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GIRIS VE AMAG

inme, beyne giden kanin herhangi bir nedenle kesintiye ugramasi sonucu
gelisen bir hastaliktir (1). Dinya Saglik Orglti tarafindan inme “24 saat veya daha
fazla slren olumle sonuglanan, vaskuler kaynak disinda belirgin bir neden
olmaksizin beyin fonksiyonunun fokal veya global olarak etkilenmesi” seklinde ifade
edilir (2).

inme, toplumda sosyoekonomik yénden énemi giderek artan bir hastaliktir.
Diinya Saglk Orgltine gére, inme, tim diinyada 1990 yillarinda en énemli 6lim
sebeplerinden 2. sirada gelmektedir (3).

Serebrovaskuller hastaliklarin yaklagsik %80’i iskemik, %Z20’si hemorajik
sebeplere bagli olarak gergeklesmektedir (4).

iskemik inme, fokal serebral, spinal veya retinal infarkt sonucu gelisen
ndrolojik fonksiyon bozuklugu vakasidir. (5). iskemik inme Glkemizdeki tim inme
vakalarinin yaklasik % 72’sini olugturmaktadir. Bati ve Amerikan toplumlarinda ise
tum inme bulgularinin yaklagik % 80’ini olusturur (6).

Iskemik inmede vaskiler kalsifikasyon ve vaskiler inflamasyon énemli risk
faktorlerinden  oldugu belirtiimigtir (7).  Osteoprotegerin  (OPG) serum
konsantrasyonlari ile bilinen vaskuler risk faktoérleri arasinda birgok iligki
belirlenmigtir (8).

OPG, TNF (tumor nekroz faktor) bagimli ailenin bir Uyesi, NF-kB ligandinin
(RANKL) reseptor aktivatori ve NF-kB (RANK) reseptér aktivatoradar (9).



Aterosklerotik (fibrotik) kalsifikasyon konusundaki bazi epidemiyolojik bilgiler,
celigkili sonuglar gostermektedir. Bu bilgiler, inme ile ya hig iligki olmadigini
(aorta’nin kalsifikasyonu), veya invers (plak ekolusensi) ya da pozitif iliski oldugunu
(koroner kalsiyum durumu) gdsterir. Kronik ve ileri derece renal hastaliklarda ve
diyabetik mildiydde; mediyal kalsifikasyon ve vaskuler kalsiflaksis ile birlikte artan
vaskuler kalsifikasyon sebebiyle OPG serum duzeyleri anlamli bir sekilde
artmaktadir (10).

OPG, OPG/RANK/RANKL ekseni vaskuller enflamasyon icin guvenilir bir
belirtectir. Ayrica fibrinojen, yuksek duyarlikli C-reaktif proteini, beyaz kan hucresi
sayimi ve ¢Ozunebilen adezyon molekulleri igin de kullanilabilir (11).

iskemik inme tiim diinyada mortalite ve morbidite acisindan cok ciddi bir
saglik problemidir. inmenin erken tanisinin koyulmasi ve tedavisinin baslanmasi
inme gecirme riski olan hastalarda inmeyi onleyebilmek agisindan dnemlidir (12).

Bu calismanin amaci; iskemik inme tanisi almis hastalar arasindan segilen
hasta grubunda OPG T245G gen polimorfizmlerinin iskemik inme hastaliginin
gelismesindeki olasi roliinii arastirmaktir. iskemik inme gelismesinde etkin olan
genlerin bilinmesi, bu hastalikla iligkili yeni ilaglarin geligtirimesine katki
saglayacaktir. Hastaliga bireysel genetik yatkinligin belirlenmesi ile zamaninda

etkin ve koruyucu tedbirler alinabilecektir.



GENEL BILGILER

SEREBRAL DOLASIM

Beyin agirhgi tim vicut agirhginin yaklasik %2’sini olusturmasina ragmen,
vucuttaki glukozun neredeyse %50’sini kullanmaktadir. Bu durum beyni vicuttaki
en ¢ok enerji tiketen organ haline getirmektedir. Bundan dolayi beyin en iyi perfize
olan organlardan biridir (13). Beynin kan dolasimi Arter (A.) Carotis interna ve A.
Vertebralis tarafindan saglanir (14). Bu arterler arcus aortanin dalarindan ayrilirlar.
Aorta, vlicudun en buyuk arteri olup ventriculus sinisterden c¢ikar. Aort dort
bolimden olusmaktadir: aorta ascendens, arcus aorta, aorta descendens ve aorta
abdominalis. Arcus aorta, aorta ascendens ile aorta descendes’i birbirine baglar.
Basa, boyuna, omuzlara ve Ust ekstremitelere kan akimini saglayan U¢ adet arter
arcus aorta’dan orijin alirlar (15,16).

o Turuncus brachiocephalicus: A. carotis communis dextra ve A. subclavia
dextra dallarina ayrilir. A. subclavia, toraks boglugundan ayrilmadan 6nce U¢ ana
dal verir: A. thoracica interna, A. vertebralis ve truncus thyrocervicalis.

o Carotis communis sinistra

o Subclavia sinistra

Bas ve boynun kan dolasimi 4 cift arterle saglanir: 1 gift A. carotis communis
ile her bir A. subclavia’dan gelen 3 cift dal (A. vertebralis, trucus thyrocervicalis ve

truncus costocervicalis). A. carotis communis’ler en genis kan dagihimina sahiptirler



ve her biri iki ana dala ayrilir: A. carotis interna ve externa. Tam iki arterin ayriima
noktasinda, A. carotis interna’daki hafif genisleme, sinus caroticus olarak bilinir. Bu
bolgede yer alan baroreseptorler kan basincinin kontroliine yardimci olurlar. Hemen
yaninda yer alan kemoreseptorler ise solunumun kontroliunde goérev alirlar ve
karotid cisimcikler olarak da adlandirilirlar. Boyunda, sinus caroticus gevresine
basin¢ uygulanirsa; bu uyari kan basincinin artmasina, vazodilatasyona ve beyne
giden kan akiminda azalmaya yol acar. Tum bunlarin sonucunda biling kaybi
meydana gelebilir (17,18).

A. Carotis Communis: A. carotis communis dextra, trucus
brachiocephalicus’tan ¢ikar; A. carotis communis sinistra ise arcus aortae’nin ikinci
dalidir. Her iki arterde boynun lateralinden yukari dogru uzanirlar (17). A. carotis
communis, prominentia laryngea (Ademelmasi) seviyesinde A. carotis interna ve
externa adli iki ana dalina ayrilir. Beyin ve orbitalar haricinde basgin buyuk bir kismi
A. carotis externa tarafindan beslenir. Bu arterlerin her biri yukari dogru ilerlerler
@aw).

Orbitalar ve beynin %80’i ise daha buyuk olan A. carotis interna tarafindan
beslenir. A. carotis interna cranium iginde ilk olarak A. opthalmica dalini, daha sonra
da A. cerebri media ve A. cerebri anterior dallarini verir. Lobus frontalis ve lobus
parietalis’in medial ylzeyinin kan ihtiyaci A. cerebri anterior tarafindan saglanir. A.
cerebri anterior’lar, A. communicans anterior isimli kisa bir arter sayesinde birbirleri
ile anastomoz yaparlar. A. cerebri media ise lobus frontalis, lobus parietalis, lobus
temporalis’in lateral kisimlarinin beslenmesini saglar. Bu arter cerebral hemisfer’in
sulcus lateralis’i boyunca ilerler (17).

A. Vertebralis: Boyun ile govdenin birlestigi yerde A. subclavia’dan ayrilan A.
vertebralis, cervical vertebra’larin processus transversus’larindaki foramen
transversarium’larindan gecgerek yukari dogru ilerler. Vertebralara, cervical spinal
cord’a ve birgok derin boyun yapisina dallar verip, foramen magnum’dan gecgerek
cranium’a girer. Cranium icinde sag ve sol A. vertebralis’ler bileserek A. basilaris’i
olustururlar. A. basilaris, medulla oblongata ile pons’un anteriorunda yukari dogru
ilerler ve cerebellum, pons ve cochlea’ya dallar verir. Ayrica pons-mesencephalon
birlesme noktasinda iki adet A. cerebri posterior dalina ayrilir. Bu arterler lobus

temporalis ve lobus occipitalis’in inferior kisimlarini beslerler (19).



A. cerebri posterior’lar on taraftan A. communicans posterior’lar vasitasiyla A
cerebri media’ya baglanirlar. iki adet A. communicans posterior ve bir adet A.
communicans anterior birleserek circulus arteriosus cerebri’yi ya da diger adiyla
Willis poligonu’nu olustururlar. Willis poligonu chiasma opticum ve glandula
pituitaria’y1 ¢cevreler. Beynin anterior ve posterior kisimlarinin beslenmesine katkida
bulunur ve bu kisimlardaki kan basincinin dengelenmesine yardimci olur (Sekil 1).
A. carotis veya A. vertebralis’'te meydana gelecek olasi bir tikaniklik durumunda,

kani beyne ulastirabilecek alternatif rotalar saglar (20).

Anterior
serebral arter
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Eksternal
carotis arterl

Vertebral
arterler
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internal
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Sekil 1. Serebral dolagim (21).

SEREBRAL KAN AKIMI VE METABOLIZMA

Normal beyin fonksiyonunu ve yasami surdirmek igin yeterli serebral kan
akisinin saglanmasi gereklidir. insan beyni toplam kardiyak outputun %315'ini ve
toplam oksijen tuketiminin %20'sini kullanir. Buradan da anlagilacagi uzere beyin
yuksek miktarda enerji tuketmektedir. Ancak vyeterli dlizeyde hucre ici enerji
depolarina sahip degildir. Bu nedenle besinlerin, oksijenin ve yan urunlerin hassas
bir sekilde kontrol edilmesi gerekir. Bu da ancak iyi bir kan dolagimi ile saglanabilir
(22,23).



Serebral kan akimi ve metabolizmanin dizenlenmesinde kan beyin bariyeri
(KBB) 6nemli bir gorev ustlenmektedir. KBB, beyin dokusunu dolagimdaki toksik
maddelerden korurken; hucrelerin ihtiyaci olan besinlerin hucre igine gegmesine
olanak saglayan 6zel bir yapidir. KBB hem fiziksel hem de metabolik bir bariyer
sistemidir (24,25).

KBB, kapiller damarlarin endotel hucreleri, perisitler, astrositler, bazal
membran, pleksus koroideus, araknoid mater ve pia materden olusur (24,25).

KBB siddetli aglik ve karaciger yetmezligi, santral sinir sistemi enfeksiyonlari,
sepsis, kafa igi kitle ve travma gibi durumlarda bozulabilir. Uzun suren agliga bagh
olarak glukoz ve keton cisimlerinin transportu artar. Merkezi sinir sistemi
enfeksiyonlarinda KBB’nin butlinligd bozulur, lokositler bariyeri gegcer ve glukoz
transportunda anormal degisiklikler gorular. Beyin tumorleri, Tumor Angiogenesis
Faktor salgilayarak ve kapiller permeabilitenin ve buna bagl olarak da KBB'nin
bozulmasina yol acarlar (25).

Serebral perfizyon basinci siki bir kontrol altindadir. Ancak serebral kan
basincini ve ven6z dénusu etkileyen bazi durumlarda bozulabilir. Kafa i¢i basing,
ortalama arteryel basinca (OAB) ulastigi anda serebral kan akimi durma noktasina
gelir. Ancak beyne olan kan akimi otoregllasyon mekanizmasi sayesinde 60-160
mmHg OAB araliginda surduralebilir (Sekil 2). OAB dustugunde beyinde
vazodilatasyon meydana gelir ve damar direnci diser. OAB vyukseldiginde ise
damar direncini arttirmak igin vazokonstriksiyon meydana gelir. Bu sayede serebral
kan akimi surdurdlmus olur. Otoregulasyon mekanizmasinin bozuldugu durumlarda

serebral kan akimi azalir ve serebral iskemi meydana gelebilir (26).



