bu tiir caligmalar i¢cin yapilan PCR analizleri kalitatif
amach olarak yapildiginda ikinci segmentin dongii sayisi rutin olarak 35 olarak
belirlendi. Bu sayidaki dongiiler ilgi duyulan genin transkriptlerini ¢cogaltmak icin
genellikle yeterlidir. Uciincii asama olan en son dongiideki uzatma periyodu 72 °C’de
7 sdakika olacak sekilde gergeklestirildi ve ornekler + 4 °C’ye kadar hizla sogutuldu.

PCR ile 100-2000 baz c¢ifti arasindaki uzunluklar etkin bir sekilde amplifiye
edilebilir. Amplifikasyonun dongii sayist ve sarmallasma derecesi, amplifiye olacak
hedef DNA’ya kullanilan primerlere baghdir. Genellikle 50 ya da 100 upl’lik
reaksiyon i¢in yeterlidir. Doku yada diger materyallerden DNA elde ederken,
DNA’nin diger protein yada doku artiklarindan arindirilmasi gerekir. PCR isleminde
yiiksek kaliteli malzeme kullanilmasi ve deoksiriboniikleotidlerin secimi c¢ok
onemlidir. Denatiirasyon ve baglanma zamani genellikle 30 saniye-1 dakika arasinda
tutulur. Sentez zamam ise genellikle her bir kilo baz i¢in 1 dakika civarindadir.
PCR’1n en son dongiisiinden sonra 12 dakikalik son ekstansiyon uygulanmasi iiriiniin
miktarini artirir. Daha sonra bu PCR amplikonlar1 agoraz jel elektroforezi ile analiz

edilir. Genellikle total PCR {iriiniiniin %40’1 agaroz jel elektroforezinde kosulur.
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Agaroz jelin yiizdesi DNA fragmentlerinin beklenen hacimlerine gore belirlenir.
PCR isleminin ardindan hedef DNA bolgesinin amplifikasyonunun gerceklesip
gerceklesmedigini  kontrol etmek icin jelde kosturulur. PCR iriinii jelde
kosturulurken boyutunu belirleyebilmek i¢in DNA boyut belirleyicisi (marker)
kullanilmasi gerekir. PCR {iriiniiniin ilgili bélgesinin kesimi restriksiyon endoniikleaz

enzimi ile gerceklestirildi.

Tablo 15. Polimeraz Zincir Reaksiyon Protokolii

Stok 25 ul icin kullamlan Son konsantrasyon
10XPCR buffer Sul 1X
25mM MgSO, Sul 2.5 mM
25mM dNTP 4 ul 2.5 mM
Primer *‘ Sense’” 20 ng/ 1ul 1 ul 20 pmol
Primer ‘‘Antisense’’ 20 ng/ 1ul 1 ul 20 pmol
Taq DNA polimeraz SU/ul 0.2 ul 050
Genomik DNA 4 ul 100 ng
dH,O 10.8 ul

PCR cihazindaki islemler:

Baglanma derecesi 58 °C olan bir primer i¢in 6rnek PCR:

1.94°C 5 dakika

2.94°C 1 dakika

3.58°C 1 dakika

4.72°C 1 dakika

5. 2,3 ve 4. basamaklar 35 kez tekrarlanir.
6.72°C 12 dakika
7.+4°C

4.2.6. Deneylerde Kullanilan Marker DNA ’lar1 Hazirlanmasi:

Deneyler boyunca iki DNA boyut marker kullanildi. Bunlar 50 b¢ ve 100
b¢’lik DNA markerleridir (Fermentas). Bunlardan ilki 50 ile 1000 baz ciftlik
DNA’larin taninmasina imkan saglarken, ikincisi 100 ile 3000 baz ciftlik DNA

oligoniikleotidlerinin taninmasina yardimci olabilmektedir.
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Agaroz jel elektroforezinde marker olarak kullanilmak {izere hazirlanan bir

marker DNA semas1 asagida verilmistir (Tablo 16).

Tablo 16. DNA Boyut Marker Protokolii

Jeller
Komponent Agaroz jel Poliakrilamid jel
DNA boyut marker (0.5-1pg) 1-2 ul 1-2ul
6X Loading boya soliisyonu 1 ul 0.5ul
Deiyonize su 4 ul 1.5 ul

4.2.7. Restriksiyon Enzimleri ve Modifikasyon Enzimleri

Mangan siiperoksit dismutaz enziminin kesimi i¢in kullanilan MroN I
(NgoMIV) restriksiyon enzimi (Vivantis, Westbourne UK Ltd) (Total 5,000 U,
10,000 U/ml), GSH-Px3 i¢in E.coli bakterisinden elde edilen Eco31l (Bsa I)
restriksiyon endoniikleaz enzimi (Fermantas UK) (Total 5,000 U, 10,000 U/ml),
CAT enzimi i¢in Sma I restriksiyon endoniikleaz enzimi (Vivantis, Westbourne UK
Ltd ) (Total 5,000 U, 10,000 U/ml) firmalarindan temin edildi. Bu enzimlerin kesme

sekanslar1 asagida gosterildigi gibidir:

Mn-SOD icin MroN 1 :
5...GYCCGGC ...3'
3'...CGGCC,G ...5'

GSH-Px3icinBsal:
5'...GGTCTC (N);" ...3'
3'...CCAGAG (N)sa ...5'

CATicin Smal:
5'...CCCYGGG ...3'
3'...GGG ,CCC ...5'
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Restriksiyon endoniikleazlarla ilgili bu verilere internetteki
http://www.neb.uk.com. adresinden ulagmak miimkiindiir. Taq DNA polimeraz

enzimi Promega firmasindan satin alind1 (Madison WI, USA) (Total 500 U, 5 U/ul).

Deneylerde 25 pl master miks soliisyonunun i¢inde kullanilacak olan 10X buffer (50
mM KCL, 10 mM Tris HCI (pH 9), %0.1 triton X-100) ve 25 mM MgCl, c¢ozeltileri

enzimin ticari kutusunun i¢cinde mevcuttu.

