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OZET

Giris: Bu calismada migren ile endotelyal nitrik oksit sentaz (e NOS) geni intron 4'de,
27 bazlik tekrarlardan olusan Ardisik Kopya Sayisi Tekrarlari (VNTR) ve anjiyotensin
donistiiricti enzim (ADE) genindeki insersiyon/delesyon polimorfizmlerinin iliskisi
arastirildi.

Yontemler: Calismaya 105 migren basagrisi olan ve 97 saglikli kadin birey alindi.
Migren hastalari aurali ve aurasiz olmak iizere iki gruba ayrilirken, migren atak
sikligi ve siddeti kaydedildi. eNOS VNTR (eNOS 4a/b) ve ADE insersiyon/delesyon
polimorfizmleri (ADE 1/D) polimorfizmleri polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile
belirlendi.

Bulgular: eNOS 4 a/b gen polimorfizminin alel ve genotip sikliklari migren ile kontrol grubu
arasinda farklilk gostermedi. ADE I/D gen polimorfizminin migren grubunda genotipik
dagiimi kontrol grubundan anlamli olarak farkli bulundu. DD ve ID genotiplerinin |l
genotipine gére migren olasiigini 2,571 (%95 Cl- 1,138-5,811) ile 4,453 (%95 CI- 2,006-9,883)
oraninda artirdigi saptandi. Ayni risk artigi aurali migren alt grubunda her iki genotip igin
stirerken, aurasiz migren grubunda sadece 1D genotipi igin korundu (OR- 3,750, %95 Cl-
1,493-9,420). Migren sikhigi ve siddeti ile gen polimorfizmleri arasinda iligki gozlenmedi.
Sonug: Calismamiz ADE /D gen polimorfizmi ile migren iligkisini desteklemistir.
Ancak eNOS 4 a/b gen polimorfizmi ile migren arasinda iliski gdsterilememistir.
(Ndrapsikiyatri Arsivi 2013; 50: 274-278)

Anahtar kelimeler: Migren, genetik polimorfizm, nitrik oksit sentaz, anjiyotensin
donistiirticti enzim

Cikar gatismasi: Yazarlar bu makale ile ilgili olarak herhangi bir gikar ¢atigmasi
bildirmemislerdir.

ABSTRACT

Introduction: Inthis study, we investigated the association of migraine with the Variable
Number of Tandem Repeats (VNTR), repeated as 27 base pair, gene polymorphism in
intron 4 of the endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and the insertion/deletion of
angiotensin converting enzyme (ACE) gene polymorphisms.

Methods: One hundred and five migraine and ninety seven healthy female control
subjects were enrolled in the study. The patients were subdivided as migraine with
aura and without aura, and the frequency and severity of migraine headaches
were recorded. The eNOS VNTR (eNOS 4 a/b) and ACE insertion/deletion gene
polymorphisms (ACE /D) were assessed by polymerase chain reactions.

Results: The allele and genotype frequencies of eNOS 4 a/b gene polymorphism
showed no difference between the migraine and control groups. The genotypic
distribution of the ACE 1/D gene polymorphism in the migraine group significantly
differed from that in the control group . The DD and ID genotype increased the risk
of migraine as much as 2.571 (95% CI-1.138-5.811) and 4.453 (95% CI-2.006-9.883)
compared to the Il genotype. The same increased risk sustained for both genotypes
in the migraine with aura subgroup, but only the ID genotype remained as the risk
factor in the migraine without aura subgroup (OR- 3.750, 95% CI- 1.493-9.420). No
association of gene polymorphisms with migraine frequency and severity was
observed.

Conclusion: Our findings support the relationship between migraine and the ACE I/D
gene polymorphism. However, no association was found between migraine and the
eNOS 4 a/b gene polymorphism. (Archives of Neurapsychiatry 2013; 50: 274-278)

Key words: Migraine, genetic polymorphism, nitric oxide synthase, angiotensin
converting enzyme

Conflict of interest: The authors report ed no conflict of interest related to this article

Yazigma Adresi/Correspondence Address
Dr. Tammam Sipahi, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyofizik Anabilim Dali, Edirne, Tiirkiye
Gsm: +90 555 390 46 37 E-posta: tammam@trakya edu.tr Received/Gelis tarihi: 09.05.2012 Accepted/Kabul tarihi: 10.06.2012
© Archives of Neuropsychiatry, published by Galenos Publishing. / © Néropsikiyatri Arsivi Dergisi, Galenos Yayinevi tarafindan basilmistir.



