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GIRIS VE AMAC

Serebrovaskiiler hastaliklar heterojen bir etyolojik yapiya sahiptir. Genellikle klinik
olarak akut norolojik defisit olarak kendini gdsterir, ayrica inme olarak da bilinir veya daha az

yaygin olarak bas agrisi veya nobet gibi semptomlarla goriiliir (1).

Inme, beyne giden kan akiminin, damarlarin piht: ile tikanmas1 ya da zedelenmesi
sonucu kesilmesi ile olusur (2). Inme uzun vadeli ciddi sakatliklara neden olabilen énemli bir
hastaliktir (1). Diinya Saglik Orgiitii verilerine gdre inme, diinyanin ikinci dnde gelen 6liim
nedenidir, yilda yaklasik 6.000.000 kisinin 6liimiiyle sonuglanmaktadir ve bu verilere gore
diinyada yasayan herhangi bir bireyin yasam boyu inme riski %8 ile %10 arasindadir (3,4).
Tiim inmelerin %85’ini iskemik inme (damar tikaniklig1) olustururken geri kalan kismini ise
hemorajik inme (intraserebral kanamalar) olusturur (5). Iskemi, normal hiicresel fonksiyonu
stirdiirmek icin gerekli olan kanin akisinda azalma olarak tanimlanir. Beyin dokusu iskemiye
son derece hassastir, kisa iskemik donemler bile hiicresel 6liimle sonuglanabilecek karmagik

bir olaylar dizisini baslatabilmektedir (6).

Arter duvarlaria kalsiyum tuzu birikmesi, iskemik inme gelisimi i¢in 6nemli bir
olaydir. Damar kalsifikasyonunda rol oynayan faktorler arasinda, yumusak dokularin
minerallesmesinin dogal bir inhibitorii ve K vitaminine bagl protein grubunun bir temsilcisi
olan Matriks Gla proteini (MGP) kendini gdstermektedir. MGP geni, insanlarin 12. kisa
kromozom kollarinda (12p13.1 — p12.3) bulunur. Olgun proteinin 84 tane kodlu amino asit

rezidiisiinii ve transmembran sinyal peptidinin 19 rezidiisiinii igerir. Gen uzunlugu, 3900



niikleotittir ve genel gen uzunlugunun % 80'ini olusturan ii¢ intronla boliinmiis dort ekzondan
olusur. MGP'nin damar duvart kalsifikasyonu gelisimi iizerindeki muhtemel etkilerini g6z
Oniine alarak, MGP gen ekspresyonu durumunu etkileyen genetik polimorfizmin,
kalsifikasyonla iligkili hastaliklarin ilerleyisini ve dolayisiyla ana komplikasyonlarinin

gelisimini belirleyici oldugunu varsayabiliriz (7).

Bu ¢alismada, insan MGP genindeki tek niikleotid polimorfizmlerinden, G-7A'nin
(rs1800801) ve T-138C’nin (rs1800802) polimorfizmlerine bakilmistir. Buradan yola ¢ikarak
giiniimiizde iskemik inmenin yol a¢tig1 komplikasyonlara neden olan gen polimorfizmlerinin
bilinmesi, bunlarin rol oynadiklari fonksiyonel sorunlarin diizeltilmesine yonelik ilaglarin
gelistirilmesini saglayacaktir. Bireysel genetik yatkinligin belirlenmesi, dogru zamanda
tedbirler alinmasini saglayacaktir. ilaglara olan bireysel duyarliligin bilinmesi ilaglarin dogru
dozda kullanimimi saglayacak ve bireylerde olusan ilag kullanimindan kaynaklanan

komplikasyonlarin olusumunu engelleyecektir.



GENEL BIiLGILER

SEREBROVASKULER HASTALIK

Serebrovaskiiler olay, beyinde bir bolgenin gecici veya kalict bigimde, iskemi veya
kanama sebebiyle etkilendigi ve/veya beynin besleyici damarlarininin tutuldugu tim
hastaliklar1 kapsar. SVH’1 klinik olarak; asemptomatik SVH, fokal beyin disfonksiyonu ile
giden SVH (gegici iskemik atak ve inme), vaskiiler demans ve hipertansif ensefalopati olmak

tizere 4 grupta siniflandirabiliriz.
SEREBRAL DOLASIM

Beyin kan akimi, beyin tabaninda Willis ¢emberini yapan iki karotis ve iki vertebral
olmak tizere dort biiyiik arterden saglanir. Willis cemberinden ¢ikan bu arterler beyin boyunca
seyrederler ve pial arter denen dallarin1 verirler, bunlar da delici arter ve arteriyoller olarak
daha kiigiik damarlara ayrilirlar (Sekil 1). Delici damarlar beyinden Virchow-Robin bosluklar
olarak adlandirilan subaraknoid boslugun genislemesiyle hafifce ayrilirlar. Delici damarlar
beyinin igine girerek dnce beyin i¢i arter dallarini verirler, sonra ise kan ve dokular arasindaki

oksijen, besinler, karbondioksit ve metabolik iiriinlerin degistirildigi kapiller dallara ayrilirlar

(9).
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Sekil 1. Serebral dolasim (8)
Serebral Dolasimin Diizenlenmesi

Yetiskin bir bireyde beyinden gegen normal kan akimi her 100 gr beyin dokusu igin
ortalama dakikada 50-65 mililitredir. Tiim beyinde bu miktar 750-900 ml/dk’dir. Bu degerlere
gore beyin, viicut agirliginin yaklasik sadece %2’sini icerdigi halde dinlenme sirasindaki kalp
debisinin %15’ini alir. Baska dokulardaki gibi beyin dolasimi da doku metabolizmas: ile
oldukea ilgilidir. Bazi metabolik faktorler beyin dolagiminin diizenlenmesine katki saglar.

Bunlar;

1) Karbondioksit konsantrasyonu
2) Hidrojen iyonu konsantrasyonu
3) Oksijen konsantrasyonu

4) Astrositler tarafindan serbestlenen bazi maddeler’dir.

Artmig karbondioksit konsantrasyonu ya da artmis hidrojen iyon konsantrasyonu beyin
kanlanmasinm1 arttirir. Beynin perfiizyonunu saglayan arterlerdeki kanin karbondioksit
konsantrasyonundaki artislar beyin kanlanmasini da biiyiik oranlarda artirir (10). Arterlerin
kismi karbondioksit basinct (PCO2)’deki %70 oraninda bir artis beyin kan akimini 2 kata
yakin artirir (Sekil 2).
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Sekil 2. Arteryel PCOz2 ve beyin kan akim arasindaki iliski (8)

Bulgulara gore karbondioksit viicut sivilarindaki su ile birlesip karbonik aside dontisiir
sonrasinda ise hidrojen iyonlarina ayrisir. Hidrojen iyonlart beyin damarlarinda
vazodilatasyona sebep olur. Bu vazodilatasyon hidrojen iyon konsantrasyonun artisiyla
dogrudan orantilidir ve kan akimini normal degerlerin iki katina ¢ikarir. Beyin dokusunda
asiditeyi artiran ve bunun sonucunda hidrojen iyonu konsantrasyonunu artiran bagka maddeler

(laktik asit, piriivik asit) de bu yolla beyin kanlanmasini artiracaktir.

Karbondioksit ve hidrojen iyonlarinin beyin kanlanmasinin diizenlenmesinde soyle bir
rolii vardir; artmis hidrojen iyonu konsantrasyonu ndronal aktiviteyi baskilar ve beyin
kanlanmasini da ayn1 zamanda artirir ki bu da fazla olan hidrojen iyonlarinin, karbondioksitin
ve diger asidik maddelerin beyinden uzaklastirilmalarin1 saglar. Karbondioksitin azalmasi
karbonik asidin de dokulardan uzaklastirilmasini saglar, bu sekilde diger asitlerin de
uzaklastirilmasi sonucu hidrojen iyon konsantrasyonu normale doner. Bu mekanizma beyinde
hidrojen iyon konsantrasyonunu ve noron aktivitesini sabit diizeyde normal olarak tutmaya

yardimet olur (11).