4.2.8. Restriksiyon Enzimi ile DNA’nin Sindirim Analizi:

Bu c¢alismada ii¢ polimorfik bolgenin incelenmesi planlanmaktadir. Bu
bolgeler; Mn-SOD, GSH-Px3 ve CAT RFLP’dir. Bu gen bolgeleri sirasiyla MroN 1,
Bsa I ve Sma I restriksiyon enzimleri ile sindirildi. Bu iglemler i¢in gerekli olan
temel kurallar iki ayn arastirmadan elde edildi (96, 97). Sindirim i¢in gerekli olan
stok tamponlar (10X) enzimlerle birlikte hazirlandi. Sindirim tamponunun igerigi su
sekilde idi: 50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 7.4), 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT,
200 pg/ml Bovine Serum Albumin (BSA) ve %50 gliserol. Genel kural olarak her ug
DNA icin 1 tinite enzim kullanildi.

Tamponlarin ve enzimlerin hacimleri en son hacmin %10’unun altinda
tutulmaya calisildi. Ornegin final hacim olarak 10 ul olan sindirim karigtminin icinde
maksimum 0.5 pl ve 2 ul tampon vardir. Inkiibasyon sicakligi restriksiyon enziminin
satin alindig1 firmanin 6nerisine gore ayarlandi. MroN I ve Sma I i¢in 37 °C, Bsa I
icin 50 °C olarak belirlendi. Inkiibasyon zamani MroN I ve Sma I restriksiyon
enzimleri icin 16 saat, Bsa I icin 4 saat olarak belirlendi. Halihazirdaki bilinen sekans
verileri ile belirlenen ve beklenen bantlarin hacimleri, bu caligmada elde edilen
bantlarin genisligi ile karsilastirildi. Beklenen fragmentler MroN I icin 107 bg, 89 bg
ve 18 bg, Bsa I icin; 260 bg, 224 b¢ ve 36 bg, Sma I; 340 bg, 185 bg ve 155 be’dir.

4.2.9. TBE (Tris-Borat-EDTA) Tamponu Hazirlanmasi

DNA jel elektroforezi Aaij ve arkadaslarinin metoduna gore (98) daha once
uygulandigi gibi yapildi (99). Agaroz, sigma firmasindan satin alindi (Sigma,
Germany). Kosma tamponu olarak Tris-Borat-EDTA (TBE) tamponu (0.5X)
kullanildi. Bu tamponun stok sekli olan 5X tamponu su sekilde hazirlandi: 54 gr
TRIS-base, 27.5 gr borik asit, 20 ml 0.5 M EDTA (pH 8) 1L distile ve deiyonize

suda ¢oziildii.
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4.2.9.1. %2’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi:

2 gr agaroz, TBE tamponu ile 100 ml’ye tamamlandi ve kaynatilarak erimesi
saglandi. Tamamen homojen olmasi saglanip hafifce karistirilarak yaklasik 65 °C’ye
kadar sogutuldu. icerisine 8 pl Etidium Bromid eklendi. Horizontal elektroforez
tankina hava kabarcigi olusturmayacak sekilde jel dokiildii. Kuyucuklarin olugmasini

saglayan taraklar takildi ve donmaya birakildi.

4.2.9.2. Agaroz Jel Elektroforezi:

Jel elektroforezini yapmak icin horizontal tipte jel elektroforez sistemi
kullanildi (Electrophoresis box (Consort N.V.Parklaan 36 B-2300 Turnhout,
Belgium). Elde edilecek bantlarin niteligi ve netligi icin 6n calisma olarak PCR
tiriinleri ile degisik konsantrasyonlarda agaroz jeli kullanilarak elektroforez yapildi
(%2, %3, %4). Sonunda kullanilan jelin konsantrasyonu, mevcut analiz edilecek
DNA’nin miktarina bagli olmak iizere %?2 olarak belirlendi. UV 1518inda DNA
fragmanlarin1 gérmek i¢in Ethidium bromide floresan boyasi kullanildi. Her 100 ml
0.5XTBE tamponu i¢in, 5 pl hacimde, konsantrasyonu 10mg/ml olan Et/Br ilave
edildi (jeldeki ve kogma tamponundaki final EtBr konsantrasyonu 0.5 pg/ml’dir). Jel
tizerindeki kuyucuklara DNA’nin aplikasyonu i¢in yiikleme tamponu kullanildi (%15
ficoll, %0.25 brom phenol blue (BPB), %0.25 xylene cyanole (XC) 100 ml su
icerisinde ¢oziildii, 3’er ml’lik hacimlere (aliquot) ayrilarak deneylerde kullanildi).
Bu aplikasyon tamponunun orani, mevcut ¢ogaltilacak PCR iiriiniiniin %10’ unu
gecmeyecek sekilde ayarlandi. Bunun icin sindirim yapilmis DNA iiriiniine (total 25
pul) 2.5 ul boyali tampon ilave edildi. Jeller oda sicakliginda 100 Volt ve 50
miliamper (mAmp) sabit akimda 1 saat kosturuldu. Beklenen iiriin boyutu 318 ve

240 be’dir.

4.2.10. Restriksiyon Endoniikleaz Muamelesi ve Fotograflarin Eldesi:

MroN I icin: 10 pl PCR iiriindi, 2.5 pl 10XBuffer V1 Tamponu, 0.5 pul MroN I
(Vivantis, Westbourne UK 1td) toplam voliim 20 ul’ye distile su ile tamamlandi ve
37 °C’de 16 saat bekletildi.

Bsa I: 10 pul PCR diiriini, 2.5 pl 10XBuffer G Tamponu, 0.5 pl Bsa I
(Fermantas, UK 1td) toplam voliim 20 ul’ye distile su ile tamamlandi ve 50 °C’de 4
saat bekletildi.
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Sma I: 10 pl PCR drtnt, 2.5 pl 10XBuffer V1 Tamponu, 0.5 pul Sma I
(Vivantis, Westbourne UK 1td) toplam voliim 20 pl’ye distile su ile tamamlandi ve
37 °C’de 16 saat bekletildi.

Daha sonra yeniden MroN I, Bsa Ive Sma I restriksiyon enzimleri ile muamele
edilmis PCR iiriinleri yeniden %2’lik agaroz jelde kosturuldu. 100 Voltluk elektriksel
alanda 1 saatlik kosturma isleminden sonra UV 15181 altinda fotografland1 (ilgili
okuma, kaydetme, fotograflama {initesi (TCP-20-M, Vilber Lourmat, Cedex,
France).

