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ÖZET 

 

ÇÖZÜNÜR EPOKSİT HİDROLAZ GENİ (EPHX2) PROMOTOR BÖLGE 

METİLASYON DÜZEYİ VE K55R POLİMORFİZM SIKLIĞI İLE 

PREEKLAMPSİ HASTALIĞI ARASINDAKİ İLİŞKİNİN BELİRLENMESİ 

 

İsmail SARİ 

Doktora Tezi, Biyokimya Anabilim Dalı 

Danışman: Prof. Dr. Hatice PINARBAŞI 

2015, 74 Sayfa 

 

Preeklampsi, 20. gebelik haftasından sonra yeni başlangıçlı hipertansiyon ve proteinüri 

veya son organ hasarı ile karakterize çok faktörlü bir hastalıktır. Maternal, fetal mortalite 

ve morbiditenin en önde gelen nedenlerinden biridir ve etiyolojisi henüz anlaşılmamıştır. 

Çözünür epoksit hidrolaz (çEH), epoksieikozatrienoik asitlerin (EET) daha az biyoaktif 

olan diollerine dönüşümü metabolizmasında yer alır. Bu çalışmada K55R polimorfizmi ve 

EPHX2 promotor bölge metilasyon düzeyleri ile preeklampsi arasındaki ilişki 260 

preeklampsi hastası ve 260 sağlıklı hamile kadının dahil olduğu 520 bireyde incelendi.  

K55R polimorfizmi ve EPHX2 promotor metilasyon düzeyleri sırasıyla “Real time 

PCR” ile çift boyalı hidroliz propları kullanılarak ve “methylation-sensitive high 

resolution melting” analizi ile belirlendi. 

K55R polimorfizmi vakalarda (% 28.1) kontrollere (%17.3) göre anlamlı olarak 

daha yüksekti ve artan preeklampsi riski ile ilişkiliydi (OR: 1.86; % 95 CI: 1.09-2.63). 

EPHX2 promotor bölge metilasyon düzeyleri vakalarda kontrollere göre anlamlı olarak 

daha düşüktü. EPHX2 geni promotor metilasyon düzeyi % 25’ in altındakilerin sıklığı 

preeklamptik hastalarda % 81.2 ve kontrol grubunda  %  73.8 iken, metilasyon düzeyi % 

50’ nin üzerinde olanların vaka ve kontrol grubunda sıklığı sırası ile % l 2.7 ve  %  6.5 idi. 

EPHX2 geni promotor bölge metilasyon düzeyi % 25’ in altında olan gebe kadınlarda 2.83 

kat artan preeklampsi riski gözlendi (OR: 2.83; % 95 CI: 1.15-6.91). 

Sonuç olarak, EPHX2 geni promotor bölge hipometilasyonu ve K55R 

polimorfizmi anlamlı olarak artan preeklampsi riski ile ilişkili bulunmuştur. çEH enzimi  

EET moleküllerinin hızlı yıkımı yoluyla bu moleküllerin vazodilatatör, anti-hipertansif ve 

anti-inflamatuar özelliklerinin azalmasına katkıda bulunarak preeklampsi patogenezinde 

rol oynayabilir. 

Anahtar kelimeler: Çözünür Epoksit Hidrolaz, Genetik Polimorfizm, 

Epoksieikozatrienoik asit, Metilasyon. 
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ABSTRACT 

 

DETERMINATION OF THE K55R POLYMORPHISM AND METHYLATION 

LEVELS OF THE SOLUBLE EPOXIDE HYDROLASE GENE (EPHX2) IN 

PREECLAMPSIA 

 

İsmail SARİ 

PhD Thesis, Department of Biochemistry 

Supervisor: Prof. Dr. Hatice PINARBAŞI 

2015, 74 Pages 

 

Preeclampsia is a multifactorial disease characterized by new onset of hypertension and 

either proteinuria or end-organ dysfunction after 20 weeks of gestation. It is a leading 

cause of maternal and fetal mortality and morbidity and its etiology is not yet understood. 

Soluble epoxide hydrolase (sEH) is involved in metabolism of epoxyeicosatrienoic acids 

(EETs) to their less bioactive corresponding diols. In this study the association between 

K55R polymorphism and methylation levels of the EPHX2 promoter region and 

preeclampsia was investigated in 520 individuals including 260 preeclamptic patients and 

260 healthy pregnant women. 

K55R polymorphism and methylation levels of the EPHX2 gene promoter were 

determined by the real time PCR using double-dye hydrolysis probes and methylation-

sensitive high-resolution melting analysis, respectively.  

The presence of the K55R polymorphism was significantly higher in cases (28.1 

%) than controls (17.3 %), and was associated with increased risk of preeclampsia 

(OR:1.86; 95% CI: 1.09-2.63). Methylation levels of the EPHX2 promoter region in cases 

were significantly lower than controls. The frequency of EPHX2 promoter methylation 

levels of <25 % was 81.2 % in preeclamptic patients and 73.8 % in controls whereas 

methylation levels of >50 % were 2.7 % and 6.5 % in cases and controls, respectively. 

2.83 times increased preeclampsia risk was observed in pregnant women with EPHX2 

promoter methylation levels of <25 %  (OR: 2.83; 95 % CI: 1.15-6.91). 

In conclusion, hypomethylation of the promoter region of the EPHX2 gene and 

K55R polymorphism were associated with significant increased risk of preeclampsia. sEH 

enzyme may play a role in the pathogenesis of preeclampsia by contributing to reduction 

of the vasodilatator, anti-hypertensive and anti-inflammatory effects of EETs by rapid 

degradation of these molecules. 

Key words: Soluble epoxide hydrolase, Genetic polymorphism, Epoxyeicosatrienoic acid, 

Methylation. 
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1. GİRİŞ 

Preeklampsi, daha önce normotansif olan kadınlarda 20. gebelik haftasından sonra yeni 

başlangıçlı hipertansiyona  proteinüri veya son organ hasarının eşlik ettiği çok faktörlü bir 

hastalıktır. Preeklampsi bir multisistem hastalık olup, maternal morbidite ve mortalitenin 

önemli nedenidir. Bu hastalığın insidansı toplumlara göre % 2-10 arasında değişmekle 

birlikte ülkemizde gebe ölümlerinin en önde gelen nedenidir [1-4].  

Preeklampsi, patogenezi halen tam olarak anlaşılamamış olmakla birlikte, şu ana 

kadar yapılan araştırmalar genel olarak hastalığın patofizyolojisi, önlenmesi ve tedavisine 

odaklanmıştır. Günümüzde, damar endotel hasarı ve vazospazmın preeklampsi 

patofizyolojisinde önemli bir role sahip olduğu düşünülmektedir. Vazospazm sonucu kan 

akımına karşı direnç ve arter basıncında artış olur [3]. Hastalığın patogenezinde rol 

oynadığı ileri sürülen endotel hücreler; vazodilatatör maddelerin salınımı, damar 

bütünlüğünün sağlanması ve intravasküler koagülasyonun önlenmesi gibi çeşitli önemli 

fonksiyonlara sahiptir [5,6].  

Birçok araştırma, damar sistemi içindeki araşidonik asit metabolitlerinin 

düzenleyici fonksiyonlara sahip olduğunu göstermiştir [7, 8]. Araşidonik asitler, kısmi 

olarak böbrek ve damar endotelinde sitokrom P450 epoksigenaz ile 

hidroksieikozatetraenoik asitlere ve epoksieikozatrienoik asitlere (EET) metabolize 

edilirler [9]. Bu eikozanoidler arasında EET’ ler etkili bir vazodilatatördür ve vasküler 

tonusun düzenlenmesinde önemli rolleri vardır  [9-11]. EET’ ler anti-inflamatuar 

özelliklere, kan basıncının düşürülmesi gibi biyolojik fonksiyonlara da sahiptir [12, 13]. 

Ayrıca, trombosit agregasyonunu inhibe ederler ve fibrinoloizi artırırlar [14–16].  

Endojen EET’ lerin daha az biyoaktif dioller ve dihidroksieikozatrienoik asit 

(DHET)’ lere yıkımı, EPHX2 geni tarafından kodlanan çözünür epoksit hidrolaz (çEH) 

enzimi tarafından katalizlenir. Bu nedenle, endotelde çEH tarafından EET düzeyinin 

değiştirilmesi, damar fonksiyonlarının düzenlenmesinde önemli bir mekanizmadır [17–

19]. çEH’ in inhibisyonu EET düzeylerini stabilize eder ve böylece EET’ lerin faydalı 

etkilerinde artış sağlar. Bu nedenle çEH, kardiyovasküler hastalıkların tedavisinde yeni bir 

terapötik hedeftir [19]. Son yıllarda bazı çalışmalar çEH inhibitörlerinin hipertansiyon, 

ateroskleroz ve diğer kardiyovasküler hastalıkların tedavisinde kullanımı üzerinde 

yoğunlaşmıştır [20-22]. İnsan çEH aktivitesinde tek nükleotid polimorfizmlerinin neden 

olduğu bireysel farklılıklar belirlenmiştir. Bu nedenle birçok araştırma, EPHX2 gen 

polimorfizmine, bunların çEH katalitik aktivitesi üzerindeki etkilerine ve bazı 

kardiyovasküler hastalıklar ile ilişkisine odaklanmıştır [23, 24]. İnsan EPHX2 geninde çok 
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sayıda değişken bölge tanımlanmıştır. Polimorfizmlerin birinde 287. pozisyondaki 

arjininin glutamin ile yer değiştirdiği (Arg287Gln, R287Q) ve bu değişimin enzim 

aktivisinde azalmaya neden olduğu belirlenmiştir. Elli beşinci pozisyondaki lizinin arjinin 

ile yer değiştirdiği K55R (9780A>G; Lys55Arg; rs41507953) polimorfizminin ise in-vivo 

olarak daha yüksek çEH aktivitesine neden olduğu tespit edilmiştir. Dolayısıyla çEH 

aktivitesinde artışa neden olan bu polimorfizmin daha düşük EET düzeylerine neden 

olabileceği bildirilmiştir [25, 26]. Lee ve ark. tarafından koroner arter hastalık riski ile 

K55R polimorfizmi arasında beyazlarda yüksek bir ilişki olduğu belirlenirken, Afrikalı-

Amerika’ lılarda böyle bir ilişki saptanmamıştır [26]. Bu bulguların tersine, çalışma 

grubunu merkezi Avrupalıların oluşturduğu bir araştırmada ise K55R polimorfizmi ile 

koroner arter hastalığı, hipertansiyon ve başarılı bir perkütan koroner müdahaleden sonra 

restenoz riski arasında anlamlı bir ilişki gözlenmemiştir [27]. Birbirini desteklemeyen bu 

sonuçlar EPHX2 genindeki polimorfizm ile kardiyovasküler risk ilişkisinin, analiz edilen 

populasyonun etnik kökenine sıkı bir şekilde bağlı olduğu şeklinde yorumlanmıştır [28, 

29]. Ayrıca, HepG2 hücre hattında yapılan bir çalışmada EPHX2 geni promotor bölge 

hipermetilasyonu sonucu bu genin transkripsiyonunun, bir transkripiyon faktörü olan SP-1 

bağımlı mekanizma ile baskılandığı belirlenmiştir [30].  

Sonuç olarak, EET’ ler damar fonksiyonlarının düzenlenmesinde etkili 

moleküllerdir. Bu moleküllerin vazodilatatör özellikleri nedeni ile hipertansiyon, iskemik 

felç, koroner arter hastalığına karşı koruyucu etkilere sahip olduğu bilinmektedir [23, 24, 

26]. çEH enzimi EET’ leri yıkarak, bu moleküllerin damar sistemi üzerine olan koruyucu 

etkilerinin sonlanmasına neden olur. EPHX2 geni K55R varyantını taşıyan bireylerde çEH 

enzim aktivitesinin daha yüksek olduğu ve buna bağlı olarak EET düzeylerinin daha düşük 

olduğu bildirilmiştir. Bu nedenle bu varyantı taşıyan bireylerin hipertansiyon, iskemik 

felç, koroner arter hastalığına daha yatkın olabileceği ileri sürülmektedir [25]. Ayrıca, 

ratlarda gebelik sırasında EET sentezinin arttığı ve EET’ lerin hamilelik sırasında kan 

basıncının kontrolüne katkı sağladığı belirlenmiştir [31]. Ek olarak, DNA metilasyonu 

genlerin transkripsiyonunu düzenleyen mekanizmalardan biridir. EPHX2 geni promotor 

bölge hipometilasyonu çEH enzim düzeyini artırarak EET’ lerin ortamdan 

uzaklaştırmasında etkili bir diğer mekanizma olabilir. Bu nedenle EPHX2 geni promotor 

bölge metilasyon düzeyi ve/veya K55R polimorfizmi EET düzeylerinde farklılıklara yol 

açarak preeklapmsi hastalığının etiyolojisinde rol alabilir. Bu çalışmanın ana hedefi 

EPHX2 geni promotor bölge metilasyon düzeyi ve K55R varyantı ile preeklampsi 

hastalığı arasında bir ilişki olup olmadığının analiz edilmesidir. 

http://www.snpedia.com/index.php/Rs41507953
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1 Preeklampsi 

Preeklampsi, daha önce normotansif olan kadınlarda gebelikle birlikte 20. haftadan sonra 

gelişen hipertansiyona proteinüri veya son organ hasarının eşlik ettiği bir hastalıktır [4]. 

Trofoblastik hastalık ve çoğul gebelik durumunda 20. haftadan önce de ortaya çıkabilir. 

Preeklampside hipertansiyon, hastalığın erken ve kesin bulgusudur. Hipertansiyon, gebelik 

öncesi veya ilk trimesterdeki kan basıncına göre diastolik basıncın 25 mmHg’ den fazla 

yükselmesi veya en az 6 saat ara ile iki defa yapılan ölçümlerde kan basıncının 140/90 

mmHg ve üzeri olması durumudur [1, 2, 32]. Bu hastalarda glomerüler hasarın bir 

göstergesi olan proteinüri ise 4 saat veya daha fazla ara ile yapılan ölçümlerde, idrar 

numunesinde 0,1 g/L protein (dipstik testde 1+) veya 24 saatlik idrarda 300 mg ve daha 

fazla protein bulunması durumudur [3, 33, 34]. Proteinüri yokluğunda, gestasyonel 

hipertansiyon ile birlikte son organ hasarı, baş ağrısı, görme bulanıklığı, trombositopeni, 

karaciğer enzimlerinin serumda yükselmesi, fetal büyüme geriliği, bulantı ve kusma ile 

birlikte sağ üst kadran veya epigastrik ağrı gibi bulguların eşlik etmesiyle preeklampsi 

tanısı konulabilmektedir [4, 34]. 

Preeklampsi klinik olarak hafif ve şiddetli olmak üzere ikiye ayrılır. Ciddi 

hipertansiyon, yüksek düzeyde proteinüri veya diğer bulgular (son organ hasarının 

belirtileri) mevcut olduğunda şiddetli preeklampsi olarak sınıflandırılır [3, 35]. Bu 

bulguların herhangi birinin yokluğunda, hafif preeklampsi olarak sınıflandırılabilir [36]. 

Preeklampsi endotel disfonksiyonu, vazospazm ve organ perfüzyonundeki sekonder 

azalma ile seyreden klinik bir durumdur [37]. Preeklampside hem anne hem de fetus 

etkilenir. Bu hastalık annede renal, hepatik, serebral ve koagulasyon sistemlerinde 

bozukluklara, fetusda büyüme geriliği, distres, ölüm ve erken doğuma neden olabilir [38]. 

Preeklampsi günümüzde hala maternal ve fetal morbidite ve mortalitenin en önemli 

nedenlerinden biridir [39, 40]. Ülkemizde gebe ölümlerinin en önde gelen nedeni 

preeklampsidir [12]. Bu hastalık gebelerin % 2-7’ sinde görülür ve nedeni tam olarak 

açıklanamamıştır. Sağlıklı nulliparlarda preeklampsi oranı % 2-7 olarak belirlenmiştir. Bu 

oran ikiz gebeliklerde % 14, daha önceden preeklampsi hikayesi olanlarda % 18, 

preeklampsi’ li kadınların kız kardeşlerinde % 39 ve kızlarında % 22 düzeyindedir. [38, 

41]. 

2.1.1 Preeklampsi Risk Faktörleri 

Nulliparite, obstetrik problemler, obezite, gestasyonel veya pregestasyonel diabetes 

mellitus, renal hastalık, kronik hipertansiyon, ailesinde preeklampsi hikayesi, trombofili, 
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bağ doku ve vasküler hastalıklar, daha önceki gebeliğinde preeklampsi hikayesi, düşük 

sosyoekonomik düzey, Afrikalı-Amerikalı ırkı, yüksek beden kitle indeksi, 15 yaş altı ve 

40 yaş üstündeki gebelikler, çok sayıda gebelik preeklampsi için belirtilen risk 

faktörleridir [33, 42, 43]. 

 

2.1.2 Preeklampsi Etiyolojisi ve Patogenezi  

Preeklampsi patofizyolojisi ve etiyolojisi net olarak aydınlatılamamıştır. Şu ana kadar 

yapılan araştırmalar genel olarak hastalığın patofizyolojisi, önlenmesi ve tedavisine 

odaklanmıştır [3]. Günümüzde preeklampsinin maternal ve fetal/plasental kökenli, bir 

multisistem hastalık olduğu bilinmektedir [44]. Plasentanın yetersiz trofoblastik 

invazyonu, damar endotel hasarı ve vazospazmın preeklampsi patofizyolojisinde önemli 

role sahip olduğu düşünülmektedir [45]. Preeklampsi etiyolojisinde gittikçe önem kazanan 

iki görüş daha vardır. Bunlardan birisi preeklampsiyi immünolojik yönden, diğeri genetik 

açıdan değerlendiren yaklaşımlardır. Annesinde preeklampsi olan gebelerin kızlarında 

daha yüksek oranda preeklampsi görülmesi genetik görüşleri desteklemektedir [46]. 

Preeklampsi oluşumunda genetik faktörlerin etkili olduğu genel anlamda kabul görmekle 

birlikte genetik geçiş paterni tartışmalıdır. Preeklampsi ile ilişkili belirgin tek bir genetik 

mekanizma ortaya konamamıştır [47]. Tüm bu görüşlere ek olarak, oksidatif stresin hem 

plasenta hem de maternal sistemik dolaşım içinde önemli bir etkiye sahip olduğu ve 

preeklampsi hastalığının patogenezinde artan oksidatif stresin de rolü olduğu bildirilmiştir 

[44]. 

Plasenta fetüsü uterusa bağlayarak, fetüs için gerekli besin, gaz değişiminin 

sağlanması ve fetüs atıklarının temizlenmesi bakımından hayati bir organdır. Gebelikte 

plasentanın, fetusun oksijen ve besin ihtiyacını karşılayabilmek için uterus kan akımı, 

büyük oranda artar. Bu artışın sağlanabilmesi için spiral arterlerin bazı fizyolojik 

değişimlere uğraması gerekmektedir. Örneğin, plasentada fetusun ihtiyaçlarını karşılamak 

üzere yoğun olarak yeni damar oluşumu gerçekleşmektedir. Bu damar oluşumunda ise 

trofoblastlar rol almaktadır. Trofoblastlar normal plasenta gelişiminde ekstravillöz 

maternal spiral arterlerin kas tabakasını ve elastik laminasını invaze ederler. Bunun 

sonucunda spiral arterlerin çapı 15-20 mikrondan 300-500 mikrona çıkmakta, böylelikle 

spiral arterler düşük dirençli, yüksek kapasiteli utero-plasental damarlar haline 

dönüşmektedir. Yani trofoblast invazyonu fetusun, maternal arteryal dolaşıma direk 

bağlantısını ve sağlıklı plasentasyonu sağlar. Gebelik haftası ilerledikçe, plasentaya ulaşan 

kan hacmi maternal faktörlerin etkisinden çıkıp, lokal faktörlerin etkisine girer [48-51]. 
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Preeklampside ise bu fizyolojik değişikliklerin tamamlanmamış olduğu, plasental ve spiral 

arterlerin bozulmuş ekstravillöz invazyona sahip olduğu belirtilmiştir [52]. Bu hastalarda 

trofoblastik invazyonun yetersiz olması sonucu spiral arterlerde gerekli dilatasyon 

oluşmaz. Bu nedenle intervillöz mesafeye maternal kan daha yüksek hız ve basınçla girer. 

Histopatolojik incelemelerde preeklamptik gebelerde intervillöz mesafede göllenme, fibrin 

birikimi ve trombüs oluştuğu belirlenmiştir [53]. Yetersiz trofoblastik invazyonun nedeni 

tam olarak bilinmemekle beraber immünolojik ya da genetik nedenlere bağlı olabileceği 

ileri sürülmektedir [54]. 

Son zamanlarda preeklampsi patogenezinde endotel hücre aktivasyonunun önemli 

bir yere sahip olduğu gösterilmiştir. Endotel hücre aktivasyonunun preeklampsinin erken 

dönemlerinde geliştiği düşünülmektedir [55]. Preeklamptik gebelerde endotel hasarını 

başlatan nedenler tam olarak bilinmemesine rağmen, bu durumun trombositlerin ve 

nötrofillerin aktivasyonu ve koagulasyon sistemi ile ilişkili olabileceği iddia edilmektedir. 

Bu hastalığın gelişiminde asıl rol alan mekanizmanın artmış inflamatuar yanıt sonucu 

meydana gelen endotel hücre hasarı olduğu ileri sürülmektedir. Artan inflamatuar yanıtta 

ise başlıca trombosit ve nötrofil aktivasyonu, oksidatif stres ve sitokinler rol almaktadır 

[56]. Son yıllarda kabul gören “iki evre modeli”ne göre preeklampside plasentadan 

salıverilen faktör ya da faktörler sistemik dolaşıma geçip yaygın inflamasyona yol 

açmakta ve endoteli hasara uğratmaktadır. Hasara uğrayan endotel, normal gebelikte artan 

nitrik oksit (NO), endotel kaynaklı hiperpolarize edici faktör (EDHF), prostasiklin gibi 

gevşetici maddeleri daha az sentezler ve vazokonstrüksiyon oluşur [55]. 

Hastalığın patogenezinde rol oynadığı ileri sürülen endotelyal hücreler; 

vazodilatatör maddelerin sekresyonu, vasküler kompartman bütünlüğünün sağlanması ve 

intravasküler koagülasyonun önlenmesi gibi çeşitli önemli fonksiyonlara sahiptir [5, 6]. 

