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OZET

COZUNUR EPOKSIT HIDROLAZ GENI (EPHX2) PROMOTOR BOLGE
METILASYON DUZEYI VE K55R POLIMORFIZM SIKLIGI ILE
PREEKLAMPSI HASTALIGI ARASINDAKI ILISKININ BELIRLENMESI

Ismail SARI
Doktora Tezi, Biyokimya Anabilim Dah
Danisman: Prof. Dr. Hatice PINARBASI
2015, 74 Sayfa

Preeklampsi, 20. gebelik haftasindan sonra yeni baslangi¢li hipertansiyon ve proteiniiri
veya son organ hasari ile karakterize ¢ok faktorlii bir hastaliktir. Maternal, fetal mortalite
ve morbiditenin en 6nde gelen nedenlerinden biridir ve etiyolojisi heniiz anlasilmamustir.
Coziiniir epoksit hidrolaz (¢EH), epoksieikozatrienoik asitlerin (EET) daha az biyoaktif
olan diollerine doniisiimii metabolizmasinda yer alir. Bu ¢alismada K55R polimorfizmi ve
EPHX2 promotor bolge metilasyon diizeyleri ile preeklampsi arasindaki iliski 260
preeklampsi hastasi ve 260 saglikli hamile kadinin dahil oldugu 520 bireyde incelendi.

K55R polimorfizmi ve EPHX2 promotor metilasyon diizeyleri sirasiyla “Real time
PCR” ile ¢ift boyali hidroliz proplar1 kullanilarak ve “methylation-sensitive high
resolution melting” analizi ile belirlendi.

K55R polimorfizmi vakalarda (% 28.1) kontrollere (%17.3) gore anlamli olarak
daha yiiksekti ve artan preeklampsi riski ile iligkiliydi (OR: 1.86; % 95 CI: 1.09-2.63).
EPHX2 promotor bolge metilasyon diizeyleri vakalarda kontrollere gore anlamli olarak
daha disiiktii. EPHX2 geni promotor metilasyon diizeyi % 25’ in altindakilerin siklig1
preeklamptik hastalarda % 81.2 ve kontrol grubunda % 73.8 iken, metilasyon diizeyi %
50’ nin iizerinde olanlarin vaka ve kontrol grubunda sikligi sirast ile % 1 2.7 ve % 6.5 idi.
EPHX2 geni promotor bolge metilasyon diizeyi % 25’ in altinda olan gebe kadinlarda 2.83
kat artan preeklampsi riski gézlendi (OR: 2.83; % 95 CI: 1.15-6.91).

Sonu¢ olarak, EPHX2 geni promotor bdlge hipometilasyonu ve K55R
polimorfizmi anlamli olarak artan preeklampsi riski ile iligkili bulunmustur. ¢EH enzimi
EET molekiillerinin hizli yikim1 yoluyla bu molekiillerin vazodilatatdr, anti-hipertansif ve
anti-inflamatuar 6zelliklerinin azalmasina katkida bulunarak preeklampsi patogenezinde
rol oynayabilir.

Anahtar  kelimeler:  Coziiniir  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

Ismail SARI
PhD Thesis, Department of Biochemistry
Supervisor: Prof. Dr. Hatice PINARBASI
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. GIRIS
Preeklampsi, daha 6nce normotansif olan kadinlarda 20. gebelik haftasindan sonra yeni
baslangi¢h hipertansiyona proteiniiri veya son organ hasarinin eslik ettigi ¢cok faktorlii bir
hastaliktir. Preeklampsi bir multisistem hastalik olup, maternal morbidite ve mortalitenin
onemli nedenidir. Bu hastaligin insidansi toplumlara gore % 2-10 arasinda degismekle
birlikte tilkemizde gebe 6liimlerinin en 6nde gelen nedenidir [1-4].

Preeklampsi, patogenezi halen tam olarak anlagilamamis olmakla birlikte, su ana
kadar yapilan arastirmalar genel olarak hastaligin patofizyolojisi, nlenmesi ve tedavisine
odaklanmigtir. Giliniimiizde, damar endotel hasar1 ve vazospazmin preeklampsi
patofizyolojisinde dnemli bir role sahip oldugu diisiiniilmektedir. Vazospazm sonucu kan
akimma karst diren¢ ve arter basincinda artis olur [3]. Hastaligin patogenezinde rol
oynadigi ileri stiriilen endotel hiicreler; vazodilatator maddelerin salinimi, damar
biitiinliiglinlin saglanmas1 ve intravaskiiler koagiilasyonun onlenmesi gibi ¢esitli dnemli
fonksiyonlara sahiptir [5,6].

Bircok arastirma, damar sistemi ig¢indeki arasidonik asit metabolitlerinin
diizenleyici fonksiyonlara sahip oldugunu gdstermistir [7, 8]. Arasidonik asitler, kismi
olarak bobrek ve damar endotelinde sitokrom P450  epoksigenaz ile
hidroksieikozatetraenoik asitlere ve epoksieikozatrienoik asitlere (EET) metabolize
edilirler [9]. Bu eikozanoidler arasinda EET’ ler etkili bir vazodilatatordiir ve vaskiiler
tonusun diizenlenmesinde Onemli rolleri vardir [9-11]. EET’ ler anti-inflamatuar
ozelliklere, kan basincinin diisiiriilmesi gibi biyolojik fonksiyonlara da sahiptir [12, 13].

Ayrica, trombosit agregasyonunu inhibe ederler ve fibrinoloizi artirirlar [14-16].

Endojen EET’ lerin daha az biyoaktif dioller ve dihidroksieikozatrienoik asit
(DHET)’ lere yikimi, EPHX2 geni tarafindan kodlanan ¢6ziiniir epoksit hidrolaz (¢EH)
enzimi tarafindan katalizlenir. Bu nedenle, endotelde ¢EH tarafindan EET diizeyinin
degistirilmesi, damar fonksiyonlarinin diizenlenmesinde 6nemli bir mekanizmadir [17-
19]. ¢EH’ in inhibisyonu EET diizeylerini stabilize eder ve boylece EET’ lerin faydali
etkilerinde artis saglar. Bu nedenle ¢EH, kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde yeni bir
terapotik hedeftir [19]. Son yillarda bazi ¢alismalar ¢EH inhibit6rlerinin hipertansiyon,
ateroskleroz ve diger kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde kullanimi {izerinde
yogunlasmustir [20-22]. insan ¢EH aktivitesinde tek niikleotid polimorfizmlerinin neden
oldugu bireysel farkliliklar belirlenmistir. Bu nedenle bir¢ok arastirma, EPHX2 gen
polimorfizmine, bunlarin ¢EH katalitik aktivitesi tizerindeki etkilerine ve baz
kardiyovaskiiler hastaliklar ile iliskisine odaklanmustir [23, 24]. Insan EPHX2 geninde ¢ok
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sayida degisken bolge tanimlanmistir. Polimorfizmlerin birinde 287. pozisyondaki
arjininin glutamin ile yer degistirdigi (Arg287GIn, R287Q) ve bu degisimin enzim
aktivisinde azalmaya neden oldugu belirlenmistir. Elli besinci pozisyondaki lizinin arjinin
ile yer degistirdigi K55R (9780A>G; Lys55Arg; rs41507953) polimorfizminin ise in-vivo
olarak daha yiiksek ¢EH aktivitesine neden oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla ¢EH
aktivitesinde artisa neden olan bu polimorfizmin daha diisik EET diizeylerine neden
olabilecegi bildirilmistir [25, 26]. Lee ve ark. tarafindan koroner arter hastalik riski ile
K55R polimorfizmi arasinda beyazlarda yiiksek bir iliski oldugu belirlenirken, Afrikali-
Amerika’ lilarda boyle bir iliski saptanmamistir [26]. Bu bulgularin tersine, ¢alisma
grubunu merkezi Avrupalilarin olusturdugu bir arastirmada ise K55R polimorfizmi ile
koroner arter hastaligi, hipertansiyon ve basarili bir perkiitan koroner miidahaleden sonra
restenoz riski arasinda anlamli bir iliski gézlenmemistir [27]. Birbirini desteklemeyen bu
sonuclar EPHX2 genindeki polimorfizm ile kardiyovaskiiler risk iligkisinin, analiz edilen
populasyonun etnik kokenine siki1 bir sekilde bagli oldugu seklinde yorumlanmistir [28,
29]. Ayrica, HepG2 hiicre hattinda yapilan bir ¢alismada EPHX2 geni promotor bolge
hipermetilasyonu sonucu bu genin transkripsiyonunun, bir transkripiyon faktorii olan SP-1
bagimli mekanizma ile baskilandigi belirlenmistir [30].

Sonu¢ olarak, EET’ ler damar fonksiyonlarinin diizenlenmesinde etkili
molekiillerdir. Bu molekiillerin vazodilatator dzellikleri nedeni ile hipertansiyon, iskemik
felg, koroner arter hastaligina kars1 koruyucu etkilere sahip oldugu bilinmektedir [23, 24,
26]. ¢EH enzimi EET’ leri yikarak, bu molekiillerin damar sistemi {izerine olan koruyucu
etkilerinin sonlanmasina neden olur. EPHX2 geni KS5R varyantini tasiyan bireylerde ¢EH
enzim aktivitesinin daha yiiksek oldugu ve buna bagli olarak EET diizeylerinin daha diisiik
oldugu bildirilmistir. Bu nedenle bu varyanti tagiyan bireylerin hipertansiyon, iskemik
felg, koroner arter hastaligina daha yatkin olabilecegi ileri siiriilmektedir [25]. Ayrica,
ratlarda gebelik sirasinda EET sentezinin arttigt ve EET’ lerin hamilelik sirasinda kan
basincinin kontroliine katki sagladigi belirlenmistir [31]. Ek olarak, DNA metilasyonu
genlerin transkripsiyonunu diizenleyen mekanizmalardan biridir. EPHX2 geni promotor
bolge hipometilasyonu ¢EH enzim diizeyini artirarak EET’ lerin ortamdan
uzaklastirmasinda etkili bir diger mekanizma olabilir. Bu nedenle EPHX2 geni promotor
bolge metilasyon diizeyi ve/veya K55R polimorfizmi EET diizeylerinde farkliliklara yol
acarak preeklapmsi hastaligimin etiyolojisinde rol alabilir. Bu ¢alismanin ana hedefi
EPHX2 geni promotor bdlge metilasyon diizeyi ve KS55R varyanti ile preeklampsi

hastalig1 arasinda bir iliski olup olmadiginin analiz edilmesidir.
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2. GENEL BILGILER

2.1 Preeklampsi

Preeklampsi, daha 6nce normotansif olan kadinlarda gebelikle birlikte 20. haftadan sonra
gelisen hipertansiyona proteiniiri veya son organ hasarinin eslik ettigi bir hastaliktir [4].
Trofoblastik hastalik ve ¢ogul gebelik durumunda 20. haftadan 6nce de ortaya cikabilir.
Preeklampside hipertansiyon, hastaligin erken ve kesin bulgusudur. Hipertansiyon, gebelik
oncesi veya ilk trimesterdeki kan basincina gore diastolik basincin 25 mmHg’ den fazla
yiikkselmesi veya en az 6 saat ara ile iki defa yapilan dlgiimlerde kan basincinin 140/90
mmHg ve iizeri olmasi durumudur [1, 2, 32]. Bu hastalarda glomeriiler hasarin bir
gostergesi olan proteiniiri ise 4 saat veya daha fazla ara ile yapilan Ol¢limlerde, idrar
numunesinde 0,1 g/L protein (dipstik testde 1+) veya 24 saatlik idrarda 300 mg ve daha
fazla protein bulunmasi durumudur [3, 33, 34]. Proteiniiri yoklugunda, gestasyonel
hipertansiyon ile birlikte son organ hasari, bas agrisi, gorme bulanikligi, trombositopeni,
karaciger enzimlerinin serumda yiikselmesi, fetal biiyiime geriligi, bulant1 ve kusma ile
birlikte sag tist kadran veya epigastrik agri gibi bulgularin eslik etmesiyle preeklampsi
tanis1 konulabilmektedir [4, 34].

Preeklampsi klinik olarak hafif ve siddetli olmak {izere ikiye ayrilir. Ciddi
hipertansiyon, yiiksek diizeyde proteiniiri veya diger bulgular (son organ hasarinin
belirtileri) mevcut oldugunda siddetli preeklampsi olarak siniflandirilir [3, 35]. Bu
bulgularin herhangi birinin yoklugunda, hafif preeklampsi olarak siniflandirilabilir [36].
Preeklampsi endotel disfonksiyonu, vazospazm ve organ perfiizyonundeki sekonder
azalma ile seyreden Klinik bir durumdur [37]. Preeklampside hem anne hem de fetus
etkilenir. Bu hastalik annede renal, hepatik, serebral ve koagulasyon sistemlerinde
bozukluklara, fetusda biiylime geriligi, distres, 6lim ve erken doguma neden olabilir [38].
Preeklampsi giintimiizde hala maternal ve fetal morbidite ve mortalitenin en 6nemli
nedenlerinden biridir [39, 40]. Ulkemizde gebe &liimlerinin en 6nde gelen nedeni
preeklampsidir [12]. Bu hastalik gebelerin % 2-7° sinde goriiliir ve nedeni tam olarak
aciklanamamistir. Saglikli nulliparlarda preeklampsi oran1 % 2-7 olarak belirlenmistir. Bu
oran ikiz gebeliklerde % 14, daha onceden preeklampsi hikayesi olanlarda % 18,
preeklampsi’ li kadinlarin kiz kardeslerinde % 39 ve kizlarinda % 22 diizeyindedir. [38,
41].

2.1.1 Preeklampsi Risk Faktorleri
Nulliparite, obstetrik problemler, obezite, gestasyonel veya pregestasyonel diabetes

mellitus, renal hastalik, kronik hipertansiyon, ailesinde preeklampsi hikayesi, trombofili,

3



bag doku ve vaskiiler hastaliklar, daha onceki gebeliginde preeklampsi hikayesi, diisiik
sosyoekonomik diizey, Afrikali-Amerikal1 1rk1, yiiksek beden kitle indeksi, 15 yas alt1 ve
40 vyas istiindeki gebelikler, ¢ok sayida gebelik preeklampsi igin belirtilen risk
faktorleridir [33, 42, 43].

2.1.2 Preeklampsi Etiyolojisi ve Patogenezi

Preeklampsi patofizyolojisi ve etiyolojisi net olarak aydinlatilamamistir. Su ana kadar
yapilan arastirmalar genel olarak hastaligin patofizyolojisi, onlenmesi ve tedavisine
odaklanmistir [3]. Giiniimiizde preeklampsinin maternal ve fetal/plasental kokenli, bir
multisistem hastalik oldugu bilinmektedir [44]. Plasentanin yetersiz trofoblastik
invazyonu, damar endotel hasar1 ve vazospazmin preeklampsi patofizyolojisinde 6nemli
role sahip oldugu distiniilmektedir [45]. Preeklampsi etiyolojisinde gittikge dnem kazanan
iki goriis daha vardir. Bunlardan birisi preeklampsiyi immiinolojik yonden, digeri genetik
acidan degerlendiren yaklagimlardir. Annesinde preeklampsi olan gebelerin kizlarinda
daha yiiksek oranda preeklampsi goriilmesi genetik goriisleri desteklemektedir [46].
Preeklampsi olusumunda genetik faktorlerin etkili oldugu genel anlamda kabul gérmekle
birlikte genetik gecis paterni tartismalidir. Preeklampsi ile iligkili belirgin tek bir genetik
mekanizma ortaya konamamustir [47]. Tiim bu goriislere ek olarak, oksidatif stresin hem
plasenta hem de maternal sistemik dolasim icinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu ve
preeklampsi hastalifinin patogenezinde artan oksidatif stresin de rolii oldugu bildirilmistir
[44].

Plasenta fetiisii uterusa baglayarak, fetiis igin gerekli besin, gaz degisiminin
saglanmasi ve fetiis atiklarinin temizlenmesi bakimindan hayati bir organdir. Gebelikte
plasentanin, fetusun oksijen ve besin ihtiyacini karsilayabilmek icin uterus kan akimu,
biliylik oranda artar. Bu artisin saglanabilmesi icin spiral arterlerin bazi fizyolojik
degisimlere ugramasi gerekmektedir. Ornegin, plasentada fetusun ihtiyaclarim karsilamak
tizere yogun olarak yeni damar olusumu gergeklesmektedir. Bu damar olusumunda ise
trofoblastlar rol almaktadir. Trofoblastlar normal plasenta gelisiminde ekstravilloz
maternal spiral arterlerin kas tabakasini ve elastik laminasini invaze ederler. Bunun
sonucunda spiral arterlerin ¢ap1 15-20 mikrondan 300-500 mikrona ¢ikmakta, boylelikle
spiral arterler diisiik direngli, yliksek kapasiteli utero-plasental damarlar haline
doniismektedir. Yani trofoblast invazyonu fetusun, maternal arteryal dolagima direk
baglantisin1 ve saglikli plasentasyonu saglar. Gebelik haftasi ilerledikge, plasentaya ulasan

kan hacmi maternal faktorlerin etkisinden ¢ikip, lokal faktorlerin etkisine girer [48-51].
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Preeklampside ise bu fizyolojik degisikliklerin tamamlanmamis oldugu, plasental ve spiral
arterlerin bozulmus ekstravilléz invazyona sahip oldugu belirtilmistir [52]. Bu hastalarda
trofoblastik invazyonun yetersiz olmasi sonucu spiral arterlerde gerekli dilatasyon
olusmaz. Bu nedenle intervilloz mesafeye maternal kan daha yiiksek hiz ve basingla girer.
Histopatolojik incelemelerde preeklamptik gebelerde intervilloz mesafede gollenme, fibrin
birikimi ve trombiis olustugu belirlenmistir [53]. Yetersiz trofoblastik invazyonun nedeni
tam olarak bilinmemekle beraber immiinolojik ya da genetik nedenlere baglh olabilecegi
ileri siiriilmektedir [54].

Son zamanlarda preeklampsi patogenezinde endotel hiicre aktivasyonunun 6nemli
bir yere sahip oldugu gdsterilmistir. Endotel hiicre aktivasyonunun preeklampsinin erken
donemlerinde gelistigi disiiniilmektedir [55]. Preeklamptik gebelerde endotel hasarini
baglatan nedenler tam olarak bilinmemesine ragmen, bu durumun trombositlerin ve
notrofillerin aktivasyonu ve koagulasyon sistemi ile iligkili olabilecegi iddia edilmektedir.
Bu hastaligin gelisiminde asil rol alan mekanizmanin artmis inflamatuar yanit sonucu
meydana gelen endotel hiicre hasar1 oldugu ileri siiriilmektedir. Artan inflamatuar yanitta
ise baglica trombosit ve notrofil aktivasyonu, oksidatif stres ve sitokinler rol almaktadir
[56]. Son yillarda kabul goren “iki evre modeli”ne gore preeklampside plasentadan
saliverilen faktor ya da faktorler sistemik dolasima gecip yaygin inflamasyona yol
acmakta ve endoteli hasara ugratmaktadir. Hasara ugrayan endotel, normal gebelikte artan
nitrik oksit (NO), endotel kaynakli hiperpolarize edici faktér (EDHF), prostasiklin gibi
gevsetici maddeleri daha az sentezler ve vazokonstriiksiyon olusur [55].

Hastaligin patogenezinde rol oynadigi ileri siiriilen endotelyal hiicreler;
vazodilatator maddelerin sekresyonu, vaskiiler kompartman biitlinliigiiniin saglanmasi ve
intravaskiiler koagiilasyonun onlenmesi gibi ¢esitli onemli fonksiyonlara sahiptir [5, 6].
Bir¢cok ¢alismada normal gebelerde, endotelden salinan anti-agregan ve vazodilatator
prostaglandin I, (PGl,, prostasiklin)’ nin arttig1, vazokonstriikktor ve agregan tromboksan
A; (TXA2)’ nin azaldigi gosterilmistir [57]. Preeklampside ise endotelyal disfonksiyon
sonucu PGl; salinis1 azalir. Subendotelyal kollajenin agia ¢ikmas1 TXA, salinmasina ve
platelet agregasyonuna neden olur. TXA; lehine bozulmus PGI/TXA, dengesi
vazokonstriiksiyon ve hipertansiyon gelisimine katkida bulunur. Ayrica, endotel
hiicrelerde L-arjininden NO sentaz araciligi ile olusturulan NO’ nun, vazodilatator bir
molekiil olmasi nedeni ile gebelige bagli hipertansif hastaliklarda rol oynadigi
diistiniilmektedir [5, 6].



Preeklampside nétrofil, monosit, makrofaj, dogal 6ldiiriicti hiicreler (natural killer-
NK hiicreleri), CD4 ve CD8 T hiicreleri gibi bagisiklik sistemi hiicrelerinin aktive oldugu
belirlenmistir [58]. Normal gebelikte periferik kan lokositleri artar, fakat bu artis
preeklampside daha fazladir. Bu hastalarda inflamatuar hiicreler aktive olur ve vaskiiler
hasar bolgesine go¢ ederler. Lokosit aktivasyonuyla birlikte proinflamatuar molekiiller,
sitokinler ve adezyon molekiilleri de aktive olur [59, 60]. Proinflamatuar sitokin diizeyleri
preeklamptik gebelerin plasenta ve sistemik dolasimlarinda yiiksektir. Birgok arastirmada
bu hastalarda interlokin-8 (IL-8), IL-12, IL-15, IL-18, interferon, transforme
edici biiylime faktorii-p gibi diger sitokinlerin de plasenta ve plazma diizeylerinin
yiikseldigi saptanmistir [61, 62]. Sitokin diizeylerindeki bu artisa yanit olarak endotelin
protrombotik ve proinflamatuar aktivasyonu meydana gelmektedir [63]. Aktive endotel,
adezyon molekiillerini, kemoatraktanlar1 eksprese eder ve 16kositlerin damar yatagini isgal
etmesine neden olur [64]. Sitokinlerin nétrofil, monosit ve lenfositlerde hiperaktivasyona
neden olarak endotel disfonksiyonuna ve sonug¢ olarak da preeklampsi tablosunun
olusmasina neden olabilecekleri ileri stiriilmektedir. Ayrica normal gebeliklerde “T helper-
2" nin aktivasyonu “T hepler-1" den daha fazladir. Preecklamptik gebelerde ise durum tam
tersidir. “T hepler-/” hiicrelerinin aktivasyonu sonucu salinan sitokinlerin preeklampsi
tablosunun ortaya ¢ikmasina neden olabilecegi ileri siiriilmektedir [58].