3

0000000000000

Vazodilatasyon Esigi Vazokonstriksiyon Esigi

~
o
|

1 1
i |
! Otoregiilasyon |
1 1
1 I

8 &8 8 3
T

N
o
I

Beyinsel Kan Akisi(ml/100mhg/min)

-
o

O o e e o o o e o -

'l
0 100 150 200
Kan Basinci (mmHg)

Sekil 2. Otoreguilasyon semasi (27).

SEREBROVASKULER HASTALIKLARIN EPIDEMIYOLOJiSI

inme, toplumda sosyoekonomik gerekliligi giderek artan bir hastaliktir. Diinya
Saglik Orgitine gére, inme, tim dinyada 1990 vyillarinda en 6nemli 6lUm
sebeplerinden 2. sirada gelmektedir. inme, Amerika Birlesik Devletlerindeki 8lim
verilerine gbre her 16 oOlum olayindan birinden sorumludur. Amerika Birlesik
Devletlerindeki verilere gore her 3-4 dakikada bir kisinin inme nedeni ile hayatini
kaybettigi belirtiimistir. inme uzun siiren sakatlik durumu nedeni ile ¢ok biyiik
sosyoekonomik sorunlara yol acmaktadir. inme gecirmis bir hastanin hayati
boyunca maliyeti 30.000-59.800 dolar arasindadir. 2020’li yillarda koroner arter
hastaliklari ve inme saglikli yasamin kaybinda en oOnemli sorun olacagi

dusundlmektedir (3).

inme insidansi

inme epidemiyolojisini incelemede en gegerli verilerden biri insidans (belirli
bir zaman araliginda ve belirli bir populasyonda ortaya ¢ikan yeni inmelerdir)
verileridir. iskemik inme riski yilda 1000 kisi igin 3,4-5,2 arasinda saptanmistir.
Bolgesel calismalardaki verilere gore, 1980 yilindan itibaren inme insidansinda

azalma olmadigdi, hatta artma olacag! ortaya konulmustur. inme nedeni ile ortaya
7



clkan mortalite orani azalmasina ragmen inme insidansindaki artmadan dolayi
engellilikle yagsayan inmeli birey sayisinda artma olmaktadir ve bu artis, inme
geciren birey ailesinin, toplumun ve saglik sisteminin Uzerinde giderek artan bir yuk
halini almistir. ABD’de 45 saniyede bir inme gelismektedir bu veriye gére her yil

yaklasik 700.000 kisi inme gecirmektedir (3).

inme Prevalansi

Kumral E ve arkadaslarinin yapmig oldugu calismalar i¢inde 8.788 inme
incelediginde inme prevalansi (belirli bir zamanda bir populasyondaki olgularin total
sayisi) yagsla birlikte arttigr gorulmektedir. Yasin standardize edildigi inme prevalans
calismalarinda 65 yas ve uzeri 1000 kisilik populasyonda 46.1-73.3 oraninda
bulunmustur. Kadinlarda inme prevalansi 32.2-61.2/1000 kisi olup, erkeklerde 58.8-
92.6/1000 kisidir. 65 yas Uzerinde inme prevalansinda birka¢ bolge harig 6nemli
degisiklikler gozlenmemigtir (3).

SEREBROVASKULER HASTALIKLARIN SINIFLANDIRILMASI

Serebrovaskuler hastaliklarin %80’i iskemik, %Z20’si hemorajik sebeblere
bagh olarak gerceklesmektedir (Tablo 1) (4). iskemik inmeler; trombotik, embolik,
hipoperflizyona bagh olarak 3 alt gruba ayrilirlar. Hemorajik inmeler ise intraserebral
ve travmatik olmayan subaraknoid kanamalar olarak 2 alt gruba ayrilirlar (28). Her
iki inme siniflamasinda da esas problem néronal perfizyondaki degisimlerdir (1).

Inmenin  etyolojisinde  birgok  siniflandirma  kullanilimaktadir.  Bu
siniflandirmalar icinde en yaygin kullanilanlar; Oxfordshire Community Stroke
Project, Cousative Classification of Stroke System ve Trial of Organization in Acute
Stroke Treatment (TOAST)'dir. Trial of Organization in Acute Stroke Treatment
(TOAST) iskemik inmeyi siniflandirmasinda yaygin olarak kullaniimasinin yani sira
serebral goruntulemeye, norolojik belirtilere ve yardimci test sonuglarina gore

inmenin farkli alt tiplere boélinecegini belirler (29).



Tablo 1. Serebravakiler hastaliklarin siniflandiriimasi (30).

inme tipi Mekanizmasi Ana nedenleri Klinik notlar
iskemik
. Hasarlanmig vaskuler Semptomlar genellikle
Trombotik liimenin daralmasi, C;e;sijslli(tleroz basamakli gidisli ve
insitu sureg, gogunlukla Arteriyal disseksiyon |n|§I|. g_ll_(lgll oI.ab|I|r.V
pihti olusumu : : Gegici iskemik atagin
Polistemi sik nedenidir
Hiperkoagulasyon '
durumlan
Infeksiyonlar
Embolik

Uzak bir kaynaktan
kalkan materyal ile
normal limenin
tikanmasi

Valvuler vejetasyonlar
Mural trombus
Paradoksal emboli
Kardiyak tumorler
(miksoma)

Proksimal kaynaktan
arterden artere emboli
Yag embolisi Partikul
embolisi Septik emboli

Tipik olarak ani
baslangicli iskemik
inmelerin %20 nedeni

Hipoperflizyon

Beynin
hipoperfuzyonuna yol
acan dusuk kan akimli
durum

Sistemik hipotansiyona
neden olan kalp
yetmezligi

Sinir bolgelerinde diffliz
hasar patemi
Hemodinamik
faktorlerle semptomlar
inisli cikish olabilir.

Hemorajik
Daha 6nce zayiflayan [Hipertansiyon intrakranial basing artisi
Intraserebral | eriyollerden Amiloidoz sonucu lokal néronlar
intraparankimal iyatrojenik hasar olusumu. Kan
hemoraji antikoagulasyon elemanlarinin yikilmasi
Vaskuler sonucu olusan urunler
malformasyonlar nedeniyle olusan
Kokain kullanimi vasospazm veya
ndronal
mekanizmalarin uzak
perfuzyon
degisikliklerine yol
acmasi
Travmatik Subaraknoid alana Berry anevrizma Oncesinde sentinel bas
olmayan kanama ruptrd agrisi  olabilir, (dncu

subaraknoid

Vaskuler malformasyon

rupturd

sizma)

9




TOAST Kriterlerine Goére iskemik inme Siniflanmasi

Genis arter aterosklerozu

iskemik inmelerin yaklasik %50’sini icerir (7). Klinik olarak ihmal, afazi, tst
ekstremitede gl¢ kaybi (kortikal fonksiyon kayip) ile devam eden bir durumdur.
Hastada gecmiginde periferik arter hastaligi hikayesi olmasi ya da gegici iskemik
atak gecirmis olmasi, nabiz siddetinde azalma ve karotis ufurimu gibi bulgularinin
olmas! hastaligin tanisinda yardimci olur. Hastada infarkt bdlgesini besleyen
intrakranial veya ekstrakranial bir arterde %50’den fazla darligin saptanmasi yeterli
olmaktadir. Bununla beraber hastalarda kardiyak nedenli olabilecek emboli
diglanmahdir (31).

Kardiyoembolizm

iskemik inmelerin yaklasik %20’sini igerirler (7). Kalpte olusan emboliyle ilgili
oldugu dusundlen arteriyel oklizyon hastalari bu kategoridedir. Kardiyoemboli
teshisi icin, en az bir tane kardiyoemboli kaynagi gosterilmis olmalidir. Bitlin bu
bulgular buylk atardamar aterosklerozuna benzemektedir. Tromboz ya da

embolinin bayuk atardamar aterosklerozu ile iligkileri diglanmalidir.

Kardiyoembolik nedenler iki gruba ayrilirlar:

1) Duasuk riskli nedenler; biyoprotez kapak, atriyal septal anevrizma, atriyal septal
defekt, atriyal flutter, patent foramen ovale, mitral kapak prolapsusu, mitral annulus
kalsifikasyonu, kalsifiye aortik stenoz, konjestif kalp yetmezligi hastaligi, akinetik-
diskinetik ventrikll duvar segmenti, subaortik hipertrofik kardiyomiyopati, 4 haftadan
once gecirilmis miyokard infarktlisi hikayesidir.

2) Yuksek riskli nedenler; atriyal fibrilasyon, hasta sinis sendromu, sol atriyal
miksoma, mitral stenoz, mekanik protez kapak, akinetik sol ventrikil segmenti,

endokardit, dilate kardiyomiyopati, yeni gegirilmis miyokard infarktUsudur.
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Kluguk damar okliizyonu

Iskemik inmelerin yaklagik %25'ini igerirler. Radyolojik gérintiileme
yontemlerinde lezyon ya hi¢ goérlilmez ya da Manyetik Rezonans Goruntileme
(MRG) yapildiginda lezyonun 15 mm’den daha kiguk, derin infarkt gértlmesi; klinik
olarak pur duyusal inme, pur motor hemiparezi, sensorimotor inme, ataksik
hemiparezi gibi klasik lakiner sendromlarin belirlenmesi ve baska iskemik inme
sebeplerinin olmadigi gésterilmelidir (31).

Yas, erkek cinsiyet, diyabet, koroner arter hastalik, gecici iskemik atak
Oykusu, hipertansiyon, sigara kullanimi kiigik damar oklizyonunda 6zgun olmayan

risk nedenleridir (7).

Diger belirlenen etiyolojiler

Iskemik inmelerin yaklasik % 5'ini igerirler (32). Bunlar; Fabry hastalig,
antifosfolipid antikor sendromu, dissemine intravaskuler koagulasyon, arteriyel
diseksiyon, hipoperflizyon sendromlari, hemolitik tGremik sendromu, heparin ile
iligkili trombositopeni, serebral otozomal dominant arteriyopati, damar duvar
hastaliklari, moyamoya hastaligi, Sneddon sendromu, fibromuskuler displazi,
mitokondriyal hastaliklar, hiperviskozite sendromlari, trombotik trombositopenik
purpura, migren iliskili inme, iyatrojenik nedenler, ila¢ kullanimi ile iligkili inmeler,
orak hucreli anemi, menenijit gibi damar duvari enfeksiyonlari, santral sinir sistemi
vaskdlitleri, sinls ven trombozu, tromboz ve hemostaz ile ilgili bozukluklar gibi
nedenleri igerir. Bu hastaliklar leptomeningeal biyopsi, anjiyografi, ayrintil

hematolojik, mikrobiyolojik ve biyokimyasal testler ile tani konulabilir.

Sebebi belirlenemeyenler

Tum iskemik inmelerin ¢gok az bir kismini bu grup olusturmaktadir. Bu
gruptaki hastalar sebebe yonelik yapilan tim gerek biyokimyasal, hematolojik ve
mikrobiyolojik gerek radyolojik goérlntileme tetkiklerine ragmen etyolojisi

aydinlatilamayanlardan olugsmaktadir (33).
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ISKEMIK INME

iskemik inme, fokal serebral, spinal veya retinal infarkt sonucu gelisen
norolojik fonksiyon bozuklugu vakasidir (Sekil 3) (5).

