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OZET

Migren Tanis1 Almis Hastalarda Endotelin Reseptér A Gen Polimorfizmlerinin
Arastirilmasi

Migren, diinya capinda yasam Kkalitesini diisiiren ve is giicii kaybina neden olan en
yaygin norolojik hastaliklardan biridir. Genetik, cevresel, yasam kosullar1 gibi bircok
faktore bagh olarak olusan nérovaskiiler bir bozukluktur.

Calismamiz, Mersin Universitesi ve istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Noroloji Anabilim Dali’'nda IHS’nin belirledigi ICDH-III tan 6lciitlerine gore migren tanisi
konmus 150 hasta ve hicbir nérolojik hastaligt olmayan, 150 saghikli bireyden
olusturuldu. Hasta ve kontrol grubuna ait bireylerden alinan kan 6rneklerinden DNA
izolasyonu yapilarak, her bireyin, Endotelin Reseptor A (EDNRA) genine ait rs1801708 ve
rs5333 polimorfizmlerinin molekiiler analizi, Real-Time PCR (Applied Biosystems)
yontemi kullanilarak gerceklestirildi.

Genotiplendirme sonucu elde edilen veriler, SPSS v.11.5 paket programi ile
istatistiksel olarak degerlendirildi.

Sonug olarak; EDNRA genine ait polimorfizmlerin migren ile istatistiksel olarak
anlamh iliskisinin olmadig tespit edildi. Yapilan calisma migrenin patofizyolojisinde
onemli bir yeri olan vaskiiler hipotezdeki endotelin fonksiyonunun genetik kokenlerini
arastirmak iizere planlandi. EDNRA genine ait polimorfizmlerin migren ile iliskisinin
arastirildigir bu calismanin Tiirk toplumunda daha dnce calisilmamis olmasi nedeniyle,
hastaligin etiyolojisini anlamaya ve literatiire katki saglayacag diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Migren, Endotelin, EDNRA, Real Time PCR, polimorfizm
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ABSTRACT

The Investigation of Endothelin Receptor Gene A Polymorphism Association with Patients
Diagnosed with Migraine

Migraine is one of the most common worldwide diseases currently disabling and
decreasing quality of life. Migraine neurovascular disorder and depends on many factors
such as genetic, environmental, living conditions. Our study’s sample volume is including
150 individuals have taken migraine diagnosis as experimental group and 150 healty
individuals who haven’t taken another diagnosis based on Neurological at Mersin
University Faculty of Medicine and Istanbul University Faculty of Cerrahpasa Medicine
Department of Neurology. DNA isolation was performed on peripheral blood samples from
patients and control groups. The molecular analysis of rs1801708 and rs5333
polymorphisms of EDNRA gene of each individual was performed by using Real-Time PCR
(Applied Biosystems) method.

Data from genotyping, was evaluated statistically by SPSS v.11.5 packet program.
It has detected not to be meaningful difference in genotype frequency between healty
and patient people of EDNRA gene (rs1801708, rs5333) polymorphisms (p>0,05). When it
is compared allel frequency between healty and patient group, there was not a direct
association between healty people and patients.

As a result, there weren’t association between EDNRA gene rs1801708, rs5333
polymorphisms and migraine. This study was designed to investigate the genetic basis of
the vascular hypothesis and endothelial function role in the pathophysiology of migraine.
So far, there is no study of patients with migraine on EDNRA in the Turkish population.
So, this study is thought to find out the etiology of the disease and to contribute the
literature.

Key words: Migraine, EDNRA, Endothelin Reseptors, Real Time PCR, polymorphism.
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1. GIRiS

Migren, mide bulantisi, kusma, fotofobi, fonofobiyle eslik eden genellikle tek tarafli bas
agrisi ile karakterize ndrovaskiiler bir bozukluktur. Tiim diinyada yetiskin niifusun %11’ini
etkilemektedir. Uluslararasi Bas Agris1 Dernegi (IHS)'nin Bas Agrisi Siniflama Komitesi tarafindan
2013 yilinda hazirlanan 3.Versiyon (ICHD-III) e gore siniflandirilmaktadir. IHS nin yaptigi bu
siniflandirmada migren, primer bas agrisi sinifinda yer almaktadir. Baslica aurali ve aurasiz migren
olarak ikiye ayrilmaktadir.

Son yillarda yapilan c¢alismalar migren olusumunda yer alan vaskiiler hipotez {lizerine
yogunlasmaktadir. Endotelin ise vaskiiler endotelyal hiicreler ve bir¢ok diger hiicre tipi tarafindan
iiretilen, dominant vazokonstriksiyon aktivitesi ve mitojenik etki gdsteren bir endojen polipeptittir.
Birgok pozitif inotropik ve kronotropik etkilere sahiptir, sempatik ve renin-anjiyotensin-aldosteron
sistemlerini uyarir ve homeostazi degistirir.

EDNRA geni 4q31.22’de lokalize olup en giiclii vazokonstriktdor olan Endotelin geni
tarafindan kodlanlan ve genin biyolojik etkilerini saglayan bir reseptdr gendir. Bu gende meydana
gelen tekli niikleotid polimorfizmlerinin migren olusumunda etkin olabileceginden yola ¢ikarak,
EDNRA genideki tekli nukleotid degisimleri ile migren hastaligi arasinda bir iligkinin var olup
olmadigini arastirmay1 planladik. Su ana kadar Tiirk populasyonunda migren tanisi olan hastalarda
EDNRA geni ile ilgili bir polimorfizm c¢alismasi bulunmamaktadir. Bu tez ¢alismasi bu konuda
yapilacak ilk c¢alisma ozelligini tasimaktadir. Yapilacak olan tez c¢alismasi ile amaclanan
norovaskiiler bir santral sinir sistemi bozuklugu olan migrende, vaskiiler hipotezin temelinde yatan
endotel disfonksiyonunun genetik kokenlerini arastirmaktir. EDNRA SNP’lerinin migren

patofizyolojisine 6nemli katkis1 bulunacag: diistintilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Migren

2.1.1. Migrenin Tanimi

Migren; mide bulantisi, kusma, fotofobi, fonofobiyle eslik eden genellikle tek tarafli bas
agris1 ile karakterize norovaskiiler bir bozukluktur (1). Migren damarlarda meydana gelen
vazokonstriksiyon ve dilatasyonlarla vaskiiler sistemle ve kranial meninkslerde meydana gelen
norojenik enflamasyonlar ve kortikal yayilan depresyon mekanizmasiyla néronal sistemle iliskilidir
(2). Bas agrilan icinde 6nemli bir yer tutan migreni tanimlamada Uluslararasi Basagrisi Dernegi
(International Headache Society)’nin yaptigi siniflandirma kullanilir. IHS nin yaptifi bu
siniflandirmada migren, primer bas agrisi sinifinda yer almakta olup baslica aurali ve aurasiz olarak
ikiye ayrilir (3). Migren, giinliik yasamda karsilasilan siradan bas agrilarindan farkli olarak uzun
saatler siiren, agrinin siddeti genelikle degisen, ataklar esnasinda ve sonrasinda eslik eden cesitli
semptomlarla seyretmektedir (4).

Bir migren ataginda baslica 4 dénem vardir;

1. Basagrisindan saatler veya giinler dnce ortaya ¢ikan uyarici faz,
2. Basagrisinin hemen 6ncesinde yer alan aura fazi,

3. Basagrisi fazi

4. Basagrisinin iyilesme fazi (5).

Bazi hastalar da bas agrisi baslamadan once, saatler veya giinler siiren, uyarici
semptomlardan olusan bir faz bulunmaktadir. Bu uyarici belirtiler hiperaktivite, hipoaktivite,
depresyon, huzursuzluk, uykuya meyil, fotofobi, fonofobi, konsantrasyon giicliigii, esneme, asir1
uyku, disfazi, hiperaktivite, 6fori, asir1 konusma, yerinde duramama, belirli gidalar icin istek, lisiime
hissi, istahsizlik, beceriksizlik, diyare ve konstipasyon, susama, sik idrara ¢ikma, sivi retansiyonu

yorgunluk ve boyun sertligi ve/veya agrisidir (5).

2.1.2. Migrenin Tarihcgesi

Ilk uygarhklardan beri bilinen en eski ve yaygin hastaliklardan biri olan migren, MO Misir
papiriislerine kadar dayanmaktadir (6). Bas agrisimm konu alan bir Simer epik siiri de
bulunmaktadir (6). MO 1200’den kalma eski bir Misir bas agris1 recetesi olan ve MO 2500’den
kalma belgelere dayandigi sdylenen bir Ebers Papiriisii, migren, nevralji, saplanici bas agrilarini
tanimlamaktadir (7). Hatta MO 7000 yilina ait kafataslarinda agriy1 gidermek amaci ile yapilan
trepenasyon islemine dair kafataslarinda delikler gibi baz1 bulgular bulunmustur (7). Hipokrat MO

400 yilinda basagrisina onciiliik edebilecek gorsel aurayi ve agriya eslik eden kusma gibi eslikcileri



belirtmistir. Hipokrat, bu agriy1 genellikle sag goézde 1s1k parlamasinin ardindan sakaklarda
baslayan daha sonra tiim basa ve boyuna yayilan siddetli agr1 olarak tanimlamistir (7). MS 2.yy. da
Aretaeus genelde basin bir tarafinda hissedilen, bulanti ile birlikte olan ve agrisiz donemlerin takip
ettigi bir basagrisi tanimlamasini yapmis ve bu tanimlama ile migrenin kasifi olarak kabul edilmistir
(6). Migren, terim olarak ilk kez MS yaklasik 200 yilinda Yunanca “hemikrania” kelimesinden
tiiretilerek kullanilmaya baslanmis, “kér basagris1”, “safrali basagrisi” gibi adlandirmalar da
yapilmistir (6,7). MS 250 yilinda Celsus migren ile ilgili duygu degisikliklerini ve hassasiyetlerini de

tanimlamistir (7).

2.1.3. Migrenin Epidemiyolojisi

Cocukluk caginda, adolesan veya eriskin yasta baslayabilen migrenin gorilme sikliginda
farklililar goriilse bile oldukca yaygindir, Kafkas niifusunun %12’sinde yetiskin kadinlarin %18 ve
yetiskin erkeklerin %6’sinda oldugu diisiiniilmektedir (8). Kadinlarda gortlme sikliginin erkeklere
oranla fazla olmasinda yumurtalik hormonlarinin katkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir (8).
Migrenin prevalansi yas ve cinsiyete gore degismekte olup, erkeklerde aurali migren insidansi 5 yas
civarinda 6.6/1000 iken, aurasiz migren insidans1 10-11 yaslar1 arasinda 10/1000 gériilmektedir
(9). Kadinlarda ise aurali migren insidansi 12-13 yaslar arasinda 14.1/1000, aurasiz migren
insidansi 14-17 yaslar1 arasinda 18.9/1000 degismektedir (9). Genellikle migren, en yaygin olarak
yetiskinligin en verimli yillar1 olan 20-50 yaslarinda goriilmektedir (10).

Bircok iilkede artik temel bir saglik sorunu olarak goriilen basagris1 hakkinda giderek artan
bir farkindalik olusmaktadir (10). Diinya Saghk Orgiitii (WHO) 2000 yih raporunda migren, is
yapamama ve is giicii kaybina neden olan yaygin hastaliklar i¢inde ilk 20 de erkeklerde 19. sirada,
kadinlarda 9. sirada yer almaktadir (11). Siddetli bir migren atagi sirasinda is yapamama, aktif
psikoz, tetrapleji ve demans diizeyinde kabul edilmektedir (11). Son yillarda yapilan epidemiyolojik
calismalar migrenin yiiksek prevalans, yiiksek sosyo-ekonomik ve kisisel etkileri oldugunu
belgelemistir (12). Kiiresel Hastalik Yiikii (GBD) 2010 verilerine gore, migren, iiciincii en yaygin
hastalik ve diinya ¢apindaki is yapamama nedenlerinin arasinda spesifik olarak yedinci sirada yer

almaktadir (12).



Cizelge 2.1: 2013 Kiiresel Hastalik Yiikii Raporu Is Yapamama Hali ile Gecirilen Yasam Yillari
(YLDs)’'na en ¢ok neden olan 20 hastalik (13).

Kiiresel Hastalik Yiikii (GBD) 2013’te Is Yapamama Hali ile Gegirilen YLDs
Yasam Yillar1 (YLDs)'na en ¢ok neden olan 20 hastalik

1. Bel Agrilar 72,318,000
2. Major Depresyon 51,784,000
3. Demir eksikligi anemisi 36,663,000
4. Boyun agris1 34,348,000
5. Diger isitme kayiplari 32,580,000
6. Migren 28,898,000
7. Diyabet 29,518,000
8. Kronik obstriiktif akciger hastalig 26,131,000
9. Anksiyete bozukluklari 24,356,000
10. Diger kas-iskelet hastaliklari 22,644,000
11. Sizofreni 15,204,000
12. Diismeler 12,818,000
13. Osteoartrit 12,811,000
14. Goziin kirllma ve lokasyon hatalari 11,257,000
15. Astim 10,596,000
16. Distimi 9,849,000

17. Bipolar bozukluk 9,911,000

18. Asiri ila¢ kullanimina bagh basagrisi 9,846,000
19. Diger zihinsel ve madde kullanim bozukluklari 9,257,000

20. Dermatit 9,278,000

Migren artik diinya ¢apinda is yapamama halinin altinci en yliksek nedenidir ve asir1 ilag
kullanimina bagh bas agrisi ile birlikte topluca bas agrilari, 38.744.000 YLDs ile ii¢iincii sirada yer
almaktadir (13).

2.1.4. Migrenin Siniflandirilmasi

Migren ilk olarak 1988 yilinda Uluslararasi Bas Agrisi Dernegi (IHS) Bas Agris1 Siniflama
Komitesi tarafindan ICHD-I olarak simiflandirilmistir (12). Daha sonra tami ve siniflandirma
Olctutlerindeki bazi kriterler gézden gecirilmis ve 2004 yilinda IHS Bas Agrisi Siniflama Komitesi

tarafindan ICHD-II simiflamas1 yaymlanmistir (3). Uluslararasi Saghk Orgiitiiniin (WHO) 11.



Revizyonu Uluslararasi Hastalik Siniflandirmasi (ICD-11) ile uyumlu hale getirilerek yapilan son
degisiklik ve dilizenlemelerle gliniimiizde gecerli olan siniflandirma Uluslararasi Bas Agrisi
Dernegi'nin Bas Agrist Simiflama Komitesi 3.Versiyon'u ICHD-III dur (14). Bu siniflandirmaya gore

primer bas agrilari;

1. Migren

2. Gerilim tipi bas agris1 (TTH)

3. Trigeminal Otonomik Bozukluklar (TACs)
4. Diger Primer Bas Agrilari

Olarak baslica 4 gruba ayrilmaktadir.
Migren; baslica 6 ana sinifa ayrilmaktadir;
1. Aurasiz migren
Aurali migren
Kronik migren
Migren komplikasyonlari

Olas1 migren

AN

Migren ile iliskili olabilen epizodik sendromlardir (14).

