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OZET

Raynaud Fenomeni, soguk ve strese bagli olarak gelisen el ve ayak parmaklarinda
siyanoz ve solukluk ile karakterize, vazospastik bir damar hastaligi olarak tanimlanabilir. ATP
bagimh K* (Kare) kanallar1 iizerine yapilan calismalarda cesitli hiicre tiplerinde membran
eksitabilitesi ile hiicre metabolizmasi arasinda bir iliski oldugu gosterilmistir. Bu genlerin
susturuldugu fare modellerinde vaskiiler diiz kasda ifade edilen Karpkanal aktivitesindeki
kaybin vazospazmdan sorumlu oldugu hipotezi ileri siiriilmiistiir. Calismamizda; Raynaud
Fenomeni olgularinda, KCNJ8/ABCC9 genlerinde meydana gelen varyasyonlar (S422L/V7341)
ile vazospazm arasinda olasi iliski incelenmistir. Raynaud Fenomeni tanisi almis 50 birey (hasta
grubu) ve bu taniy1 almamis 50 saglikli birey (kontrol grubu) calismaya dahil edilmistir.
Varyasyonlar, Tetra-Primer ARMS PCR yontemi kullanilarak belirlenmistir. Raynaud Fenomeni
ile olasi iliskisini arastirmak istedigimiz analiz edilen Karp kanal proteini varyasyonlari hasta ve
kontrol gruplarinda gézlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Raynaud Fenomeni, Karp Kanal Proteinleri, KCNJ8/ABCC9 Genleri,
S422L/V7341 Varyasyonlar1.

Damisman: Dog. Dr. A. Erding YALIN, Mersin Universitesi, Eczacihk Fakiiltesi Biyokimya

Anabilim Dali, Mersin.



ABSTRACT

Studies on ATP-dependent K*(Karp) channels have shown a correlation between
membrane metabolism and membrane excitability in various cell types.From studies on mice
with targeted gene disruptions, it was hypothesized that the loss of Karp channel activity in
arterial vascular smooth muscle was responsible for coronary artery spasm. In our study; the
cases with Raynaud's phenomenon, the relation between the variation in the KCNJ8/ABCC9
genes (S422L/V7341) was examined. 50 subjects who were diagnosed with Raynaud's
phenomenon (patient group) and 50 healthy subjects (control group) were included in the
study. Variations were determined using the Tetra-Primer ARMS PCR method. KATP channel
protein variants analysed for possible correlations among Raynaud's phenomenon were not
observed in patient and control groups.

Keywords: Raynaud Phenomenon, Karp Channel Proteins, KCNJ8/ABCC9 Genes, S422L/V7341
Variations.
Advisor: Dog. Dr. A. Erding YALIN, Mersin University, Faculty of Pharmacy, Department of

Biochemistry, Mersin.
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1. GIRIS

Raynaud Fenomeni, soguk ve strese bagh olarak olusan epizodik vazospazm ve buna
baghh olarak gelisen el veya ayak parmaklarinda siyanoz ve solukluk ile karakterize bir
hastaliktir [1]. Giiclii vazospastik etkisi damar hastalig1 olarak tanimlanmasini saglamaktadir.
Raynaud Fenomeni; primer ve sekonder form olmak iizere ikiye ayrilir. Altta yatan bir sebep
bulunmadiginda primer (Raynaud Hastalig1 veya idiopatik form), baska bir hastalik veya sebebe
bagh ise sekonder (Raynaud Sendromu) form olarak adlandirilir [2]. Bu iki formun ayrimi
onemlidir, nedeni ise her iki formun da prognoz, siddet ve tedavileri farklilik gdstermektedir
[3]. Primer formun prognozu genelde benign olup kangren veya doku kaybi cok nadir
gorilmektedir [4]. Sekonder formda ise, sebep veya eslik eden hastaliklarin olmasi, bu formda

bir¢ok organ ve sistemleri ayni anda etkileyebilmektedir [5].

Kardiyovaskiiler sistem ve kalp tutulumu, migren, H sendromu, herediter vaskiiler
retinopati ve skleroderma gibi bircok hastalik ¢cogunlukla bu fenomenle birlikte incelenmistir.
Raynaud Fenomeninin patofizyolojik mekanizmalar: ile ilgili dnemli arastirmalar yapilmis
olmasina ragmen altta yatan anormal vazospazmi agiklayan ¢ok az kesin veri vardir. Damar
duvarinda gerceklesen anormallikler, damar tonusu noéral Kkontrolii vedolasim sistemi
medyatorleri bu Fenomenin patofizyolojisinin pargasi olarak dngoriilmiis ve incelenmistir.
Vazospazm egilimi, genetik faktorlere ek olarak, hemostazda edinsel degisiklikler veya edinsel
ve genetik faktorler arasindaki etkilesim sonucu ortaya cikabilir. Raynaud Fenomeni

patogenezinde kalitsal vaskiiler bozukluklarin varligi konusunda artan kanitlar vardir [6].

Raynaud Fenomeninin tanisinda basit taniminin kullanildigr dikkatli klinik
degerlendirme en giivenilir ve tekrarlanabilir bir yontemdir. Laboratuar yontemleri ile
mikrovaskiiler fonksiyonlarinin degerlendirilmesi hala 06zgiin veya bireysel hasta
degerlendirme icin yeterince duyarh degildir. Kalitsal vaskiiler bozukluklarin patogenezinde yer
alan mekanizmalarin ag¢iklandigl c¢alismalarin Raynaud Fenomeninin ve iliskili diger
hastaliklarin erken patojenik evrelerinin incelenmesi ve tani iceren iyi olan ag1 sunacagina
inanilmaktadir. Bu amagla yapilan c¢alismalarda FVLeiden, protrombin G20210A4,
metilentetrahidrofolat rediktaz C677T, FXIII-A V341, SLC29A3, LBR R372C genetik

polimorfizmleri incelenmis ve agiklayici veya celiskili sonuclara ulagilmistir.

Kir6.1 ve SUR2 proteinlerini iceren ATP bagimli potasyum kanallar1 6zellikle koroner
arterlerde olmak iizere damar tonusu diuzenlenmesinde kritik bir 6neme sahiptir ve eksikligi
veya fonksiyonundaki bozukluklar vazospazm iligkili Prinzmetal anjinaya neden olabilmektedir.
Karp kanallar1 her ne kadar Tip II diyabet, hiperinsiilinizm, neonatal diyabet gibi hastaliklarda

her yoniiyle genis kapsamli olarak calisilmis olsa da kalitsal vaskiler bozukluklarda yapilan



arastirmalar aym diizeye ulasamamistir.Kir6.1/SUR2 genlerinin {izerinde yapilan ¢alismalar
vaskiiler islevler konusunda dikkat cekmektedir. Bu genlerin susturuldugu fare modelleri bu alt
birimlerin 6zellikle koroner sirkiilasyonda olmak tizere kardiyovaskiiler sistemde oynadigi
kritik rollere dikkat cekmektedir [7, 8]. Vaskiiler Karp kanal protein (Kir6.1/SUR2) genlerinde
(KCNJ8/ABCC9) olasi mutasyonlar ve bu mutasyonlarin etki mekanizmalar: {izerine yapilan

calismalar kisithdir. Var olanlarda ise tanimlanan mutasyonlar yetersizdir.

Bu calismayla birlikte, Karp kanalini kodlayan genlerde rastlanan varyasyonlarin
vazospazm ile iliskili Raynaud Fenomeni hastalarinda karakterizasyonu ve arastirilmis olan

varyasyonlarin goriilme siklig1 belirlenmeye ¢alisilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Raynaud Fenomeni

ST}

Ik kez 1862 yilinda tip 6grencisi olan Maurice Raynaud, 25 hasta iizerinde yaptig1 “Local
Asphyxia and Symmetrical Gangrene of the Exremities” doktora tezinde bu hastalif
tanimlamistir. 20. yiizyilin baslarinda Hutchinson, altta yatan baska bir sistemik patolojiye
sekonder gelisen tabloyu Raynaud Fenomeni olarak tanimlarken, etiyolojisi bilinmeyen tablolari
Raynaud Hastalig1 olarak tanimlamistir [1, 9]. Sir Thomas Lewis, primer ve sekonder Raynaud
hastaliginin klinik ve fizyolojik farkliliklarini ortaya koymustur [10]. Allen ve Brown Primer
Raynaud Fenomeninin hastaliga doniisiim kriterlerini, LeRoy ve Medsger ise tam Kkriterlerini

belirlemistir [11, 12].

2.1.1. Tanmm

Raynaud Fenomeni, soguk ve strese bagl olarak olusan epizodik vazospazm ve buna
bagl olarak gelisen el veya ayak parmaklarinda siyanoz ve solukluk ile karakterize bir
hastaliktir [1]. Nadir de olsa burun ucu ve kulak kepgesinin de etkilenmesi goriilebilmektedir

[13].
Raynaud Fenomeninin ii¢ asamasi bulunmaktadir:

1. Beyazlasma: Solukluk Evresi: Dijital arterin spazminin olusumu ile bu evre meydana
gelmektedir.

2. Morarma: Siyanoz: Arterlerdeki vazokonstriiksiyon azalirken kapiller damarlar ve
venlerde dilatasyon olur, kan desatiire olur ve bu evre meydana gelmektedir.

3. Kizarma: Hiperemi: Bu evrede vazospazm ortadan kalkar. Arteriollerdeki dilatasyon

sonucu kizariklik meydana gelmektedir [14].

Bu li¢ renk degisikligi bu hastalik icin 6zglindiir ve bu renk degisiklikleri genelde bir saat
icerisinde sonlanmaktadir [15]. Hastalarda bu ii¢ evre ardisik goriilebilmektedir. Renk

degisikliginin yaninda parmaklarda uyusukluk ve agri da gortlebilmektedir [14].



2.1.2. Epidemiyoloji

Raynaud Fenomenine rastlanma sikli§i ve diger hastaliklarla birlikte goriilme
ozelliginden dolay1 klinik olarak 6nemli bir yere sahiptir [16]. Fakat gercek prevalansi tam
olarak bilinmemekle birlikte %3,3 ile %22 gibi bir aralikta degismektedir [9]. Yapilan
calismalarda Raynaud Fenomeni prevalansi ve insidansi kadinlarda daha fazla saptanmistir.
Populasyon temelli yapilan calismalarda prevalans; kadinlarda %6-20, erkeklerde ise %3-12,5
olarak saptanmistir [17]. ABD’ de yapilan bir ¢alismada ise prevalans kadinlar i¢in %11 erkekler
icinse %8 olarak saptanmistir. Yine ayni calismada insidans kadinlar i¢in %2,2 iken erkeklerde

%1,5 olarak saptanmustir [18].

Carpentier ve arkadaslar1 tarafindan Fransa‘da yapilan 14 yillik bir calismada, prevalans
kadinlar icin %20 erkekler icin %14,5 olarak saptanmistir [3, 19]. Raynaud Fenomeninin yillik
insidansi ise %0,25 oldugu, insidansin da yasla birlikte azaldig1 ve zamanla hastalarin yaklasik
%33’ linde semptomlarin geriledigi bildirilmistir. Semptomlarin gerilemesine nelerin etki ettigi
tam olarak bilinmemekle birlikte, yas ile birlikte artmis vaskiiler reaktivite tizerinde

durulmaktadir [3].

2.1.3. Siniflandirma

Raynaud Fenomeni; primer ve sekonder form olmak tizere ikiye ayrilir. Altta yatan bir
sebep bulunmadiginda primer (Raynaud Hastaligi veya idiopatik form), baska bir hastalik veya
sebebe bagl ise sekonder (Raynaud Sendromu) olarak adlandirilir [2]. Bu iki formun ayrimi
onemlidir, nedeni de bu iki formun ayrimi prognoz, siddet ve tedavileri farklilik gésterdiginden

onemlidir [3].

Primer formun ayirici tani Kriterleri 1992 yilinda LeRoy ve arkadaslar tarafindan

belirlenmistir. Primer Raynaud Fenomeninin tani kriterlerini su sekilde siralamislardir:

-Epizodik akral siyanoz ve polar ataklari,
-Periferik vaskiiler hastaliginin olmayzsi,
-Doku nekrozunun olmamasi,

-Normal kapilleroskopik bulgular,
-Negatif antiniikleer antikor (ANA) testi,

-Normal sedimentasyon degerleri [20].



Primer ve sekonder formun temel 6zellikleri Tablo 2.1.3.1.’de 6zetlenmistir [5].

Tablo 2.1.3.1. Primer ve Sekonder formlarin temel 6zellikleri

FORM CINSIYET OZELLIKLER
Primer Siklikla kadin <30 yas
Agri nadir

Parmak tutulumu simetrik

Cok sayida parmak tutulumu

Kapiller yatak normal

Trofik bozukluk/Ulserasyon nadir
Negatif/Diisiik titrede antikor

Vazospazm primer

Oda 1s1sinda normal cilt muayene bulgulari
Normal laboratuar sonuglari

Sekonder Erkek/Kadin >30 yas
Agri sik
Parmak tutulumu asimetrik
Genelde tek parmak tutulumu
Kapiller yatak bozulmus, dilate ventiller
Trofik bozukluk/Ulserasyon sik
Yiiksek titrelerde antikor
Obstruksiyon primer
Pozitif serolojik testler
Anormal laboratuar sonuglari

2.1.3.1. Primer Raynaud Fenomeni (Raynaud Hastaligi)

Raynaud Fenomeni goriilen hastalarin ¢ogunda bu form bulunmaktadir. Hastalarin
yaklasik % 85’ i bu formdadir ve altta yatan baska hi¢bir hastalik bulunmamaktadir. Soguk ve
strese karsi yanittan ortaya ciktigl kabul edilmektedir [21]. Fonksiyonel bozukluk bulunup,
vaskiiler yapisal bozukluk bulunmamaktadir. Siklikla kadinlarda gorilir ve aile oykiileri
bulunmaktadir [22]. Siklik siiresi ve atak ciddiyetleri degiskenlik gostermektedir. Bazen yilda
birka¢ atak olurken, bazen de kis aylarinda 2-3 atak gelismektedir. Primer formun prognozu
genelde benign olup kangren veya doku kaybi ¢ok nadir goriilmektedir [4]. 1039 Raynaud
Fenomenli hastada yapilan ve 10 yil siiren gozlemlerde hastalarin % 6,3’ iinde bag dokusu

hastaliginin eslik ettigi saptanmistir [23] .



2.1.3.2. Sekonder Raynaud Fenomeni (Raynaud Sendromu)

Baska bir hastalik veya sebebe bagli olmasiyla ortaya ¢ikmakta ve primer forma gore

daha az rastlantmaktadir [4]. Sekonder Raynaud Fenomeni kismen de olsa daha ileri yaslarda

ortaya cikmaktadir [5]. Sekonder form daha ciddi seyreder, iskemik degisiklikler ve dijital

tilserlerle sonucglanabilir [4]. Sekonder forma en sik neden olan hastalik sistemik sklerozdur ve

bunu diger romatolojik hastaliklar takip etmektedir. Serolojik ¢alismalar diger romatolojik

hastaliklarda oldugu gibi bu hastalikta da ayiric1 tan1 da 6nemli yer tutmaktadir [5]. Sekonder

Raynaud Fenomenine sebep olan hastaliklar Tablo 2.1.3.2.1."de 6zetlenmistir [5].

Tablo 2.1.3.2.1. Sekonder Raynaud Fenomenine sebep olan hastaliklar

1-Romatolojik hastaliklar

2-Tikayic1 damar hastaliklari

3-Mesleksel hastaliklar

4-ilaca bagimh vazospazm

5-Hematolojik hastaliklar

6-Maligniteler

7-Enfeksiyonlar

8-Anatomik sendromlar

llerleyici sistemik skleroz
Sistemik lupus eritematozus
Bag dokusu hastaliklari
Romatoid artrit

Sjogren sendromu
Dermatomiyozit
Polimiyozit

Dev hiicreli arteritler
Ateroskleroz

Buerger hastaligi
Tromboembolik hastaliklar
Hipotenar ceki¢c sendromu
Titresim bagimh

Donma

Beta-blokorler

Vazopressor ajanlar

Ergot alkaloidler

Kokain

Amfetaminler
Vinblastin/Bleomisin/Siklosporin
Alfa interferon

Polistemia vera
Paraproteinemi
Kriyoglobulinemi

Soguk aglutinin hastaligi
Protein C, S, antitrombin III eksikligi
Faktor V Leiden mutasyonu
Multiple miyelom
Losemiler
Adenokarsinomlar
Astrositomlar

Hepatit Bve C
Parvoviriis enfeksiyonlari
Mikoplazma enfeksiyonlari
Purpura fulminans
Skalenius antikus sendromu
Servikal kot sendromu




2.1.4. Patogenez

Maurice Raynaud hastalifin tanimini ilk olusturdugunda, hastaligin patogenezinde
vaskiler hiperaktiviteyi sorumlu tutuyordu. Yaklasik 70 yi1l sonra farmakolojik ve cerrahi olarak
yapilan calismalarda Raynaud Fenomenine santral sinir sistemi disinda lokal faktoérlerinde
etkisi oldugu ortaya atilmistir [1]. Glinlimiizde Raynaud Fenomeninin patogenezi hala tam
aciklanamistir. Fakat birtakim patofizyolojik mekanizmalar sorumlu tutulmus ve problemin
multifaktdriyel oldugu diisiiniilmiistiir [5]. Raynaud Fenomeninin patogenezinde asil mesele

vazokonstriiksiyon ve vazodilatasyon arasindaki dengenin bozulmasidir [6].
Herrick, Raynaud Fenomeninin patogenezini asagidaki gibi incelemistir [6].

1) Vaskiiler anormallikler
2) Intravaskiiler anormallikler
3) Noral anormallikler

4) Diger faktorler

2.1.4.1. Vaskiiler Anormallikler

Vaskiiler anormallikler yapisal ve fonksiyonel olarak incelenmektedir. Yapisal ve
fonksiyonel anormalliklerin her ikisinin sekonder form da goriildigii, primer form da ise sadece

fonksiyonel anormalliklerin goriildiigii kabul edilmektedir [24].

Fonksiyonel anormallikler; bozulmus vazodilatasyon, bozulmus endotel-bagimh
vazodilatasyon, vazodilatér iretiminde azalma ve vazokonstriikksiyonda artis olarak
goriilebilmektedir. Primer formdaki defekt endoteldedir. Endotel, vazoaktif iiriinler iiretmekte
ve bariyer gorevini TUstlenmektedir. Patogenezde denge durumunda olmasi gereken
vazokonstriiksiyon ve vazodilatasyon icin endotelin aktif veya hasarli olmas1 durumunda denge
vazokonstriiksiyon lehine kaymaktadir. Endoteldeki hasar; vazodilator molekiil olarak gegen
nitrik oksit (NO) ve prostasiklin tiretimini azaltirken, vazokonstriiktif molekiil olan endotelin-1

salgilanmasini artirmaktadir [4].



2.1.4.2. intravaskiiler Anormallikler

Raynaud Fenomeni patogenezinde sorumlu tutulan intravaskiiler anormallikler;
trombosit aktivasyonu, bozulmus fibrinoliz, beyaz kan hiicresi aktivasyonu, diisiik alyuvar

deformabilitesi, artmis vizkosite ve oksidatif stres’ dir [6].

Ozetle, patogenezde sempatik hiperaktividen ziyade, adrenerjik aktivite ve lokal doku
faktorleri 6nemli yer tutmaktadir. Primer formda bozukluk parmak ve cilt damarlarinda ;-
adrenerjik cevaplarda artisa baghdir. Sekonder formda ise (skleroderma ve el-kol vibrasyon
sendromu) mikrovaskiiler sistemde meydana gelen fibrozis ve endotelyal fonksiyon

bozukluguna baghdir [6].

2.1.4.3. Noral Anormallikler

Noral anormalliklerde; periferal mekanizmalar, bozulmus vazodilatasyon, artmis

vazokonstriiksiyon ve santral mekanizmanin etkili oldugu diisiiniilmektedir [6].

Termoregiilasyonda en énemli gérevi sempatik sinir sistemi yapmaktadir. Hem primer
hem sekonder formda periferal vesantral mekanizmalarrol oynamaktadir. Sonuc¢ olarak, dijital
damar tonusunu otonom ve duyu aferent sinirlerden salinan ndérotransmitterler saglamaktadir.

Santral mekanizma da vazospazma bu sekilde neden olabilmektedir [6, 9].

Vazodilator peptidler; kalsitonin iliskli peptit, P maddesi, nérokinin A ve vazointestinal
peptitdir. Skleroderma veya Primer Raynaud Fenomenili hastalarin cilt biyopsileri alinarak
yapilan ¢alismalarda kalsitonin iliskili peptidi salan néronlarin azalmis oldugu gézlemlenmistir

[25].

Termoregiilasyonda en dnemli reseptér az.- adrenorereseptordiir. Vazokonstriiksiyon
saglayan noradrenalinin bu reseptore etki ettigi, bu reseptoriin inhibisyonu ile sogukta

indiiklenen vazokonstriiksiyonun ortadan kalktig1 gézlemlenmistir [26].



2.1.4.4. Diger Faktorler

Henrrick’'e gore diger faktorlerin icerisine; sigara tiiketimi, genetik ve hormonal

faktorler girmektedir [6].

Sigara Tiuketimi: Tiitlin icerisinde bulunan nikotin ve diger kimyasallararterlerde
vazokonstriiksiyona ve sertlesmelere neden olmaktadirlar. Bu nedenle de cilt sicakliginin

diismesine ve ataklarin baslamasina neden olmaktadir [2].

Genetik Faktor: Primer Raynaud Fenomenli hastalarin dortte birinde birinci derece
akrabalarinda bu hastaliga rastlanmistir. Bunun tizerine 2007 yilinda Cherkas ve arkadaslari
ikizler lizerinde bir calisma yapmislardir. Calisma sonunda Raynaud Fenomenini tek yumurta

ikizlerinde c¢ift yumurta ikizlerine oranla iki kat daha fazla rastlanmistir [27].

Hormonal Faktoér: Raynaud Fenomenini kadinlarda erkeklere oranla daha sik
goriilmesinin, kadin cinsiyet icerisinde de menars ve menapoz arasindaki ddnemde
yogunlasmasi hormanol faktdrlerin incelenmesi icin calismalar1 baslatmistir. Yapilan bir
calismada Ostrojenin postsinaptik a; adrenoreseptorlerin gen ifadelerinde artisa sebep oldugu
gosterilmistir [28]. Yapilan baska bir calismada 6strojenin NO ve sitokrom P450 aktivitesi
lizerinde vazodilatasyon sagladigl iddia edilmistir [29]. Tim bu c¢alismalara ragmen hala

ostrojenin Raynaud Fenomeniyle iliskisi tam olarak bilinmemektedir.

