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OZET

MIGRENDE DOPAMIN BETA HIDROKSILAZ GEN
POLIMORFIZMLERININ ANALIZI

Migren, siddetli tekrarlayan Bag.agnsz, mide bulantisi, kusma, fotofobi, fonofobi
semptomlart ile karakterize norolojik bir hastaliktir. Migren etivolojisinde genetik
yatkmligin Snemi uzun zamandan beri bilinmektedir. Ancak kalitim modeli halen
tam olarak ortaya konulamamistir. Bununla beraber birden fazla genin rol aldigy
diistiniilmektedir. Dopaminin migren patogenezinde rolit olabilecegine dair kanitlar
meveuttur. Bu calismada, Dopamin Beta Hidroksilaz (DBH) geninin -1021 C—T,
+1603 C—T ve +444 G--A polimorfizmleri ve migren arasinda bir iligki olup
olmadifimn ortaya konulmasi amaglandi. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve
Restriksiyon Parga Uzunluk Polimorfizmi yontemi kullanilarak 200 migren hastasi
ve 200 migren olmayan saglikh kontrolde DBH’m genotipleri ve allel varyantlarin
siklign aragtinlda. Veri sonuglaninin istatistiksel olarak degerlendirilmesi, DBH geni
+1603 C—T polimorfizmi ile migren arasinda allel ve genotip frekans dagiliminda
anlamli bir baglant: oldugunu gosterdi (p= 0.006, OR: 1.96, 95% CI: 1.15- 3.41).
DBH genini -1021 C—T ve + 444 G—A polimorfizmleri ile migren arasinda
anlamli bir iliski bulunmadi (p=0.9169 ve p=0.8748). Caligma sonuglarimiz Tirk
toplumunda DBH geninin +1603 C—T polimorfizminin migrene yatkinlikta rol

alan pek ¢ok genetik faktdrden biri olabilecegini glistermektedir.

Anahtar Kelime: DBH geni, Genetik yatkinlik, Migren, Polimorfizm



ABSTRACT

ANALYSIS OF DOPAMIN BETA HYDROXYLASE GENE
POLYMORPHISMS IN MIGRAINE

Migraine is a neurological disorder characterized by severe recurrent headache,
nausea, vomiting, photophobia, and phonophobia. Importance of genetic
predisposition of etiopathogenesis of migraine has been known for a long time. The
pattern of inheritance has not been identified completely yet but more than one
genetic factors may play role in inheritance. There is evidence suggesting that
dopamine may be involved in the pathogenicity of migraine. In this study, we
aimed to investigate that if there is any relation between -1021 C—T, +1603 C—T
and +444 G—A polymorphism of Dopamin Beta Hydroxylase (DBH) gene and
migraine. We studied the frequency of the DBH genotypes and allelic variants in
200 patients with migraine and 200 healthy non-migrainous controls using a
Polymerase Chain Reaction and Restriction Fragment Length Polymorphisms
method. Statistical evaluation of the data results showed a significant association
for allelic and genotypic frequency distribution between the DBH +1603 C—-T
polymorphism and migraine (p= 0.006, OR: 1.96, 95% CI: 1.15- 3.41). There is no
any marked relation between the -1021 C—T and +444 G—A polymorphisms of
the DBH gene and migraine (p=0.9169 ve p=0.8748). Our study results suggest that
DBH gene +1603 C—T polimorphism may be one of the many genetic factors for

migraine susceptibility in Turkish population.

Key Words: DBH gene, Genetic susceptibility, Migraine, Polymorphism
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1. GIRIS ve AMAC

Migren, etiyolojisinde ¢esitli genetik faktorlerin rol aldigs multifaktériyel bir
hastalik olup, vetiskinlerin yaklagik olarak % 20’sini etkileyen yaygmn norolojik bir
bozukluktur. Populasyon temelli aile ¢aligmalar: migrenin ailesel riske sahip oldugu
goriistini desteklemektedir (Gardner, 2006; Mazaheri ve ark.g2006; Vries ve ark. 2009).
Uluslararas: Basagnst Smuflandirma Kriterleri’ne gore migren; aural migren (MA) ve
aurasiz migren (MO) olmak iizere iki ana kategoriye ayrilr (Headache Classification

Subcommittee of the International Headache Society, 2004; Corominas ve ark. 2009).

Son yillarda, basta serotonerjik ve dopaminerjik sistemle ilgili genetik
poiimorﬁzrhler olmak fizere, migren ile baglantih oldugu diisiinilen bazi aday gen
polimorfizmlerine yonelik ¢ahismalar nem kazanmigtir (Garc1’a-Marti’n ve‘ ark. 2010).
Nérolojik hastaliklarda etkili oldugu diistiniilen dopaminerjik sistemdeki aday gen
polimorfizmleri migren hastalarinda aragtilmaktadir (Todt ve ark. 2009). Bu aday

genlerden biri de Dopamin Beta Hidroksilaz (DBH) genidir (Faraone ve ark., 2005).

Migren patofizyolojisinde rolii oldugu distinlilen gen polimorfizimlerinin
analizine yonelik olarak gergeklestirilen ¢alismalarda geligkili sonugclar elde edilmistir.
Bu calismada DBH genin -1021 C—T, +1603 C—T ve +444 G—A polimorfizmleri ile

migren arasmda baglanti olup olmadigimn ortaya konulmasi amagclandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. BASAGRILARI VE BASAGRILARININ SINIFLANDIRILMASI

Agn genel anlamda viicudun herhangi bir yerinde herhangi bir sebepten olan ve
bir¢ok insam etkileyen bir saghik sorunudur. Tarlaci’ya gére agr1; bedenin herhangi bir
yerinden kendini kisiye duyuran, 6znel, rahatsiz edici bir durumdur. Agri, kimyasal
maddelerin serbest sinir uglartm uyarmasi, gerilme ya da kan akinu azalmasi sonucu
olusur. Beyinin kendisi agr1 olusturmaz. Agri, kafa derisi, kan damarlan, kafa i¢indeki
biiyiik toplardamarlar, beyin zarlar atar damarlari, kafa tabani duyusunu alan sinirler ve
sintislerden dogar. Basagnsimn birgok ¢esidi olmakla birlikte, en sik goriileni gerilim
tipi basagnsidir. Bunu, migren bagagnst takip eder. Daha az siklikla; tlimdrler,
hipertansiyon, hipotansiyon, hipoglisemi, siniis inflamasyonlari, temporal arterit,
menenjit, inme ve travmalar basagnisi nedenidir. Toplumun %45’i hayatiin bir
déneminde siddetli basagris1 yasar. ;A\gn berébefinde is glctli kéybl, verimlilik ve
performans azalmasint da getirir (Tarlaci, 2006). Bagagrilarina yénelik epidemiyolojik
calismalar bu agrilarm sikhgini ve yayihmuni, etkilendikleri gesitli yas, cinsiyet, wk,
sosyoekonomik durum ve diger etkenlere gore degerlendirilir. Bu galigma sonuglarina
gbre agrmm mekanizmasma, Ozelliklerine ve tedavisine yonelik anlayisimizin
gelismesine olanak saglanir. Ote yandan agriya bagh isgiicli kaybs, basagrisinin neden
oldugu saghk harcamalan ve iligkili ekonomik gotiirtiler de saglik sorunlarnin bir diger
boyutunu anlamarmzi saglamaktadir (Siva, 2002).

Basagrilarinda simiflama, hem klinisyenler, hem de arastirmacilar arasinda ortak
dili konugma ihtiyacindan dogmustur. Sinflandirma ilk olarak 1962°de gegici bir

komite tarafindan gerceklestirilmistir. 1988 yilinda Uluslararas1 Bagagris1 Demegince



olusturulan komite tarafindan simflama yapilnugtr. Smiflamann kullamlmama ve
benimsenmeme gibi riskleri olmasma ragmen bu 1988 simflamasi arastirmacilar
tarafindan kabul gdrmiistiir. 1988 simflamasmm 15 yil siiren yeniden diizenlenmesiyle
2004 yilinda, 6nceki smiflanmanin ana hatlar: korunarak ikinci simiflama yayinlanmistir
(Headache Classification Subcommittee of the International Headache Society. 2004;

inan, 2009). Bu simflandirmanin ana hatlan Tablo 2.1 ‘de gdsterilmektedir.

Tablo 2.1. Uluslararast Basagrist Toplulugu (IHS) 2004 Smiflamas:

I.

Birincil Bagagrilar:

a~-Migren |

b-Gerilim-tipi bagagrisi

¢- Kiime bagagnisi ve diger trigeminal otonomik sefalaljiler

d-Diger birincil basagrilari

2. | Ikincil Basagrilart

a-Bas ve/ veya boyun traumasina baglanan bagagrisi

b-Kranial ya da servikal damar bozukluklara baglanan bagagrisi

c-Damarsal olmayan kafaici bozukluklara baglanan basagrisi

d-Madde (kullamimi) ya da kesilmesine baglanan basagrisi

e-Enfeksiyona baglanan basagrist

{-Homeoestazis bozuklukluguna baglanan basagns:

g-Kranium, boyun, gdzler, kulaklar, burun, siniisler, digler, agi1z ya da diger ytiz
veya tranil yapilara baglanan bagagris ya da yliz afrist

h-Psikiyatrik bozukluklara baglanan bagagrnist

3. | Kraniyal nevraljiler, merkezi ve birincil yiiz agris1 ve diger bagagnlar

a-Kraniyal nevraljiler ve yiiz agrisimn merkezi nedenleri

b-Diger basagnisi,kraniyal nevralji, merkezi ve birincil yliz agrisi




2.2. MIGREN

2.2.1. Migren Tarihgesi

Migren, ilk defa Kapadokyali hekim Aretaeus’un eserlerinde ve Misir
papiriislerinde (M.O. 1500) tarif edilmistir. Migrene; antik Yunan’da heterokrani
denilmis daha sonra Latince “hemikrani” olarak adlandirilnustir. M.O. yaklagik olarak
400 yilinda Hipokrat migrenin bedensel sivilarin dengesizligi sonucunda olustuguna
inanmistir. M.S. 250 yiinda Roma’li hekim Celsus hastalik ve hastalikla iligkili
duygudurum degisiklikleri ile fotofobiyi tammlamugtir (Inan, 2009).

1683 yilinda Willis, prodromal belirtileri olan ve kusmanmn eslik ettigi, siddetli,
periyodik, migrendz basagnlari olan bir hastayi tanimlanugtir. Tissot 1783 yilinda
migrenin diger basagrlarindan ayran smiflandirmay1 yapmigtir. 1988 yillinda migren,
alt tipleri ve diger tim basagnlart Uluslararast Basagrisi Demegi tarafindan
smiflandiriimis ve tam kriterleri yaymlanmustir. Son olarak da 2004 yilinda ayni
organizasyon tarafindan Basagrist Bozukluklarmn Uluslararast Smiflandirilmasi
yapilmustir (Headache Classification Subcommitice of the International Headache

Society, 2004; Inan, 2009).

2.2.2. Migrenin Tanimi

Migren; orta siddetli, belirli araliklarla tekrarlayan, tek veya cift tarafls,
genellikle mide bulantis, fotofobi ve fonofobiyle birlikte saatler veya glinlerce stiren ve
fiziksel aktiviteyle kotillesen tipik &zelliklere sahip yaygin nrolojik bir sendromdur.
Migren hastalarmin %25°den fazlas: odaksal norolojik semptomlar, gérsel ve konusma
bozukluklar1 icerir. Migren hastalari populasyonun geri kalanindan farklihk gbsterir

ctinkil trijeminovaskiilerin tekrarlayan aktivasyonuna ve enfeksiyon, inflamasyon,



tiimor veya diger yapisal anomaliler ya da dis toksinler gibi patolojik bir nedene bagh
olmayan bagapnsidir. Migren seyrek olarak meydana geldigi zaman agn sistemleni
kendileri normal islevlerini yerine getirir. Ashnda, migreni tanimlamada kullanilan
mide bulantisi veya fotofobi gibi klinik &zelliklerin ¢ogunun tam olarak belli bir ozelligi
yoktur ve herhangi bir sebepten dolayr bagagrist meydana gelebilir. Ancak, bagagrisinin
siklign artarsa hastalik kroniklesmeye baglar. Bu durum agn sistemlerinin kendilerinde

bir degisim meydana getirebilir (Cutrer, 2010).



