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OZET

Tez Konu Bashg: Sodyum Biitirat’in Endometriozis Sinyal Iletim Yollarma Etkisinin

Analizi

Yazar Adi: Pelin BALCIK ERCIN

Guniimiizde 6zellikle infertil hasta populasyonunda normal hasta populasyonuna gore daha
yiiksek oranda karsilasilan endometriozis; endometrial dokunun endometrium disinda yerlesim ve
bliyime gostermesi olarak tanimlanmaktadir. Uzun yillardan beri bilinmesine karsin
endometriozisin etiyopatolojisi ve net tedavi mekanizmasi agikliga kavusturulamamistir. Histon
Deasetilaz Inhibitorleri 6zellikle kanser tedavisinde yeni bir tedavi secenegi olarak son yillarda

caligilmaktadir.

Calismamizda Histon Deasetilaz inhibitérlerinden olan Sodyum Biitirat’in endometriozis
hastaliginin tedavisinde segenek olup olamayacag arastirilmistir. insan endometrial adenokarsinom
hiicre hatti, normal endometrium ve endometriozis dokularindan elde edilen primer hiicre
kiiltiirlerinde doza ve zamana bagl olarak hiicre proliferasyonunu incelenmistir. Tiim hiicre
proliferasyonlarinda diisis 10mM ve istli dozlarda belirgin olarak sirasiyla 48 ve 24. saaten
itibaren gozlenmistir. Hiicrelerde kontrol grubuna oranla anlamli azalma 96. saatte 10-15 mM ve
72.saatte 30 mM NaBu konsantrasyonlarinda saptanmistir. Bunu izleyen deneylerde Mitojen
Aktive Eden Protein Kinaz sinyal iletim yolunda meydana gelen degisimler SDS PAGE ve western
blot yontemiyle belirlenmeye ¢alisilmustir. Hiicrelerimizde ERK1/2 fosforilasyonunda doza ve
zamana bagl olarak azalma belirlenmistir. Buna ragmen deneylerin tekrar edilmesi sonuglarin

netlestirilmesi agisindan gereklidir.

Calismamiz orijinal fakat su andaki veriler dogrultusunda primer bir arastirmadir. Bu

nedenle konuyla ilgili molekiiler diizeyde ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.



SUMMARY

Title: Effect of Sodium Butyrate at Endometriosis Signal Transduction Pathways

Author: Pelin BALCIK ERCIN

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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ERa Ostrojen reseptor o

ERK Ekstraselliiler sinyal diizenleyici kinaz
FBS Fetal bovine serum

GnRH Gonadotropin releasing hormon
GCHR Glicocorticoid reseptor

HAT Histon asetilaz transferaz

HCI Hidrojen kloriir

HDACI Histon deasetilaz inhibitorii

JNK c-Jun NH2- terminal kinaz

MAPK Mitojenle aktive olan protein kinaz
MAPKK MAP kinaz kinaz kinaz

MK MAPK-aktive olan protein kinazlar
MNK MAPK etkileyen kinazlar

MSK Mitojen ve stres aktive protein kinaz
NaBu Sodyum Biitirat

NaCl Sodyum klortir

NaHCO3 Sodyum bikarbonat

RAR« Retinoik reseptor-a

RSK Ribozomal S6 kinazlar

SAPK Stres ile aktive olan protein kinaz

SDS Sodyum dodesil siilfat



SOS Son of sevenless
TEMED N,N,N’,N’-tetrametilendiamin
TSA Trichostatin A

VEGF Vaskiiler Endotelyal Biiytime Faktorii
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1. GIRIS

Endometriozis; endometrium gland ve stromasinin uterus kavitesi disinda bulunmasi ile
tanimlanan bir hastaliktir (Kennedy et al., 2005). Normal endometriumun heterotropik yerlesimine
bagli olarak gelisen endometriozis; benign, Ostrojen-bagimli bir durum olup, lireme g¢agindaki
kadinlarda %10-15, infertil kadinlarda ise %40-60 oraninda goriilen bir patolojidir (Giudice and
Kao, 2004). Hastaligin olusum mekanizmasini agiklamaya yonelik ¢ok sayida hipotez bulunmasina

karsin halen hastaligin nedeni agikliga kavusturulamamustir.

Endometriozis odaklari malign bir yap1 gostermemesine ragmen endometriotik odaklarda;
VEGF, Bcl-2, Fas ve p53 gibi karsinogenez de Onem teskil eden protein miktarlarinda
endometriotik odaklarda normal endometriuma gore farkliliklar saptanmistir (Harada et al., 2007).
Ayrica endometriozis hastalarinda over kanseri oranlarinin normal hasta populasyonuna oranla

yiiksek oldugu tespit edilmistir (Brinton et al., 1997).

Endometriozis ilk olarak 1860 yilinda saptanmasina ve giiniimiizdeki yogun g¢alismalara
ragmen heniiz kesin bir tedavi se¢enegi bulunmamaktadir. Giiniimiizde endometriozis tedavisinde
cesitli hormonal terapi uygulamalar1 kullanilmaktadir. Oral kontraseptifler; uzun siireli kullanimda
endometriozis odaklarindan kaynaklanan agrida azalma saglamasina karsin, hastalarin menstrual
siklus stirelerini kisaltmakta ve fertiliteyi engellemektedir. Gonadotropin salgilatict hormon
agonistleri, gonadotropin hormonlarinin salgilanmasini bloke ederek etkili olmaktadirlar, fakat
hastada menopoz benzeri tablo goriilmektedir. Hastada sicak basmasi, vajinal kuruluk ve kemik
mineral Olglimlerinde azalma tespit edilmistir. Danazol hipoestrojenik etki gdsteren overlerde
hormon baskilayan ajandir,fakat bu ajanin kullanimi sonrasinda hastada kemik mineral
Olgtimlerinde azalma, akne olusumu ve yiizde killanma yan etkileri goriilebilmekte ve maksimum
hastaya alt1 ay siireyle uygulanmaktadir. Son yillarda meme kanserlerinde denenmekte olan
aromataz inhibitorlerinin endometriosis iizerindeki etkisi arastirilmakta ve sonuclar umut verici
bulunmaktadir. Aromataz inhibitérleri,  Ostrojen biyosentezini baskilayarak endometriozis
tedavisinde etkin olmaktadir ancak overlerde de &strojen biyosentezinin baskilandigi belirlenmistir

(Jackson et al., 2006).



Yakin zamanl g¢alismalarda Histon deasetilaz (HDAC) enzimlerinin gen ekspresyonun
diizenlenmesinde ve kromatin toplanmasinda 6nemli rolii oldugunun belirlenmesiyle, insan kanser
tedavilarinde HDAC inhibisyonunun yeni tedavi segeneklerinden biri olabilecegi diigiiniilmektedir
(Sonnemann et al., 2005). HDAC inhibitérleri (HDACI) anti-neoplastik ajan smifinin iiyesi olarak
hiicre proliferasyonu, hayatta kalma, farklilasma ve apoptosis de rol alan cesitli genlerin
aktivasyonuna yol agtign belirtilmistir (Xu et al., 2007), ayrica timér hiicrelerinde biiylime
duraklamasini, hiicrenin degisimini ve apoptozisi indiikledigi tespit edilmistir (Chen et al., 1998,
Wang et al., 1998). HDAC inhibitorleri dort siif altinda gruplandirilmaktadir; Hidrooksamik
asitler, kisa zincir yag asitleri, epoksidler, benzamidler. Sodyum biitirat (NaBu) kisa zincir yag
asitlerindendir ve son yillarda yapilan caligmalarda cesitli kanser tiplerinde anti karsinojenik
etkisinin HDAC modiilasyonunu diizenleyerek aktive ettigi belirlenmistir, ancak mekanizmasi tam
olarak anlagilmamistir (Monneret, 2005). HDACI, gelecekte kanser tedavisinde bir segenek
olabilme ihtimali degerlendirilerek yogun bir sekilde caligilmaktadir.

Calismamizda, bilgiler dogrultusunda bir HDACI olan NaBu’nun endometriozis tedavisinde
gelecekte bir alternatif olabilme ihtimali arastirilmistir. NaBu’in, insan endometrial adenokarsinom
hiicre soyu, insan endometrioma ve normal endometrium primer hiicre kiiltlirlerinde farkli
dozlarda ve farkli zamanlarda hiicre morfolojisine, hiicre proliferasyonu ve MAPK, JNK ve p38

sinyal iletim yollar1 lizerine etkileri incelenmeye ¢aligilmustir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=14646498&query_hl=13&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=

2. ENDOMETRIOZIS

Endometrium hiicrelerinin heterotropik olarak yerlesimi ve gelisimiyle tanimlanan
endometriozis , 6strojen bagiml bir hastalik olmasi nedeniyle siklikla iiretken ¢agdaki kadinlarin
hastalig1 olmakla birlikte, adolesanlarda ve postmenopozal kadinlarda da goriiliir. Postmenopozal
kadinlarda goriilmesi 6zellikle hormon replasman tedavisi ile iliskisini belirtmektedir (Kennedy et

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

Hastaligin klinik belirtilerinin ortaya ¢ikisindan kesin tan1 konana kadar gecen siirenin birgok
etkene bagl olarak biiylik degisiklikler gostermesi, prevalansin belirlenmesini de etkileyerek
literatiirde farkli verilerin ortaya c¢ikmasina neden olmustur. Amerika ve Ingiltere kaynakli
caligmalarda pelvik agr1 nedeniyle laparoskopi yapilan kadmlarin %10-25’inde endometriozis
saptandigi bildirilmistir (Strathy, 1982). Bu oran dismenoresi olan kadinlarda %40-60, infertilite
problemi olanlarda ise %20-40 olarak bildirilmistir. Infertil kadinlarda, ayn1 yas ve populasyondaki
kontrol gurubuna gore 10 kat daha fazla endometriozis goriilmektedir (Verkauf, et al., 1987,
Fedele, et al., 1990).

2.1. Endometriozis Tedavi Secenekleri

Endometriozis tedavisinde cerrahi miidahale, ila¢ tedavisi veya her ikisi kombine olarak
kullanilmaktadir. Abbott ve arkadaslarinin 2004 yilinda yayinlanan ¢alismalarinda 39 hastanin 12
aylik takibi sonrasinda, cerrahi miidahale yapilan hastalarin %80’nin semptomlarinda diizelme
gozlenirken, placebo verilen hastalarin % 32’sinde semptomlarda diizelme belirlenmistir, ancak
cerrahi miidahale gegirilmesine karsin hastalarin %20’sinde diizelme olmamis ve semptomlar
devam etmistir. Bu oran cerrahi miidahale agisindan biiyiik bir oran olarak kabul edilmektedir
(Abbott et al., 2004). Kontrol grubunun rasgele segildigi ¢alismada cerrahi ve medikal tedavinin
kargilagtirilmasinda cerrahi miidahale gegiren hastalarda %51 oraninda bir yil igersinde
semptomlarin tekrar goriildiigii agiklanmistir (Hornstein et al., 1997). Cerrahi miidahale sonrasi
uzun siireli takipte ise 3 y1l sonrasinda %7-30 oraninda semptomlarin tekrarlandigi, 5 yi1l sonrasinda

ise bu oranin %40-50 oranina ulastig1 belirlenmistir (Valle and Sciarra, 2003).