MroN I; 107 be, 89 be ve 18 be’lik, Bsa I; 260 bg, 224 bg ve 36 bg, Sma I; 340
bec, 185 bg ve 155 bg’lik restriksiyon enzim kesimlerinin jelde gozlemlenmesi
hastanin heterozigot oldugunu, yalmiz 89 bg¢ ve 18 b¢’lik; 224 bg ve 36 bg; 185bg ve
155 be¢’lik iki iiriiniin gozlemlenmesi ise hastanin mutant oldugunu gostermektedir.
Normal hastada goriilen 107 bg, 260 b¢ ve 340 bg’lik restriksiyon enzim iriinii

gercek gen iiriiniidiir.

4.3. ISTATISTIK ANALIZLER

Sayisal degiskenlerin ortalamalariin karsilagtinlmasinda Student-t testi
kullanildi. Hasta ve kontroller arasindaki allel, genotip ve haplotip dagilimlarindaki
farkliliklarin belirlenmesi Ki-kare (X°) veya Fisher’s exact test ile yapildi. Gruplar
arasindaki parametrelerin karsilastirilmasi t testine gore yapildi ve aritmetik
ortalamalar1 standart sapma ile gosterildi. p degerinin <0.001, 0.05 olmast
istatistiksel ac¢idan anlamli olarak kabul edildi. Biitiin istatistiksel testler, “SPSS
(Statistical Packages of Social Sciences, SPSS for Windows, Version 11.5, Inc,

Chicago, IC, USA)” istatistiksel paket programi kullanilarak yapildi.
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S. BULGULAR
Caligmaya alinan migren hastalarinin ve kontrol grubunun yas ve cinsiyet

dagilimi Tablo 17°de sunulmustur. Her iki grupta yas ve cinsiyet farklilig1 izlenmedi.

Tablo 17. Calisma ve Kontrol Gruplarinin Yas ve Cinsiyet Dagilimlari

Hasta Kontrol

Yas

min 22 23

max 45 38

ort 32.45+6.30 30.42+3.75
Cinsiyet

Kadin 30 30

Erkek 10 10

Calismaya alinan 40 migrenli hastanin klinik ve demografik ozellikleri ise

Tablo 18’de sunulmustur.
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Tablo 18. Calismaya Alinan Hastalarin Klinik ve Demografik Ozellikleri

Ozellik N n (%)
Agrn sikhig: (ayda)
2’den az 9 22.5
3-5 2 60
5’den fazla 7 17.5
Agr siiresi
4-12 saat 6 15
12-24 saat 17 42.5
24-72 saat 17 42.5
Eslik eden semptomlar
Bulanti 38 95
Kusma 17 42.5
Fotofobi 38 95
Fonofobi 35 87.5
Lakrimasyon 15 37.5
Agn yerlesimi
Unilateral 23 57.5
Bilateral 14 35
Fokal 3 7.5
Aura
Var 10 25
Yok 30 75
Agrn tetikleyiciler
Mens 25 62.5
Stres 40 100
Yiyecek 8 20
Iklim 10 25
Koku 11 27.5
Aclik 35 87.5
Kullanilan ilaclar
Profilaktik tedavi 0 0
Atak tedavisi 40 100
Aile oyKkiisii
Var 27 67.5
Yok 13 32.5
Agn siddeti
Giinliik islerini yapiyor 4 10
Islerini yapamiyor, yatamiyor 16 40
Yatmak zorunda kaliyor 20 50
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5.1. Antioksidan enzimler (GSH-Px, CAT ve SOD), Kan GSH ve Plazma

MDA Diizeyleri:

5.1.1. Migrenli Hasta ve Kontrol Grubu Antioksidan enzimler (GSH-Px,
CAT ve SOD), Kan GSH ve Plazma MDA Diizeyleri:

Calismaya alinan migren hastalarinin ve kontrol grubunun MDA, GSH, GSH-
Px, CAT ve SOD diizeyleri Tablo 19’da sunulmustur.

Tablo 19. Hasta ve Kontrol Grubu MDA, GSH, GSH-Px, CAT ve SOD Enzim

Diizeyleri

Hasta Kontrol p
(n: 40) (n: 40)
MDA (nmol/ml) 4.89+1.21 5.20+1.90 > 0.05
GSH (pmol/gHb) 0.56 +0.33 0.90 £0.41 <0.001
GSH-Px (U/gHb) 41.56 £5.17 44.60 + 5.96 0.017
CAT (k/gHb) 2214 £7.07 31.98 +£13.87 <0.001
SOD (U/gHb) 39.67 £3.39 42.10+£3.99 0.04
60
M Hasta
® Kontrol

GSH-Px (U/gHb)

Sekil 3. Hasta ve kontrol grubu GSH-Px, CAT ve SOD enzim diizeyleri.

**: p<0.001; Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda.

CAT (k/gHb)

SOD (U/gHb)

*: p<0.05; Kontrol grubu ile karsilastirildiginda.




1,5-

@ Hasta
B Kontrol

GSH (umol/gHb)

Sekil 4. Hasta ve kontrol grubu glutatyon diizeyleri.

*: p<0.001; Kontrol grubu ile karsilastirildiginda.

Migrenli hasta grubu plazma MDA diizeyleri (4.89+1.21), kontrol grubu
plazma MDA diizeyleri (5.20+1.90) ile karsilastirildiginda migrenli hasta grubu daha
diisiik olmasina ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).

Migrenli hasta grubu GSH diizeyleri (0.56+0.33), kontrol grubu GSH diizeyleri
(0.90+0.41) ile karsilastirildiginda migrenli hasta grubunda istatistiksel olarak
anlamh diizeyde diisiik bulundu (p<0.001).

Migrenli hasta grubu GSH-Px diizeyleri (41.56+5.17), kontrol grubu GSH-Px
diizeyleri (44.60+5.96) ile karsilastirildiginda migrenli hasta grubunda daha diisiik ve
istatistiksel olarak diisiik derecede anlamli bulundu (p<0.05).