2.2.3. Migren Simiflandirmast
Uluslararas: Basagrisi Dernegi tarafindan 2004 yilinda diizenlenmis olan migren

simflandirilmasi Tablo 2.2°de gosterilmektedir.

Tablo 2.2. Migren Smuflandinimas: (International Classification of Headache
Disorders-ICHD-II (2004)’na gore)

1. | Aurasiz migren

2. | Aurali migren

2.1. Migren bagagnili 6zgiin aura

2.2. Non-migren bagagrih zgtin auraly,
2.3. Basagrisiz 6zgiin aura

2.4. Ailesel hemiplejik migren (AHM)
2.5. Sporadik hemiplejik migren

2.6, Baziler-tip migren

3. | Siklikla migren nciilii olan ¢ocukluk ¢ag: periyodik sendromlar
3.1. Dongiisel kusma
3.2. Abdominal migren

3.3. Cocukluk ¢agimmn iyi huylu paroksismal vertigosu

4. | Retinal migren

5. | Migren komplikasyonlan
5.1. Kronik migren

5.2. Status migrenozus

5.3. Infartsiz 1srarh aura

5.4, Migrendz infarkt

5.5. Migrenin tetikledigi ndbet

6. | Olast migren
6.1. Olas1 aurasiz migren
6.2. Olas1 aurali migren

6.3. Olas1 kronik migren




2.2.3.1. Aurasiz Migren (Yaygin Migren, Hemikraniya Simpleks)

Ataklar seklinde ortaya cikan, 4-72 saat siiren, genellikle tek tarafl, zonklayici,
orta veya siddetli, giinlik bedensel hareketlerle artig gbsteren, fotofobi, fonofobi,
bulant1 ve kusmanin eslik ettigi tekrarlayic: bir bagagrisi hastaligidur.

Tam :
A. B-D slgiitlerine uyan en az 5 atak varhg:
B. 4-72 saat siiren basagrs1 ataklan (tedavi edilmis olsun ya da olmasin)
C. Bagagrisi ataklan agagidaki ozelliklerden en az ikisini tagimahdir:
1. Tek tarafl
2. Zonklayici 6zellikte
3. Ortaya da agir siddetli
4. Giinlitk bedensel hareketlerle siddetlenme (yiirimek, merdiven ¢ikmak
gibi)
D. Basagnis sirasinda asagidakilerden en az birisi bulunmalidir:
1. Bulant1 ve /veya kusma
2. Fotofobi ve fonofobi

E. Baska bir bozukluga baglanamaz

2.2.3.2. Aurali Migren (Klasik Migren, Oftalmik, Hemiparestetik, Hemiplejik
Ya Da Afazik Migren, Migren Eslenigi Komplike Migren)

Geri doniigimlid fokal norolojik belirtilerin, 5-20 dakikadan fazla ve 60
dakikadan az stirdigt, tekrarlayici ataklarla karakterize bagagrisi hastaligidr. Aura

belirtilerini genellikle aurasiz migren tipi basagrisi izler.



Tam :
A. B lgiitlerini dolduran en az 2 atak olmali
B. Asagida belirtilen 4 6zellikten en az 3 tanesi olmali:

1. Bir ya da daha fazla sayida, timiiyle geri dontstimlii olan ve fokal
serebral kortikal ve/veya beyin sapt fonksiyon bozukiuguna igdret eden
aura belirtilerinin olmasi

2. Dort dakikadan daha uzun stirede yavas yavag gelisen en az bir aura
belirtisi ya da 2 veya daha fazla sayida birbiri ardi sira geligen belirtiler

3. Aura belirtileri 60 dakikadan uzun stirmemeli

4. Basagrisi, aurayl takiben 60 dakika icinde gelismeli (basagrisi aura
olmadan dnce veya aura ile birlikte baglanus olabilir)

C. Organik hastalik igareti olmamali

(International Classification of Headache Disorders-ICHD-II (2004).

2.2.4. Migren Atagin Tetikleyen Fakiorler:

Migren ataklarmn bityikk bir bdlimii kendiliginden geliserek olarak ortaya
akmakla birlikte ataklarin baslamasmda bazi i¢ ve/veya dig uyarilarin da rol
oynayabilecegi bilinmektedir (Ogul, 2002). Migren atagim tetikledigi diisiintilen bazi

faktorler Tablo 2.3 ‘de verilmektedir.



Tablo 2.3. Migren atagim tetikleyen faktorler (Ogul, 2002).

e Uyku diizeninde sapmalar (fazla ya da az uyuma)

e Achk, 6gtin atlama, orug

e Baz besinler (yumurta, alkol, kafein, ¢ikolata, kabuklu deniz hayvanlan vb.)
® Aikoliﬁ icecekler (sarap, bira vb.)

» Fizik egzersiz ve a§1r1A yorgunluk (&zellikle giines altinda veya sicakta)
e Siddetli kokular

o Gligliiisik

e Stres

e Seyahat

e Yitksek rakima ¢tkmak

e Menstiirasyon

e Hava degisimleri (lodos vb.)

e Sigara

o Baz ilaglar (nitrogliserin, rezerpin, dogum kontrol haplar1 vb.)

e Enfeksiyon hastaliklar

2.2.5. Migren Epidemiyolojisi:

Migren, genel populasyonu etkileyen yaygin bir hastabktir. Tiim migren
prevalans caligmalarina gore kadmiarm 9%15-25"sini, erkeklerin %6-8’sini etkiledigi
gosterilmistir (Fernandez ve ark. 2000).

Migrenle karsilagilma siklign gocukluk doneminde anlaml: bir cinsivet farki
gostermezken, puberteden sonra kadinlarda artmakta ve eriskin niifusta kadin-erkek
orani, 2/1’e ulasmaktadir. Ulkemizde gergeklestirilen g¢ok merkezli bir bagagrisi

epidemiyolojisi ¢aligmasinda, 15-35 yas grubunda migren prevalansi %16.4 olarak
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bulunmus olup bu oran kadinlar igin %21.8, erkekler i¢in %10.9°dur. Toplumumuzda
migrenin en ¢ok goriildiigii yag grubu 30-39 olarak belirlenmistir (Siva, 2002).
Amerikan Migren Calismasi’nda migren atak sikligs ayda birden az olanlarin
orami %36, 1-3 arasi olanlar %38, daha sik olanlarin oran: ise %26 olarak bulunmustur.
Ataklarmn siiresi %76 migrenlide 12 saatten kisa, %12’sinde 12-24 saat, diger %12’sinde
de daha uzundur. Siddeti ise;l %64’ tinde ¢ok, digerlerinde orta veya hafif derecelerde

tarumlanmistir (Siva, 2002).

2.2.6. Migren Agrt Dinemleri

Bir migren atag: baghca dort dsnemden olugmaktadir:

1. Prodrom Donemi: Agri baglamadan dnceki saatler, hatta bazi kisilerde giinler
énce yavasca gelisen bazi semptomlar prodrom dénemini olugtururlar. Bunlar genellikle
psikolojik, nérolojik ve otonom/sistemik semptomlardir (Siva, 2002). Bunlarin bagmda
depresif ruh hali, yorgunluk ve esneme, duygu durum karisiklig), kas aBrist, agiri yemek
yeme istegi, durgunluk, konsantrasyon ve dikkat azalmast gibi semptomlar ile
gelmektedir (Siva, 2002; Dowson, 2003). Prodrom semptomlar: migren ataklarmin
yaklasik %50-70’inden once ortaya c¢ikmaktadr ve saatler ile giinler arasinda
stirmektedir. Hastalar genellikle bu semptomlarin farkinda degillerdir. Bununla biriikte.
migren hastalanmmn bitytik bir ¢oguniugu, bu semptomlardan sonra ortaya ¢ikan migren
ataklarinin sadece bir kismim tahmin edebilmektedir. Prodrom semptomlar tahminen
nérokimyasal kanisiklifa bagli olarak ortaya cikmakta ve genellikle atak boyunca
devam etmektedir (Dowson, 2003). Boéylece bir migren atagmin genellikle beynin
bircok boliimiiniin etkilendigi "nérojenik" bir "baslangic dénemi” ile ortaya ciktigi

kabul edilmektedir (Siva, 2002).
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2. Aura Dénemi: Migren hastalarmimn sadece % 10 kadarinda aura olmaktadir.
Aura semptomlar, zamanla ve semptomoloji bakimindan degigim gdsteren geri
doniistiiritlebilir lokalize norolojik semptomlardir (Dowson, 2003). Aurali migreni
olanlarin her ataginin aurali olmas: kosulu yoktur. Baska bir deyisle migrenli bir kiside
hem aurali, hem aurasiz, hem de basagnisiz aura ataklan bir arada goriilebilir
(Siva,2002). Aura semptomlan genellikle prodrom safhasinin sonunda ortaya ¢ikmakta,
1 saat stirmekfe, basapnismm hemen oOncesinde yer almakta ve asafidakileri
icermektedir:

o Gorsel bozukluklar (gecici kor noktalar, gdrme bulamkligy, skotomlar ya
da 151k cakmalar)
¢ Konusma bozukluklar
s Karincalanma, sersemlik, hissizlik, duygu kayb ve uzuv zayiflifr gibi
diger viicut bolgelerini etkileyen durumlardir (Dowson, 2003).
Aura semptomlarinin bulunmas), olusacak olan bagafrismin siddetinin gbstergesi
degildir. Aurasiz migren ataklari, aurall migren ataklar kadar ya da bunlardan daha
siddetli olabilmektedir. Auralarin beyindeki kortikal depresyonun yayilma dalgast
tarafindan baglatilan elektriksel olaylara bagli olarak ortaya ¢iktifina inanimaktadi
(Dowson, 2003).

3. Agrt Diénemi: Migrenin basagns: safhasi, genellikle hafif olan bir agn ile
baslayan ve hastanin normal aktivitelerini yerine getirmesine engel olacak kadar siddetli
bir agriya doniisebilen basagrist ile karakterizedir (Siva, 2002). Bu dénemi de kendi
icinde; (a) Agrinm baglama donemi, (b) Agr donemi, ve (¢} Agrmmn sonlanma dénemi

olarak ti¢ boliimde incelenebilir:
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a. Agrinin Baslama Dinemi

Genelde hastalarin belirttigi: "ensede, bag arkasinda, basin bir tarafinda yavas
baglayan bir agr/agithik/rahatsizhk hissi" ile sekillenir. Cofu zaman zonklama
baslamanustir, agr belli belirsizdir (Siva, 2002).

b. Agr1 Dénemi

Siddetli, ¢cogu zaman zonklayic1 veya korkung bir basing olarak tanimlanan,
saatler, bazen 1-2 giin stirebilen donemdir. Agri bazen dayanilmayacak siddette bazen
de dalgalanmalarla stirebilmektedir. Migrenlilerin biiytik bir kisminda agri bagin tek bir
tarafinda olmaktadir (Siva, 2002).

¢. Agrumn Sonlanma Donemi

Agrmmn giderek hafifledigi ve sekil degistirdigi-zonklayict siddetli agrmmn
hafifleyerek hastanin uyumaya bagladig1 dénemdir (Siva, 2002).

