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ÖZET 

 

Tez Konu BaĢlığı: Sodyum Bütirat‟ın Endometriozis Sinyal Ġletim Yollarına Etkisinin 

Analizi 

Yazar Adı: Pelin BALÇIK ERÇĠN 

 

 

Günümüzde özellikle infertil hasta populasyonunda normal hasta populasyonuna göre daha 

yüksek oranda karĢılaĢılan endometriozis; endometrial dokunun endometrium dıĢında yerleĢim ve 

büyüme göstermesi olarak tanımlanmaktadır. Uzun yıllardan beri bilinmesine karĢın 

endometriozisin etiyopatolojisi ve net tedavi mekanizması açıklığa kavuĢturulamamıĢtır. Histon 

Deasetilaz Ġnhibitörleri özellikle kanser tedavisinde yeni bir tedavi seçeneği olarak son yıllarda 

çalıĢılmaktadır.  

 

ÇalıĢmamızda Histon Deasetilaz inhibitörlerinden olan Sodyum Bütirat‟ın endometriozis 

hastalığının tedavisinde seçenek olup olamayacağı araĢtırılmıĢtır. Ġnsan endometrial adenokarsinom 

hücre hattı, normal endometrium ve endometriozis dokularından elde edilen primer hücre 

kültürlerinde doza ve zamana bağlı olarak hücre proliferasyonunu incelenmiĢtir. Tüm hücre 

proliferasyonlarında düĢüĢ 10mM ve üstü dozlarda belirgin olarak sırasıyla 48 ve 24. saaten 

itibaren gözlenmiĢtir. Hücrelerde kontrol grubuna oranla anlamlı azalma 96. saatte 10-15 mM ve 

72.saatte 30 mM NaBu konsantrasyonlarında saptanmıĢtır. Bunu izleyen deneylerde Mitojen 

Aktive Eden Protein Kinaz sinyal iletim yolunda meydana gelen değiĢimler SDS PAGE ve western 

blot yöntemiyle belirlenmeye çalıĢılmıĢtır. Hücrelerimizde ERK1/2 fosforilasyonunda doza ve 

zamana bağlı olarak azalma belirlenmiĢtir. Buna rağmen deneylerin tekrar edilmesi sonuçların 

netleĢtirilmesi açısından gereklidir. 

 

ÇalıĢmamız orijinal fakat Ģu andaki veriler doğrultusunda primer bir araĢtırmadır. Bu 

nedenle konuyla ilgili moleküler düzeyde çalıĢmaların yapılması gerekmektedir. 

 

 



   SUMMARY 

 

Title: Effect of Sodium Butyrate at Endometriosis Signal Transduction Pathways 

Author: Pelin BALÇIK ERÇĠN 

 

Endometriosis is characterized by the presence of uterine endometrial tissue outside of its 

normal location. Etiopathology of the disease has been known for many years, but the failure of 

traditional treatments have made investigators search for new drugs and treatments. HDAC inhibitors 

are candidate molecules to treat several cancers.  

 

In this work, we tested an HDAC inhibitor, sodium butyrate (NaBu), in vitro whether it would 

be an alternative molecule for the treatment of the disease. Thus, in addition to an endometrial cancer 

cell line, we also generated primary cultures of human endometrium and of endometriosis. The dose- 

and time-dependent effects of NaBu on proliferation of these cells were analyzed. We observed that 

10mM and above concentrations of NaBu reduced cell proliferation at 48h and 24h, respectively. 

Furthermore, we tried to determine whether NaBu caused alterations in MAPK signaling pathways by 

utilizing SDS-PAGE and Western Blotting methods. Our results showed that NaBu reduced ERK1/2 

phosphorylation in a time- and dose-dependent manner. However, in order to clarify our results some 

of the experiments are needed to be repeated.  

 

This work on the effect of NaBu on endometriosis is novel but primary considering present 

findings, therefore it is essential to obtain more data through molecular research in this area. 
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1. GĠRĠġ 

 

Endometriozis; endometrium gland ve stromasının uterus kavitesi dıĢında bulunması ile 

tanımlanan bir hastalıktır (Kennedy et al., 2005). Normal endometriumun heterotropik yerleĢimine 

bağlı olarak geliĢen endometriozis; benign, östrojen-bağımlı bir durum olup, üreme çağındaki 

kadınlarda %10-15, infertil kadınlarda ise %40-60 oranında görülen bir patolojidir  (Giudice  and 

Kao, 2004). Hastalığın oluĢum mekanizmasını açıklamaya yönelik çok sayıda hipotez bulunmasına 

karĢın halen hastalığın nedeni açıklığa kavuĢturulamamıĢtır. 

 

Endometriozis odakları malign bir yapı göstermemesine rağmen endometriotik odaklarda; 

VEGF, Bcl-2, Fas ve p53 gibi karsinogenez de önem teĢkil eden protein miktarlarında 

endometriotik odaklarda normal endometriuma göre farklılıklar saptanmıĢtır (Harada et al., 2007). 

Ayrıca endometriozis hastalarında  over kanseri oranlarının normal hasta populasyonuna oranla 

yüksek olduğu tespit edilmiĢtir (Brinton et al.,  1997). 

 

Endometriozis ilk olarak 1860 yılında saptanmasına ve günümüzdeki yoğun çalıĢmalara 

rağmen henüz kesin bir tedavi seçeneği bulunmamaktadır. Günümüzde endometriozis tedavisinde 

çeĢitli hormonal terapi uygulamaları kullanılmaktadır. Oral kontraseptifler; uzun süreli kullanımda 

endometriozis odaklarından kaynaklanan ağrıda azalma sağlamasına karĢın, hastaların menstrual 

siklus sürelerini kısaltmakta ve fertiliteyi engellemektedir. Gonadotropin salgılatıcı hormon  

agonistleri, gonadotropin hormonlarının salgılanmasını bloke ederek etkili olmaktadırlar, fakat 

hastada menopoz benzeri tablo görülmektedir. Hastada sıcak basması, vajinal kuruluk ve kemik 

mineral ölçümlerinde azalma tespit edilmiĢtir. Danazol hipoestrojenik etki gösteren overlerde 

hormon baskılayan ajandır,fakat bu ajanın kullanımı sonrasında hastada kemik mineral 

ölçümlerinde azalma, akne oluĢumu ve yüzde kıllanma yan etkileri görülebilmekte ve maksimum 

hastaya altı ay süreyle uygulanmaktadır. Son yıllarda meme kanserlerinde denenmekte olan 

aromataz inhibitörlerinin endometriosis üzerindeki etkisi araĢtırılmakta ve sonuçlar umut verici 

bulunmaktadır. Aromataz inhibitörleri,  östrojen biyosentezini baskılayarak endometriozis 

tedavisinde etkin olmaktadır ancak overlerde de östrojen biyosentezinin baskılandığı belirlenmiĢtir 

(Jackson et al., 2006). 

 



Yakın zamanlı çalıĢmalarda Histon deasetilaz (HDAC) enzimlerinin gen ekspresyonun 

düzenlenmesinde ve kromatin toplanmasında önemli rolü olduğunun belirlenmesiyle, insan kanser 

tedavilarinde HDAC inhibisyonunun yeni tedavi seçeneklerinden biri olabileceği düĢünülmektedir 

(Sonnemann et al., 2005). HDAC inhibitörleri (HDACI) anti-neoplastik ajan sınıfının üyesi olarak 

hücre proliferasyonu, hayatta kalma, farklılaĢma ve apoptosis de rol alan çeĢitli genlerin 

aktivasyonuna yol açtığı belirtilmiĢtir (Xu et al., 2007), ayrıca tümör hücrelerinde büyüme 

duraklamasını, hücrenin değiĢimini ve apoptozisi indüklediği tespit edilmiĢtir (Chen et al., 1998, 

Wang et al., 1998). HDAC inhibitörleri dört sınıf altında gruplandırılmaktadır; Hidrooksamik 

asitler, kısa zincir yağ asitleri, epoksidler, benzamidler. Sodyum bütirat (NaBu) kısa zincir yağ 

asitlerindendir ve son yıllarda yapılan çalıĢmalarda çeĢitli kanser tiplerinde anti karsinojenik 

etkisinin HDAC modülasyonunu düzenleyerek aktive ettiği belirlenmiĢtir, ancak mekanizması tam 

olarak anlaĢılmamıĢtır (Monneret, 2005). HDACI, gelecekte kanser tedavisinde bir seçenek 

olabilme ihtimali değerlendirilerek yoğun bir Ģekilde çalıĢılmaktadır. 

 

ÇalıĢmamızda, bilgiler doğrultusunda bir HDACI olan NaBu‟nun endometriozis tedavisinde 

gelecekte bir alternatif olabilme ihtimali araĢtırılmıĢtır. NaBu‟ın, insan endometrial adenokarsinom 

hücre soyu, insan endometrioma  ve normal endometrium primer hücre kültürlerinde farklı 

dozlarda ve farklı zamanlarda hücre morfolojisine, hücre proliferasyonu ve MAPK, JNK ve p38 

sinyal iletim yolları üzerine etkileri incelenmeye çalıĢılmıĢtır.  
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2. ENDOMETRĠOZĠS 

 

Endometrium hücrelerinin heterotropik olarak yerleĢimi ve geliĢimiyle tanımlanan 

endometriozis , östrojen bağımlı bir hastalık olması nedeniyle sıklıkla üretken çağdaki kadınların 

hastalığı olmakla birlikte, adolesanlarda ve postmenopozal kadınlarda da görülür. Postmenopozal 

kadınlarda görülmesi özellikle hormon replasman tedavisi ile iliĢkisini belirtmektedir (Kennedy et 

al. 2005, Matorras et al., 2002). 

 

Hastalığın klinik belirtilerinin ortaya çıkıĢından kesin tanı konana kadar geçen sürenin birçok 

etkene bağlı olarak büyük değiĢiklikler göstermesi, prevalansın belirlenmesini de etkileyerek 

literatürde farklı verilerin ortaya çıkmasına neden olmuĢtur. Amerika ve Ġngiltere kaynaklı 

çalıĢmalarda pelvik ağrı nedeniyle laparoskopi yapılan kadınların %10-25‟inde endometriozis 

saptandığı bildirilmiĢtir (Strathy, 1982). Bu oran dismenoresi olan kadınlarda %40-60, infertilite 

problemi olanlarda ise %20-40 olarak bildirilmiĢtir. Ġnfertil kadınlarda, aynı yaĢ ve populasyondaki 

kontrol gurubuna göre 10 kat daha fazla endometriozis görülmektedir (Verkauf, et al., 1987; 

Fedele, et al., 1990).  

 

2.1. Endometriozis Tedavi Seçenekleri 

 

Endometriozis tedavisinde cerrahi müdahale, ilaç tedavisi veya her ikisi kombine olarak 

kullanılmaktadır. Abbott ve arkadaĢlarının 2004 yılında yayınlanan çalıĢmalarında 39 hastanın 12 

aylık takibi sonrasında, cerrahi müdahale yapılan hastaların %80‟nin semptomlarında düzelme 

gözlenirken, placebo verilen hastaların % 32‟sinde semptomlarda düzelme belirlenmiĢtir, ancak 

cerrahi müdahale geçirilmesine karĢın hastaların %20‟sinde düzelme olmamıĢ ve semptomlar 

devam etmiĢtir. Bu oran cerrahi müdahale açısından büyük bir oran olarak kabul edilmektedir 

(Abbott et al., 2004). Kontrol grubunun rasgele seçildiği çalıĢmada cerrahi ve medikal tedavinin 

karĢılaĢtırılmasında cerrahi müdahale geçiren hastalarda %51 oranında bir yıl içersinde 

semptomların tekrar görüldüğü açıklanmıĢtır (Hornstein et al., 1997). Cerrahi müdahale sonrası 

uzun süreli takipte ise 3 yıl sonrasında %7-30 oranında semptomların tekrarlandığı, 5 yıl sonrasında 

ise bu oranın %40-50 oranına ulaĢtığı belirlenmiĢtir (Valle and Sciarra, 2003). 