Endometriozis hastalarinda kullanilan Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH) analoglari
endometriozis tedavisinde en yaygin olarak kullanilan medikal tedavidir. Bu analoglar
gonadotropik sekresyonunu inhibe ederek serum &strojen seviyesini diisiirmektedirler. GnRH
analoglar1 kullanan hastalarin, 24 haftalik kullanim sonrasinda endometriozis semptomlarinda %50
oraninda azalma belirlenmistir (Cirkel et al., 1995). Yapilan diger ¢alismada ise GnRH analoglari
ile diger medikal tedavi segenekleri olan oral kontraseptiflerin karsilastirilmasinda anlamli farklilik
saptanmamustir (Child et al. , 2001). GnRH analoglarinin kullanimi sonrasinda hipo-6strojenik
etkisi ile menapozal semptomlar olan sicak basmasi, vajinal kuruluk, duygusallik, libidoda azalma
olabilmektedir. Uzun siireli GnRH analoglarinin 6 ay siireli kullanimi sonrasinda yapilan kemik
mineral Ol¢limlerinde %3,2 oraninda, 12 aylik takip sonrasinda ise %6,3 oraninda kayip oldugu

belirtilmistir (Valle and Sciarra, 2003).

Yeni tedavi segenegi olarak goriilen Aromataz inhibitorlerinin endometriozis hastalarinda
kullanimina baglanmistir. Aromatoz P450 Ostrojen biyosentezinde anahtar enzim olarak rol
oynamaktadir (Attar and Bulun, 2006). P450 enzimi androstenedione ve testosteronun estrone ve
Ostrodiol doniisiimiinii katalize etmektedir. Normal endometrium dokusu ve endometriozis dokusu
incelemelerinde aromataz aktivitesinin endometriotik dokularda belirgin olarak yiiksek oldugu
belirlenmistir (Bulun et al., 2004). Bu, endometriotik lezyonlarin lokal olarak Ostrojen biyosentezi
yaptiklarinin gostergesidir. Aromatoz inhibitorleri ile yapilan ilk klinik ¢calismada hastanin 9 aylik
takip sonrasinda kemik mineral 6l¢iimiinde % 6,2 oraninda azalma belirlenmistir (Takayama,
1998). 2004 yilinda yapilan ¢alismada ise 10 endometriozis hastasinin gruplanmasi sonrasinda bir
grup hasta aromatoz inhibitorii, diger grup hasta ise progestin ile tedavi baglanmig fakat hastalara
disaridan kalsiyum ve D vitamini takviyesi yapilmistir. Sonuglarin karsilastirilmasinda aromataz
inhibitorti kullanilan hastalarda pelvik agrilarda ve lezyonlarda belirgin azalma belirlenmis ve
kemik Olgtimlerinde farklilik tespit edilmemistir (Ailawadi et al., 2004). Yapilan galigmalar
aromataz inhibitorleri i¢in umut vaat edici olmasina kargin aromataz inhibitorlerinin overlerde de

inhibisyona yol agmasi nedeniyle daha detayl aragtirmalara ihtiyag duyulmaktadir.


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.HISTONLAR, ASETILASYON VE
DEASETILASYON

DNA’nin etrafin1 saran proteinlere histon adi verilmektedir. DNA'nin etrafinda bulunan bir
histon oktamerinin 1.8 kez dénmesiyle olusan yapiya niikleozom adi verilmektedir. Okaryotik
hiicrelerde bes tip histon; H1, H2A, H2B, H3 ve H4 tanimlanmigtir. DNA'nin etrafinda niikleozom
yapisinin olusumunda rol oynayan histonlar; H3, H4, H2A, H2B’dir. Bunlardan H3, H4 silindir
yapida tetramer, H2A, H2B ise iki dimer yapidan olugsmaktadir (Sekil 3.1). Histonlar kiigiik, basit
yapili, lizin ve arginin aminositlerince zengin yapidadirlar. Negatif yapili niikleozomun omurga
yapisiyla pozitif yiiklii lizin ve arginin rezidiileri ve silindirik yapinin disinda bulunan H1 histon
DNA' y1 sikica kusatmaktadir (Kornberg et al., 1999). Niikleozomik histonlarda C- terminal ve N-
terminal olarak iki boliim bulunmaktadir. C-terminal kisim niikleozomik silindirin i¢ kisminda, N
terminal kisim ise lizin rezidiilerince zengin ve niikleozomun dis kisminda bulunmaktadir.
Niikleozomik dort histonun ug¢ kisimlari posttranskripsiyonel modifikasyonlarda; asetilasyon,

fosforilasyon ve metilasyonda rol oynamaktadir (Monneret, 2005).

Histone
octamer

Hl =
histones

DNA “wrap”
P Linker DNA

Sekil 3.1: Niikleozom Yapist (Gilbert, 2000).

Kromatinin yeniden modellenmesi ve niikleozomda olusan dinamik degisimler gen
ekspresyonun degisiminde ve buna paralel olarak hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesi,
farklilasma ve proliferasyon olaylarinda rol oynamaktadir (Huang et al., 2006).
Histonlarda olusan metilasyon reaksiyonu; H3 histonun K4ve K27, H4 histonun K20
bolgesinde ve arganin rezidiilerinde meydana gelmektedir, fakat metilasyon reaksiyonu

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



Histonlarin N -terminal ucunda meydana gelen asetilasyon reaksiyonu kromatin yapi
degisiminde ve post transkripsiyonel modifikasyonda 6nemlidir (Strahl and Allis, 2000).
Asetilasyon Ozellikle H3 ve H4 histonlarin N terminal uglarindaki lizin rezidiilerinin e-
amino gruplarinda meydana gelmektedir. Reaksiyon histon asetilaz transferaz (HAT)
enzimlerinin pozitif yiiklii olan lizin aminoasitlerini notralize etmesiyle histon ve DNA
arasindaki bagi azaltmasiyla niikkleozom yapisinin degisimi meydana gelmektedir.
Konformasyonal degisim transkripsiyonu ve RNA polimeraz: aktive etmektedir (Kim et
al., 2003). Reaksiyon asetik gruplarin lifinden koparilmasini saglayan histon deasetilaz
enzimleri (HDAC) tarafindan geri doniistimlii olarak ger¢eklesmektedir. HAT ve HDAC
aktiviteleri hedef gen kompleksinin transkripsiyon faktorleri ve onlarin kofaktorleri igin

spesifik islev gormektedir.

3.1.Histon Deasetilazlar

Giiniimiize kadar 18 HDAC enzimi tanimlanmis ve mayalarda bulunan HDAC enzimleri ile
olan homolojileri temel alarak 3 alt sinifta gruplandirilmistir. 1. Grup mayalarda bulunan RPD3
deasetilaz enzimiyle katalitik bolgelerinde benzerlik goriilen 22-55 kDa molekiiler agirliginda
bulunan HDAC 1, 2, 3 ve 8 bulunmaktadir. I.grup enzimler niikleusta bulunurlar. II. grupta
molekiiler agirliklar1 biiyiik olan ve 120-135 kDa araliginda degisen HDAC 4,56 ve 9
bulunmaktadir. Bu grupta bulunan enzimler ya birincil olarak sitoplazmada bulunmakta ya da
niikleus ile sitoplazma arasinda go¢ etmektedirler. Bu grupta bulunan enzimler mayalarda bulunan
HDAC 1 deasetilaz enzimiyle baglantili bulunmuslardir. HDAC 6 ve 10 iki katalitik bolge
icermektedirler ve alt grubu olusturmaktadirlar. III. Grup HDAC enzimleri NAD bdlgeleri
icermektedir ve bu enzim grubu Sir2 ailesi deasetilazlar olarak da adlandirilmaktadirlar. Sir2
ailesinde bulunan HDAC lar 1. ve II. grupta bulunan HDAC’lar1 inhibe eden bilesikler tarafindan

inhibe edilemezler ve birincil substratlarinda histon icermezler ( Dokmanovic et al., 2005).

Histonlarda bulunan N-terminal domain, transkripsiyonun regiilasyonunda anahtar rol
oynamaktadir. Asetilasyon, niikleozomun yeniden sekillenmesinde ve transkripsiyonel
aktivasyonda etken olmaktadir. Ayrica, HDAC’ lar tarafindan asetillenen hiicrenin fonksiyonunu
etkileyen ¢ok sayida histon-olmayan proteinler de tamimlanmustir (Tablo 3.1). Bu proteinler;
transkripsiyon faktorleri, transkripsiyon diizenleyicileri, sinyal iletim sisteminde gorevli aracilar,

DNA tamir edici enzimler, niiklear aktarma diizenleyiciler, saperon proteinler, yapisal proteinler,



inflamasyonda gorevli araci proteinler ve viraj proteinler basligi altinda yaklasik olarak 50 adet

tanimlanmustir (Xu et al. , 2007).

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

053, c-Myc, AMLL, BCL.6, E2FL
E2F2,E2F3, GATA-1, GATA-2, GATA-
3,GATA4, Yine Yang 1 (YY1), NF-
DNA’ya baglanan transkripsivon | KB(RalA/p65), MEF2, CREB, HIF-1a,

faktorleri BETA2,POP-1, IRF-2, IRF-7, SRY, EKLF
Steroid Reseptorler AR, ER q,

GCH-R
Transkripsivon koregulatorleri Rb, DEK, MSL-3, HMGI(Y)/HMGAL,

CtBP2, PGC-1a

Sinyal iletimde gorevli proteinler STAT3, Smad7, b-catenin, IRS-1

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

Niiklear aktarma diizenleyiciler Rch1, importin-a7

Saperon proteinler HSP90

Yapisal protein a-Tubulin

Inflamasyonda gérevli araci protein HMGB1

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

HAT ve HDAC arasindaki denge; hiicrelerin gen regiilasyonun diizenlenmesinde énemli rol
oynamaktadir. HAT aktivesinde azalma veya HDAC aktivesinde artis olmas1 hiicrelerin malign
doniisiimiinde rol oynamaktadir (Kouzarides, 1999). Ornegin; Retinoik reseptor-a. (RARa) ile
promyelotik Losemi Zinc Finger (PLZF) veya Promiyelotik Losemi protein (PML) arasindaki

kromozomal translokasyon Akut Promiyelotik Losemi’ye (APL) neden olur. Bu kanserlerde



HDAC enzimlerinin diizelmesiyle hastalikta iyilesme gozlemlenmektedir (Fenrick et al., 1998).
Benzer ¢alismalar HDAC inhibitorlerinin kansere karsi alternatif bir ¢6zliim olabilecegini giindeme
getirmistir. Ozellikle HDAC inhibitdrlerinin  hiicreleri G1 fazinda bazen de G2 fazinda
duraklamasini saglamasi, hiicre siklusunda rol alan siklin-bagimli kinaz (CDK) inhibitériit WAF1’i
aktive etmesi ve siklin-bagimli kinaz A ve D’nin azaltarak diizenlemelerini saglamaktadir. Ayrica

yapilan ¢aligmalarda in vivo ve in vitro olarak hiicrelerde apoptozisi indiikledigi belirtilmistir.