Genel olarak toparlayacak olursak basagrist safhasimin genel semptomlari:

o

Basaprisy; genellikle zonklayici, tek tarafli olan, aktivite ile alevienen ve

siddeti degisen bir durumdur.

e TFotofobi ve fonofobi; hastalarin biiyiik bir boliimiini etkilemektedir ve
hastalarin atak sona erene kadar karanhk bir odada uzanmalarna neden
olabilmektedir.

» Bulants; hastalarin yaris1 ya da ¢ogu tarafindan bildirilmektedir.

o Kusma; hastalarin % 20’si va da daha azi tarafindan bildirilmektedir

fakat 6zellikle siddetli bir atagin gostergesidir (Dowson, 2003).
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4. Atagin Gerileme Dinemi: Basagns: tepe siddetine ulastiktan sonra dereceli
olarak azalabilir ve kaybolur. Bununla birlikte gerileme, bazen bir kusma nobeti ile
tetiklenebilmekte ya da hastalar derin bir uyku peryoduna gegebilmekte ve
semptomlarin gerilemis olmasiyla birlikte uyanabilmektedirler (Dowson, 2003).

5. fyile;me Donemi: Basagnis1 sonrast gerileme safhasi, basagrisimn eslik
etmedigi baz1 semptolarla karakterizedir. Bu semptomlar asagida verilmektedir:

e Rahatsizhk, mide bulantisi ve yiyecek intoleransi ile birlikte
gastrointestinal semptomlar

e Azalmis konsantrasyon ve bazen algilama glicliikleri

e Kasacilan

e Tam bir yorgunluk hissi.

Gerileme safhas: birkag saat ile 48 saat arasinda stirmektedir (Dowson, 2003).

2.2.7. Migren Patogenezi:

Migrenin olusum nedenleri yakin bir tarihte aydinlanmis olsa da halen bir fikir
birligine varlamanustir. Genetik, vaskiiler ve ndronal pargalarin migren olusumunda rol
oynadifn diisiiniilmektedir. Belirli biyokimyasal ve fizyolojik risk faktorlerinin,
bireylerin migren olmasina zemin hazirladigi diistintilmektedir (Dowson, 2003).

Migren patogenezini agiklamak i¢in iki teori ortaya atilmaktadir;

s Vaskiiler teoride, serebral damarlardaki anormal geniglemenin ve muhtemelen
kan 5-hidroksitriptamin (5-HT) konsantrasyonlarmin diisiik olmasinin migrene
neden oldugu ileri stiriilmektedir.

e Noral teoride ise, bir migren atafimin baslatilmasmmda beyin sapindaki

inflamatuar mekanizmalarin sorumlu oldugu ileri strtilmektedir.
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Bu iki teori, her iki teorideki pargalann birlestirildigi ve 5-HT nin temel bir rol
oynadifl ndrovaskiiler bir hipotezde toplanmistir. Hassas bir sinir sistemi migreni
tetikleyen bir cevre ile kargilaghnldiginda norokimyasal degisiklikler ortaya
cikmaktadir. Bu degisiklikler genellikle uyarict semptomlara yol agmakta ve bir esik
degerine ulasarak beyin sapmdaki bir bolgeyi igine almaktadir. Daba sonra bagagrisinin
hafif tersi tarafta bolgesel serebral kan akiminda artmalar ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum
biiyiik serebral arterler gibi intrakraniyel kan damarlarmdaki genislemeyi indiiklemek
i¢in sempatik néronlar ile beyin sapmdaki 5-HT ve noradrenalin igeren ndronlart
uyarmaktadir. Bu arterler, trigeminal gangliyondaki duyusal sinirler ile genis bir gekilde
sinirlerin ileti aldi1 ya da verdigi bolgelerde Qlduklamndan dolayi agriya duyarlidir. Bu
duyu sinir aktivasyonu, damarlarin distansiyonuna ve inflamasyonuna neden gesitli
inflamatuar aracilarin salinmasina neden olmaktadir. Bu uyarilar, trigeminal sinir
yoluyla santral olarak ileten agr sinyalleri olusturmaktadir (Dowson, 2003).

Merkezi sinir sisteminde paroksimal olarak ortaya ¢tkan bu duyarlihiin genetik
kokenli oldugu ve bir kanalopati ile agiklanabilecegi ybniinde yogunlasan glincel
goriigler vardir (Ogul, 2002). Gegici hafif hemiparezi ataklari ve bunlari izleyen migren
tipi basagrilari ile sekillenen familyal (ailesel) hemiplejik migren (FHM) otozomal
dominant bir hastaliktir ve hastalarin bazilarmda serebral bulgularin hatta komanin da
gecici norolojik klinik tablo iginde yer alabildigi genis bir yelpazeyi olusturmaktadr.
Bu hastalik grubunda néronlarn voltaja bagimli P/Q tipi kalsiyum kanallarimn alfala
alt tinitesini kodlayan CACNAIA genine ait farkli mutasyonlar gosterilmistir. Boylece
migrenin de bir kanalopati olabilecegi diislintilmiis ve bu yonde halen devam eden
genetik arastirmalar baglatilmistir (Ogul, 2002). Kanalopatiler de kalsiyum kanal

genindeki mutasyonlarla ilgilidir. Kalsiyum kanal defekti, migrenle ilgili bir bozukluk
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oldugundan ndrotransmitterlerin salintmim azaltarak, beyin ile enerji metabolizmasinda
bir degisime yol acar. Bu da migrendeki temel bir anomalilik olarak distintilmektedir
(Dowson, 2003).

Fiziksel, psikolojik ya da biyolojik stresin olasilikla genetik yatkimlik sonucu
beyin duyarllllgl artmis kisilerde bu esifin asilmasina neden olarak migren donemlerini
baglattif1, bu arada beyin sapr mekanizmalarinin aktive edilmesi ile birlikte agrinin
ortaya ¢iktifi ve bu siirecin sonunda da giderek esigin yikselmesiyle atagin sonlanacaji

da ileri stiriilebilir (Ogul, 2002).

2.2.8. Migren Genetigi

18. yiizyilda Tissot'un migrenin kalitsal olabilecefini ileri siirmesi ve 19.
yiizyilda Liveing ve Govvers'in kalitsal bir yatkinliktan s6z etmesi ile migren ve kaliim
tizerine dikkatler yogunlasmistir (Kegeci, 2000). Migren; glicli genetik bilesenlere
sahiptir ve pek ok migren hastasinin migrenli birinci derece akrabalart bulunmaktadir

(Vries ve ark., 2009).

Migrende aile afaci analizi, genetik aktarim modelini belirlemek i¢in gereklidir.
Ancak, literatiirdeki pek ¢ok ¢alismamn sonuglan ¢eligkilidir (Montagna, 2008). Migren
icin tam bir kaliim modeli tammlanmams olsa da, Mendelyen bir gegis olmadigi
diistiniilmektedir. Migrenin alt tipleri arasinda belirgin bir genotipik farklilik olabilecegi
yoniinde kamtlar vardir (Tarlaci, 2006). Bilinen tek Mendel tipi otozomal dominant
kalitiml1 aurali migren sekli olan ailesel hemiplejik migrende (AHM), tipik bir atakia
tek tarafli motor zaaf ve en az bir baska aura semptomu (ayn: bolgede duysal bozukluk,

gorsel semptomlar, afazi) goriilmektedir. 1-2 saat siiren bu auranin ardindan migren tipi
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basagrisi gelmektedir. Baslangic yast 15 yas civarmda olan bu tabloda bazi olgularda
agir konfiizyon, uzamuis hemipleji, koma, nébet, ates gibi atipik afir bulgular eslik
edebilmektedir. Atak gecince tiim belirtiler kaybolmakla birlikte smurli sayida da olsa
bazen kahci nérolojik bulgular (ataksi, ekstrapiramidal bulgular veya epilepsi)
goriilebilmektedir. Aymi ailede semptomatoloji, atak stkligr ve siddeti agisindan farkls
klinik tablolar gorilebilmektedir. Bazi sporadik olgularda da benzer tablo ve aym
mutasyonlar bulunabilmektedir. Bu tablonun aurali diger migren tablolan ile genetik
acidan benzerlik ve farkhlik nedenleri heniiz bilinmemektedir (Baykan, 2006). AHM
ailelerinde ii¢ gen tammlanmustir; ilki nodral kalsiyum kanalimn alt tinitesi iginde
bulunan CACNA1A; ikincisi Na/K ATPaz “in o alt {initesi iginde bulunan ATPla, ve
ticineiisii de sodyum kanali geni olan SCN1A’dir (Montagna, 2008). CACNAIA geni
1913 kromozomu iizerinde lokalizedir, Na/K pompasinin op-alt tinitesinde kodlanan
ATP1A2 geni 1923 kromozomunda tanimlanmstir, SCN1A geni ise 2924 kromozomu

{izerinde bulunmaktadir (Cutrer, 2010).

Aurali migren (MA) ve aurasiz migrenin (MO) genetik olarak ayr hastalik olup
olmadi kesin olarak bilinmemektedir. Ancak MA’h probandin akrabalar: arasinda MO
icin tekrarlayan hastalik riski paylagumimmn farkl olmasi, bu durumun gercekligini
gosterebilir (Montagna, 2008). Aurali migrenli probandm birinci derece akrabalarmin
aurali migrene yakalanma riski yaklasik 4 katken, aurasiz migrende b&yle bir risk artigt
yoktur. Migrenli olmayan probandin birinci derece akrabalarinda aurali veya aurasiz

migren icin risk artis1 yoktur (Russell and Olesen 1995).

Monozigotik ve dizigotik ikiz ¢alismalari, genetik ve gevresel fakitlerin dnemi

aragtirmak icin uygulanan klasik bir yontemdir. Migren uyumu, aurall ve aurasiz
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migrenin her ikisi igin monozigotik ikizler dizigotik ikizlerden 1,5- 2 kez daha yiiksek
olarak goriiliir (Tarlaci, 2006, Vries ve ark., 2009). Yaklagik 30,000 ikizi igeren genis
bir toplum temelli ikiz ¢aligmast, genetik ve gevresel faktdrlerin neredeyse esit bir katki
sagladiim gdzler oniine sermistir (Mulder ve ark. 2003). Aurasiz migrenin genetik ve
cevresel faktorlerin bir kombinasyonu olarak ortaya ciktign digtiniiliirken aurals
migrenin, gogunlukla genetik faktorler sonucu ortaya ¢iktig: diistiniilmektedir. Bu ayrim
analizi her iki durum icin kusak farki olmaksizin multifaktdriyel kalitima sahip
oldugunu diisiindiirmektedir (Wessman ve ark. 2007). Ancak migrenin multifakioriyel
hastahik yerine poligenik oldugu sSylenebilir (Montagna, 2008). Son zamanlarda bircok
nérolojik hastalik icin sorumlu gen ve ilgili lokuslar tespit edilmeye baglanmigtir.
Sebep-sonug iliskisi kesin olmasa da gen anomalilerinin kalitimsal olarak agriya egilimi
artirdig1 yoniinde giiclii kanitlar vardir (Tarlac, 2006 ).

