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ÖZET 
 

Perifosin ve D Vitamini Kombinasyonunun Endometriyum Kanseri Hücre Hattı (HEC1A) 
Üzerine Etkisi 

 
 

Endometriyum kanseri kadın üreme sisteminde en sık görülen kanserdir. Perifosin 
protein kinaz B (AKT) fosforilasyonunu inhibe ederek çeşitli kanserlerde bir anti-kanser 
aktivitesi göstermektedir. D vitamininin aktif metaboliti olan kalsitriolün anti-proliferatif ve pro-
apoptotik ilaç olarak kanser tedavisinde etkili olduğu ileri sürülmektedir. Spesifik ilaçlarla 
yapılan kombinasyon tedavileri kanser için hedefe yönelik tedavi olarak yaygın şekilde 
kullanılmaktadır. Bu çalışmada, perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyonlarının 
endometriyum kanseri hücre hattı (HEC1A) üzerindeki anti-proliferatif ve apoptotik etkilerini 
araştırmayı amaçladık. HEC1A hücrelerine 48 ve 72 saat boyunca perifosin (10 μM, 30 μM, 50 
μM), D vitamini (50 nM, 200 nM) ve perifosin+D vitamini kombinasyonları (10 μM+50 nM, 10 
μM+200 nM, 30 μM+50 nM, 30 μM+200 nM, 50 μM+50 nM ve 50 μM+200 nM) uygulandı. 
xCELLigence ile hücre proliferasyonunun zamana bağlı değerlendirilmesi yapıldı. RT-qPCR 
kullanılarak hücrelerde BCL2, BAX ve P53 mRNA ekspresyon seviyeleri saptandı. Apoptotik hücre 
oranları APC Anneksin V kiti kullanılarak akım sitometri ile belirlendi. HEC1A hücreleri 
transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile incelendi. Perifosin+D vitamini kombinasyonunun 
(48. saatte 30 μM+200 nM ve 72. saatte 10 μM+200 nM) HEC1A hücrelerindeki anti-proliferatif 
ve apoptotik etkilerinin sadece perifosin ve sadece D vitamini uygulamalarına göre daha fazla 
olduğu görüldü. Perifosinin doza bağlı olarak HEC1A hücrelerinde BCL2, BAX mRNA 
ekspresyonunu arttırdığı saptandı. D vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyonlarının ise 
HEC1A hücrelerinde P53 mRNA ekspresyonunu arttırırken BCL2, BAX mRNA ekspresyonlarında 
herhangi bir değişikliğe neden olmadığı gözlendi. HEC1A hücrelerinin TEM incelemelerinde, 
perifosinin otofajik hücre ölümüne, D vitamininin paraptozis benzeri hücre ölümüne, perifosin+D 
vitamini kombinasyonlarının ise apoptotik ve apoptotik olmayan (paraptotik, otofajik ve 
nekrotik) hücre ölümüne neden olduğu saptandı. Bu nedenle, endometriyum kanseri tedavisinde 
her iki ilacın kombine edilerek kullanılmasının, kanser hücrelerinde apoptotik ve apoptotik 
olmayan hücre ölüm mekanizmalarını aktive ederek alternatif ve etkili bir tedavi seçeneği 
olabileceği düşünülmüştür. 
 
Anahtar Kelimeler: Endometriyum kanseri, perifosin, D vitamini, xCELLigence, apoptoz, BCL2, 
BAX, P53. 
 
Danışman: Prof. Dr. Savaş AKTAŞ, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı, Tıp Fakültesi, Mersin 
Üniversitesi, Mersin. 
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ABSTRACT 
 

The Effect of Perifosine and Vitamin D Combination on Endometrial Cancer Cell Line 
(HEC1A) 

 
 

Endometrial cancer is the most common cancer of the female reproductive system. 
Perifosine shows an anti-cancer activity in a variety of cancers by inhibiting of protein kinase B 
(AKT) phosphorylation. It has been suggested that calcitriol, an active metabolite of vitamin D, is 
effective as an anti-proliferative and pro-apoptotic drug in cancer treatment. Combination 
treatment with specific drugs has been widely used as targeted therapy for cancer. In this study, 
we aimed to investigate anti-proliferative and apoptotic effects of differential concentrations of 
perifosine and vitamin D on endometrial cancer cell line (HEC1A). HEC1A cells were exposed to 
perifosine (10 μM, 30 μM, 50 μM), vitamin D (50 nM, 200 nM) and perifosine+vitamin D 
combinations (10 μM+50 nM, 10 μM+200 nM, 30 μM+50 nM, 30 μM+200 nM, 50 μM+50 nM ve 50 
μM+200 nM) for 48 h and 72 h. Evaluation of cell proliferation in a time-dependent manner was 
performed with the xCELLigence. Levels of BCL2, BAX and P53 mRNA expression were examined 
by RT-qPCR. Apoptotic cell rates were determined by flow cytometry using APC Annexin V kit. 
HEC1A cells were analyzed by transmission electron microscopy (TEM). The anti-proliferative 
and apoptotic effects of the perifosine+vitamin D combination (30 μM+200 nM at 48 h and 10 
μM+200 nM at 72 h) on HEC1A cells were higher than in perifosine and vitamin D alone. It is 
observed that perifosine has increased the expression of BCL2, BAX mRNA in HEC1A cells in a 
dose-dependent manner. While vitamin D and perifosine+vitamin D combinations increased P53 
mRNA expression in HEC1A cells, BCL2, BAX mRNA expression did not show any significant 
change. In TEM examinations of HEC1A cells, perifosine appeared to lead autophagic cell death, 
whereas vitamin D caused paraptosis-like cell death and combination of perifosine+vitamin D 
caused apoptotic and non-apoptotic (paraptotic, autophagic and necrotic) cell death. Therefore, 
it is considered that the combination of both drugs in the treatment of endometrial cancer might 
be an alternative and effective treatment option through activating the apoptotic and non-
apoptotic cell death mechanisms in cancer cells. 

 
Keywords: Endometrial cancer, perifosine, vitamin D, xCELLigence, apoptosis, BCL2, BAX, P53. 
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1. GİRİŞ 

 

Uterus fundus, korpus ve istmus bölümlerinden oluşan bir iç genital organdır [1]. Uterus 

histolojik olarak endometriyum, miyometriyum ve perimetriyum olarak isimlendirilen üç 

tabakadan oluşur. Endometriyum, fonksiyonel ve bazal tabaka olmak üzere iki işlevsel tabakadan 

oluşmaktadır [2]. Fonksiyonel tabaka ile proliferasyon, sekresyon ve dejenerasyon 

gerçekleştirilirken, bazal tabaka ile menstruasyon sonrası kaybolan fonksiyonel tabakanın 

yenilenmesi sağlanır [3, 4]. Endometriyum tabakalarında, östrojen ve progesteron önemli 

etkilere sahiptir. Östrojen, menstruasyon sırasında dökülen endometriyumun yeniden 

oluşmasını sağlamaktadır. Progesteron ise endometriyal bezlerin sayılarını ve salgı aktivitelerini 

arttırken, fertilizasyon sonrasında embriyo implantasyonu için endometriyumun 

hazırlanmasında görev almaktadır [2, 5]. 

Endometriyum kanseri kadın üreme sisteminde en sık görülen kanserdir [6]. Genellikle 

50 yaşın üzerindeki post-menapozal kadınlarda ortaya çıkmaktadır [7]. Endometriyum kanseri 

gelişiminde etkili birçok risk faktörü belirlenmiştir. Bunların çoğu ya hormonal durum 

değişikliğine neden olarak indirekt yolla ya da endometriyal epiteli etkileyerek direkt yolla etki 

etmektedir [8]. Endometriyum kanserinde en önemli prognostik faktör hastalığın evresidir. 

