Journal of Contemporary Medicine 2013;3(1):7-11

Sezer et al.

Original Article / Orijinal Arastirma

Migrende Anjiyotensin Doniistiiriicii Enzim (ACE) Geni insersiyon/Delesyon (I/D)

Polimorfizminin Analizi

Analysis Of Angiotensin Converting Enzyme (ACE) Gene Insertion/Deletion (I/D)

Polymorphism In Migraine

Saime Sezer', Jiilide Altlmslkz, Nihan Bozkurt', Songiil Akkanet', Omer Ates1

'Gaziosmanpasa
UniversitesiTip
Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali

*Balikesir  Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali

Corresponding Author:
Saime Sezer

Gaziosmanpasa
Universitesi Tip
Fakiiltesi

Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali TOKAT

Email:
saime_sezer@mynet.com

Bagvuru Tarihi/Received :
27-06-2012

Kabul Tarihi/Accepted:
23-07-2012

OZET

Migren toplumun yaklasik % 12’sini etkileyen norovaskiiler bir hastalik
olup, kadinlarda goriilme siklig1 erkeklerden fazladir. Bazi ¢aligmalarda migrenin
genetik Dbilesenlere sahip olabilecegi bildirilmistir. Renin anjiotensin sistemin
o6nemli bir pargast olan anjiotensin-doniistiiriicii enzim (ACE) vaskiiler endotel
hiicrelerde ifade edilmektedir. Giiglii vazokonstriktdr ve genisletici 6zelligiyle de
kan basimncint diizenlemektedir. Tim bu oOzellikler, ACE’yi migren
patofizyolojisine uygun aday bir gen yapar. Bu ¢aligma da ACE geni ve migren
patofizyolojisi arasindaki olasi iligkinin saptanmasi amaglanmustir.

Anjiotensin doniistliriici enzim (ACE) insersiyon/delesyon (I/D) gen
polimorfizmi 200 migren hastast ve 199 saglikli kontrol grubunda Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) yontemini kullanarak analiz edildi.

ACE geni I/D polimorfizmi i¢in II, ID ve DD genotip frekanslar
bakimindan hasta ve kontrol grup arasinda anlamli bir iligki bulunmadi (p=0.322). 1
ve D allel frekanslar1 bakimindan hasta ve kontrol grup arasinda anlamli bir iliski
bulunmadi. (p=0.474).

Sonuglarimiz, ACE I/D polimorfizminin, migren i¢in bir risk faktori
olmadigini gostermektedir.

Anahtarkelimeler: ACE, Genetik yatkinlik, Migren,Polimorfizm

ABSTRACT

Migraine is a neurovascular disorder with a prevalence of around 12%, the
women being more frequently affected than men. Some studies have shown that
migraine may have a major genetic component. Angiotensin-converting enzyme
(ACE), a key part of the renin—angiotensin system, is expressed in vascular
endothelial cells and can regulate blood pressure by mediating potent
vasoconstrictors and dilators. All these feature makes angiotensin converting
enzyme a plausible candidate gene for involvement in migraine pathophysiology.
We aimed to study the relationship between the ACE gene and migraine
pathophysiology in the study.

Angiotensin converting enzyme (ACE) insertion/deletion (I/D) gene
polymorphisms in 200 patients with migraine and 199 healthy non-migrainous
controls were analyzed by using polymerase chain reaction (PCR).

For I/D polymorphism in ACE gene, 11, ID and DD genotype frequencies,
there were not reveal any significant differences between patient and control
groups (p=0.322). For I and D allel frequency, there were not any significant
differences between patient and control groups (p=0.474).

Our results show that I/D polymorphism of ACE gene is not a risk factor
for migraine.
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GIRIS

Migren,  tekrarlayan  basagrisi
ataklari, gastrointestinal ve otonom sinir
sistemi semptomlarinin kombinasyonuyla
karakterize, yaygin kronik bir hastaliktir.
Toplumun yaklasik %10-20sini etkiledigi
digliniilen migrenin  goriilme  siklig
kadinlarda erkeklerdekinden 3-4 kat daha
fazladir (1,2). Bugiine kadar migrene
yatkinlikta rol aldig1 diisliniilen ¢esitli aday
genler ile migren arasindaki iligkiyi ortaya
koymaya yonelik ¢ok sayida ¢alisma rapor
edilmigtir. Giincel ¢alismalar migrenin
genetik faktorlerle ilgili olduguna dair
giiclii kanitlar saglamakla birlikte migren
patofizyolojisi tam olarak anlasilabilmis
degildir (1,2,3).