Migrenli hasta grubu CAT diizeyleri (22.14+7.07), kontrol grubu CAT
diizeyleri (31.98+13.87) ile karsilastirildiginda migrenli hasta grubunda istatistiksel
olarak anlamh diizeyde diisiik bulundu (p<0.001).

Migrenli hasta grubu SOD diizeyleri (39.64+3.39), kontrol grubu SOD
diizeyleri (42.10+3.99) ile karsilastirildiginda migrenli hasta grubunda daha diisiik ve

istatistiksel olarak diisiik derecede anlamli bulundu (p<0.05).
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5.1.2. Migrenli Hasta Atak Donemi ve Atak Dis1i Donemde Antioksidan
enzimler (GSH-Px, CAT ve SOD), Kan GSH ve Plazma MDA Diizeyleri:

Calismaya alinan migren hastalarinin atak donemi ve atak disi donemde
olciilen MDA, GSH, GSH-Px, CAT ve SOD enzim diizeyleri ise Tablo 20’de

sunulmustur.

Tablo 20. Atak Donemi ve Atak Disit Donem MDA, GSH, GSH-Px, CAT ve SOD

Enzim Diizeyleri

Atak donemi Atak dis1 donem P
MDA (nmol/ml) 4.86 +0.80 4.89 +1.21 >0.05
GSH (pmol/gHb) 0.57+0.23 0.56 £0.33 >0.05
GSH-Px (U/gHb) 39.87+£7.23 41.56 +£5.17 >0.05
CAT (k/gHb) 22.76 +7.98 22.14+7.07 >0.05
SOD (U/gHb) 39.33 £5.48 39.64 +3.39 >0.05

Migrenli hasta atak donemi plazma MDA diizeyleri (4.86+0.80) ile atak dis1
donem plazma MDA diizeyleri (4.89+1.21) karsilastirildiginda atak donemi daha
diisiik olmasina ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).

Migrenli hasta atak donemi GSH diizeyleri (0.57£0.23) ile atak dis1 donem
GSH diizeyleri (0.56+0.33) karsilastirildiginda atak dénemi daha yiiksek olmasina
ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).

Migrenli hasta atak donemi GSH-Px diizeyleri (39.87+7.23) ile atak dist
donem GSH-Px diizeyleri (41.56+5.17) karsilastirildiginda atak dénemi daha diisiik
olmasina ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).

Migrenli hasta atak donemi CAT diizeyleri (22.76+£7.98) ile atak dis1 donem
CAT diizeyleri (22.14£7.07) karsilastinldiginda atak dénemi daha yiiksek olmasina
ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).

Migrenli hasta atak donemi SOD diizeyleri (39.33+£5.48) ile atak dis1 donem
SOD diizeyleri (39.64+3.39) karsilastirildiginda atak donemi daha diisiik olmasina

ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).
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5.2. Migrenli Hasta Kontrol Grubunda Mn-SOD, GSH-Px3 ve CAT
RFLP’lerinin Genotip ve Allel Insidanslari:

Bu c¢alismada ii¢ polimorfik bolgenin incelenmesi planlanmaktadir. Bu
bolgeler; Mn-SOD, GSH-Px3 ve CAT RFLP’dir. Bu gen bolgeleri sirasiyla MroN 1,
Bsa I ve Sma I restriksiyon enzimleri ile sindirildi.

Mn-SOD, GPX-3 ve CAT RFLP’leri su fragmentlere gore analiz edildi: Mn-
SOD icin MroN I; 107 bg, 89 bg ve 18 b¢’lik, GSH-Px3 i¢in Bsa I; 260 bg, 224 b¢ ve
36 bg, CAT i¢in Sma I; 340 bg, 185 bg ve 155 be¢’lik restriksiyon enzim kesimlerinin
jelde gozlemlenmesi hastanin heterozigot oldugunu, yalniz 89 bg¢ ve 18 be’lik; 224 be
ve 36 bg; 185b¢ ve 155 bg’lik iki iriiniin gozlemlenmesi ise hastanin mutant
oldugunu gostermektedir. Normal hastada goriilen 107 bg, 260 bg ve 340 bg’lik
restriksiyon enzim iiriinii gercek gen tiriiniidiir.

Bireyler restriksiyon kaliplarina gore; CAT i¢in TT , CC homozigotlar1 ve TC
heterozigotlar1 iic farkli genotip olusmaktadir (Sekil 5). GSH-Px3 i¢cn CC , TT
homozigotlart ve CT heterozigotlan ii¢ farkli genotip olusmaktadir (Sekil 6). Mn-
SOD i¢cn VVS, AA homozigotlar1 ve VA heterozigotlar1 ii¢ farkli genotip
olusmaktadir (Sekil 7).
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600 be
500 be
400 be
300 be

200 be

100 be

Sekil 5. CAT enzimi i¢in Sma I restriksiyon enzimleri ile sindirilen PCR iiriinlerinin
%?2’lik agaroz jel goriintiileri. Lanel: 100 b¢’lik DNA boyut marker, Lane2: TT alleli
Sma I restriksiyon bolgesini tanimaz. PCR {iriinii 340 b¢’dir. Homozigot allel, Lane
3: TC alleli 262 T varliginda Smal restriksiyon bolgesini keser. 185 ve 155 bg
uzunlugunda iki fragment olusur. Heterozigot allel, Lane 4: CC alleli 262C

varliginda Smal restriksiyon bolgesini keser. PCR iiriinii 155 b¢’di. Homozigot hasta.
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600 be
500 be
400 be
300 be

200 be

100 be

Sekil 6. GSH-Px3 icin Eco311 (Bsa I) restriksiyon enzimleri ile sindirilen PCR
riinlerinin %?2’lik agaroz jel goriintiileri. Lanel: 100 b¢’lik DNA boyut marker,
Lane2: CC alleli Bsa I restriksiyon bolgesini tanimaz. PCR {iriini 260 bg’dir.
Homozigot allel, Lane 3: TC alleli 65 T varliginda Bsa I restriksiyon bolgesini keser.
224 ve 36 bg¢ uzunlugunda iki fragment olusur. Heterozigot allel, Lane 4: TT alleli
65T varliginda Smal restriksiyon bolgesini keser. PCR iiriinii 36 b¢’di. Homozigot

hasta.
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600 be
500 be
400 be
300 be