Migren ile baglantih oldugu distiniilen bazi polimorfizmler Tablo 2.4°de

verilmekiedir.
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Tablo 2.4. Migren hastalig1 ile ilgili oldugu diigtiniilen baz: genler ve polimorfizmleri

Polimorfizm

CACNAIA Wessman ve ark. 2007
ATP1IAZ Wessman ve ark, 2007
SCN1A Wessman ve ark. 2007

NO metobolitleri, INOS GENI

Yilmaz ve ark. 2005

5-HT2A reseptor geni T102C, 5- HT1A, Erdal ve ark.,2000
5-HT1A €1019C, 5-HT1B/1D,
SERT geni VNTR, 5-HTTLPR Liu ve ark., 2011

COMT geni, COMT geni Vall 58Met

Erdal ve ark.,2002

MTHFR genindeki C677T,A1298C

Stam ve ark., 2008

Dopamin resepttr gen (DRD2, DRD3, DRD4)

Todt ve ark., 2009

Dopamin beta hidroksilaz (DBH)

Lea ve ark., 2000, Peroutka, 2004

MAO-A promotor bilge

Erdal ve ark., 2003

TNF-o. —308G/A, [L-10 -1082G/A, -819C/T,
and -592C/A

Mazaheri ve ark.,2006, Ates ve ark.,
2011

2.2.9. Dopamin

Merkezi sinir sistemindeki katekolaminlerin biiyik bir kismmm olugturan

dopamiri (DA), vaklastk 50 yil oénce Arvid Carlsson tarafindan tammlanmg  bir

nérotransmitterdir. Carlsson, rezerpin verilmis ve L-Dopa ile tedavi edilmis hayvanlann

beyinlerinde yeni gelistirilmis bir cihaz olan spektrofotofluorimetriyi kullanarak

dopamini kesfetmis, beynin normal bir bileseni oldugunu séylemis ve dzellikle bazal

ganglionlarda yogunlaghgmi belirtmistir (Saym, 2008). Adrenal bezde dopamin;
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norepinefrin ve epinefrinin (adrenalin) habercisidir. Genel olarak, dopaminin hareket ve
kas kontroliinii ayarlayan noronlar arasinda onemli bir sinyal oldugu diistiniilmektedir.
Son zamanlarda yapilan arastirma sonuglarma gére bes farkl dopamin reseptdril (D15}
tammlanmustir. Bu bes reseptoriin her birinin farkh rolleri yerine getirdigi ve merkezi
sinir sisteminde farkli yerlerde konuslandigi bulunmugtur (Holman, 2005). Dopamin
reseptorleri sinyal iletiminin, fosfolipaz C aktivitesinin veya aragidonik asit salmiminin
diizenlenmesi ile de gergeklestigi distiniilmektedir. Ayrica, dopamin reseptorleri Na/H
degistiricilerini ve Na-K ATPaz aktivitesini diizenlemektedir. Hem D,S hem de DL
reseptdr izoformlarmin GPy alt Uniteleri, protein kinaz C, hilcre dis1 sinyallerle
diizenlenen kinaz (ERK) yolag1 vasitasiyla hiicre bitytimesi, farklilagma ve apoptosisde
rol aldiklars gosterilmistir. Ayrica dopamin reseptorlerinin farklh hiicresel 6zelliklerinin
toplu olarak dopamin reseptorleri ile etkilesime giren proteinler (dopamine receptor
interacting proteins- DRIPs) denen bir grup molekii tarafindan diizenlendigi

diisiiniilmektedir (Sayin,2008).

2.2.9.1. Migren ve Dopamin Iligkisi

Norotransmitter, vaskiiler ve hormonal fonksiyon bozukluluklarimn migrene
yatkinlikta rol oynadifinin tespit edilmesinden sonra, migrenin genetik kokenini
arastiran arastrmacilar bu 3 ana fonksiyon fizerinde yogunlagmuglardir. Ayrica
nérotransmitter fonksiyon bozuklugu, dopaminerjik ve serotonerjik sistemler de
arastinlmustir. Serotonerjik ve dopaminerjik sistemlerin her ikisinin de migrende énemli
olduguna dair kamtlar vardir. D2 ve D4 dopamin reseptdr gen polimorfizmlerinin
aurasiz migrenle iliskili oldugu saptanmstir (Aydnli ve ark. 2007). Migren hastalarinin

bazilarinda dopaminerjik sistemin, T hitcrelerindeki dopamin reseptSriniin yogunluk
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artig1 ile iliskili oldugu goriilmiistiir. Merkezi bir dopaminerjigin asm faaliyetinin ve
noradrenerjik islev bozuklugunun beraber olmasinm migren ataklarma sebep olabilecegi
digtintilmektedir. Ayrica dopaminerjik sistemin agir1 duyarliign mide bulantisi, terleme
ve esneme gibi istem dis1 semptomlara neden olabilmekte ve ayn1 zamanda bu durum
migren ataklan sirasinda da gdzlenebilmektedir (Fernandez ve ark., 2009). Norolojik
hastaliklardaki etkisinin de dnemli oldugu diistiniilen dopaminerjik sistemdeki aday gen
polimorfizmlerinin migren hastalariyla baglantilant aragtirilmaktadir (Todt ve ark.
2009). Bu aday genlerden biri de Dopamin Beta Hidroksilaz (DBH) genidir (Faraone

ve ark., 2005).

2.2.9.2. Dopamin Beta Hidroksilaz

Dopamin Beta Hidroksilaz (DBH), beyinde sinir uglarmda bulunan
noradrenarjik néronlarin katekolamin keselerinde, sinaptik sinirlerde ve membran sinir
formlarinda bulunan adrenal medullada bulunmaktadir (Kopetkova ve ark. 2006).
Serumda DBH sempatik sinir sisteminde meydana gelirken; DBH genelde merkezi
noradrenerjik néronlarda meydana gelen serebrospinal sivida (CSF) da bulunur
(Zabetian ve ark. 2003; Kopetkova ve ark. 2006). Insan serum ve plazmasinda DBH
aktivitesi sabittir ve DBH; serum DBH aktivitesini kontrol eden bir gendir (Cubells ve
ark. 1997). DBH noradrenarjik sistemde 6nemli rol oynamakla birlikte, dopaminin
noradrenaline dontistiminil kataliz eder. DBH geni 9. Kromozomun uzun kolunda
bulunmaktadir (9q34). Yaklasik olarak 23 kb uzunlugunda ve 12 eksondan olusmaktadir
(Fernandez ve ark. 2006). DBH, sinaptik alanda dopamin-noradrenalin doniistim
diizeylerinin dengelemede ve post-sinaptik néron fzerinde harekette de Snemli rol

oynamaktadir (Peroutka, 2004). DBH proteininin, immunoreaktifdeki beyin omurilik
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siv1 seviyelerinin ve plazma DBH aktivitesinin varyasyonunun gen lokusundaki birkag

molekiiler marker ile iliskili oldugu goriilmistiir (Cubells ve ark., 1998).

DBH geninin yapisinda bulunan bazi polimorfizmler tizerine g¢aligmalar
yapiimaktadir (Cubells ve ark. 2004, Tang ve ark. 2007). DBH’in 19 bg’lik
insersiyon/delesyon polimorfizmi,  kisa ardigk tekrarlarin (STR'nin) 118 bg
yukanisinda bulunmaktadir ve ayni zamanda plazma DBH ile iliskilidir (Cubells ve ark.

2004).

DBH genindeki bir diger polimorfizm ekson 11 deki C1603T polimorfizmidir
(Fernandez ve ark. 2009). Plazma DBH aktivitesi ¢ogunlukla dolagimdaki DBH
proteinin diizeyi tarafindan etkilenmektedir. DBH holoenzimi homotetromer yapidadir.
Arg535Cys degisimi distilfit bag1 olusumuna sebep olabilir, bu nedenle DBH’in
homospesifik aktivitesini degistirir. Ayrica, DBH proteinin eksositotik saliniminda
farkliliga neden olabilir. Bu STR’nin plazma DBH aktivite'degisimine kiigik ama

onemli bir katkisi vardir (Kopeckova ve ark. 2006),

Plazma DBH aktivitesi ile iliskili diger bir polimorfizm -1021 C—T’dir
(Fernandez ve ark. 2009). Promotor iginde translasyon baglama alammin -1021 bg
yukarisinda bulunmaktadir. Plazma aktivitesi ile -1021 C~»T polimorfizmi arasmdaki
baglantty1 belirmek i¢in yapilan ¢aligmalarda TT genotipine sabip bireylerin daha dugtik
plazma DBH ile iligkili oldugu gosterilmektedir. -1021 C—T polimorfizmi, DBH
geninin transkripsiyonun sinerjik aktivasyonunda kritik bir dneme sahiptir (Kopeckova

ve ark. 20006).
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DBH genindeki bir diger polimorfizm de 444 G-»A polimorfizmidir. Ekson
2°de yerlesik bu polimorfizm ile DBH protein ve plazma DBH aktivitesi arasindaki
iliskinin arastn‘lﬂd@ calismalar mevcuttur. Ruhsal ve anksiyete bozukluguna sahip
hastalarda 444A alleli dusiik plazma DBH aktivitesi ilgili ve 444G allelinin de yiksek
plazma aktivitesi ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Bu sonuglar, DBH’1n plazma DBH
akti\}itesini ve serebrospinal sivida DBH protein diizeyini etkileyen bliylik bir lokus
oldugunu destekler. Bu polimorfizm, DBH proteininin CSF diizeyi ve plazma DBH
aktivifesindeki degisim, DBH’m ekson 2 ve intron 2 arasindaki baglanti noktasmda
bulunan G—A doéntisiimityle agiklanr (Kopeckova ve ark. 2006). DBH genin bu iig

polimorfizminin polimorfik bolgeleri Sekil 2.1°de gosterilmektedir.

Fromoter

B E AN NENNNNR

(GTHN 444 G/A + 1603 C/T
18bp indel
f 1021 C/T

t12b)
-

L. 3920bp
I it

25879 bp

Sekil 2.1, DBH geninin analiz edilen bazi polimorfik bélgeleri (Fernandez ve ark.

2009).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. CALISMA GRUBU

Gaziosmanpaga Universitesi Aragtirma ve Uygulama Hastanesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali ve Noroloji Anabilim Dalr’nin énceki ortak gahigmalarinda Néroloji
Poliklinigine basvuran, migren tanmst Uluslararas: Basagns: Demnegi kriterlerine gore
konulmus 200 migren hastasi ve klinik olarak migrendz bir basagris1 bulunmayan 200
saghikll bireyin kanlarindan elde edilen DNA’lar ¢alismamizda kullanildi. Hasta ve
kontrol grubunundaki bireylerden calismamiza dahil edildiklerine dair izinleri alindi.
Migren hastalari ve kontrol grubundaki bireylerin calismaya dahil edilip edilmeme
kriterleri Tablo 3.1.°de verilmistir. Bu ¢ahisma icin, Gaziosmanpasa Universitesi Tip
Fakilltesi Bilimsel Arastumalar Degerlendirme Komisyonun’dan 17.09.2010 tarihinde
10-BADK-016 kayit numarast ile onay alinmis ve Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim
Birimi tarafindan 2010/98 proje numarasi ile desteklenmistir. Caligmamn tamami

Gaziosmanpasa Universitesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Laboratuvari’nda yapildi.
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Tablo 3.1. Hastalarn ve kontrol grubundaki kisilerin aragtrmaya déhil edilme ve

edilmeme kyiterleri

Dahil Edilme Kriterleri

Arastirmanin hasta grubu icin dahil etme dlciitleri;
1. Aurali veya aurasiz migren tams: konmus hastalar,
2.Yazili bilgilendirilmis olur formunu imzalamis olmasl,

3. 18 yasindan biiyiik olmasi

Arastirmanmn kontrol grubu icin dahil etme dlciitleri;
1. Migren tanist almarms olmak
2.Yazilt bilgilendirilmis olur formunu imzalamis olmasi,

3. 18 yasindan biiytk olmasi,

Dahil Edilmeme Kriterleri

Arastirmamin  hasta grubu icin dahil etmeme
olciitleri;

1. Migren tansi almarmug olmak.

2.Yazili bilgilendirilmis olur formunu imzalamamms
olmas,

3. 18 yasindan kiigtik olmast

Arastirmanm  kontrol grubu icin dahil etmeme
olciitleri;

1.Yazili bilgilendirilmis olur formunu imzalamamis
olmas:

2. 18 yasindan kiigiik migren tanis1 almis olmak




3.2. CALISMADA KULLANILAN ARAC VE GERECLER
3.2.1. Aletler ve Cihazlar

1.