Ndropsikiyatri Argivi 2013; 50: 274-278
Archives of Neuropsychiatry 2013; 50: 274-278

Migren Hastalarinda Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz ve Anjiyotensin Déniistiirlicii Enzim Gen Polimorfizmleri

Sipahi ve ark.

275

Giris

Migren tipi basagrisi toplumun yaklasik %12-18'ni etkileyen,
onemli isgiicii kaybina yol agan bir hastaliktir. Etyolojisi ve
patofizyolojisi heniiz net olarak aydinlatilamamistir. Ailesel sikligi
nedeniyle genetik etkenler, sigara dumani, parfiim kokusu, acik
hava gibi tetikleyici faktdrler nedeniyle de ¢evresel etkenlerin
etyolojide rol oynadi§i disiiniilmektedir. Migrenin karmasik bir
genetik zemini vardir ve bugiin i¢in sorumlu tutulabilecek gen sayisi
ve genetik yatkinlik alelleri netlesmemistir (1,2). Familyal hemiplejik
migrende CACNA 1A genindeki mutasyona bagh olarak P/Q tipi
kalsiyum kanallarinin disfonksiyonu gésterilmistir (3). Pek ¢ok gen
polimorfizmleri de migren ve migren alt tipleri ile iligkisi ydniinden
arastinimakta ve bu arastirmalarin sonucunda farkli sonuglar
bildirilmektedir (4,5,6,7). Migrene genetik yatkinligi olan bireylerde
trigeminovaskiiler sistemin aktivasyonu ile nérojenik inflamasyon
ve sonucunda agri yanrtinin ortaya cikisi muhtemel patofizyolojik
mekanizma olarak kabul gérmektedir. Nitrik oksit (NO) bu siirecte
diiz kaslarin gevsemesi ile vazodilatasyona yol agmakta ve
basagrisi baslangicinda 6nemli bir yer tutmaktadir (8). Agri fazinda
NO diizeyi trombositlerde artmakta ve ekzojen NO basagrisini
kétiilestirmektedir (9). Nitrik oksitin trigeminal néronlarda nérojenik
inflamasyonun dnemli bir mediatdrii olan kalsitonin geni ile iligkili
peptid diizeylerini de artirdigi gdsterilmistir (10).

Nitrik oksit sentaz enzimi L-arjinin ve oksijen molekiiliinden
NO sentezlenmesinde rol oynar. Bu enzimi kodlayan genlerin
polimorfizmlerinin bazal NO diizeylerini etkiledigi gosterilmistir (11).
Bir calismada NOS gen polimorfizminin aurali migren icin bagimsiz
bir risk faktorli oldugunu bildirirken (12), diger ¢alismalar bu iligkiyi
desteklememistir (13,14).

Reninanjiyotensinsistemi(RAS)vaskiilerreaktiviteyidiizenleyen
bir sistem olup, ADE ve anjiyotensin 1 gen polimorfizmlerinin
migren ile iliskisi belirsizdir (15, 16, 17). Ancak ADE inhibitori
lisinopril (18) ve anjiyotensin 1 reseptor blokeri olmesartanin (19)
migren proflaksisinde etkinliginin gdsterilmesi RAS sistemi ile
migren arasinda olasi bir iligkiyi diisiindiirmektedir. Anjiyotensin
donistiirici enzim DD genotipinin vaskiiler tonusu arttirdigi, diiz
kas hipertrofisi, diisiik bradikinin diizeyi ve hiperkoagulabiliteye yol
actigi oldugu bildirilmistir (19, 20, 21).

Biz calismamizda migren ve alttiirleri ile eNOS 4 a/bve ADE /D
gen polimorfizmleri arasinda iligkiyi aragtirmayr amagladik.

