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OZET

CICEK S. Biiyiik Damar Aterosklerozuna Bagh Akut Iskemik Inme ile
Basvuran Hastalarda PON1 (L55M, Q192R), PON2 (C311S) ve PAF-AH
(G994T) Gen Polimorfizmlerinin iliskisi. Zonguldak Karaelmas Universitesi Tip
Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dah, Uzmanhk tezi, 2011.

Inme; aniden gelisen, minimum 24 saat veya daha uzun siiren, 6liime yol acabilen
vaskiiler nedenlere bagl fokal serebral fonksiyon kaybina ait belirti ve bulgularin
hizla yerlesmesi ile karakterize bir klinik sendromdur. Iskemik inme, beyin enfarkti,
intraserebral kanama ve subaraknoid kanama gibi farkli alt tipleri vardir. Iskemik
inme, tiim inmelerin %85°ni olusturur. Iskemik inmelerin en &nemli nedeni
aterosklerozdur. Beyinde en sik karotis bifurkasyonu, orta serebral arter c¢ikisi,
baziler arterin orta ve alt bolimleri etkilenir. Calismamizda PONI (L55M, Q192R),
PON2 (C311S) ve PAF-AH (G994T) gen polimorfizmlerinin akut iskemik inme ile
olan muhtemel iliskilerinin ortaya konmasi amaclanmistir. Biiyilkk damar
aterosklerozuna bagl akut iskemik inme tanis1 almis 75 hasta ile yas ve cinsiyet
ozellikleri agisindan benzer 6zelliklere sahip olan ve norolojik bir hastalig1 olmadigi
bilinen 75 saglikli kontrolden kan alinarak DNA elde edilmis ve PCR-RFLP yontemi
ile PONI (L55M, Q192R), PON2 (C311S) ve PAF-AH (G994T) gen polimorfizmleri
belirlenmigtir. Hasta ve kontrol grubu PONI (L55M, Q192R), PON2 (C311S) ve
PAF-AH (G994T) gen polimorfizmleri agisindan karsilagtirilmigtir. Biiyilk damar
aterosklerozuna bagh akut iskemik inme tanisi konulan hasta ve kontrol gruplari
arasinda PONI (L55M, Q192R), PON2 (C311S) ve PAF-AH (G994T) genlerinin alel
dagilimlarinin istatistiksel olarak anlamlilik gostermedigi belirlenmistir. Ateroskleroz
olusumu oOnleyici etkisi olan paraoksonaz (PON) ve platelet aktive edici faktor
asetilhidrolaz (PAF-AH) genetik polimorfizmleri {izerine daha genis ¢apli ve spesifik
calismalarin yapilmasi ve gelistirilmesi ile akut iskemik inme tanisi, etyopatogenezi

ve prognozunda gelismelerin saglanmasi beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: iskemik inme, gen polimorfizmi, ateroskleroz, PONI L55M,

PON2 QI192R, PON2 C311S, PAF-AH G994T
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SUMMARY

CICEK S. Relationship Between PON1 (L55M, Q192R), PON2 (C311S) and
PAF-AH (G994T) Gene Polymorphisms and Acute Ischemic Stroke Patients
With Large-Vessel Atherosclerosis. Zonguldak Karaelmas University Faculty of
Medicine, Department of Medical Genetics, Thesis, 2011.

Stroke; a sudden, a minimum of 24 hours or longer, can lead to death due to vascular
causes, symptoms and signs of focal loss of cerebral function is a clinical syndrome
characterized by a rapid settlement. There are different sub-types of ischemic stroke,
brain infarction, intracerebral hemorrhage and subarachnoid hemorrhage. Ischemic
stroke, creates of %85 all strokes. Ischemic strokes are the most important cause of
atherosclerosis. The brain, the most common carotid bifurcation, middle cerebral
artery-out, middle and bottom sections of the basilar artery is affected. The aim of
the study is to investigate, PONI (L55M, QI192R), PON2 (C311S) and PAF-AH
(G994T) gene polymorphisms with acute ischemic stroke, which is intended to reveal
possible relationships. DNA samples were obtained from 75 acute ischemic stroke
patients with large-vessel atherosclerosis and age and gender matched 75 healthy
control subjects having no neurological disease. Their PONI (L55M, Q192R), PON2
(C311S) and PAF-AH (G994T) gene polymorphisms were determined by using PCR-
RFLP method. Patient and control group of PONI (L55M, Q192R), PON2 (C311S)
and PAF-AH (G994T) gene polymorphisms were compared. Allelic distribution
between groups for the PONI (L55M, QI192R), PON2 (C311S) and PAF-AH
(G994T) genes polymorphisms were not statistically significant. Paraoxonase (PON)
and platelet-activating factor acetylhydrolase (PAF-AH) genetic polymorphisms
which have preventive effect of atherosclerosis, on the larger scale in order to
understand etiopathogenesis, development, and the prognosis of acute ischemic

stroke.

Keywords: Ischemic stroke, gene polymorphism, atherosclerosis, PONI L55M,
PON2 Q192R, PON2 C311S, PAF-AH G994T
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1. GIRIS VE AMAC

Diinya Saghk Orgiitiiniin tanimlanmasina gére inme; aniden gelisen, minimum 24
saat veya daha uzun siiren, oliime yol acabilen vaskiiler nedenlere bagli fokal
serebral fonksiyon kaybina ait belirti ve bulgularin hizla yerlesmesi ile karakterize
bir klinik sendromdur. Iskemik inme, beyin enfarkti, intraserebral kanama ve
subaraknoid kanama gibi farkli alt tipleri vardir. Iskemik inme, tiim inmelerin
%85 ni olusturur.

Iskemik inmelerin en &nemli nedeni aterosklerozdur. Beyinde en sik karotis
bifurkasyonu, orta serebral arter ¢ikisi, baziler arterin orta ve alt boliimleri etkilenir.
Siire¢ anevrizma, riiptiir, tromboz ya da emboli kaynagi olarak sonuglanir.
Ateroskleroz intimada lipid depolanmasi, fibrozis ve inflamasyon ile karakterizedir.
Serum total kolesterol ve diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) diizeylerinin yiiksek;
buna karsilik HDL diizeylerinin diisiik olmasi, aterosklerozun olusumunda etkili
lipoproteinlerdir. HDL nin aterosklerozdaki koruyucu rolii, ters kolesterol tasimasi,
nitrik oksit gibi bazi damar genisletici molekiillerin sentezini arttirir, inflamasyonu
ve tromboz olusumunu Onleyici etki gosterir, adezyon molekiillerinin sentezini
azaltir ve endotel tamirini uyarir. HDL nin bir bagka 6nemli etkisi ise, aterosklerozun
baslangic ve gelisiminden sorumlu tutulan LDL’deki oksidatif degisimleri
onlemesidir. HDL nin antioksidan etkisinin kismen HDL ile iliskili enzimlere bagl
olabilecegi diisiiniilmekte, ozellikle paraoksonaz (PON) ve platelet aktive edici
faktor asetilhidrolaz (PAF-AH) enzimleri lizerinde durulmaktadir. PAFAH hem
proinflamatuvar bir molekiil olan platelet aktive edici faktorii hem de oksitlenmis
fosfolipidleri hidroliz edici 6zelligi ile koruyucu etkide Onemli rolii oldugu
diisiiniilen bir molekiildiir. Ancak PAFAH insanda, HDL’den ¢ok LDL iizerinde
bulunan bir enzimdir. HDL’ye 6zgii olan ve lipid peroksitleri hidroliz etmede giiglii
etkisi oldugu bildirilen enzim ise PON’dir

Ateroskleroz iskemik inmenin hem etiyopatogenezinde hem de
progresyonunda Onemli rol oynadigi distiniilmektedir. PON ve PAF-AH’lar
detoksifikasyon mekanizmasinda ¢ok Onemli rol oynayan enzimlerdendir. Bu
nedenle PON ve PAF-AH iiretimini ve sekresyonunu etkileyen gen polimorfizmleri

ile kardiyovaskiiler hastaliklar disinda akut iskemik inme, diyabet, sepsis, Alzheimer



ve Parkinson gibi pek c¢ok hastaligin gelismesine karsi koruyucu, hastaligin olusum
asamasinda, seyrinde ve tedaviye yanitlarinda iliskili oldugu bildirilmistir. Yapilan
aragtirmalar, PON polimorfizminin oksidatif hasara bagli hastaliklarda 6nemli bir
role sahip oldugunu goéstermektedir.

PON ve PAF-AH fretimi genetik kontrol altinda olup salgilanma zamanlar1
ve miktarlar1 genetik olarak ayarlanmaktadir. Buna kanit olarak polimorfizmlerinin
saptanmastyla serum seviyeleri arasindaki farkin tesbit edilmesi gosterilmektedir. Bu
polimorfizimlere gore bireyler yliksek, orta veya diisiik diizeyde salgilanmakta ve
bireyden bireye ateroskleroz olusumu farkli olmakla birlikte akut iskemik inmeye
yanit degismektedir.

Bu ¢alismada aterosklerozu olusumu 6nleyici etkisi olan PONI L55M, PON1
Q192R, PON2 C311S ve PAF-AH G994T (Val279Phe) gen polimorfizmlerin biiyiik
damar aterosklerozuna bagli akut iskemik inme ile basvuran hastalar ile olan

iliskisinin karsilastirilmasi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Serebrovaskiiler Hastaliklar

Diinya Saghk Orgiiti inmeyi en genis anlamiyla serebral islevlerdeki fokal
bozukluga iliskin 24 saatten uzun siiren ya da vaskiiler kokenli bir neden disinda
belirgin bir neden olmaksizin 6liime yol acan, hizli gelisen klinik belirtiler olarak
tanimlamistir (1). Gegici iskemik atak, tim belirtileri ilk 24 saatte diizelen beyin
iskemisi durumudur. Iskemik atak iliskili nérolojik belirti ve bulgular 3 saatten uzun
stirerse ‘kisa Oomiirlii inmeler’ olarak isimlendirilir. Ciinkii bu hastalarin biiytik bir
kisminda manyetik rezonans goriintiillemede beyin infarktiisiinii diisiindiiren patolojik

bulgular elde edilmistir (2).

2.1.1. Epidemiyoloji

Inme insidansi, belirli bir zaman periyodunda bir popiilasyonda ortaya ¢ikan yeni
inme olgularini ifade eder, serebrovaskiiler olaylarin epidemiyolojisini incelemede en
gegerli verilerden bir tanesidir. Inme insidansinin yasin ilerlemesi ile birlikte arttig
gozlenmistir. Ornegin 45 yas alt1 kisilerde yillik inme oram1 % 0.2 iken 75-84 yas
arasinda %1.6 olarak artmaktadir. Yas standardizasyonu yapildiktan sonra 55 yas ve

tistiinde toplam yillik inme insidans1 %5.3 olarak saptanmustir (3).

Inme prevalansi belirli bir zamanda bir popiilasyondaki inmeli olgularin
toplam sayisidir. Bu say1 inme insidansina ve yasayabilen hastalara baglhdir.
Prevalans yagla birlikte artmaktadir. Yasin standardize edildigi ¢alismalarda 65 yas
ve lizerinde 1000 kisilik popiilasyonda inme prevalansi 58.6 oranindadir. Erkeklerde

inme prevalansi1 72.4/1000, kadinlarda ise 48.6/1000 olarak bulunmustur (3).

Tiirkiye’de yapilan, 2000 yilinda yayinlanan, 3100 hastay1 igeren ¢ok
merkezli bir inme ¢alismasinda iskemik inme orani %72, hemorajik inme oran1 %28
olarak bulunmustur (4). Genelde iskemik inme hemorajik inmeden 3-4 kat daha sik

goriilmektedir ve tiim inme olgularinin %75’ini olusturmaktadir. Intraserebral



kanama olgularin %30’unu olusturmaktadir. Subaraknoid kanama siklig1
intraserebral kanama sikhigmin genellikle iigte biri ile yaris1 kadardir. Infarkt alt
tiplerinin siklig1 olgularin se¢ildigi 6rnekleme, calismanin yapildigi cografi alana ve
aragtirmaci tarafindan olusturulan tani algoritmalarina gore degismektedir. Serebral
infarkt olgularmin yaklasik %20’sinin kardiyoembolizm kaynakli infarkt, %15’inin
biiylik damar aterosklerotik infarkti, %20’sinin kii¢iik damar lakiiner infarkti oldugu
gbézlenmistir. Arterit ya da diseksiyon gibi diger belirlenmis nedenlerden
kaynaklanan inmeler genellikle %5’den azdir. Bilinmeyen nedenlere bagl infarktlar

iskemik infarktlarin yaklasik %40’ 1n1 olusturur (5).

2.1.2. Fizyopatoloji

Normal bir erigkinde istirahat serebral kan akimi dakikada yaklasik 50-55 ml/100
gr’dir ve serebral metabolik oksijen orani dakikada 165 mmol/100 gr’dir (6).
Istirahatte, her kardiyak kasilma sonrasinda 70 ml kan saliir; bunun 10-15 ml’si
beyine tahsis edilir. Normal serebral kan akimini saglamak {izere, her bir internal
karotid arterde dakikada 350 ml, vertebrobaziller sistemde ise dakikada 100-200 ml

kan akimi1 s6z konusudur (5).

Iskemik inme hipotansiyon veya hemodinamik nedenlerle olustuysa
arteriyel sinir veya arteriyel sulama alanlari tutulabilir. Kollateral kan akiminin
varliginda ana arter okliizyonu mevcut ise arteriyel sulama alaninin merkezinde
kama seklinde infarkt olusabilir. Kollateral kanlanma alaninin yoklugunda arter
tarafindan sulanan tiim alanda infarkt meydana gelir. Internal karotid arter gibi biiyiik
bir arter tikanmasinda multilobar infarkt ile bunu g¢evreleyen 6dem gelisebilir.
Emboli nedeniyle olusan infarktlar serebral korteks ile beyaz cevher arasindaki
bileskeye yerlesme egilimindedirler. Infarktin erken reperfiizyonu pihti lizise
ugradigr zaman olusur bu da hemorajik transformasyona neden olabilir. Kardiyak
emboliler genelde rekanalize olma egilimindedir. Kirk sekiz saat sonra cekilen
anjiyografide %90 oraninda acilma gozlenir. Bu rekanalizasyon egilimi
kardiyoembolik inme sonrasi daha sik gdriilen hemorajik transformasyonun nedeni

olabilir (7).



Beyin yiiksek oksidatif metabolizma ve yogun glutamaterjik sinaptik
aktivite nedeniyle diger dokulara gore eksitotoksisiteye ve serbest radikallere daha
duyarhdir. Iskemide nekrotik hiicre dliimiine ek olarak apopitotik mekanizmalar da
rol oynar. Iskemide apopitotik mekanizmalar mitokondri, DNA, endoplazmik
retikulum gibi hiicre icinden ya da hiicre ylizeyine yerlesmis olan norotropin
reseptorii P75 (p75 NTR), tiimor nekroz faktor reseptér-1 (TNFR-1) gibi 6liim
reseptorleri tarafindan baslatilabilir (8). Deneysel fokal beyin iskemisinde belirgin
iskemik akim esikleri vardir. Kan akimi dakikada 18 ml/100gr’a indiginde beyin
elektriksel hasar icin bir esige ulasir. Noron bu durumda fonksiyon goremezken
tyilesme potansiyeline sahiptir. Kan akimi dakikada 8 ml/100gr’a diistiiglinde hiicre
Olimii ile sonuglanabilir bu diizey membran hasar esigi olarak bilinir (6). Bu
esiklerin arasindaki kurtarilabilir beyin dokusuna Astrup ve arkadaslari tarafindan
iskemik penumbra adi verilmistir (9). Penumbra, tikanmanin erken doneminde
tromboliz ile tekrar kan saglanmasi ve/veya noroprotektif ajanlarin kullanilmasiyla
potansiyel olarak kurtarilabilir. Ancak hem klinik hem de deneysel ¢alismalarda bu

zaman diliminin 2-3 saatle sinirlt oldugu saptanmstir (8).

Iskemi beyin enerji metabolizmasinda bozulmaya, aerobik glikoliz kaybina,
intraseliiler sodyum ve kalsiyum birikimine, eksitotoksik norotransmitterlerin
salinimina, lokal asidoz ile birlikte laktat seviyelerinde yiikselmeye, serbest radikal
liretimine, hiicre sismesine, lipaz ve proteazlarin fazla aktivasyonuna ve hiicre
6liimiine neden olur (10). Kan akimi normalin %16’sindan daha fazla azaldig1 zaman
(<I2ml/100 gr./dak) ATP hizla tiikenir, anoksik depolarizasyon ortaya ¢ikar (11).
Akut donemde asir1 glutamat saliverilmesi nedeniyle N-metil-D-aspartik asit
(NMDA) ve non-NMDA reseptorleri aktive olur. Hiicre ig¢ine NMDA
reseptorlerinden yogun kalsiyum (Ca'™) girisi sonucunda Ca™ bagimli enzimlerin
aktivasyonu ve serbest radikal olusumu ile gecikmis hiicre 6liimii gerceklesir. Serbest
radikaller niikleik asitlere, lipitlere ve proteinlere baglanarak hiicreleri zedeler. Kan
beyin bariyerini bozarak beyin 6demine, kanamaya ve inflamatuar hiicrelerin beyin
parankimine gecisine neden olur. Noron kaynakli nitrik oksit (NO) artist
norotoksiktir, endotel kaynakli NO ise rezidiiel kan akimini artirarak koruyucu rol
oynar. Reperfiizyon sirasinda endotel kaynaklt NO ve peroksinitrit olusumu kan

beyin bariyeri hasarina yol agabilir. Kalsiyumun hiicre i¢indeki artis1 lipaz, proteaz,



endoniikleazlarin  aktivasyonu, mitokondriyal yiiklenme ve serbest radikal
olusumunu arttirarak noron oliimiinii tetikler. Oliim reseptdrlerinin uyarilmasi ve
mitokondriyal yolun aktivasyonu kaspaz 3, 7 gibi ylriitiicii kaspazlarin aktif
formlarina donlismesine ve ¢esitli niikleer, sitoplazmik ve membrandz proteinlerin
parcalanmasina neden olur. Katepsin ve kalpain gibi proteazlarin sinirl aktivasyonu
apopitozu tetiklerken siddetli aktivasyonu nekroz gelisimine neden olur. Matriks
metalloproteazlar damar bazal laminasindaki bag dokusunu yikarak kan beyin
bariyeri hasarm artirir. iskemik bolgeye 16kosit infiltrasyonunun olmas: geg iskemik

hasarin ilerlemesine yol agar (8).

Intraserebral kanamada kanin ekstravazasyonu parankim dokuyu pargalar ve
kitle etkisi olusturur. Kan beyin bariyerini bozarak 6deme neden olur. Komsu beyin
dokusuna basi gelisir. Kanamanin siddeti ve yerlesimi klinigi belirler. Intraserebral
kanama sabah sekiz ile aksam sekiz saatlerinde daha sik goriliir. Bu sirkadiyan
ritmin fizyolojik kan basinci tepe noktasi ile ¢akismasi intraserebral kanamada kan

basinci yliksekliginin etkisi diisiincesini desteklemektedir (12).

2.1.3. Etiyoloji ve Siniflandirma

2.1.3.1. Serebral Infarkt

Ciddi ateroskleroz ve lizerine yerlesmis tromboz kaynakli okliizyon, arter ya da
kardiyak kaynakli embolizm, daha nadir goriilen arteriyel diseksiyon,
hiperkoagiilasyon durumlari, vazospazm, vaskiilitler, sistemik hipotansiyon,
disproteinemi ve polisitemi gibi hiperviskozite nedenleri, moya moya hastaligi,
fibromiiskiiler displazi, tiimor tarafindan damarin kompresyonu gibi pek ¢ok nedenle

serebral kan akiminda azalma ve bunun sonucunda infarkt gelisebilir.