Birçok çalışmada normal gebelerde, endotelden salınan anti-agregan ve vazodilatatör 

prostaglandin I2 (PGI2, prostasiklin)’ nin arttığı, vazokonstrüktör ve agregan tromboksan 

A2 (TXA2)’ nin azaldığı gösterilmiştir [57]. Preeklampside ise endotelyal disfonksiyon 

sonucu PGI2 salınışı azalır. Subendotelyal kollajenin açığa çıkması TXA2 salınmasına ve 

platelet agregasyonuna neden olur. TXA2 lehine bozulmuş PGI2/TXA2 dengesi 

vazokonstrüksiyon ve hipertansiyon gelişimine katkıda bulunur. Ayrıca, endotel 

hücrelerde L-arjininden NO sentaz aracılığı ile oluşturulan NO’ nun, vazodilatatör bir 

molekül olması nedeni ile gebeliğe bağlı hipertansif hastalıklarda rol oynadığı 

düşünülmektedir [5, 6]. 
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Preeklampside nötrofil,  monosit, makrofaj, doğal öldürücü hücreler (natural killer-

NK hücreleri), CD4 ve CD8 T hücreleri gibi bağışıklık sistemi hücrelerinin aktive olduğu 

belirlenmiştir [58]. Normal gebelikte periferik kan lökositleri artar, fakat bu artış 

preeklampside daha fazladır.  Bu hastalarda inflamatuar hücreler aktive olur ve vasküler 

hasar bölgesine göç ederler. Lökosit aktivasyonuyla birlikte proinflamatuar moleküller, 

sitokinler ve adezyon molekülleri de aktive olur [59, 60]. Proinflamatuar sitokin düzeyleri 

preeklamptik gebelerin plasenta ve sistemik dolaşımlarında yüksektir. Birçok araştırmada 

bu hastalarda interlökin-8 (IL–8), IL–12, IL–15, IL–18, interferon, transforme 

edici büyüme faktörü-β gibi diğer sitokinlerin de plasenta ve plazma düzeylerinin 

yükseldiği saptanmıştır [61, 62]. Sitokin düzeylerindeki bu artışa yanıt olarak endotelin 

protrombotik ve proinflamatuar aktivasyonu meydana gelmektedir [63]. Aktive endotel, 

adezyon moleküllerini, kemoatraktanları eksprese eder ve lökositlerin damar yatağını işgal 

etmesine neden olur [64]. Sitokinlerin nötrofil, monosit ve lenfositlerde hiperaktivasyona 

neden olarak endotel disfonksiyonuna ve sonuç olarak da preeklampsi tablosunun 

oluşmasına neden olabilecekleri ileri sürülmektedir. Ayrıca normal gebeliklerde “T helper-

2” nin aktivasyonu “T hepler-1” den daha fazladır. Preeklamptik gebelerde ise durum tam 

tersidir. “T hepler-1” hücrelerinin aktivasyonu sonucu salınan sitokinlerin preeklampsi 

tablosunun ortaya çıkmasına neden olabileceği ileri sürülmektedir  [58].  

  Son olarak, renin anjiotensin aldosteron sistemi hem normal gebelikte hem de 

preeklampsi patogenezinde önemli rol oynamaktadır. Gebelikte böbrek dışında renin 

anjiotensin aldesteron sistemini düzenleyen en önemli organ plasentadır [65]. Normal 

gebelikte östrojen anjiotensinojen sentezini uyarır, bu da renin anjiotensin aldesteron 

sisteminde aktivasyon artışına neden olurken, anjiotensin II (ang II)’ ye verilen cevap 

azalır [66]. Sağlıklı gebelerde ang II’ ye karşı direnç oluşurken preeklamptik kadınlarda 

hassasiyetin arttığı belirlenmiştir [67]. 

2.2 Epoksitler  

Epoksitler üç halkalı, siklik eterlerdir. Üç atomdan oluşan gergin halka yapısına sahiptirler 

(Bkz. şekil 2.1). Bu gergin halka yapısı da epoksitleri diğer eterlerden daha reaktif yapar 

[68]. 

 

 

 

 

Şekil 2.1 Epoksit molekülünün genel yapısı [68]. 
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Endüstride de kullanılan epoksitler, doğal ve yapay olarak vücuda alınabilecekleri 

gibi belli biyokimyasal tepkimeler sonucu in-vivo olarak da meydana gelebilirler [69]. 

Yani epoksitler endojen veya eksojen olarak oluşabilirler. Bu moleküller endojen olarak, 

hücre ve dokularda zenobiyotiklerin metabolizması sonucunda sitokrom P450 (CYP450) 

monooksijenaz sistemi yoluyla oluşabileceği gibi oksidatif metabolizma sırasında oluşan 

oksijen atomlarının farklı dizilimleri ile de meydana gelebilirler [70, 71]. Bu bileşiklerin 

birçoğu karsinojenik ve oldukça toksik etkilere sahiptir. Fakat farklı reaktivite ve molekül 

geometrilerine sahip olmalarından dolayı epoksitlerin tümü aynı oranda zararlı değildir 

[69]. Fizyolojik pH’ da bu moleküllerin birçoğu reaktif değildir ve canlı sitemler için 

tehlike arz etmezler. Fakat epoksitlere enzimatik olarak su moleküllerinin eklenmesi 

sonucu daha elektrofilik bileşikler meydana gelebilir. Bu nedenle vücuttan atılımları 

oldukça önemli hale gelir. Bu şekilde oluşan epoksit ara ürünlerinin bazıları sulu 

ortamlarda oldukça kararsız olmaları nedeni ile DNA, RNA ve proteinlere atak yaparak 

mutajenik, toksik ve karsinojenik etki yaratabilirler. Bu sebeple epoksit ara ürünlerinin 

seviyelerinin düzenlenmesi organizma için yaşamsal önem taşımaktadır [70, 71]. 

 

2.2.1 Epoksit Metabolizması 

Epoksitler, epoksit hidrolaz (EH) enzimleri tarafından (EC 3.3.2.7-11) su katılması 

tepkimesiyle, ilgili diollerine dönüştürülürler (Bkz. şekil 2.2 ). Birkaç istisna dışında bu 

şekilde hidrolize uğrayan epoksitlerin sudaki çözünürlükleri artar ve genotoksik etkileri 

ortadan kalkar [23]. Bu olay sonucunda yalnızca eksojen epoksitlerin zararlı etkileri 

ortadan kalkmaz, düzenleyici rolleri olan lipit kaynaklı endojen epoksitler de ortamdan 

uzaklaştırılmış olur [72]. 

 

Şekil 2.2 Epoksit hidrolaz enzimlerinin katalizledikleri tepkime. EH: Epoksit hidrolaz [23]. 

 

EH’ ler memeli, bitki, böcek, fungus, bakteri gibi birçok organizmada geniş bir 

dağılım gösteren enzim grubudur. EH enzim ailesinin genel olarak karbon kaynaklarının 

yıkımı, detoksifikasyon ve sinyal moleküllerinin düzenlenmesi şeklinde başlıca üç 

fonksiyonu vardır [71].  



8 

 

Bu enzim ailesi çözünür epoksit hidrolaz (çEH), mikrozomal epoksit hidrolaz (mEH), 

lökotrien A4 hidrolaz, hepoksilin A3 hidrolaz ve kolesterol 5,6-oksit hidrolaz olmak üzere 

5 alt tipe ayrlır [70]. 

Epoksitlerin metabolizması başlıca çEH ve mEH enzimleri aracılığı ile gerçekleşir. 

Bu enzimlerin her ikisi de zenobiyotik metabolizmasında rol alır. Fakat çEH daha çok 

endojen epoksitlerin metabolizmasında görev alır. Polisiklik aromatik hidrokarbon 

metabolitlerinin de dahil olduğu birçok reaktif epoksit, mEH enziminin substratıdır (Bkz. 

şekil 2.3) ve bu enzim tarafından etkin bir şekilde detoksifiye edilirler. 

 
                Şekil 2.3 Balşıca mikrozomal epoksit hidrolaz substratları [23]. 

             

İnsan çEH enzimi başlıca karaciğer olmak üzere birçok dokuda eksprese olur ve 

fosfataz aktivitesinden dolayı zenobiyotik metabolizmasından daha çok düzenleyici 

süreçlerde rol oynar. Yani çEH endojen, mEH ise eksojen epoksitlerin metabolize 

edilmesinde rol alan enzimlerdir [23]. Dolayısıyla çEH birçok endojen yağ asidi türevi 

epoksitleri metabolize eden ana enzimdir. Fakat mEH enzimleri de, çEH enziminden çok 

daha az etkin olsa da epoksistearik asit ve epoksieikozatrienoik asit (EET)’ ler gibi yağ 

asiti türevi epoksitleri substrat olarak kullanabilirler [73]. 

 Sonuç olarak çEH enzimi, araşidonik asit (AA) metabolizması sonucu oluşan 

endojen epoksitlerin biyokimyasal deaktivasyonunda rol alan başlıca EH enzimidir. 

Epoksitler reaktif özlelliklere sahip moleküllerdir. Fakat CYP epoksigenaz aktivitesi ile 

epoksitlerden oluşan endojen EET’ ler organizma için bazı düzenleyici etkiler gösterirler. 

çEH enzimi bu düzenleyici moleküllerin DHET’ lere dönüşmünü katalize ederek bu 

etkilerin sonlanmasına sebep olur [23]. 

çEH ve mEH haricindeki EH ailesinin üyesi olan diğer üç enzim kısıtlı substrat 

seçiciliklerine sahiptirler ve zenobiyotik metabolizmasında rol almazlar.  
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Bu enzimlerden kolesterol-5,6-oksit hidrolazın başlıca memeli karaciğer dokusu olmak 

üzere birçok doku mikrozomlarında aktivitesi bulunur. Bu enzim kolesterol 5,6 α- oksit ve 

5,6 β- oksit’ in kolestan 3β, 5α, 6β- triol’ e hidrasyonunu katalizler. EH ailesinin bir diğer 

üyesi hepoksilin A3 hidrolaz AA metabolizmasına katılan sitozolik bir enzimdir. 

Lökotrien A4 hidrolaz ise kofaktör olarak Zn
+2

’ yi kullanan iki fonksiyonlu bir enzimdir. 

Hem hidrolaz hem de aminopeptidaz aktivitesi gösterir. AA metabolitlerinden biri olan 

lökotirienler bu enzimin substratıdır [70, 74].  

 

2.2.2 Araşidonik Asit Metabolizması ve EET’ lerin Oluşumu  

AA (20: 4 
5, 8, 11, 14 

, ω − 6) omurgalılar için çoklu doymamış esansiyel yağ asitidir. 

Memeli hücrelerinin dış ve iç membranlarındaki fosfolipitlerin (başlıca 

fosfatidiletanolamin, fosfatidilkolin ve fosfatidil inozitler) genellikle ikinci açil grubu (sn-

2) ile esterleşmiş olarak bulunurlar. AA’ lar omurgalı hayvanların çeşitli dokularında, 

oldukça etkili, hormon benzeri işlevlere sahip olan eikozanoidlerin öncülü bileşiklerdir. 

AA’ ların hücre membranlarından salınımı başlıca Ca
2

 iyonları ile birlikte fosfolipaz A2 

aracılığı ile düzenlenir. Aktive olan fosfolipaz A2 hücre membranındaki fosfatidilkolinden 

araşidonik asiti hidroliz eder. Bazı hücreler tarafından AA salınımı için diğer bir yol 

olarak da reseptör aracılı fosfolipaz C yolu kullanılır. Fosfolipaz C’ nin aktive olması 

sonucu membran yapısındaki inozitolfosfogliseridden fosforilinozitol grubu hidroliz edilir 

ve AA içeren bir diaçilgliserol oluşur. Daha sonra diaçilgliserol lipaz enzimi tarafından 

katalizlenen bir hidrolitik tepkime ile de AA serbestleşir [75, 76]. Membranlardan 

serbestleşen bu AA’ lar, daha sonra siklooksijenaz (COX), lipooksijenaz (LOX) ve 

CYP450 monooksijenaz olmak üzere üç sınıf enzimin etkisiyle endojen biyoaktif 

eikozanoidlere dönüştürülürler. Araşidonik asitlerden; COX yolağı ile PG ve ilişkili 

eikozanoidler, LOX yolağı ile lökotrienler ve ilişkili bileşikler, CYP450 monooksijenaz 

yolağı ile de hidroksieikozatetraenoik (HETE) asitler ve epoksitler oluşur (Bkz. şekil 2.4). 

COX ve LOX yolakları yoğun bir şekilde araştırılmıştır. Bu yolakların eikozanoid 

ürünlerinin inflamasyon, hücre proliferasyonu ve hücre içi sinyal iletimi gibi biyolojik 

süreçlerde önemli rollere sahip oldukları bilinmektedir. Buna rağmen CYP yolağı daha az 

çalışılmıştır. Fakat son zamanlarda bu alanda yapılan çalışmaların sayısı artmaktadır [77-

79]. CYP yolağı ile EET ve HETE olmak üzere iki tip eikozanoid oluşur. HETE’ ler CYP 

ω-oksidaz aktivitesi ile oluşurken, EET’ ler başlıca CYP2C ve CYP2J sınıfına ait CYP 

epoksigenazların aktivitesi sonucu oluşur. CYP enzimleri endoplazmik retikulumda 

bulunur ve araşidonik asitteki 4 çift bağdan birine bir epoksit ekleyerek 5,6-EET, 8,9-EET, 
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11,12-EET ve 14,15-EET olmak üzere 4 adet EET izomeri oluşturur (Bkz. şekil 2.4) [78]. 

Endotel hücreleri CYP2C9 ve CYP2J2 eksprese eder ve bu, damar sistemi içindeki EET’ 

lerin ana kaynağıdır. Küçük bir miktar 8,9-, 11,12-,14,15-EET plazma, karaciğer ve 

böbrekte bulunmaktadır [79, 80].  EET’ ler vazodilatasyon ve vasküler tonusun 

düzenlenmesi gibi birçok biyolojik işleve sahip düzenleyici lipit molekülleridir. Bu 

biyolojik işlevlerden en çok damar basıncını azaltıcı etkileri araştırılmıştır [9-11, 77]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.3 EET’ lerin Etkileri  

EET’ ler başlıca kardiyovasküler ve renal sistem üzerine otokrin ve parakrin etkileri olan 

moleküllerdir [82]. İlk olarak 1980’ lerin başında EET’ lerin vazodilatatör etkisi ortaya 

çıkarılmış ve bu moleküller daha ayrıntılı olarak çalışılmaya başlanmıştır [83]. Daha 

sonra, bu moleküllerin anti-inflamatuar anti-hipertansif [13, 12], anti-agregan ve fibrolizisi 

artırma gibi biyolojik fonksiyonlara da sahip oldukları belirlenmiştir [14-16]. EET’ lerin 

ayrıca sinyal iletim yolakları ve bazı transkripsiyonel mekanizmalara dahil oldukları ve 

buna hücre membranlarında bulunan özgün EET reseptörlerinin aracılık edebileceği ileri 

sürülmüştür [80, 84, 85]. Fakat günümüze kadar henüz bir EET reseptörü 

tanımlanmamıştır.  

 

 Şekil 2.4 Araşidonik asit ve EET metabolizması. Araşidonik asitler COX yolağı ile prostaglandinler (PG) ve 

tromboksanlara (TXA2); LOX yolağı ile 5-, 8-, 12-, 15- hidroksieikozatetraenoik asit (5-, 8-, 12-, 15- HETE); 

CYP4A katalizi ile 19-, 20-HETE’ lere; CYP2C ve CYP2J enzim sistemleri ile 4,5-eposkieikozatrienoik asit 

(4,5-EET), 8,9-EET, 11,12-EET, 14,15-EET’ lere dönüştürülebilirler. EET’ ler çEH enzimi tarafından daha 

az aktif 5,6-dihidroksieikozatrienoik asit (5,6-DHET),  8,9-DHET, 11,12-DHET, 14,15- DHET’ lere katalize 

edilirler [81].   
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EET’ lerin etkisini açıklamaya yönelik iki mekanizma öne sürülmektedir. 

Birincisinde; EET’ lerin muhtemelen membranda bulunan reseptörlerine bağlandığı ve 

bunun sonucunda işlevsel yanıta yola açan sinyal ileti yolakları ile etkileştiği 

bildirilmektedir. İkinci mekanizmaya göre de EET’ ler, CYP epoksijenaz tarafından 

araşidonik asitten oluşturularak veya EET içeren fosfolipitlerin hidrolizi ile hücre içine 

alınarak intraselüler ortamda bulunurlar. Bu intraselüler EET’ lerin doğrudan hücre içi 

mekanizma ile iyon kanalları, sinyal ileti yolaklarının bileşenleri veya transkripsiyon 

faktörleri ile etkileşime girdikleri belirtilmektedir [80]. 

2.2.3.1 EET’ lerin Vasküler Tonus Üzerine Etkileri ve Etki Mekanizmaları 

Dolaşımdaki kan hücreleri EET düzeyinin önemli kaynağı ve düzenleyicisidir. EET’ ler 

insanların da dahil olduğu birçok türde, eritrositlerde esterleşmiş olarak bulundukları 

fosfolipitlerden izole edilmiştir [86, 87]. Eritrositlerden salınan EET’ ler, vazodilatasyon, 

trombosit agregasyonunun inhibisyonu ve inflamatuar cevabın baskılanmasında rol alan 

EET’ lerin önemli bir kaynağını teşkil eder. Eritrositler ve dolaşımın diğer bir hücresi olan 

makrofajlar çEH aktivitesine de sahip hücrelerdir [88, 89]. Ayrıca, insan alveolar 

makrofajlarında ve monosit hücrelerinde CYP2J2 ekspresyonunun olduğu, fakat 

nötrofillerde bu genin eksprese olmadığı belirlenmiştir [90]. Bu veriler dolaşımdaki 

hücrelerin EET oluşturma ve yıkma kapasitesine sahip olduklarına ve bu yolla 

kardiyovasküler işlevleri etkilediklerine işaret etmektedir [79]. 

EET’ lerin işlevleri ile ilgili en çok vazodilatatör etkileri araştırılmıştır [9-11, 77]. 

Daha önce yapılan çalışmalarda EET’ lerin hem endotel hem de damar düz kas hücreleri 

üzerine etkileri olduğu gösterilmiştir [91, 92]. EET düzeyindeki değişikliklerin kan basıncı 

artışına, endotel disfonksiyonuna ve son organ hasarına yol açarak hipertansiyonun 

patafizyolojisinde rol alabileceği belirtilmektedir [83]. Yapılan bir çalışmada gestasyonel 

hipertansiyonlu kadınlarda idrar DHET düzeyinin sağlıklı hamile kadınlara oranla anlamlı 

olarak daha yüksek olduğu belirlenmişir. Bu durum gebelikle indüklenen hipertansiyonlu 

kadınlarda EET yıkımının arttığı şeklinde yorumlanmıştır [93]. Minuz ve ark. tarafından 

renovasküler hipertansiyon hastalarında plazmada EET düzeyinin azaldığı saptanmıştır. 

Ayrıca bu hastalarda, plazma EET/DHET oranın azaldığı da belirlenmiştr. EET deki bu 

azalışın CYP tarafından EET üretimindeki azalma ve EET’ lerin çEH enzimi tarafından 

yıkılmalarındaki artışla ilişkilendirebileceği ileri sürülmüştür [94]. Koroner, renal ve 

serebral damarlarda yapılan çalışmalarda EET’ lerin organ kan akımını veya damar çapını 

artırıcı yönde etki gösterdikleri saptanmıştır [95-98].  
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Ayrıca, EET’ lerin asetilkolin ve bradikinin aracılı endotel bağımlı hiperpolarizasyona 

katkı sağlayarak da vazodilatasyona neden oldukları gösterilmiştir [97, 99]. Benzer şekilde 

endotel hücrelerinde CYP2J2 veya CYP2C8 ekspresyonunun artırılmasının asetilkolin 

aracılı renal mirkovasküler dilatasyonu artırdığı belirlenmiştir [100].  

EET’ lerin damarlardaki etkileri için birçok mekanizma öne sürülmektedir (Bkz. 

şekil 2.5). 14,15-EET’ lerin koroner mikro damarlarda 10 pM gibi düşük bir derişimde 

bile gevşemeye yol açtıkları tespit edilmiştir [101]. Bu olayın hiperpolarizasyon aracılığı 

ile meydana geldiği belirlenmiş ve EET’ lerin koroner dolaşımın da dahil olduğu birçok 

damar yatağında EDHF olarak işlev gördükleri ileri sürülmüştür [95, 97]. EET’ lerin, 

EDHF etkisinin mikrodamarlarda baskın olduğu belirtilmiştir. Bu moleküllerin renal 

mikro dolaşımda kan akışını düzenleyerek damar gevşemesine yol açtıkları bildirilmiştir. 

Ayrıca, sodyumun geri emilimini inhibe ederek iyon taşınımının düzenlenmesine katkı 

sağladıkları ve bunun sonucunda kan basıncını düşürücü yönde etki sağladıkları tespit 

edilmiştir [95]. Bazı çalışmalarda EET’ lerin endotel hücrelerinden difüze olarak düz kas 

hücrelerindeki “Ca
2+

-aktive büyük-geçişli potasyum (K
+
) kanallarını” (BKCa) 

etkinleştirdikleri ve bunun sonucunda hiperpolarizasyona yol açarak damar gevşemesine 

neden oldukları saptanmıştır [83, 102, 103]. Oluşan bu endotel hiperpolarizasyonunun ise 

“gap junction” lar aracılığı ile düz kas hücrelerine iletildiği belirlenmiştir. Ayrıca, endotel 

hiperpolarizasyonu sonucu endotelde bulunan “Ca
2+

-aktive potasyum kanallarından” (KCa) 

salınan K
+ 

iyonlarının miyoendotel boşlukta birikerek düz kas hücrelerindeki potasyum ve 

Na
+
/K

+
-ATPaz kanallarını aktive ettiği de gözlenmiştir. Bunun sonucunda da potasyum 

iyonlarının hücre içinden dışına çıkarak düz kas hücre hiperpolarizasyonuna neden 

oldukları belirlenmiştir [104]. Ek olarak, EET’ lerin endotelyal “kalsiyum-aktive küçük-

geçişli K
+
 kanallarını” (SKCa) ve “kalsiyum-aktive orta-geçişli K

+
 kanallarını” (IKCa) 

açarak veya gap junction’ lar aracılığı ile endotel ve düz kas hücreleri arasındaki 

hiperpolorizasyonun iletimini sağladıkları ve bu yolla endotel hiperpolarizasyonunu 

düzenledikleri belirtilmiştir (Bkz. şekil 2.5 B) [78].
 