Anjiyotensin-doniistiiriicii ~ enzim
(ACE) geni; kromozom 1723 {izerinde
yerlesik olup, 26 ekson ve 25 introndan
olusmaktadir. ACE, renin—anjiyotensin
sisteminin (RAS) anahtar bir parcasidir
(3,4). RAS, kan basinci ve serum
elektrolitlerinin diizenlenmesiyle iliskili bir
dolasim sistemidir. Bu sistemdeki anahtar
enzim olan ACE, angiotensin 't bir
vazokonstriktor olan angiostein II’ye
dontstiirir ~ (4,5). Anjiotensin I’i
anjiotensin II’ye doniistiirmesinin yaninda
ACE; endotelyal ylizeyde bir vazodilatator
olan bradikinin degradasyonunu saglayan
ve bunun sonucu olarak vazoaktifpeptit
metabolizmasinda rol alan, aktif
merkezinde ¢inko bulunan metallopeptidaz
bir enzimdir (6).

Bilindigi gibi bradikinin damar diiz
kas hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe
eder. Ayrica ACE, vazodilatatéor olan
bradikininin aktivasyonunda primer rol
oynar ve bu olay kan basinci ile elektrolit
homeostasisinde onemlidir (6).

Oksidatif stres, migrenliler arasinda
patolojik olarak wvaskiiler reaktiviteye
sebep olan  endotelyal fonksiyon
bozukluguna sebep olabilmektedir. Tim
bunlarin yaninda ACE; damar endotel
hiicrelerinde ekpresse edilir ve giicli
vazokonstriktor vedilatator etkisiyle kan
basincini diizenleyebilir. Bu da ACE’yi
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migren patofizyolojisine uygun bir aday
gen yapar (4).

ACE geni insersiyon/delesyon (I/D)
polimorfizmi  ilk kez 1990 da
tanimlanmistir. Bu polimorfizm de ACE
D/D ve I/l homozigot; ACE I/D ise
heterozigottur. ACE-D, ACE geninin
intron 16’sinda 190 baz g¢iftlik bir bolgenin
delesyonudur. ACE DD genotipinin kanda
artmig angiotensin  doniistiiriicli  enzim
aktivitesi ile iligkili oldugu ve bunun da
migren i¢in risk artisgina yol acabilecegi
diistintilmektedir. ACE genindeki
insersiyon ise ACE  ekspresyonunu
azaltmaktadir (2,5,6).

Migren ve ACE-D alleli
polimorfizmi arasindaki baglantiy1
gosteren  ¢alismalar mevcut olmakla
birlikte bu iliskinin altinda yatan
mekanizma heniiz acgik degildir (3,5). Bu
calisgmada da; ACE genindeki 1I/D
polimorfizmi ile migren arasinda baglanti
olup olmadigmin ortaya konulmasi
amaclanmustir.

YONTEM

Bu calisma Gaziosmanpasa
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
ve Genetik Laboratuart ve Noroloji
Anabilim Dali isbirligi ile yapildi. Calisma
gruplarmi, Gaziosmanpasa Universitesi
Noroloji Poliklinigine basvuran migren
tanis1 Uluslararas1 Bas Agrist Dernegi
kriterlerine gére konulmus olan hastalar ve
klinik olarak migrenéz bir basagrisi
bulunmayan saglikli bireyler olusturdu.
Calismamiza katilan 200 migren hastasinin
176’s1 kadin, 24’1 erkek; kontrol grubu
olarak katilan 199 saglikli bireyin de
127’s1 kadin, 72’si erkektir. Calismamiza
dahil edilen migren hastalariin yas
ortalamast +36,48; kontrol grubundaki
bireylerin yas ortalamasi ise +34,49’dur
(Tablo 1).

Bu calisma i¢in, Gaziosmanpasa
Universitesi Tip  Fakiiltesi  Bilimsel
Aragtirmalar Degerlendirme
Komisyonun’dan 02.08.2011 tarihinde 11-
BADK-084 kayit numaras1 ile onay
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alimmustir. Caligmanin tamami
Gaziosmanpasa Universitesi Tibbi Biyoloji
ve Genetik Laboratuvari’nda yapilmistir.