Oksijenin beyin kanlanmasina etkisi ise sdyle agiklanabilir; beyin dokusunun her 100
gr’1 i¢in gereken oksijen miktart 3,5 mililitre civarindadir. Beyin kanlanmasi yetersiz olur ve
gereken oksijen saglanamazsa, bu eksiklik hizli bir sekilde vazodilatasyon yapar ve beyinin

normal sinirlarda kan almasina yardimci olur. Bu kanlanmay:1 regiile etme mekanizmasi

5



koronerler ve viicudun birgok dolasim alanindaki mekanizmalara benzer. Beyin dokusu
oksijen kismi basinci (PO2) 30 mmHg‘dan asagi inerse beyin kanlanmasi hizla artar. PO 20
mmHg’nin altina distiigii zaman beyin islevleri bozulacagi icin bu kan akimi artis1 ¢ok
yararlidir. Yani bu beyin kanlanmasinin bolgesel olarak regiilasyonuna katki saglayan oksijen

mekanizmasi beyin néronal aktivitesini korumada olduk¢a 6nemli bir role sahiptir (12).

Son olarak, astrositlerden serbestlenen maddelerin beyin kan akimini diizenlemeye
etkisi oldugu diisliniilmektedir. Astrositler, merkezi sinir sisteminde kan damarlarim
cevreleme ve besin saglamanin yaninda néronlar1 koruyan ve destekleyen, yildiz bigiminde ve
néron olmayan hiicrelerdir. Calismalara gore elektriksel olarak glutaminerjik ndronlarin
uyarilmasi astrositlerin ayaksi ¢ikintilarindaki kalsiyum iyonlarmin (hiicre ici) artigina ve
yakin arteriyollerde vazodilatasyona yol agmaktadir. Vazodilatasyon nedeninin astrositlerden
serbestlenen vazoaktif maddeler oldugu diisiiniilmektedir. Bu mediyatorlerden bazilari nitrik

oksit, aragidonik asidin metabolizma iiriinleri, K iyonlari, adenozin gibi maddelerdir (13,14).

OTOREGULASYON MEKANiIZMASI

Beyin kan akiminin bu regiilasyon mekanizmast beyni arterlerdeki basing
degisimlerinden korur. Heyecan ve agir aktivite durumlarinda arteryel kan basinci yiiksek
diizeylere ¢ikar, uyku sirasinda ise diisiik diizeylere iner ve bu sekilde dalgalanmalar olur. Bu
dalgalanmalarla birlikte beyinde kan akiminin 60-140 mmHg arteryel basinglar1 arasinda
kalmasini saglayan biiyiik bir otoregiilasyon mekanzimasi vardir (Sekil 3). Bu mekanizma
icinde beyin kan akimi pek de bir degisim gostermeden ortalama arteryel basing 60 mmHg ve
140 mmHg arasinda gidip gelebilir. Ancak arteryel basing 60 mmHg’nin altina diiserse beyin
kanlanmasinda ciddi bir diisiis olacaktir (15).
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Sekil 3. Otoregiilasyon mekanizmasi

Sempatik Sinir Sisteminin Rolii

Beyin dolagimi boyundaki superior servikal ganglionlardan yukar1 gelen sempatik bir
innervasyona sahiptir. Bu sempatik sinirler beynin biiyiik arterlerinin ve beyin dokusunun
icine giren arterlerin innervasyonunu saglar. Ancak kan akimimin otoregiilasyon mekanizmasi
sayesinde sempatik sinirlerde kesilme gibi durumlar genellikle biiyiik degisimlere neden
olmaz. Agir egzersiz gibi artmis dolagim aktivitelerinde ortalama arteryal basing ¢ok yiikselir
ve sempatik sinir sistemi kii¢iik damarlara basincin yiiksek ulasmasini engellemek i¢in biiyiik
ve orta boy damarlari daraltir. Bu koruma mekanizmasi da beyin i¢i kanamalari ve dolayisiyla

inmeyi 6nlemede olduk¢a 6nemlidir (16).
INME

Yash kisilerin ¢ogunda, mikro beyin arterlerinin bir kisminda tikaniklik goriiliir. Bu
kisilerin de bir kisminda inme adi verilen ve beyin fonksiyonlarmin ciddi diizeyde

bozulmasina yol agan boyutta bir ttkanma s6z konusudur (17).



Inmenin Cesitleri

Inmeler ¢cogu zaman (%75) beynin besleyici arterlerinden birinde ya da fazlasinda
olusan aterosklerotik plaklar sebebiyle ortaya ¢ikar. Plaklar kanin pihtilagma mekanizmasini
etkinlestirebilir ve piht1 arteri tikayabilir. Bu sekilde bdlgesel bir alanda beyin islevinin ani
kaybma yol agar. Bu inme cesidine iskemik (tikayici) inme denir. inme gelisen kisilerin
Ya’linde kan basincinin yiiksek seyretmesi nedeni ile damarlarda patlama olabilir bunun
sonucunda kanama gelisir ve bu kanama, beyin dokusunu sikistirarak fonksiyonlar1 tehlikeye

sokar. Inmenin bu ¢esidine hemorajik inme denir (18).

Iinmenin Klinik Goriiniimii

Inmenin nérolojik etkileri, beyinde hangi bolgelerin etkilendigine baglidir. inmenin
bir¢ok tipi vardir. En yaygin tiplerinden biri, beyin hemisferlerinden birinin orta kismini
kanlandiran orta beyin arterlerinden birinin tikanmasidir. Eger orta beyin arteri sol beyin
tarafinda blokaj yasarsa, sol beyindeki konusmayi kavramayi saglayan Wernicke alaninin
fonksiyonunu kaybetmesi sonucu hasta bunamis bir klinik goriiniimde olur. Bunun gibi yine
kelime olusumu icin fonksiyon gosteren Broca motor alaninin hasar1 nedeniyle konugsma
yetenegini kaybedebilir. Sol beyin kismindaki ndral motor fonksiyonlarinin bozulmasi
halinde, viicudun karsi taraf kaslarinda spastik fel¢ gelisebilir. Posterior beyin arterinin bloke
olmasi, hangi tarafta bloke olduysa aymi tarafin oksipital lobunda infarktiise ve iki goz

retinasinin da ayni taraf yariminda gérme fonksiyonu kaybina yol agar (19).
inmenin Onemi

Inme, 15 yas ve iistii eriskinlerde 6nde gelen 6liim nedenlerinden biridir ve hastalik
yiikiiniin DALY de ol¢iildiigii gibi en sik 4 nedeninin iginde bulunmaktadir. inme, 2005
yilinda tahminen 5 milyon 6liime neden olmustur ve bu oSliimlerin % 87'si diistik gelirli ve
orta gelirli iilkelerdeydi. Inme ile ilgili kiiresel 6liim sayisinin 2015 yilinda 6,5 milyona,
2030'da 7,8 milyona ¢ikacag: tahmin ediliyor. Ozellikle diisiik gelirli ve orta gelirli iilkelerde
artan inme yiikli, diinya ¢apinda inme i¢in bir hedef 6nerilmesine yol agmaktadir; daha iyi

vaka yonetimi ve tedavisi sonucu hastalikta % 2 azalma olabilecektir (20).



Inmenin Prevelansi

Inme prevelans1 belirli bir zaman i¢inde bir popiilasyondaki inme olgularmin tamamini
ifade eder. Yasla birlikte prevalans artmaktadir. Cografi faktorler prevelansi biiyiik 6l¢iide
etkiler. Ulkemizde bu konuda yapilmis saglikli bir calisma olmasa da Bat iilkelerinden gelen

bilgilere gore inme prevelansi 8/1000, Japonya’dan gelenlere gore ise 20/1000’dir (21).
ISKEMIK INME
Iskemik inmenin Tanim

Inme, serebral islevlerin akut olarak siklikla fokal, nadiren de global kaybina baglh
klinik semptom ve/veya bulgularidir. Inme semptomlar1 24 saatten uzun siirer ya da dliim

gelisebilir ve ¢ogu zaman vaskiiler orijin disinda bir neden saptanamaz (1).
Iskemik Inmenin Simiflandirilmasi

1993 yilinda yapilan TOAST “Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment”
calismasinda kullanilan  siniflandirmada, klinik bulgular ve etyoloji bir arada

degerlendirilmistir. Bu siniflandirmaya gore inme asagidaki 5 grupta agiklanmistir (22).
1. Genis arter aterosklerozu (tromboz veya emboli).