200 be

100 be

Sekil 7. Mn SOD i¢in MroN I (NgoMIV) restriksiyon enzimleri ile sindirilen PCR
iriinlerinin %?2’lik agaroz jel goriintiileri. Lanel: 100 b¢’lik DNA boyut marker,
Lane2: VV alleli NgoMIV restriksiyon bolgesini tanimaz. PCR iiriinii 107 bg’dir.
Homozigot allel, Lane 3: VA alleli NgoMIV restriksiyon bolgesini keser. 107 ve 89
b¢ uzunlugunda iki fragment olusur. Heterozigot allel, Lane 4: AA alleli NgoMIV

restriksiyon bolgesini keser. PCR iiriinii 18 b¢’di. Homozigot hasta.
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Migrenli hasta grubu ve kontrol grubu Mn-SOD, GSH-Px3 ve CAT
RFLP’lerinin genotip sikliklar1 Tablo 21°de gosterilmistir.

Buna gore migrenli hasta grubunda Mn-SOD V'V genotipi 11 bireyde (%27.5),
Mn-SOD VA genotipi 28 bireyde (%70) ve Mn-SOD AA genotipi 1 bireyde (%2.5)
tespit edilmistir. Kontrol grubu genotipler acisindan incelendiginde; Mn-SOD VV
genotipi 16 bireyde (%40), Mn-SOD VA genotipi 24 bireyde (%60) ve Mn-SOD AA
genotipi 0 bireyde (%0) olarak tespit edilmistir.

Migrenli hasta grubunda GSH-Px3 TT genotipi 12 bireyde (%30), GSH-Px3
TC genotipi 16 bireyde (%40) ve GSH-Px3 CC genotipi 12 bireyde (%30) tespit
edilmistir. Kontrol grubu genotipler agisindan incelendiginde; GSH-Px3 TT genotipi
3 bireyde (%7.5), GSH-Px3 TC genotipi 18 bireyde (%45) ve GSH-Px3 CC genotipi
19 bireyde (%47.5) olarak tespit edilmistir.

Migrenli hasta grubunda CAT TT genotipi 18 bireyde (%45), CAT TC genotipi
10 bireyde (%25) ve CAT CC genotipi 12 bireyde (%30) tespit edilmistir. Kontrol
grubu genotipler acisindan incelendiginde; CAT TT genotipi 20 bireyde (%50), CAT
TC genotipi 6 bireyde (%15) ve CAT CC genotipi 14 bireyde (%35) olarak tespit
edilmistir.

GSH-Px3 icin her bir genotip hasta ve kontrol grubu arasinda
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gozlenirken (p<0.05), Mn-
SOD ve CAT igin anlamh bir farkliligin olmadig tespit edildi (p>0.05).
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Tablo 21. Migrenli Hasta ve Kontrol Grubunda Mn-SOD, GSH-Px3 ve CAT Gen

Polimorfizmlerinin Genotip Dagilim

GENOTIPLER
\'AY% VA AA Toplam
Mn-SOD n % n % n % n p
Hasta 11 275 28 700 1 2.5 40 0.327
Kontrol 16 40 24 600 O 0 40
TT TC CC Toplam
GSH-Px3 n % n % n % n P
Hasta 12 30 16 40 12 30 40 0.029
Kontrol 3 75 18 45 19 475 40
TT TC CC Toplam
CAT n % n % n % n p
Hasta 18 450 10 250 12  30.0 40 0.533
Kontrol 20 500 6 150 14 35.0 40
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Migrenli hasta ve kontrol gruplarinda Mn-SOD, GSH-Px3 ve CAT
RFLP’lerinin allel insidanslart Tablo 22’de gosterilmistir. Mn-SOD, GSH-Px3 ve
CAT polimorfizmlerinde allel sikliklar1 incelendiginde; gruplar arasinda allel

sikliklar1 acisindan anlaml bir farkliligin olmadigi gozlendi (p>0.05).

Tablo 22. Migrenli Hasta ve Kontrol Grubunda Mn-SOD, GSH-Px3 ve CAT Gen

Polimorfizmlerinin Allel Dagilim1

Allel Sikliklar: P

Allel Mn-SOD Val Ala

Hasta 0.625 0.000 p>0.05
Kontrol 0.7 0.6

Allel GSHPx-3 C T

Hasta 0.5 0.5 p>0.05
Kontrol 0.3 0.7

Allel CAT C T

Hasta 0.6 04

Kontrol 0.6 0.4 p>0.05

58



6. TARTISMA

Bas agrilarinin biiyiik bir bolimiinii primer bas agrilar1 grubu i¢inde yer alan
gerilim tipi bas agris1 ve migren olusturur. Primer bas agrilar1 i¢inde ikinci siklikta
goriilen migren etyopatogenezi halen agiklanamamigtir. Kanser, ateroskleroz,
diyabet, iskemi/reperfiizyon hasari, epilepsi, Parkinson hastaligi, serebral iskemi,
Alzheimer hastaligi gibi pek ¢ok hastalifin etyopatogenezinde rol oynadigi tespit
edilen oksidatif stresin migren patogenezinde de rol oynayabilecegi konusu son
yillarda aragtirilmaktadir.

Migren patogenezini aydinlatmaya yonelik uzun yillardir yapilmis ¢alismalar
sonucunda agrinin temel mekanizmalar1 ortaya konulmus ve trigeminovaskiiler
sistem ile agriya eslik eden periferik mekanizmalar tanmimlanmaya calisilmistir.
Migren bas agrisi, genetik yatkinlifi olan bireylerde endojen ve/veya eksojen
faktorlerle tetiklenen néronal-vaskiiler olaylar zinciri sonucunda ortaya ¢ikmaktadir
(100). Daha onceleri kranial damarlardaki vazospazm ve vazodilatasyon ile migren
semptomlainin ortaya c¢iktigl one siiriiliirken son yillarda 6n plana ¢ikan norovaskiiler
teoriye gbre migren bas agrisinda noronal aktivasyona ikincil olarak vaskiiler
degisiklikler oldugu diisiiniilmektedir (101, 102).