Son olarak, renin anjiotensin aldosteron sistemi hem normal gebelikte hem de
preeklampsi patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir. Gebelikte bobrek disinda renin
anjiotensin aldesteron sistemini diizenleyen en 6nemli organ plasentadir [65]. Normal
gebelikte Ostrojen anjiotensinojen sentezini uyarir, bu da renin anjiotensin aldesteron
sisteminde aktivasyon artisina neden olurken, anjiotensin Il (ang I1)’ ye verilen cevap
azalir [66]. Saglikli gebelerde ang II’ ye kars1 direng olusurken preeklamptik kadinlarda
hassasiyetin arttig1 belirlenmistir [67].

2.2 Epoksitler

Epoksitler ii¢ halkali, siklik eterlerdir. Ug atomdan olusan gergin halka yapisina sahiptirler
(Bkz. sekil 2.1). Bu gergin halka yapisi da epoksitleri diger eterlerden daha reaktif yapar
[68].
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Sekil 2.1 Epoksit molekiiliiniin genel yapisi [68].



Endiistride de kullanilan epoksitler, dogal ve yapay olarak viicuda alinabilecekleri
gibi belli biyokimyasal tepkimeler sonucu in-vivo olarak da meydana gelebilirler [69].
Yani epoksitler endojen veya eksojen olarak olusabilirler. Bu molekiiller endojen olarak,
hiicre ve dokularda zenobiyotiklerin metabolizmasi sonucunda sitokrom P450 (CYP450)
monooksijenaz sistemi yoluyla olusabilecegi gibi oksidatif metabolizma sirasinda olusan
oksijen atomlarinin farkli dizilimleri ile de meydana gelebilirler [70, 71]. Bu bilesiklerin
bir¢ogu karsinojenik ve olduke¢a toksik etkilere sahiptir. Fakat farkli reaktivite ve molekiil
geometrilerine sahip olmalarindan dolay1 epoksitlerin tiimii aym1 oranda zararli degildir
[69]. Fizyolojik pH’ da bu molekiillerin bir¢ogu reaktif degildir ve canli sitemler igin
tehlike arz etmezler. Fakat epoksitlere enzimatik olarak su molekiillerinin eklenmesi
sonucu daha elektrofilik bilesikler meydana gelebilir. Bu nedenle viicuttan atilimlar
oldukga 6nemli hale gelir. Bu sekilde olusan epoksit ara iriinlerinin bazilar1 sulu
ortamlarda oldukga kararsiz olmalari nedeni ile DNA, RNA ve proteinlere atak yaparak
mutajenik, toksik ve karsinojenik etki yaratabilirler. Bu sebeple epoksit ara tirtinlerinin

seviyelerinin diizenlenmesi organizma i¢in yasamsal dnem tasimaktadir [70, 71].

2.2.1 Epoksit Metabolizmasi

Epoksitler, epoksit hidrolaz (EH) enzimleri tarafindan (EC 3.3.2.7-11) su katilmasi
tepkimesiyle, ilgili diollerine doniistiiriiliirler (Bkz. sekil 2.2 ). Birkag istisna disinda bu
sekilde hidrolize ugrayan epoksitlerin sudaki ¢oziiniirliikleri artar ve genotoksik etkileri
ortadan kalkar [23]. Bu olay sonucunda yalnizca eksojen epoksitlerin zararli etkileri
ortadan kalkmaz, diizenleyici rolleri olan lipit kaynakli endojen epoksitler de ortamdan

uzaklastirilmis olur [72].
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Sekil 2.2 Epoksit hidrolaz enzimlerinin katalizledikleri tepkime. EH: Epoksit hidrolaz [23].

EH’ ler memeli, bitki, bocek, fungus, bakteri gibi bircok organizmada genis bir
dagilim gosteren enzim grubudur. EH enzim ailesinin genel olarak karbon kaynaklarinin
yikimi, detoksifikasyon ve sinyal molekiillerinin diizenlenmesi seklinde baslica iig

fonksiyonu vardir [71].



Bu enzim ailesi ¢oziiniir epoksit hidrolaz (¢EH), mikrozomal epoksit hidrolaz (mEH),
l1okotrien A4 hidrolaz, hepoksilin A3 hidrolaz ve kolesterol 5,6-0ksit hidrolaz olmak tizere
5 alt tipe ayrlir [70].

Epoksitlerin metabolizmasi baslica ¢EH ve mEH enzimleri araciligi ile gergeklesir.
Bu enzimlerin her ikisi de zenobiyotik metabolizmasinda rol alir. Fakat ¢cEH daha ¢ok
endojen epoksitlerin metabolizmasinda gorev alir. Polisiklik aromatik hidrokarbon
metabolitlerinin de dahil oldugu bir¢ok reaktif epoksit, mEH enziminin substratidir (Bkz.

sekil 2.3) ve bu enzim tarafindan etkin bir sekilde detoksifiye edilirler.
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Sekil 2.3 Balsica mikrozomal epoksit hidrolaz substratlari [23].

Insan ¢EH enzimi baslica karaciger olmak iizere bir¢ok dokuda eksprese olur ve
fosfataz aktivitesinden dolayr zenobiyotik metabolizmasindan daha ¢ok diizenleyici
stireglerde rol oynar. Yani ¢EH endojen, mEH ise eksojen epoksitlerin metabolize
edilmesinde rol alan enzimlerdir [23]. Dolayisiyla ¢EH bir¢ok endojen yag asidi tiirevi
epoksitleri metabolize eden ana enzimdir. Fakat mEH enzimleri de, ¢cEH enziminden ¢ok
daha az etkin olsa da epoksistearik asit ve epoksieikozatrienoik asit (EET)’ ler gibi yag
asiti tiirevi epoksitleri substrat olarak kullanabilirler [73].

Sonu¢ olarak ¢EH enzimi, arasidonik asit (AA) metabolizmasi sonucu olusan
endojen epoksitlerin biyokimyasal deaktivasyonunda rol alan baslica EH enzimidir.
Epoksitler reaktif 6zlelliklere sahip molekiillerdir. Fakat CYP epoksigenaz aktivitesi ile
epoksitlerden olusan endojen EET’ ler organizma igin bazi1 diizenleyici etkiler gosterirler.
¢EH enzimi bu diizenleyici molekiillerin DHET’ lere doniismiinii katalize ederek bu
etkilerin sonlanmasina sebep olur [23].

¢EH ve mEH haricindeki EH ailesinin iiyesi olan diger ii¢ enzim kisith substrat

seciciliklerine sahiptirler ve zenobiyotik metabolizmasinda rol almazlar.
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Bu enzimlerden kolesterol-5,6-oksit hidrolazin baslica memeli karaciger dokusu olmak
tizere bir¢ok doku mikrozomlarinda aktivitesi bulunur. Bu enzim kolesterol 5,6 a- oksit ve
5,6 B- oksit’ in kolestan 3f3, 5a, 6B- triol’ e hidrasyonunu katalizler. EH ailesinin bir diger
tiyesi hepoksilin A3 hidrolaz AA metabolizmasina katilan sitozolik bir enzimdir.
Lokotrien A4 hidrolaz ise kofaktdr olarak Zn*** yi kullanan iki fonksiyonlu bir enzimdir.
Hem hidrolaz hem de aminopeptidaz aktivitesi gosterir. AA metabolitlerinden biri olan

lokotirienler bu enzimin substratidir [70, 74].

2.2.2 Arasidonik Asit Metabolizmasi ve EET’ lerin Olusumu

AA (20: 4 A> 8 1% ¢ — 6) omurgalilar i¢in ¢coklu doymamus esansiyel yag asitidir.
Memeli  hiicrelerinin  dis ve i¢ membranlarindaki  fosfolipitlerin  (baglica
fosfatidiletanolamin, fosfatidilkolin ve fosfatidil inozitler) genellikle ikinci agil grubu (sn-
2) ile esterlesmis olarak bulunurlar. AA’ lar omurgali hayvanlarin gesitli dokularinda,
oldukea etkili, hormon benzeri islevlere sahip olan eikozanoidlerin onciilii bilesiklerdir.
AA’ larin hiicre membranlarindan salinimi baslica Ca™? iyonlar1 ile birlikte fosfolipaz A;
aracilig1 ile diizenlenir. Aktive olan fosfolipaz A; hiicre membranindaki fosfatidilkolinden
arasidonik asiti hidroliz eder. Bazi hiicreler tarafindan AA salinimi i¢in diger bir yol
olarak da reseptor aracili fosfolipaz C yolu kullanilir. Fosfolipaz C’ nin aktive olmasi
sonucu membran yapisindaki inozitolfosfogliseridden fosforilinozitol grubu hidroliz edilir
ve AA igeren bir diagilgliserol olusur. Daha sonra diagilgliserol lipaz enzimi tarafindan
katalizlenen bir hidrolitik tepkime ile de AA serbestlesir [75, 76]. Membranlardan
serbestlesen bu AA’ lar, daha sonra siklooksijenaz (COX), lipooksijenaz (LOX) ve
CYP450 monooksijenaz olmak iizere ti¢ smif enzimin etkisiyle endojen biyoaktif
eikozanoidlere donistiiriiliirler. Arasidonik asitlerden; COX yolagi ile PG ve iligkili
eikozanoidler, LOX yolag ile 16kotrienler ve iligkili bilesikler, CYP450 monooksijenaz
yolagi ile de hidroksieikozatetraenoik (HETE) asitler ve epoksitler olusur (Bkz. sekil 2.4).
COX ve LOX yolaklart yogun bir sekilde arastirilmigtir. Bu yolaklarin eikozanoid
tiriinlerinin inflamasyon, hiicre proliferasyonu ve hiicre i¢i sinyal iletimi gibi biyolojik
stireglerde onemli rollere sahip olduklart bilinmektedir. Buna ragmen CYP yolag: daha az
caligilmistir. Fakat son zamanlarda bu alanda yapilan ¢aligmalarin sayist artmaktadir [77-
79]. CYP yolagi ile EET ve HETE olmak {izere iki tip eikozanoid olusur. HETE’ ler CYP
w-oksidaz aktivitesi ile olusurken, EET’ ler baslica CYP2C ve CYP2J sinifina ait CYP
epoksigenazlarin aktivitesi sonucu olusur. CYP enzimleri endoplazmik retikulumda
bulunur ve arasidonik asitteki 4 ¢ift bagdan birine bir epoksit ekleyerek 5,6-EET, 8,9-EET,
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11,12-EET ve 14,15-EET olmak iizere 4 adet EET izomeri olusturur (Bkz. sekil 2.4) [78].
Endotel hiicreleri CYP2C9 ve CYP2J2 eksprese eder ve bu, damar sistemi i¢indeki EET’
lerin ana kaynagidir. Kii¢iik bir miktar 8,9-, 11,12-,14,15-EET plazma, karaciger ve
bobrekte bulunmaktadir [79, 80]. EET’ ler vazodilatasyon ve vaskiiler tonusun
diizenlenmesi gibi bircok biyolojik isleve sahip diizenleyici lipit molekiilleridir. Bu

biyolojik islevlerden en ¢ok damar basincini azaltici etkileri aragtirilmistir [9-11, 77].

| Arasidonik asit

/ | PGs / TXA, I
ol ==
k | 19—, 20-HETESs l

CYP2C, 2J

l l l

| 5,6-EET l | 8.9-EET l | 11,12-EET ] l 14,15-EET ]
O,

| S5, 6-DHET ] | 8, 9-DHET ] | 11.12-DHET ‘ l 14.15-DHET

Sekil 2.4 Arasidonik asit ve EET metabolizmasi. Arasidonik asitler COX yolag ile prostaglandinler (PG) ve
tromboksanlara (TXA,); LOX yolag 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 doniistiiriilebilirler. EET’ ler ¢EH enzimi tarafindan daha
az aktif 5,6-dihidroksieikozatrienoik asit (5,6-DHET), 8,9-DHET, 11,12-DHET, 14,15- DHET’ lere katalize
edilirler [81].

2.2.3 EET’ lerin Etkileri

EET’ ler baslica kardiyovaskiiler ve renal sistem {izerine otokrin ve parakrin etkileri olan
molekiillerdir [82]. 1lk olarak 1980 lerin basinda EET’ lerin vazodilatator etkisi ortaya
¢ikarilmis ve bu molekiiller daha ayrintili olarak calisilmaya baglanmistir [83]. Daha
sonra, bu molekiillerin anti-inflamatuar anti-hipertansif [13, 12], anti-agregan ve fibrolizisi
artirma gibi biyolojik fonksiyonlara da sahip olduklari belirlenmistir [14-16]. EET’ lerin
ayrica sinyal iletim yolaklar1 ve bazi transkripsiyonel mekanizmalara dahil olduklar1 ve
buna hiicre membranlarinda bulunan 6zgiin EET reseptorlerinin aracilik edebilecegi ileri
siriilmiigtir [80, 84, 85]. Fakat giliniimiize kadar henliz bir EET reseptori

tanimlanmamustir.
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EET’ lerin etkisini agiklamaya yonelik iki mekanizma One siiriilmektedir.
Birincisinde; EET’ lerin muhtemelen membranda bulunan reseptorlerine baglandigi ve
bunun sonucunda islevsel yanita yola agan sinyal ileti yolaklar1 ile etkilestigi
bildirilmektedir. Ikinci mekanizmaya goére de EET’ ler, CYP epoksijenaz tarafindan
arasidonik asitten olusturularak veya EET igeren fosfolipitlerin hidrolizi ile hiicre igine
almarak intraseliiler ortamda bulunurlar. Bu intraseliiler EET’ lerin dogrudan hiicre i¢i
mekanizma ile iyon kanallari, sinyal ileti yolaklarinin bilesenleri veya transkripsiyon
faktorleri ile etkilesime girdikleri belirtilmektedir [80].
2.2.3.1 EET’ lerin Vaskiiler Tonus Uzerine Etkileri ve Etki Mekanizmalari
Dolasimdaki kan hiicreleri EET diizeyinin 6nemli kaynagi ve diizenleyicisidir. EET’ ler
insanlarin da dahil oldugu bir¢ok tiirde, eritrositlerde esterlesmis olarak bulunduklari
fosfolipitlerden izole edilmistir [86, 87]. Eritrositlerden salinan EET’ ler, vazodilatasyon,
trombosit agregasyonunun inhibisyonu ve inflamatuar cevabin baskilanmasinda rol alan
EET’ lerin 6nemli bir kaynagini teskil eder. Eritrositler ve dolasimin diger bir hiicresi olan
makrofajlar ¢EH aktivitesine de sahip hiicrelerdir [88, 89]. Ayrica, insan alveolar
makrofajlarinda ve monosit hiicrelerinde CYP2J2 ekspresyonunun oldugu, fakat
notrofillerde bu genin eksprese olmadigi belirlenmistir [90]. Bu veriler dolagimdaki
hiicrelerin EET olusturma ve yikma Kkapasitesine sahip olduklarina ve bu yolla
kardiyovaskiiler islevleri etkilediklerine isaret etmektedir [79].

EET’ lerin islevleri ile ilgili en ¢ok vazodilatator etkileri arastirilmistir [9-11, 77].
Daha once yapilan ¢alismalarda EET’ lerin hem endotel hem de damar diiz kas hiicreleri
tizerine etkileri oldugu gosterilmistir [91, 92]. EET diizeyindeki degisikliklerin kan basinct
artisina, endotel disfonksiyonuna ve son organ hasarma yol agarak hipertansiyonun
patafizyolojisinde rol alabilecegi belirtilmektedir [83]. Yapilan bir caligmada gestasyonel
hipertansiyonlu kadinlarda idrar DHET diizeyinin saglikli hamile kadinlara oranla anlamli
olarak daha yiiksek oldugu belirlenmisir. Bu durum gebelikle indiiklenen hipertansiyonlu
kadinlarda EET yikiminin arttig1 seklinde yorumlanmistir [93]. Minuz ve ark. tarafindan
renovaskiiler hipertansiyon hastalarinda plazmada EET diizeyinin azaldig1 saptanmistir.
Ayrica bu hastalarda, plazma EET/DHET oranin azaldig: da belirlenmistr. EET deki bu
azalisin CYP tarafindan EET {iretimindeki azalma ve EET’ lerin ¢EH enzimi tarafindan
yikilmalarindaki artigla iligkilendirebilecegi ileri siiriilmiistiir [94]. Koroner, renal ve
serebral damarlarda yapilan ¢aligmalarda EET’ lerin organ kan akimin1 veya damar ¢apini

artirict yonde etki gosterdikleri saptanmugtir [95-98].
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Ayrica, EET’ lerin asetilkolin ve bradikinin aracili endotel bagimli hiperpolarizasyona
katki saglayarak da vazodilatasyona neden olduklar1 gosterilmistir [97, 99]. Benzer sekilde
endotel hiicrelerinde CYP2J2 veya CYP2CS8 ekspresyonunun artirilmasimin asetilkolin
aracili renal mirkovaskiiler dilatasyonu artirdigi belirlenmistir [100].

EET’ lerin damarlardaki etkileri i¢in birgok mekanizma One siiriillmektedir (Bkz.
sekil 2.5). 14,15-EET’ lerin koroner mikro damarlarda 10 pM gibi diisiik bir derisimde
bile gevsemeye yol agtiklar1 tespit edilmistir [101]. Bu olayin hiperpolarizasyon araciligi
ile meydana geldigi belirlenmis ve EET’ lerin koroner dolasimin da dahil oldugu bir¢ok
damar yataginda EDHF olarak islev gordiikleri ileri stirtilmiistiir [95, 97]. EET’ lerin,
EDHF etkisinin mikrodamarlarda baskin oldugu belirtilmistir. Bu molekiillerin renal
mikro dolasimda kan akisini diizenleyerek damar gevsemesine yol agtiklar1 bildirilmistir.
Ayrica, sodyumun geri emilimini inhibe ederek iyon tasiniminin diizenlenmesine katki
sagladiklar1 ve bunun sonucunda kan basincimi disiiriicii yonde etki sagladiklar1 tespit
edilmistir [95]. Baz1 ¢alismalarda EET’ lerin endotel hiicrelerinden difiize olarak diiz kas
hiicrelerindeki ~ “Ca®*-aktive biiyiik-gegisli potasyum (K) kanallarmi” (BKca)
etkinlestirdikleri ve bunun sonucunda hiperpolarizasyona yol acarak damar gevsemesine
neden olduklar: saptanmistir [83, 102, 103]. Olusan bu endotel hiperpolarizasyonunun ise
“gap junction” lar aracilig1 ile diiz kas hiicrelerine iletildigi belirlenmistir. Ayrica, endotel
hiperpolarizasyonu sonucu endotelde bulunan “Ca?*-aktive potasyum kanallarindan” (Kca)
salan K iyonlarmin miyoendotel boslukta birikerek diiz kas hiicrelerindeki potasyum ve
Na'/K*-ATP,, kanallarin1 aktive ettigi de gdzlenmistir. Bunun sonucunda da potasyum
iyonlarinin hiicre iginden disina ¢ikarak diiz kas hiicre hiperpolarizasyonuna neden
olduklart belirlenmistir [104]. Ek olarak, EET’ lerin endotelyal “kalsiyum-aktive kiigiik-
gecisli K* kanallarmi” (SKc,) ve “kalsiyum-aktive orta-gecisli K* kanallarmi” (IKc,)
acarak veya gap junction’ lar aracilifi ile endotel ve diiz kas hiicreleri arasindaki
hiperpolorizasyonun iletimini sagladiklart ve bu yolla endotel hiperpolarizasyonunu
diizenledikleri belirtilmistir (Bkz. sekil 2.5 B) [78]. Ayrica, endotel hiicrelerinden salinan
EET molekiillerinin membranda bulunan, tanimlanmamis bir reseptorii aktive ederek
guanin niikleotid protein Gos tarafindan adenilat siklaz aktivasyonuna ve bunun sonucunda
da cAMP iiretiminde artisa yol agtig1 belirlenmistir [96, 105-107]. cAMP’ nin protein
kinaz A (PKA)’ nin aktive olmasini sagladigi ve aktive PKA’ nin da BKc, kanallarini
etkinlestirerek hiicreden K c¢ikisina ve hiperpolarizasyona neden oldugu gosterilmistir

(Bkz. sekil 2.5 C) [79, 108].
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Sekil 2.5 Cesitli organlarda EET yapisal izomerleri tarafindan kullanilan vaskiiler hiicre sinyal iletim
mekanizlarinin bir 6zeti. A: Endotel hiicreleri tarafindan olusturulan EET’ ler diiz kas hiicrelerinde bulunan
TRPV4 (vallinoid type 4 transient receptor potential) kanallarii aktive eder. TRPV4 kanallar1 araciligr ile
Ca®* girisi endoplazmik retikulumdan (ER) Ca®* iyonlarimin salmmun tetikler. ER’ den Ca®* iyonlarinin
salinigt “Ca**-aktive biiyiik-gegisli potasyum (K*) kanallarmi” (BKc,) etkinlestirerek diiz kas hiicrelerinden
K" ¢cikisina neden olur. Bu da membran hiperpolarizasyonuna yol agar. B: EET’ ler endotel hiicrelerindeki
TRP (transient receptor potential) kanallarim aktive ederek bu hiicrelere Ca?* girisine yol agarlar. Endotel
hiicrelerindeki Ca?" artis1 “kalsiyum-aktive kiigiik-gecisli K* kanallarmi™ (SK¢,) ve “kalsiyum-aktive orta-
gecisli K™ kanallarm1” (IK¢,) etkinlestirir. Bu durum membran hiperpolarizasyonuna yol agar. Endotel
membran hiperpolarizasyonu “gap junction” lar araciligi ile damar diiz kas hiicrelererine iletilir. C: Endotel
hiicrelerinden salinan EET molekiilleri membranda bulunan, tanimlanmamis bir reseptorii aktive ederek
guanin niikleotid protein Goy tarafindan adenilil siklaz aktivasyonuna ve bunun sonucunda da cAMP
iretiminde artisa yol agar. Daha sonra cAMP tarafindan protein kinaz A (PKA)’ nin aktivasyonu meydana
gelir. Aktive PKA da BKc, kanallarin1 aktive ederek hiicreden K ¢ikisina ve hiperpolarizasyona neden olur
[79].