2. Kardiyoembolizm.

3. Kiiglik damar okliizyonu (lakiin).

4. Diger belirlenen nedenlere bagh iskemik inme.

5. Nedeni belirlenemeyen iskemik inme.

Genis arter aterosklerozu: iskemik inmelerin %50’si bu nedene baglidir. Bu iskemi,
cogu zaman ekstrakranyal ve nadir olarak intrakranyal damarlarda ve bu damarlarin

bifurkasyonlarinda olusan aterom plaklarinin riiptiirii ve tromboza bagl olarak gelisir.

Proksimal arterde %70- 80 ve iizerinde darliklar buna yol acar. Bu inmeli olgularda
sorgulandiginda, 15 dk. ile 1 saat arasinda siiren gecici iskemik ataklar ve intermittant
kladikasyo hikayesi bulunur. Norolojik bozukluk olarak, ekstremitelerde kuvvet kayiplari ve

fokal kortikal bulgular ortaya ¢ikar. Bu inmenin tanisin1 koymak i¢in ayrintili radyografik



incelemeler yapilir. Beyin tomografisi (BT), kranyal manyetik rezonans (MR), Doppler

ultrasonografi (USG) ve anjiografi tanida kullanilan mutlak gerekli araclardir.

Kardiyoembolizm: Iskemik inmelerin %20’sini olusturur. Arteriyal okliizyonun
sebebi olan emboliler kalpten kaynaklanmaktadir. Hastalik prognozunda basta sik olarak
epileptik nobetler inmeyle birliktedir, bu inme tipinde bazi olgularda ilerleyen saatlerde,

ndrolojik defisitte hizli iyilesmeler gézlenebilir.

Kiiciik damar okliizyonu (lakiiner infarktlar): Siklikla hipertansiyon veya diyabet
birlikteligi olan yash olgularda ortaya cikar. Bu tip inme, tiim iskemik inmelerin %25’ini
olusturur. Tani i¢in, lakiiner infarktlara spesifik klinik bulgularin varligi (plir motor ve
sensoryal, sensorimotor inme ve ataksik hemiparezi vb) ile BT/MR bulgularinin birlikte

olmasi1 gerekmektedir.

Diger belirlenen etyolojiler: Iskemik inmelerin iginde % 5 *den daha az goriiliirler.
Merkezi sinir sisteminin primer ve sekonder vaskiilitleri, serebral otozomal dominant
arteryopati subkortikal infarktlar ve lokoensefalopati, serebral amiloid anjiopati gibi nadir
kiigiik damar hastaliklar1, konjenital damar hastaliklari, mitokondriyal patolojiler, travmalar
ve kan hastaliklar1 bu grupta yer alir. Diger tanilar ekarte edildikten sonra ileri incelemelerle

tanis1 konur.

Sebebi  belirlenemeyen nedenler:  Ayrmtili  tetkiklere ragmen etyolojisi

aciklanamayan vakalar1 tanimlar.

iskemik inmenin Risk Faktorleri

Iskemik inmeye neden olan veya olabilecek risk faktdrlerinin saptanmasi biiyiik 6nem
tasir (Tablo 1). Inmede degistirilemeyen risk faktorleri yas, 1rk, cinsiyet olarak siralanirken,
kazanilmig risk faktorleri arasinda sigara kullanimi, hipertansiyon, diyabet ve obezite On

siralarda yer almaktadir (23).
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Tablo 1. inme risk faktorleri siniflamasi

DEGISTIRILEMEYEN RiSK DEGISTIRILEBILEN RiSK
FAKTORLERI FAKTORLERI
KESINLESMIiS | KESINLESMEMIS
Yas Hipertansiyon Alkol kullanim
Cins Diabetes Mellitus Obezite
Irk Kalp hastaliklari Beslenme
aliskanliklar1
Aile Oykiisii Hiperlipidemi Fiziksel inaktivite
Sigara Hiperhomosistinemi
Asemptomatik flac kullanimi ve
karotis stenozu bagimlilig
Orak hiicreli anemi Hormon tedavisi
Hiperkoagiilabilite
Fibrinojen
Inflamasyon
KALITIM iLE ILiSKiSi

Inmede yukarida belirtilen risk faktdrleri belli 6lgiide rol almaktadir ancak bununla

birlikte genetik etkenlerin inmeye olan etkisi hala tartigilmaktadir. 1989 yilinda Sacco ve

ark.’nin 1805 inme hastasinda yaptiklar1 prospektif bir ¢alismada bu risk faktorlerinin

hastalarin %50’sinde goriildiigii, geri kalan grupta genetik nedenlerin rol aldig1 vurgulanmistir

(24).
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Heterojen etiyopatogenezi nedeniyle inmede genetik etkenlerin rolii tartismalidir.
Inmeye neden olan genetik etkenler tek gen polimorfizmleri ya da poligenik polimorfizmler
olarak smiflanmaktadir. Literatiirde inme i¢in potansiyel risk olusturan genlerle ilgili ¢ok

sayida ¢alisma olmasina karsin en biiyiik gelismeler tek gen polimorfizmleri ile ilgilidir (25).

Inmenin genetik baglantis1 gdz oniine alinarak yapilan galismalarda birgok gen ile
kesin ilgisi saptanmistir. Bunlar; Faktor V geni (Q506 Leiden), Protrombin geni (G20210A),
Faktor VII (R353Q, 323A2), Fibrinojen (G455A, B148(C/T), p448(1/2)), PAI 1(4G/5G),
Factor XIII (Val34Leu), Gplib/llla (P1A2, HPAL/HPA3), Gplb/IX (HPA2/VNTR), Gpla/lia
(HPA5, C807T), ACE (I/D, CT 2/3), Anjiyotensinojen (M235T), eNOS (ecNOS 4a/b,
Glu298Asp), MTHFR (C677T), apo E (apoe2/e3/e4), apo A1/CIII (Sstl, Xmnl), apo B (Xbal),
Lipoprotein lipase (A291G), Paraoxonase 1 (glu192arg, met54leu)’dir (26).

MATRIKS GLA PROTEINI

Matriks Gla Proteini arter duvarlarinda kalsiyum tuzu birikmesi, miyokard enfarktiisii
ve iskemik inme gibi kanin koronal ve serebral dolasiminin akut bozukluklarinin gelisimi i¢in
onemlidir (27). Faktorler arasinda, damar kireglenmesinde 6nemli bir rol oynayan yumusak
dokularin minerallesmesinin dogal bir 6nleyicisi ve K vitaminine bagli protein grubunun bir

temsilcisi olan MGP ayirt edilir (28).

MGP geninin uzunlugu 3900 niikleotittir {i¢ intronla boliinmiis doért ekzondan olusur.
Insanlarin 12. kisa kromozom kollarinda (12p13.1-p12.3) bulunur. Matiir proteinin 84 kodlu

aminoasitini ve transmembran sinyal peptidinin 19 rezidiisiinii igerir (29).

Serebral arterin sklerotik bozukluklari, yani aterosklerotik plak ilerlemesi,
aterotrombotik inme gelisimine neden olur. Yirtilmasi ve daha sonra kan pihtilagsmasi, arter
intimasindaki dejeneratif islemlerden ve ateromatdz plaklardaki kalsiyum tuz birikiminden
kaynaklanir (30). Cok gesitli arastirmalar, kalkerli aterosklerotik plaklarda mineralizasyon
islemleriyle baglantili proteinlerin oldugunu kanitlamaktadir. MGP bu gibi proteinlerden
biridir (Sekil 4). MGP'nin damar duvari kalsifikasyonu gelisimi iizerindeki muhtemel
etkilerini goz Oniline alarak, MGP gen ekspresyonunun durumunu etkileyen genetik
polimorfizmin, aterosklerotik hastaliklarin ilerleyisini ve dolayisiyla iskemik inme gibi ana
komplikasyonlarinin gelisimini belirleyici oldugunu varsayabiliriz (31,32). Iskemik inme ile
ilgili olarak, MGP geninin polimorfizmleri ile baglantisi konusunda net bir sonuca

vartlamamis oldugundan bu alandaki arastirmalara devam edilmesine neden olmustur. MGP
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vaskiiler kalsifikasyonunu inhibe eden dnemli proteinlerden biri oldugu i¢in inmeli hastalarda
SNP'ler ile wvaskiiler kalsifikasyon progresyonu arasindaki iliski arastirilmigtir (33).
Tanimlanan birgok polimorfizm c¢esidi arasinda gen transkripsiyon isleminin basladigi
promotor G-7A'nin (rs1800801) polimorfizmine dikkat ¢ekilmektedir (34). G-7A’da promoter
pozisyonunda (-7) adenin yerine guaninin gelmesinin, transkripsiyonel gen aktivitesini
degistirebilecek bir durum oldugu ve bunun sonucu olarak, ana biyolojik proteinin
antikalsiyum-genik 6zelliginin etkilenebilecegi diisiiniilmiistiir. In vitro ve in vivo olarak tarif
edilen olay, kalsiyum iyonlar1 ve oksyapatit kristalleri ile etkilesime girebilen molekiiler
MGP'deki Gla kalintilarinin mevcudiyeti anlamina gelir. Bu gergek, Gla yerine glutamik asit
(Glu) iceren dekarboksilatli MGP incelendiginde ve MGP’nin antikalsinojenik etkisini
kaybettigi goriildiigiinde kanitlanmistir (35).