 



Endometriozis hastalarında kullanılan Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH) analogları 

endometriozis tedavisinde en yaygın olarak kullanılan medikal tedavidir. Bu analoglar 

gonadotropik sekresyonunu inhibe ederek serum östrojen seviyesini düĢürmektedirler. GnRH 

analogları kullanan hastaların, 24 haftalık kullanım sonrasında endometriozis semptomlarında %50 

oranında azalma belirlenmiĢtir (Cirkel et al., 1995). Yapılan diğer çalıĢmada ise GnRH analogları 

ile diğer medikal tedavi seçenekleri olan oral kontraseptiflerin karĢılaĢtırılmasında anlamlı farklılık 

saptanmamıĢtır (Child et al. , 2001). GnRH analoglarının kullanımı sonrasında hipo-östrojenik 

etkisi ile menapozal semptomlar olan sıcak basması, vajinal kuruluk, duygusallık, libidoda azalma 

olabilmektedir. Uzun süreli GnRH analoglarının 6 ay süreli kullanımı sonrasında yapılan kemik 

mineral ölçümlerinde %3,2 oranında, 12 aylık takip sonrasında ise %6,3 oranında kayıp olduğu 

belirtilmiĢtir (Valle and Sciarra, 2003). 

 

Yeni tedavi seçeneği olarak görülen Aromataz inhibitörlerinin endometriozis hastalarında 

kullanımına baĢlanmıĢtır. Aromatoz P450 östrojen biyosentezinde anahtar enzim olarak rol 

oynamaktadır (Attar and Bulun, 2006). P450 enzimi androstenedione ve testosteronun estrone ve 

östrodiol dönüĢümünü katalize etmektedir. Normal endometrium dokusu ve endometriozis dokusu 

incelemelerinde aromataz aktivitesinin endometriotik dokularda belirgin olarak yüksek olduğu 

belirlenmiĢtir (Bulun et al., 2004). Bu, endometriotik lezyonların lokal olarak östrojen biyosentezi 

yaptıklarının göstergesidir. Aromatoz inhibitörleri ile yapılan ilk klinik çalıĢmada hastanın 9 aylık 

takip sonrasında kemik mineral ölçümünde % 6,2 oranında azalma belirlenmiĢtir (Takayama, 

1998). 2004 yılında yapılan çalıĢmada ise 10 endometriozis hastasının gruplanması sonrasında bir 

grup hasta aromatoz inhibitörü, diğer grup hasta ise progestin ile tedavi baĢlanmıĢ fakat hastalara 

dıĢarıdan kalsiyum ve D vitamini takviyesi yapılmıĢtır. Sonuçların karĢılaĢtırılmasında aromataz 

inhibitörü kullanılan hastalarda pelvik ağrılarda ve lezyonlarda belirgin azalma belirlenmiĢ ve 

kemik ölçümlerinde farklılık tespit edilmemiĢtir (Ailawadi et al., 2004). Yapılan çalıĢmalar 

aromataz inhibitörleri için umut vaat edici olmasına karĢın aromataz inhibitörlerinin overlerde de 

inhibisyona yol açması nedeniyle daha detaylı araĢtırmalara ihtiyaç duyulmaktadır. 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Takayama%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Takayama%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus


3.HĠSTONLAR, ASETĠLASYON VE 

DEASETĠLASYON 

 

DNA‟nın etrafını saran proteinlere histon adı verilmektedir. DNA'nın etrafında bulunan bir 

histon oktamerinin 1.8 kez dönmesiyle oluĢan yapıya nükleozom adı verilmektedir. Ökaryotik 

hücrelerde beĢ tip histon; H1, H2A, H2B, H3 ve H4 tanımlanmıĢtır. DNA'nın etrafında nükleozom 

yapısının oluĢumunda rol oynayan histonlar; H3, H4, H2A, H2B‟dir. Bunlardan H3, H4 silindir 

yapıda tetramer, H2A, H2B ise iki dimer yapıdan oluĢmaktadır (ġekil 3.1).  Histonlar küçük, basit 

yapılı, lizin ve arginin aminositlerince zengin yapıdadırlar. Negatif yapılı nükleozomun omurga 

yapısıyla pozitif yüklü lizin ve arginin rezidüleri ve silindirik yapının dıĢında bulunan H1 histon 

DNA' yı sıkıca kuĢatmaktadır (Kornberg et al., 1999).  Nükleozomik histonlarda C- terminal ve N-

terminal olarak iki bölüm bulunmaktadır. C-terminal kısım nükleozomik silindirin iç kısmında, N 

terminal kısım ise lizin rezidülerince zengin ve nükleozomun dıĢ kısmında bulunmaktadır. 

Nükleozomik dört histonun uç kısımları posttranskripsiyonel modifikasyonlarda; asetilasyon, 

fosforilasyon ve metilasyonda rol oynamaktadır (Monneret, 2005). 

 

ġekil 3.1: Nükleozom Yapısı (Gilbert, 2000). 

Kromatinin yeniden modellenmesi ve nükleozomda oluĢan dinamik değiĢimler  gen 

ekspresyonun değiĢiminde ve buna paralel olarak hücresel fonksiyonların düzenlenmesi, 

farklılaĢma ve proliferasyon olaylarında rol oynamaktadır (Huang et al., 2006).  

Histonlarda oluĢan metilasyon reaksiyonu; H3 histonun K4ve K27, H4 histonun K20 

bölgesinde ve arganin rezidülerinde meydana gelmektedir, fakat metilasyon reaksiyonu 

asetilasyon reaksiyonuna oranla daha az dinamik bir süreçtir  (Zhang et al., 2001 ). 



Histonların N -terminal ucunda meydana gelen asetilasyon reaksiyonu kromatin yapı 

değiĢiminde ve post transkripsiyonel modifikasyonda  önemlidir (Strahl and Allis, 2000). 

Asetilasyon özellikle H3 ve H4 histonların N terminal uçlarındaki lizin rezidülerinin є-

amino gruplarında meydana gelmektedir. Reaksiyon histon asetilaz transferaz (HAT) 

enzimlerinin pozitif yüklü olan lizin aminoasitlerini nötralize  etmesiyle histon ve DNA 

arasındaki bağı azaltmasıyla nükleozom yapısının değiĢimi meydana gelmektedir. 

Konformasyonal değiĢim transkripsiyonu ve RNA polimerazı aktive etmektedir (Kim et 

al., 2003). Reaksiyon asetik grupların lifinden koparılmasını sağlayan histon deasetilaz 

enzimleri (HDAC) tarafından geri dönüĢümlü olarak gerçekleĢmektedir. HAT ve HDAC 

aktiviteleri hedef gen kompleksinin transkripsiyon faktörleri ve onların kofaktörleri için 

spesifik iĢlev görmektedir. 

 

3.1.Histon Deasetilazlar 

 

Günümüze kadar 18 HDAC enzimi tanımlanmıĢ ve mayalarda bulunan HDAC enzimleri ile 

olan homolojileri temel alınarak 3 alt sınıfta gruplandırılmıĢtır. I. Grup mayalarda bulunan RPD3 

deasetilaz enzimiyle katalitik bölgelerinde benzerlik görülen 22-55 kDa moleküler ağırlığında 

bulunan HDAC 1, 2, 3 ve 8 bulunmaktadır. I.grup enzimler nükleusta bulunurlar. II. grupta 

moleküler ağırlıkları büyük olan ve 120-135 kDa aralığında değiĢen HDAC 4,5,6 ve 9 

bulunmaktadır. Bu grupta bulunan enzimler ya birincil olarak sitoplâzmada bulunmakta ya da 

nükleus ile sitoplazma arasında göç etmektedirler. Bu grupta bulunan enzimler mayalarda bulunan 

HDAC 1 deasetilaz enzimiyle bağlantılı bulunmuĢlardır. HDAC 6 ve 10 iki katalitik bölge 

içermektedirler ve alt grubu oluĢturmaktadırlar. III. Grup HDAC enzimleri NAD bölgeleri 

içermektedir ve bu enzim grubu Sir2 ailesi deasetilazlar olarak da adlandırılmaktadırlar. Sir2 

ailesinde bulunan HDAC lar I. ve II. grupta bulunan HDAC‟ları inhibe eden bileĢikler tarafından 

inhibe edilemezler ve birincil substratlarında histon içermezler ( Dokmanovic et al., 2005).  

 

Histonlarda bulunan N-terminal domain, transkripsiyonun regülasyonunda anahtar rol 

oynamaktadır. Asetilasyon, nükleozomun yeniden Ģekillenmesinde ve transkripsiyonel 

aktivasyonda etken olmaktadır. Ayrıca, HDAC‟ lar tarafından asetillenen hücrenin fonksiyonunu 

etkileyen çok sayıda histon-olmayan proteinler de tanımlanmıĢtır (Tablo 3.1). Bu proteinler; 

transkripsiyon faktörleri, transkripsiyon düzenleyicileri, sinyal iletim sisteminde görevli aracılar, 

DNA tamir edici enzimler, nüklear aktarma düzenleyiciler, Ģaperon proteinler, yapısal proteinler, 



inflamasyonda görevli aracı proteinler ve viraj proteinler baĢlığı altında yaklaĢık olarak 50 adet 

tanımlanmıĢtır (Xu et al. , 2007). 

 

Tablo 3.1: HDAC ile Asetillenen Proteinler (Xu et al., 2007) 

 

 

DNA’ya bağlanan transkripsiyon 

faktörleri 

p53, c-Myc, AML1, BCL–6, E2F1, 

E2F2,E2F3, GATA–1, GATA–2, GATA–

3,GATA–4, Yine Yang 1 (YY1), NF-

kB(RalA/p65), MEF2, CREB, HIF-1a, 

BETA2,POP–1, IRF–2, IRF–7, SRY, EKLF 

Steroid Reseptörler AR, ER α, 

GCH-R 

Transkripsiyon koregulatörleri Rb, DEK, MSL–3, HMGI(Y)/HMGA1, 

CtBP2, PGC-1a 

Sinyal iletimde görevli proteinler STAT3, Smad7, b-catenin, IRS–1 

DNA tamir edici enzimler Ku70, WRN, TDG, NEIL2, FEN1 

Nüklear aktarma düzenleyiciler Rch1, importin-a7 

ġaperon proteinler HSP90 

Yapısal protein α-Tubulin 

Ġnflamasyonda görevli aracı protein HMGB1 

Viral proteinler E1A, L-HDAg, S-HDAg, T antigen, 

HIV Tat 

 

HAT ve HDAC arasındaki denge; hücrelerin gen regülasyonun düzenlenmesinde önemli rol 

oynamaktadır. HAT aktivesinde azalma veya HDAC aktivesinde artıĢ olması hücrelerin malign 

dönüĢümünde rol oynamaktadır (Kouzarides, 1999). Örneğin; Retinoik reseptor-α (RARα) ile 

promyelotik Lösemi Zinc Finger (PLZF) veya Promiyelotik Lösemi protein (PML) arasındaki 

kromozomal translokasyon Akut Promiyelotik Lösemi‟ye (APL) neden olur. Bu kanserlerde 



HDAC enzimlerinin düzelmesiyle hastalıkta iyileĢme gözlemlenmektedir (Fenrick et al., 1998). 

Benzer çalıĢmalar HDAC inhibitörlerinin kansere karĢı alternatif bir çözüm olabileceğini gündeme 

getirmiĢtir. Özellikle HDAC inhibitörlerinin hücreleri G1 fazında bazen de G2 fazında 

duraklamasını sağlaması, hücre siklusunda rol alan siklin-bağımlı kinaz (CDK) inhibitörü WAF1‟i 

aktive etmesi ve siklin-bağımlı kinaz A ve D‟nin azaltarak düzenlemelerini sağlamaktadır. Ayrıca 

yapılan çalıĢmalarda in vivo ve in vitro olarak hücrelerde apoptozisi indüklediği belirtilmiĢtir.  

 

3.1.1.Histon Deasetilaz Ġnhibitörleri (HDACI) 

 

Histon deasetilaz inhibitörleri yapısal özellikleri temel alınarak sınıflandırılmıĢlardır. 

HDAC8/hidrosamat kompleksin kristalize yapısının belirlenmesiyle HDAC‟ların üç temel katalitik 

bölgesi belirlenmiĢtir (Somoza et al., 2004). Asetile olmuĢ lizin substratının deasetilasyonu için 

aktif zinc bölgesinin inhibe olması gerekmektedir. HDACI yapısal özelliklerine göre; 

Hidroksimatlar, siklik peptitler, alifatik asitler ve benzamidler olarak alt gruplarda 

sınıflandırılmaktadırlar ( Marks et al., 2003) . Farklı HDAC enzimleri hücrede farklı biyolojik 

aktivite göstermektedir. Özellikle HDAC1 ve HDAC2 transforme hücrelerin proliferasyonunda 

aktif rol oynamaktadırlar. Trichostatin A (TSA) ilk olarak bulunan HDAC inhibitörüdür ve 

hidroksimat grubundadır. Bu grupta Hidroksamik asit katalitik bölgede bulunan çinko (Zn ) 

iyonuna bağlanarak inhibisyonunu sağlamaktadır. Yapısal olarak TSA‟ya benzeyen suberoylanilide 

hidroksamid asit (SAHA) ve TSA, HDAC1 ve HDAC2 gruplarında inhibisyon göstermelerine 

karĢın HDAC3 grubunda inhibisyona sebep olmadığı belirlenmiĢtir (Richon et al. , 1998). 



