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ATP bagimh potasyum kanali geninde (KCNJ]8) rastlanan S422L
varyasyonun Koroner arter hastaligiyla iliskisinin arastirilmasi
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0z

Amag: Koroner arter hastaligr (KAH), Amerika Birlesik Devletleri ve diger gelismis iilkelerde ilk
6lim nedeni olan, diinyadaki en yiiksek 6liim oranina sahip hastaliklardan biridir. Bireylerin
yasam kalitesinin arttirilmasi agisindan koroner arter hastaligina yatkinligin olup olmadiginin
erken zamanda 6grenilebilmesi, 6nlem alinmasi veya tedavi sansinin olusturulabilmesi i¢in
genetik alt yapisinin belirlenmesi 6nem tasimaktadir. Karp kanallar1 Kiré ve SUR alt birimleri
KCNJ8 (Kir6.1), KCNJ11 (Kir6.2), ABCC8 (SUR1) ve ABCC9 (SUR2) genleri tarafindan
kodlanmaktadir. Kir6.1 ve SUR2 proteinlerini iceren ATP bagimli potasyum kanallar 6zellikle
koroner arterlerde olmak ilizere damar tonusu diizenlenmesinde kritik bir éneme sahiptir.
Calismamizda, risk faktorii oldugu diistintilen KCNJ]8 genine ait S422L varyasyonunun koroner
arter hastaligiyla iliskili olup olmadigi arastirllmistir. Yontem: Calismamiza, koroner anjiyografi
ile koroner arterlerinde %50 ve daha fazla darlig1 saptanan 100 hasta ve %50 ve daha az darhig
olan 100 birey kontrol grubu olarak c¢alismaya dahil edilmistir. Olgulardan alinan kan
orneklerinden S422L polimorfizmi, Tetra-Primer ARMS PCR yontemi kullanilarak belirlenmistir.
Bulgular: Bu calismada S422L varyasyonuyla koroner arter hastalifi arasinda anlamh
sayilabilecek bir iliski tespit edilememistir. Sonug¢: Daha fazla 6rneklem tzerinden yapilacak
calismalarla Karp genlerindeki varyasyonlarin koroner arter hastaligiyla iliskisinin incelenmesinin
genetik acidan faydali olacagini diisiinmekteyiz.
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ATP bagimli potasyum kanali

Investigation of the association of S422] variation 1n the atp dependent potassium
channel gene (KCNJ]8) with coronary artery disease

Abstract

Aim: Coronary artery disease (CAD) is one of the diseases with the highest mortality rate in the
world, being the first cause of death in the United States and other developed countries. In order
to increase the life expectancy and quality of individuals, it is important to determine the genetic
background of the disease in order to learn the presence or absence of a predisposition to
coronary artery disease in the early period and to take precautions accordingly. KATP channels
are encoded by the Kir6 and SUR subunits KCNJ8 (Kir6.1), KCNJ11 (Kir6.2), ABCC8 (SUR1) and
ABCC9 (SUR2) genes. ATP-dependent potassium channels containing Kir6.1 and SUR2 proteins
are critical in regulating vascular tone, particularly in the coronary arteries. Method: In our study,
we investigated whether the S422L variation of the KCNJ8 gene, which is thought to be a risk
factor, is associated with coronary artery disease. In this context, 100 patients with 50% or more
stenosis in their coronary arteries by coronary angiography and 100 individuals with 50% or less
stenosis were included in the study as the control group. S422L polymorphism was determined
from the blood samples taken from the subjects using the Tetra-Primer ARMS PCR method.
Results: In this study, no significant relationship was found between the S422L variation and
coronary artery disease. Conclusion: We thought that it would be beneficial from a genetic point
of view to examine the relationship between variations in KATP genes and coronary artery disease
with studies to be conducted on larger samples.
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Giris