Ayrica bu ¢alismada daha Once yapilan ¢alismalar baz alinarak T-138C (rs1800802)

polimorfizmini de hasta ve kontrol gruplar1 a¢isindan degerlendirildi (36).

VECRECNECVECEEENg

@@0®Q®®@@®©060®3®®®

B0RERSREVEEOIBERCD),

Q‘D@QQ@@O@@Q@@@.@G@@

YEBRABEAE

Sekil 4. Matris Gla proteini icin amino asit dizisi (34)

Siyah nokta iceren glutamik asit kalintilar1 (E) y-karboksilasyon bodlgelerini gosterir.
Yukarida "P" olan serin artiklar1 (S) fosforilasyon igin olast bolgeleri gosterir. MGP
proteininde, amino asit 83°te alanin (A) veya treonin (T)'nin bulundugu ortak bir polimorfizm

vardir.
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GEREC VE YONTEM

Tez calismast igin &ncelikle Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi Bilimsel
Aragtirmalar Etik Kurulu’na bagvuru yapildi. Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik
ve Tibbi Bilisim Anabilim Dali tarafindan o6rnek bir calismanin genotip dagilimlari esas
alinarak yapacagimiz ¢alismanin etki biiyiikliigii hesaplanmigtir. Trakya Universitesi Tip
Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu’nun 19.11.2018 tarihli toplantisi sonucu alinan
19/31 sayili karar ile tez ¢alismamiz kabul edilmistir (Ek1). Tez ¢alismamiz ayrica 2019/65
nolu proje ile Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan
desteklenmistir (Ek2,Ek3).

Calismamiz 52 hasta ve 60 kontrol grubu olmak {iizere toplam 112 kisi ile
gerceklestirildi. Hasta grubunun yas ortalamasi 67,27+12,195 ve kontrol grubunun yas
ortalamasi 69,25+5,780 olarak hesaplanmistir. Bu ¢alisma Kanuni Sultan Siileyman Egitim ve
Arastirma Hastanesi Noroloji Poliklinigine basvurmus ve iskemik inme tanisi almig hastalar
ile diger polikliniklere bagvurmus ancak iskemik inme tanis1 almamis ve baska bir norolojik
rahatsizligit bulunmayan kisilerin vermis olduklar1 rutin kanlarla gergeklestirilmistir.
Calismaya katilanlara ayrintili bilgi verildikten sonra onaylar1 alinmistir. Deneysel ¢alismalar
Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi biinyesinde Biyofizik ~Anabilim  Dali’nda
gerceklestirilmistir.
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Hasta Grubu Olarak:

1) Kanuni Sultan Siilleyman Egitim ve Arastirma Hastanesi Noroloji Poliklinigine
basvuran iskemik inme hastalig1 tanis1 almis olanlar,

2) Yaslar1 19 veya 19’dan biiyiik olan yetiskin kadin ve erkek kisiler,

3) Diger norolojik hastaliklari (Parkinson, Alzheimer, Huntington, Wilson, Epilepsi,
Polinoropatiler / Periferik ndropatiler gibi) bulunmayanlar,

4) Tlag ve alkol bagimlilig1 olmayanlar ¢alismaya alinmustir.

Kontrol Grubu Olarak:
1) Yaslar1 19 veya 19°dan biiyiik olan yetiskin kisiler,
2) Kronik, sistematik ve metabolik hastaligi bulunmayanlar,

3) Ilag ve alkol bagimlilig1 olmayanlar calismaya alinmustir.

Calisma 52 kisiden olusan hasta grubu ve yine 60 kisiden olusan kontrol grubu olmak
tizere toplam 112 kisi ile gerceklestirilmistir. Hasta grubundaki 52 kisiden 33 kisi erkek, 19
kisi ise kadindir. Kontrol gurubundaki 60 kisiden 30 kisi erkek, 30 kisi kadindir. Hasta
grubunun yas ortalamasi 67,27+12,195 ve kontrol gurubunun yas ortalamasi 69,25+5,780

olarak hesaplandi.

Hasta ve kontrol gruplarindan 2’ser ml periferik kan ornekleri EDTA’lh vakumlu
tiplere alinip Sigma Kiti kullanilarak DNA izole edildi. DNA kalitesi % 0.8’lik agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilerek gozlendi. DNA izolasyonundan sonra polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile G-7A geni polimorfizmini i¢eren iriinler % 2’lik agaroz jellere yiiklenip
EtBr ile boyanarak elektroforezde 110 voltta yiiriitiildii. Daha sonra PZR f{iriinleri G-7A
geninin polimorfizm bdlgesine 6zgli Ncol restriksiyon enzimi kullanilarak Restriksiyon
Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) yontemi ile 37°C de 3 saat inkiibasyon yapilarak
kesime birakildi. Kesim sonucu iiriinler %3’lik agaroz jelde EtBr ile boyanarak

elektroforezde 110 voltta yiiriitiildiikten sonra UV 1s1k altinda polimorfizmler saptandi.

T-138C gen polimorfizmi i¢in yine DNA Ornekleri bu bolgeye 0zgii primerlerle
cogaltildi. PZR {irtinleri % 2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek gozlendi. Daha sonra PZR iiriinleri
T-138C geni polimorfizm bolgesine 6zgli BseNI restriksiyon enzimi kullanilarak RFLP

yontemi ile enzim 65°C de 3 saat inkiibasyon yapilarak kesime birakildi. Kesim sonucu
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tiriinler %3’liik agaroz jelde EtBr ile boyanarak elektroforezde 110 voltta yiiriitiildiikten sonra

UV 151k altinda polimorfizmler saptandi.
GERECLER

KULLANILAN KiMYASAL MALZEMELER

Agaroz (Sigma)

Borik Asit (Sigma)

DNA Marker seti, 50bg (Fermentas)

DNA Marker seti, 100b¢ (Fermentas)

dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (MBI)

Etanol %2100 (Riedel)

Etidyum Bromit (Sigma)

Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA) (Sigma)

Magnezyum kloriir (Fermentas)

BseNI restriksiyon enzimi (Fermentas)

Ncol restriksiyon enzimi (Fermentas)

Primerler (Fermentas)

Proteinaz K (Sigma)

Tag DNA polimeraz seti (Fermentas)

Trisma (Base) (Bio Basic)

KULLANILAN CIHAZLAR

Agaroz elektroforez tanki (MINICELL PRIMO EC 320)

Derin dondurucu (AEG)
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Gii¢ kaynagi (EC-105)

Manyetik karistirict (Niive)
Otoklav (Heraeus)

Otomatik mikro pipetler (ISOLAB)
Santrifiij (Allegra X-22R)

Terazi (Sartorius)

Thermal Cycler (Boeco TS-100)
Vorteks (VELP Scientifica)
COZELTILER

10 Tris Borat Elektroforez (TEB) Cozeltisi (1 litre) pH: 7.4
60.5 gr Tris

3.72 gr Na2EDTA.2H20

30.85 gr borik asit

YONTEMLER

DNA IZOLASYONU

Hasta ve kontrol gruplarindan EDTA’l1 tiiplere alinan 2ml kan 6rneklerinden Sigma DNA
Kiti ile DNA’lar izole edildi (Tablo 2). DNA miktarlar1 asagidaki formiil kullanilarak
belirlendi:

DNA (ng/ml)= 260 nm’deki optik yogunlugu (OD) x Seyreltme faktorii (Dilution
factor) x Katsay1 (DNA igin 50)

DNA’nin saflifi 260 nm ile 280 nm dalga boylarindaki optik yogunluk degerlerinin

orantyla belirlendi.
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Tablo 2. Sigma kiti ile DNA izolasyonu

0.5 ml EDTA’l1 kan 2 mI’lik toplama tiiptine koyuldu.