2.1.4.1. Aurasiz Migren

Yaygin migren ya da hemikranya simpleks olarak da adlandirilan aurasiz migren 4-72 saat
siiren ataklar halinde tekrarlayan migren hastaliginin en yaygin formudur. Tipik 6zellikleri; agrinin
tek tarafli lokalizasyonu, zonklama seklinde hissedilmesi, orta ya da agir siddette seyretmesi, rutin

fiziksel hareketlerle kotiilesmesi, fotofobi, fonofobi ve bulantinin eslik edebilmesidir.

Tani kriterleri:

A. B-D kriterlerine uyan en az bes attak

B. 4-72 saat sliren bas agrilari (tedavi edilmemis veya basarisiz tedavilerde)

C. Asagidaki 4 kriterden en az 2 tanesini iceren bas agrisi
1. Tek tarafli konumlu
2. Tekrarlayan sekilde olma
3. Orta veya siddetli agr
4. Rutin fiziksel aktivite (6rnegin yiiriime ya da tirmanma merdivenler) ile kotiilesen
agri

D. bas agris1 esnasinda asagidakilerden en az biri gerceklesmeli:

1. Bulant1 ve/veya kusma



2. Fotofobi ve fonofobi

E. ICHD-3 gore daha baska bir hastalik tanis1 almamis olma (14).

2.1.4.2. Aural Migren

Genellikle tek tarafli olusan, yavas yavas gelisen bas agrisini takip eden belirli bir siire
ortaya ¢ikan tamamen geri doniisiimlii, gorsel, duyusal ve diger merkezi sinir sistemi semptomlari

ile eslik eden tekrarlayan bas agrisidir.

Tan1 kriterleri:
A. B ve C kriterlerine uyan en az iki atak
B. Asagidaki tam olarak geri doniislii aura semptomlarindan bir ya da daha fazla icerme:
1. Gorsel
2. Duyusal
3. Konusma ve / veya dil
4. Motor
5. Beyin sap1
6. Retinal
C. Asagidaki dort ozellikten en az ikisini icerme:
1. En az bir aura belirtisinin 5 dakikanin iizerinde yavas yavas yayimasi, ve/veya iki veya
daha fazla semptomun arka arkaya meydana gelmesi
2. Her bir aura semptomu 5-60 dakika siirmesi
3. En az bir aura semptomu tek tarafli olan
4. Auranin bas agrisina eslik eden veya takip eden 60 dakika siirmesi
D. ICHD-3 gore baska bir hastalik tanisiyla daha iyi agiklanamayan ve gecici iskemik ataklar disinda
olmalidir (14).

2.1.4.2.1. Baziler Tip Migren

Aura belirtileri agikca beyin sapindan koken alan ancak hi¢cbir motor zayiflikla iliskisi

olmayan migren tipidir.

Tamni kriterleri:

A. B-D kriterlerini yerine getiren en az iki atak

B. Auranin, gorsel, duyusal ve/veya konusma/dil semptomlarin1 icermesi, herbirinin
tamamen geri donilistimlii olmasi, ama hi¢bir motor veya retinal belirtilerle ilgili olmamasi

C. Asagidaki beyin sapindan kéken alan belirtilerden en az ikisini iceren:



1. Konusma bozuklugu
2. Basdonmesi
3. Kulak ¢inlamasi
4. Isitme kayb1
5. Sasilik
6. Ataksi
7. Biling¢ dlizeyinde azalma
D. Asagidaki dort 6zellikten en az iki tanesi icermesi:
1. Bir aura belirtisi en az 5 dakika boyunca yavas yavas yayilir ve/veya iki ya da daha
fazla semptomunun arka arkaya meydana gelmesi
2. Bireyde aura semptomunun 5-60 dakika siirmesi
3. En az bir aura semptomu tek tarafli
4. Bas agrisini takip eden 60 dakikada auranin eslik etmesi
E. ICHD-3 gore baska bir hastalik tanisiyla daha iyi aciklanamayan ve gecici iskemik ataklar
disinda olmalidir (14).

2.1.4.2.2. Hemiplejik Migren

Duyu kaybidan, gligstizliigii ayirt etmek zor olabilmesine ragmen motor gii¢siizliikleri iceren
aurali migren siifidir. Plejik bir¢cok dilde fel¢ anlamina gelmektedir, ama cogu atakta motor
giicstizliik ile karakterizedir. Bazi hastalarda, motor zayiflik haftalar boyu stirebilmektedir. Afazi her

zaman tek tarafli belirtisi olarak kabul edilir; konusma bozuklugu olabilir veya olmayabilir (14).

Tani kriterleri:
A. B ve C kriterlerini yerine getiren az iki atak
B. Asagidaki her iki 6zelligi de icermesi:
1. Tamamen geri donlsiimli motor zayiflik
2. Tamamen geri donlistimli, gorsel, duyusal ve/veya konusma/dil bozukluklari
C. Asagidaki dort 6zellikten en az iki tanesini icermesi:
1. Bir aura belirtisi en az 5 dakika boyunca yavas yavas yayilir ve/veya iki ya da daha
fazla semptomunun arka arkaya meydana gelmesi
2. Motor olmayan aura semptomu 5-60 dakika, ve motor semptomlarin 72 saatten az
surmesi
3. En az bir aura semptomu tek tarafl
4. Bas agrisini takip eden 60 dakikada auranin eslik etmesi
D. ICHD-3 gore baska bir hastalik tanisiyla daha iyi agiklanamayan ve gecici iskemik ataklar
disinda olmalidir (14).



2.1.4.2.3. Ailesel Hemiplejik Migren

Motor giicstizliik iceren ve en az bir birinci veya ikinci derece akrabasinda motor gii¢stizliik

ile iligkili aurali migren varlig1 olan migren sinifidir.

Tani kriterleri:

A. Hemiplejik migren kriterlerini icermek

B. En az bir birinci ya da ikinci dereceden akrabalarda hemiplejik migren kriterlerini yerine

getiren ataklarin olmasi

Yeni genetik veriler Ailesel hemiplejik migren (FHM) icin daha énce miimkiin oldugundan
daha kesin bir tanim saglamistir. Spesifik alttipleri tanimlanmistir:
FHM1 i¢in 19. kromozomun kalsiyum voltaj kapili kanali alt birimi alfa 1 A (CACNA1A) bir kalsiyum
kanali kodlayan geninde mutasyonlar tespit edilmistir (15). FHM2 icin 1. kromozom {izerinde
Na*/K+* ATPaz tasima alt birimi alfa 2 (ATP1A2) kodlayan geninde mutasyonlar tespit edilmistir
(15).
FHM3 i¢in 2. kromozomun sodyum voltaj kapili kanali alfa alt birimi 1 (SCN1A) bir sodyum kanali
kodlayan geninde mutasyonlar tespit edilmistir (15).

Ailesel hemiplejik migren (FHM) epilepsi ile karistirilabilmekte ve dogru sekilde tedavi
edilememektedir. FHM ataklarini, hafif kafa travmasida tetikleyebilmektedir. FHM yasayan ailelerin
yaklasik %50’sinde, migren ataklarindan bagimsiz kronik ilerleyici serebellar ataksi de ortaya

cikabilmektedir (14).

2.1.4.3. Kronik Migren

Bas agrisinin 3 aydan daha fazla siiredir ayda 15 giin ve tizeri oldugu agrinin 6zelliginin en

az 8 giin oldugu migren smifidir (14).

Tamni kriterleri:

A. Bas agris1 (gerilim tipi gibi ve / veya migren benzeri) 3 aydan fazla siiredir ayda 15 giin
olmali B ve C kriterlerini saglamahdir.

B. Aurasiz migren hastalarinda B-D kriterlerini en az bes atak, Aurali migren hastalarinda B
ve C kriterlerini karsilayan en az bes atak olmalidir.

C. 3 aydan fazla siiredir asagidakilerden herhangi birinin yerine getirilmesi:

1. Aurasiz migren i¢in C ve D kriterleri.

2. Aurali Migren icin B ve C kriterleri.

3. Hastanin migrenin baslangicinda alinan bir triptan ve ergot tiirevi ile rahatlama olduguna

inanmasi (14).



2.1.4.4. Migren Komplikasyonlari

Migren ataginin 72 saatten fazla siirdiigli zayiflatici bir migren sinifidir.

Tani kriterleri:

A. Bas agrisi ataklar1 B ve C kriterlerini yerine getirmelidir.

B. Aurasiz ve aurali migren hastalarinda stireleri ve siddeti disinda ataklarin tipik olmasi.
C. Asagidaki ozelliklerin her ikisi de:

1. 72 saatten fazla siiredir araliksiz devam etmesi.

2. Agr1ve agriyla ilgili semptomlarin zayif diisiiriicii olmasi.

D. ICHD-3 gore baska bir hastalik tanisiyla daha iyi aciklanamamalidir (14).

2.1.4.5. Olas1 Migren

Daha 6nce migren6z bozukluk olarak kullanilan olas1 migren siniflandirmasidir.

Tani kriterleri:

A. Bas agris1 ataklar1 B ve C kriterlerini yerine getirmelidir.

B. Aurasiz ve aurali migren hastalarinda stireleri ve siddeti disinda ataklarin tipik olmasi.
C. Asagidaki 6zelliklerin her ikisi de:

1. 72 saatten fazla siiredir araliksiz devam etmesi.

2. Agr1 ve agriyla ilgili semptomlarin zayif diisiiriicii olmasi.

D. ICHD-3 gore baska bir hastalik tanisiyla daha iyi aciklanamamalidir (14).

2.1.4.6. Migren ile iliskisi Olabilen Epizodik Sendromlar

Daha dnce ¢ocukluk periyodik sendromlar1 olarak kullanilan migren sinifidir. Bu hastalar
aurali veya aurasiz migren hastalari olabilirler. Cocukluk donemi olmasina ragmen, yetiskinlerde de
goriilebilmektedir. Ayrica hastalarda yol tutmasi, uyurgezerlik, uykuda konusma, gece terorii ve

bruksizm dahil bir ¢ok periyodik uyku bozukluklar: ataklar1 da olusabilmektedir (14).

2.2. Migrenin Patofizyolojisi

Migrenin etiyolojisinde poligenetik ve multifaktoriyel etkilerin oldugu diisiiniilmektedir
(16). Migren, altyapisinda giiclii genetik yatkinlik olmasina ragmen, nadir bir alt tipi FHM disinda,
her migren tipine 6zgl spesifik gen heniiz belirlenememistir (16, 17). Vaskiiler teoriye gore

migrende agrinin kan damarlarinin genislemesinden kaynaklandigin1 ve auranin damarlardaki



kasilmalar sonucu olustugu ile siiriilmistiir. Manyetik rezonans anjiografi ile spontan migren
ataklarini iceren goriintiilerde, hi¢bir ekstrakranial arter gevsemesi goriillmemis ve sadece minimal
intrakranial arter genislemeleri tespit edilmistir (17). Mekanizma, birincil néronal disfonksiyon
sonucunda uyaranlara giderek artan bir duyarhlik gibi gériinmektedir. (18). Birincil olayda beyin
sapindaki lokus ceruleus’tan c¢ikip beynin diger bolgelerine difiiz edebildigi disiiniilmektedir (19).
Migren patofizyolojisi artik daha iyi bilinen bir nérolojik bozukluktur (20). Migren
belirtileri, kranial meninkslerde meydana gelen norolojik ve vaskiiler iki sistemin etkilesimi sonucu
olustugu icin 'norovaskiiler' kokenli olarak ifade edilmektedir (21). Baz1 6nemli olaylar Kortikal
Yayilan Depresyon ve trigeminovaskiiler sisteminin aktivasyonu ile noérojenik inflamasyon,
meningeal damarlarda degisikliklere yol agmaktadir (22). Goadsby ve ark. (2009)'nin saptamasi
genetik mutasyonlarin, bireylerin migren gelistirme olasiligini etkiledigini ve kranial damarlarin

trigeminal sinir donanimi dahil bir dizi beyin yapilarini etkiledigini diisiinmektedir (23, 24).

2.2.1. Vaskiiler ve Noérojenik Teoriler

Vaskiiler teori Thomas Willis tarafindan giiclii klinik gozlemler ve titiz anatomik
diseksiyonlar yapilarak tanimlanmistir. Onun teorisine gére migrende agr1 serebral ve meningeal
arterlerde damar genislemesi yiiziinden olusmaktadir (20, 25). 20. yiizyi1lda ise Wolff un ¢alismalari
vaskiiler teoriyi gelistirmistir. 1930-1950’lerde Wolff tarafindan laboratuvarda yapilan ¢alismalar
sonucu migrenin vaskiiler bir olay oldugu ve ilk olarak intrakranial damarlardaki kasilma ve
ardindan damarlarin genislemesi sonucu olustugu fikri 6ne siiriilmiistiir (25). Bu teori ile tutarl
olarak verilen giiclii bir vazokonstriktér olan ergotaminin hastalarda bir rahatlama sagladigi
gorilmiistir (26). Ayrica bir vazodilator olan nitrogliserinin migreni uyarici etkisi gézlenmis, bu da
vaskiiler teorinin kaniti olarak alinmistir (27). Daha sonra triptanlarin (serotonin reseptor
agonistleri) etki mekanizmasi ile migren tedavisinde koklii degisiklikler olmustur ve son
zamanlarda, kalsitonin geni ile iliskili peptid (CGRP) agonistlerinin, kranial vazokonstriksiyon
yoluyla belirtileri hafifletebilecegini diistindiirmektedir (27, 28).

Amin ve ark. (20) tarafindan 2013 yilinda yiiksek ¢ozintrlikli manyetik rezonans
anjiyografi goriintiileme teknigi kullanarak yapilan ¢alismada spontan tek tarafli migren ataklari
sirasinda, vazodilatasyon ile vazoaktif maddelerin saliniminin beraber olmast migren
patofizyolojisinde anahtar bir fizyolojik olay olmasina ragmen dilatasyon periferik ve santral agri
yolaklarinin aktiflesmesine neden olmamaktadir. Trigeminal afferentlerden noéropeptid ve
proinflamatuvar maddelerin salinimi meninkslerde vaskiiler degisikliklere eslik eder,
trigeminovaskiiler sistem icinde periferal ve merkezi néronlar duyarliligi agri duyumunu baslatir

(20). Bu vaskiiler olaylar migren ataginin nasil basladigini ve strekliligini nasil devam

ettigini netlestirmek yani tiim siirecini anlamada 6nemlidir (1, 2).
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2.2.2. Trigeminovaskiiler Sistem

Trigeminovaskiiler sistem (TGVS) ekstra ve intra kranial kan damarlarin iceren trigeminal
sinir ve sinir liflerinden ve beyin sapindan olusmaktadir (29). Bu sistemin, vaskiiler tonusun
diizenlenmesinde ve agr1 sinyallerinin iletilmesinde rol oynadigi diistiniilmektedir. Migren agrisinin
baslamasinda trigeminal sinir uglarindan kimyasal aktivite kaskadini bu sistemin aktivasyonunun
baslattigi diisiiniilmektedir. Trigeminal duyusal sinir sistemi cesitli vazoaktif noéropeptidleri
icermektedir (30). Noropeptidler vazodilatasyona neden olan 6nemli molekiillerdir bunlar:
kalsitonin geni iliskili peptid (CGRP), nérokinin A, nitrik oksit (NO) ve pitliiter adenilat siklaz aktive
edici peptid kalsitonin (PACAP), P maddesi (SP) dir. Bu maddelerin salinimi enflamasyona, kan
damarlarinin genislemesine ve agrinin agirlasmasina neden olur (29, 30). Tam olarak TGVS,
ekstrakraniyal yumusak dokularin kaslar, goéz, kulak, deri, derialti dokusu, burun bosluklari,
arterler, periost gibi ve ayni zamanda intrakranial yapilarin, vendz siniisler, vagus ve

glossofarengeal sinirlerin periferik sonlandirmalarinda bulunmaktadir (31).