Raynaud Fenomeninin patogenezinde rol oynayan mekanizmalar Sekil 2.1.4.4.1.de

Ozetlenmistir:
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Sekil 2.1.4.4.1. Raynaud Fenomeni patogenezinde rol oynayan mekanizmalar [30]



2.1.5. Tan1

Tany, tipik ataklarin tarifleriyle konulabilmektedir. Anamnez alinmakta ve fizik muayene
yapilmaktadir. Raynaud Fenomenini belirlemek icin poliklinik sartlarinda uygulabilir bircok test

bulunmaktadir. Bu testler kullanilarak tani yiiksek dogrulukta konulabilmektedir.

2.1.5.1. Anamnez ve Fizik Muayene

Anamnezde; ilag Oykiisii, hastanin meslegi, bulasici hastaliklarin varligl, agiz-goz
kurulugu, oral aft varligi, kas gili¢siizliigli, yutma giicstizligl, eklem sikayetleri, ishal,
hipertansiyon, carpinti, alopesi, fotosensitivite, kilo kaybi, ates, gece terlemesi sorgulanmalidir
[4]. Taninin konulabilmesi i¢in tipik yakinmalardinlenmelidir. Raynaud Fenomeninde tipik
yakinmalar soguk havalarda artan bir veya her iki ekstremite parmaklarinda morarma, uyusma,
solukluk veya agr1 seklindedir [31]. El parmaklarinda ayak parmaklarina gore daha fazla
gorilmektedir. Bu durum icerisinde basparmaklar c¢ok etkilenmemektedir [32]. Fizik
muayenede ise, Raynaud Fenomeninden etkilenen bolgede genellikle ti¢ farkli renk
gozlenmektedir yani ii¢ evre bulunmaktadir. Soguk ile temastan sonra gelisen vazospazmla
ellerde solukluk (1. evre) goriilmektedir. Solukluk ardindan biriken desatiire oksijenli kan
nedeniyle siyanoz (2. evre) olusmaktadir [Sekil 2.1.5.1.1.]. Vazospasmin sonrasinda da akimin

tekrar saglanmasiyla bolgede hiperemi yani kizariklik (3. evre) olusmaktadir [5].

Sekil 2.1.5.1.1. Soguk uygulama sonrasinda elde gortilen solukluk ve siyanoz [5].

Renk degisikligi, agr1 gibi bulgularin disinda uyusma, karincalanma ve yanma hissi gibi

bulgularda bulunabilmektedir. Sekonder formda olan hastalarda bunlarin disinda cilt
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degisiklikleri de goriilebilmektedir. Cilt elastikiyetini ve kalinligin1 kaybedebilmekte, deforme
olabilmekte, distal iilserasyon ve nekroz gelisebilmektedir[Sekil 2.1.5.1.2.] [5].

Sekil 2.1.5.1.2. Sistemik sklerozise bagli gelisen sekonder formdaki hastalarda goriilen

siyanotik cilt nekrozlari [5].

2.1.5.2. Laboratuvar

Raynaud Fenomeni tanisinda en basit uygulanacak test soguk stimtilasyon testidir. Bu
testin 6zgllligli %100 iken hassasligl %50 civarindadir [9]. Kesin bir fikir birligi bulunmayan

fakat daha ¢cok kabul gérmiis olan test yontemi asagidaki gibidir.

Hastalar oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra bir sicaklik probu yardimiyla 1.
ve 2. parmak distal falanks pulplar1 arasindan baslangi¢ sicakligi olgiilerek kayit altina
alinmaktadir [Sekil 2.1.5.2.1.]. Daha sonra 6l¢giim yapilan ekstremite, +4° C’deki buzlu suyun
icerisinde 20 saniye tutulmakta ve bu siirenin sonunda eller kurumaya birakilmaktadir (diger el
veya baska bir ortamla temasi 6nlenir.). 5, 10, 15 ve 20. dakikalarda parmak sicaklikliklari

tekrardan 6l¢iilmektedir [5].

Sekil 2.1.5.2.1. Soguk stimiilasyon testinde uygulanan 6l¢iim teknigi [5].

11



Normal bireylerde el sicaklign 10 dakikada baslangic sicakligina doénmesi
gerekmektedir. 20 dakikanin sonunda baslangi¢c sicakligina dénmeyen bireylerde test pozitif
kabul edilmektedir. 15-20 dakika arasinda baslangi¢ sicakligina déndiigiinde bireylerde hafif

derecede fenomenin varligi kabul edilebilmektedir [5].

Raynaud Fenomeni i¢in kullanilabilecek diger test ise, parmak sistolik kan basinci
(PSKB) olciimiidiir. Sonrasinda parmak-brakiyal indeks 6l¢limiidiir. Her iki 6l¢ciim sonucunun

oranlanmasi ile elde edilen indeksin normal degeri 0,8-1,3 arasindadir [33].

Raynaud Fenomeni bazen bag dokusu hastaligina sekonder olabilmekte veya bu
hastaliklarin ilk bulgular1 olarak karsimiza c¢ikabilmektedirler. Bu nedenle sekonder formun
altinda yatan hastaliga yonelik serolojik ve biyokimyasal parametrelere bakilmalidir. Tablo

2.1.5.2.1.de bu tetkikler yazmaktadir [5].

Tablo 2.1.5.2.1. Sekonder Raynaud Fenomeni Tamsi i¢in Yapilabilecek Tetkikler

BIYOKIMYA Glukoz IMMUNOLOJIK Sedimentasyon
Ure/Kreatinin ASO
AST/ALT CRP
Bilirubin profili RF
Lipit profili Anti-dsDNA
Elektrolitler ANA
B12, Folat, Ferritin p-ANCA
Demir c-ANCA
Demir baglama kapasitesi Anti-ro antikor
Anti-Sentromer antikor
ENDOKRIN Serbest T3 Anti-Scl-70 antikor
Serbest T4 Direkt Coombs
TSH Indirekt Coombs
HbAlc Soguk agglutinin tarama

Tamida kullanilabilecek diger bir 6l¢iim ise, pletismografik él¢iimlerdir. Ozellikle primer
ve sekonder formlarin ayirimina yardimci olabilmektedir. Sekonder olan bireylerde obstriiktif
patern izlenmekte iken, primer olan bireylerde inis trasesinde ¢ok sayida ¢entik bulunan bir
dalga formu olusmaktadir. Raynaud Fenomenin ayirici tanisinda kullanilabilecek dalga formlari

Sekil 2.1.5.2.2."de gosterilmistir [34].
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Sekil 2.1.5.2.2. Raynaud Fenomeni ayirici tanisinda kullanilan pletismografik dalga formlari:
a) Normal form, b) Sekonder formda goriilen obstriiktif dalga formu, c) Primer formda goriilen

vazospastik dalga formu [34].

Primer ve sekonder formlarin ayirici tanisinda 6énemli yer tutan diger bir tetkik, tirnak
yatagl kapilleroskopisidir. Normal tirnak yataginda ince kapiller luplarin kavsak seklinde
dagilmi gozlenmektedir. Gozlemi, 15tk mikroskobu araciigiyla yapabilmekte ve inceleme
sonucunda Ozellikle skleroderma ve dermatomiyozit gibi sekonder formun ayirici tanisini

belirlemektedir (32).

2.1.6. Ayirici Tani

Normal kosullarda sogukta el-ayak tisiimesi Raynaud Fenomeninden ayirt edilmelidir.
Saglikli bireylerde el-ayak listimesinde, vaskiiler akimda diizelme fazinda gecikme ve renk
degisiklikleri olmaz [4]. Raynaud Fenomeni, akrosiyanoz ve livedo retikilaris gibi vazospastik

bozukluklarla da karistirilmamalidir.

Akrosiyanoz, ellerde agrisiz, siirekli devam eden sogukluk ve siyanoz ile karakterize olan
ve yine Raynaud Fenomeninde oldugu gibi siklikla kadinlarda goriilen bir hastaliktir [Sekil
2.1.6.1.]. Nedeni ve patolojisi tam olarak bilinmeyen ancak en ¢ok kabul gértilen teorisi, lokal bir
bozukluktan kaynaklanan kiiciik arteriyollerdeki vazomotor tonus artisi, kapiller diizeyde ve
kiiciik venlerde anormal dilatasyonun neden oldugudur. Akrosiyanozu Raynaud Fenomeninden

ayiran 6zelligi de, trifazik renk degisikliginin olusmamasidir [9, 35].
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Sekil 2.1.6.1. Akrosiyanoz tanili bir hastada ellerin goriintimii [5].

Livedo retikiilaris ise, yine Raynaud Fenomeninde oldugu gibi siklikla kadinlarda
gorilmektedir. Mavimsi yer yer lekeli kirmizimsi cilt rengi ile karakterize bir hastaliktir [Sekil
2.1.6.2.]. Fizyopatolojisi tam olarak bilinmemekte ancak, arteriyollerin daralmasinin ve kapiller

ve veniillerdeki dilatasyonun yer aldig1 diisiiniilmektedir [36].

Sekil 2.1.6.2. Livedo retikiilaris tanili bir hastada sol alt ekstremiterin goriiniimii [5]
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2.1.7. Tedavi

Raynaud Fenomeni tedavisinde standart bir yontem bulunmamaktadir. Genellikle
ampirik ve destekleyici tedavi yontemleri uygulanmaktadir. Tedavinin amaci, ataklarin sikligini
ve siddetini azaltmaya yonelik olmalidir. Boylelikle, doku hasar1 6nlenmeye c¢alisiimaktadir [5,
13]. Tedavide primer veya sekonder form dikkate alinmalidir ve ona gore plan yapilmalidir.
Primer form genellikle tedavi gerektirmemektedir. Sekonder form da ise, altta yatan hastaligin
tiirtine ve varsa doku hasarina ve derecesine gore tedavi belirlenmelidir [37]. Tedaviyi ii¢ grup

altinda ele alabiliriz [4]:

1) Onleyici yontemler
2) Farmakolojik tedavi
3) Cerrahi tedavi

2.1.7.1. Onleyici Yontemler

Temelde ilagsiz hastanin yasam tarzi degisikliklerini icermektedir. Oncelikle, hastalarin
el ve ayaklarin1 travmadan korumalart gerektigi vurgulanir. En 6nemli sey ise, sadece
ekstremitelerin degil tiim viicut sicakliginin korunmasidir. Bunun i¢in yapilmasi gerekenler ise;
corap, eldiven, sapka ve kalin giysilerin giyilmesidir. Nikotin ve icerdigi kimyasallarin
vazokontriiksiyona neden olabileceginden sigara kullanimindan uzak durulmasi énerilmelidir.
Vazospazma neden olabilecek ergotamin, anfetamin, beta bloker gibi ilaglarin kullanilmasindan
uzak durulmasi gerektigi bildirilmelidir [14]. Strese karsi psikolojik davranmis bicimleri

ogretilmelidir. Kisacasi stres, soguk ve sigaradan uzak durulmasi gerektigi anlatilmahdir [4].

2.1.7.2. Farmakolojik Tedavi

Primer formda olan hastalar i¢in 6nleyici yontemler yeterli olabilmektedir. Sekonder
formlu hastalarda ise rahatsiz edici belirtilerin olmasindan dolay1 farmakolojik tedaviye ihtiyac
duyulmaktadir. Farmokolojik tedavi vazodilatorler, vazokonstriiksiyonu azaltanlar,
antikoagiilan-antitrombotik tedavi ve antioksidanlar olarak ayrilabilirler. Ozellikle,

vazodilatorler gegmisten bu yana en ¢ok kullanilan ajanlardir [1].

Kalsiyum kanal blokerleri, Raynaud Fenomeninde en sik kullanilan vazodilatér ajandir.
Bu ilaglar, kalsiyumun hiicre icine girisini 6nleyerek arter duvarindaki kalsiyum bagimh diiz kas
kontraksiyonunu azaltmakta ve dilatasyona neden olmaktadirlar. Bir dihidropiridin tiirevi olan

nifedipin en ¢ok kullanilan ajandir. Bununla beraber, yeni dihidropiridinler (amplodipin,
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nicardipin, felodipin, isradipin gibi) de etkili sonug¢lar verdigi bildirilmistir [9]. Kalsiyum kanal
blokerlerine kisisel tepki ve tolerans hastalar arasinda degisir, bu nedenle ilacin etkinligine gore

bireysel olarak ayarlanma yapilmalidir [4, 5].

Nitrik oksitin tedavide kullanilmasina dair heniiz net bir fikir birligi bulunmamaktadir.
Nikrik oksit ve diger nitrat preparatlari, vaskiiler diiz kas kasilmasini cGMP tizerinden azaltarak
vazodilatasyonu saglamaktadir. Bu preparatlar, oral, topikal ve intravenéz olarak
kullanilabilmektedir [1]. Semptomatik rahatlatma ve atak siklik ve siddetini azaltabilmektedir.
Bu preparatlarin sistemik dolasima gecerek bas agrisi ve hipotansiyon gibi yan etkileri

bulunmasindan dolay1 kullanim alani ¢cok bulunmamaktadir [38].

Selektif a; blokerler ve bu gruptan en cok calisilan prazosin, sistemik skleroza bagh
sekonder form basta olmak lizere hem primer hem de sekonder formlu hastalarda atak siddet

ve sikligini azalttigl kanitlanmistir. Fakat yan etkisi ¢ok oldugundan kullanimi da kisithdir [39].

Anjiotensin converting enzim (ACE) inhibitérleri ve anjiotensin reseptor blokerleri
(ARB) gibi renin-anjiotensin sistem iizerine etki gosteren molekiiller, giiclii bir
vazokonstriiksiyon azaltici etki gostermektedirler. Bunu da anjiotensin II olusumunu
engelleyerek yapmaktadirlar. ACE inhibitér tedavisi, sklerodermada ataklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu ilacin primer formdaki hastalar iizerindeki kullanimi konusunda net bir
fikir birligi olmamasina ragmen, giinliik 50 mg dozda uygulanan losartanin hem primer hem de
sistemik sklerozda semptomlarin rahatlatilmasinda etkili oldugu, bu etkinin de nifedipin

tedavisinden daha etkin oldugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir [40].

Sistemik skleroza bagh olarak gelisen sekonder formda, prostaglandinler vazodilator
etkisi ile etkin rol oynamaktadirlar. Bu etkiyi, vaskiiler tonusu azaltarak gostermektedirler.
Intravenoz iloprost (prostasiklin analogu) kullaniminin atak ve siddetleri azalttigi gosterilmistir
[41]. Prostaglandin ve analoglar1 6zellikle sekonder formda, iskemik ve {ilserasyon tedavisinde
kullanilmaktadir. iloprost, yapilan ¢alismalar sonucunda nifedipine oranla semptomlardaki

ciddiyeti daha ¢ok azalttig1 saptanmistir [42].

Patogenezde rolii tam olarak anlasilmamis olan, serotonin geri alim inhibitdrlerinin
(fluoksetin, ketanserin gibi) etkinligi konusunda bir¢ok goriis bulunmaktadir. Fluoksetin,
yapilan calismalar sonucunda, primer formda olan bireylerde ataklarin sikligini ve siddetini
azalttig), sekonder formda ise faydasinin az oldugu belirlenmistir [43]. Ketanserin ile yapilan
baska bir ¢alismada ise sistemik skleroza bagh olarak gelisen sekonder forma etkisi olmadigi

belirlenmistir [44].
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Fosfodiesterazlar, hiicre ici niikleotidlerin (cAMP, cGMP) yikimini regiile etmektedirler.
Bu enzimlerin inhibisyonu sonucu hiire i¢i cGMP artar ve vazodilatasyon belirginlesmektedir.
Yapilan bir ¢alismada, sildenafil uygulanan hastalarda atak sayisinda ve siddetinde azalma
saptanmistir [45]. Bununla birlikte sildenafilin primer formdaki hastalarda etkinligi

gosterilememistir [9].

Antiplatelet ajanlarin primer formdaki hastalarda rolleri yok iken sekonder formdaki
hastalarda kullanilabilirligi belirlenmistir. Aspirinin vazokonstriiksiyon olusturma 6zelliginden
bahsedilse de, sekonder fomlu hastalarda 80-350 mg aspirin kullanimi Onerilmektedir.
Antikoagiilan tedavi veya trombolitik tedavi ise, akut iskemik olgularda daha fazla
diistiniilmektedir. Heparin tedavileri, selektif hastalarda, emboli ve {ilserasyon 0dyKkiisii
bulundugu vakit 6nerilmektedir [1]. Warfarin tedavi ise, kalsinozis ile beraber bulunan sistemik
sklerozu olan hastalarda, antikoagiilan tedavinin yaninda bir¢ok fayda sagladig1 bildirilen

calismalar bulunmaktadir [46].

Giinimiizde hipotansif seyretmesi nedeniyle vazodilatér tedavi kullanamayan
hastalarda uygulanacak tedavi yonteminden en etkin olani pentoksifilindir. Giinliikk 2 veya 3
defa kullanilan, toplam dozu 1200 mg olan bir molekiildiir. Bu etkinliginin yaninda yan etkileri

de bulunmaktadir. Bu yan etkiye en iyi drnek tasikardi olarak bildirilmistir [47].

Tim bahsedilen bu ajanlar disinda, bosentan gibi endotelin reseptdér antagonistlerinin,
fasudil gibi Rho-kinaz inhibitorlerinin, ¢esitli antioksidan ajanlarin ve hatta Botulinum toksinin

de Raynaud Fenomeni tedavisinde kullanilabilicegini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir [1].

Raynaud Fenomeninde kullanilabilecek ajanlar Tablo 2.1.7.2.1. de 6zetlenmistir [1].
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Tablo 2.1.7.2.1. Raynaud Fenomeni Tedavisinde Siklikla Kullanilan Farmakolojik Ajanlar

TERAPOTIK AJANLAR DOZA] ACIKLAMALAR
Kalsiyum kanal blokérleri Nifedipin 10-30 mg, 3x1 En sik kullanilan, en az
kardiyoselektif
Amlodipin 2,5-10 mg/giin Orta kardiyoselektif
Diltiazem 120-300 mg/giin En kardiyoselektif
Verapamil 40-120 mg/giin Etkinligi gdsterilememis
Vazodilatorler Nitrogliserin %71 lik topikal Etkinligi gosterilmis,
Ciddi yan etki
%2 lik topikal Sistemik emilim nedeni
Ciddi yan etki
Sodyum nitroprussiad 0,3 mcg/kg/dkIV  Kritik iskemide endike
Prostaglandinler floprost 0,5-2 mcg/kg/dk Kritik iskemide endike
IV
Fosfodiesteraz inhibitorler Sildenafil 50 mg 2x1 Bir calismada yarari
gosterilmis.
Cilostazil 50-100 mg, 2x1 Bir ¢alismada yarari
gosterilememistir.
ACE/ARB inhibitorleri Enalapril 2,5-20 mg/giin
Kaptopril 6,5-25 mg/giin,
Losartan 3x1 Bir calismada yarari
50 mg/giin gosterilmis.
Serotonin geri alim Fluoksetin 20 mg/giin Bir ¢calismada yarari
inhibitorleri gosterilmis.
Endotelin reseptor Bosentan 62,5-125 mg, 2x1 Yeni llser olusumunu
antagonistleri azaltir, eski tlser
iyilesmesini
hizlandirmaz,
hepatotoksik etki
Sempatolitikler Prazosin 1,5 mg, 2x1 Etkisi gecici, yan etkisi
nedeniyle kisith
Antikoagiilan/Antitrombotik LMWH Akut/kritik iskemide
endike
Warfarin Kritik iskemide endike
Aspirin 80-325 mg/gilin Sistemik sklerozda etkili
t-PA Kritik/akut iskemide
endike
Diger Pentoksifilin 400 mg, 3x1 Kan basinc diisiik olan
hastalarda etkin
600 mg, 2x1
Fasudil 30 mg/dk 30 dk IV Sekonder formda etkili
infiizyon
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2.1.7.3. Cerrahi Tedavi

Medikal tedavinin yetersiz veya basarisiz olmasiyla girisimsel yodntemlere
basvurulabilir. Girisimsel yontemler cerrahi tedavi olarak diistiniilebilir. Ciddi, inat¢1 dijital
iskemi ve lilserasyon goézleniyorsa cerrahi tedavi uygulanabilir. Siddetli vakalarda, sempatik
tonusun kaldirilmasinda sempatektomi denilen yontem kullanilabilir. Damar spazmini 6nlemek
icin, damar konstriiksiyonundan sorumlu olan sempatik sinirlerin kesilmesi gerekebilir.
Gilinlimiizde bu yontem, dijital lilserasyona neden olan ciddi Raynaud Fenomenli hastalara
uygulanmaktadir. Sempatektominin etkisi, bag dokusu hastaligina bagh gelisen hastalarla

sinirlidir. Bu yontemle hastalarda sempatik tonus kisa siirede geri donmektedir [1, 2, 34].

Sempatektomi yontemi iki sekilde uygulanabilmektedir. Bunlar torakal ve dijital
sempatektomi olarak adlandirilir. Torakal sempatektomi, torakal sempatik zincirin kesilmesi
veya cikarilmasi islemidir. Genel anestezi altinda gerceklestirilir ve torakotomi gerektirir.
Biiyiik bir cerrahi girisim oldugundan, iskemik lilser veya kangren gibi semptomlar1 gésteren
hastalarda tercih edilir [48-51]. Dijital sempatektomi ise, skleroderma ile birlikte gelisen
hastalarda tercih edilir. Yapilan bu yontemle, atak sayisinin ve siddetinin azaldig1 gozlenmistir
[48]. Dijital sempatektomi, el ve ayak koklerinde yapilan insizyonlarla, arterin etrafindaki
fibrotik adventisyanin ve sempatik sinirlerin kesilerek cikarilmasi seklinde uygulanmaktadir

[52, 53].