TRPV4 kanallar1 araciligr ile diiz kas hiicrelerine Ca?* girisinin, sarkoplazmik
retikulumda bulunan riyanodin reseptorlerini aktive ederek Ca?* iyonlarinin salinimini
tetikledigi saptanmistir. ER’ den Ca?* iyonlarinin salinisinin ise BKc¢, kanallarimi
etkinlestirerek diiz kas hiicrelerinden K* ¢ikisina neden oldugu ve bunun sonucunda
membran hiperpolarizasyonun meydana geldigi belirlenmistir (Bkz. sekil 2.5 A) [109]. Bir
diger ¢alismada ise TRPV4 geni eksik olan farelerin mezenterik arterlerinde 11,12-EET

aracili dilatasyonunun ger¢eklesmedigi gozlenmistir [110].
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Son olarak, EET’ lerin trombositler tizerine etki ederek de damar homeostazini
diizenlemede rol aldiklar1 ileri strdlmistir [111, 112]. 8,9-EET ve 14,15-EET’ nin
trombositlerde tromboksan B2 olusumunu inhibe ettigi saptanmistir. Ayrica, AA
tarafindan indiiklenen trombosit agregasyonunun tim EET izomerleri araciligi ile inhibe
edildigi gosterilmistir [112]. EET” lerin insan trombositlerinde NO sentaz yolagimi
etkinlestirdikleri [113] ve trombositlere trombin aracili Ca®* girisini inhibe ettikleri de
ortaya konulmustur [111].
2.2.3.2 EET’ lerin Migrasyon, Proliferasyon ve Anjiyogenez Uzerine Olan Etkileri ve
Etki Mekanizmalari
EET’ ler migratuvar ve proliferatif etkisi olan molekiillerdir. Dolayistyla, bu molekiiller
anjiyogenezde de rol alirlar [114-116]. Endotel hiicrelerinde CYP2C ekspresyonundaki
veya EET diizeyindeki artisin insan ve fare endotel hiicre proliferasyonda artisa neden
oldugu belirlenmisir [116, 117]. EET’ lerin dort yapisal izomerinin de endotel hiicre
proliferasyonunu artirdig1 ve EET aracili proliferasyondaki bu artisin fosfatidil inozitol-3-
kinaz (PI3K)/Akt, mitojen- aktive eden protein kinaz (MAPK) ve cAMP/PKA gibi
hiicresel sinyal iletim yolaklar1 ile iliskili oldugu farkli ¢alismalarla ortaya konulmustur
[91, 117]. Epidermal biiyiime faktorii (EGF) reseptoriiniin EET’ ler tarafindan aktive
edilerek bu hiicresel sinyal iletim yolaklarini etkinlestirdigi iddia edilmistir [114]. 14,15-
EET’ lerin EGF reseptorii icin bir ligand olan “heparin-baglayici EGF-benzeri biiyiime
faktoriiniin” salinimina yol agtig1 ortaya konulmustur [118]. Bunun da src-kinaz tarafindan
baglatilan bir tirozin kinaz sinyal yolaginin etkinlesmesine ve metaloproteinazlarin
aktivasyonuna neden oldugu ileri siiriilmiistiir [118-120]. Ayrica, bir¢ok ¢alismada EGF
reseptor aktivasyonunun Akt’ nin etkinlegsmesine yol agtigi ve bunun sonucu olarak da
siklin D1 ekspresyonunun arttigi gsterilmistir [114, 116]. insan umblikal damar endotel
hiicrelerinde CYP2C9 ekspresyonundaki artisin p38 MAPK’ 1n ve c-Jun NH2-terminal
kinazin (JNK) inaktive olmasmna neden oldugu, bunun sonucunda da siklin DI
ekspresyonunun arttigi belirlenmistir [114]. Ayrica, bu hiicrelerde yapilan bir ¢alismada
11,12-EET’ lerin PI3K/Akt araciligi ile FOXO1 ve FOXO3a “forkhead” transkripsiyon
faktorlerinin fosforilasyonuna yol agtig1r belirlenmistir. Fosforile olan FOXO1 ve
FOXO3a’ nin inaktive oldugu ve bunun sonucunda bu transkripsiyon faktorleri tarafindan

ekspresyonu uyarilan siklin D inhibitorii P274°%

in ekspresyonunun baskilandigi
bildirilmigtir. Boylelikle 11,12-EET” lerin bu mekanizma {iizerinden hiicre
proliferasyonunu tesvik ettigi 6ne siiriilmiistiir [116]. EET’ lerin bir diger yol olarak da,

MAPK fosfataz 1 sinyal yolag ile etkileserek JNK aktivitesinde diislise neden olduklari
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ve bunun sonucunda da siklin D1 diizeyinde artisa yol agtiklart saptanmistir [121]. Bu
nedenle EET’ lerin endotel hiicre proliferasyonunu indiikleyici etkisinin olusturulmasinda,
EGF reseptor transaktivasyonunun ve artan siklin D1 ekspresyonunun onemli sinyal
mekanizmalar1 oldugu soylenebilir (Bkz. sekil 2.6) [79]. Ek olarak 14,15-EET’ lerin,
PGE; diizeylerini azaltarak da trombosit kokenli biiyiime faktorii araciligr ile indiiklenen

damar diiz kas hiicre proliferasyonunu artirdigi bildirmistir [122].

Sria J

x Cydclin D1 E Cyclin D1

- - Antimigratuvar
Anjiogenezis
Fibrinolizis

Sekil 2.6 Anjiyogenez ile sonuglanan EET molekiillerinin hiicre i¢i sinyal yolaklari. EET yapisal
izomerlerinin anjiyogenezi tesvik etme mekanizmalari ile ilgili hiicre i¢i sinyal yolaklarina genel bir bakis.
Mitojen-aktive eden protein kinaz (MAPK) niikleer siklin D1 olusumunu artirabilir. Sifingozin kinaz-1 (SK-
1) ve fosfotidilinozitol 3-kinaz (PI3K)/Akt yolaklar1 transkripsiyon faktorlerini aktive edebilir ve hiicre
dongiisii diizenleyicilerinin olusumunu etkinlestirebilir. Protein kinaz A (PKA) CREBP (cAMP/PKA
response element binding protein) araciligi ile anjiyogenez, hiicre migrasyonu ve fibrinoloizi etkileyen
COX-2 iiretimini tetikleyebilir [79].

Feleminn ve ark. tarafindan CYP2C9 ekspresyonundaki artisin veya 11,12-EET
uygulanmasinin cAMP diizeyini artirarak, bu moelekiillerin CREBP (“cCAMP Response
Element Binding Protein )’ e baglanmasini uyardigi tespit edilmistir. Bu ¢aligmada PKA
inhibisyonu sonucu CYP2C9’ un COX-2 ekpresyonu iizerindeki uyarici etkisinin azaldigi
belirlenmistir. Sonug olarak bu arastirmacilar tarafindan endotel hiicrelerinde, EET’ ler ve
COX-2 arasinda anjiogeneze katki saglayan bir etkilesimin oldugu iddia edilmistir [123].
Bu calismaya benzer sekilde CYP2C9 ekspresyonundaki artigin veya 11,12-EET
uygulanmasiin endotel hiicrelerinde doku tipi plazminojen aktivatoriin ekspresyonunun
ve aktivitesinin artmasina yol ac¢tigi saptanmistir. Bu artisin ise Gas ve PKA sinyal ileti

yolagi aracili oldugu belirtilmistir [ 124].
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EET’ ler tarafindan indiiklenen proliferasyon ve migrasyona dahil olan baska
yolaklar da bulunmaktadir. Yapilan bir c¢alismada insan umblikal damar endotel
hiicrelerine 11,12-EET uygulanmasinin Sifingozin kinaz-1 (SK-1) aktivasyonuna yol
actig1 belirlenmistir. Aktive olan SK-1" in de EGF reseptoriiniin transaktivasyonuna ve
Akt kinaz aktivasyonuna neden oldugu tespit edilmistir. Bunun sonucunda EET”’ lerin SK-
1 etkinlesmesine yol agarak hiicre proliferasyonununda artisa neden oldugu ileri
stiriilmiistiir. Bu arastirmada ayrica SK-1 ekspresyonunun baskilanmasinin, 11,12-EET’
lerin hiicre proliferasyonu ve migrasyonu artirict yondeki etkilerinin azalmasina neden
oldugu saptanmustir [117].

EET’ lerin ayrica akciger endotel hiicrelerinde, vaskiiler endotel biiylime faktorii
(VEGF) araciligi ile de proliferasyona katki sagladiklar1 bildirilmistir [125, 126]. VEGF’
nin CYP2C44 ekpresyonunu ve EET olusumunu artirdigt saptanmustir. Ayrica, CYP2C44
ekspresyonun baskilanmasinin VEGF aracili proliferasyonu anlamli olarak azalttig
belirlenmistir. Bu durumun da ERK1/2 ve Akt kinazin fosforilasyonundaki azalma ile
iliskili oldugu belirtilmistir [115]. Ek olarak, 14,15-EET’ lerin insan dermal mikrovaskiiler
endotel hiicrelerinde VEGF ekspresyonunu Src-STAT-3 (“signal transducer and activator
transcription-3”) sinyali vasitasiyla artirdigi gosterilmistir [127]. Bu veriler EET ve
VEGF arasinda, endotel hiicre proliferasyonunu indiikleyen, bir pozitif ileri besleme
mekanizmasinin bulunabilecegine isaret etmektedir.

Tim bunlar géz Oniinde bulunduruldugunda EET’ ler diiz kas hiicrelerinde
anjiyogenezde etkili bir sekilde rol alabilirler. Fakat ayrintili mekanizmalar1 ortaya
koyabilmek i¢in ileri caligmalar gerekmektedir [79]. Ayrica, EET’ lerin anjiyogenik
ozelliklere sahip olmalar1 nedeni ile kanserli dokularda tiimdrogenezde de rol alabilecegi
diigtiniilmektedir.  Yapilan bir ¢alismada, bu disiinceyi destekler sekilde CYP2C44
epoksigenaz eksikligi olan farelerde tiimor hacminin, kiitlesinin ve damar olusumunun
belirgin bir sekilde azaldigr saptanmustir [128]. Diger bir arastirmada PPAR
aktivasyonunun endotel hiicrelerinde CYP2C epoksigenaz ekspresyonunu azaltarak
proliferasyonu, timor anjiyogenezini ve biiylimesini baskiladigi belirlenmistir. Ayrica,
CYP epoksigenaz inhibitorlerinin rat beyin tiimorlerinde kapiller olusumu ve timor
boyutunu azaltic1 yonde etki gosterdikleri tespit edilmistir. Bu nedenle epoksigenaz
inhibitorlerinin veya EET antagonistlerinin kanser tedavisinde anjiyogenezi azaltmak

amaciyla kullanilabilecegi ileri siirtilmiistiir [ 129].
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2.2.3.3 EET’ lerin Anti-apaptotik Etkileri

EET’ lerin ve CYP epoksigenazlarin hiicreler i¢in anti-apoptotik etki yarattiklar1 da ileri
stiriilmektedir. Domuz renal hiicre kiiltiirlinde yapilan bir ¢alismada 14,15-EET’ lerin
PI3K/AKkt sinyal yolagini etkinlestirerek bu hiicreleri apoptoza karsi koruduklari ortaya
konulmustur [130]. CYP-epoksigenzlarin ekpresyonun artiritlmasinin TNF-o tarafindan
indiiklenen endotel hiicre apoptozunu baskiladigi1 saptanmistir. Apoptozdaki bu azalmanin,
EET’ ler tarafindan ERK defosforilasyonunun inhibisyonu ve PI3K/Akt sinyal yolaginin
aktivasyonu ile iliskili oldugu belirlenmistir [131]. Ayrica, Simpkins ve ark. tarafindan
¢EH inhibisyonu sonucu, anti-apoptotik Bcl-2 ailesinin bazi tiyelerinin ekpresyonunun

arttig1 tespit edilmistir [132].

2.2.3.4 EET’ lerin Anti-inflamatuar Etkileri
EET’ lerin niikleer faktor kappa b (NF-xB)’ nin ekspresyonunu azaltarak ve/veya
inhibisyonuna yol agarak anti-inflamatuar etki yarattiklar1 ortaya konulmustur [12, 16].
Lipopolisakkarit uygulanmasini takiben ¢EH eksikligi veya inhibisyonu olan farelerde
inflamasyonun azaldigi ve hayatta kalma oraninin arttigi belirlenmistir. Bu farelerde
ayrica, ¢EH inhibisyonunu takiben inflamatuar COX metaboliti olan PGE2’ nin plazma
diizeyinin azaldig1 gézlenmistir [133].
2.2.3.5 EET’ lerin PPAR-aracili Genlerin Ekspresyonuna Etkileri
PPAR transkripsiyon faktorleri yag asitleri ve tiirevleri tarafindan aktive edilen niikleer
reseptor siiper ailesinin tyeleridirler [134]. PPAR’ lar etkinlestirildiklerinde bir diger
niikleer reseptor olan retinoid X ile heterodimer olustururlar. Daha sonra bu sekilde hedef
genlerin promotor bolgelerindeki spesifik PPAR yanit elemanlarina baglanirlar ve bunun
sonucunda bazi genlerin ekspresyonlarini baskilayarak veya artirarak diizenlerler [135].
EET’ lerin “kalp yag asidi baglayic1 proteine” nerdeyse arasidonik asitle ayni
ilgiyle baglanabildigi saptanmis [136] ve bunun iizerine bu molekiillerin, peroksizom
proliferator aktive edici reseptdor (PPAR) gibi diger yag asidi baglayici hiicre igi
proteinlere de baglanabilecegi ileri siiriilmistiir [80]. Nitekim hiicre kiiltiirlerinde yapilan
calismalar EET molekiillerinin PPAR’ larin ligand bagimli bir domainine baglandiklarini
gostermistir. EET’ lerin bu yolla PPAR aracili genlerin ekspresyonunu etkinlestirerek,
PPAR aktivatorii olarak islev gordiikleri ileri siiriilmiistir [137-139]. 8,9-, 11,12- ve
14,15-EET’ lerin PPARYy’ nimn ligand bagimli bir domainine baglanarak aktive ettikleri
tespit edilmistir. Bunun sonucunda da NF-kB aktivasyonunun ve hiicreler arasi adezyon

molekiilii-1 ekspresyonunun baskilandigi saptanmistir. Ayrica, ¢EH inhibisyonunun PPAR
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aktivasyonu yoluyla endotel hiicreleri iizerinde anti-inflamatuar etki yarattigi da
gosterilmistir [139]. EET’ ler PPARa’ nin zayif bir aktivatorii olmalarina ragmen 11,12-
ve 14,15-EET molekiillerinin CYP-o oksidazlarin katalizi ile olusan w-hidroksilasyon

tiriinlerinin PPARa’ nin giiglii birer aktivatorii olduklart belirlenmistir [138].

2.2.4 EET Metabolizmasi

Biyokimyasal olarak kisa bir émre sahip olan EET’ ler ¢cEH enzimi tarafindan hizli bir
sekilde, genel olarak daha az biyoaktif olan ilgili diollerine (DHET’ lere) parcalanirlar.
[140]. EET seviyelerinin diizenlenmesinde en etkin yol ¢EH enzimi tarafindan yikimlari
olmasina ragmen EET’ ler, hiicre membran fosfolipitlerinin yapisina katilabilirler, B-
oksidasyon, zincir uzamasi ve hidroksilasyona da ugrayabilirler.

Ayrica, AA metabolizmasindaki diger enzimler tarafindan metabolize edilebilirler (Bkz.

sekil 2.7) [12].

Epoksi-22:3 Epoksi-16:2

ATP+KoA

Fosfolipitler €=————% EET

E
PLA,

w-OH-EET Epoksi-PG EET-Glutayon
OH-EET

Sekil 2.7 EET metabolizmasinin ana yolaklart 1) ATP ve koenzim A’ ya gereksinim duyulan bir agiltransferaz
enzimi aracilig1 ile fosfolipitlerin yapisina katilma, 2) PLA, katalizi ile bu EET” lerin fosfolipitlerden hidrolizi 3)
¢EH tarafindan EET’ lerin ilgili diollerine hidratasyonu. p-oksidasyon ve zincir uzamasi ise EET miktar1 fark
edilir bir boyuta ulagtiginda meydana gelir. 8,9-, 11,12- ve 14,15-EET’ ler w-oksidasyona da ugrayabilirler. 5,6-,
8,9-EET’ ler COX tarafindan biyoaktif {irlinlere doniistiiriilebilirler. GSH, glutatyon-S-transferaz; FABP, yag asidi
baglayici protein, DHET, dihidroksieikozatrienoik asit; PG, prostaglandin; PLA, Fosfolipaz A,; ¢EH, Coziniir
epoksit hidrolaz; COX, Siklooksijenaz [80].

2.2.4.1 Zincir Uzamas, B- ve o-Oksidasyon

Zincir uzamasi ve [3-oksidasyon, deneysel olarak doku ¢EH aktivitesinin baskilandig1 veya
inhibe edildigi durumlarda EET miktarindaki artisa paralel olarak meydana gelen
metabolik yolaklardir. Zincir uzamasi 11,12-EET ve 14,15- EET’ den 22 karbonlu bir {iriin
olusumu ile sonuglanir [18, 101, 141]. EET’ lerin B-oksidasyonu sonucu ¢ogunlukla 16
karbonlu {iriinler olussa da 18 ve 14 karbonlu epoksi yag asitleri de bu olay sonucu
meydana gelebilir [142]. Mutant fibroblastlarla yapilan bir ¢alisma sonucu EET’ lerin B-

oksidasyonunun peroksizomlarda meydana geldigi saptanmistir [143].
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2.2.4.2 EET’ lerin Glutatyon-S-Transferaz Enzimi Tarafindan Konjugasyonu

EET’ lerin glutatyon-S-transferaz enziminin katalizi ile EET glutatyon konjugatina
doniisebildigi belirlenmistir. Fakat glutatyon-S-transferazin EET’ lere diisiik affinitesi
nedeniyle bu metabolik yolagin biyolojik 6nemi tartismalidir [144, 145].

2.2.4.3 EET’ lerin COX Enzimleri Tarafindan Metabolize Edilmesi

EET’ ler, COX enzimleri tarafindan da metabolize edilebilirler. Fakat sadece 5,6-EET ve
8,9-EET COX enzimleri i¢in substrattir. COX katalizi sonucu 5,6-EET’ den PG analogu
olan 5,6-epoksi-PGE; olusurken, 8,9-EET’ den 11,12-hidroksi-8,9-EET olusur [146, 147].
2.2.4.4 EET’ lerin Hiicre Lipitlerinin Yapisina Katilmasi

Rat plazmasindaki EET’ lerin % 90’ nindan fazlasi c¢ogunlukla diisik yogunluklu
lipoproteinin (LDL) yapisinda yer alan fosfolipitlerde bulunur [147, 148]. EET’ ler
membran fosfolipitlerinin yapisina da katilabilirler, fosfatidik asitin ikinci pozisyonundaki
karbona (sn-2) baglh olarak bulunabilirler [147, 149]. EET’ lerin hiicre membranindaki
fosfolipitlerin yapisina katilmasi nedeni ile membranin yapisal oOzelliklerinin EET
fonksiyonlarin1 diizenleyebilecegi ileri siiriilmektedir [78]. EET’ lerin fosfolipitlerin
yapisina katilist koenzim A aracili bir siirectir ve biiyiik bir ¢cogunlugu fosfotidilkolinin
yapisina katilir [147, 149]. Fosfolipitlerin yapisinda bulunan EET’ ler fosfolipaz A2
aktivitesi sonucu hidrolize olarak serbestlesirler [80]. EET’ ler fosfolipitlerdeki total yag
acil zincirlerinin % 0.01” ni olustursa da bu molekiiller, bulunduklar1 bélgedeki lipit mikro
cevresini etkileyerek islevsel degisikliklere yol acabilirler. EET’ leri iceren membran
fosfolipitlerine fosfolipaz C’ nin etkimesi ile diagilgliserol salinir. EET’ ler bu
diagilgliserole bagli olarak bulunabilirler. Diagilgliserol lipazin katalizi ile de 2-

epoksisatrienoilgliseroller olusur [150].

2.2.5 ¢EH Enzimi, U¢ boyutlu Yapisi ve Substratlari

Omurgalilarda ilk olarak 1972 yilinda tanimlanmis olan ¢EH enzimi “a/8 katlanmali
hidrolaz ailesinin” bir iyesidir [151]. Bu enzim biiyiikk oranda hiicrenin ¢ozliniir
fraksiyonlarinda lokalize olmasindan dolayr ¢EH olarak adlandirilmistir [152]. ¢EH
enzimleri hiicrede baslica sitozolde bulunmakla beraber diisiik oranda da olsa mikrozom,
mitokondri ve peroksizomlarda da bulunabilirler [153]. ¢EH enzimi bagirsak, bobrek,
beyin ve damarlarda yiiksek, akciger, dalak ve testisde ise daha diisiik aktiviteye sahiptir
[154].
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¢EH 62.5kDa kiitleli 2 monomerik iiniteden olusan bir homodimerdir ve
bifonksiyonel bir enzimdir [155]. Bu monomerlerden her biri N-terminal (Bkz. sekil 2.8,
yesil) ve C- terminal (Bkz. sekil 2.8, mavi) olmak iizere iki farkli domain i¢ermektedir. C-
terminal domain, epoksitleri ilgili diollerine doniistiren EH aktivitesine sahipken, N-
terminal domain lipit fosfatlar1 hidroliz eden etkili bir lipit fosfataz aktivitesi gosterir. Bu
N-terminal lipit fosfataz aktivitesinin kolesterol seviyesini in-vivo ve in-vitro olarak
diizenledigi gosterilmistir [156, 157]. Ayrica, N-terminal domainin EH aktivitesini

stabilize ettigi ileri siiriilmektedir [158].

N-terminal

Fosfataz C-terminal
Epoksit hidrolaz

Sekil 2.8 ¢cEH dimerinin kristal yapisi. ki globiiler blgeden olusan ¢EH monomerleri iigiinciil yap: olarak o/B
katlanmasina sahiptirler. Bu monomerler prolince zengin kisa bir bolge araciligi ile birbirlerine baglanirlar. ¢EH
dimerleri antiparaleldir. Bu bir monomerin N-terminal bolgesi ile diger monomerin C-terminal bdlgesinin
baglantida olmasini saglar [159].