4°C’de 3000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda ¢ozeltinin {ist fazi
atildi.

Toplama tiipiine 0.8 ml TBP Buffer eklenip, vortekslendi.
3000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Olusan ¢6zeltinin yine {ist faz1 atildu.
Cozeltiye 0.5 ml TBM Bufter eklenip, hizlica vortekslendi. 3 pl proteinaz K (20mg/ml)

eklendi.

55°C’de 30 dakika inkiibe edildi.
Cozelti 5000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilip, list stvi 2 ml’lik toplama tiipiine aktarildi,
tizerine 260 pl saf ethanol eklendi.

Toplama tiipiindeki ¢ozelti, kolona aktarilip 10000 rpm’de 2dakika santrifiij edildi.
Toplama tiipiindeki atik sivi1 atildi.

Ust s1v1 + 500 ul Yikama Soliisyonu eklendi.
10000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi, atik s1v1 atildi.

Yikama soliisyonundan arta kalani ¢ikarmak i¢in 10000 rpm’ de tekrar santrifiij edildi.

Kolon 1.5 mI’lik tiiplere yerlestirilip, 50 pl Elution Buffer eklendi.

50°C’de 2 dakika inkiibe edilip, 10000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra DNA elde
edildi.
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR, ilk kez 1985 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde bulunan, Cetus sirketine
bagl olarak c¢alisan Henry A. Erlich, Kary Mullis ve Randall K. Saiki tarafindan gelistirilen
metodla bilim diinyasina sunuldugundan itibaren hem arastirmada hem de klinik
laboratuvarlarinda tanida yeni bir c¢igir agmistir. PZR in vitro kosullarda DNA’nin
cogaltilmasi olarak tanimlanmistir. PZR’de ii¢ temel basamak vardir ve ¢ogaltilmig DNA

miktari, bu li¢ adimin tekraria baghdir (Sekil 5).
1) Denatiirasyon (94-97°C)

2) Primer baglanmasi (47-60°C)

3) DNA sentezi (72°C)

Bu ii¢ adim bir PZR sikliisiinii olusturur. ilk adimda cogaltilacak DNA denatiire
edilerek tek zincirli hale getirilir. Ikinci adimda primerlerin tek zincirli hale getirilmis

DNA’ya baglanmasi saglanir. Son agsamada ise istenilen DNA bolgesinin sentezi gergeklesir.

5 3
E .3 LI
&
3 g
=y g 3
DENATURASYON
94°C-97°C
i s 3
g
4]
47°C-60°C
CIFT ZINCIR DNA|
25%
-

Sekil 5. PZR dongiisii
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PZR’nin temel bilesenleri; kalip olarak kullanilan DNA molekiilii, DNA polimeraz
enzimi (Taqg polimeraz), enzim tamponu, primerler, dNTP (dATP, dGTP, dCTP ve dTTP)
karistm1 ve MgCly’dir. Ilgili gen bolgeleri verilen primer dizileri kullanilarak ¢ogaltildi.
Reaksiyon toplam 25ul’lik hacimde gergeklestirildi. Daha sonra PZR f{iriinleri % 2’lik agaroz
jelde yiiriitiilerek, kontrol ve hastalarin T-138C ve G-7A gen polimorfizm bolgeleri EtBr ile

boyandiktan sonra UV 1s1k altinda incelendi.
PZR’de kullanilan Primer Dizileri:

MGP G-7A gen polimorfizminin gézlendigi 4. ekson bdlgesini ¢cogaltmada
kullanilan primerler:
F: 5’-CTAGTTCAGTGCCAACCCTTCCCCACC-3’
R: 5’-TAGCAGCAGTAGGGAGAGAGGCTCCCA-3’
MGP geninde T-138C polimorfizminin gézlendigi promotoér bolgesini ¢ogaltmada
kullanilan primerler:
F: 5>-AAGCATACGATGGCCAAAACTTCTGCA-3’
R: 5’-GAACTAGCATTGGAACTTTTCCCAACC-3’
PZR icin Hazirlanan Karisimlar
G-7A igin:
Bir hasta i¢in kullanilan miktarlar:
2 mM MgCl,
1 PZR Tamponu
10 nmol primer 1
10 nmol primer 2

0.2 mM dNTP

1.25 Unite Taq polimeraz

20



dH20 ile 24 ul’e tamamlandi
1 ul izole edilmis DNA elendi.
Toplam hacim: 25 pl

T-138C i¢in:

Bir hasta i¢in kullanilan miktarlar:

2.5 mM MgCl»

1 PZR Tamponu

10 nmol primer 1

10 nmol primer 2

0.2 mM dNTP

1.25 iinite Taq polimeraz
dH20 ile 24 pl’e tamamlandi
1 ul izole edilmis DNA eklendi
Toplam hacim: 25 pl

PZR i¢in Gerekli Kosullar
G-7A igin:

Baglangic: 94°C 3 dakika
94°C 30 saniye

64°C 60 saniye 30 Dongii
72°C 60 saniye

Sonlanma: 72°C, 5 dakika
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T-138C i¢in:
Baslangig: 94°C 3 dakika
94°C 30 saniye
57°C 60 saniye 30 Dongii
72°C 60 saniye
Sonlanma: 72°C, 5 dakika
Restriksiyon Enzim Kesimi Yontemi

Restriksiyon enzimleri, kisa DNA dizilimlerini 6zgiil olarak taniyan ve bu dizilimlere
yakin bolgelerden veya bu dizilimler i¢indeki spesifik bolgelerden ¢ift yonlii simetrik olarak
DNA’y1 kesen enzimlerdir. Bu enzimlerin biiyiik bir kism1 bakterilerde, ¢ok az bir kismi da
viriis ve Okaryotlarda bulunmaktadir. Belli bir restriksiyon enzimi DNA’y1 kesecegi, 4-8
niikleotitlik restriksiyon noktasi tanir. Kontrol ve hastalarin G-7A polimorfizmi; PZR
asamasindan sonra PZR firiinlerinin Ncol restriksiyon enzimi ile 3 saat 37°C’de kesime
birakilmalari, % 3’liikk agaroz jelde yiiriitiilmeleri ve UV 151k altinda incelenmeleri sonucunda
belirlendi. T-138C polimorfizmi i¢in ise, PZR asamasindan sonra PZR iiriinlerinin BseNI
restriksiyon enzimi ile 3 saat 65°C’de kesime birakilmalar, % 3’liikk agaroz jelde

yiiriitilmeleri ve UV 1s1k altinda incelenmeleri sonucunda belirlendi.
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G-7A Icin Restriksiyon Enzim Kesimi Yéntemi
PZR sonucu elde edilen iiriinler kullanilarak;
1 M tampon 1.0ul
5 tinite Ncol Restriksiyon enzimi (0.5ul Ncol Restriksiyon enzimi)
2.0ul PZR reaksiyon tiriinii
6.5ul dH20

Toplam hacim: 10 pl saglandiktan sonra karisim birkag saniye yavasca karistirildi. 37°C’de 3

saat inkiibasyona birakild:.

Inkiibasyon siiresinin sonunda iiriinler 2.5 ul EtBr ile hazirlanan % 3’liik agaroz jelde
yiritilerek UV 1sik altinda olusan bantlar gozlendi. Elde edilen alleller tablodaki kesim

iriinlerine gore belirlendi.
T-138C I¢in Restriksiyon Enzim Kesimi Yontemi
PZR sonucu elde edilen iiriinler kullanilarak;
1 M tampon 1.0ul
5 tinite BseNI Restriksiyon enzimi (0.5ul BseNI Restriksiyon enzimi)
2.0ul PZR reaksiyon {iriin
6.5ul dH20

Toplam hacim: 10 pl saglandiktan sonra karisim birkag saniye yavasca karistirildi. 65°C’de 3

saat inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon siiresinin sonunda iiriinler 2.5 ul EtBr ile hazirlanan % 3’liik agaroz jelde
yuriitiilerek UV 151k altinda olusan bantlar gozlendi. Elde edilen alleller tablodaki kesim

tirlinlerine gore belirlendi.
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Necol i¢in Restriksiyon Enziminin Mekanizmasi

Ncol restriksiyon enzimi ozgiin oldugu bolgeden asagidaki sekilde kesim yapar
(Tablo 3).