Siklik peptitler ise HDACI bulunan diğer kompleks gruptur. Bu gruptaki FK228, apicidin 

ve diğer Ģaperonlar nanomolar konsantrasyonlarında etkindirler. Siklik tetrapeptitler trifluoroethyl 

and pentafluoroethyl keton grubu içerirler ve aktif bölgedeki Zn bağlanarak inhibisyonu 

gerçekleĢtirmektedirler (Jose  et al., 2004).  

 

Aliphatik asit grubunda bulunan fenilbütrat ve valproik asit yüksek konsatrasyonlarda  

(micromolar) etkindirler. Yapılan çalıĢmalarda 4-phenylbutyrate ile TSA‟nın (BL1521) birleĢtirilmesi 

ile hibrid molekül yapılmıĢ ve BL1521‟nin düĢük konsantrasyonda etken olduğu gösterilmiĢtir.  

 

Benzamid grupta bulunan MS275‟in HDAC1 üzerinde 0.3μM‟da etken olduğu (IC50), HDAC3 

üzerine 0.8 μM‟da etken olduğu fakat HDAC 8 üzerine inhibisyon etkisinin bulunmadığı belirtilmiĢtir 

( Hu et al. , 2003).  

 

Aliphatik asit grubunda bulunan kısa yağ asidi zincirinde sınıflanan sodyum N-bütirat uzun 

zamandan beri bilinen HDAC inhibitörlerindendir. Büyümeyi baskılayıcı etkisinin bulunduğu ve 

hücresel farklılaĢmayı sağladığı, malign hücre soylarıyla yapılan çalıĢmada gösterilmiĢtir (Mandal et 

al.,1996). Memeli hücrelerinde Bcl-2 salınımının seviyesi hücrenin apoptoza yönlenmesinde 

belirleyici rol oynamaktadır. Bütirat ile indüklenen hücrelerde apoptotik etki gözlemlenmiĢtir (Kelly et 

al., 2002). 

 

4.MĠTOJENLE AKTĠVE OLAN PROTEĠN KĠNAZ 

SĠNYAL YOLU 

 

Ġnsan Genom Projesi‟nin verilerine göre, insan genomundaki yaklaĢık 32.000 genin 

%20‟si sinyal iletiminde görev alan proteinleri kodlamaktadır (Brown, 2002).  Bu proteinler 

arasında, hücre membranında yerleĢen reseptörler, G-proteinler ve sinyal ileten enzimler yer 

almaktadır. Protein kinazlar, sinyal iletimi sırasında protein fosforilasyonu ve aktivasyonunu 

sağlarlar. Protein kinazlar, membran yerleĢimli olanlar ve sitoplazmik tirozin kinazlar olarak 

iki ana gruba ayrılır. Bu proteinler, katalitik özelliklerine göre (fosforilasyona uğrayan 



aminoasit türü) tirozin ve serin/treonin kinazlar olarak da sınıflandırılmaktadır (Pawson et al., 

2002).  

 

Protein kinazlar ve diğer iletim sistemleri hücrelerin ve organizmaların fonksiyonlarını 

belirlemektedir. Proteinlerin kinaz kaskadı ile iletim sistemi Mitojen Aktive Protein (MAP) 

kinaz sinyal iletim sistemi olarak adlandırılmaktadır. Bu kaskad en az üç tane protein kinaz 

serisi içererek çoklu fonksiyonlu MAP kinaz sistemini etkilemektedir (Lewis et al., 1998). 

MAP kinaz sinyal iletim yolu embriyogenez, hücre farklılaĢması, hücre proliferasyonu ve 

hücre ölümü kaskadlarında major rol oynamaktadır (Pearson et al., 2001). 

 

MAP kinazlar, “Mitogen-activated protein kinases” süper ailesinde yer alırlar (Liem et 

.al., 2002). Ökaryotik hücrelerin tümünde mevcut olan bu proteinler hücre membranından 

çekirdeğe bilgi aktarılmasında çok önem taĢımaktadır. MAP kinazlar; Ekstraselüler Sinyal 

Düzenleyici Kinaz ( ERK ) ailesi,
 
p38 MAP kinaz ailesi ve

 
c-Jun NH2- terminal kinaz (JNK) 

ailesi olmak üzere üç ana gruba ayrılmaktadır. 

 

MAP kinaz yolu, reseptör aracılı uyarının hücre içine iletiminden sorumlu bir kinaz 

yolağı olarak çalıĢır. Yolak sistemi hem sinyalin amplifikasyonu hem de düzenleyici 

etkileĢimler (sinyalin süresi, Ģiddeti ve kinetiği) açısından önem taĢır. Sinyalin iletimi G-

protein aktivasyonu (Ras aktivasyonu) ile baĢlar ve MAPKKK‟nın (MAP kinaz kinaz kinaz) 

aktivasyonundan sonra sırasıyla MAPKK (MAP kinaz kinaz) ve MAPK (MAP kinaz) aktive 

olur. MAPK ise sitoplazmik substratlarını (hücre iskeleti elemanları, diğer protein kinazlar) 

ve/veya nükleusta bulunan transkripsiyon faktörlerini fosforilasyon yoluyla aktive eder ve 

hücrenin biyolojik cevabı oluĢur (Kolch  et al., 2000).   

 

4.1. Ekstrasellüler Sinyal Düzenleyici Kinaz (ERK) Ailesi 

 

Memelilerde bulunan ERK1/2 klasik mitojen aktive kinaz kaskadında 

tanımlanmaktadır. Bu kaskad MAPKKKları, A-Raf, B-Raf ve Raf-1, MAPKK lar MEK1 ve 

MEK2 son olarak da ERK1 ve ERK2 iletimini içermektedir. ERK1 ve ERK2 %83 oranında 

korunmuĢ ve benzer aminoasit dizisi ile belirlenmiĢtir (Chen  et al., 2001). Kaskad büyüme 

faktörleri, serum ve phorbol ester ile Ģiddetli aktive olurken, sitokinler, osmotik stres ve G 

protein-bağlı reseptörler tarafından daha az aktive olmaktadır (Lewis et al., 1998). 



 

Hücre yüzey reseptörleri ve G-protein bağlı reseptörler Raf/MEK/ERK kaskadını farklı 

izoformlardaki küçük GTP-bağlanma proteinlerinden olan Ras ile sinyali aktive ederler (Roux et al., 

2004). Zarın sitoplazmik bölgesinde yer alan Ras, SOS‟un (son of sevenless) Guanin nükleotid 

exchange faktörü stimüle etmesiyle inaktif formdan (Ras-GDP) aktif forma (Ras-GTP) dönüĢür. Ras 

aktivasyonu tersinir bir süreçtir. Ras proteini GTP bağlı iken aktif duruma geçer ve GTP‟yi hidrolize 

ederek aktivitesine son verir. Proteinin GTPaz aktivitesi baĢka proteinlerle etkileĢimi aracılığıyla 

düzenlenir. Aktive olan Ras proteinleri Raf kinazlara yüksek afinite ile bağlanırlar ve Raf kinazların 

hücre membranına yerleĢimini ve aktivasyonunu sağlarlar (Kolch et al., 2000). Aktive olan Raf MEK1 

ve MEK2‟yi spesifik olarak fosforlanmasını sağlar ve ERK1/2‟nin korunmuĢ aktivasyon bölgesi olan 

Thr-Glu-Tyr (TEY) aktive eder (ġekil 4.1). Sinyal kaskadının aktive olarak ilerlemesi için Ras 

moleküllerinin %5‟inin aktif duruma geçmesi ERK1/2‟nin aktivasyonu için yeterlidir (Hallberg et al., 

1994). 

 

ġekil 4.1: MAPK Sinyal Ġletim Yolu (Chang et al., 2003) 

Durgun hücrelerde ERK1/2 proteinleri dağılmıĢ olarak bulunmakta belirli bir 

lokalizasyon göstermemektedirler fakat uyarının oluĢmasıyla nükleusta birikme olmaktadır 

(Lenormand et al., 1993). Aktive olmuĢ ERK1/2 çok sayıda hedef proteinin fosforlanarak 

aktive olmasını sağlar; membran proteinleri CD120a, Syk ve kalneksin, nüklear substratlar 

SRC1, Pax6, NF-AT, Elk-1, MEF2, c-Fos, c-Myc, ve STAT3 bu moleküller arasındadır. 

Ayrıca birçok mitojen aktive protein kinaz alt grupları; mitojen ve stres aktive protein kinazlar 



(MSK), MAPK- etkileyen kinazlar (MNK), 90-kDa Ribozomal S6 kinazlar (RSK). MNK ve 

MSK‟lar hem p38 hem de ERK kaskadından aktive olmasına karĢın RSK ailesi üyeleri 

yalnıza ERK tarafından aktif forma geçmektedirler  (Frodin et al. , 1999).  

 

4.2.p38 MAPK AĠLESĠ 

 

Hücrenin destekleyici sitokinlerle (örn. Interlökin 1), tümör nekrozis faktör  (TNF 

), ısı, osmotik Ģok, bakteriyal toksinler gibi hücresel stres yaratan uyarılarla uyarılması 

sonucunda hücrede MAP kinaz sinyal iletim yolu farklı bir yol izler (Paul et al., 1997). 

Stres ile aktive olan protein kinaz (Stress-activated protein kinases SAPK) iletim yolunda 

baĢlıca p38 MAP kinaz ve c-jun-amino-terminal kinaz (JNK) olarak da adlandırılır. Bu 

sinyal yolunun aktivasyonu sonucunda hücrenin cevabı da farklı olur. Hücrede strese cevap 

oluĢur; hücre siklusunda duraklama ve hücrenin apoptozise yönlendirilmesi meydana gelir. 

 

p38 kaskadı birden fazla MAPKKK‟lar içerir; MEKK 1-4, MLK2 ve 3, DLK, ASK1, 

Tpl2 (Cot), ve Tak1;MAPKK‟lar olan MEK3 (MKK3)ve MEK6 ve (MKK6) ve p38‟in 

dört farklı izoformu (α, β, γ ve δ) aktive olarak kaskad ilerler. (Kyriakis et al., 2001). p38 

aminoasit diziliminde ERK2 ile %50 benzerlik göstermekte ayrıca mayalarda yüksek 

osmolorite de aktive olan hog1 geninin ürünüyle de yüksek homoloji göstermektedirler 

(Han et al., 1994). Memeli hücrelerinde p38 izoformları çevresel stresten ve sitokinlerden 

güçlü bir Ģekilde aktive olmaktadır. p38 i aktive eden sistemler genellikle JNK‟ı da aktive 

etmektedir.  

Memeli hücreleri UV, hipoksia, oksidatif stres, çeĢitli sitokinlere maruz 

kaldıklarında, MEK3 ve MEK6 rutin olandan fazla aktive olurlar. MEK3 ve MEK6 

kaskadı da yüksek afinite ile p38‟i aktive etmektedirler. MEK6 p38‟in tüm izoformlarını 

aktive ederken, MEK3 sadece p38α ve p38β‟yı aktive etmektedir. MEK3 ve 6 ERK ya da 

JNK kaskadında görev almamaktadır. MEK4 ise hem p38 kaskadında hem de JNK 

kaskadında görülmektedir (Brancho et al., 2003). 

p38‟in aktivasyonunu sağlayan bölgede korunmuĢ Thr-Gly-Tyr (TGY) bölgesi gözlenmiĢtir. 

Fosforlanarak aktive duruma geçen TGY motifi ERK ve JNK‟dan farklı yapıdadır ve farklı 

substratlara (MEK3 ve MEK6) spesifik özellik göstermektedir (Wilson et al., 1996). 