Ayrıca, endotel hücrelerinden salınan 

EET moleküllerinin membranda bulunan, tanımlanmamış bir reseptörü aktive ederek 

guanin nükleotid protein Gαs tarafından adenilat siklaz aktivasyonuna ve bunun sonucunda 

da cAMP üretiminde artışa yol açtığı belirlenmiştir [96, 105-107]. cAMP’ nin protein 

kinaz A (PKA)’ nın aktive olmasını sağladığı ve aktive PKA’ nın da BKCa kanallarını 

etkinleştirerek hücreden K çıkışına ve hiperpolarizasyona neden olduğu gösterilmiştir 

(Bkz. şekil 2.5 C) [79, 108]. 
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Şekil 2.5 Çeşitli organlarda EET yapısal izomerleri tarafından kullanılan vasküler hücre sinyal iletim 

mekanizlarının bir özeti. A: Endotel hücreleri tarafından oluşturulan EET’ ler düz kas hücrelerinde bulunan 

TRPV4 (vallinoid type 4 transient receptor potential) kanallarını aktive eder. TRPV4 kanalları aracılığı ile 

Ca
2+ 

 girişi endoplazmik retikulumdan (ER) Ca
2+ 

 iyonlarının salınımını tetikler. ER’ den Ca
2+ 

 iyonlarının 

salınışı “Ca
2+

-aktive büyük-geçişli potasyum (K
+
) kanallarını” (BKCa) etkinleştirerek düz kas hücrelerinden 

K
+
 çıkışına neden olur. Bu da membran hiperpolarizasyonuna yol açar. B: EET’ ler endotel hücrelerindeki 

TRP (transient receptor potential) kanallarını aktive ederek bu hücrelere Ca
2+ 

girişine yol açarlar. Endotel 

hücrelerindeki Ca
2+ 

artışı “kalsiyum-aktive küçük-geçişli K
+
 kanallarını” (SKCa)  ve “kalsiyum-aktive orta-

geçişli K
+
 kanallarını” (IKCa) etkinleştirir. Bu durum membran hiperpolarizasyonuna yol açar. Endotel 

membran hiperpolarizasyonu “gap junction” lar aracılığı ile damar düz kas hücrelererine iletilir. C: Endotel 

hücrelerinden salınan EET molekülleri membranda bulunan, tanımlanmamış bir reseptörü aktive ederek 

guanin nükleotid protein Gαs tarafından adenilil siklaz aktivasyonuna ve bunun sonucunda da cAMP 

üretiminde artışa yol açar. Daha sonra cAMP tarafından protein kinaz A (PKA)’ nın aktivasyonu meydana 

gelir. Aktive PKA da BKCa kanallarını aktive ederek hücreden K çıkışına ve hiperpolarizasyona neden olur 

[79]. 

 

TRPV4 kanalları aracılığı ile düz kas hücrelerine Ca
2+ 

girişinin, sarkoplazmik 

retikulumda bulunan riyanodin reseptörlerini aktive ederek Ca
2+ 

iyonlarının salınımını 

tetiklediği saptanmıştır. ER’ den Ca
2+ 

 iyonlarının salınışının ise BKCa kanallarını 

etkinleştirerek düz kas hücrelerinden K
+
 çıkışına neden olduğu ve bunun sonucunda 

membran hiperpolarizasyonun meydana geldiği belirlenmiştir (Bkz. şekil 2.5 A) [109]. Bir 

diğer çalışmada ise TRPV4 geni eksik olan farelerin mezenterik arterlerinde 11,12-EET 

aracılı dilatasyonunun gerçekleşmediği gözlenmiştir [110]. 
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Son olarak, EET’ lerin trombositler üzerine etki ederek de damar homeostazını 

düzenlemede rol aldıkları ileri sürülmüştür [111, 112]. 8,9-EET ve 14,15-EET’ nin 

trombositlerde tromboksan B2 oluşumunu inhibe ettiği saptanmıştır. Ayrıca, AA 

tarafından indüklenen trombosit agregasyonunun tüm EET izomerleri aracılığı ile inhibe 

edildiği gösterilmiştir [112]. EET’ lerin insan trombositlerinde NO sentaz yolağını 

etkinleştirdikleri [113] ve trombositlere trombin aracılı Ca
2+

 girişini inhibe ettikleri de 

ortaya konulmuştur [111]. 

2.2.3.2 EET’ lerin Migrasyon, Proliferasyon ve Anjiyogenez Üzerine Olan Etkileri ve 

Etki Mekanizmaları 

EET’ ler migratuvar ve proliferatif etkisi olan moleküllerdir. Dolayısıyla, bu moleküller 

anjiyogenezde de rol alırlar [114-116]. Endotel hücrelerinde CYP2C ekspresyonundaki 

veya EET düzeyindeki artışın insan ve fare endotel hücre proliferasyonda artışa neden 

olduğu belirlenmişir [116, 117]. EET’ lerin dört yapısal izomerinin de endotel hücre 

proliferasyonunu artırdığı ve EET aracılı proliferasyondaki bu artışın  fosfatidil inozitol-3-

kinaz (PI3K)/Akt, mitojen- aktive eden protein kinaz (MAPK) ve cAMP/PKA gibi 

hücresel sinyal iletim yolakları ile ilişkili olduğu farklı çalışmalarla ortaya konulmuştur 

[91, 117]. Epidermal büyüme faktörü (EGF) reseptörünün EET’ ler tarafından aktive 

edilerek bu hücresel sinyal iletim yolaklarını etkinleştirdiği iddia edilmiştir [114]. 14,15-

EET’ lerin EGF reseptörü için bir ligand olan “heparin-bağlayıcı EGF-benzeri büyüme 

faktörünün” salınımına yol açtığı ortaya konulmuştur [118]. Bunun da src-kinaz tarafından 

başlatılan bir tirozin kinaz sinyal yolağının etkinleşmesine ve metaloproteinazların 

aktivasyonuna neden olduğu ileri sürülmüştür [118-120]. Ayrıca, birçok çalışmada EGF 

reseptör aktivasyonunun Akt’ nin etkinleşmesine yol açtığı ve bunun sonucu olarak da 

siklin D1 ekspresyonunun arttığı gösterilmiştir [114, 116]. İnsan umblikal damar endotel 

hücrelerinde CYP2C9 ekspresyonundaki artışın p38 MAPK’ ın ve c-Jun NH2-terminal 

kinazın (JNK) inaktive olmasına neden olduğu, bunun sonucunda da siklin D1 

ekspresyonunun arttığı belirlenmiştir [114]. Ayrıca, bu hücrelerde yapılan bir çalışmada 

11,12-EET’ lerin PI3K/Akt aracılığı ile FOXO1 ve FOXO3a “forkhead” transkripsiyon 

faktörlerinin fosforilasyonuna yol açtığı belirlenmiştir. Fosforile olan FOXO1 ve 

FOXO3a’ nın inaktive olduğu ve bunun sonucunda bu transkripsiyon faktörleri tarafından 

ekspresyonu uyarılan siklin D inhibitörü P27
kip1

’ in ekspresyonunun baskılandığı 

bildirilmiştir. Böylelikle 11,12-EET’ lerin bu mekanizma üzerinden hücre 

proliferasyonunu teşvik ettiği öne sürülmüştür [116]. EET’ lerin bir diğer yol olarak da, 

MAPK fosfataz 1 sinyal yolağı ile etkileşerek JNK aktivitesinde düşüşe neden oldukları 
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ve bunun sonucunda da siklin D1 düzeyinde artışa yol açtıkları saptanmıştır [121]. Bu 

nedenle EET’ lerin endotel hücre proliferasyonunu indükleyici etkisinin oluşturulmasında, 

EGF reseptör transaktivasyonunun ve artan siklin D1 ekspresyonunun önemli sinyal 

mekanizmaları olduğu söylenebilir (Bkz. şekil 2.6) [79]. Ek olarak 14,15-EET’ lerin, 

PGE2 düzeylerini azaltarak da trombosit kökenli büyüme faktörü aracılığı ile indüklenen 

damar düz kas hücre proliferasyonunu artırdığı bildirmiştir [122]. 

 

 

 

 

 

 

 

Feleminn ve ark. tarafından CYP2C9 ekspresyonundaki artışın veya 11,12-EET 

uygulanmasının cAMP düzeyini artırarak, bu moeleküllerin CREBP (“cAMP Response 

Element Binding Protein”)’ e bağlanmasını uyardığı tespit edilmiştir. Bu çalışmada PKA 

inhibisyonu sonucu CYP2C9’ un COX-2 ekpresyonu üzerindeki uyarıcı etkisinin azaldığı 

belirlenmiştir. Sonuç olarak bu araştırmacılar tarafından endotel hücrelerinde, EET’ ler ve 

COX-2 arasında anjiogeneze katkı sağlayan bir etkileşimin olduğu iddia edilmiştir [123]. 

Bu çalışmaya benzer şekilde CYP2C9 ekspresyonundaki artışın veya 11,12-EET 

uygulanmasının endotel hücrelerinde doku tipi plazminojen aktivatörün ekspresyonunun 

ve aktivitesinin artmasına yol açtığı saptanmıştır. Bu artışın ise Gαs ve PKA sinyal ileti 

yolağı aracılı olduğu belirtilmiştir [124]. 

Şekil 2.6 Anjiyogenez ile sonuçlanan EET moleküllerinin hücre içi sinyal yolakları. EET yapısal 

izomerlerinin anjiyogenezi teşvik etme mekanizmaları ile ilgili hücre içi sinyal yolaklarına genel bir bakış. 

Mitojen-aktive eden protein kinaz (MAPK) nükleer siklin D1 oluşumunu artırabilir. Sifingozin kinaz-1 (SK-

1) ve fosfotidilinozitol 3-kinaz (PI3K)/Akt yolakları transkripsiyon faktörlerini aktive edebilir ve hücre 

döngüsü düzenleyicilerinin oluşumunu etkinleştirebilir. Protein kinaz A (PKA) CREBP  (cAMP/PKA 

response element binding protein) aracılığı ile anjiyogenez, hücre migrasyonu ve fibrinoloizi etkileyen 

COX-2 üretimini tetikleyebilir [79]. 
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EET’ ler tarafından indüklenen proliferasyon ve migrasyona dahil olan başka 

yolaklar da bulunmaktadır. Yapılan bir çalışmada insan umblikal damar endotel 

hücrelerine 11,12-EET uygulanmasının Sifingozin kinaz-1 (SK-1) aktivasyonuna yol 

açtığı belirlenmiştir. Aktive olan SK-1’ in de EGF reseptörünün transaktivasyonuna ve 

Akt kinaz aktivasyonuna neden olduğu tespit edilmiştir. Bunun sonucunda EET’ lerin SK-

1 etkinleşmesine yol açarak hücre proliferasyonununda artışa neden olduğu ileri 

sürülmüştür. Bu araştırmada ayrıca SK-1 ekspresyonunun baskılanmasının, 11,12-EET’ 

lerin hücre proliferasyonu ve migrasyonu artırıcı yöndeki etkilerinin azalmasına neden 

olduğu saptanmıştır [117]. 

EET’ lerin ayrıca akciğer endotel hücrelerinde, vasküler endotel büyüme faktörü 

(VEGF) aracılığı ile de proliferasyona katkı sağladıkları bildirilmiştir [125, 126]. VEGF’ 

nin CYP2C44 ekpresyonunu ve EET oluşumunu artırdığı saptanmıştır. Ayrıca, CYP2C44 

ekspresyonun baskılanmasının VEGF aracılı proliferasyonu anlamlı olarak azalttığı 

belirlenmiştir. Bu durumun da ERK1/2 ve Akt kinazın fosforilasyonundaki azalma ile 

ilişkili olduğu belirtilmiştir [115]. Ek olarak, 14,15-EET’ lerin insan dermal mikrovasküler 

endotel hücrelerinde VEGF ekspresyonunu Src-STAT-3 (“signal transducer and activator 

transcription-3”) sinyali vasıtasıyla artırdığı gösterilmiştir [127]. Bu veriler EET ve 

VEGF arasında, endotel hücre proliferasyonunu indükleyen, bir pozitif ileri besleme 

mekanizmasının bulunabileceğine işaret etmektedir. 

Tüm bunlar göz önünde bulundurulduğunda EET’ ler düz kas hücrelerinde 

anjiyogenezde etkili bir şekilde rol alabilirler. Fakat ayrıntılı mekanizmaları ortaya 

koyabilmek için ileri çalışmalar gerekmektedir [79]. Ayrıca, EET’ lerin anjiyogenik 

özelliklere sahip olmaları nedeni ile kanserli dokularda tümörogenezde de rol alabileceği 

düşünülmektedir.  Yapılan bir çalışmada, bu düşünceyi destekler şekilde CYP2C44 

epoksigenaz eksikliği olan farelerde tümör hacminin, kütlesinin ve damar oluşumunun 

belirgin bir şekilde azaldığı saptanmıştır [128]. Diğer bir araştırmada PPAR 

aktivasyonunun endotel hücrelerinde CYP2C epoksigenaz ekspresyonunu azaltarak 

proliferasyonu, tümör anjiyogenezini ve büyümesini baskıladığı belirlenmiştir. Ayrıca, 

CYP epoksigenaz inhibitörlerinin rat beyin tümörlerinde kapiller oluşumu ve tümör 

boyutunu azaltıcı yönde etki gösterdikleri tespit edilmiştir. Bu nedenle epoksigenaz 

inhibitörlerinin veya EET antagonistlerinin kanser tedavisinde anjiyogenezi azaltmak 

amacıyla kullanılabileceği ileri sürülmüştür [129]. 
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2.2.3.3 EET’ lerin Anti-apaptotik Etkileri 

EET’ lerin ve CYP epoksigenazların hücreler için anti-apoptotik etki yarattıkları da ileri 

sürülmektedir. Domuz renal hücre kültüründe yapılan bir çalışmada 14,15-EET’ lerin 

PI3K/Akt sinyal yolağını etkinleştirerek bu hücreleri apoptoza karşı korudukları ortaya 

konulmuştur [130]. CYP-epoksigenzların ekpresyonun artırılmasının TNF-α tarafından 

indüklenen endotel hücre apoptozunu baskıladığı saptanmıştır. Apoptozdaki bu azalmanın, 

EET’ ler tarafından ERK defosforilasyonunun inhibisyonu ve PI3K/Akt sinyal yolağının 

aktivasyonu ile ilişkili olduğu belirlenmiştir [131]. Ayrıca, Simpkins ve ark. tarafından 

çEH inhibisyonu sonucu, anti-apoptotik Bcl-2 ailesinin bazı üyelerinin ekpresyonunun 

arttığı tespit edilmiştir [132]. 

 

2.2.3.4 EET’ lerin Anti-inflamatuar Etkileri  

EET’ lerin nükleer faktör kappa b (NF-кB)’ nin ekspresyonunu azaltarak ve/veya 

inhibisyonuna yol açarak anti-inflamatuar etki yarattıkları ortaya konulmuştur [12, 16]. 

Lipopolisakkarit uygulanmasını takiben çEH eksikliği veya inhibisyonu olan farelerde 

inflamasyonun azaldığı ve hayatta kalma oranının arttığı belirlenmiştir. Bu farelerde 

ayrıca, çEH inhibisyonunu takiben inflamatuar COX metaboliti olan PGE2’ nin plazma 

düzeyinin azaldığı gözlenmiştir [133].  

2.2.3.5 EET’ lerin PPAR-aracılı Genlerin Ekspresyonuna Etkileri  

PPAR transkripsiyon faktörleri yağ asitleri ve türevleri tarafından aktive edilen nükleer 

reseptör süper ailesinin üyeleridirler [134]. PPAR’ lar etkinleştirildiklerinde bir diğer 

nükleer reseptör olan retinoid X ile heterodimer oluştururlar. Daha sonra bu şekilde hedef 

genlerin promotor bölgelerindeki spesifik PPAR yanıt elemanlarına bağlanırlar ve bunun 

sonucunda bazı genlerin ekspresyonlarını baskılayarak veya artırarak düzenlerler [135]. 

EET’ lerin “kalp yağ asidi bağlayıcı proteine” nerdeyse araşidonik asitle aynı 

ilgiyle bağlanabildiği saptanmış [136] ve bunun üzerine bu moleküllerin, peroksizom 

proliferatör aktive edici reseptör (PPAR) gibi diğer yağ asidi bağlayıcı hücre içi 

proteinlere de bağlanabileceği ileri sürülmüştür [80]. Nitekim hücre kültürlerinde yapılan 

çalışmalar EET moleküllerinin PPAR’ ların ligand bağımlı bir domainine bağlandıklarını 

göstermiştir. EET’ lerin bu yolla PPAR aracılı genlerin ekspresyonunu etkinleştirerek, 

PPAR aktivatörü olarak işlev gördükleri ileri sürülmüştür [137-139]. 8,9-, 11,12- ve 

14,15-EET’ lerin PPARγ’ nın ligand bağımlı bir domainine bağlanarak aktive ettikleri 

tespit edilmiştir. Bunun sonucunda da NF-кB aktivasyonunun ve hücreler arası adezyon 

molekülü-1 ekspresyonunun baskılandığı saptanmıştır. Ayrıca, çEH inhibisyonunun PPAR 
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aktivasyonu yoluyla endotel hücreleri üzerinde anti-inflamatuar etki yarattığı da 

gösterilmiştir  [139]. EET’ ler PPARα’ nın zayıf bir aktivatörü olmalarına rağmen 11,12- 

ve 14,15-EET moleküllerinin CYP-ω oksidazların katalizi ile oluşan ω-hidroksilasyon 

ürünlerinin PPARα’ nın güçlü birer aktivatörü oldukları belirlenmiştir [138]. 

 

2.2.4 EET Metabolizması 

Biyokimyasal olarak kısa bir ömre sahip olan EET’ ler çEH enzimi tarafından hızlı bir 

şekilde, genel olarak daha az biyoaktif olan ilgili diollerine  (DHET’ lere) parçalanırlar. 

[140]. EET seviyelerinin düzenlenmesinde en etkin yol çEH enzimi tarafından yıkımları 

olmasına rağmen EET’ ler, hücre membran fosfolipitlerinin yapısına katılabilirler, β-

oksidasyon, zincir uzaması ve hidroksilasyona da uğrayabilirler.  

Ayrıca, AA metabolizmasındaki diğer enzimler tarafından metabolize edilebilirler (Bkz. 

şekil 2.7) [12]. 

 

 

  

2.2.4.1 Zincir Uzaması, β- ve ω-Oksidasyon 

Zincir uzaması ve β-oksidasyon, deneysel olarak doku çEH aktivitesinin baskılandığı veya 

inhibe edildiği durumlarda EET miktarındaki artışa paralel olarak meydana gelen 

metabolik yolaklardır. Zincir uzaması 11,12-EET ve 14,15- EET’ den 22 karbonlu bir ürün 

oluşumu ile sonuçlanır [18, 101, 141]. EET’ lerin β-oksidasyonu sonucu çoğunlukla 16 

karbonlu ürünler oluşsa da 18 ve 14 karbonlu epoksi yağ asitleri de bu olay sonucu 

meydana gelebilir [142]. Mutant fibroblastlarla yapılan bir çalışma sonucu EET’ lerin β-

oksidasyonunun peroksizomlarda meydana geldiği saptanmıştır [143].  

Şekil 2.7 EET metabolizmasının ana yolakları 1) ATP ve koenzim A’ ya gereksinim duyulan bir açiltransferaz 

enzimi aracılığı ile fosfolipitlerin yapısına katılma, 2) PLA2 katalizi ile bu EET’ lerin fosfolipitlerden hidrolizi 3) 

çEH tarafından EET’ lerin ilgili diollerine hidratasyonu. β-oksidasyon ve zincir uzaması ise EET miktarı fark 

edilir bir boyuta ulaştığında meydana gelir. 8,9-, 11,12- ve 14,15-EET’ ler ω-oksidasyona da uğrayabilirler. 5,6-, 

8,9-EET’ ler COX tarafından biyoaktif ürünlere dönüştürülebilirler. GSH, glutatyon-S-transferaz; FABP, yağ asidi 

bağlayıcı protein; DHET, dihidroksieikozatrienoik asit; PG, prostaglandin; PLA2, Fosfolipaz A2; çEH, Çözünür 

epoksit hidrolaz; COX, Siklooksijenaz [80].   
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2.2.4.2 EET’ lerin Glutatyon-S-Transferaz Enzimi Tarafından Konjugasyonu 

EET’ lerin glutatyon-S-transferaz enziminin katalizi ile EET glutatyon konjugatına 

dönüşebildiği belirlenmiştir. Fakat glutatyon-S-transferazın EET’ lere düşük affinitesi 

nedeniyle bu metabolik yolağın biyolojik önemi tartışmalıdır [144, 145]. 

2.2.4.3 EET’ lerin COX Enzimleri Tarafından Metabolize Edilmesi 

EET’ ler, COX enzimleri tarafından da metabolize edilebilirler. Fakat sadece 5,6-EET ve 

8,9-EET COX enzimleri için substrattır. COX katalizi sonucu 5,6-EET’ den PG analoğu 

olan 5,6-epoksi-PGE1 oluşurken, 8,9-EET’ den 11,12-hidroksi-8,9-EET oluşur [146, 147]. 

2.2.4.4 EET’ lerin Hücre Lipitlerinin Yapısına Katılması 

Rat plazmasındaki EET’ lerin % 90’ nından fazlası çoğunlukla düşük yoğunluklu 

lipoproteinin (LDL) yapısında yer alan fosfolipitlerde bulunur [147, 148]. EET’ ler 

membran fosfolipitlerinin yapısına da katılabilirler, fosfatidik asitin ikinci pozisyonundaki 

karbona (sn-2) bağlı olarak bulunabilirler [147, 149]. EET’ lerin hücre membranındaki 

fosfolipitlerin yapısına katılması nedeni ile membranın yapısal özelliklerinin EET 

fonksiyonlarını düzenleyebileceği ileri sürülmektedir [78]. EET’ lerin fosfolipitlerin 

yapısına katılışı koenzim A aracılı bir süreçtir ve büyük bir çoğunluğu fosfotidilkolinin 

yapısına katılır [147, 149]. Fosfolipitlerin yapısında bulunan EET’ ler fosfolipaz A2 

aktivitesi sonucu hidrolize olarak serbestleşirler [80]. EET’ ler fosfolipitlerdeki total yağ 

açil zincirlerinin % 0.01’ ni oluştursa da bu moleküller, bulundukları bölgedeki lipit mikro 

çevresini etkileyerek işlevsel değişikliklere yol açabilirler. EET’ leri içeren membran 

fosfolipitlerine fosfolipaz C’ nin etkimesi ile diaçilgliserol salınır. EET’ ler bu 

diaçilgliserole bağlı olarak bulunabilirler. Diaçilgliserol lipazın katalizi ile de 2-

epoksisatrienoilgliseroller oluşur [150]. 