BseNI icin Restriksiyon Enziminin Mekanizmasi

BseNI restriksiyon enzimi o6zgiin oldugu bolgeden asagidaki sekilde kesim yapar
(Tablo 4).

Tablo 3. G-7A polimorfizmi icin kullamlan primer tablosu ve restriksiyon enziminin

kesim sonuclari

Uriin Uzunlugu

Polimorfizm ) e Enzim Kesimi Sonucu
Bolgesi Kullanilan Primer Dizileri l.jrlthﬂF\;ri G Alleli A Alleli
Normal Allel | Mutant Allel
G-TA F:
5>-CTAGTTCAGTGCC
AACCCTTCCCCACC-3’ 109 bg
G-7TA 138 bg 138 bg
G-7TAR: 29 be

5’-TAGCAGCAGTAGGG
AGAGAGGCTCCCA-3’

24



Tablo 4. T-138C polimorfizmi icin kullanilan primer tablosu ve restriksiyon enziminin

kesim sonuglari

Uriin Uzunlugu
Polimorfi Enzim Kesimi Sonucu
(.). lmo.r 1zm Kullanilan Primer Dizileri PZR C Alleli .
Bolgesi e T Alleli Mutant
urunleri Normal
Allel
Allel
T-138C F:
5’AAGCATACGATGGCC
T-138C AAAACTTCTGCA-3 142 be 142 be ;AILEL bg
T-138C R: ¢
5’GAACTAGCATTGGAA
CTTTTCCCAACC-3’
ISTATISTIKSEL ANALIZ

Sonuglar say1 (yiizde) ya da ortalama + std. sapma olarak ifade edildiler. Yas, AKS,
TG, Kolesterol, HDL, LDL degiskenlerinin gruplar arasinda karsilagtirmalarinda Student t
testi kullanildi. MGP genotiplerinin gruplar arasi karsilastirmalarinda Ki-kare testi kullanildi.

P<0.05 degeri istatistiksel anlamlilik sinir1 olarak kabul edildi.

25



BULGULAR

Yapilan tetkikler sonucunda iskemik inme tanist almis olan hasta grubu ile kontrol
grubu arasinda yas, hipertansiyon, diyabetes mellitus, sigara, alkol, kalp hastaliklari, aglik kan
sekeri, kolesterol, trigliserid, HDL, LDL ve cinsiyet bulgulari karsilastirilmistir. Elde edilen

sonuclar Tablo 5’te gdsterilmistir.
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Tablo 5. Hasta ve kontrol gruplarinin klinik bulgular

HASTA VE KONTROL GRUPLARI

KLINIiK BULGULARI P
HASTA (N:52) | KONTROL (N:60)

YAS(y1l) 67,27+12,195 69,25+5,78 0,265
HIPERTANSIYON %82,69(43) %61,67(37) 0,014
DIYABETES MELLITUS %48,08(25) %35(21) 0,161
SIGARA %34,62(18) %31,67(19) 0,741
ALKOL %1,923(1) %16,67(10) 0,009
KALP HASTALIKLARI 9%55,77(29) 9%26,67(16) 0,002
AKS (mg/dL) 125(90,50-185,50) 105(95-120) 0,08

KOLESTEROL (mg/dL) 176,27+49,475 179,58+29,93 0,665
TRiIGLISERID(mg/dL) 153,50(117,25- 120(94,50-149,50) <0,001

206,00)

HDL (mg/dL) 39,63+11,46 52,02+11,08 <0,001
LDL(mg/dL) 100,9+31,901 126,47+23,78 <0,001
CINSIYET(kadin) %36,54(19) %50(30) 0,152

HDL: HDL kolesterol, LDL: LDL kolesterol, Student t testi, Ortalama + standart sapma;

ortanca (25 yiizdelik-75 yiizdelik); ylizde (siklik)
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Hasta ve kontrol grubundan alinan kanlardan izole edilmis olan DNA’lar % 0.8’lik

agaroz jelde yiiriitiilerek elde edilen bantlarin ultraviyole 151k altinda gézlemlendi (Sekil 6).

— =

—ﬁ-ﬁ———'_.__.__

Sekil 6. Kan orneklerinden izole edilen DNA’larin % 0.8’lik agaroz jelde yiiriitiilerek

ultraviyole 151k altindaki goriintiisii

Izole edilmis olan DNA’lar % 0.8’lik agaroz jelde gdzlemlendikten sonra T-138C gen
polimorfizmi igin 6zgiin bolgelere ait primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyon islemi
gerceklestirildi. Elde edilen PZR firiinleri % 2’lik agaroz jelde yiiriitiildii. 30 dakika civarinda
yiiriitiilen iiriinler ultraviyole 151k alinda incelendi (Sekil 7). Uriinlerin beklendigi araliklarda

oldugu gozlemlendi.

Sekil 7. Elde edilen PZR iiriinlerinin % 2’lik agaroz jelde yiiriitiilme goriintiisii
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G-7A Iicin Restriksiyon Enzim Kesimi

G-7A Dbolgesinin kesimi i¢cin PZR sonucu elde edilen iiriinlerle Ncol enzimi
kullanilarak, kesim yonteminde gosterilen sekilde enzim kesimi gergeklestirildi. Restriksiyon
islemi sonucunda MGP geninin 4. ekson bolgesindeki G—A polimorfizmi elde edilen bant

olusumlar1 sonucunda belirlendi (Sekil 8).
GG genotipinde kesim goriilmez ve 138 bg’lik tek bant olusur.

AA genotipinde iki DNA zinciri bolgesinde kesim gergeklesir, 109 ve 29 bg¢’lik iki bant

olusur.

GA genotipinde ise bir DNA kesim bolgesinde kesim gerceklesir ve 138, 109, 29 bg

uzunluklarinda {i¢ bant gozlenir.

Sekil 8. G-7A polimorfizmini gosteren EtBr ile boyanan % 3’liik agaroz jel goriintiisii
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T-138C I¢in Restriksiyon Enzim Kesimi

T-138C bolgesinin kesimi i¢in PZR sonucu elde edilen iiriinlerle BseNI enzimi
kullanilarak kesim yonteminde gosterilen sekilde enzim kesimi gergeklestirildi. Enzim kesimi
islemi sonucunda MGP geninin promotdr bolgesindeki T—C polimorfizmi elde edilen bant

olusumlar1 sonucunda belirlendi (Sekil 9).
CC genotipinde kesim goriilmez ve 142 bg¢’lik tek bant olusur.

TT genotipinde iki DNA zinciri bolgesinde kesim gerceklesir, 118 ve 24 bg’lik iki bant

olusur.

CT genotipinde ise her iki allel de goriiliir ve 142, 118, 24 b¢ uzunluklarinda {i¢ bant gozlenir.

Sekil 9. T-138C polimorfizmini gosteren EtBr ile boyanan % 3’liik agaroz jel goriintiisii
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Calisilan hasta ve kontrol gruplarinin G-7A ve T-138C genotip dagilimlari

incelendiginde;
G-7A icin;

Inmeli grubun AA genotipi 3 hasta olup % 5.8, GA genotipi 24 hasta olup % 46.1 ve
GG genotipi 25 hasta olup %48.1. Kontrol grubunun AA genotipi 6 kisi olup % 10, GA
genotipi 30 kisi olup %50 ve GG genotipi 24 kisi olup %40°dir. Hasta grubu ve kontrol grubu
arasinda 6nemli bir fark goriillememistir. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde G-7A

genotipleri arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (Tablo 6).