Yas ile dogru orantili sekilde iskemik inmenin riski artmaktadir. Beyinde kan
akiminin yaklagik 22 mililitre/100gram/dakika olmasi durumunda sinirsel sorunlar
olusmaya baslar, benzer sekilde kan akiminin 12 mililitre/100gram/dakika’nin altina
inerse sinirsel 6lumler gerceklesmeye basglar (6).

iskemik inme Ulkemizdeki tim inme vakalarinin yaklagik % 72 sini
olusturmaktadir. Bati ve Amerikan toplumlarinda ise tum inme bulgularinin yaklagik
% 80’ini olusturur (6).

Sekil 3. iskemik inme (34).
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ISKEMiK INMEDE RiSK FAKTORLERI

iskemik inme tim diinyada mortalite ve morbidite acisindan cok ciddi bir
saglik problemidir. inmenin erken tanisinin koyulmasi ve tedavisinin baslanmasi
inme gecirme riski olan hastalarda inmeyi 6nleyebilmek agisindan énemlidir (12).

Inmeye neden olan risk faktorleri kesinlikle inme gegirecek anlamina gelmez.
Ancak bu risklerden bazisi veya bazilarini tagiyan bireylerde inme gegirme ihtimali
artiyor olabilmektedir (35).

Risk faktorleri genel olarak degistirilebilir ve degigtirilemez risk faktorleri

olarak iki ana baslik altinda incelenmektedir (Tablo 2).

Tablo 2. iskemik inmede risk faktorleri (29).

DEGISTIRILEBILIR RiSK FAKTORLERI DEGISTIRILEMEZ RiSK
_ _ _ _ FAKTORLERI

KESINLESMIS KESINLESMEMIS

Hipertansiyon Alkol Kullanimi Yas

Diyabetes Mellitus Obezite Irk

Dislipidemi Beslenme Aligkanliklari Genetik

Kalp Hastaliklar Fiziksel Aktivite Cinsiyet

Sigara llag Kullanimi ve Bagimlihg:

Asemptomatik Karotis Hormon Tedavisi

Stenozu inflamasyon
Orak Hucreli Anemi Hiperhomosisteinemi
Atriyal Fibrilasyon Hiperkoagulabilite
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Degistirilebilir Risk Faktorleri

Risk faktorlerinden degistirilebilir risk faktorleri kesinlesmis ve kesinlesmemis
olmak Uzere iki grupta incelenir. Serebrovaskller hastaliklari 6nlemede
degistirilebilir risk faktorlerinin dnlenmesi ve kontrol altina alinmasi 6nemli bir yere

sahiptir.

Kesinlesmis risk faktorleri

Hipertansiyon: Kronik hastaliklar arasinda en sik gorulenlerden birisi olan
hipertansiyon tim diinyada cok ciddi bir saglik problemidir. iskemik ve hemoraijik
inmenin de en 6nemli sebepleri arasindadir. Sistolik ve diyastolik tansiyon
yuksekligi iskemik inmenin sikligini artirir. Hipertansiyon yasli populasyonlarin
iskemik inme gegirme ihtimalini 6nemli oranda artirir (32). Kan basinci yuksekligi
ne kadar fazla olursa inme gecirme riski o oranda artar (36). Yasla birlikte tansiyon
yuksekligi artar. Yapilan ¢calismalarda hipertansiyon gelisme riski 55 yasindan sonra
%90 oraninda bulunmustur (37). Hipertansiyon kontroll inmeyi dnlemede énemli bir
rol oynadigi gosterilmigtir (38). Hipertansiyon tedavisi inme insidansini %35-44

azalttigi gosterilmigtir (39).

Diyabetes mellitus: Diyabetin yapilan ¢alismalarda bagimsiz olarak bir etki
gosterdigi ve iskemik inme riskini artirdigi gosterilmistir (40). Hiperglisemi inme

sikhdini azaltmaktadir (12).

Dislipidemi: Dislipidemi ile iskemik inme riski arasinda hem kadinlarda hem
de erkeklerde 6nemli bir iligki vardir (12).
iskemik inme ve myokard infarktiisiinde toplam kolesterol/High Density Lipoprotein
(HDL) kolesterol seviyesindeki artis bilinen bir risk faktoradir (41).

Kalp hastaliklari: inmelerin %20’sinin kardiyak embolilerden kaynaklandigi
goriilmektedir (7). inmeler asemptomatik veya semptomatik kalp hastaliklari ile
yakindan iligkilidir (42). TOAST calismasina gore kalp hastaliklari dusik riskli ve
yuksek riskli olarak ikiye ayrilmistir (Tablo 3) (31).
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Tablo 3. TOAST caligmasina gore kalp hastaliklarinin risk gruplari (29).

DUSUK RISKLI GRUP YUKSEK RISKLI GRUP
- Miyokard infaktlsi (<6ay) - Mekanik Protez Kapak
- VertrikUler Anevrizma - Valvuler AF
- Sol Ventrikuler Hipokinezi - Valvuler Olmayan AF
- Mitral Stenoz - Miyokard infarktisi (<4 hafta)
- Mitral Annujus Kalsifikasyonu - Sol Ventrikller Akinezi
- Biyoprotez Kapak - Enfektif Endokardit
- Lone AF - Hasta Sinus Sendromu
- Konjestif Kalp Yetmezligi - Dilate Kardiyomiyopati
- Atriyal Septal Defekt - Sol Vetrikuler Trombus
- Atriyal Septal Anevrizma - Sol Atriyal TrombUs
- Patent Foramen, Ovale - Sol Atriyal Miksoma
- Mitral Valv Prolapsusu

Atriyal Flutter

Sigara: Iskemik inme icin sigara kullanimi énemli bir risk faktor( olarak
tanimlanmistir (12). Yapilan bir meta analizde sigara kullaniminin subaraknoid
hemorajiyi %2,9, iskemik inmeyi %1,9 oraninda artirdigi gérulmastir (43). Buna ek

olarak sigara kullanimi inme igin olan diger risk faktorlerini de artirabilir.

Asemptomatik Karotis Stenozu: 65 yas Ustu kadin ve erkeklerde %50’den
fazla karotis darligi %5-10 oraninda goértlmektedir (12). %50-99 asemptomatik
karotis darligi bulunan hastalarda ayni tarafli inme riski yillik %1-3,4 olarak
gosterilmekle beraber darligin derecesinin artmasi ile orantili olarak riski de arttigi
belirtiimigtir (43, 44).

Orak Hiicreli Anemi: Resesif gecisli otozomal kalitsal bir hastaliktir. inme
prevelansi %11 dir. Erken ¢ocukluk doneminde yuksek oranda inme olmaktadir
(45).

Atriyal Fibrilasyon (AF): Persistan veya paroksismal atriyal fibrilasyonu olan

hastalar embolik olaylar i¢in yUksek risk tasimaktadirlar. Tek basina atriyal

fibrilasyon 3-4 kat inme riskinin artisi ile iliskilendirilmektedir (46).
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Kesinlesmemis risk faktorleri

Alkol Kullanimi: Alkol kullanimi birgok saglik sorununa neden olmasi ile
birlikte inmeye de yol acmaktadir. Hafif ve orta derece alkol kullaniminin inme igin
koruyucu, agir alkol alimi ve akolizmin ise inmenin tim alt gruplari igin risk tagidigi

gOsterilmistir (47).

Obezite: Obezitenin tanimini Dinya Saghk Orgiiti beden kitle indeksine
[BKi=Agirlik (kg)/Boy (m2)] gére yapmaktadir. Buna gore obezite: BKI 230 kg/m2 ve
fazla kilolu: BKI=25.0-29.9 kg/m2 olarak kabul edilmektedir. Blylk 6lgekli prospektif
calismalardan elde edilen verilere gore kilo artigi ile artmis inme riski dogru orantili

oldugunu gdsterilmistir (48).

Beslenme Aligkanliklari: Yapilan ¢alismalarda sebze ve meyve tuketiminin
azalmis inme riski ile dogru orantili oldugu goésterilmistir (49). Yiksek sodyum alimi
inme riskinin artisi ile (50), potasyum alimi ise inme riskinin azalmasi ile
iligkilendirilmistir (51).

Fiziksel Aktivite: Fiziksel aktivite inme riskinin yaninda kardiyovaskuler riski

de 6nemli dlgtide azaltir (52).

ilag Kullanimi ve Bagmlihg:: Uyusturucu bagimiih@i birgok saglik
sorunlarina neden olmakla birlikte; kokain, eroin, madde bagimlihgi, amfetamin gibi

maddelerin kétlye kullaniimasi artmis inme riski ile iligkilendirilmistir (52,53).

Hormon Tedavisi: Igerdikleri 6sterojen miktarindan dolayr oral
kontraseptifler pihtilasmayi etkileyerek tromboza yonelimi arttirirlar. Bundan dolayi

inme riskini artirirlar (54).

inflamasyon: inme sebeplerinden birisi olan ateroskleroz, endotelde yiizey
hasari yapan kronik inflamatuvar bir durum oldugu igin inflamasyon belirtecleri
Uzerine calismalar yapilmistir. Artmig C-Reaktif Protein (CRP) seviyelerinin
kadinlarda 3 kat erkeklerde 2 kat artan inme riski ile iligkilendirilmistir (55).
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Hiperhomosisteinemi: YUksek homosistein duzeyleri yapilan galismalarda
iskemik inmeler ve aterosklerotik kalp hastaliklari arasinda bir iligki oldugu
gosterilmistir. Yasla birlikte homosistein dizeylerinde artis gostermektedir (56).
Bununla birlikte homosistein dlzeylerinin yliksek olmasi tekrarlayan inmeler igin risk
faktoriduar (57).

Hiperkoagulabilite: Hiperkoagulabiliteye yol acan trombofililer;
antikardiyolipin antikoru, antitrombin 3 eksikligi,protrombin G20210A mutasyonu,
protein C eksikligi, protein S eksikligi, lupus antikoagulani, aktive protein C direnci,
faktor V Leiden mutasyonu, MTHFR mutasyonu seklinde siniflandirilabilirler.
Ozellikle lupus Antikoagilanlari, pozitif antikardiyolipin, ve artmis trombosit
agregasyonuna neden olan tablolarin inme igin risk faktori oldugu goésterilmistir
(58).

Degistirilemez Risk Faktorleri

Yas: inme riski ilerleyen yasla birlikte artmaktadir. 55 yagindan itibaren inme
gecirme olasiligl her on yilda bir neredeyse ikiye katlanir (59). Yapilan ¢alismalarda
90 gunluk mortalitedeki risk faktorlerinde yasin anlamli bir parametre oldugu ortaya

koyulmustur (60).

Irk: Beyazlara gore siyahlarin inme gecirme insidansi %38 oraninda daha
fazladir (61). Yapilan bazi galismalarda inme insidansinin bazi Asyall gruplarda

daha fazla oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (62).

Genetik: Hem babada hem annede inme ge¢misinin olmasi artmig inme riski
ile iliskilendirilir (62). Ikizlerde yapilan calismalarda ise inme riskinde kalitim
faktorinia destekleyen anlamli veriler bulunmustur. Farkli yumurta ikizleri ile ayni
yumurta ikizleri karsilastirildiginda ayni yumurta ikizlerinin inme gegirme oraninin 5
kat daha fazla oldugu gdsterilmistir (63). iskemik inmenin alt tipleri ile ilgili yapilan
arastiriilmada aile 6ykusu kuguk damar hastaligi ve genis arter aterosklerozu
acisindan anlamli bir risk faktért oldugu, nedeni belirlenemeyen ve kardiyoembolik

inmelerde iligkili olmadigi gosterilmigtir (64).
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Cinsiyet: Inme erkeklerde kadinlara gére daha sik gorulir (47). Buna
ragmen 85 yas Ustu ve 35 ile 44 yas arasi inme insidansi kadinlarda daha fazladir
(48). Erkeklerde kadinlara oranla inme daha sik gorilmektedir (65). Buna ragmen

34-45 yas arasli ve 85 yas Ustl kadinlarda inme insidansi daha fazladir (66).

