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TESEKKUR
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Biyoloji Anabilim Dali Bagkan1 Dog. Dr. Hact Omer ATES’e, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Ogretim
Uyesi Dog. Dr. Aydin RUSTEMOGLU na ve laboratuvar calismalariyla ilgili bilgi ve becerilerimin
geligmesine yardimci olan Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Ogretim iiyesi Yrd. Doc. Dr. Serbiilent
YIGIT e tesekkiir ederim.
Laboratuvar galismalarim sirasinda her tiirlii yardim ve destegini gérdiiglim Anabilim Dalimz
Aras. Gor. Nihan BOZKURT’a, Aras. Gor. Saime SEZER’e ve Aras. Gor. Emel ENSARI
OZSOY’a tesekkiir ederim.
Ayrica benden yardimlarini esirgemeyen Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans
Ogrencisi Tugba CEVIZ’e tesekkiir ederim.
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OZET
AKUT INME TANISI ALMIS HASTALARDA TNFRSF11B GEN
POLIMORFIZMININ
DEGERLENDIRILMESI
Pimar COGAS, Yiiksek Lisans Tezi

Gaziosmanpasa Universitesi Tokat, 2015

Inme, diinya genelinde insanlarda 6liime sebep olan hastaliklar arasinda 3. sirada yer alan
onemli bir hastaliktir. Insanlarda osteoporoz ve vaskiiler hastaliklarin birlikte gézlenmesi ve yapilan
klinik calismalarda bu hastalarda serum tiimor nekrozis faktor reseptor siiper ailesi liyesi 11b
(TNFRSF11B) diizeylerinin yiiksek bulunmasindan dolayi, TNFRSFIIB’nin ateroskleroz ve
kardiyovaskiiler hastaliklar icin risk faktorii olabilecegi 6ne siirlilmiistiir.

Calismamizda akut inme ile TNFRSFIIB geni 1181G>C polimorfizmi arasindaki iliskiyi
degerlendirmek icin 107 akut inme gecirmis hasta ve 100 saglikli kontrol DNA’lar1 polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ve restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmiyle (RFLP) analiz edildi.

Hasta ve kontrollerin genotip ve allel sikliklar1 karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi (sirasiyla p=0,476 ve p=0,622). Akut inme gegirmis hastalarin
demografik ve klinik ozellikleri ile TNFRSF11B geni 1181G>C polimorfizmi karsilastirildiginda da
herhangi bir iliskiye rastlanmadi (p>0,05). Sonug olarak, bulgularimiz, akut inme ile TNFRSF11B
geni 1181G>C polimorfizmi arasinda bir iliski olmadiin1 gdstermektedir. Bununla birlikte hasta
grubu ve kontrol grubu sayis1 artildiginda olasilik oraninin negatif veya pozitif yonde degismesi
olasilig1 vardir.

Anahtar Kelimeler: TNFRSF11B, inme, polimorfizm
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SUMMARY
EVALUATION OF TNFRSF11B GENE POLYMORPHISM IN PATIENTS
DIAGNOSIS WITH ACUTE STROKE
Pinar COGAS, MsC Thesis

Gaziosmanpasa University, 2015

Stroke is an important disease that is placed in the third position among the diseases that
cause death in humans worldwide. Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11b
(TNFRSF11B) has been suggested to be a risk factor for atherosclerosis and cardiovascular diseases
because of the observation of osteoporosis and vascular diseases together in humans, and the high
levels of serum TNFRSF11B in these patients in clinical trials.

The DNAs of 107 acute stroke patients and 100 healthy controls have been analysed by
polimerase chain reaction (PCR) and restriction fragment lenght polymorphism (RFLP) to evaluate
the relation between TNFRSF11B gene 1181G>C polymorphism and acute stroke in our study.

When we compared the genotype and allel frequencies of patients and controls, any
statistically significant differences was not found between them (p=0,476 ve p=0,622, respectively).
Any association also was not observed when demographical and clinical characteristics of patients
was compared with TNFRSF1IB gene 1181G>C polymorphism (p>0,05). As a result, our findings
showed that there was no asssociation between TNFRSF11B gene 1181G>C polymorphism and acute
stroke. However, there is a possibility that the odds ratio could change either positively or negatively
if the sizes of the patient and the control groups are increased.

Key words: TNFRSF11B, stroke, polymorphism
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SIMGELER VE KISALTMALARI
AF: Atriyal firilasyon
bFGF-2: Temel fibroblast biiylime faktorii 2
bSKA: Bolgesel serebral kan akimi
bSPB: Bolgesel perfiizyon basinct
bSVR: Bolgesel serebrovaskiiler rezistans
BT: Bilgisayarli tomografi
CADASIL: Subkortikal enfarkt ve I6koensefalopati ile giden otozomal dominant serebral arteriyopati
CD40: Farklilagsma kiimesi 40
CD40/FAS: Farklilasma kiimesi 40/fas ligandi
EKG: Elektrokardiografi
FGF: Fibroblast biiyiime hormonu
GIA: Gegici Iskemik Atak
IGF: Insulin benzeri biiyiime hormnu
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LPS: Lipopolisakkarit
MR: Manyetik rezonans
NINDS: Nérolojik bozukluklar ve inme ulusal enstitiist
NF- kb: Niiklear faktor kb
NSR: Normal siniis ritmi
OR: Olasiliklar orani
OCIF: Osteoklastojenezisi inhibe edici faktor
OPG: Osteoprotegerin
PGE2: Prostoglandin E2

PKB: Portein kinaz B



PTH: Paratiroid Hormon

PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu

RANK: Reseptor aktivator niikleer kapa B

RANKL: Reseptor aktivator niikleer kappa B ligandi

RFLP: Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi

SSS: Santral sinir sistemi

ST: Segment Elevasyonu

TGF-a: Doniistiirticli bliylime faktorii o

TGF-f: Doniistiiriicti biiylime faktorii B

TNF: Timor nekroz faktor

TNFR: Tiimor nekroz faktor reseptori

TNFRSF11B: Tiimor nekroz faktor reseptorii stiper aile tiyesi 11B
TOAST: Akut inme tedavisinde kullanilan siniflandirma yontemi
TRAF: Tiimér nekrozis faktor reseptor iliskili faktor

TRANCE: TNF ile iliskili aktivasyonla indiiklenmisg sitokin

TRAIL: TNF ile iligkili apoptozisi indiikleyen ligand



1-GIRIS ve AMAC

Inme, ani geligen, anormal kasilma, kuvvet kaybi ve konusma bozuklugu olarak
tanimlanmis olup beynin belli bir bélgesine kan akimi saglayan damarin tikanmasi veya
kopmasi sonucu olusmaktadir (Allan, 2005). Diinya Saghk Orgiitii’niin 2008 yilinda
yayinladifi rapora gore, inme ve diger serebrovaskiiler hastaliklar, koroner kalp
hastaliklarindan sonra diinyadaki 2. 6lim nedenidir (WHO, 2008). Amerikan Kalp
Dernegi’nin 2010 yilinda yayinladig: istatistik raporuna gore, her yil 795.000 insan
inme gecirmektedir. Bunlarin 610.000 tanesi ilk atak, 185.000 tanesi ise tekrarlayan
inmedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde her 40 saniyede bir kisi inme gegirmektedir
(Roger ve ark, 2010). Inme vakalarimin %80-85’i iskemik, %15-20’i hemorajik
kokenlidir (Silverman ve ark, 2009).

Inme olgularinin %80-85ini olusturan iskemik inmelerin en sik ii¢ nedeni damar
embolizm, aterotromboz ve kanlanmanin azalmasidir (Ayala ve ark, 2002). Iskemik
inmenin diger nedenlerinden bazilar1 kan damarlarimin iltihaplanmasi, damar duvarinin
icine kanamanin olmasi ve toplardamar icerisinde piht1 olusmasidir. Kardiyoembolik
inmelerin nedenlerin yaklagik yarisim ritim bozuklugu (AF) olusturur. Inme icin bilinen
risk faktorlerlerinden en sik rastlananlari hipertansiyon, diyabet ve kolesterol
yiiksekligidir (Adams ve ark, 1993).

Osteoprotegerin  (OPG), osteoklastojenezisi inhibe edici faktor (OCIF) ya
da tlimor nekroz faktorii reseptdrii siiper aile tiyesi 11 B (TNFRSF11B) olarak bilinir ve
insanda TNFRSFIIB geni tarafindan kodlanir. 7NFRSFIIB geni insanda 8.
kromozomun uzun kolu tizerinde 8q24° te yerlesiktir. 401 aminoasitlik bir polipeptid
sentezler. Bu polipeptidin 21 aminoasitlik propeptid kismui ayrildiktan sonra 380

aminoasitlik olgun protein kismini olusturarak post translasyonel degisime neden



oluyor. 120 kDa’luk disiilfit bagi iceren aym iki polipeptit ve 60 kDa’luk tek bir
polipeptit zincir yapisinda hiicre disina ¢éziiniir bir glikoprotein olarak salgilanir. TNFR
stiper ailesinin diger reseptorlerinden farkli olarak transmembran ve sitoplazmik
kisimlar icermez. TNFRSF11B yedi yapisal bolgeden olusur (Schoppet, 2002).

TNFRSF11B, osteoklastogenez inhibisyonuyla kemik déngiisiiniin merkezinde
bulunur. Osteoporoz ve vaskiiler kalsifikasyonun;, RANKL/TNFRSFIIB sistemi
aracithifiyla iligkili olabilecegi ©ne siiriilmiistiir. Sonugta, kemikten mobilize olan
kalsiyumun damar duvarina yerlesmesine neden olur. Bununla birlikte, bazi hayvan
calismalarinda TNFRSF11B’nin aterosklerotik lezyonun progresyonuna karsi koruyucu
bir faktor olabilecegini diisiindiiren sonuclar da elde edilmistir (Esen, 2011).

Insanlarda vaskiiler hastaliklar ve osteoporozun sikga beraber gozlenmesi, hedefi
olan vaskiiler hiicreler ve TNFRSFIIB'nmin kaynagi olan osteoklastlar, iskelet ve
vaskiiler sisteme yakin hiicreler arasinda baglanti oldugu diisiiniilmektedir. Insanlar
tizerindeki son klinik arastirmalarda yiikselmis serum TNFRSF1IB diizeylerinin
ilerleyen ateroskleroz ve kardiovaskiiler hastaliklar icin bagimsiz bir risk faktorii oldugu
ileri sirilmektedir. Serum TNFRSFI11B diizeyinin, koroner arter hastalifiyla yakin
iliskili oldugu, dolayisiyla bu sitokinin koroner arter hastali1 icin bir belirteg¢ oldugu
diistintilmektedir (Esen, 2011).

