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OZET

BiR TURK POPULASYONUNDA SOLUBLE EPOKSIT HIDROLAZ GENI (EPHX2)
G860A POLIMORFiZM SIKLIGININ BELIRLENMESI

Sait ERDONMEZ

Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Danigman: Prof. Dr. Hatice PINARBASI

2012, 50 sayfa

Coziinlir epoksit hidrolaz (sEH) enzimi sitokrom P450 epoksigenazlar tarafindan
olusturulan  endojen yag asidi epoksitlerin  yikim reaksiyonlarmi1  katalizler.
Epoksieikosatrienoik asitler (EET) gibi bu yag asidi epoksitlerinin vazodilatator, anti-
inflamatuar, anti-platelet, anti-hipertansif, anti-apoptotik, anti-trombotik ve natriiiretik
ozellikleri oldugu gosterilmistir. SEH enzimini kodlayan genin (EPHX2) 8. eksonunda, 287.
kodonda arjinin amino asidinin glutamin ile yer degistirmesi ile sonug¢lanan (R287Q) genel bir
tek niikleotid polimorfizmi (G860A) belirlenmistir. sSEH proteinindeki R287Q polimortfizmi
enzim aktivitesinde %25-%58 azalmaya neden olur. Bu ¢alismada 300 bireyden olusan bir
Tirk popiilasyonunda EPHX2 G860A polimorfizm sikli§t PZR-RFLP metodu ile
belirlenmistir. Gozlenen sikliklar yabanil tip (GG), heterozigot (GA) ve homozigot (AA)
polimorfik genotipler i¢in sirasiyla %78.6, %20.4, %1 dir. Genotip dagilimlarmin Hardy-

Weinberg dengesinde oldugu gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Coziiniir epoksit hidrolaz (sEH), polimorfizm, EPHX?2



ABSTRACT

DETERMINATION OF SOLUBLE EPOXIDE HYDROLASE GENE (EPHX2) G860A
POLYMORPHISM FREQUENCY IN A TURKISH POPULATION

Sait ERDONMEZ

Master of Science Thesis, Department of Biochemistry
Supervisor: Prof. Dr. Hatice PINARBASI

2012, 50 pages

Soluble epoxide hydrolase (sEH) catalyses the degradation of endogenous fatty acid
epoxides generated by CYP450 epoxygenases. These fatty acid epoxides such as
epoxyeicosatrienoic acids (EETs) have been shown to posses vasodilator, anti-inflammatory,
anti-platelet, anti-hypertensive, anti-apoptotic, anti-thrombotic and natriuretic effects. A
common single nucleotide polymorphism (G860A) in exon 8 of the gene encoding the sEH
(EPHX2) which results in amino acid substitution from arginine to glutamine at codon 287
(R287Q) has been indentified. The R287Q polymorphism results in sEH protein with 25%-
58% reduced enzyme activity. In the present study, the distribution of G860A polymorphism
of EPHX2 in a Turkish population including 300 unrelated individuals was examined using a
PCR-RFLP method. The observed frequencies were 78.6, 20.4 and 1 % for wild type (GG),
heterozygous (GA) and homozygous (AA) polymorphic genotypes respectively. The genotype

distributions were in Hardy-Weinberg equilibrium.

Keywords: Soluble epoxide hydrolase (sEH), polymorphism, EPHX?2
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1. GIRIS ve AMAC

Epoksitler kimyasal olarak reaktif ve sulu ortamda stabil olmayan molekiillerdir.
Lipofilik ve son derece elektrofilik 6zellikte olmalar1 nedeniyle epoksitlerin viicuttan
atilimlar1 6nemlidir [1]. Epoksit metabolizmasi eksojen ve endojen epoksitlerin
metabolizmas1 olarak iki sekilde gerceklesir. Endojen epoksitler arasidonik asit
metabolizmasi sonucu olusur. Epoksieikosatrienoik asitler (EET) de endojen epoksittir
ve ¢oziiniir epoksit hidrolaz (sEH) enzimi tarafindan dihidroksieikosatrienoik asitlere
(DHET) ¢evrilirler. EET’lerin vazodilatatér, anti-inflamatuar, anti-platelet, anti-
hipertansif, anti-apoptotik, anti-trombotik ve natriiiretik etkileri vardir. EET’lerin bu
etkileri sEH enzimi ile DHET lere g¢evrilerek ortadan kaldirilir. DHET ‘lerin ise her
hangi bir biyolojik rolii belirlenmemistir [2]. sSEH enziminin hipertansiyon (HT) ve
kardiyovaskiiler hastalik (KVH) olusumunda etkili oldugu diisiiniilmekte hatta sozii
edilen hastaliklarin tedavisinde terapotik bir hedef olarak goriilmektedir [3]. Son
yillarda sEH enziminin farmakolojik olarak inhibisyonu ile HT ve KVH tedavisine
yonelik ¢alismalar hiz kazanmistir. HT ve KVH’larin ¢ogu genetik faktorler ve gevresel
faktorler arasindaki iliskiler sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Insan genom haritasmmn
cikarilmasi i¢in girisimlere baslandiktan sonra genis kitleleri etkileyen hastaliklar ve bu
hastaliklarla genetik faktorlerin iliskisi de arastirmalarda on planda yer almaya
baslamistir. Genlerin hastaliklarla olan iliskisini bilmek ila¢ gelistirme arastirmalari
agisindan &nemlidir. Insanlarda meydana gelen tek niikleotid degisimleri, immiin
cevabin ve ila¢ etkinliginin kisiden kisiye degismesinin ger¢ek nedeni olarak
gosterilmektedir. Dolayis1 ile sEH enzimini kodlayan EPHX?2 geninde aktivite azaltici
veya arttirict etkiye sahip polimorfizmlerin toplumumuzdaki sikliginin belirlenmesi
onemlidir.

Calismamizda, Tiirk toplumunda sEH enzimini kodlayan EPHX2 geninde
aktivite azaltici etkiye sahip G860A polimorfizm sikliginin belirlenmesi amaglandi.
Calismamiz Tirk popiilasyonunda yapilan ilk ¢aligmadir ve sonuglarinin ayni gendeki
diger polimorfizmler ve KVH arasidaki iligkilerin arastirilacagi ¢calismalar i¢in temel

olusturacagi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Epoksitler

Epoksitler halkali eterlerin en kii¢ligii olan ii¢ halkali eterlerdir. Epoksitler {i¢
atomlu halkali yap1 olduklarindan halka yapis1 oldukca gergindir. Bu da kolayca halka
parcalanma reaksiyonu ile bagka iirlinlere doniismesini saglar ayrica niikleofil

eklenmesini de kolaylastirir (Sekil 2.1) [4].

Sekil 2.1. Epoksit molekiiliiniin genel yapis1

Epoksit igeren bilesikler giinliik hayatta kullanilan bir¢ok maddenin igeriginde
bulunurlar. Dogal veya yapay kaynakli olabilen epoksit iceren bilesikler viicuda
alindiginda bir takim biyokimyasal tepkimelerle suda ¢oziiniirliigii yiiksek molekiillere
cevrilirler [5,6]. Epoksitler hiicre ve dokularda epoksit igeren bilesiklerin biyododniistimii
esnasinda veya endojen olarak oksidatif metabolizma sirasinda acia ¢ikan oksijen
atomlarmin farkli dizilimleri ile olusurlar. Epoksitler endojen veya eksojen kaynaklidir.
Kimyasal olarak reaktif ve sulu ortamda stabil olmayan molekiillerdir. Fizyolojik pH’da
bircok epoksit yiiksek aktivite gdstermez ve hiicre i¢cin akut bir tehlike degildir ancak
suyun katalitik olarak eklenmesi ile, epoksitlerin lipofilik ve son derece elektrofilik
ozellikte olmalar1 nedeniyle, viicuttan atilimlar1 6nemlidir. Epoksitler reaktivitelerinden
dolay1 niikleik asitlerin yapisini meydana getiren bazlarin amino gruplarma ya da azot
atomlarina baglanma egilimindedirler. Yani epoksitlerin biyodoniisimii hemen
gergceklesmez ise DNA ve proteinlere hiicum ederek mutajenik, toksik ve karsinojenik

etki olusturabilirler [1].



2. 1. 1. Epoksit metabolizmasi ve epoksit hidrolazlar

Epoksit metabolizmasi eksojen ve endojen epoksitlerin metabolizmasi olarak iki

sekilde gergeklesir.

Eksojen epoksit metabolizmasi; Daha c¢ok mikrozomal epoksit hidrolaz (mEH,

E.C.3.3.2.3.) aktivitesi ile gergeklesir. mEH karacigerde yogun olarak bulunmaktadir.
Akciger, bobrek, bagirsak, beyin, kalp gibi farkli organlarda da mevcuttur. mEH enzimi
endoplazmik retikulumda lokalizedir. mEH faz I tepkimeleri sonucu olusan epoksit ara
iirlinlerinin detoksifikasyonunda ve biyoaktivasyonunda gorev alir. mEH’ 1in katildigi
biyoaktivasyon tepkimeleri sonucu olusan reaktif dtriinler faz II konjugasyon
tepkimelerinde gorev alan enzimler i¢in substrattir. mEH hem faz 1 hem de faz II
tepkimelerinde gorev aldigindan biyotransformasyon enzimi denir. mEH substratlar1
genellikle  zenobiyotik  metabolizmas1  sonucu olusan  polisiklik  aromatik

hidrokarbonlardir (Sekil 2.2.) [2].
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Sekil 2.2. Baglica mEH substratlari.



Endojen epoksit metabolizmasi; sSEH (EC 3.3.2.10) aktivitesi ile gerceklesir. sEH enzimi

karacigerde yogun miktarda bulunmakla beraber omurgalilarda hemen hemen her
organda farkli miktarlarda bulunmaktadir. Enzim, aragidonik asit metabolizmas1 sonucu
olusan endojen epoksitlerin biyokimyasal deaktivasyonundan sorumludur. Arasidonik
asit metabolizmas1 sonucu olusan endojen epoksitler 6zellikle stirenler ve trans 6zellikli
molekiiller sEH enzimi icin iyi birer substrattirlar. Epoksitler lipofilik, elektrofilik
ozellik gosterirler ancak CYP epoksigenaz aktivitesi ile olusan EET’lerin diizenleyici
etkileri vardir. EET’ler sEH aktivitesi ile DHET lere ¢evrilerek ortadan kaldirilir [2].
sEH endojen epoksitleri yliksek Vmax ve diisiik Km ile hidroliz eder [7]

Epoksitler, epoksit hidrolaz enzimleri tarafindan ilgili diollere doniistiiriiliirler
(Sekil 2.3.). Hidratasyon islemi sadece eksojen epoksitlerin zararli etkilerinin ortadan
kaldirilmasi i¢in degil ayrica diizenleyici etkileri olan lipit kaynakli endojen epoksitlerin

ortamdan uzaklastirilmasi ile sonug¢lanir [8].