2.1.8. Prognoz

Raynaud Fenomeni, primer ve sekonder formlar1 bulundugundan prognozlar1 da
farklihk gostermektedir. Bu taniyr almis hastalarin yasam kalitesini bozabilecek -etkileri
bulunmaktadir. Primer formda prognoz miikkemmeldir ve hastalarin %10’ unda ataklarin
kayboldugu gozlenmistir. Dijital vaskiiler bozukluklar ¢ok nadir goriilmekte, primer formda
olan hastalarin ¢ok azinda 10 yil sonra bag dokusu hastaligina yakalandigi belirtilmistir [23].
Sekonder formda ise, prognoz altta yatan hastalik veya duruma baghdir. Dijital ilserler sik
gortliir, siddetli agrilar olusabilir. Siddetli, agir dijital iskemi de acil tedavi gerektirmektedir.
Oncelikle farmakolojik tedaviler denenmektedir. Farmakolojik yontemler yetersiz veya

basarisiz oldugunda cerrahi yontemler uygulanmaktadir [1].
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2.2. Potasyum Kanallari

Potasyum kanallari, damar diiz kasinda membran potansiyeli ve vaskiiler tonusun
diizenlenmesi ve siirdiiriilmesi, diiz kas hiicrelerindeki baskin iyon gecis yolagi olmalari
nedeniyle 6nemlidirler. K+ kanalinin agilmasi, bu katyonun hiicre disina ¢ikmasi ve membran
hiperpolarizasyonu ile gerceklesmektedir. Kapanmasi ise, ters etkiye sahiptir. Bu durum bize K+
kanal aktivitesinin diiz kas kasilmasiyla baglantili oldugunu géstermektedir. Birgok tonik diiz
kaslarda, 6rnegin arterlerde, dinlenim membran potansiyelini etkileyen K+ kanallar1 kontraktil

tonusun diizenleyicisi olarak gorev yapmaktadirlar [54].

2.2.1. Potasyum Kanal Cesitleri

Iyon kanallar1 baslarda gecirgen olduklar1 iyona, elektrofizyolojik o6zellik ve
fonksiyonlara gore siniflandirilmislardir. Sonrasinda bir¢ok kanalin protein dizileri hakkinda
bilgilerin artmasi, kanallarin bir seri molekiiler ailelerden meydana geldigi ortaya ¢ikmistir.
Bunun sonucunda da kanallarin siniflandirilmasi molekiiler yapilarina goére olmustur. Potasyum
kanallari ise, ice yonelik dogrultucu kanal gen ailesi ve bu ailenin alt tiirleri sinifinin bir iiyesi

oldugu bildirilmistir [54].
Vaskiiler diiz kasta baslica dort ¢esit K* kanali bulunmaktadir. Bunlar [55]:

1. Intraseliiler Ca?* seviyelerindeki degisiklikle uyarilan Ca?+ ile aktive olan K*kanali.

2. Voltaja duyarh K* kanal.

3. Kiigiik arterlerde intraseltiler K+ degisikliklerine aracilik eden ice yonelik dogrultucu
K+ kanallar1.

4. Hicresel metabolik degisimlere karsi yanit veren ATP’ ye duyarli K* kanallar.

2.2.1.1. Ca2+ile Aktive Olan K+ Kanallar (Kc.)

Kca kanallarinin ortak 6zellikleri, kanalin agilmasi i¢in intraseliiler kalsiyuma baghliktir.
Bu tipteki kanallar ilk defa omurgasiz sinir hiicrelerinde tespit edilmistir. Daha sonra bircok

memeli sinir hiicrelerinde elektriksel sinyal olusumundan sorumlu oldugu ortaya cikmistir [56].

Ca?+ ile aktive olan K* kanallar: tek kanal iletkenliklerine gore; diisiik, orta ve yiiksek
olarak tlige ayrilmaktadir. Yiiksek iletkenlikli K¢, kanallari intraseliiler Ca2+ degisikliklerine cevap
verebildikleri icin énemli bir role sahiptirler. Boylelikle, hiicre uyarilmasinda goérev alirlar.

Intraseliiler Ca?* artis1 ve membran depolarizasyonu ile aktive olurlar. Bu kanal o ve (B alt
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Uinitelerinden olusmaktadir. a alt {initesinin yedi transmembran segmentinden olusmasi ve
bunun altisinin voltaja duyarli K+ kanallariyla ortak olmasi, kalsiyumun olmadig1 durumlarda
bile kanalin aktive olmasini saglamaktadir. 3 alt {initesi ise, toksinlerin kanala baglandigi
bolgedir. Bu alt iinitenin ekstraseliiler kismindaki aminoasitlerin toksin baglanmasinda
rollerinin oldugu diisiiniilmektedir. Bu kanallarin aktif vazokonstriiksiyonu sinirlamada ve

vazospazmi Onlemede negatif feedback rol oynadiklar1 diisiiniilmektedir [57, 58].

2.2.1.2. Voltaja Duyarh K+ Kanali (Kv)

Voltaj kapili potasyum kanallar1 membran depolarizasyonu ile aktive olmaktadir. Bu
kanallarin bir kere bile a¢ilmasiyla derisimgradyani boyunca potasyum iyonlarini elektrik alana

karsi1 iletmektedir. Disa yonelen bu akim membranin repolarizasyonuna neden olmaktadir[59].

Kv kanallarinin alt tiplerinden birinin dort a ve doért B alt linitesinden olusan tetramerik
yaplya sahip oldugu gozlenmistir. Kanalin « alt tinitesi K+ gecirgenliginden sorumludur [Sekil
2.2.1.2.1.]. Kvkanali intrinsik voltaj sensorlerine sahiptir. Bu intrinsik voltaj sensorleri membran
depolarizayonunu algilamaktadir. Bu kanallarin vaskiiler tonusun diizenlenmesinde katkida
bulundugu diistiniilmektedir. Ky kanallar1 hem vazodilatorlerin hem de vazokonstriiktorlerin
etki mekanizmalarina katilmaktadirlar. Vaskiiler kasta bu kanallarin selektif inhibitorleri

bulunmamasi in vivo rollerinin arastirilmasini engellemistir [57, 58, 60].

Extracellular

]g%f I?Ig@

Intracellular

Sekil 2.2.1.2.1. V- kapili K+ kanali (Kv1.1) [59].
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2.2.1.3. ice Yonelik Dogrultucu K* Kanal (Kr)

Bu kanal ilk olarak iskelet kasinda bulunmustur. Daha sonra uyarilabilen ve
uyarilamayan hiicrelerde varliklar1 gdsterilmistir. Bu iyon kanallari fizyolojik iyon gradyaninda
disa yonelik akimdan ¢ok ice yoOnelik akimi daha fazla ve daha kolay iletebilmektedir.
Ekstraseliiller K* derisimindeki artislarda ise yonlendirmenin gozlendigi potansiyelde saga
dogru paralel kaymayla birlikte, iletkenlikte biiyiik bir artis gézlenmektedir. Bu kanallar,
dinlenim potansiyelini ve dinlenim durumu K+ iletkenligini kontrol etmektedirler. Kanalin K+
gecirgenliginden, Ky kanallarinda oldugu gibi, o alt iinitesi sorumludur. Ky kanallar ile Kir
kanallar1 arasinda por olusumu ve yapilari bakimindan da benzerlikler bulunmaktadir. Bu
benzerliklere ragmen bu kanallarin agilma mekanizmalar1 farklilik gdstermektedir. Bu
kanallarin ice yonelik dogrultucu ozellikleri poliaminlerin olusturdugu intraseliiler blokaja

baghdir [57, 60, 61].

2.2.1.4. ATP’ ye Duyarlh Potasyum Kanallar1 ( Karp)

ATP’ye duyarhh K* kanallar1 ayrintili bir bicimde 2.2.2. konu bashginda ve alt

basliklarinda anlatilmistir.

2.2.2. KarpKanallar

Karr kanallar ilk olarak 30 yil dnce Noma tarafindan kalpte, kardiyak miyositlerde
bulunmustur. Sonra yapilan ¢alismalarda vaskiiler diiz kas hiicreleri dahil bir¢ok hiicre tipinde
bu kanallarin varligina rastlanmistir. Noma'nin yaptigr c¢alismalarda, siyaniir tarafindan
olusturulan metabolik inhibisyon ile normalde ATP tarafindan inhibe edilen K* kanallar

acilmistir. Bu nedenle bu kanala Karp ad1 verilmistir [62].

Karr kanallar1 diyabet, hipertansiyon ve anjinanin icinde bulundugu bir¢ok hastalik i¢in
terapotik hedeflerindendir. Bunun nedeni kanallarin uyarilmasinin vazodilatasyon aracilig ile
iskemiye karsi myokardi koruyucu etki saglamasi ve inhibisyonlarinin insiilin sekresyonunu
kolaylastirmasidir. Yiiksek hiicre i¢ci ATP derisimi Karp kanallarini kapal tutmaktadir. Fakat
iskemi gibi durumlarda, hiicre i¢ci ATP derisimini diisiireceginden Karp kanallar1 agilmaktadir. K+
akimlarinin disa yonelik artmasi aksiyon potansiyelinin siiresinin azalmasina, Ca?+ hiicre
girisinin azalmasina ve kasilmalarin da azalmasimi saglayip ATP tasarrufu saglamaktadir.

Iskemik hasara kars1 koruyucu etkisini bu sekilde gostermektedir [63].
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Karp kanallarinin ATP ile inhibe edilmesinin yanmisira diger bir inhibe edici ajan
stilfoniliirelerdir. Stimiile edici ajanlar ise, niikleotid difosfat ve K* kanal acic1 ilaglardir.
Pankreas, vaskiiler diiz kas ve kalp gibi farkli dokularda bulunan Karp kanallarinin 6zellikleri
ayni olsa bile anlatilan bu ajanlara karsi farkli dokularda olusan cevaplarin 6zellikleri farklilik
gostermektedir. Onceden yapilan calismalarda, glibenklamidin, Karp kanal blokérii, cesitli
tiirlerde mikrosirkiilasyon yataklarinda arterioler kasilmaya yol actig1 belirlenmistir. Sonug

olarak Karp kanallari dinlenim durumunda aktif olacagi hipotezini desteklemektedir [63].

2.2.2.1. Kare Kanallarinin Ozellikleri

Karr kanallarinin iletkenlikleri, cesitli damarlarda degiskenlik gdstermesine ragmen
diisiik/orta ve yiiksek iletkenlik olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Genellikle Karp
kanallarinin iletkenlikleri dokularda bu iki grubun ortasina denk diismektedir. Yapilan
calismalarda sicanlarin aortlarinda ise yiiksek iletkenlikli kanallarin  bulundugu

gbzlemlenmistir.

Karp kanallarinin hiicre i¢i ATP tarafindan inhibe edilmesiyle ATP’ye duyarli K+ kanal
olarak adlandirilmalarina ragmen sitoplazmadaki ATP diizeyleri c¢ok iyi ayarlanmakta,
milimolar diizeylerde sabit tutulmaktadir. Siddetli metabolik tehlike durumlarinda ise
azalmalar goriilmektedir. Bu durumda Karpr kanallarinin ATP’ye ek olarak baska faktorlerin de
ko-regiilasyonu diistiniilmektedir. Bu metabolitler arasina adenozin difosfat (ADP) ve diger
difoslatlarda bulunmaktadir. Bunun yaninda, hiicre i¢i pH ve kanallarin ¢alisabilir halde olmasi

acisindan fosforilasyon da kanal aktivitesinde rol oynamaktadir.

Kalp ve iskelet kasinda yapilan calismalarda, Karp kanallarinin kinetik davranislarinin
karmasik oldugu gozlenmistir, fakat vaskiiler diiz kasda hiicre kinetiklerine ait bilgiler pek

bulunmamaktadir [54].

2.2.2.2. Karr Kanal Yapisi ve Molekiiler Diizenlemeleri

Standart Karp kanallary, iki tip alt tiniteden olusmaktadir: SUR adi verilen ATP baglanma
kaseti (ABC) tasiyic1 protein ailesinden olan stlfoniliire reseptdér alt Unitesi ve Kir6 kanal
olusturucu alt uniteleridir. Karpkanallari, bu alt tnitelerin olusturdugu heterooktoremik bir
kompleks halindedir. Karp kanallar1 Kir6 ve SUR alt birimleri KCNJ8 (Kir6.1), KCNJ11 (Kir6.2),
ABCC8 (SUR1) ve ABCC9 (SUR2) genleri tarafindan kodlanmaktadir. Ancak, alternatif RNA

birlestirme islemleri kanal komplekslerine birbirinden farkli fizyolojik ve farmakolojik
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ozellikler verdiginden SUR2 proteini alt birimleri (6rnegin;SUR2A ve SUR2B) olusmaktadir [64-
69].

Fonksiyonel bir Kare kanali olusumu igin her iki alt tinitenin de varligina ihtiyac¢ vardir.
Ilging bir sekilde Kir6.2 ve SUR1 genleri insan kromozomu 11p15.1’ de ortak regiilasyonu isaret
edecek sekilde birbirlerinin yaninda bulunmaktadirlar. Fakat mevcut olan bu durum
arastirilmamistir [65]. Bunun yani sira Kir6.1 ve SUR2 genleri, evrimsel bir duplikasyonu isaret
edecek sekilde kromozom 12p12.1’de de yan yana bulunmaktadirlar [67, 70]. Islevsel Karp
kanalini olusturabilmek icin Kir6.2 ve SUR1 alt birimleri 4:4 sitokiyometrisiyle bir araya gelirler
[65, 71-73]. Benzer sekilde, yapilan biyokimyasal ¢alismalarda SUR2ZA ve SUR2B protein
varyantlarinin Kir6 alt birimleriyle muhtemel benzer oktomerik diizenleme ile birlesebildikleri

gosterilmisitir [64, 74-76].

A @ s
U, .

11p18
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12p92.1

Sekil 2.2.2.2.1.A) 4 Kir6 ve 4 SUR alt birimlerinin olusturdugu oktomerik kompleks. B) Kanalin
metabolik olarak kontrol gecisi sitoplazmik ATP tarafindan hizli ve tersinir bir sekilde
kapatilmasi ve niikleotid tri- ve di- fosfatlar tarafindan agilabilmesi. C) Insan Kare gen yapisi.
KCN]J11 (Kir6.2) ve ABCC8 (SUR1) genleri 11. kromozom iizerinde bulunurken; KCNJ8 (Kir6.1)
ve ABCC9 (SUR2) 12. kromozom iizerinde bulunmaktadir. [77].

Prokaryotik ve okaryotik Kir kanallarnn iizerinde gergeklestirilen kristolografik
calismalarda, bu kanallarin, gézenegin dar kismini olusturan ve iyon seciciligini saglayan hiicre
dis1 bir dongii ile birbirine baglanan iki transmembran heliksden (M1, M2) olusan korunmus bir
yapiya sahip oldugu ortaya konmustur [78, 79]. Diger ABCC ailesinin iiyeleri gibi, SUR’lar TMD1

ve TMD2 olmak tizere iki alt1 heliks iceren transmembran bdlgesi bulundururlar. Ancak SUR’lar
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aynt zamanda bes transmembran heliksden olusan, Kir6.x hareketi ve bu hareketin
sinirlandirilmasi icin hayati olan, N-ucu TMDO boélgesi de igerir [80]. SUR’lar ayrica TMD1 ve
TMD2'nin arasinda bir niikleotide baglanan kivrim (NBF1) ve TMD2'nin arkasinda ikinci
niikleotide baglanan kivrim (NBF2) icerirler. Bakteriyel ABC proteinlerinde kristalize edilen
NBF’ler “bas kismindan son kisma baglanmis” dimerler seklinde kristalize edilmislerdir. Bu
durum SUR’ da NBF1 ve NBF2 arasindaki islevsel yapiy1 da yansitmaktadir [81]. Kir6 ve SUR alt
birimlerinin nasil baglandig1 hala tam olarak bilinmemektedir. Ancak elektron mikroskopisi ve
alt birimler arast FRET ¢alismalart tamamlanmis Ksrp komplekslerinin 4 SUR ve 4 Kir6 alt

birimlerinin siki bir sekilde paketlendigi bir yapiy1 isaret etmektedir [Sekil 2.2.2.2.1.] [82, 83].

Karr Kkanallarindaki en onemli diizenleyici Ozellikler, kanallarin sitoplazmik ATP
tarafindan hizli ve tersinir bir sekilde kapatilmasi ve niikleotid tri- ve di- fosfatlar tarafindan
acilabilmesidir [81]. Baska niikotidlerin eksikliginde, yar1 maksimum kanal inhibisyonuna
neden olan serbest ATP derisimi mikromolar araliktadir. Sitozolik ATP’nin hiicresel seviyeleri
milimolar aralikta (1-5mM) oldugu ¢ok az metabolizma aktivitesiyle degisebildigi icin,
muhtemelen [ATP] kanal faaliyetini her zaman tamamen inhibe edecek miktarda olacaktir.
Kanal faaliyetlerinin aktiflestirilmesi 6zellikle SUR alt birimlerinin iizerinde bulunan MgADP
olmak lizere MG-niikleotidlerinden kaynaklanacaktir. Niikleotid regtilasyonu Karp kanallarinin
aktivitelerinin, her ne kadar baska ikincil mesaj sistemleri ve regiilatorler de kanal aktivitesini
kontrol etmede ve kanallar bile baglantili patolojiler yol agmada rol oynuyor olabilse de, temel

regiilatoridiir [84, 85].

2.2.2.3. Karr Kanallarimin Fizyolojik Fonksiyonlari

Karr Kkanallar1 bircok vazoaktif faktoriin hedefidir. Kan akiminin metabolik
diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Hipoksi gibi kan ihtiyacinin arttigidurumlarda
komsu dokulardan vazodilatorlerin saliverilmesi ya da hipoksinin direktetkisi sonucunda bu
kanallar aktif hale gelmektedir. Koroner arterlerdeoldugu gibi, vazodilatorler ortamda
bulunmasa ve oksijen seviyesi normal olsa bile bukanal arter diiz kasinin membran
potansiyelinin diizenlenmesine katkida bulunmaktadir.

Karr kanallar1 depolarizasyon ve kasilmaya yol acan vazokonstriiktorler tarafindan
inhibe edilebilirler[54].

Vazodilatorlere karsi yanit: Peptidler, 6zellikle kalsitonin geni ile iliskili peptid (CGRP)
Karp kanallarinin aktif hale getirirler. ;1 ve [:adrenerjik reseptorlerin aktivasyonu diz kas
gevsemesine neden olur ve bureseptorlerin agonistleri glibenklamide duyarl vazodilatasyona

neden olurlar. Artan intraseliiller cAMP derisimi ve bunu takipeden PKA aktivasyonu diiz kas {3 -
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adrenerjik dilatasyon mekanizmasidir ve bu yolak vaskiiler Karp kanallarimi aktif hale
getirmektedir.

Adenozin metabolik ihtiyaca goére kan akiminin ayarlanmasindan 6nemli bir rol
oynamaktadir. Karp kanallar1 da adenozinin bu etkisine katilmaktadir.

Endotelyum tabakasi, NO, PGl ve EDHF gibi vazodilator faktorler salivermektedir.
Biitiinbu faktorlerin Karp kanallarini aktif hale getirdigini destekleyen bulgular mevcuttur. PGI;
vePGD, ve PGE; gibi prostanoidler diiz kasi gevsetmektedirler. Stabil bir PGl analoguolan
iloprostun endojen K* kanallarini a¢tig1 ve etkisinin bir kisminin Karp kanalaktivasyonu yoluyla
oldugu bilinmektedir. NO ve nitro vazodilatorlerin, Kare kanallarimi cGMP'nin PKA’y1 aktif hale
getirmesi sonucunda aktif hale getirdigi diisiiniilmektedir [54].

Hipoksinin neden oldugu gevseme yaniti: Cesitli vaskiiler yataklarda metabolik ihtiyac
ile oksijen ve metabolik substratlarin saglanmasi arasinda iligki karakteristiktir. Kan akimi ve

metabolik ihtiya¢ arasindaki iliskide farkli mekanizmalar rol oynamaktadir:

1) Oksijen gerilimi diiz kas hiicreleri lizerinde direk etkili olmasi,
2) Endotel hiicrelerinden c¢esitli vazodilatorlerin salinmasi,
3) Diiz kas lizerinde vazodilator etkileri bulunan metabolitlerin komsu dokulardan

salinmasidir.

Hipoksinin damar diiz kasindaki Karp kanallarinin aktif hale getirdigi mekanizmay1
seliiler metabolizma ile etkilesip hiicre icinde niikleotid seviyelerinin degistirilmesi olarak
aciklanabilir. Aortta da hipoksinin total hiicresel ATP derisimini degistirmeden gevsettigi
diisiiniildiigiinde vazodilatasyon icin yeni bir mekanizma giindeme gelmektedir. Iyon
kanallarinin hipoksi esnasinda diizenlenmesinde kanal ile iliskili oksijen sensoriinden
bahsedilebilir. Kisacasi, Karp kanal aktivitesi hipoksit yanitla cesitli vazodilatoér uyaranlarin ortak

integrasyon noktasidir [54].

Vazokonstriiktorler: Anjiyotensin II, vazopressin ve endotelin damar diiz kasindaki Karp
kanallarinin inaktif hale gelmesine neden olur. Muskarinik reseptér uyarilmasi, fenilefrin,
noropeptid Y, serotonin ve histamin Karp kanallarini PKC’ nin uyarilmasi ile inaktif hale

getirirler [54].

2.2.2.4. Karr Kanallarini Regiile Eden Hiicresel Mekanizmalar
Hiicrenin metabolik faaliyetleri sonucunda, ATP’'nin azalmasi, ADP ve diger niikleotid

difosfatlarin derisimlerinin artmasi gibi intraseliiler metabolit miktarinda meydana gelen
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degisikliklerin Karp kanal aktivitesini arttirdig1 gézlenmistir. Hiicre metabolizmasinin metabolik
zehirlerle inhibisyonu, substrat azalmasi veya hipoksi Karp akimlarini arttirmaktadir.

Vazoaktif maddeler, genellikle diizkas hiicresindeki iyon kanallarini modiile ederek
vaskiiler tonusu degistirmektedirler. Bircok vazokonstriiktér PKC'yi aktive ederek Kare
kanallarin1 kapatmaktadirlar. Bir¢ok vazodilator de; ya cAMP’ye bagimli protein kinazi (PKA),ya
da cGMP’ye bagimli protein kinazi (PKG) aktive ederek Karp kanallarin1 agmaktadirlar. Karp
kanal aktivitesinin son durumunu da bu kinazlarin aktiviteleri arasindaki denge
belirlemektedir. Ayrica bu ikinci mesajc1 sistemlerinin aktivasyonu diger diiz kas

iyonkanallarinin aktivitesinin koordine regiilasyonu ile de sonuclanmaktadir [54].

2.2.3. Karr ve Kalp-Damar Hastaliklar

Karp kanallarinin kardiyak miyositlerinin, ayni zamanda vaskiiler diiz kaslarin,
endotelyumun yiizey membranlarinda ve belki de bir¢ok hiicrenin mitokondriyal i¢
membranlarinda ¢ok biiyliik bir iyonik ileti potansiyeli sundugu uzun zaman once fark
edilmistir. Normal metabolik kosullarda, kardiyak sarkolemma Karp kanallar1 g¢ogunlukla
kapalidir ve hiicre uyarilmasindadénemli katkilar1 bulunmaz. Ancak, bu kanallar anoksi,
metabolik inhibisyon veya iskemi gibi ciddi metabolik stres kaynaklarina maruz kaldiklarinda
acilabilmektedirler. Kas hiicrelerinde, aksiyon potansiyelinin kisalmasi kalsiyum girisini
engellemekte ve kasilmay: inhibe etmektedir [86]. Dolayisiyla enerji tiiketimi azalmakta ve
potansiyel olarak hiicreyi korumktadir. Bu enerji koruyucu ‘strateji’ tabi ki 6z kisitlayicidir. Eger
¢ok fazla miyosit biliziilmeyi birakirsa, kalp pompalanmay1 birakmakta ve hayvan dlmektedir.