2.

3.

L

10.

11.

12.

13.

14,

PZR Cihazi (Termal Cycler) (Techne, TC 4000, TC 412)
Elektroforez Tanki (Cleaver Scientific, MSCHOICE)
Elektroforez Gii¢ Kaynag1 (Thermo Scientific, EC 300 x L)

Jel Gortintiileme Sistemi (QUANTUM-ST4, 1000/20M- 09200806)

. Bilgisayar (Exper, Intelcore2)

Manyetik Kanistirier (Velp Scientifica,F20520162)
Mikrodalga Firm (Argelik Intellowave, MD 554 )

Hassas Terazi(Kemn, ABJ 220-4M)

Mikrosantrifiij (Mikro120, Hettich Zentrifugen D- 78 532n)
Vorteks (Velp Scientifica; F20220176)

Mikropipet Seti (Thermo Scientific, Finnpipette)

Etitv (Memmert, Beschickung-Loading 100- 800 )

Otoklav (HMC Hirayama, HV-25L)

Buzdolab: (Indesit, TN5 FNF)

15. pH metre (IHANNA, 507702)

3.2.2. Kimyasal Maddeler

1. Taq polimeraz (Fermentas, Lot: 00076185 )

2.

3.

4.

Hhal (Restriksiyon Enzimi) (Fermentas, Lot: 00064234)
Bst UI (Restriksiyon Enzimi) (Fermentas, Lot: 00059520)

Eco NI (Restriksiyon Enzimi) (Fermentas, Lot: 00063252)

25



5. Primerler 1603 C/T1 (405222)
1603 C/T2 (405223)
1021 C/T1 (405220 )
1021 C/T2 (405221)
444G/A1 (405224)
444G/A2 (405225)
6. Agaroz (Sigma, Lot: 050M0107)
7. Nusieve (Prona (Gamma Micropor) Lot: 095503PR)
8. 50 bp’lik marker (Fermentas, Lot: 00070269 )
" 9. Loading dye (Vivantis, Lot: 4011)
10, 100 mM dNTP set (Fermentas, Lot: 00070403)
11. Trisma Base (Amresco, Lot: 1888B184)
12. Borik Asit (Amresco, Lot: 2018B116)
13. EDTA (Amresco, Lot: 3228B038)
14. Ethidium Bromide (Serva, 090107)

15. NaOH (Sodyum Hidroksit) (Riedel-de Haen, Lot:70440 UN 1823)
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3.2.3. Cozeltiler

EDTA Soliisyonu (0,5 M)Hazirlanist
18,16 Na,EDTAX2H,O 80 ml distile su igerisinde manyetik kanstirici ile

karistirildi, Coziilmenin olugabilmesi i¢in 2,0 g NaOH karisma eklendi (pH: 8,0 olacak).
pH ayarlamast HCI ile yapildi ve 100ml’ye tamamland: (distile su ile). Hazirlanan

EDTA soliisyonu, otoklavlanip oda sicakliginda sakland:.

SXTBE (Tris-Borat-EDTA) Tamponu
54 g Trisma Base, 27,5 g Borik Asit ve 20 ml EDTA 500 ml distile su igersinde
manyetik kanstirie: ile kanigtirildi. Homojen olunca 1 litreye distile su ile tamamlanarak

¢oziildit. Cozelti oda 1s1sinda saklandr.

Etidyum Bromid Soliisyonu (10mg/ml)
0,1 g Etidyum Bromid 10ml distile su igerisinde bir gece boyunca manyetik

karstiricida karistinldi. Kullamlacak tipler aliminyum folyo ile kaplandi. Hazirlanan

soliisyon +4°C’de saklanda.

Elektroforez Yiiriitme Tamponu

5X TBE tamponundan distile su ile seyreltilerek 1X TBE hazirlands.

%2°lik Agaroz Jel (100ml)
2 g agaroz, 100 ml 1XTBE erlenmayer igerisinde kanstirilip mikrodalga firinda

1,5 dakika 1sitildi. Hafif sogumast beklenerek (yaklasik 60°C) 3ul Etidyum bromid
(10mg/ml) eklenip hizli bir sekilde iyice kamstildr ve yiikleme vapilacak tarakian

hazirlanmis olan kasete dokildd.
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3.3. YONTEM
3.3.1. Genomik DNA Izolasyonu

Bu ¢alismada, Gaziosmanpaga Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanest
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali ve Noroloji Anabilim Dali'mn Onceki ortak
caligmalarinda olusturulmug olan DNA’lar kullamidigi icin tekrar ayrt bir DNA

izolasyonu yapilmadi.

3.3.2. DNA ’mn Kalitatif Tayini

1,2 g agaroz, 60ml 1XTEB igerisinde kaynatilarak ¢oziindirtildi, 60°C’ye kadar
soputulduktan sonra 1,8ul EtBr (10mg/ml) eklendi. Sivi haldeki jel, taraklan
yerlestirilmis olan agaroz jel elektroforez kabma dokiilerek donmaya birakildi. 1-2ul
DNA, toplam .hacim 4pl olacak sekilde 6X yitkleme tamponu ile kangtmlarak jele
yitklendi. Ornekler 1XTEB tamponu igerisinde, 120 voltta(v) 15 dakika yiiriitiildiikten

sonra jel, UV altinda incelendi ve genomik DNA’nin kalitesi analiz edildi.

3.3.3. DNA’mn Kantitatif Tayini

Cift zincirli DNA preparasyonlarmin yaklagik saflig 260/280 nm’deki
absorbanslarin oramyla (Azee/Azso) belitlemek miimkiindir. Saf ¢ift zincirli DNA i¢in
Asso/Bago = 1,8°dir. Saf RNA’minki 2 civarinda, proteininkide 1’den kiigiiktiir.
DNA’larin derisimleri, 260nm dalga boyunda okupan OD degerinin, sulandirma

katsayis1 ve DNA katsayist ile ¢arpilmasi sonucu pg/ml cinsinden belirlendi.

DNA (pug/ml) = A260 X Sulandirma oram X 50 (katsay1)
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3.4. POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU (PZR) TEKNIGI

PZR, spesifik bir DNA parcasmuin kopyalarmm primerler tarafindan
yonlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesi gseklinde tamimlanan in vitro bir
yontemdir (Temizkan ve Arda, 2004).

PZR, hedef DNA veya RNA dizisinin ¢ogaltilarak gbsterilmesi esasina dayanir.
Teknik; denatiirasyon (94 0C‘de 30-90 sn.), yapisma ( 55°C de 30-120 sn) ve uzama
(72°C‘de 60-180 sn) basamaklarmin tekrar eden dongiilerinden olugur. Bu sirada
kullanilan 6zel primer dizileri hedef DNA‘mn ¢ogaltilmasini saglar ve bu islem
ortalama 30 déngii devam eder. 30 siklus 2* kopya tiretir (Ergin, 2004).

PZR karigimi i¢in kullanilan malzemeler sunlardir; Kalip DNA, dH,0, “buffer”,
MgCl,, dNTP’ler(serbest nitkleotidler), primerler ve Taq polimeraz’dir (Ergin, 2004).
Kalip DNA; PZR’da genomik DNA’lar, plazmid ve faj DNA’lan, ¢esitli genler ve hatta

herhangi bir DNA parcast kalip olarak kullamlabilir (Temizkan ve Arda, 2004).

3.5. RESTRIKSIYON PARCA UZUNLUK POLIMORFiZMIi (RFLP) ANALIZI:

Bir kromozomun ayni bolgesi, aym tirin farkh bireylerinde veya
kromozomlarinda polimorf olarak tanimlanan iki farkli DNA dizilisine sahiptir ve
genetik polimorfizmi gdsterdigi soylenebilir. Genetik polimorfizme mutasyonlar neden
olur. Diploid bireyler igerisinde drnegin, belirli tek kopya genin iki alleli sadece bir
niikleotit yoniinden bile farklilk gdsterebilir ve dolayisiyla gen polimorfik olarak
tammlanabilir. Mutasyon olaylarnmn genetik polimorfizme neden olmasi tek nikleotit
polimorfizmleri (SNP’ler) meydan getirir. SNP’ler, restriksiyon enzimlerince teshis
edilebilen kisa diziler iginde olusur (Restriksiyon endoniikleazlar, DNA’y1 tanunlanmus

ve tiretilebilir fragmentlere kesen bakteriyel enzimlerdir). Boylelikle, bir restriksiyon
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enzimi tarafindan DNA molekiiliintin kesilmesi ile elde edilen fragmentin uzunlugu her
bir allel icin farkh olur. Bu durum, restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP)
olarak bilinir. Genetik bir hastaliga neden olan alleli belirleyen 6zel bir RFLP, klinik
teshiste markir olarak kullamlabilir. Restriksiyon fragmentleri veya PZR firlinleri gibi
ayni uzunluktaki DNA fragmentlerinde bulunan SNP’lerin belirlenmesinde jel

elektroforezini kullanmak miimkiindiir (Turner ve ark. 2004).

3.6. ELEKTROFOREZ TEKNIGI

Sulu bir ¢ozelti iginde, suspansiye ya da ¢Ozinmilg kiiciik elektrik yiikla
pargaciklann, uygulanan bir elektrik alanmm etkisi ile gbc etmesi siirecine elektroforez
denir (Kaya, 2002). Agaroz, deniz yosunundan tiretilen bir polisakkarittir. % 0,5-2
arasindaki konsantrasyonlar da sulu ¢bzeltilerle ¢oziildtigiinde katr bir jel olusturur.
Elektroforez i¢in kullanilan agaroz, bakteriyel kiiltiir plak.lan vapmada kullamlan agarin

saflagtirilmas formudur (Turner, 2004).

3.7. DBH GEN POLIMORFIZMLERININ ANALIZi

3.7.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nun (PZR) Analizi

DBH geninin +1603 C—T ve -1021 C-T polimorfizmlerinin belirlenmesi i¢in
Fernandez ve arkadaslarmin ve 444G—A polimorfizminin belirlenmesi i¢in Yamamoto
ve arkadaslarimn yapmus olduklari PZR-RFLP yontemi asagida belirtildigi sekilde
modifiye edilerek uygulanmigtir (Yamamoto ve ark 2003; Fernandez ve ark 2009).

Bu ii¢c polimorfizmin her birinin belirlenmesinde kullanilan primerler, PZR

karisimlar: ve amplikasyon sicakliklar ayri ayr verilmistir.
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DBH geni +1603 C— T Polimorfizmi;

DBH geninin +1603 C—T bolgesindeki polimorfizmi belirlemek i¢in yapilan
PZR’larda, hedef gen bolgelerine zgiin olarak kullanilan primerler, PZR karigimlar ve

cogalma sicaklar sirastyla Tablo 3.2, Tablo 3.3 ve Tablo 3.4 ‘te gosterilmektedir.

Tablo 3.2. DBH geni +1603 C—T Polimorfizminin analizinde kullanilan primerler

Bolge Primerler

+1603 C—-T F:5°- CCAGGGACAGGACTCGAGTTG -3
R:5'- AGCAGTTTGGAGTGCAGACCC -3’

Tablo 3.3. DBH geni +1603 C—T bolgesindeki polimorfizminin belirlenmesinde

kullanilan PZR kanisim.