ISKEMIK INMENIN KALITIMLA iLiSKiSi

Iskemik inmenin olusumundaki temel nedenlere ve gelisimi sirasinda canlida
meydana gelen degisimlere bakildiginda kalitimin rolinin fazla olmadigi ileri
surulmustur. Bununla beraber iskemik inme gecirmis Kisinin birinci derece
akrabalarinda (anne, baba gibi) daha 6nceden iskemik inme gegirmis ise bu kisilerin
iskemik inme gecirme oranlarinda artig gézlemlenmistir. Ayni gevresel ya da kulturel
etkilesimde bulunma, kalitim, yasam sekli, ¢cevresel faktorler gibi durumlar iskemik

inme riskini artirmaktadir (67).

OSTEOPROTEGERIN

1997 yilinda, timor nekroz faktori (TNF) reseptér super familyasinin bir
Uyesi olan yeni bir glikoprotein, osteoprotegerin (OPG) kesfedilmistir. RANKL
(nUkleer faktor NF-kB ligandinin reseptor aktivatori) ve hicresel reseptor RANK
(nUkleer faktor NF-kB'nin reseptor aktivatora) ile birlikte OPG osteoklastogenezde
onemli bir rol oynar. RANKL osteoblastik soy hucreleri tarafindan bastirilir ve
osteoklast apoptozunun 6nlenmesinin yani sira osteoklastlarin farkhlagsmasini,
hayatta kalmasini, fuzyonunu ve aktivasyonunu tesvik etmek igin spesifik
reseptorini (RANK) uyarir. Ote yandan OPG, RANKL igin ¢dziinebilir bir reseptor
olarak gorev yapar, RANK'a baglanmasini inhibe eder ve bdylece osteoklast

olusumunu onler (68).

OPG

OPG, kalp, bobrek, karaciger, dalak ve kemik iligi dahil olmak Uzere
osteoblastlar haricinde birgcok dokularda eksprese edilir (69). Ekspresyonu,
osteoblastlar tarafindan RANKL ekspresyonunu indukleyen faktérlerin ¢ogu

tarafindan dizenlenir. RANKL'In genel yukar regllasyonu ile ilgili geligkili veriler,
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olmasina ragmen OPG'nin asagi regulasyonu veya OPG en azindan alt induksiyon
RANKL orani osteoklastojenezin lehine degisiklikleri OPG ile iligkilidir. Birgok rapor,
RANKL / OPG oraninin kemik kitlesinin ana belirleyicisi oldugu iddiasini
desteklemektedir (70). OPG'nin insanlarda osteoprotektif bir roll, kemik remodelingi
osteopeni ve kiriklarin artmasiyla karakterize otozomal resesif bir hastalik olan
juvenil Paget hastaldi olan iki hastada, OPG'nin homozigot delesyonlarinin rapor
edilmesiyle desteklenmistir. Ayrica, idiyopatik hiperfosfatazisi olan U¢ kardeste
OPG'nin ekson 3'Unde inaktive edici bir delesyonun tanimlanmasiyla desteklenir, ki
bu da uzun kemiklerin deformiteleri, kifoz ve asetabular protrizyon ile iligkili artmig
kemik dongusuyle karakterize edilen otozomal-resesif bir kemik hastaligidir. Son
zamanlardaki sasirtici bir bulgu, osteoblastik kemik olusumunu duzenleyen
osteoblastlardaki Wnt / [(-katenin sinyalizasyonu ile OPG ekspresyonunun
dizenlenmesidir. Bdylece, kemik kutlesi osteoblast ve osteoklastlarin kombine
cabalari ile belirlenir ve osteoblastlarda iki ana sinyal yolu ile dizenlenir: RANKL /
RANK ve Wnt / B-katenin (71).

OPG ayrica, OPG nakavt farelerinde gorulen renal ve aortik kalsifikasyon
g6zlemine dayanarak, buyuk kan damarlarini medial kalsifikasyondan koruyor gibi
gorunmektedir (72). Dahasi, OPG / apolipoprotein E susturulmus farelerde OPG'nin
yoklugu, apolipoprotein E nakavt farelerinde gelisen kalsifik aterosklerozu hizlandirir
ve bu da OPG'nin aterosklerozun bu komplikasyonuna kargi korudugunu
disundurmektedir (73). OPG ve RANKL sinyallemesinin kardiyovaskuler
hastaliklarda 6nemli olup olmadigi rollerinin belirlenmesine ve tartismaya aciktir.
Ornegin, serumda yiiksek seviyede OPG ve insanlarda kardiyovaskiler hastalik,
diyabet ve kronik bobrek yetmezligi arasinda bir iligski vardir (74). Bununla birlikte,
bu son durumda OPG'nin, bobrek osteodistrofisi olan hastalarda veya vaskuler
kalsifikasyona kargi sekonder hiperparatiroidizmin artan kemik rezorpsiyonuna karsi
iskeleti korudugu gorulmemektedir. Bu tur hastalarin serumdaki OPG'nin bir plazma
proteinine / proteinlerine bagli olmasi ve dolayisiyla inaktif hale gelmis olmasi
mumkundur, ancak serumda RANKL / OPG oraninin olup olmadidini sorgulayan bu
g6zlemlerin dnemini belirlemek igin daha fazla ¢calisma yapilmasi gerekecektir (71).
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RANKL

RANKL, membrana bagh ve salgilanmig olarak eksprese edilebilen bir tip Il
homotrimerik transmembran proteinidir ve salinan formu membran formundan
proteolitik kirllma ya da alternatif kirilma (splicing) sonucu turetilir. (75). RANKL'In
proteolitik kirilmasi bir disintegrin ve metaloproteaz bdlgesi (76) ve matriks

metaloproteazlari gerektirir (77).

Osteoblast / stromal hicrelerde RANKL ekspresyonu osteoklast olusumunu
ve aktivitesini stimule ettigi bilinen faktorlerin cogu tarafindan uyarilir. Lenf nodlari,
timus ve akcigerde ve dalak ve kemik iligi de dahil olmak Uzere cesitli diger
dokularda diisiik seviyelerde ifade edilir (69). iltihapli eklemlerde sinoviyal hiicreler
tarafindan eksprese edilir ve aktive edilmis T hucreleri tarafindan salgilanir. Bu
RANKL kaynaklari, en azindan kismen romatoid artritli hastalarda eklem yikimina
aracilik etmekten sorumlu gibi gorinmektedir (78). TNF ayrica romatoid artritte
eklem yikimina, dolasimdaki osteoklast prekursori sayisini sistematik olarak
artirarak ve kemik iliginden c¢ikisini periferal kan igine ve daha sonra da bu
hdcrelerin RANKL ile birlikte osteoklastlara flzyonunu tegvik ettigi iltihaph eklemlere
dogdru ilerleterek interlokin-1 (79). RANKL, TNF gibi, olgunlasmamig progenitorlerin
dolasimda salinimini uyarir. Bununla birlikte, RANKL, kemik adezyonu ve
rezorpsiyonu agisindan kusurlu olan osteoklastl protein tirozin fosfataz-¢ knockout
farelerde osteoklast prekursord mobilizasyonunu uyarmamaktadir (80). Bdylece,
RANKL kaynakl osteoklast aktivasyonu, homeostazin ve konak savunmasinin bir
parcasl olarak progenitorlerin ise alimini duzenleyebilir ve hematopoezisin
duzenlenmesiyle kemik yeniden sekillenmesini birbirine baglayabilir. Farelerdeki
preklinik galismalar, RANKL'In gebelik sirasinda meme epitelyal hlcrelerinde de
eksprese oldugunu ve meme epitel hdcreleri ve sut dretiminin laktasyonel
hiperplazisi icin gerekli oldugunu gdstermistir (81). Ayni zamanda, RANK'I eksprese
eden bazi habis timor hiicreleri tarafindan da ifade edilir ve bu nedenle, bir otokrin
mekanizmasi ile veya aktive edilmis T gibi aksesuar hucreler tarafindan uretildigi
takdirde, bir parakrin tarzda tUmor hdcresi proliferasyonunu induklemede bir rol
oynayabilir (82). Bununla birlikte, RANKL T hucrelerinin olugsumlarini negatif olarak
dizenlemek igin c-Fos araciligiyla aktive edilmis osteoklastlar aracilidiyla interferon-
y ekspresyonunu indukler (83). Bu mekanizma, RANK sinyallemesine aracilik
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etmek icin RANK'a eklenen temel bir adaptor proteini olan TNF reseptor iligkili

faktora T hucresi tarafindan uretilen interferon-y ile arttirilabilir (84).
RANK

RANK, ifadesi bagslangigta sadece osteoklast prekursorler, matur
osteoklastlar ve dendritik hucreler Uzerinde saptanan bir tip | homotrimerik
transmembran proteinidir. Bununla birlikte, RANKL gibi, yaygin olarak ifade
edilmektedir. RANK protein ekspresyonu meme bezinde ve meme ve prostat
kanserleri dahil bazi kanser hucrelerinde, yuksek kemik metastazi potansiyeli olan
iki tip tumorde bildirilmistir. Buglne kadar higbir insan RANK geninde etkisiz hale
getirme veya silme tipi mustasyon tanimlanmamis olsa da, transgenik bir farede
spontan bir silme mutasyonu ortaya ¢ikmis olup, sonu¢ olarak RANK'In osteoklast
icin 6nemini dogrulayan RANK'In hedeflenmis silinmesi ile dretilen farelerin tim
Ozelliklerine sahip olmustur. RANK aracili nukleer faktor-kB  (NF-kB)
sinyallemesinde artisa neden olan RANK'In ekson 1l'inde aktive edici mutasyonlar
ve Paget hastaligi olan bazi hastalarda gorulen osteolizde osteopatis olusumu ve
aktivitesinde artis meydana gelir. Tumor hicresi proliferasyonunda RANK igin
potansiyel bir rol arastiriimaktadir ve kanitlanirsa anti-tumor tedavisi igin gelecekteki
bir hedef olabilir (71).

OPG ve RANKL Sistemi

OPG, TNF (tumor nekroz faktor) bagiml ailenin bir tyesi, NF-kB ligandinin
(RANKL) reseptor aktivatori ve NF-kB (RANK) reseptor aktivatoradir. Bu sitokin
agl osteoklast'in diferansiyasyonunu ve aktivasyonunu duzenler ayrica kemik
resorpsiyonu (osteoklast), kemik yapilanmasi (osteoblast) arasinda énemli bir
dengekurar. RANKL; osteoklast ylzeyindeki RANK’a bagli olan osteoblastik,
stromal ve T hicrelerde monositik hiicrelerde eksprese olur (Sekil 4) (9).

Sekil 4’te goéruldugu Uzere; vaskiler yumusak kas hicresi ve endotelyal
hicrelerde OPG Uretimi, enflamatuar sitokinler tarafindan arttirhir. Bu durum
endotelyal disfonksiyona sebep olabilir. Buna ek olarak; plak catlamasi, kalp

yetmezligi ve diger enflamatuar dokular da OPG artisina sebep olabilir.
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Sekil 4. OPG artisinin sematik gosterimi (9).