2.2.3. Kortikal Yayilan Depresyon

Kortikal yayilan depresyon, ilk kez 1943 yilinda Harvard Universitesi'nde epilepsi iizerine
doktora arastirmasi yapan norofizyolog Aristides Leao tarafindan tanimlanmis elektrofizyolojik bir
olaydir (31). Fonksiyonel beyin goriintiileme calismalariyla kortikal yayilan depresyon (CSD), kan
akimi ve beyin aktivitesindeki degisiklikler net olarak gosterilmistir (32-34). Kortikal yaylan
depresyon serebral korteks tizerinde dakikada 2-5 mm oranda yayilan ve 15-30 dakika stiren yogun
bir dalga olarak tanimlanmaktadir ve néral aktivitenin baskilanmasinm takip eden bir siire iyon
konsatrasyonlarinin (Ca *2, Na +, K *) bozulmasina yol agmaktadir (35, 36). CSD, noral, vaskiiler ve
enflamatuar bir dizi etkinlik baslatarak agri, trigeminovaskiiler sisteminin aktivasyonu ve
duyarhiliga neden olmaktadir (37, 38).

Kortikal yayilan depresyonun, migrende auraya neden oldugu (32), trigeminal sinir
afferentlerini aktive ettigi (39, 40) matriks metalloproteinaz aktivasyonu ve regtilasyonu ile kan
beyin bariyerinin gecirgenligini degistirdigi diisiiniilmektedir (41). Kortikal yayilan depresyon ile
trigeminal afferentlerin aktivasyonu, merkezi ve periferik refleks mekanizmalariyla agriya duyarh
meninkslerde inflamatuar degisikliklere neden olarak bas agrisina neden oldugu diisiiniilmektedir
(38). Agr1 duyarh trigeminal afferent noronlar, kortikal yayilan depresyon ile aktive edildiginde
molekiiler kaskad seklinde dnce néronal pannexin-1 biiyiik kanallarinin a¢ilmasi ardindan kaspaz-
1’in aktivasyonuyla proenflamatuar aracilarin salinmasi ve ardindan astrositlerde Niikleer Faktor
Kappa B aktivasyonu ve pial damarlarin etrafindaki trigeminal sinir liflerine inflamatuar sinyal

iletimi oldugu distliniilmektedir (40, 41). Aurasiz migrende kortikal yayillan depresyon ve
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depolarizasyonun beynin bilingli algilanan boélgelerinde (6rnegin, beyincik) olmamasinin neden

olabilecegi dusiiniilmektedir (42).

2.3. Migren ve Genetik

2.3.1. Aile ve ikiz Calismalar:

Migrenin kompleks bir rahatsizlik oldugu, olusumunda genetik ve cevresel faktdrlerin
kombinasyonlarinin etkili oldugu disiiniilmektedir. Etiyolojisinde ailesel yatkinligin oldugu,
genetik olarak klasik kalitim ile agiklanamadigi ve bunlar1 analiz etmek i¢in aile ve ikiz
calismalarinin 6nemli klasik yontemler oldugu diisiiniilmektedir (43-45). Ulrich ve ark. (43)
yaptiklari ¢galismada 1953 ve 1960 yillar1 arasinda Danimarka’ da dogan 2026 tek yumurta ve 3334
ayni cinsiyetten c¢ift yumurta ikizlerinden olusmaktadir. Probandlar arasi uyum orani tek yumurta
ikizlerinde kolerasyon 0.68 olarak saptanmis, beklenildigi gibi tek yumurta ikizlerinde ¢ift yumurta
ikizlerine gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (43). Migrene genetik ve cevresel etkileri,
lilkeler arasindaki yayginhgi ve kahtimi arastirmak icin Avustralya, Danimarka, Finlandiya, Isvec,
UK ve Hollanday1 kapsayan alt1 iilkedeki 29,717 ikiz ciftiyle yapilan bir calismada sirasiyla %32
Danimarkali ve %34 Hollandali kadinlarda en yaygin oldugu, en az yayginligin %13 geng¢ ve %10
yash Finlandiyah gruplarda oldugu tespit edilmistir (46). Finlandiya ve Isve¢ diisiik yayginhik ve
kalitima sahipken, Danimarka ve Hollanda yiiksek yayginlik ve kalitima sahip bulunmustur (46).
Diyet ya da diisiik sicakliklar gibi cevresel faktérlerin Finlandiya ve Isvec gibi yayginlig: diisiik olan
iilkelerde migrene karsi koruyucu olabilecegi diisiiniilmiis, genetik faktorlerin yam sira cevresel

faktorlerin de etkili olabilecegi diistintilmektedir (46).

2.3.2. Migren ve Gen Polimorfizmleri

Migrenle ilgili ilk genetik calisma, migrenin nadir alt tipi olan FHM tzerinedir. FHM
patogenezinde tip 1, 2 ve 3 ile CACNA1A, ATP1A2 mutasyonlar ve SCN1A genleri sirasi ile
tanimlanmistir (47). CACNA1A voltaj kapili noronal kalsiyum kanalinin ekspresyonu ile merkezi
sinir sistemi (CNS) boyunca Cav2.1 (P/Q tiirii) 'in bir alt birimini kodlar. Bu gende migrenin klinik
seyrini etkileyen 21 mutasyon tespit edilmistir (47). ATP1A2 sodyum-potasyum pompasinin alt
birimini kodlar ve bu genin icinde hastaligin seyrini etkilemeyen 30 mutasyon bulunmustur (48).
FHM ile iligkili son gen, SCN1A, néronal voltaja bagimli sodyum (Nav1.1) kanalinin alt birimini
kodlar (49). FHM ile yapilan genetik calismalar iyon tasiyici genler ve nérotransmitter yolaklarinin
migren patogenezinde 6nemli bir rol oynadigin1 gostermistir (50, 51). Migrenin genis bir genetik

heterojenite gdstermesi oligogenik/poligenik olmasi muhtemeldir (51). Aurali ve aurasiz migrenle
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ilgili yapilan molekiiler genetik calismalarda en sik incelenen genler homosistein (Hs), serotonin (5-
HT), hipokretin-1 ve glutamat genleridir (52).

Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR), MTHFR geni tarafindan kodlanir homosistein
metabolizmasinda anahtar bir enzimdir, homosisteinin metionine dénilismesi icin gereklidir (52).
Homosistein potansiyel olarak toksik bir amino asittir ve fazla miktar1 vaskiiler doku yenilenmesine
neden olmaktadir. Migren ataginin baslamasi ve devaminda beyindeki oksijen akisinin azalmasi,
homosistein ile iliskili endoteliyal islev bozukluklarinin olusmasina neden oldugu diisiiniilmektedir
(53). MTHFR, rs1801133 (C677T) en yaygin polimorfizmi, sadece migrene 6zgii degildir, ayni
zamanda kalp hastaliklari, noral tiip defekti, inme, yiliksek kan basinci, glokom ve diger bazi
durumlarda da yer almaktadir (2, 54, 55). Bu polimorfizm, enzimin katalitik etki alanm icinde yer
alan pozisyon 222’deki alaninin valin ile yer degistirmesiyle olusmaktadir. Sonug olarak, bu yer
degisikligi proteinin kuaterner yapisini degistirmekte ve enzimin aktivitesi azalmaktadir. MTHFR
ortalama aktivitesi CC genotipi ile kiyaslandiginda, TT varyanti tasiyicilarda % 30 ulasir, CT
genotipi tasiyan bireylerde ise % 65 tir (2, 56, 57). Genetik degisim varligi dogrudan kan
homosistein seviyelerinin yiikselmesine yol agar. Bu da migren ve kardiyovaskiiler hastaliklar icin
bir risk faktorii olan hafif hiper homosistein, olarak bilinen bir durumdur. Kafkas ve Mogol
toplumlarinda yapilan calismalara gore, TT genotipi MO alt tiirii etkilemez iken, MA riskini 6nemli
6lciide artirmaktadir (53, 56). Giincel meta-analiz ¢alismalari bu hipotezi dogrulamaktadir (54, 57).
Ek olarak alinan B vitaminlerinin (B6, B9, B12) artan homosistein icin bir care olabilecegi
disiilmektedir. Alti ayliktan uzun stre icinde gilinliik B vitaminleri takviyesinin bas agrisi
yogunlugunu ve homosistein diizeyini azaltig1 gésterilmistir (57).

KCNK18 (potasyum kanal alt familyasi eleman1 18) geni Lafreniere ve ark. (59) tarafindan
aurali migren ile kusaklarca aktarilan ilk migren geni olarak tanimlanmistir. Bu gen, iki gozenekli
potasyum kanali TRESK'’i kodlar. En ilgi ¢ekici varyant, bir ¢erceve kaymasi mutasyonudur ve ilk
transmembran bélgede TRESK proteinin erken kesilmesine yol acgar. Yabanil tip kanalin dominant-
negatif baskilanmasiyla bu mutasyon sonucu fonksiyonel olmayan bir protein olusur. Fonksiyonel
analizler; mutant TRESK alt birimlerini ifade eden noéronlarin esik iistii uyaranlara cevaben aksiyon
potansiyeli baslatilmasi icin bir alt akim esigi ve daha yiiksek bir pik frekansina sahip oldugunu
ortaya koymustur (59, 60). Mutasyon sonucu trigeminal sinirde néronlarin hipereksitabilite oldugu
ve muhtemelen trigeminal nosiseptif yolunda migren bas agrisinin duyarlhlifina bir artis oldugu
gorulmistir (60). TRESK'in, yeni analjezik gelistirilmesi icin potansiyel bir hedef olabilecegi
distiniilmektedir (60).

Serotonerjik sistemin migren patogenezinde 6nemli bir rol oynadigina inanilmaktadir (61).
5-HT1B ve 5-HT1D reseptor agonistlerinin migren farmakoterapisi tiizerinde etkili oldugu
bilinmekteyken; 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT2A ve 5-HT2C'lerin ¢ok sayida polimorfizmlerinin etkisi
hala arastirilmaktadir (61). Ayrica 5-HT’nin varyantlarindan SLC6A4 transporter geni analiz

edilmis ve bu gende iki islevsel polimorfizm gézlenmistir. Bunlardan biri degisken sayida ardisik
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tekrar dizileri (VNTR) polimorfizmi olarak nitelendirilmekte, 17 bp uzunlugunda ve ikinci intronda
bulunmaktadir. 2.10 ve 2.12 varyantlarinin ikiside migren hastalarinda yaygin goriilmesine ragmen
yapillan meta-analiz ¢alismasinda sadece 2.12 varyanti ile migren arasinda bir iliski
gosterilmektedir (62). Buna karsilik, ekleme/silme polimorfizmi 5-HTTLPR geninin diizenleyici
bolgesinde uzun varyant L ve kisa varyant S olarak, 44 bp uzunlugunda iki alelik formda
bulunmaktadir. Saglikli poptilasyonda S alelinin sikligi % 42-43 arasinda degismektedir. Meta-
analizlerde, aile calismalarinda oldugu gibi genel populasyonda 5-HTTLPR polimorfizmleri ile
migren arasinda istatiksel acidan anlaml bir iliski gosterilmemistir (61, 62). Bununla birlikte,
Schurks ve ark. (63) tarafindan S aleli tasiyan Avrupali kadinlarin tasimayan Avrupali kadinlara
gore iki kat migren gelistirmesinin muhtemel oldugunu gostermektedir.

HCTR1 (hipokretin reseptéor 1) migrenle iliskisi oldugu diisiiniilen bir diger gendir.
Hipokretin (Oreksin) sistem néropeptid transmiterleri hipokretin-1, hipokretin-2 ve G-protein bagh
reseptorleri icermektedir. 408. pozisyonda yer alan izoldsin ile valinin degisiklige yol acan
rs2271933 polimorfizminin MO i¢in bir risk faktorii oldugu diisiiniilmektedir (64). GG genotipi
tasiyicilan ile karsilastirildiginda hastaligin, AA genotipine sahip olan bireylerde, iki kat fazla
oldugu gorilmiistir (64). rs227193 polimorfizmi icin A alleli sikliginin farkli popiilasyonlar
arasinda degistigi gosterilmistir (64). Avrupa populasyonunda A alleli % 37 bulunurken, Asya ve
Afrika populasyonlarinda % 70'den fazlaya ulastif1 gosterilmistir (64). rs10914456 ve rs4949449
polimorfizmleri ile migren arasinda bir iliski tespit edilmemistir (65). Hipokretin sisteminin agr1
modiilasyonu, otonom sistemin diizenlenmesi ve stres yaniti gibi bir¢ok islevi bulunmaktadir.
Yapilan bazi calismalara gore, hipokretin-1 agri, otonomik degisiklikler ve primer bas arasinda bir
iliski vardir (65, 66). Sican néropatik agr1 modelinde yapilan ¢alismalar posterior hipotalamus icine
hipokretin-1 mikroenjeksiyonunun dural ve elektrik stimiilasyonu i¢in yaniti azaltarak analjezik bir
etkiye neden oldugunu géstermektedir (67, 68). Hipokretin-1'in TGVS {lizerine kalsitonin geni iliskili
peptid (CGRP) salimi, indirgenmis glutamat ve kii¢iik diizey GABA (y-aminobutirik asit) salimini
azaltarak etki ettigi diistilmektedir (68). Migren tedavisinde hipokretin sistemini hedef alan yeni
yontemlerin kullanilabilecegi de diisiiniilmektedir (69).

Glutamat CNS’de uyarici bir norotransmiterdir ve CSD duyarlilig1 arttirarak TGVS aktivite
ettigi dustiniilmektedir. GRIA1-GRIA4 genleri AMPA reseptoriiniin dort tip alt birimini (GluR1-
GluR4) kodlamaktadir (70). Formicola ve ark. (71) tarafindan GRIA1 rs548294 ve rs2195450
polimorfizmleri ve MA arasindaki iliski gdsterilmistir. Bu grup rs548294 degiskeninin énceden MO
ile iliskili oldugunu gostermistir. Bazi SNP’lerin ortak bir mekanizma sonucu hem MA ile hemde MO
ile iliskili olabilecegi ileri sturilmiistir (71, 72). Ayrica, diizenleyici bdlgelerde olan
polimorfizmlerin ~ (rs2195450 ve  rs3761555) promotorlara  baglanma  yerlerini
degistirilebildiklerini bdylece transkripsiyonu ve bu genlerin ekspresyonunu azaltmakta oldugu

diisiiniilmektedir (70, 73).
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Migren ile iliski olabilecegi diisiiniilen baska bir gen grubu presinaptik membran ile sinaptik
vezikillerin baglantilarinin birlestigi yerde sinir sistemine 6zel proteinler olan sintaksinler olarak
diisiiniilmektedir (74). STX1A geninde cesitli SNP’ler incelenmistir. rs941298’in TT genotipi MO ile
istatistiksel olarak anlamli alelik iliski gdstermistir (75). Haplotip analiziyle rs6951030’'un G
alelinin hem MA hem de genel migren icin koruyucu oldugu gosterilmistir (76). rs2293489 iliskili
bulunurken, rs4363087 ve rs3793243 varyantlar1 ve migren arasinda iliski saptanmamistir (75-
77). Bitiin bu c¢alismalar, STX1A geninin migren icin bir risk faktorii olabilecegini
diistindiirmektedir.