INFRSFI1B geninin ¢ok sayida polimorfizme sahip oldugu tespit edilmistir:
TNFRSF1IB proteinin plazma seviyesi ve fonksiyonel aktivitesi, bu gen
varyantlarindan etkilenmektedir. Internal karotis arter darligi olan hastalarda yiiksek
olan TNFRSF11B protein seviyesi 245T>G, 950T>C ve 1181G>C polimorfizmleri ile

iliskilendirilmistir. {talyan populasyonunda yapilan bu calismada iskemik inmeli 364



diabet hastasi ile iskemik inme gecirmemis 492 diabetik hastas: incelenmis ve iskemik
inme ile TNFRSF11B gen polimorfizmleri arasinda iligki bulunmustur (Biscetti, 2013).
Bir hastalik igin risk faktorlerinin bilinmesi etiyolojinin aydinlatilip, proflaktik
yaklagimlar sunabileceginden 6nem tasir. Genetik ¢alismalar, etiyolojiyi saptamak, olasi
riskli hasta grubunu belirlemek agisindan pek c¢ok hastalikta oldugu gibi inmede de
elzemdir. Bu amagcla planladigimiz bu ¢alismada; Tiirk populasyonunda TNFRSF11B

geni 1181G>C polimorfizmi ile akut inme arasindaki iliski degerlendirilmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1.TANIM

Serebrovaskiiler hastaliklar beyin damarlarindan ge¢mekte olan kanin yapisinda
olusan bozulmalar sonucu damarlarin tikanmas: ya da kan damarlarinin kanamasiyla
olusan merkezi sinir sistemi hastaliidir ve diinyada kalp hastalifi ve kanserden sonra
tiglincti 6lim nedenleri arasinda olup, beynin en sik goriilen hastaliklaridir. Hastaneye
bagvuran hastalarin biiyiik cogunlugunu olusturan 6nemli serebrovaskiiler hastaliklar
dliimeiil olabildigi gibi bireylerde cesitli bedensel islevsizlige yol actig1 icin hastaliin
iyilestirilmesine yoOnelik bakim gerektiren, ekonomik ve sosyal sorunlara da yol
acabilmektedir (Adams, 1997; Kumral, 1993).

Norolojik Bozukluklar ve Inme Ulusal Enstitiisi (NINDS), serebrovaskiiler
hastaliklar arasinda yer alan inmeyi beyne giden kan akimimnin ani bir rahatsizlik
nedeniyle engellenmesine bagli olarak gelisen beyin fonksiyonlarindaki bozukluk
olarak tanimlar (http://www.ninds.nih.gov/disorders/stroke/stroke.htm). Akut inmenin
%80-85’1ni olusturan iskemik inmelerin en sik {i¢ nedeni aterotromboz, atardamarlarda,
embolizm ve kanlanmanin azalmasidir (Ayala ve ark, 1998). Iskemik inmenin diger
nedenlerinden bazilar1 kan damarlarinin iltihaplanmasi, damar duvarinin igine
kanamanin olmasi ve toplardamar igerisinde pihti olusmasidir. Kardiyoembolik
inmelerin nedenleri arasinda yaklagik yarisini ritim bozuklugu (AF) olusturur. inme igin
bilinen risk faktorlerlerinden en sik rastlananlari hipertansiyon, diyabet ve kolesterol

yiiksekligidir (Adams ve ark, 1993).



2.2. INME INSIDANSI

Belirli bir zaman periyodunda bir populasyonda ortaya c¢ikan verilerin
serebrovaskiiler olaylar acisindan epidemiyolojisini incelemede en gegerli yoldur.
Malmgren ve ark. (1987), insidans calismalarinda ideal kriterleri; inmenin tanimu iyi
yapilmali, GIA (Gegici istemik atak) dislanmali, populasyon da sinirlama yapilmaksizin
incelenmeli, inmelerin kayitlari iyi tutulmali, ilk atak olmali ve yaglara gore insidansi
incelenmeli seklinde sdylemislerdir (Balkan, 2002).

ABD ‘de yilda 600000 yeni ya da tekrarlayan inme meydana gelmektedir.
Yillara ve tlilkelere gore degismekle beraber, genel bir fikir vermesi agisindan bazi
insidans degerlerinden s6z edilecek olursa; inme erkeklerde 174/100000; kadinlarda
122/100000 oranlarinda bildirilmistir. Inme insidansi siyah irkta 233/100000, beyaz
rkta 93/100000’tur (Kiirsad, 2004).

Yapilan yillik caligmalarda yaslara gore dagilimi: 55-64 yas arasi yillik inme
insidans: binde 1.7-3.6 kisi, 65-74 yas aras1 binde 4.9-8.9 kisi, 75 yastan sonra binde
13.5-17.9 kisidir. Ortalama yaslar1 60 olan kadinlarin inme insidanslari erkeklere oranla
2-3 kat daha azdir ve 85 yasa dogru bu oran azalmaktadir (Giines, 2005). 45 yas Oncesi
inme insidansini, tiim olgularin 4/100’{int olusturduklar i¢in tahmin etmek zordur. 15-
45 yas aras1 inme insidansini Nencini ve ark.’lar1 1/1000 olarak belirtmisglerdir (Nencini,

1988).



2.3.INME PREVALANSI

Populasyonda belirli bir zamandaki olgularin total sayisina inme prevalansi
denir, yasayan hastalara ve inmesi olan olgularin insidansina baglidir. Prevalans yagla
birlikte artmakta ve cografi fakttrlerden etkilenmektedir. Bati tilkelerinde inme
prevalansi binde 8 iken Japonya’da binde 20’dir ve tilkemizde ise bu konuda yapilmis
saglikli calismalar yoktur (Kumral, 2004). Bati tilkelerinde son on yilda yapilan
calismalarda inmeye bagli 6lim oraninin azaldigi vurgulanmaktadir. Ortalama yasam
siirelerinin uzamasi, inme sebepli Oliimlerin ve inme insidansinin azalmasiyla
baglantilidir (Kuller, 1989). 1988 yilinda Bogousslavsky ve ark.’larinin yaptiklar
calismaya gore de, inmelerin %89’u iskemiktir; bunun da %42’si aterosklerotik nedenli
inmelerdir (Bougusslavsky ve ark, 1998). Ulkemizde Ege iiniversitesinde yapilan
calismaya gore ise inmelerin yiizde 76’s1 iskemiktir, bunun da yiizde 36’s1 ateroskleroza
bagli inmelerdir. Iskemik inmelerde ortalama yas 63+12, hemorajik inmede ortalama

yas 59 = 12°dir (Balkan,2002).

2.3.1.inmenin Siniflandiriimasi

Inme etiyolojisine gore ilk smiflandirmalar, lezyonun patolojisine gore yapilmis
ve tiim inmeler %85 iskemik, %15 hemorajik olarak gruplandirilmistir (Balkan, 2002).
[Iki olan iskemik inmede yetersiz kan akis1 bir serebral infarktus alanina neden olurken,
ikincisi hemorajik olanda ise beyin parenkimasi veya subaraknoid mesafaye olan

kanama beyin dokusunu hasara ugramasina sebep olmaktadir (Emre, 2007).



2.3.1.1.Iskemik Inme

Beyin viicut agirhiginin %2’sini olusturmasina ragmen metabolik olarak en aktif
organlardan biridir. Bu aktiviteyi saglayabilmek ig¢in zengin kan akimina gereksinim
duymaktadir. Eriskinlerde kalp debisinin normalde %15-17 kadar1 beyine gitmektedir.
Bu sayede akcigerler tarafindan tutulan oksijenin %20’si kullanilir. Beyin genel olarak
dakikada 750-800 ml kan kullanip 46 ml kadar da oksijen tiiketimi yapmaktadir. Beyin
dokusunun 100 gramina dakikada 50 ml kan gelir (Balkan, 2002). Bu olaya bolgesel
serebral kan akimi (bSKA) denir. bSKA; bolgesel perfiizyon basincinin (bSPB) bolgesel
serebrovaskiiler rezistansa (bSVR) oraniyla belirlenir. Normal sartlarda sabit olmasina
karsin bSPB kani serebral dongiliye yollayan arteryal basingla geri donen vendz basing
arasindaki farktan elde edilir. bSKA’daki bu degisiklikler genel olarak bSVR’deki
degisimlere baglidir (Kumral, 2004). Fizyolojik sartlarin sabitlendigi ortamlarda beyin
kan akimu sistemik kan basinci degisikliklerinden etkilenmez. Sistemik ortalama arter
basinct 70-160 mmHg arasinda bir de@er aldigi siirece beyin kan akiminin sabit
kalmasim1 saglayan mekanizmaya otoregiilasyon adi verilmektedir. Prekapiller
damarlardaki direng¢ degisikligi ile otoregiilasyon saglanir (Kirig, 2004). Serebral kan
akimmnin 8-23 ml/dak/100 g oldugu durumlarda morfolojik degisiklikler olusur. Yogun
iskemik merkez ve bu bdlgenin etrafinda kollateral akim oldugunda elektriksel néronal
fonksiyonunun bozuldugu fakat yasayan noronlarin bulundugu bir halka vardir ki buna
iskemik penumbra ad:i verilir. Bu kan akimi sayesinde Elektroensefalografi (EEG)’de
yavaglama goriiliir. Bu diizeyin altina diisttigiinde iskemik dokunun enerji ihtiyaci alt
seviyededir ve norolojik belirtiler ortaya c¢ikmaya baslar. Serebral kan akiminin 8

ml/dak/100 g altina diismesi doku nekrozuna neden olur (Kiris, 2004; Adams, 1993).



Beyin kan akiminin saniyeler ic¢inde tamamen durmasi, ndron kaynakli
elektriksel iletimin kesilmesine, enerjinin birka¢ dakika i¢inde azalmaya baslamasina
ve kan i¢i dengenin ise bozulmasina sebep olmaktadir (Adams, 1993). Bu durumda
yiiksek enerjili fosfatlarin tiikenmesiyle membran iyon pompast iflas eder. Potasyum
hiicre disma ¢ikarken, sodyum, klor ve su hiicre igine girerek membran
depolarizasyonun olusmasini saglarlar. ATP ve fosfokreatinin kaybi, sodyum-potasyum
transport sisteminin iflas1 geri doniistimlii oldugu igin geri doniisiimsiiz yikim ortaya
¢itkmayabilir. Beyin hiicreleri ATP kaybini tam iskemide bir saat kadar idare edebilir.
Iskemik hiicrede ATP oksijensiz olarak, diisiik olan glikoz ve glikojen depolarindan
tiretilemez. Laktat ve hidrojen iyonlarinin birikmesiyle laktik asidoz olusur. Hidrojen
iyonlar1 demire baglanip serbest radikallerin olusumasini baglatir ve astroglial
zedelenmenin artmasma neden olur. Iyon pompasinin islevini yapmamasi anoksik
depolarizasyona yol acar. Sonug¢ olarak potasyum hiicre digina, sodyum, klor ve
kalsiyum hiicre ic¢ine girer. Bunlara glutamat ve aspartat gibi eksitatér aminoasitlerin
salinimi da eglik eder. Kalsiyumun hiicre i¢ine girmesi iskemik néron da hasari arttirir.
Kalsiyum fosfolipaz: aktif hale getirerek membrana bagli gliserofosfolipidlerin serbest
yag asitlerine ayrismasina ve sonugta diger membran lipidlerinin serbest radikal
peroksidasyonuna sebep olur. Bir de kalsiyum proteaz enzimlerinin aktif hale gelmesine
sebep olarak proteinlerin lizisine ve nitrik oksit sentetazin aktif hale gelmesine, serbest
radikallerin ortaya ¢cikmasina neden olur. Tiim bunlarin sonucunda da geri doniistimsiiz
hiicre hasar1 olusur ve hiicre 6liimii gerceklesir (Gilroy ve ark, 2000).

Akut iskemiden dakikalar veya saatler sonrasinda sitotoksik odem gelisir.
Iskemik 6dem ise inmeden 1-3 saat sonra giderek artar ve 5. giin civarinda maksimum

seviyeye ulasir. Global veya fokal serebral iskemi sonrasi parenkimal dokunun hasari



iskemi anindaki kan miktar1 ve iskeminin siiresine baglidir. Iskemiye ugrayan dokuda

belirli bir siire sonra yeniden kanlanma oldugunda dokular normal fonksiyonlarini

yapabilir. Fakat hasarli doku ile kan kars: karsiya geldiginde yeni hasarlar veya nekroz

bolgesi gelisebilir. Kan akimi normallesmesi sirasinda olan hasarlanmaya ‘reperfiizyon

hasar1’ adi verilir. Reperfiizyon ilerleyen zamanda néron kaynakli hasarlara yol acarak

hastalifin seyrinde kotiilesmeye sebep olabilir (Adams, 1993; Gilroyve ark, 2000).
Etiyolojisine gore serebral infarktlarda siniflandirma, akut iskeminin tedavisi ve

hastaligin seyrinin yami sira, ikincil koruma agisindan da onemlidir. Bamford ve

ark.’lart 1991 yilinda klinik verilere Oncelik vererek asagidaki siiflandirmay:

yapmuslardir (Bamford ve ark, 1991).