Ancak bu strateji aksi kanitlanmadigi siirece akla yatkindir.

Damar sisteminde, K* kanali faaliyetinin inhibisyonu membran potansiyelinin
depolarizasyonu, L-tipi voltaja duyarlh Ca2+ kanallarinin aktivasyonu, Ca2+ girisi ve
vazokonstriiksiyona neden olma egilimindedir. Bu durumun aksine, K+ kanallarinin aktivasyonu
membran hiperpolarizasyonuna, voltaja bagh Ca?+ girisinin azalmasi ve vazodilatasyona neden
olmaktadir [87]. Membran potansiyeli ve Ca2* akisi arasindaki iligski 6zellikle diiz kaslarda
keskin sekilde gerceklesir, sadece birka¢ milivoltluk membran depolarizasyonu [CaZ*]{da birkag
katlik artislar ve azalislara neden olabilmektedir [88, 89]. Endotelyal hiicrelerde voltaja bagh
Ca?* kanallar1 bulunmaz ve secici olmayan kanallarda hiicreye Ca2+ girisi uyarilan hiicrelerin
aksine hiperpolarize olmus voltaj seviyelerinde gerceklesmektedir [90, 91]. Karp kanallarinin
aktive edilmesi, hiicreleri genellikle hiperpolarize eder ve bu durum artan [Ca2*]; seviyeleri ve

EDHF ve endotelin de dahil olmak lizere artan vazoaktif madde salinimi ile sonu¢lanmaktadir.
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2.2.3.1. Kir6 Genleri ve Hastaliklar:

Asagida detayli bir sekilde ifade edildigi gibi, Karr genlerinin farede genetik
manipiilasyonu, belirgin kardiyovaskiiler patolojilere neden olabilmektedir. Ancak yakin
zamana kadar Karp gen mutasyonlarinin insanlarda neden oldugu kardiyovaskiiler hastaliklar
ile ilgili cok az kanit bulunmaktadir [Tablo 2.2.3.1.] [77]. KCNJ11 geni baskin Kare kanal gézenek
olusturucu alt birimini (Kir6.2) hem pankreatik (8 hiicrelerinde hem de kardiyak miyositlerde
kodlamaktadir [92]. Bu gende ortaya ¢ikan islev kazanma veya kaybetme mutasyonlarinin su an
sirasiyla diyabet ve konjenital hiperinsiilizmin ardinda yatan nedenlerioldugu c¢ok iyi
anlasilmaktadir [93]. Ancak bu hastalardaki kardiyolojik problemler ile ilgili yayinlanmis

kanitlar bulunmamaktadir.

KCNJ8 geni diz kaslarda ifade edilen temel kanal olusturucu alt birim olan ve
kardiyomiyositlerde ifade edilmesi muhtemel olan Kir6.1’i kodlamaktadir [92, 94]. Giincel
calismalarda Kir6.1'deki S422L nokta mutasyonunun EKG'nin ] noktasinda, Brugada Sendromu
(BrS) ve erken repolarizasyon sendromu (ERS) da dahil olmak iizere anomaliler ile karakterize
edilen “J-dalgas1” fenomeni ile baglantih oldugu bildirilmistir. Ilk olarak Haissaguerre ve
arkadaslar1’ nin bildirdigi durumda, S422L varyantina sahip olan bir hastanin J-noktasi1 artisi
birden fazla (>100) yanit vermeyen, giiclii erken repolarizasyon ile baglantili ventrikiler
fibrilasyon (VF) yenilenmesi ile tespit edilmistir [95]. Bu konu hakkinda ilave ¢alismalar
arasinda, erken repolarizasyon ile baglantili iki (325 probant arasindan) atriyal fibrilasyon (AF)
probandi bildiren Delaney ve arkadaslari, 101 analiz edilmis hasta arasindan aym S422L
varyantinin tasiyan bir Brugada Sendromu hastasinin ve bir erken repolarizasyon hastasinin
bildiren Medeiros-Domingo ve arkadaslari, ve 3 ayr1 varyanti iceren 3 ilave BrS ve 1 ERS
probandi bildiren Barajas-Martinz ve arkadaslar1 vardir [96-98]. Bu varyant herhangi bir
kontrol alelinde tespit edilmemistir. Son iki calismanin her ikisinde de, ERS’nin ve dolayisiyla
AF’nin altinda yatan Kir6.1 aktivitesinin islev kazanma sonucu ortaya ¢iktigin1 6ne stiren bir
sekilde S422L varyanti i¢in artan kanal faaliyetini bildirmislerdir. Bu durum aksine, 292
birbiriyle akrabalifi bulunmayan ani bebek 6limi sendromu (SIDS) nekropsi érneklerinde
gerceklestirilen DNA dizilimi analizinde, 2 kiside 6zgilin bir KCN]8 varyanti ve her ikiside Kir6.1’
in distal ucunda bulunan bir cerceve delesyonu (E332del) ve bir de nokta mutasyonu (V346I)
tespit edilmistir. Bu c¢alismada, rekombinant olarak ekspres edilen mutant kanallarda,
calismalara gore SIDS’e neden olan mutasyonu hentiz agiklanamamis Kir6.1’de gergeklesen islev

kayb1 mutasyonlari oldugu sonucuna ulastiran, azalan kanal aktivitesi bildirilmistir.
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2.2.3.2. SUR Genleri ve Hastaliklar

ABCC8 geni, pankreatik 3 hiicrelerinde baskin siilfoniliire reseptorii olan ve ayni
zamanda kemirgenlerin 6zellikle atrium olmak tizere kalplerinde bulunan ve potansiyel olarak
insanlarda daha da yaygin olarak bulunan SUR1’i kodlar [99, 100]. Pankreatik Karp kanallarina
dahil oldugu icin bu gendeki islev kazanci ve kaybi mutasyonlari ayni zamanda sirasiyla
neonatal diyabete ve konjenital hiperinsiilizme neden olurlar. Ancak bu hastalarda kardiyolojik
problemler bulunduguna dair herhangi bir rapor bulunmamaktadir [101-103]. ABCC9 ikinci
SUR?2 alt birimlerini kodlar ve bu muhtemelen hem kardiyak hem de vaskiiler kaslardaki temel
SUR izoformudur. SUR2 islev kayb1 mutasyonlarinin kardiyolojik hastaliklara neden olmasi ile
ilgili, her ikisi de Andre Terzic ve arkadaslari tarafindan yayinlanan iki rapor vardir [104, 105].
Her iki durumda da mutasyonlar C-ucu ekzonlarinda meydana gelmistir ve SUR2A’da bulunan
ikinci niikleotide baglanan kivrimin bozulmasina ve dolayisiyla SUR2B’yi etkilemeden kanal
aktivitesinin niikleotidler tarafindan uyarilmasinin azalmasina neden olmaktadirlar. ilk raporda
sunulan mutasyonu tasiyan normal kardiyolojik morfoloji ve kasilma gdsteren, Marshall
damarindan kaynaklanan uzun siireli atriyal fibrilasyona sahip olan bir hasta bildirilmistir
[105]. Hasta radyo frekansh ablasyon uygulanarak basariyla tedavi edilmistir. ikinci raporda,
idiyopatik dilate kardiyomiyopati nedeniyle ortaya c¢ikan kalp yetmezligi ile ortaya ¢ikan iki
farkli mutasyon tasiyan 2 kisi bildirilmistir [104].

Birden fazla organi etkileyen bir hastalik olan Cantu Sendromu ile baglantihi ABCC9
geninin mutasyonlarini bildiren iki yeni akademik makale baglantili sonuglarin agik bir resmini
ortaya koymakta ve arastirma icin yeni yollar agmaktadir. ilk ¢alisma Cantu Sendromu teshisi
konmus 14 kisinin genetik analizini icermektedir ve bu kisilerin 11'in ABCC9 geninde
mutasyonlar tespit edilmistir [106, 107]. Bu kisilerden 6’sinda mutasyonlar de novo olarak
ortaya cikmistir ve bu hastaliklardan etkilenen akrabalari bulunmamaktadir. Bu durumun
aktariminin otozomal dominant oldugunu gosteren, bir baba ve kizinin mevcut oldugu iki aile de
ayrica Dbildirilmistir. Bu c¢alismada ilave olarak rekombinant kanal islevinin analizi
gerceklestirilmemistir, ancak bu mutasyonlarin hepsinin kanal islevi kazanimi icin
sonuglandigina varilmistir [108]. Bu calismanin sonuglari, ilave 16 hastanin 14’iinde ABCC9
genindeki mutasyonunun sonuclarinin gozlemlendigi ikinci bir calismayla da desteklenmistir
[109]. Bu ¢alismada mutant kanal proteinlerinin rekombinant ekspresyonu, 3 6rnek mutantin
ATP’ye karsi, nerede bulunursa bulunsun artan Karp aktivitesine neden olacak sekilde daha

diistik hassasiyet ortaya ¢iktigini acik bir sekilde gostermistir.
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Tablo 2.2.3.1. Kare Kanal Mutasyonlarimn iliskili Oldugu Hastaliklar

GENLER KLINiK DURUMU OZELLIKLERI ETKILENEN
BIREYLER
KN(C]8 (Kir6.1) J-Dalga Sendromu S422L mutasyonu. Rapor edilen GOF. EKG’ de ] 9

noktasindaki anormallik BrS ve ERS ile birlikte VF
ve AF icermektedir.

SIDS Cercgeve delesyonu (E332del) ve nokta mutasyon 2
(V346l). Mekanizmasi tam olarak
aciklanamamuistir.
KCNJ11 (Kir6.2) Neonatal Diyabet Coklu GOF mutasyonlari insiilin segresyonunun >100

inhibisyonuna sebep olmaktadir. Kardiyovaskiiler
Fenotipi bulunmamaktadir.

Tip 2 Diyabet E23K varyasyonu, hafif GOF , T2DM ile iliskili 30%
potansiyel olarak HF ile iliskili Kafkasyalilar
Konjenital LOF mutasyonlari instilinin hipersekresyonuna >10
Hiperinsiilizm sebep olmaktadir.
p Kardiyovaskiiler Fenotip bulunmamaktadir.
ABCC9 (SUR1) Neonatal Diyabet Coklu GOF mutasyonlar insiilin segresyonunun >100
inhibisyonuna sebep olmaktadir. Kardiyovaskiiler
Fenotip bulunmamaktadir.
Konjenital Hiperin Coklu LOF mutasyonlari insiilin hipersegresyonuna >100
sebep olur. Kardiyovaskiiler fenotip
bulunmamaktadir.
ABCC9 (SUR2) AF LOF mutasyonlarinin izole edilmesiyle Marshall 1
damarindaki atriyal fibrilasyon ile iligkili
Idiyopatik Agilan iki farkli LOF mutasyon igermektedir. Kalp 2
Kardiyomipati yetmezligi ile iligkili
Cantu Sendromu GOF mutasyonlar bir¢ok organi etkileyen kompleks 25

bir hastalikla iliskilidir.

2.2.4. Kalp-Damar Hastaliklari ve Karp Mutasyonlari
Genetik Olarak Degistirilmis Hayvanlardan Elde Edilen Bilgiler:

Her 4 Karp kanal geni susturulmus fare modelleri gelistirilmis ve modeller derinlemesine
analiz edilmistir. Kir6.2 nakavt faresinde insiiline bagl glukoz salgilanmasinin yok oldugu
gozlemlenmistir ve bu modelleme insanlardaki hiperinsiilinemiyi ifade etmektedir [110]. SUR1
susturulmus fare modeli temel olarak neredeyse Kir6.2-/- ile ayn 6zellikleri gostermektedir ve
bu fareyle benzer sekilde 6nemli etkiler pankreas hiicrelerinde gozlemlenmektedir. Yapilan
calismalarda, Kir6.2 ve SUR1 nakavt fareleri kardiyolojik fenotipleri karmasik olarak

gostermislerdir.

Kir6.1/SUR2 susturulmus fare modelleri ise vaskiiler islevler konusunda dikkat
cekmektedir. Bu genlerin susturuldugu fare modelleri bu alt birimlerin 6zellikle koroner
sirkiilasyonda olmak tizere kardiyovaskiiler sistemde oynadigi kritik rollere dikkat cekmektedir

[7, 8]. Kir6.1/- ve SUR2-/- farelerinin kardiyovaskiiler fenotipleri benzerdir ve bu fenotiplerin
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arasinda hipertansiyon, koroner arter vazospazmlari ve ani kardiyak 6lim bulunmaktadir. Her
iki hayvandan da elde edilen elektrokardiyamlar, ani 6liimiin nedeni olabilecek ST segmenti
artisini ve atriyoventrikiiler (AV) blogu gostermektedir. Onemli olarak Ca2+ kanali bloklayicisi
nifedipin verilen SUR2-/- farelerde, hiperkontraktilite nedeninin hiperpolarize edici Karp
akiminin kaybolmasi nedeniyle ortaya cikan anormal sekilde yiiksek [Ca2*]; seviyelerinin
olduguna isaret edecek sekilde koroner arter vazospazmlarinda azalma gozlemlenmistir [8]. Bu
Katp yoksunu fare, bir insan hastaligi olan Prinzmetal Anjina’ nin (veya bir varyanti) 6zelliklerini
gostermektedir. Ancak c¢esitli calismalarda, insan koroner vazospazmlari ile veya
hipertansiyonu ile Kir6.1 veya SUR2 islev kayb1 mutasyonlari aasinda bir baglanti kurmakta, her
ne kadar baglanti analizi Kir6.1 ve SUR2’nin bulundugu lokusda baglantili genlerin

bulundugunu isaret etse de basarisiz olmustur [111-113].

Kir6.1 transkripleri kalpte, akcigerlerde, beyinde, pankreasta ve endotelyumda ve SUR2
transkripleri de iskelet ve kalp kaslarinda (SUR2A), beyinde (SUR2A) ve endotelyumda (SUR2B)
tespit edilmistir [64, 67, 114, 115]. Dolayisiyla, Kir6.1-/- ve SUR2-/- farelerinin (veya Cantu
Sendromu hastalarinin ) kardiyovaskiiler fenotiplerinin, diiz kas veya baska dokulardaki Karp
kaybini (veya kazancini) yansitan fenotiplerin mevcut olmasi miimkiindiir [116]. Bulgular ile
desteklenen kardiyovaskiiler hemeostazin saglanmasinda diiz olmayan kas Kare'lerinin oynadigi
rol endotelyal Karp'lerin (Kir6.1/SUR2B), transjenaz ile baskilanmak icin hedeflendigi ve bu
durum sonucunda artan koroner perfiizyon basincinin ve koroner kan akisinda azalmanin
gerceklestigi ile ilgili bulgular tespit edilmistir [115, 117, 118]. Buna benzer bir fenotip olan
Kir6.1-/- farelerinde de tespit edilmistir [7]. Ilging bir sekilde, vazokonstriiktér endotelin-1'in
salgilanmasi endotelyal Karr'lerin baskilanmasi ile potansiyel olarak vazokonstriiksiyonun
nedeni artan dolasimdaki endotelin-1 seviyesini isaret edecek sekilde artmaktadir [119]. Bu
calismalar endotelyal hiicreler ve bunlarin tlizerinde bulunan vaskiiler diiz kas hiicreleri
arasindaki, endotelyal Karp'nin endotelin-1 salinimini regiile ettigi bir Karp'ye bagh parakrin
sinyalizasyonunun varlik ihtimaline isaret etmektedir. Vaskiiler diiz kas, Karp akimlarini 6zgiin
olarak ifade edilerek transjenik olarak diizeltilmesi koroner arter vazospazmlarini,
antriyoventrikiiler (AV) kalp blogunu veya SUR2-/- farelerinde goriilen ani kardiyak oliimleri,
vaskiiler olmayan diiz kaslarin vaskiiler tonusu ayarlamada muhtemel bir rol oynadigini isaret

edecek sekilde diizeltmemektedir [120].
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2.2.5. Kalp-Damar Hastaliklar1 Karp Aktivitesinin Terapoétik Olarak Diizenlenme

Potansiyeli

Karp kanallarinin aktivitelerinin genel ve belki de dokuya o6zel bir sekilde
diizenlenmesinde, sadece kanal inhibitorlerini degil ayni1 zaman da kanal a¢icilarini da kapsayan

zengin bir farmakoloji mevcuttur. Bu kanal agicilar iki temel klinik amacla kullanilmaktadir:

1. Hiperinsiilinemi kosullarinda instilin salgilanmasini engellemek,

2. Antihipertansifler olarak.

Simdiye kadar, stilfoniliirelerin klinikte kullanimi tip 2 diyabetin tedavisi ile sinirli kalmistir ve
bunlarin olumsuz kardiyovaskiiler etkileri ile ilgili tartismalar mevcuttur. Siilfoniliirelerin
diyabet tedavisinde kullanilmasiyla olusan etki: Bu bilesikler artmis ekstraseliiler glukozun
pankreas 3 hiicresindeki etkisini taklit ederler. Membran depolarizasyonuna neden olurlar.

Aksiyon potansiyeli tetiklenir ve hiicreye Ca2* girisi ile instilin sekresyonuna neden olurlar [54].

Tablo 2.2.5.1.’de kullanilan aktivator ve blokorler gosterilmistir [54].

Tablo 2.2.5.1. Cesitli Karr Kanal Aktivator ve Blokérlerinin Kullanildiklan indikasyonlar

Terapétik indikasyonlar Bilesikler
Karp Kanal Aktivatérleri Hipertansiyon, iskemik Kalp Pinasidil, Diazoksit, Nikorandil
Hastaligi, Kalp Hastalig1

Astim Aprikalim, Bimekalim,
Kromakalim, Celikalim,
Emakalim, NIP 121, RO 316930,
RW]J 29009, SDZ PCO 400,
Rimakalim, Simakalim, YM-099,

YM-934
Myokard [skemisi BMS 180448, U 89232
Alopesi P1075, Minoksidil
Uriner Inkontinens ZM244085,7ZD6169,

WAY151616, ZD0947
Erektil Disfonksiyon PNU83757

Katp Kanal Blokorleri Ventrikiiler Aritmi, Kalp HM1098, HMR1883
Hastalify, Kardiyak Arrest

Tip II Diyabet Tolbutamid, Klorpropamid,
Glibenklamid, Glipizid,
Nategliniid, Repagliniid
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Minoksidil, sa¢ biiylimesini saglayan ve ticari olarak topikal uygulamali sa¢ biiylimesi
trlinlerinde kullanilan bildirilmis en aktif kanal agicidir [121, 122]. Cantu sendromunun
hipertrikoz, yliz dismorfolojisi ve perikardiyal efiizyon da dahil olmak iizere etkilerinin hepsi
degilse bile bir ¢cogu yiiksek doz minoksidil kullanimi ile ortaya ¢ikmaktadir [123]. Bu 6zellikler
baska kanal acicilar icinde bildirilmisti; diazoksit tedavisi sonucu perikardiyal efiizyon ile ilgili
raporda mevcuttur [124]. ilgi cekici bir sekilde, spesifik bir SUR2A aktivatorii olan nikorandil’ in
akut MI da kullanimi sonucunda tedavi uygulanmayan hastalara gore daha diisiik perikardiyal

eflizyonun olustugu gézlenmistir [125].

Her ne kadar, literatiirde kanal acicilar1 ve inhibitorlerinin spesifikligi ile ilgili bariz bir
dogma mevcut olsa da, dikkatle, klonlanmis SURlar iizerinde gerceklestirilen baglanma
analizlerinde, baglanmanin karmasikligi ve degisik SUR hedeflerine in vivo baglanmanin
etkinliginin 6ngorilebilirligini zorlastiran niikleotitlere bagimliligini ortaya koymaktadir. Farkli
kanal agicilarinin kan basinclarini diisiirme kabiliyetleri, bunlarin akut ve refrakter hipertansif
durumlarda kullanimina yol agacak kadar iyi bir sekilde tespit edilmistir. Yukarida da
bahsedildigi gibi, stlfoniliirelerin Karp kanallarini inhibe etmesiyle tip 2 diyabet tedavisinde
glukoz azaltici maddeler olarak kullanilmasidir Bu durumda genis bir terapdtik aralik
mevcuttur ve en yaygin olarak tespit edilen yan etki hipoglisemidir. Ancak kardiyovaskiiler
alanda Karp kanalini inhibe edici ilaglarin potansiyel yan etkilerinin klinik olarak kabul

edilmedigi ile ilgili uzun siiredir siiren tartismalar mevcuttur [126, 127].

2.3. Raynaud Fenomeni Olgularinda Calisilacak Olan Karp Proteini Kodlayan Genler ve

Varyasyonlari

2.3.1. KCNJ8 Geni ( Potasyum Kanali, Reaktifiye Edici, ] Altfamilya, 8. Uye)

Inagaki ve ark. 1995 yilinda ice doniik rektifiye edici potasyum kanali ailesinin bir liyesi
olan KCN]J8 geninin sitogenetik lokasyonunu in situ hibridizasyon yontemi ile12p12.1 olarak
belirlemislerdir. U¢ eksona sahip ve yaklasik 10kb uzunlugunda bir gene sahip olan bu genin
niikleotid veritabanlarinda (NCBI, GenomeReference Consortium Human Build 38, GRCh38)
genomik koordinatlar ise 21.764.954-21.775.592 olarak belirlenmistir. Inagaki ve ark. Kir 6.1
proteini geninin cDNA’sim1 fare pankreatik adacik hiicresinden izole ettiler. uKATP-1 olarak
adlandirilan; 424 amino asit igeren, 2 transmembran domaine sahip ve ROMK1, IRK1, GIRK1 ve
cKATP-1 de dahil olmak iizere diger ice doniik potasyum kanallariyla %43 ile %46 6zdeslige
sahip oldugunu belirlediler. Northern blot tekniginin kullanildig1 calismalarda bu genin

mRNA'sinin sigcanlarda ¢esitli dokularda genis oranda ifade edildigini gosterildi. Inagaki ve
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ark.,KCNJ8 olarak adlandirdiklari insan genini klonlamislardir. Tahmin edilen insan proteini
sicaninkine %98 6zdestir.