Koroner arter hastalig1 giiniimiizde sonuglanan aterosklerozun bircok nedeni
biitiin diinyada oldugu gibi lilkemizde de vardir. Sigara kullanimi, hipertansiyon,
6lim ve morbidite sebeplerinin basinda yer hiperkolesterolemi, diyabet, ileri yas, ailesel
almaktadir. Bu hastaligin her gegen giin yatkinlhk aterosklerozun risk
gelisen tedavilerine karsin goriilme sikligi faktorlerindendir. Bireylerin yasam
artmaktadir. Koroner kalp hastaligi, kalp siresinin ~ ve  kalitesinin  arttirilmasi
kaslarina giden kan akisinin azalmasi acisindan  koroner arter  hastalifina
nedeniyle olusan bir hastaliktir. Miyokard yatkinliginin varhigini veya yoklugunu erken
iskemisi, doku nekrozu ve miyokard donemde 6grenebilmek ve ona goére dnlem
enfarktiisic (MI) ile sonuclanir. Iskemi alabilmek i¢in hastaligin genetik alt yapisinin
durumu genellikle ateroskleroz, tromboz, belirlenmesi 6nem tasimaktadir.3

spazm veya emboli gibi nedenlerle kanin
kalbe az ulasmasi sonucu ya da anemi,
hipertansiyon gibi nedenlerle kan akisinin
azalmasi durumunda gelisen patolojik bir

Kardiyovaskiiler hastaliklar
giinlimiizde sanayilesmis toplumlarin en
onemli saglhk problemidir. ABD’de oliim
nedenlerinin ilk sirasinda kalp kokenli

durumdur.! oliimler yer almaktadir. Diinya Saghk Orgiitii

Koroner arter hastaliginin 6nemli (WHO) verilerine gore gelismekte olan
sebeplerinden biri olan ateroskleroz, erken Gineydogu Asya, Bati Asya ve Afrika
yaslarda  gelismeye baslayan, damar tilkelerinde kardiyovaskiiler mortalitenin
ceperlerinde kolesterol birikimi ile belirgin gelismis lilkelerden %70 daha fazla oldugu
komplike bir hastaliktir. Cesitli genetik bildirilmektedir. ~Ulkemizde ise Tiirk
faktorler ve cevresel etkiler gelisimine hiz Kardiyoloji Dernegi'nin onciiligiinde
kazandirmaktadir.2 Hayatin erken yuriitiilen TEKHARF (Tirk Eriskinlerde Kalp
evrelerinde baslayarak orta yas ve Hastaliklar1 ve Risk Faktorleri Calismasi)
sonrasinda koroner arter hastaligl ile calismasinda; 30 yas ve lizeri yetiskinlerde
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koroner kalp hastaligi (KKH) prevelansinin
1990 yilindaki %5.4’liik sikliktan 10 y1l sonra
%8.1’e tirmandig, nedeni bilinen 6liimlerin
%42.5’lik siklik ile ilk sirada yer aldigl
bildirilmistir.4 TEKHARF c¢alismasinin 12
yulik gozlem verilerine gore, Tiirkiye’de 2
milyon koroner kalp hastasinin bulundugu
tahmin edilmektedir. Yilda 160 bin
vatandasimizin ise koroner kalp
hastaligindan hayatim1 kaybettigi tahmin
edilmektedir. Ulkemizde toplam koroner
kalp hastasi halen yi1lda 90-100 bin civarinda
artmaktadir.>