1- Total anterior sirkiilasyon infarktlar1 (TACI)

2- Parsiyel anterior sirkiilasyon infarktlari (PACI)

3- Posterior sirkiilasyon infarktlar1 (POCT)

4- Lakiiner infarktlar (LACI)

1993 yilinda ise akut inme tedavisi (TOAST) calismasinda kullanilan siniflandirma

klinik verilerine ilaveten etiyolojiye de yer vermistir (Adams ve ark, 1993).

1- Genis arter aterosklerozu (Tromboz veya Emboli )

2- Kardiyoembolizm

3- Kiiclik damar okliizyonu (Lakiin)

4- Diger belirlenen nedenlere bagli iskemik inme

5- Nedeni belirlenemeyen iskemik inme
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TOAST calismasinda kullanilan simiflandirmaya gore:

Genis arter aterosklerozu:

Tiim iskemik inmelerin %50 si genis arter aterosklerozuna baglidir. Bu grup
siklikla ekstra kranial ve daha nadir olmak iizere intrakranial damarlarda ve bunlarin iki
dala ayrilan bolgelerinde olusan aterom plaklarinin kopmasiyla bunu takip eden
tromboza baglh olarak geligir. Bu sistemde proksimal arterin %70 - 80 ve iizerindeki
darliklar1 s6z konusudur.

Inmenin genis arter ateresklerozuna bagli oldugunu soyleyebilmek icin kranial
BT ve kranial MR’da bir arter alanina uyan nekroz bolgesinin capinin 1,5 cm’den
biiyiik olmasi, dopler ultasonografi ve anjiyografide belirtiden sorumlu damarda,

%50’den fazla stenoz veya okliizyon tespit edilmesi gerekmektedir (Balkan, 2002).

Kardiyoembolizm

Bu gruptaki tiim iskemik inmelerin %20’sinin olusmasini saglayan neden
kalpten kaynaklanan embolilerdir ve ani gelisen, bazen biling kaybmn eslik ettigi
inmelerdir. Baslangicta epileptik nobetler ¢ogunlukla inmeye eslik ederken, istisna
olarak bazi vakalarda ise, ilerleyen saatlerde nérolojik gerilemelerde hizla diizelmeler
gozlenebilir.

Kranial BT veya MR’da genis arter ateresklerozunda oldugu gibi, bir arter
alanina uyan genis kortikal nekroz bélgeleri gériilmektedir ve degisik vaskiiler alanlarda

cok sayida lezyonun varlig: tanilamada belirtectir (Balkan, 2002).
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Kiiciik Damar Okliizyonu (Lakiin) :

Genel olarak yash hastalarda, tiim iskemik inmelerin %25’ini olusturan bu
gruptaki hastalardan hipertansiyon veya diabeti olanlarda ortaya ¢ikar. Lakiiner infarkt
tanisi icin, bu gruba 6zgii klinik belirteclerin varligt (piir sensoryal, sensori motor inme
ve ataksik hemiparazi) ile birlikte, krainal BT veya MR’da saptanan doku nekroz
capmin 1,5 cm’ den kiigiik olmasi ve belirgin doku nekrozlarinin gézlenmesi tanilamada
O6nemlidir (Balkan, 2002).

Diger belirlenen etyolojiler:

Bu grupta, SSS’nin primer ve sekonder damar iltihaplari, CADASIL ve serebral
amiloid anjiopati gibi nadir gorilen kiiclik damar hastaliklari, konjenital damar
hastaliklari, mitokondriyal hastaliklar, carpma ve kiiciik doku pargalart ile kan
hastaliklarr yer alir ve tiim iskemik inmelerin %5’inden az yer tutarlar. Anjiografi,
leptomaningeal biyopsi ve ayrintili hematolojik, mikrobiyolojik ve biyokimyasal testler
uygulanarak teshis konur. Potansiyel kardioembolizm ve genis arter aterosklerozu saf

dist birakilmalidir (Balkan, 2002).

Sebebi belirlenemeyenler:

Ayrintili - incelemelere ragmen etyolojisi  bulunamayan beyin dokusu
harabiyetleriyle, yeterli tetkik edilemeyen vakalar bulunmaktadir. Bir de yapilan
tetkiklerde birden fazla etyolojik neden bulunan vakalar da bu grupta degerlendirilir

(Adams, 1993).
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2.3.1.2.inmede Risk Faktorleri
Cevresel veya bireysel bazi ozellikler ve sartlar, iskemik inme riskini artirabilir.

Risk faktorleri degisik yollarla inme olusumunu neden olabileceginden birden fazla risk
faktorii olan kisilerde inmeye yakalanma riski daha yiiksektir. Ileri yas ya da genetik
yatkinlik gibi 6nlenemez durumlar gérmezden gelinirse, bu risklerin taninmasi, inme
icin Oneminin belirlenmesi ve giderilmesi, akut inme sonucu olusan beyin hasarini
minumum seviyeye indirme girisimlerinden dogal olarak daha etkilidir (Kutluk, 2004).
Iskemik inmenin olusumuna sebep olabilecek risk faktorlerinin saptanmasi tedavi ve
koruyucu hekimlik acgisindan biiyiik bir 6neme sahiptir.
Iskemik Inme Risk Faktérlerinin Siniflandirilmasi:
1-Degistirilemeyen risk faktorleri

* Yas

* Cinsiyet

e Irk

* Genetik
2- Degistirilebilen risk faktorleri
2.1- Kesinlesmis faktorler

* Hipertansiyon

* Diyabetes mellitus (hiperinsiilinemi, glukoz intoleransi)

* Kalp hastaliklar

* Hiperlipidemi

* Sigara

* Asemptomatik Karotissistenozu

* Orak hiicreli anemi
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2.2 Kesinlesmemis faktorler
* Alkol kullanimi
¢ Obezite
* Beslenme alisanliklart
* Fiziksel inaktivite
* Hiperhomosistenemi
* Madde kullanimi ve bagimlilig
* Oral Konraseptif Kullanimi
* Hiper koagiilabilite
» Inflamasyon

* Migren

Degistirilemeyen Risk Faktorleri

Yas: Inme genel olarak yasli populasyonunda goriilen bir hastalik olarak bilinmektedir
ve inmeye yakalanma riski elli bes yasindan sonra her on yilda 2 kat artar.

Cinsiyet: Kadinlara gore erkeklerde daha fazla goriilmesine ragmen kadin hastalarda
oliimle sonuglanma orani daha yiiksektir.

Irk: Cinlilerde, Zencilerde ve Japonlarda inmeye yakalanma orani daha yiiksektir.

Aile oykiisii: Kalitsal ozelliklerin anne ve babadan cocuga gecmesi lizerine yapilan
calismalarindan elde edilen verilere gore monozigot ikizlerde inme riski, dizigot
ikizlerdekinden bes kat daha yiiksektir. Baba veya annede inme &ykiisli varsa, inme

riski artar (Kutluk, 2000).
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Yapilan genetik calismalar, inme cesitleri ile haplotip tipleri arasinda iliskinin
olabilecegini ortaya koymaktadir ama patojenik faktor olusturabilecek bir mutasyon

heniiz bulunmamustir (Goldestein ve ark, 2006).

Degistirilebilen risk faktorleri

Kesinlesmis risk faktorleri

Hipertansiyon: Hem hemorajik, hem de iskemik inme icin major risk faktorii arasinda

yer almaktadir. Yapilan sayisiz calismalarda ve klinik arastirmalarda sistolik kan
basincinin 120-140 mmHg, diastolik kan basincinin ise 80-90 mmHg iizerinde olmasi
kalp hastaliklar1 ve inme riskini yasa bagli olarak arttirmaktadir. Kan basincinin
diismesi ise inme riskini azaltici etki saglamaktadir (Kutluk, 2004). Kan basincinin
kontrol altina alinmasi, bobrek ve konjestif kalp yetmezligi olan hastalarda organlarin
daha fazla zarar gbrmemesinin yaninda inme riskini de azaltmaktadir (Vasan ve ark,
2002).

Kalp Hastaliklari: Tim iskemik inmelerin %20’si ve genclerde sebebi bilinmeyen

inmelerin %40’inda potansiyel kardiyak emboli kaynagi bulunmaktadir (Benjamin ve
ark, 1998). Romatizmal kalp hastalig1 ile birlikte mitral stenoz ve atrial fibrilasyon
kardiyak hastaliklara zemin hazirlayan faktorlerdendir (Idredavik ve ark, 1991).
Romatizmal kaynakli olmayan kronik ritim bozuklular: ise 6nceki ¢alismalarda zararsiz
oldugu goriisiine varilmasina karsin ylksek inme riski tasidigi ortaya konmustur ve
yagin artmasiyla birlikte bu risk de artmaktadir. Kalp yetmezligi, kalp hastaligi, protez
kalp kapak hastaligi, hasta siniis sendromu gibi fakttrlerde inme riski yiiksektir.
Kardiyak fonksiyon bozukluklari ve koroner kalp hastaliklarinin tedavisi saglanirsa

inme insidansi belirgin oranda azalmaktadir (Celik ve ark, 2002; David ve ark, 1998).
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Diabetes mellitus: Seker hastalarinda yiiksek kan basimncinin artmasiyla birlikte

hipertansiyona bagli olarak inme riski de artmaktadir. Diyabet hastalarinda
makrovaskuler hastaliklar baslica 6liim nedenleri arasinda yer almaktadir (Bell, 1994).
Shao ve ark’lar1 (2010) 6zellikle diabetes mellitus tip 2 hastalarinda artmis vaskiiler
kalsifikasyonlardan etkilenen ek bir niifus tespit etmistir. Ehara ve ark’lart (2004),
diinyada diyabet hastalarinin artmasi ve metabolik sendromlar gdz Oniine alindiginda,
vaskiiler kalsifikasyonu ve artmis kardiyovaskiiler hastaliklarin oniimiizdeki yillarda
artacagini vurgulamistir.

Hiperlipidemi: Kan lipidleri arasinda total kolesterol ve diisiik dansiteli lipoprotein
(LDL) yiiksekliginin ateroskleroz ile iliskili oldugu bilinmektedir, fakat yiiksek dansiteli
lipoprotein (HDL) diizeyinin diisiik olusu koroner kalp hastaliklan ile iliskiliyken,
serebrovaskiiler hastaliklar ile iliskisi tam bilinememektedir. ABD’de Honolulu
sehrinde yapilan kalp program c¢alismasinda, kolesterol diizeyindeki artigin
tromboembolik ve koroner arter hastaliklarinin inme riskini artirdifi gosterilmistir.
Giliniimiizde yapilan calismalarda lipid diisiiriicii ilag grubu olan statinlerin
kullanilmasinin iskemik inme riskini %32-50 azalttig1 belirtilmistir (Plehn ve ark, 1999;
Balkan, 2002).