Memeli ¢EH enzimi, epoksit molekiillerine su ekleyerek bu molekiillerin ilgili
diollerine yikimini katalizler. Bu enzimler endojen EET’ leri ve diger bazi lipit tiirevli
epoksitleri daha az biyoaktif diollere hidroliz ederler. Bu nedenle ¢EH enzimi EET ve
diger bazi lipit aracilarinin diizeyini etkileyerek damar tonusunun diizenlenmesi,
nosisepsiyon, anjiyogenez ve inflamatuar yanit gibi siireglerde rol alan bir enzimdir [17-
19, 160].

Coziinilir epoksit hidrolaz enziminin mEH’ nin substratlar1 arasinda yer alan bazi
epoksit molekiillerinin  hidrolizini de katalizlemesi nedeni 1ile zenobiyotik
metabolizmasinda, mEH enziminin goérevini tamamlayict bir rol de iistlendigi
bilinmektedir. Bu nedenle son on yila kadar yapilan ¢calismalarda ¢EH enziminin daha ¢ok

hidrolaz aktivitesi ve biyotransformasyondaki rolii izerine odaklanilmistir [144].
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Fakat ¢EH enziminin baslica fizyolojik rolil yag asiti tiirevi epoksitlerin ilgili diollerine
doniistimiinii saglamaktir (Bkz. sekil 2.9). Bundan dolay1 son zamanlarda enzimin fosfataz
aktivitesi ve endojen epoksit metabolizmasindaki rolii lizerine yogun caligmalar

yapilmaktadir [20-22].

A) o) 9]
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Sekil 2.9 A: ¢EH enziminin baslica substrartlart B: ¢EH enzminin fosfataz aktivitesinin baglica substratlar
[20].

2.2.6 ¢EH Enziminin Inhibisyonu

EET’ ler vazodilatator, anti-inflamatuar ve analjezik 6zelliklere sahip molekiillerdir [79].
¢EH enzimi EET’ leri ve diger epoksi yag asitlerini hizli bir sekilde daha az biyoaktif olan
ilgili diollerine doniistiirerek, bu molekiillerin organizma i¢in faydali etkilerinin
azalmasma yol acar [140]. ¢EH enziminin Kkatalizledigi bu tepkime {izerinden
hipertansiyon, kardiyak hipertrofi, ateroskleroz, iskemi/reperfiizyon, kanser ve agri gibi
bircok klinik durumla iligkili oldugu ortaya konulmustur [157, 161]. ¢EH enzim

inhibisyonunun EET’ lerin yikimini azaltarak, bu molekiillerin organizma agisindan
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yararl etkileri olan vazodilatator, anti-inflamatuar ve analjezik 6zelliklerini artirabilecegi
diistintilmustiir. Bu nedenle ¢EH kardiyovaskiiler hastaliklar ve diger bazi hastaliklarin
tedavisi amaciyla terapotik hedef haline gelmistir [162]. Hipertansiyonlu hayvan
modellerinde cesitli ¢EH inhibitorlerinin kan basincini azaltict yonde etki gosterdikleri
belirlenmistir [21, 22]. Ayrica, yapilan diger ¢aligmalarda ¢EH inhibisyonunun sepsisle
indiiklenen inflamasyonu [133] ve inflamatuar agriy1 azalttigi saptanmustir [163]. Bu
etkilerin, enzimin inhibisyonu ile EET’ lerin ve diger lipit epoksitlerin oranin artmasi ve
bazi1 proinflamatuar diollerin diizeyinin azalmasi ile iligkili oldugu ileri stirilmustiir [133].
Bu nedenle de son yillarda yapilan ¢alismalarda, canli sistemlerde ¢EH enzimini inhibe
etmede basarili olabilecek molekiiller aranmaktadir [162]. Son zamanlarda gelistirilen
sentetik TPAU [1 triflorometoksifenil-3-(1-asetilpiperidin-4-il) iire] ve t-AUCB [trans-4-
(4-(3-adamantan-1-il-tireido)-siklohekziloksil)-benzoik asit] gibi inhibitorlerin diger ¢EH
inhibitorlerine gore sudaki ¢oziiniirliikleri daha fazla ve in-vivo ortamdaki yar1 dmiirleri
cok daha uzundur (Bkz. sekil 2.10) [83].

Yapilan bir¢ok inhibitor calismasinin sonucunda basarili sonuglar veren ¢EH
inhibitorlerinin terapotik kullanima uygunluklarinin incelenmesi ve potansiyel yan

etkilerinin belirlenmesi amaciyla faz-1 ve faz-2 ¢aligmalar1 devam etmektedir [81].

inhibitorun Adi inhibitorun Yapisi
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Sekil 2.10 Baslica ¢EH inhibitorleri. CDU, 1-sikloheksil-3-dodesil iire; AUDA, 12-(3-adamantan-1-il-
iireido)-dodekanoik asit; AUDA-BE, 12-(3-adamantan-1-il-iireido)-dodekanoik asit biitilester; AEPU, 1-
adamantil-3(5-(2-(2  etoksietoksi)etoksi)pentil)iire;  t-AUCB,  (trans-4-(4-(3-adamantan-1-il-iireido)-
siklohekziloksil)-benzoik asit; TUPS, 1-(1-metansulfonil-piperidin-4-il)-3-(4-triflorometoksi-fenil)-iire;
AR9276, 1-(1-nikotinilpiperdin-4-il)-3-(-4(triffotometoksi)fenil )iire [164].
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2.2.7 ¢EH Geni ve Ekspresyonunun Diizenlenmesi

Insan ¢oziiniir epoksit hidrolaz geni (EPHX2) kromozomun 8p21-p12 bdlgesinde lokalize,
54 kilobaz biyiikliigiinde, 18 intron ve 555 amino asiti kodlayan 19 ekzon igerir [25].
EPHX2 prmomotoru TATA kutusu icermezken birgok SP-1 bolgesi igerir [165]. Ayrica,
EPHX2 prmomotorunda yer alan "aktivator protein 1 (AP-1)" bdlgelerinin anjiotensin
aracilig1 ile ¢gEH enziminin ekspresyonunu artirdigi belirlenmistir [166]. Yapilan diger bir
calismada bobrekteki ¢EH protein diizeyinin artmasinin gii¢lii bir vazokonstriktér olan
Ang Il tarafindan indiiklenen hipertansiyonu artirdigi gosterilmistir [11]. EPHX2
promotoru “UPRE” (“unfolded protein response element”) bolgeleri de igerir. Zhang ve
ark. tarafindan homosisteinin bu bolgeler iizerinden, aktive edici transkripsiyon faktorii-6
(ATF-6) aracihigi ile EPHX2 ekspresyonunu artirdigi tespit edilmistir. Bunun
mekanizmas1 da; ATF-6 baglayict motifin EPHX2 promotorunun metilasyon bdlgesi
smirlari igerisinde yer aldigi ve homosisteinin bu boélgenin demetilasyonunu artirarak
ATF-6° nin bu bolgeye baglanmasini sagladigi seklinde ac¢iklanmigtir. Ayrica, bu
arastirmacilar  tarafindan, ¢EH inhibitorlerinin, homosisteinin  etkili  oldugu
kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi iddia edilmistir [167].

Ayrica, Zhang ve ark. tarafindan HepG2 hiicre hattinda EPHX2 geni promotoru
hipermetilasyonunun bu genin transkripsiyonunu SP-1 bagimli mekanizma ile baskiladigi
belirlenmistir [30].

DNA metilasyonu énemli epigenetik mekanizmalardan biridir. Epigenetik kavrami
ise DNA dizi degisikligi olmadan mayotik ve/veya mitotik olarak kalitilabilen gen
ekspresyon degisiklikleri olarak tanimlanmistir [168]. Metilasyon, memeli genomunda
yalnizca CpG adaciklarinda sitozin bazlarinda meydana gelir [169]. Sitozin bazinin 5.
karbonuna metil grubu (-CH 3 ) eklenmesiyle, 5- metilsitozin olusur [170]. Ilave olan
metil grubu baz ¢ifti olusumunu etkilemez ancak DNA’ nin genis olugu igerisinde DNA-
protein etkilesimini degisime ugratmaktadir. Memeli hiicrelerinin genomik DNA’ nin
yaklasik olarak % 3-5° inde metilasyon goriilmektedir. Sitozin bazinda gergeklesen bu
modifikasyon replikasyon sonras1 meydana gelir ve bu tepkime S-adenosil-L-metiyonini
metil vericisi olarak kullanan DNA metiltransferaz enzimi tarafindan katalizlenir [171,
172]. Metilasyon miktar1 herhangi bir lokusta hiicreden hiicreye, bir DNA ipliginden
digerine, bir CpG adacigindan digerine dinamik olarak siirekli degismektedir [173]. DNA

metilasyonu, transkripsiyonu iki tip mekanizma ile baskilar;
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1-Transkripsiyon faktorlerinin baglanmasina direk miidahale; AP-2, c-myc/myn, cAMP-
bagimli aktivatér CREB, E2F, SP-1 ve NF-kB gibi bazi1 transkripsiyon faktorlerinin DNA’
y1 tan1y1p baglandig1 bolgeler, CpG adaciklar1 igermektedir. Bu bélgelerde meydana gelen
metilasyon nedeniyle transkripsiyon faktorleri baglanamadigindan transkripsiyon inhibe
olur. Buna karsin, baz1 transkripsiyon faktorleri, baglanma bolgelerindeki metilasyona
duyarli degildirler ve bir¢ok faktoriinde baglanma bolgesinde CpG diniikleotidleri
bulunmamaktadir [174-176].
2-Ozgiil transkripsiyonel baskilama; Ozgiil transkripsiyonel baskilayicinin, metillenmis
DNA” ya dogrudan baglanmasiyla meydana gelir. Metile CpG’ leri taniyan proteinler dizi
ozgiilliiklerine gore;

(a) Dizi 6zgilliigii olan metile DNA’ ya baglanma proteini (MDBP)

(b) Dizi 6zgtlliigi olmayan metile CpG’ ye baglanma proteinleri (MeCP) olmak tizere

ikiye ayrilirlar [177].

Bu bilgiler 1s18inda, Zhang ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada EPHX2 geninin
hipermetilasyonunun ¢EH ekspresyonunu azaltict yondeki etkisi [30] yukarida tarif edilen
birinci mekanizma iizerinden agiklanabilir.

Yapilan c¢alismalar ¢EH eziminin aktivitesinin ve ekspresyonunun diger birgok
faktor tarafindan daha diizenlendigini gostermistir. Bunlardan, yiiksek derisimdeki
glukozun ¢EH ekspresyonunu baskiladigi belirlenirken [178], PPARa agonsti ilaglar [179]

ve testosteronun [180] enzim aktivitesini anlamli olarak artirdig tespit edilmistir.

2.2.8 ¢cEH Enziminin Polimorfizmleri

EPHX2 geninde 31 tanesi intron, 13 tanesi de eksonlarda olmak tiizere 44 tek niikleotid
polimorfizmi (SNP) belirlenmistir. Protein kodlayici bolgede meydana gelen 13 SNP’ den
7 tanesi herhangi bir aminoasit degisimine neden olmazken, diger altis1 (K55R,
Cys154Tyr, Arg287GIn, Glu470Gly, Argl03Cys ve Val422Ala) aminoasit degisimi ile
sonuglanir. Bunlardan K55R (9780A>G; Lys55Arg; rs41507953) polimorfizminin ¢EH
aktivitesinde artisa yol actigi tespit edilirken [181], Arg287GIn (R287Q) polimorfizmi
[25] ve Arg402-403 [182] insersiyonunun enzim akivitesinde azalmaya neden oldugu
belirlenmistir. Ayrica, EPHX2 genindeki ¢esitli polimorfizmlerin enzimin epoksit hidrolaz
ve lipit fosfataz aktivitesi lizerine olan etkileri Srivastava ve ark. tarafindan incelenmistir.
Bu aragtirmada K55R, Argl03Cys, Cys154Tyr, Arg287GIn varyantlarinin daha diisiik
fosfataz aktivitesine sahip olduklar1 ayrica, K55R ve Cys154Tyr varyantlarinin daha
yiiksek hidrolaz aktivitesi gosterdigi saptanmustir [183].
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R287Q ve K55R polimorfizmlerinin ¢EH aktivitesinde degiklige yol acarak, EET
diizeylerini etkileyebilecegi diisiincesinden hareketle o6zellikle bu SNP’ lerin cesitli
kardiyovaskiiler hastaliklar ve hipertansiyon tizerine etkisi birgok arasirmaya konu
olmustur.

Bir Cin popiilasyonunda R287Q polimorfizminin ¢EH enziminin aktivitesini
azaltarak hipertansiyon ve kardiyovaskiiler hastaliliklara karsi koruyucu etki gosterdigi
belirlenirken [184], Afrikali-Amerikan’larda yapilan bir ¢alismada R287Q polimorfizmi
ve hipertansiyon arasinda bir iliski olmadig1 saptanmistir [185]. Gschwendtner ve ark.
tarafindan beyaz Avrupalilarda bu polimorfizmin artan iskemik felg riski ile iliskili oldugu
gosterilmistir [186]. Aksine, Danimarka popiilasyonunda yapilan bir aragtirmada ise
R287Q polimorfizmi ile iskemik inme, miyokard enfarktiisii ve iskemik kalp hastaliklari
arasinda bir iliski saptanmamustir [187]. R287Q polimorfizminin ¢EH aktivitesinde
azalmaya neden olarak artan EET diizeyleri sayesinde kardiyovaskiiler hastaliklara karsi
koruyucu etki gostermesi beklenirken Afrikali-Amerikali, beyaz bireylerin ve Avrupa
kokenli Amerikali’ larin dahil edildigi bazi ¢calismalarda bu SNP’ nin bir¢ok hiicre tipinde
intraseliiler kalsiyum akisin1 artirarak koroner arter kalsifikasyon riskini artirdigi
bildirilmistir [188-190]. Wei ve ark. tarafindan yapilan bir arastirmada ise R287Q
polimorfizmi ile iligkili koroner arter kalsifikasyon riskinin sigara igenlerde daha yiiksek
oldugu gosterilmistir [28]. Bu ¢alismalara ek olarak, R287Q polimorfziminin, bradikinine
yanit olarak siyahi Amerikali’ larda daha diisik damar direncine neden oldugu
belirlenirken beyaz Amerikalilarda boyle bir iliski tespit edilmemistir [191]. Ayrica, son
zamanlarda gercgeklestirilen bir calismada R287Q varyantina sahip bireylerde kateter
ablasyonundan sonra atriyal fibrilasyonun niiksetme riskinin anlamli olarak arttigi tespit
edilmistir [192].

EPHX2 K55R polimorfizminin de koroner arter hastaligi, hipertansiyon, iskemik
inme gibi Kklinik durumlarla ilskisini inceleyen g¢esitli arastirmalar bulunmaktadir. Bir
ARIC (“Atherosclerosis Risk In Communities”) calismasinda Lee ve ark. tarafindan
EPHX2 KS55R polimorfizminin beyazlarda koroner arter hastalik riskini artirdig
gozlenirken, Afrikali-Amerikali’larda boyle bir risk saptanmamistir. Bu ¢aligmada ayrica,
K55R varyant allelini tagiyan beyazlarda in-vivo olarak daha diisiik plazma EET diizeyine
isaret eden daha yiiksek bir ¢EH aktivitesi tespit edilmistir [26]. Lee ve ark. tarafindan
yapilan diger bir calismada da K55R varyantina sahip beyaz Amerikali bireylerin daha
diisiik kan akis hizina ve daha yiiksek damar direncine sahip olduklar1 gézlenmistir. Siyahi

Amerikal’ larda ise bdyle bir durum saptanmamustir [191]. Ote yandan cinsiyet goz

25



oniinde bulundurularak yapilan bir calismada ise KS5R polimorfizmi yoniinden homozigot
olan erkeklerin daha yiiksek hipertansiyon prevalansina sahip olduklari belirlenmistir.
Fakat kadinlarda boyle bir iligki tespit edilmemistir. Ayrica K55R polimorfizmi yoniinden
homozigot olan erkeklerde iskemik inme riskinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir [193].
Merkezi Avrupa’ lilarda yapilan bir aragtirmada ise K55R polimorfizmi ile koroner arter
hastalig1, hipertansiyon ve basarili bir perkiitan koroner miidahaleden sonra restenoz riski
arasinda anlamli bir iliski gozlenmemistir [27]. Birbirini desteklemeyen bu sonuglar
EPHX2 genindeki polimorfizm ile kardiyovaskiiler risk iliskisinin, analiz edilen
populasyonun etnik koékenine siki bir sekilde bagli oldugu ileri siiriilerek agiklanmistir [28,
29].

¢EH aktivitesinde degisiklige neden olan polimorfizmlerin yani sira, EPHX2
geninin kodlanmayan ve 5°, 3’ translasyona ugramayan (UTR) boélgelerindeki bazi
polimorfizimlerin  ¢esitli hastaliklarla iliskilerini inceleyen bazi ¢alismalar da
bulunmaktadir [186, 190, 194, 195]. Beyaz Avrupali’ larda yapilan bir aragtirmada
EPHX2 geninin intronik bolgesinde yer alan rs7357432 ve rs2291635 polimorfizmlerinin
artan iskemik felg riski ile iligkili oldugu gosterilmistir [186]. Bir diger arastirmada ise
yine intronik bdlgede yer alan rs7837347 polimorfizminin Afrikali-Amerikali’ larda
koroner arter plak gelisimi ile iliskili oldugu bildirilmistir [190].
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler
¢ Realtime PCR (Qiagen, Rotar Gene Q 6000; Almanya)
e Thermal Cycler (Gen Amplifikasyon PCR sistem 9700 Applied Biosystems; ABD)
e Nanodrop spektrofotometresi (Maestro gen; Tayvan)
e ELISA okuyucusu (GF-M3000; Cin Halk Cumhuriyeti)
e ELISA mikro plak yikayicis1 (GF-W3000; Cin)
e SpeedVac (Eppendorf; Almanya)
e Sabit baglikli masa iistii santrifiij (Hettich Rotina 380R; Almanya)
e Otoklav (Niive steamArt; Tiirkiye)
e Mikro santrifiij (Eppendorf 5415C; Almanya)
e Manyetik karigtirict (Niive MK 218; Tiirkiye)
e Isitma blogu (Stuart Scientific; Birlesik Krallik)
e Giivenlik kabini (Bilser class 2; Tiirkiye)
e pH metre (ADWA,; Romanya)
e Hassas terazi (SARTORIUS; Almanya)
e Otomatik pipetler (P10, P20, P200, P1000, Gilson; ABD, Discovery Comfort;
Polonya)
e Derin dondurucu (ARISTON; Italya)
e Buzdolab1 (Argelik; Tiirkiye)
e Vorteks (WiseMix; Kore)
o Steril pipetler (5 ml, 10 ml)
e Steril polipropilen test tiipleri (15 ml, 50 ml)
e Steril mikrosantifiij tiipleri (1,5 ml, 0,5 ml, 0,2 ml)
e Steril sitratli tiipler (5 ml, BD Vacutainer; ABD)
e (esitli ebatlarda erlen, beher, cam pipet ve meziirler (Teknik cam, Tiirkiye)
e Otomatik pipet uglari (Sar1, mavi, beyaz, Gilson; ABD)
e Otoklav bandi (VP Medical Packaging)
e Strip Tiip (Qiagen 0,1ml, Almanya)
e Parafilm (BEMIS; ABD)
e Gozliik (sperian, Armamax; Birlesik Krallik)
e Eldiven (Broche; Tiirkiye)
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3.2. Kimyasal Maddeler ve Kitler
e Metanol (MERCK; Almanya)
e Etanol (MERCK; Almanya)
e Sodyum hidroksit (MERCK; Almanya)
e Potasyum hidroksit (MERCK; Almanya)
e Asetik asit (Riedel deHaen; Almanya)
e Formik asit (MERCK; Almanya)
e FEtil asetat (SiGMA; Almanya)
¢ QiAmp DNA Blood Mini Kit (250) (Qiagen; Almanya)
e Epitect unmethylated human control DNA (Qiagen; Almanya)
e Epitect unmethylated human control DNA, Bisulfite converted (Qiagen; Almanya)
e Epitect methylated human control DNA, Bisulfite converted (Qiagen; Almanya)
e EpiTect Bisiilfite Kit (QIAGEN; Almanya)
e EpiTect HRM PCR Kit (QIAGEN; Almanya)
e SNP Kiti (PrimerDesign® Ltd; Birlesik Krallik)
e 11,12-DHET ELISA Assay kit (Eagle Biosciences, Inc; ABD)

3.3 Hasta ve Kontrol Grubu

3.3.1 Hastalar

Bu ¢alismada hasta grubu, Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Klinigine bagvuran, preeklampsi tanis1 konmus ve
Oykiisiinde primer karaciger, bobrek, kardiyovaskiiler veya hipertansiyon hastaligi
bulunmayan 260 kadindan olusturuldu. Preeklampsi teshisi, daha 6nce normotansif olan
kadinlarda 20. gebelik haftasindan sonra sistolik kan basincinin 140 mmHg ve iizerinde
olmasi veya diastolik kan basimncinin 90 mmHg ve iizerinde olmas1 ve buna proteiniirinin
eslik etmesi (24 saatlik idrar 6rneklerinde 0.3 gram ve lizeri protein bulunmasi veya
protein/kreatinin oraninin 0.3 ve iizerinde bir degere sahip olmasi) veya son organ hasari
belirtilerinin (trombosit sayisinin mikrolitrede 100000’ den az olmasi, serum kreatinin
diizeyinin 1.1 mg/dL’ den fazla olmasi veya normal derisimine gore serum kreatinin
diizeyinin iki katina ¢ikmasi, ALT ve AST diizeyinin serumda artmasi) eslik etmesi ile
konuldu [4]. Calisma &ncesi Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul Baskanlig’
ndan 30.11.2010 tarih ve 2010-01/09 sayili karar ile onay alind1 (Ek- 1).
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3.3.2 Kontroller

Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Kadin
Hastaliklart ve Dogum Klinigine bagvuran, preeklampsi hastasi olmayan, kronik
hipertansiyonu, diyabeti bulunmayan, gebelikte 20. haftayr doldurmus 260 gebe ve

goniilli kadin ¢alismamizin kontrol grubunu olusturdu.