Bunun yanında hastanın yaşı, tümörün histopatolojik tipi ve evresi, uterus dışına yayılımın klinik 

ve cerrahi bulguları, hormon-reseptör durumu ve DNA ploidisi gibi diğer faktörler de prognoz 

üzerine etkilidir [9, 10]. 

D vitamini hormon benzeri fonksiyonları olan bir grup steroldür [11]. D vitamini 

ergosterol (D2, bitkisel kökenli) ve deride 7-dehidrokolesterolden türeyen kolekalsiferol (D3, 

hayvansal kökenli) şeklinde sınıflandırılmaktadır. Bu vitaminler aynı yolla metabolize edilir ve 

karaciğerde 25-(OH)D3’e, ardından böbreğe taşınarak D vitamininin aktif formu olan 1,25-

dihidroksivitamin D3 (1,25(OH)2D3)’e dönüştürülmektedir [12]. Kalsitriol (1,25(OH)2D3) D 

vitamininin hormonal aktif formu olup anti-kanser etkinliğine sahip olduğu gösterilmiştir [13]. 

Kalsitriolün prostat, meme, kolon ve deri kanseri gibi farklı kanser tiplerinde hücre siklusu 

arresti, apoptoz ve diferansiyasyonun indüksiyonu gibi birçok hücresel mekanizma aracılığıyla 

anti-proliferatif etkisi olduğu bilinmektedir [14, 15, 16]. Kalsitriolün hücre siklusunun G0/G1 

arrestini indüklediği, G1 arrestiyle ilişkili siklin bağımlı kinaz (CDK) inhibitörleri olan p21 ve 

p27’yi modüle ettiği, kaspaz bağımlı mitojen ile aktive edilmiş protein kinaz (MEK)’ı ve kaspaz-

3'ü uyardığı ortaya konulmuştur [17]. Ek olarak, kalsitriolün protein kinaz B (AKT)'nin 

fosforilasyon ve ekspresyonunu inhibe ettiği gösterilmiştir [18]. Kalsitriolün hücresel büyüme ve 

proliferasyonda inhibe edici etkisi kanser gelişimine karşı potansiyel olarak koruma 

sağlamaktadır [19, 20]. Pre-klinik ve klinik çalışmalarda kalsitriolün anti-kanser etkisi 

gösterilmesine rağmen, doz-sınırlayıcı kalsemik etkisinin olması kemoterapötik ilaç olarak 
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kullanılmasını büyük ölçüde sınırlamaktadır. Bu nedenle, kalsitriolün toksisiteyi azaltmaya 

yönelik düşük konsantrasyonda kullanımı ve anti-kanser etkinliğini arttırmak için diğer ilaçlar ile 

kombine edilerek uygulanan tedavi yaklaşımları çalışılmaya başlanmıştır [21, 22].  

Anti-kanser etkisi bilinen perifosin bir alkil fosfolipid (APL) analoğudur [23, 24]. İn vivo 

ve in vitro çalışmalarda farklı kanser tiplerinde perifosinin AKT yolağı aktivasyonunu inhibe 

ederek anti-kanser aktivitesi gösterdiği kanıtlanmıştır [25, 26]. Ayrıca, fosfoinositid bağımlı 

kinaz-1 (PDK-1) inhibitörü olan UCN-01, histon deasetilaz inhibitörleri ve kemoterapötik ilaç 

etoposid gibi diğer anti-kanser ilaçlar ile kombinasyonunda perifosin sinerjik anti-kanser etkiler 

göstermektedir [27, 28]. İnsan endometriyum kanseri hücre hatlarında (Ishikawa ve HEC1A) ise 

perifosinin doza bağlı olarak AKT’nin fosforilasyonunu inhibe ettiği ve hücre siklusu arrestine 

neden olan p21 ekspresyonunu indüklediği bildirilmiştir [29, 30].  

Kalsitriol ve AKT inhibitörlerinin kombine edilerek uygulandığı bir çalışmada, prostat 

kanseri hücrelerinin büyümesinin inhibe edildiği raporlanmıştır [27]. Yapılan başka bir 

çalışmada, kalsitriol ve AKT inhibitör MK-2206'nın steroid dirençli T hücreli akut lenfoblastik 

lösemi (T-ALL) hücrelerinin apoptozunu arttırdığı gösterilmiştir [31]. Ancak endometriyum 

kanserinde kalsitriol ve AKT inhibitörü olan perifosinin birlikte kullanıldığı herhangi bir 

çalışmaya rastlanmamıştır. Bu nedenle D vitamini (kalsitriol) ve perifosin kombinasyonunun 

endometriyum kanseri tedavisi için alternatif tedavi seçeneklerinin geliştirilmesinde yeni bir 

bakış açısı sağlayacağı düşünülmektedir. 
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2. KAYNAK ARAŞTIRMALARI 

 

2.1. Uterus Histolojisi 

 

Pelvis boşluğunda mesane ile rektum arasında yer alan uterus fundus, korpus ve istmus 

bölümlerinden oluşan bir iç genital organdır [1]. Anatomik olarak uterus iki bölgeye 

ayrılmaktadır. Uterusun büyük üst kısmı gövde iken alttaki silindir biçimli kısım servikstir. 

Serviksin servikal kanal denilen lümeni uterin kaviteye internal os ile vajinaya ise eksternal os ile 

açılır [33]. Uterus histolojik olarak endometriyum, miyometriyum ve perimetriyum olarak 

isimlendirilen üç tabakadan oluşur (Şekil 2.1) [2]. Endometriyum tek katlı prizmatik epitel ve 

epitelin altındaki lamina propriyadan oluşur. Epitelde hem silli hücreler hem de salgı hücreleri 

bulunurken, lamina propriyada çok sayıda kan damarları ve endometriyal bezler bulunmaktadır 

[32, 33]. Endometriyum, fonksiyonel tabaka ve bazal tabaka olmak üzere iki işlevsel tabakadan 

oluşur [2]. Fonksiyonel tabaka proliferasyon, sekresyon ve dejenerasyonun gerçekleştiği 

bölümdür, bazal tabaka ise menstruasyon sonrası dökülen fonksiyonel tabakanın yenilenmesini 

sağlar [3, 4]. Bu nedenle menstrual siklus sırasında endometriyal kalınlık 1-6 mm arasında 

değişir. Proliferasyon, anjiyogenez, vaskülogenez, hücre farklılaşması ve hücre-dışı matriksin 

yeniden yapılanması gibi bir takım olaylar sonucu endometriyal kalınlık yeniden düzenlenir [34]. 

Serviksin endometriyumu ise uterusun geri kalan kısmından farklıdır. Serviksin servikal kanal 

denilen endoserviks bölgesi tek katlı prizmatik epitel ile döşeliyken vajinaya çıkıntı yapan 

ektoserviks denilen bölgesi ise çok katlı yassı epitel ile döşelidir [33]. 