RANKL-RANK etkilesimi; osteoklast diferansiyasyonu ve aktivasyonu igin
gerekli olan ve NF-kB’yi de igceren intraselller sinyal iletisimini saglar. OPG; kemik,
endotelyal ve vaskuler yumusak kas hucreleri de iceren bir¢ok insan dokusunda
¢ozunebilen ve eksprese olan glikoproteindir. RANKL ise sahte ¢dzllebilen reseptor
gibi davranarak; OPG, RANK-RANKL etkilesimini ve osteoklast diferansiyasyonunu,
kemik resorpsiyonunu engeller. RANKL’den ayri olarak; OPG, vaskiler yumusak
kas hucresi ve T hucreleri tarafindan eksprese edilen TNF-bagli apoptoz indukleyici
ligandin pro-apoptotik aksiyonlarini nétralize eder. immunolojik cevaplardaki baska
bir roll ise; dentritik hiicreler ve T hicre poliferizasyonunun kapasitesini arttiran,
dentritik ve T hucreler arasindaki RANK-RANKL baginda gorulur. Ayrica; OPG,

antikor cevaplari ve B hucre maturasyonunda 6nemli gorevler alir (9).

Cozunebilen RANKL (¢RANKL) ve OPG, yumusak kas hucreleri (YKH) ve
endotelyal huacreler (EH) tarafindan, kanda ve aterosklerotik plakta
salgilanmaktadir. ¢gRANKL, osteoklast prekursorinud osteoklast hlcresine gevirir
(kesikli cizgilerle gosterilmistir). OPG, RANKL aktivitesini durdurur. Bu iki
¢ozunebilen madde arasindaki denge, Kkalsifikasyonlu plaktaki kemik
resorpsiyonunu dizenler (Sekil 5) (85).
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Sekil 5. Plaktaki potansiyel OCL (osteoclast benzeri hiicre) diferensiyasyonu
(85).

OPG / nuklear faktor-kB reseptor aktivatori (RANK) / niklear faktér-kB ligand
reseptor aktivatorl (RANKL) sistemi, vaskuler hastaliklar ve kemik gelisimi igin
onemli bir anahtar olarak belirtiimistir. RANKL, bunlarin iginde en sik kullanilan
terimdir ancak osteoklast diferansiyasyon faktéri, OPG ligandi, timor nekrozis
faktor (TNF) bagimli aktivasyon uyaran sitokin ve TNF superailesi 11.0ye terimleri
de kullaniimaktadir (86).

OPG sitokin aginin Gguncu molekuldur (87). TNF reseptor superailesi Uyesi
bir glikoprotein olan OPG, RANKL igin ¢dzlnebilir bir reseptérdir ayrica ¢cok daha
az afiniteye sahip olmasina ragmen TNF-bagimli apoptoz uyaran ligand’a
baglanabilir (88).

OPG, kemik ve vaskulatur de dahil olmak Uzere ¢ogu insan dokusunda
eksprese edilebilir. OPG eksikligi, RANKL'In dengesiz aktivasyonu ile birlikte
osteoklast formasyonunu arttirarak osteoporoz’a sebep olur . Diger yandan,
transgenik hayvanlarda OPG’nin asiri ekspresyonu kemikleri etkilemekte ancak
RANKL-eksikligi olan farelerde immun fenotipi etkilememektedir.

OPG mRNA’sinin akciger, kalp, bobrek, karaciger, mide, bagirsak, beyin ve
omurilik, tiroid bezi ve kemik gibi birgok doku eksprese oldugu belirlenmigtir (89).

OPG ve RANKL'In serum dizeylerinin uzun sureli konsistansi, en az LDL

veya yuksek duyarlikh C-reaktif protein kadar ytuksek bulunmustur (90).
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Myokard infarktistinden sonraki akut fazda, OPG serum duzeyi gegici olarak
artar ve olaydan birkag hafta sonra eski duzeyine indigi gozlenmistir (91).

Bunu takiben vyapilan perkitandéz koroner mudahalede, periferik kan
mononuklear hicrelerdeki (PBMCs) RANKL ekspresyonu 6nemli dlgide artmis ve

24 saat iginde normale dondugu gosterilmigtir (92).

OPG ve Vaskiiler Kalsifikasyon

Onceden, vaskiler kalsifikasyonun tamamen pasif bir proses oldugu ve
kemikten arteryal duvarlara kalsiyum tasinmasindan ibaret oldugu dusunultrdi
simdi ise, spesifik damar iletimli kalsifikasyon inhibitér olmasi da dahil, kompleks
pozitif ve negatif regulasyonlarda etkili oldugu bilinmektedir (93). OPG, kemik
resorpsiyonunu inhibe etme kapasitesini kullanarak kalsifikasyonu onler ve OPG’nin
lokal kalsifikasyon inhibitori oldugu dusunulmektedir. OPG aktivitesi engellenmis
farelerin bilinen kemik matriksi yapisinin incelenmesi sonucu, hiperkalsemi olustugu
ve aortun media ve subintima bolgelerine kalsiyumun erken difize oldugu
gorulmastur (72).

OPG-transgenik fare kullanarak melez irk yetistirildiginde, normal bir genotip
elde edilebilir . Bu durumda; eger toksik varfarin dozlari ile simultane bir sekilde
yonetilirse, farelerde OPG tedavisi varfarin’in indukledigi vaskuler kalsifikasyonu
engeller . Bu merak uyandiran bilgilerin insan aterosklerozuna uygulanmasi aciga
kavusturulsa da kavusturulmasa da, deney hayvanlarindaki kalsifikasyonun ve
insanlardaki kalsifikasyonun aterosklerotik dokulari sure, lokasyon ve histolojik
uygulamalar bakimindan farkhlik gésterir (94).

Gergekte, aterosklerotik  (fibrotik) kalsifikasyon konusundaki bazi
epidemolojik bilgiler, celigkili sonuglar gostermektedir. Bu bilgiler, inme ile ya hi¢
iliski olmadigini (aorta’nin kalsifikasyonu), veya invers (plak ekolusensi) ya da
pozitif iliski oldugunu (koroner kalsiyum durumu) gdsterir. Kronik ve ileri derece
renal hastaliklarda ve diyabetik miliydde; mediyal kalsifikasyon ve vaskiler
kalsiflaksis ile birlikte artan vaskuler kalsifikasyon sebebiyle OPG serum duzeyleri
sasirtici bir sekilde artmaktadir (10).

Histopatolojik calismalara goére, kalsifikasyonlu bodlgelerde ve TRAIL
aktivitesi olan ve ayni hicrede meydana gelen olgularda, OPG ekspresyonu kismen
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artis gostermektedir. Artmis OPG seviyesinin basitce vaskulatirin osteogenik
transformasyonun gostergesi oldugu ya da Kkalsifikasyon surecini limitlemeye
calisan karsi regulator olgu oldugu tam olarak bilinmese de, birgok arasgtirma ikinci
segenegin dogru oldugu izlenimini vermektedir (95).

RANKL, kalsiyum depolarinin cevresindeki ekstraselller matrikste pozitif
yonde regule olur. Vaskuler Kkalsifikasyonlar aterosklerotik plaklari stabilize
edebilirler (96) ancak belli sartlar altinda, intima bdlgesindeki kalsiyum depolari,

plak kirilmalarini tetikleyen stres faktorlerinin engellenmesini arttirir (Sekil 6) (97).
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Sekil 6. OPG ve RANKL reseptoriiniin arterosekleroz ve vaskiiler hastaliklar

uzerindeki etkilerinin gosterimi (98).
OPG’nin Vaskiiler Risk Faktorleriyle iligkisi

OPG serum konsantrasyonlari ile bilinen vaskuler risk faktorleri arasinda
birgok iligki belirlenmigtir. Bu iligkilere 6rnek olarak, homosistein dizeylerinin pozitif
korelasyonu, diyabet hastalari, sigara igme sikhgi, hipotiroid hastalari ve bazi
bdbrek hastaligi olan kisilerde ve yashlarda OPG’nin belirgin sekilde artigi, glukoz
ve glukozlanmig hemoglobindeki artig gosterilebilir. BObrek hastaliklarinin; azalmig
OPG atilimi, aterosklerozun etkilerinin artmasi ve kronik bobrek hastaliinda damar

kalsifikasyonlarina yol agmasi gibi etkilerinin bilinmesine karsin, bunlar henlz
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deneysel olarak ispatlanmamistir (8). Bulgulara gore OPG, OPG/RANK/RANKL
ekseni ve vaskuler enflamasyon igin guvenilir bir belirtegtir, laboratuvar analizlerinde
de enflamasyon ve enfeksiyon belirtegleri gibi kullanilabilir. Ayrica fibrinojen, yiksek
duyarlikli C-reaktif proteini, beyaz kan hilcresi sayimi ve ¢dzinebilen adezyon
molekulleri i¢in de kullanilabilir. Bel-kalga orani, kan basinci, kan basinci ve
kolesterol gibi diger iligkiler de agiklanmistir, fakat eldeki veriler tam olarak tutarli
degildir (90). Cozunebilen RANKL duzeyleri, bilinen vaskuler risk faktorleriyle ve

standart laboratuvar parametreleriyle guclu bir iligki gdstermemistir (11).

OPG Yapisi, Gorevleri ve Polimorfizmleri

OPG, tumoér nekroz faktdr reseptéor (TNFR) ailesinin Gyesi olan bir
glikoprotein olup, NF-kB ligandinin reseptor aktivatorinin reseptoru gibi davranarak
osteoklast surecini inhibe ettigi ve bu sayede osteoklast’larin diferansiyasyonunu
engelledigi ileri strtlmektedir (99). OPG, 60-kDa monomerik form ve ayrica 120-
kDa disulfid bagli homodimerik formu olan ve 401 aminoasit biriminden olusan bir

glikoproteindir (100). insan OPG geni, 8.kromozomda bulunur (101).

OPG geninin promotor bolgesinde, 1-4 intronlarinda ve 1-5 eksonlari gesitli
polimorfizmler tanimlanmistir (Sekil 7) (102,103).

Bunlar; 149 T C, 163 A G, 209 G A,245T G, 950 T C, 1181 G C (ekson 1),
1217 C T (ekson 2), 445 C T, 4441 C T (ekson 3), 4690 delesyon C T, 6833 A G
(ekson4), 6890 A C (intron 4) olarak siralanabilir.

T“g-c‘ Tgsoc T *
‘ GH9.A* G'"#1C AAG: Lys CHALT* (5)
Tas.Go - “ndelCT" 153y AWCT ()
| | exon 1 exon 2 exon 3 l exon 4 -

LA A - [ | ) 077
3 ]_UT V" v/ /-

A.G CRT* (v15)  CH&T¥ (o P
T1G: Lew

Sekil 7. OPG geninde tanimlanan polimorfizmler (104).
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GEREG VE YONTEMLER

iskemik inmeli Hastalarda Osteoprotegerin (OPG) T245G (rs 3134069) Gen
Polimorfizminin Arastiriimasi bagslikli tez galismasi igin dncelikle Trakya Universitesi
Tip Fakultesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu’na bagvuru yapildi.

Trakya Universitesi Tip Fakultesi Biyoistatistik Anabilim Dal tarafindan érnek
bir calismanin genotip dagilimlari esas alinarak yapacagimiz c¢alismanin etki
bayuklugu 0,333 olarak hesaplandi. Etki buyudkluginde %5 yaniima payi ve %95
power degeriyle saptayabilmek igin 120 kisinin (60 hasta, 60 kontrol) ¢alismaya
alinabilecegi hesaplandi.

Trakya Universitesi Tip Fakultesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu’nun
22/11/2017 tarihli toplantisi sonucu alinan 20/07 sayil karar ile tez g¢alismamiz
kabul edilmistir (Ek 1). Tez galismamiz ayrica 2018/229 nolu proje ile Bilimsel
arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan desteklendi (Ek 2).