PZR bilesenleri py/TUP
1. Steri] bidistile Su 17 ul
2. PZR buffer 2,5
3. MgCl, (25mM) 1,5 ul
4. dANTP Mix (12,5mM) 0,3 ul
3. Primer 1603 C/T1 0,8l
(10pmol/ ul)
6. Primer 1603 C/12 0.8 ul
(10pmol/ ul)
7. Tagq Polimeraz (5 u/ul) 0,1 pl
8. Genomik DNA 2 ul
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Tablo 3.4. DBH geni +1603 C—T bolgesindeki polimorfizminin belirlenmesinde

kullanilan PZR programi

Derece Déngii Sayist
Program Tiiril Zaman
[k Denatiirasyon 94 5dk. -
Denatiirasyon 94 30sn.
Baglanma 62 30sn. 35
Uzatma 72 30sn.
Final 72 10dk.

DBH geni +1603 C—T bolgesindeki polimorfizmleri restriksiyon enzim analizi
yontemi ile belirlemek amaciyla Tablo 3.3 ’te verilen +1603 C—T bolgesinin
¢ogaltimmda kullamlan PZR karlslmlna gore; her bir PZR tiipiinde bulunan 23’er ul
‘lik karigtmin igerisine 2 pl DNA ilave edilerek toplam hacim 25 pl yapildi. Tablo 3.4
‘teki DBH geni +1603 C—T bolgesinin polimorfizminin belirlenmesinde kullanilan

PZR programina gére ¢ogaltilmasi sagland1.

DBH geni -1021 C—T Polimorfizmi;
DBH geninin -1021 C—T bolgesindeki polimorfizmi belirlemek icin yapilan
PZR'larda, hedef gen bolgelerine dzgiin olarak kullamlan primerler, PZR karigimlan ve

cogalma sicaklar sirasiyla Tablo 3.5, Tablo 3.6 ve Tablo 3.7°de gosterilmektedir,
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Table 3.5. DBH geni -1021 C—T Polimorfizminin analizinde kullanlan primerler

primerleri

Bolge

Primerier

-1021 C-T 5" GGAGGGACAGCT TCT AGTCC-3’

5".CACCTCTCCCTCCTGTCCTCTCGC-3°

Tablo 3.6. DBH geni -1021 C-— T bolgesindeki polimorfizmin belirlenmesinde

kullmn}an PZR karigrmi
PZR Bilesenleri w/ToP
1. Steril bidistile Su 17,4 !
2. PZR buffer 2,5 ul
3. MgCl, (25mM) 1,5 pl
4. dNTP Mix (12,5mM) 0,3 ul
5. Primer -1021 C/T1 0,6 ul
(10pmol/ ul)
6. Primer -1021 C/T2 0,6 pl
(10pmol/ ph)
7. .Taq Polimeraz (5 u/pl) 0,1 ul
8. Genomik DNA 2 ul
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Tablo 3.7. DBH geni -1021 C—T bolgesindeki polimorfizmin belirlenmesinde

kullanilan PZR program

Derece Dingii Sayisi
Program Tiiri Zaman
1k Denatiirasyon 94 5dk. -
Denatiirasyon 94 30sn.
Baglanma 60 30sn. 35
Uzatma 72 30sn.
Son 72 10dk. -

DBH geni -1021 C—T bolgesindeki polimorfizmleri restriksiyon enzim analizi

yontemi ile belirlemek amaciyla Tablo 3.6’da verilen -1021 C—T bolgesinin

cogaltiminda kullanilan PZR kanigimna gdre; her bir PZR tiipiinde bulunan 23’er pl

‘lik karisimin igerisine 2 pl DNA ilave edilerek toplam hacim 25 ul yapildi. Tablo 3.7

‘deki DBH geni -1021 C—T bélgesinin polimorfizminin belirlenmesinde kullanilan

PZR programina gére cogaltilmast saglandi.

DBH geni +444 G—A Polimorfizmi;

DBH geninin +444 G—A bblgesindeki polimorfizmi belirlemek ic¢in yapilan

PZR’larda, hedef gen bélgelerine dzgiin olarak kullamlan primerler, PZR karigimlar: ve

cogalma sicaklan sirastyla Tablo 3.8, Tablo 3.9 ve Tablo 3.10°da gosterilmektedir.




Tablo 3.8. DBH geni +444 G—A Polimorfizminin analizinde kullanilan primerler

35

Bélge

Primerier

+444 G—A 5°-CCT GGA GCC CAG TGC TTG TC-3°

5"_ACG CCC TCC TGG GTA CTC GC-3”

Tablo 3.9. DBH geni +444 G—A bolgesindeki polimorfizmin belirlenmesinde

kullanilan PZR karigimi

PZR Bilesenleri py/TOP
I. Steril bidistile Su 17,4 ul
2. PZR buffer 2,5 ul
3. MgCI2 (25mM) 1,5 ul
4. dNTP Mix (12,5mM) 0,3 pl
5. Primer +444G/Al 0,6 pl
(10pmol/ pl)
6. Primer +444G/A2 0,6 pl
(10pmol/ pl)
7. Taq Polimeraz (5 v/pb) 0,1 pl
3. Genomik DNA 2l
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Tablo 3.10. DBH geni +444 G-—A bblgesindeki polimorfizmin belirlenmesinde

kullamlan PZR program
Derece Dingii Sayis
Program Tikrii Zaman ,
[k Denatiirasyon 94 5dk. .
Denatiirasyon 94 30sn.
Baglanma 55 30sm. 30
Uzatma 72 30sn.
Son 72 10dk. -

DBH geni +444 G—A bblgesindeki polimorfizmleri restriksiyon enzim analizi
yontemi ile belirlemek amaciyla Tablo 3.9’da verilen +444 G—A bolgesinin
cogaltiminda kullanilan PZR kangimima gore; her bir PZR tiipiinde bulunan 23’er pl
‘Tik kérx&mm icerisine 2 1l DNA ilave edilerek toplam hacim 25 pl yapilds. Tablo 3.10
‘daki DBH geni +444 G-—A bolgesinin polimorfizminin belirlenmesinde kullanilan

PZR programina gére ¢ogaltilmast saglandi.

3.7.2. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) Analizi:

Bu calisma da, DBH geninin t¢ farkli polimorfizmi icin farkli olan PZR
program: ile gogaltilimg polimorfik noktalarin iceren PZR trtinlerinin farkls

restriksiyon enzimleriyle kesimleri agagidaki sekilde gerceklestirildi.
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Tablo 3.11. DBH geni +1603 C—T bolgesindeki polimorfizmin belirlenmesinde

kullamian enzim kesimi kosullari

Buffer 2,0 ul
Bst Ul enzimi (10u/pl) 0,5 ul
5°..CG ;C G..3°
3.GC TG C.5
dH20 19,5 ul
PZR iirtinii 5pl
Toplam 27,0 wl

DBH genin +1603 C—T polimorfizmini belirlemek igin Tablo 3.11° de belirtilen

oranda restriksiyon enzim kargum hazirlands ve Bst Ul restriksiyon enzimi ile 37 0 de

1,5 saat kesime brrakildi.

Tablo 3.12. DBH geni -1021 C—T bolgesindeki polimorfizmin belirlenmesinde

kullamlan enzim kesimi kogullar

Buffer 2,0 ul
Hha I enzimi (10 v/pl) 0,4
5.GC GlC.3
3. CT G CG.5%
dH20 19,6 ul
PZR {irtinti 5ul
Toplam 27,0 ul

DBH geni -1021 C—T polimorfizmini belirlemek i¢in Tablo 3.12. de belirtilen

oranda restriksiyon enzim karistom hazirlandi ve Hha I restriksiyon enzimi ile 37 °Cde

1,5 saat kesime birakildi.
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Tablo 3.13. DBH geni +444 G—A bolgesindeki polimorfizmin belirlenmesinde

kullamlan enzim kesimi kosullan

Buffer 2,0 ul

FEco NI enzimi (10 w/pl) 0,4 ul
5... CCTNN]| NNNAGG..3’
3’...GGANN TNNTCC...S’

dH20 19,6 ul
PZR irtinii 5ul
Toplam 27,0 ul

DBH geni +444 G—A polimorfizmini belirlemek icin Tablo 3.13. de belirtilen
oranda restriksiyon enzim karisum hazirlandi ve Eco NI restriksiyon enzimi ile 37

¢ de 1,5 saat kesime birakildi.

3.8. Istatistiksel Yontemler o ‘
Verilerin istatistiksel analizi, Epi Info Software 3.2.2 versiyonu (CDC, Atlanta,

GA) programi kullanilarak yapildi. Migren hasta ve kontrol gruplarinda DBH genindeki
-1021C—T, +1603C—T ve +444G--A gen polimorfizmlerinin dagilimi +* veya Fisher
testi ile kargilastmldi. p degerinin < 0,05 olmast, istatistiksel olarak anlamh kabul
edildi. Genotip dagilim ve Hardy-Weinberg denkligi Arlequin Software 2000

(University of Geneva, Switzerland) programi ile test edildi.
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4. BULGULAR
Bu ¢alismada; DBH gen polimorfizmlerinin analizi PZR-RFLP yontemiyle
gerceklestirildi. Caligmaya dahil edilen migren hastalan ve kontrol grubunu olusturan
bireylerin yas ve cinsiyet dagihmm Tablo 4.1.°de verildi. Migren hasta grubunu olugturan
hastalarin aurali migren ve aurasiz migren olarak ayrimlari Sekil 4.1.°de

gosterilmektedir.

Tablo 4.1. Calismaya alinan migren hastalartnin ve kontrol grubunun yas ve cinsiyet

dagilimm
Migren grubu (n=200) | Kontrol grubu (n=200)
Kadin 176 (%88) 128 (%064)
Erkek 24 (%612) . L 1 72(%30)
Yas Ortalamasi 36,48 34.49
Auralt Migren(MA) 33 N/A
Aurasiz Migren(MO) 167

N/A; degerlendirme dis
Migren hastalar: bagagrisi tipi agisindan sorgulandiginda, 200 hastamn 167 sinin
(%83,5) aurasiz ve 33’Uniin (%16,5) aurall migren hastast oldugu tespit edildi (Sekil

4.1).
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migren hastalari
%20
Aurals migren _
%80

Aurasiz migren

Sekil 4.1, Calisamaya dahil edilen aurasiz migren ile aurali migrenini grafik gdsterimi

4.1. DNA’NIN KALITATIF TAYINI
Genomik DNA’lar %2 (w/v)’lik agaroz jel elektroforezinde her bir bdlge igin

analiz edildi. Genomik DNA’lara ait bantlar ultraviyole (UV) 1g1k altinda gozlendi.

Sekil 4.2. Genomik DNA’mn agaroz jeldeki goriintimil
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4.2. DNA’NIN KANTITATIF TAYINI

Genomik DNA’mn kantitatif tayini, spektrofotometrik oSlgtimler ile yapildL.
DNA’larin safipt OD260 ve OD280 degerlerinin birbirlerine olan oram alinarak

hesaplandiginda, drneklerin safliginn 1.52- 1.79 degerlerinde oldugu belirlendi.

4.3. POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (PZR) ANALIZLERI

DBH geni +1603 C—T Polimorfizmi;

DBH geninin restriksiyon enzim kesim analizi yapilacak olan +1603C—T
Polimorfik noktasint igeren 352 bg’lik bolgesi Tablo 3.3’de verilen PZR karigrmina ve
Tablo 3.4"de belirtilen PZR programina gore ¢ogaltilarak %2’lik agaroz jel elektroforezi

ile incelendi (Sekil 4.3).

500b¢ <— 352b¢

250bg

Sekil 4.3. DBH geninin +1603 C—T polimorfik noktalarim iceren 352 bg’lik PZR

iiriinlerinin %2’lik agaroz jeldeki goriintimii. M: 50 b¢’lik Marker
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DBH geni -1621C—T Polimorfizmi ;

DBH geninin restriksiyon enzim kesim analizi yapilacak olan -1021C—T
polimorfik noktasim igeren 131 bg’lik bolgesi Tablo 3.6’da verilen PZR karigimina ve
Tablo 3.7°de belirtilen PZR programina gore cogalularak %2’lik agaroz jel elektroforezi

ile incelendi (Sekil 4.4).