Calismamizda, ACE geninin I/D
polimorfizminin belirlenmesi icin
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
teknigi kullanildi. Toplam hacim 25 pL
olacak sekilde, 17,4uL dH20; 2,5 mM
buffer; 1,5 mM MgCl,; 0,3mM dNTP
mix;0,6mM spesifik her iki primerler; 0,1U
Taq Polimeraz ve 20 ng genomik DNA
kullanilarak PCR  karigimi1  hazirlandi.
Reaksiyon i¢in kullanilan primerler: F:5'-
CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT-3';
R:5’GATGTGGCCATCACATTCGTCAG
AT-3'dir. Kullanilan PCR programi ise
denatiirasyon sicakhigi 94°C  ‘de 2dk;
dongii  sayist  30; 94 °C  30sn
(denaturasyon), 60 °C 2dk (baglanma); 72
°C 2dk (uzama) ; 72 °C 5dk (son
uzama)’dir. ACE lokusunun ii¢ farkh
genotipi (DD, ID, II) % 2’lik agaroz jel
elektroforezi ve jel goriintiileme sistemi
kullanilarak belirlendi. I alleli 490 baz ¢ifti
(bg), D alleli 190 bg olarak gozlendi.

ISTATISTIKSEL YONTEM

Verilerin istatistiksel analizi,
Epiinfo Software 3.2.2 versiyonu (CDC,
Atlanta, GA) programi kullanilarak
yapildi.  Migren hasta ve  kontrol
gruplarinda ACE genindeki I/D
polimorfizminin dagilimi y* veya Fisher
testi ile karsilastirildi. p degerinin < 0,05
olmasi, istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi. Genotip dagilimi ve Hardy-
Weinberg denkligi Arlequin Software 2000
(University of Geneva, Switzerland)
programu ile test edildi.

SONUCLAR

Tablo 1 ‘de migren hastalar1 ve
saglikli kontrollerin demografik 6zellikleri
gosterilmektedir. ki grup arasinda yas
ortalamast bakimindan O6nemli bir fark
bulunmamaktadir. Migren hastalar1 ve
kontrol grubu icin ACE gen
polimorfizminin genotip dagilimi ve allel
siklig1 Tablo 2°de gosterilmektedir.
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Tablo 1. Migren hastalar1 ve saglikli kontrollerin
demografik 6zellikleri

Migren Kontrol

grubu grubu
(n=200) (n=199)
Kadin 176(%88) 127(%63,8)
Erkek 24(%12) 72(%36,2)
Yas Ortalamasi 36,48 34,49
Aurah 33 N/A
Migren(MA)
Aurasiz 167
Migren(MO)

Tablo 2. Migren ve kontrollerde ACE gen
polimorfizminin Dagilim1

ACE | Migren Kontrol P
Hastalan Grubu
n=200 n=199

ACE 0.322

D/D | 70[%35]
/D | 91[%45.5]
1 39[%19.5]

58[%29.1]
105[%52.7]
36[%18.1]

Allel 0.474
Sikhigi | 231[%57.75] | 221 [%55]
D 169[%42.25] | 177[%45]

I

Migren hasta ve kontrol gruplari
icin I ve D allelinin dagiliminda 6nemli bir
farklilik  gozlenmedi (p=0.474). ACE
genotip dagilimi da yine hasta ve kontrol
grubu arasinda farkli bulunamadi. Tablo
2’de gosterildigi gibi ACE geni II, ID ve
DD genotiplerinin frekanslar1 sirasiyla
hastalarda %19.5, %45.5, %35 ve kontrol
grubunda %18.1, %52.7, %29.1 bulundu.
Allel sikliklar1 hastalarda 1 alleli ig¢in
%42.25, D alleli i¢in %57.75 ve kontrol
grubunda I alleli i¢in %45, D alleli icin
%S355 olarak bulundu.

TARTISMA

ACE-D alleli  yiikksek ACE
diizeyinden sorumlu oldugundan dolayi,
ACE DD genotipi ile migren arasinda
baglant1 oldugu diisiintilmektedir (7). Daha
onceki bazi ¢alismalarda; ACE geni DD
genotipinin  siklig1  aurasiz  migrende
yiilksek bulunmustur. Erkek hastalarda
migrene karsi ACE DD’nin daha diisiik
koruyucu etkisi belirtilmektedir (3,8). Bu
tiir caligmalar renin-anjiotensin-aldosteron
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sistemin migren patogenezinin bir parcasi
oldugunu desteklemektedir (8).
Calismamizda 1se ACE geni I/D
polimorfizminin allel ve genotip siklig1
bakimindan migren hastalar1 ile kontrol
grubu arasinda anlamli bir fark bulunmada.