Hayvan Modeli: Miki ve ark., Kir6.1 geninden yoksun olan farelerin, elektrokardiyogramda
goruldigi gibi spontan ST elevasyonu ve bunun ardindan atriyoventrikiiler blok ile iliskili ani
O0lim oraninin yiiksek oldugunugdstermislerdir. Potasyum kanali acic1 pinasidil, Kir6.1-bos
farelerin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde potasyum kanallar1 indiiklenmedigi ve pinasidil i¢in
vazodilatasyon cevabi olusmadig1 gorildii. Bir vazokonstriktif ajan olan metilergometrin
verilmesi, Kir6.1-bos farelerde kardiyak oliim ile takiben ST yiikselmesine neden oldugu
belirlendi. Ancak vahsi tip farelerde bu durum ortaya ¢ikmadi, bu da koroner arterlerin
hiperkontraktitesi ile karakterize edilen ve insanlarda Prinzmetal (veya varyant) anjina
benzeyen bir fenotipe isaret etmektedir. Prinzmetal angina sadece dinlenme sirasinda ortaya
¢ikar ve atak esnasinda EKG'de ST segmentlerinin ytlikselmesi ile iliskilidir. Cogu durumda atak
kendiliginden kaybolmasa da koroner vazospazmin uzamasi miyokard enfarktiisii, siddetli AV
blogu, hayati tehdit eden ventrikiiler tasikardi ve ani 6liime yol agabilir. Atak sirasinda EKG'de
ylikselen ST segmentleri diagnostiktir, ciinkii ergot alkaloidler veya asetilkolin ile koroner
spazmin indiiksiyonu vardir. Vazospastik angina, Japonya'da Kafkasyalilara gore daha fazla
gorulir. Miki ve ark, Kir6.1 iceren potasyum kanalinin damar tonusunun diizenlenmesinde,
ozellikle koroner arterlerde kritik olduguna karar vermis ve bozulmasi durumunda Prinzmetal
angina'ya neden olabilecegini diistinmiislerdir. Ayrica, Kir6.1 genindeki genetik farkliliklarin
cesitli popiilasyonlarda Prinzmetal angina ile iligkili olup olmadigini 68renmenin 6nemli

olacagini 6nermislerdir [128, 129].

2.3.1.1. p.Ser422Leu Varyasyonu

424 amino asitten olusan proteinin 422. Pozisyonunda Serin (S) ile Losin’in (L)
yerdegistirmesi (S422L, p.Ser422Leu, SNP ID:rs72554071) polimorfik varyasyona neden
olmaktadir. Polar ve kii¢iik boyutlu olan S’'nin, hidrofobik ve orta boylu L'ye doniisimiidiir. J-
dalga sendromlarina yatkinlikla birlikte; mutant kanal, yabanila gore, glibenklamide duyarl

potasyum akimlarinda bir artis sergilemektedir.

ekstraselliiler pore (P-loop)
T™O ™1 ™2

intraselliiler S422L

c
Kir6.1

SUR2A

Sekil2.3.1.1.1. S422L varyasyonun Kare kanali tizerindeki yeri [130]
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2.3.2. ABCC9 Geni ( ATP Baglama Kasedi, C Altfamilya, 9. Uye)

Siilfoniliire reseptor-2 (SUR2)

Sitogenetik lokasyon: 12p12.1

Genomik Kordinasyon: (GRCh38): 12:21,797,388-21,941,868

Klonlama ve Ekspresyon: ATP'yve duyarli potasyum kanallari, sitoplazmik hiicre
ylzeyindeki ATP derisimi artmasiyla kanal agilmasinin dnlenmesi ile karakterizedir. Inagaki ve
ark., insiiline bagimli olmayan diabetes mellitus (NIDDM) tedavisinde oral hipoglisemik ajanlar
olarak yaygin olarak kullanilan maddelerin siilfoniltirelerin Kare kanallarinin aktivitesini inhibe
ettigini kaydetmislerdir. Yiiksek afiniteli siilfoniliire reseptorii olan SUR'a karsilik gelen bir
cDNA Aguilar-Bryan ve ark. tarafindan klonlanmistir. Inagaki ve ark., pankreatik beta hiicreli
Karp kanalinin en az 2 alt birim olan BIR ve SUR'dan olustugunu goéstermislerdir. Siilfoniliire
reseptorii-2 (SUR2) olarak adlandirilan bir SUR izoformu Inagaki ve ark. tarafindan sigan beyin
cDNA'sindan klonlanmistir. 5,300 kb cDNA dizisi, SUR ile %68 6zdesligi paylasan 1,545 amino
asitten olusan bir polipeptidi kodlamaktadir. Northern blot analizi, SUR2'nin doku dagiliminin

SUR'un doku dagilimindan farkli oldugunu gostermistir.

Sican SUR2'yi prob olarak kullanan Chutkow ve ark., bir iskelet kas1 cDNA dan SUR2'yi
klonlamistir. Northern blot analizi, yaklasik 9.4, 7.6 ve 5.6 kb'lik 3 SUR2 transkriptini tespit
etmislerdir. Kalp ve iskelet kasinda en uzun transkriptin en yiiksek seviyesiyle bulmuslardir.
Incelenen diger dokularda az veya yok denilecek miktarda SUR2 ifadesi tespit edilmistir.
Chutkow ve ark., hesaplanan molekiiler kiitleleri sirasiyla 170 ve 174 kD olan, 1,512 ve 1,547
amino asitten tlretilmis proteinleri kodlayan 2 alternatif olarak birlestirilmis fare SUR2
cDNA'larini klonlamistirlardir. Fare SUR2, 13 transmembran alana ve hiicre ici Walker A ve B
ATP'ye baglanma alanlarina sahiptir. insan SUR2 ekspresyonunun aksine, fare SUR2, 9.4 kb
transkript olarak her yerde ifade edildi. iskelet kas1 ve kalpte ve aorta ve mesane alt
seviyelerinde en yiiksek seviyede 8.6 kb'lik bir transkript tespit edildi.

Gen Yapisi:ABCC9 geni 146306 bg ve 38 eksondan olusmaktadir. (NCBI Referans Dizisi:
NG_012819.1)

Gen Fonksiyonu: Inagaki ve ark., sican SUR2 ve BIR'in COS-1 hiicrelerindeki ko-
ekspresyonunun, kardiyak ve iskelet kasinda tanimlanan Karp kanallarinin 6zelliklerini yeniden
olusturdugunu bulmuslardir. Ancak, SUR2/BIR kanali hem ATP hem de siilfoniliire
glibenklamide icin SUR/BIR kanalindan daha az duyarliydi. SUR2/BIR kanali kardiyak Karp
kanal agicilar1 olan kromakalim ve pinasidil tarafindan aktive edilirken, diazoksit tarafindan
aktive edilmedigi belirlendi. Calismalar sonucu, SUR2'nin stilfoniliire i¢in afinitesinin, SUR'un

500 kat daha diisiik oldugunu kaydetmislerdir [133, 134].
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2.3.2.1. p.V734IVaryasyonu

Protein sekansi lizerindeki amino asit degisikligi 734. noktadadir. Aminoasit degisimi,
734 konumundaki Valin (V) ile izolésin (I) yerdegistirmesidir (V7341, p.Val734lie SNP ID:
rs61688134).

NN
SUR?2 V73;1_I-Ig . |

NBD1 NBD2

Sekil2.3.2.1.1. SUR2'nin topoloji modeli. (NBD1 ve NBD2 sirasiyla yesil ve siyah olarak
gosterilir. NBD1 icindeki V7341 yildiz olarak temsil edilir.) [135].
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3.MATERYAL ve YONTEM

2.2. Calisma Grubu ve Ornek Alimi

Calismamiz Mersin Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 22/10/2015
tarihli 2015/324 sayili Kurul Karari ile onaylanmistir.

Calismamizin hasta grubunu Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp-Damar Cerrahisi
Anabilim Dali ve Mersin Devlet Hastanesi Kalp-Damar Cerrahisine bagsvurmus, rutin tetkikler
sonucunda Raynaud Fenomeni tanis1 almis 50 hasta birey olusturmaktadir. Kontrol grubunu ise,
Mersin Devlet Hastanesi Kalp-Damar Cerrahisine basvurmus ve tetkikler sonucunda Raynaud
Fenomeni tanisini almamis bireyler olusturmaktadir. Hasta grubu 21 erkek (%42) ve 29 (%58)
kadin bireyden olusmaktadir. Kontrol grubunun erkek ve kadin oranlar1 hasta grubu ile aynidir.
Hasta ve kontrol gruplarinin yas ortalamalari sirasiyla 25,7 ve 25,9 olarak hesaplanmistir.

Hasta ve kontrol grubunu olusturan bireylerden rutin analizler icin EDTA’l tiiplere
alinan kanlardan 2mL’si genetik analizlerin yapilacagi Mersin Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dali arastirma laboratuvarina soguk zincir kurallarina uyularak tasindi.
Kanlar bekletilmeden l6kositlerinden DNA izolasyonlar1 “High Pure PCR Template Preparation
Kit (Roche, Mannheim, Almanya, Catalog#11796828001)” kullamlarak gergeklestirildi. izole
edilen DNA’larin derisimleri Ileri Teknoloji Egitim, Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde
(MEITAM) bulunan nanodrop marka spektrofotometre kullanilarak belirlendi. DNA’lar daha
sonra kullanilacagi giine kadar +4°C’de saklandi Tim bu calismalar Mersin Universitesi

Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari’'nda gercgeklestirilmistir.

2.3. Kullanilan Arag ve Geregler

2.3.2.Kullanmilan Cihazlar
e  Buzdolabi (Regal, Tlrkiye)
e  Santrifiij (Eppendorf, Hamburg, Almanya)
e Vorteks (REAX, Almanya)
e Isitic1 (VWR, Pensilvanya, ABD)
e  Mikropipet seti (Gilson-Pipetman-P2-P10-P20-P100-P200-P1000, Middleton, ABD)
e Hassas Terazi (Mettler Toledo, Ohio, ABD)
e Thermal Cycler (SimpliAmp, Thermo Fischer Scientific,c Massachusetts, ABD
Catalog#A24811)
e Elektroforez Gii¢ Kaynagi (BIO-RAD, Kaliforniya, ABD)
e Elektroforez Tanki (BIO-RAD,Kaliforniya, ABD)
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2.3.3.

Mikrodalga Firin (Argelik, Tiirkiye)

Jel Goriintiileme Sistemi (DNR Bio-Imaging System, Jerusalem, Israil)
pH Metre (Mettler Toledo, Ohio, ABD)

Distile Su Cihaz1 (Millipore, Massachusetts, ABD)

Kullanilan Kimyasallar

High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche,Mannheim, Almanya,
Catalog#11796828001)

10X PCR Buffer((NH4)2S04) (Thermo Fisher Scientific, Van Allen Way, Carlsbad,
Catalog#EP0402)

25 mM MgCl; (Thermo Fisher Scientific, Van Allen Way, Carlsbad, Catalog#EP0402)
2 mM dNTPs (Thermo Fisher Scientific, Van Allen Way, Carlsbad, Catalog#R0191)
10 uM Primer (1, 2, 3, 4) (macrogen, Giiney Kore)

ddH,0 (Invitrogen, Kaliforniya, ABD, Catalog#10977-035, Lot#1838065)

Taq DNA Polimeraz (Thermo Fisher Scientific, Van Allen Way, Carlsbad,
Catalog#EP0402)

Agaroz (Sigma Aldrich, Missouri, ABD, Catalog#A9539, Lot#SLBR6299V)

10X TBE (Tris Borik asit EDTA) Elektroforez Tampon Cozeltisi(Thermo Fisher
Scientific, Van Allen Way, Carlsbad, Catalog#B52)

Tris-Baz (Sigma Aldrich, Missouri, ABD, CAS#77-86-1)

Borik Asit (CARLO ERBA, Barselona, Ispanya, CAS#10043-35-3)

Etilen Diamin Tetra Asetik Asit(EDTA)(Sigma Aldrich, Missouri, ABD, CAS#60-00-4)
Etidyum Bromiir (Thermo Fisher Scientificc Van Allen Way, Carlsbad,
Catalog#15585-011)

100 bp DNA Ladder (100 bp DNA Ladder, Includes Gel Loading Dye, Purple-Blue-
Orange (6X), NEW ENGLAND Biolabs Inc,Massachusetts, ABD Catalog# N3231S,
Lot#1091506)

6X Jel Yiikleme Boyas1 (100 bp DNA Ladder, Includes Gel Loading Dye, Purple-Blue-
Orange (6X), NEW ENGLAND Biolabs Inc,Massachusetts, ABD Catalog# N3231S,
Lot#1091506)
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3.3. Genotiplendirme

KCNJ8 ve ABCCY9 genlerinde yerlesik rs72554071 (NG_041794.1:2.14089C>T) ve
rs61688134(NG_012819.1:g.77219G>A) dbSNP veritabam1 kayit numaralarina sahip
varyasyonlarinin saptanmasi i¢in Tetra-Primer ARMS (T-ARMS)yontemi tercih edildi. Bu
metodolojide, konvansiyonel ARMS metodolojisinden farkli olarak tek bir PCR reaksiyonunda
yabanil, mutant ve kontrol amplikonlar1i amplifiye edilebilmektedir. Konvansiyonel ARMS
yonteminin 6nemli problemlerinden birisi olan bir 6rnek icin 2 farkl reaksiyon gerektirmesi bu
yontemle giderilmis olmaktadir. T-ARMS metodolojisinde alelleri belirleyebilmek i¢in dort farkh
primer kullanilmaktadir. Bu primerlerden “outer” olarak adlandirilan iki tanesi “Frwouter” ve
“Revouter” kontrol amplikonunu, “Frwouter” ve “Revinner” primerleri yabanil amplikonu,
“Revouter” ve “Frwinner” primerleri de mutant amplikonu amplifiye eder. Outer primerleri
polimorfik ntikleotidden farkli mesafelere (asimetrik) yerlestirerek mutant ve yabanil alelleri
temsil eden amplikonlar farkli uzunluklarda olacagindan agaroz jel elektroforezinde farkh

ebatlariyla ayirt edilebilirler [138].

3.3.1.Primerlerin Tasarimi

Calismada, her iki SNP’nin (rs72554071 ve rs61688134) alellerinin varliklarinin
belirlenmesinde kullanilacak T-ARMS metodolojisinin primerleri, ¢evrimici primer tasarim araci
olan PRIMER1 kullanilarak tasarlandilar [139]. Tasarlanan primerlerin PCR basarilari, kimyasal
ve kinetik 6zellikleri ve 6zgiinliiklerisirasiyla Vector NTI 11.0 paket programi, ¢evirimigi IDT ve
NCBI-BLAST araglari kullanilarak kontrol edildi [140-142].

KCN]J8 geni niikleotid dizisi, 16867 b¢ uzunlugunda dogrusal DNA olan NG_041794.1
numarasl ile kayitli NCBI Niikleotit veritabanindan elde edildi.

GenelD:3764

HGNC:HGNC:6269

MIM:600935

NG_041794.1:2.14089C>T FWD/bottom
SNP ID: rs72554071

Tablo 3.3.1.1.-3.3.1.4."de KCN]J8 geni icin tasarlanan kontol, yabanil ve mutant primerleri
ve primerlerin Vector NTI paket programi kullanilarak elde edilen fizikokimyasal 6zelliklerinin

birer listesi bulunmaktadir.
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Tablo 3.3.1.1. Kontrol Amplikonu

Sense Primer (KCNJ8 FWD Outer)

AAACTACTGGCATCACCACACAAG

Benzerlik (%) 100
Uzunluk 24
Tm (°C) 54,9
GC 45,8
dH (kcal/mol) -171,3
dS (cal/mol) -443,3
dG (kcal/mol) -37,4
Antisense Primer (KCNJ8 REV Outer) TTTTGTGCTCAAGGCCTGTTACTA
Benzerlik (%) 100
Uzunluk 24
Tm (°C) 55,0
GC 41,7
dH(kcal/mol) -181,2
dS (cal/mol) -471,4
dG (kcal/mol) -38,9
Tm Farki 0,1

GC Farki 4,2

Tablo 3.3.1.2. Yabanil Amplikonu

Sense Primer (KCNJ8 FWD Outer)

AAACTACTGGCATCACCACACAAG

Benzerlik (%) 100
Uzunluk 24
Tm (°C) 54,9
GC 45,8
dH (kcal/mol) -171,3
dS (cal/mol) -443,3
dG (kcal/mol) -37,4
Antisense Primer (KCNJ8 REV Inner) GGGTTATCTTGCTGTCATGATTACG
Benzerlik (%) 96
Uzunluk 25
Tm (°C) 55,8
GC 44,0
dH(kcal/mol) -185,2
dS (cal/mol) -481,6
dG (kcal/mol) -39,8
Tm Farki 1,0

GC Farki 1,8

Tablo 3.3.1.3. Mutant Amplikonu

Sense Primer (KCNJ8 FWD Inner)

TCCAGAAGGAAATCAAAACACCTT

Benzerlik (%) 91,7
Uzunluk 24
Tm (°C) 55,0
GC 37,5
dH (kcal/mol) -181,5
dS (cal/mol) -472,2
dG (kcal/mol) -38,9
Antisense Primer (KCNJ8 REV Outer) TTTTGTGCTCAAGGCCTGTTACTA
Benzerlik (%) 100
Uzunluk 24
Tm (°C) 55,0
GC 41,7
dH(kcal/mol) -181,2
dS (cal/mol) -471,4
dG (kcal/mol) -38,9
Tm Farki 0,0

GC Farki 4,2
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Tablo 3.3.1.4. KCNJ8, rs72554071Varyasyonu : T-ARMS PCR Primerleri

KCNJ8FWDOuter:5’-AAACTACTGGCATCACCACACAAG-3’ Kontrol amplikonu:692 bg
KCNJ8REVOuter :5’-TTTTGTGCTCAAGGCCTGTTACTA-3’

KCNJ8FWDInner :5’-TCCAGAAGGAAATCAAAACACCTT-3’(T Alel) T alel amplikonu:352bg
KCNJ8REVInner:5’-GGGTTATCTTGCTGTCATGATTACG-3’ (C Alel) C alel amplikonu:388bg

ABCC9geniniikleotid dizisi, 146306 b¢ uzunlugunda dogrusal DNA olan NG_012819
numarasl ile kayitli NCBI Niikleotit veritabanindanelde edildi.
GenelD:10060
HGNC:HGNC:60
MIM:601439
NG_012819.1:g.77219G>A FWD/Bottom
SNP ID:rs61688134

Tablo 3.3.1.5.-3.3.1.8."de ABCC9 geni i¢in tasarlanan kontol, yabanil ve mutant primerleri
ve primerlerin Vector NTI paket programi kullanilarak elde edilen fizikokimyasal 6zelliklerinin

birer listesi bulunmaktadir.

Tablo 3.3.1.5. Kontrol Amplikonu

Sense Primer (ABCC9 FWD Outer) AGCAATTATTTCCTAGCTGATGAA
Benzerlik (%) 100

Uzunluk 24

Tm (°C) 51,5

GC 33,3

dH (kcal/mol) -181,9

dS (cal/mol) -478,7

dG (kcal/mol) -37,4

Antisense Primer (ABCC9 REV Outer) GTTGGAAATATGCTAGCACACTTT
Benzerlik (%) 100

Uzunluk 24

Tm (°C) 51,6

GC 37,5

dH(kcal/mol) -179,6

dS (cal/mol) -471,8

dG (kcal/mol) -37,2

Tm Farki 0,2

GC Farki 4,2
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Tablo 3.3.1.6. Yabanil Amplikonu

Sense Primer (ABCC9 FWD Outer)

AGCAATTATTTCCTAGCTGATGAA

Benzerlik (%) 100
Uzunluk 24
Tm (°C) 51,5
GC 333
dH (kcal/mol) -181,9
dS (cal/mol) -478,7
dG (kcal/mol) -37,4
Antisense Primer (ABCC9 REV Inner) AAAGAAGGCTCAGATTCATTGAC
Benzerlik (%) 95,7
Uzunluk 23
Tm (°C) 51,2
GC 39,1
dH(kcal/mol) -167,9
dS (cal/mol) -438,6
dG (kcal/mol) -35,4
Tm Farki 0,2

GC Farki 58

Tablo 3.3.1.7. Mutant Amplikonu

Sense Primer (ABCC9 FWD Inner)

GAACATTGTTTGCTATACTTGCATTA

Benzerlik (%) 92,3
Uzunluk 26
Tm (°C) 52,0
GC 30,8
dH (kcal/mol) -190,3
dS (cal/mol) -502,1
dG (kcal/mol) -38,8
Antisense Primer (ABCC9 REV Outer) GTTGGAAATATGCTAGCACACTTT
Benzerlik (%) 100
Uzunluk 24
Tm (°C) 51,6
GC 37,5
dH(kcal/mol) -179,6
dS (cal/mol) -471,8
dG (kcal/mol) -37,2
Tm Farki 0,4

GC Farki 6,7

Tablo 3.3.1.8. ABCC9, rs61688134 Varyasyonu: T-ARMS PCR Primerleri

ABCCO9FWDOuter:5’-AGCAATTATTTCCTAGCTGATGAA-3’

Kontrol amplikonu:369 bg

ABCCO9REVOuter :5’-GTTGGAAATATGCTAGCACACTTT-3’
ABCC9FWDInner :5’-GAACATTGTTTGCTATACTTGCATTA-3’ (A Alel) A alel amplikonu:193 bg

ABCCI9REVInner :5’-AAAGAAGGCTCAGATTCATTGAC-3’ (G Alel)

G alel amplikonu:224 bg

3.4. Elektroforez i¢in Kullanilan Cézeltiler

10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) Cozeltisi

o Tris (MA:121,14 g/mol) 108 g
e Borik Asit (MA:61,8 g/mol) 55g
e EDTA (MA:292,24 g/mol) 585¢g

42



Tartilarak son hacim 1 L olacak sekilde saf suda ¢oziildiive pH 8,3’e ayarlandi.

Elektroforez Tampon Cozeltisi (1XTBE)
10X TBE stok cozeltisi distile suyla seyreltilerek 1XTBE tampon ¢ozeltisi hazirlandi.

Elektroforez tanki hazirlanan 1XTBE tampon ¢6zeltisikullanilarak dolduruldu.

%?2 (w/v) Agaroz Jel Cozeltisi
1XTBE Buffer 100mL
Agaroz 2g
Etidyum Bromiir 0,8pg/mL

3.5. Kullanilan Yontemler

3.5.1.DNA izolasyonu

Calismada genomik DNA’nin izolasyonu icin High Pure PCR Template Prepation Kit

(Roche, Mannheim, Almanya, Catalog#11-976-828-001) kullanildi. Uygulanan prosediir
asagidaki gibidir:

EDTA’l tiipe alinan kandan 200 pL alinarak 1,5 mL’lik ependorf tiipiine konuldu.
Uzerine 40 uL proteinaz K ve 200 pL binding buffer (6 M guanidin-HCI, 10mM iire, 10
mM Tris-HCI, %20 Triton-X-100 (v/v), pH 4.4 (+25°C)) eklendi ve karistirildi. 70°C’de
10 dakika inkiibe edildi.