Inmeler néroradyolojik, kardiyolojik, hematolojik ve biyokimyasal tetkikler
g6z Oniine alinarak; serebral iskemi (%60-80), intraserebral hemoraji (%10-15),
subaraknoid kanama (%3-10) olmak iizere 3 ana grupta toplanmistir (13).
Bogousslavsky ve arkadaslar tiim inmelerin %89’unun iskemik, bunun da %42’sinin

aterosklerotik nedenli inmeler oldugunu gostermislerdir (14). Ulkemizde, Ege



Universitesi’nde yapilan bir ¢alismada, tiim inmelerin %77’sinin iskemik, bunun da

%37’s1 ateroskleroza bagli inmeler oldugu bildirilmistir (15).

Bamford ve arkadaslar1 klinik bulgular1 gozeterek iskemik serebrovaskiiler

hastaliklar1 4 kategoriye ayirarak (16)
1. Total anterior dolasim infarktlari,
2. Parsiyel anterior dolagim infarktlari,
3. Posterior dolasim infarktlari,
4. Lakiiner infarktlar olarak siniflandirmislardir.

Bu smiflandirma olast etiyolojik nedenler gozetilmediginden pek
kullanilmamaktadir (13). “Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment” (TOAST)
calismasinda kullanilan siniflandirma ise klinik bulgularin yami sira etiyolojik

nedenleri de gozetir. Bu siniflandirma 5 kategoriden olusur (17):
1. Genis arter aterosklerozu (tromboz veya emboli),
2. Kardiyoembolizm,
3. Kii¢iik damar okliizyonu (lakiin),
4. Diger belirlenen nedenlere bagli iskemik inme,

5. Nedeni belirlenemeyen iskemik inmedir.

2.1.3.1.1. Genis Arter Aterosklerozu

Tiim iskemik inmelerin yaklasik yarisi genis arter aterosklerozuna baghdir (17).
Genis arter aterosklerozu genelde ekstrakraniyal ve daha nadir olmak {izere
intrakraniyal damarlarda ve bunlarin bifurkasyon bolgelerinde olusan aterom
plaklarinin riiptiiri ve bunu takip eden tromboza bagli olarak gelisir. Proksimal
arterlerin %70-80 tizerindeki darliklarinda genis arter aterosklerozundan soz edilir.
Aterosklerotik inmeler genelde sabah erken saatlerde ve giiniin aktif saatlerinde
gerceklesir. Ancak uykudan uyaninca fark edilen inmelerin biiyiik bir ¢ogunlugu da
bu grupta yer alir. Aterosklerotik inmeler %44 oraninda sonbahar mevsiminde
gelisme egilimindedirler (18). Kliniginde siklikla yiiksek kortikal fonksiyon

bozukluklari, duyusal ve motor etkilenmeler, nadiren de beyin sap1 ve serebeller



fonksiyon bozukluklar1 goriilebilir. Inmenin genis arter aterosklerozuna baglh
oldugunu sdyleyebilmek i¢in muhtemel kardiyoemboli kaynagi olmamasi,
bilgisayarli beyin tomografisi (BBT) ve kraniyal manyetik rezonansda (MR) bir arter
sulama alanina uyan infarkt capimin 1.5 cm’den biiyilkk olmasi, Doppler
ultrasonografi (USG) ve anjiografi de semptomdan sorumlu damarda %50°den fazla
stenoz veya okliizyon tespit edilmesi gereklidir. Bu tetkiklerin normal oldugu

hastalarda genis arter aterosklerozuna bagli inme tanis1 konulamaz (13).

2.1.3.1.2. Kardiyoembolizm

Tim iskemik inmelerin %?20’sini olusturan kardiyoembolizmde, arteriyel
okliizyonun nedeni kalpten kaynaklanan embolilerdir (17). Emboliye yol acan kalp
hastaliklari, yiiksek riskli ve orta riskli olmak iizere alt gruplara ayrilmistir.
Kardiyoembolizme neden olan kalp hastaliklar1 akut miyokard infarktiisii, sol
ventrikiil anevrizmasi, kardiyak aritmiler, dilate kardiyomiyopati gibi siralanabilir.
Orta yas ve lizerinde en sik goriilen kardiyoemboli nedeni miyokard infarktiisii, ileri
yasta ise nonvalviiler atriyal fibrilasyondur (19). Kardiyoembolik inmelerin %52 gibi
biiyiik bir kism1 sabah uyanmayi takip eden ilk saatlerde gerceklesir ve mevsimsel
fark gostermez (18). Klinigi genis arter aterosklerozuna benzer. Ayirimi kardiyak
emboli kaynaginin gosterilmesi ile yapilir. Kardiyoembolik infarkt yillardir epileptik
nobet acisindan tartigmali bir risk faktorii olarak bilinmektedir (20,21). Ancak son
yapilan caligmalar kardiyoembolik inme ile epileptik nobet gelisimi arasinda bir
birliktelik olmadigini1 diisiindiirmektedir (22). Kardiyoembolik inmeli bazi olgularda
bulgularin  hizla diizelme egilimi gostermesi kardiyoembolik infarktin
rekanalizasyonu ile agiklanabilir. Tikali damarin erken rekanalizasyonu iskemik
lezyonun hemorajik lezyona doniisiimiine de sebep olabilir. Kardiyoembolik infarktta
BT veya MR’da, genis arter aterosklerozunda oldugu gibi, bir arter alanina uyan
genis kortikal infarktlar goriilebilmekle birlikte, degisik vaskiiler alanlarda birden

fazla lezyonun varhig1 ayirici tanida yol gostericidir (13).

2.1.3.1.3. Kii¢iik Damar Okliizyonu (Lakiin)

Genellikle, diyabet veya hipertansiyonu olan yaglh hastalarda ortaya ¢ikan bu inme

tipi tim iskemik inmelerin %25’ini olusturur (17). Lakiiner infarktlar penetran



arterlerin aterosklerozuna bagli okliizyon veya mikroemboli sonucu ortaya ¢ikabilir.
Kiiclik damar okliizyonu tanis1 i¢in BT/MR’da saptanan infarkt ¢capinin 1.5 cm’den
kiigiik olmast gereklidir. Bu olgularda emboliye yol agabilecek bir kalp hastaligi
veya ipsilateral arterde %50’den fazla stenoza yol acan biiyilk damar hastaligi
bulunmamalidir (13). Lakiinler tek veya c¢oklu, semptomatik veya asemptomatik
olabilirler. En az 20 tip lakiiner sendrom tanimlanmistir (23). Bunlar arasinda en sik
goriilenler saf motor hemiparezi, saf duyusal inme, duyusal motor inme, ataksik
hemiparezi, disartri-beceriksiz el sendromudur. Cok sayida lakiinler kognitif yetide

azalmaya neden olabilir (23).

2.1.3.1.4. Diger Belirlenen Nedenlere Bagli iskemik Inme

Tiim iskemik inmelerin %5’inden daha az oranda goriiliirler (17). Bu grupta,
fibromiiskiiler displazi, santral sinir sisteminin birincil ve ikincil vaskiilitleri,
CADASIL (Serebral Otozomal Dominant Arteriyopati Subkortikal Infarktlar ve
Lokoensefalopati), moya moya hastaligi, mitokondriyal hastaliklar, serebral amiloid
anjiyopati, travma ve diseksiyon ile kan hastaliklar1 yer alir. Anjiyografi,
leptomeningeal biyopsi ve ayrintili hematolojik, biyokimyasal ve mikrobiyolojik
testlerle tan1 konulur. Potansiyel kardiyoembolizm ve genis arter aterosklerozu

dislanmalidir (13).

2.1.3.1.5. Nedeni Belirlenemeyen iskemik inme

Bu grupta ayrintili tetkiklere ragmen etiyolojisi saptanamayan serebral infarktlar ile
yeterli tetkik edilemeyen olgular yer alir. Ayrica, yapilan tetkiklerde birden fazla

etiyolojik neden saptanan olgular da bu grupta degerlendirilmelidir (13).

2.1.3.2 intraserebral Kanama

Inmelerin %15-20’sini olusturur. Serebral kanamalar %6-8 oraninda subaraknoid,

%80 oraninda intraparankimal, %12-14 oraninda karisik tiptedir (4).

Intraserebral kanamanin en sik nedeni hipertansiyondur. Hipertansiyon
diger inme gruplarina gore intraserebral kanama i¢in daha 6nemli bir risk faktoriidiir.
Intraserebral kanama nedeniyle basvuran hastalarda dier inme hastalarina gére

hipertansiyon oykiisli ve sol ventrikiil hipertrofisi olma siklig1 daha fazladir (%72-



81) (24). Intraserebral kanamalar arasinda hipertansiyonun neden oldugu olgularin

orani yaklasik %50°dir (25).

Intraserebral kanamanm nedenleri arasinda kafa ici anevrizmalar,
arteriyovendz malformasyonlar, kii¢iik damar patolojileri de yer almaktadir.
Anjiyografi yapilan yas ortalamasi 46 olan 38 intraserebral kanamali geng¢ hastanin
23’lnde arteriyovendz malformasyon, 9’unda anevrizma saptanmistir (24).
Arteriyovendz malformasyonlar oOzellikle geng¢ intraserebral kanamali olgularin
onemli bir kisminda saptanmaktadir. Vaskiiler malformasyonlarda kendiliginden
kanamalar olabildigi gibi, travmaya ikincil kanamalar da gelisebilir (26). Kiiciik
arteriyovendz malformasyonlar veya kaverndz anjiyomlar nedeniyle olusan
kanamalar genelde serebral hemisferin subkortikal beyaz cevherinde yerlesme
egilimindedirler ve hipertansiyon kaynakli intraserebral kanamalara gore daha kiiclik
hacimlidirler. Genelde kiiglik arteriyovenéz malformasyonlar veya kaverndz

anjiyomlar nedeniyle olusan kanamalara daha geng hastalarda rastlanir.

Serebral tlimdrlerin igine kanama nadir goriilir ve tiim intraserebral
kanamalarin %10’undan azin1 olusturur. Bu komplikasyona en sik neden olan timdr
tipleri glioblastoma multiforme, melanoma veya bronkojenik karsinom ve renal
hiicreli karsinom metastazlar1 olarak siralanabilir. Malign beyin tiimoriine ikincil

intraserebral kanamada prognoz kotiidiir.

Hemofili gibi kanama bozukluklarindan kaynaklanan intraserebral kanama
vakalar1 da nadir goriiliir. Bu tiir kanamalar genelde 18 yasindan kii¢iik hastalarda

gelisir.

Oral antikoagiilan tedavisi alan hastalarda intraserebral kanama goriilme
siklig1 oral antikoagiilan tedavi almayan hastalara oranla daha fazladir (24). Ciddi
l6koariyozis bulunan hastalarda oral antikoagiilanlarin intraserebral kanama
gelistirme yoniindeki etkisi daha belirgindir (27). Benzer sekilde serebral amiloid
anjiyopati gibi bazi anjiyopatilerin varliginda oral antikoagiilanlarin kullanimi

intraserebral kanama riskini artirmaktadir (28).

Akut iskemik inme tedavisinde kullanilan rekombinant doku plazminojen
aktivatorii (t-PA) uygulamasi, olgularin %6.4’linde intraserebral kanama ile

sonuclanabilir (29). Proiirokinaz ile intraarteriyal tromboliz daha iyi klinik sonug
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verir ancak erken donemde intraserebral kanama gelistirme riski %11 gibi yiiksek bir
degerdir (30). Trombolitik tedaviye ikincil gelisen kanamalar gegirilmis serebral
infarkt alaninda yerlesir. Genellikle genis hacimlidir ve kotii prognozludur (31). Hem
proiirokinaz, hem de t-PA uygulamasi Oncesinde hiperglisemisi olan hastalarda
intraserebral kanama gelisme riski hiperglisemisi olmayanlara gore daha yiiksek

gozlenmistir (31,32).

Sempatomimetik ajanlarin kullanimi da intraserebral kanamaya neden
olabilir. Kanama sempatomimetik ajanlarin kullaniminin akabinde dakikalar ile
saatler icinde gelisebilir. Genelde serebral hemisferin subkortikal beyaz cevherinde
yerlesme egilimindedir. Rapor edilen olgularin yaklagik yarisinda gecici
hipertansiyon saptanmistir. Hastalarin anjiyografilerinde intraserebral arterlerde
tesbih tanesi goriinlimii saptanmistir. Anjiyografideki bu goriinim muhtemelen ilaca
ikincil multifokal spazm kaynaklidir. Gorlinim olarak vaskiilit ile karisabilir,

ayiriminda histolopatolojik inceleme gerekmektedir (33).

Tim incelemelere ragmen intraserebral kanamalarim %20’sinin nedeni

belirlenememektedir (4).

Intraserebral kanamalar yerlesim bolgelerine gore putaminal kanamalar
(yaklasik %35), daha sonra lobar kanamalar (yaklasik %25), talamik kanamalar
(yaklasik %10-15), serebeller kanamalar (yaklasik %5-10), kaudat kanamalar
(yaklasik %5), pons kanamalar1 (yaklasik %5) seklinde siralanabilir. Cok nadir

olarak da mezensefalik ve meduller kanamalar goriilebilir (5).

Lobar kanamalar siklikla arteriyovendz malformasyon ve Ozellikle geng
hastalarda sempatomimetik ajan kullanimi, yasli hastalarda ise serebral amiloid
anjiyopati gibi hipertansiyon dis1 nedenlerden kaynaklanabilir. Kaudat kanamalarin
en sik nedeni ise hipertansiyondur. Intraventrikiiler kanama genelde kaudat, talamik,
bliyiik putaminal ve lobar kanamalarin ventrikiile agilmasi seklinde karsimiza c¢ikar.
Intraparankimal kanama ile birliktelik gostermeyen birincil formu ise ¢ok nadir

goriiliir (24).
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2.1.4. Risk Faktorleri

Bir hastaligin olusmasinda yatkinlik yaratan etkenler risk faktorii olarak tanimlanir.
Inme icin risk faktorlerinin saptanmasi, koruyucu hekimlik uygulamalar1 agisindan
Oonem arz etmektedir. Baz1 risk faktorlerinin degistirilmesi miimkiin degildir. Ancak
bir kisim risk faktorleri tibbi tedavi ve/veya cerrahi uygulamalarla rahatlikla kontrol
altina alinabilmektedir. Tablo 1°de iskemik ve hemorajik inmeli hastalardaki risk

faktorlerinin goriilme yiizdeleri verilmistir (4).

Tablo 1. Iskemik ve hemorajik inmeli hastalardaki risk faktorleri

Iskemik (%) Hemorajik (%)

Hipertansiyon 62.4 79.2
Kardiyopati 59.4 22.5
Obezite 50 50.6
Ateroskleroz 41 38.6
Sigara 41 34.9
Horlama 30 30.4
Hiperlipidemi 25 25

Diyabetes Mellitiis 23 11.9
Yiiksek hematokrit 17.2 13.8

2.1.4.1 inme Risk Faktorlerinin Siniflandirilmasi

Inme olusumunu etkileyen risk faktorleri degistirilemeyen risk faktorleri ve

degistirilebilir risk faktorleri olarak iki ana grupta toplanabilir (Tablo 2).
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Tablo 2. inme risk faktorlerinin siniflandiriimasi

1. Degistirilemeyen 2. Degistirilebilen risk faktorleri
risk faktorleri
* Yas 1)Kesinlesmis faktorler 2)Kesinlesmemis faktorler
* Cinsiyet * Arteriyal Hipertansiyon | ¢ Alkol kullanim1
« Ik + Diyabetes Mellitiis + Obezite
* Et'mk.-k()lfe? .| * Kalp hastaliklar * Beslenme aligkanliklari
* Aile dykiisti /genetik | , Hiperlipidemi * Fiziksel inaktivite
* Sigara * Hiperhomosisteinemi
+ Asemptomatik karotid « Ilag kullanimi ve
stenozu bagimlilig1
* Orak hiicreli anemi * Hormon tedavisi
* Uykuda solunum
bozukluklar

* Fibrinojen

+ Inflamasyon
 Enfeksiyon

* Migren

» Hiperkoagiilabilite

2.1.4.1.1. Degistirilemeyen risk faktorleri

Yas: inme insidans, ilerleyen yas ile birlikte carpici bir sekilde artis gdstermektedir.
Inme icin en 6nemli risk faktoriiniin ileri yas oldugu sdylenebilir (34).

Cinsiyet: Yetmisbes yasina kadar erkeklerin iskemik inme gecirme riski kadinlardan
daha yiiksek iken, yagam boyu prevalans kadinlarda daha ytiksektir (34).

Irk: Iskemik inme siyah 1rkta, beyaz irktan daha yiiksek oranda gériiliir. Bu durum
diabetes mellitus ve hipertansiyonun siyah irkta daha fazla olmasiyla agiklanabilir
(34).

Etnik koken: Afrika ve Amerika kokenlilerde inme riski daha yiiksektir (34).

Aile dyKkiisii/Genetik: Iskemik inme etyolojisi multifaktdryeldir. Hem paternal hem
maternal inme Oykiisii, kiside inme riskinin artmasi ile iligkili bulunmustur (35).
Bunlar aile bireylerinin benzer kiiltiirel/gevresel ve yasam stili faktorlerini
paylasmasi, bazi genetik ozellikleri tasimasindan kaynaklantyor olabilir (36). Klasik
herediter gecis goOsterilememisse de yakin zamanda yapilan g¢alismalar kuvvetle
genetik faktorlerin onemine dikkat ¢cekmektedir. Monozigotik ikizlerde inme riski,

dizigot ikizlere gore daha yiiksektir (34). Serebrovaskiiler hastaliklarin patolojisinin
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ve tedavi yontemlerinin belirlenmesinde kullanilan biyolojik caligmalar DNA, RNA
ve proteinler arasindaki iliskilerin ve fonksiyonlarin arastirilmasi temeline
dayanmaktadir. Her gen bir veya daha fazla protein icin kod tasimakta ve fenotipi
belirlemeye katki saglamaktadir. DNA yapisindaki varyasyonlar insanlar arasindaki
fenotipik farkliliklara neden olmaktadir. Bu genomik degisikliklerin kimi zaman ¢ok
bliyiik farkliliklara sebep oldugu, kimi zaman da yalnizca etkilerinin goriildigi
bilinmektedir. Bireyler arasindaki hastaliklara kars1 farkli yatkinlik durumlarinin bazi
genlerde ortaya ¢ikan varyasyonlardan kaynaklandigi bilinmektedir (37,38).
Homosisteinin siklik tioesteri olan homosistein thiolactonun ateroskleroz ve
tromboz olusumunda rol oynadigr gosterilmistir (39). Hiperhomosisteinemi
dogumsal bir metabolizma hastaligidir. Hem arteriyel hem de vendz tromboza neden
olabildigi gosterilmis tek kalitsal trombofili nedenidir (40). Hiperhomosisteinemi
homosistein metabolizmasinda remetilasyon veya siilfiirasyonda rolii olan enzimlerin
bozukluguna bagli olarak gelisebilir. En sik sistationin-B sentaz (CBS) ve
metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) genlerini etkileyen mutasyonlar sonucu
goriiliir (40). Sistationin-B sentaz enzim eksikligi otozomal resesif gecislidir.
Homozigot formu ciddi hiperhomosisteinemiye neden olur. Erigkin yasta goriilen
inme gelisiminde CBS enzim eksikliginin MTHFR gen mutasyonundan daha az
etkili oldugu diisliniilmektedir (41,42). Hiperhomosisteineminin 6nemli bir diger
nedeni de MTHFR enziminin eksikligidir (43). MTHFR homosisteinin metionine
metilasyonunda hiz kisitlayict basamagi katalizleyen folat bagimli bir enzimdir (44).
MTHFR geninindeki fonksiyonel polimorfizmler azalmis enzim aktivitesinin yaygin
bir nedenidir. Populasyonun %15-20°si, MTHFR C677T veya A1298C
varyantlarinin biri agisindan heterozigottur (45). MTHFR geninin C677T ve A1298C
mutasyonlarinin total plazma homosistein seviyesi iizerine artirici etkileri mevcuttur.
Yiikselmis plazma homosistein diizeyi ile MTHFR gen mutasyonlar1 arasindaki
birliktelik serum folat diizeyine baghdir (46,47). Yapilan calismalarda Tiirk
populasyonunda inme hastalarinda MTHFR C677T homozigot mutasyon prevalansi
yiiksek bulunmustur (48). Tirk toplumunda MTHFR C677T heterozigot mutasyon
sikligi %47.4 iken MTHFR C677T homozigot mutasyon sikligi %9.6 olarak
saptanmistir (49). MTHFR A1298C homozigot mutasyonun plazma homosistein
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konsantrasyonundaki artisa etkisinin C677T homozigot mutasyonu kadar etkili

olmadig1 diisiiniilmektedir (50).