 



Durgun hücrede p38 hem sitoplazmada hem de nükleusta bulunmaktadır. Fakat uyarılmıĢ 

hücrede p38‟in hücresel lokalizasyonu henüz tam olarak anlaĢılamamıĢtır. Bazı çalıĢmalara göre 

hücrenin uyarılmasını takiben p38‟in sitoplâzmadan nükleusa geçtiği belirtilmesine karĢın diğer 

çalıĢmalarda aktive olmuĢ p38‟in sitoplazmada bulunduğu belirtilmiĢtir (Bobick and Kulyk 2008, 

Raingeaud et al. 1995, Ben-Levy et al., 1998). p38 aktivitesi immün cevap ve inflamasyonda kritik 

rol oynamaktadır. Makrofajların, nötrofillerin ve T hücrelerin aktivasyonunda p38 görev 

almaktadır. Solunumla ilgili oluĢan yarılmalarda, kemotaksisde, eksositoz, yapıĢma ve apoptozisde 

makrofajların ve nötrofillerin fonksiyonel cevaplarında ve T hücrelerin farklılaĢmasında, 

apoptozisde ve gamma interferon üretiminde rol oynamaktadırlar (Ono and Han, 2000). Ġmmün 

sistemde rol oynayan bu cevabın oluĢması sırasında p38 birçok hücresel hedef proteinleri fosforile 

etmektedir. Bu proteinler arasında, sitozolik fosfolipaz A2, mikrotübül bağlantılı protein Tau ve 

transkripsiyon faktörleri ATF1 ve 2, MEF2A, Sap-1, Elk1, NFκB, Ets-1 ve p53 yer alır (Kyriakis 

and Avruch 2001). 

 

Ayrıca mitojen ve stres aktive protein kinaz 1 ve 2 (MSK), MAPK- etkileyen kinazlar 1 ve 2 

(MNK), MAPK-aktive olan protein kinazlar 2 ve 3 (MK) p38‟in aktive ettiği diğer proteinlerdir. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bobick%20BE%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kulyk%20WM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus


4.3.c-Jun NH2- Terminal Kinase (JNK) AĠLESĠ 

 

Ġlk olarak sikloheksemid uygulanan farelerden 54-kDa büyüklüğünde izole edilerek tespit 

edilmiĢtir (Kyriakis and Avruch, 1990). Kısa süre sonra c-Jun fizyon proteinlere yüksek 

adsorpsiyon göstermeleri ile tanımlanmıĢlar ve 46 kDa ve 54 kDa ağırlıklarında oldukları 

belirtilmiĢtir (Hibi et al., 1993). Yapılan çalıĢmalarda üç genin kodladığı 10 veya daha fazla farklı 

formda protein belirlenmiĢtir. JNK1, JNK2 ve JNK3 %85 oranında benzerlik göstermektedirler 

(Gupta et al., 1996). JNK ailesi üyeleri; UV radyasyonu, büyüme faktörlerinden yoksun ortamda 

bulunma, DNA‟ya zarar veren ajanlar ve bazı G protein bağlı reseptörler ile aktive olurlar (Garcia-

Velasco et al., 2002; Kyriakis and Avruch, 2001). 

Diğer MAPK ailesi üyelerinde olduğu gibi JNK ailesi üyeleri de fosforilasyonda aktivasyonu 

sağlayan iki tirozin ve treonin'den oluĢan iki alan içermektedir. Aktivasyon bölgesinde JNK 

aktivasyon bölgesi olan Thr-Pro-Tyr (TPY) prolin ayırıcı rol oynamaktadır. JNK kaskadında 

MEK4 ve MEK7 'nin aktivasyonunu diğer kinaz proteinler olan MEKK1-4, MLK2 ve -3, Tpl-2, 

DLK, TAO1 -2, TAK1 ve ASK1 -2 takip edebilir. JNK„lar uyarılma sonrasında sitoplazmadan 

nükleusa geçerler. Transkripsiyon faktörü olan c-Jun Ser63 ve Ser73 bölgesinden fosforile olarak 

aktif duruma geçer (Weston and Davis, 2002). Ayrıca ATF-2, NF-ATc1, HSF-1 ve STAT3 

transkripsiyon faktörlerinin de JNK lar tarafından aktif duruma getirildiği gösterilmiĢtir (Chen et 

al. , 2001, Kyriakis and Avruch 2001). 

 

4.4. MAP Kinaz Sinyal Ġletim Yolunda Aktive Olan Protein 

Kinazlar ve Hücrenin Cevabı 

 

Mitojen Aktive Protein Kinaz sinyal iletim yolunda sinyalin izlediği kaskada bağlı olarak 

farklı protein kinazlar fosforlanarak aktive olmakta ve/veya transkripsiyonal faktörler aktive 

olabilmektedir.. Bu etkileĢim hücrenin cevabının oluĢmasında etkendir. Kaskad ERK1/2, p38 veya 

JNK ailesinin aktivasyonunda farklı veya  ortak kinazlar aktive olmaktadır. ERK1/2 kinaz 

kaskadının iletiminde RSK1, RSK2, RSK3, RSK4 ve MNK2 aktive olmaktadır. Stres ile uyarımla 

aktive olan p38 kinaz kaskadında MK2, MK3 ve bazen MK5 aktive olmakta fakat MSK1, MSK2 

ve MNK1 hem ERK1/2 hem de p38 kinaz kaskadında aktive olmaktadır.  

 



4.4.1. RSK Alt Grubu Kinaz Ailesi 

 

Ġlk olarak Xenopus laevis özütünden izole edilerek RSK1 tanımlanmıĢtır. RSK1 40S 

Ribozomal alt ünite proteini S6'nın fosforlanarak aktive olmasını sağlamaktadır (Erikson and 

Maller, 1985). Ġnsanda RSK‟nın dört izoformu (RSK1, RSK2, RSK3 ve RSK4) tanımlanmıĢtır, bu 

formlar %73-80 oranında homoloji göstermektedir. RSK‟nin bütün izoformlarında C-terminal de 

bulunan D domain bölgesi ERK1/2‟ye bağlanımda ve aktivasyonunda rol oynamaktadır (Smith et 

al., 1999). RSK‟da bulunan D domain bölgesi Leu-Ala-Gln-Arg-Arg aminoasit dizisini 

içermektedir. Bu dizilimde ERK ile bağlanımda Leu ve Arg anahtar rol oynamaktadır (Roux et al., 

2003). HeLa, COS-7 ve HEK293 hücre soylarında durgun fazda RSK1,RSK2,RSK3 ve 

ERK1/2‟nin sitoplâzmada bulunduğu uyarım sonrasında bu proteinlerin bir kısmının nükleusa 

geçtiği gösterilmiĢtir (Lenormand et al., 1993, Richards et al., 2001, Vaidyanathan et al.,  2003). 

RSK‟ların ve ERK1/2‟nin aktivasyonu sonrasında çok sayıda transkripsiyon faktörü aktive 

olmaktadır. Serum yanıt faktör (SRF), cAMP cevap element-bağlanma protein (CREB) gibi 

immediate-early genlerin ürünleri olan c-Fos, c-Jun ve Nur77 RSK tarafından fosforile 

olmaktadır.c-Fos‟un hiperfosforile olduğu durumda RSK ve ERK proteinlerinin sürekli aktif 

durumda olduğu gösterilmektedir (Murphy et al., 2004). 

 

Hücre siklusunda ERK ve RSK‟lar genellikle G2 fazda etkindirler. Erk1/2‟nin hücre 

siklusundaki rolü genellikle Xenopus oosit maturasyonunda çalıĢılmıĢtır.  Ġmmatür oositler ilk 

mayotik bölünmede G2 fazında duraklama göstermektedir (Nebreda and  Ferby et al., 2000). 

Oositin G2/M fazında RSK2 Myt1‟in C terminaline bağlanarak ve fosforile ederek aktivasyonunu 

sağlamaktadır (Shimamura et al., 2000). Hücre canlılığını devam ettirmede farklı hücrelerde 

RSK‟ların rol oynadığı gösterilmiĢtir. RSK2‟nin primer kortikal nöronlarda hücrenin canlılığını 

devam ettirmede rol oynadığı gösterilmiĢtir. Apoptozisde proapoptotik olarak rol oynayan Bad, 

RSK2 tarafından Ser112‟den fosforile olmakta ve hücrede apoptotik iletim baskılanmaktadır. 

RSK2‟nin proapoptotik Bad üzerine etki ederek baskılaması hem nörotrofik faktör üzerinde hem de 

hematopoietik hücre soyunda gösterilmiĢtir (Bonni et al. ,1999). ġekil 4.2‟de  RSK‟nın hücre 

üzerine etkisi gösterilmiĢtir. 

 

 

 

 



                                                                 MEK1/2 

     

               ERK1/2 

 

 

ġekil 4.2: RSK aktivasyonu ve hücresel cevap (Roux et al., 2004) 

 

4.4.2.MSK Alt Grubu Kinaz Ailesi 

 

Mitojen ve Stres Aktive Kinaz (MSK) ailesi ilk olarak MSK1 ve MSK2‟nin 1998 yılında 

tanımlanması ile belirlenmiĢtir (Deak et al., 1998). MSK‟lar RSK‟lar ile %40 oranında homoloji 

göstermekte ve MSK grubunun üyeleri MSK1 ve MSK2 arasında ise %73 oranında homoloji 

belirlenmiĢtir. RSK‟lar sitoplazmada bulunmasına karĢın MSK‟lar durgun hücrede nükleusta 

lokalize olmaktadır.  MSK‟lar yapısal olarak RSK‟ larda olduğu gibi iki katalitik domain içermekte 

ve C – ve N- terminal bölgesi bulunmaktadır. MSK1 ve 2 C- terminalde bulunan D domainde Leu-

Ala-Lys-Arg-Arg-Lys aminoasit dizilimine sahiptirler
.
 (Tomas-Zuber et al., 2001). MSK1 ve 

MSK2, ERK1/2 ve p38 tarafından aktive olmaktadır (ġekil 4.3). Fakat JNK tarafından in vivo 

ortamda aktivasyon gerçekleĢmemektedir (Pierrat et al., 1998; Deak et al., 1998).  Transkripsiyon 

faktörü olan CREB MSK1 ve 2 tarafından fosforile edilmektedir. RSK1‟inde fosforile ettiği bu 

transkripsiyon faktöründe RSK1‟in MSK1‟e göre daha küçük Km değerlerinde etken olduğu 

belirtilmektedir (Roux et al. ,2004).  MSK1 ve 2 bulunmayan fare çalıĢmalarında stres ile 

RSK1 

RSK2 

RSK3 

RSK4 
Transkripsiyon faktörleri 

TIF-1A, ER81, ERα, Mi, CBP 

Hücre Proliferasyonu 

p27kip1, Myt1, Bub1 

İmmediate-early response (acil  

erken yanıt) 

CREB, c-Fos, c-Jun, Nur77,SRF 

Hücre Canlılığının Devamı 

Bad, LKB1, GSK3β, IkBα 



indüklenen CREB ve ATF1 transkripsiyon faktörleri tamamıyla bozuk olarak tespit edilmiĢlerdir. 

Mitojenle indüklenen MSK1 ve 2 bulunmayan hücrelerde CREB ve ATF1 kısmen inaktif 

bulunmuĢ ve bu hücrelerde RSK aktivesi hücresel aktivitede rol oynamıĢ olmasına karĢın c-fos, 

juna ve erg1 genlerinde %50 oranında azalma ve stres ile uyarıma cevap oluĢmamaktadır (Wiggin 

et al., 2002). MSK1 ve 2 tümör nekrozis faktör NF-κB fosforilasyonunda rol oynamaktadır. MSK1 

ve 2 bulunmayan fare fibroblast çalıĢmalarında hücrenin strese cevabında rol oynaması beklenen 

NF-κB transkripsiyon faktörü görev yapmamıĢtır (Vermeulen et al., 2003). UV radyasyon 

uygulaması sonrasında MSK1 ve 2‟nin hücrede Akt ve Bad fosforilasyonunda rol aldığı 

gösterilmiĢtir (She et al., 2002; Nomura et al., 2001).   
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ġekil 4.3: ERK ve p38‟in MSK etkisi ve hücre cevabı (Roux et al., 2004) 
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4.4.3.MNK Alt Grubu Kinaz Ailesi 

 

MAPK-bağlantılı kinazlar (MNK) 1 ve 2, ERK2‟ye bağlanan proteinlerin araĢtırılması 

sonucunda ilk olarak 1997 yılında tanımlanmıĢlardır (Waskiewicz et al., 1997).  MNK1 ve MNK2 

arasında %70 oranında aminoasit (aa) diziliminde benzerlik saptanmıĢtır. Farklılık C terminal 

bölgesinde bulunmaktadır. mnk1 geni 424 aa. dizilimli tek izoform meydana getirirken, mnk2 

geninin 465 aa. dizilimli MNK2A ve 414 aa. dizilimli MNK2B olarak farklı 2 izoformu 

bulunmaktadır (Slentz-Kesler et al., 2000).  MNK1 ve MNK2A sitoplâzmada bulunmasına karĢın 

MNK2B durgun hücrede nükleusta bulunmaktadır.  