1 O R’ OH
R a H,O

2 /
Epoksit Diol

Sekil 2.3. Epoksit hidrolaz, epoksit yapisina su ekleyerek diol olusumunu saglayan
tepkimeyi katalizler. EH: Epoksit hidrolaz.

Epoksit hidrolazlar elektrofilik 6zellikleri nedeniyle hiicreler i¢in zararl etkileri
olan epoksitleri aktivitesi azaltilmis diollere cevirir ve bu Ozelliginden dolay1
detoksifikasyon enzimleri i¢inde tanimlanirlar [2]. Memeli, bitki, bocek, fungus, bakteri
gibi ¢esitli organizmalarda bulunurlar. Biyolojik rolleri bulunduklar1 organizmaya gore
farklhilik gosterir. Memelilerde mEH, sEH, kolesterol epoksit hidrolaz (ChEH),
hepoksilin epoksit hidrolaz ve 16kotrien A4 (LTA4) hidrolaz olmak tizere ¢esitli epoksit

hidrolaz enzimleri bulunmaktadir. Biitiin bu enzimlerin ii¢c ana gorevi vardir. Bunlar;
detoksifikasyon, yikim ve sinyal molekiillerin diizenlenmesidir. Epoksit hidrolazlar
hiicresel lokalizasyon ve substrat 6zgiilliigii ile birbirilerinden ayrilirlar. ChEH’ 1n gorevi

tam olarak aydmlatilamamis olsa da lipit peroksidasyonunda gorev aldigi



disiiniilmektedir. Hepoksilin epoksit hidrolazlar ise hepoksilinleri metabolize ederek

onlar1 trioksilinlere ¢evirir. LTA4 hidrolaz epoksit hidrolaz ve amino peptitaz aktivitesi

gosteren bifonksiyonel bir ¢inko metalproteazdir [9].

Endojen epoksitler arasidonik asit metabolizmasi sonucu olusurlar. Arasidonik
asitler siklooksijenaz (COX), lipoksijenaz (LOX) ve sitokrom P450 (CYP450)
tarafindan metabolize edilirler (Sekil 2.4.) [10].

Fosfolipitler

L Fosfolipaz Az

Arasidonik Asit
|

T [ 1
Sikloolksijenaz Lipoksijenaz Sitokrom P450
(COX ) (LOX ) (CYP)
J’ i’ | |
PGG 5, 8-, 12, 15 CYP CYF
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Sekil 2.4. Arasidonik asit metabolizmasi. HETE: Hidroksieikosatrienoik asit, EET:
Epoksieikosatrienoik  asit, sEH: Coziinir  epoksit  hidrolaz,  DHET:
dihidroksieikosatrienoik asit. PGG2: ProstaglandinG2, PGH?2: ProstaglandinH?,

PGD2: ProstaglandinD2 PGE2: ProstaglandinE2, PGF2q: ProstaglandinF2q, TXA) :

TromboksanA?> .



Arasidonik asitler siklooksijenaz yolu ile yikildiginda agri, enflamasyon ve atese
yol acan prostaglandinler olusur. Arasidonik asitler lipoksijenaz yolu ile metabolize
edildiginde enflamasyon, vazokonstriksiyon ve ayrica 6dem ile iliskili oldugu bilinen
lokotrienler meydana gelir. CYP450 enzim sistemi ile metabolize edilen arasidonik
asitlerden meydana gelen EET’lerin ise agri, kan basinci ve enflamasyonu azaltic
etkileri vardir [8]. EET lerin sahip oldugu bu etkiler, sEH aktivitesi ile DHETlere
cevrilerek ortadan kaldirilir. Arasidonik asit metabolizmasinda CYP450 enzim
sisteminin rolii 1980°de tanimlanmustir. Hidroksilaz ve epoksigenaz olmak iizere iki
enzimatik yolaktan meydana gelmektedir. Hidroksilaz enzimleri arasidonik asitlerden
olusan hidroksieikosatrienoik asit (HETE)’leri (16-,17-,18-,19- ve 20-HETE)’lere
cevirir. 20-HETE’ler damarlarda ve bobrekte bulunan ana metabolitlerdendir ve damar
tonusunun diizenlenmesinde etkili oldugu bildirilmektedir [11]. 20-HETE’lerin bobrek
ve beyin mikrosirkiilasyonunda damar daraltic1 etki olusturdugu ve miyojenik tonusun
ayarlanmasinda gorev aldig1 agiklanmistir [12]. Epoksigenaz yolagi sonucu CYP450
enzim aktivitesi ile EET nin dort yapisal izomeri (5,6-EET; 8,9-EET; 11,12-EET;
14,15-EET) olusur (Sekil 2.5). EET’ler iskemik hasar olusumunu engelleyen ve anti-
inflamatuvar o6zellikleri olan endotel kaynakli hiperpolarizasyon faktorlerinin (EDHF)
reglilasyonunu diizenler [11]. sEH enzim aktivitesi aragidonik asitlerden CYP450
aktivitesi sonucu olusan EET’leri ilgili DHET lere doniistiirmesi nedeni ile canli i¢in
oldukca 6nemli bir yere sahiptir. Bu doniisiim endojen epoksitlerin deaktivasyonunu
saglar. DHET ler bu metabolizmanm iirliniidiir ve bilinen biyolojik aktiviteleri yoktur
[8,13].

OOH COOH
5.6-EET 8,9-EET
— CHy CHy
— COOH COOH
11,12-EET 14,15-EET
— CHy CH,

Sekil 2.5. EET lerin yapisal izomerleri.




2.1.2. EET’lerin biyolojik etkileri ve etki mekanizmasi

EET'lerin biyolojik etkilerinin ilk tanimlanmasindan sonra EET’lere olan ilgi
1996 yilinda EET’lerin EDHF ile iliskilerinin ortaya c¢ikmasi ile artarak devam
etmektedir. EET lerin anjiogenez, apoptoz, fibrinoliz, mitogenez, hormon salgilanmasi,
bronkodilatasyon etkileri de dahil olmak iizere bir dizi fizyolojik fonksiyonlarinin
oldugu bildirilmektedir [8]. EET lerin vazodilatatdr, anti-inflamatuar, anti-platelet, anti-
hipertansif, anti-apoptotik, anti-trombotik ve natriiiretik etkileri de vardir. EET’ler hem
otokrin hem de parakrin etki gdsterirler. Basta karaciger, bobrek ve kalp olmak tizere
cesitli organlarda bulunurlar. Tiim EET lerin hiicre fosfolipitleri ile iliskisi koenzim A
aracilig1 ile gerceklesmektedir. EET’lerin sentezlenmesi igin CYP450 epoksigenaz
iceren bir hiicre aktivasyonuna ihtiyag duyuldugu tahmin edilmektedir [14].
Fosfolipitlerden arasidonik asitlerin serbestlesmesi saglanir ve CYP450 epoksigenaz
aktivitesi ile EET sentezlenir. Ikinci bir olasi1 mekanizma ise EET’lerin zaten
fosfolipitlerin yapisinda oldugu ve hiicreler aktive oldugunda fosfolipaz araciligi ile
serbest kaldiklar1 yoniindedir [15]. EET’ler olustuktan sonra otokrin ve parakrin
etkilerinin iki mekanizma ile gerceklestigi diisiiniilmektedir. Ilki EET’lerin iyon
kanallar1 veya DNA ifadesini etkileyen bir hiicre i¢i kaskadini etkinlestiren membran
reseptoriine baglanarak gerceklestirdigidir [16]. EET’lerin her nekadar reseptorleri
tanimlanmis olmasa da G-proteini araciligi sinyal iletim yollarmi aktive edebilecegi
bildirilmistir [17]. Baz1 ¢calismalar EET lerm etkilerini tirozin kinaz ve mitojen aktive
protein kinaz (MAPK) yolag:i ile olusturdugunu belirtmektedir [18]. Ikincisi ise
EET’lerin dogrudan sinyal iletimi yollari, transkripsiyon faktorleri veya iyon kanallar1
ile etkilesim i¢inde oldugu yoniindedir [8]. Baz1 ¢aligmalar EET lerin hiicre i¢i etki
mekanizmasinda hiicre zar1 yapisinda bulunan peroksizom proliferator aktive reseptor
(PPAR)’lerin etkili olabilecegini belirtmistir. Epoksigenaz yolunun PPAR’ler icin gli¢lii
ligandlar iretebilecegi ifade edilmistir [19]. Heniiz EET’ler i¢in bir reseptor
tanimlanmamistir. ReseptOrlerin  tanimlanmasi1  hiicre i¢i etki mekanizmalarinin

aciklanmasina katkida bulunacaktir [13].