Endometriyum yapısı her ay hormonal değişikliklere bağlı olarak siklik değişiklik 

gösterir. Mensrual siklus sırasında endometriyumdaki siklik değişimler proliferasyon fazı, 

sekretuar faz ve menstrual faz olarak tanımlanmaktadır (Şekil 2.1) [33]. Bu endometriyal siklik 

değişimler hipotaloma-hipofizer-ovaryan aks ile düzenlenmektedir [35]. Bu kompleks 

mekanizmada steroid yapıdaki seks hormonlarına ek olarak birçok büyüme faktörü, sitokin ve 

sinyal molekülleri rol almaktadır [36]. Normal mensrual siklusta, menstruasyon sırasında 

dökülen endometriyumun yeniden oluşması östrojenik uyarıyla sağlanır. Bu dönemde, folikül 

stimüle edici hormon (FSH) seviyesinde meydana gelen artış overlerde folikül gelişimine neden 

olur ve gelişen foliküller östrojen hormonu sentezler [33]. Östrojen hormonunun 

konsantrasyonunun artması iki fazda gerçekleşir. Proliferasyon fazında, östrojen büyüyen 

foliküllerden sentezlenirken, ovulasyondan sonraki luteal fazda ise gelişen korpus luteum 

tarafından sentezlenir [34]. Proliferasyon fazı boyunca, endometriyal bezler büyür ve epitel 

hücrelerinin aktif proliferasyonu sonucu kıvrıntılı hale gelir. Endometriyal epitel hücrelerinde 

bulunan östrojen reseptörleri hormonal uyarılara bağlı olarak hücrenin yapısal ve fonksiyonel 

değişikliğe uğramasından sorumludur. Buna bağlı olarak hücrelerin çekirdekleri ökromatik hale 
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gelirken, sitoplazmalarında protein üretimi ile ilgili organellerin sayısında artış gözlenir. 

Östrojenik etkiye bağlı olarak, bezlerin sayısı ve kıvrılmaları artarken, stromal hücrelerde artmış 

mitotik aktivite gözlenir [36]. Bu dönemde artan östrojen seviyesi FSH salgısını baskılar, ancak 

östrojen belli bir seviyeye gelince luteinize edici hormon (LH) salgısını uyarır ve 24-36 saat sonra 

ovulasyon meydana gelir [33]. Endometriyal siklik değişimde etkinliği ve miktarı değişen diğer 

önemli hormon progesterondur [34]. Progesteron, ovulasyon sonrası endometriyumun 

proliferatif aktivitesini inhibe ederken, bez epiteli hücrelerinde glikojen ve salgı granüllerinin 

artmasına yol açarak bu hücrelerin salgı fonksiyonlarının uyarılmasını sağlar. Progesteronun 

luteal fazdaki diğer önemli etkisi ise endometriyal bağ dokudaki arteriyollerin sayısında ve 

kıvrılmalarında artışa neden olmasıdır. Progesterona bağlı olarak fonksiyonel tabakadaki tüm bu 

değişiklikler fertilizasyonun gelişmesi durumunda oluşan zigotun endometriyal implantasyonu 

ve gelişiminde çok önemli rollere sahiptir [33, 36, 37]. Ovulasyondan sonra progesteron 

seviyesindeki artış FSH ve LH düzeylerini inhibe eder. Fertilizasyon gerçekleşmezse overlerden 

progesteron ve östrojen salgılanmasının azalması sonucunda menstrual faz meydana gelir. 

Hormon seviyelerinin ani düşüşü ile endometriyumun fonksiyonel tabakasındaki spiral 

arterlerin periyodik kasılmaları kan akımının değişmesine neden olur. Bu durum fonksiyonel 

tabakanın iskemik hale gelmesiyle sonuçlanır ve bezlerin salgı aktiviteleri durur. Uzun süreli 

arteriyel kasılma nedeniyle yüzey epitelinde bozulma ve kan damarlarında rüptür meydana gelir. 

Kan, uterin sıvı ve fonksiyonel tabakadan dökülen stromal ve epitelyal hücreler vajinal akıntıyı 

oluşturur. Endometriyumdan doku parçaları ayrıldıkça venlerin, arterlerin ve bezlerin kopmuş 

uçları ortaya çıkar. Arteriyel kan akımı spiral arterlerin duvarının gevşediği kısa periyotlar 

dışında sınırlandırılmıştır, venlerin açık uçlarından devamlı olarak kan sızmaktadır. Kanın 

pıhtılaşması bu dönemde inhibe edilmektedir. Düz arterlerdeki kan akımı bazal tabakayı 

korumaktadır [33].  

Uterusun miyometriyum tabakası ise kalın bir kas tabakasından oluşur. Miyometriyumun 

üçte birlik iç kısmında (subendometriyal miyometriyum tabakası) kas lifleri sirküler olarak 

düzenlenirken, dış kısmında (subserozal stratum supravaskülare tabakası) longitudinal olarak 

düzenlenmiştir. Her iki kas tabakası arasındaki orta kısımda (stratum vaskülare) ise kas 

demetleri üç boyutlu ağ şeklinde olup, bol miktarda kan damarları içerir [38]. Fizyolojik koşullar 

altında uterin peristaltik hareketler miyometriyumun sadece subendometriyal tabakasında 

gerçekleşir. Overden sentezlenen östrojen ve progesteronun subendometriyal tabakadaki kas 

hücrelerinin kasılma yanıtını oluşturmakta önemli rolleri vardır [38, 39]. Miyometriyal fonksiyon 

sperm, embriyo transferi ve implantasyon gibi fizyolojik süreçlerde ayrıca endometriozis, 

dismenore gibi hastalıklarda hayati önem taşımaktadır [40]. Uygun olmayan veya düzensiz 

uterus aktivitesi infertilite, anormal implantasyon, erken doğum ve doğum sırasında zayıf uterin 

kasılmalar gibi patolojik bozukluklara sebep olabilir.  



Meryem İlkay KARAGÜL, Doktora Tezi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Mersin Üniversitesi, 2019 
 

5 
 

Perimetriyum tabakası ise uterusu kaplayan visseral periton tabakasıdır. Pelvik ve 

abdominal periton ile devam eder. Mezotelden ve ince gevşek bağ dokusu tabakasından meydana 

gelir. Mezotel altında belirgin bir elastik doku tabakası bulunur. Perimetriyum anteriyor yüzeyin 

bir kısmını kaplarken, posteriyor yüzeyin tamamını kaplar. Anteriyor yüzeyin kalan kısmı 

adventisya ile kaplıdır [32, 33].  

 

 

Şekil 2.1. Serviks, uterus ve tuba uterinanın yapısı. (A) Uterus duvarının perimetriyum, 
miyometriyum ve endometriyum tabakaları. (B) Menstrual siklus sırasındaki siklik değişiklikler 
[41].  
 

2.2. Endometriyum Kanseri 

 

Endometriyum kanseri hormonal etkiler sonucu ortaya çıkmaktadır. Overlerden 

sentezlenen östrojen ve progesteron hormonlarının dengesindeki dalgalanmalar, 

endometriyumda bir takım değişikliklere neden olmaktadır. Östrojen miktarını arttıran ancak 

progesteronun seviyesini yükseltmeyen polikistik over sendromu, obezite, diyabet gibi 

hastalıklar ya da menopozdan sonra östrojen ve progesteron içeren hormon ilaçları kullanmak 

endometriyum kanseri riskini arttırmaktadır [42]. Endometriyumda karşılanmamış östrojen 

proliferatif endometriyum, endometriyal hiperplazi ve endometriyum kanseri gibi birbirinden 

çok farklı klinik tablolara sebep olabilmektedir. Endometriyal hiperplazinin hormonal tedavi 

sonrasında ortaya çıkabilmesi, östrojen üreten kanserlerle ilişkili olabilmesi ve endometriyal 

malign kanser tiplerine dönüşebilmesi açısından önemlidir [43].  

Endometriyal hiperplazi, endometriyumun endojen ve ekzojen kaynaklı karşılanmamış 

östrojenlere maruz kalmasından kaynaklanan anormal glandüler proliferasyonudur. 

Endometriyal hiperplazi; basit hiperplazi, kompleks hiperplazi ve atipik hiperplazi olarak 3 ana 

tipe ayrılmıştır:  
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•Basit hiperplazi, minimal endometriyal bezlerin sayısının artması ile karakterizedir, 

sitolojik atipi yoktur ve endometriyum kanserine ilerleme riski düşüktür. 

•Kompleks hiperplazi, endometriyal bezlerin lümene ve stromaya doğru dallanmalar ve 

tomurcuklanmalar göstermesi ile karakterizedir ve ilerleme riski orta derecedir. 