100 pL izopropanol eklendi ve karistirildu.

Sonrasinda, karisim ependerf tiiplerinden filtre kolonlarina alindi ve 8,000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi.

Filtre kolonu iizerinde bulunan karisimin santrifiij sonrasinda koleksiyon tiipline
gecmesiyle yeni bir koleksiyon tiipiine gecildi.

500 pL inhibitor removal buffer (5 M guanidin-HCI, 20 mM Tris-HCI, pH 6.6 (+25°C), 20
mL etanol) eklendi ve 8,000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Koleksiyon tiipl tekrardan degistirildi ve 500 pL wash buffer (20 mM NaCl, 2mM Tris-
HCI, pH 7.5 (+25°C), 80 mL etanol) eklendi. 8,000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Koleksiyon tiipii degistirildi ve yeniden 500 puL wash buffer eklendi. 8,000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi.

Koleksiyon tiipii degistirildi ve 13,000 rpm’de 10 saniye santrifiij edildi.

1,5 ul’lik ependorf tiipiine filtreler takildi ve lizerine 200 pL elution buffer ( 10 mM Tris-
HCI, pH 8.5 (+25°C)) eklendi ve karistirildi. 8,000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
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o DNA izole edildi ve ¢alisilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
KCN]J8 ve ABCC9 genlerinin rs72554071 ve rs61688134 varyasyonlarini saptayabilmek
icin T-ARMS PCR yontemi kullanildi. Bu yontemde kullanilacak primerler yukarida anlatildig

gibi biyoinformatik araclar kullanilarak tasarlandi. Tasarlanan primerler:

e KCNJ8,rs72554071 Varyasyonu: T-ARMS PCR Primerleri

KCNJ8FWDOuter :5’-AAACTACTGGCATCACCACACAAG-3’

KCNJ8BREVOuter :5"-TTTTGTGCTCAAGGCCTGTTACTA-3’
KCNJ8FWDInner :5’-TCCAGAAGGAAATCAAAACACCTT-3 T Alel
KCNJ8REVInner :5’-GGGTTATCTTGCTGTCATGATTACG-3’ C Alel

e ABCC9, 1561688134 Varyasyonu: T-ARMS PCR Primerleri

ABCCO9FWDOuter :5’-AGCAATTATTTCCTAGCTGATGAA-3’

ABCCO9REVOuter :5’-GTTGGAAATATGCTAGCACACTTT-3’
ABCC9FWDInner :5’-GAACATTGTTTGCTATACTTGCATTA-3’ A Alel
ABCCY9REVInner :5’-AAAGAAGGCTCAGATTCATTGAC-3’ G Alel

T-ARMS metodolojisinde kullanilan PCRbilesenlerinin miktarlar1 Tablo 3.5.2.1'de

gosterilmistir:

Tablo 3.5.2.1. T-ARMS PCR Yonteminde Kullanilacak Bilesen Miktarlari

Reaktif Stok Derisimi Final Derisimi Hacim (pL)
Taq Polimeraz 5,0U/uL 1,250 0,25

DNA Ornekleri 100,0 ng/uL 200,0 ng 2,0
Mastermiks icindekileri

Reaktif Stok Derisimi Final Derisimi Hacim (pL)
PCR Buffer 10,0X 1,0X 2,5

Mg2+ Cozeltisi 25,0 mM 1,5 mM 1,5

dNTP 2,0 mM 0,2 mM 2,5

Primer 1 10,0 uM 0,3uM 0,8

Primer 2 10,0 uM 0,3uM 0,8

Primer 3 10,0 uM 0,3uM 0,8

Primer 4 10,0 uM 0,3uM 0,8

Toplam 9,7

ddH20 13,05
Mastermiks Toplam 22,75

Genel Toplam 25,0

Calisilacak 6rnek sayisi kullanilan miktarlarla ¢arpilarak mastermiksler hazirlandi. Her
bir reaksiyon 25 pL’lik hacimlerde gerceklestirildi. 200uL’lik PCR tiiplerine 2 pL. DNA 6nekleri

yiiklendi. Uzerlerine, 6nceden hazirlanan mastermiksle birlikte Taqg DNA Polimeraz karisimi
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(23 pL) eklenerek karistirildi ve cihaza yerlestirildi. Tablo 3.5.2.2. ve 3.5.2.3.de c¢alisilacak

genlerdeki varyasyonlar i¢cin PCR kosullar1 bulunmaktadir:

Tablo 3.5.2.2.rs72554071 icin PCR Kosullar:

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95 4 dk 1
Denatilirasyon 94 30 sn

Primer Baglanmasi (Annealing) 61 45sn 30
Zincir Uzamasi (Elongation) 72 45 sn

Final Uzamasi 72 8 dk 1
Muhafaza 4 o0

Tablo 3.5.2.3. rs61688134 icin PCR Kosullari

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denattlirasyonu 95 4 dk 1
Denatiirasyon 94 30 sn

Primer Baglanmasi (Annealing) 50 45sn 30
Zincir Uzamasi (Elongation) 72 45 sn

Final Uzamasi 72 8 dk 1
Muhafaza 4 00

3.5.3. Agaroz Jel Elektroforezi

KCNJ8 ve ABCC9 genlerindeki rs72554071 ve 1rs61688134 varyasyonlarinin
belirlenmesi amaciyla ¢ogaltilan T-ARMS amplikonlar1 agaroz jel elektroforezi kullanilarak
kontrol edildi. Hazirlanan jelde yiirtitillen amplikonlarin bg¢ uzunluklar1 DNA ladder (100 bp
DNA Ladder, Includes Gel Loading Dye, Purple-Blue-Orange (6X), NEW ENGLAND Biolabs Inc,
Massachusetts, ABD Catalog# N3231S, Lot#1091506)kullanilarak belirlendi ve sonuglar

yorumlandi.

3.5.3.1. Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve Orneklerin Yiiklenmesi

%?2’lik (w/v) agaroz jel hazirlamak amaciyla 2 g agaroz(Sigma Aldrich, Missouri, ABD,
Catalog#A9539, Lot#SLBR6299V) tartildi ve100 mL 1X TBE tamponu ile 250 mL’lik bir erlende
karistirildi. 5-10 dakika bekledikten sonra mikrodalga firinda homojen ve seffaf olacak sekilde 2
dakika 1sitilarak kaynatildi. Mikrodalga firindan alinan jel ¢esme suyualtinda yaklasik 50-
60°C’ye kadar sogutuldu. Soguyan jel iizerine 0,8 pg/mL etidyum bromiir (Ethidium Bromide
Solution, Thermo Fisher Scientific, Van Allen Way, Carlsbad, Catalog#15585-011) eklendi ve
hava kabarcigl olusmayacak sekilde hafifce karistirildi. Hazirlanan jel taraklarin yerlestirildigi
elektroforez kaseti icerisine yavasca dokiildii. Dokme islemi sirasinda jel icerisinde hava

kabarciklari olusmamasina dikkat edildi. Jelin polimerlesmesi icin yaklasik yarim saat beklendi.
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Jelin polimerlesmesi sonrasi, jel kaseti ile birlikte tank icerisine tamponun (1X TBE)
tamamen i¢inde kalacak sekilde yerlestirildi ve taraklar dikkatlice ¢ikarildi.

Yiiriitiilecek olan PCR triinlerinin tizerlerine 10 uL jel yiikleme boyas1 (100 bp DNA
Ladder, Includes Gel Loading Dye, Purple-Blue-Orange (6X), NEW ENGLAND Biolabs Inc,
Massachusetts, ABD Catalog# N3231S, Lot#1091506) eklendi ve mikropipet kullanilarak
karistirildi. Markerdan ise 1 pL alinarak tizerine 15 pL jel yiikleme boyasi eklendi ve karistirildi.
Marker ve tiim oOrnekler jel lizerinde bulunan kuyucuklara yiiklendi. PCR firiinleri, 10
volt/cmelektriksel potansiyel farki uygulanarak 45-50 dk yiritiildii. Elektroforez sonrasi, jel UV
transuliminatér (DNR Bio-Imaging System, Jerusalem, israil) kullanilarak goriintiilendi ve

sonuglar yorumlandi.
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4. BULGULAR

Calismamiza, kontrol grubunu olusturan 50 sagliklibirey, hasta grubunu olusturan
Raynaud Fenomeni tanisini almis 50 birey dahil edilmistir. Tablo 4.1.’de yas ortalamalar1 ve

kadin-erkek yiizdelerini gosteren demografik veriler bulunmaktadir:

Tablo 4.1. Calismaya Katilan Bireylerin Demografik Verileri

Hasta Grubu Kontrol Grubu
Yas 25,7 25,9
Kadin (%) 58 58
Erkek (%) 42 42

50 kontrol ile 50 hasta bireyde KCNJ8 ve ABCC9 geninde rs72554071 ve rs61688134
varyasyonlar1 arastirildi. Asagidaki sekillerde elektroforez sonrasi jel UV transuliminatér (DNR
Bio-Imaging System, Jerusalem, israil) kullanilarak gériintiilendi ve sonuglar yorumland.

Kullanilan T-ARMS metodolojisine gore kontrol ve hasta grubunu olusturan bireylerde
yabanil olan C aleli homozigot olarak (CC) tasidigi belirlendi. KCNJ8 geninde rs72554071
varyasyonunun analiz edildigi agaroz jel goriintiisinde 692 b¢ uzunlugundaki bant PCR
basarisin1 garanti eden kontrol amplikonunu, 388 b¢ uzunlugundaki bant ise yabanil

amplikonunu temsil etmektedir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. rs72554071 varyasyonunun alellerinin belirlenmesi i¢in ¢ogaltilan PCR iirtinlerinin
agaroz jel elektroforezindeki goriintiisii
(M: Marker; 1, 2, 3, 4, 5, 6: Olgular)
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Kullanilan T-ARMS metodolojisine gore kontrol ve hasta grubunu olusturan bireylerde
yabanil olan G aleli homozigot olarak (GG) tasidig1 belirlendi. ABCC9 geninde rs61688134
varyasyonunun analiz edildigi agaroz jel goriintiistinde 369 bg¢ uzunlugundaki bant PCR
basarisini garanti eden kontrol amplikonunu, 224 b¢ uzunlugundaki bant ise yabanil

amplikonunu temsil etmektedir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. rs61688134 varyasyonunun alellerinin belirlenmesi icin ¢ogaltilan PCR iiriinlerinin
agaroz jel elektroforezindeki goriintiisii
(M: Marker; 1, 2, 3, 4, 5, 6: Olgular)
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5.TARTISMA ve SONUC

Kare kanallari ilk olarak 30 yil dnce kalpte, kardiyak miyositlerinde bulunmustur. Yapilan
calismalarda vaskiiler diiz kas hiicreleri dahil bir¢ok hiicre tipinde bu kanallarin varligina

rastlanmistir [62].

Her 4 Karpr kanal geni i¢in susturulmus fare modelleri gelistirilmistir. Kir6.2 susturulmus
fare modellerinde insiiline bagh glukoz salgilanmasinin yok oldugu go6zlemlenmistir ve bu
modelleme insanlardaki hiperinsiilinemiyi ifade etmektedir [110]. SUR1 susturulmus fare
modeli temel olarak neredeyse Kir6.2-/- ile aymi o6zellikleri gostermektedir. Kir6.1/SUR2
susturulmus fare modelleri ise vaskiiler islevler konusunda dikkat ¢ekmektedir. Bu genlerin
susturuldugu fare modelleri bu alt birimlerin 6zellikle koroner sirkiilasyonda olmak {izere
kardiyovaskiiler sistemde oynadig1 kritik rollere dikkat ¢cekmektedir [7, 8].0Olusturulan fare
modellerinin incelenip, vaskiiler islevler konusunda Kir6.1/SUR2 proteinlerinin éne ¢ikmasi, bu
calismada bu proteinlerden kodlanan KCNJ8/ABCC9 genlerindeki S422L/V7341

varyasyonlarinin ¢alisilmasina karar verilmesini saglamistir.

Ermis ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, Erken Repolarizasyon Sendromu (ERS) tanisi
almis kisilerde KCNJ8 geni S422L varyasyonunun varligi arastirilmistir. Erken repolarizasyon ve
kontrol grubu olarak 2 grup calisiimistir. Erken repolarizasyon tanisi almis olan grupta;78
erkek, 22 kadin bulunmakla birlikte ¢alisilan yas aralig1 33,1+9,7’dir. Kontrol grubunda ise;70
erkek, 30 kadin bulunmaktadir. Yas araligi ise, 35,849,9°dur. Her iki grupta da bakilan
varyasyonun hasta grubunda hi¢ olmamasi kontrol grubunda bulunan bir 6rnekte bulunmasi
istatistiksel olarak ERS ile KCNJ8 geni S422L varyasyonuyla anlamli bir iliski bulunamamistir
[143].

Fedele ve ark, Iskemik kalp hastalifi ve koroner mikrovaskiiler disfonksiyonun
patolojisinde iyon kanallarindaki genetik polimorfizmlerin roliinii incelemislerdir. Calismada;
koroner arter hastaligi bulunan 155 kisi 1. grubu, endotelyuma bagh ve/veya bagh olmayan
mikrovaskiiler disfonksiyon bulunan 46 kisi 2. grubu ve normal koroner arterlere sahip 41 kisi
3. grubu olusturmaktadir. Karp kanal protein genlerinden KCNJ8/KCNJ11 gen varyasyonlari
calisiimistir. KCNJ8 genindeki S422L varyasyonu ile ¢alisilan 3 grup arasinda anlaml bir iliski

bulunamamistir [144].

Veeramah ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada ise, KCN]8 genindeki S422L varyasyonu
Eskenazi Yahudilerinde yiliksek frekansta goriilen ] Dalga Sendromu ile iliskisi olup
olmadigiarastirilmistir. Bu ¢alismada; Avrupa, Ortadogu, Eskenazi Yahudi ve Eskenazi Yahudi
olmayan popiilasyondan 722 kiside S422L varyantin1 genotiplendirmislerdir. Sonucunda ise,

S422L varyasyonu Eskenazi Yahudileri hari¢ ¢alisilan tiim popililasyonda hemen hemen hig
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olmadigy, Eskenazi Yahudisi olan 291 bireyden 23’liniin(%7,9) heterozigot oldugu ve genel alel
sikliginin %4 oldugu belirlenmistir. Bu sonucun tek istisnas1 Eskenazi olmayan Yahudiler'in
bulundugu 48 Romali arasindan 3 tanesinde S422L alelinin heterozigot varligidir. Bununla
birlikte, Eskenazi Yahudilerindeki alel frekansi diger Yahudi olmayan popiilasyondan ve daha
once kontrol edilenlerden anlamli derecede yiiksek cikmistir, degisiklik heterozigot olarak

kaydedilmistir [145].

Minoretti ve ark., ABCC9 geninde kodlanan V7341 varyasyonunMiyokardiyal enfarktiis
(MI) ile iliskili olup olmadigini incelemislerdir. Calismaya 60 yas oncesi 584 hasta ve 873
kontrol grubu dahil edilmistir. Genetik ¢alismalar sonucunda, ABCC9 geninde 7341 alelinin
popiilasyondaki erken dereceli MI' a duyarlihigi etkileyebilecegine dair ilk 6énemli kaniti

saglamislardir [146].

Smith ve ark. tarafindan yapilan calismada ise, 60 yasindan 6nce 6.4 kat daha yliksek Akut
Miyokardiyal Enfarktiis (AMI) riski olusturdugu tahmin edilen, ABCC9 geninin 17. ekzonunda
bulunan V7341 varyasyonunun patofizyolojik mekanizmasini incelemislerdir. ABCC9'daki 7341
aleli, vaskiiler yanitin bozulmasi ile AMI'ya duyarlilig1 etkileyebilecegini ve AMI ile ilgili bir iyon

kanali geninde bulunan bu alelin ilk insan mutasyonu oldugunu belirlemislerdir [147].

Yukarida anlatilan calismalarda oldugu gibi bu ¢alismada da S422L varyasyonuyla
Raynaud Fenomeni arasinda anlamh bir iliski bulunamamistir. Veeraman ve ark. yaptigi
calismada Tiirkiye'nin icinde bulundugu Ortadogu ve Eskenazi Yahudisi olmayan toplumlarda
S422L varyasyonuyla ile ] Dalga Sendromu arasinda yine anlamh bir iliski bulunamamistir.
Calisilan diger varyant olan V734I, Raynaud Fenomeni ile iliskili bulunamamistir. V7341
varyasyonunun gelecekte yapilacak olan ¢alismalarla hayati tehdit eden kardiyak hastaliklari ile

iliskili Karpkanallarindaki genetik defektlerin 6nemli kanitlar1 arasinda olacag belirlenmistir.

Raynaud Fenomeni, soguk ve strese bagh olarak olusan epizodik vazospazm ve buna
bagh olarak gelisen el veya ayak parmaklarinda siyanoz ve solukluk ile karakterize bir
hastaliktir [1]. Gliglii vazospastik etkisi damar hastalifi olarak tanimlanmasini saglar.
Kardiyovaskiiler sistem ve kalp tutulumu, migren, H sendromu, herediter vaskiiler retinopati ve
skleroderma gibi bircok hastalik ¢ogunlukla bu fenomenle birlikte calisilmis veya Raynaud
Fenomeninde farkl genler {izerine polimorfizm ¢alismalar1 yapilmistir.

Shemirani ve ark., yapmis oldugu ¢alismada primer formda bulunan Raynaud Fenomeni
olan hastalarda, anormal mikrovaskiiler tromboza yatkin hale getirebilecek pihtilasma
faktorleri icin genetik olarak riskli olup olmadigini calismislardir. Macar kékenli 200 kontrol ve
200 hasta bireyle ¢calismislardir. Hasta grubunun 158’si kadin 42’si erkektir. Yas ortalamalari
ise, 42,47+13,7'dir. Faktor V G1691A (FVLeiden), protrombin G20210A, metilentetrahidrofolat
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rediiktaz (MTHFR) C677T varyasyonlari arastirilmistir. Calismaninsonucunda, FVLeiden,
protrombin G20210A varyasyonlarinin primer formdaki Raynaud Fenomeni etiyolojisi tizerinde
belirli bir etkisi olmadig1 ortaya cikmistir. Hastalarda homozigot olan MTHFR genindeki C677T

varyasyon frekansinin kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik ¢cikmistir [147].

Takats ve ark. tarafindan yapilan calismada ise, primer formda bulunan Raynaud
Fenomeni ve migren hastalarinda kalitsal protrombotik risk faktorlerinin prevalansini ve olasi
iliskisi incelenmistir. Migren ve Primer Raynaud Fenomeni olan 142 hasta (101 kadin, 41 erkek)
ve sadece PrimerRaynaud Fenomeni olan 58 hasta (57 kadin, 1 erkek) calismaya dahil
edilmistir. FVLeiden, protombin G20210A, MTHFR C677T VE FXIII-A V34L varyasyonlarin
saptayabilmek icin Real-time PCR kullanmislardir. Calismanin sonucu olarak, Primer Raynaud
Fenomeni ve migren olan hastalarda MTHFR genindeki C677T’'nin anlaml derecede ytiksek alel
frekansi gosterebilecegi belirlenmistir. Primer Raynaud Fenomeni’de migren olusumu {lizerinde
FVLeiden, G20210A, V34L varyasyonlarinin belirgin bir etkiye sahip olmadigi belirlenmistir
[148].

Gaudy-Marqueste ve ark., Raynaud sendromlu 76 yasindaki bir Kafkas kadinda Lamin B
Reseptor (LBR) geninin 9. ekzonunda heterozigot bir varyasyon tespit ettiler. Hastanin
lenfoblastoid hiicrelerindeki ¢alismalar anormallik gostermedigi, ancak hasta fibroblastlarinda,
LBR'nin azaldig1 ve lamin proteinlerin seviyesinin azaldig1 ve ayrica benekli kromatin ile
dismorfik cekirdekler oldugunu gostermislerdir. Bu bulgular sonucunda, Arg372Cys (R372C)
varyasyonunun, muhtemelen mutant proteininin azalmis stabilizasyonundan ve artmis
proteazom aracili bozunumdan kaynaklanan, LBR etkilesen proteinlere dominant-negatif bir

etki yaptigini géstermislerdir [150].

Fujita ve ark., akraba evliligi ebeveynleri olan 48 yasinda H Sendromu olan erkek
hastada SLC29A3 geninde yeni bir mutasyonun varligini kanitlamislardir. Bu hastanin ayrica
masif cilt tutulumu, retroperitaneal fibroz ve Raynaud Fenomeni bulundugu da rapor edilmistir.
Uzun bir takip siiresinden sonra hastanin genomik DNA’s1 elde edilmistir ve 5. ekson da, c.
625G>A glisinin arjinine doniistigli homozigot mutasyon saplanmistir. 50 saglikli birey de bu

mutasyon saptanamamistir [151].

Raynaud Fenomeni ile iliskili olarak KCN]J8/ABCC9 genlerinde rastlanan mutasyonlarin
arastirildigi bir calismaya rastlanmamistir. Diinya genelinde ve lilkemizde yapilan calismalarla
Raynaud Fenomenine rastlanma sikhigi kadinlarda %6-20, erkeklerde ise %3-12,5 olarak
saptanmistir [17]. Bu oldukca yiiksek bir sikliktir. Raynaud Fenomeninin hem bu yiiksek
rastlanma siklig1 hem de bir¢cok hastalikla birlikte goriilme 6zelligi onu klinik olarak 6énemli bir

yere koymaktadir [16].
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Calismamizda, Mersin ilinde Devlet Hastanesinde Raynaud Fenomeni tanisi almis
olgularda ve kontrol grubunda daha 6nce arastirilmamis olan iki mutasyon arastirilmistir.
Yiiriitilen genetik analizler sonucunda calisilan iki gendeki iki mutasyona hig¢bir olguda
rastlanmamistir. Calisilan 6rnek sayisi bu mutasyonlar ile Raynaud Fenomeni arasinda bir iliski
yoktur diyebilmek icin yetersizdir. Bu nedenle, daha yiiksek olgu sayisinin ve daha fazla
mutasyonun kapsandigi ¢alismalarin Karp kanallari ile Raynaud Fenomeni arasinda bir iliski
olup olmadigin1 gosterebilmesine ve Raynaud Fenomenini genetik etmenleri acisindan

aydinlatilmasina katkida bulunacagina inanmaktayiz.