Serbest radikal olusumunun antioksidan kapasiteyi astigi durumlarda ortaya
cikan oksidatif stres, biyolojik sistemlerde basta lipitler, proteinler ve niikleik asitler
olmak iizere yiikseltgenebilen biitiin hiicresel elemanlar iizerinde zararh etkilere yol
acarlar. Merkezi sinir sistemi bu hasara diger dokulardan daha yatkindir. Bunun
nedenleri asagidaki maddeler halinde agiklanmigtir: a) oksidatif metabolik
aktivitenin hizinin yiiksek olmasi, b) membran lipidlerinden olan ¢oklu doymamis
uzun zincirli yag asitleri gibi kolaylikla okside olabilen substratlarin beyinde fazla
olmasi, ¢) CAT ve GSH-Px gibi antioksidan enzimlerin aktivite olarak beyinde daha
diisiik diizeylerde olmasi, d) aksonlarin morfolojik yapisinin periferal hasara yatkin
olmas1 ve noronlarin boliinmelerini dogustan tamamlamis olmalarindan dolay1 hasar
durumlarinda  hiicrenin  kendini  yenileyememesidir (32). Serbest radikal
olusumundan hiicresel diizeyde en fazla zarar géren kistm membran lipidleridir ve
lipid peroksidasyonu denilen kimyasal olay sonucunda ortaya ¢ikan son iiriin olan
MDA aktif bir molekiildiir. Olusan MDA; membran fonksiyonlarinda bozulma,
membran akiskanliginda azalma, membrana bagli mediator ve enzimlerin

inaktivasyonuna yol agmaktadir (103).
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Ayrica lipid peroksidasyon iiriinleri, lipooksijenaz aktivasyonu ve prostasiklin
inhibisyonu ile trombosit ve Iokositlerde prostasiklin/tromboksan yolunda
dengesizlige yol acarlar. Boylece lokotrienler stimiile edilerek agrili inflamatuar
reaksiyonlar baslatilmis olur (104). Migren atag: sirasinda serebral kan dolagiminda
olustugu diisiiniilen trombosit agregasyonu, etyopatogenezde 6nemli bir mekanizma
olan fokal serebral hipoksi sebebi olabilir (105). Sonu¢ olarak, lipid
peroksidasyonunun trombosit fonksiyonlarinda degisiklik, prostaglandin salinimi ve
serebral kan akimi azalmasi {iizerinden migren patogenezinde etkili oldugu
diisiiniilmektedir.

Migrende trombosit fonksiyonlari ile ilgili yapilan pek cok calismada elde
edilmis farkli sonuglar mevcuttur. Steinef ve ark. migrenin trombosit hastalig
olmadigini iddia ederken (106), Hannigton yaptigi ¢calismalarda trombosit sekresyon,
agregasyon ve kompozisyonunda farkliliklar oldugunu 6ne siirmiistiir (107). Tozzi-
Ciancarelli ve ark. intratrombositer kalsiyumdaki diisiisiin trombosit cevabinda
azalmaya neden oldugunu, bunun da lipid peroksidasyonu sonucu ortaya cikan
membran defektiyle iligkili olabilecegini bildirmistir (62).

Lipid peroksidasyonu-migren iliskisinin ortaya c¢ikarilmasi, arastirmacilar
migrenli hastalarda lipid peroksidasyon iiriinlerinin, serbest radikallerin ve
antioksidan enzim diizeylerinin 6l¢iilmesi yoniinde ¢alismalar yapmaya yoneltmistir.
Migren hastalarinda oksidan/antioksidan sistemde meydana gelen dengesizliklerin
migren etyopatogenezinde onemli rol oynadiklar hipotezi bu ¢alismanin ana fikrini
olusturmaktadir.

Yilmaz ve ark. migrenli hastalarda oksidatif stresin etkilerini aragtirmak iizere
yaptiklar1 calismada plazmada MDA, tiyol gruplar, iirik asit, albiimin ve bilirubin
diizeylerini Ol¢miisler ve ataklar arast1 donemde plazma MDA diizeyini migren
hastalarinda kontrol grubuna gore anlamli yiiksek bulmuslardir (p=0.001). Ancak
atak donemindeki migren hastalarinda kontrol grubuna gore anlamli bir fark
bulunamamistir (108). Tozzi ve ark. yapmis oldugu ¢alismada kontrol grubuna gore
ataklar aras1 donemde yiiksek MDA diizeyleri tespit etmislerdir (62). 2003 yilinda
Ciancarelli ve ark. Migren hastalarinda lipid peroksidasyon iirinii olarak
tiyobarbitiirik asid reaktif maddeler (TBARS) diizeyini atak doneminde ataklar arasi
doneme gore anlamli derecede yiiksek bulmuglardir (109). Yine Erdal ve ark.’min
migrenli hastalarda atak ve atak disi donemde serum TBARS diizeyine baktiklar

calismada kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek olarak bulmuslardir (61).
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Biz bu calismada, 40 migrenli hastanin atak-atak dis1 donemdeki antioksidan
enzimler (GSH-Px, CAT ve SOD), kan GSH ve plazma MDA diizeylerini kendi
aralarinda ve esit yas-cinste saglikli kontrol grubu ile karsilastirdik. Yapmis
oldugumuz Ol¢timlerde bu literatiirlerden farkli olarak plazma MDA diizeyinde
migrenli hasta ve kontrol grubu arasinda ve migrenli hastalarda atak-atak dis1 donem
arasinda istatistiksel olarak fark saptamadik (p>0.05). Bu durum migrenli hastalarin
hastalik siiresi, atak siklig1 ve atak siiresi gibi klinik ve demografik ozellikleri ile
iliskisi olabilir. Ancak Matteis ve arkadaslarinin yaptig1 aurasiz migren hastalarinda
ataklar aras1 donemdeki MDA diizeyi ile kontrol grubu arasinda anlaml farkliliklar
saptayamadiklar ¢aligmanin sonuclar bizim ¢alismamizla pareleldir (110).