3.4 Kan Orneklerinin Toplanmasi

Hasta ve kontrol grubuna dahil edilen bireyler bilgilendirilip, aydinlatilmis onam formu
okutularak imzalatildiktan sonra, her birinden 10 mL kan ornegi steril, sitratli tiiplere
alindi. Bu kan 6rneklerinin bir kismindan genomik DNA izole edildi. Geriye kalan kan
ornekleri 3000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilerek plazmalar elde edildi ve 11, 12-DHET

diizeylerinin belirlenmesi amaciyla giine kadar -20 °C’ de muhafaza edildi.

3.5 Kandan Genomik DNA izolasyonu

Hasta ve kontrol grubuna ait bireylerden sitrath tiiplere alinan kan numunelerinden kandan
DNA izolasyon kiti kullanilarak, kit tireticisinin talimatlari dogrultusunda genomik DNA
izole edildi.

Yontemin temel prensibi: Genel olarak bu metot, yiiksek kaotropik tuz derisiminde
niikleik asitlerin silika membrana segici adsorbiyonu esasina dayanir. Tampon ¢ozeltiler
yardimu ile diger hiicre proteinleri ve metabolitleri uzaklastirilirken sadece niikleik asidin
silika membrana baglanmasi saglanir.

Proteinaz K ve kaotropik iyonlart igeren bir ¢ozeltide, tam kan inkiibe edilerek lizis
gerceklestirilir. Lizata etanoliin eklenmesi ile DNA, spin kolonunun silika membranina
baglanir. Bu baglanma siireci geri doniisiimlii ve niikleik asitlere spesifiktir. Yikama
basamaklar1 etkin bir sekilde kontaminasyonlar1 uzaklastirir. Son olarak saf genomik
DNA, diisiik kuvvette iyonik kosullar altinda elde edilir.

3.5.1 Tam Kandan Genomik DNA izolasyon Protokolii (“Spin” Protokol)

Izolasyona Baslamadan Once Yapilanlar:
v" Kan 6rneklerinin oda sicakligina ulagmasi saglandu.

v' Isiticili blok 56 °C’ ye ayarlandi.
v’ Kit, ilk kez agildiginda ¢ozeltiler, asagida tarif edildigi gibi hazirlandu.
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QIAGEN Proteaz Stok Cozeltisi: Liyofilize QIAGEN Proteaz’ i (proteinaz K) iizerine
5,5 mL proteaz ¢oziiclisii eklenerek ¢oziinmesi saglandi.
Tampon AW1: 130 mL mutlak etanol eklendi ve karistirildi.
Tampon AW?2: 160 mL mutlak etanol eklendi ve karistirildi.

Bu islemlerden sonra agagidaki basamaklar sirasi ile takip edildi.
1. Kan Orneginin Lizisi
Yirmiger puL proteinaz K ve 200 er uL kan ornekleri 1,5 mL’ lik steril mikrosantrifiij
tiiplerine pipetlendi. Daha sonra bu tiiplerin her birine 200’ er uL tampon AL pipetlendi.
Ardindan her tiip 10-20 saniye vortekslendi. Ornekler 1sitma bloguna alinarak 56 °C’ de
10 dakika inkiibe edildi.
2. DNA’ nin Slika Membrana Baglanmasi I¢cin Kosullarin Ayarlanmasi
Her 6rnege 200 pL mutlak etanol eklendikten sonra vortekslendi ve daha sonra kisa stireli
santrifiij edildi.
3. DNA’ nmin Slika Membrana Baglanmasi
Her 6rnek i¢in birer adet toplama tiipii acgild1 ve her birinin iizerine birer adet spin kolon
yerlestirildikten sonra numaralandirildi. Lizis edilmis her numune bu kolonlara sirasi ile
ve slikaya zarar vermeden dikkatlice aktarildi. Kolonlarin kapagi kapatildi ve 6000xg’ de,
22 °C’ de 1 dakika santrifiij (Eppendorf 5415C Mikrosantrifiij) edildi. Santrifiij sonrasi
toplama tiipleri, i¢inde toplanan siv1 ile birlikte atildi. Spin kolonlar yeni acilmis toplama
tiiplerine yerlestirildi.
4. Slika Membranin Yikanmasi
Birinci yikama
Yeni toplama tiipiine yerlestirilmis kolonlara, slikaya zarar vermeden, dikkatlice, 500 pL
tampon AW-1 pipetlendi. Kolonlar kapag: kapatilarak, tekrar 6000xg’ de, 22 °C’ de 1
dakika santrifiij edildi. Daha sonra, toplama tiipleri yenisi ile degistirildi.
Ikinci yikama
Spin kolonlara 500 pL tampon-AW?2 pipetlendi ve kapaklari kapatildi. Daha sonra,
20000xg’ de, 22 °C’ de 3 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipleri tekrar yenisi ile
degistirildi.
5. Slika Membranin Kurutulmasi
Spin kolonlar 20000xg’> de, 22 °C’ de 1 dakika santrifiij edilerek kurutuldu, toplama
tiipleri atildi.
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6. DNA’ nin eliisyonu

Kolonlar bu kez 1,5 mL’ lik steril mikrosantrifiij tiiplere yerlestirildi ve kolonlarin slika
membrani lizerine, kolona ve membrana temas etmeden tampon AE ilave edildi. Spin
kolonlarin kapagi kapatilarak oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi ve daha sonra
6000xg’ de, 22 °C’ de 1 dakika santrifiij edilerek DNA eliie edildi. Elde edilen DNA’ larin
kalite kontrolii yapilarak -20 C* de muhafaza edildi.

3.6 DNA Kalitesi ve Miktarinin Belirlenmesi
DNA miktar ve kalitesinin belirlenmesi i¢in nanodrop spektrofotometresi kullanildi (Azso’
da olgiilen 1= 50 pg/mL c¢ift zincirli DNA). Izole edilen DNA &rneklerinin Ajgo/Azgo

oraninin 1.8 civarinda olmasina dikkat edildi.

3.7 Genotipleme

EPHX2 geninin K55R polimorfizmi ydniinden genotiplendirilmesi SNPSIG kiti ile diziye
0zgl ¢ift boyal1 hidroliz proplar1 ve primerler kullanilarak ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (“real-time PCR”; RT-PCR) cihazinda allelik ayrim analizi yapilarak
geceklestirildi. Bu yontemde problardan biri yabanil tipe spesifik olup sar1 kanalda (VIC
kanali) floresan 1s1ma verecek sekilde, digeri homozigot polimorfik tipe spesifik olup
turuncu kanalda (ROX kanali) floresan 1s1ma verecek sekilde isaretlenir. Heterozigot

ornekler ise her iki kanalda birden floresan 1s1ma verir.

3.7.1 Orneklerin Hazirlanisi

Primer, prop karisimu: 55 pl “niikleaz free” su ilave edildi ve 10-15 sn. vortekslenerek
¢cozlinmesi saglandi.

Yabanil tip pozitif kontrol ve homozigot polimorfik tip pozitif kontrol DNA’ lar::
Liyofilize DNA o6rneklerine 500 ul “niikleaz free” su ilave edilerek 250 ng/uL’ lik stok
kontrol DNA’ lar1 elde edildi. Bu stok DNA’ lar 2 ng/uL olacak sekilde “niikleaz free” su

ile seyreltildi.

3.7.2 EPHX2 K55R Polimorfizminin Belirlenmesi
Hasta ve kontrol grubunda yer alan bireylere ait genomik DNA’ larmn her birinin allelik
aynmini yapmak amaciyla ¢izelge 3.1’ de verilen miktardaki bilesenler pipetlenerek

polimeraz zincir reaksiyon (PCR) karisimlart hazirlandi. Her bir deney ic¢in hasta ve
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kontrol grubuna ait DNA’ larla birlikte negatif kontrol, “yabanil tip pozitif kontrol” ve
“homozigot polimorfik tip pozitif kontrol” DNA” lar1 i¢in de PCR karigimlar1 hazirlandu.

Cizelge 3.1 PCR ortaminin hazirlanigi

PCR Bilesenleri Hacim
Mastermix
. SpL
(dNTP, enzim, tampon ve tuz)
Primer/Prob karisim 0.5puL
Su 2 ulL
DNA (2ng/ pL) 2.5uL
Toplam Hacim 10uL

Hazirlanan PCR karigimlart RT-PCR cihazina yerlestirildi ve ¢izelge 3.2° de verilen

program uygulanarak ilgilenilen gen bolgesi amplifiye edildi.

Cizelge 3.2 DNA Amplifikasyon programi

Basamak Zaman Sicaklhik
gPCR Enzim Aktivasyonu 95 °C 8 dk
10 Denatiirasyon 95°C 10s
Déngii Uzama 60 °C 60 s
35 Denatiirasyon 95°C 10s
Déngii Uzama (Veri Toplama) 68 °C 60 s

Hasta ve kontrol grubunda yer alan bireylerin K55R polimorfizmi yoniinden

genotiplendirilmesi RT-PCR cihazinda allelik ayrim analizi kullanilarak yapildi.

3.8 EPHX2 Geni Promotor Bolge Metilasyon Analizi

3.8.1 Bisiilfit Doniisiim Islemi
Bisiilfit doniisiim islemi bir DNA dizisinin metilasyon durumunu belirleme asamasina
gegmeden Once metile olan ve metile olmayan sitozinleri birbirinden ayirmak amaciyla

uygulanan bir yontemdir. Bu asamada hedef DNA’ nin sodyum bisiilfit ile muamelesi
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sonucu tiim metile olmayan sitozinler urasile doniigiirken metile sitozinler ise degismeden
kalmaktadir. Doniisen urasil niikleotidleri PCR islemi sirasinda timine dondstiiriliir [196].

Calismamizda DNA izolasyon asamasi sonrasi elde edilen DNA’ larin bisiilfit
doniistim islemi i¢in Epitect Bisulfite Kiti kullanildi. Deneyin her asamasinda kit

protokoliine uyuldu.

3.8.1.1 Bisiilfit Doniisiimiinde Kullanilan Cozeltiler

Yikama tamponu (“Buffer BW”, Tampon BW): Deneye baslamadan 6nce 30 ml mutlak
etanol (% 96-100), tampon BW ¢ozelti sisesine ilave edildi ve karistirildi.

Tampon BD (“Buffer BD”): 27 mL mutlak etanol tampon BD ¢ozelti sisesine ilave edildi
ve karistirildi.

Tasiyiecr RNA: DNA 6rneklerinin spin kolonun membranina baglanma oranini artirmak
amaciyla kullanildi. “RNaz free” su kullanilarak 1 pg/ul tasiyict RNA ¢ozeltisi
olusturuldu.

Tasiyiecr RNA + Tampon BL: 1 pg/uL tastyict RNA’ nin tamami tampon BL ¢ozelti
sisesine ilave edilerek karistirildi.

Bisiilfit karisimi: 800 uL “RNaz free” su bisiilfit karsiminin iizerine eklenerek 20-25 sn.
vortekslendi. Bu karsim, tamamen ¢oziinmesi i¢in 60 °C’ de 3-5 dakika bekletildi. Daha
sonra tekrar vortekslendi.

DNA koruyucu tampon: Bisiilfit muamelesi sirasinda yiiksek sicaklik ve diigiik pH’ da
DNA o6rneklerinin par¢alanmasin1 6nlemek amaciyla kullanildi.

Eliisyon tamponu (“Buffer EB”): Spin kolonun membranina baglanan DNA’ nin
elisyonu i¢in kullanildi.

3.8.1.2 Deneyin Yapihsi

1. Her DNA o6rnegi i¢in ¢izelge 3.3 de verilen tepkime karigimlari hazirlandi.

Cizelge 3.3 Bistilfit doniistimii tepkime bilesenleri

Bilesen Hacim (nL)
DNA 20 uL (total 300-900 ng)
Bisiilfit karigim 85 uL

DNA koruyucu tampon 35uL

Toplam hacim 140 pL

2. Cizelge 3.4> deki termal dongii programi uygulanarak bisiilfit tepkimesi
gerceklestirildi.
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Cizelge 3.4 Bisiilfit doniisiimii termal dongii programi

islem Siire Sicakhik
Denatiirasyon 5 dk 95°C
inkiibasyon 25 dk 60 °C
Denatiirasyon 5 dk 95°C
inkiibasyon 85 dk 60 °C
Denatiirasyon 5 dk 95°C
inkiibasyon 175 dk 60 °C

3. Tepkime sonrasi karisimlar, 1.5 mL’ lik mikrosantrifiij tiiplerine alind1 ve iizerlerine
560 uL tasiyict RNA + tampon BL ilave edilerek 30-40 sn. vortekslendi.

4. Bu karisimlar spin kolonlara aktarilarak mikrosantrifiijde 12000 rpm’ de 4 °C’ de 1 dk
santrifiij (Hettich Rotina 380R) edildi. Santrifiijden sonra altta kalan artik BL atild1 ve
spin kolonlar tekrar toplama tiiplerine yerlestirildi.

5. Dordiincii basamak, yikama tamponu kullanilarak tekrarlandi.

6. Kolonlara 500 pL tampon BD pipetlendi ve kapaklar1 kapali sekilde 15 dk 15-25 °C’ de
inkiibasyona birakildi. 12000 rpm’ de, 4 °C* de 1 dk santrifiij edilerek toplama
tiiplerindeki altta kalan s1v1 atild1 ve kolonlar tekrar toplama tiiplerine yerlestirildi.

7. Kolonlar 500 pL yikama tamponu ile iki defa yikandi ve yeni toplama tiiplerine
almarak 12000 rpm’ de, 4 °C” de 1 dakika tekrar santrifiij edildi. Toplama tiipleri atilds,
kolonlar 1.5 ml’ lik steril mikrosantrifiij tiiplerine alind1.

8. Bisiilfit dontistimii gergeklestirilmis tek zincirli halde bulunan DNA” lar, 25 pL eliisyon
tamponu kullanilrak, ayni kosullardaki santrifiij islemi ile eliie edildi.

Elde edilen DNA’ lar MS-HRM analizinde kullanildi. DNA kalite ve miktarinin
belirlenmesi amaciyla nanodrop spektrofotometresindan yararlanildi. DNA orneklerinin
Azso/Azgp oranin 1.8 civarinda olmasina dikkat edildi. Ayrica, bisiilfit doniisiimiiniin
gerceklesip gergeklesmedigini belirlemek {izere unmetile oldugu bilinen ve bistlfit
doniisiimii gerceklestirilmemis universal DNA (bisiilfit kontrol DNA), yapilan her bisiilfit
modifikasyonu ile birlikte doniisiim islemine tabi tutuldu. Bu DNA 6rnekleri metilasyon
standartlari, hasta ve kontrol ornekleri ile birlikte ayni primerler kullanilarak amplifiye
edildi.

3.8.2 EPHX2 Geni Promotor Bilge Metilasyon Diizeyinin Belirlenmesi

Hasta ve kontrol grubunda yer alan ve bisiilfit donisimii gergeklestirilen DNA

orneklerinde EPHX2 geni promotor bolge metilasyon diizeyi DNA’ nin sicaklikla
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denatiirasyonunun floresan boya 6l¢iimii ile takibi esasina dayanan “methylation-sensitive
high resolution melting” (MS-HRM) yontemiyle incelendi.

MS-HRM analizinde oncelikle, bisiilfit ile tamamen doniistiiriilen genomik DNA’
lardaki EPHX2 geni promotor bdlgesine ait bir adet CpG adasinin bir kismimi kapsayan
bolge, bisiilfit dizisine 6zgii primerler kullanilarak (Bkz. sekil 3.1) RT-PCR cihazinda
amplifiye edildi. Amplifikasyon islemi i¢in EpiTect HRM PCR kiti kullanildi ve ¢izelge
3.5’ e uygun PCR karisimlar1 hazirlandi.

Cizelge 3.5 PCR ortaminin hazirlanigi

PCR bilesenleri
2X Master Mix
(dNTP, enzim, tampon, tuz ve Eva green)

Hacim (uL)

12.5

10uM M F-Primer 1.9 (final derigim 0.75 uM)
10uM R-Primer 1,9 (final derisim 0.75 pM)
RNaz-free su 7.7

DNA (10 ng) 1

Toplam hacim 25

Amplifikasyonda kullanilan primerler, EPHX2 geni promotor bdlgesine ait bir adet CpG
adasimin bir kismimi kapsayacak ve 72 bp uzunlugunda PCR iriinii elde edilecek sekilde
dizayn edildi (Bkz. sekil 3.1).

A)

2101
2161
2221
B)

2101
2161
2221

tcttcgacct
aggaggccct
cctcaggagg

ttttegattt

tgacggggtyg
ggcgctgccce
cagaccgcgc

tgacggggtg

ctggcgctgce

aggtaagggg
tgggcttgca

ttggegttgt

alggaggtttt

ggcgttgttt

aggtaagggg

ttttaggagg

tagatcgegt

tgggtttgta

cagcggtgtt
gcccagcgcece
gcccagcttt

tageggtgtt
gtttagecgtc
gtttagtttt

cggcgtcctce

gccgccgcag
cagattgctc

cggecgtttte
gtecgtegtag
tagattgttt

ggccgcacgg

tgggtcgggg
ctgtgccgga

ggtegtacgg
tgggtecgggg
ttgtgtecgga

Sekil 3.1 EPHX2 geni promotor bdlgesinin bir kismini igeren, orijinal niikleotid dizisi ve bisiilfit doniisiimii
sonucu elde edilen dizi; A: EPHX2 geninin promotor bélgesinin bir kismini kapsayan niikleotid dizisi (Niikleotit
dizisi http://www.ncbi.nlm.nih.gov adresinden alinmistir, GenBank: EU584434.1). B): A’ daki dizi bisilfit
doniisiimiine tabi tutulduktan sonra elde edilen dizi. Kirmizi renk ile belirtilen t harfleri bisiilfit doniisiimii sonucu
urasile ve daha sonra PCR sirasinda timin (t) bazina doniisen sitozin (c) bazlarini géstermektedir.

[C0: ileri (Forward) Primer (1 adet CpG igermektedir); [ :Geri (Revers) Primer (1 adet CpG igermektedir);c: CpG

MS-HRM analizinde metilasyon diizeyini belirlemeyi amagladigimiz PCR
iirlinlerinin erime sicaklik egrileri ile metilasyon orani bilinen standart PCR {iriinlerinin
erime sicaklik egrileri karsilastirildi. Metilasyon orani bilinen standart PCR iiriinlerinin

olusturulmasinda % 100 metile ve metile olmayan, daha once bisiilfit muamelesine tabi
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tutulumus iiniversal DNA’ lardan hazirlanan %100, %75, %50, %25, % 5 metile ve metile

olmayan DNA standarlari kalip olarak kullanildi (BKz. gizelge 3.6).

Cizelge 3.6 Metilasyon standartlar1 ve karigim oranlari

%100 metile Universal %100 metile olmayan
DNA (Hacim pL) universal DNA(Hacim pL)
%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 hazirlandiktan sonra vortekslenerek kisa siireli santrifiij edildi. Daha
sonra her deney i¢in bu alt1 standart ve bisiilfit kontrol, hasta ve kontrol DNA’ lar ile
birlikte amplifiye edildi. Amplifikasyon ve HRM analizi igin ¢izelge 3,7’ de verilen

program uygulandi.

Cizelge 3.7 Amplifikasyon ve HRM analiz programi

Basamak Zaman Sicaklik
gPCR Enzim Aktivasyonu 95°C 5 dk
Denatiirasyon 95 °C 10s
45
PSS Baglanma 55°C 30s
Dongii g
g Uzama (Floresan veriler bu agsamadayken
yesil kanaldan okuma yapilarak elde edilir) 72 °C 10s
HRM analiz |Her 2s’ de bir 0,1 °C sicaklik artisiyla, 65 °C den 95 °C’ ye ¢ikilir, HRM kanalindan
asamasl floresan veriler elde edilerek degerlendirilir.

3.8.2.1 Elde Edilen PCR Uriinlerinin Ozgiilliigiiniin Belirlenmesi

EPHX2 geni promotor bdlge metilasyon diizeyinin belirlenmesi amaciyla elde edilen
amplifikasyon driinlerinin 6zgiilliigliniin saptanmast RT-PCR cihazinda erime egrisi
analizi ile yapildi ve agaroz jel elektroforezi kullanilarak da dogrulandu.

3.8.2.1.1 Agaroz Jel Elektroforezi

DNA’ nin elektroforetik analizinin temeli, bu molekiiliin elektriksel bir alanda, jel
tizerindeki gogline dayanir. Bu go¢ hiz1 molekiiliin biiytikliigiine, yapsina, jelde kullanilan
maddenin derigimine, iyonik kuvvete ve uygulanan akima bagli olarak degismektedir.
Gelistirilmis elektroforez teknikleri i¢inde niikleik asitler i¢in en ¢ok kullanilan agaroz jel

elektroforezidir. Agaroz kirmizi bir alg tiirli olan Agar agar’ dan izole edilen dogrusal bir
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polisakkariddir. Agaroz suda ¢oziiniir ve sogutuldugu zaman, polimerde karsilikli hidrojen
baglarinin olusumu ile jel yapisi olusur. Agaroz jel elektroforezinde analizi yapilacak
ornege (DNA) uygun tampon kullanilarak islem gerceklestirilir. Hafif molekiiller hizlh
ilerlerken agir olanlar daha yavas ilerleyebilir. Ayrilan fakli DNA pargalarina ait bantlar
saptamakta floresan bir boya kullanilir ve UV igsikta gozlem yapilir. Agaroz jel
elektroforezinde DNA igin kullanilan floresan boya olan edityum bromiir elektroforez
isleminin tamamlanmasindan sonra ¢ift iplik¢ikli DNA’nin baz ciftlerine baglanir ve
kirmizi floresan yayarak DNA profillerinin goriintiilenmesini saglar [197].

Calismamida elde edilen PCR iiriinleri agaroz jelde molekiil biiyiikliiklerine gore
ayrildi. Elektroforez 100 V’ de 45 dk. % 2’ lik agaroz jelde yapildi. Elektroforez
sonrasinda DNA U.V. transilluminasyonu ile goriiniir hale geldi ve jel goriintiileme
cihazinda fotograflandi.