 

MNK ailesinin fosforilasyonunda ERK ve p38 kaskadı rol oynamaktadır. ERK1/2 MNK‟nın 

her iki izoformunu da fosforile edebilirken, p38 yalnızca MNK1‟i aktive etmektedir (Waskiewicz 

et al., 1997) (ġekil 4.4). MNK1 durgun hücrede düĢük bazal aktivite göstermesine karĢın stres ile 

uyarılmıĢ hücrede artıĢ göstermektedir. Ökaryot baĢlatma faktör 4F (eukaryotic initiation factor 4F, 

eIF4F) kompleksi hücre büyümesinde ve hücre proliferasyonunda önemli rol oynamaktadır. eIF4F, 

mRNA‟ların 43S öncül-baĢlangıç kompleksini tanımasını sağlar. Bu komplekse sonra eIF4B 

bağlanır. eIF4B, eIF4F„deki RNA helikazı aktifleĢtirir. Helikaz, mRNA‟daki ikincil yapıları çözüp 

küçük alt birime bağlanmasına yardım eder. Yapılan bir çalıĢma mitojen ve stres uyarımı ile eIF4E 

aktivasyonunun ERK ve p38 kaskadı ile gerçekleĢebildiğini göstermiĢtir (Flynn et al., 1997). 

MNK1 ve MNK2A‟nın bağlanamamasına karĢın MNK2B östrojen reseptör β‟ya bağlanma yetisine 

sahiptir. Steroid östrodiol MNK2B artıĢına bağlı olarak artıĢ göstermektedir (Slentz-Kesler et al., 

2000). AĢağıdaki diyagramda (ġekil 4.4) MNK sistemi ve hücresel cevap kısaca gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4.4: MNK sistemi ve hücresel cevap 
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5.KONUYLA ĠLGĠLĠ ÇALIġMALAR 

 

NaBu‟ın hücre proliferasyonuna, hücre siklusuna ve apoptozise etkileri çeĢitli kanser 

hücrelerinde incelenmiĢtir. NaBu‟ın endometrial hücrelere etkisi ile ilgili  detaylı çalıĢma çok azdır. 

 

Prostat kanser hücre soylarından androjen reseptörü [AR] pozitif (+) LNCaP hücreleri ve AR 

(-) PC-3 hücreleri ile yapılan çalıĢmada, bu hücrelere sodyum bütirat ve retinamid N-(4-

hydroxyphenyl)-retinamide (4-HPR)‟in birlikte ve ayrı ayrı muamelesi sonrasında, hücrelerin 

büyümesinde konsantrasyona bağlı olarak duraklama sağladıkları gösterilmiĢtir. Hücrelere  2 mM 

NaBu ve/veya 4-HPR ile 3 saatlik muamele sonrasında, (1M LNCaP, 3M PC-3), bu hücrelerin 

MAP Kinaz sinyal iletim yolunda ERK, p38 ve JNK aktivitelerindeki değiĢimler incelenmiĢtir. PC-

3 hücrelerinde p38 aktivasyonunda fark görülmemesine karĢın, LNCaP hücrelerinde, NaBu 

uygulanması sonrasında p38 aktivasyonunda artıĢ tespit edilmiĢtir. Elde edilen diğer bir bulgu da 

her iki kimyasalın ayrı ayrı ve ikisinin birden uygulanması sonrasında ERK‟in baskılanmasıdır. 

JNK iletim yolu, kimyasal maddeler ayrı ayrı kullanıldıklarında aktif durumda iken birlikte 

kullanımda JNK aktivasyonunun baskılandığı belirlenmiĢtir (Kuefer et al., 2007) . 

 

K562 kronik miyeloid lösemi hücreleri ile yapılan çalıĢmada 3 gün 0,3mM NaBu ile 

muamele edilen hücrelerde, p38 aktivitesinde artıĢ ve hücre ölümünde kontrol grubuna göre 

anlamlı fark olduğu saptanmıĢtır (Chen et al., 2008). 

 

Chen ve arkadaĢlarının 2007 yılında yaptığı bir diğer çalıĢmada, HDACI olan NaBu‟ın  

Mezenkimal kök hücre (MSC) üzerine etkisi incelenmiĢtir. MSC hücrelerinin farklı büyüme 

ortamlarında osteoblast ve adiposit hücrelerine  dönüĢme yeteneği bulunmaktadır. FarklılaĢma 

sırasında Runx2 ve PPARc2 transkripsiyon faktörleri rol oynamaktadır. NaBu‟ın Runx2 

ekspresyonunu arttırdığı, osteogenik farklılaĢmaya sebep olduğu, bunun yanında adipogenik 

farklılaĢmayı ve PPARc2 ekspresyonunu baskıladığı belirtilmiĢtir. Bu farklılaĢmada rol oynayan 

iletim sistemi incelendiğinde, hücrelerde ERK yolağının NaBu uygulamasını takiben aktive olduğu 

ve ERK inhibitör uygulaması sonucunda osteogenik aktivasyonun baskılandığı belirlenmiĢtir (Chen 

et al., 2007).  

 



Sodyum bütiratın MAP Kinaz sinyal iletim yoluna etkisinin incelendiği bir diğer çalıĢmada 

ise onkogenik ras-transforme sıçan karaciğer epitelyum hücreleri kullanılmıĢtır. Hücrelerin 48 saat 

NaBu ile muamelesi sonrasında sinyal iletim sistemi incelenmiĢ ve ERK1/2‟nin azaldığı, p38 

sinyal iletim sisteminin arttığı ancak JNK iletim sisteminin etkilenmediği belirlenmiĢtir (Jung et al., 

2005a).  

 

Ġnsan kolon kanseri hücre soyu olan LS174T hücreleri ile yapılan çalıĢmada ise hücrelere 

farklı konsantrasyonda NaBu eklenerek 2 gün sonrasında incelenmiĢtir; 1mM ve 2mM NaBu 

konsantrasyonlarında apoptotik DNA fragmantasyonu belirlenmemiĢ, flow sitometri analizlerinde 

hücre siklusunda duraklama tespit edilmiĢtir. Aynı çalıĢmada,  1mM NaBu konsantrasyonunda 

serumdan arındırılmıĢ büyüme medyumunda hücrelerin %90‟nın G0/G1 fazında , %6‟sı S fazında , 

%4 G2/M fazında belirlenmiĢtir.  Serum içeren medyum ile analiz sonrasında ise hücrelerin %84‟ü 

G0/G1 fazında, %11‟i S fazında ve %5‟i G2/M fazında tespit edilmiĢtir. 2mM NaBu 

konsantrasyonunda yapılan flow sitometri analizinde ise hücrelerin %91 G0/G1 fazında,%3‟ü S 

fazında, %6‟sı G2/M fazında belirlenmiĢtir. Sonuç olarak, NaBu‟nun hücreleri apoptotik yolla 

değil hücre döngüsü esnasında duraklamaya yönlendirdiği gösterilmiĢtir (Hatayama  et al., 2007) . 

 

Endometriozis ve MAPK sinyal iletim yolu üzerine çalıĢma, 2004 yılında Yoshino ve 

arkadaĢları tarafından yapılmıĢtır. Endometriozisin oluĢumunda inflamatuar etkenlerin rol 

oynamakta olduğu bilinmektedir ve yapılan çalıĢmada, ötopik ve ektopik endometrial hücrelerin, 

interlokin-1β, tümör nekrozis faktör α ve H2O2 ile muamelesi sonrasında ERK, p38 ve JNK iletim 

sistemleri incelenmiĢtir. Bu çalıĢmada interlokin-1β, tümör nekrozis faktör α ve H2O2 

kimyasallarının üçü de kontrol grubuna göre artmıĢ ERK, p38 ve JNK aktivasyonu belirlenmiĢtir. 

Ektopik ve ötopik hücreler arasında yalnızca endometriotik dokudan yapılan hücre kültüründe 

fosforile p38 oranı anlamlı olarak yüksek bulunmuĢtur (Yoshino et al., 2004) . 

 

ÇalıĢmamızda NaBu‟ın endometriozis hücre kültürlerinin proliferasyonuna, MAPK sinyal 

ileti yolllarına  etkileri araĢtırılmaya çalıĢılmıĢtır. Bu konuda çalıĢma ilk kez yapılmaktadır. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=


6.MATERYAL VE METOD 

 

6.1.Materyal 

 

6.1.1.Kimyasal Maddeler 

 

D-MEM:F-12(1:1) (Gibco,32500-035), Foetal Bovine Serum (Gibco,10108-165), PBS 

Dulbecco‟s (Gibco,14190-094), Penisilin/Streptomisin (Gibco,15140-122), Trypsin-EDTA (10X) 

(Sigma,T4049), Dimetil sülfoksit (Sigma,D5879), Trypan blue solution (%0,4) (Sigma, T8154), 

Cell titer 96 A Queous one Solution Assay (MTS Kit) (Promega, G3558B), Sodyum bikarbonat 

(Sigma,S8875), Sodyum klorür (Sigma,S3014), Sodyum aset at (Sigma,S28),  Phenol red 

(Merck,107241), Bromophenol blue (Sigma,B0126), Et-Br (Sigma,E7637), Potasyum klorür 

(Sigma,P5405), Trizma base (Sigma,T6066), APS                                                                    

(Sigma,A9164), SDS (Sigma,L3771), Gliserol (Sigma,G5516), TritonX (Sigma,T8767), Tween 20 

(Sigma,P9416),Pepstatin A(Sigma,P5318), Aprotinin    (Sigma, A3428), Leupeptin (Sigma,L2023), 

β-gliserolfosfat (Fluka,50020), Phenylmthylsulfonyl fluoride (Sigma,P7626), 

Akrilamid/Bisakrilamid  (Sigma,A3699), Temed (Sigma,T-7024),  p-ERK (Santa Cruz), p-JNK 

(Santa Cruz),  Aktin (Santa Cruz), Sodyum Bütirat (Sigma Aldrich B5887). 

 

6.1.2.Cihazlar 

 

CO2 inkübatörü (Thetmo Forma), IĢık mikroskobu (Nicon Inverted Microscope), Sıcak su 

banyosu (Memmert), Mikro pipetör (2-200µl) (Gilson, Eppendorf), Multi pipetör (200µl) (Gilson), 

Elisa Reader (ELx800, Universal Microplate Reader, BIO-TEK INS.), Santrifüj (+4°C, Biofuge 15 

R Heraey), Laminar akımlı kabin (Heraeus), Otoklav (Hirayama, Hiclive, HVE-50), Buzdolabı 

(+4°C , -20°C ve -80°C derin dondurucu), Manyetik karıĢtırıcı (Ikamag RH), Vorteks (IKA), Pipet 

tabancası (Gilson), Steril tek kullanımlık polistren kaplar (Nunc);  Kültür kapları (25cm
2
, 75cm

2
, 

150cm
2 

), Santrifüj tüpleri (15ml ve 50ml), Dondurma tüpleri, Petri kapları, Thoma lamı 

(Neubauer), Enjektör (1-20cc) (Set), Cam pipet (Iso-Lab), 0,22µ filtre (Schleicher&Schuell) 



 

6.1.3.Kullanılan Solüsyonlar 

 

1) 10X D-MEM:F-12: 12 gr D-MEM:F-12, 90 ml steril distile su içinde çözülerek toplam hacim steril 

distile su ile 100 ml‟ye tamamlanmıĢtır. 0,22 μ por çaplı filtre ile steril edilerek +4°C‟de saklanmıĢtır. 

 

2) 10X NaHCO3: 2,44 gr NaHCO3, 90 ml steril distile suda çözülerek toplam hacim steril distile su 

eklenerek 100 ml‟ye tamamlanmıĢtır. 0,22 μ por çaplı filtre ile steril edilerek +4°C‟de saklanmıĢtır. 

 

3) Besiyeri: %10 FBS (Fetal Bovine Serum), 50 ml 10X D-MEM:F-12, 50 ml 10X NaHCO3 (Sodyum 

bikarbonat) ve %1 Penisilin-Streptomisin steril distile su eklenerek hacim 500 ml‟ye tamamlandıktan 

sonra pH 7,2-7,4‟e %9,2‟lik NaHCO3 veya 1N HCl ile ayarlanarak, +4°C‟de saklanmıĢtır. 

 

4) 1X Stok Medyum: %90 FBS içine  % 10  5 ml DMSO eklenerek  +4°C‟de saklanmıĢtır. 

 

5) Puck’s Saline A Solüsyonu: 0,4 gr NaCl, 0,2 gr KCl, 0,5 gr D-Glikoz, 0,5 ml Fenol kırmızısı (% 

0,5‟lik solüsyon) steril distile su ile 500 ml‟ye tamamlanarak 0,22 μ por çaplı filtre ile steril edilmiĢ ve 

pH 7,2‟ye ayarlanmıĢtır ve +4°C‟de saklanmıĢtır. 