EET’lerin vazodilatasyon etkisinin kalp, beyin, bobrek, iskelet kasi ve bagirsak
gibi organlarda gozlendigi bildirilmektedir. EET’lerin tiim yapisal izomerlerinin
vazodilatasyon etkisi vardir ancak 11,12-EET ve 14,15-EET’ler bu etkiyi daha fazla

gosterirler [16]. Endotel kaynakli bu iki yapisal izomer diiz kas hiicrelerindeki kalsiyum

+ +
ile aktive K (K(gy) iyon kanallarmi aktive eden K iyonlarinin vaskiler diiz kas

hiicrelerinden salmimin1  gerceklestirir. BOylece membran hiperpolarizasyonunu
saglayarak kan damarlarmi genisletmis olur (Sekil 2.6.) [17]. 11.12-EET’ nin ADP-
riboz tliretimini ve GSa’nin ADP ribozilasyonunu stimiile ettigini gosteren ¢aligmalar da

mevcuttur [20,21]. EET’lerin K4 iyon kanallarmi aktive ederek kan damarlarim

genisletme etkisi sEH enzimi inhibisyonu ile EET’lerin DHET’lere doniisiimii
engellenerek artirilabilir [22]. Enflamasyon ve inflamatuar hastaliklar organ hasar1 ve
KVH’larin olugmasina sebep olurlar. Bu baglamda inflamasyon ve epoksigenaz yolagi
arasindaki etkilesimlerin KVH’lar iizerinde etkili olabilecegi bildirilmistir [23].
EET’lerin inflamasyonu azalttigmi bildiren calismalar bulunmaktadir ancak anti-
inflamatuar etkilerinin hiicre i¢i sinyal mekanizmasinin tam olarak belirlenmesi i¢in
daha fazla ¢alismaya gerek vardir [24]. EET lerin vaskiiler tonusun diizenlenmesinde
etkili oldugu cesitli ¢caligmalarla ortaya konmustur. Yapilan bir calismada EET lerin
biliylik bas hayvanlarin kiigiik arterlerinde parakrin etki gostererek kan akis hizini
ayarladigi bildirilmistir [25]. Arteryel kan basinct kanin damar duvarma yaptig1 basing
olup normalin {iistiinde olmas1 HT ’ye neden olur [26]. EET lerin farmakolojik olarak
kontrol edilmesi HT un da kontrol edilmesi anlamima gelebilir. EET lerin regiilasyonu
HT’na kars1 canliya koruyucu etki saglayabilir. Bu durum 6nemlidir ¢iinkii HT renal
hastaliklar ve KVH i¢in bagimsiz bir risk faktoridir [3, 27]. HT endotel
fonksiyonlarinda ve endotelin damar koruyucu, antikoagiilan 6zelliklerinde bozulmaya
sebep olur ayn1 zamanda lipoproteinlere karsi endotel permeabilitesini de artirir. Olusan
bu degisikliklere hiperlipidemi eslik ettiginde aterosklerotik plak gelisimi ve
ateroskleroz lezyonlar1 meydana gelebilir. Ateroskleroz lezyonlarinin olusumu
damarlarin en 1i¢ tabakasinda yani intimada lipoprotein igeriginin artmasi ile
baslamaktadir. Aterosklerotik lezyonun olusumu yangiya sebep olan kopiik hiicre

olusumuyla devam eder [28].
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Sekil 2.6. EET’ nin kardiyovaskiiler iyon kanali ile iligkisinin sematik gdsterimi. (A)
Kardiyak miyositte, EET ler sarkolemmal ya da mitokondriyal KA TP kanallarini aktive

eder. (B) Vaskiilerde, EET’ler endotelyal kiiciik- (SK(y)’y1 ya da orta tirtin  (IKCy)-
gecisi ile kalsiyum-aktiviteli kanallar1 hiperpolarizasyon olusturmak iizere aktive eder.

Vaskiiler diiz kas ile miyoendotel arasindaki gegisler gap junction ile gerceklesir.

EET’ler ayrica TRPV4 (vanilloid transient receptor potential channel) kanallarini aktive

ederek iceriye Ca 2+ girisini saglar. Vaskiiler diiz kasda EET’ler kalsiyum — aktive
(BK(g) kanallarin1 G-proteini aracili olarak aktive eder. (C) Plateletlerde, EET ler

BK (g4 kanallarmni aktive eder.



2.2. Coziiniir Epoksit Hidrolaz enziminin 6zellikleri ve biyolojik rolii

sEH ilk olarak 1972 yilinda tanimlanmistir. SEH enzimi karacigerde yogun
olmakla beraber omurgalilarda hemen hemen her organda farkli miktarlarda
bulunmaktadir. Enzim, epoksitlerin biyokimyasal deaktivasyonundan sorumludur.
Memelilerde homodimer yapida olan sEH enzimi 60-kDa’luk iki monomerden
olusmaktadir. Monomerler birbirilerine prolince zengin peptit bagi ile baghdirlar (Sekil
2.7., kirmiz1 renkte). Her monomer bir N-terminal (Sekil 2.7., yesil renkte) ve C-
terminal (Sekil 2.7., mavi renkte) igermektedir. N-terminal lipit fosfataz aktivitesi
gostermektedir ancak biyolojik rolii heniiz tam olarak bilinmemektedir. Yag asidi, alkol,
dioller ve terpenlerin bir kismi bu N-terminal bolge igin substrattirlar. C-terminal
domain ise klasik bir o/f hidrolaz kivrimindan olusur ve epoksit hidrolaz aktivitesine

sahiptir [29].

N_TERMINAL ‘ -

FOSFATAZ C- TERMINAL
EPOKSIT
HIDROLAZ

Sekil 2. 7. Coziiniir epoksit hidrolaz enziminin ii¢ boyutlu yapis1 [30].
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sEH enziminin ana fonksiyonu endojen epoksit olan EET leri biyolojik dnemi
olmayan DHET’lere doniistiirmektir. EET’lerin DHET lere cevrilmesi iki basamakta
gerceklesir. SEH enziminin aktif bolgesi niikleofilik His523-Asp334-Asp493 {i¢lii yapist
ile olusur. Bu nedenle kovalent bir ara iirlin olusumunu igeren iki asamali bir
mekanizmaya sahiptir. Ik asamada epoksit enzimin aktif bolgesine hizla baglanir.
Boylece iki trozin kalintist molekiile hidrojen bagi ile baglanarak polarize olur. Ayni
anda niikleofilik aspartat kalmtis1 da epoksit ile bag yapar. Olusan etkilesimde His523
iki aspartat kalintis1 arasinda koprii durumuna gelir. Daha sonra sEH enzimi aspartat
kalintis1 arasindaki ester bagmi kirarak diol olusumunu saglayacak bir alkol olusturur.
Histidin yer degistirerek su molekiiliiniin etkilesime girmesini saglar ve {iriin olarak

enzimin kendisi ve diol meydana gelir (Sekil 2.8.) [31].

Egms . IE;R: -53,54(,5 Elﬁxz
105, \ / 95,
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;’Y ~u  u A ;Y 0 ou
R R B!
< — < /C&\
H H "
~ ~ R , R,
F N3 0 =
TR =Y o
LL{? = o “Lfo o o %}QO
His 327% 4 His 5% % 4
Asp Asp™
R, OH
HO R,
Tyr‘”’i —J—yr‘SE Tyr‘“’s Tyrmz
o LN

A\ H\"““O TESNNy O
N, N
% {K/ /\}O '7_17 S o
His > H 4 His 52%

Sekil 2.8. Epoksit molekiiliiniin sEH enziminin katalizledigi tepkime ile diole

¢evrilmesi.
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2.2.1. Coziiniir Epoksit Hidrolaz enziminin substratlan

Arasidonik asit metabolizmasi1 sonucu olusan endojen epoksitler 6zellikle de
stirenler ve trans 6zellikli molekiiller sEH’lar i¢in 1yi birer substrattirlar (Sekil 2.9) [5].
sEH substratlar1 kimyasal olarak reaktif molekiillerdir ve reaktif 6zelliklerinden dolay1
niikleik asitlerin yapisin1 meydana getiren bazlarm amino gruplarina ya da azot
atomlarma baglanma egilimindedirler [4]. sEH, substratlarinin yapisina su molekiilii
ekleyerek suda c¢oziinlirliiklerini arttirr ve viicuttan atilimini kolaylastirir. sEH,

substratlarini yiiksek Vmax ve diisiilk Km ile hidroliz eder ve onlar1 diollere ¢evirir [4].

0 .0 COCH
) & Eﬁ/W\GHg \J/_ VE-’;/:H\ L
N o -

stiren oksit trans-E1il stiren- 7,8 oksit Hepoksilin A3
Wﬂ/‘vmw
T
(\’ Q_/\j DR BT
A NF S jM\ N\ 0
J 0
Benzantren-3,6- oksit trans-5tilben oksil 14,15 - Epoksieikosatrienoik asit

Sekil 2.9. Basglica sEH substratlari.
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2.2.2. Coziiniir Epoksit Hidrolaz enziminin inhibitorleri

Son yillarda sEH enziminin farmakolojik olarak inhibisyonu ile hipertansiyon
tedavisine yonelik caligmalar hiz kazanmisti. sEH enziminin inhibitorleri
kardiyovaskiiler hastalik olusturulan hayvanlarda denenmis ve pozitif sonuglar elde
edilmistir. sSEH enzimi i¢in ilk bulunan inhibit6rler epoksit igeren bilesiklerdir. Bu
bilesiklerin birgogu enzim igin alternatif substratlardir. Ilk bulunan bu inhibitdrlerin in
vitro ortamda diisiik turnoverli kisa siireli inhibisyon olusturduklar1 saptanmistir. Fakat
in vivo ortamda enzimi inhibe etmekte yetersiz kaldiklar1 belirlenmistir. Daha sonra iire,
amid ve karbamatlarin enzimi in vivo ortamda da belirgin bir sekilde inhibe ettigi tespit
edilmistir. Kristal yap1 calismalar1 {lire igeren inhibitorlerde iirenin fonksiyonunu sEH
enziminin aktif bolge kalintilar1 ile molekiiller arasinda hidrojen baglar1 ve tuz kopriileri

olusturmak oldugunu belirtmektedir [32].

sEH inhibitorlerinin in vivo kullanimini kolaylastirmak amaciyla 1,3-disubstitiitif
iire tiirevlerinin yapisal modifikasyonlarini igeren g¢alismalar son yillarda yogunluk
kazanmistir. 12—(3-adamantan-1-il {ireido)-dodekanoik asit (AUDA; Sekil 2.10, A) gibi
ilk dizayn edilen bilesikler, bunlarin esterleri ve tuzlar1i sEH enzimini inhibe etmek
amaciyla kullanilmistir [33,34]. Fakat bu molekiillerin zayif metabolik stabilitesi,
oldukca yiiksek erime noktasi ve sudaki ¢oziliniirliiklerinin sinirli olmasi farmakolojik
olarak kullanilmalarimi zorlagtirmistir. Daha sonraki calismalar suda ¢oziiniirliigii fazla
olan  ve erime noktas1  daha  disik  olan 1-adamantil-3(5-(2-(2-
etoksietoksi)etoksi)pentil)iire’ler (AEPU; Sekil 2.10,B) {lizerine yogunlagmustir [35,36].
Hiicre membranindan serbest¢e gecebilen bu molekiillerin in vivo ortamda da enzimi
inhibe etmede etkili olduklar1 belirlenmistir. Yapilan diger ¢alismalarda (trans-4-(4-(3-
adamantan-1-il-lireido)-siklohekziloksil)-benzoik  asit  (t-AUCB, Sekil 2.10,C)
bilesiginin oral kullanima uygunluk, suda ¢oziiniirlik ve metabolik diren¢ yOniinden
diger onciil inhibitdrlere nazaran daha iyi oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle t-AUCB
inhibitériiniin  sSEH enzimini inhibe etmede diger inhibitérlere goére en uygun

farmakolojik inhibitér oldugu diistiniilmektedir [36-38].
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Sekil 2.10. Baslica sEH inhibitorleri [32—-38].