•Atipik hiperplazi, artan kompleks yapıdaki bezlerin sayısı ile karakterizedir, hücresel 

atipi vardır, bezler yoğunlaştığı için stroma azalmıştır ve endometriyum kanserine ilerleme riski 

yüksektir. Karşılanmamış östrojen endometriyum kanseri oluşması ve progresyonunda önemli 

rol oynamaktadır [44]. 

Endometriyum kanseri kadınlarda yaygın olarak görülen jinekolojik malignitedir (16). 

Kadınlarda akciğer, meme ve barsak kanserinden sonra dördüncü sırada yer alan endometriyum 

kanserinin sağkalım oranı oldukça yüksektir [7].  

 

2.2.1. Etiyolojisi 

 

Endometriyum kanserinin oluşmasında etkili birçok risk faktörü belirlenmiştir. Yüksek 

seviyelerde uzun süreli östrojen maruziyetinin progesteron varlığıyla dengelenememesi 

endometriyum kanseri etiyolojisinde en yaygın kabul edilen hipotezdir [45]. Östrojen 

maruziyetini önemli ölçüde arttıran faktörler arasında östrojen replasman tedavisi (progestin 

kullanılmadan) ve obezite yer alır [46]. Buna ek olarak bilinen risk faktörleri nulliparite, 

anovulatuar sikluslar, erken menarş (menstrüasyon başlangıcı), geç menapoz, diyabet, 

tamoksifen (östrojen reseptör antagonisti) tedavisi, atipik endometriyal hiperplazi, Lynch II 

sendromu (kalıtımsal non-polipozis kolorektal kanser), progesteron ile karşılanmamış östrojen 

tedavisidir [47]. Tek başına östrojen tedavisi de endometriyal hiperplazi veya kanser riskini 

arttırır. Tek başına östrojen tedavisinden bir yıl sonra kadınların %20-50'sinde endometriyal 

hiperplazi, %11-15’inde endometriyum kanseri tanımlanmıştır [47, 48]. Risk faktörlerinin çoğu 

ya östrojen seviyeleri üzerine ya da direkt endometriyal epitel üzerine etki etmektedir [8].  

Lynch II sendromlu kadınlarda endometriyum, over ve kolon kanseri gelişme riski 

yüksektir. Lynch II sendromu çeşitli DNA tamir genlerinden (MLH1, MSH2, PMS2 veya MSH6) 

birinde germline mutasyonunun neden olduğu otozomal dominant bir hastalıktır. Bu hastalarda 

endometriyum kanseri gelişme riski %27-71’dir [49]. 

Meme kanseri duyarlılık (BRCA) geni mutasyonu olan kadınlarda over ve meme kanseri 

riski yüksektir, ancak bazı verilerde BRCA1 mutasyonlarının endometriyum kanseri ile ilişkili 

olduğu bildirilmiştir [50]. Bu hastalarda endometriyal seröz karsinomunun daha sık görüldüğü 

rapor edilmiştir [51]. 

Endometriyum kanserinin gelişmesinde diğer bir risk etmeni fosfotaz ve tensin homoloğu 

(PTEN) genindeki somatik mutasyonlardır. PTEN genindeki mutasyona bağlı otozomal dominant 
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olarak ortaya çıkan Cowden Sendromunda da endometriyum kanseri riskinin arttığı bildirilmiştir 

[52].  

 

2.2.2. Klinik Semptomlar ve Tanı 

 

Anormal uterin kanama endometriyum kanserinde en sık görülen semptomdur. Bunun 

dışında erken dönemde görülen semptomlar ise abdominal dolgunluk, pelvik bölgede ağrıdır 

[53]. İleri evre hastalarda ise menometroraji görülür [46, 54]. Hiperplazi veya endometriyum 

kanseri için risk faktörleri (polikistik over, obezite, hormon replasman tedavisi, tamoksifen 

kullanımı) ile ilişkili anormal uterin kanaması olan postmenopozal kadınlar risk grubu 

olduklarından daha ileri tanı için endometriyal tetkikler yapılmalıdır. Postmenopozal kanama ile 

başvuran kadınlarda endometriyum kanseri olasılığı %5-10’dur, ancak yaş ve risk faktörlerinin 

artması ile bu oran artmaktadır [53]. 

Endometriyum kanseri için kabul edilebilir, uygun bir tarama testi yoktur. Endometriyum 

kanseri tanısı klinik muayene ile nadiren konulabilir [53]. Transvajinal ultrasonografi (TVU) ve 

endometriyal sitolojik inceleme, asemptomatik bir popülasyonda endometriyum kanseri tanısı 

için sınırlı bir doğruluk göstermektedir [55]. Çoğunlukla endometriyal biyopsilerin histopatolojik 

incelenmesi ile tanı konulmaktadır [53]. Ayrıca endometriyal lezyonların büyümesini önlemek 

için tamoksifen tedavisine başlamadan önce ultrasonografik tarama yapılması önerilmektedir 

[55]. Endometriyal biyopsi örnekleri normal olmasına rağmen anormal TVU bulguları 

saptandığında histeroskopi uygulanması gerekmektedir [56]. 

Endometriyum kanseri tanısında, endometriyal sürüntü materyalinin incelenmesi 

endometriyal biyopsi materyalinin incelenmesine göre daha düşük bir hassaslığa sahiptir. 

Normal bir servikal smear endometriyum kanseri olasılığını ortadan kaldırmak için yeterli 

değildir [53]. 

 

2.2.3. Sınıflandırma ve Evreleme 

 

Endometriyum kanseri insidanslarına, klinikopatolojik özelliklerine ve östrojen-

progesterona verdikleri yanıta göre tip I ve tip II karsinom olarak iki ana tipe ayrılmaktadır.  

•Tip I karsinomlar hormonal dengesizliklerle güçlü bir ilişkisi bulunan ve östrojen 

hormonuna bağımlı endometriyal hiperplazi yoluyla gelişen karsinomlardır. Endometrioid ve 

müsinöz karsinomlar tip I karsinom olarak kabul edilir [53, 57]. Tüm endometriyum 

kanserlerinin %80-85’ini tip I karsinomlar oluşturur ve prognozları iyidir. Bu karsinomların 

sıklıkla uzamış ve beklenmedik endojen veya ekzojen östrojen stimülasyonuna yanıt olarak 

gelişebileceği gösterilmiştir [58].  
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•Tip II karsinomlar ise östrojenden bağımsız olarak atrofik endometriyum yapısından 

gelişirler. Seröz, papiller, skuamoz hücreli veya berrak hücreli karsinomlar tip II karsinomların 

alt tiplerini oluşturmaktadır [57, 59]. Endometriyum kanserlerinin %10-15’ini oluşturan tip II 

karsinomların prognozları kötüdür. Tip I karsinomlu hastalarda obezite, hiperlipidemi, 

hiperöstrojenizm bulguları gözlenirken, tip II karsinomlu hastalarda bu gibi risk faktörleri ve 

semptomlar genellikle gözlenmemektedir. Tip II karsinomlar tip I karsinomlara göre daha az 

diferansiye olup, derin invazyona meyillidir. Bu kanserlerin pelvik lenf nodu metastazları yüksek 

oranda gözlenmekle birlikte, progesteronlara yanıtları yetersizdir [53, 58].  

Endometriyum kanserinde en önemli prognostik faktörler; hastanın yaşı, tümörün 

büyüklüğü, histopatolojik tipi ve evresi, periton sitolojisi, uterus dışına yayılımın klinik ve cerrahi 

bulguları, hormon reseptör durumu, DNA ploidisi, kanserin cerrahi evrelenme ve tedavi tipi 

olarak sıralanmaktadır [8, 9, 60, 61]. Endometriyum kanserinde açıklanamayan hastalık nüksleri 

nedeniyle bilinen prognostik faktörlere ek olarak yeni prognostik belirleyiciler araştırılmaya 

başlanmıştır [62].  