2.2.5 çEH Enzimi, Üç boyutlu Yapısı ve Substratları  

Omurgalılarda ilk olarak 1972 yılında tanımlanmış olan çEH enzimi “α/ß katlanmalı 

hidrolaz ailesinin” bir üyesidir [151]. Bu enzim büyük oranda hücrenin çözünür 

fraksiyonlarında lokalize olmasından dolayı çEH olarak adlandırılmıştır [152]. çEH 

enzimleri hücrede başlıca sitozolde bulunmakla beraber düşük oranda da olsa mikrozom, 

mitokondri ve peroksizomlarda da bulunabilirler [153]. çEH enzimi bağırsak, böbrek, 

beyin ve damarlarda yüksek, akciğer, dalak ve testisde ise daha düşük aktiviteye sahiptir 

[154]. 
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çEH 62.5 kDa kütleli 2 monomerik üniteden oluşan bir homodimerdir ve 

bifonksiyonel bir enzimdir [155]. Bu monomerlerden her biri N-terminal (Bkz. şekil 2.8, 

yeşil) ve C- terminal (Bkz. şekil 2.8, mavi) olmak üzere iki farklı domain içermektedir. C-

terminal domain, epoksitleri ilgili diollerine dönüştüren EH aktivitesine sahipken, N-

terminal domain lipit fosfatları hidroliz eden etkili bir lipit fosfataz aktivitesi gösterir. Bu 

N-terminal lipit fosfataz aktivitesinin kolesterol seviyesini in-vivo ve in-vitro olarak 

düzenlediği gösterilmiştir [156, 157]. Ayrıca, N-terminal domainin EH aktivitesini 

stabilize ettiği ileri sürülmektedir [158]. 

 

 

                                                                                                                                

 

 

 

Memeli çEH enzimi, epoksit moleküllerine su ekleyerek bu moleküllerin ilgili 

diollerine yıkımını katalizler. Bu enzimler endojen EET’ leri ve diğer bazı lipit türevli 

epoksitleri daha az biyoaktif diollere hidroliz ederler. Bu nedenle çEH enzimi EET ve 

diğer bazı lipit aracılarının düzeyini etkileyerek damar tonusunun düzenlenmesi, 

nosisepsiyon, anjiyogenez ve inflamatuar yanıt gibi süreçlerde rol alan bir enzimdir [17-

19, 160].  

Çözünür epoksit hidrolaz enziminin mEH’ nin substratları arasında yer alan bazı 

epoksit moleküllerinin hidrolizini de katalizlemesi nedeni ile zenobiyotik 

metabolizmasında, mEH enziminin görevini tamamlayıcı bir rol de üstlendiği 

bilinmektedir. Bu nedenle son on yıla kadar yapılan çalışmalarda çEH enziminin daha çok 

hidrolaz aktivitesi ve biyotransformasyondaki rolü üzerine odaklanılmıştır [144].  

Şekil 2.8 çEH dimerinin kristal yapısı. İki globüler bölgeden oluşan çEH monomerleri üçüncül yapı olarak α/ß 

katlanmasına sahiptirler.  Bu monomerler prolince zengin kısa bir bölge aracılığı ile birbirlerine bağlanırlar. çEH 

dimerleri antiparaleldir. Bu bir monomerin N-terminal bölgesi ile diğer monomerin C-terminal bölgesinin 

bağlantıda olmasını sağlar [159]. 
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Fakat çEH enziminin başlıca fizyolojik rolü yağ asiti türevi epoksitlerin ilgili diollerine 

dönüşümünü sağlamaktır (Bkz. şekil 2.9). Bundan dolayı son zamanlarda enzimin fosfataz 

aktivitesi ve endojen epoksit metabolizmasındaki rolü üzerine yoğun çalışmalar 

yapılmaktadır [20-22]. 

 

 

 

 

 

Şekil 2.9 A: çEH enziminin başlıca substrartları B: çEH enzminin fosfataz aktivitesinin başlıca substratları 

[20]. 

 

2.2.6 çEH Enziminin İnhibisyonu 

EET’ ler vazodilatatör, anti-inflamatuar ve analjezik özelliklere sahip moleküllerdir [79]. 

çEH enzimi EET’ leri ve diğer epoksi yağ asitlerini hızlı bir şekilde daha az biyoaktif olan 

ilgili diollerine dönüştürerek, bu moleküllerin organizma için faydalı etkilerinin 

azalmasına yol açar [140]. çEH enziminin katalizlediği bu tepkime üzerinden 

hipertansiyon, kardiyak hipertrofi, ateroskleroz, iskemi/reperfüzyon, kanser ve ağrı gibi 

birçok klinik durumla ilişkili olduğu ortaya konulmuştur [157, 161]. çEH enzim 

inhibisyonunun EET’ lerin yıkımını azaltarak, bu moleküllerin organizma açısından 
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yararlı etkileri olan vazodilatatör, anti-inflamatuar ve analjezik özelliklerini artırabileceği 

düşünülmüştür. Bu nedenle çEH kardiyovasküler hastalıklar ve diğer bazı hastalıkların 

tedavisi amacıyla terapotik hedef haline gelmiştir [162]. Hipertansiyonlu hayvan 

modellerinde çesitli çEH inhibitörlerinin kan basıncını azaltıcı yönde etki gösterdikleri 

belirlenmiştir [21, 22]. Ayrıca, yapılan diğer çalışmalarda çEH inhibisyonunun sepsisle 

indüklenen inflamasyonu [133] ve inflamatuar ağrıyı azalttığı saptanmıştır [163]. Bu 

etkilerin, enzimin inhibisyonu ile EET’ lerin ve diğer lipit epoksitlerin oranın artması ve 

bazı proinflamatuar diollerin düzeyinin azalması ile ilişkili olduğu ileri sürülmüştür [133]. 

Bu nedenle de son yıllarda yapılan çalışmalarda, canlı sistemlerde çEH enzimini inhibe 

etmede başarılı olabilecek moleküller aranmaktadır [162]. Son zamanlarda geliştirilen 

sentetik TPAU  [1 triflorometoksifenil-3-(1-asetilpiperidin-4-il) üre] ve t-AUCB [trans-4-

(4-(3-adamantan-1-il-üreido)-siklohekziloksil)-benzoik asit] gibi inhibitörlerin diğer çEH 

inhibitörlerine göre sudaki çözünürlükleri daha fazla ve in-vivo ortamdaki yarı ömürleri 

çok daha uzundur (Bkz. şekil 2.10) [83].  

Yapılan birçok inhibitör çalışmasının sonucunda başarılı sonuçlar veren çEH 

inhibitörlerinin terapotik kullanıma uygunluklarının incelenmesi ve potansiyel yan 

etkilerinin belirlenmesi amacıyla faz-1 ve faz-2 çalışmaları devam etmektedir [81]. 

 

 

 

Şekil 2.10 Başlıca çEH inhibitörleri. CDU, 1-sikloheksil-3-dodesil üre; AUDA, 12-(3-adamantan-1-il-

üreido)-dodekanoik asit; AUDA-BE, 12-(3-adamantan-1-il-üreido)-dodekanoik asit bütilester; AEPU, 1-

adamantil-3(5-(2-(2 etoksietoksi)etoksi)pentil)üre; t-AUCB, (trans-4-(4-(3-adamantan-1-il-üreido)-

siklohekziloksil)-benzoik asit; TUPS, 1-(1-metansulfonil-piperidin-4-il)-3-(4-triflorometoksi-fenil)-üre; 

AR9276, 1-(1-nikotinilpiperdin-4-il)-3-(-4(triffotometoksi)fenil)üre [164]. 
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2.2.7 çEH Geni ve Ekspresyonunun Düzenlenmesi 

İnsan çözünür epoksit hidrolaz geni (EPHX2) kromozomun 8p21-p12 bölgesinde lokalize, 

54 kilobaz büyüklüğünde, 18 intron ve 555 amino asiti kodlayan 19 ekzon içerir [25]. 

EPHX2 prmomotoru TATA kutusu içermezken birçok SP-1 bölgesi içerir [165]. Ayrıca, 

EPHX2 prmomotorunda yer alan "aktivatör protein 1 (AP-1)" bölgelerinin anjiotensin 

aracılığı ile çEH enziminin ekspresyonunu artırdığı belirlenmiştir [166]. Yapılan diğer bir 

çalışmada böbrekteki çEH protein düzeyinin artmasının güçlü bir vazokonstriktör olan 

Ang II tarafından indüklenen hipertansiyonu artırdığı gösterilmiştir  [11]. EPHX2 

promotoru “UPRE” (“unfolded protein response element”) bölgeleri de içerir. Zhang ve 

ark. tarafından homosisteinin bu bölgeler üzerinden, aktive edici transkripsiyon faktörü-6 

(ATF-6) aracılığı ile EPHX2 ekspresyonunu artırdığı tespit edilmiştir. Bunun 

mekanizması da; ATF-6 bağlayıcı motifin EPHX2 promotorunun metilasyon bölgesi 

sınırları içerisinde yer aldığı ve homosisteinin bu bölgenin demetilasyonunu artırarak 

ATF-6’ nın bu bölgeye bağlanmasını sağladığı şeklinde açıklanmıştır. Ayrıca, bu 

araştırmacılar tarafından, çEH inhibitörlerinin, homosisteinin etkili olduğu 

kardiyovasküler hastalıkların tedavisinde kullanılabileceği iddia edilmiştir  [167]. 

Ayrıca, Zhang ve ark. tarafından HepG2 hücre hattında EPHX2 geni promotoru 

hipermetilasyonunun bu genin transkripsiyonunu SP-1 bağımlı mekanizma ile baskıladığı 

belirlenmiştir [30]. 

DNA metilasyonu önemli epigenetik mekanizmalardan biridir. Epigenetik kavramı 

ise DNA dizi değişikliği olmadan mayotik ve/veya mitotik olarak kalıtılabilen gen 

ekspresyon değişiklikleri olarak tanımlanmıştır [168]. Metilasyon, memeli genomunda 

yalnızca CpG adacıklarında sitozin bazlarında meydana gelir [169]. Sitozin bazının 5. 

karbonuna metil grubu (-CH 3 ) eklenmesiyle, 5- metilsitozin oluşur [170]. İlave olan 

metil grubu baz çifti oluşumunu etkilemez ancak DNA’ nın geniş oluğu içerisinde DNA-

protein etkileşimini değişime uğratmaktadır. Memeli hücrelerinin genomik DNA’ nın 

yaklaşık olarak % 3-5’ inde metilasyon görülmektedir. Sitozin bazında gerçekleşen bu 

modifikasyon replikasyon sonrası meydana gelir ve bu tepkime S-adenosil-L-metiyonini 

metil vericisi olarak kullanan DNA metiltransferaz enzimi tarafından katalizlenir [171, 

172]. Metilasyon miktarı herhangi bir lokusta hücreden hücreye, bir DNA ipliğinden 

diğerine, bir CpG adacığından diğerine dinamik olarak sürekli değişmektedir [173]. DNA 

metilasyonu, transkripsiyonu iki tip mekanizma ile baskılar;    

 



24 

 

1-Transkripsiyon faktörlerinin bağlanmasına direk müdahale; AP-2, c-myc/myn, cAMP-

bağımlı aktivatör CREB, E2F, SP-1 ve NF-kB gibi bazı transkripsiyon faktörlerinin DNA’ 

yı tanıyıp bağlandığı bölgeler, CpG adacıkları içermektedir. Bu bölgelerde meydana gelen 

metilasyon nedeniyle transkripsiyon faktörleri bağlanamadığından transkripsiyon inhibe 

olur. Buna karşın, bazı transkripsiyon faktörleri, bağlanma bölgelerindeki metilasyona 

duyarlı değildirler ve birçok faktöründe bağlanma bölgesinde CpG dinükleotidleri 

bulunmamaktadır [174-176]. 

2-Özgül transkripsiyonel baskılama; Özgül transkripsiyonel baskılayıcının, metillenmiş 

DNA’ ya doğrudan bağlanmasıyla meydana gelir. Metile CpG’ leri tanıyan proteinler dizi 

özgüllüklerine göre;  

(a) Dizi özgüllüğü olan metile DNA’ ya bağlanma proteini (MDBP)  

(b) Dizi özgüllüğü olmayan metile CpG’ ye bağlanma proteinleri (MeCP) olmak üzere 

ikiye ayrılırlar [177].    

Bu bilgiler ışığında, Zhang ve ark. tarafından yapılan çalışmada EPHX2 geninin 

hipermetilasyonunun çEH ekspresyonunu azaltıcı yöndeki etkisi [30] yukarıda tarif edilen 

birinci mekanizma üzerinden açıklanabilir.  

Yapılan çalışmalar çEH eziminin aktivitesinin ve ekspresyonunun diğer birçok 

faktör tarafından daha düzenlendiğini göstermiştir. Bunlardan, yüksek derişimdeki 

glukozun çEH ekspresyonunu baskıladığı belirlenirken [178], PPARα agonsti ilaçlar [179] 

ve testosteronun [180] enzim aktivitesini anlamlı olarak artırdığı tespit edilmiştir. 

 

2.2.8 çEH Enziminin Polimorfizmleri 

EPHX2 geninde 31 tanesi intron, 13 tanesi de eksonlarda olmak üzere 44 tek nükleotid 

polimorfizmi (SNP) belirlenmiştir. Protein kodlayıcı bölgede meydana gelen 13 SNP’ den 

7 tanesi herhangi bir aminoasit değişimine neden olmazken,  diğer altısı (K55R, 

Cys154Tyr, Arg287Gln, Glu470Gly, Arg103Cys ve Val422Ala)  aminoasit değişimi ile 

sonuçlanır. Bunlardan K55R (9780A>G; Lys55Arg; rs41507953) polimorfizminin çEH 

aktivitesinde artışa yol açtığı tespit edilirken [181], Arg287Gln (R287Q) polimorfizmi 

[25] ve Arg402–403 [182] insersiyonunun enzim akivitesinde azalmaya neden olduğu 

belirlenmiştir. Ayrıca, EPHX2 genindeki çeşitli polimorfizmlerin enzimin epoksit hidrolaz 

ve lipit fosfataz aktivitesi üzerine olan etkileri Srivastava ve ark. tarafından incelenmiştir. 

Bu araştırmada K55R, Arg103Cys, Cys154Tyr, Arg287Gln varyantlarının daha düşük 

fosfataz aktivitesine sahip oldukları ayrıca, K55R ve Cys154Tyr varyantlarının daha 

yüksek hidrolaz aktivitesi gösterdiği saptanmıştır [183].  

http://www.snpedia.com/index.php/Rs41507953
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R287Q ve K55R polimorfizmlerinin çEH aktivitesinde değikliğe yol açarak, EET 

düzeylerini etkileyebileceği düşüncesinden hareketle özellikle bu SNP’ lerin çeşitli 

kardiyovasküler hastalıklar ve hipertansiyon üzerine etkisi birçok araşırmaya konu 

olmuştur.   

Bir Çin popülasyonunda R287Q polimorfizminin çEH enziminin aktivitesini 

azaltarak hipertansiyon ve kardiyovasküler hastalılıklara karşı koruyucu etki gösterdiği 

belirlenirken [184], Afrikalı-Amerikan’larda yapılan bir çalışmada R287Q polimorfizmi 

ve hipertansiyon arasında bir ilişki olmadığı saptanmıştır [185]. Gschwendtner ve ark. 

tarafından beyaz Avrupalılarda bu polimorfizmin artan iskemik felç riski ile ilişkili olduğu 

gösterilmiştir [186]. Aksine, Danimarka popülasyonunda yapılan bir araştırmada ise 

R287Q polimorfizmi ile iskemik inme, miyokard enfarktüsü ve iskemik kalp hastalıkları 

arasında bir ilişki saptanmamıştır [187]. R287Q polimorfizminin çEH aktivitesinde 

azalmaya neden olarak artan EET düzeyleri sayesinde kardiyovasküler hastalıklara karşı 

koruyucu etki göstermesi beklenirken Afrikalı-Amerikalı,  beyaz bireylerin ve Avrupa 

kökenli Amerikalı’ ların dahil edildiği bazı çalışmalarda bu SNP’ nin birçok hücre tipinde 

intraselüler kalsiyum akışını artırarak koroner arter kalsifikasyon riskini artırdığı 

bildirilmiştir [188-190]. Wei ve ark. tarafından yapılan bir araştırmada ise R287Q 

polimorfizmi ile ilişkili koroner arter kalsifikasyon riskinin sigara içenlerde daha yüksek 

olduğu gösterilmiştir [28]. Bu çalışmalara ek olarak, R287Q polimorfziminin, bradikinine 

yanıt olarak siyahi Amerikalı’ larda daha düşük damar direncine neden olduğu 

belirlenirken beyaz Amerikalılarda böyle bir ilişki tespit edilmemiştir [191]. Ayrıca, son 

zamanlarda gerçekleştirilen bir çalışmada R287Q varyantına sahip bireylerde kateter 

ablasyonundan sonra atriyal fibrilasyonun nüksetme riskinin anlamlı olarak arttığı tespit 

edilmiştir [192]. 

EPHX2 K55R polimorfizminin de koroner arter hastalığı, hipertansiyon, iskemik 

inme gibi klinik durumlarla ilşkisini inceleyen çeşitli araştırmalar bulunmaktadır. Bir 

ARIC (“Atherosclerosis Risk In Communities”) çalışmasında Lee ve ark. tarafından 

EPHX2 K55R polimorfizminin beyazlarda koroner arter hastalık riskini artırdığı 

gözlenirken, Afrikalı-Amerikalı’larda böyle bir risk saptanmamıştır. Bu çalışmada ayrıca, 

K55R varyant allelini taşıyan beyazlarda in-vivo olarak daha düşük plazma EET düzeyine 

işaret eden daha yüksek bir çEH aktivitesi tespit edilmiştir [26]. Lee ve ark. tarafından 

yapılan diğer bir çalışmada da K55R varyantına sahip beyaz Amerikalı bireylerin daha 

düşük kan akış hızına ve daha yüksek damar direncine sahip oldukları gözlenmiştir. Siyahi 

Amerikalı’ larda ise böyle bir durum saptanmamıştır [191]. Öte yandan cinsiyet göz 
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önünde bulundurularak yapılan bir çalışmada ise K55R polimorfizmi yönünden homozigot 

olan erkeklerin daha yüksek hipertansiyon prevalansına sahip oldukları belirlenmiştir. 

Fakat kadınlarda böyle bir ilişki tespit edilmemiştir. Ayrıca K55R polimorfizmi yönünden 

homozigot olan erkeklerde iskemik inme riskinin daha yüksek olduğu gösterilmiştir [193]. 

Merkezi Avrupa’ lılarda yapılan bir araştırmada ise K55R polimorfizmi ile koroner arter 

hastalığı, hipertansiyon ve başarılı bir perkütan koroner müdahaleden sonra restenoz riski 

arasında anlamlı bir ilişki gözlenmemiştir [27]. Birbirini desteklemeyen bu sonuçlar 

EPHX2 genindeki polimorfizm ile kardiyovasküler risk ilişkisinin, analiz edilen 

populasyonun etnik kökenine sıkı bir şekilde bağlı olduğu ileri sürülerek açıklanmıştır [28, 

29]. 

çEH aktivitesinde değişikliğe neden olan polimorfizmlerin yanı sıra, EPHX2 

geninin kodlanmayan ve 5’, 3’ translasyona uğramayan (UTR) bölgelerindeki bazı 

polimorfizimlerin çeşitli hastalıklarla ilişkilerini inceleyen bazı çalışmalar da 

bulunmaktadır [186, 190, 194, 195]. Beyaz Avrupalı’ larda yapılan bir araştırmada 

EPHX2 geninin intronik bölgesinde yer alan rs7357432 ve rs2291635 polimorfizmlerinin 

artan iskemik felç riski ile ilişkili olduğu gösterilmiştir [186]. Bir diğer araştırmada ise 

yine intronik bölgede yer alan rs7837347 polimorfizminin Afrikalı-Amerikalı’ larda 

koroner arter plak gelişimi ile ilişkili olduğu bildirilmiştir [190].  
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3.GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. Kullanılan Cihazlar ve Malzemeler 

 Realtime PCR (Qiagen, Rotar Gene Q 6000; Almanya) 

 Thermal Cycler (Gen Amplifikasyon PCR sistem 9700 Applied Biosystems; ABD) 

 Nanodrop spektrofotometresi (Maestro gen; Tayvan) 

 ELISA okuyucusu (GF-M3000; Çin Halk Cumhuriyeti) 

 ELISA mikro plak yıkayıcısı (GF-W3000; Çin) 

 SpeedVac (Eppendorf; Almanya) 

 Sabit başlıklı masa üstü santrifüj (Hettich Rotina 380R; Almanya) 

 Otoklav (Nüve steamArt; Türkiye) 

 Mikro santrifüj (Eppendorf 5415C; Almanya) 

 Manyetik karıştırıcı (Nüve MK 218; Türkiye) 

 Isıtma bloğu (Stuart Scientific; Birleşik Krallık) 

 Güvenlik kabini (Bilser class 2; Türkiye) 

 pH metre (ADWA; Romanya) 

 Hassas terazi (SARTORİUS; Almanya) 

 Otomatik pipetler (P10, P20, P200, P1000, Gilson; ABD, Discovery Comfort; 

Polonya) 

 Derin dondurucu (ARISTON; İtalya) 

 Buzdolabı (Arçelik; Türkiye) 

 Vorteks (WiseMix; Kore) 

 Steril pipetler (5 ml, 10 ml) 

 Steril polipropilen test tüpleri (15 ml, 50 ml) 

 Steril mikrosantifüj tüpleri (1,5 ml, 0,5 ml, 0,2 ml) 

 Steril sitratlı tüpler (5 ml, BD Vacutainer; ABD) 

 Çeşitli ebatlarda erlen, beher, cam pipet ve mezürler (Teknik cam, Türkiye) 

 Otomatik pipet uçları (Sarı, mavi, beyaz, Gilson; ABD) 

 Otoklav bandı (VP Medical Packaging) 

 Strip Tüp (Qıagen 0,1ml, Almanya) 

 Parafilm (BEMIS; ABD) 

 Gözlük (sperian, Armamax; Birleşik Krallık) 

 Eldiven (Broche; Türkiye) 
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3.2. Kimyasal Maddeler ve Kitler   

 Metanol (MERCK; Almanya) 

 Etanol (MERCK; Almanya) 

 Sodyum hidroksit (MERCK; Almanya) 

 Potasyum hidroksit (MERCK; Almanya) 

 Asetik asit (Riedel deHaen; Almanya) 

 Formik asit (MERCK; Almanya) 

 Etil asetat (SİGMA; Almanya) 

 QıAmp DNA Blood Mini Kit (250) (Qıagen; Almanya) 

 Epitect unmethylated human control DNA (Qıagen; Almanya)  

 Epitect unmethylated human control DNA, Bisulfite converted (Qıagen; Almanya) 

 Epitect methylated human control DNA, Bisulfite converted (Qıagen; Almanya) 

 EpiTect Bisülfite Kit (QIAGEN; Almanya) 

 EpiTect HRM PCR Kit (QIAGEN; Almanya) 

 SNP Kiti (PrimerDesign® Ltd; Birleşik Krallık) 

 11,12-DHET ELISA Assay kit (Eagle Biosciences, Inc; ABD) 

 

3.3 Hasta ve Kontrol Grubu  

3.3.1 Hastalar  

Bu çalışmada hasta grubu, Cumhuriyet Üniversitesi Tıp Fakültesi Araştırma ve Uygulama 

Hastanesi Kadın Hastalıkları ve Doğum Kliniğine başvuran, preeklampsi tanısı konmuş ve 

öyküsünde primer karaciğer, böbrek, kardiyovasküler veya hipertansiyon hastalığı 

bulunmayan 260 kadından oluşturuldu. Preeklampsi teşhisi,  daha önce normotansif olan 

kadınlarda 20. gebelik haftasından sonra sistolik kan basıncının 140 mmHg ve üzerinde 

olması veya diastolik kan basıncının 90 mmHg ve üzerinde olması ve buna proteinürinin 

eşlik etmesi (24 saatlik idrar örneklerinde 0.3 gram ve üzeri protein bulunması veya 

protein/kreatinin oranının 0.3 ve üzerinde bir değere sahip olması) veya son organ hasarı 

belirtilerinin (trombosit sayısının mikrolitrede 100000’ den az olması, serum kreatinin 

düzeyinin 1.1 mg/dL’ den fazla olması veya normal derişimine göre serum kreatinin 

düzeyinin iki katına çıkması, ALT ve AST düzeyinin serumda artması) eşlik etmesi ile 

konuldu [4]. Çalışma öncesi Cumhuriyet Üniversitesi Tıp Fakültesi Etik Kurul Başkanlığı’ 

ndan 30.11.2010 tarih ve 2010-01/09 sayılı karar ile onay alındı (Ek- 1). 
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3.3.2 Kontroller  

Cumhuriyet Üniversitesi Tıp Fakültesi Araştırma ve Uygulama Hastanesi Kadın 

Hastalıkları ve Doğum Kliniğine başvuran, preeklampsi hastası olmayan, kronik 

hipertansiyonu, diyabeti bulunmayan, gebelikte 20. haftayı doldurmuş 260 gebe ve 

gönüllü kadın çalışmamızın kontrol grubunu oluşturdu. 