 

6) 1X Tripsin-EDTA Solüsyonu: Puck‟s saline A solüsyonuna, %10 10X Tripsin-EDTA 

solüsyonundan eklenerek  pH 7,2-7,4‟e ayarlanarak,  +4°C‟de saklanmıĢtır. 

 

7) % 9,2’lik NaHCO3: 9,2 gr NaHCO3  90 ml steril distile suda çözülerek toplam hacim steril distile su 

eklenerek 100 ml‟ye tamamlanmıĢtır. 0,22 μ por çaplı filtre ile steril edilerek +4°C‟de saklanmıĢtır. 

 

8) 1 N HCl: 8,28 ml % 37‟lik HCl‟ye, 91,72 ml steril distile su eklenerek 0,22 μ por çaplı filtre ile 

steril edilmiĢ ve +4°C‟de saklanmıĢtır. 



 

9) 1X PBS (Phosphate Buffered Saline): 137mM NaCl, 1,47mM KH2PO4, 8,26mM NaH2PO4, 500 

ml steril distile suda hazırlanmıĢtır. 0,1M‟lık NaHCO3 ile pH 7,3‟e ayarlanarak, 0,22 μ por çaplı filtre 

ile steril edilerek küçük hacimlerde –20C‟de saklanmıĢtır. 

 

10) 1M Tris: 1M Tris- HCl steril distile su ile hazırlanarak 0,1M NaHCO3 ile pH 8‟e ayarlanmıĢ ve 

oda sıcaklığında saklanmıĢtır. 

 

11)  1M NaCl:  11,688 g NaCl son hacim 200 ml olacak Ģekilde distile suda çözünmüĢ ve oda 

sıcaklığında saklanmıĢtır. 

 

12) 1M MgCl2:  4,761 g MgCl2 son hacim 50 ml olacak Ģekilde distile su ile çözünmüĢ ve oda 

sıcaklığında saklanmıĢtır.  

 

13) 1M TrisBase: 24,22 g Trisma Base son hacim 200 ml olacak Ģekilde distile suda çözünmüĢ ve oda 

sıcaklığında saklanmıĢtır. 

 

14) 0,5M TrisHCl: 15,76 g son hacim 200 ml olacak Ģekilde distile suda çözünmüĢ, pH 6,8‟e 

ayarlanarak oda sıcaklığında saklanmıĢtır. 

 

15) %10 APS: 1 g APS 10 ml distile su ile çözünmüĢ 500 μl olacak Ģekilde ependorf tüplerine 

alınarak -20
0
C „de saklanmıĢtır.  

 

16) %10 SDS: 10 g SDS son hacim 100 ml olacak Ģekilde distile suda çözünmüĢ ve oda sıcaklığında 

saklanmıĢtır. 

 

17) %10 Gliserol: 10 ml gliserol PBS ile 100 ml‟e tamamlanmıĢ ve oda sıcaklığında saklanmıĢtır.  



 

18) %1 Triton X: 0,5 ml Triton X 49,5 ml PBS ile 50 ml‟e tamamlanmıĢ ve oda sıcaklığında 

saklanmıĢtır.  

 

19) %10 Tween 20: 5 ml Tween 20 45 ml distile su ile 50 ml‟e tamamlanmıĢ ve oda sıcaklığında 

saklanmıĢtır. 

 

20) 1X TBS: 10mM Tris pH 8.0, 150mM NaCl hazırlanarak oda sıcaklığında saklanmıĢtır. 

 

21) Protein Yükleme Solüsyonu: %10 SDS %23, 0,5 M Tris pH: 6,8  6,25 mM, 1 M DTT  10 mM,  

% 10 Gliserol , %0,01 Bromofenol blue  çok az miktar, dH2O  olarak hazırlanarak oda sıcaklığında 

saklanmıĢtır. 

 

22) Lizis stok solüsyonu: 150 mM NaCl, 1 mM MgCl2 ,% 10 Gliserol, 20 mM Tris (pH:7.5-8), %1 

Triton X-100, dH2O içinde 10μl Pepstatin, 10μl Leupeptin, 10μl PMSF, 10μl Aprotinin, 10μl β-

gliserolfosfat,  2μl Sodyum orthovanadate eklenerek +4˚C saklanmıĢtır. 

 

23) Protein Bloklama Solüsyonu (TTM): 0,5 ml %10 Tween 20 ve 5 g süt tozu, 1X TBS ile 100 

ml‟ye tamamlanarak +4˚C saklanmıĢtır.  

 

24) Membran yıkama solüsyonu: 500 μl  %10 Tween 20, 49,5 μl 1X TBS ile 50 ml‟ye 

tamamlanarak oda sıcaklığında saklanmıĢtır. 

  

25) Yükleme Solüsyonu: 4 ml % 10 SDS, 0,5M Tris pH:6,8 dH2O ile 100 ml‟ye tamamlanarak oda 

sıcaklığında saklanmıĢtır.  

 

26) Ayırma Solüsyonu: 4 ml % 10 SDS, 1,5M Tris pH:8,8 dH2O ile 100 ml‟ye tamamlanarak oda 

sıcaklığında saklanmıĢtır.  



 

27) Yükleme Jeli (% 4,5): 3 ml bisakrilamid, 12 ml distile su, 5 ml yükleme solüsyonu, 60 μl % 10 

APS ve 20 μl TEMED kullanılarak hazırlanmıĢtır. 

 

28) Ayırma Jeli (%12): 16 ml bisakrilamid, 14 ml distile su, 10 ml ayırma solüsyonu, 80 μl  % 10 

APS ve 20 μl TEMED kullanılarak hazırlanmıĢtır. 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  

29) Proteaz inhibitörleri  

 

Pepstatin A: 0,0003 g Pepstatin A 3 ml metanolde çözünmüĢ ve 300 μl olacak Ģekilde epondorf 

tüplerine alınarak -20
0
C „de saklanmıĢtır.  

Aprotinin: 0,0003 g Aprotinin 3 ml distile suda çözünmüĢ ve 300 μl olacak Ģekilde epondorf tüplerine 

alınarak -20
0
C „de saklanmıĢtır.  

Leupeptin: 0,0003 g Leupeptin 3 ml distile suda çözünmüĢ ve 300 μl olacak Ģekilde epondorf 

tüplerine alınarak -20
0
C „de saklanmıĢtır.  

β-gliserol fosfat: 7,653 g  β-gliserol fosfat 5 ml distile su ile çözülerek final konsantrasyon 5M‟a 

ayarlanmıĢtır. Çözelti buzda hazırlanmıĢ ve 500 μl olacak Ģekilde epondorf tüplerine alınarak -20
0
C 

„de saklanmıĢtır.  

Phenylmthylsulfonyl fluoride(PMSF): 0,087 g PMSF 10 ml distile suda çözülerek final  

konsantrasyon 50mM‟a ayarlanmıĢtır. Çözelti buzda hazırlanmıĢ ve 500 μl olacak Ģekilde epondorf 

tüplerine alınarak -20
0
C „de saklanmıĢtır.  

Sodyum ortovanadate: 0,92 g sodyum ortovanadat 5 ml distile suda çözünmüĢ ve  HCl ile pH:10‟a 

ayarlanmıĢtır. Konsantrasyon 0,5 M olarak ayarlanmıĢ ve 500 μl olacak Ģekilde epondorf tüplerine 

alınarak -20
0
C „de saklanmıĢtır. 

 

30) 10X Rezervuar Tamponu: 1,92 M Glisin, 250 mM Tris pH:8, %1 SDS ve distile su kullanılarak 

hazırlanır oda sıcaklığında saklanır. 

 

31) 1X Western blot buffer: 200 ml 10X Rezervuar buffer, 200 ml Metanol  (%10 metanol) dH2O ile 



2000 ml‟e tamamlanır. 

 

32) Jel Boyama Solüsyonu: 0.25 g Coomassi Brilliant Blue 125 ml metanolde çözülür. Üzerine 25 ml 

asetik asit ve 100 ml distile su eklenir. 

 

33) BCA  A Solüsyonu: 1 g sodium bicinchoninate (BCA),  2 g sodium carbonate, 0.16 g sodium 

tartrate, 0.4 g NaOH, 0.95 g sodium bicarbonate, 100 ml dH2O,10 M NaOH kullanılarak pH:11.25‟e 

ayarlanır. 

 

34) BCA B Solüsyonu: 0.4 g bakır sülfat , 10 ml dH2O içinde çözülür. 

 

35) Sodyum Bütirat: 100mM final konsantrasyonda steril distile su içinde çözülerek stok 

hazırlanmıĢtır. 

 

6.1.4. Antikorlar: p-ERK sc 7383 (Santa Cruz), Aktin sc 8432 (Santa Cruz), JNK2 sc 7345 (Santa 

Cruz,), p38 (Santa Cruz, sc 7972), p-JNK sc 6254 (Santa Cruz), p-p38 9212 (Cell Signaling), Ġkincil 

antikor sc 2005 (Santa Cruz) 

 

6.2.Metod 

 

6.2.1.Primer Kültür ve Hücre Soyu 

 

  Doku örnekleri toplanması, bireylerin yaĢları, kökenleri ve etik kurallara bağlı kalınarak 

yapılmıĢtır. Dört adet endometriozis hastası ve dört adet normal bireylerden alınan sekiz farklı 

dokudan primer kültür yapılmıĢtır. Primer kültürler haricinde Ġnsan Endometrial adenokarsinom hücre 

soyu olan Ishikawa hücreleri Ġstanbul Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji Bilim Dalı öğretim üyesi 

Prof. Dr. Ayhan Bilir tarafından bölümümüze hediye edilmiĢtir.  

 



Ameliyathanede steril Ģartlarda alınan dokular 5 ml. HBSS solüsyonu içine alındıktan 

sonra 2  steril bistrü yardımıyla macun kıvamına gelinceye kadar fiziksel olarak 

parçalanmıĢtır. Daha sonra  doku parçaları tüplere aktarılarak 10 ml HBSS içinde 10 mg 

kollojenaz (Collagenase B) 20 mg DNase I  solüsyonu 1:1 oranında doku parçaları üzerine 

eklenerek 37 °C de ki  çalkalamalı su banyosunda 30 dakika enzim ile muameleye 

bırakılmıĢtır. Bu iĢlemin takibinde üzerilerine 1-1,5 ml D-MEM:F-12 besiyeri eklenmiĢ ve 

1500 rpm‟de 10 dakika santrifüj edilmiĢtir. Süpernatant kısmı atılarak  yıkama iĢlemi 

tekrarlanmıĢtır. Elde edilen pellete D-MEM:F-12 besiyeri eklenerek  25 cm
2
‟lik flasklara 

ekim yapılmıĢtır. Invert mikroskop altında hücrelerin yapıĢmaları kontrol edilmiĢ ve  

besiyerleri yenilenmiĢtir. 

 

Ġnsan endometrial adenokarsinom hücre soyu olan Ishikawa hücreleri, yaklaĢık 20 

yıldır çalıĢılmaktadır. Ishikawa hücreleri östrojen ve progestron reseptörlerine sahiptir, bu 

sebeple reproduktif biyoloji ve moleküler biyoloji çalıĢmalarında kullanılmaktadır. 

 

6.2.2.Hücre Stoklama  

 

Tripsinlenerek petri yüzeyinden kaldırılan hücreler 1000 rpm‟de 5 dakika santrifüj edilerek 

besiyeri uzaklaĢtırılmıĢ ve  dondurma medyum içinde süspanse edilerek 1,5 ml‟lik kriyo tüplere 

alınmıĢ ve -80C‟de saklanmıĢtır. Daha sonra sıvı nitrojene aktarılmıĢtır. 

 

6.2.3.Hücre Morfolojilerinin DeğiĢiminin Belirlenmesi 

 

Ishikawa hücre soyu hücreleri, normal endometrium ve endometrioma primer hücre kültüründe 

yetiĢtirilen hücreler NaBu‟ın hücreler üzerine morfolojik etkilerini  gözlemlemek amacı ile 96 

kuyucuklu plate‟e 100 µl‟de 1x10
3
 hücre olacak Ģekilde ekim yapılmıĢ, yapıĢmasına izin verilmiĢtir. 