EET’lerin biyolojik etkileri sEH enzimi aracilifi ile ortadan kaldirilarak,
biyolojik etkisi olmadig1 bilinen DHET lere doniistiiriilmektedir [6]. Bu nedenle sEH
aktivitesindeki azalmanin organizmaya HT ve KVH karst koruyucu ozellik
saglayabilecegi diisiiniilmektedir [15]. sEH enziminin farmakolojik olarak inhibisyonu
ile EET’lerin metabolizmasmin yavaslatilmas: ve bu molekiillerin ortamda daha uzun

siire kalmalarinin saglanmas1 amaglanmaktadir.
2.2.2. Coziiniir Epoksit Hidrolaz enziminin polimorfizmleri

sEH enzimini kodlayan gen (EPHX2) kromozomun 8p2l-pl2 bdlgesinde
lokalizedir. 54 kilo baz biiyiikliiglinde olup, 18 intron ve 555 amino asidi kodlayan 19
ekson igerir [28]. EPHX2 geni 44 tek niikleotid polimorfizmi (SNP) icermektedir.
Bunlarin 31 tanesi intronlarda 13 tanesi eksonlarda meydana gelmistir. Eksonik bolgede

meydana gelen 13 SNP’nin alt1 tanesi (Lys55Arg, Cys154Tyr, Arg287GIn, Glu470Gly,
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Argl03Cys ve Val422Ala) amino asit degisimine neden olurken diger yedi tanesi sessiz
SNP’ dir (Sekil 2.11.) Lys55Arg, Cys154Tyr ve Glu470Gly polimorfizmleri sEH
aktivitesini artirici, Arg287GIn ve Argl03Cys polimorfizmleri aktiviteyi azaltict etki
olusturmaktadir [39].

B:R285 B:R103

" B:£252 B:E142
B:A421 i |

B:E469

B:C154

A:C154 .. ) 7 AN BKSS
A:KS5

L A:E4B9

CPU

A:R103 A:E252 Az

A:E142 A:R285

Sekil 2.11. Fare sEH enziminin kristal yapisi iizerinde insan sEH enzimindeki
polimorfik bolgelerin gdsterimi. Proteinin alt birimleri A, ve B ile gosterilmektedir. N-
siklohekzilmetil-N (3-fenil) propil iire inhibitdriiniin baglandig: aktif bolge (CPU). Insan
sEH enziminde meydana gelen alt1 polimorfik kalintinin yerleri A ve B alt iinitelerinde
K55, R103, C154, R285 (insan R287), A421 (insan R422), ve E469 (insan E470) olarak
gosterilmektedir.E142 ve E252 polimorfik kalintilarmin tuz kopriilerinin olusumunda
etkili oldugu tahmin edilmektedir. Bu figiirasyonu olusturabilmek i¢in fare

karacigerinde sEH enzimi CPU ile inhibe edilmistir [39].
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EPHX2 geninde 55. pozisyondaki lizinin arjinin ile yer degistirdigi LysS5Arg
(K55R) polimorfizminin enzim aktivitesini artirdigi bildirilmistir [39]. Yapilan bir
calismada EPHX?2 genin ekson 2’deki K55R varyantinin koroner kalp hastalar1 arasinda
kontrole gore anlamli olarak daha yaygm oldugu gozlenmistir. Yine ayni ¢alismada
koroner arter hastaligi riski ile KS5R varyant alleli arasindaki iligkinin sigara igenler
arasinda yiiksek oldugu tespit edilmistir [40]. Bu bulgularin tersine, beyazlarda yapilan
bir ¢aligmada K55R polimorfizmi ile koroner arter hastaligi ve hipertansiyon riski

arasinda anlamli bir iligki belirlenememistir [41].

sEH enzim aktivitesini azaltan Arg287GIn  polimorfizminin  farkli
popiilasyonlardaki sikliginin HT ve KVH’larla iliskisini ortaya koyan caligmalar vardir.
Ornegin, Arg287GIn polimorfizmine sahip Afrika kokenli Amerikalilarda kroner arter
kalsifikasyonu olusma riskinin yiiksek oldugu belirtilmistir [42]. Yapilan bir baska
arastrmada Cinli bireylerde Arg287GIn polimorfizminin sEH enziminin aktivitesini
azaltarak hipertansiyon ve kardiyovaskiiler hastaliliklara kars1 koruyucu etki gosterdigi
bildirilmistir [43]. Gschwendtner’e gore Arg287GIn polimorfizmine sahip Beyaz
Avrupalilarda kalp krizi riski daha ytiksek yiiksektir [44]. Burdon ve ark.’larmnin yaptigi
calismada Arg287GIn polimorfizminin Afrikali Amerikalilarda kroner arter plagi
olusumunda risk artirict etkisi oldugu bildirilmistir [45]. Wei 2007 yilinda yayinlanan
makalesinde Arg287GIn polimorfizminin sigara icenlerde kroner arter kalsifikasyon
riskini artirdigin1  gostermistir [46]. Afrikali Amerikalilar iizerinde Dreisbach ve
ark.’larinin  yaptig1 ¢alisma ise Arg287GIn polimorfizminin hipertansiyon ile bir
iligkisinin olmadigini belirtmistir [47]. Tablo 2.1.’den de goriildiigi lizere sEH enzimini
kodlayan EPHX2 geninde meydana gelen Arg287Glu polimorfizminin KVH’lar
iizerindeki etkileri ile ilgili calismalar ¢eliskili sonuglar ortaya koymaktadir. Arg287Glu
polimorfizmi baz1 popiilasyonlarda koruyucu etki gosterirken bazilarinda ise risk artirict
etki gostermistir. Bu sonuclar EPHX2 genindeki Arg287Gln polimorfizm ile
kardiyovaskiiler hastalik risk iliskisinin, analiz edilen popiilasyonun etnik kokenine sik1
bir sekilde bagli oldugu seklinde yorumlanmistir [46]. Ailesel hiperkolesterolemili
hastalar lizerinde yapilan bir ¢alismada, Arg287Glu polimorfizmi gdzlenen bireylerin
yabanil genotipe sahip bireylere gore daha yliksek plazma kolesterol ve trigliserid
diizeylerine sahip oldugu saptanmistir [48]. Ayrica Lou diyabetik ratlarda yaptigi

calismada sEH enzimi inhibisyonunun hiperglisemiyi 6nledigini bildirmistir [49].
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Tablo 2.1: Farkh popiilasyonlarda sEH enzimi Arg287Glu polimorfizmi ile

KVH’lar arasindaki iliski [8].

Polimorfizm Hastalhk Etnik kioken Baglanti Kaynak
KVH Kafkasyalilar Miskili degil [40]
Afrikali
Amerikalilar ve
Kr9n6r arter Latin Amerikali Risk artirict [42]
kalsifikasyonu
olmayan Beyaz
Amerikalilar
o Sigara
Arg287Glu Kalp Krizi Cinliler igmeyenlerde 3]
risk azaltici
Beyaz Risk [44]
.. 1sk arttirici
Kalp Krizi Avrupalilar
Afrikali
Kroner arter ' Risk artirict [45]
plag Amerikalilar
Kroner arter Sigara icenlerde Risk artiric [46]
kalsifikasyonu
. . iskili degi
Hipertansiyon Amerikalilar ¢
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3.GEREC ve YONTEM
3.1. Kullanilan cihazlar ve malzemeler

Steril pipetler (5 ml, 10 ml)

Steril polipropilen test tiipleri (15 ml, 50 ml)

Steril mikrosantrifiyj tiipleri (1,5 ml, 0,5 ml, 0,2 ml)

Steril Na-sitratl tiipler (5 ml, BD,vacutainer)

Steril jelli biyokimya tiipii (10 ml, Hema & tube)

Steril enjektor (10 ml, Hayat)

Cesitli ebatlarda erlen, beher, cam pipet ve meziirler (Teknik cam)
Mikro santriflij (Eppendorf 5415C)

Sabit baslikli masa iistii santrifiij (Hettich EBA 3S)

Otomatik pipetler (P10, P20, P200, P1000, Gilson)

Otomatik pipet uclar1 (Sar1, mavi, beyaz, Rainin)

pH metre (Jenco 672 Digital)

Vorteks (Nuvemix NVM)

Su banyosu (Memmert WB-10)

Manyetik karistirici (Niive MK 218)

Hassas terazi (Sartorius BL120S)

Isitma blogu (Stuart Scientific)

Mikrodalga firin (Arcelik MD500)

Derin dondurucu (Ariston)

Otoklav (Sanyo MLS)

Otoklav band1

Spektrofotometre (Spectro UV-VIS Double Beam PC Scanning)
Termal cycler (Techne)

Jel goriintiileme cihazi ve yazicisi (Vilber Lourmat Photodocumentation and
Video Graphic -Printer UP-895CE)

Printer kagidi (Sony Type V (High Glossy) UPP-110 HG Glossy Printing Paper
110 mm x 18m)

UV transilluminator (UVP TM-40)
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3.2. Kimyasal maddeler

Primerler (Alpha DNA)

Restriksiyon endoniikleaz Hpa 11 (Msp 1) (Fermentas, 10 U /ul)
Tag DNA polimeraz ( Vivantis, 5 U/ul)

dNTP karsimi (Vivantis, 2 mM)

Agaroz (Vivantis)

Low melting agaroz (Vivantis)

MgCl; soliisyonu (Fermentas, 25 mM)

Proteinaz K (Fermentas, 15 mg/ml)

DNA Marker PUC 19 /Msp I (Vivantis,0,2 mg/ml )
Tris —base (Vivantis )

Asetik asit (Riedel-de Haen)

Sukroz (Merck)

Triton x 100 (Sigma)

Magnezyum Kloriir, 6 sulu (Carlo Erba)

Etilen Diamin Tetra Asetikasit (EDTA, Multicell)
Sodyum Kloriir (Merck)

%96’ lik saf etil alkol (Carlo Erba)

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS, Merck)

Etidyum bromid, 1mg/ml (Applichem)
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3.3. Genel c¢ozeltiler ve tamponlar
Lizis Tamponu (pH 7,5) (Otoklavlanir)

e 10mM Tris-base
e 320 mM siikroz

e %1 Triton x100

e 4 mM MgCl,.6H,O

TE Tamponu (pH 7,5) (Otoklavlanir)

e 10 mM Tris-base
e I mMEDTA

TEN Tamponu (pH 8,0) (Otoklavlanir)

e 10 mM Tris
e 2mMEDTA
e 400 mM NaCl

TAE x 5 Tamponu (pH 8,0)

e 40 mM Tris-base
e Asetik asit (5,71ml)
e | mMEDTA

Doymus NaCl cozeltisi
%10’luk SDS (Sodyum Dodesil Siilfat)
Jel yiikleme tamponu (Loading dye 6X, Vivantis)

%70°lik etil alkol

21



3.4. Calisma grubu

Calismamizda, Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi’ne basvuran 300 birey ¢calisma grubunu olusturdu. Calismaya dahil

edilen bireylerin Ek 1, ’de verilen soru formunu doldurmalari talep edildi.