 

2.2.4. Tedavi Yöntemleri 

 

2.2.4.1. Cerrahi Tedavi 

 

Endometriyum kanserinin tedavisi önceki yıllarda, histerektomi ve intrakaviter 

radyoterapiden oluşmaktaydı. Günümüzde ise radyasyon maruziyetinin azaltılması gerektiği 

düşünülerek bu tedavi yaklaşımı yerini cerrahi evrelemeye bırakmıştır. Günümüzde yapılan 

cerrahi prosedür histerektomi ve bilateral salpingo-ooferektomidir. Basit histerektomi çoğu vaka 

için yeterlidir, ancak primer tümörün orijininin ayırt edilemediği durumlarda radikal 

histerektomi de yapılmaktadır. Endometriyum kanseri tedavisinde overlerin korunup 

korunmayacağı, lenfadenektomi endikasyonları, omentektomi ve ek cerrahi girişimlerin 

değerlendirilmesi ve adjuvan tedavinin koordine edilmesi gibi konular oldukça önemlidir [63]. 

Yapılan cerrahi evrelemeye göre; evre I endometriyum kanseri için standart cerrahi 

yaklaşım lenfadenektomi yapılarak veya yapılmadan total histerektomi ve bilateral salpingio-

ooferektomidir [64]. Lenfadenektomi, hastanın prognozunun belirlenmesinde ve adjuvan 

tedavilerin uyarlanmasında oldukça önemli olabilir. Bu nedenle, orta-yüksek risk endometrioid 

kanserde (evre IA G3 ve IB) lenfadenektomi ile birlikte tam bir cerrahi evreleme önerilmektedir. 

Evre II endometriyum kanserinde cerrahi yaklaşım, para-aortik lenfadenektomi yapılarak ya da 

yapılmadan bilateral salpingo-ooferektomi, sistematik pelvik lenfadenektomi ve radikal 

histerektomiden oluşur. Bu evrede lenfadenektomi, cerrahi evreleme ve adjuvan tedaviyi 

yönlendirmek için önerilmektedir [63]. 
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Evre III ve IV endometriyum kanserli hastalarda, kitlenin cerrahi olarak küçültülme 

(debulking) işlemi uygulanmaktadır. Uzak organ metastazı olan olgularda ise palyatif cerrahi bir 

seçenek olarak değerlendirilmektedir. Tıbbi kontrendikasyonlar nedeniyle ameliyat mümkün 

olmadığında (hastaların %5-%10'u) uterus ve vajinaya intrakaviter brakiterapili ya da 

intrakaviter brakiterapisiz eksternal radyasyon tedavisi bireysel klinik kullanım için uygundur 

[63]. 

 

2.2.4.2. Adjuvan Tedavi 

 

2.2.4.2.1. Radyoterapi 

 

Evre 1 ve 2 endometriyum sınırlı tümörü olan hastalar çok iyi prognoza sahip oldukları 

için düşük risk olarak değerlendirilir. Bu hastalarda adjuvan tedavi prognozun iyi olması 

nedeniyle ilk aşamada düşünülmemektedir [63]. Evre I endometriyum kanserli hastalarda, 

eksternal beam radyoterapi (EBRT)’nin etkinliğini değerlendiren randomize çalışmalar ve meta-

analizler yayınlanmıştır [64-66]. Cerrahi işlem sonrasında vajinal brakiterapi almış evre I 

endometriyum kanserli 540 hastaya ek olarak EBRT verilen ya da sadece gözlem yapılan gruplara 

ayrılıp değerlendirilmiştir. Bu çalışmada, vajinal ve pelvik nüks EBRT verilen grupta belirgin 

olarak az bulunmasına rağmen sağkalım oranlarının benzer olduğu bulunmuştur. Öte yandan, 

evre III ve >%50 miyometriyal invazyonu olan hastalarda EBRT ile daha iyi sağkalım oranları 

sağlanmıştır [66]. 

Pelvik radyoterapi, bölgesel nüks riskini azaltmaya yönelik uygulanmaktadır ve pelvik 

radyoterapi ile ilişkili morbiditeyi azaltmak için günümüzde orta-risk endometriyum kanserli 

hastalarda vajinal brakiterapi yaygın olarak kullanılmaktadır [66]. Bu hastalarda tüm pelvik 

radyoterapi ve vajinal brakiterapi arasında sağkalım açısından bir fark saptanmamıştır. Vajinal 

nüks oranları benzerken, pelvik nüks oranı brakiterapi hastalarında daha fazla görülmüştür [63]. 

 

2.2.4.2.2. Kemoterapi 

 

Erken evre endometriyum kanserinde cerrahi sonrası kemoterapi yüksek-orta riskli 

gruplardaki endometriyum kanserli hastalarda evre IB, grade 3 ve lenfovasküler invazyon 

varlığında önerilmektedir. Yüksek riskli endometriyum kanserinde ise yüksek lokal nüks ve uzak 

metastaz riski nedeni ile kemoterapinin sistemik etkilerini ve radyoterapinin lokal kontrol 

etkisini birleştiren kombinasyon tedavi yöntemleri kullanılmaktadır. Tekrarlayan endometriyum 

kanserli hastalar, cerrahi ve radyoterapi için uygun değilse kemoterapi ile tedavi edilmesi 

önerilmektedir [67]. 
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Faz II denemelerinde tekrarlayan hastalığı olan endometriyum kanserli hastalarda 

doksorubisin, paklitaksel ve platin ilaçları (sisplatin, karboplatin) en aktif ilaçlar olarak 

tanımlanmıştır. Evre I ile III arası, nüks etme riski taşıyan 382 hastada yapılan bir çalışmada 

doksorubisin+sisplatin, paklitaksel+doksorubisin+sisplatin, paklitaksel+sisplatin+epirubisin, 

paklitaksel+platinum kombinasyonları kullanılmıştır. Kemoterapi uygulanan hastalarda 

ilerlemesiz sağkalımda %7 düzelme gözlenirken genel sağkalımda anlamlı fark gözlenmemiştir 

[68]. Başka bir çalışmada ise, tek ilaç doksorubisin ile karşılaştırıldığında ilerlemesiz sağkalım ve 

genel sağkalım üzerinde daha az etkili olmasına rağmen, sisplatin ve doksorubisin kombinasyonu 

ile daha yüksek bir yanıt oranı elde edilmiştir [69]. Bazı kemoterapi ilaçları veya rejimleri ile 

cevap ya da remisyon elde edilmesi mümkün olmakla birlikte; cevap ve sağkalım sürelerinin 

oldukça kısa olduğu bildirilmiştir. Üç haftada bir 50-60 mg/m² dozunda doksorubisin 

uygulanması ile yaklaşık %25, 50-60 mg/m² dozunda sisplatin uygulanması ile %21 cevap 

alınırken, haftalık 350-400 mg/m² dozunda karboplatin uygulaması ile de %24 cevap 

alınabilmiştir. Cevapların büyük çoğunluğu kısmidir ve ortalama sağkalım oranı 4 ile 8 ay 

arasında değişmektedir. Doksorubisin+sisplatin veya siklofosfamid+doksorubisin+sisplatin ile 