Daha sonra NaBu eklenerek 24, 48, 72 ve 96. saatlerde mikroskop altında 4x10‟luk büyütmede 

hücrelerin fotoğrafları çekilmiĢtir 

 

 

 



6.2.4.MTS  ile NaBu Etkisinin Belirlenmesi 

 

Her bir kuyucukda 1x10
4 

hücre/ml  olacak Ģekilde 96 kuyucuklu plağa duplike olarak ekim 

yapılmıĢtır. Hücrelerin Lag periyotları için 24 saat beklendikten sonra 1, 5, 10, 15, 30 mM  NaBu 

eklenerek  0-96 saatler arası hücre büyümeleri doza ve zamana bağlı olarak incelenmiĢtir. 

Her kuyucuğa 20µl MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-

sulfophenyl)-2H-tetrazolium salt) bileĢiği eklenerek 2 saat inkübasyon takibinde 490nm dalga 

boyunda mikroplate okuyucuda değerlendirilmiĢtir ve standart sapmalar hesaplanarak, ortalamalar 

hesaplanmıĢ ve Microsoft Excel programında  grafikler çizilmiĢtir.  



6.2.5.Protein Ġzolasyonu 

 

Hücreler 5 ml besiyeri  içeren 60x20 petrilere 5 x 10
6
 hücre/petri  olacak Ģekilde ekilerek 37

˚
C 

de inkübe edilmiĢtir. 24 saat sonra  10 ve 30 mM NaBu eklenerek ve eklenmeden,  6, 12, 24 ve 48 

saatlerde  hücre lizisleri yapılmıĢtır. Lizis iĢlemi için; tripsinlenen hücreler 1000 rpm‟de 5 dakika 

santrifüjlendikten sonra,  üst sıvı atılarak 2 ml 1X PBS ile resüspanse edildikten sonra  hücreler 1000 

rpm‟de 5 dakika tekrar santrifüj edilmiĢtir. Süpernatant uzaklaĢtırıldıktan sonra, içerisinde proteaz 

inhibitörleri bulunan 100 µl soğuk protein lizis tamponu eklenmiĢtir. Hücreler buz içerisinde bulunan 

epondorf tüplerine alınarak Ģırınga yardımı ile parçalanmıĢtır. Daha sonra 14000 rpm‟de, +4
0
C‟de 3 

dakika santrifüjlenerek hemen kullanılmıĢ ya da daha sonra kullanılmak üzere -20
0
C‟ye kaldırılmıĢtır. 

Protein miktarı BSA standartları kullanılarak BCA testi ile belirlenmiĢtir.  

 

Materyal kısmında belirtilen BCA,  A ve B solüsyonlarından 50:1 oranında karıĢım 

hazırlanmıĢtır. Standart BSA (1 mg/ml) ve 3-5µl örnek kuyucuklara konulmuĢ, üzerine 200µl karıĢım 

solüsyon eklenerek 37 ˚C‟de 30 dak. karanlık ortamda bekletildikten sonra  ELISA reader‟da 490 nm 

dalga boyunda okutulmuĢtur. Değerler Microsoft Excel programında değerlendirilerek, grafik 

çizilmiĢtir. BSA değerleri ve OD karĢılaĢtırmalarıyla protein miktarları tayin edilmiĢtir (ġekil  6.1). 

 

 
ġekil 6.1.Hücre lizatında protein miktarının BSA yardımıyla belirlenmesi. 

 

6.2.6.SDS-PAGE ve Western Blot 

 

Sodyum Dodesil Sülfat Polyakrilamid Jel Electroforez (SDS-PAGE) proteinleri 

molekül ağırlıklarına göre ayırmak için kullanılan bir yöntemdir. Ġki aĢamalı jelde yürütülen 

proteinlerde elektrik yükleri eĢitlenerek; ayırma jelinde proteinler molekül ağırlıklarına göre 

ayrıĢtırılır. 

  

ÇalıĢmamızda araĢtırdığımız proteinlerin moleküllerinin moleküler ağırlıkları 

doğrultusunda SDS PAGE; % 4,5‟lik yükleme jeli ile % 12‟lik ayırma jeli kullanılmıĢtır. Cam 

plateler sıvı sızdırmayacak Ģekilde birleĢtirilmiĢtir. Öncelikle  ayırma jeli cam plateler arasına 
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dökülür ve jelin üzerini kaplayacak Ģekilde yavaĢça isopropanol eklenerek, iki jel arasında ara 

yüzey oluĢturulur. Jelin polimerizasyonu sonrasında izopropanol uzaklaĢtırılarak, yüzey 

distile su ile yıkanarak kurutulmuĢtur. Yükleme jeli üst kısma doldurularak tarak 

yerleĢtirilmiĢtir. Polimerizasyon sonrasında jel elektroforez tankına yerleĢtirlir. Tank içine 1X 

rezervuar tamponu doldurulmuĢtur. Kuyucuklar içinde polimerizasyonu önlemek için kuyular 

bir Ģırınga yardımıyla yıkanır. Marker ve daha önceden hazırlanan protein örneklerine  

yükleme boyası eĢit hacimde eklenerek,  5 dakika kaynatıldıktan sonra kuyulara yüklenmiĢtir. 

Ġlk kuyuya 20 µl RPN800V Full Range Rainbow
tm

 Recombinant Protein Molecular Weight 

Marker ve  diğer kuyulara 30µg-50µg protein örnekleri yüklenmiĢtir. Örnekler ayrılma jeline 

gelene kadar 25mA‟de yürütülmüĢtür. Daha sonra loading buffer jelin alt kısmına ulaĢana 

kadar yaklaĢık 5-6 saat 35mA‟de yürütülmüĢtür.  

Transfer iĢleminden önce jel 15-20 dakika  transfer bufferda  eĢitlemeye alınmıĢtır. Jeldeki 

ayrıĢmıĢ proteinler Polivinilidin diflorid (PVDF) membrana aktarılmıĢtır. Aktarma iĢleminde 

(-) den (+) akım yönüne bağlı kalınarak yerleĢtirme yapılır. Üç blotlama  kağıdı ve sunger 

transfer buffer ile ıslatılır ve üst üste konur. Üzerine jel  yerleĢtirilir. Membran ayrı bir kapta 

metanol ile ıslatıldıktan sonra jel üzerine membran yerleĢtirilir. Membran ile jel arasında hava 

kabarcığı kalmamasına dikkat edilerek üzerine tekrar ıslatılmıĢ 3 filtre kağıdı ve sünger 

konularak, sandviç kapatılır. Kaset  1X Western blot buffer bulunan tanka yerleĢtirilerek, 200 

mA‟da gece boyunca transfer iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

Transfer iĢlemi gerçekleĢtirilen membran 1X TBS, %0,1 Tween, %5 süt tozu içeren 

solüsyonda (TTM) 60 dakika yavaĢça bloklama iĢlemi için çalkalanmıĢtır. Membran 

içerisinde aranılan proteinin belirlenmesinde kullanılacak olan 0,2-0,5 μg/ml konsantrasyonda 

birincil antikor (p-ERK,Santa-Cruz Biotechnology) bulunan protein bloklama solüsyonu ile 1 

saat oda sıcaklığında çalkalanarak inkübe edilmiĢtir. Daha sonra membran, membran yıkama 

solüsyonunda 5, 10, 5 dakika 3 kere yıkanmıĢtır. Membran içerisinde horse radish peroksidaz 

ile birleĢtirilmiĢ 0,3 μg/ml konsantrasyonda ikincil antikor (IgG-HRP, Santa-Cruz 

Biotechnology) içeren protein bloklama solüsyonu ile 1 saat oda sıcaklığında çalkalanarak 

inkübe edilmiĢtir. Daha sonra membran tekrar membran yıkama solüsyonu ile 5, 10, 5 dakika 

boyunca 3 kez yıkanmıĢtır. Membran karanlık odada ECL (enhanced chemi-luminescence 

Amersham, UK) kiti ile 1 dakika muamele edilmesini takiben hızlıca kasete aktarılmıĢ ve 

filmler 5-30 dakika arasında tutulduktan sonra geliĢtirilen bantlar elde edilmiĢtir. 

 



Diğer birincil antikorlar olan p38 ve JNK (Santa-Cruz Biotechnology) 

uygulamalarında ilk olarak p-ERK protokolü uygulanarak denenmiĢtir. Bant elde 

edilememesini takiben farklı konsantrasyonlarda ve farklı inkübasyon süreleri denenmiĢtir. 

Her iki antikor için pozitif kontrol hücresi olan NIH/3T3 hücrelerinin lizisleri yapılarak 

antikorlar denenmiĢtir. Fakat deney sonuçlarında geliĢtirilen filmlerde bant görüntülemesi 

elde edilememiĢtir. 



7.BULGULAR 

 

7.1.Sodyum Bütiratın Hücre Morfolojisine Etkisi: 

 

Hücrelere NaBu‟ın etkisini doza ve zamana bağlı olarak belirlemek için, 96 kuyucuklu 

plak‟ların her bir kuyusuna 1x10
4
 hücre/ml olacak Ģekilde çiftli ekim yapılmıĢ ve 24 saat lag 

periyodunu takiben 0-50 mM dozlarda NaBu eklenmiĢtir. Hücreler 0-96 saat takip edilerek 

morfolojik değiĢimleri belirlenmiĢtir. Üç farklı hücre morfolojisi endometrium (ġekil 7.1), 

endometriosiz (ġekil 7.2) ve endometriyal kanser hücreleri (ġekil 7.3) doza ve zamana bağlı olarak 

incelenmiĢtir.  

 

Tüm hücre gruplarında; 10 mM NaBu uygulanan hücrelerin kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırılmasında hücre sayısında 96. saatten baĢlayan azalma gözlenmiĢtir. Bu durum 30 mM 

dozda 48.saatte ve 50 mM dozda 24. saatten itibaren gözlenmiĢtir (ġekil 7.1, ġekil 7.2, ġekil 7.3).  
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ġekil 7.1: Normal Endometrium hücreleri NaBu uygulaması sonrası morfolojik görünüm (10x) 

 

 



 

 

 

 

 

ġekil 7.2: Endometrioma hücreleri NaBu uygulaması sonrası morfolojik görünüm (10x) 
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ġekil 7.3: Ishikawa hücreleri NaBu uygulaması sonrası morfolojik görünüm (10x)  
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7.2.Sodyum Bütiratın Hücre Proliferasyonuna Etkisi: 

 

Ishikawa hücre soyu hücreleri, normal endometrium ve endometrioma primer hücre 

kültüründe yetiĢtirilen hücreler 1x10
3
 hücre/kuyu olacak Ģekilde 96 kuyulara çiftli ekim yapılmıĢtır. 24 

saat sonrasında hücrelere 1, 5, 10, 15  ve 30 mM konsantrasyonlarında NaBu eklenmiĢtir. 24, 48, 72 

ve 96. saatlerde hücre proliferasyonunda meydana gelen değiĢimler belirlenmiĢtir. Değerler Microsoft 

Excel programında ortalamaları alınarak grafikleri çizilmiĢtir. 

 

 NaBu endometrium hücrelerinin proliferasyonunu doza ve zamana bağlı olarak inhibe etmiĢtir. 

Üç farklı endometrium hücre kültürü ile yapılan bağımsız deneylerde NaBu‟nun ġekil 7.4  A, B ve 

C‟de 10mM ve üstü konsantrasyonlarda hücre proliferasyonu  dereceli olarak zamana bağımlı 

azalmıĢtır. 

 

Endometrioma ve Ishikawa hücrelerinde NaBu uygulaması sonrasında hücre 

proliferasyonunda benzer Ģekilde endometrium hücrelerin olduğu gibi doza ve zamana bağlı olarak 

azalma belirlenmiĢtir (ġekil 7.5 A, B, C; ġekil 7.6).  
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ġekil 7.4 : Üç farklı hastadan alınmıĢ Endometrium dokularından (A, B, C) yapılan primer hücre 

kültürlerinde Sodyum Bütirat‟ın doza ve zamana bağlı etkisi  
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ġekil 7.5: Üç farklı hastadan alınmıĢ Endometrioma dokularından (A, B, C) yapılan primer hücre 

kültürlerinde Sodyum Bütirat‟ın doza ve zamana bağlı etkisi.  



 

 

        

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 7.6: Sodyum Bütirat uygulamasının Ishikawa hücrelerine etkisi 

 

7.3.MAP Kinaz Sinyal Ġletim Yolu: 

 

Normal endometrium ve endometrioma kist cidarından  elde edilen primer hücre kültürü 

hücreleri kullanılarak 6.2.8. bölümde bahsedilen yöntem kullanılmıĢtır. Ġki konsantrasyon seçilerek 

(10mM ve 30mM) hücrelere uygulandıktan sonra 6, 12, 24 ve 48. saatlerde hücreler lizis edilerek, 

proteinler SDS PAGE yöntemiyle ayrıĢtırılmıĢ ve western blot yöntemiyle p-ERK, p-JNK ve p-p38 

antikorlarıyla hedeflenen proteinler incelenmiĢtir. 