Anjiyotensin doniistiiriici enzim (ACE) epitelyal ve endotelyal hiicrelerin
yiizeylerinde yaygin olarak dagilim gosteren, anjiyotensin I’i anjiyotensin II’ye
dondstiirlip, vaskiiler hipertrofi ve vazokonstriiksiyon yaparak aterosklerotik siirece
dahil olur. Ayrica ACE, nitrik oksit iiretimini stiimiile ederek vazodilatator etki
gosterdigi kabul edilen bradikininin indirgenmesinden de sorumludur (51). ACE geni
26 ekzondan olusur, 17. kromozom iizerinde 21 kb’lik yer kaplar ve 1306 aminoasitli
bir protein kodlar. Bu dizide sik goriilen intron 16’da 287. baz eslesmesinde tekrar
dizisi varlig1 (I aleli) veya yoklugu (D aleli) ile olusan polimorfizm mevcuttur (52,
53). ACE enzimin genetik polimorfizmi ACE aktivitesinde belirleyici rol alir. ACE
D/D geni tasiyanlarda ACE aktivitesinin %56 oraninda arttigi gosterilmistir (54).
Anjiyotensin donistiiriicii enzimin I/D gen polimorfizminin degisik etnik gruplarda
miyokard infarktiisii, inme, diyabetik nefropati ve hipertansiyon gibi bir takim
hastaliklar i¢in risk faktorii oldugu one siirilmiistiir, ama caligmalar sonucunda elde
edilen veriler bu disiinceyi desteklememektedir (55). Tirkiye’de yapilan bir
calismada da ACE I/D polimorfizminin, iskemik inme gelisiminde genetik risk

faktorii olmadigi yoniinde sonuglar elde edilmistir (52).

Lipoproteinlerin plazma diizeyleri ve metabolik hizlar1 yiizeylerinde bulunan
apolipoproteinler tarafindan kontrol edilmektedir (56).Genetik faktorler lipoprotein
diizeyini etkileyerek aterosklerozun olusumunda 6nemli bir rol oynar. Bir lipoprotein
bileseni olan protein yapisindaki Apolipoprotein E (Apo E) diisiik yogunluklu
lipoprotein (LDL) reseptdrleri icin ligand olarak goérev yapar, silomikronlarin ve ¢ok
diisiik dansiteli lipoproteinlerin (VLDL) tasinmasinda rol oynar (57). ApoE’nin yap1
ve islevindeki degisiklikler lipoprotein konsantrasyonunu etkiler. Apo E baslica
karaciger tarafindan sentezlenmekle birlikte diger plazma proteinlerinden farkl
olarak santral sinir sisteminde astrositler, schwann hiicreleri ve oligodendrositler
tarafindan da sentezlenir (58). Apo E geni 19. kromozomun 19q13.2 boélgesinde
loaklizedir (59). Apo E geni polimorfiktir; €2, €3, €4 olmak {izere ii¢ alele sahiptir ve
bu aleller €2/e2, €2/€3, €2/€4, €3/€3, €3/e4, €4/e4 genotiplerini olusturur. Sonugta E2,
E3, E4 diye isimlendirilen {i¢ tane izomorfik protein aciga ¢ikar (58). Her fi¢

fenotipin ateroskleroz riski acisindan diyet ve ¢evreye yanitlari farklidir. Apo E3-E4
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polimorfizmlerinin lipid profilinde neden oldugu degisiklikler ve okside LDL ile
olan muhtemel baglantisinin aterosklerotik kalp hastaligina yatkinlik sagladigini
diisiindiiren calismalar (56) olmakla birlikte, hemorajik ve iskemik inme gecirmis
hastalar iizerinde yapilan bir ¢alismada Apo E polimorfizmlerinin kontrol grubuna

gore farkli olmadigr gosterilmistir (60).

Apoprotein Al ve apoprotein B yapisini etkileyen bazi mutasyonlar sonucu
LDL kolesterol dolasimdan temizlenemez. Artmis kolesterol degerleri ateroskleroza
neden olur. Lipoprotein lipaz (LPL) dolasimda trigliseridlerin hidrolize olmasini
saglar. Hepatik lipaz genindeki mutasyonlar Hepatik lipaz diizeylerini etkileyerek
HDL’yi regiile eder ve kisinin aterosklerotik damar hastaligina olan egilimi belirler.
Lupus antikoagulan1 ve antikardiolipin antikorlar1 yaklasik %10 olguda ailesel

olabilir (61).

Birgok koagiilopati otozomal dominant olarak kalitilmaktadir (24). Faktor V
Leiden (FVL) mutasyonu, protein C, protein S eksikligi ve diger faktor eksiklikleri
vendz tromboz riskini arttirmaktadir (62,63). Pihtilagsma faktorleri (6rn; faktér V,
VII, VIII, X, XI ve XIII) otozomal resesif olarak kalitilir ve yenidogan ve ¢ocukluk
doneminde intrakranial kanamalara yol agabilir (62). Tiirkiye’de yapilmis bir
calismada heterozigot Faktor V Leiden mutasyonu prevalanst %7.1 olarak
bulunmustur (64). Faktér V’in %80’1 plazmada %20’si trombositlerde bulunur (65).
Faktor V geni 1. kromozomdadir (1g21-25). Genin 10. ekzonun 506. kodonunda
Arginin’in  Glutamin’e degisimi sonucunda Faktdér V Leiden mutasyonu olusur.
Faktor V Leiden mutasyonu, Faktor Va’nin aktive protein C tarafindan
inaktivasyonunu engellemektedir (66). Sonugta tromboza egilim artmaktadir (67).
Baz1 calismalarda inme igin risk faktorii olarak belirtilmis olmasina ragmen baska
calismalarda bu iliski dogrulanmamistir (65,68). Faktor V Leiden mutasyonu olan
aktive protein C rezistansinin inme etyolojisinde 6nemli olmadigi, buna karsilik
Faktor V Leiden mutasyonundan bagimsiz aktive protein C direncinin inmede

onemli oldugu goriisti agirlik kazanmistir (69).

Plazma fibrinojen degerleri yeni tanimlanmis risk faktorlerden olup artmis
diizeyleri aterosklerotik inme riskini arttirmaktadir. Fibrinojen diizeyleri sik1 genetik

kontrol altinda olmasina ragmen, ¢evresel faktorler de plazma diizeyini ¢ok etkiler.
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Yapilan caligmalarda kanda artan fibrinojenin iskemik kalp hastaliklari, miyokard
infarktiisii, inme, vendz tromboz ve periferik arter hastaligi i¢in bir risk faktorii
olusturdugu gosterilmistir (70,71). Plazma fibrinojen seviyeleri yas, cinsiyet, genetik
ve hormonal faktorler (obezite, diabetes mellitus, hiperkolesterolemi) oral
kontraseptif kullanim1 ve sigara i¢imi gibi fiziksel etmenlerle degismektedir (72,73).
Artmis olan fibrinojen endotel hiicreleri ve subendotelyal kollajen kiimelesmesiyle
birlikte trombosit agregasyonunda artigla birlikte diger risk faktorlerinin esliginde
tromboza egilimi artirmaktadir. Fibrinojen kan seviyelerindeki artisa yol acan
genetik bozukluklar igerisinde en sik [ subiinitiyle ilgili gen polimorfizmleri
bulunmaktadir. B-Fibrinojen gen polimorfizmiyle iliskili olarak yaklasik 10
mutasyon tanimlanmis olmakla birlikte vaskiiler patolojide rolii daha iyi anlagilmis
olan B-Fibrinojen -455G/A (B Hae III) gen polimorfizmidir (72,73). Humphries ve
ark. plazma kan fibrinojen konsantrasyonlar ile pB-Fibrinojen gen polimorfizmleri
arasindaki iligkiyi incelemisler ve en fazla artis1-455G/A gen varyantinda
bulmuslardir (73). Daha sonra yapilan genis vaka kontrol calismalarinda 6zellikle
miyokard infarktlisii basta olmak {izere iskemik kalp hastaliklar1 ile plazma
fibrinojen seviyeleri arasinda anlamli iligki bulmalarina ragmen (73,74), iliski

bulmayan c¢alismalarda vardir (70).

Protrombin karacigerde K vitaminine bagimli olarak sentezlenen bir
proteindir ve trombinin onciiliidiir. Protrombin geninin 20210 pozisyonundaki guanin
bazinin adenine degisimi sonucunda G20210A mutasyonu protrombin sentezini
mRNA ve protein sentezi diizeyinde artirarak plazma protrombin miktarini ¢ogaltir
(75). Protrombin G20210A mutasyonu normal kontrollere gore % 30 daha fazla
serum protrombin seviyelerine neden olur (76). Protrombin G20210A mutasyonunun
siklig1 trombozlu hastalarda %6.2 iken saglikli popiilasyonda %2.3’diir. Bu
mutasyonun miyokard infaktlisi ve inme i¢in risk faktorii olduguna dair veriler

yetersizdir ve bu konu hala tartisilmaktadir (77,78,79).

Fibrinolitik  (plazminojen) sistem normal hemostaz ve tromboz gelisimi
arasinda kilit rol oynar. Plazminojen aktivator inhibitor-1 doku ve iirokinaz kaynakli
plazminojeni hizli ve giiclii sekilde inaktive eder. Plazminojen aktivator inhibitor-1
karacigerde ve vaskiiler endotelde iretilir, ayrica aktive olmus trombositlerden de

salimir. Bu faktor endotele veya fibrine baglanip lokal fibrinolizisi sinirlandirir.
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Diizeyinin arttigi durumlarda ise plazminojen aktiflesemeyecegi igin tromboza
egilim olur. Plazminojen aktivator inhibitor-1 geni 7. kromozomdadir (7q21.3-q22)
(80). En sik rastlanan PAI-1 gen polimorfizminin genotip analizlerinde PAI-1
geninin promotor bolgesinin 675. pozisyonunda Guanin niikleotidinin insersiyon
(5G) / delesyon (4G)’u ile iligkili bulunmustur (80). Bu durumda artmis PAI-1
mesajci RNA salinimi ile dolasimda PAI-1 protein diizeyleri yilikselmektedir.
Miyokard infarkth, inmeli ve diyabetli hastalar1 iceren caligsmalarda artmis PAI-1
aktivitesinin azalmig fibrinolitik aktiviteden sorumlu oldugu gosterilmistir (80).
Plazminojen aktivator inhibitor-1 4G/4G ve 4G/5G varyantlarinin diger kalitsal
trombofili nedenleri kadar etkili olmasa da trombozlu olgularda daha sik saptandigi

bildirilmistir (81).

Birincil hemostazin etkin olabilmesi i¢in gereken asamalar trombosit
adezyonu, trombosit sekresyonu ve trombosit agregasyonudur. Adhezyon ve
agregasyonda gorev alan glikoproteinler icerisinde en Onemlileri GPIlla (HPA-1),
GPIb (HPA-2), GPIIb (HPA-3) ve GPla’dir (HPA-5) (82). GP Illa geni 17.
kromozomdadir (17q21) (83). GPIlla A1/A2 polimorfizminde 1565. pozisyondaki
timin ile sitozin yer degistirmesi ile sentezlenen proteinde 33. pozisyonda 16sin
yerine prolin aminoasit degisikligi olur. Farkli inme nedenleri ayirt edilmeden
yapilmis bazi1 ¢aligmalar inme ile A2 aleli arasindaki iliskiyle ilgili olarak negatif
sonu¢ vermistir (84). Yapilan caligmalar artmig A2 aleline sahip olanlarda koroner
arter hastaligi, miyokard infarktiisii ve stent takilmig hastalarda restenoz riskinin

yuksek oldugunu gostermistir (85).

Arterial disseksiyon, Moya moya sendromu ve fibromuskiiler displazi
vakalarinin %10-20 kadar1 genetik ve ailesel 6zellik tasimaktadir (86,87). Genetik
calismalar ¢esitli haplotip tipleri ile inme arasinda iliskinin olabilecegini ortaya
koymakla birlikte, heniliz patojenik olabilecek bir mutasyon bulunmamistir. Nadir
genetik hastaliklarda da inme goriilebilmektir. Bunlar arasinda Tangier hastaligi
(ABCA1 mutasyonu), CADASIL, Marfan sendromu, Fabry hastaligi,
Norofibromatdzis Tip I ve II’de artmis inme riski bulunmaktadir (88,89). Genetik
faktorler i¢in heniiz spesifik bir gen tedavisi miimkiin olmadig i¢in, degistirilemez

risk faktorleri arasinda yer almaktadir. Ancak Oniimiizdeki dekadlarda gen tedavisi
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tizerindeki calismalar bu faktoriin degistirilemez oldugu konusunda tartigmalar1 da

birlikte getirecektir.

Yapilan tiim calismalarda inmenin genetik temeli olmakla birlikte, tek bir
“inme geni”nin sorumlu olmadigini ve c¢evresel faktorlerle iliskisinin 6nemli

oldugunu gostermektedir.
2.1.4.1.2. Degistirilebilen risk faktorleri
2.1.4.1.2.1. Kesinlesmis risk faktorleri

Arteriyal hipertansiyon: Kronik hipertansiyon, inme i¢in primer risk faktoriidiir ve
aterosklerotik siireci hizlandirdig: diisiiniilmektedir. Inme riski, sistolik ve diyastolik
kan basinct degerlerinin artisiyla orantili  olarak artar. Yashlarda izole
hipertansiyonun tedavisi inme insidansinda %36 oraninda azalma saglayabilir (90).
Diabetes mellitus: Diyabet hastalar1 veya oral glukoz tolerans bozuklugu olanlarda
inme riski artmistir. Aterosklerotik hastaligi olanlarda inme insidansi, diabet
varliginda, diabeti olmayanlara gore iki kat artmaktadir (91).

Kalp hastahklari: Kalp hastaliklar1 inme icin tedavi edilebilir 6nemli bir risk
faktoriidiir. Akut miyokard infarktiisu, 6zellikle ilk giinler veya takip eden haftalarda,
intrakardiyak mural trombus nedeniyle serebral emboliye sebep olabilir. Atriyal
fibrilasyonun, romatizmal kalp hastalig1 ve mitral stenoz ile birlikte inme i¢in 6nemli
birer predispozan faktor olduklari bilinmektedir (92).

Hiperlipidemi: Total kolesterol / HDL kolesterol oranina bakildiginda miyokard
infarktiisu icin, hem erkek hem de kadinlarda dogru orantili bir artig goriiliirken,
benzer oranlar aterotrombotik beyin iskemisi i¢in de gecerlidir (93).

Sigara: Sigaranin serebrovaskuler hastalik riskini arttirdig: iyi bilinmektedir. Bu risk
artig1 sigara kullanan ve beraberinde hipertansiyon ve/veya diabetes mellitusu olan
hastalarda cok daha belirgindir (94).

Asemptomatik Karotis Stenozu: %50’den fazla asemptomatik karotis stenozu, 65
yas lizeri erkeklerde %7-10, kadinlarda %5-7 dir. Bu vakalarda yillik inme riski %]1-
2 dir (95). Ozellikle stabil darliklara gére hizli progresyon gdsteren darliklarda bu
risk daha ytiksektir.
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Orak Hiicreli Anemi: Prevalansi diisiik olan bu hastalikta inme riski ¢ok yiiksektir.

20 yasina kadar inme prevalanst %11°dir (96).

2.1.4.1.2.2. Kesinlesmemis risk faktorleri

Alkol: Asir1 alkol kullanimi hizlanmis aterosklerozla birliktedir, bu da inme
insidansinda artisa yol acar (97).

Obezite: Obesitesi olan hastalarda hem hipertansiyon hem de diabetes mellitus sik
gorulur. Obesitenin hizlanmis ateroskleroza yol acan bagimsiz bir faktdr oldugu
gosterilmistir (34).

Beslenme Alskanliklari: Diyetteki yag miktari, ¢esidi ve balik tiikketimi ile koroner
arter hastaliklar1 arasinda iliski bulunmakla birlikte, inmeyle iliskileri ¢eliskilidir.
Nurses Healt Study ve Health Professionals Follow—Up caligmalarinda, en fazla
sebze ve meyve tliketen grupta relatif inme riski 0.69 olarak bulunmustur.

Fiziksel inaktivite: Orta ve yiiksek diizeyde fiziksel aktivitenin inme riskini
azalttigina yonelik kanitlar ortaya konmustur (98,99). Bu azalma bilinen risk
faktorlerinin yanisira, fibrinojen diizeyinin azalmasi ve plazma Tpa ve HDL
kolesterol seviyesinin artigina bagli olabilir.

Hiperhomosisteinemi: Serum homosistein duzeyinde yiikselme 6zellikle ¢ocukluk
caginda ve geng erigkinlerde inme i¢in bilinen bir risk faktoriidiir (100).

fla¢ kullamimi ve bagimhhig: inmeyle en ¢ok iliski kurulan madde kokaindir (101).
Diger iligkili olabilecek maddeler eroin, amfetaminler ve marihuanna gibi
maddelerdir. Bu maddelerin kullaniminin hem iskemik hem hemorajik inmeye yol
actig1 bilinmekteyse de, bu konuda genis epidemiyolojik ¢alismalar mevcut degildir.
Sinirh ¢calismalarda inme riskinin 7 kat arttig1 bildirilmektedir.

Hormon tedavisi: Oral kontraseptiflerin inme riski, igeriklerindeki estradiol miktar1
ile iliskili olup, 50 mikrogramdan fazla estradiol igeren ilk jenerasyon ilaglarda bu
risk yiiksektir. Son zamanlarda kullanilan diistik estradiollu ve kombine preparatlarla
yapilan ¢alismalarda ise iskemik ve hemorajik inme riskinde hafif artis gézlenmistir
(102).