3.1.1.Histon Deasetilaz inhibitérleri (HDACI)

Histon deasetilaz inhibitorleri yapisal oOzellikleri temel alinarak smiflandirilmiglardir.
HDACS/hidrosamat kompleksin kristalize yapisinin belirlenmesiyle HDAC’larin ii¢ temel katalitik
bolgesi belirlenmistir (Somoza et al., 2004). Asetile olmus lizin substratinin deasetilasyonu igin
aktif zinc bolgesinin inhibe olmasi gerekmektedir. HDACI yapisal o6zelliklerine gore;
Hidroksimatlar, siklik peptitler, alifatik asitler ve benzamidler olarak alt gruplarda
siiflandirilmaktadirlar ( Marks et al., 2003) . Farkli HDAC enzimleri hiicrede farkli biyolojik
aktivite gostermektedir. Ozellikle HDAC1 ve HDAC2 transforme hiicrelerin proliferasyonunda
aktif rol oynamaktadirlar. Trichostatin A (TSA) ilk olarak bulunan HDAC inhibit6riidiir ve
hidroksimat grubundadir. Bu grupta Hidroksamik asit katalitik bolgede bulunan ¢inko (Zn )
iyonuna baglanarak inhibisyonunu saglamaktadir. Yapisal olarak TSA’ya benzeyen suberoylanilide
hidroksamid asit (SAHA) ve TSA, HDAC1 ve HDAC2 gruplarinda inhibisyon gdstermelerine
karsin HDAC3 grubunda inhibisyona sebep olmadigi belirlenmistir (Richon et al. , 1998).



Siklik peptitler ise HDACIT bulunan diger kompleks gruptur. Bu gruptaki FK228, apicidin
ve diger saperonlar nanomolar konsantrasyonlarinda etkindirler. Siklik tetrapeptitler trifluoroethyl
and pentafluoroethyl keton grubu igerirler ve aktif bdlgedeki Zn baglanarak inhibisyonu
gerceklestirmektedirler (Jose et al., 2004).

Aliphatik asit grubunda bulunan fenilbiitrat ve valproik asit yiiksek konsatrasyonlarda
(micromolar) etkindirler. Yapilan calismalarda 4-phenylbutyrate ile TSA’nin (BL1521) birlestirilmesi
ile hibrid molekiil yapilmis ve BL1521 nin diisiik konsantrasyonda etken oldugu gosterilmistir.

Benzamid grupta bulunan MS275’in HDACI iizerinde 0.3uM’da etken oldugu (IC50), HDAC3
tizerine 0.8 uM’da etken oldugu fakat HDAC 8 lizerine inhibisyon etkisinin bulunmadigi belirtilmistir
(Huetal., 2003).

Aliphatik asit grubunda bulunan kisa yag asidi zincirinde siniflanan sodyum N-biitirat uzun
zamandan beri bilinen HDAC inhibitorlerindendir. Biiylimeyi baskilayici etkisinin bulundugu ve
hiicresel farklilasmay1 sagladigi, malign hiicre soylariyla yapilan galigmada gosterilmistir (Mandal et
al.,1996). Memeli hiicrelerinde Bcl-2 salimminin seviyesi hiicrenin apoptoza yonlenmesinde

belirleyici rol oynamaktadir. Biitirat ile indiiklenen hiicrelerde apoptotik etki gézlemlenmistir (Kelly et
al., 2002).

4. MITOJENLE AKTIVE OLAN PROTEIN KINAZ
SINYAL YOLU

Insan Genom Projesi’nin verilerine gore, insan genomundaki yaklasik 32.000 genin
%20’si sinyal iletiminde gorev alan proteinleri kodlamaktadir (Brown, 2002). Bu proteinler
arasinda, hiicre membraninda yerlesen reseptorler, G-proteinler ve sinyal ileten enzimler yer
almaktadir. Protein kinazlar, sinyal iletimi sirasinda protein fosforilasyonu ve aktivasyonunu
saglarlar. Protein kinazlar, membran yerlesimli olanlar ve sitoplazmik tirozin kinazlar olarak

iki ana gruba ayrilir. Bu proteinler, katalitik 6zelliklerine gore (fosforilasyona ugrayan



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

2002).

Protein kinazlar ve diger iletim sistemleri hiicrelerin ve organizmalarin fonksiyonlarini
belirlemektedir. Proteinlerin kinaz kaskadi ile iletim sistemi Mitojen Aktive Protein (MAP)
kinaz sinyal iletim sistemi olarak adlandirilmaktadir. Bu kaskad en az ii¢ tane protein kinaz
serisi igererek ¢oklu fonksiyonlu MAP kinaz sistemini etkilemektedir (Lewis et al., 1998).
MAP kinaz sinyal iletim yolu embriyogenez, hiicre farklilagsmasi, hiicre proliferasyonu ve

hiicre 6liimii kaskadlarinda major rol oynamaktadir (Pearson et al., 2001).

MAP kinazlar, “Mitogen-activated protein kinases” siiper ailesinde yer alirlar (Liem et
al., 2002). Okaryotik hiicrelerin tiimiinde mevcut olan bu proteinler hiicre membranindan
cekirdege bilgi aktarilmasinda ¢ok onem tasimaktadir. MAP kinazlar; Ekstraseliiler Sinyal
Diizenleyici Kinaz ( ERK ) ailesi, p38 MAP kinaz ailesi ve c-Jun NH2- terminal kinaz (JNK)

ailesi olmak iizere {i¢ ana gruba ayrilmaktadir.

MAP kinaz yolu, reseptor aracili uyarmin hiicre i¢ine iletiminden sorumlu bir kinaz
yolag1 olarak calisir. Yolak sistemi hem sinyalin amplifikasyonu hem de diizenleyici
etkilesimler (sinyalin siiresi, siddeti ve kinetigi) agisindan onem tasir. Sinyalin iletimi G-
protein aktivasyonu (Ras aktivasyonu) ile baslar ve MAPKKK’nin (MAP kinaz kinaz kinaz)
aktivasyonundan sonra sirastyla MAPKK (MAP kinaz kinaz) ve MAPK (MAP kinaz) aktive
olur. MAPK ise sitoplazmik substratlarini (hiicre iskeleti elemanlar1, diger protein kinazlar)
ve/veya niikleusta bulunan transkripsiyon faktorlerini fosforilasyon yoluyla aktive eder ve

hiicrenin biyolojik cevabi olusur (Kolch et al., 2000).
4.1. Ekstraselliiler Sinyal Diizenleyici Kinaz (ERK) Ailesi

Memelilerde  bulunan ERKI1/2  klasik mitojen aktive kinaz kaskadinda
tanimlanmaktadir. Bu kaskad MAPKKKIlar1, A-Raf, B-Raf ve Raf-1, MAPKK lar MEK1 ve
MEK?2 son olarak da ERK1 ve ERK2 iletimini i¢ermektedir. ERK1 ve ERK2 %83 oraninda
korunmus ve benzer aminoasit dizisi ile belirlenmistir (Chen et al., 2001). Kaskad biiyiime
faktorleri, serum ve phorbol ester ile siddetli aktive olurken, sitokinler, osmotik stres ve G

protein-bagl reseptorler tarafindan daha az aktive olmaktadir (Lewis et al., 1998).



Hiicre ylizey reseptorleri ve G-protein bagli reseptorler Raf/MEK/ERK kaskadint farkli
izoformlardaki kiiciik GTP-baglanma proteinlerinden olan Ras ile sinyali aktive ederler (Roux et al.,
2004). Zarin sitoplazmik bolgesinde yer alan Ras, SOS’un (son of sevenless) Guanin niikleotid
exchange faktorii stimiile etmesiyle inaktif formdan (Ras-GDP) aktif forma (Ras-GTP) donisiir. Ras
aktivasyonu tersinir bir siirectir. Ras proteini GTP bagl iken aktif duruma gecer ve GTP’yi hidrolize
ederek aktivitesine son verir. Proteinin GTPaz aktivitesi bagka proteinlerle etkilesimi araciligiyla
diizenlenir. Aktive olan Ras proteinleri Raf kinazlara yiiksek afinite ile baglanirlar ve Raf kinazlarin
hiicre membranina yerlesimini ve aktivasyonunu saglarlar (Kolch et al., 2000). Aktive olan Raf MEK1
ve MEK2’yi spesifik olarak fosforlanmasini saglar ve ERK1/2’nin korunmus aktivasyon bolgesi olan
Thr-Glu-Tyr (TEY) aktive eder (Sekil 4.1). Sinyal kaskadinin aktive olarak ilerlemesi i¢in Ras
molekiillerinin %35 inin aktif duruma gegmesi ERK1/2’nin aktivasyonu i¢in yeterlidir (Hallberg et al.,
1994).
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Sekil 4.1: MAPK Sinyal iletim Yolu (Chang et al., 2003)

Durgun hiicrelerde ERKI1/2 proteinleri dagilmis olarak bulunmakta belirli bir
lokalizasyon gostermemektedirler fakat uyarinin olusmasiyla niikleusta birikme olmaktadir
(Lenormand et al., 1993). Aktive olmus ERK1/2 ¢ok sayida hedef proteinin fosforlanarak
aktive olmasii saglar; membran proteinleri CD120a, Syk ve kalneksin, niiklear substratlar
SRC1, Pax6, NF-AT, Elk-1, MEF2, c-Fos, c-Myc, ve STAT3 bu molekiiller arasindadir.

Ayrica bir¢cok mitojen aktive protein kinaz alt gruplari; 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 kaskadindan aktive olmasina karsin RSK ailesi iiyeleri
yalniza ERK tarafindan aktif forma gegmektedirler (Frodin et al. , 1999).

4.2.p38 MAPK AILESI

Hiicrenin destekleyici sitokinlerle (6rn. Interlokin 1), tiimor nekrozis faktor (1 (TNF
1), 151, osmotik sok, bakteriyal toksinler gibi hiicresel stres yaratan uyarilarla uyarilmasi
sonucunda hiicrede MAP kinaz sinyal iletim yolu farkli bir yol izler (Paul et al., 1997).
Stres ile aktive olan protein kinaz (Stress-activated protein kinases SAPK) iletim yolunda
baglica p38 MAP kinaz ve c-jun-amino-terminal kinaz (JNK) olarak da adlandirilir. Bu
sinyal yolunun aktivasyonu sonucunda hiicrenin cevabi da farkli olur. Hiicrede strese cevap
olusur; hiicre siklusunda duraklama ve hiicrenin apoptozise yonlendirilmesi meydana gelir.

p38 kaskadi birden fazla MAPKKK ’lar igerir; MEKK 1-4, MLK2 ve 3, DLK, ASK1,
Tpl2 (Cot), ve Takl;MAPKK’lar olan MEK3 (MKK3)ve MEK6 ve (MKK®6) ve p38’in
dort farkli izoformu (a, B, y ve 8) aktive olarak kaskad ilerler. (Kyriakis et al., 2001). p38
aminoasit diziliminde ERK2 ile %50 benzerlik gostermekte ayrica mayalarda yiiksek
osmolorite de aktive olan hogl geninin iirliniiyle de yiiksek homoloji gostermektedirler
(Han et al., 1994). Memeli hiicrelerinde p38 izoformlar1 gevresel stresten ve sitokinlerden
giiclii bir sekilde aktive olmaktadir. p38 i aktive eden sistemler genellikle JNK’1 da aktive

etmektedir.

Memeli hiicreleri UV, hipoksia, oksidatif stres, c¢esitli sitokinlere maruz
kaldiklarinda, MEK3 ve MEKG6 rutin olandan fazla aktive olurlar. MEK3 ve MEKG6
kaskadi da yiiksek afinite ile p38’i aktive etmektedirler. MEK6 p38’in tiim izoformlarini
aktive ederken, MEK3 sadece p38a ve p38°y1 aktive etmektedir. MEK3 ve 6 ERK ya da
JNK kaskadinda gorev almamaktadir. MEK4 ise hem p38 kaskadinda hem de JNK
kaskadinda goriilmektedir (Brancho et al., 2003).

p38’in aktivasyonunu saglayan bélgede korunmus Thr-Gly-Tyr (TGY) bdlgesi gézlenmistir.
Fosforlanarak aktive duruma gecen TGY motifi ERK ve JNK’dan farkli yapidadir ve farkh
substratlara (MEK3 ve MEKG®) spesifik 6zellik gostermektedir (Wilson et al., 1996).