Migren esnasinda intra kraniyal damar kasilmasi ve ardindan ekstra kraniyal damar
gevsemesinin aciya neden oldugu disiiniilmektedir. Trombosit aktivasyonu ve plazmanin
pihtilasmasinin da migren ataklar1 sirasinda arttifn géz oniine alindiginda, vaskiiler endotelyal
fonksiyonu etkileyen genlerin serebral kan akimi degisikliklerinde 6nemli bir rol oynayabilecegi
diisiiniilmektedir (78). Bu nedenle endoteliyal fonksiyona katilan genler, 6zellikle vaskiiler tonusu
diizenleyenler, migrene yatkinlik icin aday genler olarak diisiintilmektedir (79-81). Son zamanlarda
yapilan calismalar migrenin kompleks, heterojen ve noérovaskiiler 6zellikte oldugunu
desteklemektedir. Bu ¢alismada amacimiz, nérovaskiiler bir santral sinir sistemi bozuklugu olan
migrende, vaskiiler hipotezin temelinde yatan endotel fonksiyonunun genetik kokenlerini
arastirmaktir. Bu nedenle Endotelin Reseptér A geninde sectigimiz polimorfizmleri Mersin ve

Istanbul popiilasyonlarinda incelemis bulunmaktayiz.

2.3.3. Endotelin Geni

1988 yilinda, Japon bilim adami Yanagisawa ve ark. (82) tarafindan domuz aortik endotelyal
hiicre kiiltiirti ortamindan adi endotelin (Endotelin, EDN) olan aktif bir peptit, saflagtirilmis ve izole
edilmistir.

Endotelin 21 aminoasit iceren, molekiiliinde iki disiilfit kdpriisii bulunan vazokonstriiktor
bir peptidtir. Ayn1 zamanda noéronal etkileri de bulunmaktadir. Endotelinin ET-1, ET-2 ve ET-3
olmak tizere ii¢ farkli formu vardir ve reseptorleri ETA, ETB ve ETC dir. ET-1 geni Kromozom 6p23-
p24 lizerinde EDN1 geni tarafindan kodlanir. EDN1 geni 5 ekzondan olusur ve genomik DNA 6836

niikleotid uzunlugundadir (83).
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Sekil 2.1: Endoteliyal Fonksiyonu Kodlayan Aday genler (84).

Endotelin 1 (ET-1), vaskiiler endotelyal hiicreler ve bir¢cok diger hiicre tipi tarafindan
uiretilen, dominant vazokonstriksiyon aktivitesi ve mitojenik etki gosteren bir endojen polipeptittir
(85, 86). Kalp iizerinde pozitif inotropik ve kronotropik etkilere sahiptir, sempatik ve renin-
anjiyotensin-aldosteron sistemlerini uyarir ve homeostazi degistirir (86). ET-1 biyolojik etkilerini
Endotelin tip A (ETA), endotelin tip B (ETB), gibi farkli reseptorler ile gostermektedir. Bu
reseptorlerden ETA reseptorleri vaskular diiz kas hiicrelerinde ifade edilmektedir. ET-1 (5, 85, 86).

ET-1 geninin transversiyon, transisyon, insersiyon ve tekrarlanan ntikleotid polimorfizmi
gibi bir ¢ok varyanti incelenmis, 6zellikle hipertansiyon, koroner hastaliklar, anjin, akut koroner
sendromu gibi kardiyovaskiiler sistem hastaliklar: ile iligkili olanlar ve astim, pulmoner 6dem,
isitme bozuklugu, obezite ve uyku apnesi gibi farkl bir¢ok hastalik ile ilgili literartir bulunmaktadir
(86-93).

Ilk olarak, endotelin déniistiiriicii enzim (ECE), biiyiik endotelini biyolojik aktiviteye sahip
olan peptidlere doniistiiriir ve ardindan G protein bagh reseptorler; endotelin reseptéor A (EDNRA)
ve endotelin reseptor B (EDNRB) araciligiyla viicutta biyolojik etkilerini gosterir. Endotelin sistemi
EDN, EDNRA, EDNRB ve ECE tarafindan olusmaktadir. Molekiiler biyoloji teknikleri ve EDN
sistemin farmakolojik inhibisyonu ile yapilan ¢alimalar EDN-1 in vivo kardiyovaskiiler dengeyi
korudugunu gostermektedir (87, 88). Ayrica, EDN-1 hipertansiyon, glomeriiler skleroz,
ateroskleroz, kalp yetmezligi gibi arterlerde fonksiyonel ve yapisal degisikliklere yol agarak dnemli
bir rol oynar (87-89).

EDN-1 rs5370 (Lys198Asn) polimorfizmi ile yapilan ¢alismalar hipertansiyon, viicut kitle
indeksi, yiiksek dansiteli lipoprotein diizeyine sahip koroner kalp hastaligi ve iskemik inme olan
hastalar ile iligkili oldugunu géstermistir (89-92).

EDN-1 rs1800541 polimorfizmi ile Ingiltere ve Norvec¢ popiilasyonlarinda yapilan bir

calismada bu polimorfizmin astimla iliskisi gosterilmistir (93).
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Panoulas ve ark. (94) yaptiklari ¢alisma ile romatoid artrit hastalar1 rs1800541 ve rs5370
polimorfizmleri T-T haplotip tasiyanlarda kan basinci, tansiyon, nabizda artis olabilecegi
gosterilmistir.

EDNRA vazokonstriksiyon ve hiicre cogalmasina, EDNRB ET-1 temizlenmesi, endotelyal
hiicrelerin hayatta kalmasina ve nitrik oksit ve prostasiklin salinmasina aracilik eder. EDNRA ve
EDNRB in damarlar tizerine etkileri karsittir (95).

EDNRA rs5333 (His323His) gen polimorfizmi ile erkeklerin karotis intima-media ortalama
kalinlig1 arasinda anlaml bir iligkili bulunmustur (96).

EDNRA rs5335 polimorfizmi akciger fonksiyonu, hipertansiyon ile iliskili, EDNRB geni
rs5351 polimorfizmi ile erkek tiist kol ve ayak bilegi arasindaki nabiz dalga hiz1 arasinda anlamh
korelasyon bulunmustur (96, 97, 98).

EDNRA G-231-A polimorfizmleri EDNRA geninin 5' translasyona ugramamis bolge (UTR)
icersindedir. 5'-UTR, polimorfizmlerinin islevsel sonuclar1 gen transkripsiyonlarimi diizenleyici
diziler ve gen ekspresyonu seviyesindeki farkliliklar ile iligkili olabilir. Ayrica, 5'- ve 3'-UTR
polimorfizmleri yeni u¢ uca eklenen bolgeler olusturabilir ve bdylece reseptor islevini etkileyebilir.
Bu polimorfizmler, mRNA stabilitesi iizerinde 6nemli etkileri olabilir ve bodylece fonksiyonel
reseptoriin toplam miktarina etki edebilirler. Ayrica, reseptor-ligand etkilesimlerini de
degistirebilirler (99, 100). Aydin ve ark. (99) yaptiklar1 calisma sonucuna gore EDN1 5665 ve -1370
ile Hashimoto tiroiditi hastali1 arasinda anlaml bir iliski bulunmazken, EDNRA +70 polimorfizmi G
allelinin Hashimoto tiroiditi hastalifinda 40 yasindan o6nce erken baslangica karsi koruyucu
oldugunu gosterilmigtir.

Ogiuri ve ark. (101) yaptiklar1 ¢alisma sonucuna gére de EDNRA geni -231 G aleli tasiyan

metabolik sendromlu kisilerde, kalp krizine karsi1 koruyucu bir etki oldugu gosterilmistir.
2.3.4. EDNRA Geni

EDNRA geni 4q31.22’de lokalizedir. Bu gende 8 ekzon ve 7 intron yer almaktadir (sekil 2.2)
(102).

Cytogenetic band:  4q31.22 by Ensembl 4g31.22 by Entrez Gene 4q31.22 by HGNC
EDMNRA Gene in genomic location: bands according to Ensembl. locations according to Geneloc (and/or Entrez Gene and/or Ensembl if different)

Chr 4
5 W
T T

[:Z:Z:::::]II[:::IIII[::::::::X:::::IIII[:III 1| - || N~ | T

Genomic Neighborhood * Exon Structure » Gene Density

p16.3
pi6.1
p15.33
p15.31
p15.2
p15.1
ql3.1
q13.2
q13.3
g2l.21
o21.23
g22.1
q22.3
2d
25
426.1
0428.3
g32.1
g32.2
432.3
§34.1
34,3
§35.1
435.2

pdd
pl3
plz
26
27

Sekil 2.2: Endotelin Reseptor A geninin 4. kromozom tizerindeki lokalizasyonu (102).
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Primer uzatma deneyleri ile belirlenen transkripsiyon baslangi¢c bolgesi, metiyonin
baslatma kodonunun 502 bp tistlinde yer almaktadir (103). Hosoda ve ark. (103) 1992 yilinda insan
EDNRA genini izole etmislerdir. Southern blot analizleri, tekli kopyada mevcut oldugunu
gostermistir. Northern blot analizleri 4.3 kb mRNA, ¢ok cesitli insan dokularinda en yiiksek
seviyede aortta ve mezengial hiicrelerde oldugunu gostermistir (103). Endotelin reseptor A (ETA,
EDNRA) geni vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ifade edilir. Bu gen, endotelin-1 icin uzun siireli
vazokonstriksiyonu saglayan reseptor gorevi olan bir peptidi kodlamaktadir. Bu reseptdr Guanin-
niikleotid-baglayici (G) proteinler ile etkileserek fosfatidilinositol kalsiyum ikincil haberci sistemini
aktive eder (104).

Tzourio ve ark. (105), Nantes, Fransa’da 1.188 bireyin katildig1 popiilasyon temelli bir
calisma ile migren ve endotelin sisteminin, gen polimorfizmleri arasindaki iliskiyi arastirmislardir.
140 katilimciya (%11.9) migren tanis1 konmustur. Sadece EDNRA A-231G polimorfizmi ile migren
arasinda anlaml bir iliskili tespit edilmistir. Ayrica bu ¢alismada migren nébetleri esnasinda ve
arasinda plazma ET-1 diizeyinde artis oldugu bulunmustur. Aurali ve aurasiz migren arasindaki ET-
1 diizeylerinde de hicbir fark olmadig tespit edilmistir. Bu ylizden ETA polimorfizmi ve migren

arasinda bir iligki oldugu diistintilmektedir (105).

2.3.5. Endoteliyal Disfonksiyon

Ozellikle aurali migren, bazi ciddi damar bozukluklar (iskemik inme, kalp krizi, iskemi
yluzlinden o6liim, koroner yeniden damarlanma ve gogiis sikismasi gibi ) ile ilgili riski artirdig:
disiiniilmektedir (106, 107). Bu durum migrende vaskiiler mekanizmanin 6nemini acik¢a
gostermektedir.

Endoteliyal disfonksiyonun migren ve fel¢ arasinda baglayici bir rol oynayabilecegi
diisiiniilmektedir (108). Endotelyal disfonksiyon vazodilator faaliyetlerinde azalma, endotel kdkenli
vazokonstiktorlerde artis ve damarsal vaskiiler reaktivite sonucu bozuklukla karakterizedir. Bu
durum proimflamatuvar ve proliferatif asamada ateroskleroz durumuna yol acabilmektedir (108).
Migrende endoteliyal disfonksiyon markerleri, yliksek vWF antijeni, vWF aktivitesi, yiliksek
duyarlikli C-reaktif proteini ve diisiik nitrat diizeyleri bulunmustur (108, 109). Endotelyal
progenitor hiicre sirkiilasyon (EPC) calismalar1 migrende hastalik siiresi uzadikga, migrenle EPC
say1 ve fonksiyonunda azalma oldugunu gostermistir (110, 111). Bir baska calismada EPC sayisi
azalmamistir fakat aktif EPC sayis1 migrenlilerde daha yiiksek oldugu anlasilmistir (112).
Dolasimdaki endotelyal mikropartikiiller MA ile kadinlarda yiikselmistir bu endotel
aktivasyonunun migren patofizyolojisinde rol oynayabilecegi disiiniilmektedir (113). Migrende
sistemik ve serebral endoteliyal disfonksiyon arasindaki iliskinin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir
(106). Gelecekte, migrenlilerin inme riskini azaltmak icin, serebral endoteliyal disfonksiyonunda

arastirilmasi gerektigi diisiiniilmektedir (106).
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2.3.6. Migren ile iliskili Biyokimyasal Markerlar

Uluslararasi Saglik Biyomarker Tanimlamalari Calisma Grubu enstitiisiiniin 1998 yilinda
Onerdigi tanimina gore, bir biyomarker; terapotik miidahaleler icin normal biyolojik siire¢lerin bir
gostergesiymis gibi objektif olarak olciilen ve degerlendirilen patojenik prosesler ya da
farmakolojik yanitlarla karakteristiktir. Biyomarkerlar, tani, terapoétik risk, ilerleme ve/veya belirti
gostergeleri olarak ayrilabilirler (114).

Ideal bir biyomarker 6zellikleri:

e Yiiksek hassasiyet ve 0zgiilliik

o Yiiksek 6ngori degeri

e Analitik kararhilik

e Analizleri nispeten kolay ve ucuz

o Tekrarlanabilir metod (115).
Genetik varyantlarin ve yeterli calismanin olmamasi nedeniyle sadece migrene 6zgii biyomarkerlar
bulunmamaktadir (115).

Biyokimyasal calismalar 6zellikle MO migrende néromodiilatér ve nérotransmitterlerin
sentezinde metabolik anormallikler oldugunu géstermektedir (116). Ornegin, tirozin metabolik
yolu noradrenalin (NE) ve dopamin (DA)'in eser aminlerle (triamin, oktopamin ve sinefrin)
birlikte anormal diizeyde iiretimine sebep oldugu diisiiniilmektedir (116). Bu durum CNS'de
bozulmus mitokondriyal fonksiyon ve daha yiliksek glutamat konsantrasyonu ile
iliskilendirilmektedir (117). Bu ndrotransmitterler ve ndéromodilatdrlerin agr1 yolaklarindaki
dengesiz seviyeleri sinaptik dopaminerjik ve noradrenerjik yariklarda CGRP 'den salinan TGVS' yi
aktive edebilecegi dusiiniilmektedir. Bu olayin, dogrudan migren Kkrizini indiikleyebilecegi
distiniilmektedir (117).