%2’ lik Jelin Hazirlanmasi: 100 ml’ lik % 2’ lik jel hazirlamak {izere 2 gr agaroz ve 100
ml X1 ’lik TAE ¢6zeltisi bir erlene konularak mikro dalga firinda berraklasaincaya kadar
kaynatildi. Bu jel el yakmayacak kadar sogutulduktan sonra iizerinde 15 pl (10 mg/ pl)
kadar etidyum bromiir ilave edildi ve karsistitirlarak jel tankina dokildi. Jel dokiimii
sirasinda hava kabarcigi olugsmamasina dikkat edildi ve elektroforez islemine tabi
tutulacak DNA 6rneklerinin yiiklenmesi i¢in kuyucuklar olusturmak amaciyla uygun tarak
jele yerlesitirdi. Jelin polimerlesmesi i¢in yaklasik 20-30 dakika oda 1sisinda bekletildi. Jel
tamamen polimerlestikten sonra tarak Kuyucuklara zarar vermeden dikkatli bir sekilde
cikartildi.

PCR Uriinlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi: 10 pul PCR iiriiniine 2 pl 6X yiikleme
boyasi ileve edilerek jel kuyucuklarina, sirast ile yiliklendi. PCR {irlinlerinin biiyiikliiklerini
karsilagtirmali olarak belirlemek icin 50 baz c¢iftlik DNA belirteci kullanildi (Gene
RulerTM DNA Ladder). Jele yiiklenen PCR iriinleri 100 voltta 45 dakika yiriitildi ve

Transilliimilatoriin UV 15181 altinda goriintiiliindi.

3.9 Plazmada 11, 12-DHET Diizeyinin Belirlenmesi

11, 12-DHET diizeyi 75 hasta ve 75 kontrole ait plazmada, human 11, 12-DHET, ELISA
(“Enzyme-Linked Immiinosorbent Assay”) Kiti kullanilarak ELISA yontemi ile belirlendi.
Analizin her asamasinda kitin “plazma veya serumda 11,12-DHET 6l¢iimii” talimatina

uyuldu.
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Prensip: 11,12 DHET ve 11, 12-DHET-HRP konjugatinin, anti-11,12 DHET antikoru ile
kaplanmis kuyucuklara baglanmak igin yarismalar1 esasina dayanir. Her kuyucuga sabit
derisimde konjugat uygulandigindan 6rneklerdeki 11,12-DHET derisimi HRP aktivitesi ile
ters orantilidir.
Kullanilan Cozeltiler
1. Saponifikasyonda kullanilan % 20’ lik KOH ¢ézeltisi: 1 hacim, 2M KOH, 4 hacim
metanol i¢inde ¢oziildii. Boylelikle son derisimi 0,4 N olan KOH ¢6zeltisi elde edildi.
2. Yikama tamponu: 1X Yikama tamponu elde edilecek sekilde seyreltildi
3. HRP konjugat: 1 ampiil 11,12-DHET-HRP konjugata (12 pL) 12 mL 1X HRP
tamponu ilave edildi. Bu ¢ozelti ayni giin kullanildi.
4. Standart sulandirica tampon: 1 X Standart sulandirici tamponu elde edilecek sekilde
seyreltildi.
5. 11, 12-DHET standardr: 1pg/mL’ lik standart elde etmek tizere liyofilize 11,12-DHET
(2 pL) tizerine 1998 uL, 1 X Standart sulandirici tampon ilave edildi.
6. 2N Siilfiirik asit cozeltisi
Not: 2, 3, 4 ve 5 numarali ¢ozeltiler ELISA deneyinin yapilacagi giin hazirlandu.

11, 12-DHET plazmada serbest halde bulunmadigindan ELISA yOntemine
gegmeden Once kit talimat1 dogrultusunda plazma orekelerinden 11, 12 DHET izolasyonu

asagida aciklandigi gibi gergeklestirildi.

3.9.1 Plazma Orneklerinden 11, 12 DHET’ nin izolasyonu

1. Her oOrnege ait 1,8 mL plazmanin pH’ s1 asetik asit ile 4’ e ayarland1 ve
vortekslendi.

2. Bu plazmalara 1,8 mL etil asetat ilave edildi ve 22°C’ de 2000 rpm’ de (~1000xQ)
10 dakika santrifiij (Hettich Rotina 380R) edildi.

3. Santrifiij islemi sonucunda her tiipte lipoproteinlerin yer aldig1 organik faz veya
etil asetat fazi1 (en Ustte), proteinler bakimindan zengin olan ara faz (ortada) ve sivi
faz (en altta) olustu.

4. En istteki organik fazlar yeni bir falkon tlipe pipet yardimi ile aktarildi. En alttaki
faz da yeni bir falkon tiipe pipetlendi ve ortadaki faz atildi.

5. En alttaki faza sizan organik fazlar1 da alabilmek amaciyla 2-4. basamaklar
tekrarlanarak 2 kez daha etil asetat ekstraksiyonu yapildi. Bu sekilde her drnege ait
elde edilen organik fazlar tek bir tiipte topland1 ve ekstrakte sedimentler elde etmek

amaciyla “SpeedVac ” cihazinda 1400 rpm’ de 3-4 saat dondiiriilerek kurutuldu.
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Yag asitlerini gliserol omurgasindan ayirmak icin gerekli saponifikasyon islemi
icin elde edilen kuru ekstraktlar 2mL, % 20’ lik KOH’ da ¢6ziinerek 1-2 dakika
vortekslendi ve 50 °C” de 1 saat inkiibe edildi.

Bu karisimlara 3 mL deiyonize su ilave edilerek seyreltildi. Daha sonra bu
orneklere bir miktar % 20 formik asit (yaklasik 132 pL) ilave edilerek pH’ nin 5.5
olmasi saglandi.

Uzerine esit hacimde etil asetat eklenerek vortekslendi ve 22 °C* de 2000 rpm’ de
10 dakika santrifiij edildi. Bu islem iki kez daha tekrarlandi ve saponifiye edilmis
lipitleri igeren iist fazlar toplandi.

Bu iist fazlar daha sonra “SpeedVac” cihazinda kurutularak 6rnek sedimentleri elde
edildi. Bu sedimentler ELISA testi i¢in -20 °C’ de muhafaza edildi.

3.9.2 Plazma 11, 12 DHET Diizeyinin ELISA Yontemi ile Belirlenmesi

1.

10.

Deneye baslamadan 6nce tiim numune ve reaktiflerin oda sicakligina ulagmasi
saglandi.

ELISA islemi i¢in plazmadan izole edilen sedimentler 6nce 20 pL etanol igerisinde
¢oziindl ve lzerlerine 130 pL, 1X standart sulandirict tampon ilave edildi. Daha
sonra bu 150 pL’ lik numunelerden 80 pL alinarak iizerlerine 320 pL 1X standart
sulandiric1 tampon eklendi. Bdylelikle 1:4 oraninda seyreltildiler. Orneklerin pH’
sinin 7.4 olmasina dikkat edildi.

Standart sulandirici tampon kullanilarak 1000000, 100000, 10000, 1000, 100 ve 10
pg/mL human-11,12 DHET standartlar1 hazirlandi.

Standart kuyucuklarina her standarttan 100’ er pL ilave edildi.

“Blank” kuyucuklarina (BL) 200 pL, maksimum baglanma (BO) kuyucuklarina
da 100 pL standart sulandirici tampon eklendi.

Numune kuyucuklaria her numuneden 100’ er pL ilave edildi.

BL kuyucugu disindaki tiim kuyucuklara 100’ er pL seyreltilmis 11,12-DHET-
HRP konjugati eklendi.

ELISA plag: bu haliyle oda sicakliginda iki saat inkiibe edildi.

Plak 3 defa 400 pL seyreltilmis yikama tamponu ile ELISA mikro plak yikayici
cihazinda yikand1 ve kurutuldu.

Tim kuyucuklara 200 pL tetrametilbenzidin substrati ilave edildi ve oda
sicakliginda 15-30 dakika inkiibe edildi.
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11. Her kuyucuga 50 pL, 2N siilfiirik asit pipetlendi. Plak 450 nm’ de ELISA

okuyucusunda okundu.

3.9.3“11,12-DHET” Diizeylerinin Hesaplanmasi
1. BO, standart ve numunelere ait okunan absorbans degerlerinden “blank” in
absorbans degeri ¢ikarildi. Standart ve numunelere ait elde edilen bu absorbans
degerleri tek tek BO’ nun absorbans degerine boliindii. Elde edilen bu sonuglar 100
ile garpilarak her standart ve numuneye ait % B/BO degeri elde edildi.
2. Her standardin 11, 12-DHET derisimini (1000000, 100000, 10000, 1000, 100 ve
10 pg/mL) X eksenine, %B/BO degerlerini Y eksenine yerlestirerek “log-log”
grafigi ¢izildi (Bkz. sekil 3.2).
3. Sekil 3.2’ de elde edilen bu grafikteki egri denklemi ve her numunenin %B/BO

degeri kullanilarak derigimleri hesaplandi. Elde edilen sonuglar seyreltme kat

sayist ile carpilarak hasta ve kontrol grubuna ait 11-12-DHET diizeyleri

hesaplandi.
1000 -
¥=1237,36x 0186
R:=0,0709
100 4 ¢ Seril
e Uz (Seri 1)
jas]
B
=
0
1 . . . . . .
1 10 100 1000 10000 100000 1000000
[11,12- DHET] (pg/mL)

Sekil 3.2 11, 12-DHET standart egrisi
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4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Tiim verilerin istatistiksel analizi, “Statistical Package for the Social Sciences” (SPSS)
programi (Versiyon 15) kullanilarak yapild:. Istatistiksel analizlerde yanilma diizeyi 0.05
olarak alindi.

Anne yasi, parite ve gravida sayisi, gebelik haftast ve diastolik kan basinci
ortalamalarmin hasta ve kontrol grubu arasindaki farki “Bagimsiz Orneklerde t Testi” ile
berlirlendi. iki grubun sigara aliskanlig1, yas gruplari, ailede preeklampsi hikayesi, EPHX2
geni promotor bolge metilasyon diizeyleri, KS5R polimorfizm sikliklari arasindaki fark ise
“Khi kare” (¥2) analizi ile yapildi. Hiicre degerlerinin 5’ den kiigiik olmasi durumunda
“Fisher exact” testi i¢in p degeri verildi. 11, 12-DHET diizeylerinin hasta ve kontrol
grubunda karsilastirilmast  ve EPHX2 geni KS55R  polimorfizmi  yoniinden
degerlendirilmesi “Mann Whitney-U” testi, EPHX2 geni promotor bdlge metilasyon
diizeyleri yoniinden degerlendirilmesi ise “Kruskal-Wallis” testi ile analiz edildi.
Preeklampsi hastaligi i¢in olas1 risk tahminleri lojistik regresyon testi uygulanarak
belirlendi. Iliskinin derecesi % 95 CI (“Confidence Interval”: Giivenlik araligi)’ de OR
(“Odds Ratio”: Ihtimal orami, relatif riskin tahmini) olarak verildi. Hasta ve kontrol
gruplarinin  “Hardy-Weinberg” dagilimina uygunluk gosterip gostermedigi “online”
yazilm programi kullanilarak test edildi (http://www.oege.org/software/hwe-mr-

calc.shtml).
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5. BULGULAR
Bu ¢alismada Cumhuriyet Universitesi T1ip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Kliniginde preeklampsi tanisi konmus 260 kadin, hasta
grubunu olusturdu. Preeklampsi hastast olmayan, kronik hipertansiyonu ve diyabeti
bulunmayan gebelikte 20. haftayr doldurmus 260 gebe kadin ise calismamizin kontrol
grubunu olusturdu.

Calismamizda hasta ve kontrol kanlarindan elde edilen DNA’ larda EPHX2 geni
promotor bdlge metilasyon diizeyi ve K55R polimorfizm siklig1 belirlendi. Ayrica 75
hasta ve 75 kontrol’ e ait plazmalarda 11, 12-DHET diizeyi saptandi. Deneylerden ve
sorgu formundan elde edilen veriler istatistiksel olarak incelendi.

Preeklampsi hastalar1 ve kontrollerin demografik 6zellikleri ¢izelge 5.1° de verildi.
Yas ortalamalari yoniinden hasta (29 + 7.03) ve kontrol (27.9 + 5.63) grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0.05). Parite ve gravida ortalamalari
hasta grubunda siras1 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 yoniinden de iki grup arasindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptandi (p>0.05). Gebelik haftas1 ortalamalari
yoniinden ise hasta (34.5 + 4.0) ve kontrol (31.05 + 6.3) grubu arasindaki farkin anlamli
oldugu goriildi. Sistolik kan basinci hasta grubunda 149.6 + 11.9, kontrol grubunda
110.50 + 69.1 ve diastolik kan basinci hasta grubunda 102.4 + 11.2, kontrol grubunda ise
69.1 + 8.1 olarak saptandi. Yapilan istatistiksel analiz sonucu hem sistolik hem de
diastolik kan basinci ortalamalarinin hasta grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak

daha yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.05).

Cizelge 5.1 Hasta ve kontrollere ait demografik 6zellikler

Hasta Kontrol t p
N=260 N=260 degeri degeri
Yas (X £9) 29+7.03 27.9+5.63 -1.93 0.0550
Gravida ( X £8) 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 Basinci (mmHg; Y + S) 149.6+1 19 1105i691 '880 00001*
Diastolik kan basinci (mmHg; Y + S) 102.4 £11.2 69.1 +£8.1 -38.76 0.0001*
Gebelik Haftasi ( X = S) 34.5+4.0 31.05+6.3 -7.39 0.0001*

*p<0.05: Istatistiksel olarak anlamli; S: Standart Sapma; X : Ortalama

42



Kontrol ve hasta grubunun yas dagilimlari, sigara igme aligkanligi ve ailede
preeklampsi hikayesi bakimindan degerlendirilmesi sirasi ile gizelge 5.2, 5.3 ve 5.4’ de
verildi. Hastalarin % 30.1” inin 34 yas ve lizeri, % 8.1’ inin 16-19 ve % 61.8 inin 20-33
yaslar1 arasinda oldugu belirlenirken, kontrollerin % 16.5” inin 34 yas ve tizeri, % 6.5’ inin
16-19 ve % 76.9° unun 20-33 yaslar1 arasinda oldugu belirlendi. Yas gruplart dagilimlari
yoniinden iKi grup arasinda anlamli bir fark oldugu analiz edildi (¥2=14.98; p=0.001).
Ayrica, yapilan analizlerde 34 yas ve lizeri gebe kadinlarda preeklampsi goriilme riskinin
2.26 kat arttigi (Ham OR: 2.26; %95 CI: 1.48-3.73) belirlenirken, 16-19 yas grubunda
olmanin ise preeklampsi hastaligi i¢in anlamli bir risk olusturmadig goriildii (Ham OR:
1.54; %95 CI. 0.78-3.02). Veriler lojistik regresyon modeli uygulanarak analiz
edildiginde, EPHX2 promotor metilasyon diizeyi ve KS55R polimorfizmi, ailede
preeklampsi hikayesi faktorlerinin etkisi ortaya konularak hesaplanan risk oraninin hemen

hemen ayni oldugu gozlendi (Bkz. ¢gizelge 5.2).

Cizelge 5.2 Hasta ve kontrollerin yas gruplar1 dagilimi yoniinden analizi

Ham Diizeltilmis
Hasta Kontrol p OR p *%(O20
YasGruplart 060 N=260  degeri (95%CI) degeri COF. (07eCl)
1.54 1.29
16-19,n (%)  21(81)  17(65) 023 (78307 048 (0.62-2.66)
20-33, n (%) 160 (61.8) 200 (76.9) Referans Referans
2.26 244
0, * *
>34 n (%) 78(30.1)  43(16.5)  0.0001 (Lag.373) 00001 (1.56.3.81)

*p<0.05: Istatistiksel olarak anlamli; OR: Risk Oran1 (Odds ratio); CI: Giiven Aralig1 (confidence interval);
OR**: Diizeltilmis OR: Ailede preeklampsi hikayesi, EPHX2 promotor metilasyon diizeyi ve K55R
polimorfizmi ydniinden diizeltildi.

Cizelge 5.3° de goriildiigii gibi sigara igme aliskanlig1 yoniinden hasta ve kontroller
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (¥2=1.43; p=0.488). Ayrica, sigara
aligkanligiin preeklampsi hastaligi i¢in bir risk olusturmadigi tespit edildi (Ham OR:
0.75; %95 CI: 0.32-1.74). Ailede preeklampsi hikayesi, EPHX2 promotor bolge
metilasyon diizeyi, K55R polimorfizmi ve yas gruplarinin etkisi dikkate alindiginda da
sigara aligkanligi durumunun hastalik i¢in anlamli bir risk olusturmadig goriildii (OR**:
1.23; % 95 CI: 0.56 — 2.68).
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Cizelge 5.3 Hasta ve kontrollerin sigara aligkanlig1 yoniinden analizi

Ham Diizeltilmis
Sigara Hasta Kontrol p OR p OR**
Aliskanhgi N=260 N=260 degeri  (95%CI)  degeri (95%Cl)
Igen 10 (3.8) 13 (5.0) 05s 0.75 050 193
fgmeyen 253 (95.8) 247 (95.0) (0.32-1.74) (0.56-2.68)

*p<0.05: Istatistiksel olarak anlamli; OR: Risk Orani (Odds ratio); CI: Giiven Aralig1 (confidence interval);
OR**: Diizeltilmis OR: Ailede preeklampsi hikayesi, EPHX2 promotor metilasyon diizeyi, K55R
polimorfizmi ve yas gruplar1 yoniinden diizeltildi.

Hasta grubundaki bireylerin birinci derece akrabalarinda (anne, kiz kardes, teyze)
preeklampsi goriilme sikliginin (% 17.4) kontrol grubuna (% 4.2) gére anlamli olarak daha
yiiksek oldugu (¥2=23.29; p=0.0001) ve birinci derece akrabalarinda preeklampsi hikayesi
olan kadinlarda hastalik goriilme riskinin 4.76 kat arttig1 belirlendi (Ham OR: 4.76; % 95
Cl: 2.40-9.43). Lojistik regresyon analizi ile EPHX2 promotor metilasyon diizeyi, K55R
polimorfizmi ve yas gruplari hesaba katildiginda ise bu riskin 4.76° dan 5.41” e yiikseldigi
analiz edildi (Bkz. gizelge 5.4; OR**: 5.41 % 95 ClI: 2.64 — 11.11).

Cizelge 5.4 Hasta ve kontrollerin ailede preeklampsi hikayesi yoniinden analizi

Ham Diizeltilmis
Ailede
. Hasta Kontrol p OR p *%(020
preeklampsi  \ 560 N=260  degeri  (95%Cl) degeri O (22%6Cl)
hikayesi
Var 45 (17.4) 11 (4.2)
4.76 5.41
0.0001* 0.0001*
Yok 214 (82.6) 249 (95.8) (2.40-9,43) (2.64-11.11)

*p<0.05: Istatistiksel olarak anlamli; OR: Risk Orani (Odds ratio); CI: Giiven Aralig1 (confidence interval);
OR**: Diizeltilmig OR: EPHX2 promotor metilasyon diizeyi, K55R polimorfizmi ve yas gruplari yoniinden
diizeltildi.

5.1 Preeklampsi Hastalar1 ve Kontrollerin EPHX2 Geni K55R Polimorfizm Sikhg
Yéniinden Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

EPHX2 geninin K55R polimorfizmi yoniinden genotiplendirilmesi diziye 6zgii ¢ift boyali
hidroliz proplart ve primerler kullanilarak RT-PCR cihazinda allelik ayrim analizi ile
gerceklestirildi. Sar1 kanalda (VIC kanali) floresan 1s1ma veren ornekler yabanil tip,
turuncu kanalda (ROX kanali) floresan 1sima veren drnekler homozigot polimorfik ve her

iki kanalda birden floresan 1s1ma veren o6rnekler heterozigot olarak degerlendirildi.
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Sekil 5.1’ de hasta ve kontrollerin EPHX2 geni K55R polimorfizmi yoniinden allelik
ayrimina ait calisma sonuglarmin bazilar1 6rnek olarak sunulmustur. Ornegin sekil 5.1° de
hasta 1’ e ait PCR {iriinii (Yesil renk) hem sar1 kanalda (egri tizerinde kiigiik daire seklinde
isaretli) hem de turuncu kanalda (isaretsiz egri) floresan 1s1ma verdiginden heterozigot
olarak degerlendirildi. Kontrol-1’ e (mavi) ait PCR {iriinii ise sadece sar1 kanalda 1sima

verdigi i¢in yabanil tip olarak degerlendirildi.

Cycling A Orange - No Markers
Cycling A Yellow - Circles

0,44

0,3

Morm . Fluora.

0,14

0.0 Thﬁswﬂﬂ g

E : i Cycle

Renk Ornek No Genotip Turuncu Kanal Sar1 Kanal
Hasta-1 Heterozigot Isima var Isima var
. Kontrol-1 Yabanil Tip Isima yok Isima var
. Hasta-2 Homozigot Isima var Isima yok
. Yabanil Tip Kontrol Yabanil Tip Isima yok Isima var
. Homozigot Polimorfik Tip Kontrol Homozigot Isima var Isima yok
Negatif Kontrol Isima yok Isima yok

Sekil 5.1 Coziniir epoksit hidrolaz geni (EPHX2) K55R genetik varyantinin RT-PCR ile allelik ayirimu.