Durgun hiicrede p38 hem sitoplazmada hem de niikleusta bulunmaktadir. Fakat uyarilmis
hiicrede p38’in hiicresel lokalizasyonu heniiz tam olarak anlagilamamistir. Bazi ¢aligmalara gore
hiicrenin uyarilmasim takiben p38’in sitopldzmadan niikleusa gectigi belirtilmesine karsin diger
caligmalarda aktive olmus p38’in sitoplazmada bulundugu belirtilmistir (Bobick and Kulyk 2008,
Raingeaud et al. 1995, Ben-Levy et al., 1998). p38 aktivitesi immiin cevap ve inflamasyonda kritik
rol oynamaktadir. Makrofajlarin, nétrofillerin ve T hiicrelerin aktivasyonunda p38 goérev
almaktadir. Solunumla ilgili olusan yarilmalarda, kemotaksisde, eksositoz, yapisma ve apoptozisde
makrofajlarin ve notrofillerin fonksiyonel cevaplarinda ve T hiicrelerin farklilasmasinda,
apoptozisde ve gamma interferon iiretiminde rol oynamaktadirlar (Ono and Han, 2000). immiin
sistemde rol oynayan bu cevabin olusmasi sirasinda p38 birgok hiicresel hedef proteinleri fosforile
etmektedir. Bu proteinler arasinda, sitozolik fosfolipaz A2, mikrotiibiil baglantili protein Tau ve
transkripsiyon faktorleri ATF1 ve 2, MEF2A, Sap-1, Elkl, NFkB, Ets-1 ve p53 yer alir (Kyriakis
and Avruch 2001).

Ayrica 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 ettigi diger proteinlerdir.
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4.3.c-Jun NH2- Terminal Kinase (JNK) AILESI

Ik olarak sikloheksemid uygulanan farelerden 54-kDa biiyiikliigiinde izole edilerek tespit
edilmigtir (Kyriakis and Avruch, 1990). Kisa siire sonra c-Jun fizyon proteinlere yiiksek
adsorpsiyon gostermeleri ile tanimlanmiglar ve 46 kDa ve 54 kDa agirliklarinda olduklar
belirtilmigtir (Hibi et al., 1993). Yapilan ¢alismalarda {i¢ genin kodladig1 10 veya daha fazla farkli
formda protein belirlenmistir. JNK1, JNK2 ve JNK3 %85 oraninda benzerlik gostermektedirler
(Gupta et al., 1996). JNK ailesi iiyeleri; UV radyasyonu, biiylime faktorlerinden yoksun ortamda
bulunma, DNA’ya zarar veren ajanlar ve bazi G protein bagl reseptorler ile aktive olurlar (Garcia-
Velasco et al., 2002; Kyriakis and Avruch, 2001).

Diger MAPK ailesi iiyelerinde oldugu gibi JNK ailesi iiyeleri de fosforilasyonda aktivasyonu
saglayan iki tirozin ve treonin'den olusan iki alan icermektedir. Aktivasyon bolgesinde JNK
aktivasyon bolgesi olan Thr-Pro-Tyr (TPY) prolin ayirict rol oynamaktadir. JNK kaskadinda
MEK4 ve MEK?7 'nin aktivasyonunu diger kinaz proteinler olan MEKK1-4, MLK2 ve -3, Tpl-2,
DLK, TAO1 -2, TAK1 ve ASK1 -2 takip edebilir. INK‘lar uyarilma sonrasinda sitoplazmadan
niikleusa gecerler. Transkripsiyon faktorii olan c-Jun Ser63 ve Ser73 bolgesinden fosforile olarak
aktif duruma geger (Weston and Davis, 2002). Ayrica ATF-2, NF-ATcl, HSF-1 ve STAT3
transkripsiyon faktorlerinin de JNK lar tarafindan aktif duruma getirildigi gosterilmistir (Chen et
al., 2001, Kyriakis and Avruch 2001).

4.4. MAP Kinaz Sinyal iletim Yolunda Aktive Olan Protein

Kinazlar ve Hiicrenin Cevabi

Mitojen Aktive Protein Kinaz sinyal iletim yolunda sinyalin izledigi kaskada bagli olarak
farkli protein kinazlar fosforlanarak aktive olmakta ve/veya transkripsiyonal faktorler aktive
olabilmektedir.. Bu etkilesim hiicrenin cevabinin olusmasinda etkendir. Kaskad ERK1/2, p38 veya
JNK ailesinin aktivasyonunda farkli veya ortak kinazlar aktive olmaktadir. ERK1/2 kinaz
kaskadinin iletiminde RSK1, RSK2, RSK3, RSK4 ve MNK2 aktive olmaktadir. Stres ile uyarimla
aktive olan p38 kinaz kaskadinda MK2, MK3 ve bazen MKS5 aktive olmakta fakat MSK1, MSK?2
ve MNK 1 hem ERK1/2 hem de p38 kinaz kaskadinda aktive olmaktadir.



4.4.1. RSK Alt Grubu Kinaz Ailesi

Ik olarak Xenopus laevis &ziitinden izole edilerek RSK1 tamimlanmistir. RSK1 408
Ribozomal alt iinite proteini S6'nin fosforlanarak aktive olmasini saglamaktadir (Erikson and
Maller, 1985). insanda RSK’nin dért izoformu (RSK1, RSK2, RSK3 ve RSK4) tanimlanmustir, bu
formlar %73-80 oraninda homoloji gostermektedir. RSK’nin biitiin izoformlarinda C-terminal de
bulunan D domain bolgesi ERK1/2’ye baglanimda ve aktivasyonunda rol oynamaktadir (Smith et
al., 1999). RSK’da bulunan D domain bolgesi Leu-Ala-GIn-Arg-Arg aminoasit dizisini
icermektedir. Bu dizilimde ERK ile baglanimda Leu ve Arg anahtar rol oynamaktadir (Roux et al.,
2003). HeLa, COS-7 ve HEK293 hiicre soylarinda durgun fazda RSKI,RSK2,RSK3 ve
ERK1/2’nin sitopldzmada bulundugu uyarim sonrasinda bu proteinlerin bir kisminin niikleusa
gectigi gosterilmistir (Lenormand et al., 1993, Richards et al., 2001, Vaidyanathan et al., 2003).
RSK’larin ve ERK1/2’nin aktivasyonu sonrasinda ¢ok sayida transkripsiyon faktorii aktive
olmaktadir. Serum yanit faktér (SRF), cAMP cevap element-baglanma protein (CREB) gibi
immediate-early genlerin driinleri olan c-Fos, c-Jun ve Nur77 RSK tarafindan fosforile
olmaktadir.c-Fos’un hiperfosforile oldugu durumda RSK ve ERK proteinlerinin siirekli aktif

durumda oldugu gosterilmektedir (Murphy et al., 2004).

Hiicre siklusunda ERK ve RSK’lar genellikle G2 fazda etkindirler. Erk1/2’nin hiicre
siklusundaki rolii genellikle Xenopus oosit maturasyonunda ¢alisilmustir. Immatiir oositler ilk
mayotik bolinmede G2 fazinda duraklama gostermektedir (Nebreda and Ferby et al., 2000).
Oositin G2/M fazinda RSK2 Myt1’in C terminaline baglanarak ve fosforile ederek aktivasyonunu
saglamaktadir (Shimamura et al., 2000). Hiicre canliligini devam ettirmede farkli hiicrelerde
RSK’larm rol oynadigi gosterilmistir. RSK2’ nin primer kortikal noronlarda hiicrenin canliligim
devam ettirmede rol oynadig1 gosterilmistir. Apoptozisde proapoptotik olarak rol oynayan Bad,
RSK2 tarafindan Ser112’den fosforile olmakta ve hiicrede apoptotik iletim baskilanmaktadir.
RSK2’nin proapoptotik Bad iizerine etki ederek baskilamasi hem norotrofik faktor iizerinde hem de
hematopoietik hiicre soyunda gosterilmistir (Bonni et al. ,1999). Sekil 4.2’°de  RSK’nin hiicre

iizerine etkisi gosterilmistir.
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Sekil 4.2: RSK aktivasyonu ve hiicresel 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 yilinda
tanimlanmasi ile belirlenmistir (Deak et al., 1998). MSK’lar RSK’lar ile %40 oraninda homoloji
gostermekte ve MSK grubunun iiyeleri MSK1 ve MSK2 arasinda ise %73 oraninda homoloji
belirlenmistir. RSK’lar sitoplazmada bulunmasina karsin MSK’lar durgun hiicrede niikleusta
lokalize olmaktadir. MSK’lar yapisal olarak RSK’ larda oldugu gibi iki katalitik domain icermekte
ve C — ve N- terminal bdlgesi bulunmaktadir. 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 tarafindan aktive olmaktadir (Sekil 4.3). Fakat JNK tarafindan in vivo
ortamda aktivasyon gergeklesmemektedir (Pierrat et al., 1998; Deak et al., 1998). Transkripsiyon
faktorii olan CREB MSKI1 ve 2 tarafindan fosforile edilmektedir. RSK1’inde fosforile ettigi bu
transkripsiyon faktoriinde RSK1’in MSK1’e gore daha kiiciik K., degerlerinde etken oldugu
belirtilmektedir (Roux et al. ,2004). MSKI1 ve 2 bulunmayan fare caligmalarinda stres ile



indiiklenen CREB ve ATF]1 transkripsiyon faktorleri tamamiyla bozuk olarak tespit edilmislerdir.
Mitojenle indiiklenen MSK1 ve 2 bulunmayan hiicrelerde CREB ve ATF1 kismen inaktif
bulunmus ve bu hiicrelerde RSK aktivesi hiicresel aktivitede rol oynamig olmasina karsin c-fos,
juna ve ergl genlerinde %50 oraninda azalma ve stres ile uyarima cevap olugsmamaktadir (Wiggin
et al., 2002). MSK1 ve 2 tiimér nekrozis faktor NF-kB fosforilasyonunda rol oynamaktadir. MSK1
ve 2 bulunmayan fare fibroblast ¢aligmalarinda hiicrenin strese cevabinda rol oynamasi beklenen
NF-kB transkripsiyon faktorii gorev yapmamustir (Vermeulen et al., 2003). UV radyasyon
uygulamasi sonrasinda MSK1 ve 2’nin hiicrede Akt ve Bad fosforilasyonunda rol aldigi

gosterilmistir (She et al., 2002; Nomura et al., 2001).