ATP bagimh potasyum kanallar
(Karp)  ilk olarak 30 yil 6nce Noma
tarafindan, kardiyak miyositlerde
bulunmustur. Yapilan ¢alismalarda vaskiiler
diiz kas hiicreleri dahil bircok hiicre tipinde
bu kanallarin varliina rastlanmistir.6
Standart Kare kanallari, iki tip alt {initeden
olusmaktadir: SUR adi verilen ATP baglanma
kaseti (ABC) tasiyicl protein ailesinden olan
stlfoniliire reseptor alt tinitesi ve Kir6 kanal
olusturucu alt liniteleridir. Karp kanallari, bu
alt Unitelerin olusturdugu heterooktoremik
bir kompleks halindedir. Karp kanallar1 Kir6
ve SUR alt birimleri KCNJ8 (Kir6.1), KCNJ11
(Kir6.2), ABCC8 (SUR1) ve ABCCY9 (SURZ2)
genleri tarafindan kodlanmaktadir.” Kir6.1
ve SUR2 proteinlerini iceren ATP bagimli
potasyum kanallar1  ozellikle koroner
arterlerde olmak tlizere damar tonusu
diizenlenmesinde kritik bir 6neme sahiptir.
Karr kanallar1 her ne kadar Tip II diyabet,
hiperinsiilinizm, neonatal diyabet gibi
hastaliklarda her yontiyle genis kapsaml
olarak calisilmis olsa da kalitsal vaskiiler
bozukluklarda yapilan arastirmalar ayni
diizeye ulasamamistir. Kir6.1/SUR2 genleri
iizerinde yapilan ¢calismalar vaskiiler islevler
konusunda dikkat ¢cekmektedir. Bu genlerin
susturuldugu fare modelleri bu alt birimlerin
ozellikle koroner sirkiilasyonda olmak tizere
kardiyovaskiiler sistemde oynadig1 kritik
rollere dikkat cekmektedir.8. 9

Mevcut bilgilerin 1s181nda
calismamizda, risk faktorii oldugu diisiiniilen
KCNJ8 geninde S422L polimorfizminin
koroner arter hastaligiyla iliskili olup
olmadigini arastirmay1 amagladik.
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Gerec¢ ve Yontem

Calismaya Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
ile Mersin Devlet Hastanesi Kardiyoloji ve
Kalp Damar Cerrahisi polikliniklerine
basvurmus toplam 200 birey dahil edildi.
Koroner anjiografi ile major epikardiyal
damarlarda veya dallarinda %50 ve lizerinde
kritik darlik tespit edilen 100 birey hasta
grubu (KAH) olarak, normal koroner damar
tespit edilen 100 birey de kontrol grubu
olarak  belirlendi. @ Calisma  Helsinki
Deklerasyonu Prensipleri'ne uygun olarak
Mersin Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu onay1 ile gergeklestirildi (Tarih:
22/10/2015 ve Karar No.2015/323).

Genetik Analiz

Arastirmalar NCBI alt veritabanlari
kullanilarak yapilmistir. PubMed, NCBI'in
makale, kitap vb. ile ilgili bilgileri
barindirdig alt veri tabanidir, bu veritabani
ile calisilacak konu ile ilgili tiim makalelere
ulasildi. OMIM veritabani, ¢alisilacak genler
ve bu genlerin iligkilendirildigi hastalik
fenotip bilgisine ulasilmasim sagladi. insan
genomunda ve diger genomlarda, en sik
rastlanan cesitlilik, tek niikleotit
polimorfizmleridir (SNP) ve dbSNP alt
veritaban1 kullanilarak genlerle iligkili
dogrulanan SNP’ler ile ilgili detayli bilgilere
ulasildi.

SNP Bilgileri

KCNJ8 geninde S422L (dbSNP HGVS:
NM_004982.3 (KCNJ8): c.1265C> T
(p.Ser422Leu)) varyasyonu  arastirildL

S422L, protein sekansindaki amino asit
degisikligi, 422. pozisyonda Serin (S) ve
Losin (L) 'nin polimorfik varyasyonuna
neden olur.

Primer Dizayn

Calismada, SNP  (rs72554071)
alellerinin belirlenmesinde kullanilacak T-
ARMS metodolojisinin primerleri, cevrimigi
primer tasarim aract olan PRIMER1
kullanilarak tasarlandu. Tasarlanan
primerlerin PCR basarilar;, kimyasal ve
kinetik 6zellikleri ve 6zglinliikleri sirasiyla
Vector NTI 11.0 paket programi, IDT ve
NCBI-BLAST araglar1 kullanilarak kontrol
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edildi. Tasarlanan primerler Tablo 1'de
gosterilmistir.
Genomik DNA Izolasyonu

Calismada genomik DNA’nin
izolasyonu icin High Pure PCR Template

Prepation Kit (Roche, Mannheim, Almanya,
Catalog#11-976-828-001) kullanild.