CGRP, agri iletimi ve inflamasyon artisi ile baglantilidir (118). CGRP’nin TGVS aktivasyonuna
karsilik olarak siddetli migren ataklar1 sirasinda salindigi diisiiniilmektedir (119). CGRP'nin
infiizyonu MA hastalarinda migren benzeri ataklar tetikledigi gosterilmektedir (120). CGRP'nin
tikirik ve plazma seviyeleri migren atakli hastalarla saglikli kontroller karsilastirildiginda
hastalarda daha yiiksek bulunmustur (121). Kiiltiire edilmis trigeminal néronlarla yapilan bir
calisma, migren farmakoterapilerinin TNF-qa, bu peptidin transkripsiyonu uyarabilmesine ragmen
hem CGRP transkripsiyonunu hem de CGRP salinimini azaltabilecegini gostermektedir (122). Diger
bir calismaya gore tiikiiriik seviyesindeki CGRP'nin artis1 rizatriptana daha iyi bir yanit ile iliskilidir
ve CGRP’nin, terapotik bir marker olarak kullanilabilecegini disiindiirmektedir (123).

Glutamat'in TGVS ve CSD iceren yolaklar aktive edilebilecegi diisiiniilmektedir. Glutamat
migrenlilerde 6zellikle kronik migreni olanlarda plazma, trombositler ve beyin-omurilik sivisinda
(BOS) artmis konsantrasyonlarda bulunmaktadir (124). Bircok arastirmaya goére glutamat alimi

kontrol grubu ile karsilastirildiginda MO'da azalma olurken, MA'y1 artirabildigi diisiiniilmektedir
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(124-127). Plazma glutamat konsantrasyonunun azalmasi MO’lu hastalarda profilaksi olumlu yanit
gostergesi olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir (127).

Plazma trombositlerinden salinan 5-HT'nin aura mekanizmasinda yer alabilecegi
diistiniilmektedir. Izzati-Zade (128) tarafindan aura ataklari sirasinda trombositlerde depolanmis
5-HT'lerin azaldig1 gézlenmistir. Migren ataklar1 arasinda, 5-HT plazma seviyesinin azaldig ve ilgili
metabolit hidroksi indol asetik asit konsantrasyonunun arttig1 gésterilmistir (129, 130). Bu durum
ataklar esnasinda ise tersine cevrilir. 5-HT'nin diisiik konsantrasyonunun CSD ile indiiklenen
trigeminovaskiiler nosiseptif yolaginin aktivasyonunu kolaylastirdigi diisiiniilmektedir (130).

Kronik migren hastalarinda hipokretin-1 diizeyi yiliksek konsantrasyonda ve agr1 kesicilerin
kullanimu ile aralarinda bir kolerasyon gozlenmistir (131). Yiiksek hipokretin-1 diizeyinin migren

krizinin erken asamalar ile ilgili olabilecegi diisliniilmektedir (132).

2.8. Migren Tedavisi

Migrenin basarili yonetimi doktor ve hasta arasinda etkin bir ittifak kurulmasina
dayandirilmaktadir. Taninin dikkatli bir sekilde hastaya agiklanmasi ve dogru anlasiimasi
gerekmektedir. Bas agris1 giinliigii planlama ve degerlendirilmesi tedavi icin cok degerli bir arag
olabilmektedir. Bas agrisinin oldugu giinler, agr1 siddeti, ila¢ kullanimi ve yaniti, hastanin yasam
tarz1 ve davranislarin diyet, uyku, egzersiz, migreni tetikleyiciler gibi agr1 bilgilerinin dikkatli ve
ulagilabilir bir agr1 kaydinin tutulmasi oOnleyici stratejilerin ihtiyacin1 belirlemede ve tedavi
sonuglarini degerlendirmesinde 6nemli olabilmektedir (133).

Engellilik 6lgekleri, érnegin Migren Is Yapamama Degerlendirmesi Skoru (MIDAS) bas
agrisinin giinliik yasami iizerindeki etkisini degerlendirmek icin kullanilmakta ve ¢ok yardimci
oldugu diisiinilmektedir (134).

Hastalarin biofeedback yontemi, gevseme terapisi ve bilissel davranisci terapiler gibi
migrenin 6nlenmesinde etkin olabilecek farmakolojik olmayan yaklasimlara tesvik edilmesininde
yardimal olabilcegi diisiiniilmektedir (135). Morgan ve ark.(135) yaptiklari calisma ilag tedavisine
ek olarak gevseme ve bilissel davranisqi terapi (CBT) gibi davranissal miidahalelerin migren
tedavisinin etkinligini arttirdigini goéstermektedir.

Migren tedavisi baslica akut ve onleyici tedaviler olarak ayrilmaktadir (136). Mevcut akut
tedaviler; Analjezikler ve NSAID ilaglar, Antiemetikler, Barbitiiratlar, Selektif 5SHT1 Agonistleri gibi
zamanla artmis bulunmaktadir. Su anda, 6nleyici migren tedavisi spesifik (Ergot tiirevleri ve
Triptanlar) ya da spesifik olmayan (Analjezikler ve Steroidal olmayan anti-enflamatuar ilaglar)
olarak kabul edilmekte ve yaygin olarak Beta Blokerlerlar, Antidepresanlar, Antiepileptik ilaglar
kullanilmaktadir (136). Akut semptomatik tedavi optimize edilebilir olsa da, migren, kronik ve

ilerleyici potansiyel durum olmaya devam edebilmektedir (136).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Denek Grubu

Calisma grubumuza Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Néroloji Anabilim Dali ve
Istanbul Universitesi Cerrahpasa Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dal’'na basvuran ve ICHD-3 tam
kriterlerine gore Migren tanisi almis, 18-65 yas araligindaki baska hi¢bir nérolojik hastaliga sahip
olmayan 184 hasta dahil edildi.

Kontrol grubu, kendisinde migren veya herhangi baska bir noérolojik hastalik tanisi
konmamis, 18-65 yas araligindaki 184 saglikli bireyden olusturuldu.

Calismamizda proje destek miktar1 ile ilgili malzeme yetersizligi nedeniyle hasta
grubumuzdan 150 birey ile kontrol grubumuzdan 150 bireyin analizi yapilabildi.

Hem hasta hem de kontrol grubundaki bireylerden ¢alismaya dahil olmay1 kabul ettiklerine
dair etik kurulda belirtilen yonergelere uygun bir bigcimde hazirlanmis bilgilendirilmis onam
formunu okuyup imzalamalar istendi. Calismaya dahil olmay1 kabul eden her bireyden 6-7 ml
periferik kan alinarak 1 ml, % 2‘lik EDTA iceren santrifiij tiiplerine konularak DNA eldesine kadar

+4 °C’lik buzdolabinda saklandi.

3.2. Kullanilan Geregler

3.2.1. Cihazlar

ABI Prism 7500 Real Time-PCR System (Applied Biosystems) cihazi
e Mikrosantrifiij (Hermle, Z160M)

e Santrifiij (Niive NF-800)

e Etlv (Niive EN-500)

e Otoklav (Niive OT 4060 V)

e Vorteks (VELP)

o Mikropipet Seti (Eppendorf)

e Derin Dondurucu (Argelik-2031D)

e Buzdolabi (Argelik-8188 NF).
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3.2.2. Kimyasal Maddeler

EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) (Sigma E-5134)
TrisHCL (Tris-Hidroklorid) (Sigma T-7149)

DNA izolasyon kiti (Nucleospin)

SDS (Sodyum Dodesil Siilfat)

Absolute Etanol (Riedel-de Haen 32221)

Proteinaz K (MBI Fermentas E00491)

Steril distile su (Respiflo 21000)

Amonyum asetat (AMRESCO MW 77.08)

2X TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 40X Assay Mix (Applied
Biosystems, 4351379) (rs1801708; C_8869375_10, rs5333; C_1736670_1_).

3.2.3. Cozeltiler

Bu calismada Manuel DNA izolasyonu ve Kit Yontemi kullanildi.

Manuel DNA izolasyonu icin kullanilan ¢ézeltiler;

Niiklei Lizis Buffer ¢ozeltisi

1.576 g Tris-HCI (Tris Hidroklorikasit)

23.4 g NaCl (Sodyum Klortir)

0.7 g Na;EDTA (Disodyum Etilendiamin tetraasetik asit)

%10 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Cozeltisi

10 M Amonyum Asetat Cozeltisi (148 g Amonyum Asetat, 200 ml distile su ile 200
ml'ye tamamlanir)

Proteinaz K (Fermentas) (Liyofilize 100 mg proteinaz-K, 10 ml steril distile su ile

¢ozuldi).

3.3. DNA izolasyonu

Hasta ve kontrol bireylerine ait EDTA’L tiiplere alinmis periferik kandan kit ve manuel

yontem kullanilarak DNA izolasyonu gercgeklestirildi (Nucleospin Genomic Dna From Blood

Macherey-Nagel Germany) ve Miller tuz ¢oktiirme yontemi kullanildi.
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3.3.1. Miller Tuz Coktiirme Yontemi

Hasta ve kontrol grubuna ait bireylerden DNA izolasyonu i¢in 6-7 ml periferik kan alindi.
Periferik kanin 4-5 ml’si, icinde 1 ml EDTA bulunan 15 ml’lik polipropilen santrifiij tiiplerine
konularak +42C’de saklandi. Asagidaki DNA izolasyon basamaklarina gecildi (kalan 6rneklerin DNA
eldesi, kit izolasyonu ile gerceklestirildi) (137).

1. Giin Basamagi:

1. Periferik kan o6rnekleri, steril soguk distile su ile 10 ml'ye tamamlandi ve 2-3 dk hizh
olarak calkalandu.

2. Calkalandiktan sonra 10 dk 2000 rpm’de santrifiijlenerek; santrifiigasyon sonrasinda,
siipernant kisimlar1 transfer pipeti yardimiyla atildi. Pellet lizerine steril soguk distile su ilave

edilerek 12 ml’'ye tamamlandi.

3. Soguk distile su eklenen tiipler tekrar hizli olarak calkalandi ve 10 dk 2000 rpm’de

santrifiij edildi.

4. Supernatant kisim; berrak bir goriintii alana kadar steril soguk distile su ile yikama
islemleri yaklasik 4-5 kere tekrarlandi. Yikama islemi sonunda tiim eritrositlerin parcalanarak

uzaklagmasi saglandi.
5. Supernatant kisim berraklastiktan sonra, pelet lizerine 3 ml niiklei lizis tampon eklendi.
6. Niiklei lizis tampon eklenen tiipler yaklasik 15-20 defa calkalandu.
7. Tiplere 200 pl % 10’luk SDS ve 150 pl proteinaz-K eklenerek yavasca calkalandi.
8. Bir gece 372C’de etiivde inkiibe edildi.

2.Glin Basamagi:

1. Inkiibasyon sonrasi alinan tiipler; 55 °C’de 1 saat bekletildi.

2. Tiiplere 2 ml, 6 M Amonyum asetat eklendi ve karistirildiktan sonra 10 dk oda 1sisinda

bekletildi.
3. Tipler 15 dk 3500 rpm’de santrifiijlendi.

4. Supernant transfer pipetiyle yeni bir tiipe alind1 ve iizerini tamamlayacak sekilde, soguk

absolu etanol (% 99,8) eklenerek, DNA'nin yogunlasmasi saglandi.

5. Absolii etanol icinde; yogunlasip gortlebilir hale gelen DNA mikropipet yardimiyla,
dikkatlice mikropipet ucuna sarilacak sekilde alinarak daha énce 500 pl steril distile su konulan
ependorf tiiplere aktarildi. 372C’lik etiivde bir gece bekletilerek, DNA'larin ¢oziiniip homojen hale

gelmesi saglandi. Molekiiler analize kadar 42C’de sakland.
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3.3.2. Kit Yontemi

1. 200 pl periferik kan alinip 1.5’lik ependorf tiiplere, mikropipet yardimiyla aktarildu.

2. 25 pl proteinaz K ve Buffer B3 soliisyonu, 200 pl periferik kanin bulundugu tiipe
eklenerek, 10-20 sn. hizlica vortekslendi.

3. 70 2Clik etiivde 10-15 dk. bekletildi.

4. Ornekler etiivden ¢ikarildiktan sonra 210 ul absolii etanol eklenerek hizlica vortekslendi.

5. 1,57lik tiliplerdeki ornekler mikropipet yardimiyla filtreli tiiplere aktarilarak,
mikrosantrifiijde 11000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi.

6. Santrifiijden c¢ikarilan filtreli tiiplerin toplama tiipleri atilarak yeni bir toplama tilipiine
aktarild. Orneklerin {izerine mikropipet yardimiyla 500 pl BW (wash buffer) eklendi.
Mikrosantrifiijde 11000 x g’'de 1 dk. santrifiij edildi.

7. Santrifiijden ¢ikarilan filtreli tiiplerin toplama tiipleri atilarak tekrar yeni bir toplama
tiipiine aktarildi. Ornekler iizerine 600 ul Buffer B5 soliisyonu eklenerek mikrosantrifiijde 11000 x
g’de 1 dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda toplama tiiplerinin ici bir kaba bosaltilarak, filtreli
tiipler tekrar toplama tiiplerine koyuldu ve 11000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi.

8. Santrifiij sonrasinda filtreli tiipler yeni 1,5°lik ependorf tiiplerine koyuldu ve toplama
tlipleri atildi. 70 2C’lik etlivde bir saat bekleyen Buffer BE (Eliisyon Buffer), etiivden alindi. Filtreli
tiiplere 6rnek basina 200 pl BE eklenerek, drnekler oda 1sisnda 1dk. bekletildi. Bekletildikten sonra
tlipler, 11000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi (izolasyona baslamadan 6nce Buffer BE (Eliisyon Buffer)
70 2C’lik etlivde bir saat bekletildi).

9. Santrifiij sonrasinda DNA 6rnegi filtreli tiipten ependorf tiipe birikerek DNA 6rnegi elde
edildi. Molekiiler analize kadar 42C’de saklandh.