 

ġekil 7.7‟de Ishikawa hücrelerinde,  ġekil 7.8‟de endometrium hücrelerinde ve ġekil 7.9‟da 

endometrioma hücrelerinde gözlendiği gibi 10 ve 30mM NaBu muameleri sonucunda ERK 

fosforilasyonunda meydana gelen değiĢiklikler zamana bağlı olarak değerlendirilmeye çalıĢılmıĢtır. 

Ishikawa ve endometrium hücrelerinde 10mM doz uygulaması sonucunda ilk 6 saatte p-ERK 

seviyelerinde değiĢiklik gözlenmezken, endometrioma hücrelerinde ERK fosforilasyonunda düĢüĢ 

gözlenmiĢtir. 12. saat uygulamalarında Ishikawa hücrelerinde ERK fosforilasyon seviyelerinde 

değiĢiklik gözlenmezken, endometrium ve endometrioma hücrelerinde ise azalma belirlenmiĢtir. 

24. saatlerde tüm hücrelerdeki ERK fosforilasyonlarında azalma belirlenmiĢtir. 30mM 



uygulamalarında ise 6. saatte tüm hücrelerde ERK fosforilasyonlarında artıĢ, 12. saatte azalıĢ ve 24. 

saatlerde tekrar artıĢ belirlenmiĢtir. 

Tüm bu bulgulara rağmen bu deneylerin tekrar edilmesi ve β-aktin, ERK, JNK ve p38 

antikorları kullanılarak eĢit yükleme yapıldığının gösterilmesi sonuçlara açıklık getirecektir. ġekil 

7.7‟de görüldüğü gibi son iki kuyuya sırasıyla p38 (SB239063) ve ERK (PD 98059) inhibitörü ile 

24 saat muamele edilmiĢ hücre lizatı yüklenmiĢtir. Görüntüleme sonucunda MAPK yolu inaktive 

edilen hücrelerde ERK fosforilasyonu tamamiyle önlenmiĢtir (ġekil 7.7). 

 

                   6. SAAT               12. SAAT            24. SAAT        

       

     M        C          10           30           10            30         10            30          SB     PD                                                                                                                                                         

                                                                                                                                                             239063   98059 

 

ġekil 7.7:  Ishikawa hücreleri p-ERK seviyelerindeki değiĢiklikler (M: belirteç, C: kontrol, 10mM ve 

30mM NaBu uygulaması), PD 98059 (50µM), SB 239063 (40µM) 
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ġekil 7.8: Normal endometrium hücreleri p-ERK seviyelerindeki  değiĢiklikler 
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ġekil 7.9: Endometrioma hücreleri p-ERK seviyelerindeki değiĢiklik 

8.TARTIġMA ve SONUÇ 

 

Bu tez çalıĢmasında, endometrium, endometriosiz ve endometrial kanser hücre 

proliferasyonlarına bir HDAC inhibitörü olan NaBu „ın etkisi doz ve zaman bağımlı olarak 

incelenmiĢtir. Morfolojik incelemelerde kontrol gruplarıyla karĢılaĢtırıldıklarında tüm hücrelerde 

doza ve zamana bağımlı olarak hücre sayılarında azalmalar ve morfolojilerinde değiĢiklikler 

meydana geldiğini belirledik. Hücrelere 10mM, 30mM ve yüksek bir doz olan 50mM‟da NaBu ile 

muamele edildiğinde  ve  kontrol gruplarıyla karĢılaĢtırıldığında mikroskobik olarak fark edilen 

etkinin sırasıyla 96. saatten, 48. saatten ve 24. saatten itibaren baĢladığını belirledik. Bu deneylerin 

takibinde tüm hücreler 0-96 saat süresince 0-30mM NaBu dozlarıyla muamele edilmiĢ ve 

hücrelerde meydana gelebilecek anti-proliferatif değiĢiklikler biyokimyasal olarak ölçülmüĢtür. 

Hücrelerde kontrol grubuna oranla anlamlı azalma 96. saatte 10-15 mM ve 72.saatte 30 mM NaBu 

konsantrasyonlarında saptanmıĢtır. 

 

Endometriozis hastalığında; daha öncede vurgulandığı üzere kanserde olduğu gibi kendi 

yerleĢim yerleri dıĢında endometriotik odaklar oluĢmakta ve karsinogenezde de önem teĢkil eden 

protein miktarlarında farklılık bulunmaktadır (Harada et al., 2007) . Yakın zamanlı bulgularda 

uterin kavitede siklik bir döngü içinde artan ve azalan endometrium hücrelerinde ERK 

aktivasyonun artıĢı gösterilmiĢtir. ERK yolağının aktivasyonunun proliferasyon artıĢıyla bağlantılı 

olduğu belirtilerek özellikle anormal artmıĢ ERK aktivasyonun hücre canlılığını devam ettirmede 

rol aldığı böylelikle hastalığın oluĢumunda rol oynayabileceğine dikkat çekilmiĢtir (Murk et al., 

2008).  

 

44 kDa→ 

42 kDa→ 



Bilindiği gibi MAPK‟lar gen ekspresyonu, mitoz, hücre hareketi, metabolizma ve apoptosisi 

gibi çeĢitli hücresel aktiviteleri fosforilasyonla gerçekleĢtiren sinyal molekülleridir (Johnson and 

Lapadat et al., 2002). MAPK‟ların hücresel çevreden gelen yanıtları kontrol edebilmesi onları 

kanser gibi pek çok hastalıkların araĢtırılmasında öncelikli hale getirmiĢtir. ÇalıĢmalarımızda 

NaBu‟nun anti-proliferatif etkisi incelenirken bu olayda rol oynayabilecek ERK1/2, p38 ve JNK 

proteinlerin fosforilasyonları araĢtırılmıĢtır. 

HDACI‟lerinin kanserlere karĢı engelleyici veya terapötik özellikler taĢıdıkları 

bilinmektedir. Bu anti-karsinojenik etkiler transkripsiyonal baskılanma ve/ veya çeĢitli pro-

apoptotik ya da anti-apoptotik genlerin aktivasyonuna bağlantılıdır (Davie et al., 2003). ÇeĢitli 

araĢtırmalarda NaBu‟nun anti-kanser etkisini HDAC activitesini modüle etmeden gösterdiği 

belirtilmiĢ ve NaBu‟nun kimyasal koruyucu etkisinin E1A+Hras hücrelerinde öncelikli olarak 

MEK/ERK yolluyla düzenlendiği vurgulanmıĢtır (Kukushki and Abramova et al.,, 2002). Buna 

ilaveten insan lösemi hücrelerinde NaBu tarafından indüklenen apoptozisin MEK/ERK, 

p21CIP/WAF1 aktivitelerindeki bozulmalarla bağlantılı olduğu belirtilmiĢtir (Rahmani and. Yu et 

al., 2003). NaBu muamelesinin ERK1/2 aktivasyonunu aĢağı düzenlenmesine, p-38 MAPK‟ın ise 

yukarı düzenlenmesine neden olduğu çeĢitli çalıĢmalarda belirtilmiĢtir. Bu durum genelde 

proliferasyonun durdurulması ve apoptozis ile bağdaĢlaĢtırılmıĢtır. Örneğin onkogenik ras-

transforme sıçan karaciğer hücrelerinde 48 saat NaBu uygulamasının ERK1/2‟ yi azalttığı, p38 

MAPK aktivasyonunu arttırdığı fakat JNK iletim sistemini etkilemediği belirlenmiĢtir. (Jung et al., 

2005a). Diğer bir araĢtırmada p38MAPK‟ın NaBu tarafından indüklenen apoptozisi inhibe edici 

rolü olduğu vurgulanmıĢtır (Jung et al., 2005b). K562 kronik miyeloid lösemi hücrelerinde NaBu 

ile muamele edilen hücrelerde, p38 aktivitesinde ve hücre ölümünde artıĢ belirlenmiĢtir (Chen et 

al., 2008). NaBu uygulamalarıyla ERK, p38 ve JNK aktivitelerindeki değiĢimlerle ilgili diğer 

çalıĢmada LNCaP ve PC-3 prostat kanser hücre soylarında NaBu‟nun hücre büyümelerini 

konsantrasyona bağımlı duraklattığı, ERK1/2‟nin baskılandığı, PC-3 hücrelerinde p38 

aktivasyonunda değiĢiklik gözlenmezken LNCaP hücrelerinde aktivasyonda artıĢ olduğu ve JNK 

yolunun aktive olduğu belirtilmiĢtir (Kuefer et al., 2007). Diğer prostat kanseri hücresi DU145‟in 

NaBu ile muamele sonrasında p38 ve JNK yolağının aktivasyonu, buna karĢın ERK yolağının 

inaktivasyonu gözlemlenmiĢtir (Cho et al., 2006). Ġnsan kolon kanseri (LS174T) hücrelerinde 

NaBu‟nun 48 saatte apoptotik DNA fragmantasyonuna neden olduğu ve hücre döngüsünde 

duraklamaya sebep olduğu belirtilmiĢtir (Hatayama  et al., 2007).  

 

ÇalıĢmamızda NaBu‟nun anti-proliferatif etkisinin MAPK‟daki değiĢimlerle bağlantılı 

olabileceği hipotezinden giderek, ERK1/2, p38 ve JNK fosforilasyonlarında olası değiĢiklikleri 

belirlemek amacıyla protein analizleri yapılmıĢtır. Deneylerimiz sonucunda hücrelerin 10 ve 30mM 



dozlarına değiĢik cevaplar verdiğini gözlemledik. Ishikawa ve endometrium hücrelerinde 10mM 

NaBu uygulamalarında 6. saatinde Ishikawa ve endometrium hücrelerinde ERK1/2 

fosforilasyonunda değiĢiklik gözlenmezken endometrioma hücrelerinde kontrolle 

karĢılaĢtırıldığında azalma olduğu gözlenmiĢtir. 12. saatlerde Ishikawa hücrelerinde değiĢiklik 

gözlenmezken diğer iki hücre grubunda hem 10mM hem de 30mM konsantrasyonlarda ERK1/2 

fosforilasyonunda azalma belirlenmiĢtir. 24. saatlerde hücrelerin ERK fosforilasyonları 

incelendiğinde 10mM konsantrasyonda fosforilasyonlar tamamiyle düĢerken 30mM NaBu 

uygulamaları p-ERK seviyesini yükseltmiĢtir. Bu durumun yapılan birkaç deneyde 48. saatte‟de 

devam ettiğini gözlemledik. Sonuçların daha açık ve net olabilmesi için deneylerin tekrar edilmesi 

gerektiğini düĢünmekteyiz. Endometrial hücrelerde diğer araĢtırma sonuçlarıyla paralel Ģekilde, 

doza bağlı olarak NaBu uygulamasının ERK fosforilasyonun aĢağı düzenlenmesinde rolü olduğunu 

belirledik. Daha sonra aynı Ģekilde, hücrelerde p38 ve JNK fosforilasyonlarındaki değiĢmeleri 

incelenmeye çalıĢtık. Ne yazık ki tekrarlarımıza rağmen kullandığımız  antikorlarla herhangi bir 

sonuç elde edemedik. Sorunun kullanılan antikor kaynaklı olabileceğini düĢünmekteyiz. Bu 

nedenle bu deneylerin baĢka antikorlar kullanılarak tekrar edilmesi söz konusudur. Sonuç olarak bu 

aĢamada diğer çalıĢmalarda olduğu gibi NaBu‟nun anti-proliferatif etkisinin ERK1/2, p38 ve JNK 

üçlüsü ile bağlantılı olduğunu söylemek güçtür. Bu nedenle, bunu izleyen çalıĢmalarda p38, JNK 

moleküllerinin analizlerinin tekrar edilmesi, PI3K/AKT gibi hayatta kalımı sağlayan diğer temel 

sinyal yollarını analiz edilmesi ve sonrasında NaBu‟ın apoptotik etkisinin incelenmesi 

hedeflenmektedir. Apoptosizi değerlendirirken; Acridin-orange boyama florasans, çiftli PI ve 

Annexin boyama gibi flowsitometrik analizlerin yapılması, çeĢitli kazpazların ve sitokrom C 

aktivitelerinin biyokimyasal olarak ölçülmesi amaçlanmaktadır. Tüm bunlara ilaveten hücre 

proliferasyonunda, ve apoptozisde rol oynayan önemli anahtar moleküllerin RT-PCR gibi 

moleküler yöntemler kullanımıyla değerlendirilmesi de hedeflerimiz doğrultusundadır. 
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