 

3.4 Kan Örneklerinin Toplanması  

Hasta ve kontrol grubuna dahil edilen bireyler bilgilendirilip, aydınlatılmış onam formu 

okutularak imzalatıldıktan sonra, her birinden 10 mL kan örneği steril, sitratlı tüplere 

alındı. Bu kan örneklerinin bir kısmından genomik DNA izole edildi. Geriye kalan kan 

örnekleri 3000 rpm’ de 10 dakika santrifüj edilerek plazmalar elde edildi ve 11, 12-DHET 

düzeylerinin belirlenmesi amacıyla güne kadar -20 
o
C’ de muhafaza edildi. 

 

3.5 Kandan Genomik DNA İzolasyonu  

Hasta ve kontrol grubuna ait bireylerden sitratlı tüplere alınan kan numunelerinden kandan 

DNA izolasyon kiti kullanılarak, kit üreticisinin talimatları doğrultusunda genomik DNA 

izole edildi.  

Yöntemin temel prensibi: Genel olarak bu metot, yüksek kaotropik tuz derişiminde 

nükleik asitlerin silika membrana seçici adsorbiyonu esasına dayanır. Tampon çözeltiler 

yardımı ile diğer hücre proteinleri ve metabolitleri uzaklaştırılırken sadece nükleik asidin 

silika membrana bağlanması sağlanır.   

Proteinaz K ve kaotropik iyonları içeren bir çözeltide, tam kan inkübe edilerek lizis 

gerçekleştirilir. Lizata etanolün eklenmesi ile DNA, spin kolonunun silika membranına 

bağlanır. Bu bağlanma süreci geri dönüşümlü ve nükleik asitlere spesifiktir. Yıkama 

basamakları etkin bir şekilde kontaminasyonları uzaklaştırır. Son olarak saf genomik 

DNA, düşük kuvvette iyonik koşullar altında elde edilir. 

 

3.5.1 Tam Kandan Genomik DNA İzolasyon Protokolü (“Spin” Protokol) 

İzolasyona Başlamadan Önce Yapılanlar: 

 Kan örneklerinin oda sıcaklığına ulaşması sağlandı.  

 Isıtıcılı blok 56 °C’ ye ayarlandı. 

 Kit, ilk kez açıldığında çözeltiler, aşağıda tarif edildiği gibi hazırlandı. 
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QIAGEN Proteaz Stok Çözeltisi: Liyofilize QIAGEN Proteaz’ ın (proteinaz K) üzerine 

5,5 mL proteaz çözücüsü eklenerek çözünmesi sağlandı. 

Tampon AW1: 130 mL mutlak etanol eklendi ve karıştırıldı. 

Tampon AW2: 160 mL mutlak etanol eklendi ve karıştırıldı.    

       Bu işlemlerden sonra aşağıdaki basamaklar sırası ile takip edildi. 

1. Kan Örneğinin Lizisi   

Yirmişer μL proteinaz K ve 200’ er μL kan örnekleri 1,5 mL’ lik steril mikrosantrifüj 

tüplerine pipetlendi. Daha sonra bu tüplerin her birine 200’ er μL tampon AL pipetlendi. 

Ardından her tüp 10-20 saniye vortekslendi. Örnekler ısıtma bloğuna alınarak 56 °C’ de 

10 dakika inkübe edildi. 

2. DNA’ nın Slika Membrana Bağlanması İçin Koşulların Ayarlanması  

Her örneğe 200 μL mutlak etanol eklendikten sonra vortekslendi ve daha sonra kısa süreli 

santrifüj edildi. 

3. DNA’ nın Slika Membrana Bağlanması  

Her örnek için birer adet toplama tüpü açıldı ve her birinin üzerine birer adet spin kolon 

yerleştirildikten sonra numaralandırıldı. Lizis edilmiş her numune bu kolonlara sırası ile 

ve slikaya zarar vermeden dikkatlice aktarıldı. Kolonların kapağı kapatıldı ve 6000xg’ de, 

22 
o
C’ de 1 dakika santrifüj (Eppendorf 5415C Mikrosantrifüj) edildi. Santrifüj sonrası 

toplama tüpleri, içinde toplanan sıvı ile birlikte atıldı. Spin kolonlar yeni açılmış toplama 

tüplerine yerleştirildi. 

4. Slika Membranın Yıkanması  

Birinci yıkama 

Yeni toplama tüpüne yerleştirilmiş kolonlara, slikaya zarar vermeden, dikkatlice, 500 μL 

tampon AW-1 pipetlendi. Kolonların kapağı kapatılarak, tekrar 6000xg’ de, 22 
o
C’ de 1 

dakika santrifüj edildi. Daha sonra, toplama tüpleri yenisi ile değiştirildi. 

İkinci yıkama 

Spin kolonlara 500 μL tampon-AW2 pipetlendi ve kapakları kapatıldı. Daha sonra, 

20000xg’ de, 22 
o
C’ de 3 dakika santrifüj edildi. Toplama tüpleri tekrar yenisi ile 

değiştirildi. 

5. Slika Membranın Kurutulması 

Spin kolonlar 20000xg’ de, 22 
o
C’ de 1 dakika santrifüj edilerek kurutuldu, toplama 

tüpleri atıldı. 

 

 



31 

 

6. DNA’ nın elüsyonu 

Kolonlar bu kez 1,5 mL’ lik steril mikrosantrifüj tüplere yerleştirildi ve kolonların slika 

membranı üzerine, kolona ve membrana temas etmeden tampon AE ilave edildi. Spin 

kolonların kapağı kapatılarak oda sıcaklığında 5 dakika inkübe edildi ve daha sonra 

6000xg’ de, 22 
o
C’ de 1 dakika santrifüj edilerek DNA elüe edildi. Elde edilen DNA’ ların 

kalite kontrolü yapılarak -20 C’ de muhafaza edildi. 

 

3.6 DNA Kalitesi ve Miktarının Belirlenmesi 

DNA miktar ve kalitesinin belirlenmesi için nanodrop spektrofotometresi kullanıldı (A260’ 

da ölçülen 1= 50 µg/mL çift zincirli DNA). İzole edilen DNA örneklerinin A260/A280 

oranının 1.8 civarında olmasına dikkat edildi.  

 

3.7 Genotipleme 

EPHX2 geninin K55R polimorfizmi yönünden genotiplendirilmesi SNPSİG kiti ile diziye 

özgü çift boyalı hidroliz propları ve primerler kullanılarak gerçek zamanlı polimeraz zincir 

reaksiyonu (“real-time PCR”; RT-PCR) cihazında allelik ayrım analizi yapılarak 

geçekleştirildi. Bu yöntemde problardan biri yabanıl tipe spesifik olup sarı kanalda (VIC 

kanalı) floresan ışıma verecek şekilde, diğeri homozigot polimorfik tipe spesifik olup 

turuncu kanalda (ROX kanalı) floresan ışıma verecek şekilde işaretlenir. Heterozigot 

örnekler ise her iki kanalda birden floresan ışıma verir.   

 

3.7.1 Örneklerin Hazırlanışı   

Primer, prop karışımı: 55 µl “nükleaz free”  su ilave edildi ve 10-15 sn. vortekslenerek 

çözünmesi sağlandı. 

Yabanıl tip pozitif kontrol ve homozigot polimorfik tip pozitif kontrol DNA’ ları: 

Liyofilize DNA örneklerine 500 µl “nükleaz free” su ilave edilerek 250 ng/µL’ lik stok 

kontrol DNA’ ları elde edildi. Bu stok DNA’ lar 2 ng/µL olacak şekilde “nükleaz free” su 

ile seyreltildi.  

 

3.7.2 EPHX2 K55R Polimorfizminin Belirlenmesi 

 Hasta ve kontrol grubunda yer alan bireylere ait genomik DNA’ ların her birinin allelik 

ayrımını yapmak amacıyla çizelge 3.1’ de verilen miktardaki bileşenler pipetlenerek 

polimeraz zincir reaksiyon (PCR) karışımları hazırlandı. Her bir deney için hasta ve 
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kontrol grubuna ait DNA’ larla birlikte negatif kontrol, “yabanıl tip pozitif kontrol” ve 

“homozigot polimorfik tip pozitif kontrol” DNA’ ları için de PCR karışımları hazırlandı. 

               

 

              Çizelge 3.1 PCR ortamının hazırlanışı 

PCR Bileşenleri Hacim 

     Mastermix 

(dNTP, enzim, tampon ve tuz) 
5µL 

     Primer/Prob karışımı 0.5µL 

     Su 2 µL 

     DNA (2ng/ µL) 2.5µL  

     Toplam Hacim 10µL 

 

Hazırlanan PCR karışımları RT-PCR cihazına yerleştirildi ve çizelge 3.2’ de verilen 

program uygulanarak ilgilenilen gen bölgesi amplifiye edildi.   

 

           Çizelge 3.2 DNA Amplifikasyon programı 

  Basamak Zaman Sıcaklık 

  qPCR Enzim Aktivasyonu  95 ºC    8 dk 

10 

Döngü 

Denatürasyon  95 ºC    10 s 

Uzama  60 ºC    60 s 

35 

Döngü 

Denatürasyon  95 ºC     10 s 

Uzama (Veri Toplama)  68 ºC     60 s 

 

Hasta ve kontrol grubunda yer alan bireylerin K55R polimorfizmi yönünden 

genotiplendirilmesi RT-PCR cihazında allelik ayrım analizi kullanılarak yapıldı.  

 

3.8 EPHX2 Geni Promotor Bölge Metilasyon Analizi 

 

3.8.1 Bisülfit Dönüşüm İşlemi  

Bisülfit dönüşüm işlemi bir DNA dizisinin metilasyon durumunu belirleme aşamasına 

geçmeden önce metile olan ve metile olmayan sitozinleri birbirinden ayırmak amacıyla 

uygulanan bir yöntemdir. Bu aşamada hedef DNA’ nın sodyum bisülfit ile muamelesi 
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sonucu tüm metile olmayan sitozinler urasile dönüşürken metile sitozinler ise değişmeden 

kalmaktadır. Dönüşen urasil nükleotidleri PCR işlemi sırasında timine dönüştürülür [196]. 

  Çalışmamızda DNA izolasyon aşaması sonrası elde edilen DNA’ ların bisülfit 

dönüşüm işlemi için Epitect Bisulfite Kiti kullanıldı. Deneyin her aşamasında kit 

protokolüne uyuldu.  

 

3.8.1.1 Bisülfit Dönüşümünde Kullanılan Çözeltiler 

Yıkama tamponu (“Buffer BW”, Tampon BW): Deneye başlamadan önce 30 ml mutlak 

etanol (% 96–100), tampon BW çözelti şişesine ilave edildi ve karıştırıldı. 

Tampon BD (“Buffer BD”): 27 mL mutlak etanol tampon BD çözelti şişesine ilave edildi 

ve karıştırıldı. 

Taşıyıcı RNA: DNA örneklerinin spin kolonun membranına bağlanma oranını artırmak 

amacıyla kullanıldı. “RNaz free” su kullanılarak 1 μg/μl taşıyıcı RNA çözeltisi 

oluşturuldu.  

Taşıyıcı RNA + Tampon BL: 1 μg/μL taşıyıcı RNA’ nın tamamı tampon BL çözelti 

şişesine ilave edilerek karıştırıldı.  

Bisülfit karışımı: 800 μL “RNaz free” su bisülfit karşımının üzerine eklenerek 20-25 sn. 

vortekslendi. Bu karşım, tamamen çözünmesi için 60 ºC’ de 3-5 dakika bekletildi. Daha 

sonra tekrar vortekslendi. 

DNA koruyucu tampon: Bisülfit muamelesi sırasında yüksek sıcaklık ve düşük pH’ da 

DNA örneklerinin parçalanmasını önlemek amacıyla kullanıldı. 

Elüsyon tamponu (“Buffer EB”): Spin kolonun membranına bağlanan DNA’ nın 

elüsyonu için kullanıldı. 

3.8.1.2 Deneyin Yapılışı  

1. Her DNA örneği için çizelge 3.3’ de verilen tepkime karışımları hazırlandı. 

                

            Çizelge 3.3 Bisülfit dönüşümü tepkime bileşenleri 

Bileşen Hacim (µL) 

DNA 20 µL (total 300-900 ng) 

Bisülfit karışımı 85 µL 

DNA koruyucu tampon 35 µL 

Toplam hacim                               140 µL 

 

2. Çizelge 3.4’ deki termal döngü programı uygulanarak bisülfit tepkimesi 

gerçekleştirildi.  
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               Çizelge 3.4 Bisülfit dönüşümü termal döngü programı 

İşlem Süre Sıcaklık 

Denatürasyon 5 dk 95 ºC 

İnkübasyon 25 dk 60 ºC 

Denatürasyon 5 dk 95 ºC 

İnkübasyon 85 dk 60 ºC 

Denatürasyon 5 dk 95 ºC 

İnkübasyon 175 dk 60 ºC 

 

3. Tepkime sonrası karışımlar, 1.5 mL’ lik mikrosantrifüj tüplerine alındı ve üzerlerine 

560 µL taşıyıcı RNA + tampon BL ilave edilerek 30-40 sn. vortekslendi.  

4. Bu karışımlar spin kolonlara aktarılarak mikrosantrifüjde 12000 rpm’ de 4 
o
C’ de 1 dk 

santrifüj (Hettich Rotina 380R) edildi. Santrifüjden sonra altta kalan artık BL atıldı ve 

spin kolonlar tekrar toplama tüplerine yerleştirildi.  

5. Dördüncü basamak, yıkama tamponu kullanılarak tekrarlandı. 

6. Kolonlara 500 µL tampon BD pipetlendi ve kapakları kapalı şekilde 15 dk 15-25 °C’ de 

inkübasyona bırakıldı. 12000 rpm’ de, 4 
o
C’ de 1 dk santrifüj edilerek toplama 

tüplerindeki altta kalan sıvı atıldı ve kolonlar tekrar toplama tüplerine yerleştirildi.   

7. Kolonlar 500 µL yıkama tamponu ile iki defa yıkandı ve yeni toplama tüplerine 

alınarak 12000 rpm’ de, 4 
o
C’ de 1 dakika tekrar santrifüj edildi. Toplama tüpleri atıldı, 

kolonlar 1.5 ml’ lik steril mikrosantrifüj tüplerine alındı. 

8. Bisülfit dönüşümü gerçekleştirilmiş tek zincirli halde bulunan DNA’ lar, 25 µL elüsyon 

tamponu kullanılrak, aynı koşullardaki santrifüj işlemi ile elüe edildi. 

   Elde edilen DNA’ lar MS-HRM analizinde kullanıldı. DNA kalite ve miktarının 

belirlenmesi amacıyla nanodrop spektrofotometresindan yararlanıldı. DNA örneklerinin 

A260/A280 oranın 1.8 civarında olmasına dikkat edildi. Ayrıca, bisülfit dönüşümünün 

gerçekleşip gerçekleşmediğini belirlemek üzere unmetile olduğu bilinen ve bisülfit 

dönüşümü gerçekleştirilmemiş universal DNA (bisülfit kontrol DNA), yapılan her bisülfit 

modifikasyonu ile birlikte dönüşüm işlemine tabi tutuldu. Bu DNA örnekleri metilasyon 

standartları, hasta ve kontrol örnekleri ile birlikte aynı primerler kullanılarak amplifiye 

edildi. 

3.8.2 EPHX2 Geni Promotor Bölge Metilasyon Düzeyinin Belirlenmesi 

Hasta ve kontrol grubunda yer alan ve bisülfit dönüşümü gerçekleştirilen DNA 

örneklerinde EPHX2 geni promotor bölge metilasyon düzeyi DNA’ nın sıcaklıkla 
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denatürasyonunun floresan boya ölçümü ile takibi esasına dayanan “methylation-sensitive 

high resolution melting” (MS-HRM) yöntemiyle incelendi.   

MS-HRM analizinde öncelikle, bisülfit ile tamamen dönüştürülen genomik DNA’ 

lardaki EPHX2 geni promotor bölgesine ait bir adet CpG adasının bir kısmını kapsayan 

bölge, bisülfit dizisine özgü primerler kullanılarak (Bkz. şekil 3.1) RT-PCR cihazında 

amplifiye edildi. Amplifikasyon işlemi için EpiTect HRM PCR kiti kullanıldı ve çizelge 

3.5’ e uygun PCR karışımları hazırlandı. 

 

   Çizelge 3.5 PCR ortamının hazırlanışı  

PCR bileşenleri Hacim (µ𝐋) 

2X Master Mix 

(dNTP, enzim, tampon, tuz ve Eva green) 12.5 

10µM M F-Primer 1.9 (final derişim 0.75 µM)  

10µM R-Primer 1,9 (final derişim 0.75 µM) 

RNaz-free su 7.7 

DNA (10 ng) 1 

  Toplam hacim 25 

 

Amplifikasyonda kullanılan primerler, EPHX2 geni promotor bölgesine ait bir adet CpG 

adasının bir kısmını kapsayacak ve 72 bp uzunluğunda PCR ürünü elde edilecek şekilde 

dizayn edildi (Bkz. şekil 3.1). 

 

  A) 
2101 tcttcgacct tgacggggtg ctggcgctgc cagcggtgtt cggcgtcctc ggccgcacgg 

2161 aggaggccct ggcgctgccc aggtaagggg gcccagcgcc gccgccgcag tgggtcgggg 

2221 cctcaggagg cagaccgcgc tgggcttgca gcccagcttt cagattgctc ctgtgccgga  

  B) 
2101 ttttcgattt tgacggggtg ttggcgttgt tagcggtgtt cggcgttttc ggtcgtacgg 

2161 aggaggtttt ggcgttgttt aggtaagggg gtttagcgtc gtcgtcgtag tgggtcgggg 

2221 ttttaggagg tagatcgcgt tgggtttgta gtttagtttt tagattgttt ttgtgtcgga 

 

 

Şekil 3.1 EPHX2 geni promotor bölgesinin bir kısmını içeren, orijinal nükleotid dizisi ve bisülfit dönüşümü  

sonucu elde edilen dizi; A: EPHX2 geninin promotor bölgesinin bir kısmını kapsayan nükleotid dizisi (Nükleotit 

dizisi http://www.ncbi.nlm.nih.gov adresinden alınmıştır, GenBank: EU584434.1). B): A’ daki dizi bisülfit 

dönüşümüne tabi tutulduktan sonra elde edilen dizi. Kırmızı renk ile belirtilen t harfleri bisülfit dönüşümü sonucu 

urasile ve daha sonra PCR sırasında timin (t) bazına dönüşen sitozin (c) bazlarını göstermektedir. 
: İleri (Forward) Primer (1 adet CpG içermektedir);  :Geri (Revers) Primer (1 adet CpG içermektedir);c: CpG                                                                              

  

MS-HRM analizinde metilasyon düzeyini belirlemeyi amaçladığımız PCR 

ürünlerinin erime sıcaklık eğrileri ile metilasyon oranı bilinen standart PCR ürünlerinin 

erime sıcaklık eğrileri karşılaştırıldı. Metilasyon oranı bilinen standart PCR ürünlerinin 

oluşturulmasında % 100 metile ve metile olmayan, daha önce bisülfit muamelesine tabi 
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tutulumuş üniversal DNA’ lardan hazırlanan %100, %75, %50, %25, % 5 metile ve metile 

olmayan DNA standarları kalıp olarak kullanıldı (Bkz. çizelge 3.6). 

 

    Çizelge 3.6 Metilasyon standartları ve karışım oranları 

 %100 metile Universal 

DNA (Hacim µL) 

%100 metile olmayan 

universal DNA(Hacim µL) 

%100 metile standart 20 0 

% 75 metile standart 15 5 

% 50 metile standart 10 10 

% 25 metile standart 5 15 

% 5   metile standart 1 19 

metile olmayan standart 0 20 

 

 Standartlar hazırlandıktan sonra vortekslenerek kısa süreli santrifüj edildi. Daha 

sonra her deney için bu altı standart ve bisülfit kontrol, hasta ve kontrol DNA’ ları ile 

birlikte amplifiye edildi. Amplifikasyon ve HRM analizi için çizelge 3,7’ de verilen 

program uygulandı. 

  

 Çizelge 3.7 Amplifikasyon ve HRM analiz programı  

  Basamak Zaman Sıcaklık 

  qPCR Enzim Aktivasyonu  95 ºC    5 dk 

45 

Döngü 

Denatürasyon  95 ºC    10 s 

Bağlanma  55 ºC    30 s 

Uzama (Floresan veriler bu aşamadayken 

yeşil kanaldan okuma yapılarak elde edilir)  72 ºC    10 s 

HRM analiz 

aşaması 

Her 2s’ de bir 0,1 ºC sıcaklık artışıyla, 65 ºC den 95 ºC’ ye çıkılır, HRM kanalından 

floresan veriler elde edilerek değerlendirilir. 

 

3.8.2.1 Elde Edilen PCR Ürünlerinin Özgüllüğünün Belirlenmesi 

EPHX2 geni promotor bölge metilasyon düzeyinin belirlenmesi amacıyla elde edilen 

amplifikasyon ürünlerinin özgüllüğünün saptanması RT-PCR cihazında erime eğrisi 

analizi ile yapıldı ve agaroz jel elektroforezi kullanılarak da doğrulandı. 