ERK1/2 p38

MSK1

MSK?2

HUCRESEL

CEVAP

~J

Niiklear Cevap

Histon H3, HMG14
Transkripsiyon Regiilasyonu
CREB, ATF1, p65, ER81, STAT3
Diger Fonksiyonlar

Bad, Akt, 4E-BP1

Sekil 4.3: ERK ve p38’in MSK etkisi ve hiicre cevabi (Roux et al., 2004)




4.4 3.MNK Alt Grubu Kinaz Ailesi

MAPK-baglantili kinazlar (MNK) 1 ve 2, ERK2’ye baglanan proteinlerin arastiriimasi
sonucunda ilk olarak 1997 yilinda tanimlanmislardir (Waskiewicz et al., 1997). MNK1 ve MNK2
arasinda %70 oraninda aminoasit (aa) diziliminde benzerlik saptanmuistir. Farklilik C terminal
bolgesinde bulunmaktadir. mnk1l geni 424 aa. dizilimli tek izoform meydana getirirken, mnk2
geninin 465 aa. dizilimli MNK2A ve 414 aa. dizilimli MNK2B olarak farkli 2 izoformu
bulunmaktadir (Slentz-Kesler et al., 2000). MNK1 ve MNK2A sitopldzmada bulunmasina karsin
MNK2B durgun hiicrede niikleusta bulunmaktadir.

MNK ailesinin fosforilasyonunda ERK ve p38 kaskadi rol oynamaktadir. ERK1/2 MNK’nin
her iki izoformunu da fosforile edebilirken, p38 yalnizca MNK1’i aktive etmektedir (\Waskiewicz
et al., 1997) (Sekil 4.4). MNK1 durgun hiicrede diisiik bazal aktivite gdstermesine karsin stres ile
uyarilmis hiicrede artis gdstermektedir. Okaryot baslatma faktor 4F (eukaryotic initiation factor 4F,
elF4F) kompleksi hiicre biiylimesinde ve hiicre proliferasyonunda 6nemli rol oynamaktadir. elF4F,
mRNA’larin 43S Onciil-baslangic kompleksini tanimasimi saglar. Bu komplekse sonra elF4B
baglanir. eIF4B, elF4F‘deki RNA helikaz1 aktiflestirir. Helikaz, mRNA’daki ikincil yapilart ¢6ziip
kiigiik alt birime baglanmasina yardim eder. Yapilan bir ¢alisma mitojen ve stres uyarimi ile eIF4E
aktivasyonunun ERK ve p38 kaskad:i ile gergeklesebildigini gostermistir (Flynn et al., 1997).
MNKI1 ve MNK2A’nin baglanamamasina karsin MNK2B 6strojen reseptor 3’ya baglanma yetisine
sahiptir. Steroid ostrodiol MNK2B artigina bagli olarak artis gostermektedir (Slentz-Kesler et al.,
2000). Asagidaki diyagramda (Sekil 4.4) MNK sistemi ve hiicresel cevap kisaca gosterilmistir.
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Sekil 4.4: MNK sistemi ve hiicresel cevap




5. KONUYLA ILGILI CALISMALAR

NaBu’in hiicre proliferasyonuna, hiicre siklusuna ve apoptozise etkileri ¢esitli kanser

hiicrelerinde incelenmistir. NaBu’in endometrial hiicrelere etkisi ile ilgili detayli calisma ¢ok azdir.

Prostat kanser hiicre soylarindan androjen reseptorii [ AR] pozitif (+) LNCaP hiicreleri ve AR
(-) PC-3 hiicreleri ile yapilan caligmada, bu hiicrelere sodyum biitirat ve retinamid N-(4-
hydroxyphenyl)-retinamide (4-HPR)’in birlikte ve ayr1 ayr1 muamelesi sonrasinda, hiicrelerin
biiyiimesinde konsantrasyona bagl olarak duraklama sagladiklar1 gosterilmistir. Hiicrelere 2 mM
NaBu ve/veya 4-HPR ile 3 saatlik muamele sonrasinda, (IM LNCaP, 3M PC-3), bu hiicrelerin
MAP Kinaz sinyal iletim yolunda ERK, p38 ve JNK aktivitelerindeki degisimler incelenmistir. PC-
3 hiicrelerinde p38 aktivasyonunda fark goriilmemesine karsin, LNCaP hiicrelerinde, NaBu
uygulanmasi sonrasinda p38 aktivasyonunda artis tespit edilmistir. Elde edilen diger bir bulgu da
her iki kimyasalin ayr1 ayr1 ve ikisinin birden uygulanmasi sonrasinda ERK’in baskilanmasidir.
JNK iletim yolu, kimyasal maddeler ayri ayri1 kullanildiklarinda aktif durumda iken birlikte
kullanimda JNK aktivasyonunun baskilandigi belirlenmistir (Kuefer et al., 2007) .

K562 kronik miyeloid 16semi hiicreleri ile yapilan ¢alismada 3 giin 0,3mM NaBu ile
muamele edilen hiicrelerde, p38 aktivitesinde artis ve hiicre oliimiinde kontrol grubuna gore

anlamli fark oldugu saptanmstir (Chen et al., 2008).

Chen ve arkadaglarinin 2007 yilinda yaptig1 bir diger ¢alismada, HDACI olan NaBu’in
Mezenkimal kok hiicre (MSC) iizerine etkisi incelenmistir. MSC hiicrelerinin farkli biiylime
ortamlarinda osteoblast ve adiposit hiicrelerine donlisme yetenegi bulunmaktadir. Farklilagma
sirasinda Runx2 ve PPARc2 transkripsiyon faktorleri rol oynamaktadir. NaBu’mm Runx2
ekspresyonunu arttirdigl, osteogenik farklilagmaya sebep oldugu, bunun yaninda adipogenik
farklilagsmay1 ve PPARc2 ekspresyonunu baskiladigr belirtilmistir. Bu farklilagmada rol oynayan
iletim sistemi incelendiginde, hiicrelerde ERK yolaginin NaBu uygulamasini takiben aktive oldugu
ve ERK inhibitor uygulamasi sonucunda osteogenik aktivasyonun baskilandig: belirlenmistir (Chen

et al., 2007).



Sodyum biitiratin MAP Kinaz sinyal iletim yoluna etkisinin incelendigi bir diger ¢alismada
ise onkogenik ras-transforme sican karaciger epitelyum hiicreleri kullanilmistir. Hiicrelerin 48 saat
NaBu ile muamelesi sonrasinda sinyal iletim sistemi incelenmis ve ERK1/2’nin azaldigi, p38
sinyal iletim sisteminin arttig1 ancak JNK iletim sisteminin etkilenmedigi belirlenmistir (Jung et al.,
2005a).

Insan kolon kanseri hiicre soyu olan LS174T hiicreleri ile yapilan ¢aligmada ise hiicrelere
farkli konsantrasyonda NaBu eklenerek 2 giin sonrasinda incelenmistir; ImM ve 2mM NaBu
konsantrasyonlarinda apoptotik DNA fragmantasyonu belirlenmemis, flow sitometri analizlerinde
hiicre siklusunda duraklama tespit edilmistir. Ayn1 ¢alismada, 1mM NaBu konsantrasyonunda
serumdan armdirilmis biiylime medyumunda hiicrelerin %90’ nin GO/G1 fazinda , %6’s1 S fazinda
%4 G2/M fazinda belirlenmistir. Serum igeren medyum ile analiz sonrasinda ise hiicrelerin %84’
GO/G1 fazinda, %I11°1 S fazinda ve %5’it G2/M fazinda tespit edilmistir. 2mM NaBu
konsantrasyonunda yapilan flow sitometri analizinde ise hiicrelerin %91 G0/G1 fazinda,%3’d S
fazinda, %6’s1 G2/M fazinda belirlenmistir. Sonug olarak, NaBu’nun hiicreleri apoptotik yolla

degil hiicre dongiisii esnasinda duraklamaya y6nlendirdigi gosterilmistir (Hatayama et al., 2007) .

Endometriozis ve MAPK sinyal iletim yolu iizerine g¢aligma, 2004 yilinda Yoshino ve
arkadaglar1 tarafindan yapilmistir. Endometriozisin olusumunda inflamatuar etkenlerin rol
oynamakta oldugu bilinmektedir ve yapilan ¢alismada, 6topik ve ektopik endometrial hiicrelerin,
interlokin-1p, tiimor nekrozis faktor a ve H,0, ile muamelesi sonrasinda ERK, p38 ve JNK iletim
sistemleri incelenmistir. Bu c¢alismada interlokin-1B, tiimoér nekrozis faktéor o ve H,0,
kimyasallarinin {i¢li de kontrol grubuna goére artmus ERK, p38 ve JNK aktivasyonu belirlenmistir.
Ektopik ve otopik hiicreler arasinda yalnizca endometriotik dokudan yapilan hiicre kiiltiiriinde

fosforile p38 orani anlamli olarak yiiksek bulunmustur (Yoshino et al., 2004) .

Calismamizda NaBu’in endometriozis hiicre kiiltiirlerinin proliferasyonuna, MAPK sinyal

ileti yolllarina etkileri arastirilmaya ¢alisilmistir. Bu konuda ¢alisma ilk kez yapilmaktadir.


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 (Gibc0,14190-094), Penisilin/Streptomisin (Gibco,15140-122), Trypsin-EDTA (10X)
(Sigma,T4049), Dimetil siilfoksit (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 kloriir (Sigma,S3014), Sodyum aset at (Sigma,S28), Phenol red
(Merck,107241), Bromophenol blue (Sigma,B0126), Et-Br (Sigma,E7637), Potasyum kloriir
(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),
B-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 Biitirat (Sigma Aldrich B5887).

6.1.2.Cihazlar

CO; inkiibatorii (Thetmo Forma), Isik mikroskobu (Nicon Inverted Microscope), Sicak su
banyosu (Memmert), Mikro pipetdr (2-200ul) (Gilson, Eppendorf), Multi pipetdr (200ul) (Gilson),
Elisa Reader (ELx800, Universal Microplate Reader, BIO-TEK INS.), Santrifiij (+4°C, Biofuge 15
R Heraey), Laminar akimli kabin (Heraeus), Otoklav (Hirayama, Hiclive, HVE-50), Buzdolabi
(+4°C , -20°C ve -80°C derin dondurucu), Manyetik karigtiric1 (Ikamag RH), Vorteks (IKA), Pipet
tabancasi (Gilson), Steril tek kullammlik polistren kaplar (Nunc); Kiiltir kaplar1 (25cm? 75cm?,
150cm? ), Santrifiij tipleri (15ml ve 50ml), Dondurma tiipleri, Petri kaplari, Thoma lamu
(Neubauer), Enjektor (1-20cc) (Set), Cam pipet (Iso-Lab), 0,22 filtre (Schleicher&Schuell)



6.1.3.Kullanilan Soliisyonlar

1) 10X D-MEM:F-12: 12 gr D-MEM:F-12, 90 ml steril distile su i¢inde ¢6ziilerek toplam hacim steril

distile su ile 100 ml’ye tamamlanmustir. 0,22 p por ¢apli filtre ile steril edilerek +4°C’de saklanmustir.

2) 10X NaHCOz. 2,44 gr NaHCO3, 90 ml steril distile suda ¢6ziilerek toplam hacim steril distile su
eklenerek 100 ml’ye tamamlanmustir. 0,22 p por ¢apli filtre ile steril edilerek +4°C’de saklanmugtir.

3) Besiyeri: %10 FBS (Fetal Bovine Serum), 50 ml 10X D-MEM:F-12, 50 ml 10X NaHCO; (Sodyum
bikarbonat) ve %1 Penisilin-Streptomisin steril distile su eklenerek hacim 500 ml’ye tamamlandiktan
sonra pH 7,2-7,4’¢ %9,2’1ik NaHCO; veya 1N HCl ile ayarlanarak, +4°C’de saklanmustir.