Calismamiz Ozel Liileburgaz Tip Merkezi Néroloji Poliklinigine bagvurmus ve
iskemik inme tanisi almis hastalar ile diger polikliniklere bagvurmus ancak iskemik
inme tanisi almamis ve bagka bir norolojik rahatsizli§i bulunmayan kigilerin vermis
olduklari rutin kanlarla gercgeklestirilmigtir. Caligmalar Trakya Universitesi Tip
Fakultesi bunyesinde Biyofizik Anabilim Dal’'nda gergeklestirilmistir.
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Hasta Grubu Olarak:

1) Ozel Luleburgaz Tip Merkezi Fizik Tedavi Poliklinigine bagvuran iskemik inme

hastaligi tanisi almig olanlar,
2) Yaslari 19 veya 19’dan buyUk olan yetiskin kadin ve erkek kisiler,

3) Diger norolojik hastaliklar (Parkinson, Alzheimer, Huntington, Wilson, Epilepsi,

Polin6ropatiler / Periferiknoropatiler gibi) bulunmayanlar,

4) ilag ve alkol bagimliligi olmayanlar ¢alismaya alinmistir.

Kontrol Grubu Olarak:
1) Yaslari 19 veya 19'dan blyUk olan yetiskin kisiler,
2) Kronik, sistematik ve metabolik hastaligi bulunmayanlar,

3) ilag ve alkol bagimlili§r olmayanlar galismaya alinmistir.

Calisma 60 kisiden olusan hasta grubu ve yine 60 kisiden olusan kontrol
grubu olmak Uzere toplam 120 kisi ile gergeklestirilmistir. Hasta grubundaki 60
kisiden 34 kisi erkek, 26 kisi ise kadindi. Kontrol gurubundaki 60 kisiden 30 Kigi
erkek, 30 kisi kadindi. Hasta grubunun yas ortalamasi 67,22 ve kontrol gurubunun

yas ortalamasi 69,25 olarak hesaplandi.

Hasta ve kontrol gruplarindan alinan kan érnekleri etilendiamintetraasetik asit
(EDTA)li vakumlu tiplere alinarak Trakya Universitesi Biyofizik Anabilim Dall
laboratuvarina goturalmuagtur. Alinan kan orneklerinden Thermo Fisher Purelink®
Genomic DNA Mini Kit saflagtirma kiti sayesinde DNA'lar izole edilmistir. izole
edilmis olan DNA'lar % 0,8’lik agarozlu jel elektroforezinde yurutilerek ve ayrica
nanodrop cihaziyla Olgimler yapilarak izolasyon safligi gozlendi ve
konsantrasyonlari nanogram / mikrolitre (ng/pl) olarak belirlendi. T245G gen
polimorfizminin belirlenmesi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) 6ncesinde
istenen bolgeye 0zgu primerler sentezletildi ve PZR reaksiyonlarinda MgCl2
titrasyonu yapilarak kullanilacak uygun MgClz miktarinin 2,5 milimolar (mM) oldugu
belirlendi.

Polimeraz zincir reaksiyonu yontemiyle ¢ogaltilan DNA'lar %Z2’lik agarozlu

jellere yuklendi. Jel hazirlanirken boyar madde olarak etidyumbromit (EtBr)
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kullanildi. Hazirlanmis olan %Z2’lik agaroz jele yuklenen ornekler yaklagik 110 voltluk
elektromotor kuvvet kullanilarak jel Gzerinde yurimesi saglandi. 30 dakika yurutulen
DNA oérnekleri transilliminatdrle ultraviyole (UV) 1sik altinda gézlemlendi. Ardindan
¢cogaltilan polimeraz zincir reaksiyonu urunleri istenen gen polimorfizmine 6zgu
kesim enzimi kullanilarak restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFUP)
yontemi ile 37°C’de 1 saat kesime birakildl. Kesim iglemi sonucunda elde edilen
arinler etidyumbromid karistirilarak hazirlanmis %3’lik agaroz jele yuklendi.
Ornekler tekrardan 110 voltluk elektroforezde ylritildi. 45 dakika yuritilen bu
urinler yine ultraviyole 1sik altinda incelenerek polimorfizmler saptandi.
Osteoprotegerin (OPG) T245G gen polimorfizmi i¢in Hinf | restriksiyon enzimi
kullanildi. Osteoprotegerin (OPG) T245G gen polimorfizm genotip dagihmi kesim

sonucunda belirlendi (Tablo 4).
Hinf | Restriksiyon Enziminin Kesim Bolgesi
5 GJANTC 3’

3’ CTNA1G 5

Tablo 4. Osteoprotegerin T245G gen polimorfizm kesim sonuglari

Polimorfizm Bodlgesi Genotipler Kesim Sonuglari
TT 195 ve 76 bg

OPG T245G TG 271,195 ve 76 bg
GG 271 bg

TT: Timin-Timin; TG: Timin-Guanin; GG: Guanin-Guanin
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PCR ile ¢cogaltilan Osteoprotegerin T245G geninin promotor bolgesinin Hinfl
kesim bdlgesi (105).

CGAACCCTAGAGCAAAGTGC
CAAACTTCTGTCGATAGCTT
GAGGCTAGTGGAAAGACCTC
GAGGAGGCTACTCCAGAAGT
TCAGCGCGTAGGAAGCTCCG
ATACCAATAGCCCTTTGATG
ATGGTGGGGTTGGTGAAGG
GAACAGTGCTCCGCAAGGTTA
TCCCTGCCCCAGGCAGTCCA
ATTTTCACTCTGCAG

ATTCTCTCTGGCTCTAACTA
CCCCAGATAACAAGGAGTGA
ATGCAGAATAGCACGGGCTT
TAGGGCCAATCAGACA

KULLANILAN KiMYASAL MATERYALLER

Borik asit (Sigma)

Agaroz (invitrogen)

DNA marker seti, 100 bg (invitrogen)
Deoksiniikleotittrifosfat (ANTP) (invitrogen)
Etanol (Riedel)

Etidyum bromiir (EtBr) (invitrogen)

MgCl2 (Fermentas)

Hinf | restriksiyon enzimi (ThermoScientific)
Primerler (invitrogen)

Proteinaz K (invitrogen)

Taq DNA polimeraz (Invitrogen)

Tris (Bio Basic)

KULLANILAN CIHAZLAR

Agaroz jel igin kullanilan elektroforez tanki (MINICELL PRIMO EC 320, Cleaver
Scientific)
Derin dondurucu (HOTPOINT - ARISTON)
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Gug kaynagi (EC-105, Cleaver Scientific MP-300V)

Otoklav (NUVE)

Etuv (HARAEUS)

Otomatik mikro pipetler (FINN PIPETTE — THERMO SCIENTIFIC)
Terazi (SARTORIUS)

ThermalCycler (BOECO TS-100)

Vorteks (VELP SCIENTIFICA)

Santrifuj Cihazlan (HETTICH EBA 21, ALLEGRA X-22R)
Mikrodalga Firin (VESTEL)

PZR cihazlari (TECHNE, TECHNE TC-3000)

DNA izolasyonu

Kullanmig oldugumuz Thermo Fisher Purelink® Genomic DNA Mini Kit DNA

izolasyon kiti kullanim protokolU:

1) 200 pl kana 20 ul Proteinaz K eklendi ve pipetle karigtirildi.

2) Elde edilen 6rnege 20 pyl RNase A eklendi, vortekslendi ve 2 dk oda
sicakliginda inkuibasyon yapildi.

3) 200 pl PureLink Genomic Lysis/Binding Buffer eklendi ve homojen oluncaya
kadar vortekslendi.

4) Ardindan hazirlanmis olan karigim 55°C’de 10 dakika boyunca inkube edildi.
5) 200 pl etanol eklendi ve otomatik pipet ile pipetleme yapilip homojen
oluncaya kadar vortekslendi..

6) Hazirlanmis olan karisim Thermo Fisher Purelink® Genomic DNA Mini Kit
DNA izolasyon kitinin igerisinde bulunan spin kolonlarina aktarildi ve 1 dakika
10000 RPM’de santrifuj edildi. Santrifijden sonra alttaki kolon atilarak yerine yeni
alt kolon yerlestirildi.

7) Ust kolona 500 pl Wash Buffer | eklendi ve 10.000 RPM’de 1 dakika boyunca
santrifij edildi. Santrif(j isleminden sonra alt kolon otomatik pipet yardimiyla
bosaltildi.
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8) Ust kolona 500 pl WashBuffer Il eklendi. Ardindan 3 dakika boyunca 14.000
RPM’'de santrifiij edildi. Santrif(jj islemi sonunda alttaki kolon atildi. Ustte kalan
kolon ise yeni steril 1,5 ml kolonun Uzerine yerlestirildi.

9) Ustte kalan kolonun alt kisminin tam ortasina degecek sekilde 200 pl Elution
Buffer eklendi ve 1 dakika oda sicakliginda bekletildi.

10) Hazirlanan karisim 1 dakika 10.000 RPM’de santriflj edildi. Bu kez Ustte
bulunan kolon atildi.

11) Alt kolonda kalan izole edilmis DNA’lar -20 °C’de saklandi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ilk olarak 1985 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri'nde bulunan Cetus adli sirkette calismakta olan Kary Mulis ve
arkadaslarinca kesfedilmistir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu, DNA’da bilinen iki
parcanin arasinda uzanan spesifik DNA boliumudnin primerler ve polimeraz enzimi
kullanarak c¢ogaltilabildigi bir yontemdir. Bu yontem sayesinde kisa surede
milyonlarca gen kopyalanarak gogaltiimaktadir. Bu teknik teshis ve adli tipta gen
belirlenmesinde ya da 6zel DNA kisimlarinin klonlanmasinda ve gen ifadelerinin
tespitinde kullanilabilmektedir (106).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu yonteminde sirasiyla u¢ temel asamadan s6z
edilebilir. Bu asamalarin tekrarlanmasi sayisina bagli olarak ¢ogdaltilan DNA miktari

belirlenir.

1) Denatlirasyon(90-95°C): Bu asamada normalde ¢ift sarmali olan DNA ylksek
sicakhgin etkisiyle tek sarmal haline gelir.

2) Primer baglanmasi (50-70°C): Primerler bu asamada amagladigimiz DNA’ya
baglanir.

3) DNA sentezi ya da primer uzamasi (70-75°C): DNA zincirinin uzadigi asamadir
(Sekil 8).

Magnezyum (Mg+2 ) iyonlari oldugundan primerlere eklenir, katalize olan DNA
polimeraz sayesinde nukletotid eklenir ve bu sekilde DNA zinciri uzamig olur. Bu Ug¢
asama birlikte PZR ydnteminde bir donguyu (cycle) olusturur (106,107).
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20°C-75°C Primer Baglanmasi

Sekil 8. Polimeraz zincir reaksiyon dongusu (107).