Yontem

Calismaya 105 migreni olan ve 97 saglkl kadin olgu alind.
Tiim migren hastalari Noroloji Polikliniklerinde néroloji uzmanlari
tarafindan degerlendirildi. Migren tanisi Il. Basagrisi Bozukluklar
Uluslararasi Siniflandirma Kriterlerine g dre konuldu (22). Tiim
hastalarin norolojik muayeneleri normaldi. Kontrol grubu goniillii
saglikhlar, saglk personeli ve kadin dogum servisinde dogum
yapmis olgulardan olusturuldu. Migren olgularinin basagnisi sikhigi
bir ayda atak sayisi olarak kaydedildi, agri siddeti ise gorsel analog
dlcek lizerinde belirlendi. Hasta ve kontrol grubunda olgularda
hipertansiyon, diabetes mellitus, sigara kullanimi, ailede migren
oykiisi sorguland ve kaydedildi.

Calisma yerel etik kurul tarafindan onaylanmis ve olgulardan
bilgilendirilmis onay formlari alinmigtir.

DNA izolasyonu

icinde antikoagiilan olarak ethylenediamine-tetraacetic
acid (EDTA) bulunan tiiplere 2 ml periferik kan toplandi. DNA,
EDTA iceren kandan DNA izolasyon kiti (High Pure PCR Template
Preparation Kit, Roche USA) ile izole edildi.

DNA safligi ve miktar spektrofotometrede 260 nm ve 280
nm'deki absorbans degerlerine gdre belirlendi. DNA'lar %0,8
agoroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek EtBr ile boyandiktan sonra
UV g1 altinda incelendi.

eNOS 4 a/b Gen Polimorfizminin Genotiplemesi

eNOS geni 21 kilo baz uzunlugunda 7g35-36 kromozomunda
lokalizedir. eNOS intron 4 VNTR tekrarlanan bdlgesi, 4 veya 5 kez
tekrarlanmaktadir. Bu bdlgenin 5 tekrari (b), 4 tekrari ise (a) olarak
genotiplendirilir.

eNOS 4 a/b polimorfizminin  degerlendirilmesinde
F.5-AGGCCCTATGGTAGTGCCTT-3" ve R:5'-TCTCTTAGTGCTGT
GGTCAC-3' primerleri kullanildi (23). Her bir primerden 0,5 nmol,
0,2mM dNTP 2,5 mM MgCl,, 1X Taq Buffer (75 mM Tris-HCI pH 8,8,
20 mM (NH,),S0,, %0,01 Tween 20), 0,75 {inite Tag DNA polimeraz
ve 100 ng genomik DNA eklenerek toplam 15 pl olacak sekilde
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yapildi. PZR protokolii 94°C’de
1 dakika baslangic denatiirasyonu ile basladi, bunu 38 déngiiden
olusan; 25 saniye 95°C'de denatiirasyon, 35 saniye 56°C'de
baglanma, 40 saniye 72°C’de uzama takip etti ve sonunda 72°C’de 5
dakika son uzama asamasi ile tamamlandi (23). Uriinler EtBr iceren
%2,5'lik agaroz jel elektroforezinde 110 volt'ta yiiriitiildi. UV 1sigi
altinda incelendi ve polimorfizmler tanimlandi (Sekil 1).

ADE (I/D) gen polimorfizminin genotiplemesi

ADEgeni17.kromozomda (17¢23,3),21 kb uzunlugunda, 26 ekson
ve 25 introndan olusur. ADE (I/D) gen polimorfizmi 16. intronda
tekrarlanan Alu dizisinin (274 baz cifti) varligiyla (Insersiyon) veya
yokluguyla (Delesyon) ile karakterizedir.

Hasta ve kontrollerden izole edilen DNA’larla, ADE (/D)
polimorfizmini (rs4646994) belirlemek icin PZR ydntemi
kullanildi. 15 plI'lik PZR hacmi icinde; 1X Taq Buffer, 25 mM
MgCl,, 0,2 mM dNTE 0,75 inite Tag DNA polimeraz, her
primerden 0,5 nmol (F:5-CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT-3' ve
R:5-GACGTGGCCATCACATTCGTCA GAT-3') ve 100 ng DNA
kullanildi (24).