280bg
13ibe

100bg

Sekil 4.4. DBH geninin -1021 C—T polimorfizmi igeren 131 be’lik PZR tirtinlerinin

%2°1ik agaroz jeldeki goriiniimil. M: 50 b¢’lik Marker

DBH geni +444G—A Polimorfizmi;

DBH geninin restriksiyon enzim kesim analizi yapilacak olan +444 G—A
polimorfik noktasim igeren 207 bg’lik blgesi Tablo 3.9°da verilen PZR karigumina ve
Tablo 3.10°de belirtilen PZR programmna gore goaltilarak %2’lik agaroz jel

elektroforezi ile incelendi (Sekil 4.5).



43

soobs _|§
250be :

100bg

Sekil 4.5. DBH geninin +444 G—A polimorfizmi igeren 207 bg’lik PZR iirtinlerinin

9%2°1ik agaroz jeldeki goriintimii. M: 50b¢’lik Marker

44, RESTRIKSIYON PARCA UZUNLIK POLIMORFIZMI (RFLP)
ANALiZLER{

DBH geni +1603 C—T Polimorfizmi

DBH geninin ekson 11°de bulunan polimorfik noktalan igeren 352 bg’lik
bslgesi DBH Gen Polimorfizmlerinin Analizi Bolimii'nde belirtilen PZR yontemi ile
cogaltildiktan sonra Bst Ul restriksiyon enzimi ile 37 “C’de yaklasik 1,5 saat kesime
birakildi. DBH geninin +1603 C—T polimorfizmini goriintiilemek igin Onceden
hazirlanmis 100ml 1xTBE tamponu igerisinde ¢dzlinmus % 2’lik (1,4 gr agaroz ve 0,6
gr nusieve) olarak hazirlanmis jele yiiklenen kesim triinleri elektroforezde 120 V°da 35
dakika yiiriitiildii ve ultraviyole iskta incelendi. DBH geninin +1603 C—T
polimorfizminin incelendigi, Bst Ul restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu PZR iriint,
enzim tanima bolgesindeki degigime bagh olarak beklendigi gibi, homozigot C/C
bireylerde 184, 139 and 29 bg’lik DNA pargalari seklinde, heterozigot C/T bireylerde
213, 184, 139 ve 29 bg’lik DNA pargalan seklinde, homozigot T/T bireylerde 213 ve

139 be’lik DNA pargalan seklinde gozlendi (Sekil 4.6).
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213 be

184bg

139b¢

Sekil 4.6. DBH geninin +1603 C—T polimorfizminin incelendigi Bst Ul restriksiyon
enzimi ile kesimi gerceklestirilmis PZR trfinlerinin % 2°1ik (1,4 gr agaroz ve 0,6 gr
nusieve) jel goriintimii (CC:184,139 bg; CT:213,184,139,29 be TT: 213,139 be). M: 100

be’lik marker (1,2,3,4,6,7 no’lu 6rnekler CC; 8,9 no’lu dmekler CT; 5 no’lu érnek TT)

DBH geni ~-1021C—T Polimorfizmi

DBH geninin promotorunda bulunan polimorfik noktalar1 igeren 131 bg’lik
bﬁigesi DBH Gen Polimorﬁzmieriniﬁ Analizi Béiﬁmﬁ’ﬁde be.lirti.len PZR fﬁntei‘ni ile
cogaltildiktan sonra Hha I restriksiyon enzimi ile 37 °C’de yaklasik 1,5 saat kesime
birakildi. DBH geninin -1021 C-—-T polimorfizmini goriintilemek igin &nceden
hazirlanmug olan 100 mi’de IxXTBE tamponu igerisinde ¢ozlinmily % 4°'luk (2,5 gr
agaroz ve 1,5 gr nusieve) olarak hazirlanan jele yiiklenen kesim tiriinleri elektroforezde
120 V’da 45 dakika yuritiilda. Jel ultraviyole 1sikta incelendi. DBH geninin -1021
C—T polimorfizminin incelendigi Hha I restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu PZR
{irfinil, enzim tanima bolgesindeki degisime bagh olarak, homozigot C/C bireylerde 109
ve 22 be’lik DNA pargalan seklinde, heterozigot C/T bireylerde 131, 109 ve 22 be’lik
DNA pargalari seklinde ve homozigot T/T bireylerde 131 be’lik DNA pargalan seklinde

gzlendi (Sekil 4.7).
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131b¢ 84— 150be

109bg 4= 100b¢

Sekil 4.7. DBH geninin 1021 C—T polimorfizminin incelendigi Hha I restriksiyon
enzimi ile kesimi gerceklestirilmis PZR tirtinlerinin % 4’1k (2,5 gr agaroz ve 1,5 gr
nusieve) jel goriniimii (CC:109,22 be; CT:131,109,22 be; TT:131 bg) M: 50 bg'lik

Marker (2,8 no’hu 6rnekler CC; 4,5,6,7,9 no’lu srnekler CT; 1,3 no’tu érnekler TT)

DBH geni +444G—A Polimorfizmi

DBH geninin ekson 2°de bulunan polimorfik noktalar iceren 207 be¢’lik bolgesi
DBH Gen Polimorfizmlerinin Analizi Bolimi’nde belirtilen PZR yontemi ile
cogaltildiktan sonra Beo NI restriksiyon enzimi ile 37 °C’de yaklagik 1,5 saat kesime
birakildi. DBH geninin +444 G—A polimorfizmini goriintiilemek igin dnceden
hazirlanmis olan 100 mlI’de 1xTBE tamponu igerisinde ¢Oziinmii % 2°1ik (1,25 gr
agaroz ve 0,75 gr nusieve) olarak hazitlanan jele yiiklenen kesim firtinleri
elektroforezde 120 V’da 35 dakika yiiriitiildii. Jel ultraviyole 1sikta incelendi. DBH
geninin +444 G—A polimorfizminin incelendigi, Eco NI restriksiyon enzimi ile kesimi
sonucu PZR {iriinii, enzim tanima bolgesindeki degisime bagh olarak beklendigi gibi,
homozigot G/G bireylerde 169 and 38 bg’lik DNA pargalan seklinde, heterozigot G/A
bireylerde 207, 169 ve 38 bg ‘lik DNA pargalar: seklinde, homozigot A/A bireylerde

207 be’lik DNA pargalart geklinde gozlendi (Sekil 4.8).
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< 207bg

200b¢

“100be

Sekil 4.8. DBH geninin +444 G—A polimorfizminin incelendigi Eco NI restriksiyon
enzimi ile kesimi gerceklestirilmis PZR iiriinlerinin % 2’1ik (1,25 gr agaroz ve 0,75 gr
nusieve) jel goriiniumti (GG:169,38 be; GA:207,169,38 be; AA:207 be). M: 100 be’lik

Marker (7 no’lu drnek GG; 1,3,5,6,8 no’lu drnekler GA; 2,4,9 no’Iu drmekler AA)



4.5.ISTATISTIKSEL ANALIZ BULGULARI

Migren hastalart ve kontrol grubunda DBH geninin (+1603 C—T, - 1021 C—T

ve 444 G—A) polimorfizminin istatistiksel analizi Tablo 4.2’de gosterilmistir.

Tablo 4.2. DBH geninin (+1603 C—T, - 1021 C—T ve +444 G—A) polimorfizminin

istatistiksel analizi

DBH lokus Migren Hastalann ~ Kontrol Grubu P OR(CH)
n=200{%) n=200(%)
+1603 C/T | Genotip 0.6005
Cc/C 180{%690) 175(%87,5)
C/T 18(%9) 9(%4.5)
T/T 2(%1) 16(%8)
Aliel 0.006 1.96(1.15-3.41)
stk
C 378(%94,5) 359 (%89.,75)
T 22 (%65.5) 41{%10,25)
-1021 C/F Genotip 0.9169
C/iC 116(%58) 118(%39)
CIT 72(%36) T2(%36)
T/T 12(%66) 10(%5)
Alled 0370 0.95(0.68-1.31)
sitkhifn
¢ 304 (%76) 308(%77)
T 06(%24) G2(%23)
+444 G/A Genotip 0.8748
G/G 41(%620,5) 40(%20)
G/A 93(%46,5) 89(%44,5)
A/A 66(%33) 71 (%35,3)
Allel 0.335 1.06{0.80-1.41)
sikhig
G 175(%43,75) 169(%42,25)
A 225(%%36,25) 231(%57,75)
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5. TARTISMA ve SONUC

Migren toplunun biiyiik bir bbliimiini etkileyen onemli bir salik problemidir.
Yasam kalitesini dogrudan etkilemesi, migrenin etkin ve tam olarak tedavisinin nemini
artirmaktadir. Ancak migren tedavisi bugiin igin heniiz istenilen diizeyde degildir. Bu
| yiizden migren hala ekonomik {re sosyal bé;mtlari olan 6nemli bir halk éaghgl sorunu
olarak goriilmektedir. Bu sorunun asilmasi ancak migren patogenezinin tam olarak

aydinlatilmast ile ¢6ziim bulabilecektir (Yilmaz ve ark. 2005).

Migrenin genetik bir hastalik oldugu digiiniilmesine ragmen migrene yatkinlik
olusturabilecek genlerin hangileri oldugu heniiz netlik kazanmamistir (Lea ve ark.
2000). Yapilan vaka-kontrol ve ailesel analizlerle pek ok aday genin migrenle
baplantist arastirilmaktadir. Bu aday genlerin bir kismn da dopaminerjik sistemie
ilgilidir. Ancak, dopaminerjik sisfem ile ilgili genetik galigmalar sonucunda heniiz bir

fikir birligine vardamaniistir (Todt ve ark. 2009).

Dopamin hipotezi, migren hastalarinda merkezi dopamine agin duyarhlik
gosterme gibi belirtilere dayansr ve dopamin reseptérlerinin bilinen kapasitesi, vaskiiler
uyumu ve otonom cevaplar diizenler. Hayvansal modeller ile yapilan ¢aligmalar,
dopamin reseptdrlerinin trigeminovaskiler yolda bulundugunu ve dopaminin rat
beyninde agr1 sinyallerine iliskin trigeminovaskiiler iletimi durdurucu bir rolii oldugunu
gostermektedir. Farkli toplumlardaki birkag ortak caligma; dopamin reseptorleri,
tagtyicis1, sentezi ve katabolizmasiyla alakah enzimlerde dahil olmak tzere
dopaminerjik norotransmitter sistemin proteinlerini  kodlayan genler zerine
odaklanmustir (Corominas ve ark. 2009). Migrenle ilgili oldugu distintlen aday

genlerden biri de DBH’dir (Faraone ve ark. 2005).
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DBH, noradrenarjik sistemde de Onemli rol oynar. Ayrica, katekolamin
yolagmn dzellikle sinir ve akil hastaliklarmin fonksiyon bozuklugunda, dopamin ve

norepinefrin kadar énemlidir (Femandez ve ark., 2006).

DBH enziminin aktivitesi sinaptik sistemin uyariimasl swrasinda adrenerjik ve
noradrenarjik noronlardan sahinan enzimlerden dolayr serumda veya plazmada
slciilebilir. DBH genin birkag polimorfizminin plazma DBH aktivitesiyle iligkilisini
gosteren caligmalar meveuttur (Fernandez ve ark. 2009). DBH enziminin sinaps da
dopamin diizeyini diizenlemede Onemli rol oynadify dusiniilmektedir. Migren
hastalarinn saghkl kontrollerle karsilagtirildigs birkag ¢aligma sonucu incelendiginde;
migren atag sirasinda serum DBH’de 8nemli bir diigtis oldugu goriilmiistir (Fernandez

ve ark., 2009; Todt ve ark., 2009).