Dongu bitince olusan yeni DNA zincirleri siradaki donguler igin kalip DNA gorevi
ustlenebilir. ilk déngli sonucunda olusan Uriinler iki primerin baglanma kisimlari
aras| mesafesinden daha uzundur. ikinci déngi istenilen uzunluktaki DNA zincirini
olusturur. Déongl sayisina goére elde edilen Urin miktari (2n-2n)x formala ile
hesaplanir. Bu formulde n dongu sayisini, x ise kalip DNA'nin kopya sayisini
gostermektedir (106). PZR yonteminde kullanilan temel bilesenler, kalip DNA, Taq
DNA polimeraz enzimi, primerler, dNTP karisimlari, enzim tamponu ve MgCl2'dir
(108).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yonteminde Kullanmig oldugumuz Primer Dizisi;

5" —CGA ACC CTA GAG CAA AGT GC- 3’ (Forward)
5 —TGT CTG ATT GGC CCT AAA GC - 3’ (Reverse)
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Osteoprotegerin (OPG) T245G gen polimorfizmi igin ornek basina kullanilan
miktarlar;

2,5 yl PZR MgCl2 Tamponu (Buffer)

2,5 ul MgCl2

0,5 pl Primer F

0,5 pl Primer R

0,5 ul ANTP

0,25 pl Tag DNA polimeraz

1,5 ul izole edilmis DNA

17,25 ul dH20

Polimeraz Zincir Reaksiyonu igin Gerekli Kosullar

Osteoprotegerin (OPG) T245G gen polimorfizmi igin;

Baslangi¢ : 95°C, 5 dakika

94°C, 60 saniye
56°C, 30 saniye 35 dongu
72°C, 60 saniye

Bitis : 72°C, 7 dakika

Kesim Fragment Uzunluk Polimorfizmleri

DNA diziliminin kisa kisimlarini o6zellestiriimis sekilde taniyan ve bu
dizilimlere
yakin kisimlardan ya da dizilimlerin igerisindeki 6zgul kisimlardan cift tarafli ve
simetrik sekilde DNA’yI kesen enzimlere kesim (restriksiyon) enzimleri denir. Kesim
enzimleri gogunlukla bakterilerde, nadiren de virus ve okaryot canhlarda bulunur
(108). DNA fragmanlarinin buyuklagune gore kullanilacak kesim enzimi belirlenir.
Restriksiyon islemi sonucunda olugsan urunlere kesim pargalari adi verilir. RFUP
yontemi kolay uygulanabilen, ucuz ve hizli bir yontemdir. Bu yontemde kesim
enzimlerinin DNA’da bulunan kesim noktalarindaki farklilagsmalardan yararlanilir
(109).
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Osteoprotegerin  (OPG) T245G Gen Polimorfizmleri igin Kesim Fragman

Uzunluk Polimorfizmi Yontemi

Ornek basina kullanilan miktarlar;
0,5 pl kesim enzimi (Hinf I)

1 pl 10x Fast Digest Buffer
Polimeraz Zincir Reaksiyonu Uriini
dH20

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Bu calismada elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS (Statistics
Package of Social Science) v20 (Lisans N0:10240642) istatistik programi ile
yapilmistir. Osteoprotegerin(OPG) T245G gen polimorfizmi genotip dagihmlari yas,
hipertansiyon, diyabetes mellitus, sigara, alkol, kalp hastaliklari, aghk kan sekeri,
kolesterol, trigliserid, HDL, LDL bulgulari bakimindan kargilastirildi. Polimorfizm
sonucu elde edilen genotip dagihimlarinin istatistiksel olarak anlamli olup
olmadiginin kontrolu icin ki-kare analiz yontemi kullaniimistir. Sonug olarak p<0,05

degeri istatistiksel olarak anlaml kabul edilmistir.
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BULGULAR

Yapilan tetkikler sonucunda iskemik inme tanisi almis olan hasta grubu ile
kontrol grubu arasinda yas, hipertansiyon, diyabetes mellitus, sigara, alkol, kalp
hastaliklari, aclik kan sekeri, kolesterol, trigliserid, HDL ve LDL bulgulari

karsilastinimistir. Elde edilen sonugclar Tablo 5’te gosterilmigtir.

Tablo 5. Hasta ve kontrol gruplar arasindaki bulgularin karsilastiriimasi

Hasta ve kontrol Genel
gruplari klinik bulgulari Hasta grubu Kontrol grubu P
n=60 n=60

Yas(yil) 67,7245,51 69,25+5,78 0,140
Hipertansiyon %81,7(49) %61,7(37) 0,015
Diyabetes mellitus %51,7(31) %35(21) 0,065
Sigara %46,7(28) %31,7(19) 0,092
Alkol %21,7(13) %216,7(10) 0,487
Kalp hastaliklar %21,7(13) %26,7(16) 0,522
Aclik kan sekeri(mg/dL) 111(101-38) 105(95-120) 0,063
Kolesterol (mg/dL) 183,81+46,00 179,58+29,93 0,551
Trigliserid (mg/dL) 132,50(111,50-158,75) | 120(94,50-149,50) 0,188
HDL (mg/dL) 50,0748,50 52,02+11,08 0,281
LDL (mg/dL) 114,624+29,90 126,47+23,78 0,018
Cinsiyet (Kadin) %43,3(26) %50(30) 0,464

Ortalama + standart sapma; ortanca (25 yuzdelik-75 yuzdelik); yuzde (siklik)
LDL: Dusuk yogunluklu lipoprotein; HDL: YUksek yogunluklu lipoprotein; p<0,05.
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Hasta grubu ve kontrol grubundan alinan kanlardan izole edilmis olan

DNA'lar % 0.8'lik agaroz jelde yurutulerek elde edilen bantlarin ultraviyole 1g1k

altinda gézlemlendi (Sekil 9).

Sekil 9. Kan orneklerinden izole edilen DNA’larin %0.8’lik agaroz jelde
yuritulerek ultraviyole 1sik altinda gorintilenmesi.

izole edilmis olan DNA'lar % 0.8’lik agaroz jelde gdzlemlendikten sonra
osteoprotegerin  T245G gen polimorfizmi igin 6zgun bdlgelere ait primerler
kullanilarak polimeraz zincir reaksiyon iglemi gergeklestirildi. Elde edilen PZR
artnleri % 2’lik agaroz jelde yurGtaldu. Yeterince yuritilen dGrunler ultraviyole 1sik
alinda incelendi (Sekil 10). Uriinlerin beklendigi gibi 271 bp arahginda oldugu

g6zlemlendi.

Sekil 10. Osteoprotegerin T245G gen polimorfizmi igin hasta ve kontrol
gruplarn igin elde edilen PZR urunlerinin % 2’lik agaroz jelde
yirutiilerek ultraviyole 1sik altinda goruntilenmesi.
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Osteoprotegerin T245G gen polimorfizmi sonucunda elde edilen PZR Urunleri
ilgili bolgeye ait Hinf | kesim enzimi kullanilarak 37°C’de 1 saat sureyle bekletildi. 1
saat gectikten sonra urunler %3’lUk agaroz jelde yurGtuldu ve ultraviyole isik altinda

g6zlemlenerek hasta ve kontrol gruplari igin polimorfizmler belirlendi (Sekil 11).

Sekil 11. Osteoprotegerin T245G gen polimorfizmi igin kesim urtnlerinin
%3’llik agaroz jelde yurutiilmesinin ardindan ultraviyole 1sik
altinda goriintiilenmesi.

Osteoprotegerin T245G Gen Polimorfizmi igin Genotip Dagilimlan

Osteoprotegerin T245G gen polimorfizmi igin genotip dagilimi incelendiginde,
hasta grubunda TT genotipinin goruldigu 53 (%88,3) hasta, TG genotipinin
goruldagu 7 (%30) hasta belirlenmigtir. Kontrol grubunda TT genotipinin goéruldagu
50 (%83,3) kisi, TG genotipinin géruldugu 10 (%16,7) kisi gorilmis ancak GG
genotipi her iki grupta da bulunamamistir (Sekil 12).
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Sekil 12. Hasta ve kontrol gruplarinda OPG T245G gen polimorfizmi
sonucunda elde edilen TT ve TG allelleri arasindaki iligki.

Allel frekanslarina bakildiginda hasta grubunda T alleli icin 113 (%94,17) , G
alleli icin 7 (%5,83) bulunmustur. Kontrol grubunda ise T alleli igin 110 (%91,67), G
alleli icin ise 10 (%8,33) bulunmustur. iskemik inmeli hasta grubu ve kontrol grubu
osteoprotegerin T245G gen polimorfizm bakimindan incelendiginde TT ve TG
genotip sikh@i bakimindan ve Istatistiksel olarak farklilik gériilmemistir (p:0,432)
(Tablo 6).

Tablo 6. Hasta ve kontrol gruplarinda OPG T245G gen polimorfizm dagihimlari

OPG T245G Gruplar
Genotipler / Allel Hasta Kontrol p
Frekanslar
TT %88,3(53) %83,3(50)
TG %11,7(7) %16,7(10) 0,432
T Allel Frekansi %94,17(113) %91,67(110)
G Allel Frekansi %5,83(7) %38,33(10)

T: Timin; G: Guanin; TT: Timin-Timin; TG: Timin-Guanin; p<0,05.
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Hasta ve kontrol gruplarinin klinik 6zellikleri bakimindan OPG T245G gen
polimorfizminin TT ve TG allelleri ile iligkisi incelendiginde sadece sigara ve kalp
hastaliklari icin anlamli bir istatistiksel fark gdézlenmekle birlikte 6rneklem
blyukligunin daha fazla genigletildiginde anlamli farkin daha da artacagini
dusundurmustur. TT ve TG allelleri igin hasta ve kontrol gruplarinin kargilastirilan

klinik 6zellikleri ve p degerleri Tablo 7’de gosterilmistir.

Tablo 7. Hasta ve kontrol gruplarinda klinik bulgular ve gen polimorfizminin
dagilimlan

Hasta ve kontrol Genel
gruplari klinik bulgulari TT TG P
n=103 n=17

Yasg(yil) 68,2215,69 70,06+5,52 0,218
Hipertansiyon %71,8(74) %70,6(12) 0,915
Diyabetes mellitus %42,7(44) %47,1(8) 0,738
Sigara %42,7(44) %17,6(3) 0,050
Alkol %19,4(20) %17,6(3) 0,864
Kalp hastaliklari %27,2(28) %5,9(1) 0,057
Aclik kan sekeri(mg/dL) 109(98-105) 105(100,50-121,50) | 0,635
Kolesterol (mg/dL) 183,39+39,84 171,47+29,87 0,241
Trigliserid (mg/dL) 126(107-148) 135(97-168) 0,789
HDL (mg/dL) 51,384+10,12 49,0048,22 0,360
LDL (mg/dL) 121,08+28,18 117,30+23,86 0,602
Cinsiyet (Kadin) %48,5(50) %35,3(6) 0,310

Ortalama =+ standart sapma; ortanca (25 yuzdelik-75 ylUzdelik); yuzde (siklik)