Fibrinojen: Serum fibrinojeni, diger risk faktorleri ile birlikte aterogenezis siirecine

ve arteriyel trombiis olusumuna katilmaktadir (103).
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Inflamasyon: Iskemik inmenin en &nemli nedeni aterosklerozdur. Aterosklerozun
belirgin oldugu bolgelerde ve aterom plaginin gelisimi siliresince, g¢esitli uyarilar
karsisinda endotel hiicrelerinden; P-selektin, E-selektin, intraselliiler adezyon
molekiilii (ICAM-1) ve vaskiiler hiicre adezyon molekelii (VCAM-1) eksprese olur.
Bunlar 16koosit adezyonunu baslatirlar. Monositler ve T hiicreleri, eksprese olan
adezyon molekiillerine baglanarak, damar hasarini arttiracak sitokinleri ve proteolitik
enzimleri sekrete ederler. Bu sekilde aterosklerotik plagin fibroz kapsiilde
degradasyon meydana gelir ve plak riiptiirii gerceklesir. Aterosklerotik karotis
plaklarinda  chlamydia  pneumoniae  adli  bakterinin  bulunmasi  plak
destabilizasyonunda enfeksiyonun roliinii gostermektedir (104). Ayrica iskemik inme
gecirenlerde akut faz reaktanlarindan C-reaktif protein ve serum Amiloid A yiisek
olarak bulunmaktadir.
Hiperkoagulibite: Protein C ve S eksikligi, APC rezistansi (105,106), Antitrombin
IIT eksikligi (107) ve protrombin 20210 mutasyonu, yiiksek Tpa (108) daha ¢ok
vendz tromboza yol agmakla beraber (109) iskemik inmeyle de iliskilidirler.
Antifosfolipid antikorlar1 da 6zellikle genglerde rekiirren inmelerden sorumlu
tutulmaktadir (110). Yiiksek Tpa, fibrin D-dimer, von Willebrand faktér ve faktor
VllIc’nin inme risk faktér olduguna iliskin bazi ¢alismalar bulunmakla beraber bu
konuda daha kapsamli ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Yukarida sayilanlardan baska Arkus aortada aterom plagi, uykuda solunum
bozukluklari, enfeksiyon, migren, gecirilmis inme Oykiisli, oral kontraseptif
kullanimi, yiiksek serum folat diizeyi ve yiiksek antikardiyolipin antikor diizeyi de

inme insidansin arttiran risk faktorlerindendir (111).

2.2. Temel Genetik Kavramlar

Gen; DNA dizisinde 5’-3’y0niinde uzanan, bir promotdr ve sonlanma bolgesi olan,
ekzon ve intron gibi boliinmiis yapilardan olusan, olgun bir mesajc1 riboniikleikasite
(mRNA) déniistiiriilebilen ve fonksiyonel olarak aktif bir protein iirliniine ¢evrilen
kromozomal DNA pargalarma denilmektedir. insan genomu 3 milyar baz cifti (base
pair; bp) nden olusmaktadir ve sadece %1.5-2’lik kism1 protein kodlamaktadir (112).

Gen de bulunan intronik pargalar ekzonlardan ayrilmakta ve bu ekzonlar protein

21



tirlinlinii olusturacak olgun mRNA ad1 verilen asil diziyi olusturmaktadir. DNA’nin
transkripsiyonu sonrast olusan ve olgun mRNA’da bulunmayan intronlar, primer
transkriptten kesilerek atilan genin kodlayan kisimlar1 arasinda kalan gen bolgeleridir
(113). Intronlar tiim genomik DNA’nin %25’ini olusturmaktadir. intronlarin varhg
bir genin ekzonlarinin farkli kombinasyonlarda birlesmesini ve bdylece ayni genden
farkl1 protein sentezlenmesine olanak saglamaktadir. Diizenleyici bolgeler veya
transkripsiyon faktorleri icermekte olan intronlarda goriilen polimorfizmler genin
ekspresyon diizeyini de etkilemektedir (114). Intronlar konumlarma gore 3’e
ayrilmaktadir. Faz 0; 2 kodon arasinda bulunan intronlara denmekte ve %50 oraninda
goriilmekedir. Faz 1; Kodonun 1. ve 2. nukleotidi arasinda olan intronlara denmekte
ve %30 oraninda saptanmakta iken faz 2 intronu kodonun 2. ve 3. nukleotidleri
arasinda yer almakta ve %20 oraninda saptanmaktadir (113).Promotor bdlgesi Genin
5’ ucu tarafinda 90 ile 100 bp icinde yer alan kisa ve spesifik DNA dizileridir.
Promotor bdlgeleri, promotorun kendisi de dahil olmak {izere genellikle birka¢ yiiz
niikleotid uzunlugunda ve transkripsiyonun baglamasi i¢in ¢ok sayida proteinin
baglandig1 ve c¢ok sayida elementten olusan bdlgelerdir (114,115). TATA kutusu
promotor bdlgesinin ilk bilesenidir. RNA polimerazin baglandigi dizidir. Bu dizi
genin 25-30 baz Oncesinde yer alan ve genellikle GC bakimindan zengin dizilerin
yer aldig1 bir bolge olup sadece AT’den olusan 8 bp uzunlugunda bir dizidir
(114,115). Promotor boélgesinin diger bir bileseni olan CAAT kutusu baslama
noktasindan 70-80 bp yukarisinda olup 5°—3’ veya 3°’—5’ yoniinde islev gorebilirler
(110). Bu bolgede yer alan bir diger 6nemli dizi ise GC kutusu olarak adlandirilan ve
-110 bolgesinde yer alan G ve C’den zengin bdlgelerdir. Transkripsiyon faktorlerini
kendilerine baglamakta ve enhansir rolii oynamaktadirlar (37,114).

Biitlin genlerin ekspresyonlari, enhansirlar tarafindan kontrol edilmekte olup
bu bolgeler, transkripsiyon faktorleri i¢in bir baglanma bolgesi i¢eren ve 100-200 bp
uzunlugunda diizenleyici DNA bdlgesidir (114). Baslica fonksiyonlar1 transkripsiyon
faktorleri ile etkileserek transkripsiyonun baslama kapasitesini arttirabilmek ya da
promotoru aktif hale getirebilmektir (116). Enhansirlar; promotorlerden farkli olarak
farkli uzakliklarda bulunabilir. Transkribe edilecek genin 5 ucunda (promotorun

yukar1 bolgesinde) veya son ekzonun 3’ ucunda olabilecegi gibi promotor
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bolgelerinin asagi ucunda yani bir intron i¢inde yer alabilmektedir (116). Burada
enhansir kodlayici iki bolge arasinda bulunan bir intronda bulunmaktadir (115,116).

Bir toplumda %1 den daha fazla goriilen ve tekrarlayan mutasyonlarla
desteklenmesi miimkiin olmayan birden fazla alternatif genotipin olmasina DNA
polimorfizmi denir (115,117). DNA dizisindeki tek baz degisimi, delesyonu,
duplikasyonu veya insersiyonu sonucu olusabilmektedirler. Bu degisimler her zaman
protein yapisinda veya islevinde degisiklige yol agmamaktadir (117,118).

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri tarafindan DNA dizilerindeki polimorfik
degisikliklerin belirlenmesine RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
denir. RFLP, daha ¢ok tek baz degisimi ile olmaktadir. Yeni enzim kesim bolgeleri
delesyon veya insersiyon sonucunda olusabilmektedir (119,120). Toplumda % 1 ile
en sik gorilen polimorfizm, tek baz degisiminin oldugu ‘single nucleotide
polymorphisms; SNP’lerdir. SNP siklig1 genel olarak 1000 bazda 1 olarak verilse de
bu oran protein kodlayan bélgeler icin 2500°de 1°e kadar diismekte ve bdylece bu
bolgeler evrim boyunca ¢ok iyi korunmus kalmaktadirlar. SNP’lerin ¢ogu belirli
pozisyonlarda bulunan ve iki farkli baz igeren iki alele sahiptir. Bu polimorfizmler,
genin biyolojik islevini veya ekspresyon hizini degistirebilmektedir(120).

Bir gen bolgesi icerisinde ayni dizinin ardi ardina girisi sonucu goriilen
polimorfizme ‘Variable Number Tandem Repeat’ (VNTR) polimorfizmi adi verilir
ve bunlar icerdikleri baz sayma gore satellit, minisatellit ve mikrosatellit olmak tizere
3 gruba ayrilmaktadir. Toplam uzunlugu 100 kb ile 1 Mb arasinda olan satellitlere
biitiin kromozomlarin sentromerinde yer alan ve 171 bazin tekrarindan olusan alfa
satellitler 6rnek verilebilir. Minisatellitler, 9-24 bazin tekrarindan olusmakta ve
toplam olarak 0.5 ile 30 kb arasinda bir uzunluk olusturabilmektedir. Minisatellitler
genellikle genin kodlamayan bolgeleri olan intronlarda yer almaktadir. En fazla 6
bazin ardigik tekrariyla olusan mikrosatellitlerin toplam biiytikligii 100 baz kadar
olmaktadir (115). Promotor bolgesinde olanlar genellikle transkripsiyon diizeyinde
etki yaparken kodlamayan DNA bolgelerinde ve intronlarda yer alan
polimorfizmlerinin etki mekanizmast heniiz bilinmemektedir (115). Genlerde
goriilen ve siklikla promotér bolgede yer alan tek niikleotitlik polimorfizmler,
genlerin iiriinii olan proteinlerin diizeyi, degistirmektedir (121). Ornegin bir ¢ok

hastaligin PON gen polimorfizmi ile iligkisini gosteren ve PON serum diizeyini
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etkileyen polimorfizmler hastaligin siddetini anlayabilmemizde yardimci olmaktadir
(122). Yine baz1 ¢alismalarda hem in vitro hem de in vivo olarak polimorfizm
sonucu gen ekspresyonunun ve PON sekresyonunun degistigi gosterilmistir (122).

Gen polimorfizmlerinin saptanmasinda giiniimiizde en sik klasik polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) kullanilmaktadir. PCR, bir organizmaya ait genomik
DNA’daki 6zgiil bolgelerin ¢cogaltilmasini saglayan in vitro DNA sentezi yontemidir
(123). Yontemde, cogaltilmak istenen bolgenin iki tarafina 6zgii, bu bolgedeki baz
dizilerine tamamlayan, ortalama 20-22 baz uzunlugunda bir ¢ift oligoniikleotid
primer kullanilarak, bu iki primer ile sinirlandirilan bdlgenin sentezlenmesine
dayanmaktadir (123). Kalip olarak kullanilan DNA 6rnegi, bir ¢ift primer; deoksi-
niikleotit-trifosfatlar (dNTP); DNA polimeraz enzimi; pH ve iyon kosullarini
saglayan tampon karisimi gibi bes ana maddenin karisimi ile PCR dongiisiinden {iriin
elde edilmektedir (124).

Primer; ideal olarak 18-24 bp boyutunda, baz igerigi dengeli olan
oligoniikleotid dizileridir. Baz iceriklerine goére hesaplanan erime dereceleri (Tm)
birbirine yakin olmalidir. Baglanma derecesi Tm’den 5 °C diisiik olarak se¢ilmelidir
(124).

DNA polimeraz enzimleri; kalip DNA zincirine uygun olarak dNTP’den uzun
DNA zincirinin sentezini katalize ederler. Giinlimiizde yaygin olarak kullanilan,
optimal sicaklikta yaklasik 1500-2000 niikleotiti zincire ekleyebilen Taq DNA
polimeraz enzimi, kullanilmaktadir (125). Taq polimeraz, Thermus aquaticus
bakterisinden elde edilen DNA polimeraz enzimidir. Thermus aquaticus, termofilik
bir bakteridir. Kaplica ya da jeotermal bolgelerde yasar. Taq polimeraz enzimi,
PCR'da kullanilan, yiiksek sicakliklara (94°C) dayanabilen bir enzimdir (125).

PCR ii¢ basamakli bir déngiidiir. i1k basamak olan denatiirasyonda, DNA’nin
iki zinciri yliksek sicaklikta birbirinden ayrilir. Sonraki basamakda hedef DNA'ya
oligoniikleotidlerin baglanmasi saglanacak ve DNA polimeraz i¢in serbest 3’OH ucu
olusturdugu basmaktir. Ugiincii basamakda ise zincirin yeni ¢ift zincirli DNA'lar
olusturacak sekilde uzamasi asamasidir. PCR ile yaklagik 25-35 dongii sonra
istenilen DNA dizisinin kopyalanarak ¢ogaltilmasi saglanmaktadir (123).

Elde edilen DNA’nin enzimatik kesilmesi bir¢ogu bakterilerden elde edilen

restriksiyon endoniikleazlar kullanilarak yapilir. Bu enzimler ¢ift iplikli sarmal
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DNA’da 6zgiil bir diziyi tantyarak her iki ipliginden kesebilen enzimlerdir (37,124).
Enzimler genelde vucut 1sis1 olan 37 °C’de aktivite gostermekte, mevcut DNA'nin
tamamen kesilmesi i¢in DNA {irlini ve enzim karisimimin inkiibasyonu
gerekmektedir. RFLP yonteminde enzim kesimi sonrast ortaya ¢ikan farkhi
uzunluktaki parcalar, jelde kosturulduktan sonra goriintilleme analizleri ile
degerlendirilmektedir (123).

Jel elektoforezi negatif elektron yiiklii molekiillerin pozitif yiikli uca dogru
kosturulmasi ile, jel matriks igerisinde biiyiikliiklerine gore ayrilmasi teknigidir.
Genomik DNA, %2-3'lik bir jelde etidyum bromiir ile karistirilarak elektroforeze
tabi tutulur. Etidyum bromiir DNA baglar1 arasina baglanarak 300 veya 360 nm’de
15181 absorblamasi sonucu floresan etki gostermesi ile DNA igeriginin goriiniir hale
gelmesini saglamaktadir. Yiiriitiilmesi tamamlandiktan sonra jelin fotografi UV 15181

altinda cekilir ve degerlendirmeye alinir (37).

2.3. Ateroskleroz

Iskemik inmenin en yaygin nedeni aterosklerozdur (126). Ateroskleroz damar
endotelinin hasara ugramasi neticesinde ortaya c¢ikmaktadir. Ateroskleroz risk
faktorleri ve endotel disfonksiyonunun sebepleri; erkek cinsiyet, hiperkolesterolemi,
hipertansiyon, diabetes mellitus, sigara, obezite, fiziksel aktivite, yas, aile dykiisii,
yiikselmis ve modifiye olmus LDL, genetik yatkinlik, yiikselmis plazma homosistein
konsantrasyonu;  herpes  virusler ve C. pneumoniae gibi enfeksiyoz
mikroorganizmalar gibi faktorler veya bunlarin kombinasyonu yer alir (127).
Yasamin ilk yillarindan itibaren bu risk faktorleri kontrol altina alinabilinirse
ateroskleroz ve komplikasyonlar1 azaltilabilir (128,129).

Bu degisiklikler endotelin lipoproteinlere gegirgenlinde artis (nitrik oksit,
prostasiklin, trombosit benzeri biliylime faktorii, anjiotensin ve endotelin araci olur),
16kosit adezyonu (L-selektin, integrin ve trombosit endotelial hiicre adhezyon
molekiilii-1 araci olur), endotel adezyonu (E-selektin, P- selektin, hiicre i¢i adezyon
molekiilii-1 ve vaskiiler hiicre adhezyon molekiilii-1 araci olur) ve arter duvarina

l6kosit migrasyonunu (okside diisiik dansiteli lipoprotein, monosit kemotaktik

25



protein-1, interlokin-8, trombosit benzeri biiyiime faktorii, makrofaj koloni uyarici
faktor ve ostepontin araci olur) igerir (127).

Enflamatuar hiicrelerin serebrovaskiiler damarlarin ‘subendotelyal’ veya
‘perivaskiiler’ alanlar igine giris nedeni belirgin olmamasina ragmen, bu hiicreler
sistemik enflamatuar yanit siiresince proliferatif ya da proteolitik maddelerin
salinimiyla endotel hiicrelere ve diiz kas hiicrelerine giiclii bir sekilde gecerler. Daha
sonra hiicreler (makrofaj/monosit kok hiicreleri, T-lenfositleri) reseptor araciliiyla
uyarilmakta ve hormonal sistem de aktive olarak interlokin, tiimor nekrozis faktor
alfa, interferonlar, biiyiime faktor-beta gibi enflamatuar mediatorlerin salinimiyla
enflamatuar siireci baslatirlar. Inme risk faktorleri ile olusan enflamasyon, biiyiik
arter duvarinda intimal kalinlasmaya ve ateromatéz plak olusumuna; kiigiik
arteriyollerde ise lokal trombiis olusumuna neden olur (128).

Damarin intima tabakasi, aterosklerotik lezyonlarin gelistigi yerdir.
Aterosklerotik lezyonlar iki farkli tipte gelisebilir. Klinik hasar olusturan tipinde,
genellikle intimada asimetrik bir kalinlagsma vardir. Bu liimeni daraltarak kan akimim
azaltir. Intimada kalinlasmanin arterial dilatasyon ile birlikte oldugu diger bir lezyon
tipinde ise arter liimen ¢apinda 6nemli bir degisiklik olmaz ve klinik hasar nadirdir.
Ateroskleroz lezyonlar ti¢ farkli asamada olusur:

1. Yagh ¢izgi

2. Fibroz plak

3. Komplike lezyon

1. Yagh cizgi, her yasta goriilebilen, ilk olusan aterosklerotik lezyondur (130).
Makroskobik olarak liimene dogru kabariktir ancak obstriiksiyon olusturmaz. Sari
renkte goriiliirler. Bagslangicta T lenfositlerle birlikte lipid yiiklii makrofaj (kopiik
hiicre) ve monositlerden olusmakta, daha sonra yapisina degisik sayida diiz kas
hiicresi katilmaktadir.

2. Fibroz plak, arterin kalinlasmasina ve siklikla liimenin obstriiksiyonuna neden
olur. Fibroz plak kabarik ve soluk gri renkte goriilir. En dista endotel hiicreleri,
altinda diiz kas hiicreleri, makrofajlar ve T lenfositler yer alir. Makrofaj koloni
stimiilan faktor, monosit kemotaktik protein-1 ve okside olmus LDL’ler makrofaj
birikimine neden olan temel faktorlerdir. Lipid birikimi ve proteolitik aktiviteyi

iceren apoptozis ve nekrozis, nekrotik ¢ekirdek olusumuna neden olur. OsteoPONtin,
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tiimor nekrozis faktor-alfa, interlokin-1, doniistiirici bliyiime faktorii-beta ve
trombosit benzeri biliylime faktorii aktivasyonu ile fibréz kapsiil olusur (127).
Mediadan intimaya c¢ekilen diiz kas hiicreleri bir fibr6z baslik olusturmak iizere
dizilirler. Boylelikle, limendeki kan ile lezyonun merkezindeki lipid ¢ekirdegini
birbirinden ayirirlar (127).

3. Komplike lezyon, yaygin dejenerasyona ve ¢ogunlukla kalsifikasyona ugrayan
fibroz plaktir. Ulserasyonlar ve yirtilmalar plak yiizeyine trombositlerin tutunmasina,
bunlarin agregasyonuna ve trombiis olusmasina neden olur. Trombiis damarin aniden

tikanmasina yol agabilir (127).