Cizelge 5.5’ de hasta ve kontrol grubunu olusturan bireylerin EPHX2 geni K55R
polimorfizmi yoniinden analizi verildi. Yabanil tip (AA), heterozigot (AG) ve homozigot
polimorfik (GG) genotip sikliklar1 hasta grubunda sirasiyla % 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” yontemi ile yapilan analizde, hasta ve kontroller
arasinda K55R polimorfizmi yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu saptandi
(x2=7.79; p=0.006). Yapilan analizlerde K55R polimorfizmi yoniinden AG genotipine
sahip gebe kadinlarda preeklampsi hastaligi gériilme riskinin bu genotipi tasimayanlara
gore 1.86 kat daha fazla oldugu belirlendi (OR:1.86; %95 CI: 1.09-2.63). Homozigot
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polimorfik ve heterozigot polimorfik 6rnekler tek bir gruba alinip degerlendirildiginde
(AG+GG) ise bu iki genotipi tasiyan gebe kadinlarda preeklampsi hastaligi goriilme
riskinin 1.76 kat arttig1 tespit edildi (OR: 1.76; %95 CI: 1.17-2.65). Ailede preeklampsi
hikayesi, EPHX2 geni promotor metilasyon diizeyi ve yas gruplarinin etkisi de dikkate
alindiginda diizeltilmis risk oranin AG genotipine sahip gebe kadinlar i¢in 1.69
(OR**:1.69; %95 CI: 1.09-2.63), AG+GG genotipine sahip gebe kadinlar igin ise 1.57
(OR**:1.57; %95 CIl: 1.02-2.42) oldugu belirlendi. GG genotipinin ise preeklampsi
hastalig1 agisindan anlamli bir risk olusturmadigi saptandi (OR: 0.92; %95 CI: 0.24-3.47).
Ailede preeklampsi hikayesi, EPHX2 promotor metilasyon diizeyi ve yas gruplarinin etkisi
dikkate alindiginda da GG genotipi ve preeklampsi hastaligi arasinda anlamli bir iliski
tespit edilmedi (OR**: 0.56; %95 CI: 0.12-2.45).

Cizelge 5.5 EPHX2 geni K55R polimorfizmi yoniinden allel ve genotip sikligi

Ham Diizeltilmis
Genotip r';'_azség Kno_nztggl b OR b OR**
= = 0, o)
N (%) N (%) (95% CI) (95% CI)
AA 183 (70.4) 210 (80.8) Referans Referans
N 1.86 N 1.69
AG 73(28.1) 45(17.3) 0004 g or 083y 00T (100263
0.92 0.56
GG 4 (L5) 5(19) 099 (024347 0% (012245
. 1.76 . 157
AG+GG 77 (29.6) 50 (19.2) 0.008 (1.17-2.65) 0.03 (1.02-2.42)
Allel
Frekanslari
A 439 (84.4) 465 (89.4) Referans
. 1.56
G 81(15.6) 55 (10.6) 0.02% 1 g2 25y

*p<0.05: Istatistiksel olarak anlamli; OR: Risk Oram (Odds ratio); CI: Giiven Aralig1 (confidence interval);
OR**: Ailede preeklampsi hikayesi, EPHX2 promotor metilasyon diizeyi ve yas gruplari yoniinden
diizeltildi.

Hasta ve kontrol grubundaki bireyler allel frekanslar1 yoniinden incelendiginde A
allel frekansi sirastyla 0.84 ve 0.89, G allel frekansi ise 0.16 ve 0.11 olarak hesaplandi. Bu
degerlerin hem hasta grubu (y2= 1.19, p= 0.27) hem de kontrol grubunda (y2= 1.88, p=
0.17). “Hardy-Weinberg esitligine” uygunluk gosterdigi belirlendi.
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Yapilan istatistiksel analizde G alleline sahip gebe kadinlarda bu alleli tagimayanlara
kiyasla preeklampsi hastaligi goriilme riskinin 1.56 kat daha fazla oldugu tespit edildi
(OR: 1.56; %95 CI: 1.08-2.25).

5.2 MS-HRM Analizi ve Istatistiksel Degerlendirilme

EPHX2 geni promotor bolge metilasyon diizeyi analizi MS-HRM yontemi uygulanarak
gergeklestirildi. DNA oOrnekleri, metilasyon standartlar1 ve bisiilfit kontrol DNA’ s,
bistilfit dizisine 6zgii primerler (Bkz. sekil 3.1) kullanilarak RT-PCR cihazinda 72 bp PCR
riini elde etmek tizere amplifiye edildi ve amplifikasyon egrilerinin bir 6rnegi sekil 5.2

de verildi.
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Sekil 5.2 Calisma grubunda yer alan bazi 6rneklere ait ¢oziiniir epoksit hidrolaz geni (EPHX2) promotor
bolge amplifikasyon egrileri.

MS-HRM analizinde kullanilan “EvaGreen” boyasi sadece ¢ift zincirli DNA’ ya
baglandigindan, artan sicaklikla birlikte ¢ift zincirli DNA’ nin denaturasyonu sonucu
floresan sinyal siddetinde azalma meydana gelmektedir. Bu nedenle sekil 5.3-A’ da da
gortildiigi gibi sicakliga karsi floresan siddeti giderek azalan bir egri elde edildi. Metile
olmayan sitozinleri bisiilfit doniisiim iglemi ile urasil niikleotidlerine cevrilmis olan
orneklerde erime sicakliklar1 diisiik, metillenmis sitozin niikleotidlerini igeren orneklerde

ise erime sicakliklari yiiksekti. Bu da metilasyon diizeylerinin belirlenmesini sagladi.
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Sekil 5.3 EPHX2 promotor bolge metilasyon diizeyinin “Methylation-Sensitive High Resolution Melting”
(MS-HRM) yontemi ile tayini A) Farkli oranlarda metile oldugu belirlenen metilasyon standartlarinin HRM
egrisi B) Metilasyon standartlarinin normalize erime egrisi C) Metilasyon standartlarinin % 25 metile
kontrole gore normalize farklilik egrisi D) Metilasyon standartlarina ait normalize farklilik egrisi
kullanilarak metilasyon diizeyi belirlenen hasta ve kontrole ait birer DNA 6rneginin MS-HRM sonuglari.
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Omnekler ile ayn1 PCR reaksiyonunda calisilan %100, %75, %50, %25, %5 metile ve
metile olmayan metilasyon standartlarinin HRM egrileri ile hasta ve kontrol grubu
orneklerinin HRM egrileri karsilastirilarak EPHX2 geni promotor boélge metilasyon
diizeyleri tespit edildi (Bkz. sekil 5.3-B-D).

HRM analizinde kullanilan PCR iiriinlerinin 6zgiilligii ise RT-PCR cihazinda
erime egrisi analizi (Bkz. sekil 5.4) ve agaroz jel elektroforezinde (Bkz. sekil 5.5)

gortintiilenerek teyit edildi.

o E=———23100 Metile Standart
(]| §——2675 Metile Standart
23100 Metile Olmayan Standart ————— } | .

TN l&———— 9650 Metile Standart

|

pil
ﬁ'i 9425 Metile Standart
ARY
er'o—v\—‘— 245 Metile Standart
It

1

Hasta-1

[} L
2] s5 60 65 ] 75 &0 &5 90 95 100

Sekil 5.4 EPHX2 geni promotor bolge metilasyon diizeylerini belirlemek amaciyla elde edilen bazi PCR
tiriinlerinin erime egrisi analizi.

Sekil 5.5 EPHX2 geni promotor bolge metilasyon diizeylerini belirlemek amaciyla elde edilen bazi PCR
triinlerinin agaroz jel goriintiisii. 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 (belirte¢), Gene RulerTM 50 b¢’lik DNA
Ladder.
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Hasta ve kontrollerin, EPHX2 geni promotor bdlge metilasyon diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlendi (¥2=6.76; p=0.04; Bkz. ¢izelge 5.6).

Cizelge 5.6 Hasta ve kontrollerin EPHX2 geni promotor bolge metilasyon diizeyi

yonilinden analizi

Ham Diizeltimis
Met'i.l asyon nH:azs ég Kno:nzt ggl OR p OR**
Diizeyi N (%) N (%) degeri (%095 CI)  degeri (%095 CI)
%051-%100 7(2.7) 18 (6.5) Referans Referans
0%650-0626 42 (16.2) 50 (19.2) 025 gz OO (1os1ies)
<%25 211 (81.2) 192 (73.8) 0.02* (1_15;2?91)* 0.002* (1.88;12_77)

*p<0.05: Istatistiksel olarak anlamli; OR: Risk Oram (Odds ratio); CI: Giiven Aralig1 (confidence interval);
OR**: Ailede preeklampsi hikayesi, EPHX2 K55R polimorfizmi ve yas gruplart yoniinden diizeltildi.

EPHX2 geni promotor bolge metilasyon diizeyi % 25’ in altinda olan gebe
kadinlarda preeklampsi hastaligi goriilme riskinin 2.83 kat arttigi (OR: 2.83; %95 CI:
1.15-6.91) tespit edildi. Ailede preeklampsi hikayesi, EPHX2 K55R polimorfizmi ve yas
gruplar1 dikkate alinarak yapilan lojistik regresyon analizi sonucu bu risk oraninin 2.83’
den 5.15° e yiikseldigi belirlendi (OR**: 5.15; % 95 CI: 1.80-14.77). Metilasyon
diizeyinin % 50-% 26 arasinda olma durumunun ise preeklampsi hastaligi agisindan
anlamli bir risk olusturmadigr gozlendi (OR: 1.30; %95 ClI: 0.83-2.06). Fakat, ailede
preeklampsi hikayesi, EPHX2 K55R polimorfizmi ve yas gruplarinin etkisi dikkate
aliarak yapilan lojistik regresyon sonucu risk oraninin 1.30° dan 3.92° ye yiikseldigi

tespit edildi (OR**: 3.92; %95 CI: 1.28-11.95).

5.3 “11,12-DHET” Diizeyleri
Hasta grubunda 11, 12-DHET diizeylerinin kontrol grubuna goére anlamli olarak daha
yiiksek oldugu tespit edildi (U=1890; p<0.05; Bkz. ¢izelge 5.7).

Cizelge 5.7 Hasta ve kontrol grubu 11,12-DHET diizeyleri

Hasta Grubu Kontrol Grubu
Median (min-max); Median (min-max); p degeri
n=75 n=75
11,12-DHET (nM) 190.2 (8.6-58031.3) 99.7 (14.4-2692.5) 0.001*

*p<0.05: Istatistiksel olarak anlamli; 11, 12-DHET: 11,12-dihidroksieikozatrienoik asit.
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K55R polimorfizmine sahip hasta ve kontrol 11, 12-DHET diizeyleri ile
polimorfik olmayan hasta (U=551; p=0.904) ve kontrollerin (U=551.0; p=0.850) 11, 12-
DHET diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0.05; bkz.
cizelge 5.8).

Cizelge 5.8 Hasta ve kontrol grubunda 11,12 DHET diizeyinin EPHX2 geni K55R
polimorfizmi yoniinden degerlendirilmesi

Genotip
P Degeri
AA, Median AG+GG, Median
(min-max) (min-max)
HASTA, N=75 184.5 (35.3-58031.3) 192.0 (8.6-26916.7) 0.904
11,12-DHET (nM) n=51 n=24 '
KONTROL N=75 93,4 (14,5-1294,4) 150.7 (14.4-2692.5) 0.850
11,12-DHET (nM) n=54 n=21 '

A: Adenin; G: Guanin; 11, 12-DHET: 11,12-dihidroksieikozatrienoik asit

Son olarak, hasta ve kontrol grubu 11,12-DHET diizeyleri EPHX2 geni promotor
metilasyon diizeyleri yoniinden de degerlendirildi. Yapilan analizlerde 11, 12-DHET
diizeylerinin EPHX2 geni promotor metilasyon diizeyi bakimindan hasta (KW=0.724;
p=0.696) ve kontrol (KW=0.724; p=0.435) gruplarinda farkli olmadig: belirlendi (p>0.05,
bkz. ¢izelge 5.9).

Cizelge 5.9 Hasta ve kontrol grubunda 11,12-DHET diizeyinin EPHX2 geni promotor
bolge metilasyon diizeyi yoniinden degerlendirilmesi

Metilasyon Diizeyleri
P
%51-%6100 %50-% 26 <%25 Degeri
Median (min-max) Median (min-max)  Median (min-max)
HASTA, N=75 157.4 (69.4-5337.9) 119.5 (9.7-10767.5) 210.5 (8.6-58031.3) 0.696

11,12-DHET (nM) n=3 n=15 n=57

KONTROL, N=75 | 206.4 (34.7-935.9) 73.4 (34.7-315.6) 117.6 (14.4-2692.5) | 0.435
11,12-DHET (nM) n=7 n=9 n=59

11, 12-DHET: 11,12-dihidroksieikozatrienoik asit.
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6. TARTISMA VE SONUC

Preeklampsi, gebeligin genellikle 20. haftasindan sonra gelisen ve hipertansiyona eslik
eden proteiniiri veya son organ hasari1 ile karakterize bir hastaliktir. Bazi vakalarda
gebeligin postpartum periyodunda da preeklampsi goriilebilir [4, 198]. Bu hastalik annede
akut renal yetmezlik, korliik, hepatik riiptiir, serebral hemoraji, intraventrikiiler kanama,
dissemine intravaskiiler koagiilasyon, pulmoner 6dem gibi klinik durumlara yol agabilir
[199-201]. Ayrica, preeklampsi intrauterin gelisme geriligi, prematiir dogum gibi
komplikasyonlara da sebep olabilir. Yani bu hastalik maternal ve fetal mortalite ile
morbiditenin dnemli bir nedeni olup, bir¢ok sistemi de etkileyen gebelige 6zgii hipertansif
bir sendromdur [202, 203]. Preeklampsi diinya ¢apinda tiim hamileliklerin % 5-8” ini
etkilemektedir. Gelismekte olan iilkelerde bu oran % 15-18’ lere kadar ¢ikar. Diinyada her
yil yaklagik 75000 anne ve 500000 bebek preeklampsi komplikasyonlarindan dolay:
hayatin1 kaybetmektedir [204]. Diinya saglik orgiitii verilerine gére bu hastalik kanama,
enfeksiyon ve diisiiklerden sonra anne O6liimlerinin dordiincii siradaki nedenidir [205].
Ulkemizde ise gebe oliimlerinin en 6nde gelen nedenidir [2]. Bu hastaligin tedavisi
sirasinda getirdigi yliksek maliyeti dnlemek ve hem anneyi hem de ¢ocugu bu hastaligin
komplikasyonlarindan korumak adma preeklampsi i¢in kanda, idrarda “noninvaziv”
biyobelirtegler aranmaktadir. Fakat son zamanlardaki calismalar daha ¢ok preeklampsi
tanisi i¢in genetik belirteglerin belirlenmesi lizerine yogunlagsmistir. Preeklampside yapilan
bazi “mikroarray” g¢alismalari, hizla taranan transkiriptomlar sayesinde bazi genlerin
ekspresyonlarindaki artis veya azaliglar tizerine odaklanmistir [206]. Ayrica, preeklampsi
patofizyolojisi, 6nlenmesi ve tedavisi de bir¢ok arastirmaya konu olmustur. Hastaligin
nedenini acgiklamak i¢in pek c¢ok mekanizma ileri siirlilmiis olmasina ragmen
patofizyolojisi ve etiyolojisi tam olarak ortaya konulamamistir [3]. Bazi genetik
caligmalarda, preeklampsi gelisiminde genetik faktorlerin roliiniin etkili oldugu bildirilmis
olsa da preeklampsi ile iligkili belirgin tek bir genetik mekanizma ortaya konamamistir
[47, 207]. Bu nedenle preeklampsinin, multifaktoryel ve poligenik bir hastalik oldugu
belirtilmektedir [208]. Birden fazla maternal ve fetal genin, ¢evresel faktorler ve bunlar
arasindaki karmasik iliskilerin preeklampsiye egilimin ortaya ¢ikmasinda etkili oldugu
diistintilebilir. Ayrica, gebe kalmadan Once veya hamilelik sirasindaki epigenetik
bozukluklarin da preeklampsi hassasiyetini artirabilecegi iddia edilmektedir [209]. Bu
epigenetik  degisikliklerin ayni zamanda plasenta morfolojisi ve gelisimini de
etkileyebilecegi belirtilmektedir [210].
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Gilinlimiizde endotel hasarmin preeklampsi patogenezinde olduk¢a dnemli bir yere
sahip oldugu, preeklamptik gebelerde hasara ugrayan endotelin tam anlamiyla
fonksiyonlarim1  yerine getiremedigi bilinmektedir [5,6]. AA velveya enzimatik
metabolitleri de, endotelde ve damar sisteminde diizenleyici islevler saglayan dnemli lipit
aracilardir. AA sitokrom P450 monoksigenaz ile okside edilerek natriiretik ve vazoaktif
olan hidroksieikozatetraenoik asitlere ve EET’ lere metabolize edilir [211, 212]. EET’ ler
anti-inflamatuar, vazodilatator 6zelliklere sahiptirler ve kan basincinin disiiriilmesinde
etkin molekiillerdir [12, 13]. ¢EH enzimi EET’ leri ve diger epoksi yag asitlerini hizli bir
sekilde daha az biyoaktif olan ilgili diollerine (DHET) doniistiirerek organizma i¢in bu
faydali etkilerinin azalmasina yol agar [140]. EET diizeyi ve metabolizmasindaki
degisikliklerin hipertansiyon, endotel disfonksiyonu, son organ hasari, kardiyovaskiiler
hastaliklar, iskemi gibi bir¢ok klinik durumun patafizyolojisinde rol aldig1 bir¢cok ¢alisma
ile ortaya konulmustur [112, 116, 213]. Bu nedenle ¢EH enzimi kardiyovaskiiler
hastaliklar ve hipertansiyonun tedavisinde yeni bir terapotik hedef haline gelmistir [162].
Kalp yetmezligi [164], iskemi [214], inflamasyon [181] ve hipertansiyona sahip hayvan
modellerinde ¢esitli ¢EH inhibitorlerinin kan basincini azalttigi ve bu hastaliklara karsi
faydali etkiler olusturdugu belirlenmistir [21, 22]. Ayrica, EET’ lerin hamilelik sirasinda
kan basincinin diizenlenmesinde rol aldigi bilinmektedir [25, 93]. Bu bilgiler 1s1ginda,
EET’ lerin yikimina neden olarak diizeylerinin azalmasia sebep olan ¢EH enziminin
preeklampsi hastaligr ile iligkili olabilecegi diisiiniilmiis ve c¢alismamizda enzimin

aktivitesindeki degisikliklerin preeklampsi hastaligindaki olasi rolii incelenmistir.

Preeklampsi etiyolojisi tam olarak agiga kavusturulmamis olsa da hastalikla ilgili
birgok risk faktorli one siiriilmiistiir. 15 yasindan kiiclik veya 40 yasindan biiylik gebe
olmak, parite ve sigara bunlardan bazilaridir [42, 215]. Bizim ¢alismamizda yas, garvida,
parite ortalamalar1 yoniinden hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark tespit
edilmemistir (p>0.05). Fakat hasta ve kontrol grubu yaslar1 16-19, 20-33 ve > 34 olmak
tizere li¢ sinifa ayrilarak analiz edildiginde gruplar arasindaki farkin anlamli oldugu tespit
edilmistir (p<0.05; Bkz. cizelge 5.1). Yapilan bir ¢alismada 15 yas altindaki gebelerde
preeklampsi gelisme riskinin 30-40’ 11 yaslara oranla 2.8 kat artig gosterdigi saptanmistir
[36]. Bizim ¢alismamizda ise hem hasta hem de kontrol grubunda 15 yas altinda herhangi
birey bulunmamaktaydi ve en kiigiik yas 16 idi. Dolayisiyla 15 yas altinda olmanin

hastalik i¢in risk olusturup olusturmadigi belirlenememistir.
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Bu nedenle arastirmamizda 16-19 yas grubu i¢in risk analizi yapilabilmistir ve bunun
sonucunda 16-19 yas grubunda olmanin hastalik i¢in anlamli bir risk olusturmadigi
goriilmiistir (Ham OR: 1.54; %95 CI: 0.78-3.02; Bkz. ¢izelge 5.2). 16-19 yas grubundaki
hasta sayisinin az olmasi (21 hasta) istatistiksel analizimizin sonucunu etkilemis olabilir.
Diger yandan, yapilan farkli arastirmalarda 40 yas ve {izeri olan gebelerde preeklampsi
riskinin neredeyse iki kat arttig1 belirlenmistir [216]. Ayrica, Amerika ulusal verilerine
gore preeklampsi riskinin 34 yasin iizerine eklenen her yil i¢in % 30 oraninda arttig1 tespit
edilmistir [217]. Bu bulgularla uyumlu bir sekilde bizim g¢alismamizda da 34 yas ve
iizerinde olan gebelerde preeklampsi goriilme riskinin 2.26 kat arttigi (Ham OR: 2.26; %
95 ClI: 1.48-3.73; Bkz. ¢izelge 5.2) belirlenmistir.

Sigara aligkanliginin, preeklampsi i¢in her ne kadar bir risk faktorii oldugu iddia
edilse de [42, 43] yapilan baz1 ¢aligmalarda sigara igme aliskanligi ile bu hastalik arasinda
anlamlt bir iligki olmadig1 belirlenmistir [218]. Bizim arastirmamizda sigara aliskanligi
yoniinden hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamistir (p>0.05). Ayrica, sigara alisgkanliginin preeklampsi hastaligi i¢in bir risk
olusturmadigi tespit edilmistir (Ham OR: 0.75; %95 CI: 0.32-1.74; Bkz. ¢izelge 5.3). Oysa
sigara igmenin insanlarda endotel bagimli vazodilatasyonu onemli 6l¢iide azalttig: [219,
220], bunda kismen nitrik oksit sentaz aktivitesini inhibe etmesinin payr oldugu
bildirilmistir [221]. Ayrica, sigara dumanina maruz kalmanin EET hidrolizinde artisa
isaret eden EPHX2 geninin ekspresyonunu artirdigi ve bunun sonucunda da endotel
islevlerini degisiklige ugratabilecegi ileri siirtilmiistiir [222]. Bu c¢alismalar goz Oniine
alindiginda sigara igmenin preeklampsi riskini artirmasi beklenirken ¢aligmamizda boyle
bir iligki tespit edilmemistir. Bunun nedeni hastalara gebeligi sirasinda sigara igmenin
sakincal1 olacagini belirten kisiler tarafindan sigara i¢ip igmediklerinin sorulmasi nedeni

ile bireylerin dogru olmayan beyanlari olabilir.