4) 1X Stok Medyum: %90 FBS igine % 10 5 ml DMSO eklenerek +4°C’de saklanmustir.

5) Puck’s Saline A Soliisyonu: 0,4 gr NaCl, 0,2 gr KCl, 0,5 gr D-Glikoz, 0,5 ml Fenol kirmizis1 (%
0,5’lik soliisyon) steril distile su ile 500 ml’ye tamamlanarak 0,22 p por ¢apl filtre ile steril edilmis ve
pH 7,2’ye ayarlanmistir ve +4°C’de saklanmustir.

6) 1X Tripsin-EDTA Soliisyonu: Puck’s saline A soliisyonuna, %10 10X Tripsin-EDTA

soliisyonundan eklenerek pH 7,2-7,4’e ayarlanarak, +4°C’de saklanmustir.

7) % 9,2°lik NaHCOs. 9,2 gr NaHCO; 90 ml steril distile suda ¢oziilerek toplam hacim steril distile su
eklenerek 100 ml’ye tamamlanmstir. 0,22 p por ¢apli filtre ile steril edilerek +4°C’de saklanmustir.

8) 1 N HCI: 8,28 ml % 37’lik HCI’ye, 91,72 ml steril distile su eklenerek 0,22 p por ¢apl filtre ile

steril edilmis ve +4°C’de saklanmuistir.



9) 1X PBS (Phosphate Buffered Saline): 137mM NaCl, 1,47mM KH,PQ,, 8,26mM NaH,PO,, 500
ml steril distile suda hazirlanmistir. 0,1M’lik NaHCOg ile pH 7,3’e ayarlanarak, 0,22 p por capl filtre
ile steril edilerek kii¢iik hacimlerde —20C’de saklanmastir.

10) 1M Tris: 1M Tris- HCI steril distile su ile hazirlanarak 0,1M NaHCOs ile pH 8’e ayarlanmig ve

oda sicakliginda saklanmustir.

11) 1M NaCl: 11,688 g NaCl son hacim 200 ml olacak sekilde distile suda ¢oziinmiis ve oda

sicakliginda saklanmistir.

12) 1M MgCl,: 4,761 g MgCl; son hacim 50 ml olacak sekilde distile su ile ¢oziinmiis ve oda

sicakliginda saklanmigtir.

13) 1M TrisBase: 24,22 g Trisma Base son hacim 200 ml olacak sekilde distile suda ¢6ziinmiis ve oda

sicakliginda saklanmistir.

14) 0,5M TrisHCI: 15,76 g son hacim 200 ml olacak sekilde distile suda ¢6ziinmiis, pH 6,8’¢

ayarlanarak oda sicakliginda saklanmistir,

15) %10 APS: 1 g APS 10 ml distile su ile ¢oziinmiis 500 pl olacak sekilde ependorf tiiplerine

almarak -20°C “de saklanmustir.

16) %10 SDS: 10 g SDS son hacim 100 ml olacak sekilde distile suda ¢6ziinmiis ve oda sicakliginda

saklanmigtir.

17) %10 Gliserol: 10 ml gliserol PBS ile 100 ml’e tamamlanmis ve oda sicakliginda saklanmustir.



18) %1 Triton X: 0,5 ml Triton X 49,5 ml PBS ile 50 ml’e tamamlanmis ve oda sicakliginda

saklanmustir.

19) %10 Tween 20: 5 ml Tween 20 45 ml distile su ile 50 ml’e tamamlanmis ve oda sicakliginda

saklanmigtir.

20) 1X TBS: 10mM Tris pH 8.0, 150mM NaCl hazirlanarak oda sicakliginda saklanmustir.

21) Protein Yiikleme Soliisyonu: %10 SDS %23, 0,5 M Tris pH: 6,8 6,25 mM, 1 M DTT 10 mM,
% 10 Gliserol , %0,01 Bromofenol blue ¢ok az miktar, dH,O olarak hazirlanarak oda sicakliginda

saklanmigtir.

22) Lizis stok soliisyonu: 150 mM NaCl, 1 mM MgCl, ,% 10 Gliserol, 20 mM Tris (pH:7.5-8), %1
Triton X-100, dH,O iginde 10ul Pepstatin, 10ul Leupeptin, 10ul PMSF, 10ul Aprotinin, 10ul B-
gliserolfosfat, 2ul Sodyum orthovanadate eklenerek +4°C saklanmustir.

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

ml’ye tamamlanarak +4°C saklanmistir.

24) Membran yikama soliisyonu: 500 pl %10 Tween 20, 49,5 pl 1X TBS ile 50 ml’ye

tamamlanarak oda sicakliginda saklanmustir.

25) Yiikleme Soliisyonu: 4 ml % 10 SDS, 0,5M Tris pH:6,8 dH,O ile 100 mI’ye tamamlanarak oda

sicakliginda saklanmigtir.

26) Ayirma Soliisyonu: 4 ml % 10 SDS, 1,5M Tris pH:8,8 dH,0 ile 100 ml’ye tamamlanarak oda

sicakliginda saklanmigtir.



27) Yiikleme Jeli (% 4,5): 3 ml bisakrilamid, 12 ml distile su, 5 ml yiikleme soliisyonu, 60 pul % 10
APS ve 20 ul TEMED kullanilarak hazirlanmistir.

28) Ayirma Jeli (%12): 16 ml bisakrilamid, 14 ml distile su, 10 ml ayirma soliisyonu, 80 ul % 10
APS ve 20 ul TEMED kullanilarak hazirlanmistir.

29) Proteaz inhibitorleri

Pepstatin A: 0,0003 g Pepstatin A 3 ml metanolde ¢oziinmiis ve 300 ul olacak sekilde epondorf

tiiplerine alinarak -20°C “de saklanmustir.

Aprotinin: 0,0003 g Aprotinin 3 ml distile suda ¢6ziinmiis ve 300 pl olacak sekilde epondorf tiiplerine

alinarak -20°C ‘de saklanmustur.

Leupeptin: 0,0003 g Leupeptin 3 ml distile suda ¢oziinmiis ve 300 ul olacak sekilde epondorf

tiiplerine aliarak -20°C ‘de saklanmustir.

B-gliserol fosfat: 7,653 g p-gliserol fosfat 5 ml distile su ile ¢oziilerek final konsantrasyon 5M’a
ayarlanmistir. Cozelti buzda hazirlannus ve 500 ul olacak sekilde epondorf tiiplerine alinarak -20°C

‘de saklanmustir.

Phenylmthylsulfonyl fluoride(PMSF): 0,087 g PMSF 10 ml distile suda c¢oziilerek final
konsantrasyon 50mM’a ayarlanmustir. Cozelti buzda hazirlanmis ve 500 pl olacak sekilde epondorf

tiiplerine alinarak -20°C “de saklanmustr.

Sodyum ortovanadate: 0,92 g sodyum ortovanadat 5 ml distile suda ¢6ziinmiis ve HCI ile pH:10’a
ayarlanmistir. Konsantrasyon 0,5 M olarak ayarlanmig ve 500 pl olacak sekilde epondorf tiiplerine

alarak -20°C ‘de saklanmustir.

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

hazirlanir oda sicakliginda saklanir.

31) 1X Western blot buffer: 200 ml 10X Rezervuar buffer, 200 ml Metanol (%10 metanol) dH,0 ile



2000 ml’e tamamlanir.

32) Jel Boyama Soliisyonu: 0.25 g Coomassi Brilliant Blue 125 ml metanolde ¢oziiliir. Uzerine 25 ml

asetik asit ve 100 ml distile su eklenir.

33) BCA A Soliisyonu: 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 dH20,10 M NaOH kullanilarak pH:11.25’e

ayarlanir.

34) BCA B Soliisyonu: 0.4 g bakir siilfat , 10 ml dH20O iginde ¢oziiliir.

35) Sodyum Biitirat: 100mM final konsantrasyonda steril distile su i¢inde ¢oziilerek stok

hazirlanmustir.

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), ikincil
antikor sc 2005 (Santa Cruz)

6.2.Metod

6.2.1.Primer Kiiltiir ve Hiicre Soyu

Doku ornekleri toplanmasi, bireylerin yaslari, kokenleri ve etik kurallara baglh kalmarak
yapilmistir. Dort adet endometriozis hastast ve dort adet normal bireylerden alinan sekiz farkl
dokudan primer kiiltiir yapilmistir. Primer kiiltiirler haricinde Insan Endometrial adenokarsinom hiicre
soyu olan Ishikawa hiicreleri Istanbul T1p Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Bilim Dal1 6gretim iiyesi

Prof. Dr. Ayhan Bilir tarafindan boliimiimiize hediye edilmistir.



Ameliyathanede steril sartlarda alinan dokular 5 ml. HBSS soliisyonu igine alindiktan
sonra 2 steril bistrii yardimiyla macun kivamma gelinceye kadar fiziksel olarak
parcalanmistir. Daha sonra doku pargalar tiiplere aktarilarak 10 ml HBSS iginde 10 mg
kollojenaz (Collagenase B) 20 mg DNase | soliisyonu 1:1 oraninda doku pargalar1 {izerine
eklenerek 37 °C de ki c¢alkalamali su banyosunda 30 dakika enzim ile muameleye
birakilmigtir. Bu islemin takibinde {izerilerine 1-1,5 ml D-MEM:F-12 besiyeri eklenmis ve
1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant kismi atilarak  yikama islemi
tekrarlanmistir. Elde edilen pellete D-MEM:F-12 besiyeri eklenerek 25 cm®lik flasklara
ekim yapilmistir. Invert mikroskop altinda hiicrelerin yapismalar1 kontrol edilmis ve

besiyerleri yenilenmistir.

Insan endometrial adenokarsinom hiicre soyu olan Ishikawa hiicreleri, yaklasik 20
yildir ¢alisilmaktadir. Ishikawa hiicreleri Gstrojen ve progestron reseptorlerine sahiptir, bu

sebeple reproduktif biyoloji ve molekiiler biyoloji ¢aligmalarinda kullanilmaktadir.

6.2.2.Hiicre Stoklama

Tripsinlenerek petri yiizeyinden kaldirilan hiicreler 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek
besiyeri uzaklastirilmis ve dondurma medyum iginde Siispanse edilerek 1,5 ml’lik kriyo tiiplere

almmis ve -80C’de saklanmistir. Daha sonra siv1 nitrojene aktarilmstir.

6.2.3.Hiicre Morfolojilerinin Degisiminin Belirlenmesi

Ishikawa hiicre soyu hiicreleri, normal endometrium ve endometrioma primer hiicre kiiltiiriinde
yetistirilen hiicreler NaBu’in hiicreler {izerine morfolojik etkilerini go6zlemlemek amaci ile 96
kuyucuklu plate’e 100 pl’de 1x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmus, yapismasina izin verilmistir.
Daha sonra NaBu eklenerek 24, 48, 72 ve 96. saatlerde mikroskop altinda 4x10’luk biiyiitmede

hiicrelerin fotograflari ¢ekilmistir



6.2.4.MTS ile NaBu Etkisinin Belirlenmesi

Her bir kuyucukda 1x10* hiicre/ml olacak sekilde 96 kuyucuklu plaga duplike olarak ekim
yapilmustir. Hiicrelerin Lag periyotlar1 i¢in 24 saat beklendikten sonra 1, 5, 10, 15, 30 mM NaBu

eklenerek 0-96 saatler arasi hiicre biiyiimeleri doza ve zamana bagli olarak incelenmistir.