ATP bagimli potasyum kanali

Tetra Primer ARMS PCR

KCN]8 geninde S422L varyasyonunu
saptayabilmek icin T-ARMS PCR yontemi
kullanildi. T-ARMS metodolojisinde
kullanilan PCR bilesenlerinin miktarlari
Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 1. KCNJ8, rs72554071Varyasyonu : T-ARMS PCR Primerleri

KCNJ8FWDOuter:5’-AAACTACTGGCATCACCACACAAG-3’

Ortak Fragment:692 bp

KCNJ8REVOuter :5-TTTTGTGCTCAAGGCCTGTTACTA-3’
KCNJ8FWDInner :5-TCCAGAAGGAAATCAAAACACCTT-3’(T Alel) T Alel: 352 bp
KCNJ8REVInner :5’-GGGTTATCTTGCTGTCATGATTACG-3’(C Alel) C Alel:388 bp

Tablo 2. T-ARMS PCR Yénteminde Kullanilacak Bilesen Miktarlari

Reaktif Stok Derisimi Final Derigimi Hacim (pL)
Taq Polimeraz 5.0U/uL 1.25U0 0.25
DNA Ornekleri 100.0 ng/pL 200.0 ng 2.0
Mastermiks Icindekileri
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
ddH;0 13.05
Mastermiks Toplam 22.75
Genel Toplam 25.0

S422L'nin Termocycler programi

Ornekler 4 dakika boyunca 95°C'de
inkiibe edilmistir, ardindan 32 doéngi
boyunca; 30 saniye denatiirasyon (94°C), 45
saniye yapisma (61°C) ve 45 saniye uzatma
(72°C), sonunda ise, 72°C'de ilave 8 dakikalik
uzatma islemi uygulanmaistir.

Jel elektroforezi

Uriinler, etidyum bromiir iceren TBE
1X tamponda % 2 agaroz jel elektroforezi ile
analiz edildi. Agaroz jelde yiriitilen
amplikonlarin baz cifti uzunluklari DNA
ladder (100 bp DNA Ladder, Includes Gel
Loading Dye, NEW ENGLAND Biolabs Inc,
Catalog#N3231S, Lot#1091506)
kullanilarak belirlendi. Gorintiiler, UV
transilluminasyon (DNR Bio-Imaging
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System, Kudiis, israil) altinda gorsellestirildi
ve fotograflandi.

Bulgular

Calismaya dahil edilen 100 hasta ve
saglikli kontrol grubuna ait toplam 200
bireyde KCNJ8 geninde S422L (dbSNP HGVS:
NM_004982.3  (KCNJ8): c.1265C> T
(p-Ser422Leu)) varyasyonu arastirildi
KCNJ8 geninde; c¢alismamizda kontrol ve
hasta grubunu olusturan bireylerde TCG
kodonu Serin (Ser) amino asitini kodlamakta
iken C, T'ye dontstiigiinde TTG Losin (Leu)
aminoasitini kodlamaktadir. Hem hasta hem
de kontrol grununda normal allel olan Serin'i
kodlayan Sitozin (C) bulundugu CC
homozigot yabanil oldugu belirlendi (Sekil
1).
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Sekil 1. S422L varyasyonunun agaroz jel elektroforezindeki goriintiisii
(M: Marker, 1-15: Olgular)

Yapilan genetik analizde hasta ve
kontrol tiim olgularda CC genotipi tespit
edildi; CT ve TT genotipine rastlanilmadi. Bu
sonuglar degerlendirildiginde koroner arter
hastaligi ile S422L genotip dagilimi arasinda
anlamli  bir iliski bulunmadi.  Allel
dagilimlarina bakildiginda kontrol ve hasta
grubunda sadece C alleli gozlendi, T alleline
ise rastlanilmadi. Sonuc olarak koroner arter
hastalig1 ile S422L allel dagilimi arasinda da
anlaml bir iliski saptanmadi.