2.3.1. Ateroskleroz ve Paraoksonaz

Son yillarda yapilan ¢alismalar, HDLnin iizerinde bulunan Ca"*’a bagli enzim olan
paraoksonazin, okside olmus lipidlerin metabolizmasinda ve aterosklerozdan
korumada 6nemli fizyolojik rolii oldugu yoniindedir (131). HDL’nin antioksidan
etkisinin kismen HDL ile iligkili enzimlere bagl olabilecegi diisiiniilmekte, 6zellikle
paraoksonaz (PON) ve platelet aktive edici faktor asetilhidrolaz (PAF-AH) enzimleri
tizerinde durulmaktadir (132,133). PAF-AH hem proinflamatuvar bir molekiil olan
platelet aktive edici faktorii hem de oksitlenmis fosfolipidleri hidroliz edici 6zelligi
ile koruyucu etkide énemli rolii oldugu diisiiniilen bir molekiildiir. Ancak PAF-AH,
HDL’den ¢ok LDL iizerinde bulunan bir enzimdir (133). HDL’ye 6zgii olan ve lipid
peroksitleri hidroliz etmede giiclii etkisi oldugu bildirilen enzim ise PON’dir (132).
LDL oksidasyonundan korumasinda ve LDL oksidasyonuyla olusan toksik
metabolitlerin aktivitesinin azaltilmasinda, PON’un HDL {izerine katalizor etkisinin
olabilecegi diisiiniilmektedir. Peroksidasyona ugramis olan lipidler bu enzim
tarafindan metabolize edildiginden lipid peroksitlerin hem HDL’de hem de LDL’de
birikimi 6nlenir. invitro ¢alismalarda gosterildigine gore; PON, biyolojik olarak aktif
olan LDL’yi hidrolizleyip lipid peroksit olusumunu anlamli olarak azaltarak yag
cizgisinin (fatty streak) olugsmamasi i¢inde 6nemli koruma rolii iistlenir (131,134).
Paraoksonaz, HDL f{izerinde amino ucundaki hidrofobik boélgede apo A-I ile
iligkilidir ve LDL’nin oksidasyonu ile olusan proinflamatuar molekiillerini

parcalamasiyla vaskiiler hastalik riskini azaltabilir. HDL’nin aterosklerozdaki
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koruyucu rolii, ters kolesterol tagimasi, nitrik oksit gibi bazi damar genisletici
molekiillerin sentezini arttirir, inflamasyonu ve tromboz olusumunu Onleyici etki
gosterir, adezyon molekiillerinin sentezini azaltir ve endotel tamirini uyarir. HDL nin
bir bagka 6nemli etkisi ise, aterosklerozun baglangi¢ ve gelisiminden sorumlu tutulan
LDL’deki oksidatif degisimleri dnlemesidir (134).

Serum PON aktivitesinin, miyokart enfarktiisii, ailesel hiperkolesterolemi,
Taysach hastaligi, Tangier hastalifi ve diabetes mellitus (DM) gibi ateroskleroz
riskini arttiran lipit metabolizmas ile ilgili hastaliklara yakalanan bireylerde diisiik
oldugu goriilmistiir (135). Aterosklerotik lezyonlarin meydana geldigi endotelial
hiicrelerinde, diiz kas hiicrelerinde makrofajlarda ve lenfositlerde LDL okside
olabilme o0zelligine sahiptir (56). Ox-LDL’nin makrofajlardan makrofaj koloni
stimiilan faktér (M-CSF) ve monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1)
serbestlesmesini stimiile ettigi ve bu maddelerin monositlerin toplanmasina neden
olarak yag c¢izgi lezyonlarimin olusumunu kolaylastirdigl tespit edilmistir (56).
PON’mn LDL’nin yam sira lipit peroksitlerin tastyict HDL’1 de korudugu, bdylece
makrofajlardan kolesterol c¢ikigini arttirarak yag ¢izgi lezyonlarinin olusumunu
engellemesiyle aterosklerozu onler. HDL’deki PAF-AH, lesitin kolin agil transferaz
(LCAT) gibi diger enzimlere gére PON’1n lipit peroksitleri hidroliz etmede daha
giiclii oldugu bilinmektedir (136). PON, lipit peroksitlerin yan1 sira hidrojen peroksit
tizerine de etkilidir. Arterogenez sirasinda arter duvar hiicrelerince iiretilen major
toksik oksijen metaboliti olan hidrojen peroksit, oksidatif kosullarda daha potent
hiicrelere dontiserek LDL oksidasyonuna neden olur. PON’1n oksitlenmis LDL’deki
kolesteril linoleat hidroperoksitler ve hidroksitleri indirgemesi nedeniyle peroksidaz
benzeri aktivitesi oldugu diisiiniilmektedir (136,137)

PONI L55M polimorfizmi tizerinde yapilan bazi vaka-kontrol ¢aligmalarinda,
oksidasyondan LDL’yi korumak i¢in L alloenziminin M alloenziminden daha etkili
oldugu, bunun sonucunda PONI L55M allel ve aterosklerosis arasinda iliski oldugu
gosterilirken(138) diger calismalarda bu iliskiye rastlanmamistir(139). PONI
aktivitesindeki farkliliklarin 55-192 polimorfizminden bagimsiz olarak cevresel
faktorlerin HDL nin lipid ¢evresinin igerigine etkisi (PONI’in islevi), PONI geninin
promotor bdlgesi veya heniiz tanimlanamayan bagka etkiler sonucu olabilecegi

distiniilmektedir.
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2.3.2. Paraoksonaz Gen Ailesi

Insanlarda 7. kromozomun uzun kolunda q21.3 ve q22.1 arasinda tanimlanabilen
paraoksonaz gen ailesinin PONI, PON2 ve PON3 seklinde 3 iiyesi bulunur. PON
genleri olduk¢a benzerdir, 9 ekson, 8 intron ve TATA-less promotor bdlgeleri
igerirler (131,140,141). PON proteinlerinin aminoasit dizilimleri arasinda %60
oraninda benzerlik oldugu bildirilmektedir (141). Ilk olarak memelilerde tamimlanan
PON ve PON ile iligkili genler, sonralar1 kiimes hayvanlari, zebra balig1 ve
omurgasizlardan  Caenorhabditis elegans’ta  bulunmustur (142). PON1’in
digerlerinden farki, N-terminalinde hidrofobik bir sinyal dizisinin varligi ve 4.
ekzonun 106. kodonunda lizin aminoasiti bulunmasidir (143). PON2 ve PONS3,
PONI kadar aydinlatilamamustir (143). PON2 diger iiyelerden farkli olarak plazmada
bulunmamaktadir. Ancak karaciger, bobrek, kalp, beyin, testis dokularinda 6zellikle
endotel tabakasinda bulundugu ve aortik diiz kas hiicrelerinde de yer aldigi
immiinohistokimyasal yontemle gosterilmistir (144,145). PON3, tavsan HDL’si
tizerinde lokalize olan laktonaz aktivitesi ile tanimlanabilmistir (135,146). PON-3
enzimi de PONI’e benzer sekilde biiylik ¢ogunlukta karacigerden sentezlenir ve
serumda HDL’ye bagl olarak bulunur (146).

PON’larin baglica iki fonksiyonu bulunmaktadir. Lipit peroksitlerini hidrolize
ederek LDL’yi oksidasyondan korumak (132) ve sinir ajanlari, aromatik karboksilik
asit esterleri ve insektisitler gibi organofosfatlara ters baglanip hidroliz ederek,
dolagima giren organofosfatlarin nérotoksisitesini engellemektir (147). Biyokimyasal
ve genetik deneyler sonucunda tiim paraoksonazlarin aterosklerozus iizerinde etkisi

oldugu kanitlanmastir (148).

2.3.2.1. PON’1n Biyokimyasal Yapisi

PONI enzimi, 43-45 kDa molekiil agirligina sahip 354 aminoasit igeren bir
glikoproteindir (149). Total agirligimin % 15. 8’ini olusturan i¢ karbonhidrat zinciri
icerir. Izoelektrik noktas1 5.1°dir. Aminoasit bilesimi yiiksek 18sin igerigi disinda bir
ozellik gostermez (149). Yapisinda yer alan 3 sistein (Cys) rezidiisiinden 284.
pozisyondaki serbest iken, diger ikisi (Cys 42- 352) arasinda disiilfit bag1 bulunur.

Serbest sistein, substrat taninmasi ve baglanmasi i¢in gereklidir (150). Maksimum
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PONI aktivitesi i¢in kalsiyum gereklidir (sekil 1). Ug boyutlu yapida B-tabakalarin
merkezinde 7.4 A aralikli iki adet kalsiyum iyonu bulunmaktadir. Bunlardan bir
tanesi yapisal kalsiyum olup yapidan uzaklastirilmasi, irreversbl denatiirasyona
neden olmaktadir. Digeri ise katalitik etkinlikte gorev alan kalsiyumdur (146). Bu
kalsiyum iyonu bir su molekiilii ile fosfat iyonunun oksijeni ile etkilesmektedir.
PONI’in organofosfat substratlarina karsi hidrolitik aktivitesi kalsiyuma bagimli
iken, lipid peroksitlerin birikimini 6nlemede kalsiyumun gerekli olmadig:
bildirilmektedir (151,152). Serum PONI aktivitesi, yenidogan ve prematiire
infantlarda eriskin diizeyin yaris1 kadardir. Erigkin diizeylerine dogumdan bir yil
sonra ulasilir, ancak yapilan ¢alismalarin ¢ogunda ileri yasta PONI aktivitesinin
azaldig1 belirlenmistir. Serumdaki PON diizeyi ve aktivitesi bireyler arasinda ¢ok
degiskendir. Bunun bir nedeni PON geninin kodlama ve promotor bolgelerinde ¢cok

sayida polimorfizm gostermesidir. Bir diger faktor ise beslenme seklidir (153,154).
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Sekil 1. Paraoksonaz enziminin yapisi (143).

PON2 enzimi bir hiicre i¢i proteini olup yaklasik olarak 44 kDa molekiil
agirhigina sahiptir. PON2, hiicre i¢i hidroperoksitlerin tiretimini azaltarak ve hiicre-
aracitli LDL oksidasyonunu oOnleyerek antiaterojenik fonksiyon gostermektedir.
PON2, PONI’den sonra tanimlanmig ve daha az ¢alisilmis olmasina ragmen, endotel
ve vaskiiler duvar hiicrelerinde ekspresyonu ve bu hiicrelerde antioksidan aktivite
gostermesi nedeniyle biiyiik ilgi odagi olmustur (155).

PONS3 enzimi yaklasik 40 kDa molekiil agirliginda bir protein olup, PONI’e
gore ¢ok diisiik miktarlarda bulunmaktadir. Esas olarak karacigerde sentez edilir ve
serumda HDL ile birlikte bulunur. PONI’in aksine PON3’iin arilesteraz aktivitesi

stnirhidir ve paraoksonaz aktivitesi yoktur (156).
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2.3.2.2. PON Polimorfizmi

Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda, bir kism1 PON geninin kodlanma bdolgesinde,
digerleri intronlarda ve genin diizenleyici yani promotor bolgesinde olmak iizere
160°dan fazla polimorfizm tespit edilmistir (157). Ilk olarak 1973’de Von
Mallinckrodt, daha sonra 1976’da Playfer ve arkadaglar tarafindan insanlar arasinda
PON’n disiik, orta ve yliksek aktiviteye sahip polimorfik dagilim gosterdigini
aciklamistir (157).

2.3.2.2.1. PONI

PONI’inin kodlama sekansinin dokuz ekzonu ve bir introndaki A/u sekansi ve dort
intron i¢indeki polimorfik CA diniikleotid tekrar1 vadir (109,131). Paraoksonaz gen
polimorfizminin molekiiler temeli, PONI’1n kodlanma bolgesinde meydana gelen
mutasyonlar iki aminoasitin yer degistirmesi ile olur. Bu mutasyonlarda birincisi
kodlanma bolgesindeki 192. kodonda glutaminden (Q) arjinine (R) olan degisimidir
(131). Kodlanma boélgesindeki ikinci degisim 55. pozisyonda l16sinden (L),
metiyonine (M) olan degisimdir (158) (Sekil 2). Bu mutasyonlarin PONI’in
aktivitesi tlizerinde etkisi ¢cok az iken, serumdaki protein seviyesini etkiledigi tespit
edilmistir. PON’in R allelinin kodlandig1 proteinin paraoksan hidroliz aktivitesi Q
allele gore sekiz kat daha yiiksektir (136). Ayrica PONI Q formu ylikseltgenmis
HDL ve LDL’nin metabolize edilmesinde R formundan daha etkilidir (159).
Homozigot R bireyler homozigot Q ya gore daha yiiksek enzim konsantrasyonuna
sahiptir (138). Farkli populasyonlardaki polimorfik dagilim bireyler arasinda
varyasyona neden olur (151). Losin/Metiyonin (L/M) L55M polimorfizmi, PONI
enzim aktivitesini Q792R polimorfizminden bagimsiz olarak etkilemektedir. Substrat
olarak paraokson kullanildigi zaman, L allelini tasiyan allozimin M allelini tasiyan
allozimden daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (160). Lésin/Metiyonin
(L/M) polimorfizmi ayn1 zamanda karacigerdeki enzim ekspresyonunu etkilemekte
ve bunun sonucunda enzimin serumdaki yogunlugunu belirlemektedir. L alleli M
alleline gore daha c¢ok eksprese olmakta ve dolayisiyla L alleli tasiyan bireylerin
serumlarinda PON! yogunlugu daha yiiksek olmaktadir. Ayrica M izoformu L
izoformuna gore daha az stabil bir yapidadir (ITP,92). PONI enzim aktivitesindeki
degisiklik bireyler arasindaki farkliliklardan kaynaklanir. Ayni genotipe sahip
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bireylerin PONI enzim aktivitelerinde 13 kata kadar varan farkliliklar

goriilebilmektedir (160).

A
G-909C  G-832A G-162A G-126C T-108C L55M QIo2R
— — N/ pStat .
—— En e —— 1
B

Sekil 2. PONI enzimi gen polimorfizmleri (158)

PONI’in  kodlanma  bdlgesindeki  PONI  L55M  ve  QI92R
polimorfizmlerinden baska promotor bdlgesinde de en az bes polimorfizm
belirlenmistir. Bu polimorfizmler CI108T, CI126G, A162G, A832G ve C909G’dir
(Sekil 2) (158). PONI genindeki promotor polimorfizmlerinin, gen ekspresyonu ve
enzimlerin serum diizeyleri {izerinde giiclii etkisinin oldugu bulunmustur.

Paraoksonaz geninin polimorfik dagilimi irklar arasinda oldukca degisim
gostermektedir. Tirk populasyonunda RR allel olduk¢a diisikk bir oranda
bulunmustur. Trimodal dagilim i¢in QQ, QR ve RR allellerinin frekansi sirasiyla
%48.6, %41.0 ve % 10.4 olarak tespit edilmistir (151). Diisiik aktivite gosteren Q
allel Avrupa, Kanada ve Amerika’da yiiksek, Avusturalya, Aborigin ve Zambiya’da
diistiktiir (136). PONI L55M allel dagilim siklig1 Kafkas populasyonunda PONI
L55M allel dagilim sikligt LL, LM ve MM sirasiyla %41, %49 ve % 10, (162)
Christiansen ve arkadaslarinin yaptigi calismada %41.8, %45.5 ve % 12.7 olarak
tespit edilmistir (122). Tiirk populasyonunda ise Demirddgen ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada PONI L55M allel dagilim sikligi LL, LM ve MM sirasiyla %45.8,
%39,7 ve % 14,4 olarak bulunmustur (163).
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PONI enziminin aktivitesi polimorfizme bagli olarak oldukca degisim
gostermektedir. S6z konusu enzimin organizmada fizyolojik fonksiyonu tam olarak
aciklanamamasma ragmen, klinik yaymlarda PON enzim aktivitesi ile ¢esitli
hastaliklar arasinda iligkinin belirlenmesine yonelik pek ¢ok caligmaya rastlanmistir
(151). Ayrica yapilan caligmalarda ozellikle incelenen hastaliklar ile PONI

polimorfizmi arasinda bir baglanti olup olmadigi arastirilmistir (136).

2.3.2.2.2. PON2

PON2, 7. kromozomun 7q21.3-22.1 boélgesinde lokalize, dokuz ekzonlu ve 22 kb
uzunlugunda olan paraoksonaz gen ailesinin ikinci tiyesidir (164). Fizyolojik veya
patofizyolojik rolii tam olarak bilinmemekle beraber, PONI gibi PON2’de de bazi
polimorfizmler gézlenmektedir. PON2 148. pozisyonda alanin veya glisin (A148G)
ve 311. pozisyonda sistein veya serin (C3/1S) aminoasitlerinin yer degisimine bagl
olarak polimorfizm gostermektedir. PON2’nin A148G polimorfizminin; kolesterol,
LDL-kolesterol, aclik kan sekeri ve dogum agirligr ile iliskilendiren c¢alismalar
mevcuttur (164). 311. pozisyonda sisteinin bulunmasi enzimin katalitik aktivitesi
icin gereklidir. Bu durumda enzimin oksitlenmis lipidleri daha aktif bir sekilde
hidroliz ettigi diisiiniilmektedir. Sisteinin serinle yer degistirmesinin enzimin katalitik
aktivitesini azaltarak oksidatif hasar1 Onlemede enzimi etkisiz kilacagi One
siriilmektedir (164). Bu nedenle C37/1S polimorfizmi aterosklerotik damar
hastaliklar1 agisindan Onemlidir. C37//S polimorfizmi kalp damar hastaliklari,
iskemik inme, tip 2 diyabet, alzheimer ve menopoz sonrasi kemik agirligini diigmesi
ile iliskilidir (165,166). PON2 SS genotipinin koroner kalp hastaliginda énemli bir
risk faktorii oldugu ve hem PON2 CS hem de PON2 SS genotipinin PON2 CC
genotipiyle karsilastirildiginda daha yiiksek bir risk igerdigi gosterilmigtir. Ayni
zamanda PON2 SS tastyicilarinin PONI RR genotipine sahip oldugu saptanmistir
(155). Bu durum her iki polimorfizm arasinda bir etkilesim olabilecegini
disiindiirmektedir. Yiiksek miktarlarda PON2 sentezleyen hiicrelerde yapilan
calismalarda okside fosfolipid ve hidrojen perokside maruz birakilan hiicrelerin

oksidatif streslerinin diisiik oldugu bildirilmistir (167).
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2.3.2.2.3. PON3

PON3, kromozom 7q21.3-22.1 iizerinde PONI ve PON2’nin arasinda bulunan
paraoksonaz gen ailesinin ti¢lincii iiyesidir (164). PON3 en son tanimlanani olup
tizerinde en az ¢alisilanidir. PON-3 yiiksek oranda HDL’ye bagl olarak bulunur.
Bilinen fonksiyonu laktonazlari hidrolize etme ve LDL’nin oksidasyonunu inhibe
ederek aterosklerozun progresyonunu yavaslatir. PONI ve PON2 gibi PON3’de
antioksidan etkiler gostermektedir. Ancak PONI ve PON2’nin aksine PON3
ekspresyonu oksidatif stresten etkilenmemektedir (ITP,88). PON-3, 311. pozisyonda
serin veya tironin (S311T) ve 324. pozisyonda glisin veya aspartik asit (G324D)
aminoasitlerinin yer degisimine bagl olarak iki polimorfizm gdstermektedir. Fakat

bu polimorfizmlerin fonksiyonel 6nemi belirlenememistir (141,164,168).

2.3.3. PAF-AH ve Ateroskleroz

PAF-AH ve ateroskleroz arasindaki iligki hakkinda bazi tartismalar vardir (169). Bir
teoriye gore PAF’in inaktive olmasiyla aterosklerozda anti inflamatuar koruyucu
etkiler ortaya ¢ikabilir (170). Bazi ¢alismalar gosteriyor ki PAF-AH proaterogenik
hareketi ve arterial duvarda zararli etkileri olan LDL kolesterolden okside edilmis
fosfolipitlerin salinimina yol acabilen bir markirdir (169).