Bugiine kadar yapilan bir¢cok ¢aligmada birinci derece akrabalarinda preeklampsi
hikayesi olan kadinlarda genel popiilasyona gore preeklampsi goriilme riskinin 3-5 kat
daha fazla oldugu ortaya konulmustur [223, 224]. Bu da hastaligin etiyolojisinde genetik
faktorlerin etkili olabilecegini diisiindiirmektedir [225]. Bizim g¢alismamizda da daha
onceki arastirmalarla uyumlu bir sekilde birinci derece akrabalarinda preeklampsi hikayesi
olan kadinlarda preeklampsi hastalig1 goriilme riskinin 4.76 kat arttig1 belirlenmistir (Ham

OR: 4.76; % 95 CI: 2.40-9.43; Bkz. ¢izelge 5.4).
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Ek olarak, bu riske EPHX2 promotor bolge metilasyon diizeyi, K55R polimorfizmi ve yas
gruplarinin da etkisi dahil edildiginde ailede preeklampsi hikayesi olanlarda hastalik
goriilme riskinin 4.76° dan 5.41° e yiikseldigi saptanmistir (OR**: 5.41 % 95 CI: 2.64 —
11.11; Bkz. ¢izelge 5.4).

Daha oOnce de belirtildigi gibi EET’ ler vazodilatator etkili olduklarindan
hipertansiyona kars1 koruyucu molekiillerdir. Preeklampsi de hipertansiyon ile karakterize
bir hastalik oldugundan EET diizeylerindeki bireysel farkliliklarin bu hastalifa kars1 bir
yatkinlik olusturabilecegi diisiiniilebilir. Buradan hareketle EET diizeylerinde azalmaya
neden olan ¢EH enziminin yiiksek aktiviteye sahip varyantlarini igeren kadinlar
preeklampsi hastaligina daha yatkin olabilir. Insan ¢EH aktivitesinin bireyler arasinda
olduk¢a degisken oldugu belirlenmistir. Bu farkliliklarda enzimin yapisal ve diizenleyici
fonksiyonlarinda degisikliklere yol acan polimorfizmlerin paymnin oldugu bildirilmistir
[26, 181, 183]. K55R polimorfizminin ¢EH aktvitesini artirarak EET’ lerin hizli bir
sekilde biyolojik olarak inaktif olan diollerine yikimina yol agtig1 bilinmektedir [181,
183]. Bu calisma, bir Tiirk popiilasyonunda EPHX2 geni K55R polimorfizminin sikliginin
belirlendigi ilk arastirmadir. Inceledigimiz popiilasyonun kontrol grubunda yer alan gebe
kadinlarin % 19.2’ sinin K55R polimorfizmini igerdigi belirlenmistir (17.3 heterozigot ve
% 1.9 homozigot polimorfik). K55R polimorfizm sikliklar1 beyaz irkta % 15-29, Afrikali-
Amarikalr’ larda ise % 36-40 olarak saptanmistir [26, 191, 192]. Bizim sonuglarimiz
beyaz wrkta gdzlenen sikliklarla uyum gdstermektedir. Ayrica, bir Isve¢ popiilasyonunda
cinsiyet de goz oniinde bulundurularak yapilan bir arastirmada kadinlarin % 17. 3’ {iniin
( %16.45 AG ve % 0.82 GG) polimorfik genotipe sahip oldugu belirlenmistir [193]. Isveg
kadinlarinda gozlenen bu genotip dagilimlart da ¢alismamizin kontrol grubu kadinlarinin

genotip sikliklari ile oldukca benzerdir.

Caligmamizda K55R polimorfizmi yoniinden hasta ve kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu saptanmis (¥2=7.79; p=0.006; bkz. ¢izelge 5.5)
ve AG genotipine sahip gebe kadinlarda preeklampsi hastaligi goriilme riskinin bu
genotipi tasimayanlara gore 1.86 kat daha fazla oldugu belirlenmistir (OR:1.86; % 95 CI:
1.09-2.63). GG genotipinin ise preeklampsi hastaligi acisindan anlamli bir risk
olusturmadigi saptanmigtir (OR: 0.92; % 95 CI: 0.24-3.47; Bkz. ¢izelge 5.5). Homozigot
polimorfik ve heterozigot ornekler birlikte (AG+GG) degerlendirildiginde preeklampsi
riskinin 1.86 dan 1.76” ya diistiigli gézlenmistir.
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GG genotipi tiim populasyonlarda nadir bulunan bir genotip olup bizim ¢alismamizda da
hasta grubunda ve kontrol gruplarinda sirasi ile 4 ve 5 bireyin bu genotipe sahip olmasi
nadir genotipin hastalik riski {izerindeki gercek etkisinin ortaya konamamasina neden
olmus olabilir. Bu nedenle daha fazla sayida birey iceren hasta- kontrol caligmalarina
ihtiya¢ vardir. (OR:1.76; % 95 CI: 1.17-2.65). Ayrica, G alleline sahip gebe kadinlarda bu
alleli tasimayanlara kiyasla preeklampsi hastaligi goriilme riskinin 1.56 kat daha fazla
oldugu belirlenmistir (OR: 1.56; % 95 CI: 1.08-2.25; Bkz. ¢izelge 5.5). K55R
polimorfizmi bu hastalarda ¢EH enzim aktivitesini artirarak EET diizeylerinin diismesine
ve bu molekiillerin vazodilatator, anti-hipertansif ve anti-inflamatuar etkilerinin
azalmasmma neden olarak preeklampsi gelisimine katkida bulunuyor olabilir.
Vazodilatasyondaki bu azalisin da hastalarda kan basincinda artisa neden olarak
preeklampside gelisen hipertansiyona neden oldugu disiiniilebilir. Ayrica, artan
inflamatuar cevap da preeklamsi patogenizinde oOnemli bir yere sahiptir. K55R
polimorfizmine bagh olarak artan ¢EH aktivitesi sonucu EET diizeylerindeki azalma bu

hastalarda goriilen artan inflamasyona da katkida bulunuyor olabilir.

Bu c¢aligmanin preeklampsi ile EPHX2 geni K55R polimorfizmi arasindaki iliskiyi
inceleyen ilk arastirma olmasi nedeni ile sonuglarimizi diger ¢alismalarin bulgular ile
karsilagtiramadik. Fakat bu polimorfizmin kardiyovaskiiler hastaliklar, hipertansiyon ve
iskemik fel¢ gibi bir¢ok hastalikla olan iligkisini inceleyen caligmalar bulunmaktadir.
Preeklampsi de bu hastaliklar gibi temelinde hipertansiyon, vazokonstruksiyon, damar ve
endotel islevlerindeki bozukluklar yatan bir hastalik oldugundan bulgularimiz bu
caligmalarin sonuglar ile karsilastirilabilir. K55R polimorfizminin vaskiiler fonksiyonlar
iizerindeki iligkisini inceleyen bir ¢alismada bu polimorfizmin beyaz Amerikali bireylerde
vazodilatasyonda azalma, diisiik 6n kol kan akimi ve damar direnci ile iliskili oldugu
belirlenmistir [191]. Ayrica, K55R polimorfizminin beyaz Avrupalilarda hem koroner
hastalik hem de iskemik inme i¢in bir risk faktorii oldugu bildirilmistir. Homozigot olan
erkeklerin anlamli1 olarak daha yiiksek sistolik kan basincina ve daha yiiksek hipertansiyon
prevalansina sahip olduklar1 belirlenmistir. Buna ragmen kadinlarda bdyle bir iliski analiz
edilmemistir [193]. Ayrica, koroner arter hastalik riski ile K55R varyant alleli arasinda
yiiksek bir iligki oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte Afrikali-Amerikali’ larda
yukarida sozii edilen hastaliklarla bu polimorfizm arasinda bir risk iliskisi gézlenmemistir.
Fakat beyaz Avrupalilarda K55R polimorfizmi ile iskemik felg [186], koroner arter

hastaligi, hipertansiyon, restenoz ve artriyal fibrillasyon arasinda anlamli bir iliski
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olmadigint gosteren c¢alismalar da bulunmaktadir [27, 192]. EPHX2 geni K55R
polimorfizmi ile kardiyovaskiiler hastalik risk iliskisinin, analiz edilen popiilasyonun etnik
kokenini, incelenen hastaligin tipi, gen-gen etkilesimi, popiilasyondaki birey sayisi ve
cevresel faktorlere bagli olarak degiskenlik gosteriyor olmasi, yapilan c¢aligmalarda bir

birini desteklemeyen bu bulgularin elde edilmesinin nedeni olabilir.

EPHX2 geni polimorfizmleri EET diizeyini degistirebilecegi gibi, ekspresyon
diizeyleri de ¢EH enzim aktivitesinde farkliliklara yol agarak EET diizeylerini
etkileyebilir. Hipertansif ratlarda EPHX2 ekspresyonunun anlamli olarak arttig
belirlenmistir [19, 226, 227]. Ayrica, hipertansif hamile ratlarda, melatonin hormonunun
EPHX2 ekspresyonunu azaltarak hipertansiyona karst koruyucu etki olusturdugu
bildirilmistir [228]. Metilasyonun g¢esitli genlerin ekspresyonunu etkileyen epigenetik
mekanizmalardan biri oldugu [174-176] ve EPHX2 geni promotor bolge metilasyonunun
da bu genin ekspresyonunu diizenleyen faktorler arasinda yer aldigi bilinmektedir [30].
Dolayisiyla, genin promotor bolge metilasyonu ¢EH ekspresyonunu degistirerek EET
metabolizmasi {izerinde etkili olabilir. Bu yolla degisen EET metabolizmasi da
preeklampsi hastalifinda etkili olabileceginden ve EPHX2 geni promotor bdlge
metilasyon diizeyleri ile bu hastalik arasindaki iliskiyi inceleyen herhangi bir ¢aligma
bulunmadigindan, arastirmamizda EPHX2 geni promotor bolge metilasyon diizeyleri de
belirlendi. Metilasyon diizeylerinin belirlenmesinde hizli ve hassas bir yontem olan MS-
HRM yontemi kullanildi. DNA metilasyon analizleri i¢in southern blot, bisulfit DNA dizi
analizi ve metilasyon spesifik PCR gibi yontemler de giiniimiizde siklikla
kullanilmaktadir. Fakat son zamanlarda gelistirilen MS-HRM yontemi, dizi analizine
gerek kalmaksizin bisiilfit doniisiimii gergeklestirilen DNA’ larda sadece bir ¢ift primer ve
cift zincirli DNA’ ya baglanan floresan boyanin PCR sonrasinda erime egrisinin analiz
edilmesi ile gergeklestirilmektedir. Bu nedenle MS-HRM, diger yontemlere gore daha
hizli, ucuz ve kullanilabilir bir yontemdir. Ayrica % 1 civarindaki metilasyon diizeylerinin
bile bu yontemle belirlenebiliyor olmasi bu metodu southern blot, metilasyon spesifik
PCR gibi geleneksel yontemlere gore daha hassas bir yontem haline getirmektedir [229-
231]. Bu ¢alismada, EPHX2 geni promotor bolge metilasyon diizeyleri yoniinden hasta ve
kontrol grubu arasinda anlamli bir fark oldugu gézlenmis, metilasyon diizeyi % 25’ in
altinda olan gebe kadinlarda preeklampsi goriilme riskinin 2.83 kat arttig1 (OR: 2.83; %95
Cl: 1.15-6.91) belirlenmistir.
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Ailede preeklampsi hikayesi, K55R polimorfizmi ve yas gruplarinin etkisi ile bu risk
oraninin 2.83” den 5.15’ e yiikseldigi tespit edilmistir (OR**: 5.15; % 95 CI: 1.80-14.77).
Bu sonuglar, EPHX2 geni hipometilasyonunun da K55R polimorfizmi gibi preeklampsi
hastalig1 i¢in 6nemli bir risk faktorii olduguna isaret etmektedir. EPHX2 promotor bolge
hipometilasyonu, ¢EH enzim ekspresyonunu artirarak EET’ lerin hizli bir sekilde
yikilmasina neden olabilir. Boylece bu molekiillerin anti-hipertansif, anti-inflamatuar,
vazodilatator vb. etkilerini ortadan kaldirarak preeklampsi gelisimine katkida bulunuyor
olabilir. Ciinkii endotel disfonksiyonu ve artan inflamatuar yanit preeklampsi
patogenezinde olduk¢a dnemli bir yere sahiptir [55, 56]. EET’ lerin koroner dolagimin da
dahil oldugu bircok damar yataginda endotel bagimli hiperpolarize edici faktér (EDHF)
olarak islev gordiikleri [95, 97], kronik inflamasyona karsi anti-inflamatuar etkiye sahip
olduklar bilinmektedir [12, 16]. Endotel hasar1 olusturulmus kardiyometabolik hastalikli
hayvan modellerinde ¢EH inhibitorlerinin endotel disfonksiyonunu diizeltici yonde etki
olusturmasi da [232] EET’ lerin endotel fonksiyonu iizerinden preeklampsi patogenezinde
rol alabilecegi diisiincesini desteklemektedir. Diger yandan, EPHX2 geni promotor
hipometilasyonunun ve/veya K55R polimorfizminin neden oldugu EET diizeyindeki
azalmanin preeklampsi hastaligi olusumuna katkist bu molekiillerin renin anjiotensin
aldosteron sistemi iizerindeki etkilerinden de kaynaklanabilir. Ang II’ nin damar endotel
hiicrelerinde ¢EH ekpresyonunu artirdigi [166], ayrica yliksek ¢EH ekspresyonunun ang Il
tarafindan indiiklenen hipertansiyona katki sagladigi bilinmektedir [11]. Ek olarak, ang Il
ile indiiklenen hipertansif ratlarda ¢EH inhibisyonunun kalp atim hizin1 ve kan basincini

azalttig1 gosterilmistir [22].

Bu calismada ayrica, EPHX2 metilasyon diizeylerinin ve K55R polimorfizminin
EET diizeyleri iizerine olan etkisini incelemek amaciyla bu molekiillerin ¢EH tarafindan
yikimi sonucunda olusan metabolitlerden biri olan 11, 12-DHET diizeyleri de
belirlenmistir. Hasta grubunda 11, 12- DHET diizeylerinin kontrollere gore anlamli olarak
daha yiiksek oldugu saptanmistir (p<0.05; Bkz. c¢izelge 5.7). Bu sonug, K55R
polimorfizminin artan enzim aktivitesine ve/veya EPHX2 promotor hipometilasyonunun
yiksek ¢EH enzim diizeyine neden olarak EET yikimini artirmasi ile preeklampsi
hastalarinda bu molekiillerin daha hizli bir sekilde DHET’ lere yikilabilecegine isaret
etmektedir. EET diizeyindeki bu azalis da preeklampsi hastalarinda hamilelik sirasinda

artan vazokonstriiksiyon ve bunun sonucunda gelisen hipertansiyona neden olabilir.
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Ratlarda hamilelik sirasinda bobrekte EET sentezinin artmasi ve bu molekiillerin
sentezinin baskilanmasinin kan basincin1 21 mmHg’ ye kadar yiikseltmesi [31] bu
yorumu desteklemektedir. Literatiirde, preeklampsi hastalarinda 11,12-DHET diizeylerinin
belirlendigi herhangi bir arastirma bulunmamasina ragmen, gestasyonel hipertansiyon
[94], renovaskiiler hipertansiyon [95] ve vaskiiler kognutif bozuklukluga sahip hastalarda
[233] 11,12-DHET ve 14,15-DHET diizeylerinin daha fazla olmasi, bizim sonuglarimiz ile
uyumludur. Temelinde damar islevlerindeki bozukluklarin ve hipertansiyonun etkili
oldugu bu hastaliklarda DHET diizeylerindeki artis, preeklampside de EET yikimindaki
artisin etkili olabilecegi yorumunu giiclendirmektedir. Bununla birlikte, 11,12-DHET
diizeyleri K55R polimorfizmi ve EPHX2 geni promotor bolge metilasyon diizeyi
bakimindan degerlendirildiginde her ne kadar hipometile ve polimorfik bireylerde 11,12-
DHET diizeyleri hipermetile ve polimorfizm igermeyenlere gore yiiksek olsa da, bu fark
istatistiksel olarak anlamli bir sonuca ulasmamistir (p>0.05; Bkz. cizelge 5.8 ve 5.9).
Bunun nedeni 11,12-DHET diizeylerinin hem hasta hem de kontrol grubunda 260 bireyin

75’ inde calisilmis olmasi olabilir.

Sonu¢ olarak, EPHX2 geni hipometilasyonunun ve K55R polimorfizminin
preeklampsi hastaligr i¢in dikkate deger bir risk faktorii oldugu anlasilmaktadir. EPHX2
geni hipometilasyonunun gen ekspresyonunu artirmasi lizerinden dolayli olarak, K55R
polimorfizminin ise dogrudan ¢EH aktivitesini artirarak bu hastalarda dolasimdaki EET
diizeylerini azaltic1 yonde etki gostermis olabileceklerini diistinmekteyiz. EET’ lerin hizli
yikimi da, bu molekiillerin vazodilatator, anti-inflamatuar, anti-hipertansif 6zelliklerini
ortadan kaldirabilir ve preeklampsi hastalarinda vazokonstruksiyon, kan basmcinin
yiikselmesi, artan inflamasyon ve buna bagli endotel hasarina neden olarak hastaligin
patogenezinde Onemli role sahip olabilir. Bu calismaya 260 preeklampsi hastas1 ve 260
kontrol dahil edilmistir. Daha fazla sayida ve farkli popiilasyonlarda yapilan aragtirmalarla
sonuglarimizin desteklenmesi s6z konusu oldugunda EPHX2 geni hipometilasyon durumu
ve K55R polimorfizmi de yas, ailede preeklampsi hikayesi ve sigara gibi risk faktorlerine
eklenebilir. Ayrica, ¢EH inhibitorlerinin ilag olarak kullanilmasi ile ilgili ¢aligmalar son
zamanlarda yogun bir sekilde devam etmektedir. Daha fazla sayida bireyi igeren, farkl
poplilasyonlarda giiclii istatistiksel metotlar uygulanarak gerceklestirilecek calismalarin
sonuglar1 ile desteklenmesi durumunda EPHX2 geni K55R polimorfizmi ve/veya
promotor hipometilasyonununa sahip gebe kadinlarda bu inhibitorlerin kullanimi olasi

preeklampsi gelisimine kars1 6nleyici olabilir.
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Preeklampsi hastaliginin gelisiminde rol alan risk faktorlerinin belirlenmesi ve hastaliga
yatkinlik olusturan genlerin agiga kavusturulmasi agisindan molekiiler epidemiyolojik
caligmalar oldukga onemli bir yere sahiptir. Clinkii preeklampsi birden fazla maternal ve
fetal genin, ¢evresel faktorler ve bunlar arasindaki karmasik iligkileri sonucu gelisen bir
hastaliktir. Dolayisiyla preeklampsi hastaligina yatkinlik olusturan genotiplerin ve gen-gen
etkilesimlerinin belirlenmesi bu hastalikla ilgili yapilacak molekiiler epidemiyolojik
caligmalarin  Onceligini olusturmalidir. Bu arastirmalar, preeklampsi hastaliginin
gelisiminde rol alan aday genlerin belirlenmesi, bu genlerin etkili oldugu
mekanizmalardaki islev bozukluklarinin giderilmesine yonelik ¢aligmalarin yapilmasina
ve hastaligin patogenezinin aydmnlatilmasima katki saglayabilir. Ayrica preeklampsi
hastaligina kars1 bireysel genetik yatkinliklarin belirlenmesi ile hastaligin daha erken
taninmasi, zamaninda etkin ve koruyucu 6nlemlerin alinmasi, hastaliga kars1 yeni ilaglarin
gelistirilmesi ve hastalar i¢in en dogru ila¢ ve doz se¢iminin yapilmasi da miimkiin
olabilir. Fakat sozii gegen noktalara varilabilmesi igin Oncelikle genis toplumsal
caligmalarla preeklampsi hastaligina yatkinlik olusturan daha fazla sayida genin

belirlenmesi, gen ¢evre ve gen-gen etkilesimlerinin incelenmesi gerekmektedir.
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8. 0ZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Ad1 Soyadi

Dogum Yeri ve Tarihi
Medeni Hali

Yabanci Dil

Iletisim Adresi

E-posta Adresi

Egitim Durumu

Lise

Lisans + Tezssiz Yiksek Lisans

Yiiksek Lisans

Doktora

Is Tecriibesi

Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi,
Biyokimya AD.

Ismail SARI
Kangal, 28.12.1981
Evli

Ingilizce, Almanca

Cumhuriyet Universitesi, T1p Fakiiltesi,
Temel Bilimler Boliimii, Biyokimya
Anabilim Dali, 58140-SIVAS
smisr@hotmail.com

Prof. Dr. N. Ersen Anadolu Ogretmen
Lisesi, SIVAS, 2000.
HacettepeUniverisitesi/ Egitim Fakiiltesi,
OFMA Bolimdii, Biyoloji Egitimi AD.
ANKARA, 2007

Cumhuriyet Universitesi, T1p Fakiiltesi,
Biyokimya AD. 2010.

Cumhuriyet Universitesi, T1p Fakiiltesi,
Biyokimya AD. 2015.
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T.C.
Cumhuriyet Universites

TIP FAKULTESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURUL BASIANLIG

ERY

Kanu
Konu: ' 30.11.2010
Sl.p:lﬂl'fn

Karar No: 2000-001/09

- Dwog.Dr.Hatice PINARBASI'nin  yikritbedsth  oldufn “Soluble Epoksit Hidrolaz Enziminin Genetik
-t Polimorfizmi ve Precklempsi Hastahifn Arasmdaki  lligkinin  Belirlenmesi™ konulu Akademik Amagh
Aragtirmanin Klinik Aragtirmalar Etik Kurulunca uwygun olduguna;

Karar verilmistir.
Cnvans/dadr Soyads Uye Uigmanlck Dale
Prof Dr.Ece KAPTANMOGLU Bagkan Fiziksel Tip ve Reh.
¥rd. Dog. De.Glay YILDIRIM Baghkan Vrd, Deontoloji

) ¥rd. Dog. Dr.Kbksal DEVECH Raportts Tibibl Biyokimya
Prof. Dr.Dilara IGAGASIOGLU Tiye Cocuk Saf.ve Hast.
ProfDr M. Kemal YILDIRIM Oye Farmakoloji
Prof.Dr.Ayhan KOYLINCU Oye Genel Cerrahi
Prof D, Esin YILDIZ Oye Tibhi Patoloji
Dog. Dr.M.Birhan YILMAZ Uye Kardiyaloji
Dog.Dr. Kenan KAYGUSUZ Clye Anesteziyoloji ve Rean,
¥rd Do Dr Fiynet CINAR Uye Bivoistatistil
Pumar INAN Ove Hulouk Milgaviri
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