3.8.2.1.1 Agaroz Jel Elektroforezi  

DNA’ nın elektroforetik analizinin temeli, bu molekülün elektriksel bir alanda, jel 

üzerindeki göçüne dayanır. Bu göç hızı molekülün büyüklüğüne, yapsına, jelde kullanılan 

maddenin derişimine, iyonik kuvvete ve uygulanan akıma bağlı olarak değişmektedir. 

Geliştirilmiş elektroforez teknikleri içinde nükleik asitler için en çok kullanılan agaroz jel 

elektroforezidir. Agaroz kırmızı bir alg türü olan Agar agar’ dan  izole edilen doğrusal bir 
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polisakkariddir. Agaroz suda çözünür ve soğutulduğu zaman, polimerde karşılıklı hidrojen 

bağlarının oluşumu ile jel yapısı oluşur. Agaroz jel elektroforezinde analizi yapılacak 

örneğe (DNA) uygun tampon kullanılarak işlem gerçekleştirilir. Hafif moleküller hızlı 

ilerlerken ağır olanlar daha yavaş ilerleyebilir. Ayrılan faklı DNA parçalarına ait bantları 

saptamakta floresan bir boya kullanılır ve UV ışıkta gözlem yapılır. Agaroz jel 

elektroforezinde DNA için kullanılan floresan boya olan edityum bromür elektroforez 

işleminin tamamlanmasından sonra çift iplikçikli DNA’nın baz çiftlerine bağlanır ve 

kırmızı floresan yayarak DNA profillerinin görüntülenmesini sağlar [197].  

Çalışmamıda elde edilen PCR ürünleri agaroz jelde molekül büyüklüklerine göre 

ayrıldı. Elektroforez 100 V’ de 45 dk. % 2’ lik agaroz jelde yapıldı. Elektroforez 

sonrasında DNA U.V. transilluminasyonu ile görünür hale geldi ve jel görüntüleme 

cihazında fotoğraflandı. 

%2’ lik Jelin Hazırlanması: 100 ml’ lik  % 2’ lik jel hazırlamak üzere 2 gr agaroz ve 100 

ml X1 ’lik TAE çözeltisi bir erlene konularak mikro dalga fırında berraklaşaıncaya kadar 

kaynatıldı. Bu jel el yakmayacak kadar soğutulduktan sonra üzerinde 15 µl (10 mg/ µl) 

kadar etidyum bromür ilave edildi ve karşıştıtırlarak jel tankına döküldü. Jel dökümü 

sırasında hava kabarcığı oluşmamasına dikkat edildi ve elektroforez işlemine tabi 

tutulacak DNA örneklerinin yüklenmesi için kuyucuklar oluşturmak amacıyla uygun tarak 

jele yerleşitirdi. Jelin polimerleşmesi için yaklaşık 20-30 dakika oda ısısında bekletildi. Jel 

tamamen polimerleştikten sonra tarak kuyucuklara zarar vermeden dikkatli bir şekilde 

çıkartıldı.   

PCR Ürünlerinin Agaroz Jelde Yürütülmesi: 10 µl PCR ürününe 2 µl 6X yükleme 

boyası ileve edilerek jel kuyucuklarına, sırası ile yüklendi. PCR ürünlerinin büyüklüklerini 

karşılaştırmalı olarak belirlemek için 50 baz çiftlik DNA belirteci kullanıldı (Gene 

RulerTM DNA Ladder). Jele yüklenen PCR ürünleri 100 voltta 45 dakika yürütüldü ve 

Transillümilatörün UV ışığı altında görüntülündi. 

 

3.9 Plazmada 11, 12-DHET Düzeyinin Belirlenmesi  

11, 12-DHET düzeyi 75 hasta ve 75 kontrole ait plazmada, human 11, 12-DHET, ELISA 

(“Enzyme-Linked Immünosorbent Assay”) kiti kullanılarak ELISA yöntemi ile belirlendi. 

Analizin her aşamasında kitin “plazma veya serumda 11,12-DHET ölçümü” talimatına 

uyuldu. 
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Prensip: 11,12 DHET ve 11, 12-DHET-HRP konjugatının, anti-11,12 DHET antikoru ile 

kaplanmış kuyucuklara bağlanmak için yarışmaları esasına dayanır. Her kuyucuğa sabit 

derişimde konjugat uygulandığından örneklerdeki 11,12-DHET derişimi HRP aktivitesi ile 

ters orantılıdır.  

Kullanılan Çözeltiler  

1. Saponifikasyonda kullanılan % 20’ lik KOH çözeltisi: 1 hacim,  2M KOH, 4 hacim 

metanol içinde çözüldü. Böylelikle son derişimi 0,4 N olan KOH çözeltisi elde edildi. 

2. Yıkama tamponu: 1X Yıkama tamponu elde edilecek şekilde seyreltildi 

3. HRP konjugat: 1 ampül 11,12-DHET-HRP konjugata (12 µL) 12 mL 1X HRP 

tamponu ilave edildi. Bu çözelti aynı gün kullanıldı. 

4. Standart sulandırıcı tampon: 1 X Standart sulandırıcı tamponu elde edilecek şekilde 

seyreltildi. 

5. 11, 12-DHET standardı: 1μg/mL’ lik standart elde etmek üzere liyofilize 11,12-DHET 

(2 μL) üzerine 1998 μL, 1 X Standart sulandırıcı tampon ilave edildi.  

6. 2N Sülfürik asit çözeltisi 

Not: 2, 3, 4 ve 5 numaralı çözeltiler ELISA deneyinin yapılacağı gün hazırlandı. 

 11, 12-DHET plazmada serbest halde bulunmadığından ELISA yöntemine 

geçmeden önce kit talimatı doğrultusunda plazma örekelerinden 11, 12 DHET izolasyonu 

aşağıda açıklandığı gibi gerçekleştirildi. 

 

3.9.1 Plazma Örneklerinden 11, 12 DHET’ nin İzolasyonu 

1. Her örneğe ait 1,8 mL plazmanın pH’ sı asetik asit ile 4’ e ayarlandı ve 

vortekslendi. 

2. Bu plazmalara 1,8 mL etil asetat ilave edildi ve 22°C’ de 2000 rpm’ de (~1000xg) 

10 dakika santrifüj (Hettich Rotina 380R) edildi.  

3. Santrifüj işlemi sonucunda her tüpte lipoproteinlerin yer aldığı organik faz veya 

etil asetat fazı (en üstte), proteinler bakımından zengin olan ara faz (ortada) ve sıvı 

faz (en altta) oluştu.  

4. En üstteki organik fazlar yeni bir falkon tüpe pipet yardımı ile aktarıldı. En alttaki 

faz da yeni bir falkon tüpe pipetlendi ve ortadaki faz atıldı. 

5. En alttaki faza sızan organik fazları da alabilmek amacıyla 2-4. basamaklar 

tekrarlanarak 2 kez daha etil asetat ekstraksiyonu yapıldı. Bu şekilde her örneğe ait 

elde edilen organik fazlar tek bir tüpte toplandı ve ekstrakte sedimentler elde etmek 

amacıyla “SpeedVac” cihazında 1400 rpm’ de 3-4 saat döndürülerek kurutuldu. 
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6. Yağ asitlerini gliserol omurgasından ayırmak için gerekli saponifikasyon işlemi 

için elde edilen kuru ekstraktlar 2mL, % 20’ lik KOH’ da çözünerek 1-2 dakika 

vortekslendi ve 50 
o
C’ de 1 saat inkübe edildi.  

7. Bu karışımlara 3 mL deiyonize su ilave edilerek seyreltildi. Daha sonra bu 

örneklere bir miktar % 20 formik asit (yaklaşık 132 μL) ilave edilerek pH’ nın 5.5 

olması sağlandı. 

8. Üzerine eşit hacimde etil asetat eklenerek vortekslendi ve 22 
o
C’ de 2000 rpm’ de 

10 dakika santrifüj edildi.  Bu işlem iki kez daha tekrarlandı ve saponifiye edilmiş 

lipitleri içeren üst fazlar toplandı. 

9. Bu üst fazlar daha sonra “SpeedVac” cihazında kurutularak örnek sedimentleri elde 

edildi. Bu sedimentler ELISA testi için -20 °C’ de muhafaza edildi. 

 

3.9.2 Plazma 11, 12 DHET Düzeyinin ELISA Yöntemi ile Belirlenmesi  

1. Deneye başlamadan önce tüm numune ve reaktiflerin oda sıcaklığına ulaşması 

sağlandı.  

2. ELISA işlemi için plazmadan izole edilen sedimentler önce 20 μL etanol içerisinde 

çözündü ve üzerlerine 130 μL, 1X standart sulandırıcı tampon ilave edildi. Daha 

sonra bu 150 μL’ lik numunelerden 80 μL alınarak üzerlerine 320 μL 1X standart 

sulandırıcı tampon eklendi. Böylelikle 1:4 oranında seyreltildiler. Örneklerin pH’ 

sının 7.4 olmasına dikkat edildi. 

3. Standart sulandırıcı tampon kullanılarak 1000000, 100000, 10000, 1000, 100 ve 10 

pg/mL human-11,12 DHET standartları hazırlandı.   

4. Standart kuyucuklarına her standarttan 100’ er μL ilave edildi. 

5. “Blank”  kuyucuklarına (BL) 200 μL, maksimum bağlanma (BO) kuyucuklarına 

da 100 μL standart sulandırıcı tampon eklendi.  

6. Numune kuyucuklarına her numuneden 100’ er μL ilave edildi. 

7. BL kuyucuğu dışındaki tüm kuyucuklara 100’ er μL seyreltilmiş 11,12-DHET-

HRP konjugatı eklendi.  

8. ELISA plağı bu haliyle oda sıcaklığında iki saat inkübe edildi. 

9. Plak 3 defa 400 μL seyreltilmiş yıkama tamponu ile ELISA mikro plak yıkayıcı 

cihazında yıkandı ve kurutuldu. 

10. Tüm kuyucuklara 200 μL tetrametilbenzidin substratı ilave edildi ve oda   

sıcaklığında 15-30 dakika inkübe edildi. 
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11. Her kuyucuğa 50 μL, 2N sülfürik asit pipetlendi. Plak 450 nm’ de ELISA 

okuyucusunda okundu.  

 

3.9.3 “11,12-DHET” Düzeylerinin Hesaplanması  

1. BO, standart ve numunelere ait okunan absorbans değerlerinden “blank” in 

absorbans değeri çıkarıldı.  Standart ve numunelere ait elde edilen bu absorbans 

değerleri tek tek BO’ nun absorbans değerine bölündü. Elde edilen bu sonuçlar 100 

ile çarpılarak her standart ve numuneye ait % B/BO değeri elde edildi. 

2. Her standardın 11, 12-DHET derişimini (1000000, 100000, 10000, 1000, 100 ve 

10 pg/mL) X eksenine,  %B/BO değerlerini Y eksenine yerleştirerek “log-log” 

grafiği çizildi (Bkz. şekil 3.2).  

3. Şekil 3.2’ de elde edilen bu grafikteki eğri denklemi ve her numunenin %B/BO 

değeri kullanılarak derişimleri hesaplandı. Elde edilen sonuçlar seyreltme kat 

sayısı ile çarpılarak hasta ve kontrol grubuna ait 11-12-DHET düzeyleri 

hesaplandı.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                      

 

 

 
              

 

              Şekil 3.2 11, 12-DHET standart eğrisi 
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4. İSTATİSTİKSEL ANALİZ 

 

Tüm verilerin istatistiksel analizi,  “Statistical Package for the Social Sciences” (SPSS) 

programı (Versiyon 15) kullanılarak yapıldı. İstatistiksel analizlerde yanılma düzeyi 0.05 

olarak alındı. 

Anne yaşı, parite ve gravida sayısı, gebelik haftası ve diastolik kan basıncı 

ortalamalarının hasta ve kontrol grubu arasındaki farkı “Bağımsız Örneklerde t Testi” ile 

berlirlendi. İki grubun sigara alışkanlığı, yaş grupları, ailede preeklampsi hikayesi, EPHX2 

geni promotor bölge metilasyon düzeyleri, K55R polimorfizm sıklıkları arasındaki fark ise 

“Khi kare” (χ2) analizi ile yapıldı. Hücre değerlerinin 5’ den küçük olması durumunda 

“Fisher exact” testi için p değeri verildi. 11, 12-DHET düzeylerinin hasta ve kontrol 

grubunda karşılaştırılması ve EPHX2 geni K55R polimorfizmi yönünden 

değerlendirilmesi “Mann Whitney-U” testi, EPHX2 geni promotor bölge metilasyon 

düzeyleri yönünden değerlendirilmesi ise “Kruskal–Wallis” testi ile analiz edildi. 

Preeklampsi hastalığı için olası risk tahminleri lojistik regresyon testi uygulanarak 

belirlendi. İlişkinin derecesi % 95 CI (“Confidence Interval”: Güvenlik aralığı)’ de OR 

(“Odds Ratio”: İhtimal oranı, relatif riskin tahmini) olarak verildi. Hasta ve kontrol 

gruplarının “Hardy-Weinberg” dağılımına uygunluk gösterip göstermediği “online” 

yazılım programı kullanılarak test edildi (http://www.oege.org/software/hwe-mr-

calc.shtml). 
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5. BULGULAR 

Bu çalışmada Cumhuriyet Üniversitesi Tıp Fakültesi Araştırma ve Uygulama Hastanesi 

Kadın Hastalıkları ve Doğum Kliniğinde preeklampsi tanısı konmuş 260 kadın, hasta 

grubunu oluşturdu. Preeklampsi hastası olmayan, kronik hipertansiyonu ve diyabeti 

bulunmayan gebelikte 20. haftayı doldurmuş 260 gebe kadın ise çalışmamızın kontrol 

grubunu oluşturdu.  

Çalışmamızda hasta ve kontrol kanlarından elde edilen DNA’ larda EPHX2 geni 

promotor bölge metilasyon düzeyi ve K55R polimorfizm sıklığı belirlendi. Ayrıca 75 

hasta ve 75 kontrol’ e ait plazmalarda 11, 12-DHET düzeyi saptandı. Deneylerden ve 

sorgu formundan elde edilen veriler istatistiksel olarak incelendi. 

Preeklampsi hastaları ve kontrollerin demografik özellikleri çizelge 5.1’ de verildi. 

Yaş ortalamaları yönünden hasta (29 ± 7.03) ve kontrol (27.9 ± 5.63) grubu arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark tespit edilmedi (p>0.05). Parite ve gravida ortalamaları 

hasta grubunda sırası ile 1.53 ± 1.59 ve 2.65 ± 1.77, kontrol grubunda ise 1.24±1.21 ve 

2.41±1.44 olarak belirlendi. Her iki parametre yönünden de iki grup arasındaki farkın 

istatistiksel olarak anlamlı olmadığı saptandı (p>0.05). Gebelik haftası ortalamaları 

yönünden ise hasta (34.5 ± 4.0) ve kontrol (31.05 ± 6.3) grubu arasındaki farkın anlamlı 

olduğu görüldü. Sistolik kan basıncı hasta grubunda 149.6 ± 11.9, kontrol grubunda 

110.50 ± 69.1 ve diastolik kan basıncı hasta grubunda 102.4 ± 11.2, kontrol grubunda ise 

69.1 ± 8.1 olarak saptandı. Yapılan istatistiksel analiz sonucu hem sistolik hem de 

diastolik kan basıncı ortalamalarının hasta grubunda kontrol grubuna göre anlamlı olarak 

daha yüksek olduğu tespit edildi (p<0.05). 

 

Çizelge 5.1 Hasta ve kontrollere ait demografik özellikler  

 Hasta         

N=260 

Kontrol 

N=260 

t  

değeri 

p 

değeri 

Yaş ( X ± S) 29±7.03 27.9±5.63 -1.93 0.0550 

Gravida ( X ± S) 2.65 ± 1.77 2.41±1.44 -1.01 0.3140 

Parite ( X ± S) 1.53±1.59 1.24±1.21 -1.35 0.1800 

Sistolik Kan Basıncı (mmHg; X ± S) 149.6±11.9 110.5±69.1 -8.80 0.0001* 

Diastolik kan basıncı (mmHg; X ± S) 102.4 ±11.2 69.1 ± 8.1 -38.76 0.0001* 

Gebelik Haftası ( X ± S) 34.5±4.0 31.05±6.3 -7.39 0.0001* 

*p<0.05: İstatistiksel olarak anlamlı; S: Standart Sapma; X : Ortalama 
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Kontrol ve hasta grubunun yaş dağılımları, sigara içme alışkanlığı ve ailede 

preeklampsi hikayesi bakımından değerlendirilmesi sırası ile çizelge 5.2, 5.3 ve 5.4’ de 

verildi. Hastaların % 30.1’ inin 34 yaş ve üzeri, % 8.1’ inin 16-19 ve % 61.8’ inin 20-33 

yaşları arasında olduğu belirlenirken, kontrollerin % 16.5’ inin 34 yaş ve üzeri, % 6.5’ inin 

16-19 ve % 76.9’ unun 20-33 yaşları arasında olduğu belirlendi. Yaş grupları dağılımları 

yönünden iki grup arasında anlamlı bir fark olduğu analiz edildi (χ2=14.98; p=0.001). 

Ayrıca, yapılan analizlerde 34 yaş ve üzeri gebe kadınlarda preeklampsi görülme riskinin 

2.26 kat arttığı (Ham OR: 2.26; %95 CI: 1.48-3.73) belirlenirken, 16-19 yaş grubunda 

olmanın ise preeklampsi hastalığı için anlamlı bir risk oluşturmadığı görüldü (Ham OR: 

1.54; %95 CI: 0.78-3.02). Veriler lojistik regresyon modeli uygulanarak analiz 

edildiğinde, EPHX2 promotor metilasyon düzeyi ve K55R polimorfizmi, ailede 

preeklampsi hikayesi faktörlerinin etkisi ortaya konularak hesaplanan risk oranının hemen 

hemen aynı olduğu gözlendi (Bkz. çizelge 5.2).  

 

Çizelge 5.2 Hasta ve kontrollerin yaş grupları dağılımı yönünden analizi  

 

*p<0.05: İstatistiksel olarak anlamlı; OR: Risk Oranı (Odds ratio); CI: Güven Aralığı (confidence interval); 

OR**: Düzeltilmiş OR: Ailede preeklampsi hikayesi, EPHX2 promotor metilasyon düzeyi ve K55R 

polimorfizmi yönünden düzeltildi. 

 

Çizelge 5.3’ de görüldüğü gibi sigara içme alışkanlığı yönünden hasta ve kontroller 

arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark yoktu (χ2=1.43; p=0.488). Ayrıca, sigara 

alışkanlığının preeklampsi hastalığı için bir risk oluşturmadığı tespit edildi (Ham OR: 

0.75; %95 CI: 0.32-1.74). Ailede preeklampsi hikayesi, EPHX2 promotor bölge 

metilasyon düzeyi, K55R polimorfizmi ve yaş gruplarının etkisi dikkate alındığında da 

sigara alışkanlığı durumunun hastalık için anlamlı bir risk oluşturmadığı görüldü (OR**: 

1.23; % 95 CI: 0.56 – 2.68). 

   

 

   Ham          Düzeltilmiş 

Yaş Grupları 
Hasta        

N=260 

Kontrol 

N=260 

p 

değeri 

OR 

(95%CI) 

p 

değeri 
OR**(95%CI) 

16-19, n (%) 21 (8.1) 17 (6.5) 0.23 
1.54 

(0.78-3.02) 
0.48 

1.29  

(0.62-2.66) 

20-33, n (%) 160 (61.8) 200 (76.9)  Referans 
 

 
Referans 

≥ 34, n (%) 78 (30.1) 43 (16.5) 0.0001* 
2.26 

(1.48-3.73) 
0,0001* 

2.44  

(1.56-3.81) 
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Çizelge 5.3 Hasta ve kontrollerin sigara alışkanlığı yönünden analizi  

 

*p<0.05: İstatistiksel olarak anlamlı; OR: Risk Oranı (Odds ratio); CI: Güven Aralığı (confidence interval); 

OR**: Düzeltilmiş OR: Ailede preeklampsi hikayesi, EPHX2 promotor metilasyon düzeyi, K55R 

polimorfizmi ve yaş grupları yönünden düzeltildi. 

 

 Hasta grubundaki bireylerin birinci derece akrabalarında (anne, kız kardeş, teyze) 

preeklampsi görülme sıklığının (% 17.4) kontrol grubuna (% 4.2) göre anlamlı olarak daha 

yüksek olduğu (χ2=23.29; p=0.0001) ve birinci derece akrabalarında preeklampsi hikayesi 

olan kadınlarda hastalık görülme riskinin 4.76 kat arttığı belirlendi (Ham OR: 4.76; % 95 

CI: 2.40-9.43). Lojistik regresyon analizi ile EPHX2 promotor metilasyon düzeyi, K55R 

polimorfizmi ve yaş grupları hesaba katıldığında ise bu riskin 4.76’ dan 5.41’ e yükseldiği 

analiz edildi (Bkz. çizelge 5.4; OR**: 5.41 % 95 CI: 2.64 – 11.11).  

 

  Çizelge 5.4 Hasta ve kontrollerin ailede preeklampsi hikayesi yönünden analizi  

   Ham          Düzeltilmiş 

Ailede 

preeklampsi 

hikayesi 

Hasta        

N=260 

Kontrol 

N=260 

p 

değeri 

OR 

(95%CI) 

p 

değeri 
OR**(95%CI) 

Var  45 (17.4) 11 (4.2) 

0.0001* 
4.76       

(2.40-9,43) 
0.0001* 

5.41            

(2.64-11.11) 
Yok 214 (82.6) 249 (95.8) 

 
*p<0.05: İstatistiksel olarak anlamlı; OR: Risk Oranı (Odds ratio); CI: Güven Aralığı (confidence interval); 

OR**:  Düzeltilmiş OR: EPHX2 promotor metilasyon düzeyi, K55R polimorfizmi ve yaş grupları yönünden 

düzeltildi. 

 

5.1 Preeklampsi Hastaları ve Kontrollerin EPHX2 Geni K55R Polimorfizm Sıklığı 

Yönünden İstatistiksel Olarak Değerlendirilmesi  

EPHX2 geninin K55R polimorfizmi yönünden genotiplendirilmesi diziye özgü çift boyalı 

hidroliz propları ve primerler kullanılarak RT-PCR cihazında allelik ayrım analizi ile 

gerçekleştirildi. Sarı kanalda (VIC kanalı) floresan ışıma veren örnekler yabanıl tip, 

turuncu kanalda (ROX kanalı) floresan ışıma veren örnekler homozigot polimorfik ve her 

iki kanalda birden floresan ışıma veren örnekler heterozigot olarak değerlendirildi.  