Ateroskleroz, LDL’nin modifiye formlarinin damar duvarinda alimima bagh
olarak lipid birikmesi ve koplik hiicresi olusumu ile karakterizedir. LDL’nin
oksidasyonu aterosklerozda, inflamasyon ve oksidize fosfolipidlerin olusumu ile
yakindan iligkili olan anahtar olaylardan biridir (171). Daha sonra olusan
aterosklerotik plaklar ise PAF-AH igin substrattirlar. PAF-AH plazma lipoproteinleri
ile iliskilidir; insan plazmasindaki %70-80 aktivitesi LDL ile iliskilidir ve kalani
baslica HDL’ye baglanir. PAF-AH 1n okside fosfolipitleri indirgeyerek LDL’nin
apoB bolgesinin oksidatif modifikasyonunu inhibe ettigi (172) ve bdylece LDL
oksidasyonunu engelledigi gosterilmistir. Ayrica LDL oksidasyonu sirasinda
fosfatidilkolinin peroksidasyonu dahil iiretilen oksidize fosfolipidleri de hidrolize

eder. Oksidize fosfolipidlerin hidrolizi sirasinda PAF-AH plak formasyonunun bir¢ok

35



kisminda rol oynayan lipofosfatidilkolinin serbestlesmesini saglar, bu yilizden bu
enzim ayni zamanda proaterojenik olarak da diisiiniilmektedir (171).

LDL ve HDL arasindaki PAF-AH aktivitesinin dagilimi yliksek derecede
aterojenik lipoprotein(a) (Lp(a))’nin varligina gore degiskenlik gosterebilmektedir.
Plazmadaki oksidize fosfolipidler tercihen Lp(a) i¢inde bulunmaktadir ve bu yiizden
bu lipoproteinin aterojenisitesinin anlamli miktarda artmasina yol acabilmektedir;
ayrica oksidize fosfolipidlerin Lp(a) tarafindan baglanmas1 ve/veya transportu PAF-
AH tarafindan indirgenmelerine bagli olarak proinflamatuar potansiyellerini
azaltabilmektedir(171). PAF-AH 1 kendisi oksidatif inaktivasyona duyarlidir ve bu,
ateroskleroz  dahil patolojik  durumlardaki enzimatik aktivitesini elbette
degistirmektedir. LDL iligkili PAF-AH aktivitesi ve diizeyi hiperkolesterolemi
ciddiyeti ile paralel olarak artabilir, bu ylizden PAF-AH 1 plazma diizeylerini
saptayan major faktorlerden biri dolasimdan LDL’nin alinma oranidir. Son
zamanlarda primer ve sekonder kardiyovaskiiler olaylar1 azalttigi kanitlanmis olan
lipid-modifiye tedaviler ayrica PAF-AH diizeylerini de diisiirmektedir. Baz1 klinik
calismalar HDL iliskili PAF-AH 1n potansiyel aterojenik roliinlin 6zellikle LDL’ye
oranla statinlerle tedavi ile artti§ini vurgulamasina ragmen, PAF-AH diizeyleri ile
farkli popiilasyonlardaki iskemik inme arasinda bagimsiz iliski ve farkli kolesterol
diizeyleri, PAF-AH’ 1n aterosklerozun ilerlemesinde etken bir rolii oldugu hipotezini
desteklemektedir; ek olarak, bir¢ok prospektif epidemiyolojik calisma PAF-AH 1
risk siniflandirmasinin gelistirilmesinde 6nemli bir yardimci oldugunu bildirmistir
(171).

Histopatoloji calismalart PAF-AH 1n Ozellikle riiptiir-pron plaklarin zayif
destek bolgesinde lokalize oldugunu ve PAF-AHin darapladib ile selektif
inhibisyonunun, koroner aterosklerozun gelisimini azalttigini, lezyonlarin artmasini
inhibe ettigini ve diabetik ve hiperkolesterolemik domuzlarda daha stabil plak
olusumuna yol actifin1 gostermistir (171). Ateroskleroza bagl gelisen iskemide
PAF-AH 1 rolii halen bir tartisma konusudur ve genis klinik ¢aligmalarda ileri

degerlendirmeyi beklemektedir.
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2.3.3.1. PAF-AH (Platelet-Aktive edici Faktor-AsetilHidrolaz)

Fosfolipaz A2 (PLA2) ailesi i¢inde yer alan plazma PAF-AH, aterogenezis gibi
inflamatuvar hastaliklarda rol oynayan multipl etkili bir fosfolipiddir. Katalitik
bolgelerinde  serin/histidin/aspartik asit tgliisii igerir. Monositler makrofajlara
farklilasma sirasinda PAF-AH salgilanilir. PAF-AH serum ve plazmada yiiksek
oranda LDL’e bagl olarak bulunur. PAF-AH enzimi 40 kDa agirhiginda N-
myrostoylated monemerlerden olusan lipaz ve fosfolipaza benzer yapidadir (173).

PAF-AH 6. kromozomun 6p21.2-p12 bdlgesinde lokalize yaklasik 45 kb
uzunlugunda 12 ekzonlu bir gendir. Exon 9’un 279. kodonunda bulunan valin
aminoasidinin fenilalanine degisimi sonucu Val279Phe (G994T) polimorfizmi
tanimlanmistir (172,173). Bu polimorfizm plazmada enzim diizeyinde azalmalara
neden olur (173). Cevad Sekuri ve arkadaslarinin Tiirkiyede yaptigi ¢alismada
prematiire koroner arter hastalarinda G9947 mutasyonunun sikligt  %2.60
heterozigot, %0 homozigot olarak go6zlenmistir (174). Japon populasyonunda
Val279Phe (G994T) polimorfizmin siklig1 %27 heterozigot, %4 homozigot olarak
gozlenmistir. Bu polimorfizmin KAH ve stroke erkek hastalar1 i¢in bagimsiz bir risk
faktorii oldugu diisliniilmektedir (175). PAF-AH geni lizerinde tanimlanmis diger
polimorfizmler GIn281Arg (exon 9°da, A 1001G), Arg92His (exon 4’te, G275A),
[1e198Thr (exon 7’de, T593C), Ala379Val (exon 11°de, position T1136C), I317N
(exon 3’te Insertion191) bolgelerde bulunmaktadir (170).

PAF-AH platelet-aktive edici faktorii sn-2 asetil grubunu hidrolize ederek
inaktive eder. Platelet aktive edici faktor (PAF) 6zellikle trombositlerde, notrofil ve
monositlerde ¢esitli biyolojik aktivasyonlari olan bir fosfolipid mediatoriidiir (176).
Dolasimdaki plazma PAF-AH diizeyleri hematopoetik orijinli hiicreler tarafindan
tanimlanmistir ve ana kaynaklar makrofajlar ve aktive plateletlerdir. Bu zamana
kadar tariflenmis en giiclii proinflamatuar ajanlardan biridir. Trombosit agregasyonu,
endotel hasari, deri ve bronglarda anafilaktik reaksiyonlar1 baslatip ilerletmesi,
lenfositlerle etkileserek iskemi ve inflamasyon olusturmasi PAF'in 6nemli biyolojik
etkileridir (177). iki mekanizma onun regiilasyonu ile iliskilidir: sentez ve enzimatik
inaktivasyon (173). Enzimatik inaktivasyonda Ca*“dan bagimsiz fosfolipaz olan
PAF-AH aracilig1 ile PAF’1 inaktif metaboliti olan lizo PAF’a doniistiiriir (170).

Boylece PAF’1in inflamatuar etkinligi baskilanmis olur. Bu zamana kadar plazma
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serumundan 1 tane, intraselliler ortamdan 4 tane seckrete edilmis izoenzimi
bulunmustur (173). Plazma enzimi lipoprotein pargasini (178) olusturur ve bu da
stres, serebrovaskiiler olay, insiilin bagimli DM, spontan HT olanlarda artmistir
(179,180).

Serum PAF-AH enziminin aktivitesinin digiik oldugu hastaliklar arasinda
astim, sistemik lupus eritematosus, juvenil romatoid artrit, travma sonrasi multiple
organ yetmezlikleri, akut miyokard infarktiisii, sepsis, Crohn hastalig1, iskemik strok,
myokardiyal infarkt, ailesel HDL eksikligi (Tangier hastalig1), kronik kolestiyazis,
diabetes mellitus, romatoid artrit, periferal vaskiiler hastaliklar ve essensiyal
hipertansiyon yer almaktadir (170).

Iskemik inmenin en sik nedeni aterosklerozdur. Ateroskleroz olusum
mekanizmasinda gorev alan genlerdeki, polimorfizim ya da mutasyonlarin inmenin
gelismesinde etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bizim ¢alismamizda biiyiik damar
aterosklerozu iskemik inmenin alt tipi olmasindan yola c¢ikilarak, aterosklerozu
onlemede rolii olan, PONI (L55M, Q192R), PON2 (C311S) ve PAF-AH (G9947T)
gen polimorfizmleri calismaya dahil edilmistir. Amag, se¢ilen aterosklerozu dnleyici
gen polimorfizmleri ile biiylik damar aterosklerozuna bagli akut iskemik inmenin

olusumu arasindaki iliskinin varlig1 aragtirilmasidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hastalar

Bu ¢alisma, Zonguldak Karaclmas Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim dalinda gergeklestirilmistir. Hasta grubu, Zonguldak Karaelmas
Universitesi Tip Fakiiltesi Uygulama ve Arastrma Hastanesi Noroloji AD.
poliklinigine bagvuran ve “Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment” (TOAST)
calismasinda kullanilan siniflandirmaya gére (17) biiyiik damar aterosklerozuna bagh
akut iskemik tanis1 konulmus 33 kadin ve 42 erkek, toplam 75 hasta ¢alismaya dahil
edilmigstir. Hastalara, aragtirmanin amaci ve igerigi ile ilgili bilgilendirme ve onam
formu okutulup imzalatilmistir. Afazi, biling diizeyi degisikligi gibi nedenlerle onay
veremeyecek olgularda onay hasta yakinlarindan alindi. Calismanin etik kurul onay1
17.12.2009 tarihinde 2009/04 numarali etik kurul toplantisinda alinmistir (ek 1).

Calismaya katilan goniilliilerin sadece ¢alisma grubu kriterlerine uygun tani
almas1 yeterli kabul edildi.

Hasta ve kontrol grubunda demografik veriler caligmaya katilan kisilerin
kendilerinden ya da kisilerin bilgi vermesini kisitlayan bir bulgular1 olmasi
durumunda yakinlarindan elde edilmistir. Demografik verilerde kisilerin yasi, sigara
alkol kullanim1 ve beslenme aligkanliklar1 sorgulandi. Yine kisilerin 6zge¢mislerinde
hipertansiyon, diyabet, kalp kapak hastaligi, koroner arter hastaligi, kardiyak ritim
bozuklugu ve hiperkolesterolemi gibi inme risk faktorlerinin olup olmadigi
degerlendirildi.

Inme ve kontrol grubundaki tiim bireylerde aclik kan sekeri, lipit profili,

tiroid fonksiyon testleri, homosistein ve vitamin B12 diizeyleri degerlendirildi.

Calismaya katilan bireylerin hepsinde elektrokardiyografik inceleme
uygulandi. Inmeli ve kontrol grubunda secilmis olgularda ayrica transtorasik

ekokardiyografik inceleme uygulandi.

Inmeli hastalarda beyin goriintiilemesi BT ya da MR ile yapildi. Yine inmeli

hastalarda karotid vertebral doppler USG incelemesi yapildi.
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Tim katilimcilardan PONI (L55M, Q192R), PON2 (C311S) ve PAF-AH
(G994T) gen polimorfizmlerini saptamak i¢cin EDTA’ tiipe 2 cc vendz kan ornegi
alindi. DNA izole edilerek Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)-Restriksiyon fragment
length polimorfizm (RFLP) yontemi ile bu mutasyonlarin gen dizileri invitro olarak

cogaltildi.

3.2. Kontrol Grubu

Hasta grubu ile benzer yas ve cinsiyet Ozelliklerine sahip olan ve ndrolojik bir
defisitin olmadig1 kesin olarak bilinen saglikli, 45’1 kadin, 30’u erkek toplam 75 kisi

kontrol grubu olarak ¢aligmaya dahil edilmistir.

3.3. Genetik Metod
3.3.1. Periferik kandan DNA elde edilmesi

Hasta ve kontrollerden tam kan tiipiine 2 cc kan almmis ve DNA, E.Z.N.A® Blood
DNA Izolasyon Kiti kullanilarak elde edilmistir. Kit i¢inde bulunan ve 1.5 ml hacme
sahip tiiplerin i¢ine konan 250 pl kan tizerine; 250 pl Buffer BL, 5 ul RNase A ve 15
ul proteaz enzimi eklenmis ve bu karisim 10 saniye vortekslendikten sonra dnceden
42°C’ye ayarlanmis su banyosunda 25 dakika inkiibe edilmistir. Siire bitiminde su
banyosundan alinan tiiplerin iizerine 260 pl saf alkol eklenmis ve HiBind® DNA spin
kolona aktarilmigtir. Dakikada 10.000 devir hiz ile 1 dakika santrifiij edildikten
sonra, alttaki tiip atilarak yeni tiip konmus ve spin kolondaki icerigin iizerine 500 ul
HB Buffer ilave edilmistir. Santrifiij agamasi tekrarlandiktan sonra 650 pul Wash
Buffer eklenmis ve 1 dakika santrifiij edilmistir. Wash Buffer ile yikama asamasi
tekrarlandiktan ve spinler yeni tiipe yerlestirildikten sonra Onceden 70 °C’ye
ayarlanmig inkiibatorde 1sitilmig 100 pl Elution Buffer eklenmistir. Dakikada 10.000
devir hiz ile 1 dakika yapilan santrifiij sonrasi tiipler degistirilmeden yine 100 pl
Elution Buffer konmus ve son kez 10.000 devir/dak ile 1 dakika santrifiij edilmistir.
Ustteki spin kolon atilarak alttaki tiipte bulunan DNA yeni tiipe aktarilmis ve bu
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asamalarin sonucunda yaklasik 40-60 ng/ul konsantrasyonda 200 pl DNA elde

edilmistir.

3.3.2. llgili gen bolgesinin PCR ile amplifikasyonu

3.3.2.1. PONI L55M gen polimorfizmi

PONI geninin kodlama bolgesindeki bir SNP olan ve Nla III enzimi i¢in bir kesim
bolgesi yaratan L55M polimorfizmi bakilmistir. Arastirilmakta olan gen bolgesi
L55M:5’-CCTGCAATAATATGAAACAACCTG-3’[Forward(F)] ve L55M:5’-
TGAAAGACTTAAACTGCCAGTC-3> [Reverse(R)] primer ¢ifti kullanilarak
amplifiye edilmistir (138,181). Toplam 25 pL hacim i¢inde her primerden 1.5 pmol,
15 mmol/L Tris-HCI (pH 8.3), 70 mmol/L KCl, 3.0 mmol/L MgCl, (Bioron, cat. no:
103001), her bir ANTP’den 0.2 mmol/uL, 4 unit Taq DNA polimeraz (Bioron, cat.
no: 101005) ve 4 L DNA’dan olusan PCR miksi kullanilmis, “the MWG PRIMUS
THERMAL CYCLER-Primus 96 PCR system” cihazi ile 94°C’de 4 dakikalik ilk
denaturasyondan sonra 32 dongili; 94°C’de 50 saniye denaturasyon, 60°C’de 45
saniye baglanma ve 72°C’de 45 saniye uzama saglanmis; 172 baz ciftlik(bp) iiriin
elde edilmistir (138,181). Amplifiye edilen iirlinler %3’liikk agaroz jelde kosturularak

bant boylar1 goriintiilenmistir.
3.3.2.2. PONI Q192R gen polimorfizmi

PONTI geninin kodlama bolgesindeki bir SNP olan ve Bsp PI enzimi i¢in bir kesim
bolgesi yaratan Q192R polimorfizmi bakilmistir. Arastirilmakta olan gen bolgesi
Q192R:5’-TATTGTTGCTGTGGGACCTGAG-3'(F) ve Q192R:5'-CCTGAGAATC
TGAGTAAATCCACT-3’(R) primer ¢iftleri kullanilarak amplifiye edilmigtir
(138,181). Toplam 25 pL hacim i¢inde her primerden 1.5 pmol, 30 mmol/L Tris-HCI
(pH 8.3), 80 mmol/L KCl, 1.0 mmol/L MgCl, (Bioron, cat. no: 103001), her bir
dNTP’den 0.6 mmol/uL, 4 unit Taqg DNA polimeraz (Bioron, cat. no: 101005) ve 4
puL DNA’dan olusan PCR miksi kullanilmis, “the MWG PRIMUS THERMAL
CYCLER-Primus 96 PCR system” cihaz1 ile 94°C’de 4 dakikalik ilk

denaturasyondan sonra 35 dongii; 95°C’de 30 saniye dakika denaturasyon, 60 °C’de
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20 saniye baglanma ve 72°C’de 50 saniye uzama saglanmis; 238 bp {iriin elde
edilmistir (138,181). Amplifiye edilen iiriinler %3’liik agaroz jelde kosturularak bant
boylar1 goriintiilenmistir (138,181).

3.3.2.3. PON2 (C311S gen polimorfizmi

PON?2 geninin kodlama bélgesindeki bir SNP olan ve Ddel enzimi i¢in bir kesim
bolgesi yaratan C371S polimorfizmi bakilmistir. Arastirilmakta olan gen bolgesi
C3118:5-ACATGCATGTACGGTGGTCTTAT-3’(F) ve C311S5:5-GAGTTCAC
AATACAAGGCTCTG-3’(R) primer ¢ifti kullanilarak amplifiye edilmistir
(138,181). Toplam 25 pL hacim i¢inde her primerden 0.2 pmol, 10 mmol/L Tris-HCI
(pH 8.3), 50 mmol/L KCl, 2.0 mmol/L MgCl, (Bioron, cat. no: 103001), her bir
dNTP’den 0.2 mmol/uL, 1 unit Taqg DNA polimeraz (Bioron, cat. no: 101005) ve 2.5
puL DNA’dan olusan PCR miksi kullanilmis, “the MWG PRIMUS THERMAL
CYCLER-Primus 96 PCR system” cihaz1 ile 95°C’de 2 dakikalik ilk
denaturasyondan sonra 35 dongii; 94°C’de 45 saniye denaturasyon, 56°C’de 60
saniye baglanma ve 72°C’de 60 saniye uzama saglanmig; 205 bp iiriin elde edilmistir
(138,181). Amplifiye edilen iirlinler %3’liikk agaroz jelde kosturularak bant boylar

goriintiilenmistir.
3.3.2.4. PAF-AH gen polimorfizmi

PAF-AH geninin kodlama boélgesindeki (9. ekzon) bir SNP olan ve Mae II enzimi
icin bir kesim bdlgesi yaratan Val279Phe polimorfizmi bakilmigtir. Arastirilmakta
olan gen bolgesi Val279Phe:5’-CTATAAATTTATATCATGCT-3’(F) ve Val279Phe
:5>-TTTACTATTCTCTTGCTTTAC-3’(R) primer ¢ifti kullanilarak amplifiye
edilmistir (173,182). Toplam 25 pL hacim i¢inde her primerden 2 pmol, 10 mmol/L
Tris-HCI (pH 8.3), 50 mmol/L KCI, 2.0 mmol/L MgCl, (Bioron, cat. no: 103001),
her bir dNTP’den 0.2 mmol/pL, 3 unit Tag DNA polimeraz (Bioron, cat. no:
101005) ve 5 uL DNA’dan olusan PCR miksi kullanilmis, “the MWG PRIMUS
THERMAL CYCLER-Primus 96 PCR system” cihazi ile 94°C’de 4 dakikalik ilk
denaturasyondan sonra 35 dongii; 94 °C’de 45 saniye denaturasyon, 54°C’de 60

saniye baglanma ve 72°C’de 60 saniye uzama saglanmis; 160 bp iiriin elde edilmistir
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(173,182). Amplifiye edilen triinler %3’liik agaroz jelde kosturularak bant boylar

goriintiilenmistir.