3.4. EDNRA Geninin Real-Time PCR ile Cogaltilmasi
Calismamizda EDNRA genine ait rs1801708, rs5333 polimorfizmleri, “Pre-designed TaqgMan

Single Nucleotide Polymorphism (SNP) Genotyping Assays” kullanilarak Gercek Zamanlh Polimeraz

Zincir Reaksiyonu (Real Time Polymerase Chain Reaction) sisteminde ¢ogaltildi.
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3.4.1. EDNRA’da Cahisilan SNP’lerin Ozellikleri

Cizelge 3.1. EDNRA genine ait rs1801708 (138)

Genin ad1 || EDNRA -rs1801708 [Homo sapiens]
SNP rs no
Varyant A>G
(M>m)
Cogaltilan || 1¢0(CGGGAGAAGCAGTGCCCAGGA[A/G]GTTTTCTGAAGCCGGGGAAGCTGTG
Sekans [VIC/FAM]
GGGGGCGGCAGCTTTGTGCTTTTTAGTGGCCGCGTCCCAGGATAGCTGGAAGGTTAGGACGCT
CTTGCGGTCCCAGAGTGGAGTGGAAGGTCTGGAGCTTTGGGAGGAGACGGGGAGGACAGACTG
GAGGCGTGTTCCTCCGGAGTTTTCTTTTTCGTGCGAGCCCTCGCGCGCGCGTACAGTCATCCCG
CTGGTCTGACGATTGTGGAGAGGCGGTGGAGAGGCTTCATCCATCCCACCCGGTCGTCGCCGGG
GATTGGGGTCCCAGCGAGACCTCCCCGGGAGAAGCAGTGCCCAGGA[A/G]GTTTTCTGAAGCC
Cogaltilan || GGGAAGCTGTGCAGCCGAAGCCGCCGCCGCGCCGGAGCCCGGGACACCGGCCACCCTCCGCGE
Bolge CACCCACCCTCGCCGGCTCCGGCTTCCTCTGGCCCAGGCGCCGCGCGGACCCGGCAGCTGTCTGC
GCACGCCGAGCTCCACGGTCGGTGCAAGTCTTTCTTATCGGGGACTGGGACTGGGGCGGGTGCG
GGGATGGCGGAGACGCTGCCTGGGCCCCTCGGTCGGGAGAAGACGAGAGCTGGGAACGTTCTG
GCCCGACCGCCCTGCAGCTTGGGCGACCCGT

Cizelge 3.2. EDNRA genine ait rs5333 (139)

Genin ad1
SNP rs no

EDNRA - rs5333 [Homo sapiens]

Varyant
(M>m)

C>T

Cogaltilan
Sekans

TTGCTCTTTGCTGGTTCCCTCTTCA[C/T]TTAAGCCGTATATTGAAGAAAACTG
[VIC/FAM]

Cogaltilan
Bolge

TAATGCTAATTAGTTACCTGTTATTAAGAGTCATTAGCTAACCCTTTCCCCCATGCAGTCACA
CTCCACCCCACTACACACACACACAGGCAGACTCAGCCACCTACACACACACAGCTGCAGACTC
AGCTGGCTCACCTCCAGCCAGTTTCCACCTCTCTCCTGGCATATAACCTCCGTCCTGGCCCTAA
TAACCAACCTGAGGCCCCCATCCTTCCTGGAAGCTGCCCAGAAGCATCATTAGCAATTCCTTCG
TTAGAACACTGACCTTAGAATCTTG
AAGAGGTAGAGGCAGTGTAAGCCAGGCTGTTCTCCTGGCTCTTCTTTGAATTATTCTTTCTCT
GGTGTCTGCTACTTCTTGGTACTGTAGTTCTTGCATCTAGTATAAAAACACTAAATTTGTTGT
CCTATTTTTTTCTCACTTTCCTTTAGCGTCGAGAAGTGGCAAAAACAGTTTTCTGCTTGGTTG
TAATTTTTGCTCTTTGCTGGTTCCCTCTTCA
[C/TITTAAGCCGTATATTGAAGAAAACTGTGTATAACGAGATGGACAAGAACCGATGTGAAT
TACTTAGGTATGATCCTGTGTACTCGCTAGAAAATTGGAGTTTCTCAGATTTTCATATTTATA
ATACTTTTACAAAACCAGCTACTCTACATGCCCGTTAGCCCTGAAAATTAAAACTGCAAAGTT
GATTTTTTTCTTTAGCTGACATAGCCTATAACTGATCCCAAAATGTGTGCAAGCCACATCTGT
TATCTTGCCCCTCCCCTCCTGAGGCTGTGCATAAGGGTTTGAGCTAACCAACTAGTGATGTATC
TGTAACTGTCCTGCAAAACTGAAACTGCCGTTTAAACAAGCACTTTTTACAAAATTCTAACTG
CCACCCATACGAAATGGCTTCTGGGCAAGAAAAATGCTTATTCTAGGAAGAAATGCTAGTGAG
CAGATTTTAAAACAATATATTCTAATTATTCTACACCATTTTCTTTTGCTCTAGTTTCTTACT
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3.4.2. Real Time-PCR Reaksiyon Ortaminin Hazirlanmasi

Her bir polimorfizm icin asagidaki Real Time-PCR reaksiyon karisimi kullanilmistir:

o 125l 2X TagMan Universal PCR Master Mix
o 0.5 pliiins 40X SNP Genotyping Assay Mix
e 95l Distile Su

Verilen miktarlarin her biri ¢alismada kullanilacak 6rnek sayisi ile ¢arpilarak hazirlandi
(Cizelge 3.3). Real Time-PCR reaksiyon karisimi 96 kuyucuklu saydam tabagin (Applied
Biosystems) kuyucuklarina dagitildi. Her bireye ait DNA 6rnekleri 2.5 pl olacak sekilde kuyucuklara
dagitildi. Hazirlanan karisimin kontamine olup olmadigini belirlemek icin her bir reaksiyon
tabaginda o6rnek DNA icermeyen negatif kontrol kuyucugu kullanildi. Reaksiyon karisimi
kuyucuklara dagitildiktan sonra 96 kuyucuklu tabak i¢in Microamp® TM Optical Adhesive Covers
(Applied Biosystems) ile kuyucuklarin tizeri kaplandi ve Cizelge 3.3’deki protokollere gére SDS
2.0.3 software for allelic discrimination (Applied Biosystems)” programi ayarlanarak tabak cihaza

yerlestirildi

Cizelge 3.3. EDNRA genine ait tiim SNP’lerin Real-Time PCR i¢in kullanilan miktar ve protokolleri

SNP Protokol Kullanilan miktar

602C’de 1 dakika 6n inkiibasyon ............. 1
dongii
952C’de 10 dakika aktivasyon ............... 1
dongii .

EDNRA - 952(C’de 15 saniye denatiirasyon............... 50 Master “.“‘X """ 12,5ul

e Assay mix........0,5 ul
rs1801708 || dongi Distile su 9.5 pl

58°C’de 45 saniye baglanma/uzama..........50 || — 77T ’
dongii
602C’de dakika PCR sonrasi okuma............ 1
dongii
602C’de 1 dakika 6n inkiibasyon............... 1
dongii
952C’de 10 dakika aktivasyon ................ 1
dongii .

EDNRA - 952C’de 15 saniye denatiirasyon................ 50 Master “.“‘X """ 12,5ul

. Assay mix........0,5pul

rs5333 dongt Distile su 9,5 ul
53°C’de 1 dakika baglanma/uzama........... 50 || =~ 77T ’
dongii
60 °C 1 dakika PCR sonrasi1 okuma........... 1
dongii

26



3.5. Genotip Tayini

EDNRA gen polimorfizmleri (rs1801708 ve rs5333) icin 150 hasta ve 150 kontrol ile yapilan
calismada, her bir birey icin “Pre-designed TagMan Single Nucleotide Polymorphism (SNP)
Genotyping Assays” sistemine gore Real Time-PCR yontemiyle genotip tayini yapildi. EDNRA gen
polimorfizmlerine ait alleller uygun floresan boya ile isaretlenip (EDNRA-rs1801708 icin A= VIC, G=
FAM, EDNRA-rs5333 icin C= VIC, T= FAM) elde edilen amplifikasyon egrileri ile her bir 6rnegin
genotipi tespit edildi (Sekil 3.1).

Allelik Ayrmm Grafigi

33
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Sekil 3.1. EDNRA- rs1801708 igin TagMan® MGB problar (A=VIC, G=FAM) ile allelik
diskriminasyon, elde edilen PCR 6rneklerinde, hasta gruplarinin allel dagilimi. Mavi renkli kiireler
G/G genotipini, kirmizi renkli olanlar ise A/A genotipini gostermektedir. Yesil renkli kiireler ise
heterozigot A/G genotipli 6rnekleri gostermektedir.
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Multicomponent Plot
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Sekil 3.2. EDNRA- rs1801708 polimorfizmi A>G igin genotipleme sonucunda elde edilen
multikomponent grafiginde homozigot A/A genotipi. Yesil renkli egri A allelini (VIC), mavi renkli
egri G allelini (FAM), ve kirmiz1 renkli yatay cizgi arka plandaki 1simay1 belirten ROX referans
boyay1 temsil etmektedir.
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Sekil 3.3. EDNRA- rs1801708 polimorfizminde genotipleme sonucunda elde edilen multikomponent
grafiginde homozigot G/G genotipi.
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Sekil 3.4. EDNRA- rs1801708 polimorfizmi icin multikomponent grafiginde heterozigot A/G
genotipi.

3.6. Istatistiksel Analiz

Migren tanisi almis hastalar ile kontrol gruplar arasinda EDNRA gen polimorfizmlerinin
arasindaki iliskinin belirlenmesi amaciyla uygulanan istatistiksel testler, Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim Anabilim Dali’'nda yapildi.

Siuirekli degiskenler icin iki grup ortalamasi karsilastirmalarinda Student's t testi, ikiden
fazla grup ortalamalarinin karsilastirmalarinda ise ANOVA testi kullanilmistir ve tanimlayici
degiskenler ortalama ve standart sapma ile verilmistir. Kategorik verilerin analizinde ki-kare testi
kullanilmistir ve tanimlayici degiskenler frekans (%) ile verilmistir. Tim analizlerde a=0.05 olarak
alinmistir. Analizler SPSS 11.5 programinda yapilmistir. Allellerin her birinin frekanslari hesaplandi

ve populasyonun denge durumu Hardy Weinberg ile belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Yas ve Cinsiyet Bakimindan Degerlendirilmesi

Bu calismada hasta grubunda 150 birey bulunurken, kontrol grubunda ise 150 birey
bulunmaktadir. Calismamiza 2061 (%68.6) kadin, 94’i (% 31.4) erkek olmak tizere toplam 300
birey alinmistir. Cinsiyetler bakimindan degerlendirildiginde hasta ve kontrol gruplarinda bulunan
kadinlarin yas ortalamalar1 37.6+14.0 ve erkeklerin ise 35.0+10.3 olarak hesaplanmis ve cinsiyetler
bakimindan yas ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir

(p=0.069) (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Hasta ve kontrol gruplarindaki kadin ve erkeklerin yas ortalamasi (n= birey/denek
sayisl)

Cinsiyet n Yas Ortalamasi p
Kadin 206 37.6 £+14.0
Hasta ve Kontrol Grubu 0.069
Erkek 94 35.0+10.3

4.1.1. Hasta Grubu

Calismamiza 121'i (%58.7) kadin, 29'u (%30.9) erkek olmak iizere toplam 150 hasta dahil
edildi. Cinsiyetler bakimindan degerlendirildiginde ise kadinlarin yas ortalamalar1 40.31 iken,
erkeklerin yas ortalamalari ise 36.17 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.2).
4.1.2. Kontrol Grubu

Kontrol grubumuz hasta grubuna cinsiyet ve yas dagilimina uyacak sekilde olusturuldu.

Cinsiyetler bakimindan degerlendirildiginde ise kadinlarin yas ortalamalar1 33.84, erkeklerin yas

ortalamalari ise 34.48 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Hasta ve kontrol gruplarinin yas ve cinsiyet bakimindan degerlendirilmesi,
(n=birey/denek sayis1)

Hasta Kontrol
Cinsiyet V< p
n Yas ortalamasi / (%) n  Yas ortalamasi / (%)
40,31 +11,00/
Kadin 121 85 33,84+16,89/%56,7
%80,7
20,078 <0,001
36,17 £10,02 /
Erkek 29 65 34,48 +10,48 / %43,3
%19,3

4.2. Gruplarin Genotip Dagiliminin Degerlendirilmesi

EDNRA geni lizerinde yer alan 2 polimorfizmin hasta ve kontrol gruplarindaki dagilimlari
incelenmis ve bunlara ait istatistikler (say1 ve yiizde) ve p degerleri Cizelge 4.3 ve 4.4’de verilmistir.
Cizelge 4.3 incelendiginde, rs-1801708 polimorfizminde istatistiksel olarak anlamhl bir farklilik
olmadig1 gozlenmistir (p=0,223). Cizelge 4.4 incelendiginde, rs-5333 polimorfizminde istatistiksel
olarak anlaml bir farklilik g6zlenmemistir (p=0,817).

4.2.1 EDNRA -rs1801708 Polimorfizmine Ait Genotiplerin Degerlendirilmesi

Hasta grubumuzda G/G genotip sikligt A/A genotip sikligindan 3,7 kat daha fazla oldugu
gorildi. Aymi sekilde G/G genotipinin sikligt A/G genotipinin sikligindan 1,03 kat daha fazla
bulundu. Kontrol grubumuzda ise A/G genotip sikligi A/A genotip sikligindan 5,3 kat daha fazla
oldugu goriiliirken, A/G genotip siklig1 G/G genotip sikligindan 1,45 kat daha fazla bulundu (Cizelge
4.3). Hasta ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimi1 bakimindan istatistiksel olarak anlaml bir

farklilik bulunamamistir (p=0.223).

Cizelge 4.3. ETA geni lizerinde yer alan RS1801708 polimorfizminin hasta ve kontrol gruplarindaki
genotip dagilimlar1 (n=birey/denek sayisi)

Hasta Kontrol
Polimorfizm Genotip n % n % v p
AA 18 12.0 15 10.0
rs1801708 AG 65 433 80 53.3 3.005 0.223
GG 67 44.7 55 36.7
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4.2.2. EDNRA- rs5333 Polimorfizmine Ait Genotiplerin Degerlendirilmesi

Hasta grubumuzda T/T genotip sikligi C/C genotip sikligindan 6,75 kat daha fazla oldugu
gorildii. Ayni sekilde T/T genotipinin sikligi C/T genotipinin sikligindan 1,42 kat daha fazla
bulundu. Kontrol grubumuzda ise T/T genotip siklig1 C/C genotip sikligindan 5,76 kat daha fazla
oldugu goriiliirken, T/T genotip siklig1 C/T genotip sikligindan 1,22 kat daha fazla bulundu (Cizelge
4.4). Hasta ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunamamistir (p=0.817).

Cizelge 4.4. ETA geni lizerinde yer alan rs5333 polimorfizminin hasta ve kontrol gruplarindaki
genotip dagilimlari (n=birey/denek sayisi)

Hasta Kontrol
Polimorfizm Genotip n % n % X P
TT 81 54.0 75 50.3
rs5333 TC 57 38.0 61 40.9 0.403 0.817
cC 12 8.0 13 8.7

4.3. Gruplarin Allel Dagiliminin Degerlendirilmesi

Endotelin reseptér A genine ait 2 polimorfizmin hasta ve kontrol grubundaki allel
sayilarinin istatistikleri (say1 ve yiizde) Hardy Weinberg dengesine ait ki-kare degeri ve p degeri
Cizelge 4.5 ve 4.6'da verilmistir. Cizelge 4.5 ve 4.6’ya gore sadece rs1801708 ve rs5333

polimorfizminin hasta ve kontrol gruplarinin Hardy Weinberg dengesinde oldugu goriildi.