   Ham          Düzeltilmiş 

Sigara 

Alışkanlığı 

Hasta        

N=260 

Kontrol 

N=260 

p 

değeri 

OR 

(95%CI) 

p 

değeri 

OR** 

(95%CI) 

 İçen  10 (3.8) 13 (5.0) 

0.53 
0.75  

(0.32-1.74) 
0.59 

1.23  

(0.56-2.68) 
İçmeyen 253 (95.8) 247 (95.0) 
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Renk Örnek No Genotip Turuncu Kanal Sarı Kanal 

 

Hasta-1 Heterozigot Işıma var Işıma var 

 

Kontrol-1 Yabanıl Tip Işıma yok Işıma var 

 

Hasta-2 Homozigot Işıma var Işıma yok 

 

Yabanıl Tip Kontrol Yabanıl Tip Işıma yok Işıma var 

 

Homozigot Polimorfik Tip Kontrol Homozigot Işıma var Işıma yok 

 
Negatif Kontrol  Işıma yok Işıma yok 

 

Şekil 5.1’ de hasta ve kontrollerin EPHX2 geni K55R polimorfizmi yönünden allelik 

ayrımına ait çalışma sonuçlarının bazıları örnek olarak sunulmuştur. Örneğin şekil 5.1’ de 

hasta 1’ e ait PCR ürünü (Yeşil renk) hem sarı kanalda (eğri üzerinde küçük daire şeklinde 

işaretli) hem de turuncu kanalda (işaretsiz eğri) floresan ışıma verdiğinden heterozigot 

olarak değerlendirildi. Kontrol-1’ e (mavi) ait PCR ürünü ise sadece sarı kanalda ışıma 

verdiği için yabanıl tip olarak değerlendirildi.  

 

Şekil 5.1 Çözünür epoksit hidrolaz geni (EPHX2) K55R genetik varyantının RT-PCR ile allelik ayırımı. 

 

Çizelge 5.5’ de hasta ve kontrol grubunu oluşturan bireylerin EPHX2 geni K55R 

polimorfizmi yönünden analizi verildi. Yabanıl tip (AA), heterozigot (AG) ve homozigot 

polimorfik (GG) genotip sıklıkları hasta grubunda sırasıyla % 70.4 (n=183), % 28.1 

(n=73) ve % 1.5 (n=4), kontrol grubunda ise % 80.8 (n=210), % 17.3 (n=45) ve % 1.9 

(n=5) olarak belirlendi. “Khi kare” yöntemi ile yapılan analizde, hasta ve kontroller 

arasında K55R polimorfizmi yönünden istatistiksel olarak anlamlı bir fark olduğu saptandı 

(χ2=7.79; p=0.006). Yapılan analizlerde K55R polimorfizmi yönünden AG genotipine 

sahip gebe kadınlarda preeklampsi hastalığı görülme riskinin bu genotipi taşımayanlara 

göre 1.86 kat daha fazla olduğu belirlendi (OR:1.86; %95 CI: 1.09-2.63).  Homozigot 
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polimorfik ve heterozigot polimorfik örnekler tek bir gruba alınıp değerlendirildiğinde 

(AG+GG) ise bu iki genotipi taşıyan gebe kadınlarda preeklampsi hastalığı görülme 

riskinin 1.76 kat arttığı tespit edildi (OR: 1.76; %95 CI: 1.17-2.65). Ailede preeklampsi 

hikayesi, EPHX2 geni promotor metilasyon düzeyi ve yaş gruplarının etkisi de dikkate 

alındığında düzeltilmiş risk oranın AG genotipine sahip gebe kadınlar için 1.69 

(OR**:1.69; %95 CI: 1.09-2.63), AG+GG genotipine sahip gebe kadınlar için ise 1.57 

(OR**:1.57; %95 CI: 1.02-2.42) olduğu belirlendi. GG genotipinin ise preeklampsi 

hastalığı açısından anlamlı bir risk oluşturmadığı saptandı (OR: 0.92; %95 CI: 0.24-3.47). 

Ailede preeklampsi hikayesi, EPHX2 promotor metilasyon düzeyi ve yaş gruplarının etkisi 

dikkate alındığında da GG genotipi ve preeklampsi hastalığı arasında anlamlı bir ilişki 

tespit edilmedi (OR**: 0.56; %95 CI: 0.12-2.45). 

 

 Çizelge 5.5 EPHX2 geni K55R polimorfizmi yönünden allel ve genotip sıklığı 

   Ham Düzeltilmiş 

Genotip 

 

Hasta 

n=260 

N (%) 

     Kontrol 

       n=260 

N (%) 

 

p 

 

OR  

(95% CI) 
p 

OR** 

(95% CI) 

AA 183 (70.4) 210 (80.8)  Referans  Referans 

AG 73 (28.1) 45 (17.3) 0.004* 
1.86           

(1.22-2.83) 
0.01* 

1.69         

(1.09-2.63) 

GG 4 (1.5) 5 (1.9) 0.99 
0.92         

(0,24-3,47) 
0.44 

0.56         

(0.12-2.45) 

AG+GG 77 (29.6) 50 (19.2) 0.008* 
1.76         

(1.17-2.65) 
0.03* 

1.57          

(1.02-2.42) 

Allel 

Frekansları 
      

A 439 (84.4) 465 (89.4)  Referans   

G 81(15.6) 55 (10.6) 0.02* 
1.56         

(1.08-2.25)* 
  

 

*p<0.05: İstatistiksel olarak anlamlı; OR: Risk Oranı (Odds ratio); CI: Güven Aralığı (confidence interval); 

OR**: Ailede preeklampsi hikayesi, EPHX2 promotor metilasyon düzeyi ve yaş grupları yönünden 

düzeltildi. 

 

Hasta ve kontrol grubundaki bireyler allel frekansları yönünden incelendiğinde A 

allel frekansı sırasıyla 0.84 ve 0.89, G allel frekansı ise 0.16 ve 0.11 olarak hesaplandı. Bu 

değerlerin hem hasta grubu (χ2= 1.19, p= 0.27) hem de kontrol grubunda (χ2= 1.88, p= 

0.17). “Hardy-Weinberg eşitliğine” uygunluk gösterdiği belirlendi.  
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Yapılan istatistiksel analizde G alleline sahip gebe kadınlarda bu alleli taşımayanlara 

kıyasla preeklampsi hastalığı görülme riskinin 1.56 kat daha fazla olduğu tespit edildi 

(OR: 1.56; %95 CI: 1.08-2.25). 

 

5.2 MS-HRM Analizi ve İstatistiksel Değerlendirilme  

EPHX2 geni promotor bölge metilasyon düzeyi analizi MS-HRM yöntemi uygulanarak 

gerçekleştirildi. DNA örnekleri, metilasyon standartları ve bisülfit kontrol DNA’ sı, 

bisülfit dizisine özgü primerler (Bkz. şekil 3.1) kullanılarak RT-PCR cihazında 72 bp PCR 

ürünü elde etmek üzere amplifiye edildi ve amplifikasyon eğrilerinin bir örneği şekil 5.2’ 

de verildi.  

 
Şekil 5.2 Çalışma grubunda yer alan bazı örneklere ait çözünür epoksit hidrolaz geni (EPHX2) promotor 

bölge amplifikasyon eğrileri. 
 

 MS-HRM analizinde kullanılan “EvaGreen” boyası sadece çift zincirli DNA’ ya 

bağlandığından, artan sıcaklıkla birlikte çift zincirli DNA’ nın denaturasyonu sonucu 

floresan sinyal şiddetinde azalma meydana gelmektedir. Bu nedenle şekil 5.3-A’ da da 

görüldüğü gibi sıcaklığa karşı floresan şiddeti giderek azalan bir eğri elde edildi. Metile 

olmayan sitozinleri bisülfit dönüşüm işlemi ile urasil nükleotidlerine çevrilmiş olan 

örneklerde erime sıcaklıkları düşük, metillenmiş sitozin nükleotidlerini içeren örneklerde 

ise erime sıcaklıkları yüksekti. Bu da metilasyon düzeylerinin belirlenmesini sağladı.  
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Şekil 5.3 EPHX2 promotor bölge metilasyon düzeyinin “Methylation-Sensitive High Resolution Melting” 

(MS-HRM) yöntemi ile tayini A) Farklı oranlarda metile olduğu belirlenen metilasyon standartlarının HRM 

eğrisi B) Metilasyon standartlarının normalize erime eğrisi C) Metilasyon standartlarının % 25 metile 

kontrole göre normalize farklılık eğrisi D) Metilasyon standartlarına ait normalize farklılık eğrisi 

kullanılarak metilasyon düzeyi belirlenen hasta ve kontrole ait birer DNA örneğinin MS-HRM sonuçları.  

A) 

B) 

C) 

D) 
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Örnekler ile aynı PCR reaksiyonunda çalışılan  %100, %75, %50, %25, %5 metile ve 

metile olmayan metilasyon standartlarının HRM eğrileri ile hasta ve kontrol grubu 

örneklerinin HRM eğrileri karşılaştırılarak EPHX2 geni promotor bölge metilasyon 

düzeyleri tespit edildi (Bkz. şekil 5.3-B-D).    

     HRM analizinde kullanılan PCR ürünlerinin özgüllüğü ise RT-PCR cihazında 

erime eğrisi analizi (Bkz. şekil 5.4) ve agaroz jel elektroforezinde (Bkz. şekil 5.5) 

görüntülenerek teyit edildi.  

Şekil 5.4 EPHX2 geni promotor bölge metilasyon düzeylerini belirlemek amacıyla elde edilen bazı PCR 

ürünlerinin erime eğrisi analizi. 
 

 
 
Şekil 5.5 EPHX2 geni promotor bölge metilasyon düzeylerini belirlemek amacıyla elde edilen bazı PCR 

ürünlerinin agaroz jel görüntüsü. 1: %100 Metile standart; 2: %75 Metile standart; 3: %50 Metile standart; 

4: %25 Metile standart; 5: %5 Metile standart; 6: Metile olmayan standart; 7;Hasta-1; 8: Hasta-2; 9: Hasta-

3; 10: Kontrol-1; 11:Kontrol-2; N: Negatif kontrol; M: Marker (belirteç), Gene RulerTM 50 bç’lik DNA 

Ladder. 
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         Hasta ve kontrollerin, EPHX2 geni promotor bölge metilasyon düzeyleri arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark gözlendi (χ2=6.76; p=0.04; Bkz. çizelge 5.6).  

 

Çizelge 5.6 Hasta ve kontrollerin EPHX2 geni promotor bölge metilasyon düzeyi 

yönünden analizi 

   Ham Düzeltimiş
 

 

Metilasyon 

Düzeyi 

 

Hasta 

n=260 

N (%) 

Kontrol 

 n=260 

N (%) 

p 

değeri 

OR 

(%95 CI) 

p 

değeri 

 

OR** 

(%95 CI) 

%51-%100 7 (2.7) 18 (6.5)  Referans  Referans 

%50-%26 42 (16.2) 50 (19.2) 0.25 
1.30             

(0.83-2.06) 
0.01* 

3.92              

(1.28-11.95) 

<%25  211 (81.2) 192 (73.8) 0.02* 
2.83              

(1.15-6.91)* 
0.002* 

5.15              

(1.80-14.77) 

 

*p<0.05: İstatistiksel olarak anlamlı; OR: Risk Oranı (Odds ratio); CI: Güven Aralığı (confidence interval); 

OR**:  Ailede preeklampsi hikayesi, EPHX2 K55R polimorfizmi ve yaş grupları yönünden düzeltildi. 

 

EPHX2 geni promotor bölge metilasyon düzeyi % 25’ in altında olan gebe 

kadınlarda preeklampsi hastalığı görülme riskinin 2.83 kat arttığı (OR: 2.83; %95 CI: 

1.15-6.91) tespit edildi. Ailede preeklampsi hikayesi, EPHX2 K55R polimorfizmi ve yaş 

grupları dikkate alınarak yapılan lojistik regresyon analizi sonucu bu risk oranının 2.83’ 

den 5.15’ e yükseldiği belirlendi (OR**: 5.15; % 95 CI: 1.80-14.77). Metilasyon 

düzeyinin % 50-% 26 arasında olma durumunun ise preeklampsi hastalığı açısından 

anlamlı bir risk oluşturmadığı gözlendi (OR: 1.30; %95 CI: 0.83-2.06). Fakat, ailede 

preeklampsi hikayesi, EPHX2 K55R polimorfizmi ve yaş gruplarının etkisi dikkate 

alınarak yapılan lojistik regresyon sonucu risk oranının 1.30’ dan 3.92’ ye yükseldiği 

tespit edildi (OR**: 3.92; %95 CI: 1.28-11.95). 

 

5.3 “11,12-DHET” Düzeyleri  

Hasta grubunda 11, 12-DHET düzeylerinin kontrol grubuna göre anlamlı olarak daha 

yüksek olduğu tespit edildi (U=1890; p<0.05; Bkz. çizelge 5.7).   

 

Çizelge 5.7 Hasta ve kontrol grubu 11,12-DHET düzeyleri  
 Hasta Grubu 

Median (min-max); 

n=75 

Kontrol Grubu 

Median (min-max); 

n=75 

p değeri 

11,12-DHET (nM) 190.2 (8.6-58031.3) 99.7 (14.4-2692.5) 

 

0.001* 

 

*p<0.05: İstatistiksel olarak anlamlı; 11, 12-DHET: 11,12-dihidroksieikozatrienoik asit. 
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 K55R polimorfizmine sahip hasta ve kontrol 11, 12-DHET düzeyleri ile 

polimorfik olmayan hasta (U=551; p=0.904)  ve kontrollerin (U=551.0; p=0.850) 11, 12-

DHET düzeyleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark tespit edilmedi (p>0.05; bkz. 

çizelge 5.8). 

Çizelge 5.8 Hasta ve kontrol grubunda 11,12 DHET düzeyinin EPHX2 geni K55R 

polimorfizmi yönünden değerlendirilmesi 

  

Genotip 
 P Değeri 

AA, Median 

(min-max) 

AG+GG, Median 

(min-max) 

 

HASTA, N=75  
11,12-DHET (nM) 

 

184.5 (35.3-58031.3) 

n=51 

192.0 (8.6-26916.7) 

n=24 
0.904 

 

KONTROL N=75 

11,12-DHET (nM) 

 

93,4 (14,5-1294,4)                              

n= 54 

150.7 (14.4-2692.5) 

n=21 
0.850 

 

A: Adenin; G: Guanin; 11, 12-DHET: 11,12-dihidroksieikozatrienoik asit 
 

Son olarak, hasta ve kontrol grubu 11,12-DHET düzeyleri EPHX2 geni promotor 

metilasyon düzeyleri yönünden de değerlendirildi. Yapılan analizlerde 11, 12-DHET 

düzeylerinin EPHX2 geni promotor metilasyon düzeyi bakımından hasta (KW=0.724; 

p=0.696) ve kontrol (KW=0.724; p=0.435) gruplarında farklı olmadığı belirlendi (p>0.05, 

bkz. çizelge 5.9). 

 

Çizelge 5.9 Hasta ve kontrol grubunda 11,12-DHET düzeyinin EPHX2 geni promotor 

bölge metilasyon düzeyi yönünden değerlendirilmesi 
  

Metilasyon Düzeyleri 
 

p 

Değeri 
 

%51-%100 

Median (min-max) 
 

 

%50-% 26 

Median (min-max) 
 

 

<%25 

Median (min-max) 
 

 

HASTA, N=75 

11,12-DHET (nM) 

 

 

157.4 (69.4-5337.9) 

n=3 

 

119.5 (9.7-10767.5) 

n=15 

 

210.5 (8.6-58031.3) 

n=57 

 

0.696 

 

KONTROL, N=75 

11,12-DHET (nM) 

 

 

206.4 (34.7-935.9) 

n=7 

 

73.4 (34.7-315.6) 

n=9 

 

117.6 (14.4-2692.5) 

n=59 

 

0.435 

 

11, 12-DHET: 11,12-dihidroksieikozatrienoik asit. 
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6. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Preeklampsi, gebeliğin genellikle 20. haftasından sonra gelişen ve hipertansiyona eşlik 

eden proteinüri veya son organ hasarı ile karakterize bir hastalıktır. Bazı vakalarda 

gebeliğin postpartum periyodunda da preeklampsi görülebilir [4, 198]. Bu hastalık annede 

akut renal yetmezlik, körlük, hepatik rüptür, serebral hemoraji, intraventriküler kanama, 

dissemine intravasküler koagülasyon, pulmoner ödem gibi klinik durumlara yol açabilir 

[199-201]. Ayrıca, preeklampsi intrauterin gelişme geriliği, prematür doğum gibi 

komplikasyonlara da sebep olabilir. Yani bu hastalık maternal ve fetal mortalite ile 

morbiditenin önemli bir nedeni olup, birçok sistemi de etkileyen gebeliğe özgü hipertansif 

bir sendromdur [202, 203]. Preeklampsi dünya çapında tüm hamileliklerin % 5-8’ ini 

etkilemektedir. Gelişmekte olan ülkelerde bu oran % 15-18’ lere kadar çıkar. Dünyada her 

yıl yaklaşık 75000 anne ve 500000 bebek preeklampsi komplikasyonlarından dolayı 

hayatını kaybetmektedir [204]. Dünya sağlık örgütü verilerine göre bu hastalık kanama, 

enfeksiyon ve düşüklerden sonra anne ölümlerinin dördüncü sıradaki nedenidir [205]. 

Ülkemizde ise gebe ölümlerinin en önde gelen nedenidir [2]. Bu hastalığın tedavisi 

sırasında getirdiği yüksek maliyeti önlemek ve hem anneyi hem de çocuğu bu hastalığın 

komplikasyonlarından korumak adına preeklampsi için kanda, idrarda “noninvaziv” 

biyobelirteçler aranmaktadır. Fakat son zamanlardaki çalışmalar daha çok preeklampsi 

tanısı için genetik belirteçlerin belirlenmesi üzerine yoğunlaşmıştır. Preeklampside yapılan 

bazı “mikroarray” çalışmaları, hızla taranan transkiriptomlar sayesinde bazı genlerin 

ekspresyonlarındaki artış veya azalışlar üzerine odaklanmıştır [206].  Ayrıca, preeklampsi 

patofizyolojisi, önlenmesi ve tedavisi de birçok araştırmaya konu olmuştur. Hastalığın 

nedenini açıklamak için pek çok mekanizma ileri sürülmüş olmasına rağmen 

patofizyolojisi ve etiyolojisi tam olarak ortaya konulamamıştır [3]. Bazı genetik 

çalışmalarda, preeklampsi gelişiminde genetik faktörlerin rolünün etkili olduğu bildirilmiş 

olsa da preeklampsi ile ilişkili belirgin tek bir genetik mekanizma ortaya konamamıştır 

[47, 207]. Bu nedenle preeklampsinin, multifaktöryel ve poligenik bir hastalık olduğu 

belirtilmektedir [208]. Birden fazla maternal ve fetal genin, çevresel faktörler ve bunlar 

arasındaki karmaşık ilişkilerin preeklampsiye eğilimin ortaya çıkmasında etkili olduğu 

düşünülebilir. Ayrıca, gebe kalmadan önce veya hamilelik sırasındaki epigenetik 

bozuklukların da preeklampsi hassasiyetini artırabileceği iddia edilmektedir [209]. Bu 

epigenetik değişikliklerin aynı zamanda plasenta morfolojisi ve gelişimini de 

etkileyebileceği belirtilmektedir [210]. 
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Günümüzde endotel hasarının preeklampsi patogenezinde oldukça önemli bir yere 

sahip olduğu, preeklamptik gebelerde hasara uğrayan endotelin tam anlamıyla 

fonksiyonlarını yerine getiremediği bilinmektedir [5,6]. AA ve/veya enzimatik 

metabolitleri de, endotelde ve damar sisteminde düzenleyici işlevler sağlayan önemli lipit 

aracılardır. AA sitokrom P450 monoksigenaz ile okside edilerek natriüretik ve vazoaktif 

olan hidroksieikozatetraenoik asitlere ve EET’ lere metabolize edilir [211, 212]. EET’ ler 

anti-inflamatuar, vazodilatatör özelliklere sahiptirler ve kan basıncının düşürülmesinde 

etkin moleküllerdir [12, 13]. çEH enzimi EET’ leri ve diğer epoksi yağ asitlerini hızlı bir 

şekilde daha az biyoaktif olan ilgili diollerine (DHET) dönüştürerek organizma için bu 

faydalı etkilerinin azalmasına yol açar [140]. EET düzeyi ve metabolizmasındaki 

değişikliklerin hipertansiyon, endotel disfonksiyonu, son organ hasarı, kardiyovasküler 

hastalıklar, iskemi gibi birçok klinik durumun patafizyolojisinde rol aldığı birçok çalışma 

ile ortaya konulmuştur [112, 116, 213]. Bu nedenle çEH enzimi kardiyovasküler 

hastalıklar ve hipertansiyonun tedavisinde yeni bir terapotik hedef haline gelmiştir [162]. 

Kalp yetmezliği [164], iskemi [214], inflamasyon [181] ve hipertansiyona sahip hayvan 

modellerinde çeşitli çEH inhibitörlerinin kan basıncını azalttığı ve bu hastalıklara karşı 

faydalı etkiler oluşturduğu belirlenmiştir [21, 22]. Ayrıca, EET’ lerin hamilelik sırasında 

kan basıncının düzenlenmesinde rol aldığı bilinmektedir [25, 93]. Bu bilgiler ışığında, 

EET’ lerin yıkımına neden olarak düzeylerinin azalmasına sebep olan çEH enziminin 

preeklampsi hastalığı ile ilişkili olabileceği düşünülmüş ve çalışmamızda enzimin 

aktivitesindeki değişikliklerin preeklampsi hastalığındaki olası rolü incelenmiştir. 

 

Preeklampsi etiyolojisi tam olarak açığa kavuşturulmamış olsa da hastalıkla ilgili 

birçok risk faktörü öne sürülmüştür. 15 yaşından küçük veya 40 yaşından büyük gebe 

olmak, parite ve sigara bunlardan bazılarıdır [42, 215]. Bizim çalışmamızda yaş, garvida, 

parite ortalamaları yönünden hasta ve kontrol grubu arasında anlamlı bir fark tespit 

edilmemiştir (p>0.05).  Fakat hasta ve kontrol grubu yaşları 16-19, 20-33 ve ≥ 34
 
olmak 

üzere üç sınıfa ayrılarak analiz edildiğinde gruplar arasındaki farkın anlamlı olduğu tespit 

edilmiştir (p<0.05; Bkz. çizelge 5.1). Yapılan bir çalışmada 15 yaş altındaki gebelerde 

preeklampsi gelişme riskinin 30-40’ lı yaşlara oranla 2.8 kat artış gösterdiği saptanmıştır 

[36]. Bizim çalışmamızda ise hem hasta hem de kontrol grubunda 15 yaş altında herhangi 

birey bulunmamaktaydı ve en küçük yaş 16 idi. Dolayısıyla 15 yaş altında olmanın 

hastalık için risk oluşturup oluşturmadığı belirlenememiştir.  
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Bu nedenle araştırmamızda 16-19 yaş grubu için risk analizi yapılabilmiştir ve bunun 

sonucunda 16-19 yaş grubunda olmanın hastalık için anlamlı bir risk oluşturmadığı 

görülmüştür (Ham OR: 1.54; %95 CI: 0.78-3.02; Bkz. çizelge 5.2). 16-19 yaş grubundaki 

hasta sayısının az olması (21 hasta) istatistiksel analizimizin sonucunu etkilemiş olabilir. 