Sigara: Yapilan calismalarda sigara igmeyenlere oranla sigara icenlerde inme riskine
yakalanma orani yiiksektir. Ayni zamanda sigara dumanina maruz kalan kisilerde inme
riskine yakalanma riski bulunmustur (Robert ve ark, 1986). Sigara icenler sigarayi
biraktiktan 5 yil sonra igmeyenlerin diizeyine ineceginden inme gecirme riski de aym
oranda azalacaktir (Balkan, 2002). Sigaranin; capr daralmis damarin i¢ yiizeyini kan
Ogeleri tikamasiyla akut, ateroskleroz riskini arttirici olarak da kronik etkisi

bulunmaktadir (Burns, 2003). Igilen tek bir sigaranin bile kalp atim hizin1 ve ortalama
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arter basmcini arttirici etkisi oldugu, aktif ve pasif sigara i¢iminin ateroskleroz
gelismesi ile iliskisi oldugu gosterilmistir (Silvestrini ve ark, 1996).

Asemptomatik karotis stenozu: 65 yas tizerindeki kisiler igerisinde %4-5 oraninda %50

stenoz saptanmustir ve bu kisilerde inme riski %1-2 olup inme stenozun derecesiyle
degiskenlik gostermektedir. Plak olusumu, karotis arter hastalifi patofizyolojisinde
onemli bir yer tutar. Ekoliisen yani fibroz yagli plaklar ve heterojen plaklar arteriel
emboli igin yiiksek risk faktorleri arasindadir. Inme insidans: fiziki muayenede karotis
ftirimi duyulan kisilerde %1-2 arasindadir (Killer, 1989; Bilver ve ark, 2000).

Orak Hiicreli Anemi: Otozomal resesif ge¢isli bir hastaliktir ve diinyada en sik rastlanan

hemoglobinopatilerden biridir. B-globin zincirinin 6. pozisyonunda glutamik asitin
valinle yer degistirmesi sonucunda HbS olugmas: ile karakterizedir. Yapilan
arastirmalarda homozigot hastalarda inmeye yakalanma oraninin daha yiiksek oldugu ve
20 yasina kadarki inme prevelansinin %11 oldugu tespit edilmistir (Adams, 1994).

Kesinlesmemis Risk Faktirleri:

Alkol Kullanimu: Alinan alkol miktarina bagl olarak inme riskinin artmasiyla 6lim

oranlar1 da buna bagli olarak artmaktadir. Fazla alkol tiiketimi, trigliserid diizeylerini,
kan basincini ve kardiyomiyopatiyi de artirmaktadir. Az miktarda alinan alkol inme igin
risk faktorii olusturmamaktadir. Yapilan aragtirmalarda alkol tiiketiminde giinde 5
kadehden fazla alinmasinin inme riskin %69 oraninda arttirdifi saptanmistir ve bu
oranin artmasinda i¢ilen alkol tiirliniin de etkisi vardir (Gronbaek, 1995).

Obezite: Obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar ve diabet hastalart igin risk faktorii
oldugundan dolayi, inme icin de risk faktoriidiir. Abdominal obezite, bel-kalca orani ya
da bel cevresi dl¢limii kullanilarak yapilan degerlendirmedir ve erkeklerde bel cevresi

>102 cm (40 ing), kadinlarda >88 cm (35 ing)’in izerinde olmasi ile karakterize
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edilmistir. Yapilan klinik ¢alismalarda kilo artis1 ve abdominal yag dokusu artisi inme
riskinde artmaya yol agarken, kilo vermenin inme riskini azaltici etkisinin oldugunu,
kilo vermekle birlikte kan basincinin da azaldigi gosterilmistir (Novak, 1998).

Beslenme Aliskanligi: Insan diyetindeki yag miktar1 ve cesidi ile koroner arter

hastaliklart arasinda iliski bulunmaktadir, fakat inme ile iligkisi hala geligkilidir (Balkan,
2002).

Fiziksel Inaktivite: Diizenli fiziksel aktiviteler kardiyovaskiiler hastaliklarin olusumunu

geciktirdiginden dolayr inme riskini de azaltmaktadir ve bunlarin tam tersi de inme
riskini arttirabilir. Fiziksel aktivitenin her giin en az 30 dk siirmesi, diyet aliskanliklari,
kilo verme ve sigarayr birakma gibi olumlu gelismeler inmeye yakalanma riskini
azaltmaktadir (Abbatt ve ark, 1994; Marsa ve ark, 1998).

Hiperhomosisteinemi: Yapilan ¢alismalar homosistein diizeyinin yiiksekliginin

aterosklerotik ve tromboembolik olaylar i¢in bagimsiz bir risk faktori oldugunu
gostermistir. Standardize edilmemis plazma homosistein diizeyi ortalama olarak 5-15
umol/L normal olarak kabul edilmekte ve >16 umol/L degerleri hiperhomosisteinemi
olarak tanimlanmaktadir. Orta derecede yiikseltilmis homosistein diizeyleri folik asit
veya B12 vitamini destegi ile normal seviyeye getirilebilir (Sarkon ve ark, 2001).

Madde Kullanumi ve Bagunliligi: Amfetamin, eroin, kokain ve psikotiniilan ilaglar hem

hemorajik hemde iskemik inmeye sebep olmaktadir. Bu maddeler kan basincinda
degisime yol agmakta, kalbin i¢ zarinin ve kapaklarinin intihaplanma riskini arttirarak
buna bagli embolilere neden olmaktadir (Sloan ve ark, 1998).

Oral Konraseptif Kullanumi: Ostrojen igerikli oral kontraseptif kullanan kisilerde inme

riski yiiksektir. 35 yag iizeri bayanlarda genellikle hipertansiyonu olan ve sigara

kullanan kisilerde daha belirgin oldugu saptanmustir (Pletti ve ark, 1996).
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Hiperkoagiilabilite: Hiperkoagiilabiliteye neden olan trombofililer, oncelikle vendz

tromboza yol agarak iskemik inmeye neden olmaktadir. Cocuklar ve geng eriskinlerde
genellikle tekrarlayici inmelere neden olan bir diger hastalik ise fosfolipid plazma
proteinlerine karsi olusmus antikor sendromudur (Adams ve ark, 2006).

Migren: Arastirmalarda migren ve migrene bagli inme tani kriterlerinin tam
konulamamasindan dolayr migren inme iliskisi hakkinda belirsizlikler vardir. Inme
hastalarinin yaklasik %10’nunda migren anamnezi vardir (Kursad, 2004).

Inflamasyon: Iskemik inmenin en bilyiik nedeni ateroskleroz oldugu ve kronik iltihapl
hastalik oldugu diistiniilmektedir.

Interselliiler adezyon molekiillerinin aterosklerozlu bélgede, endotel tarafindan
hizlandirilmas: ve endarterektomi preparatlarinda T lenfositleri ve makrofajlarin
bulunmasi, akut inflamatuar cevabin plak istikrarsizligina ve semptomlarin ortaya

cikisint hizlandirdi@ diistintilmektedir (Balkan, 2005).

2.3.2.Tiimor Nekroz Faktor Reseptorii Siiper Aile Uyesi 11B (TNFRSF11B)
TNFRSF11B, OPG olarak bilinir ve insanda TNFRSF1IB (Gen 1D:4982) geni
tarafindan kodlanir. Salgilanan bir glikoprotein oldugu icin serumdaki diizeyine
bakilacagi zaman OPG olarak adlandirilir. TNFRSF11B geni insanda 8. kromozomun
uzun kolu iizerinde 8q24 yerlesiktir (Biscettive ark, 2013) (Sekil 2.3.2.1). 5 ekzon, 4

intron igerir ve 29 kb uzunlugundadir (Sekil 2.3.2.2).
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Sekil 2.3.2.1: TNFRSF11B geninin kromozom 8 iizerindeki yerlesiminin gosterimi

(http://ghr.nlm.nih.gov/gene/TNFRSF11B)

Sekil 2.3.2.2: TNFRSF'11B geninin ekzon bolgelerinin gésterimi

(http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/TNFRSF11BID42610ch8q24.html

2.3.3.RANKL

TNF, ligand ailesinin bir iiyesidir ve osteoklast farklilasma faktori,
osteoprotegerin ligandi, TNF iliskili aktivasyonca indiiklenmis sitokin (TRANCE)
olarak da isimlendirilir (Suda,1999; Kong, 1999). RANKL, kalsiterol (Vit.D), paratroid
hormon (PTH), glukokortikoidler, PGE2, sitokinler (IL-1, IL-6, IL-11, TNFa) tiroid
hormonu, LPS, bakteriyel CpGp- DNA, viral ¢ift iplikli DNA, histamin, bFGF-2, IGF
ve diisiik yer ¢ekimi gibi gesitli sinyallere cevap olarak osteoblastlar ve stromal
hiicrelerce iiretilen bir molekiildiir. Lenf nodlarinda, timusta ve akcigerde yiiksek
oranlarda eksprese edilen RANKL, dalak ve kemik iligi gibi diger dokularca daha diigiik
seviyelerde sentezlenmektedir.

RANKL homotrimerik bir proteindir, osteoblastik membran {izerinde bulunur ve

T hiicreleri araciliftyla aktive edilir. RANK’in  uyarilmasi c-jun, NF-xB ve
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serin/treonin kinaz Akt/protein kinaz B (PKB) yolaklarini igeren hiicre ici sinyal iletim
kaskadini baglatir (Fogin ve ark, 1994; Fouque Aubert ve ark, 2008) (Sekil 2.3.3.1.).
Bu yolaklarin uyarilmasi onciil osteoklastlarin olgun osteoklastlara farklilasmasini,
aktive olmasini ve canliliklarini devam ettirmesini saglar. RANKL’in kemikteki esas
gorevi, osteoklast olusumunu, apoptozun engellenmesini saglayarak kemik yikimi ve
kaybini arttirmaktadir. OPG/RANKL oraninin kemik kiitlesini belirleyen ana faktor
oldugu vurgulanmigtir. Genel olarak RANKL seviyesindeki artma OPG seviyesindeki
azalma ile es giidiimliidiir. OPG/RANKL miktarini azaltan glukokortikoidler, fibroblast
biiytime faktorii (FGF)-2, PTH OPG sentezini inhibe eder ve RANKL sentezini arttirir
(Blain ve ark, 2007; Blender ve ark, 2007). IL-1p, IL-4, IL-6, IL-11, IL-17 ve TNF-a
gibi sitokinler de RANKL sentezini arttirir. RANKL aracili kemik yikimi ve
osteoklastogenez, osteoklastlar tizerinde eksprese edilen RANK reseptoriiyle etkilesim
yaparak gerceklesir (Sekil 2.3.3.1) (Khoslo, 2008).