%38-76 cevap alınabilmekte fakat bu hastalarda da ortalama sağkalım süresi 12 ayı 

geçmemektedir [70, 71]. İleri evre hastalarda (evre III ve IV), genellikle farklı tedavi yöntemleri 

birlikte kullanılmaktadır. Yapılan bir çalışmada, bu hastalarda tüm abdominal radyoterapi ve 

sisplatin+doksorubisin kemoterapisi karşılaştırılmıştır ve kemoterapinin daha üstün olduğu 

gösterilmiştir. 5 yıllık sağkalım oranı kemoterapi için %53 iken radyoterapi için %42 olarak 

bulunmuştur [72]. Jinekolojik onkoloji grubu (GOG) tarafından yapılan 122 çalışmada evre III ve 

metastatik olmayan evre IV hastalarda abdominopelvik radyoterapi ile doksorubisin ve sisplatin 

bazlı kemoterapi karşılaştırılmıştır. Bu çalışmalarda, kemoterapi yapılan hastalarda anlamlı 

şekilde ilerlemesiz sağkalımda ve genel sağkalımda düzelme gözlenirken, toksisite ve pelvik 

başarısızlık oranlarının arttığı, 60 aylık takip sonucunda sağkalım oranının kemoterapi 

uygulanan hastalarda %55 olduğu, abdominopelvik radyoterapi uygulanan hastalarda ise %42 

olduğu raporlanmıştır [72]. Bunlara ek olarak, adjuvan tedavi olarak radyoterapi ve 

doksorubisin+sisplatin kombinasyonuna, paklitaksel eklenmesinin sağkalım üzerine bir etkisinin 

olmadığı ve toksisiteyi arttırdığı da bildirilmiştir [73]. 

 

2.2.5. Endometriyum Kanseri Oluşumunda Etkili Moleküler Mekanizmalar 

 

Endometriyum kanserinin oluşumu tümör supresörleri, transkripsiyon regülatörleri, 

hücre siklus proteinleri, kinaz ve fosfatazların yanı sıra sinyalizasyon aracıları, steroid 

reseptörleri ve membran reseptörleri gibi çok sayıda moleküllerin rol oynadığı kompleks bir 

süreçtir. Tip I karsinom (endometrioid karsinom) oluşumunda k-RAS, β-katenin ve PTEN 
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genlerinin mutasyonlarını ve mikrosatellit instabilitesi (MSI)’ni içeren 4 farklı moleküler 

değişikliğin meydana geldiği raporlanmıştır. MSI’nın düzenlenmesinde meydana gelen 

replikasyon hataları onkogenler ve tümör baskılayıcı genlerde mutasyonların birikimine neden 

olurken PTEN, k-RAS, β-katenin genlerindeki anormallikler ise farklı sinyal iletim 

mekanizmalarını değiştirerek kanser oluşumunu uyardığı bildirilmiştir [74].  

Tip II karsinom oluşumunun ise bazı kromozomlarda heterozigotluğun kaybı, HER-2/neu 

(erbB-2) amplifikasyonu ve P53 mutasyonlarıyla ilişkili olduğu gösterilmiştir [58, 75, 76]. HER-

2/neu proto-onkogeni (c-erbB2, neu ve HER2 olarak da bilinir), epidermal büyüme faktör 

reseptörüne benzeyen, intrinsik tirozin kinaz aktivitesine sahip 185-kDa'lık bir transmembran 

glikoproteini kodlamaktadır. HER-2/neu'nun ekspresyonunun artması endometriyum 

kanserinde kötü prognostik faktördür. Aşırı HER-2/neu amplifikasyonunun, vasküler ya da 

lenfatik yayılımı olan agresif endometriyum kanseri grubunu belirlemede rol oynayabileceği 

rapor edilmiştir. Buna ek olarak, P53 ve tümör baskılayıcı genlerin aşırı ekspresyonu gibi diğer 

moleküler değişikliklerin de endometriyum kanserli hastalarda kötü prognoz ile ilişkili olduğu 

ileri sürülmüştür [62, 77].  

 

2.2.6. Endometriyum Kanserinde PTEN/PI3K/AKT Sinyal Yolağı 

 

PTEN, 10q23 üzerinde bulunan bir tümör supresör genidir ve bu gendeki değişiklikler, 

farklı kanser tiplerinde tanımlanmıştır [78-80]. PTEN geni hücre siklusunun G1 fazından S fazına 

ilerlemesini bloke etme, apoptozu indükleme ve fosfatidilinositol 3 kinaz (PI3K)/AKT yolağını 

negatif olarak düzenleme fonksiyonuna sahiptir [81]. PI3K/AKT yolağının kanser oluşum 

mekanizmasında özellikle hücrelerin malign transformasyon göstermesi ve apoptotik direnç 

oluşturmalarında etkili olduğu bildirilmiştir [82]. PTEN’in endometriyum kanseri vakalarının 

%30-50'sinde mutasyona uğradığı gösterilmiştir. PTEN mutasyonları ayrıca endometriyum 

kanseri öncüsü olan endometriyal hiperplazi vakalarının yaklaşık %20'sinde görülmektedir [83]. 

PI3K ailesi hayatta kalma, hücre adezyonu, hücre motilitesi, hücre çoğalmasında rol 

oynayan sinyal iletim yolakları ve hücreler arası trafiği düzenleyen lipid kinaz ailesidir [84]. 

PI3K’lar farklı düzenleyici ve katalitik alt birimlerden oluşmaktadır [85, 86]. Büyüme faktörleri 

veya insülin gibi uyaranlar insülin reseptörü üzerinde bulunan tirozin bölgelerine bağlanarak 

PI3K’nın düzenleyici alt birimi P85 proteinini etkinleştirmesi ile PI3K katalitik alt birimi P110 

proteini fosfatidilinositol-4,5-bifosfat (PIP2)’ı fosfatidilinositol-3,4,5-fosfat (PIP3)’a dönüştürür 

[87]. Daha sonra, serin/tironin kinaz AKT ve diğer aşağı sinyal yolağı efektörleri aktive olur (Şekil 

2.2) [81]. 

AKT, PI3K ve PDK-1 içeren bir mekanizma tarafından sitokinler ve büyüme faktörlerine 

cevap olarak aktive edilen bir serin/treonin kinazdır [88, 89]. AKT'nin üç izo formu vardır: AKT1 
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(PKBα), AKT2 (PKBβ) ve AKT3 (PKBy). Bu izoformlar %85'den fazla sekans benzerliğine ve aynı 

yapısal organizasyona sahiptir [90]. AKT, hücre büyümesi, bölünmesi, sağ kalımı ve göç, apoptoz, 

epitelyal-mezenkimal dönüşüm, anjiyogenez gibi kanserle ilişkili hücre süreçlerini düzenleyen 

bir aktiviteye sahiptir. AKT, Bad, glikojen sentez kinaz-3, forkhead transkripsiyon faktörü ve 

kaspaz-9'un fosforilasyonu ile apoptoz mekanizmalarını inhibe eder [91-93]. AKT sinyalinin 

bloke edilmesi artmış apoptoz ve kanser hücrelerinin büyümesinin inhibisyonu ile sonuçlanır 

[88, 89, 94]. AKT yolağındaki değişiklikler, endometriyum kanseri dahil olmak üzere farklı birçok 

kanser tipinde tespit edilmiştir [95]. Bu nedenle, AKT yolağı inhibitörleri kanser tedavisi için 

umut verici bir ilaç hedefi haline gelmiştir. 

PI3K/AKT yolağının en önemli aşağı sinyal yolağı efektörü, fosforillenmiş rapamisin 

protein kompleksinin memeli hedefi (mTOR)’dir [96, 97]. mTOR proteini hücre büyümesinin 

düzenlenmesi, hücre proliferasyonu, hücre siklusunun ilerlemesi ve sağkalımı kontrol eden 289-

kDa'lık bir serin/treonin kinazdır. mTOR, mTOR kompleksi 1 (mTORC1) ve mTOR kompleksi 2 

(mTORC2) olmak üzere multiprotein komplekslerinden oluşmaktadır [97, 98]. mTOR tirozin 

kinaz reseptörlerinin aktivasyonu ve bunu izleyen PI3K/AKT fosforilasyonu ile aktive edilebilir. 