LDL: Dusuk yogunluklu lipoprotein; HDL: YUksek yogunluklu lipoprotein; p<0,05.
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TARTISMA

iskemik serebrovaskiiler hastalik, hem genetik hem de konvansiyonel risk
faktorlerinden kaynaklandigi bilinen heterojen multifaktoriyel bir hastaliktir (110).
iskemik inme gelisimi, genetik varyantlar, kronik hastaliklar, riskli davraniglar ve
inflamasyon dahil olmak Uzere bircok faktorin tek tek yada birlikte etkilesimine
baghdir (111,115). Osteoklastogenez inhibitér faktér olarak da bilinen
osteoprotegerin, sitokinler grubundaki timor nekroz faktori (TNF) reseptdr super
ailesinin bir Gyesidir (89). OPG, makrofajlarin farkhlasmasini bloke ederek
osteoklastlarin Uretimini inhibe eder ve ayni zamanda farklilasmis osteoklastlarin
islevini de engelleyerek kemik tarafindan emilimini 6nler. OPG'nin bu faktdrin
RANK'a baglanmasini engelleyerek RANKL icin sahte bir reseptor gibi davrandigi
dusunulmektedir (116). Klinik olarak OPG, osteoporoz (117), inflamatuar kemik
hastaliklari (118) ve ayni zamanda multipl miyelom ve malign kemik rezorpsiyonu
(119) olusumunda rol oynayabilir. Ayrica OPG mutasyonlari Paget hastaliginin
degisik formlarina yol acabilmektedir (120). iskelet sistemindeki roliine ek olarak,
OPG vaskuler hastalik olusumunda da rol oynayabilir. Bunlarin yaninda yapilan
klinik calismalarda OPG eksikligi olan farelerde aort ve renal arterlerin ciddi
osteoporoz ve vaskuler kalsifikasyonu arttirdigini géstermistir (72). Bu fenotipin,
rekombinant OPG veya transgenik midahalelerle asiri ekspresyonunun énlenebilir
oldugu da bulunmustur (94). OPG / RANKL / RANK sisteminin dyelerinin artan
sistemik ve miyokardiyal ekspresyonu, hem Kklinik hem de deneysel kalp

yetmezliginde ayrica kalp yetmezliginin patogenezinde rol oynayan kemik
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homeostazini da etkiledigi dusundurmektedir (121). Yukselmis serum OPG
konsantrasyonlarinin, periferik arter hastaliginin siddeti (122), kalp yetmezligi (121)
ve semptomatik karotis darligi (123) ile uyumlu oldugu da bulunmustur. Angina
(124), hassas karotis plaklari (125) ve akut miyokard enfarktistu (91), stabil
aterosklerozlu kontrollerle karsilastiriip OPG geninde birkag genetik polimorfizm
tanimlanmigtir: bu SNP'lerin klinik énemi, bu gen varyantlari tarafindan plazma
seviyelerinin ve / veya fonksiyonel aktivitenin kuvvetli bir sekilde etkilenebilecegi
gercegine dayanmaktadir. Son zamanlarda, yapilan ¢alismalarda OPG genindeki
T245G, T950C ve G1181C polimorfizmlerinin, internal karotis arter darhidi olan
hastalarda kontrollere gore istatistiksel olarak daha ylksek olan median OPG
protein konsantrasyonu ile iligkili oldugunu gostermistir (126). Bu nedenle, bu
calismanin amaci, Turk populasyonunda T245G (rs 3134069), polimorfizmin

iskemik serebrovaskuler hastalikta rol oynayip oynamadigini belirlemektir.

Bilimsel literatlrler incelendiginde bu konuda yapilan fazla bir ¢alismaya
rastlanmamigtir. Literatirdeki mevcut calismalara gore Biscetti ve arkadaslarinin
italyan popilasyonunda 487 inme hastasi ve 543 kontrol grubu ile yaptiklari
calismada rs3134069 gen polimorfizminin kontrol grubuna gére anlamli oranda
farkl oldugu gosterilmistir (127).

Biscetti ve arkadaslarinin italyada yaptiklari baska bir calismada ise diyabetik
hastalarda T245G (rs 3134069) gen polimorfizmi ile iskemik inme arasindaki iligki
arastiriimis. 364 hastada 124 GG, 176 TG ve 64 TT genotipi bulunmustur. Bu
sonugclar kontrol grubuna gore anlaml oranda farklilik géstermektedir (47 GG, 237
TG ve 208 TT) (126). Bu galisma, OPG geninin rs 3134069, rs 2073617 ve rs
2073618 varyant genotiplerinin, diyabetik hastalarda artan iskemik inme riski ile
anlamh ve bagimsiz olarak iligkili oldugunu gosteren ilk c¢alismadir. Ayrica bu
calismanin énemli bir sonucu da, bu U¢ gen polimorfizminin inme &éykusu olan
hastalarda sinerjik olarak etkiledigini gostermesidir.

Cin’'de yapilan bir arastirmada da TNFRSF11B genindeki rs3134069
polimorfizmi ile iskemik inme arasinda yeni ve olduk¢ca onemli bir iligki oldugu
belirlenmis (128). italya’da Biscetti tarafindan 2013'te yapilan calismaya sadece
diyabetik hastalar dahil edilmisken bu arastirmada bdyle bir sinirlandirma
yapllmamis ve daha kompleks bir popllasyon Uzerinde arastirma yapilimis.
rs3134069’daki risk alleli C ve azalmis TNFRSF11B ekspresyon seviyelerinin
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iskemik inme patogenezi igin bir risk faktora oldugu gosterilmis olup sonuglar: daha
once yapilan arastirmalarin tersine bir sonug ortaya koymustur. 2001 yilinda yapilan
bagska bir ¢alismada artmis serum OPG duzeyleri ile 6limcll inme arasinda bir iligki
oldugu gosterilmistir (129). Literatlrdeki bdlgemiz populasyonunda yapilan baska
bir calismada Guldiken ve arkadaslari 51 inmeli hastada serum OPG duzeylerinde
kontrol grubuna gore anlamli dizeyde artis oldugunu tespit etmislerdir (130).
Ustiindag ve arkadaslari ise saglikh kontroller ile gegcici iskemik atak geciren
hastalarla kardiyoembolik ve aterotrombotik inmeli hastalari karsilastirdiklari baska
bir calismada hasta grubunda serum OPG duzeylerinde anlamli bir artis oldugunu
gostermiglerdir (131). Tum bu sonuglar serum OPG duzeyleri ve TNFRSF11B
genotipindeki  degisikliklerin  vicudun  ateroskleroza ve inmeye karsi
adaptasyonunda énemli bir rol oynadigini gostermektedir.

Bizim bu ¢alismamiz sonucunda ise 60 hastanin 53’Unde TT, 7’sinde de TG
genotipi oldugu gorulmus olup ayrica GG genotipine rastlaniimamistir. Buldugumuz
bu sonuglar kontrol grubu ile de anlamli olarak farkh géralmemigstir (60 TT, 10 TG).
Sonuglarin bu sekilde farkli gikmasinin nedeni ¢alismaya dahil edilen hasta sayilari,
cevresel faktorler, etnik koken ve calismaya dahil etme kriterlerinin farkhligindan
kaynaklaniyor olabilir.

Calismaya dahil edilen hasta sayisinin nispeten az olmasi, sadece tek bir
merkeze basvuran hastalarin alinmasi gibi faktérler ¢alismamizin zayif yonlerini
olusturmaktadir.

Sonug olarak calismamizda amacimiz T245G (rs 3134069), polimorfizminin
iskemik serebrovaskuler hastaliklarda rolunu tespit etmek olup ikisi hasta ve kontrol
grubu arasinda anlamh bir iliski bulunamamistir. Daha ¢ok merkezin dahil edildigi,
daha buyuk gruplarda, hatta farkli etnik kdkenlerden gelen kisiler tGzerinde yapilacak
calismalar ile T245G (rs 3134069) gen polimorfizmi ile inme arasindaki iligkinin

aydinlatiimasi saglanabilir.
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SONUGCLAR

Calismamizda Ozel Lileburgaz Tip merkezi néroloji poliklinigine bagvuran ve
yapilan tetkikler sonucunda iskemik inme tanisi konmus olan 60 kisiden olusan
hasta grubu ile herhangi bir nérolojik rahatsizhigi olmayan 60 kisiden olusan kontrol
grubu icin Osteoprotegerin T245G gen polimorfizmleri incelendi.

iskemik inmeli hasta grubu ve kontrol grubundan alinan kan &rneklerinin
osteoprotegerin T245G gen polimorfizmi iglemi sonucunda TT ve TG genotipleri
karsilastirildiginda  6nemli  bir farklihlk gorilememistir. Istatistiksel olarak
degerlendirildiginde de hasta ve kontrol gruplari arasinda osteoprotegerin T245G
gen polimorfizmi genotipleri bakimindan anlamli bir fark gdézlemlenmemistir
(p:0,432)

Hasta ve kontrol gruplarindaki klinik bulgularin OPG T245G gen polimorfizmi
sonucunda elde edilen TT ve TG allelleri ile iligkisi incelendiginde sigara (p:0,050)
diger klinik bulgular icin anlamh bir fark gézlenmedi.

Hasta ve kontrol gruplarindaki klinik bulgularin OPG T245G gen polimorfizmi
genotip dagihmlarinin karsilastirimasinda genel olarak erkek ve kadinlarda anlamli
bir fark gézlenmemistir (p>0,05).

Sonug¢ olarak literatirdeki calismalarda OPG T245G gen polimorfizmin
iskemik inme ile iligkisi oldugu saptanmis ise de, biz yapmis oldugumuz
calismamizda OPG T245G gen polimorfizmin iskemik inme ile iligskisi olmadigini
bulduk. Sonuclarin bu sekilde farkh ¢gikmasinin sebebi; kontrol ve hasta grubundaki

populasyonlarin segim kriterlerinin ayni olmamasi, kisilerin farkh ¢gevre kosullarinda
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yasiyor olmasi, etnik koken farkliliklari, galismalara katilan 6rneklem sayilarinin esit
olmamasi ve az olmasindan kaynaklanabilecegi distnilmektedir. Onemli bir saglik
problemi olan iskemik inmenin olusumunda etkili olan genler bulunursa, iskemik
inme gecirme riski tagiyan kisiler belirlenmis olacak ve iskemik inme igin yeni tedavi

yontemleri ve ilaglar gelistirilebilecektir.
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OZET

inme, morbitide ve mortalite acisindan biitiin diinyada cok ciddi bir saghk
sorunudur. inme gegirme orani hipertansiyon, diyabetes mellitiis, kalp hastaliklari
dislipidemi, sigara, arterial fibrasyon gibi bilinen risk faktorlerine baghdir. Iskemik
inmenin epidemiyolojik galismalarinda elde edilen gugclu kanitlar iskemik inmenin
ortaya ¢ikmasinda genetik faktorlerin 6nemli oldugunu gostermistir.

Bu calismanin amaci iskemik inme hastalarinda Osteoprotegerin T245G gen
polimorfizmleri genotip dagilimlarini inceledik. Biz bu polimorfizmlerin iskemik inme
hastaligi icin genetik bir risk faktort olup olmadigini arastirmayi amacladik.

Calismamizda hasta grubu olarak 60 iskemik inmeli hasta ve kontrol grubu
olarak norolojik hastaligr olmayan 60 kisi bulunmaktadir. Osteoprotegerin T245G
gen polimorfizmi, polimeraz zincir reaksiyonu ve restriksiyon fragment uzunluk
polimorfizmi yontemleri kullanilarak belirlenmigtir.

Calismamiz sonucunda ise Osteoprotegerin T245G gen polimorfizminin

iskemik inme hastaligi icin genetik risk faktort olmadigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler:iskemik inme, OPG T245G gen polimorfizmi,

Osteoprotegerin T245G gen polimorfizmi.
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INVESTIGATION OF OSTEOPROTEGERIN (OPG) T245G GENE
POLYMORPHISM IN PATIENTS WITH ISCHEMIC STROKE

SUMMARY

Stroke is a very serious health problem in terms of, morbidity and mortality.
The rate of stroke depends on known risk factors such as hypertension, diabetes
mellitus, heart disease dyslipidemia, smoking, arterial fibrillation. The strong
evidence obtained in the epidemiological studies has showed the importance of
genetic factors in ischemic stroke.

The aim of this study was to investigate the genotype distributions of
osteoprotegerin T245G gene polymorphisms in patients with ischemic stroke. We
aimed to investigate whether these polymorphisms are a genetic risk factor for
ischemic stroke disease.

In our study, there were 60 patients with ischemic stroke as the patient group
and 60 as the control group without neurological disease. Osteoprotegerin T245G
gene polymorphism was determined using polymerase chain reaction and
restriction fragment length polymorphism methods.

As a result of our study, it was found that osteoprotegerin T245G gene

polymorphism was not a genetic risk factor for ischemic stroke disease.

Keywords: Ischemic stroke, OPG T245G gene polymorphism,

Osteoprotegerin T245G gene polymorphism.
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