3.5. Kan orneklerinin toplanmasi

Calismaya katilan bireylerden 5 ml ven6z kan 6rnegi DNA izolasyonu i¢in Na-
sitrath tliplere ve 5 ml vendz kan 6rnegi de serum elde etmek iizere jelli biyokimya

tiiptine alindi. Elde edilen DNA ve serumlar — 20 °C’de korundu.

3.6. Genomik DNA izolasyonu

Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarinda c¢alisma grubuna ait kan
orneklerinden Salting-out (yiiksek tuz konsantrasyonuyla ¢oktlirme) yOntemiyle

genomik DNA izole edildi [50]. izolasyon su sekilde yapildi:

e 1 ml sitrath kan 15 ml’lik propilen tiipe alindi.

e Kan 0rneginin lizerine ii¢ kat hacimde (3 ml) lizis tamponu konuldu ve
yavasca karistirildi

e Sabit bashikli masa iistii santrifiijiinde 2200 rpm de 15 dakika santrifiij
edildi (Hettich Eba 3 S). Dokelti atild1.

e Lizis tamponu ile yikama iglemi iki kez tekrarlandi.

o Dokelti atildi. Cokelti iizerine 600 pul TEN tamponu konuldu ve kisa bir
stire vortekslendi. Sonra 40 pl %10’luk SDS ve 7 pul (15mg/ml) proteinaz
K ilave edildi ve elle vurularak karistirildi.

e Karisim 1.5 ml’lik ependorf tiipiine alind1 ve 3.5 saat 55 °C’de 1sitma
blogunda inkiibe edildi.

e Daha sonra 6rneklerin tizerine 200 pl doymus tuz ¢ozeltisi ilave edildi ve
karistirildi.

e 2600 rpm’de 15 dk santrifiij yapild1 (Eppendorf Centrifuge 5415 C).
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e Dokelti yeni bir 1.5 ml’lik ependorf tiipiine alind1 ve 3300 rpm’de 30 dk
santrifiij edildi.

e Dokelti 15 ml’lik propilen tiipe alindi, tizerine iki kat hacimde etil alkol
ilave edilerek DNA ¢oktiirtildii.

e (oktiiriilen DNA pipet ucu ile 200 pul %70’lik alkol i¢ine alindu.

e 10 dk santrifij edildikten sonra alkol pipetle cekilerek uzaklastirildi.
Kalan alkoliin uzaklasmasi i¢in tiip agz1 agik olarak oda sicakliginda bir
stire bekletildi.

e DNA 06rnegi tizerine 40 pl TE tamponu eklendi ve tiiplin agz1 kapatildi.
DNA 6rnegi TE tamponunda ¢odziinmesi i¢in bir gece oda sicakliginda
birakildi.

e DNA ornekleri -20 °C’de korundu.

3.6.1. DNA Kkalitesi ve miktariin belirlenmesi

Izole edilen DNA &rneklerinin PZR reaksiyonunda kullanilabilir kalitede olup
olmadig1r (degradasyon vb), %1 ’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutularak
goriintiillenmesi ile kontrol edildi. Izole edilen DNA o6rnekleri 1/50 oranmda
sulandirilarak 260 nm’de ve 280 nm’deki absorbanlarindan yararlanarak DNA kalitesi
belirlendi. Azg0/Azso orani 1.5 in altindaki DNA 6rnekleri i¢in yeniden DNA izolasyonu
yoluna gidildi.

A260 da olciilen 1 degeri 50 pg/ml ¢ift zincirli DNA ya karsilik geldiginden,

DNA derisimi asagidaki formiilden yararlanilarak hesaplandi.

DNA (png/ml)=Ase0 x 50 x sulandirma faktorii
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3.7. Genotipleme

sEH enzimini kodlayan gende (EPHX2) polimorfizm olup olmadigs,
Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) yontemi kullanilarak belirlendi.

3.7.1. EPHX2 G860A polimorfizminin belirlenmesi

Tablo 3.1: PZR reaksiyon bilesenleri

Bilesen Stok konsantrasyonu Eklenen Hacim

Steril Apirojenik H,O - 34 ul

Amplifikasyon Buffer (-MgClp) 10X Sul

MgCl, 25mM 4 ul

dNTP 10 mM I ul

Forward primer 6,8 pmol 2 ul

Revers primer 6,9 pmol 2 ul

DNA - I ul

Taq DNA Polimeraz 2.5U/uL 1 ul
TOPLAM: 50 pl
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Tablo 3.2: 197 b¢ DNA’y1 amplifiye eden PZR program

Baslangic Denatiirasyonu 95 °C 5 dakika
Denatiirayon 94 °C 30 saniye
Annealing 58 °C 30 saniye
35 Dongii
Uzama 72 °C 30 saniye
Son uzama 72 °C 5 dakika

12 pl PZR iirtinii (197 bg) Hpa 11 (Msp 1) (10 U /ul) restriksiyon endoniikleaz ile
37°C’de bir gece restriksiyona tabi tutuldu. Restriksiyon iirlinii %2.5’luk agaroz jelde

elektroforeze tabi tutulduktan sonra jel goriintiileme cihazinda fotograflandi

3.8. Agaroz jel elektroforezi

Izole edilen DNA &rnekleri, PZR iiriinleri ve RFLP sonucu olusan DNA
fragmentleri agaroz jelde molekiil biiyiikliiklerine gore ayrildi. Jeller Tris-Asetat, EDTA
(TAE) tamponu iginde (%1-2.5). Jelin hazirlanmas1 asamasida etidyum bromid 7 pl
(10 mg/ml) eklendi. Jel lizerindeki kuyucuklara yiikleme sirasnda DNA 6rnegi iizerine
1/6 hacim ytlikleme tamponu eklendi. Elektroforez 100 V da 45 dakika yapildi. Jeller jel

gortintiileme sistemi kullanilarak fotografland:.
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4. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Bu calismada Bir Tiirk popililasyonunda sEH enzimini kodlayan gendeki
(EPHX2) G860A polimorfizm siklig1 belirlendi. Genotip dagilimlar1 Hardy-Weinberg
dengesi yoniinden degerlendirildi. G860A polimorfizmi ile KVH, diyabet iliskisi Khi

kare (XZ) testi kullanilarak degerlendirildi. Bireylerin plazma lipit diizeylerinin cinsiyetle
iliskisi ve plazma lipit diizeyleri genotip iliskisi bagimsiz gruplarda iki ortalama
arasindaki farkin anlamlilik testi (student-t test) kullanilarak yapildi. Verilerin
istatistiksel analizinde Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) programi

(Versiyon 14) kullanild:.
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5S.BULGULAR

Bu ¢alismada Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’ne basvuran 300
kisi ¢alisma grubunu olusturmaktadir. Calisma grubunu olusturan tiim kisilerle yiiz yiize
gorisiilerek, kendilerine yoneltilen Ek—1 deki sorular1 cevaplamalari istendi. Bu sorulara
verdikleri yanitlar ve deneysel veriler kullanilarak ¢oziiniir epoksit hidrolaz (sEH,EPHX2)
enziminin genetik polimorfizm siklig1 ve plazma lipit diizeyleri arasindaki iligki
istatistiksel olarak analiz edildi. Caliyma grubunu olusturan bireylerin cinsiyet, yas, KVH,
diyabet v.b. 6zellikleri Tablo 5.1°de verilmistir. Calisma grubunun 144 (%48)’l erkek,
156 (%52)’s1 kadin bireyden olugmaktadir. Erkeklerin yas ortalamasi 44.31+17.48,
kadinlarin yas ortalamasi ise 41.47 + 16.15 olarak belirlendi. Viicut kiitle indeksi ise
26.64 £ 5.05’di. Calisma grubunun 87 (%29)’sinde KVH varken, 213 (%71.0)linde
KVH gorilmemektedir. Calisma grubundaki 43 (%14.3) birey diyabet iken 257 (%85.7)
kisi diyabet olmadigini bildirdi.

Tablo 5.1: Calisma grubunu olusturan bireylerin karakteristik 6zellikleri

n (%)

Birey Sayisi 300
Cinsiyet

Erkek 144 (48.0)

Kadmn 156 (52.0)
Yas Ortalama + SD

Erkek 4431 £17.48

Kadmn 41.47 £ 16.15
Sigara Durumu

Igenler 74 (100)

Erkek 49 (66.2

Kadmn 25 (33.8)
Kardiyovaskiiler Hastalik (Bireyin beyanina gore)

Var 87 (29.0)

Yok 213 (71.0
Diyabet (Bireyin beyanina gore)

Var 43 (14.3

Yok 257 (85.7)

Ortalama + SD

Viicut Kiitle indeksi 26.64 +5.05
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Calisma grubu ailede KVH ve diyabet yoniinden incelendiginde bireylerin 129
(%43)’unun 1. derece akrabalarinda KVH izlenirken 171 (%57)’inde izlenmemektedir.
Ailesinde diyabet hastasi olanlarin sayist 71 (%23.7), olmayanlarin sayis1 ise 229

(%76.3)*dur.