52



KAYNAKLAR

[1]. Bakst, R, Merola, J. F,, Franks, A. G. Jr, and Sanchez, M. Raynaud's Phenomenon: Pathogenesis and
Management. ] Am Acad Dermatol, 2008;59(4):633-53.

[2]. Canbaz, S., Ege, T., Halicy, U., ve Duran, E. Raynaud Fenomeni. T. Klin. J. Cardiovaskuler Surgery,2004;
5:49-58.

[3]. Carpentier, P. H., Satger, B., Poensin, D., and Maricq, H. R. Incidence and Natural History of Raynaud’s
Phenomenon: A Longterm follow-up (14 years) of a Random Sample from the General Population. J Vasc
Surg, 2006;44(5):1023-8.

[4]. Cansu, U.D., ve Korkmaz, C. Raynaud Fenomenli Hastalara Yaklasim. Tiirkiye Klinikleri ]. Immunol
Rheumatol-Special Topics,2009;2(3):15-17.

[5]. Kadan, M., Karabacak, K., ve Kaya, E. Vazospastik Damar Hastaliklari. Damar Cer. Der.,2013;
22(2):225-237.

[6]. Herrick, L. A. Pathogenesis of Raynaud’s Phenomenon. Rheumatology, 2005;44:587-596.

[7]. Miki, T., Suzuki, M., Shibasaki, T., Uemura, H., Sato, T., Yamaguchi, K., Koseki, H., Iwanaga, T., Nakaya,
H. and Seino, S. Mouse Model of Prinzmetal Angina by Disruption of the Inward Rectifier Kir6.1. Nat Med.,
2002; 8:466-472.

[8]. Chutkow, W.A,, Pu, ]., Wheeler, M.T., Wada, T., Makielski, ].C., Burant, C.F., and McNally, EM. Episodic
Coronary Artery Vasospasm and Hypertension Develop in the Absence of SUR2 K(ATP) Channels. Journal
of Clinical Investigation, 2002; 110:203-208.

[9]. Moneta, G. L, and Landry, G. J. Vasospastic Disease of the Upper Extremity: Primary Raynaud’ s
Syndrome. In: Ascher E, ed. Haimovici’s Vascular Surgery. 6t ed. Oxford:Wiley-Blackwell;2012. p. 949-61.

[10]. Lewis, T. Experiments Relating to the Peripheral Mechanism Involved in Spasmodic Arrest of the
Circulation in the Fingers, a Variety of Raynaud’s Disease. Heart, 1929;15:7-101.

[11]. Allen, E. V,, and Brown, G. E. Raynaud’s Disease: A Critical Rewiev of Minimal Requisites for
Diagnosis. Am | Med Sci, 1932;183:187-200.

[12]. LeRoy, E. C, and Medsger, T. A. Jr. Raynaud’s Phenomenon: A Proposal for Classification. Clin Exp
Rheumatol, 1992;10:485-8.

[13]. O'connor, C. M. Raynaud's Phenomenon. J Vasc Nurs, 2001;19 (3): 87-92.
[14]. Block, J. A, and Sequeira, W. Raynaud’s Phenomenon. Lancet, 2001;357:2042-8.
[15]. Wigley, F. M. Raynaud’s Phenomenon. N Engl ] Med, 2002;347:1001-8.

[16]. Tse, S., Lubelsky, S. Gordon, M., and et al. The Arthritis of Inflammatory Childhood Myositis
Syndromes. ] Rheumatol, 2001;28:192-7.

[17]. Fraenkel, L. Raynaud’s Phenomenon: Epidemiology and Risk Factors. Curr Rheumatol Rep.,
2002;4:123-8.

[18]. Suter, L. G., Murabito, J. M., Felson, D. T., and Fraenkel, L. The Incidence and Natural History of
Raynaud’s Phenomenon in the Community. Arthritis Rheum, 2005;52:1259-63.

53



[19]. Maricq, H. R, Carpentier, P.H., and Weinrich, M. C. Geographic Variation in the Prevalence of
Raynaud’s Phenomenon: A 5 Region Comparison. ] Rheumatol, 1997;24:879-89.

[20]. LeRoy, E. C.,, and Medsger, T. A. Jr. Raynaud’s Phenomenon: A Proposal for Classification. Clin Exp
Rheumatol, 1992;10(5):485-8.

[21]. Gayraud, M. Raynaud’s Phenomenon. joint Bone Spine, 2007;74:e1-e8.

[22]. Planchon, B., Pistorius, M. A, Beurrier, P., and deFaucal, P. Primary’s Raynaud’s phenomenon. Age of
Onset and Pathogenesis in a Prospective Study of 424 Patients. Angiology, 1994;45:677-86.

[23]. Landry, G. ], Edwards, ]. M., McLaafferty, R. B., Taylor, LM. Jr., and Porter, J. M. Long-term Outcome of
Raynaud’s Syndrome in a Prospectively Analyzed Patient Cohort. J. Vasc. Surg., 1996;23:76-86.

[24]. Ziegler, S. Zoch, C., Gschwandtner, M. Eckhardt, G, Windberger, U, and Minar, E. et
al.Thermoregulation and Rheologic Properties of Blood in Primary Raynaud’s Phenomenon and
Vibration-Induced White-Finger Sydrome. Int Arch Occup Environ Health,2005; 78(3):218-22.

[25]. Bunker, C. B, Reavley, C., O'Haughnessy, D. J,and Dowd, P. M. Calcitonin Gene-Related Peptide in
Treatment of Severe Peripheral Vascular insufficiency in Raynaud’s Phenomenon. Lancet, 1993;342:80-3.

[26]. Chotani, M.A,, Flavahan, S., Mitra, S., Daunt, D., and Flavahan, N. A. Silent Alpha (2C)-Adrenergic
Receptors Enable Cold-Induced Vasoconstriction in Cutaneous Arteries. Am J Physiol Heart Circ Physiol,
2000;278:1075-83.

[27]. Cherkas, L. F., Williams, F. M., Carter, L., Howell, K., Black, C. M, and Spector, T. D. Heritability of
Raynaud's Phenomenon and Vascular Responsiveness to Cold: A Study of Adult Female twins. Arthritis
Rheum, 2007;57(3):524-8.

[28]. Eid, A. H,, Maiti, K., Mitra, S., Chotani, M. A, Flavahan, S., Bailey, S. R,, and et al. Estrogen Increases
Smooth Muscle Cell Expression of Alpha2c-Adrenoreceptors and Cold induced Constriction of Cutaneous
Arteries. Am ] Physiol Heart Circ Physiol, 2007;293(3):H1955-61.

[29]. Cooke, ]. P., Creager, S. ]., Scales, K. M., Ren, C., Tsapatsaris, N. P, Beetham, W. P. Jr., and et al. Role of
Digital Artery Adrenoreceptors in Raynaud’ s Disease. Vasc Med., 1997;2(1):1-7.

[30]. Erdogan, T. (2013). Raynaud Fenomeni Olan Kisilerde Allerjik Hastalarin Sikligr.Yayinlanmamis Yan
Dal Uzmanlik Tezi, Hacettepe Universitesi, Ankara.

[31]. Kadan, M., Dogancy, S., Kaya, E., Erol, G., ve Demirkili¢, U. [Reflex Sympathetic Distrophy Syndrome
Developped on Vasospastic Disorders: Case Report and Differential Diagnosis]. Damar Cer Derg.,
2012;21(2):153-7.

[32]. Chikura, B., Moore, T. L., Manning, J. B., Vail, A,, and Herrick, A.L. Sparing of the Thumb in Raynaud's
Phenomenon. Rheumatology (Oxford), 2008;47(2):219-21.

[33]. Greenfield, L. ], Rajagopalan, S., and Olin, ]. W. Upper Extremity Arterial Disease. Cardiol Clin,,
2002;20(4):623-31.

[34]. Yetkin, U., ve Giirbliz, A. Raynaud Fenomenine Giincel Yaklasim. Tiirk Gdgiis Kalp Damar Cer.
Derg.,2002;10:56-59.

[35]. Kurklinsky, A. K., Miller, V. M., and Rooke, T. W. Acrocyanosis: The Flying Dutchman. Vasc Med, 2011;
16(4):288-301.

54



[36]. Haunson, G. T., Judy, D. W., Prall, N. C.,, and Miller, R. A. Livedoid Vasculopathy: Review of
Pathogenesis, Clinical Presentation, Diagnostic Workup, and Treatment. Cutis, 2012;90(6):302-6.

[37]. Belch, ]. ], and Ho, M. Pharmacotherapy of Raynaud’s Phenomenon. Drugs, 1996;52:682-95.

[38]. Teh, L. S, Manning, ]J., Moore, T., Tully, M.P., O'Reilly, D., and Jayson, M. I. V. Sustained-Release
Transdermal Glyceryl Trinitrate Patches as Treatment for Primary and Secondary Raynaud’s
Phenomenon. Br ] Rheumatol, 1995;34:636-41.

[39]. Pope, ], Fenlon, D., Thompson, A., Shea, B., Furst, D., Wells, G., and Silmon, A. Prazosin for Raynaud’s
Phenomenon in Progressive Systemic Sclerosis. Cochrane Database Syst. Rev.,2000; (2):CD000956.

[40]. Dziadzio, M., Denton, C. P., Smith, R., Howell, K., Blann, A., Bowers, E., and et al. Losartan Therapy for
Raynaud’s Phenomenon and Scleroderma: Clinical and Biochemical Findings in a Fifteen Week,
Randomized, Parallel Group, Controlled Trial. Arthritis Rheum, 1999;42(12):2646-55.

[41]. Stratton, R., Shiwen, X., Martini, G., Holmes, A. Leask, A. Haberberger, T., and et al. lloprost
Suppresses Connective Tissue Growth Factor Production in Fibroblasts and in the Skin of Scleroderma
Patients. J Clin Invest, 2001; 108(2): 241-50.

[42]. Scorza, R., Caronni, M., Mascagni, B., Berruti, V., Bazzi, S., Micallef, E., and et al. Effects of Long-term
Cyclic floprost the Rapy in Systemic Sclerosis with Raynaud’s Phenomenon: A Randomized, Controlled
Study. Clin Exp Rheumatol, 2001; 19(5):503-8.

[43]. Coleiro, B.,, Marshall, S. E., Denton, C.P., Howell, K., Blann, A., Welsh, K. I, and et al. Treatment of
Raynaud’s Phenomenon with the Selective Serotonin Reuptake Inhibitor Fluoxetine. Rheumatology
(Oxford), 2001;40(9):1038-43.

[44]. Pope, ]., Fenlon, D., Thompson, A., Shea, B., Furst, D., Wells, G., and et al. Ketanserin for Raynaud'’s
Phenomenon in Progressive Systemic Sclerosis. Cochrane Database Syst Rev., 2000;(2): CD000954.

[45]. Fries, R, Shariat, K., von Wilmowsky, H., and Bohm, M. Sildenafil in the Treatment of Raynaud’s
Phenomenon Resistant to Vasodilatory Therapy. Circulation, 2005;112(19):2980-5.

[46]. Cukierman, T. Elinav, E.,, Korem, M., and Chajek-Shaul, T. Low Dose Warfarin Treatment for
Calcinosis in Patients with Systemic Sclerosis. Ann Rheum Dis., 2004;63(10):1341-3.

[47]. Karabacak, K., Geng, G., Kaya, E., Kadan, M., and Doganci, S. [Retrospective Evaluation of Clinical
Experiences with Raynaud’ s Phenomenon in Young Age Group]. Damar Cer Derg, 2012;21(2):110-4.

[48]. Rivers, S. P, and Porter, ]. M. Raynaud’s Syndrome, Upper Extremity Vasospastic Disorders, and Small
Artery Occlusive Disease. In: Wilson SE, Veith F], Hobson Il RW, editors. Vascular Surgery: principles and
practise. New York: McGraw-Hill Book Company; 1987: 696-708.

[49]. Ertiirk, M, Ozisik, K, Peker, R. 0., Emir, M., and Kerimoglu, B. Raynaud Hastaliginda ve
Hiperhidrozisde Cerrahi Yaklasim. Tiirkiye Klinikleri Kalp-Damar Cerrahisi Dergisi, 2001 ; 2 (3): 145-8.

[50]. Urschel, H. C., and Patel, A. Thoracic Outlet Syndromes. Curr Treat Options Cardiovasc Med, 2003; 5
(2): 163-8.

[51]. Welch, E.,, and Geary, ]J. Current Status of Thoracic Dorsal Sympathectomy. J Vasc Surg, 1984; 1 (1):
202-14.

[52]. Porter, ]. M., and Edwards, ]. M. Occlusive and Vasospastic Diseases Involving Distal Upper Extremity
Arteries- Raynaud’s Syndrome. In: Rutherford RB, editor. Vascular Surgery. Philadelphia: W.B.Saunders
Company; 2000: 1170-83.

55



[53]. Flat, A. E. Digital Artery Symphatectomy. ] Hand Surg, 1980; 5: 550-6.

[54]. Quayle, M.J., Nelson, M.T., and Standen, N.B. ATP-Sensitive and Inwardly Rectifying Potassium
Channels in Smooth Muscle. Physiological Reviews, 77, 4, (1997), 1165-1232.

[55]. Ferrer, M., Marin, |, Encabo, A., Alonso, M.J., and Balfagon, G. Role of K* Channels and Sodium Pump
in the Vasodilation Induced by Acetylcholine, Nitric Oxide, and Cyclic GMP in the Rabbit Aorta. Gen.
Pharm.,1999; 33:35-41.

[56]. Meech RW, and Standen NB. Potassium Activation in Helix Aspersa Neurones Under Voltage Clamp:
A Component Mediated by Calcium Influx. J. Physiol. (Lond.), 1975; 249: 211-259.

[57].Jackson, W. F. Ion Channels and Vascular Tone. Hypertension, 35[part 2], (2000), 173-178.

[58]. Kaczorowski, G.J., and Garcia, M.L. Pharmacology of Voltage-Gated and Calcium-Activated Potassium
Channels. Current Opinion in Chemical Biology, 1999; 3:448-458.

[59]. Akay, A., Turanhgil, C. N., ve Uyanikgil, Y. Iyon Kanallar1 ve Epilepsi Patogenezindeki Rolleri. Ege
Universitesi, Arsiv,2010; 19:72.

[60]. Jan, LY., and Jan, Y.N. Voltage-Gated and Inwardly Rectifying Potassium Channels. journal of
Physiology, 1997; 505, 2,267-282.

[61]. Quayle, M.]., Nelson, M.T., and Standen, N.B. ATP-Sensitive and Inwardly Rectifying Potassium
Channels in Smooth Muscle. Physiological Reviews, 1997;77,4,1165-1232.

[62]. Noma, A. ATP-Regulated K* Channels in Cardiac Muscle. Nature. 1983; 305:147-148.

[63]. Yokoshiki, H., Sunagawa, M., Seki, T., and Sperelakis, N.ATP-sensitive K* Channels in Pancreatic,
Cardiac, and Vascular Smooth Muscle Cells. Am. J. Physiol. (Cell Physiol), 1998;274, 43,C25-C37.

[64]. Inagaki, N., Gonoi, T., Clement, . P, Wang, C. Z., Aguilar-Bryan, L., Bryan, J,, and Seino, S. A Family of
Sulfonylurea Receptors Determines the Pharmacological Properties of ATP-Sensitive K* channels. Neuron,
1996; 16:1011-1017.

[65]. Inagaki, N., Gonoi, T., Clement, ]J. Pt, Namba, N., Inazawa, ]., Gonzalez, G., Aguilar-Bryan, L., Seino, S,,
and Bryan, J. Reconstitution of IKATP: an Inward Rectifier Subunit Plus the Sulfonylurea Receptor.
Science, 1995; 270:1166-1170.

[66]. Aguilar-Bryan, L., Nichols, C. G., Wechsler, S. W, Clement, J.Pt, Boyd, A. E. 3rd, Gonzalez, G., Herrera-
Sosa, H., Nguy, K., Bryan, |, and Nelson, D. A. Cloning of the Beta Cell High-Affinity Sulfonylurea Receptor:
A Regulator of insulin Secretion. Science, 1995; 268:423-426.

[67]. Chutkow, W. A,, Simon, M. C,, Le Beau, M. M., and Burant, C. F. Cloning, Tissue Expression, and
Chromosomal Localization of SUR2, the Putative Drug-Binding Subunit of Cardiac, Skeletal Muscle, and
Vascular Karp Channels. Diabetes, 1996; 45:1439-1445.

[68]. Shi, Y, Wu, Z, Cui, N, Shi, W, Yang, Y., Zhang, X, Rojas, A, Ha, B. T, and Jiang, C. PKA
Phosphorylation of SUR2B Subunit Underscores Vascular Karr Channel Activation by Beta-Adrenergic
Receptors. Am | Physiol Regul Integr Comp Physiol, 2007; 293:R1205-1214.

[69]. Chutkow, W. A., Makielski, J. C., Nelson, D. ], Burant, C. F., and Fan, Z. Alternative Splicing of SUR2
Exon 17 Regulates Nucleotide Sensitivity of the ATP-Sensitive Potassium Channel. Journal of Biological
Chemistry, 1999; 274:13656-13665.

56



[70]. Inagaki, N., Gonoi, T., Clement, ]. P.,, Namba, N., Inazawa, J., Gonzalez, G., Aguilar-Bryan, L., Seino, S.,
and Bryan, ]. Reconstitution of IKarp: an Inward Rectifier Subunit Plus the Sulfonylurea Receptor. Science
(New York, N.Y.), 1995; 270:1166-1170.

[71]. Shyng, S., and Nichols, C. G. Octameric Stoichiometry of the Karp Channel Complex. / Gen Physiol,
1997; 110:655-664.

[72]. Clement, ]J. Pt, Kunjilwar, K., Gonzalez, G. Schwanstecher, M., Panten, U., Aguilar-Bryan, L., and
Bryan, ]. Association and Stoichiometry of K(ATP) Channel Subunits. Neuron, 1997; 18:827-838.

[73]. Inagaki, N., Gonoi, T., and Seino, S. Subunit Stoichiometry of the Pancreatic Beta-Cell ATP-Sensitive
K+ Channel. FEBS Lett.,, 1997; 409:232-236. [PubMed: 9202152]

[74]. Yamada, M., Isomoto, S. Matsumoto, S., Kondo, C., Shindo, T. Horio, Y., and Kurachi, Y.
Sulphonylurea Receptor 2B and Kir6.1 form a Sulphonylurea-Sensitive but ATP-Insensitive K* Channel.
Journal of Physiology, 1997; 499:715-720.

[75]. Okuyama, Y., Yamada, M., Kondo, C., Satoh, E., Isomoto, S., Shindo, T., Horio, Y., Kitakaze, M., Hori,
M.,and Kurachi, Y. The Effects of Nucleotides and Potassium Channel Openers on the SUR2A/Kir6.2
Complex K* Channel Expressed in a Mammalian Cell Line, HEK293T Cells. Pflugers Archiv European
Journal of Physiology, 1998; 435:595-603.

[76]. Babenko, A. P., Gonzalez, G., Aguilar-Bryan, L., and Bryan, ]. Reconstituted Human Cardiac Karp
Channels: Functional Identity with the Native Channels from the Sarcolemma of Human Ventricular Cells.
Circ Res., 1998; 83:1132-1143.

[77]. Nichols, G. C, Singh, K. G., and Grange, K. D. KATP Channels and Cardiovasculer Disease: Suddenly a
Syndrtome. NIH Public Access, 2013; 112(7):1059-1072.

[78]. Kuo, A., Gulbis, ]. M., Antcliff ,J. F., Rahman, T., Lowe, E. D., Zimmer, J., Cuthbertson, J., Ashcroft, F. M.,
Ezaki, T, and Doyle, D. A. Crystal Structure of the Potassium Channel KirBacl.1 in the Closed State.
Science, 2003; 300:1922-1926.

[79]. Tao, X, Avalos, ]. L., Chen, ], and MacKinnon, R. Crystal Structure of the Eukaryotic Strong
Inwardrectifier K* Channel Kir2.2 at 3.1 A Resolution. Science, 2009; 326:1668-1674.

[80]. Bryan ,J., Vila-Carriles, W. H., Zhao, G., Babenko, A. P., and Aguilar-Bryan, L. Toward Linking Structure
with Function in ATP-Sensitive K* Channels. Diabetes, 2004; 53(Suppl 3):S104-112.

[81]. Nichols, C. G. Karr Channels as Molecular Sensors of Cellular Metabolism. Nature, 2006; 440:470-
476.

[82]. Mikhailov, M. V., Campbell, J. D., de Wet, H., Shimomura, K., Zadek, B., Collins, R. F, Sansom, M. S,
Ford, R. C.,, and Ashcroft, F. M. 3-D Structural and Functional Characterization of the Purified Katp Channel
Complex Kir6.2-SUR1. Embo J,, 2005; 24:4166-4175.

[83]. Wang, S., Makhina, E. N, Masia, R, Hyrc, K. L, Formanack, M. L., and Nichols, C. G. Domain
Organization of the ATP-Sensitive Potassium Channel Complex Examined by FRET. J Biol Chem.

[84]. Nichols, C. G., Makhina, E. N., Pearson, W. L., Sha, Q., and Lopatin, A. N. Inward Rectification and
Implications for Cardiac Excitability. Circ Res., 1996; 78:1-7.

[85]. Beguin, P., Nagashima, K., Nishimura, M., Gonoi, T., and Seino, S. PKA-Mediated Phosphorylation of
the Human K(ATP) Channel: Separate Roles of Kir6.2 and SUR1 Subunit Phosphorylation. EMBO Journal,
1999; 18:4722-4732.

57



[86]. Lederer, W. ], Nichols, C. G., and Smith, G. L. The Mechanism of Early Contractile Failure of Isolated
Rat Ventricular Myocytes Subjected to Complete Metabolic Inhibition. Journal of Physiology, 1989;
413:329-349.

[87]. Nelson, M. T., and Quayle, J. M. Physiological Roles and Properties of Potassium Channels in Arterial
Smooth Muscle. American Journal of Physiology, 1995; 268:C799-822.

[88]. Nelson, M. T,, Patlak, ]. B., Worley, ].F.,, and Standen, N. B. Calcium Channels, Potassium Channels, and
Voltage Dependence of Arterial Smooth Muscle Tone. Am J Physiol, 1990; 259:C3-18.

[89]. Nelson, M. T., Standen, N. B, Brayden, J. E., and Worley, ]. Fd. Noradrenaline Contracts Arteries by
Activating Voltage-Dependent Calcium Channels. Nature, 1988; 336:382-385.