Tiroid hormonlarinin RANKL-RANK iizerindeki etkisi ¢ok iyi ¢oziimlenememis
olmakla birlikte; T3’tin RANKL’in mRNA ekspresyonunu arttirdign belirlenmistir

(Kurban ve 2007).
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Sekil 2.3.3.1: TNFRSFI11B, RANK ve RANKL’nin osteoklastojenezdeki rolleri ve

hiicre i¢i sinyal iletimi

2.3.4.RANK

Preosteoklastlara RANKL1n baglanmasini saglayan tek reseptor RANK'dir.
Kalsiyum metabolizmasini ve osteoklastogenezi kontrol eden bu reseptoriin; meme
dokusu, epitel hiicreleri, kondrositler, trofoblastlar, dendritik hiicreler,
makrofaj/monositik hiicreler, T ve B lenfositleri, 6nciil ve olgun osteoklastlarin
yiizeyinde bulundugu belirtilmistir. Yapisal olarak RANK, heterotrimer protein yapida
bir TNF reseptoriidiir. Bir trimerik RANK 2 formda exprese edilir; hiicre yilizeyinde
membrana bagli bir molekiil olarak veya enzimatik ayrilma yoluyla, ¢dziinebilen bir
molekiil olarak salgilanir (Fate ve ark, 2000; Kim ve ark, 2006; Chen ve ark, 2006).
RANK protein sentezi meme bezi ve primer dokudan ayrilan kanser hiicresinin kemige

yerlesme ihtimali yiiksek iki kanser tiirii olarak bilinen meme ve prostat kanserini de
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iceren bazi kanser hiicrelerinde de goriilmiistiir (Chen ve ark, 2006). Giinlimiizde,
insanlarda RANKL geninde dogustan hastaliga sebep olan veya RANK geninde
delesyonuna yol acan mutasyonlar belirlenememistir. Ancak RANK’in aktivasyonu
veya OPG’nin yolu engellenmesi ile RANK sinyalinin artmasiyla sonuglanan RANK ve
OPG genindeki mutasyonlar kalitsal ekspansil osteoliz (Hunghes ve ark, 2000) ve
ailesel Paget hastalifinda goriilmiistiir (Whyte ve ark, 2002). Ayrca, ailesel Paget
hastalig1 bulunan bazi hastalarda RANK geninde aktive edici mutasyon saptanmasi ve
bunun RANK vasitasiyla NF-kB sinyalinde artisa ve neticede osteolize yol agmasi bu
sistemin insanlarda da énemini gostermektedir. RANKL’in RANK” a baglanmasi ile en
az yedi hiicre i¢i sinyal yolag1 uyarilmaktadir (Hunnghes ve ark, 2000). Bunlardan doért
tanesi (NF-xB inhibitorii/NFkB, c-jun aminoterminalkinaz/aktivator protein-1, c-myc ve
kalsinorin/fuyarilmus T  hiicrelerinin  niikleer faktorii (NFAT) cl) dogrudan
osteoklastogeneze aracilik ederken, diger iicli de osteoklast canliligini (src ve
MKK6/p38/MITF) ve aktivasyonunu siirdiirmesine (src ve hiicre dist sinyal
diizenleyici-kinaz) aracilik eder. TRAF2, TRAF5 ve TRAF6 hepsi RANK’a
baglanmasina karsin, bunlardan sadece osteoklast i¢in énemli olaninin TRAF6 oldugu

anlasilmistir (Hunghes ve ark, 2000; Giusti ve ark, 2007).

2.3.5. TNFRSF11B Proteinin Yolaklarla Baglantis1

TNFRSF11B geni, TNFR siiper ailesinin diger iiyelerinden farkli olarak
sitoplazmik kisim ve transmembran icermez (Biscettive ark, 2013). Ik olarak 401
amino asit olarak sentezlenir, daha sonra 21 amino asitlik propeptid kismu kesilir ve
380 amino asitlik olgun protein olusur. TNFRSFIIB geninin yapist Sekil 2.3.5.1

gosterilmistir. TNFRSFI11B geni; hiicre digina 120 kDa'luk disiilfit badi igeren
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homodimerik ve 60 kDa’luk monomerik, ¢oziinebilen bir glikoprotein olarak salgilanir
ve yedi yapisal bolgeden olusur. N-terminalinde CD40 ve TNFR-2 ile yakindan iliskili
olan ve diger TNFR ailesinin reseptorlerinin hiicre disindaki kisimlarinin 6zelliklerine
benzerlik gosteren dort adet sisteinden zengin bolge bulunmaktadir. TNFRSF11B’nin 1.
ve 4. bolgeleri osteoklastojenezi inhibe edici aktiviteye sahiptir. Proteinin 5. ve 6.
bolgelerine lokalize olmus C-terminalinde 6lim bolgeleri yer almaktadir ve bunlar
TNFR-1, CD95/Fas ve TNF iliskili apoptozisi engelleyen ligand (TRAIL) gibi
apoptozis mediyatorlerinin sitoplazmik bélgesinde de yer almaktadir. TNFRSF11B’nin
4., 5. ve 6. bolgelerinin apoptotik sinyalin iletimi ile iliskili oldugu diistintilmektedir.
INFRSFI11B’nin TRAIL’e baglanarak TRAIL’le indiiklenen apoptozisi engelleyecegi
vurgulanmistir. TRAIL, TNFRSFI1IB’nin osteoklastojenezis tlizerine olan inhibitor
etkisini durdurabilir. Heparin baglayan kisim, proteinin 7. bolgesinde yer almaktadir.
TNFRSFIIB bir transmembran proteoglikanit olan sindekan-1’e heparin baglayan
bolgesi vasitastyla heparin stilfat yan zincirleri ile baglanarak hiicre i¢ine alinmasiyla bir
kismi lizozomlar aracilifi ile yikilir. 7NFRSFI1IB’nin heparin baglayan bdlgesi,
RANKL baglayan bolgesinden uzakta olmasindan dolayt RANKL baglanmasi veya
kemik yikimuni inhibe edici etkisi ile baglantili degildir. RANKL/TNFRSF11B
kompleksinin  yitkiminin  da  sindekan-1’e baglanmasi aracilifiyla olabilecegi
vurgulanmistir (Kostenuik ve ark, 2001; Hafba ve ark,1999; Bloin ve ark, 2007; Khasla,
2001 ; Schopppet ve ark, 2002). Hipokalsemik ve antirezorptif etkili oldugundan dolayi
kemik dokusundaki biyolojik etkileri RANK/RANKL 1n etkisi ile zittir. TNFRSF11B,
RANKL’a baglanarak bir tuzak reseptor gibi islev goriir vee RANKL’'In RANK’a

baglanmasini engeller (Sekil 2.3.5.2.). Neticede osteoklast farklilasmasi ve aktivasyonu
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engellenir ve RANKL kemik emilimini olusturamaz (Biscetti ve ark, 2013). Genetik

mutasyonlar TNFRSF1 1B’ nin Pagets hastaliginda da rol oynadigim gostermektedir.

Sekil 2.3.5.1: TNFRSF'1 I B protein yapisi

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/mmdb/mmdbsrv.cgi?uid=101138.2011)
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Sekil 2.3.5.2: TNFRSF11B, RANKL ve RANK’larin onciil osteoklastin olgun

osteoklasta farklilagsmasindaki rolii
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INFRSF1IB ek olarak beyin, karaciger, dalak, bobrek ve kemik iligi gibi pek
¢ok immiin hiicrelerden salgilamir ve sitokin, peptid, ilag ve hormonlar araciligiyla
salgilanmas: diizenlenir. TGF-0, TGF-B, IL-1a, IL-18, kemik morfogenetik proteinleri
ve TNFRSFIIB mRNA seviyelerini arttiran 17p-0stradiol bunlardan bir tanesidir.
Glukokortikoidlerin kemik yikimini arttirdigi bilinmektedir, osteoporoz ve vaskuler
hastalik olusturma potansiyeli olan siklosporin A, PGE2, PTH ve fibroblast biiyiime
faktori-2 ise TNFRSFIIB sentezini engeller. TNFRSFI1IB’nin sentezi ayrica
osteoblastlarda osteoblastik kemik olusumunu da diizenleyen Wnt/B-katenin sinyali ile
de saglanmaktadir (Brendan ve ark, 2003; Drugarin ve ark, 2003).

OPG’nin esas fonksiyonunun osteoklast farklilasmasi ve aktivasyonunun
engellenmesi olarak bilindiginden diger dokularda sentezlenen TNFRSF11B’nin roli
tam olarak bilinmemektedir. Biiyiik arterlerin medyasinda ve koroner arter diiz kasi ve
endotel hiicreleri gibi farkli damar hiicre tiplerinde TNFRSFIIB’nin sentezinin
gosterilmig olmasi, vaskiiler yatakta islevi oldugunu gostermektedir (Schopppet, 2002).
Yapilan bir calismada ¢ok sayida kardiyovaskiiler risk faktorii olan osteoporotik
kadinlarda, serum OPG diizeyleri ile sistemik vaskiiler rezistans arasinda pozitif iliski,
biiyiik arter elastisite indeksi ile negatif iliski bulunmustur (Luckish ve ark,2008).

Kalp hastalarinda 10 yillik incelemeler sonucunda OPG serum seviyesinin,
sigara, sistemik inflamasyon belirtecleri, kronik infeksiyon, diabetes mellitus,
kardiyovaskiiler risk faktorlerinin ¢oguyla giiclii iligkili oldugu gésterilmistir. Artmis
OPG serum seviyesinin ise kardiyovaskiiler hastaliklara yakanlanma sikli1 ve vaskiiler

oliimler ile iligkisi bagimsiz bir risk faktorii oldugunu géstermistir. Bunun nedeninin ise
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aterosklerozu koruyucu etkilerinden dolay1 plazma seviyelerinin yiikselmesine bagl
olabilecegi vurgulanmistir (Crisafulli ve ark, 2003).

Kafkasya’da yapilan bir calisma da, TNFRSF11B geninin promotor bolgesinde
149T>C, 163A>G, 209G>A, 245T>G, 950T>C, intron 4’ de 6890A>C ve ekzon 1’de
1181G>C polimorfizmlerinin kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkilerini arastirmustir.
950T>C ve 1181G>C polimorfizmlerinin kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkili oldugu

ve OPG’nin varlig1 aterosklerotik lezyonlarla belgelenmistir (Soufi ve ark, 2004).
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3.MATERYAL VE METOD

Gaziosmanpasa Universitesi Acil Tip Servisi’ne gelen hastalardan akut iskemik
inme teshisi konulan, yaslar1 23 ile 96 arasinda degisen toplam 107 akut inmeli hasta ve
hasta grubuyla ayni yas aralifinda bulunan ve kendisinde veya ailesinde Akut Inme
oykiisii bulunmayan toplam 100 saglikli kontrolden EDTA’]1 tiiplere 5’er ml kan alindi.
Hasta ve kontrol grubundaki bireylerden calismamiza dahil edildiklerine dair izinleri
alindi. Akut Inme hastalar1 ve kontrol grubundaki bireylerin calismaya dahil edilip
edilmeme kriterleri Tablo 3.1°de verilmistir. Bu c¢alisma icin, Gaziosmanpasa
Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Degerlendirme Komisyonun
01.08.2014 tarihli toplantisinda 14-KAEK-179 kayit numarasi ile onay almmustir.
Calismanin tamami Gaziosmanpasa Universitesi Tibbi Biyoloji ve Genetik
Laboratuvari’nda yapildi. DNA’lar kit yontemiyle saflagtirilarak PZR’ lan1 yapildi. PZR
triinleri restriksiyon enzimi Spel ile kesilerek 1181G>C polimorfizmi degerlendirildi.