Ayrica ¢alismamizin biyokimyasal analizler kisminda hasta ve kontrol grubu
kan orneklerinde antioksidan enzim diizeyleri de 6l¢iildii. Bu konu ile ilgili olarak
migrenli hastalarda diisiik antioksidan enzim diizeylerinin tespit edildigi ¢alismalar
mevcuttur. Shimomura ve ark. platelet SOD diizeyinin aurali migren grubunda diger
gruplara gore (aurasiz migren, gerilim tipi bas agrisi, kontrol grubu) anlamli olarak
diisiik oldugunu gosterdi (59). Bolayir ve ark. da yaptiklar1i ¢aligmada, migren
hastalarinda SOD ve GSH-Px diizeylerini kontrol grubu ve gerilim tipi bas agrisina
gore belirgin olarak diisiik bulmuglardir (58) Erdal ve ark. ekstraseliiler antioksidan
olan iirk asit diizeyini, atak doneminde atak dis1 doneme gore ileri derecede anlaml
diisiik bulmustur (61). Bizde antioksidan enzimlerin (GSH-Px, CAT ve SOD) ve kan
GSH diizeylerinin migren hastalarinin atak-atak dist dénemi ile kontrol grubu
arasinda karsilastirdigimiz calismamizda migren hastalari ile kontrol grubu arasinda,
istatistiksel olarak anlamli diisiikliik tespit ettik (GSH ve CAT icin p<0.001, GSH-Px
icin p=0.017, SOD i¢in p=0.04). Ancak migren hastalarinin atak ve atak dis1 donemi
arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik yoktu (p>0.05).

Biz migren hastalarinda biyokimyasal analizler sonucu antioksidan enzim
diizeylerinde saglikli kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar tespit ettik. Bundan dolayr bu enzimlerin migren etyopatogenezinde
katkisinin olup olmadigim ortaya koymak icin bu enzimlerin polimorfik durumlar
acisindan incelenmesini uygun bulduk. Migren etyopatogezinde oksidatif stresin rolii
olduguna dair yapilmis bir¢ok calisma mevcuttur. Bu acidan antioksidan enzimlerden
olan CAT, GSH-Px3 ve Mn-SOD ile beraber polimorfizm acisindan
degerlendirilmesi migren hastalarinda varligi kesine yakin bir gerceklikle bilinen

oksidatif stresin kaynaginin aydinlatilmasi agisindan 6nemlidir.
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Antioksidan enzim-gen polimorfizmi ile ilgili ¢esitli hastaliklarda yapilmis
calismalar mevcuttur. Sizofreni hastaligi ile ilgili olarak yapilan ¢calismada Mn-SOD
genindeki ala-9val polimorfizminin etyopatogenezde rol oynadigi bildirilmisken
(111), GSH-Px1 geni prol97leu polimorfizmi ile sizofreni hastaligi arasinda iliski
bulunamamistir (112). Yine GSH-Px1 geni ile polimorfizmi ile akciger ve meme
kanserinde risk artis1 oldugu gosteren ¢alismalar mevcuttur (113, 114). Ayrica Rus
populasyonunda Tip I diabetes mellituslu hastalarda Mn-SOD geni polimorfizmi ile
diyabetik nefropati arasindaki iligki bulunmustur (115). Ancak migren hastalarinda
antioksidan enzim genlerine ait polimorfizmler heniiz ¢calisilmamistir.

Calismamizda migren hastalarinda viicuttaki énemli antioksidan enzimlerden
CAT, Mn-SOD ve GSH-Px3 genlerinin polimorfizmi saglikli kontrol bireyleri ile
karsilastirilmali olarak arastirildi. Elde ettigimiz verilere gore 40 bireyden olusan
migren hasta grubunda Mn-SOD VV genotipi 11 bireyde, Mn-SOD VA genotipi 28
bireyde ve Mn-SOD AA genotipi 1 bireyde tespit edilmistir. Kontrol grubunda ise
Mn-SOD VYV genotipi 16 bireyde, Mn-SOD VA genotipi 24 bireyde ve Mn-SOD AA
genotipi 0 bireyde tespit edilmistir. Migrenli hasta grubunda GSH-Px3 TT genotipi
12 bireyde, GSH-Px3 TC genotipi 16 bireyde ve GSH-Px3 CC genotipi 12 bireyde
tespit edilmistir. Kontrol grubunda ise GSH-Px3 TT genotipi 3 bireyde, GSH-Px3
TC genotipi 18 bireyde ve GSH-Px3 CC genotipi 19 bireyde olarak tespit edilmistir.
Migrenli hasta grubunda CAT TT genotipi 18 bireyde, CAT TC genotipi 10 bireyde
ve CAT CC genotipi 12 bireyde tespit edilmistir. Kontrol grubunda ise CAT TT
genotipi 20 bireyde, CAT TC genotipi 6 bireyde ve CAT CC genotipi 14 bireyde
olarak tespit edilmistir. GSH-Px3 i¢in her bir genotip hasta ve kontrol grubu arasinda
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gozlenirken (p<0.05), Mn-
SOD ve CAT igin anlamh bir farkliligin olmadig tespit edildi (p>0.05).

Allel sikliklar1 incelendiginde ise, Mn-SOD valin allelinin frekansi hasta
grubunda 0.625 ve kontrol grubunda 0.7 olarak, alanin allelinin frekansi ise hasta
grubunda 0.000 ve kontrol grubunda 0.6 olarak bulundu. GSH-Px3 C allelinin
frekans1 hasta grubunda 0.5 ve kontrol grubunda 0.3 olarak, T allelinin frekans1 ise
hasta grubunda 0.5 ve kontrol grubunda 0.7 olarak bulundu. CAT C allelinin frekans1
hasta grubunda 0.6 ve kontrol grubunda 0.6 olarak, T allelinin frekansi ise hasta
grubunda 0.4 ve kontrol grubunda 0.4 olarak bulundu. Allel sikliklar1 acisindan hasta
ve kontrol grubu bireyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi

(p>0.05).
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Ancak Mn-SOD alanin allel frekans1 hasta grubunda 0.000, kontrol grubunda
0.6 olarak bulundu. Alanin allel siklig1 acisindan hasta ve kontrol grubu arasinda
rakamsal olarak farklilik saptansa da istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi.