70 kD ribozomal S6 kinaz (p70S6K) ve ökaryotik translasyon başlatma faktörü 4E bağlayıcı 

protein 1 mTORC1'un aşağı sinyal yolağı effektörleri olarak işlev görür [97]. Bu efektörler hücre 

siklusunun düzenlenmesini sağlar ve protein sentezini uyarır. mTOR inhibitörleri, hücre siklusu 

için gerekli olan proteinlerin translasyonunu ve hücre siklusunun G1 fazından S fazına geçişini 

engeller [97, 99]. Son yıllarda PI3K/AKT yolağı inhibitörleri (perifosin, idelalisib, imanitib, 

trastzumab, gefitinib, pertuzumab ve lapatinib) ile ilgili çalışmaların sayısı artış göstermektedir.  
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Şekil 2.2. PTEN/PI3K/AKT yolağı. PTEN, PI3K/AKT yolağının negatif düzenleyicisidir. Hücre 
büyümesini ve proliferasyonu düzenleyen mTOR, PI3K/AKT yolağı tarafından aktive edilir. 
Fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K), fosfatidilinositol-4,5-bifosfat (PIP2), fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfat (PIP3), fosfoinositid bağımlı kinaz-1 (PDK1), rapamisinin memeli hedefi (mTOR), 
tuberöz skleroz kompleksi (TSC1, TSC2), GTP-bağlı Ras homoloğu (RHEB), ribozomal protein S6 
(S6) [100]. 

 

2.3. Perifosin 

 

Perifosin, AKT aktivasyonunu inhibe eden sentetik bir APL’dir (Şekil 2.3) [24]. APL'lerin 

apoptozu indüklediği, neovaskülarizasyonu inhibe ettiği ve kanser hücresi farklılaşmasını 

uyardığı, invazyonunu inhibe ettiği raporlanmıştır [101]. Sentetik olarak üretilen ilk fosfolipid 

bileşikleri, edelfosin ve miltefosin denilen lizofosfatidilkolinlerin analoglarıdır [102]. Bu sınıfın 

prototipi olarak üretilen miltefosinin, farklı kanser hücre hatlarında in vitro anti-kanser aktivitesi 

göstermiştir [23]. Miltefosinin majör metaboliti olan fosfokolin, asetilkolininkine benzeyen bir 

yapıya sahiptir, bunun da oral tedavide gözlenen ciddi gastrointestinal rahatsızlıkların nedeni 

olabileceği düşünülmüştür. Bu nedenle miltefosinden daha iyi sistemik bir terapötik indeksi olan 

bileşiklerin üretilmesi için yapılan analog araştırmalar sonucunda perifosin üretilmiştir 
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(Oktadesil (1,1-dimetil-4-piperidyl) fosfat) [103]. Perifosin ise fosfokolin üretemediği için daha 

iyi tolere edilebilmektedir [104]. 

Perifosin, doza bağımlı bir şekilde AKT’nin indüklenebilir fosforilasyonunu inhibe eder, 

böylece AKT etkinliğini engeller [105]. AKT, fosforilasyon ile aktive edilir, bu nedenle AKT 

fosforilasyonu bu enzimin aktivasyonu için bir belirteçtir. Bazı hücre tiplerinde AKT'nin 

inhibisyonuna ek olarak perifosin, anti-apoptotik MEK-ekstrasellüler sinyal düzenlenmiş kinaz 

1/2 (MEK-ERK 1/2) yolağını down regüle eder ve proapoptotik c-Jun N-terminal kinaz (JNK) 

ağını aktive eder, böylece hayatta kalma ve ölüm sinyalizasyon kaskadları arasındaki dengeyi 

modüle eder ve apoptozu indükler [60, 61]. Perifosin, farklı kanser tiplerinde klinik çalışmalarda 

değerlendirilmiştir. Renal hücre karsinomu ve Waldenström’un makroglobulinemisi (WM) hariç, 

tek ilaç olarak kullanımında sınırlı sonuçlar elde edilmiştir. Bununla birlikte, ilerlemiş kolorektal 

kanser ve multipl miyelom (MM)’da diğer ilaçlarla kombine edilmesinin tedavide başarılı 

sonuçların elde edilmesini sağlamıştır [23]. Yapılan in vitro çalışmalarda perifosinin melanoma, 

sinir sistemi, akciğer, prostat, kolon ve meme kanseri üzerinde anti-kanser etkilerinin olduğu 

gösterilmiştir [24, 27, 106]. Buna ek olarak perifosinin, doza bağımlı bir şekilde, insan lösemi 

hücrelerinde apoptozu uyardığı bildirilmiştir [26].  
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Şekil 2.3. Perifosinin AKT aktivasyonu ve potansiyel inhibitör mekanizmaları. (A) Lipid raftlarda 
AKT aktivasyonu. 1) Ligand bağlanması ile büyüme faktörü reseptörü aktivasyonu, PI3K’nın 
aktifleşmesine neden olur. 2) AKT’nin plekstrin-homoloji domaini, membranda PIP3'e bağlanır. 
3) AKT PDK-1 ve TORC2 kompleksi ile fosforile edilerek membranda aktive edilir. (B ve C) 
Perifosinin olası etki mekanizmaları. (B) Perifosin, lipit raftların yapısını bozarak AKT'nin 
membrana tutunmasını önler. (C) Perifosin doğrudan AKT'nin plekstrin-homoloji alanına 
bağlanır ve onu inhibe eder [102]. 

 

2.3.1. Perifosinin Anti-kanser Etkinliği 

 

İn vitro çalışmalarda, perifosin UCN-01, histon deasetilaz inhibitörleri, etoposid, tümör 

nekroz faktörü-ilişkili apoptoz-indükleme ligandı (TRAIL), erlotinib, setuksimab, 17-DMAG, 

deksametazon, doksorubisin, melfalan ve bortezomib ile başarılı bir şekilde kombine edilerek 
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kullanılmıştır [25-28, 106-110]. Perifosin ve TRAIL'in kombine edildiği bir çalışmada apoptotik 

mekanizma aktivasyonunun, kanser hücrelerinde ölüm reseptörü (DR)-4 ve DR-5 

ekspresyonuyla ilişkili olduğu gösterilmiştir [110].  

Preklinik çalışmalarda, klinik denemeler için maksimum tolere edilen günlük perifosin 

dozunun 200 mg/kg olduğu bildirmiştir [111]. Faz I deneme çalışmalarında, perifosin 

uygulanması ile küçük hücreli olmayan akciğer kanseri (NSCLC) olan bir hastada kısmi yanıtlar 

kaydedilmiştir [112]. Karışık sarkomlu hastalarda yapılan iki adet faz II çalışmanın birinde, 

perifosin uygulanması ile 23 hastanın sadece 1’inde kısmi remisyon gözlenirken, diğerinde ise 19 

hastanın 4'ünde semptomların gerilemesine rağmen hastalığın stabil kaldığı görülmüştür [113, 

114]. Faz I ve II çalışmalarından oluşan meta-analiz çalışmasında perifosinin sarkomlu hastalarda 

klinik faydanın %50 olduğu raporlanmıştır [115]. Kondrosarkomu ve alveolar yumuşak doku 

sarkomu ile sınırlı faz II çalışmalarında 59 hastanın 6'sında kısmi yanıt elde edilirken 13'ünde 

hastalığın stabil kaldığı gözlenmiştir [116]. İleri renal hücreli karsinom, sarkom ve WM olan 

hastalarda tek ilaç olarak kullanımında objektif yanıtlar bildirilmiştir [111, 117, 118]. Bu 

sonuçlara karşın prostat, meme, pankreas ve baş-boyun kanserleri ile ilgili faz II çalışmalarında 

perifosin etkinliği gösterilemezken, en umut verici kombinasyon sonuçları miyelomda olmuştur 

[119, 120]. 