Tartisma ve Sonug¢

Koroner arter hastaligina sahip olan
hastalarin 6nemli bir ¢ogunlugunda risk
faktorlerinin bulunmamasi, son yillarda
ateroskleroz patogenezinde rolii bulunan
genetik ve cevresel etkenler {tizerindeki
calismalar arastirmacilarin ilgi odag: haline
gelmistir. Insanlarin yasam kalitesinin
arttirllmast  agisindan  koroner  arter
hastaligina yatkinligin olup olmadiginin
erken zamanda o6grenilebilmesi, ©6nlem
alinmasi veya tedavi sansinin
olusturulabilmesi i¢in genetik alt yapisinin
belirlenmesi 6nem tasimaktadir.10

Kare kanallarinin son 35 yildir yaygin
olarak ifade edildigi ve farkhh hiicre
tiplerinde farkli fonksiyonlara sahip
olduklar1 bilinmektedir. Yapilan ¢alismalar
Karr genlerinin genetik manipiilasyonunun
kardiyovaskiiler patolojilere yol
acabilecegini gostermistir. Ancak yakin
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zamana kadar Katr gen
mutasyonlar1 kaynakl kardiyovaskiiler
hastaliklar icin ¢ok az kanit oldugu da
bilinmektedir. Dort Karp kanali geninin her
biri icin nakavt fare modelleri liretilerek
kapsamli bir sekilde analiz
edilmistir. Bunlardan Kir6.2'nin nakavt fare
modelinde glikoza bagiml insiilin salgisinin
olmayisi insanlarda hiperinsiilinizmi isaret
etmektedir. SUR1 nakavt fare modeli, Kir6.2-
/~ile ayni fenotipi tekrarlamis ve yine
pankreasta etki etmistir. Kir6.1 ve SUR2
nakavt fare modellerinin vaskiler diiz kas
veya endotel kanal aktivitesine etki ettigi
gosterilmistir. Kir6.1 ve SUR2 genlerinin
susturulmus fare modelleri, bu alt
birimlerin ozellikle kardiyovaskiiler
sistemdeki koroner dolasimda kritik rol
tistlenmektedir. Benzer fenotip iceren bu
genler bazal hipertansiyon, koroner arter
vazospazmi ve ani kardiyak o6lim
gelistirebilirler.11 Bu arastirmalar
incelenerek  KCNJ8  geninde  S422L
varyasyonu c¢alisilmistir.

Ermis ve ark.’ nin yaptig1 calismada,
Erken Repolarizasyon Sendromu (ERS)
teshisi konulmus kisilerde KCNJ8 geninde
S422Lvaryasyonunu arastirilmistir. Kontrol
grubunda yalnizca bir 6rnekte varyasyon
tespit edilmistir. Deney ve Kkontrol
gruplarinin her ikisinde de ERS ile KCNJ8
geni S422L varyasyonu arasinda anlamli bir
iliski bulunamamaistir.12
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Veeramah ve ark’ nin yaptig
calismada, Eskenazi Yahudilerinde yiiksek
frekansta goriilen ] Dalga Sendromunun
KCNJ8 genindeki S422L varyasyonu ile
iliskili olup olmadig1 arastirtlmistir. Avrupa,
Ortadogu, Eskenazi Yahudi ve Eskenazi
Yahudi olmayan populasyondan 722 kiside
S422L varyasyonunun genotiplendirilmesi
yapilmistir. S422L varyasyonunun Eskenazi
Yahudileri harig ¢alisilan tiim populasyonda
neredeyse hi¢c olmadigl, Eskenazi Yahudisi
olan 291 Dbireyin 23’Unin (%7.9)
heterozigot oldugu ve genel allel sikliginin
%4 oldugu gosterilmistir. Istisna olarak
Eskenazi olmayan Yahudiler’'in bulundugu
48 kisinin 3’linde S422L  allelinin
heterozigot oldugu gosterilmistir. Boylece
Eskenazi Yahudilerindeki allel frekansi
Yahudi olmayan populasyondan anlaml
derecede yiiksek bulunarak degisiklik
heterozigot olarak kaydedilmistir.13