Her kuyucuga 20ul MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium salt) bilesigi eklenerek 2 saat inkiibasyon takibinde 490nm dalga
boyunda mikroplate okuyucuda degerlendirilmistir ve standart sapmalar hesaplanarak, ortalamalar
hesaplanmig ve Microsoft Excel programinda grafikler ¢izilmistir.



6.2.5.Protein izolasyonu

Hiicreler 5 ml besiyeri igeren 60x20 petrilere 5 x 10° hiicre/petri olacak sekilde ekilerek 37'C
de inkiibe edilmistir. 24 saat sonra 10 ve 30 mM NaBu eklenerek ve eklenmeden, 6, 12, 24 ve 48
saatlerde hiicre lizisleri yapilmistir. Lizis islemi igin; tripsinlenen hiicreler 1000 rpm’de 5 dakika
santrifiijlendikten sonra, {ist siv1 atilarak 2 ml 1X PBS ile resiispanse edildikten sonra hiicreler 1000
rpm’de 5 dakika tekrar santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra, igerisinde proteaz
inhibitorleri bulunan 100 pl soguk protein lizis tamponu eklenmistir. Hiicreler buz igerisinde bulunan
epondorf tiiplerine alinarak siringa yardimi ile pargalanmistir. Daha sonra 14000 rpm’de, +4°C’de 3
dakika santrifiijlenerek hemen kullanilmis ya da daha sonra kullanilmak iizere -20°C’ye kaldirilmustur.
Protein miktar1 BSA standartlar1 kullanilarak BCA testi ile belirlenmistir.

Materyal kisminda belirtilen BCA, A ve B soliisyonlarindan 50:1 oraninda karisim
hazirlanmigtir. Standart BSA (1 mg/ml) ve 3-5ul 6rnek kuyucuklara konulmus, iizerine 200ul karigim
soliisyon eklenerek 37 °C’de 30 dak. karanlik ortamda bekletildikten sonra ELISA reader’da 490 nm

dalga boyunda okutulmustur. Degerler Microsoft Excel programinda degerlendirilerek, grafik

¢izilmistir. BSA degerleri ve OD karsilastirmalariyla protein miktarlari tayin edilmistir (Sekil 6.1).

BSA Prot Mik.
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Sekil 6.1.Hiicre lizatinda protein miktarimin BSA yardimiyla belirlenmesi.

6.2.6.SDS-PAGE ve Western Blot

Sodyum Dodesil Siilfat Polyakrilamid Jel Electroforez (SDS-PAGE) proteinleri
molekiil agirliklarma gére ayirmak igin kullanilan bir yéntemdir. Iki asamali jelde yiiriitiilen
proteinlerde elektrik yiikleri esitlenerek; ayirma jelinde proteinler molekiil agirliklarina gore

ayristirilir.

Calismamizda arastirdigimiz proteinlerin molekiillerinin molekiiler agirliklari
dogrultusunda SDS PAGE; % 4,5’lik yiikleme jeli ile % 12’lik ayirma jeli kullanilmigtir. Cam

plateler s1v1 sizdirmayacak sekilde birlestirilmistir. Oncelikle ayirma jeli cam plateler arasina



dokiiliir ve jelin tizerini kaplayacak sekilde yavasga isopropanol eklenerek, iki jel arasinda ara
yiizey olusturulur. Jelin polimerizasyonu sonrasinda izopropanol uzaklastirilarak, yilizey
distile su ile yikanarak kurutulmustur. Yiikleme jeli iist kisma doldurularak tarak
yerlestirilmistir. Polimerizasyon sonrasinda jel elektroforez tankina yerlestirlir. Tank igine 1X
rezervuar tamponu doldurulmustur. Kuyucuklar i¢inde polimerizasyonu onlemek i¢in kuyular
bir siringa yardimiyla yikanir. Marker ve daha onceden hazirlanan protein 6rneklerine
yiikleme boyasi esit hacimde eklenerek, 5 dakika kaynatildiktan sonra kuyulara ytiklenmistir.
flk kuyuya 20 ul RPN80OV Full Range Rainbow™ Recombinant Protein Molecular Weight
Marker ve diger kuyulara 30ug-50ug protein drnekleri yiiklenmistir. Ornekler ayrilma jeline
gelene kadar 25mA’de yiiriitiilmiistiir. Daha sonra loading buffer jelin alt kismina ulagana
kadar yaklasik 5-6 saat 35mA’de yiiriitiilmiistiir.

Transfer isleminden 6nce jel 15-20 dakika transfer bufferda esitlemeye alinmistir. Jeldeki
ayrigmis proteinler Polivinilidin diflorid (PVDF) membrana aktarilmigtir. Aktarma isleminde
(-) den (+) akim yéniine bagh kalmarak yerlestirme yapilir. Ug blotlama kagidi ve sunger
transfer buffer ile 1slatilir ve iist iiste konur. Uzerine jel yerlestirilir. Membran ayr1 bir kapta
metanol ile 1slatildiktan sonra jel lizerine membran yerlestirilir. Membran ile jel arasinda hava
kabarcigi kalmamasina dikkat edilerek lizerine tekrar islatilmis 3 filtre kagidi ve siinger
konularak, sandvig kapatilir. Kaset 1X Western blot buffer bulunan tanka yerlestirilerek, 200

mA’da gece boyunca transfer islemi gerceklestirilmistir.

Transfer islemi gerceklestirilen membran 1X TBS, %0,1 Tween, %S5 siit tozu igeren
solisyonda (TTM) 60 dakika yavas¢a bloklama islemi i¢in c¢alkalanmistir. Membran
icerisinde aranilan proteinin belirlenmesinde kullanilacak olan 0,2-0,5 pg/ml konsantrasyonda
birincil antikor (p-ERK,Santa-Cruz Biotechnology) bulunan protein bloklama soliisyonu ile 1
saat oda sicakliginda calkalanarak inkiibe edilmistir. Daha sonra membran, membran yikama
solisyonunda 5, 10, 5 dakika 3 kere yikanmistir. Membran icerisinde horse radish peroksidaz
ile birlestirilmis 0,3 upg/ml konsantrasyonda ikincil antikor (IgG-HRP, Santa-Cruz
Biotechnology) igeren protein bloklama soliisyonu ile 1 saat oda sicakliginda calkalanarak
inkiibe edilmistir. Daha sonra membran tekrar membran yikama soliisyonu ile 5, 10, 5 dakika
boyunca 3 kez yikanmistir. Membran karanlik odada ECL (enhanced chemi-luminescence
Amersham, UK) kiti ile 1 dakika muamele edilmesini takiben hizlica kasete aktarilmis ve

filmler 5-30 dakika arasinda tutulduktan sonra gelistirilen bantlar elde edilmistir.



Diger birincil antikorlar olan p38 ve JNK (Santa-Cruz Biotechnology)
uygulamalarinda ilk olarak p-ERK protokolii uygulanarak denenmistir. Bant elde
edilememesini takiben farkli konsantrasyonlarda ve farkli inkiibasyon siireleri denenmistir.
Her iki antikor igin pozitif kontrol hiicresi olan NIH/3T3 hiicrelerinin lizisleri yapilarak
antikorlar denenmistir. Fakat deney sonuglarinda gelistirilen filmlerde bant goriintiillemesi

elde edilememistir.



/.BULGULAR

7.1.Sodyum Biitiratin Hiicre Morfolojisine EtKisi:

Hiicrelere NaBu’in etkisini doza ve zamana bagli olarak belirlemek igin, 96 kuyucuklu
plak’larin her bir kuyusuna 1x10* hiicre/ml olacak sekilde ciftli ekim yapilmis ve 24 saat lag
periyodunu takiben 0-50 mM dozlarda NaBu eklenmigtir. Hiicreler 0-96 saat takip edilerek
morfolojik degisimleri belirlenmistir. Ug¢ farkli hiicre morfolojisi endometrium (Sekil 7.1),
endometriosiz (Sekil 7.2) ve endometriyal kanser hiicreleri (Sekil 7.3) doza ve zamana bagli olarak

incelenmistir.

Tim hiicre gruplarinda; 10 mM NaBu uygulanan hiicrelerin kontrol grubu ile
karsilastirilmasinda hiicre sayisinda 96. saatten baslayan azalma goézlenmistir. Bu durum 30 mM

dozda 48.saatte ve 50 mM dozda 24. saatten itibaren gozlenmistir (Sekil 7.1, Sekil 7.2, Sekil 7.3).



Kontrol 10 mM NaBu 30 mM NaBu 50 mM NaBu

Sekil 7.1: Normal Endometrium hiicreleri NaBu uygulamasi sonrast morfolojik goriiniim (10x)
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Sekil 7.2: Endometrioma hiicreleri NaBu uygulamasi sonrasi morfolojik goriiniim (10x)
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Sekil 7.3: Ishikawa hiicreleri NaBu uygulamasi sonrast morfolojik goriiniim (10x)



7.2.Sodyum Biitiratin Hiicre Proliferasyonuna Etkisi:

Ishikawa hiicre soyu hiicreleri, normal endometrium ve endometrioma primer hiicre
kiiltiiriinde yetistirilen hiicreler 1x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyulara ¢iftli ekim yapilmistir. 24
saat sonrasinda hiicrelere 1, 5, 10, 15 ve 30 mM konsantrasyonlarinda NaBu eklenmistir. 24, 48, 72
ve 96. saatlerde hiicre proliferasyonunda meydana gelen degisimler belirlenmistir. Degerler Microsoft

Excel programinda ortalamalar1 alinarak grafikleri ¢izilmistir.

NaBu endometrium hiicrelerinin proliferasyonunu doza ve zamana bagli olarak inhibe etmistir.
Uc farkli endometrium hiicre kiiltiirii ile yapilan bagimsiz deneylerde NaBu’nun Sekil 7.4 A, B ve
C’de 10mM ve tstii konsantrasyonlarda hiicre proliferasyonu dereceli olarak zamana bagiml

azalmustir.

Endometrioma ve Ishikawa hiicrelerinde NaBu uygulamasi sonrasinda hiicre
proliferasyonunda benzer sekilde endometrium hiicrelerin oldugu gibi doza ve zamana bagli olarak
azalma belirlenmistir (Sekil 7.5 A, B, C; Sekil 7.6).
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Sekil 7.4 : Ug farkli hastadan alimms Endometrium dokularindan (A, B, C) yapilan primer hiicre

kiiltiirlerinde Sodyum Biitirat’in doza ve zamana baglh etkisi
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Sekil 7.5: Ug farkli hastadan alinmis Endometrioma dokularindan (A, B, C) yapilan primer hiicre

kiiltiirlerinde Sodyum Biitirat’in doza ve zamana bagli etkisi.
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Sekil 7.6: Sodyum Biitirat uygulamasinin Ishikawa hiicrelerine etkisi

7.3

MAP Kinaz Sinyal iletim Yolu:

Normal endometrium ve endometrioma kist cidarindan elde edilen primer hiicre kiiltiirii
hiicreleri kullanilarak 6.2.8. béliimde bahsedilen yontem kullanilmustir. iki konsantrasyon secilerek
(10mM ve 30mM) hiicrelere uygulandiktan sonra 6, 12, 24 ve 48. saatlerde hiicreler lizis edilerek,
proteinler SDS PAGE yo6ntemiyle ayristirilmig ve western blot yontemiyle p-ERK, p-JNK ve p-p38

antikorlariyla hedeflenen proteinler incelenmistir.