Tablo 5.2: Calisma grubunda yer alan bireylerin ailede KVH ve diyabet hikayesi
yoniinden degerlendirilmesi

KVH n (%)
Var 129 (43.0)
Yok 171 (57.0)
Diyabet
Var 71 (23.7)
Yok 229 (76.3)
Toplam 300 (100

5.1 EPHX2 geni G860A polimorfizminin belirlenmesi

Calisma grubunu olusturan 300 bireyin ¢Oziiniir epoksit hidrolaz enzimini
kodlayan gende G860A (R287Q) polimorfizmi icerip icermedikleri PZR-RFLP yontemi
ile belirlendi. EPHX2 geninin amplifiye edilen bolgesi (197 bg) Mspl restriksiyon
endoniikleaz enzimi i¢in spesifik bir tanima bolgesi icerdiginden Mspl enzimi ile kesim
sonras1 54 ve 143 bg biiyilikliigiinde iki fragment olusturmaktadir (Sekil 5.1 ve Sekil
5.2). EPHX2 geninde 860. pozisyonda G/A tek niikleotit degisimi ise Mspl enziminin
tanima bolgesinin kaybolmasmma neden oldugundan kesim gerceklesmemekte ve tek
bant gozlenmektedir (Sekil 5.2). Mspl RFLP sonrasi 54 ve 143 bg’lik bantlar1 iceren
ornekler yabanil tip, 54,143,197 b¢’lik bantlar1 igeren 6rnekler heterozigot ve 197 bg’lik
tek bant igeren bireyler homozigot polimorfik olarak degerlendirildi (Sekil 5.3).
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30001

30061

30121

30181

30241

30301

cgtgccccac

aagttaccgg

gagggaagca

caccgtccac

gtagtgccct

agcagccctg

gtggctcttg

tataaatggg cttatttcag

gtttgatcca tttacaggaa

ctccatggca

gaaggggatg

aagagggagt

atccgecctag

gactgatggg accatgctgg

agtgtgcctg

tttgttttct

agatccctgce

tctggcccag

tcctage

gcaggtthc agg
—

tatggacatg

aaaggctatg

gagagtcatc

tgctcctcee

ggtgggtgtg ctgtcttgca

gctggtcttg

ccttctacct

gcctgagcgce

tccacgcecte ggtgctttcec

gctgtcttat

ctggtcccag

Sekil 5.1: G860A tek niikleotit polimorfizmini igeren EPHX2 niikleotid

alinmigtir.)

: Forward ve revers primerler

. : Tek niikleotit degisimi

: Msp 1 restriksiyon enziminin tanima bolgesi
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wild tip (860G) allel

Msp i

£ ] * -
5 [ololc ]« Juu——
3 57

Msp |
Msp [ ile \E\"Q

inkiibasyon %}@

z° c - CGG a3’

143 be¢'lik fragment 54 be'lik fragment

Sekil 5.2: G860A polimorfizminin belirlenmesinin sematik gdsterimi.

30

Homozigot polimorfik (B60A) allel

Msp I
5. CCAG mmmm3’
" .
3 GGCC _—5
Msp [ ile
inkiibasyon
5, CCAG a3’
31 51

GGECC

197 be'lik kKesilmemis PCR drdnd



Sekil 5.3: sEH genotiplerinin PZR- RFLP paternleri

M: pUC 19/ Mspl DNA Ladder (501, 489, 404, 331, 242, 190, 147, 111, 110, 67, 34 bg)
1: 197 bg ( PZR iiriinii)

2: 54, 143 be (Yabanil tip )

3: 54, 143, 197 bg (Heterozigot )

4: 197 b¢ (Homozigot polimorfik)

5: Negatif kontrol
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Tablo 5.3’de g¢aligma grubunu olusturan bireylerin EPHX2 geni G860A polimorfizmi
yoniinden analizi goriilmektedir. Polimorfizm yoniinden yabanil tip (GG), heterozigot (GA)
ve homozigot polimorfik (AA) genotip sikliklar1 swrasiyla %78.6 (n=236), %20.4 (n=62) ve
%1 (n=2) olarak belirlendi. Calisilan popiilasyonunun EPHX2 G860A genotip sikliklari

2
yoniinden Hardy-Weinberg dengesinde oldugu gozlendi. (X =0.92, p=0.33). Bireylerin
EPHX2 geni G860A polimorfizminin Hardy-Weinberg dengesi yoniinden incelenmesi ise
Tablo 5.4’te verilmistir.

Tablo 5.3: Calisma grubunu olusturan bireylerde sEH genotip dagilim

Genotip n (%)
GG 236 78.6
GA 62 20.4
AA 2 1.00
Toplam 300 100

Tablo 5.4: EPHX2 G860A polimorfizminin Hardy-Weinberg Dengesi yoniinden

incelenmesi

Genotip Gozlenen (%) Beklenen (%)
GG 236 (78.6) 237.63 (79.21)
GA 62 (20.4) 58.74 (19.58)
AA 2 (1.00) 3.63 (1.21)
Toplam 300 (100) 300 (100)

)
Hardy-Weinberg Dengesi i¢in; X =0.92. p=0.330
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Tablo 5.5’de genotip sikliginin cinsiyete gore dagilimi verilmistir. 144 erkek bireyin 109
nun GG, 35 nin GA+AA genotipe, 156 kadindan 127 sinin GG, 29 unun GA+AA

genotipe sahip oldugu belirlendi. Erkekler ve kadmlar arasinda genotip dagilimlari

2
yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi (X =1.458, p=0.227).

Tablo 5.5: Calisma grubunda yer alan bireylerin genotip sikh@inin cinsiyete gore
dagilin

Cinsiyet n Genotip

GG (%) GA+AA (%)
Erkek 144 109(75.6) 35(24.4)
Kadin 156 127(81.4) 29(18.6)
Toplam 300 236 64

2
X =1.458, p=0.227

5.2 Caliyma grubunda yer alan bireylerin plazma lipit diizeylerinin cinsiyet ve
genotip dagihmlarn

Tablo 5.6’da calisma grubunda yer alan bireylerin plazma lipit diizeylerinin cinsiyet
yoniinden degerlendirilmesi goriilmektedir. Erkek ve kadin bireyler i¢in ortalama lipit
diizeyleri siras1 ile TG: 167.470£107.600, TG: 149.890+78.620 mg/dl, HDL: 31.300£8.460,
HDL: 37.440+£12.210 mg/dl, LDL: 71.550+27.100, LDL: 72.190+34.480 mg/dl,
TK:170.040+40.740, TK:175.100+48.035 mg/dl olarak belirlenmistir. Calisma grubu 300
kisiden olusmasina ragmen hesaplamanin dogrulugu agisindan ug¢ degerlere sahip bireyler (8
kisi) istatistiksel degerlendirmeye alinmadi. Tabloya gore 292 bireyin plazma lipit diizeyleri
cinsiyet yoniinden karsilastirildiginda erkeklerde TG diizeyi kadinlara gore, kadinlarda ise
LDL ve TK diizeyleri erkeklere gore daha yiliksek olmasina ragmen iki cins arasinda TG,
LDL ve TK diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi (TG p=0.110,
LDL p=0.860, TK p=0.330). Ancak kadinlarda HDL diizeyi erkeklere oranla istatistiksel
olarak anlamli bir bigimde ytliksek bulundu (p=0.001).
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Tablo 5.6: Caliyma grubunda yer alan bireylerin plazma lipit diizeylerinin cinsiyet
yoniinden degerlendirilmesi

Cinsiyet
Erkek Kadin
Plazma Lipitleri n =154 n =138 p
(X £ SD; mg/dl) (X £ SD;mg/dl)

TG 167.470+107.600 149.890+78.620 0.110
HDL 31.300+8.460 37.440+12.210 0.001*
LDL 71.550+27.100 72.190+34.480 0.860
TK 170.040 +40.740 175.100+48.035 0.335
*p<0.050

Tablo 5.7 ¢aligma grubunda yer alan bireylerin plazma lipit diizeylerinin EPHX2 geni

G860A polimorfizmi yoniinden degerlendirilmesi sonuclarint igermektedir. Yabanil (GG)

genotipe ve polimorfik (GA+AA) genotipe sahip bireylerin plazma lipit diizeyleri sirasi ile TG:

156.350493.250, TG: 164.900+95.720 mg/dl, HDL: 34.910+10.500, HDL: 33.180+12.740

mg/dl, LDL: 72.5404+32.330, LDL: 69.500+26.580 mg/dl ve TK: 173.560+45.380, TK:

169.5804+42.460 mg/dl olarak belirlenmistir. Bu sonuglara gore plazma lipit diizeyleri ile
genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamamistir (TG p=0.522, HDL

»=0.272, LDL p=0.494, TK p= 0.533).

Tablo 5.7: Cahsma grubunda yer alan bireylerin plazma lipit degerlerinin EPHX2 geni

G860A polimorfizmi yoniinden degerlendirilmesi.

Plazma Lipitleri

TG
HDL
LDL
TK

Genotip Sonuc¢*
GG GA +AA
(X + SD; mg/dl) (X + SD; mg/dl) t p
156.3504£93.250 164.900+£95.720 0.641 0.522
34.910+10.500 33.180+12.740 1.101  0.272
72.540+32.330 69.500+26.580 0.685  0.494
173.560+45.380 169.580+42.460 0.625 0.533

*Student-t test



Calisilan popiilasyonda erkek ve kadin bireylerin lipit degerleri genotip iliskileri siras1
ile tablo 5.8. ve tablo 5.9.da goriilmektedir. Erkeklerde ve kadinlarda lipit diizeyleri ile
EPHX2 geni G860A polimorfizmi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmada.
Erkeklerde TG p=0.522, HDL p=0.482, LDL p=0.665, TK p= 0.505, kadinlarda TG p=0.860,
HDL p=0.765, LDL p=0.136, TK p= 0.516 olarak hesaplandi.