[90]. Daut, ], Standen, N. B., and Nelson, M. T. The Role of the Membrane Potential of Endothelial and
Smooth Muscle Cells in the Regulation of Coronary Blood Flow. J Cardiovasc Electrophysiol, 1994; 5:154-
181.

[91]. Coleman, H. A., Tare, M., and Parkington, H. C. Endothelial Potassium Channels, Endothelium-
Dependent Hyperpolarization and the Regulation of Vascular Tone in Health and Disease. Clin Exp
Pharmacol Physiol, 2004; 31:641-649.

[92]. Miki, T., and Seino, S. Roles of Karp Channels as Metabolic Sensors in Acute Metabolic Changes.
Journal of Molecular & Cellular Cardiology, 2005; 38:917-925.

[93]. Nichols, C. G., Koster, ]. C., and Remedi, M. S. Beta-Cell Hyperexcitability: From Hyperinsulinism to
Diabetes. Diabetes Obes Metab., 2007; 9(Suppl 2):81-88.

[94]. Bao, L., Kefaloyianni, E., Lader, ]., Hong, M., Morley, G., Fishman, G. I, Sobie, E. A,, and Coetzee, W. A.
Unique Properties of the ATP-Sensitive K* Channel in the Mouse Ventricular Cardiac Conduction System.
Circ Arrhythm Electrophysiol, 2011; 4:926-935.

[95]. Haissaguerre, M., Chatel, S., Sacher, F., Weerasooriya, R., Probst, V., Loussouarn, G., Horlitz, M,,
Liersch, R,, Schulze-Bahr, E., Wilde, A., Kaab, S., Koster, ., Rudy, Y., Le Marec, H., and Schott, |. ]. Ventricular
Fibrillation With Prominent Early Repolarization Associated with a Rare Variant of KCN]J8/Karp Channel. J
Cardiovasc Electrophysiol, 2009; 20:93-98.

[96]. Delaney, J. T., Muhammad, R., Blair, M. A, Kor, K,, Fish, F. A, Roden, D. M,, and Darbar, D. A KCNJ]8
Mutation Associated with Early Repolarization and Atrial Fibrillation. Europace, 14:1428-1432.

[97]. Medeiros-Domingo, A., Tan, B. H., Crotti, L., Tester,D. ]., Eckhardt, L., Cuoretti, A., Kroboth, S. L., Song,
C., Zhou, Q., Kopp, D., Schwartz, P. J., Makielski, ]. C., and Ackerman, M. ]. Gain-of-Function Mutation S422L
in the KCNJ8-Encoded Cardiac K(ATP) Channel Kir6.1 as a Pathogenic Substrate for J-Wave Syndromes.
Heart Rhythm, 2010; 7:1466-1471.

[98]. Barajas-Martinez, H., Hu, D., Ferrer, T., Onetti, C.G., Wu, Y., Burashnikov, E., Boyle, M., Surman, T.,
Urrutia, J., Veltmann, C., Schimpf, R.,, Borggrefe, M., Wolpert, C.,, Ibrahim, B.B., Sanchez-Chapula. J.A,,
Winters, S., Haissaguerre, M., and Antzelevitch, C. Molecular Genetic and Functional Association of
Brugada and Early Repolarization Syndromes with S422L Missense Mutation in KCNJ]8. Heart Rhythm.

[99]. Flagg, T. P., Kurata, H. T., Masia, R., Caputa, G.,, Magnuson, M. A,, Lefer, D. ]., Coetzee, W. A.and
Nichols, C. G. Differential Structure of Atrial and Ventricular Karp: Atrial Karp Channels Require SUR1. Circ
Res.,2008; 103:1458-1465.

58



[100]. Fedorov, V. V., Glukhov, A. V., Ambrosi, C. M., Kostecki, G., Chang, R, Janks, D., Schuessler, R. B.,
Moazami, N., Nichols, C. G, and Efimov, I. R. Effects of Karp Channel Openers Diazoxide and Pinacidil in
Coronary-Perfused Atria and Ventricles From Failing and Non-Failing Human Hearts. ] Mol Cell Cardiol,
2011; 51:215-225.

[101]. Babenko, A.P., Polak, M., Cave, H., Busiah, K., Czernichow, P., Scharfmann, R., Bryan, J., Aguilar-
Bryan, L., Vaxillaire, M., and Froguel, P. Activating Mutations in the ABCC8 Gene in Neonatal Diabetes
Mellitus.New England Journal of Medicine, 2006; 355:456-466.

[102]. Proks, P., Arnold, A.L., Bruining, ], Girard, C., Flanagan, S.E., Larkin, B., Colclough, K., Hattersley, A.T.,
Ashcroft, F.M,, and Ellard, S. A Heterozygous Activating Mutation in the Sulphonylurea Receptor SUR1
(ABCC8) Causes Neonatal Diabetes. Hum Mol Genet., 2006; 15:1793-1800.

[103]. Ellard, S., Flanagan, S.E., Girard, C.A., Patch, A.M., Harries, L.W.,, Parrish, A., Edghill, E.L., Mackay, D.].,
Proks, P., Shimomura, K., Haberland, H., Carson, D.J., Shield, J.P., Hattersley, A.T., and Ashcroft, F.M.
Permanent Neonatal Diabetes Caused by Dominant, Recessive, or Compound Heterozygous SUR1
Mutations with Opposite Functional Effects. Am ] Hum Genet., 2007; 81:375-382.

[104]. Bienengraeber, M., Olson, T.M,, Selivanov, V.A., Kathmann, E.C,, O’Cochlain, F., Gao, F., Karger, A.B,,
Ballew, ].D., Hodgson, D.M., Zingman, L.V., Pang, Y.P., Alekseev, A.E., and Terzic, A. ABCC9 Mutations
Identified in Human Dilated Cardiomyopathy Disrupt Catalytic Karp Channel Gating. Nature Genetics,
2004; 36:382-387.

[105]. Olson, T.M., Alekseev, A.E., Moreau, C., Liu, X.K,, Zingman, L.V., Miki, T., Seino, S., Asirvatham, S.].,
Jahangir, A., and Terzic, A. Katr Channel Mutation Confers Risk for Vein of Marshall Adrenergic Atrial
Fibrillation. Nature Clinical Practice Cardiovascular Medicine, 2007; 4:110-116.

[106]. Van Bon, B.W., Gilissen, C., Grange, D.K., Hennekam, R.C., Kayserili, H., Engels, H., Reutter, H.,
Ostergaard, J.R., Morava, E., Tsiakas, K, Isidor, B., Le Merrer, M., Eser, M., Wieskamp, N., de Vries, P,
Steehouwer, M., Veltman, J.A., Robertson, S.P., Brunner, H.G., de Vries, B.B.,, and Hoischen, A. Cantu
Syndrome is Caused by Mutations in ABCC9. Am | Hum Genet.,, 2012; 90:1094-1101.

[107]. Cantu, J.M. Garcia-Cruz, D. Sanchez-Corona, ], Hernandez, A, and Nazara, Z. A Distinct
Osteochondrodysplasia With Hypertrichosis-Individualization of a Probable Autosomal Recessive Entity.
Hum Genet., 1982; 60:36-41.

[108]. Grange, D.K., Lorch, S.M., Cole, P.L., and Singh, G.K. Cantu Syndrome in a Woman and Her Two
Daughters:Further Confirmation of Autosomal Dominant Inheritance and Review of the Cardiac
Manifestations. Am | Med Genet A.,2006; 140:1673-1680.

[109]. Harakalova, M., van Harssel, ].J., Terhal, P.A., van Lieshout, S., Duran, K., Renkens, 1., Amor, D.J,,
Wilson, L.C,, Kirk, E.P., Turner, C.L., Shears, D., Garcia-Minaur, S., Lees, M.M., Ross, A., Venselaar, H., Vriend,
G., Takanari, H., Rook, M.B,, van der Heyden, M.A., Asselbergs, F.W., Breur, H.M., Swinkels, M.E., Scurr,
L],Smithson, S.F., Knoers, N.V., van der Smagt, ].J., Nijman, 1], Kloosterman, W.P., van Haelst, M.M,, Van
Haaften, G., and Cuppen, E. Dominant Missense Mutations in ABCC9 Cause Cantu Syndrome. Nat Genet.,
2012; 44:793-796.

[110]. Seino, S., Iwanaga, T., Nagashima, K., and Miki, T. Diverse Roles of K(ATP) Channels Learned From
Kir6.2 Genetically Engineered Mice. Diabetes, 2000; 49:311-318.

[111]. Ellis, J.A., Lamantia, A., Chavez, R, Scurrah, K.J., Nichols, C.G., and Harrap, S.B. Genes Controlling
Postural Changes in Blood Pressure: Comprehensive Association Analysis of ATP-Sensitive Potassium
Channel Genes KCNJ]8 and ABCC9. Physiol Genomics, 2009; 40:184-188.

59



[112]. Duan, R, Cui, W., and Wang, H. Mutational Analysis of the Kir6.1 Gene in Chinese Hypertensive
Patients Treated with the Novel ATP-Sensitive Potassium Channel Opener Iptakalim. Exp Ther Med.,
2:757-760.

[113]. Harrap, S.B.,, Cui, J.S., Wong, Z.Y.,, and Hopper, ].L. Familial and Genomic Analyses of Postural
Changes in Systolic and Diastolic Blood Pressure. Hypertension, 2004; 43:586-591.

[114]. Isomoto, S., Kondo, C., Yamada, M., Matsumoto, S., Higashiguchi, O., Horio, Y., Matsuzawa, Y., and
Kurachi, Y. A Novel Sulfonylurea Receptor Forms with BIR (Kir6.2) a Smooth Muscle Type ATP-Sensitive
K* Channel. Journal of Biological Chemistry, 1996; 271:24321-24324.

[115]. Yoshida, H., Feig, ].E., Morrissey,A., Ghiu, L.A., Artman, M., Coetzee,and W.A. K ATP Channels of
Primary Human Coronary Artery Endothelial Cells Consist of a Heteromultimeric Complex of Kir6.1,
Kir6.2, and SUR2B Subunits. ] Mol Cell Cardiol, 2004; 37:857-869.

[116]. Gendron, M.E., Thorin, E., and Perrault, L.P. Loss of Endothelial Katp Channel-Dependent, NO-
Mediated Dilation of Endocardial Resistance Coronary Arteries in Pigs with Left Ventricular Hypertrophy.
Br ] Pharmacol, 2004; 143:285-291.

[117]. Janigro, D., West, G. A., Gordon, E. L., and Winn, H. R. ATP-Sensitive K* Channels in Rat Aorta and
Brain Microvascular Endothelial Cells. American Journal of Physiology, 1993.

[118]. Mederos, Y., Schnitzler, M., Derst, C.,, Daut, ], and Preisig-Muller, R. ATP-Sensitive Potassium
Channels in Capillaries Isolated From Guinea-Pig Heart. J Physiol, 2000; 525(Pt 2):307-317.

[119]. Malester, B., Tong, X, Ghiu, 1., Kontogeorgis, A., Gutstein, D. E., Xu, J., Hendricks-Munoz, K. D., and
Coetzee, W. A. Transgenic Expression of a Dominant Negative Karp Channel Subunit in the Mouse
Endothelium: Effects on Coronary Flow and Endothelin-1 Secretion. Faseb J.,, 2007 Published online March
6,2007.

[120]. Kakkar, R, Ye, B, Stoller, D.A,, Smelley, M., Shi, N.Q., Galles, K., Hadhazy, M., Makielski, ].C., and
McNally, E.M. Spontaneous Coronary Vasospasm in Karp Mutant Mice Arises From a Smooth
Muscleextrinsic Process. Circ Res., 2006; 98:682-689.

[121]. Goldberg, M.R. Clinical Pharmacology of Pinacidil, a Prototype for Drugs That Affect Potassium
Channels. J Cardiovasc Pharmacol, 1988; 12(Suppl 2):S41-47.

[122]. Buhl, A.E., Waldon, D.J.,, Conrad, S.J., Mulholland, M.]., Shull, K.L., Kubicek, M.F., Johnson, G.A,,
Brunden, M.N., Stefanski, K.J., Stehle, R.G., and et al. Potassium Channel Conductance: A Mechanism
Affecting Hair Growth Both In Vitro and In Vivo. ] Invest Dermatol, 1992; 98:315-319.

[123]. Kaler, S.G., Patrinos, M.E., Lambert, G.H., Myers, T.F., Karlman, R., and Anderson, C.L. Hypertrichosis
and Congenital Anomalies Associated with Maternal Use of Minoxidil. Pediatrics, 1987; 79:434-436.

[124]. Avatapalle, B, Banerjee, I, Malaiya, N, and Padidela, R. Echocardiography Monitoring For
Diazoxide Induced Pericardial Effusion. BMJ Case Rep. 2012.

[125]. Ito, H., Taniyama, Y., Iwakura, K., Nishikawa, N., Masuyama, T., Kuzuya, T., Hori, M., Higashino, Y.,
Fujii, K., and Minamino, T. Intravenous Nicorandil Can Preserve Microvascular Integrity and Myocardial
Viability in Patients with Reperfused Anterior Wall Myocardial Infarction. /] Am Coll Cardiol, 1999;
33:654-660.

60



[126]. Schramm, T.K,, Gislason, G.H., Vaag, A., Rasmussen, ].N., Folke, F., Hansen, M.L., Fosbol, E.L., Kober,
L., Norgaard, M.L.,, Madsen, M., Hansen, P.R,, and Torp-Pedersen, C. Mortality and Cardiovascular Risk
Associated With Different Insulin Secretagogues Compared With Metformin in Type 2 Diabetes, with or
Without a Previous Myocardial infarction: A Nationwide Study. Eur Heart J., 32:1900-1908.

[127]. Gore, M.O., and McGuire, D.K. Resolving Drug Effects From Class Effects Among Drugs For Type 2
Diabetes Mellitus: More Support For Cardiovascular Outcome Assessments. Eur Heart J,.32:1832-1834.

[128]. OMIM, http://omim.org/entry/600935.

[129]. NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3764.

[130].Ermis, E. (2012). Erken Reppolarizasyon Bulunan Kisilerde Ani Oliim ve Aritmi Belirteci Testlerin
Degerlendirilmesi ve KCNJ8-S422L Gen Mutasyonu Iliskisi, Yaymlanmamis Uzmanlk Tezi, Istabul Bilim
Universitesi, Istanbul.

[131]. UniprotKB/SwissProt, http://web.expasy.org/variant pages/VAR 065225.html.

[132].Ensembl, http://www.ensembl.org/Homo sapiens/Variation/Population?db=core;r=12:21765233-
21766233;v=rs72554071;vdb=variation;vf=13618051.

[133]. OMIM, https:

[134]. NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/10060.

[135]. Smith, J. K,, Chadburn, J. A,, Adomaviciene, A., Minoretti, P., Vignali, L., Emanuele, E., and Tammaro,
P. Coronary Spasm and Acute Myocardial Infarction Due to a Mutation(V7341) in the Nucleotide Binding
Domain 1 of ABCC9. International Journal of Cardiology, 2013; 168 : 3506-3513.

[136]. NCBI, dbSNP, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp ref.cgi?rs=61688134.

[137]. Kaya, Y. (2009). Seyhan Baraj Géliinde Izole Edilen Enterobacteraceae Grubu Bakterilerde
Antibiyotik Direncliligi ve Plazmid Profillerinin Belirlenmesi, Yayinlanmamis Yiiksek Lisans Tezi, Cukurova
Universitesi, Adana.

[138]. Medrano, R. F. V., and de Oliveira, C. A. Guidelines for the Tetra-Primer ARMS-PCR Technique
Development. Mol Biotechnol, 2014.

[139]. Ye, S., Dhillon, S., Ke, X., Collins A. R,, and Ian, N. M. Day An Efficient Procedure for Genotyping Single
Nucleotide Polymorphism. Nucleic Acid Research, 2001; 29(17):E88-8.

[140].Guoqing, L., and Etsuko, M. Vector NTI, A Balanced All-In-One Sequence Analysis Suite. Briefings in
Bioinformatics, 2004; 5 (4): 378-388.

[141].0wczarzy, R., Tataurov, A. V., Wu, Y., and et al. IDT SciTools: A Suite for Analysis and Design of
Nucleic Acid Oligomers. Nucleic Acids Res. 36 (Web Server issue), 2008; W163-9.

[142].Ye, ., Coulouris, G., Zaretskaya, L., Cutcutache, 1., Rozen, S., and Madden, T. Primer-BLAST: A Tool to
Design Target-Specific Primers for Polymerase Chain Reaction.BMC Bioinformatics, 2012; 13:134.

[143]. Ermis, E., Y olcu, M., Demirellj, S., ipek, E. Ciftci, C., ve Hanger, S. Investigation of Arrhytmia Markers
and KCNJ8-S422L Gene Mutation In A Population With Early Repolarization Pattern On ECG. Tiirk
Girisimsel Kardiyoloji Dergisi, 2013; 17(3):73-80.

61


http://omim.org/entry/600935
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3764
http://web.expasy.org/variant_pages/VAR_065225.html
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=12:21765233-21766233;v=rs72554071;vdb=variation;vf=13618051
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=12:21765233-21766233;v=rs72554071;vdb=variation;vf=13618051
https://www.omim.org/entry/601439?search=abcc9&highlight=abcc9
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=61688134

[144]. Fedele, F., Mancone, M., Chilian, M. W,, Severino, P., Canali, E., Logan, S. De Marchis, L. M,,
Volterrani, M., Palmirotta, R., andGuadagni, F. Role of Genetic Polymorphisms of lon Channels in the
Pathophysiology of Coronary Microvascular Dysfunction and Ischemic Heart Disease. Basic Res Cardiol,
2013;108:387.

[145]. Veeramah, R. K., Karafet, M. T., Wolf, D., Samson, A. R., and Hammer, F. M. The KCNJ8-S422L Variant
Previously Associated With J-Wave Syndromes Is Found At An Increased Frequency in Ashkenazi Jews.
European Journal of Human Genetics, 2014;22:94-98.

[146]. Minoretti, P., Falcone, C., Aldeghi, A., Olivieri, V., Mori, F., Emanuele, E., Calcagnino, M., and Geroldji,
D. A Novel Val734Ile Variant in the ABCC9 Gene Associated with Myocardial Infarction. Clinica Chimica
Acta, 2006;124-128.

[147]. Smith, K. ], Chadburn, A. ]., Adomaviciene, A., Minoretti, P., Vignali, L., Emanuele, E., and Tammore,
P. Coronary Spasm and Acute Myocardial Infarction due to a Mutation (V734I) in the Nucleotide Binding
Domain 1 of ABCC9. International Journal of Cardiology, 2013;3506-3513.

[148]. Shemirani, A.H., Szomjak, E., Balogh, E., Andras, C., Kovacs, D., Acs, ]., and Csiki, Z. Polymorphism of
Clotting Factors in Hungarian Patients With Raynaud’s Phenomenon. Blood Coagulation and Fibrinolysis,
2011; 22:56-59.

[149]. Takats, A. T., Shemirani, A. H., Zséri, K. S., Andras, C., and Csiki, Z. Prothrombotic Polymorphisms in
Patients With Raynaud’s Phenomenon and Migraine. Acta Physiologica Hungarica, 2012;99(4):430-435.

[150]. Gaudy-Marqueste, C., Roll, P., Esteves-Vieira,V., Weiller, ]J. P., Grob, ]. ], Cau, P., Levy, N., and De
Sandre-Giovannoli, A. LBR Mutation and Nuclear Envelope Defects in a Patient Affected With Reynolds
Syndrome.J Med Genet,2010;47:361-370.

[151]. Fujita, E., Komine, M., Tsuda, H., Adachi, A, Murata, S., Kamata, Y., Minota, S., and Ohtsuki, M. Case of
H Syndrome With Massive Skin Involvement, Retroperitoneal Fibrosis and Raynaud’s Phenomenon With
aNovel Mutation in the SLC29A3 Gene.Journal of Dermatology, 2015; 42: 1-3.

62



OZGECMIiS

Adive Soyadi : Merih AKKAPULU

Dogum Tarihi :24.09.1990

E- mail : ylebik201305@mersin.edu.tr

Ogrenim Durumu

Derece Boliim/Program Universite Yil

Lisans Kimya Mersin Universitesi 2008-2013
Yiiksek Lisans Eczacilik Biyokimyas1 | Mersin Universitesi 2013-2017

ESERLER (Makale ve Bildiriler)

1. Vezir, 0., Comelekoglu, U., Sucu, N., Yalin, A. E,, Yilmaz, S. N,, Yalin, S., S6giit, F., Yaman, S.,
Kibar, K., Akkapulu, M., Kog, M. I, Secer, D. N -Acetylcysteine-Induced Vasodilatation is
Modulated by KATP Channels, Na+/K+-ATPase Activity and Intracellular Calcium
Concentration: An in Vitro Study. ELSEVIER BV,2017, 69, 738-745.

2. Bekfelavi, E., Yilmaz, O., Simsek Kus, N., Akkapulu, M., Kizmaz, B., Kiice, P., Coral, G. Siklitol
Sentezleri: Sentezlenen Siklitol Tiirevlerinin Biyolojik Aktivitelerinin Incelenmesi. 1. Ilag
Kimyasi, Uretimi, Teknolojisi ve Standardizasyonu Kongresi, Antalya, Tiirkiye, 2013.

3. Yildirim, M., Berkoz, M., Cémelekoglu, U., Akkapulu, M., Yalin, A., Yalin, S. Investigation of the
Effect of Rheum Ribes L. on Oxidative Stress in Diabetic Rats. 6th World Congress of Oxidative
Stress, Calcium Signaling and TRP Channels, Isparta, Tiirkiye, 2016.

4. Akkapulu, M., Yaman, S., Secer, D., Sogit, F.,, Yalin, A. E,, Vezir, 0., Comelekoglu, U., Sucu, N.,
Yilmaz, N., Yalin, S. The role of Na+K ATPase Activity in the Vasodilatory Effect of N-
Acetylcysteine.. 41. FEBS Congress, izmir, Tiirkiye, 2016.

5. Sogiit, F., Comelekoglu, 0., Vezir, 0., Sucu, N., Yalin, A, Yalin, S., Yilmaz, N., Yaman, S., Karagiil,
M. I, Kibar, K., Akkapulu, M., Secer, D. The Role of ATP-Sensitive Potassium Channels in the
Vasodilatory Effect of N-Acetylcysteine. 41. FEBS Congress, Izmir, Tiirkiye, 2016.

6. Ating, T. H., Akkapulu, M., Yalin, A. Antioksidan Korunma Mekanizmalari. [VEK 3. Uluslararasi
Ilag ve Eczacilik Kongresi, istanbul, Tiirkiye, 2017.

63



mailto:ylebik201305@mersin.edu.tr