Calismalarimiz Gaziosmanpasa etik kurulu yonergeleri dogrultusunda yapild.
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Tablo 3.1:Hastalarin ve kontrol grubundaki bireylerin arastirmaya dahil edilip, dahil

edilmeme kriterleri

Dahil Edilme Arastirmanin Hasta Grubu Icin Dahil Etme
Kriterleri Olciitleri;

1.Akut Inme tanis1 konulmus olmasi

2.Yazili bilgilendirilmis olur formunu imzalamis olmasi

3. 18 yasindan biiyiik olmasi

Arastirmanin Kontrol Grubu Icin Dahil Etme Olciitleri;
1. Akut Inme tanis1 almamis olmasi
2. Yazil1 bilgilendirilmis olur formunu imzalamis olmasi

3. 45 yasindan biiyiik olmasi

Dahil Edilmeme Arastirmanin Hasta Grubu I¢in Dahil Etmeme Olciitleri;
Kriterleri 1. Akut Inme tanis1 almamis olmasi
2. Yazili bilgilendirilmis olur formunu imzalamamig olmasi

3. 18 yasindan kiigiik olmasi

Arastirmanin Kontrol Grubu Icin Dahil Etmeme Olciitleri;
1. Yazili bilgilendirilmis olur formunu imzalamamis olmasi
2.45 yasindan kiigiik olmasi

3.Akut Inme tanis1 almis olmasi
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3.1. CALISMADA KULLANILAN ARAC VE GERECLER

3.1.1. Aletler ve Cihazlar
1. PZR Cihazi (Termal Cycler) (Techne, TC 4000, TC 412)
2. Elektroforez Tanki (Cleaver Scientific, MSCHOICE)
3. Elektroforez Gii¢ Kaynagi1 (Thermo Scientific, EC 300 x L)
4. Jel Goriintiileme Sistemi (QUANTUM-ST4, 1000/20M- 09200806)
5. Bilgisayar (Exper, Intelcore2)
6. Manyetik Karistiric1 (Velp Scientifica,F20520162)
7. Mikrodalga Firin (Arcelik Intellowave, MD 554 )
8. Hassas Terazi (Kern, ABJ 220-4M)
9. Mikrosantrifiij (Mikro120, Hettich Zentrifugen D- 78 532n)
10. Vorteks (Velp Scientifica; F20220176)
11. Mikropipet Seti (Gilson)
12. Etliv (Memmert, Beschickung-Loading 100- 800 )
13. Otoklav (HMC Hirayama, HV-25L)
14. Buzdolab1 (Vestel, BZP-L.3302W)
15. pH metre (IHANNA, 507702)

16. Su banyosu (MEMMERT)

3.1.2. Kimyasal Maddeler
1. Taqg DNA polimeraz (Termo)
2.Spe I (Restriksiyon Enzimi) (Fermantas)

3. Primerler
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4. Agaroz (Biomax)

5. Nusieve Agaroz (Biomax)

6. pUC 19 mix marker (Femantas)

7. Loading dye (Vivantis)

8. 100 mM dNTP set (Fermentas)

9. Trisma Base (Amresco)

10. Borik Asit (Amresco)

11. EDTA (Amresco)

12. Ethidium Bromide (Serva)

13. NaOH (Sodyum Hidroksit) (Riedel-de Haen)

14.DNA Izolasyon Kiti (invitrogen)

3.1.3. Cozeltiler
EDTA Soliisyonu (0,5 M) Hazirlanisi

18,16 g Na2EDTAX2H20 80 ml distile su igerisinde manyetik karistirici ile
karigtirildi ve 2,0 g NaOH karisima ¢oziilmenin olusabilmesi icin eklendi (pH: 8,0
olacak). Daha sonra pH ayarlamas: HCI ile yapild: ve 100ml’ye tamamlandi (distile su
ile). Hazirlanan EDTA soliisyonu, otoklavlanip oda sicakliginda saklandi.
SXTBE (Tris-Borat-EDTA) Tamponu

54 g Trisma Base, 27,5 g Borik Asit ve 20 ml EDTA (0,5 M) 500 ml distile su
icersinde manyetik karistiriciyla homojenizasyon saglaninca kadar karistildi. 1 litre

distile su ile tamamlanarak céziildii ve ¢ozelti oda 1s1sinda saklandi.
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Etidyum Bromid Soliisyonu (10mg/ml)

10ml distile su igerisine 0,1 g Etidyum Bromid ilave edildi ve bir gece boyunca
manyetik karistiricida karistirildi. Kullanilacak tiipler aliiminyum folyo ile kaplanarak
soliisyonlarin ilave edilmesiyle +4 °C’de saklandi.
Elektroforez Yiiriitme Tamponu

SXTBE tamponundan distile su ile seyreltilerek 1XTBE hazirlandi.
% 3’lilk Agaroz Jel (100ml)

3 g agaroz ve 100 ml 1XTBE erlenmayer icerisine eklendi ve mikrodalga firinda
1,5 dakika homojen olana kadar isitildi. Sicakligin  yaklasik 65°C  diismesi
beklenildikten sonra 3ul Etidyum bromid (10mg/ml) eklenip hizli bir sekilde iyice

karistirildi ve yiikleme yapilacak taraklari hazirlanmis olan kasete dékiildii.

3.2. YONTEM
3.2.1. DNA Izolasyonu
Calisma grubumuzun kan 6rnekleri, EDTA igeren vakumlu tiiplere 5’er ml
olarak alindi. Kandan DNA izolasyonu yonteminde Invitrogen marka DNA izalasyon
kitinden yararlanildi.
|.Kanlar vortekslendi.
2. Ependorf tilipiiniin i¢ine (1,5ml) 200 pl kan, 20 ul protein kinaz, 20 ul RNAazA
eklendi.
3.1-2 sn voktekslendi.
4.Uzerine 400 pl lizis soliisyonu ilave edildi ve 1-2 sn vokterkslendi.
5.10 dk 55°C’ de su banyosunda bekletildi.

6.Uzerine 200 pl etanol eklendi ve 1-2 sn vortekslendi.
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7.Vokteksleme islemi tamamlanan tiiplerdeki karisimlar filitreli ependorflara alindi.
8.11000 rpm’ de 1dk santifiijleme yapildi.

9.Ependorf kismu atildi ve filitreli kisim alinarak, bagka bir ependorf tiipiine
yerlestirildi.

10.Uzerine 500 pl Wash buffer 1 eklendi ve 11000 rpm’de 1 dk santifiij edildi.
11.Ependorf atild1 ve filitre kismi baska bir ependorfa alindi.

12.Uzerine 500 ul Wash Buffer 2 soliisyonu ilave edilerek 13000 rpm’de 3 dk santifiij
edildi.

13.Ependorf atild1 ve filitre kismui bagka bir ependorf tiipiine alindi.

14. Uzerine 200 pl elution buffer eklendi.

15.Son islem olarak 1300 rpm’ de 1 dk santifiij edildi.

16. DNA artik dipe ¢tkmiistiir ve tiiplerin iizerine etiketleme yapilarak stok DNA

ornekleri -20 °C’de saklanda.

3.3. POLIMERAZ ZiNCIiR REAKSIYON (PZR) TEKNIiGi

Polimeraz Zincir Reaksiyounu (PZR), niikleik asitlerin in vitro olarak, uygun
kosullar altinda istenilen sayida tekrarlanabilen dongiiler ile cogaltilmasina esasina
dayanan bir yontemdir. PZR dongiistindeki tic asama sirasiyla, DNA cift zincirinin
1siyla birbirinden ayrilmasi (94°C Denatiirasyon), oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya
baglanmasi (Hibridasyon 55-60°C) ve zincirin yeni ¢ift zincirli DNA’lar olusturacak
sekilde uzamasindan (Polimerizasyon 72°C) olusmaktadir (Saiki ve ark, 1998). Kalip
DNA, dH20, tampon, MgCl2, dNTP’ler (serbest niikleotidler), primerler ve Taq
polimeraz PZR karisimu icin gerekli olan malzemlerdir. Kalip DNA olarak; PZR’da

genomik DNA’lar, plazmid ve faj DNA’lar1, gesitli genler kullanilabilir (Ergin, 2004).
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3.4.RESTRIKSIYON PARCA UZUNLUK POLIiMORFIiZMIi (RFLP) ANALIZi:
Bir kromozomun ayni bolgesi, aynmi tiriin farkli bireylerinde veya
kromozomlarinda polimorf olarak tanimlanan iki farkli DNA dizilisine sahiptir ve
genetik polimorfizmi gosterdigi sdylenebilir. Genetik polimorfizme mutasyonlar neden
olur. Diploid bireyler igerisinde 6rnegin, belirli tek kopya genin iki alleli sadece bir
niikleotit yoniinden bile farklilik gosterebilir ve dolayisiyla gen polimorfik olarak
tanimlanabilir. Mutasyon olaylarinin genetik polimorfizme neden olmasi tek niikleotit
polimorfizmleri (SNP’ler) meydana getirir. SNP’ler, restriksiyon enzimlerince teshis
edilebilen kisa diziler icinde olusur (Restriksiyon endoniikleazlar, DNA’y1 tanimlanmis
ve lretilebilir fragmentlere kesen bakteriyel enzimlerdir). Boylelikle, bir restriksiyon
enzimi tarafindan DNA molekiiliiniin kesilmesi ile elde edilen fragmentin uzunlugu her
bir allel igin farkli, restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP) olarak bilinir.
Genetik bir hastalifa neden olan aleli belirleyen 6zel bir RFLP, klinik teshiste markir
olarak kullanilabilir. Restriksiyon fragmentleri veya PZR iiriinleri gibi ayni uzunluktaki
DNA pargalarinda bulunan SNP’lerin belirlenmesinde jel elektroforezini kullanmak

miimkiindiir (Turner ve ark, 2004).

3.5.ELEKTROFOREZ TEKNIGI

Sulu bir ¢ozelti iginde ¢oziimiis kiiglik elektrik yiiklii taneciklerin, uygulanan bir
elektrik alaninin etkisi ile ayrilma siirecine elektroforez denir. Agaroz, deniz
yosunundan iiretilen bir polisakkarittir ve %0,5-2 arasindaki yogunluklarda sulu

cozeltilerle ¢oziildiigiinde kati bir jel olusturur. Elektroforez igin kullanilan agaroz,
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bakteriyel kiiltir plaklari yapmada kullanilan agarin saflagtirilmis formudur (Kaya,

2002).

3.5.1. TNFRSF11B geni 1181G>C polimorfizmi

INFRSF1IB geninin 1181G>C (rs2073618) polimorfizmini belirlemek icin
yapilan PZR’lerde, hedef gen bolgelerine 6zgiin olarak kullanilan primerler, PZR
karisimlar1 ve c¢ogalma sicaklari sirasiyla Tablo 3.5.1.1, Tablo 3.5.1.3. ve Tablo

3.5.1.4.te gosterilmektedir.

Tablo 3.5.1.1.TNFRSFI1IB geninin 1181G>C polimorfizminin analizinde kullanilan

primerler
Bolge Primerler
1181G>C F:5- GTT TCC GGG GAC CAC AAT GAA CTA -3°

R: 5- TAG GGG AAG CAT GGC ATA ACT TGA -3°

INFRSFI1IB genine ait baz dizisi igerisinde bulunan; 1181G>C degisimini

iceren polimorfik bélge ve primer baglanma bolgeleri Sekil 3.5.1.2.°te verilmistir.
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5101

516l

5221

5281

5341

5401

5461

5521

5581

5641

5701

5761

ceotggagct
tgcaaagttt
cogggacget

cccagcegec

ctgcgecgcete
ctgccacctg

tcccaggaga

tcecoctaggyg
W

5!

gagagacaga
ttagtcatta
totttgetta

agagtaagtt

ttctgcacac
ggtccaggat
atatataacg

gcctccaagce

gtggtaagtc
gtctcceaac

ggcttggggt

tgtoetttta

cagcgagaga
accttctgtc
atgaacttga

ggaagaagac

cccececgaccg ctccegecca agettectaa aaaagaaagg

agaaaaatga ctgatcaaag gcaggcgata cttcctgttg

tgatgagcge acgggctgcg gagacgcacc ggagcgcteg

ccctgaggtttcecggggacce acaatgaaca acttgcetgt

55

Forward primer

cctgggccag
ctcccagegy

taggctggag

cgctgcaaag

gagggagaga
ttcatctcag
acttttatta

gttagtcttc

ccgacgggtyg
accggcgggg

caggaaaccyg

tEcctgetga

gagagagaga
aatattaacg
ttagtggcaa

ttaaaaccat

coedgogeet
agaaggctcc

ctttcaagtt

—\
;

polimorfik bélge

ggggaggctg

actcgecteoce

atgecatgek

3!’
Reverse

ctttatggaa

gagaaacttg
cccteatgta
agaagtggtc

tataattaga

Primer

gacagcaaga

tttgaaagtt
gtccatacta
ccttagattc

atatgacatg

Sekil 3.5.1.1: TNFRSF11B geni 1181G>C degisiminde polimorfik bdlgelerin

gosterilmesi

(www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_012202.1?from=5001&to=33588&report=genbank)
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Tablo 3.5.1.2. TNFRSFIIB geninde 1181G>C polimorfizminin belirlenmesinde

kullanilan PZR karisima.