Tablo 5.8:Calisma grubunda yer alan erkek bireylerde lipit diizeylerinin EPHX2 geni

G860A polimorfizmi yoniinden degerlendirilmesi

Genotip
Plazma Lipitleri Sonuc*
GG GA +AA t )2
(X + SD; mg/dl) (X + SD;mg/dl)
TG 186.600+145.070 169.485+£110.395 0.643  0.522
HDL 31.606+8.446 30.454+8.302 0.705  0.482
LDL 71.382427.169 73.682+27.631 0.434  0.665
TK 174.394+46.266 168.571+39.863 0.669  0.505

*Student-t test

Tablo 5.9: Calisma grubunda yer alan kadin bireylerde lipit diizeylerinin EPHX2 geni

G860A polimorfizmi yoniinden degerlendirilmesi

Genotip
Plazma Lipitleri Sonuc*
GG GA +AA t )2
(X £ SD; mg/dl) (X £ SD; mg/dl)
TG 151.818+91.068 155.034+77.000 0.176  0.860
HDL 37.533+15.997 36.779+£15.997 0.300 0.765
LDL 73.931+£36.009 63.365+24.743 1.499 0.136
TK 176.252+48.417 169.827+45.737 0.651 0.516

*Student-t test
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5.3 EPHX2 geni G860A polimorfizminin KVH ve diyabet ile iliskisi

Tablo 5.10. kardiyovaskiiler hastaligi olan bireylerin EPHX2 geni G860A
polimorfizmi yoniinden degerlendirilme sonuglarini i¢ermektedir. Calisilan popiilasyonda
yabanil genotipe sahip 236 bireyden 62 (%26.3)’si kardiyovaskiiler hastalia sahipken 174
(%73.7)’1 degildi. Diger yandan polimorfik genotipe (GA+AA) sahip 64 kisinin 25 (%39.1)’1
kardiyovaskiiler hastalifa sahipken 39 (%60.9)’u degildi. Kardiyovaskiiler hastalik yoniinden
yabanil (GG) genotip ve polimorfik (GA+AA) genotipi olan bireyler arasinda istatistiksel

2
olarak anlaml bir fark gozlendi (X =4.00, p= 0.045). KVH olan bireylerin %26.3 i yabanil
genotipe sahipken %39.1 1 polimorfik genotipi icermekteydi. Dolayisiyla polimorfik genotipli
bireylerde KVH goriilme siklig1 yabanil genotiplere gore anlamli bir bicimde yiiksek bulundu.

Tablo 5.10: EPHX2 geni G860A polimorfizm sikhklarimin kardiyovaskiiler hastahk

yoniinden degerlendirilmesi

KVH
Genotip Toplam
Var Yok
GG (%) 62 (%26.3) 174 (%73.7) 236 (%100.0)
GA+AA (%) 25 (%39.1) 39 (%60.9) 64 (%100.0)
Toplam (%) 87 (%29.0) 213 (%71.0) 300 (%100.0)

2
X =4.00, p=0.045

Tablo 5.11°e gore, yabanil (GG) genotipe sahip 236 bireyden 27 (%11.4)’si diyabet
iken 209 (%88.6) kisi diyabet degildir. Polimorfik genotipe sahip 64 kisiden 16 (%25.0)’sinda
diyabet goriiliirken 48 (%75) bireyde diyabet goriilmemektedir. Diyabet yoniinden polimortik
(GA+AA) ve yabanil tipe (GG) sahip bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

2
belirlenmistir (X =7.539, p=0.006). Bu sonuglara gore polimorfik genotipe (GA+AA) sahip
bireylerde diyabet goriilme siklig1 yabanil genotipe (GG) sahip bireylere gore anlamli olarak
daha yiiksektir (%11.4 GG, %25.0 GG+AA).
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Tablo 5.11: EPHX2

geni G860A polimorfizm sikhklarinin diyabet yoniinden

degerlendirilmesi
Diyabet
Genotip Toplam
Var Yok
GG (%) 27 (%11.4) 209 (%88.6) 236 (%100.0)
GA+AA (%) 6 (9%25.0) 48 (%75.0) 64 (%100.0)
Toplam (%) 43 (%14.3) 257 (%85.7) 300 (%100.0)

2
X =7.539, p=0.006
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6. TARTISMA ve SONUC

HT ve KVH’lar bir¢ok popiilasyonda 6liim nedenleri i¢inde ilk swradadir. Hastaligin
kisiye ve topluma verdigi ekonomik yikim ¢ok biiyiiktiir. Ulkeler saglik harcamalar1 igin ¢ok
biiylik miktarda para aywrmaktadirlar. Ayrilan paranm dogru yonetilmesi, amaca uygun
kullanilmas1 ve toplumlarin bilin¢lendirilmesi ¢ok Onemlidir. Gelisen teknoloji sayesinde
toplumlarin genetik 6zelliklerinin belirlenmesi, bize baz1 hastaliklara kars1 erken 6nlem alma
sans1 vermektedir. EET leri metabolize ederek onlarin vazodilatator, anti-inflamatuar, anti-
platelet, anti-hipertansif, anti-apoptotik, anti-trombotik ve natriliretik etkilerinin ortadan
kalkmasma neden olan sEH enziminin genetik varyantlarinin kardiyovaskiiler hastaliklardaki
rolii son birka¢ yildir iizerinde calisilan bir konudur ve farkli toplumlardaki c¢aligmalara
ihtiyag vardir. ilag gelistirme arastirmalari agisindan, genlerin hastaliklarla olan iliskisini
bilmek dnemlidir. Insanlarda meydana gelen tek niikleotid degisimleri immiin cevabin ve ilag
etkinliginin kisiden kisiye degismesinin ger¢cek nedeni olarak gosterilmektedir. Son yillarda
sEH enziminin farmakolojik olarak inhibisyonu ile HT ve KVH tedavisine yonelik ¢aligmalar
hiz kazanmustir.

1 Eylil 2011°de Birlesmis Milletler (UN), iilke baskanlarinin yer aldigi Bulasict
Olmayan Hastaliklar Ust Diizey Toplantisinin raporuna gore bulasici olmayan hastaliklar
icerisinde KVH, kanser, kronik solunum yolu hastaliklar1 ve diyabet diinyada bir numarali
Olim nedeni olup, diger hastaliklara kiyasla, her yil daha fazla sayida insanin 6liimiinden
sorumludur. HT ve KVH’lar ise bu 6liim nedenleri arasinda %48’lik oranla ilk sirada yer
almaktadir [51]. Ulkemizde ise HT ve KVH’lardan kaynakli Sliimlerin goriilme siklig
yaklasik %35-38 “dir [52].

HT sikliginin farkh tlkelerdeki oranlarina bakildiginda ABD’de 35-64 yas arasi
(%28), Kanada’da %27, Isveg’te %38, italya’da %38, Ingiltere’de %42, Ispanya’da %47 ve
Almanya’da %55°dir [53]. Ulkemizde 2009 yili itibariyle 30 yas iizeri eriskin niifusta HT
goriilme siklig1 kadinlarda %46.3, erkeklerde ise %37.7 oldugu tespit edilmistir. HT siklig1
iilkemizde yaklasik %40°dir [54]. ABD’de yapilan ulusal halk saghigi caligmasma gore
beyazlarda kalp hastaligi %12, koroner kalp hastaligi %6.6, hipertansiyon %21, olarak tespit
edilmistir. Asya kokenli bireylerde ise kalp hastaligi %6.7, koroner kalp hastaligi %3.8,
hipertansiyon %19.4, olarak daha diisiik diizeylerdedir [55]. Ulkemizde ise kalp hastaligi
erkeklerde %13.9, kadinlarda %12.1 olarak tespit edilmistir. Koroner kalp hastalig1r %6 *dir
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[54]. Calismamizda KVH goriilme siklig1 %29 olarak bulundu. Bu oran literatiirde belirtilen
KVH goriilme sikliklarina gore oldukca yiiksektir. Calismamizda HT un KVH grubu i¢inde
degerlendirilmesi ve hasta bilgilerinin bireylerin beyanlar1 ile olusturulmasi KVH goriilme
sikligmin yiliksek ¢ikmasinin sebepleri arasinda sayilabilir.

Bu calismada HT ve KVH goriilme oranmin olduk¢a yiiksek oldugu Tiirk
popiilasyonunda bu hastaliklarla iligkili olabilecegi son yillarda yogun bir bi¢imde arastirilan
sEH enzimini kodlayan gendeki G860A polimorfizm siklig1 belirlendi. Calismamizda yabanil
tip (GG), heterozigot (GA) ve homozigot polimorfik (AA) genotip oranlari sirasiyla %78.6 (n

=236), %20.4 (n=62) ve %1 (n=2) olarak belirlendi (X2=0.92, p=0.33). EPHX2 G860A
genotip sikliklar1 Hardy-Weinberg dengesindeydi. Sonuglar daha once farkli popiilasyonlarda
yapilmis olan ¢aligmalarin sonuglar1 ile karsilastirildi (Tablo 6.1.). Heterozigot ve homozigot
polimorfik genotip siklig1 siras1 ile Danimarka popiilasyonunda %18.7, %1 [56], Afrika
Kokenli- Amerikalilarda %16.3, %0.4 Beyazlarda %18.6, %0.7 [42] ve Isveclilerde %18.9 ve
%1.2’dir [57]. Cin popiilasyonunda ise heterozigot genotip sikligi %32 homozigot polimorfik
genotip sikligr %5.7°dir [43]. Craig R. Lee ve ark. nin yaptig1 calismada heterozigot ve
homozigot polimorfik genotip siklig1 toplami Kafkas popiilasyonunda %19.4, Afrika Kokenli-
Amerikalilarda %17.1°dir [40]. Burdon ve ark.nin Afrika kdkenli Amerikalilar iizerinde
yaptig1 caligmada homozigot polimorfik ve heterozigot genotip sikliklar1 sirasi ile %1.8, ve
%17.4°diir [45]. Tabloda da goriildiigii gibi verilerimiz Danimarka, Afrika kdkenli Amerikals,
Kafkas, Beyazlar ve Isve¢ popiilasyonlar: ile uyum gosterirken Cin popiilasyonu iizerinde
yapilan ¢aligma ile hem heterozigot hem de homozigot polimorfik genotip siklig1 bakimindan
farklilik arz etmektedir. Tiirk toplumunun EPHX2 geni G860A sikligi Avrupa, Kafkas ve
beyaz wka mensup toplumlarla benzer olmasma ragmen Cin popiilasyonu ile

karsilastirildiginda oran daha diisiiktiir.