PZR protokolii; baslangic denatiirasyonu 94°C'de 5 dakika,
30 dongii icin; 94°C'de 1 dakika denatiirasyon, 58°C'de 1 dakika
baglanma ve 72°C'de 1 dakika uzama, son olarak 72°C'de 7 dakika
uzama asamalari uygulandi (24). Uriinler EtBr iceren %2'lik agaroz
jel elektroforezinde 110 volt'ta yiriitiildi. UV 1511 altinda incelendi
ve polimorfizmler tanimlandi (Sekil 2).

istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalamazstandart sapma ya da yiizde olarak ifade
edildi. Gruplardan elde edilen degerlerin normal dagilimlara
uygunlugu tek érneklem Kolmogrov-Smirnov testi ile analiz edildi.
Gruplarin klinik ozelliklerinin kiyaslanmasinda Student-t testi
kullanildi. Alel sikhgr her iki grup genotiplerinden hesaplanarak
Hardy Weinberg Denkligi testi ile analiz edildi. Iki grupta genotip ve
alel farklihklari Ki-kare testi ile karsilagtirilarak odds orani ve %95
gliven araligi degerleri hesaplandi. Genotip ve alel gruplarinin klinik
ozellikler ile iligkisi Pearson korelasyon testi ile test edildi. p<0,05
istatistiksel olarak anlaml kabul edildi. Istatistiksel Analizler igin
SPSS 19.0 ve Stata 12.0 programlari kullanildi.
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Sonuclar

Calismaya alinan migren ve saglikli kontrol olgularinin 6zellikleri
Tablo 1'de gdriilmektedir. Her iki grup yas acisindan eglesmistir.
Hipertansiyon ve diyabetes mellitus varligi her iki grupta farklilik
gdstermemisgtir.

ADEve eNOS polimorfizmlerinin genotip ve alel sikhigi sirasiyla
Tablo 2 ve 3'te gdsterilmistin ADE genotip dagiimlari migren
grubunda kontrollere gore belirgin farkliik géstermistir (p<0,001).
Anjiyotensin doniistiiriicii enzim DD ve ID genotipleri migren riskini
Il genotipine gore sirastyla yaklasik 2,5 ve 4,5 kat artirmaktadir (Tablo
2). Ayni artmis risk oranlari aurali migren grubunda da goriiliirken
aurasiz migren grubunda sadece ID genotipi Il genotipine gore 3,75
kat risk olusturmaktadir. Alel dagiimlari migren ve kontrol grubu
arasinda anlamli fark géstermemistir (Tablo 2).

Endotelyal NOS genotip ve alel dagilimlari migren ve saglkh
grupta benzer bulunmustur (Tablo 3).

Genotip ve alel gruplariile hipertansiyon, diyabet, sigara, ailede
migren Oykiisi, migren atak sikhigi ve siddeti arasinda bir iligki
gozlenmedi (tiimii icin p>0,05).

421bp
394 bp

Sekil 1. eNOS 4 a/b polimorfizmini gdsteren ve EtBr ile boyanan %2.5
agaroz gel goriintiisii. bb (421 bp): 1,2, 4,5, 9 ve 10, ba (421 bp ve 394 bp):
3,6 ve 8, aa (394 bp): 7, M: 100 bg'lik DNA markeri ve (-): DNA igcermeyen
negatif kontrol.

490 bp

190 bp

Sekil 2. PZR iriinlerinin ADE (I/D) polimorfizmini gdsteren ve EtBr ile
boyanan %2 agaroz gel goriintiisti. DD (190 bp): 7, 9 ve 11, ID (490 bp ve 190
bp): 2,4,5,6,8ve 10, 11 (490 bp): 1 ve 3, 50 bp: 50 baz ciftlik DNA markeri ve
(-): DNA igermeyen negatif kontrol.