PZR Bileseni Stok 25 pl Kanisimdaki Miktar | Final konsantrasyon
Steril bidistile Su 17,7ul -

PZR buffer(10x) 2,5l 1%

MgCl, (25mM) 2 ul 2 Mm

dNTP Mix (25mM) 0,2 ul 200 uM

Primer forward (100 pmol/ pl) 0,2 ul 20 pmol

Primer reverse (100pmol/ pl) 0,2 ul 20 pmol

Taq Polimeraz (5 u/ul) 0,2 ul lu

Genomik DNA 2ul -

Toplam 25 ul

Tablo 3.5.1.3. TNFRSF11B geni 1181G>C polimorfizminin belirlenmesinde kullanilan

PZR programi

Program Tiirii Derece Zaman Doéngii Sayisi
[k Denatiirasyon 94 °C 4dk. -
Denatiirasyon 94 °C 45sn.

Baglanma 62 °C 40sn. 30

Uzama A 45sn.

Final uzama 120 5dk
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TNFRSF11B geni 1181G>C polimorfizmini restriksiyon enzim analizi yontemi
ile belirlemek amaciyla Tablo 3.5.1.3.°te verilen 1181G>C bélgesinin ¢ogaltiminda
kullanilan, 6rnek basina olan PZR karisimina gore; her bir PZR tiipiinde bulunan 23’er
ul’lik karigimin igerisine 2 ul DNA ilave edilerek toplam hacim 25 pl yapildi. Tablo
3.6.1.4. teki TNFRSF1IB geni 1181G>C bélgesinin polimorfizminin belirlenmesinde
kullanilan PZR programina gore ¢ogaltilmas: saglanarak 220 bg’lik PZR diriinii elde

edildi.

3.5.2. TNFRSF11B geninde RFLP analizi:
Bu ¢alismada, TNFRSF11B geni 1181G>C polimorfizmi i¢in PZR programi ile
cogaltilmug polimorfik noktasini iceren PZR iirlinleri restriksiyon enzim kesimi Tablo

3.5.2.1°de gosterildigi gibi gerceklestirildi.

Tablo.3.5.2.1: TNFRSF11B geni 1181G>C polimorfizmin belirlenmesinde kullanilan

enzim kesimi kosullar

RFPL Bileseni (Stok) 15 pl Karisimdaki Miktar
| Fast Digest Green Buffer (10x) 1,5 ul
2 Spel enzimi (10u/ul) 0,3 ul

3 | dH20 32l

4 PZR {iriinii 10 pl

Toplam 15 pl
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INFRSFIIB geni 1181G>C polimorfizmini belirlemek igin Tablo 3.5.2.1° de
belirtilen oranda restriksiyon enzim karisimi hazirland: ve Spe I restriksiyon enzimi ile

37 °C’de 2 saat kesime birakildi. Kesim sonuglart Tablo 3.5.2.2."de gosterilmistir.

Tablo 3.5.2.2: TNFRSFI11B geni 1181G>C polimorfizmi i¢in yapilan RFLP sonucunda

olugan bantlarin boyutlari

Bant Boyutlari

Homozigot (CC) 196bg, 24bg
Homozigot(GG) 220bg
Heterozigot (GC) 220bg, 196bg, 24bg

3.6. ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Istatistiksel analizleri belirlemek icin IBM SPSS Istatistik Paket Program
Versiyon 20.0 ve Openepi 3.01 (www.openepi.com) yazilim programlari kullanildi.
Sonuglar ortalama (%) ve standart sapma seklinde verildi. 1181G>C polimorfizmi ile
klinik ve demografik 6zellikler aras: iligki ki-kare, Fisher exact veya varyans analizi
(ANOVA testleri) kullanilarak yapildi. Risk faktorlerinin bulunmasi i¢in Olasiliklar
Orani (OR) ve %95 Giiven Araligi (CI) kullanildi. Biitiin p degerleri iki ugluydu ve p
degeri 0.05’ten diisiik olanlar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Tespit edilen
genotip sikliklari i¢cin Hardy-Weinberg dengesinden sapma olup olmadigi Ki-kare (xz)

testi ile belirlendi.




39

4.BULGULAR
Bu ¢alismada TNFRSF11B geni 1181G>C polimorfizmi ile akut inme arasindaki
iligkiyi belirlemek igin yas ortalamas: 67.10+12.833 (en diigiik 23, en yiiksek 96) olan
107 akut inmeli hasta ile yas ortalamasi 64.03£9.414 (en diisiik 45, en yiiksek 82) olan
100 akut inme gegirmemis kontrol DNA’lari analiz edildi. Tokat ve cevresinden
Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Acil Tip Anabilim Dalina gelen Akut Inme
hastalarinin ailesel olan ve olmayan her iki grubu da calismaya dahil edildi. Hasta ve

kontrol grubunun yas ve cinsiyetleri birbiri ile uyumlu idi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Calismaya dahil edilen Akut Inme hastalar1 ve kontrol grubundaki bireylerin

cinsiyet ve yas ortalamalarina ait istatistik bulgular

Akut Inme Kontrol Grubu p degeri
Hasta Grubu (n=107) (n=100)
Cinsiyet 0,056
Kadmn 39 (%36,4) 49 (%49,0)
Erkek 68 (%63,6) 51 (% 51,0)
Yas Ortalamas1 67,10+12,833 64,08+9,414 0,092

Akut Inme teshisi konmus hasta ve kontrol grubu DNA’larina uygulanan PZR
sartlar1 ve programi tamamen bizim tarafimizdan optimize edilerek basarili PZR
triinleri elde edildi PZR sonucunda 220 bg¢’lik bolge cogaltilip elde edilen iiriinler

goriintiilendi.
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PZR liiriinlerinin Spel restriksiyon endoniikleazi ile kesilmesi sonucunda
homozigot dominant GG, heterozigot GC ve homozigot resesif CC olmak iizere iig

farkli genotip belirlendi. Belirlenen genotiplerin goriintiileri kayit edildi (Sekil 4.1.)

22000 s
196h -

Sekil 4.1: TNFRSFI1IB geni 1181G>C polimorfik bolgesinin Spel restriksiyon
endoniikleaz: ile belirlenen RFPL sonuglari. Orneklerden 1, 8 homozigot dominant
(G/G); 2, 3, 7 homozigot resesif (C/C); 4, 6, 9, heterozigot (G/C); 5 pUC19 DNA/Mspl

(Hpall) marker

Calisgmamiz sonucunda elde etti§imiz genotip sonuglari su sekildeydi: Toplam
107 akut inmeli hastanin 34°ii (%31,8) homozigot resesif CC, 58’i (%54,2) heterozigot
GC ve 15’1 (%14,0) homozigot dominant GG; toplamda 100 kontrolden de 32’si
(%32,0) homozigot resesif CC, 48’1 (%48,0) heterozigot GC ve 20’si (%20,0)
homozigot dominant GG. Allel frekanslarina baktigimizda hastalarda toplam 214
allelden 126’s1 (%58,9) C alleli, 88’i (%41,1) G alleli ve kontrollerde toplam 200
allelden 112°si (%56,0) C, 88’1 (%44,0) G aleli seklindeydi. Hastalarin ve kontrollerin
genotip ve allel sikliklar1 karsilastirildiginda, aralarinda istatistiksel olarak herhangi bir

fark bulunamadi (sirasiyla p=0,476, p=0,622). Hasta ve kontrol genotipleri GG+GC’ye
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karst CC ve GG’ye karsi GC+CC seklinde karsilastirdigimizda da istatistiksel olarak

herhangi bir fark ¢ikmadi (sirasiyla p=0,909, p=0,622) (Tablo 4.2).

Hasta ve kontrol grubundaki CC, GC, GG genotip sikliklar1 ve G ve C allel

sikliklar1 arasindaki farklar bir histogram ile gosterilerek daha anlasilir hale getirildi

(Sekil 4.2) (Sekil 4.3).

Tablo 4.2. Akut Inme hasta grubu ve kontrol grubunun TNFRSFIIB geni 1181G>C

polimorfizmi i¢in genotip ve allel dagilimi.

Akut Inme Hasta

Kontrol Grubu

Grubu, n=107 (%) n=100 (%) p OR (%95Cl)
Genotip
GG 15 (14.0) 20 (20,0)
GC 58 (54.2) 48 (48,0) 0,476
e 34 (31,8) 32 (32,0)
GG+GC : CC | 15(14,0): 92 (86,0) | 68 (68,0):32(32,0) | 0,909 0,99 (0,55-1,78)
GG : GC+CC | 15(14,0): 92 (86,0) | 20(20.,0) : 80 (80,0) 0,336 1,53 (0,73-3,24)
Allel
G 88 (41) 88 (44)
C 126 (58) 112 (56) 0,622 1,12 (0,76-1,66)
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60

50

40

m Akut iskemili Olgular n=107

m Kontroller n=100

cC GC GG

Sekil 4.2: Akut Inmeli hastalar ve Kontrollerde Genotip Frekanslarinin Karsilastirilmast

70

60

50

40 -
m Akut iskemili Olgular

30 | Kontroller

10 ~

Sekil 4.3: Akut Inmeli Hastalar ve Kontrollerde Allel Frekanslarinn Karsilastirilmasi
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Calismaya dahil edilen Akut Inme hastalarinin demografik ve klinik 6zelliklerin
TNFRSFIIB geni 1181G>C polimorfizmine gore degerlendirilmesi tablo 4.5°de
verilmistir. Yapilan kikare ve varyans analizleri sonucunda hastalara ait yas, sistolik
tansiyon, diastolik tansiyon, nabiz, ates, solunum sayisi, cinsiyet, hipertansiyon ve
diabet varligi, kronik bobrek ve kalp yetmezligi, biling durumu, EKG sonucu, son
durum ve norolojik bulgu varhigr verileri ile 7TNFRSF11B geni 1181G>C polimorfizmi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliskiye rastlanmadi (Tablo 4.5). Yalnizca
istatistiksel olarak anlamli olmasa da norolojik bulgusu bulunan akut inme
hastalalarinin CC genotip siklifi bulunmayanlarin yaris1 kadardi (%55,0’a karsilik
%26,8). Hasta ve kontrol grubu arasindaki dagilim Hardy-Weinberg dengesi ile uyum

icerindeydi.
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Tablo 4.5: Calismaya dahil edilen Akut Inme hastalarinin demografik ve klinik