40 migrenli hastada molekiiler diizeyde yapmis oldugumuz caligmada Mn-
SOD, CAT gen polimorfizmi ile migren arasinda herhangi bir iligki saptanamamaistir.
Ancak GSH-Px3 polimorfizminin migren etyopatogenezinde rol oynayabilecegini
disiindiirmektedir. Mn-SOD, CAT ile ilgili yapilan ¢alismanin sonucunda olumlu bir
sonuca ulagilmamig olmasi bu enzimlerle ilgili yapilacak caligsmalar etkilememelidir.
Istatistiksel veriler acisindan calismamizin genetik incelemeler boliimiinde en Gnemli
kisitlayici faktor kisith maddi imkanlardan dolayr hasta sayisinin az tuttugumuz
caligmamizda; hasta ve kontrol grubunun daha fazla sayida oldugu genis
populasyonlu yeni arastirmalar yapilmasi konuya daha fazla 1s1k tutacaktir.
Biyokimyasal analizlerimiz sonucu migren hastalarinda tespit ettigimiz antioksidan
enzim seviyelerindeki diiglikliikk, migren hastalarinda tedavilerine ek olarak
antioksidan vitaminlerin kullanilmasi diisiincesini aklimiza getirmektedir.

Calismamizda elde edilen verilerin ileri asamada bu ii¢ gen polimorfizmi
bulunan hastalarda uygulanacak tedavi protokoliine 151k tutacagina; iilke ve kisisel
temelde sosyal ve ekonomik boyutunun hafifletilmesi yaninda hastalarin yasam
kalitelerine olumlu katki saglayacagmma inanmaktayiz. Ciinkii migren, saglik
giderlerinin artmasinin yani sira ataklar sirasinda isgiicii kaybina da neden
olmaktadir. Bu nedenle migrenin etyopatogenezinin anlasilmasi ve etkin tedavisi bu
hastaligin hastalar ve toplum iizerindeki yiikiinii azaltacaktir. Ayrica migren
etyopatogenezinin aydinlatilmasina yonelik molekiiler genetik boyutta saglanacak
onemli katkinin hem benzer ¢aligmalara hem de gelecek calismalara 11k tutacaktir.
Arastirma konusuna iligskin biyokimsal analizler acisindan simirli sayida literatiir
kaynag1 mevcut olmasina ragmen, genetik incelemeye yonelik herhangi bir kaynak
bulunmamaktadir.

Bu nedenle konunun daha genis sayida bilimsel calisma ile desteklenmesi
gerekmektedir. Migren patofizyolojisinin bilinmesi, migren tedavisi (profilaksi ve
atak) icin gereklidir. Migren patogenezinin oksidatif stres ve antioksidan enzimlerle
iligkisi ve molekiiler genetik boyutunun aydinlatilmasinda bu calisma bilimsel

diizeyde anlaml katki saglayacaktir.
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8. EKLER
Ek-A
HASTA ONAY FORMU

Migren hastaliginin nedenlerinin arastirilmasinda kullanilmak {izere sizden
kan 6rnegi alinacaktir. Alinacak bu kan orneginden sizin genetik yapinizin bir kismi
ile ilgili genler calisilacak ve kanda bulunan birtakim antioksidan olarak adlandirilan
enzim gorevi yapan maddelere bakilacaktir.

Bu bilgiler 1518inda benden 6rnek alinmasini goniillii olarak kabul ettigimi,
caligmaya katildigim taktirde herhangi bir {icret beklemeyecegimi, calisma
sonuclarinin tedavi siirecini etkilemeyecegi konusunda bilgilendirildigimi beyan
ederim. Arastiricilarin ¢alisma sonucunda elde ettikleri verilerin isim belirtilmeksizin
yayimlanmasinda serbest olduklarina dair kanuni iznimi veriyorum.

Bu formu yakinlarimizla goriismek {iizere evinize gotiirebilir ve onlarla
goriigerek calismaya katilip katilmama kararin1 daha sonra verebilirsiniz. Calisma
sonuclart ve hastalikla ilgili bilgileri doktorunuzdan alabilir hasta caligmadan
ayrilmak istediginde formunu geri alabilir. Formunu geri ¢eken hastalarin
orneklerine hicbir islem yapilmayacaktir.

Elde edilen 6rneklerden DNA (size ait kanda bulunan genetik 6zelliklerin bir
kisminin incelenmesi) izole edilecek ve 5 yil boyunca saklanacaktir. Formda yeralan

kisisel bilgileriniz sakli kalacaktir.

Hasta Adi-Soyadi:
Tarih:
Imza:

Hastayi bilgilendiren doktorun Adi-Soyadi:
Tarih:
Imza:

Imzaya sahit olanin Adi-Soyadi:
Tarih:
Imza:
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Ek-B

Migren Hastalarinda Bas Agris1 Degerlendirme Formu

Hastalik siiresi:

Agr1 sikhige: * 2 den az
* 3-5
* 5 den fazla

Agr1 siiresi: * 4 -12 saat
* 12 -24 saat
* 24 -72 saat

Agr siddeti: * Giinliik iglerine devam edebiliyor
* Giinliik islerine devam edemiyor fakat yatamiyor
* Yatmak zorunda kaliyor

Eslik eden semptomlar: * Bulanti * Fotofobi * Lakrimasyon
* Kusma * Fonofobi * Diger
Agr1 yerlesimi: Unilateral * Sag * Sol
Bilateral

Fokal * Orbital * Frontal * Temporal  *Oksipital
Aura: * Yok
* Var/ Varsa tanimi

Agn tetikleyiciler: * Mens * Stres * Yiyecekler * Iklim * Koku
* Uykusuzluk  *Ag¢hk

Kullanmilan ilaglar: * Profilaktik tedavi
* Atak tedavisi

Sistemik hastahklar: *HT *DM  * Kalp hastalign =~ * Diger

Aile oyKkiisii: * Var

* Yok
Egitim durumu: * Okula gitmemis * ilkokul mezunu
* Ortaokul-lise mezunu * Universite mezunu
* Diger
Adi1 Soyadi: El dominansi:
Yast: Boy / Kilo:
Cinsiyet: Dogum yeri:
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