Fedele ve ark, c¢alismalarinda
iskemik kalp hastalign ve koroner
mikrovaskiiler fonksiyon bozuklugunun
patolojisi ile iyon kanallarindaki genetik
polimorfizmlerin iliskisini incelemislerdir.
Calismaya koroner arter hastaligi bulunan
155 kisi ile endotelyuma bagh veya bagh
olmayan mikrovaskiiler fonksiyon
bozuklugu bulunan 46 kisi deney grubu
olarak, normal koroner arterlere sahip 41
kisi de kontrol grubu olarak dahil edilmistir.
Karr kanal protein genlerinden KCNJ8'de
bulunan gen varyasyonu c¢alisilmistir.
Calisilan gruplar ile S422L varyasyonu
arasinda anlaml bir iliski bulunamamigstir.14

Hector Barajas-Martinez ve ark.
KCNJ8 genindeki mutasyonlar ile Brugada
(BrS) ve erken repolarizasyon (ERS)
sendromlar arasindaki iliskiyi incelemek
ve S422L mutasyonu nedeniyle K arp kanal
akiminin (I k-arp) fonksiyon kazaniminin
altinda yatan mekanizmay1 aydinlatmak icin
yaptiklari ¢alismada 204 ] dalga sendromlu
olgu arasinda 3 BrS, 1ERS hastasinda S422L
mutasyonuna rastlamislardir. Mutasyon
bulunan hastalarin tiimi aritmisi olan
hastalardir.1s

Haissaguerre ve ark. tarafindan
bildirilen, S422L varyanti olan bir hastada J-
nokta elevasyonunun erken
repolarizasyonla iliskili c¢oklu (>100)
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yanitsiz ventrikiiler fibrilasyon (VF) niiksii
gosterilmistir. Ek  olarak  Delaney ve
arkadaslar1 325 Kkisi i{izerinden erken
repolarizasyon ile iki atriyal fibrilasyon (AF)
probandi gostermistir.16 Medeiros-
Domingo ve ark. analiz ettikleri 101
hastanin ayni varyanti tasiyan Brugada
sendromlu hastayi rapor etmislerdir.1”

Bu ¢alismada S422L varyasyonuyla
koroner arter hastalifi arasinda anlaml
sayilabilecek bir iligki tespit edilememistir.
Fakat calisilan 6rneklerin sayisi itibari ile bu
varyasyonlarin koroner arter hastaligi ile
iliskisinin olmadigini sodylemek yaniltici
olabilir. Bu sebeple daha fazla 6rneklem
lzerinden yapilacak c¢alismalarla Kare
genlerindeki varyasyonlarin koroner arter
hastaligiyla iliskisinin incelenmesi genetik
acidan faydali olacaktir. Daha genis
gruplarda calisilarak analizlerin
gerceklestirilmesiyle daha duyarh ve 6zgiin
sonuglar elde edilebilecegini
diisiinmekteyiz.

Yazar katkisi: D.S.; Fikir/kavram, tasarim,
veri toplama veya isleme, analiz veya yorum,
kaynak taramasi, makalenin  yazimi,
malzemeler. M.A.; Veri toplama veya isleme,
analiz veya yorum, makalenin yazimi. M.Y.;
Veri toplama veya isleme, analiz veya yorum,
makalenin yazimi. A.C.; Fikir/kavram,
tasarim, biyolojik materyal toplama,
makalenin  yazimi. 0.V, Fikir/kavram,
tasarim, biyolojik materyal toplama,
makalenin yazimi. N.S.; Fikir/kavram,
tasarim, biyolojik materyal toplama,
makalenin yazimi. A.E.Y. Fikir/kavram,
tasarim, denetleme/danismanlik, veri
toplama veya isleme, analiz veya yorum,
kaynak taramasi, makalenin yazimi, elegtirel
inceleme, kaynaklar ve fon saglama,
malzemeler.

Cikar catismasi/Mali destek: Cikar
catismas1t bulunmamaktadir. Bu c¢alisma
Didem Secer’in Mersin Universitesi, Saghk
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