ozelliklerin TNFRSF11B geni 1181G>C polimorfizmine gore degerlendirilmesi

TNFRSF1IB 1181G>C

Karakter Toplam GG GC cC P
Yas (yil) 67,10£12,83 | 65,53+13,917 68,02+13,640 66.24+11,048 0,718
3
Sistolik Tansiyon (mmHg) 144,11£26,7 | 143,33+£20,151 141,73£26,325 | 148,39+29,809 | 0,551
97
Diastolik Tansiyon (mmHg) 85,55+13,06 | 89,17+9,962 84,17+£12,958 86.45+14,271 0.444
5
Nabiz 87.83+£23,77 | 85.82+16,666 89,32+25,114 86,43+24,699 0.849
8
Ates ("C) 36,40+0,373 | 36,32+0,311 36,420,367 36,42+0,414 0,736
Solunum sayisi 20,654,125 | 21,36+3.075 20.45+4,968 20,55+3.419 0,819
Cinsiyet 0,826
Kadin 39 (36,4) 6 (40,0) 22 (37,6) 11(32,.4)
Erkek 68 (63.6) 9 (60,0) 36 (62,1) 23 (67.6)
Hipertansiyon, n (%) 0,274
Var 66 (75,9) 8 (72.7) 38 (82,6) 20 (66,7)
Yok 21 (24.,1) 3(27.3) 8(17.4) 10 (33.3)
Diabet, n (%) 0,541
Var 32(37,6) 4(36,4) 20 (42.6) 8(29,6)
Yok 53 (62,4) 7 (63,6) 27 (57.4) 19 (70,4)
Kronik Bobrek Yetmezligi n(%) 0,796
Var 3(3.8) 0 2 (4,.4) 1(4,2)
Yok 76 (96,2) 10 (100) 43 (95,6) 23 (95,8)
Kronik Kalp Yetmezligi n(%) 0,612
Var 15(18,8) 1(10,0) 10 (22,2) 4(16,0)
Yok 65 (81,3) 9 (90,0) 35(77,8) 21 (84,0)
Biling durumu, n (%) 0,374
Acik 72 (75,0) 11 (84,6) 35 (70,0) 26 (78.,8)
Uykuya meyilli 17 (17,7) 0 11 (22,0) 6(18,2)
Stupor 3(3.1) 1(7,7) 1(2,0) 1 (3,0
Koma 4(4,2) 1(7,7) 3(6.0) 0
EKG sonucu, n (%) 0,625
NSR 51(51.5) 8 (61.5) 27 (50.,0) 16 (50,0)
AF 35(35.4) 4(30,8) 21 (38,9) 10 (31.3)
ST anormalligi 5(5.1) 1(7,7) 1(1,9) 3(9.4)
Diger 8 (8.1) 0 5(9,3) 3(9.4)
Son Durum, n (%) 0,289
Norolojiye yatis 86 (81,1) 14 (93.3) 42 (73,7) 30 (88,2)
Taburcu 12 (11.3) 1(6,7) 9(15,8) 259
Baska servise yatis 8(7.5) 0 6 (10,5) 2(59
Narolojik Bulgu,n (%) 0,054
Var 82 (80,4) 12 (14,6) 48 (58.5) 22 (26,8)
Yok 20 (19.6) 2 (10,0) 7 (35,0) 11 (55.0)

Veriler kikare ve varyans analizleriyle degerlendirildi. Yas, sistolik tansiyon, diastolik tansiyon, nabiz, ates ve saolunum sayisi icin

ortalama + standart sapma degerleri verildi.
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S.TARTISMA

Bu calisma, TNFRSF1IB geni 1181G>C polimorfizmi ile akut inme hastalar
arasindaki iliskiyi belirlemek amaciyla yapildi.

TNFRSF11B, tim&r nekroz faktorii ailesinden olup, reseptor aktivator niikleer
faktor kappa B ve kappa B ligand’in kesfi ve rollerinin belirlenmesi kemik biyolojisinin
yapisinin 6grenilmesine katki saglamustir. Farelerle yapilan ¢aligmalarda, OPG eksikligi
olan farelerde osteoporoz goriildiigii gibi aort ve renal arterlerde vaskiiler kalsifikasyon
da saptanmustir. TNFRSF11B geni ile ilgili yapilan son ¢alismalarda genin hedefi olan
vaskiiler hiicreler ve kayna@i olan osteoklastlar birlikte diisiiniildiigiinde, vaskiiler
sistem ve iskelet sistemi arasinda parakrin baglanti oldugu ve artmis serum OPG
seviyelerinin ilerleyen ateroskleroz ve kardiovaskiiler hastaliklar igin bagimsiz risk
faktorii oldugunu diisiindiirmiistiir. Soufi ve ark.’lar1 (2004), OPG geninin promotor
bolgesinde ekzon 1’ de 1181G>C polimorfizminin kardiyovaskiiler hastaliklarla iliskili
oldugunu bulmustur.

Inme genel olarak yasli populasyonuna ait bir hastalik olarak bilinir ve inme icin dnemli
risk faktorlerinden biride yastir. Inme insidansinin 55 yasindan sonra 2 Kat artt1g1 ve
yasin inme igin degistirilemeyen risk faktorleri arasinda yer aldigi bilinmektedir.
Erkeklerin kadinlara gore bu hastaliga daha cok yakalandigi da bilinmektedir. Lind, ise
vagin fonksiyonel iyilesme iizerinde etkisinin olmadidini savunmakta ve hastanin
fonksiyonel tedaviye baslamadan onceki durumunun iyilesmede rol oynadigini
sOylemektedir (Lind, 1982). Bizim yaptifimiz calismada inmeli 107 hastadan, 68
(%63,6)’ erkek hasta ve 39 (%36,4)’ii kadin hastadir. Inmeli hasta grubunun oralama

yagt 67°dir. Inmeye 55 yas iizerindeki erkeklerin bayanlara oranla daha cok yakalandigi



46

bilinmektedir. Bizim yaptigimiz ¢alismada da 55 yas iizeri erkek hastalarin sayisinin
bayan hastalara oranla daha fazla olmasina karsin bu faktérler ile inme arasinda anlamli
bir iliski bulunamamustir.

Italyan populasyonunda 364 inme gecirmis diabetik hasta ile inme gecirmemis
492 diabetli hasta grubu arasinda bir galisma yapilmistir. Bu ¢alismada TNFRSF11B
geni 245T>G, 950T>C ve 1181G>C polimorfizmlerinin inme hastalig: ile iliskisi
incelenmistir. TNFRSF11B geni 118G>C polimorfiziminin bu ¢alismadaki verilerine
baktifimizda: Ortalama yaglar1 72 olan, inme gecirmis diabetli hastalarin genotip siklig
96 (%26.,4) tanesinde CC, 188 (%51,6) tanesinde GC, 80 (%22,0) tanesinde GG;
ortalama yaglari 71 olan inme gegirmemis diabetli hastalarda ise genotip siklig1 57
(%11,6) tanesinde CC, 196 (%39,8) tanesinde GC, 239 (%48,6) tanesinde GG seklinde
gozlemlenmistir. Sonug olarak TNFRSF11B geni 1181G>C polimorfizmi ile iskemik
inmenin  alakali oldugu bulunmustur (p<0.0001). Ayrica bu polimorfizmin
serebrovaskiiler hastaliklar i¢in de belirte¢ olabilecegi one siiriilmiistiir (Mrozikiewicz
ve ark, 2011). Bizim ¢alismamizda ise ortalama yaslar1 67 olan akut inmeli hastalar ile
ortalama yaglar1 64 olan kontrol grubu galisildi. Calistigimiz toplam 107 akut inmeli
hasta ile 100 akut inme gegirmemis kontrol DNA’larinin RFLP analizi ve istatistiksel
degerlendirme sonucunda TNFRSFIIB geni 1181G>C polimorfizmi ile akut inme
arasinda istatistiksel olarak bir iliski bulunamadi. Akut inmeli diabet hastalarindan 8
kigide (%29,6) CC, 20 kiside (%42,6) GC ve 4 kiside (%36.,4) GG genotipine; akut
inme geg¢irmig diabet hastas: olmayanlardan 19 kiside (%70,4) CC, 27 kiside (%57,4)
GC ve 7 kiside (%63,6) GG genotip sonuglari elde edilmistir. Italyan populasyonunda
yapilan ¢aligmada ve bizim yapmis oldugumuz caligmada hasta ve kontrol gruplarinda

GC genotip siklifit GG ve CC genotip sikligina oranla daha fazla gdzlenmistir. Fakat
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[talyan populasyonundaki ¢alismada inme ile TNFRSF11B geni 1181G>C polimorfizmi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmusken bizim yaptigimiz ¢alismada
istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamamustir.

Italyada yapilan baska bir arastirmada karotis arteroskleroz hastalig1 olan 177
hasta ile 303 kontrol grubunda TNFRSFIIB geni 245T>G, 950T>C ve 1181G>C
polimorfizmlerine bakilmustir. Bu calismanin sonuglarina gore hasta grubunda CC
genotipi 36 kiside (%20,3), GC genotipi 75 kiside (%42,4), GG genotipi 66 kiside
(37,3) gozlemlenirken, kontrol grubunda ise CC genotipi 33 kiside (%10,9), GC
genotipi 122 kiside (%40,3), GG genotipi 148 kiside (%48,8) gozlemlenmistir. Karotis
arterosklorez ve kontrol grubu arasindaki demografik ve klinik degerler incelenmis.
Bayanlara oranla erkeklerin bu hastalifa daha c¢ok yakalandiklari, hipertansiyon,
diyabet, koroner arter hastalig1, iskemik inme ve tikayici periferik arter hastaliklar ile
INFRSFI1IB geni 1181G>C polimorfizmleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski oldugu gosterilmistir. Sonug olarak bagimsiz bir risk faktérii olan TNFSF11B geni
ve genotip varyantlarinin karotis arterosklorez patogenezine katkida bulunabilecegi
vurgulanmugtir  (Straface, 2011). Karotis arterosklerozun inmeye neden oldugu
bilinmektedir ve hastanin yagi, hipertansiyon, diyabet, kroner arter hastalifi inme igin
risk faktorleri arasinda yer almaktadir. Bizim ¢alismamizda TNFRSF11B geni 1181G>C
polimorfizmi ile akut inme arasinda iliski bulunmamistic. Bu durum TNFRSFIIB
geninin vaskiiler roliiniin ¢ok yonlii olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Bizim c¢alismamiz, TNFRSFIIB geni 1181G>C polimorfizmi ile akut inme
arasindaki iligkiye yonelik yapilan bir calismadir. Bu ¢alismada elde etti§imiz bulgulara
gore TNFRSF11B geni 1181G>C polimorfizmi ile akut inme arasinda anlamli bir iliski

bulunamamustir.
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6.SONUC VE ONERILER

Bu caligmaya Gaziosmanpasa Universitesi Acil Tip Anabilim Dalina bagvuran
akut inme ge¢irmis hasta grubu ile akut inme gecirmemis kontrol grubu hastalar1 dahil
edildi. Yas ortalamasi 67,10 + 12,83 olan akut inmeli hastalar ile yas ortalamas1 64,08 +
9,41 olan kontrol grubu TNFRSFIIB geni 1181G>C polimorfizmi agisindan
karsilagtirildi.  Akut inme ile TNFRSFIIB geni 1181G>C polimorfizmi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliskiye rastlanmada.

Serebrovaskiiler hastaliklar arasinda en fazla 6liime neden hastaliklardan biri
olan inmenin etiyolojisi ne kadar iyi bilinirse hastaliga yakalanma oranin diisecegi gibi
yeni tedavi yontemleri de artacaktir.

Akut inmeye sebep olabilecek risk faktorlerinin 6nceden belirlenmesi ve gereken
tedbirlerin alinmasi bu hastaliga yakalanmayi geciktirecektir.

Sonug¢ olarak farkli populasyonlarda yapilan c¢alismalar, TNFRSFI1IB geni
1181G>C polimorfizminin inme gibi serebrovaskiiler hastaliklarin belirlenmesinde
belirte¢ gorevi gordiigiinii gdstermektedir. Tiirk populasyonunda da bu tiir calismalarin
arttirtlmasinin akut inme ile TNFRSF/IB gen polimorfizmi arasindaki iligkiyi daha net

ortaya koyacagi kanaatindeyiz.
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