4.3.1. ETA -rs1801708 Polimorfizmine Ait Allellerin Degerlendirilmesi

Hasta grubu icerisinde ‘A’ ve ‘G’ allellerinin yilizdesel dagilimlar1 arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunamadi (p=0,715) ; ‘A’alleli %0.337 ve ‘G’ alleli %0.663 olarak belirlendi.
Kontrol grubu igerisinde ‘A’ ve ‘G’ allellerinin yiizde dagilimi arasinda anlamli bir fark bulunamadi
(p=0.069) ; ‘A’alleli %0.367ve ‘G’ alleli %0.633 olarak belirlendi (Cizelge 4.5). Hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda allelik dagilim agisindan da istatistiki olarak bir fark bulunamadi (p>0.05).
rs1787984 polimorfizmine ait A ve G allellerin hasta ve kontrol gruplarina gore ytizdesel

dagiliminin birbirine yakin oldugu goézlendi (Sekil 4.1)
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Cizelge 4.5. ETA genine ait RS801708 polimorfizminin hasta ve kontrol grubundaki allel

dagiliminin (say1 ve ylzde), hardy weinberg dengesine ait ki-kare ve p degeri. (n=birey/denek
sayisi)

n % n %
rs1801708 A alleli G alleli V4 p
Hasta 101 0.337 199 0.663 0.133 0.715
Kontrol 110 0.367 190 0.633 3.300 0.069
LGRUP
60,0%
KONTROL
HASTA

Percent

AG
RS1801708

Sekil 4.1 EDNRA- rs1801708 polimorfizminde A ve G allelerinin hasta- kontrol gruplarina gore
ylzdesel dagilimi

4.3.2. EDNRA -rs5333 Polimorfizmine Ait Allellerin Degerlendirilmesi

Hasta grubu icerisinde ‘T’ ve ‘C’ allellerinin yiizdesel dagilimlari arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamadi (p=0.659) ; ‘T’ alleli %0,730 ve ‘C’ alleli %0,292 olarak belirlendi.
Kontrol grubu icerisinde ‘T’ ve ‘C’ allellerinin yiizde dagilimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunamadi (p=0.905) ; “T’alleli %0,708 ve ‘C’ alleli %0,270 olarak belirlendi (Cizelge 4.6).

Hasta ve kontrol gruplari arasinda allelik dagilim a¢isindan da istatistiki olarak bir fark bulunamadi
(p>0.05).
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Cizelge 4.6. EDNRA genine ait rs5333 polimorfizminin
dagiliminin (say1 ve yiizde), hardy weinberg dengesine ait ki-kare ve p degeri (n=birey/denek

hasta ve kontrol grubundaki allel

sayisi)
n % n %
rs5333 T alleli C alleli v P
Hasta 219 0.730 81 0.292 0.194 0.659
Kontrol 211 0.708 87 0.270 0.014 0.905
EGRUP
60,0%-
KONTROL
HASTA

Percent

CcT
RS5333

Sekil 4.2. EDNRA-rs5333 polimorfizminde T ve C allelerinin hasta-kontrol gruplarina gore yiizdesel

dagilimi

4.4. Hastalarin Ozgecmis ve Soy Ge¢mis Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Hasta ve kontrol grubu 6zge¢mis ve soy gecmis degiskenlerine gore karsilastirilmis olup ve

istatistiksel iliskisi degerlendirildi (Tablo 2).
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Cizelge 4.7. Hastalarin 6zgecmis ve soy gecmis 6zelliklerinin dokiimii

Degisken Hasta (n=) Kontrol(n=) p degeri
Cocukken cok kusma karin agrisi 25 (%16.7) 17 (%11,3) p=0,183
Kiiciikken aracta midem bulantisi 81 (%54) 35 (%23,3) p<0,001
Cocukken atesli veya atessiz havale 11 (%7,3) 15 (%10) p=0,412
Basin carpmasi ciddi bir kaza 28 (%18,7) 21 (%14,0) p=0,274
Cok hareketli cocuktum 41 (%27,3) 38 (%25,3) p=0,694
Titiz bir cocuktum 40 (%26,7) 36 (%24,6) p=0,595
Astim, allerji varlig 42 (%28,0) 22 (%14,7) p=0,005
Yiiksek tansiyon hastaligi 7 (%4,7) 11 (%7,3) p=0,331
Seker hastaligi 1 (%0,7) 4 (%2,7) p=0,367
Bas donmesi atagl 54 (%36,0) 4 (%2,7) p<0,001
Ailede migren 6ykiisii mevcudiyeti 82 (%54,7) 27 (%18,0) p<0,001

Bu verilere gore;

Hasta ve kontrol gruplar ile kiiciikken araglarda mide bulantis1i yasama durumu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski tespit edildi (p<0,001).

Hasta ve kontrol gruplari ile cocukken atesli veya atessiz havale gecirme durumu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski tespit edilmedi (p=0,412).

Hasta ve kontrol gruplar ile ¢ocukken ¢ok kusma ve karin agrisi yasama durumu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski tespit edilmedi (p=0,183).

Hasta ve kontrol gruplar ile basin carpildig: ciddi bir kaza yasama durumu arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir iligki tespit edilemedi (p=0,274).

Hasta ve kontrol gruplari ile gocukken ¢ok hareketli bir cogcuk olma durumu arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir iligki tespit edilmedi (p=0,694).

Hasta ve kontrol gruplar ile ¢cocukken titiz bir coguk olma durumu arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir iligki tespit edilmedi (p=0,595).

Hasta ve kontrol gruplari ile astim, alerji olma durumu arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iliski
tespit edildi (p=0,005).

Hasta ve kontrol gruplari ile yiiksek tansiyon rahatsizligi olma durumu arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir iliski tespit edilmedi (p=0,331).

Hasta ve kontrol gruplarn ile seker rahatsizlifi bulunma durumu arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir iliski tespit edilmedi (p=0,367).

Hasta ve kontrol gruplari ile bas donmesi atagi yasama durumu arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir iliski tespit edildi (p<0,001).

Ailede migren goriilme durumu ile migren olma durumu arasinda istatistiksel olarak anlaml bir
iliski tespit edildi (p<0,001). Hastalarda kontrollere gore 5,493 kat daha fazla migren tespit edildi
(odds ratio:5,493; p<0,001).

Hasta ve kontrol gruplar1 Hardy-Weinberg dengesindedir (p>0.05).
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150 migren hastasindan 91 (%60,7) hastanin aurasiz, 34 (%22,7) hastanin aurali, 15 (%10)
hastanin kronik ve geri kalan hastalarin diger migren tiplerine sahip oldugu belirlenmistir.

Hastalarin aydaki atak sikliklarina bakildiginda 105 (%70) hastanin haftada 1-5, 19 (%12,7)
hastanin ayda 6-9 ve 4 (%2,7) hastanin 10-20, 15 (%10) hastanin hergiin atak gecirdigi tespit

edilmistir.
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5. TARTISMA

Migren; mide bulantisi, kusma, fotofobi, fonofobiyle eslik eden genellikle tek tarafli bas
agnisi ile karakterize ndrovaskiiler bir bozukluktur (1).Migren baslica 6 gruba ayrilmaktadir;
Aurasiz migren, Aurali migren, Kronik migren, Migren komplikasyonlari, Olast migren, Migren ile
iliskili olabilen epizodik sendromlardir (14).

Yapilan polimorfizm ¢alismalari, ailesel hemiplejik migren (FHM) icin detayh alttiplerin
belirlenmesini saglamistir. FHM1 icin, 19. kromozomun kalsiyum voltaj kapili kanali alt birimi alfa 1
A (CACNA1A) bir kalsiyum kanali kodlayan geninde, FHM2 icin 1. kromozom iizerinde ATP1A2
kodlayan geninde ve FHM3 icin 2. kromozomun sodyum voltaj kapili kanali alfa alt birimi 1
(SCN1A) bir sodyum kanali kodlayan geninde mutasyonlar tespit edilmistir (15).

Migrenin  etyopatogenezinde poligenetik ve multifaktoriyel etkilerin  oldugu
diisiiniilmektedir (16). Fakat buna ragmen FHM disinda, her migren tipine 6zgii spesifik gen heniiz
belirlenememistir (16, 17). Vaskiiler teoriye goére migrende agrinin kan damarlarinin
genislemesinden kaynaklandigini ve auranin damarlardaki kasilmalar sonucu olustugu ile
stirilmiustir.

Goadsby ve ark. (2009) polimorfizmlerin bireylerin migren gelistirme olasiligini etkiledigini
ve kranial damarlarin trigeminal sinir donanimi dahil bir dizi beyin yapilarini etkiledigini 6ne
stirmektedir (23, 24). Trigeminovaskiiler sistem (TGVS) ekstra ve intra kranial kan damarlarini
iceren cesitli vazoaktif noropeptidleri (kalsitonin geni iliskili peptid (CGRP), ndrokinin A, nitrik
oksit (NO) ve pitiiiter adenilat siklaz aktive edici peptid kalsitonin (PACAP), P maddesi (SP))
icermektedir (30). Bu maddelerin salinimi enflamasyona, kan damarlarinin genislemesine ve
agrinin agirlasmasina neden olur (29, 30).

Ikiz, aile ve evlathk calismalar1 sonucunda migrenin genetik komponentlerinin oldugu
belirlenmistir (46). Migrenle ilgili ilk genetik ¢alisma, migrenin nadir alt tipi olan FHM {izerinedir.
FHM patogenezinde tip 1, 2 ve 3 ile CACNA1A, ATP1A2 mutasyonlar ve SCN1A genleri sirasi ile
tanimlanmistir (47).

Migren esnasinda intra kraniyal damar kasilmasi ve ardindan ekstra kraniyal damar
gevsemesinin acilya neden oldugu disiiniilmektedir. Bu nedenle endoteliyal fonksiyona katilan
genler, ozellikle vaskiiler tonusu diizenleyenler, migrene yatkinlik icin aday genler olarak
diisiiniilmektedir (79-81).

ET-1 geninin transversiyon, transisyon, insersiyon ve tekrarlanan niikleotid polimorfizmi
gibi bir ¢ok varyanti incelenmis, 6zellikle hipertansiyon, koroner hastaliklar, anjin, akut koroner
sendromu gibi kardiyovaskiiler sistem hastaliklar: ile iligkili olanlar ve astim, pulmoner 6dem,
isitme bozuklugu, obezite ve uyku apnesi gibi farkl bircok hastalik ile ilgili literariir bulunmaktadir

(86-93).
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Tzourio ve ark. (105), Nantes, Fransa’da 1.188 bireyin katildig1 popiilasyon temelli bir
calisma ile migren ve endotelin sisteminin, gen polimorfizmleri arasindaki iliskiyi arastirmislardir.
140 katilmciya (%11.9) migren tanisi konmustur. Sadece EDNRA A-231G polimorfizmi ile migren
arasinda anlamh bir iliskili tespit edilmistir. Ayrica bu calismada migren nébetleri esnasinda ve
arasinda plazma ET-1 diizeyinde artis oldugu bulunmustur. Aurali ve aurasiz migren arasindaki ET-
1 diizeylerinde de hicbir fark olmadig: tespit edilmistir. Bu ylizden ETA polimorfizmi ve migren
arasinda bir iliski oldugu diisiiniilmektedir (105).

EDNRA vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ifade edilir. Bu gen, endotelin-1 i¢in uzun streli
vazokonstriksiyonu saglayan reseptor gorevi olan bir peptidi kodlamaktadir. Bu reseptér Guanin-
niikleotid-baglayici (G) proteinler ile etkileserek fosfatidilinositol kalsiyum ikincil haberci sistemini
aktive eder. Tzourio ve ark. (105) yaptiklar1 calisma migren ve endotelin arasinda bir iliski
oldugunu diisiindiirmektedir. Bu ¢alismada migren nobetleri esnasinda ve arasinda plazma ET-1
diizeyinde artis oldugu bulunmustur. Aurali ve aurasiz migren arasindaki ET-1 diizeylerinde de
hi¢bir fark olmadig1 tespit edilmistir. Klinik kanitlar vaskiiler agrida endotelyal mekanizmalarin
roliinii desteklemektedir.

Migren patogenezinde vaskiiler fonksiyon ve disfonksiyonun rol oynadig1 diisiiniilmektedir.
Bu nedenle endoteliyal fonksiyona katilan genler, 6zellikle vaskiiler tonusu diizenleyenler, migrene
yatkinlik icin aday genler olarak diistiniilmektedir. Endotelin-1 (ET-1) bugiline kadar bilinen, en
giiclii damar daraltict maddedir ve iki farkli reseptorii endotelin A reseptorii (EDNRA) ve endotelin
B tipi reseptorii (EDNRB) tip iizerinden aktivitelerini gerceklestirmektedir. EDNRA vaskiiler diiz
kas hiicrelerinde ifade edilir (87). EDNRA Portekizli aurasiz migren hastalar: i¢in bir duyarhilik
faktori olarak gosterilmistir (4). EDNRA -231G> A SNP ve migren arasindaki iliskiyi arastiran bazi
calismalar ise farkli sonuglar géstermistir. Joshi ve ark. (86) yaptiklar1 calismada migren grubuyla
saglikli kontroller arasinda EDNRA AA genotipi siklig1 acisindan 6nemli bir fark saptandi. Lisi ve
ark. (141). yaptiklar1 bir ¢alismada ise EDNRA-231G> A polimorfik varyanti ile migren ve gerilim
tipi bas agris1 (TTH) arasinda anlaml farkliliklar bulunamadi. Migren ile 5-HTT, Tiimor nekroz
faktor, Cinsiyet hormon reseptorii gibi bircok gen polimorfizmleri ile ilgili meta-analiz ¢alismalar
yapilmistir. Miao ve ark. (78) yaptiklar1 meta-analiz ¢alismasinda ise migren hastalar1 ve EDNRA -
231G> A polimorfizmi arasinda anlamli bir iliski bulunurken, TTH hastalar ve saglikli kontroller
arasinda herhangi bir iliski bulunamamistir. Migren riski AA genotipi olan bireylerde, GA ve GG
olanlardan yaklasik 1.36 kat daha fazla bulunmustur.

Bizim calismamizda rs1801708 polimorfizmi hasta grubumuzda G/G genotip sikligi A/A
genotip siklifindan 3,7 kat daha fazla oldugu goriildi. Ayni sekilde G/G genotipinin sikhigi A/G
genotipinin sikligindan 1,03 kat daha fazla bulundu. Kontrol grubumuzda ise A/G genotip siklig
A/A genotip sikligindan 5,3 kat daha fazla oldugu goriiliirken, A/G genotip siklig1 G/G genotip
sikligindan 1,45 kat daha fazla bulundu. rs-1801708 polimorfizminde istatistiksel olarak anlaml bir
farklilik olmadig1 gézlenmistir (p=0,223).
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Hasta ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimi bakimindan istatistiksel olarak anlamh
bir farklilik bulunamamistir. Bu sonuglar migren icin 6zellikle endotelin ve reseptorlerinin roli
bakimindan yeni Onleyici tedbirler olasihiginm1 disiindiirmektedir. Son zamanlarda, yapilan
calismalar endotelin geninin migren gelismesinde 6nemli rol oynadigim1 gostermektedir (86, 87,
105). Migrenin multijenerasyon gecisli oldugu 186 erkek ve 252 kadin olmak iizere toplam 438
Finlandiyali bireyi iceren, bagimsiz 50 aile ile yapilan bir calismada migren hastalar1 ile EDNRA
4q28-4931 lokusu arasinda anlamli iliskiler tespit edilmistir (86). EDNRA -231G>A bir
polimorfizminin EDNRA geninin transkripsiyonu ve ekspresyon diizeyinin diizenlenmesiyle iliskili
olabilecegi ya da yeni ekleme bolgeleri olusturarak genin islevini etkileyebilecegi diisiintilmektedir.
Normal tansiyonlu glokom hastasi olan 67 Koreli bireyde EDNRA -231 G> A polimorfizmi incelen
calismada AA genotipine sahip bireylerde daha diisiik goz ici basinci ile iligkili bulunmustur (87,
88).

Miao ve ark. (78) yaptiklari ¢alismada tiim meta-analizler icin oldugu gibi, baz1 kisitlamalari
goz oniinde bulundurulmasi gerekmektedir.