Tirk toplumunda ACE geni I/D
polimorfizminin arastirildigt cesitli
calismalar mevcuttur. Kara ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alisma sonuglarina
gore  hastalarin  genotipleri  kontrol
grubuyla karsilastirildiginda ACE D alleli
(p<0.01) 6nemli 6l¢iide yiiksek ve ACE II
genotipini ise hastalarda daha diisiik
bulmuslardir (4). Ozbey ve arkadaslarmin
yaptiklar1 calisma sonuclarinda; Migren
hastalar1 ve kontrol grubunda ACE geninin
allelik insidansinda (I ve D) ve genotip
dagiliminda (DD, ID, II) anlamli bir fark
olmadigr bildirilmistir (genotip sikligr p=
0.08) (5). Cakmak ve arkadaslarinin
yaptiklar1 caligmada yine benzer sekilde
ACE I/D polimorfizmi i¢in migren
hastalar1 ve kontrol grubu arasinda allel
sitkligt  bakimindan 6nemli bir fark
bulunamamistir. Yine ayni sekilde ACE
geninin I/D polimorfizminde D allelinin
sikligr kadin ve erkekler de artarken, I
allelinin siklig1 yine her iki grupta diisiik
bulunmustur. Erkek hastalarda D alleli

sitkligt  kadinlardan  fazla  oldugunu
gostermislerdir (9).
Norveg’te Tronvik ve

arkadaslarinin 347 migren hastast ve 403
saglikli kontrol grubunda yaptiklart ACE
I/D polimorfizm analiz ¢alismasinda yine
ACE genotip ve allel dagilimi migren
hastalar1 ve kontroller arasinda anlaml
fark bulunmadigr gosterilmistir  (9,7).
Boston’da  Schu'rks ve arkadaslarinin
yaptiklar1 bir ¢alisma sonuglarina gore
aurali ve aurasiz kadin migren hastalari
arasinda ACE I/D polimorfizmi i¢in allel
ve genotip dagilimi bakimindan énemli bir
fark bulunmadigi rapor edilmistir. Ayrica,
ACE I/D polimorfizmi ile migren ge¢misi
bulunmayan kisiler arasinda da anlamli bir
baglantt bulunmamistir (10). Japonya’da
54 aurali migren, 122 aurasiz migren
hastas1 ve 248 basagris1 bulunmayan
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saglikli bireyin katildig1 calismada, ACE D
alleli aural1 migrende kontrol grubundan
yiksek bulunmustur (p<0.01). Aurali
migrende DD genotipinin siklig1 kontrol
grubundan daha yiikksek bulunurken
(p<0.01), aurasiz migren grubu kontrollerle
karsilastirildiginda anlamli  bir farklilik
bulunamamistir. Bu c¢alisma sonuglarina
gore Japon aurali migren hastalar1 igin
ACE genin D alleli ve DD genotipinin risk
faktorii olusturabilecegini bildirmiglerdir
(11). Avusturalya’da yapilan bir calismada
da yine bizim sonuglarimiza benzer
sonuglar elde edilmistir. ACE /D
polimorfizmi i¢in allel ve genotip sikligi
bakimindan Oonemli bir baglant1
bulunmamuistir (p >0.05) (12).

Literatiiri taradigimiz  kadariyla
bugiine kadar yapilan ACE I/D
polimorfizmi ¢aligmalarina goére bizim
sonuclarimiza  benzer sonuglar elde
edilmistir. Her ne kadar bazi1 ¢alismalarda
D allelinin siklig1 migren hasta gruplarinda
yiilksek bulunsa da istatistiksel olarak
anlamli bir sonug¢ tespit edilememistir
(4,11). Sonug olarak calismamizda migren
hastalar1 ve kontrol grubu arasinda ACE
/D polimorfizminin genotip/allel
stkliginda anlamli bir fark bulunamadi. Bu
nedenle ACE I/D gen polimorfizminin
migrene yatkinhkta etkili bir faktor
olmadig: diistiniilmektedir.
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