3.3.3. Goriintiileme ve jelin hazirlanmasi

Bir litre distile suyun icine 0.55 gram borik asit, 1.40 gram Tris Aminometan ve
0.074 gram EDTA konarak tampon ¢o6zelti hazirlanmistir. Konsantrasyonu, PCR
sonrasi Uriinler i¢in %3’liik; enzim kesimi sonrasi {iriinler i¢in %3’liikk olacak sekilde
tampon c¢ozelti ve agar karigtirilarak mikrodalga firinda 80°C’de kaynatilmustir.
Karisim, 60°C’ye sogutulduktan sonra tiizerine %o7°lik olacak sekilde etidyum
bromid (Amresco, cat. no: 126K317) eklenmis, jel kabina aktarilmis ve uygun
taraklar yerlestirildikten sonra jelin oda 1sisinda donmasi saglanmistir. Jel donduktan
sonra taraklar ¢ikartilmis; incelenecek ornekten 5 pL alinmis ve daha 6nceden 5 kat
distile su ile sulandirilarak 1X olarak hazirlanmis 5 pL jel yilikleme solusyonu
(DZJYO001, lot: 0610J12) ile karistirilarak her bir kuyucuga yiiklenmistir. Jel
tankinda (Blue marine serva 200) 120 mV giic kaynag: ile 40 dakika yiiriitiilen
orneklerin fotografi, jel goriintileme cihazi ile (SYNGENE, GeneGenius Bio

Imaging System) alinmigtir.

3.3.4. Degerlendirme

Her genin arastirilan polimorfizmleri, PCR sonrasi elde edilen iiriinleri yiikleme
boyas1 eklenerek jele yiiklenmis ve yaklasik 30 ile 60 dakika arasinda, 120 mV gii¢
ile ylritiildiikten sonra degerlendirilmis ve elde edilen bant boylarima gore de

isimlendirme yapilmistir.

3.3.4.1. PONI L55M gen polimorfizmi

PCR sonrasi elde edilen 172 bp uzunlugundaki amplifikasyon iiriinii % 3’liik agaroz
jel elektroforezi ile goriilmesinin ardindan 4 Unit Nlalll enzimi ile kesilmesi i¢in 16
saat 37°C’lik kuru etiivde inkiibe edilmistir. Enzim kesimi sonrast %3’liik agaroz

jelde 120 mV giic ile yaklasik bir saat yiiriitiildiikten sonra, enzim ile kesilmigse 106
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ve 66 bp (M); kesilmemisse 172 bp boyunda bant (L) ortaya konmustur (Sekil
3)(138,181).

I 23 45 % 7 & 9 1§ 11 1Y 13

—— = —-w#--!—-i‘ ——

|1

O — — — i jr—

Sekil 3. PONI L55M gen polimorfizmi jel elektroforez goriintiisii, PONI L55M gen
polimorfizmi i¢in 172 bp uzunlugunda goriilen bant PONI L55M L, 106 bp
ve 66 bp uzunlugunda goriilen bant PONI L55M M olarak adlandirilmistir.
1 no’lu 6rnek 50 bp uzunlugunda DNA belirteci, 2, 3, 6, 8, 9 no’lu 6rnekler
PONI L55M L/L, 5, 7, 10, 11, 12 no’lu 6rnekler PONI L55M L/M ve son
olarak 4 ve 13 no’lu 6rnekler PONI L55M M/M olarak goziikmektedir.

3.3.4.2. PONI Q192R gen polimorfizmi

PCR sonrasi elde edilen 238 bp uzunlugundaki amplifikasyon iiriinii % 3’liikk agaroz
jel elektroforezi ile goriilmesinin ardindan 4 Unit Alwl enzimi ile kesilmesi i¢in 16
saat 37°C’lik kuru etiivde inkiibe edilmistir. Enzim kesimi sonrast %3’liik agaroz
jelde 120 mV giig ile yaklasik bir saat yiiriitiildiikten sonra, enzim ile kesilmisse 172
ve 66 bp (R); kesilmemigse 238 bp boyunda bant (Q) ortaya konmustur (Sekil 4)
(138,181).
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Sekil 4. PONI Q192R gen polimorfizmi jel elektroforez goriintiisii, PONI QI192R
gen polimorfizmi i¢in 238 bp uzunlugunda goriilen bant PONI Q192R Q,
172 bp ve 66 bp uzunlugunda goriilen bant PONI Q192R R olarak
adlandirilmistir. 1 no’lu 6rnek 50 bp uzunlugunda DNA belirteci, 2, 7, 9,
no’lu érnekler PONI Q192R Q/Q, 3, 4, 6, 8 no’lu érnekler PONI Q192R
O/R ve son olarak 5 no’lu 6rnek PONI Q192R R/R olarak goziikmektedir.

3.3.4.3. PON2 C311S gen polimorfizmi

PCR sonrasi elde edilen 205 bp uzunlugundaki amplifikasyon iiriinii % 3’liik agaroz
jel elektroforezi ile goriilmesinin ardindan 4 Unit Nlalll enzimi ile kesilmesi i¢in 16
saat 37°C’lik kuru etlivde inkiibe edilmistir. Enzim kesimi sonras1 %3’liik agaroz
jelde 120 mV gii¢ ile yaklasik bir saat yiiriitiildiikten sonra, enzim ile internal kontrol
bolgesinden ve polimorfik bolgeden kesilmisse 75, 67 ve 63 bp (C); yine internal
kontrol bolgesi ve polimorfik bolgeden kesilmemisse 142, 63 bp boyunda bant (S)
ortaya konmustur (Sekil 5) (138,181).
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Sekil 5. PON2 C311S gen polimorfizmi jel elektroforez goriintiisii, PON2 C311S
gen polimorfizmi i¢in 75,67 ve 63 bp uzunlugunda goriilen bantlar PON2
C311S C, 142 bp ve 63 bp uzunlugunda goriilen bant PONI QI92R S
olarak adlandirilmistir. 1 nolu 6rnek 50 bp uzunlugunda DNA belirteci, 3,
4,5,7,10 no’lu dérnekler PON2 C311S C/C, 2, 8 ve 9 no’lu 6rnekler PON2
C311S (/S ve son olarak 6 no’lu 6rnek PON2 C311S S/S olarak
goziikmektedir.

3.3.4.4. PAF-AH gen polimorfizmi

PCR sonrasi elde edilen 160 bp uzunlugundaki amplifikasyon iiriinii % 3’liik agaroz
jel elektroforezi ile goriilmesinin ardindan 4 Unit Maell enzimi ile kesilmesi i¢in 16
saat 65°C’lik kuru etlivde inkiibe edilmistir. Enzim kesimi sonras1 %3’liik agaroz
jelde 120 mV gii¢ ile yaklasik bir saat yiiriitiildiikten sonra, enzim ile kesilmisse 86
ve 74 bp (F); kesilmemigse 160 bp boyunda bant (V) ortaya konmustur (173,182).
Mutant alel saptanmadigindan PAF-AH G994T gen polimorfizmi jel elektroforez

goriintiisii eklenmemistir.
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3.3.5. istatistik

Veriler SPSS for Windows 12.0 programina aktarilarak degerlendirilmistir. Gruplar
arasi karsilastirmalarda Ki-kare ve Fisher Kesin Ki-kare testleri kullanilmis, analiz
sonuglar1 %95 giiven araliginda degerlendirilerek p<0.05 istatistiksel olarak anlamli

kabul edilmistir.

47



4. BULGULAR

4.1. Hasta Grubunun Ozellikleri

Calismaya Zonguldak Karaelmas Universitesi Tip Fakiiltesi (ZKUTF) Néroloji
Anabilim Dali’na bagvuran 6ykii, klinik muayene bulgular1 ve bilgisayarli beyin
tomografisi (BBT) ya da magnetic resonans (MR) ile akut iskemik inme tanisi alan
33’1 erkek ve 42’si kadin toplam 75 hasta prospektif olarak dahil edildi. Kontrol
grubunu 30’u erkek, 45’1 kadin toplam 75 normal birey olusturdu. Bu vakalar
ZKUTF Nbroloji poliklini§ine basvuran, ndrovaskiiler hastaligi olmayan, saglikl
bireyler arasindan secildi.

Hastalar ve kontrol grubu olusturulurken, 6zge¢misinde son {i¢ ay i¢cinde agir
enfeksiyon, sepsis, major kardiak, renal, hepatik yetmezlik, otoimmiin, malign
hastalik, gebelik, son alt1 ay i¢inde agir kafa travmasi veya cerrahi girisim, bunun
yanisira kollagen vaskiiler hastalik, trombositoz ya da trombositopenisi bulunanlar
¢alisma disinda tutuldu.

Hastalarin anamnezinde yaslari, cinsiyetleri, inmenin baglangi¢ sekli (ani,
yavas baslangic ve progresif seyir) ve eslik eden bulgular, 6zge¢cmisinde
serebrovaskiiler risk faktorleri (hipertansiyon, diyabet mellitus, aterosklerotik kalp
hastaligi, sigara kullanma, hiperlipidemi, atrial fibrilasyon) degerlendirildi. Tiim
hastalarin sistolik ve diastolik kan basinci tayini, nabiz, ates, sistemik ve norolojik
muayeneleri, rutin biyokimyasal tetkikleri, rutin hematolojik tetkikleri, acil BBT
bulgulari, 72 saat sonraki kontrol BBT’leri ya da beyin MR incelemeleri ve
elektrokardiyografik degerlendirmeleri yapildi. Ayrica tiim hastalarin tedavi
sirasinda ekstra kranial damarlarin doppler, ultrasonagrafisi (karotid ve vertebral
USGQG) ya da MR anjiografisi ve transtorasik ekokardiografisi (TTE) yapildi.

TOAST (The Trial of Org 10172’in Acute Stroke Treatment) kriterleri alt
tiplerine gore(17) yapilan degerlendirmede, EKG, EKO, MR, magnetic resonans
anjio (MRA) ve ekstrakranial doppler USG’1 yontemleri ile hastalar degerlendirildi.
Caligmaya alinan Akut iskemik inmeli hastalarin hepsinde genis arter aterosklerozu

olarak saptandi.
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Sistolik ve diastolik kan basinct 160/95 mmHg iizerinde olanlar hipertansif
olarak kabul edildi. Diyabet mellitus tanisi, tekrarlayan dlgiimlerle, aclik kan sekeri
(AKS) 140 mg/dl ve rastgele alinan tokluk kan sekerleri 6l¢iimleri (TKS) 200 mg/dl
den daha yiiksek olmasiyla konuldu.

4.2. Hasta ve Kontrol Gruplariin Polimorfik Allel Dagilimimmin Karsilastirmasi

4.2.1. PON1 L55M gen polimorfizmi

PONI L55M gen polimorfizminin dagilimi gruplar arasinda degerlendirildiginde,
PONI L55M geninin L alleli hasta grubunda 150 allelin 122°sinde (%81.3)
bulunmakta iken, kontrol grubunda 150 allelin 124’1 (%82.7) L alleli idi. M alleli
hastalarda 150 allelin 28’inde (%18.7), kontrollerde 150 allelin 26’sinda (%17.3)
bulunmaktaydi. Gruplar arasinda PONI L55M Lve PONI L55M M dagilimlart
yoniinden istatistiksel olarak anlaml fark gézlenmedi (p=0.764; OR=1.095; CI=0.607-
1,973) (Tablo 3).

Tablo 3. Hasta- kontrol gruplarinin PONI L55M gen polimorfizm dagilimlari
acisindan karsilagtirmasi

Allel Hasta Kontrol p OR %95 CI
(n=150) (n=150)
L55M L/L55M M 122/28 124/26 0.764 | 1.095 | 0.607-1,973

4.2.2. PON1 Q192R gen polimorfizmi

PONI QI192R gen polimorfizminin dagilimi gruplar arasinda degerlendirildiginde,
PONI QI92R geninin Q alleli hasta grubunda 150 allelinin 125’inde (%83.3)
bulunmakta iken, kontrol grubunda 150 allelin 136’s1 (%84.7) Q alleli idi. R alleli
hastalarda 150 allelin 25’inde (%16.7), kontrollerde 150 allelin 14’sinde (%15.3)
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bulunmaktaydi. Gruplar arasinda PONI QI192R Q ve PONI QI92R R dagilimlar
yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmedi (p=0.086; OR=1.943; C1=0.967-
3,904) (Tablo 4).

Tablo 4. Hasta-kontrol gruplarimin PONI QI192R gen polimorfizm dagilimlar
acisindan karsilastirmasi

Allel Hasta Kontrol p OR %95 CI
(n=150) (n=150)

QI192R Q/Q192R R 125/25 136/14 0.086 1.943 | 0.967-3,904

4.2.3. PON2 C311S gen polimorfizmi

Tanimlanan PON2 C311S gen polimorfizminin C alleli hasta grubunda 150 allelinin
116’sinda (%77.3) bulunmakta iken kontrol grubunda 150 allelin 127’si (%84.7) C
alleli idi. S alleli hastalarda 150 allelin 34’iinde (%22.7), saglikli kontrollerde 150
allelin 23’iinde (%15.3) S bulunmakta idi. Iki grup arasmda dagilm istatistiksel
olarak anlamli olarak degerlendirilmedi (p=0.105; OR=1,618; CI=0,901-2,908)
(Tablo 5).

Tablo 5. Hasta-kontrol gruplarinin PON2 C311S gen polimorfizm dagilimlari
acisindan karsilagtirmasi

Allel Hasta Kontrol p OR %95 CI
(n=150) (n=150)
C311SC/C311S S 116/34 127/23 0.105 | 1.618 | 0,901-2,908

4.2.4. PAF-AH gen polimorfizmi

PAF-AH gen polimorfizminde mutant allel hem hasta hem de kontrol grubunda

saptanmadi. Bu nedenle istatistiksel olarak degerlendirilemedi.
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5. TARTISMA

Serebrovaskiiler hastaliklar, tiim diinyada ndroloji kliniklerine bagvuran hastalarin
biiylik ¢ogunlugunu olusturmaktadir. Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri’ndeki
calismalarda, inmenin halen mortalitenin 6nde gelen bir nedeni ve agir morbiditenin
en sik goriilen sebebi oldugu bildirilmistir (92,183,184). Gelismis {iilkelerde inme
initelerinin kurulmasi ile birlikte mortalite ve morbiditenin diistiigli saptanmistir.
Bat1 Avrupa iilkelerinde 1975 yilindan sonra inme nedenli 6liim oranlari %30-50
civarinda azalmig, Dogu Avrupa iilkelerinde ise bu oran sabit kalmis veya hafif
derecede yiikselmistir. Bu oranlarin 6niimiizdeki birka¢ dekatda yaslh niifiis nedeni

ile artacag1 tahmin edilmektedir (185).

PON ve PAF-AH iiretimini ve sekresyonunu etkileyen gen polimorfizmleri ile
kardiyovaskiiler hastaliklar diginda akut iskemik inme, diyabet, sepsis, Alzheimer ve
Parkinson gibi pek cok hastaligin gelismesine karsi koruyucu, hastaligin olusum
asamasinda, seyrinde ve tedaviye yanitlarinda iligkili olabilecegi bildirilmistir. Son
zamanlarda ozellikle arteryel aterosklerozu onlemede rolii 6n plana ¢ikan PON ve
PAF-AH genlerinin iskemik inmede de rol alabilecekleri diigiiniilerek c¢aligmalar
yapilmistir (173,182,186). Bununla birlikte PON ve PAF-AH genleri ile inmeli
hastalar arasindaki baglantiy1 inceleyen epidemiyolojik ¢alismalardan elde edilen

sonuglar birbirinden farklilik gosterebilmektedir.

Caligmamizda ateroskleroz olusumu oOnleyici etkisi olan PONI L55M,
PONI Q192R, PON2 C311S ve PAF-AH G994T gen polimorfizmlerin biliyiik damar
aterosklerozuna bagli akut iskemik inme ile bagvuran hastalar ile olas1 bir iliskisinin
varliginin arastirilmasi i¢in 75 hasta ve 75 kontrol grubundan olusan bir aragtirma
planlandi. Biiyilk damar aterosklerozuna bagli akut iskemik inme tanisi konulan
hasta ve kontrol gruplar1 arasinda PONI (L55M, Q192R), PON2 (C311S) ve PAF-AH
(G994T) genlerinin alel dagilimlar1 karsilastirilmis, istatistiksel olarak anlamlilik
gostermedigi belirlenmistir (Tablo 3, 4, 5).

Calismamizda incelenen PONI L55M gen polimorfizmi ile biiylik damar
aterosklerozuna bagl akut iskemik inmeli hastalar arasinda istatistiksel anlamli bir

iligski saptanmamustir. Tiirk populasyonunda yapilan ¢alismalarda, Demirddgen B.C.
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ile arkadaglar1 ve Aydin M. ile arkadaslari, PONI L55M polimorfizmi ile iskemik
inme arasinda anlamli iligki gozlemlememislerdir (187,188). Schiavon R. ve
arkadaglarininda yaptigi ¢aligmada PONI L55M polimorfizmi ile All hastalari
arasinda istatiksel anlamli bir fark bulamamislardir (189). Shin B-S ve arkadaslari,
PON polimorfizmi ile iskemik inme ve lipid profili arasinda istatiksel olarak anlamli
bir iliski saptanmamis olup bu sonu¢ bizim c¢alismamiz sonucu ile paralellik
gostermektedir. Koreli 350 iskemik inme hastasi ve 242 saglikli kontrol grubunda
PONI L55M gen polimorfizmini arastiran bir ¢aligmada, iskemik inme hastalar ile
kontrol grubunda, PONI L55M gen polimorfizmi ile arasindaki alel dagilimi
istatiksel olarak anlamli fark saptanmamistir. Bu ¢alismada PON gen polimorfizmi
ve iskemik inme arasindaki iliskiyi net olarak ortaya koyamasa da PONI L55M L
aleli plazma homosistein konsantrasyonu, PON2 A148G G ve PON2 C311S S aleli
LDL kolesterol ve apoB plazma konsantrasyonlar: ile iliskili oldugunu ve
aterosklerotik hastaliklarin etyopatogenezine katkisinin olabilecegini
degerlendirmislerdir (190). Bu konuda yapilan baska ¢aligmalarda bizim ¢alismamizi
desteklemektedir (163,191).

Ancak Ueno T. ve arkadaslarinin Japon serebral infarktli hasta grubunda
yaptiklar1 calismada PONI L55M MM genotipinin iskemik inme ile arasinda
istatiksel olarak anlamli fark bulunmus olup, aterosklerotik hastaliklar i¢in 6nemli bir
risk faktorii olabilecegini, aym1 zamanda bunun genetik belirteg olarak da
kullanilabilecegini belirtmiglerdir (192). Motti C. ve arkadaglart PONI 192 R, PON2
311 S ve PONI 55 M allelerinin KAH, aterosklerotik hastaliklar ve iskemik inme ile
iligkisinin olabilecegini gostermislerdir (193). Buna ek olarak Schmidt H. ve
arkadaglarinin yaptig1 caligmada, karotid aterosklorozunda PON 55 ve PON 192
genlerinin mutant allelerin intimal-medial kalinligi (IMT) iizerinde etkili oldugu,
ayrica ¢evresel faktorlerle (sigara, yasama tarzi, yeme aligkanligi, stres gibi) bu
etkisinin daha da artt181, iskemik inme ve aterosklerotik hastaliklara yatkinlikta artis
oldugunu ileri siirmiislerdir (194). Biiyiik damar aterosklerozlu All hastalar1 ile PON
gen polimorfizmleri arasindaki c¢alismamizda anlamli iliski bulamazken, bazi
caligmalarin anlamli sonuglara ulasmasini, anlamli ¢alismalarda hasta grubu olarak
tim iskemik inme hastalarinin [Genis arter aterosklerozu (tromboz veya emboli),

kardiyoembolizm, kii¢ilk damar okliizyonu (lakiin)] calismalara dahil edilmis
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olmasma ve etnik farkliliklara bagl olabilecegi diisiintilmektedir. Biiylik damar
aterosklerozuna bagl All olan hastalarda yapilacak daha genis ¢alismalar, iliskinin
var olup olmadiginin ortaya konmasi agisindan faydali olacaktir.