Bizim calismamizda EDNRA rs5333 polimorfizmine ait genotiplerin degerlendirilmesinde
hasta grubumuzda T/T genotip siklig1 C/C genotip sikligindan 6,75 kat daha fazla oldugu goriildii.
Aymi sekilde T/T genotipinin sikligi C/T genotipinin sikligindan 1,42 kat daha fazla bulundu.
Kontrol grubumuzda ise T/T genotip sikligi C/C genotip sikligindan 5,76 kat daha fazla oldugu
gorilirken, T/T genotip sikligit C/T genotip sikhigindan 1,22 kat daha fazla bulundu. Hasta ve
kontrol grubu arasinda genotip dagilimi bakimindan istatistiksel olarak anlaml bir farkhilik
bulunamamuistir.

Endotelin reseptér A genine ait 2 polimorfizmin hasta ve kontrol grubundaki allel
sayllarinin istatistikleri rs1801708 ve rs5333 polimorfizminin hasta ve kontrol gruplarinin Hardy
Weinberg dengesinde oldugu goruldu.

Ayrica, hastalarin 6zge¢mis ve soygecmis Ozelliklerinin degerlendirildiginde, hasta ve kontrol
gruplari ile kiiciikken araglarda mide bulantis1 yasama durumu arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iliski bulunmustur (p<0,001). Bu veriler, ebeveynlerin, 6zellikle de ailesinde migren hikayesi
olanlarin ¢ocuklarini arag yolculuklarinda gozlemlesinin 6nemini vurgulamaktadir.

Hasta ve kontrol gruplari ile bas dénmesi atagi yasama durumu, ailede migren goriilme durumu ile
migren olma durumu arasinda ve hastalarda kontrollere gore 5,493 kat daha fazla migren tespit
edildi (odds ratio:5,493; p<0,001). Hasta ve kontrol gruplar1 Hardy-Weinberg dengesindedir
(p>0.05).

Istatistiksel olarak anlamli olmasada migrenin genetik kokenine isaret etme konusunda ¢ok
o6nemli bir bulgudur.

Migren genetik-biyolojik kokenli heterojen bir hastaliktir. Migren polimorfizmi ile ilgili bir

cok farkl gen calisilmis olmasina ragmen Endotelin Reseptér A gen polimorfizmleri ile ilgili

migren c¢alismalarina literatiirde ¢ok rastlanmamaktadir. Dolayisiyla bulgularimizi
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kiyaslayabilecegimiz arastirma sayisi ¢ok kisithdir. Calismalardaki tiim hastalar migren tani
kriterleri ile alinmasina ragmen, klinik spektrumun c¢ok genis olmasi yanlis siniflamalara yol
acabilecegi diisliniilmektedir.

Bu calisma ile goreceli olarak az sayida hasta ve kontrol ile gerceklestirildi. Toplum temelli
calismalarda yeterli gii¢c icin daha fazla say1 gerekebilir. Yasin heterojenite icin bir kaynak

olabilecegi dusiiniilmektedir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Migren giinliik yasamda karsilastigimiz siradan bas agrilarindan farkli olup uzun saatler
sliren, agrinin siddeti ve beraberinde yasanilan semptomlar ile fiziksel aktivilerin yapilmasini
zorlastirarak, giinliik hayatta yapilan islerin yapilamamasina dolayisiyla is kaybina neden olur,
genis kapsamli olarak sosyo-ekonomik etkileride bulunur boylece migren ataklari esnasinda ve
sonrasinda eslik eden rahatsizliklarla yasam Kkalitesini diistiriir (2). Tiirkiyede Hayran ve ark. (140)
yaptiklari calismada ise 2000 yilinda son bir y1l icinde migren’e bagh isgiictii kaybi, yilda ortalama
5.4 gilin oldugu bulunmustur. Bu is giicii kayb1 giinliik asgari tlicret lizerinden hesaplandiginda
biitceye getirdigi tahmini yiik, yilda yaklasik 270 trilyon TL (200 milyon Dolar) olarak
hesaplanmaktadir (140). Diinya Saghk Orgiitii (WHO) 2000 yih raporunda migren, is yapamama ve
is glicli kaybina neden olan yaygin hastaliklar icinde ilk 20 de erkeklerde 19. sirada, kadinlarda 9.
sirada yer almaktadir. EDNRA geninde meydana gelen tekli niikleotid degisimlerinin (SNPs),
endotel disfonksiyona neden olarak trigeminovaskiiler ve kortikal yayillan depresyona neden
olabilecegi hipoteziyle, EDNRA geninde rs1801708 ve rs5333 polimorfizmlerini arastirdik.

Calismamizda migren tanist olan 150 hasta ile 150 saghkli bireylerde EDNRA genine ait
rs1801708 ve rs5333 polimorfizmleri, Real-Time-PCR yontemi kullanilarak arastirildi. EDNRA
geninde bulunan rs1801708 ve rs5333 polimorfizmleri, genotip siklig1 ve allel dagilimi bakimindan
istatistiki olarak anlamli bulunamadi (p>0,05). EDNRA geninde, diger bolgelerdeki polimorfizmlerin
hasta sayisinin arttirillarak arastirilmasi ve calismanin genisletilmesi, EDNRA'nin migrenin
patofizyolojisindeki vaskiiler hipotezin 6nemini anlamimiza yardimci olabilir. Sonuc olarak, migren
patofizyolojisindeki vaskiiler bileseni etkileyen endotelin ve reseptorlerinin 6zellikle EDNRA'nin
roliinlin 6nemli bilgiler verebilecegine inaniyoruz.

2013-ICHD-III tani olgiitlerine gore migren 6 ana sinifa ayrilmaktadir. Calismamizdaki
hastalar migren’in alttiplerine gore siniflandirilmayip migren olarak tek bir gatida toplandi.
migren’'nin alttipleri arasinda genetik olarak farkliliklarin olabileceginden yola ¢ikilarak, hastalarin
migrenin alttiplerine goére smiflandirilarak toplanmasi, genotip ve allel dagiliminin
degerlendirilmesi genetik acidan hastaligin siniflandirilmasina katki saglayabilir.

Su anda, migrenin tanis1 anket, soru-cevap ve beyin goriintileme yo6ntemlerine
dayanmaktadir. Migren cevresel faktorler ve tetikleyiciler ile birden fazla genler arasindaki
etkilesimin bir sonucudur. Bu hastalikta rol oynayan genlerin bulunmasi migren patogenezinde
molekiiler yolaklar ile ilgili yeni ufuklara yol agabilir. Polimorfizmler migren hastalarinin fenotipik
ozelliklerini etkileyebilir ve proteinlerin fonksiyonu i¢in farkli sonuclar dogurabilir. Polimorfizmler
MTHFR, GRIA1, GRIA3, KCNK18, HCRTR1, SLC6A4, STX1A, CGRP, glutamat, 5-HT ve hipokretin-1
gibi marker olarak kullanilabilir. Bu tiir biyomarkerlar biyokimyasal veya molekiiler yontemlerle
bireylerin kan veya tiikiiriik 6rneginden tespit edilebilir ve migren tanisinda yardimci olacagi

diistiiniilmektedir. Bunlar aynm1 zamanda ila¢ yanmiti izleme, hastalik prognozu ve ilerlemesinde
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yardimcl olabilir. Bu tiir molekiiler faktdrlerin bazilar1 migren ila¢ tedavisi i¢in yeni hedef olarak
arastirilmaktadir. Ayrica, néropeptitlerin ve bunlarin reseptorlerinin, gelecekte migren profilaksisi
ve tedavisisinde kullanilabilecegi disiiniilmektedir. Genetik yatkinliklarin arastirilmasi, daha iyi
terapotik stratejiler gelistirmek agisindan ¢ok énemlidir ¢linki risk varyantlarinin ve etkilerinin
hastaligin bireysel, ailesel ve sosyal etkisinden dolay1 farkli popiilasyonlarda farklilik
gosterebilecegi diistiniilmektedir.

Calismamizi 6nemli kilan bir alan da, EDNRA geninde rs1801708 ve rs5333
polimorfizmlerinin Tiirk popiilasyonunda ilk kez arastirilmasidir. Literatiir taramasi yapildiginda
bu gen bolgeleri ile ilgili yapilan calisma sayisi yeterli degildir. Dolayisiyla 6érneklem sayilarinin
artirllarak endotelin gen bolgesinin marker sayisinin da artirilarak daha iyi taranmasi

gerekmektedir.
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EKLER

EK-1 Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

Yapilmasi planlanan calismada, migren ile iligkili olabilecegi diisiiniilen genetik degisimlerden

EDNRA gen polimorfizmleri arastirilacaktir.

Bu calismanin amaci; EDNRA genlerinde meydana gelen SNP'lerin migren hastaliginda etkin
olabileceginden yola ¢ikilarak bu yolagin olusumunda yer alan polimorfik degisimlerin migren
hastalig1 olusturma riski arasinda bir iliskinin var olup olmadiginin belirlenmesidir. EDNRA genine
ait SNP’lerin migren hastalifinin etiyolojisine katki saglamasi acisindan O6nemlidir. Yapilacak
calismanin ilag¢ tedavisi icin yeni hedeflerin belirlenmesinde ve genetik yatkinligin tanimlanmasi

acisindan katkida bulunacagi ve bir yol gdsterici olacag: diisiiniilmektedir.

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali ve Istanbul Universitesi Cerrahpasa
Tip Fakiiltesi Noéroloji Anabilim Dallar’'nin ortak katihmlariyla gerceklestirilecek olan bu

arastirmaya katiliminizin arastirmanin basarisi i¢cin 6nem tasidigini belirtmek istiyoruz.

Eger arastirmaya katilmay1 kabul ederseniz Prof.Dr.Aynur OZGE, Dog¢.Dr.Derya UGURLU ULUDUZ
veya onlarin gorevlendirecegi bir hekim tarafindan muayene edileceksiniz ve bulgular
kaydedilecektir. Muayene sonucunda eger doktorunuz uygun gorurse arastirmaya dahil olacaksiniz.
Yine izniniz dogrultusunda bu arastirmay: yapabilmek i¢in kolunuzdan 10 ml kadar kan almamiz

gerekmektedir.

Kan alinmasi sirasinda igne batmasina bagh olarak az bir aci1 duyabilirsiniz. Cok az bir ihtimal de

olsa igne batmasi sonrasinda kanamanin uzamasi veya enfeksiyon riski vardir.

Bu arastirmaya katiliminiz icin sizden herhangi bir iicret talep edilmeyecektir. Arastirmaya

katildiginiz i¢in size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Bu arastirmaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege baghdir ve
reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik olmayacaktir. Yine

arastirmanin herhangi bir asamasinda onayinizi cekme hakkina da sahipsiniz

Gonulliiniin sorumluluklari, kolundan 10 ml (1-2 tiip) kan vermektir. Arastirma icin istenilen

sorulara dogru cevap vermelidir.

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dal ve Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dali tarafindan migren tanisi1 konulmus 184 birey ile migren hastaligi
olmayan 184 bireye ait kan ornekleri bu arastirmaya konu olacaktir. Bu bireylere ait kan 6rnekleri

toplanacak ve vendéz kan orneklerinden DNA izolasyonu gerceklestirilecektir. izole edilen

55



DNA’lardan RealTime-PCR yoOntemi ile genotipleme yapilacaktir. Sonuglar istatistiksel olarak

degerlendirilecektir.

Arastirmadan makul 6l¢lide beklenen yararlarla ilgili olarak goniillii agisindan hedeflenen herhangi
bir klinik yarar yoktur goniilliiler bu durum hakkinda bilgilendirilecektir. ~Goniilliintin

arastirmaya katilimi istege baglidir ve gonilliiniin istedigi zaman, herhangi bir cezaya veya
yaptirima maruz kalmaksizin, hicbir hakkin1 kaybetmeksizin arastirmaya katilmayi reddedebilir

veya arastirmadan ¢eKilebilir.

Izleyiciler, yoklama yapan kisiler, Etik Kurul, Bakanlik ve diger ilgili saglik otoritelerinin goniilliiniin
orijinal tibbi kayitlarina dogrudan erisimleri bulunabilir, ancak bu bilgiler gizli tutulacaktir, yazih
bilgilendirilmis goniillii olur formunun imzalanmasiyla goniillii veya yasal temsilcisinin s6z konusu

erisime izin vermis olacaktir.

llgili mevzuat geregince goniilliiniin kimligini ortaya cikaracak kayitlar gizli tutulacaktr,
kamuoyuna ac¢iklanamayacaktir; arastirma sonuclarinin yayimlanmasi halinde dahi gontlliiniin

kimliginin gizli kalacaktir.

Arastirma konusuyla ilgili ve goniilliinlin arastirmaya katilmaya devam etme istegini
etkileyebilecek yeni bilgiler elde edildiginde goniilliiniin veya yasal temsilcisinin zamaninda

bilgilendirilecektir.

Gonillinin arastirma hakkinda, kendi haklar1 hakkinda veya arastirmayla ilgili herhangi olay
hakkinda daha fazla bilgi temin edebilmesi icin, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dalinda Prof.Dr.i.Omer BARLAS 0533 269 69 12, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Noroloji Anabilim Dalinda Prof.Dr.Aynur OZGE 0532 662 31 80, ve Istanbul Universitesi Cerrahpasa
Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dalinda Dog¢.Dr.Derya UGURLU ULUDUZ 0532 213 39 16

numaralarindan ulasabilecektir.
Gonulliiniin arastirmaya devam etmesi icin Ongoriilen stire, 3 aydir.
Arastirmaya katilmasi beklenen tahmini goniillii say1s1 minimum 368’ dir.

Goniilliilerden elde edilecek olan Biyolojik Materyal olan periferik kandan izole edilen DNA’lardan

RealTime-PCR yontemi ile genotipleme yapilacaktir.
Biyolojik materyallerin analizleri yurdisinda yapilmayacaktir.

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalar1 okudum. Bana, yukarida konusu ve
amac1 belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi belirtilen hekim tarafindan
yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak
arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma

dis1 birakilabilecegimi biliyorum.
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S6z konusu arastirmaya, hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmayir kabul

ediyorum.

GONULLU

Ad1, Soyadi

Tel numarasi

Tarih

imza

HEKIM

Ad1, Soyadi

Tel numarasi

Tarih

imza

GORUSME TANIGI

Ad1, Soyadi

Tel numarasi

Tarih

imza

- Migren Tanis1 Almis Bireylerde EDNRA Gen Polimorfizmlerinin Arastirilmasi konulu
¢alisma kapsaminda alinan biyolojik 6rneklerin (kan)
- (Gonilli tarafindan uygun olan sik isaretlenmelidir)

. B Sadece yukarida bahsi gecen calismada kullanilmasina izin veriyorum.
_ O Ileride yapilmasi planlanan tiim ¢alismalarda kullanilmasina izin veriyorum.

. b Hicbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.”

seklinde goniilliiniin konu ile ilgili rizasi, Etik Kurul onay1 alinmak suretiyle yapilacaktir.
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EK-2 Etik Kurul Onay1

T.C.

MERSIN UNIVERSITES|I REKTORLUGU
KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

Karar Tarihi

Toplant: Sayis:

Karar Sayisi
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