Tartisma

insanin genetik vyapisi etnik ve irksal 6zelliine gore
degisebilmektedir. Bu nedenle farkli tlkelerde yapilan, farkl etnik
ve Irk yapisina sahip bireyleri iceren gen polimorfizm ¢alismalar
ayni sonuglar vermeyebilmektedir. Biz calismamizda olgu gruplari
olarak Trakya, Edirne bdlgesinde yasayan bireyleri inceledik. Edirne
bdlgesi heniiz fazla gé¢ almamis ve yogun niifus degisikligine
ugramamis bdlge olarak demografik dzelligini koruyan bir bdlgedir.
Calismamizda migren hastalarinda iki farkli gen polimorfizmi
inceledik ve ADE gen polimorfizminin DD ve ID genotiplerinin
migren grubunda Il genotipine gdre anlamli olarak daha yiiksek
oldugunu belirledik. Alt-grup incelemesinde aurali migren grubunda
ayni genotiplerin anlamli farkliligi devam ederken aurasiz migren
grubunda sadece ID genotipi Il genotipine gdre migren riskini
artiran genotip olarak dikkati cekti. Tersten ifade edilecek olursa
tiim gruplarda Il genotipi migren igin koruyucu bir genotip olarak
ortaya ¢ikti. eNOS gen polimorfizmi ise migren ve alt gruplarinda
saglikli kontrol grubundan farkliik géstermedi.

Anjiyotensin donistiiriicli enzim gen polimorfizmini migren
hastalarinda arastiran hem vyurtici hem yurtdisi caligmalar
mevcuttur. Yakin zamanda yayinlanan Alasehirli ve ark.nin (25)
calismalarinda ADE gen polimorfizminin Gaziantep bélgesinde
yasayan migren hastalarinda ve saglklilarda farkh olmadigi
goriilmektedir. istanbul bolgesinde yapilan baska bir calisma ise
bizim ¢alismamiz ile uyumlu olarak Il genotipinin migren grubunda
anlaml olarak diisiik oldugunu ve DD genotipli bireylerde ADE
aktivitesinin yiiksek oldugunu saptamistir (26). Benzer olarak
Japonlarda aurali migren grubunda DD ve ID genotipleri risk faktorii
olarak saptanmistir (15). Bir calismada ise alt grup incelemesi
yapildiinda sadece aurasiz migren grubunda DD genotipinin risk
olusturdugu saptanmigtir (16). Bu ¢alismada ilaveten migren atak
sikiginin DD genotiplilerde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Biz
calismamizda genotipler ile migren atak sikhigr ve siresi ile iligki
saptamadik. Calismamizdan farkli olarak Norveclilerde yapilan
bir calisma ise migren ile ADE gen polimorfizmi arasinda bir iligki
gostermemektedir (17). Tiim bu bilgilere zit olarak Lin ve ark. (27)
ise erkek migrenli hastalarda DD genotipinin daha seyrek ve migren
icin koruyucu 6zellikte oldugunu bildirmektedirler.

Dolagimda olan ADE anjiyotensin I'in anjiyotensin |l
doniisiimiinii saglar, bradikinin ortaya g¢ikigina yol acar. Potent
vazokonstriktér olan anjiyotensin Il ve vazodilatatdr bradikinin
vaskiiler yeniden sekillenmede (remodeling) rol oynar.
Dokuda ve dolagimda olan ADE diizeyleri ve aktivitesi siki bir
genetik kontrol altindadir. ADE gen delesyon polimorfizminde

Tablo1: Migren hastalari ve kontrol bireylerinin 6zellikleri
Migren _
(n=105) Kontrol (n=97) P
Yas 38,07+9,78 35,69+7,35 0,053
Hipertansiyon (%) 18,1 15,6 0,776
Diabetes
mellitus (%) el 2 S
Sigara (%) 34,3 15,0 0,004
Ailede
migren (%) 52 18,5 0,004
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Tablo 2. Anjiyotensin donustiriicii enzim alel ve genotip sikligi ile Odd oranlan