Calismamizda PONI Q192R gen polimorfizminin hasta ve kontrol grubu
arasindaki iliskisi istatiksel olarak anlamli degildi. Shin B-S ve arkadaglarinin yapmis
olduklar1 calismada PONI Q192R gen polimorfizminin Al ile kontrol grubu arasinda
fark gosterilememis olup, c¢alismamizla benzerdir (190). Schiavon R. ve
arkadaglarininda yaptig1 ¢alismada da PONI QI92R gen polimorfizmi ile All
hastalar1 arasinda anlamli bir fark bulamamiglardir. Daha genis ¢alismalar ve risk
faktorleri izole edilerek yapilacak bir ¢alismada iskemik inme i¢in bir risk faktorii
olabilecegini donermislerdir (189). Calismamizda da PONI Q192R R alelinin kontrol
grubuna gore OR:1.943 riskin olmasi bu alelin hastaligin olusumunda etkisinin
olabilecegi diistiniilmektedir. Aydin M. ve ark. ile Demirdégen B.C. ve arkadaglarinin
yaptiklar1  caligmalarda benzer sonucglar elde edilmis olup ¢alismamizi

desteklemektedir.

Bununla birlikte Tiirk populasyonunda yapilan c¢alismalarda, Demirdégen
B.C. ve arkadaslar1, 108 All hastasi ve 78 kontrol grubunda yaptiklar1 calismada, All
ile PONI Q192R polimorfizmi arasinda anlaml iligki gozlemislerdir. PONI 192 RR
genotipinin iskemik inme i¢in bir risk faktorii olabilecegini belirtmislerdir (187).
Yine Demirdogen B.C. ve ark. Kafkas populasyonundan olan 172 iskemik inmeli
hasta ve 105 saglikli kontrol grubu arasinda yaptigi calismada PONI QI192R
polimorfizmi ile iskemik inme arasinda anlamli iliskiye rastlamiglardir (163). Aydin
M. ve arkadaslari, 65 All hastas1 ve 78 kontrol grubunda yaptiklari ¢alismada
ozellikle PONI 192 RR polimorfizminin iskemik inme i¢in bir risk faktorii oldugunu
gbstermisler ve RR genotipinin lipoprotein oksidasyonuna ve Al hastahigina karst
koruyucu bir etki gosterdigini belirtmislerdir. Tiirk populasyonunda PON genlerinin
lipoprotein  oksidasyonuna karsi koruma etkileri yoluyla aterosklerozun
patogenezinde Onemli rol oynayabilecegi ileri siirlilmiistiir (188). Ranade K. ve
arkadaslarinin ABD’de yaptig1 genis bir calismada PONI, PON2 ve PON3 genleri
tizerinde tanimlanmis 14 gen polimorfizmlerini 2634 (81 iskemik inme hastasi)
ornekte calisgarak PONI QI192R geninin RR genotipi iskemik inme i¢in onemli bir

risk faktorii oldugu ve bu genin iskemik inmeli hastalar i¢in genetik bir belirte¢
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olabilecegini 6nermislerdir (195). Baum L. ve arkadaslar1 tarafindan 242 iskemik
inme, 231 MI gecirmis birey ve 310 saglikli kontrol ile Cin populasyonunda yapilan
bir calismada benzer sonuglar elde edilmis olup PONI QI192R RR genotipinin
iskemik inme i¢in 6nemli bir risk faktorii oldugu belirlemislerdir (196). Motti C. ile
arkadagslar1 ve Schmidt H. ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismalarda, PONI 192’in R
alellinin, iskemik inme ile iligkisinin olabilecegini, karotid aterosklorozunda intimal-
medial kalinlig1 iizerinde etkili oldugunu ileri siirmiiglerdir (193). Yine Liu JL ve
arkadaslar1 PONI Q192R polimorfizmi ile geng iskemik inmeli hastalarda anlaml
iligkili oldugunu gostermislerdir. Geng iskemik inmeli hastalarda RR genotipinin
IMT arttirp karotis arterinde aterosklerotik siireci hizlandirarak inme igin genetik
risk faktorii olabilecegini belirtmislerdir (197). Bunlara ek olarak Dahabreh Issa J. ile
Banerjee 1. ve arkadaslarinin yaptigi farkli iki meta analiz ¢alismasinda PONI
geninin Q/92R polimorfizminin KAH’inda oldugu gibi iskemik inme ile de
iliskisinin olabildigini belirtmistirler, iskemik inme icin risk faktorii olabilecegini
ileri stirmiislerdir (198,199). Benzer baska calismalarda PONI 192°in RR genotipinin
KAH, iskemik inme gibi vaskiiler hastaliklarin etyopatogenezinde rolii, énemli bir
risk faktorii ve bu genin iskemik inmeli hastalari i¢in genetik bir belirte¢ olarak

kullanilabilecegini 6nermislerdir (196,200-203).

PONI QI192R geniyle ilgili yapilan tiim c¢aligmalarin sonuglar1 gz Oniine
alindiginda calismamizla celiskili sonuglarin olmasmin nedenleri; olgu sayisinin
benzer ¢aligmalara gore daha sinirli olmasi, calismaya alinan hastalarin tiim iskemik
inme alt tiplerinden olusmus olmasi, geng populasyondan se¢ilmis olmasi, etnik ve
cevresel faktorlerin etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bizim ¢alismamizda iskemik
inmenin alt grubundan olan biiylik damar aterosklerozlu hastalardan secilmis olmasi,
anlamli iligki bulamamazin sebebinin bundan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
Daha genis hasta grubu ile yapilacak caligmalarla bu polimorfizmin hastalikla olan

iligkisini ortaya koymada yol gosterici olacaktir.

Calismamizda PON2 C311S gen polimorfizmi ile biiylik damar
aterosklerozuna bagli All iliskisi arastirildi. Gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli
fark gozlenmedi. Pasdar A. ve arkadaslar1 Kafkas irkindan olusan 397 iskemik inme
hasta ile 405 kontrol grubunda yaptiklar: ¢calismada, iskemik inme ile PON2 C311S

gen polimorfizmi arasindaki iligkiyi istatiksel olarak anlamsiz oldugunu bulmus olup,
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bu sonug¢ ¢alismamizla uyumlu gdziikkmektedir (191). Ozellikle PON2 C311S "SS"
genotipinin kardiyoembolik erkek inme hastalarinda yiiksek oldugu, bu hastalar i¢in
bir risk faktorii olabilecegini belirtmektedir. Yine Taiwanda Leu HB. ve arkadaslari
tarafindan yapilan kohort calismasinda 1989°dan 2002’ye kadar 3330 (80 tanesi
iskemik inme hastas1) saglikli yetigkinler arasinda karotis ultrasonu yapilarak,
connexin37 (GJA4), C-reaktif protein (CRP), paraoksonaz (PONI), adiponektin
(ACDC), dahil olmak iizere, ateroskleroz ile iligkili genlerin genetik etkileri,
anjiyotensin- doniistiiriicii enzim (ACE), beta adrenerjik reseptor (ADRBI ADRB?2),
antitrombin Il (SERPINCI) ve kinesin aile iiyesi 6 (KIF6) geleneksel vaskiiler risk
faktorleri i¢in ayarlama, ¢ok degiskenli bir regresyon modeli ile degerlendirmisler.
Iskemik inme gelisimi ic¢in bu genetik varyantlar prognostik etkilerinin
degerlendirilmesi i¢in caligma konularini prospektif takip etmisler. Sonug¢ olarak
Conneksin 37 geninin CT ve TT polimorfizmleri ile karotis IMT Onemli Slgiide
etkileyebildigi ve iskemik inme gelisimine katkida bulunabildigi, PON ve diger
genler ile ilgili herhangi bir iliskiye rastlamamislardir (204). Tiim bu sonuglar bizim

calismamiz ile uyumludur.

Bununla birlikte Imai Y. ve arkadaglari, PON2 C311S gen polimorfizmin, 431
kontrol grubu, 210 KAH ve 235 iskemik inme hastasinda arastirmiglar, PONI 192
RR ve PON2 311 SS genotipleri ile KAH ve iskemik inme arasinda istatiksel olarak
anlamli iligki gézlemlenmis olup bu polimorfizmlerin KAH ve iskemik inme i¢in risk
faktorii olabilecegini belirtmislerdir (200). Yakin zamanda Lazaros L. ve
arkadaglarinin 178 iskemik inme hastasi (88 lakiiner infarktli, 90 genis arter
sklerozlu) ile 181 saglikli kontrol grubu ile yaptiklar1 ¢aligmada PON2 C311S gen
polimorfizmi ile iskemik inme arasindaki iliskiyi arastirmislar, PON2 C311S S
alelinin modifiye Rankin Skalasina gore ciddi derece iskemik inmesi olan hastalarda
anlaml derecede arttigini tespit etmislerdir. Genotip ve allel dagilimi sikliginin hasta
ve kontrol grubu arasinda anlamli derecede farkli oldugu gézlemlemislerdir. S alelini
iskemik inmenin ciddi formlar1 i¢in olasi bir hazirlayict faktér olarak One
stirmislerdir (203). Bu ¢alismalarla sonuglarimizi karsilastirdigimizda farkli sonug
elde etmemizin sebepleri; ¢alismamizdaki olgu sayisinin benzer calismalara gore
daha sinirli olmasi, diger calismalara alinan hastalarin tiim iskemik inme alt

tiplerinden olusmus olmasi, diger ¢alismalarin gen¢ populasyondan secilmis olmasi,
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etnik ve cevresel faktorlerin etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bizim ¢alismamizin
sonuglarmma gore aterosklerozun olusumunda rolii olan gen polimorfizmleri
acisindan, bliylikk damar aterosklerozuna bagli iskemik inmenin olugmasinda
etkinliginin siirlt oldugu sdylenebilir. Daha genis hasta serilerinde ve spesifik alt
grubu ile yapilacak caligmalarla bu polimorfizmin hastalik {izerine olan etkisi

hakkinda ayrintili bilgiye sahip olmamizi saglayabilir.

Calismamizda PAF-AH G994T gen polimorfizminin mutant alelini hem
kontrol grubunda hem de hasta grubunda saptayamadik. Bu nedenle istatiksel olarak
degerlendirilemedi. Litaratiirde Tiirk populasyonunda iskemik inme ile PAF-AH
G994T gen polimorfizmi arasinda yapilan ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle
calismamiz1 destekleyen farkli hasta grubunda yapilan caligmalarda, Sekuri C. ve
arkadaslari, Tiirk popiilasyonunda yapmis olduklari bir ¢alismada 115 prematiire
KAH o6ykiisii olan ile 120 KAH 6ykiisii olmayan saglikli bireylerde PAF-AH G994T
gen polimorfizmi ile iliskisi arasinda G994T mutasyonu prevalansi hastalarda %2.60
heterozigot, kontrollerde ise % 0 olarak bulmuslardir. Alel frekansi ve genotip
dagilimi acisindan hasta ve kontrollerde anlamli bir fark olmadigm
gozlemlemislerdir (174). Balta G. ve arkadaslarinin yaptiklar1 baska bir ¢caligmada
PAF-AH G994T mutasyon dagilimina bakmislar, Tiirk hasta grubunda 3 (%0.84)
heterozigot, Kirgizlarda ise 12 (%8.4) heterozigot mutasyon saptanmisken Azeri
irkinda mutasyon goriilmemistir (205). Calismamizla benzer sonuclar elde edilmis
olup bu polimorfizmin istatistiksel olarak degerlendirilebilmesi i¢in daha genis bir

calisma grubuna ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ancak Hiramoto M. ve arkadaslar1 serebral trombozu olan 120 hasta ve 134
saglikli kontrol grubu arasinda PAF-AH G994T polimorfizmini incelemisler. Her iki
grup arasinda istatiksel olarak anlamli fark gozlemlemislerdir. Plazma PAF-AH
eksikliginin inme icin bir risk faktorii olabilecegini, Japon inme hastalarinda PAF-
AH polimorfizminin nispeten yliksek bulundugunu, ayni zamanda Japon 1rkiyla
akrabalig1 olan Kafkas irkinda da benzer bir sekilde PAF-AH polimorfizmi ile inme
arasinda iliski olabilecegini belirtmislerdir (182). Japon irkinda yapilan baska bir
calismada, Unno N. ve arkadaslar1 aterosklerotik okluziv hastaliklarda PAF-AH
G994T°nin GT ve TT genotipi ile iligkili oldugunu saptamislardir (206). Zhang X ve
arkadaslarinin Cin populasyonunda yaptigi diger bir ¢alismada PAF-AH G994T
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polimorfizminin aterosklerotik beyin enfarktiisii i¢in bagimsiz bir risk faktori
olabildigini ama lakiiner enfarktiis i¢in bir risk faktérii olmadigini belirtmislerdir
(207). Yine Satoh K. ve arkadaglari, yaptiklar1 ¢aligmada ise hasta ve saglikli
bireyler arasinda PAF-AH G994T genotip dagilimi ve allel sikligi yoniinden
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu belirtmislerdir (208).

PON ve PAF-AH gen polimorfizmleri ile aterosklerotik iskemik inme riski
arasindaki iliskiyi inceleyen bir¢ok calisma yapilmis ve bu giine kadar yapilan
calismalarda birbiriyle c¢elisen sonuglar elde edilmistir. Calismalarda farklhi
sonuglarin elde edilmesinin nedenleri, hastaligin ¢ok faktorlii hastalik olmasi, etnik
faktorler, ¢evresel faktorler, 6rnek semasi, ¢alisilan 6rnek sayisi, populasyon tabanli
kontrol gruplariyla calisilmamasi, biitiin hastalarin beyin tomografisi, kraniyal
manyetik rezonansi, doppler ultrasonografisi ve anjiografi ile teshisinin
yapilamamasi, ¢alisilan All 6rneklerinin alt gruplarindan segilmemis olmasi ile

agiklanabilir.

Bizim ¢alismamizda bazi limitasyonlar bulunmaktadir. Oncelikle hastalarda
gen {iriinlerinin yani enzimlerin diizeyi 6lgiilmemistir. Ozellikle heterozigot
olgularda enzim diizeyi degisiklik gdstermekte, DM, sigara kullanimi1 enzim diizeyini
etkilemektedir. Buna ek olarak calismamiza dahil edilen hastalarin biiylik damar
aterosklerozuna bagli All hastalar1 olmasi, hem hasta sayis1 olarak hemde alt grup
tanili  hastalar olmasi nedeni ile polimorfizmlerin hastalikla iligkisini
degerlendirmekte sinirlayict olmustur. Etnik kdken olarak Tiirk populasyonunda
PAF-AH polimorfizminin nadir goriilmesi de calismamizda degerlendirme zorlugu
nedenlerinden birisidir. Biiylik damar aterosklerozuna bagl akut iskemik inme ile bu
polimorfizmler arasindaki iligkiyi dogrulamak i¢in daha biiyiik 6rnek sayilarina sahip
arastirmalarin planlanmasi uygun olacaktir. Calismamizin bu kisitliliklarina ragmen,
toplumlar arasinda ve i¢inde ¢ok biiyiik varyasyonlar gdsteren polimorfik yapilarin
incelendigi her calismanin, bir toplumdaki genel bilgi birikimine saglayacagi katki
ortadadir. Ayrica, multigenik ve kompleks bir hastalik olan Ali’de etkili olan gen
bolgelerinin ¢esitliligi goz Oniline alindiginda, yapilan ¢aligmalarin degeri bir kez
daha ortaya ¢ikmaktadir. Boylece biriken bu bilgiler, biiyiik bir halk saglig1 sorunu
olan All’nin tan1 ve tedavisi ile risk altindaki bireylere erken safhada &nlem

alinabilme ortami sunabilecektir.
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Sonug olarak ¢alismamizda PON ve PAF-AH gen polimorfizmleri inme i¢in
bir risk faktorii olmadigi saptanmistir. Ancak olgu sayis1 azligindan ve PON ve PAF-
AH Olglimleri olmadigindan, olgu sayisinin genisletilmesi ve PON ve PAF-AH
seviyelerinin  6l¢iimii ile bir iligki kurularak degerlendirilmesi gerektigi

distiniilmektedir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Iskemik inme olusumunda kesin bir etiyolojik faktdr bugiine kadar ortaya
¢ikarilamamistir. Bu alanda bir¢ok ¢alisma yapilmis olmasina ragmen, PON ve PAF-
AH’larin genetik polimorfizmi ile ilgili ¢aligma sayist yetersizdir. Calismamizda, bu
konuda heniiz ¢ok fazla arastirilmamis olan bazi PON ve PAF-AH gen
polimorfizmlerinin, iskemik olusumuna etkisi ve polimorfizmler ile fenotip iligkisi
ortaya konmaya calisilmigtir.

Calismamizda ateroskleroz olusumu 6nleyici etkisi olan PONI L55M, PON1
QI192R, PON2 (C311S ve PAF-AH G994T gen polimorfizmlerin biiylik damar
aterosklerozuna bagli akut iskemik inme ile bagvuran hastalar ile olast bir iligkisi
olabilecegi diisiiniiliirek 75 hasta ile 75 kontrol grubu olusturulup calisma planlandi.
Calismamizda biiyiik damar aterosklerozuna bagl akut iskemik inme tanisini almig
hastalar ile yas ve cinsiyet Ozellikleri agisindan benzer Ozelliklere sahip olan ve
norolojik bir hastaligi olmadigi bilinen saglikli kontroller PONI L55M, PONI
QI192R, PON2 C(C311S ve PAF-AH GY994T gen polimorfizimleri agisindan
karsilastirilmistir. Hasta ve kontrol gruplari arasinda PONI L55M, PONI Q192R,
PON2 C311S ve PAF-AH G994T gen polimorfizmleri allel dagilim sikliklar
acgisindan istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.

Elde ettigimiz sonuglara goére bu polimorfizimlerin hasta ve kontrol
grubundaki allel dagilimi istatistiksel yonden anlamli fark gostermemektedir.
Dolayis1 ile bu polimorfizmlerin, iskemik inme ile baglantili olmadigi sonucuna
varilabilirse de, ateroskleroza egilimi artiran ve ateroskleroz olusumunu engelleyen
PON ve PAF-AH haplotiplerinin incelenebilecegi daha kapsamli bir arastirmaya
ihtiya¢ duyulmaktadir. Aterosklerozun olusumundaki poligenik altyapi nedeniyle bir
genin kesin etkisinin belirlenmesi i¢in etki eden pek c¢ok genin birlikte
degerlendirilmesi gerekmektedir.

Gen polimorfizminin 1wrksal farkliliklar1 ve iilkemizin genetik ¢esitlilik
acisindan zengin yapist goz Oniine alindiginda, iskemin inme hastalar1 alel
frekansinin farkli cografi bolgelerimize gore dagiliminin yeni arastirmalarla

belirlenmesi uygun olacaktir.
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Hasta grubunun klinik 6zellikleri géz oniine alinarak bu polimorfizmlerin
hastaligin klinik heterojenitesi ile kismen de olsa baglantili olabilecegi sOylenebilir.
Bu polimorfizmler toplumda sik goriilse de iskemik inmeye yakalanma acisindan
risk faktorii olarak degerlendirilmemelidir. Polimorfizimlerin sikligi gz oniine
almarak kesin bir sonuca varmak i¢in daha fazla hasta ve kontrol grubu ile

diizenlenecek ¢alismalara ihtiyag vardir.
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