DBH geninde migren ile baglantili oldugu digtinilen polimorfizmlerden biri,
ekson 11 *de bulunan C—T degisimi seklinde tanumlanan +1603 C—T polimorfizmdir.
Bu polimorfizme sahip, homozigot +1603 T ve heterozigot +1603 C—T bireylerinde
gok diigiik plasma DBH aktivitesi goriilmektedir (Tang ve ark. 2005; Fernandez ve ark.,

2009).

DBH genin de bulunan bir bagka polimorfizm de ATG translasyon baglama
yerinin 1021 bg yukarisinda bulunan C—T degisimidir. Bu polimorfizm, plazma DBH
aktivitesi ile iliskilidir. Diisitk DBH*li bireyler -1021 C—T “de T allelinin iki kopyass
da tagirlar, heterozigotlarda DBH diizeyi orta seviyede ve C alleli i¢in homozigot kisiler

yiiksek diizeyli DBH’e sahip olduklan gosterilmektedir (Cubells ve ark. 2004).
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DBH geninin ekson 2’ bulunan +444 G—A tek niikleotid polimorfizmi plazma
DBH diizeyi ve CSF de DBH proteinin diizeyi ile iliskili oldugu ditslintilmektedir

(Cubells ve ark. 2004).

Bu caligmada migren etiyolojisinde rolil oldugu diistiniilen DBH genin -1021
C—-T, +1603 C—T ve +444 G—A polimorfizmlerinin Tirk toplumunda migren
hastalggx ile olast baglantisimn onemi aragtinildl. Calismaya dahil edilen 200 migren
hastasinm 3371 auralt migren, 167°si aurasiz migrenlidir. Migren hastalarimn alt grup

sayilan orantili olmadigindan dolayt bu galigmada grup ayrimi yaptlmadi.

Calisma sonuglarimiz, DBH geni +1603 C—T polimorfizmi ile migren arasinda
allel ve genotip siklik dagilim bakimindan anlamh bir baglantl oldugunu gosterdi. DBH
geni +1603 C-T polimorfizmi ile ilgili CC, CT ve TT genotiplerinin sikliklan sirasiyla
hastalarda % 90, % 9, % 1 ve kontrol grubunda % 87,5, % 4.5, % 8 olarak bulundu.
Allel sikliklan hastalarda C alleli igin % 94,5, T alleli i¢in % 5,5 ve konirol grubunda C
alleli icin % 89,75, T alleli i¢in % 10,25 bulundu (p= 0.006, OR: 1.96, %95 CI: 1.15-

3.41).

DBH géninin -1021 C—-T, +444 Gf+A polimorfizmleri ile migren arasinda
anlamli baglanti olmadig goriitdii. -1021 C—=T polimorfizmi ile ilgili CC, CT ve TT
genotiplerinin sikliklars sirastyla hastalarda % 58, % 36, % 6 ve kontrol grubunda % 359,
% 36, % 5 bulundu. Allel sikliklan hastalarda C alleli icin % 76, T alleli igin % 24 ve
kontrol grubunda C alleli igin % 77, T alleli i¢in % 23 bulundu (p=0.370). +444 G—A
polimorfizmi ile ilgili GG, GA ve AA genotiplerinin sikliklarl sirasiyla hastalarda %

20.5, % 46.5, % 33 ve kontrol grubunda % 20, % 44,5, % 35,5 bulundu. Allel sikliklar
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hastalarda G alleli igin % 43,75, A alleli i¢in % 56,25 ve kontrol grubunda G alleli i¢in

% 42,25, A alleli igin % 57,75 bulundu (p=0.335).

Bugtline kadar farkhi toplumlarda DBH géni ve migren arasinda baZlant:
calismalan yapimistir. Fernandez ve arkadaslan Avustralya’da yagayan beyaz wrktan
olusturulan iki farkl: toplumda (200 migren hastas: ve 200 migreni bulunmayan saglikh
birey; 300 migren hastasi ve 300 migreni bulunmayan saghkl birey) DBH geninin -
1021 C—T ve +1603 C—T polimorfizmlerinin genotip ve allelik sikbk dagihimlarim
incelemislerdir. Her iki toplumda -1021 C—T polimorfizminin genotip ve allel sikhigt
bakimindan migren ile baglantili oldugu gosterilmektedir. Birinci toplumda CC, CT ve
TT genotipleri igin p deferi 0.012, ikinci toplumda ise p degeri 0.031 olarak
bulunmustur. Aym sekilde allel stkhigi bakimindan incelediklerinde birinci toplumda C
ve T alelleri igin p degerini 0.004 ve ikinci toplumda ise yine her iki allel icin p degerini
0.013 olarak bulmuglardir. Allel sikhigi aurasiz migren grubunda, aurali migren
grubundan yaklagik %20 farkhdur. Bu da MA/MO heterojenitesinin farkli olma
olasithigimi desteklemektedir. Fernandez ve arkadaglarmin calisma sonuglarina gore,
+1603 C—T polimorfizmin her iki ¢alisma populasyonunda migren (aural ve aurasiz)

ile baglantih olmadig1 gosterilmistir (Fernandez ve ark. 2009).

Avustralya’da yasayan beyaz ik kokenli 275 migren hastasi ve 275 migreni
bulunmayan saglikli birey ile yapilan bir ¢alismada DBH +444 G—A polimorfizmi ile
migren arasmda genotip ve allelik sikhik bakimindan nemli bir baglants
bulunamamistir (sirasiyla p=0.56; p=0.986). Fernandez ve arkadaglarinin  yapmis
olduklart bu calismada migrenin cinsleri ve alt tipleri de analiz edildiginde yine DBH
+444 G—A polimorfizminin genotip ve allelik dagihmlarinin benzer bir sekilde iligkili

olmadif gosterilmistir (Ferrnandez ve ark., 2006).
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Tang ve arkadaglar toplumunda DBH polimorfizmleri (+1603 C—T ve -1021
C—T polimorfizmlerini de igeren) ve plazma DBH aktivitesi arasindaki baglantiyr
inceleyen bir ¢alisma yapmuslardir. Bu ¢aligma sonucunda da DBH geni -1021 C—T
polimorfizminin plazma DBH ile ilgili oldugunu ve DBH geni +1603 C—-T
polimorfizminin ise plazma DBH tizerine bagimsiz fakat kiigtk bir katki sagladigim
stylemektedirler (Tang ve afk., 2007).

DBH enzimi, sinaptik sistemin uyarilmasiyla adrenerjik ve noradrenerjik
néronlardan salindigindan dolay: serum ya da plazmazda 6lgillebilmektedir. Zabetian ve
arkadaglarimin yaptiklart bir ¢aligmada, DBH geninin -1021 C—T polimorfizminin
plazma DBH enzim aktivitesinin 9431-52°den sorumlu oldugunu sdylemektedirler
(Zabetian ve ark. 2003; Fernandez ve ark. 2009). Fernandez ve arkadaglarmn yaptiklari
caligmada, DBH geni -1021 C—T polimorfizminin kusma ve ishal gibi dzelliklerle de
iligkili olup olmadigim arastirmuslardir. llging olarak, CT/TT birlesik genotip grubu
kusma olusumunda iki kat daha fazla riske sahip oldugunu (p=0.08) ve CC genotipine
sahip bireylere kiyasla tig kat fazla ishale sebep oldugunu bulmuslardir (p=0.04)
(Fernandez ve ark. 2009).

Caligma  sonuglarmuzi  difer toplumlarda  yapilan  galigmalarla
karsilastirdigzmizda, Avustralya’da yasayan beyaz wk ile yapilan ¢alismada bizim
bulgularumiza benzer sekilde +444 G—A polimorfizmi ile migren arasmnda baglantunn
olmadifn gésterilmektedir. Fernandez ve arkadaslarimn yaptiklart ¢aligma sonuglar ile
karsilagtrldiginda ise DBH geninin -1021 C—T ve +1603 C-»T polimorfizmleri ile
migren arasmnda birbiriyle gelisen bulgular bulunmaktadir. Biz bu galigma da DBH
geninin +1603 C—T polimorfizmi ile migren arasinda baglant1 bulurken, Fernandez ve

arkadaslarn DBH geninin -1021 C—T polimorfizmi ile migreni baglantil bulmuslardir.
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Biitin bu caligmalara ek olarak DBH geninde migren ile baglantist oldugu
disiiniilen diger bir polimorfizmde 19 bg insersiyon/delesyon  polimorfizmidir.
Hindistan’da 301 migren hastas: ve 201 saghkli bireyin dahil edildigi bir ¢alisma da
DBH 19 be insersiyon/delesyon polimorfizmin i¢in DD genotip s1kli§1 migren
hastalarinda saghkl kontrollerden yitksek bulunmustur (p=0.046). Hatta cinsiyet ayrimi
yapildiginda kadin migren hastalar1 DD genotipi (P = 0.025) ve D alleli (P = 0.016) ile
daha yiksek bir baglanti gostermigtir (Ghosh ve ark. 2011). Fernandez ve
arkadaslarimn yaptiklari ¢aligma sonuglari insersiyon/delesyon degisimi ve migren
arasmnda baglanti oldugunu gdstermektedir. Ozellikle de aurall migren genotipleri
| kontrol grubuyla kargilastinldiginda iligkili bulunmustur (Fernandez ve ark. 2006). Bu
sonuglarda bize DBH genini diger polimorfizmlerinide Tiirk toplumunda caligiimasi

gerektigini diisiindiirmektedir.

Yaptigimiz bu ¢aligmada, Tiirk migren hastalar i¢in DBH geninin +1603 C—T
polimorfizmi ile migren arasmda anlamh bir baglanti bulundw. DBH geninin +1603
bolgesinde C nitkleotidinin T niikleotidine dontismesi ile homozigot TT genotipli hasta -
bireylerin, kontrol grubundaki homozigot TT genotipli bireylerden daha az bulunmasi
bu polimorfizmin koruyucu oldufunu dﬂg;iindﬁrmektedir. Ancak, DBH geninin -1021

C—T ve +444 G—A polimorfizmleri ile migren arasinda baglantils olmadig bulundu.

Bu cabgmalarin bizi getirdigi nokta migren fenotiplerinin daha dikkatle
ayrilmas1 gerektigidir. Pek ¢ok yaymlanms caligmada migren tamsimm Uluslararasi
Basagris1 Dernegi’nin kriterlerine gore konuldugu bilinmektedir. Bu kriterlere gore tam
konulan hastalann bagagnlarmm hafif ya da siddetli olmast genlerin etkisiyle
olmaktadir. :Bu genlerin etkisinin kanitlanmasi igin daha genis caligma gruplarinin

toplanmast ve daha spesifik yontemlerin kullamimasi dnemlidir. Aynca polimorfizm
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sikliklariun wrklar ve etnik gruplar arasinda farkhibik gosterdigi bilinmektedir. Bunlara
ek olarak toplumlararast sosyoekonomik farkldigin cahsma sonuglanindaki geliskiye
sebep olabilecegini diiglinmekteyiz.

Sonug olarak; bu caligma literatiiril taradigimiz kadanyla Tirk toplumunda
migren ile DBH gen polimorfzmleri arasindaki baglantiy1 arastwan ilk ¢aligmadir. Bu
nedenle toplumumuzdaki gelecek calismalar DBH geninin diger polimorfizmlerinin de
migren ile baglantilan analiz edilmelidir. Bu tiir caligmalar migren patogenezinde DBH
geninin roliiniin anlagilmasina katkida bulunmanin yam sira, ileri donemde bireylerin
genotipleri ile tedaviye verdikleri cevaplar arasindaki baglantimin ortaya konulmasinda
ve yeni farmakolojik hedeflerin tespit edilerek etkinligi daha yitksek ilaglarin

gelistiriimesine de yardimes olacaktir.
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