Diğer yandan, yapılan farklı araştırmalarda 40 yaş ve üzeri olan gebelerde preeklampsi 

riskinin neredeyse iki kat arttığı belirlenmiştir [216]. Ayrıca, Amerika ulusal verilerine 

göre preeklampsi riskinin 34 yaşın üzerine eklenen her yıl için % 30 oranında arttığı tespit 

edilmiştir [217]. Bu bulgularla uyumlu bir şekilde bizim çalışmamızda da 34 yaş ve 

üzerinde olan gebelerde preeklampsi görülme riskinin 2.26 kat arttığı (Ham OR: 2.26; % 

95 CI: 1.48-3.73; Bkz. çizelge 5.2) belirlenmiştir.  

 

Sigara alışkanlığının, preeklampsi için her ne kadar bir risk faktörü olduğu iddia 

edilse de [42, 43] yapılan bazı çalışmalarda sigara içme alışkanlığı ile bu hastalık arasında 

anlamlı bir ilişki olmadığı belirlenmiştir [218]. Bizim araştırmamızda sigara alışkanlığı 

yönünden hasta ve kontrol grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

saptanmamıştır (p>0.05). Ayrıca, sigara alışkanlığının preeklampsi hastalığı için bir risk 

oluşturmadığı tespit edilmiştir (Ham OR: 0.75; %95 CI: 0.32-1.74; Bkz. çizelge 5.3). Oysa 

sigara içmenin insanlarda endotel bağımlı vazodilatasyonu önemli ölçüde azalttığı [219, 

220], bunda kısmen nitrik oksit sentaz aktivitesini inhibe etmesinin payı olduğu 

bildirilmiştir [221]. Ayrıca, sigara dumanına maruz kalmanın EET hidrolizinde artışa 

işaret eden EPHX2 geninin ekspresyonunu artırdığı ve bunun sonucunda da endotel 

işlevlerini değişikliğe uğratabileceği ileri sürülmüştür [222]. Bu çalışmalar göz önüne 

alındığında sigara içmenin preeklampsi riskini artırması beklenirken çalışmamızda böyle 

bir ilişki tespit edilmemiştir. Bunun nedeni hastalara gebeliği sırasında sigara içmenin 

sakıncalı olacağını belirten kişiler tarafından sigara içip içmediklerinin sorulması nedeni 

ile bireylerin doğru olmayan beyanları olabilir. 

 

Bugüne kadar yapılan birçok çalışmada birinci derece akrabalarında preeklampsi 

hikayesi olan kadınlarda genel popülasyona göre preeklampsi görülme riskinin 3-5 kat 

daha fazla olduğu ortaya konulmuştur [223, 224]. Bu da hastalığın etiyolojisinde genetik 

faktörlerin etkili olabileceğini düşündürmektedir [225]. Bizim çalışmamızda da daha 

önceki araştırmalarla uyumlu bir şekilde birinci derece akrabalarında preeklampsi hikayesi 

olan kadınlarda preeklampsi hastalığı görülme riskinin 4.76 kat arttığı belirlenmiştir (Ham 

OR: 4.76; % 95 CI: 2.40-9.43; Bkz. çizelge 5.4).   
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Ek olarak, bu riske EPHX2 promotor bölge metilasyon düzeyi, K55R polimorfizmi ve yaş 

gruplarının da etkisi dahil edildiğinde ailede preeklampsi hikayesi olanlarda hastalık 

görülme riskinin 4.76’ dan 5.41’ e yükseldiği saptanmıştır (OR**: 5.41 % 95 CI: 2.64 – 

11.11; Bkz. çizelge 5.4).  

 

Daha önce de belirtildiği gibi EET’ ler vazodilatatör etkili olduklarından 

hipertansiyona karşı koruyucu moleküllerdir. Preeklampsi de hipertansiyon ile karakterize 

bir hastalık olduğundan EET düzeylerindeki bireysel farklılıkların bu hastalığa karşı bir 

yatkınlık oluşturabileceği düşünülebilir. Buradan hareketle EET düzeylerinde azalmaya 

neden olan çEH enziminin yüksek aktiviteye sahip varyantlarını içeren kadınlar 

preeklampsi hastalığına daha yatkın olabilir.  İnsan çEH aktivitesinin bireyler arasında 

oldukça değişken olduğu belirlenmiştir. Bu farklılıklarda enzimin yapısal ve düzenleyici 

fonksiyonlarında değişikliklere yol açan polimorfizmlerin payının olduğu bildirilmiştir 

[26, 181, 183]. K55R polimorfizminin çEH aktvitesini artırarak EET’ lerin hızlı bir 

şekilde biyolojik olarak inaktif olan diollerine yıkımına yol açtığı bilinmektedir [181, 

183]. Bu çalışma, bir Türk popülasyonunda EPHX2 geni K55R polimorfizminin sıklığının 

belirlendiği ilk araştırmadır. İncelediğimiz popülasyonun kontrol grubunda yer alan gebe 

kadınların % 19.2’ sinin K55R polimorfizmini içerdiği belirlenmiştir (17.3 heterozigot ve 

% 1.9 homozigot polimorfik). K55R polimorfizm sıklıkları beyaz ırkta % 15-29, Afrikalı-

Amarikalı’ larda ise % 36-40 olarak saptanmıştır [26, 191, 192]. Bizim sonuçlarımız 

beyaz ırkta gözlenen sıklıklarla uyum göstermektedir. Ayrıca, bir İsveç popülasyonunda 

cinsiyet de göz önünde bulundurularak yapılan bir araştırmada kadınların % 17. 3’ ünün    

( %16.45 AG ve % 0.82 GG) polimorfik genotipe sahip olduğu belirlenmiştir [193]. İsveç 

kadınlarında gözlenen bu genotip dağılımları da çalışmamızın kontrol grubu kadınlarının 

genotip sıklıkları ile oldukça benzerdir.  

 

Çalışmamızda K55R polimorfizmi yönünden hasta ve kontrol grubu arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark olduğu saptanmış  (χ2=7.79; p=0.006; bkz. çizelge 5.5) 

ve AG genotipine sahip gebe kadınlarda preeklampsi hastalığı görülme riskinin bu 

genotipi taşımayanlara göre 1.86 kat daha fazla olduğu belirlenmiştir (OR:1.86; % 95 CI: 

1.09-2.63). GG genotipinin ise preeklampsi hastalığı açısından anlamlı bir risk 

oluşturmadığı saptanmıştır (OR: 0.92; % 95 CI: 0.24-3.47; Bkz. çizelge 5.5). Homozigot 

polimorfik ve heterozigot örnekler birlikte (AG+GG) değerlendirildiğinde preeklampsi 

riskinin 1.86 dan 1.76’ ya düştüğü gözlenmiştir.  
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GG genotipi tüm populasyonlarda nadir bulunan bir genotip olup bizim çalışmamızda da 

hasta grubunda ve kontrol gruplarında sırası ile 4 ve  5 bireyin bu genotipe sahip olması 

nadir genotipin hastalık riski üzerindeki gerçek etkisinin ortaya konamamasına neden 

olmuş olabilir. Bu nedenle daha fazla sayıda birey içeren hasta- kontrol çalışmalarına 

ihtiyaç vardır. (OR:1.76; % 95 CI: 1.17-2.65). Ayrıca, G alleline sahip gebe kadınlarda bu 

alleli taşımayanlara kıyasla preeklampsi hastalığı görülme riskinin 1.56 kat daha fazla 

olduğu belirlenmiştir (OR: 1.56; % 95 CI: 1.08-2.25; Bkz. çizelge 5.5). K55R 

polimorfizmi bu hastalarda çEH enzim aktivitesini artırarak EET düzeylerinin düşmesine 

ve bu moleküllerin vazodilatatör, anti-hipertansif ve anti-inflamatuar etkilerinin 

azalmasına neden olarak preeklampsi gelişimine katkıda bulunuyor olabilir. 

Vazodilatasyondaki bu azalışın da hastalarda kan basıncında artışa neden olarak 

preeklampside gelişen hipertansiyona neden olduğu düşünülebilir. Ayrıca, artan 

inflamatuar cevap da preeklamsi patogenizinde önemli bir yere sahiptir. K55R 

polimorfizmine bağlı olarak artan çEH aktivitesi sonucu EET düzeylerindeki azalma bu 

hastalarda görülen artan inflamasyona da katkıda bulunuyor olabilir.  

 

Bu çalışmanın preeklampsi ile EPHX2 geni K55R polimorfizmi arasındaki ilişkiyi 

inceleyen ilk araştırma olması nedeni ile sonuçlarımızı diğer çalışmaların bulguları ile 

karşılaştıramadık.  Fakat bu polimorfizmin kardiyovasküler hastalıklar, hipertansiyon ve 

iskemik felç gibi birçok hastalıkla olan ilişkisini inceleyen çalışmalar bulunmaktadır. 

Preeklampsi de bu hastalıklar gibi temelinde hipertansiyon, vazokonstruksiyon, damar ve 

endotel işlevlerindeki bozukluklar yatan bir hastalık olduğundan bulgularımız bu 

çalışmaların sonuçları ile karşılaştırılabilir. K55R polimorfizminin vasküler fonksiyonlar 

üzerindeki ilişkisini inceleyen bir çalışmada bu polimorfizmin beyaz Amerikalı bireylerde 

vazodilatasyonda azalma, düşük ön kol kan akımı ve damar direnci ile ilişkili olduğu 

belirlenmiştir [191]. Ayrıca, K55R polimorfizminin beyaz Avrupalılarda hem koroner 

hastalık hem de iskemik inme için bir risk faktörü olduğu bildirilmiştir. Homozigot olan 

erkeklerin anlamlı olarak daha yüksek sistolik kan basıncına ve daha yüksek hipertansiyon 

prevalansına sahip oldukları belirlenmiştir. Buna rağmen kadınlarda böyle bir ilişki analiz 

edilmemiştir  [193].  Ayrıca, koroner arter hastalık riski ile K55R varyant alleli arasında 

yüksek bir ilişki olduğu tespit edilmiştir. Bununla birlikte Afrikalı-Amerikalı’ larda 

yukarıda sözü edilen hastalıklarla bu polimorfizm arasında bir risk ilişkisi gözlenmemiştir. 

Fakat beyaz Avrupalılarda K55R polimorfizmi ile iskemik felç [186], koroner arter 

hastalığı, hipertansiyon, restenoz ve artriyal fibrillasyon arasında anlamlı bir ilişki 
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olmadığını gösteren çalışmalar da bulunmaktadır [27, 192]. EPHX2 geni K55R 

polimorfizmi ile kardiyovasküler hastalık risk ilişkisinin, analiz edilen popülasyonun etnik 

kökenini, incelenen hastalığın tipi, gen-gen etkileşimi, popülasyondaki birey sayısı ve 

çevresel faktörlere bağlı olarak değişkenlik gösteriyor olması, yapılan çalışmalarda bir 

birini desteklemeyen bu bulguların elde edilmesinin nedeni olabilir. 

   

EPHX2 geni polimorfizmleri EET düzeyini değiştirebileceği gibi, ekspresyon 

düzeyleri de çEH enzim aktivitesinde farklılıklara yol açarak EET düzeylerini 

etkileyebilir. Hipertansif ratlarda EPHX2 ekspresyonunun anlamlı olarak arttığı 

belirlenmiştir [19, 226, 227]. Ayrıca, hipertansif hamile ratlarda, melatonin hormonunun 

EPHX2 ekspresyonunu azaltarak hipertansiyona karşı koruyucu etki oluşturduğu 

bildirilmiştir [228]. Metilasyonun çeşitli genlerin ekspresyonunu etkileyen epigenetik 

mekanizmalardan biri olduğu [174-176] ve EPHX2 geni promotor bölge metilasyonunun 

da bu genin ekspresyonunu düzenleyen faktörler arasında yer aldığı bilinmektedir [30]. 

Dolayısıyla, genin promotor bölge metilasyonu çEH ekspresyonunu değiştirerek EET 

metabolizması üzerinde etkili olabilir. Bu yolla değişen EET metabolizması da 

preeklampsi hastalığında etkili olabileceğinden ve EPHX2 geni promotor bölge 

metilasyon düzeyleri ile bu hastalık arasındaki ilişkiyi inceleyen herhangi bir çalışma 

bulunmadığından, araştırmamızda EPHX2 geni promotor bölge metilasyon düzeyleri de 

belirlendi. Metilasyon düzeylerinin belirlenmesinde hızlı ve hassas bir yöntem olan MS-

HRM yöntemi kullanıldı. DNA metilasyon analizleri için southern blot, bisulfit DNA dizi 

analizi ve metilasyon spesifik PCR gibi yöntemler de günümüzde sıklıkla 

kullanılmaktadır. Fakat son zamanlarda geliştirilen MS-HRM yöntemi, dizi analizine 

gerek kalmaksızın bisülfit dönüşümü gerçekleştirilen DNA’ larda sadece bir çift primer ve 

çift zincirli DNA’ ya bağlanan floresan boyanın PCR sonrasında erime eğrisinin analiz 

edilmesi ile gerçekleştirilmektedir. Bu nedenle MS-HRM, diğer yöntemlere göre daha 

hızlı, ucuz ve kullanılabilir bir yöntemdir. Ayrıca % 1 civarındaki metilasyon düzeylerinin 

bile bu yöntemle belirlenebiliyor olması bu metodu southern blot, metilasyon spesifik 

PCR gibi geleneksel yöntemlere göre daha hassas bir yöntem haline getirmektedir [229-

231]. Bu çalışmada, EPHX2 geni promotor bölge metilasyon düzeyleri yönünden hasta ve 

kontrol grubu arasında anlamlı bir fark olduğu gözlenmiş, metilasyon düzeyi % 25’ in 

altında olan gebe kadınlarda preeklampsi görülme riskinin 2.83 kat arttığı (OR: 2.83; %95 

CI: 1.15-6.91) belirlenmiştir.  
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Ailede preeklampsi hikayesi, K55R polimorfizmi ve yaş gruplarının etkisi ile bu risk 

oranının 2.83’ den 5.15’ e yükseldiği tespit edilmiştir (OR**: 5.15; % 95 CI: 1.80-14.77). 

Bu sonuçlar, EPHX2 geni hipometilasyonunun da K55R polimorfizmi gibi preeklampsi 

hastalığı için önemli bir risk faktörü olduğuna işaret etmektedir. EPHX2 promotor bölge 

hipometilasyonu, çEH enzim ekspresyonunu artırarak EET’ lerin hızlı bir şekilde 

yıkılmasına neden olabilir. Böylece bu moleküllerin anti-hipertansif, anti-inflamatuar, 

vazodilatatör vb. etkilerini ortadan kaldırarak preeklampsi gelişimine katkıda bulunuyor 

olabilir. Çünkü endotel disfonksiyonu ve artan inflamatuar yanıt preeklampsi 

patogenezinde oldukça önemli bir yere sahiptir [55, 56]. EET’ lerin koroner dolaşımın da 

dahil olduğu birçok damar yatağında endotel bağımlı hiperpolarize edici faktör (EDHF) 

olarak işlev gördükleri [95, 97], kronik inflamasyona karşı anti-inflamatuar etkiye sahip 

oldukları bilinmektedir [12, 16]. Endotel hasarı oluşturulmuş kardiyometabolik hastalıklı 

hayvan modellerinde çEH inhibitörlerinin endotel disfonksiyonunu düzeltici yönde etki 

oluşturması da [232] EET’ lerin endotel fonksiyonu üzerinden preeklampsi patogenezinde 

rol alabileceği düşüncesini desteklemektedir. Diğer yandan, EPHX2 geni promotor 

hipometilasyonunun ve/veya K55R polimorfizminin neden olduğu EET düzeyindeki 

azalmanın preeklampsi hastalığı oluşumuna katkısı bu moleküllerin renin anjiotensin 

aldosteron sistemi üzerindeki etkilerinden de kaynaklanabilir. Ang II’ nin damar endotel 

hücrelerinde çEH ekpresyonunu artırdığı [166], ayrıca yüksek çEH ekspresyonunun ang II 

tarafından indüklenen hipertansiyona katkı sağladığı bilinmektedir [11]. Ek olarak, ang II 

ile indüklenen hipertansif ratlarda çEH inhibisyonunun kalp atım hızını ve kan basıncını 

azalttığı gösterilmiştir [22].  

 

Bu çalışmada ayrıca, EPHX2 metilasyon düzeylerinin ve K55R polimorfizminin 

EET düzeyleri üzerine olan etkisini incelemek amacıyla bu moleküllerin çEH tarafından 

yıkımı sonucunda oluşan metabolitlerden biri olan 11, 12-DHET düzeyleri de 

belirlenmiştir. Hasta grubunda 11, 12- DHET düzeylerinin kontrollere göre anlamlı olarak 

daha yüksek olduğu saptanmıştır (p<0.05; Bkz. çizelge 5.7). Bu sonuç, K55R 

polimorfizminin artan enzim aktivitesine ve/veya EPHX2 promotor hipometilasyonunun 

yüksek çEH enzim düzeyine neden olarak EET yıkımını artırması ile preeklampsi 

hastalarında bu moleküllerin daha hızlı bir şekilde DHET’ lere yıkılabileceğine işaret 

etmektedir. EET düzeyindeki bu azalış da preeklampsi hastalarında hamilelik sırasında 

artan vazokonstrüksiyon ve bunun sonucunda gelişen hipertansiyona neden olabilir.  
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Ratlarda hamilelik sırasında böbrekte EET sentezinin artması ve bu moleküllerin 

sentezinin baskılanmasının kan basıncını 21 mmHg’ ye kadar yükseltmesi  [31] bu 

yorumu desteklemektedir. Literatürde, preeklampsi hastalarında 11,12-DHET düzeylerinin 

belirlendiği herhangi bir araştırma bulunmamasına rağmen, gestasyonel hipertansiyon 

[94], renovasküler hipertansiyon [95] ve vasküler kognutif bozuklukluğa sahip hastalarda 

[233] 11,12-DHET ve 14,15-DHET düzeylerinin daha fazla olması, bizim sonuçlarımız ile 

uyumludur. Temelinde damar işlevlerindeki bozuklukların ve hipertansiyonun etkili 

olduğu bu hastalıklarda DHET düzeylerindeki artış, preeklampside de EET yıkımındaki 

artışın etkili olabileceği yorumunu güçlendirmektedir. Bununla birlikte, 11,12-DHET 

düzeyleri K55R polimorfizmi ve EPHX2 geni promotor bölge metilasyon düzeyi 

bakımından değerlendirildiğinde her ne kadar hipometile ve polimorfik bireylerde 11,12-

DHET düzeyleri hipermetile ve polimorfizm içermeyenlere göre yüksek olsa da, bu fark 

istatistiksel olarak anlamlı bir sonuca ulaşmamıştır (p>0.05; Bkz. çizelge 5.8 ve 5.9). 

Bunun nedeni 11,12-DHET düzeylerinin hem hasta hem de kontrol grubunda 260 bireyin 

75’ inde çalışılmış olması olabilir.  

 

Sonuç olarak, EPHX2 geni hipometilasyonunun ve K55R polimorfizminin 

preeklampsi hastalığı için dikkate değer bir risk faktörü olduğu anlaşılmaktadır. EPHX2 

geni hipometilasyonunun gen ekspresyonunu artırması üzerinden dolaylı olarak, K55R 

polimorfizminin ise doğrudan çEH aktivitesini artırarak bu hastalarda dolaşımdaki EET 

düzeylerini azaltıcı yönde etki göstermiş olabileceklerini düşünmekteyiz. EET’ lerin hızlı 

yıkımı da, bu moleküllerin vazodilatatör, anti-inflamatuar,  anti-hipertansif özelliklerini 

ortadan kaldırabilir ve preeklampsi hastalarında vazokonstruksiyon,  kan basıncının 

yükselmesi, artan inflamasyon ve buna bağlı endotel hasarına neden olarak hastalığın 

patogenezinde önemli role sahip olabilir. Bu çalışmaya 260 preeklampsi hastası ve 260 

kontrol dahil edilmiştir. Daha fazla sayıda ve farklı popülasyonlarda yapılan araştırmalarla 

sonuçlarımızın desteklenmesi söz konusu olduğunda EPHX2 geni hipometilasyon durumu 

ve K55R polimorfizmi de yaş, ailede preeklampsi hikayesi ve sigara gibi risk faktörlerine 

eklenebilir. Ayrıca, çEH inhibitörlerinin ilaç olarak kullanılması ile ilgili çalışmalar son 

zamanlarda yoğun bir şekilde devam etmektedir. Daha fazla sayıda bireyi içeren, farklı 

popülasyonlarda güçlü istatistiksel metotlar uygulanarak gerçekleştirilecek çalışmaların 

sonuçları ile desteklenmesi durumunda EPHX2 geni K55R polimorfizmi ve/veya 

promotor hipometilasyonununa sahip gebe kadınlarda bu inhibitörlerin kullanımı olası 

preeklampsi gelişimine karşı önleyici olabilir.   
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Preeklampsi hastalığının gelişiminde rol alan risk faktörlerinin belirlenmesi ve hastalığa 

yatkınlık oluşturan genlerin açığa kavuşturulması açısından moleküler epidemiyolojik 

çalışmalar oldukça önemli bir yere sahiptir. Çünkü preeklampsi birden fazla maternal ve 

fetal genin, çevresel faktörler ve bunlar arasındaki karmaşık ilişkileri sonucu gelişen bir 

hastalıktır. Dolayısıyla preeklampsi hastalığına yatkınlık oluşturan genotiplerin ve gen-gen 

etkileşimlerinin belirlenmesi bu hastalıkla ilgili yapılacak moleküler epidemiyolojik 

çalışmaların önceliğini oluşturmalıdır. Bu araştırmalar, preeklampsi hastalığının 

gelişiminde rol alan aday genlerin belirlenmesi, bu genlerin etkili olduğu 

mekanizmalardaki işlev bozukluklarının giderilmesine yönelik çalışmaların yapılmasına 

ve hastalığın patogenezinin aydınlatılmasına katkı sağlayabilir. Ayrıca preeklampsi 

hastalığına karşı bireysel genetik yatkınlıkların belirlenmesi ile hastalığın daha erken 

tanınması, zamanında etkin ve koruyucu önlemlerin alınması, hastalığa karşı yeni ilaçların 

geliştirilmesi ve hastalar için en doğru ilaç ve doz seçiminin yapılması da mümkün 

olabilir. Fakat sözü geçen noktalara varılabilmesi için öncelikle geniş toplumsal 

çalışmalarla preeklampsi hastalığına yatkınlık oluşturan daha fazla sayıda genin 

belirlenmesi, gen çevre ve gen-gen etkileşimlerinin incelenmesi gerekmektedir. 
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