Tablo 6. G-7A genotiplerinin hasta ve kontrol gruplarina gore dagilin

G-7A GRUP o
GENOTIP HASTA KONTROL
AA 3 (%5.8) 6 (%10)
GA 24 (%46.1) 30 (%50) 0.504
GG 25 (%48.1) 24 (%40) '
TOPLAM 52 (%100) 60 (%100)

AA: Adenine-Adenine; GA: Guanine-Adenine; GG: Guanine-Guanine

Ki kare testi
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T-138C icin;

Inmeli grubun CC genotipi 6 hasta olup % 11.6, CT genotipi 23 hasta olup % 44.2 ve
TT genotipi 23 hasta olup % 44.2 *dir. Kontrol grubunun CC genotipi 2 kisi olup % 3.3, CT
genotipi 19 kisi olup % 31.7 ve TT genotipi 39 kisi olup % 65’tir. Inmeli grubun CC genotipi
kontrole gore daha yiiksek bulunmusken TT genotipleri daha diisiik bulunmustur. Ancak
istatistiksel olarak degerlendirildiginde T-138C genotipleri arasinda anlamhi bir fark

bulunamamustir (Tablo 7).

Tablo 7. T-138C genotiplerinin hasta ve kontrol gruplarina gore dagilhimi

T-138C GRUP -
GENOTIP HASTA KONTROL
cC 6 (%11.6) 2 (%3.3)
cT 23 (%44.2) 19 (%31.7) 0.051
TT 23 (%44.2) 39 (%65)
TOPLAM 52 (%2100) 60 (%100)

CC: Cytosine-Cytosine; CT: Cytosine-Timine; TT: Timin-Timin

Ki kare testi

G-7A ve T-138C gen polimorfizmleri i¢in 112 kisinin (hastat+kontrol) istatistiksel

sonuglarina gore inmeli hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunamamustir.
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TARTISMA

Inme, erken 6liim ve sakathigm &nde gelen bir nedenidir (36). Konvansiyonel risk
faktorleri, tiim inme riskinin sadece kiigiik bir kismim agiklar (37). Ikizlerin ve aile dykiisii
calismalarindan elde edilen kanitlar, genetik yatkinligin 6nemli oldugunu gostermektedir (38).
Cevresel risk faktorlerinin ¢oklu genlerle etkilesime girdigi diisiiniilen diger bir¢cok karmagik
hastalikta oldugu gibi, inme riskine katkida bulunan altta yatan molekiiler mekanizmalarin
belirlenmesi zor olmustur (39). inmenin yaklasik % 80'i iskemik iken % 20'si kanamaya
baghdir (40). Iskemik inme, en yaygin olarak biiyiik damar hastali§1 inmesi, kii¢iik damar
hastalig1 inmesi ve kardiyoembolik inme olarak, farkli patofizyolojik mekanizmalara sahip

birkag alt tipi icerir (41).

MGP, vaskiiler diiz kas hiicreleri (VSMC'ler) ve doku kalsifikasyonunun ana
diizenleyicisi oldugu diisiiniilen kondrositler tarafindan sentezlenen mineral baglayici bir
hiicre dis1 matriks proteinidir. Yapilan bazi ¢aligmalar, G-7A ve T-138C gen
polimorfizmlerinin VSMCl'leri ve doku kalsifikasyonu iizerinde 6nemli bir etkiye sahip
oldugunu gostermistir (42). 2000 yilinda Braam ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, ciddi
ateroskleroz gelisimine, kan serumunda artan MGP konsantrasyonlarinin eslik ettigi belirtildi
(45). O’Donell ve ark., kandaki MGP diizeyi ile bir dizi farkli ateroskleroz risk faktorii
arasindaki baglantiy1 yaptiklar ¢alismada ortaya koymuslardir, ancak MGP igerigi ve koroner

damar kalsifikasyonu arasinda bir iligki bulamamiglardir (46).
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MGP‘nin G-7A ve T-138C gen polimorfizmlerine gére inme hastalart ve kontrol grubundaki
hastalarin genetik tiplemesinin yapilmasi, bu genlerin ii¢ varyantinin frekansin1 bulmak genel
olarak gruplar ve alt gruplar arasindaki karsilastirmalari tespit etmeyi saglamistir. Bu
polimorfizmlerden G-7A gen polimorfizmi i¢in AA, GA ve GG allellerinin siklig1 inmeli
hasta grubunda sirasiyla 3 (%5.8), 24 (%46.1) ve 25 (%48.1) bulunmusken; kontrol grubunda
sirasiyla 6 (%10), 30 (%50) ve 24 (%40) bulunmustur. Ki-kare Testi degerlerine bakildiginda
inmeli hasta grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (p=0.597,
p>0.05). T-138C polimorfizmi igin ise CC, CT ve TT allellerinin sikligi inmeli hasta
grubunda sirasiyla 6 (%11.6), 23 (%44.2) ve 23 (%44.2) bulunmusken; kontrol grubunda
sirastyla 2 (%3.3), 19 (%31.7) ve 39 (%65) bulunmustur. Ki-kare Testi degerlerine
bakildiginda inmeli hasta grubu ile kontrol grubu arasinda istatiksel agidan anlamli bir fark
bulunamadiysa da (p=0.051) CC alellerinin hasta grubunda kontrol grubuna gore istatiksel

acidan belirgin olarak yiiksek oldugu bulunmustur.

Farzaneh ve dig. calismalarinda, saglikli kisilerin kan serumlarinda G-7A gen
polimorfizmi ile MGP igerigi arasinda iliski saptamazken, T-138C gen polimorfizmi arasinda
istatistiksel olarak giivenilir bir baglanti oldugunu tespit ettiler (47). Serum MGP diizeyi ile
ateroskleroz gelisim riski arasindaki baglantiyr goz Oniine alarak kendi ¢alismamiz igin
soyleyebiliriz ki buldugumuz T-138C gen polimorfizmdeki yakin degerler bize T-138C gen
polimorfizminin inme ile yiiksek oranda iliskili olabilecegini gosterir ve bu baglamda ¢alisma
genigletilerek bu ihtimal arastirilabilir. Ataman ve ark. MGP geninin A/A varyantinin,
Ukrayna popiilasyonunun kadinlarinda bir iskemik inme risk faktorii oldugunu 2012°de
yaptiklart ¢alismada kanitlamiglardir (48). Kendi ¢alismamizda ise Tirk toplumu igin

kadinlarda boyle bir risk faktorii tanimlayamadik.

Inme prognozunu belirlemede etkili bulunmus birgok faktdr vardir. Bu faktorlerden
biri olan yas icin bizim c¢alismamizda hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark
bulunamamistir ancak yapilan ¢alismalara gore ileri yas, inme prognozunda olumsuz etkiye
sahiptir. Geligsmis iilkelerde beklenen hayat siliresinin uzamasi, ileri yas kavramini da
degistirmektedir (43). Inmenin prognozunu incelerken, Yang ki Ming ve ark. 80 yas iizerini
ileri yas kategorisinde degerlendirmislerdir ve 80 yas tizeri akut SVH vakalarinda prognozun
yas ile birlikte olumsuz sonuclar verdigini sdylemislerdir (44). Bu g¢alismalardaki farkli
sonuclar1 etnik koken farkliligi, cevrenin ayni olmamasi ya da hasta ve kontrol gruplari i¢in

farkli kriterlerin olmasi gibi durumlar agiklamaktadir. Kuzey Kibris’ta Ferda ve ark. 2013’te
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yaptigi ¢alismada hipertansiyon, hiperlipidemi ve diabetes mellitus varliginin inme igin risk
faktorleri oldugu sdylenmistir (26). Bizim g¢alismamizda da hipertansiyon ve cesitli lipid
degerleri igin hasta ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmustur. Gerek daha
once yapilan ¢alismalar gerekse bu c¢alismada T-138C gen polmorfizmi agisindan bir takim
veriler elde edilmistir. ileride bilim adamlarmin yapacaklar1 diger calismalar bu gen
polimorfizminin inmeye etkisini anlamay1 kolaylastiracaktir. Bu ¢alisma gibi yapilacak diger
caligmalarla, insan hayati i¢in biiyiik bir yiik{i olan inmenin etkisi azaltilacaktir hatta belki de

inme diye bir hastalik kalmayacaktir.
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SONUCLAR

Calismada Kanuni Sultan Siileymen EAH noéroloji poliklinigine bagvuran ve yapilan
tetkikler sonucunda iskemik inme tanisi konmus olan 52 kisiden olusan hasta grubu ile
herhangi bir norolojik rahatsizlig1 olmayan 60 kisiden olusan kontrol grubu i¢in G-7A ve T-
138C gen polimorfizmleri incelendi. Caligmaya alinan inmeli hasta grubu ve kontrol
grubunun yas, cinsiyet, kalp hastaliklar1 varligi, sigara ve alkol kullanimi, hipertansiyon ,
AKS, TG, Kolesterol, HDL, LDL klinik bulgular1 belirlendikten sonra calisma Biyofizik
Anabilim Dalinda baglatilmistir.