D | p DD ID I p 00 (%95 GA)
DD vs.ID 0,577 (0,306-1,090)
Migren grubu (%) 61,4 38,6 0,06 34,3 54,3 11,4 0,0012 DD s Il 2,571 (1,138-5,811)
Dvsl 4,453 (2,006-9,883)
Kontrol grubu (%) 52,5 47,5 36,1 88 30,9
DD vs.ID 0,585 (0,266-1,289)
Aurali 0,006b
63,3 36,7 0,36 35,6 55,6 8,9 DDvs I 3,429 (1,033-11,375)
migren grubu (%) 0,777C
Dvsl 5,859 (1,824-18,824)
DD vs.ID 0,571 (0,274-1,193)
Aurasiz
60,0 40,0 33,3 53,3 13,3 0,014d DD s I 2,143 (0,825-5,563)
migren grubu (%)
Dvsll 3,750 (1,493-9,420)
2 Migren - kontrol gruplan
® Aurali migren - kontrol gruplar
¢ Aurali migren - aurasiz migren gruplarn
d Aurasiz migren - kontrol gruplari
00 0dds orani
GA Gilven aralii
Tablo 3. Endotelyal nitrik oksit sentaz alel ve genotip sikligi
a b aa ab bb p
Migren grubu (%) 176 82,4 022 57 238 705 Uiits
Kontrol grubu (%) 17,0 83,0 1,0 31,9 67,1
0,49°
Aurali migren grubu (%) 15,6 84,4 6,7 17,8 75,5
0,446°¢
Aurasiz migren grubu (%) 19,1 80,9 5,0 28,3 66,7 0,293°¢
@ Migren - kontrol gruplari
® Aurall migren - kontrol gruplar
¢ Aural migren - aurasiz migren gruplar
4 Aurasiz migren - kontrol gruplari

dolagimdaki ADE aktivitesi artmigtir (28). D alel ve DD genotipinin
lakiiner infarktlar ve koroner arter hastaligi ile pozitif iligkisini
destekleyen calismalar yayinlanmistir (29,30).  Bu iligkinin
hiperkoagulabiliteye (19), azalmis bradikinin diizeyine, artmig
vaskiiler toniise ve diiz kas hipertrofisine bagh olabilecegi
diistinilmektedir (20,21). Anjiyotensin donistiirlicli enzim ile
migren patogenezi arasinda iligki heniiz net degildir. Anjiyotensin
doniistiirlicii enzim opiat peptidlerin degradasyonunda katabolik
bir rol oynadi§i (31) ve migren hastalarinda ADE aktivitesinin
sirkadian degisikliklerinin daha az oldugu belirlenmistir (32).
Calismamiz iilkemizde eNOS polimorfizmi ile migren iligkisini
arastiran ilk calisma olup aralarinda bir iligki gostermemistir.
Endotelyal NOS endotel hiicrelerinden nitrik oksit sentezini
saglayan enzimdir. Néronal (nNOS) ve indiiklenebilir NOS (iNOS)
olmak iizere iki farkli izotipi daha vardir. Yapilan ¢calismalarin pek
cogu hem iNOS hem de eNOS gen polimorfizmlerinin migren ile
iligkili olmadigini gdstermistir (13,14). Ancak bir calismada iNOS gen
polimorfizminde (a) alelinin aurali migren grubunda aurasizlara gore
daha sik oldugunu bildirilmistir (33). Benzer sekilde Borroni ve ark.

(12) Asp/Asp genotipinin aurali migren riskini aurasiz migrene gore
3 kat artirdigi yoniinde sonug bildirmiglerdir. Endotelyal NOS'un
aspartat genetik varyasyonunda eNOS aktivitesinin azaldig
bildirilmistir (34).

Calismamizda olgu gruplarinin az sayida olgudan olugmasi,
sadece kadin hastalari icermesi calismamizin sinirlayici yanlaridir.
Sonuglanimiz bir bdlgesel veri ozelligini tagimaktadir ve diger
calismalarda elde edilen farkl sonuglar ile birlikte bir meta-
analizde degerlendirildiinde daha anlamli bir sonuca gidilmesine
olanak saglayacaktir. Gen polimorfizmlerinin migren ile iligkisinin
ortaya konmasinin tedaviye yonelik planlamayi ve ilag secimini
etkileyebilecegini diiglinmekteyiz.
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