39



Tablo 6.1: Farkh popiilasyonlarda EPHX2 G860A polimorfizm sikhklar:

Popiilasyon

Danimarka

Cin

Afrikah
Amerikah

Avrupah
Beyazlar

Afrikah
Amerikah

Isvec

Kafkas

Afrikah

Amerikah

Tirk

Toplam

29339

350

1201

1506

349

5827

614

307

300

GG

23528 (%80)

218 (%62.2)

1000 (%83.3)

1215 (%80.7)

282 (%80.8)

4656 (%79.9)

496 (%80.6)

258 (%82.9)

236 (%78.6)

GA

548 (%18.7)

112 (%32)

196 (%16.3)

280 (%18.6)

61 (%17.4)

1102 (%18.9)

AA

322 (%1)

20 (%5.7)

5 (%0.4)

11 (%0.7)

6 (%1.8)

69 (%1.2)

118 (%19.4)

49 (%17.1)

62 (%20.4)

2 (%]1)

Kaynak

[56]

[43]

[42]

[42]

[45]

[57]

[40]

[40]

Bu ¢alisma
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sEH enzimini kodlayan gendeki G860A polimorfizmi ile KVH’lar, hipertansiyon,
koroner arter kalsifikasyonu, kalp krizi, diyabet ve plazma lipit diizeyleri arasindaki iliskileri
inceleyen caligmalar vardir. Bu g¢alismalarda sozii edilen hastaliklara yatkinlik bakimindan
celiskili sonuglar ortaya konmustur. Zhang ve ark. Cin popiilasyonu iizerinde yaptigi
calismada G860A polimorfizminin sigara igmeyenlerde kalp krizi riskini azaltici etki
gosterdigini aciklamislardir. Ayrica G860A polimorfizminin hiicre kiiltiiriinde iskemi sonrasi
noronal yasam siiresini arttirdigi [58] ve SEH inhibisyonunun deneysel kalp krizi
modellerinde kalp kas1 hasarmin biiyilikliigiinii azalttig1 bildirilmistir [S9]. Bu sonuglar enzim
aktivitesindeki azalmanin EET’lerin degradasyon hizinin yavaslamasina, dolayisiyla
vazodilatator, anti-inflamatuar, anti-platelet ve anti-hipertansif 06zellikleri olan bu
molekiillerin dolasimda daha uzun siire kalarak KVH’lara kars1 koruyucu etki olusturabilecegi
seklinde yorumlanmistir. Biz de bu ¢alismada 300 bireyden olusan popiilasyonumuzu KVH
olanlar ve olmayanlar diye iki gruba ayirip polimorfizm yOniinden iki grubu
karsilastirdigimizda KVH olanlarda G860A polimorfizmi oraniin anlamli bir bicimde yiiksek
oldugunu gordiik. Bu sonug¢ yukarida s6zii edilen ¢calismalarin sonucu ile ¢elisirken, siyah
popiilasyonda 860A alelinin koroner arter kalsifikasyonu riskini artirdigini bildiren, CARDIA
(Coroner Artery Risk Devolopment in Young Adults) calismasi [42] ile ayn1 polimorfizmin
Avrupalilarda kalp krizi riskini artirdigini bildiren Gschwendtner ve ark. nin sonuglari ile
paralellik gostermektedir [44]. Her ne kadar sEH aktivitesindeki azalmanin EET diizeylerini
artrrarak kalp hastaliklarma karst koruyucu etki olusturmasi beklense de bu olayin
mekanizmasi heniiz tam olarak anlasilamamistir. EET’ler ve onlara karsilik gelen diol
izomerlerinin farkli fizyolojik etkileri olabilir. Ayrica bu epoksit ara {irlinlerinin
metabolizmasinda coklu ve birbirini etkileyen ¢ok farkli yolaklarmm devreye girebilecegi
bilinmektedir. Ornegin Fang ve ark. [60] sEH m inhibisyonunun EET metabolizmasini
driinleri biyolojik olarak aktif alternatif bir p-oksidasyon yolagina yonlendirdigini
bildirmislerdir. Nasil oldugu bilinmeyen bu yolaklardan birinin veya onlarin iirettigi bir
maddenin damarlarda kalsiyum birikimine neden olabilecegi ve bunun arastirilmas: gerektigi
iizerinde durulmaktadir. Ciinkii EET lerin diiz kas hiicreleri, endotel hiicreleri ve miyositleri
iceren bazi hiicrelere intraseliiler kalsiyum akisini arttirdig1 bilinmektedir. Bunlara ek olarak
Wei ve ark. Afrikali Amerikalilarda yaptiklar1 haplotip analizinde G860A polimorfizminin

koroner arter kalsifikasyonu icin 1.7 kat daha fazla risk olusturdugunu bildirmislerdir.
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Yukarida da belirttigimiz gibi bizim sonuc¢larimiz tiim bu ¢aligmalar ile uyumlu olsa da bizim
calismamizda elde edilen sonuglar bireylerin KVH olma durumlarmin kendi verdikleri bilgiler
dogrultusunda degerlendirilmesi sonucunda elde edilen verilere dayanmaktadir. Yani bizim
sonuglarimiz bireylerdeki KVH’1 teyit eden klinik raporlara dayanmamaktadir. Dolayisiyla bu
calismadaki KVH-genotip iligkisini inceleyen istatistiksel analiz yalnizca eldeki verilerin bir
on degerlendirilmesi olarak diistiniilmiistiir.

Sato ve ark. nin ailesel hiperkolesterolemi hastalar1 tizerinde yaptig1 calismada EPHX?2
geni G860A polimorfizmine ve LDL reseptdr mutasyonuna sahip kisilerde total kolesterol ve
trigliserid degerlerlerinin bu polimorfizme sahip olamayanlara gore yiiksek oldugu
bildirilmistir [48]. Bu durum ailesel hiperkolesterolemi hastaliginda fenotipi etkileyen yeni bir
gen-gen interaksiyonu olarak agiklanmistir. Bizim ¢alismamizda ise plazma lipit diizeyleri ile
G860A polimorfizmi arasinda anlamh bir iligki saptanmamistir. Calistigimiz popiilasyonda
ailesel hiperkolesterolemi veya LDLR mutasyonlar1 ile ilgili verilerimizin olmamasi
nedeniyle popiilasyon bu acidan incelenemedi. Diger yandan Enayetallah ve ark. nin fareler
iizerinde yap1g1 calismada sEH knock-out erkek farelerde plazma total kolesterol diizeylerinin
yabanil tip olanlara gore anlamli olarak diisiik oldugu bildirilmistir [61]. Bu etkinin yalnizca
erkek fareler iizerinde olusmasini ise normalde sEH enzimi aktivitesinin ve ekspresyonunun
erkeklerde daha fazla olmasina baglamiglardir. Bizde ¢alisma popiilasyonumuzu erkek ve
kadin olarak iki ayr1 gruba ayirdik ve her iki grupta ayr1 ayr1 G860A polimorfizmi ile lipit
diizeyleri arasmdaki iliskiyi inceledik ancak iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski bulamadik. Sonucumuzun literatiire gore farklilik arz etmesinde ¢aligilan popiilasyonun
erkek ve kadin olarak iki gruba ayrilmasi ve bdylece gruplardaki birey sayisimnin azalmasi
dolayisiyla istatistiksel giiciin zayiflatmasi bir neden olarak goriilebilir. Ayni g¢alismada
enzimin bir inhibitor araciligi ile (TUPS) sadece hidrolaz aktivitesinin inhibe edilmesi
durumunda yabanil tip farelerde sEH knock-out farelere gore yiiksek kolesterol diizeyinin
saptandigt da vurgulanmistir. Ayni etki hiicre kiiltiirinde HepG2 hiicrelerinde de
gozlenmistir. Bu durum ¢Oziiniir epoksit hidrolaz enziminin fosfataz ve hidrolaz
domainlerinin kolesterol metabolizmasinin diizenlenmesinde birlikte etkili olduklarmi
gostermektedir [61]. sEH enziminde meydana gelen G860A polimorfizminin hidrolaz
aktivitesinde azaltici, fosfataz aktivitesinde ise artirict etki gosterdigi bildirilmistir [39].
Fosfataz aktivitesinin artmast da HMG-CoA ekspresyonunun ve kolesterol sentezinin

artmasma sebep olmaktadir. Yani ¢alismada G860A polimorfizminin hidrolaz aktivitesini
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azaltic1 etkisi ile KVH’lara kars1 koruyucu 6zellik gosterebilecegi, fosfataz aktivitesini artirici
etkisiyle de kolesterol sentezini artrarak KVH’lara kars1 yatkinlik saglayabilecegi
belirtilmistir. Calismamizda plazma lipit diizeyleri ile G860A polimorfizmi arsinda bir iligki
goriilmedi. Bu uyumsuzlugun nedeni Enayetallah ve ark.nin ¢aligmasmin hiicre kiiltiiriinden
elde edilen sonuglarsa dayanmasi olabilir.

Calismamizda elde edilen sonuglar bireylerin KVH olma durumlarini kendi verdikleri
bilgiler dogrultusunda degerlendirilmesi sonucunda elde edilen verilere dayanmaktadir. Oysa
herhangi bir hastaligin risk tahmininin yapildig1 calismalarda hastaligin klinik raporlarla
dogrulanmis olmas1 gerekmektedir. Bu calismanin amaci yalnizca bir popiilasyondaki
polimorfizm sikliginin belirlenmesi oldugundan ve c¢alisma popiilasyonu rastgele
olusturuldugundan sEH enzimi G860A polimorfizmi ile HT, KVH, diyabet ve diger
hastaliklarla iligkilerinin incelenecegi iyi planlanmis, her grupta istatistiksel analize uygun
birey sayismi igeren hasta-kontrol caligmalar1 gerekmektedir. Calismamiz popiilasyonun
tamamin1 yansitabilecek kadar genis degilse de Tiirk popiilasyonunda yapilan ilk ¢aligmadir.
Buradan elde edilecek sonuglarin bu alanda yapilacak diger ¢aligmalarin sonuglari ile birlikte
degerlendirilerek Tiirk popiilasyonunda EPHX2 G860A polimorfizm sikligimin belirlenmesi
ve bunun HT, KVH, diyabet gibi hastaliklarla iliskisinin saptanmasina temel

olusturabilecegine inaniyoruz.
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