Bu polimorfizmlerden G-7A gen polimorfizmi i¢in AA, GA ve GG allellerinin siklig1
inmeli hasta grubunda sirasiyla 3 (%5.8), 24 (%46.1) ve 25 (%48.1) bulunmusken; kontrol
grubunda sirastyla 6 (%10), 30 (%50) ve 24 (%40) bulunmustur. Ki-kare Testi degerlerine
bakildiginda inmeli hasta grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunamamistir

(p=0.597, p>0.05).

T-138C gen polimorfizmi i¢in ise CC, CT ve TT allellerinin siklig1 inmeli hasta
grubunda sirastyla 6 (%11.6), 23 (%44.2) ve 23 (%44.2) bulunmusken; kontrol grubunda
sirastyla 2 (%3.3), 19 (%31.7) ve 39 (%65) bulunmustur. Ki-kare Testi degerlerine
bakildiginda inmeli hasta grubu ile kontrol grubu arasinda istatiksel agidan anlaml bir fark
bulunamadiysa da (p=0.051) CC alellerinin hasta grubunda kontrol grubuna gore istatiksel

acidan belirgin olarak yiiksek oldugu bulunmustur. Bu nedenle daha fazla sayida hasta ve
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kontrol grubu kullanarak ¢alismanin genisletilip T-138C gen polimorfizmi yoniinden anlamli

bir fark bulunacagina kanaat getirilerek ¢alisma sonlandirilmstir.

Hasta ve kontrol gruplarinda bakilan klinik parametreler i¢inde cinsiyet, yas, diabetes
mellitus varhigi, sigara kullanimi, alkol kullanimi, kolesterol degerleri agisindan gruplar arasi

anlamli bir fark bulunamamustir.

Aghik kan sekeri degerleri igin istatiksel olarak gruplar arast anlamli bir fark

olmamakla birlikte hasta grubunda AKS ortancasi yliksek bulunmustur.

Hipertansiyon varligi agisindan gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark

bulunmaktadir. (p<0.05)

Kalp hastaliklar1 varligi agisindan gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark

bulunmaktadir. (p<0.05)

Trigliserid degerleri agisindan gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark

bulunmaktadir. (p<0,05)

HDL degerleri acisindan gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark

bulunmaktadir. (p<0,05)

LDL degerleri i¢in analiz yapildiginda beklenenin tersine, kontrol grubu degerleri
hasta grubu degerlerinden yliksek bulunmustur. Bunun sebebi olarak hasta grubunun yiiksek
kolesterol degerlerine sahip olmalar1 nedeniyle kolesterol diisiiriicii ila¢ kullanimlari

gosterilebilir.

Sonug olarak, ¢alisma sonucunda elde edilen bu degerler G-7A gen polimorfizminin

inme iizerinde herhangi bir etkisinin olmadig1 yoniinde bilgi vermektedir.

T-138C gen polimorfizmi i¢in ise bulunan p degerinin 0,05’e belirgin yakin olusu
daha genis kapsamli ¢aligmalarda istatiksel olarak anlamli bir deger bulunabilecegini ve bu

gen polimorfizminin inme hastalig ile iliskisinin olabilecegini gostermistir.

Klinik bulgulara bakilirsa HT varliginin, kalp hastaliklarinin, yiiksek Trigliserid

degerlerinin ve diisiik HDL degerlerinin inme gecirme riskini artirdigini sdylenebilir.
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Bu sonuglar goz oniine alindiginda ¢calismamizin gelecek caligmalar icin bir dayanak

olabilecegi goriilmektedir.
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OZET

Insan saghg ve bu konuda yapilan arastirmalar giiniimiizde hala &nemini
yitirmemistir. Uzun yillardan beri kisilerin hayat kalitesini diisiiren hastaliklar arasinda yerini
koruyan inme ve ¢ok nedenli etiyolojisi, bu konuda aragtirmacilar1 ¢aligma yapmaya itmistir.
Beynin kanlanmasini saglayan damarlardan bir ya da birkaginin tikanmasi ile meydana gelen
iskemik inme ise en sik goriilen inme grubudur. Iskemik inme etyolojisinde birden gok faktdr

bulunmakla birlikte kalitim ile olan iliskisi de uzun zamandir arastirmalara konu olmaktadir.

Calismamizin amact Matrix Gla Proteini G-7A ve T-138C gen polimorfizmlerinin

iskemik inme hastalig1 i¢in genetik risk faktorii olma ihtimalini arastirmaktir.

Calismamizda belirlenen istatiksel analizlere gore, hasta grubu olarak 52 iskemik
inmeli hasta ve kontrol grubu olarak 60 noérolojik hastaligi olmayan kisi bulunmaktadir.
Matrix Gla Proteini G-7A ve T-138C gen polimorfizmleri, polimeraz zincir reaksiyonu ve

ardindan restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi yontemleri yardimiyla belirlenmistir.

Calismamiz sonucunda MGP gen polimorfizmlerinden G-7A i¢in hem istatiksel hem
de klinik olarak anlamli bir fark bulunamamistir. T-138C i¢in ise istatiksel olarak anlamli bir

fark olmasa da klinik anlamlilik gésteren sonuglar bulunmustur.
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Anahtar Kelimeler: iskemik inme, MGP G-7A gen polimorfizmi, MGP T-138C gen

polimorfizmi.
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INVESTIGATION OF MATRIX Gla PROTEIN G-7A AND T-138C GENE
POLYMORPHISMS IN ISCHEMIC STROKE PATIENTS

SUMMARY

Human health and research on this subject has not lost its importance today. Stroke
and its multifactorial etiology, which have been among the diseases that decrease the quality
of life of people for many years, have led researchers to work on this subject. Ischemic stroke,
caused by obstruction of one or more of the vessels that provide blood to the brain is the most
common stroke group. Although there are multiple factors in the etiology of ischemic stroke,

its relationship with heredity has long been the subject of research.

The aim of this study was to investigate the possibility that Matrix Gla Protein G-7A
and T-138C gene polymorphisms are genetic risk factors for ischemic stroke disease.

According to the statistical analysis determined in our study, there were 52 ischemic
stroke patients as the patient group and 60 people without neurological diseases as the control
group. Matrix Gla Protein G-7A and T-138C gene polymorphisms were determined by
polymerase chain reaction followed by restriction fragment length polymorphism.

As a result of our study, no statistically significant difference was found between MGP
gene polymorphisms and G-7A. Although there was no statistically significant difference for

T-138C, clinical results were found.
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SEKILLER LISTESI

SEKILLER

Sekil 1. Serebral Dolagim

Sekil 2. Arteryel PCO2 ve beyin kan akimi arasindaki iligki
Sekil 3. Otoregiilasyon Mekanizmast

Sekil 4. Matris Gla proteini i¢in amino asit dizisi (MGP)
Sekil 5. PZR dongiisii

Sekil 6. Kan 6rneklerinden izole edilen DNA’larin %0.8’lik agaroz jelde yiiriitiilerek

ultraviyole 151k altinda goriintiilenmesi

Sekil 7. Elde edilen PZR iiriinlerinin % 2’lik agaroz jelde yiiriitiilmesi

Sekil 8. G-7A polimorfizmini gosteren EtBr ile boyanan % 3’liik agaroz jel goriintiisii
Sekil 9. T-138C polimorfizmini gosteren EtBr ile boyanan % 3’liik agaroz jel goriintiisii
TABLOLAR

Tablo 1. inme Risk Faktorleri Smiflamasi
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Tablo 2. Sigma Kiti ile DNA izolasyonu

Tablo 3. G-7A polimorfizmi i¢in kullanilan primer tablosu ve restriksiyon enziminin

kesim sonuglari

Tablo 4. T-138C polimorfizmi i¢in kullanilan primer tablosu ve restriksiyon enziminin

kesim sonuglari
Tablo 5. G-7A ve T-138C i¢in kontrol ve hasta gruplarinin klinik bulgular
Tablo 6. G-7A genotiplerinin hasta ve kontrol gruplarina gére dagilimi

Tablo 7. T-138C genotiplerinin hasta ve kontrol gruplarina gére dagilimi
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