Sekil 7.7°de Ishikawa hiicrelerinde, Sekil 7.8’de endometrium hiicrelerinde ve Sekil 7.9°da
endometrioma hiicrelerinde goézlendigi gibi 10 ve 30mM NaBu muameleri sonucunda ERK
fosforilasyonunda meydana gelen degisiklikler zamana bagli olarak degerlendirilmeye ¢alisilmistir.
Ishikawa ve endometrium hiicrelerinde 10mM doz uygulamasi sonucunda ilk 6 saatte p-ERK
seviyelerinde degisiklik gdzlenmezken, endometrioma hiicrelerinde ERK fosforilasyonunda diisiis
gozlenmistir. 12. saat uygulamalarinda Ishikawa hiicrelerinde ERK fosforilasyon seviyelerinde
degisiklik gozlenmezken, endometrium ve endometrioma hiicrelerinde ise azalma belirlenmistir.

24. saatlerde tiim hiicrelerdeki ERK fosforilasyonlarinda azalma belirlenmistir. 30mM



uygulamalarinda ise 6. saatte tiim hiicrelerde ERK fosforilasyonlarinda artig, 12. saatte azalis ve 24.

saatlerde tekrar artig belirlenmistir.

Tim bu bulgulara ragmen bu deneylerin tekrar edilmesi ve B-aktin, ERK, JNK ve p38
antikorlar1 kullanilarak esit yiikleme yapildiginin gosterilmesi sonuglara agiklik getirecektir. Sekil
7.7°de goriildiigii gibi son iki kuyuya sirasiyla p38 (SB239063) ve ERK (PD 98059) inhibitorii ile
24 saat muamele edilmis hiicre lizat1 yiklenmistir. Gortintiileme sonucunda MAPK yolu inaktive

edilen hiicrelerde ERK fosforilasyonu tamamiyle dnlenmistir (Sekil 7.7).
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Sekil 7.7: Ishikawa hiicreleri p-ERK seviyelerindeki degisiklikler (M: belirteg, C: kontrol, 10mM ve
30mM NaBu uygulamasi), PD 98059 (50uM), SB 239063 (40uM)
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Sekil 7.8: Normal endometrium hiicreleri p-ERK seviyelerindeki degisiklikler
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8. TARTISMA ve SONUC

Bu tez calismasinda, endometrium, endometriosiz ve endometrial kanser hiicre
proliferasyonlarima bir HDAC inhibitorii olan NaBu ‘m etkisi doz ve zaman bagimli olarak
incelenmistir. Morfolojik incelemelerde kontrol gruplariyla karsilastirildiklarinda tiim hiicrelerde
doza ve zamana bagimli olarak hiicre sayilarinda azalmalar ve morfolojilerinde degisiklikler
meydana geldigini belirledik. Hiicrelere 10mM, 30mM ve yiiksek bir doz olan S0mM’da NaBu ile
muamele edildiginde ve kontrol gruplariyla karsilastirildiginda mikroskobik olarak fark edilen
etkinin sirasiyla 96. saatten, 48. saatten ve 24. saatten itibaren basladigim belirledik. Bu deneylerin
takibinde tiim hiicreler 0-96 saat siiresince 0-30mM NaBu dozlariyla muamele edilmis ve
hiicrelerde meydana gelebilecek anti-proliferatif degisiklikler biyokimyasal olarak o6l¢iilmistiir.
Hiicrelerde kontrol grubuna oranla anlamli azalma 96. saatte 10-15 mM ve 72.saatte 30 mM NaBu

konsantrasyonlarinda saptanmigtir.

Endometriozis hastaliginda; daha 6ncede vurgulandigi iizere kanserde oldugu gibi kendi
yerlesim yerleri disinda endometriotik odaklar olugmakta ve karsinogenezde de onem teskil eden
protein miktarlarinda farklilik bulunmaktadir (Harada et al., 2007) . Yakin zamanl bulgularda
uterin kavitede siklik bir dongli icinde artan ve azalan endometrium hiicrelerinde ERK
aktivasyonun artig1 gosterilmistir. ERK yolaginin aktivasyonunun proliferasyon artisiyla baglantili
oldugu belirtilerek 6zellikle anormal artmis ERK aktivasyonun hiicre canliligimi devam ettirmede
rol aldig1 boylelikle hastaligin olusumunda rol oynayabilecegine dikkat gekilmistir (Murk et al.,
2008).



Bilindigi gibi MAPK’lar gen ekspresyonu, mitoz, hiicre hareketi, metabolizma ve apoptosisi
gibi cesitli hiicresel aktiviteleri fosforilasyonla gergeklestiren sinyal molekiilleridir (Johnson and
Lapadat et al., 2002). MAPK’larin hiicresel ¢evreden gelen yanitlar1 kontrol edebilmesi onlari
kanser gibi pek cok hastaliklarin arastirilmasinda oncelikli hale getirmistir. Calismalarimizda
NaBu’nun anti-proliferatif etkisi incelenirken bu olayda rol oynayabilecek ERK1/2, p38 ve JNK

proteinlerin fosforilasyonlart aragtirilmastir.

HDACT lerinin  kanserlere kars1 engelleyici veya terapdtik  ozellikler tasidiklar
bilinmektedir. Bu anti-karsinojenik etkiler transkripsiyonal baskilanma ve/ veya cesitli pro-
apoptotik ya da anti-apoptotik genlerin aktivasyonuna baglantilidir (Davie et al., 2003). Cesitli
aragtirmalarda NaBu’nun anti-kanser etkisini HDAC activitesini modiile etmeden gosterdigi
belirtilmis ve NaBu’nun kimyasal koruyucu etkisinin E1A+Hras hiicrelerinde oncelikli olarak
MEK/ERK yolluyla diizenlendigi vurgulanmistir (Kukushki and Abramova et al.,, 2002). Buna
ilaveten insan 16semi hiicrelerinde NaBu tarafindan indiiklenen apoptozisin MEK/ERK,
p21CIP/WAF1 aktivitelerindeki bozulmalarla baglantili oldugu belirtilmistir (Rahmani and. Yu et
al., 2003). NaBu muamelesinin ERK1/2 aktivasyonunu asagi diizenlenmesine, p-38 MAPK’n ise
yukar1 diizenlenmesine neden oldugu g¢esitli calismalarda belirtilmistir. Bu durum genelde
proliferasyonun durdurulmasi ve apoptozis ile bagdaslastirilmistir. Ornegin onkogenik ras-
transforme sigan karaciger hiicrelerinde 48 saat NaBu uygulamasinin ERK1/2’ yi azalttigi, p38
MAPK aktivasyonunu arttirdigi fakat JNK iletim sistemini etkilemedigi belirlenmistir. (Jung et al.,
2005a). Diger bir arastirmada p38MAPK’in NaBu tarafindan indiiklenen apoptozisi inhibe edici
rolii oldugu vurgulanmustir (Jung et al., 2005b). K562 kronik miyeloid 16semi hiicrelerinde NaBu
ile muamele edilen hiicrelerde, p38 aktivitesinde ve hiicre 6liimiinde artig belirlenmistir (Chen et
al., 2008). NaBu uygulamalariyla ERK, p38 ve JNK aktivitelerindeki degisimlerle ilgili diger
calismada LNCaP ve PC-3 prostat kanser hiicre soylarinda NaBu’nun hiicre biiyiimelerini
konsantrasyona bagimli duraklattigi, ERKI1/2’nin baskilandigi, PC-3 hiicrelerinde p38
aktivasyonunda degisiklik gézlenmezken LNCaP hiicrelerinde aktivasyonda artis oldugu ve JNK
yolunun aktive oldugu belirtilmistir (Kuefer et al., 2007). Diger prostat kanseri hiicresi DU145’in
NaBu ile muamele sonrasinda p38 ve JNK yolagimim aktivasyonu, buna karsin ERK yolaginin
inaktivasyonu gozlemlenmistir (Cho et al., 2006). Insan kolon kanseri (LS174T) hiicrelerinde
NaBu’nun 48 saatte apoptotik DNA fragmantasyonuna neden oldugu ve hiicre dongisiinde

duraklamaya sebep oldugu belirtilmistir (Hatayama et al., 2007).

Calismamizda NaBu’nun anti-proliferatif etkisinin MAPK’daki degisimlerle baglantil
olabilecegi hipotezinden giderek, ERK1/2, p38 ve JNK fosforilasyonlarinda olas1 degisiklikleri

belirlemek amaciyla protein analizleri yapilmistir. Deneylerimiz sonucunda hiicrelerin 10 ve 30mM



dozlarina degisik cevaplar verdigini gézlemledik. Ishikawa ve endometrium hiicrelerinde 10mM
NaBu uygulamalarinda 6. saatinde Ishikawa ve endometrium hiicrelerinde ERKI1/2
fosforilasyonunda  degisiklik ~ gozlenmezken  endometrioma  hiicrelerinde kontrolle
kargilastirildiginda azalma oldugu goézlenmistir. 12. saatlerde Ishikawa hiicrelerinde degisiklik
gbzlenmezken diger iki hiicre grubunda hem 10mM hem de 30mM konsantrasyonlarda ERK1/2
fosforilasyonunda azalma belirlenmistir. 24. saatlerde hiicrelerin ERK fosforilasyonlar
incelendiginde 10mM konsantrasyonda fosforilasyonlar tamamiyle diiserken 30mM NaBu
uygulamalar1 p-ERK seviyesini yilikseltmistir. Bu durumun yapilan birka¢ deneyde 48. saatte’de
devam ettigini gézlemledik. Sonuglarin daha agik ve net olabilmesi i¢in deneylerin tekrar edilmesi
gerektigini diislinmekteyiz. Endometrial hiicrelerde diger arastirma sonuglariyla paralel sekilde,
doza bagl olarak NaBu uygulamasinin ERK fosforilasyonun asagi diizenlenmesinde rolii oldugunu
belirledik. Daha sonra ayni sekilde, hiicrelerde p38 ve JNK fosforilasyonlarindaki degismeleri
incelenmeye calistik. Ne yazik ki tekrarlarimiza ragmen kullandigimiz antikorlarla herhangi bir
sonu¢ elde edemedik. Sorunun kullanilan antikor kaynakli olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu
nedenle bu deneylerin baska antikorlar kullanilarak tekrar edilmesi s6z konusudur. Sonug olarak bu
asamada diger ¢aligmalarda oldugu gibi NaBu’nun anti-proliferatif etkisinin ERK1/2, p38 ve JNK
ticliisii ile baglantili oldugunu sdylemek giictiir. Bu nedenle, bunu izleyen ¢alismalarda p38, JNK
molekiillerinin analizlerinin tekrar edilmesi, PI3K/AKT gibi hayatta kalimi saglayan diger temel
sinyal yollarim1 analiz edilmesi ve sonrasinda NaBu’mn apoptotik etkisinin incelenmesi
hedeflenmektedir. Apoptosizi degerlendirirken; Acridin-orange boyama florasans, ciftli PI ve
Annexin boyama gibi flowsitometrik analizlerin yapilmasi, gesitli kazpazlarin ve sitokrom C
aktivitelerinin biyokimyasal olarak oOl¢iilmesi amaclanmaktadir. Tiim bunlara ilaveten hiicre
proliferasyonunda, ve apoptozisde rol oynayan Onemli anahtar molekiillerin RT-PCR gibi

molekiiler yontemler kullanimiyla degerlendirilmesi de hedeflerimiz dogrultusundadir.
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