Son yıllarda yapılan faz III çalışmalarında refrakter kolorektal kanserli, relaps/refrakter 

MM’li hastalarda perifosinin diğer ilaçlarla (kapesitabin, bortezomib ve deksametazon) kombine 

edilerek uygulanmasının tedavi etkinliği araştırılmaktadır [23]. Sisplatin ve perifosin 

kombinasyonu, endometriyum kanseri hücrelerinde artmış anti-kanser aktivitesi göstermiştir. 

Bu nedenle, endometriyum kanserli hastalarda faz II çalışmaları ile perifosinin tek ilaç ve platin 

türevleri ile kombinasyonunun etkili tedavi alternatifi olabileceği ileri sürülmüştür [29]. Başka 

bir çalışmada, insan endometriyum kanseri hücre hatları üzerine 4-hidroksitamoksifen (OHT), 

fulvestrant, gefitinib, everolimus ve perifosin uygulanmıştır. Bu çalışmada gefitinib, everolimus 

ve perifosin tüm hücre hatlarında proliferasyonu inhibe ederken sadece perifosinin apoptozu 

indüklediği raporlanmıştır [121]. Bu nedenle son yıllarda endometriyum kanserli hastalarda 

yapılan çalışmalarda perifosin ile çeşitli ilaçlar kombine edilerek anti-kanser tedavi alternatifleri 

gösterilmeye çalışılmaktadır.  

 

2.4. D Vitamini  

 

D vitamini hormon benzeri fonksiyonları olan bir grup steroldür [11]. Kolekalsiferol (D3 

vitamini) gıdalardan elde edilebilir, ancak D3 vitamininin başlıca kaynağı deri olup, burada 

prekürsör 7-dehidrokolesterol solar ultraviyole B (UVB) radyasyona maruz kalmasından sonra 

D3 vitaminine dönüştürülür. D vitamini ve metabolitleri öncelikle dolaşımdaki D vitamini-
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bağlayıcı protein tarafından taşınır. D vitamini iki adet hidroksilasyon süreciyle biyoaktif hale 

gelir. İlk hidroksilasyon karaciğerde gerçekleşir, enzim 25-hidroksilaz D3 vitaminini 25-hidroksi 

D vitamini (25(OH)D)’ne (D3 vitamininin dolaşımdaki büyük formu) dönüştürür. 25(OH)D enzim 

1α-hidroksilaz tarafından böbrekte ikinci kez hidroksillenerek, hücre çekirdeğindeki D vitamini 

reseptörü (VDR)’ne bağlanan, fizyolojik açıdan aktif 1,25(OH)2D3 formunu oluşturur. Böbrek 

1,25(OH)2D3 üretiminin primer bölgesi iken, 1α-hidroksilaz 1,25(OH)2D3’ün lokal olarak 

sentezine izin veren ekstrarenal bölgelerde de eksprese edilir. 1,25(OH)2D3 24-hidroksilaz ile 

etkisiz hale getirilir (Şekil 2.4). Kalsiyum metabolizması ile ilişkili olmayan vücudun çeşitli 

yerlerinde bulunan hücreler VDR'leri içerir ve 1,25(OH)2D3'ü lokal olarak sentezler, bu farklı 

hücre türleri için, 1,25(OH)2D3 proliferasyonu inhibe eder ve diferansiyasyonu destekler [6, 122].  

1,25(OH)2D3’ün biyolojik etkileri, ligandla aktive olan transkripsiyon faktörlerinin 

nükleer reseptör süper ailesinin bir üyesi olan VDR aracılığı ile sağlanır. VDR hormonal olarak 

aktif D vitamini ile kompleks içinde, birçok hücre tipinin kalsiyum homeostazı, büyüme kontrolü, 

diferansiyasyon, apoptoz, immün yanıtların ve anjiyogenezin düzenlenmesi gibi geniş bir 

fizyolojik fonksiyon serisinde yer alan 900'den fazla genin ekspresyonunu düzenleyen nükleer 

ligand-indükleyici bir transkripsiyon faktörüdür [123]. VDR normal olarak çekirdekte bulunur. 

1,25(OH)2D3’ün VDR’ye bağlanması üzerine çekirdeğe translokasyon yapar, retinoid X reseptörü 

ile dimerize olur, D vitamini yanıt elementleri diye adlandırılan DNA bölgeleriyle etkileşime girer 

ve hedef gen transkripsiyonunun düzenlenmesine yardımcı olan ko-aktivatörleri modüle eder 

[122, 124]. 

D vitaminin kalsiyum ve fosfat homeostazının düzenlenmesinde önemli rolleri bilinirken, 

çok sayıda in vitro ve in vivo çalışmada da D vitamininin meme, prostat, kolon, deri, beyin 

kanserlerinde ve miyeloid lösemide kanserli hücre proliferasyonunu güçlü bir şekilde inhibe 

ettiği gösterilmiştir [125, 126]. D vitamininin aktif metaboliti (1,25(OH)2D3 veya kalsitriol) anti-

proliferatif ve pro-apoptotik özelliklere sahiptir [127, 128]. Genellikle in vitro kanser 

modellerinde yapılan araştırmalara dayanarak, kalsitriolün anti-neoplastik aktivitesi için çeşitli 

mekanizmalar önerilmiştir. Anti-neoplastik etkinlik mekanizmaları apoptozun indüksiyonu, 

hücre siklusu arresti aracılığı ile proliferasyonun inhibisyonu, diferansiyasyonun indüksiyonu, 

invazyon ve hareketliliğin inhibisyonu ve anjiyogenezin azaltılmasını içerir [129]. 
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Şekil 2.4. D vitamini metabolizması [122]. 

 

2.4.1. D Vitamininin Anti-kanser Etkinliği 

 

Endometriyum kanseri dahil olmak üzere farklı kanser tiplerinin önlenmesinde D 

vitamininin profilaktik olarak kullanılmasının etkili olacağını ileri süren epidemiyolojik 

çalışmaların sayısı artış göstermektedir [11]. D vitamininin hormonal aktif formu olan 

kalsitriolün etki mekanizması, kanser hücrelerinin invazyon ve göç potansiyelini inhibe etmenin 
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yanı sıra, hücre siklusu arrestinin indüklenmesi, diferansiyasyonu arttırması, proliferasyonu 

inhibe etmesi gibi önemli etkileri içermektedir [130]. Kalsitriolün prostat, meme, kolon, deri 

kanseri ve lösemi hücrelerini içeren farklı kanser tiplerinde hücre siklus arrestine yol açtığı, 

apoptoz ve diferansiyasyon indüksiyonu yaparak anti-proliferatif etki gösterdiği bildirilmiştir 

[14, 15, 16]. Kalsitriolün G0/G1 arrestini indüklediği, G1 arrestiyle ilişkili CDK inhibitörleri, p21 

ve p27’yi modüle ettiği, kaspaz bağımlı olarak MEK ve kaspaz-3'ün bölünmesini uyardığı ortaya 

konulmuştur [17]. Bunlara ek olarak, kalsitriolün AKT'nin fosforilasyon ve ekspresyonunu inhibe 

ettiği gösterilmiştir [18]. Birçok pre-klinik ve klinik çalışmada kalsitriolün etkili olduğu 

bulunmasına rağmen, doz-sınırlayıcı kalsemik etkiler nedeniyle kemoterapötik ve kemopreventif 

ilaç olarak bu bileşimin kullanılmasında büyük bir engel olduğu raporlanmıştır. Bu nedenle 

kalsitriolün toksisitesinin azaltılmasına yönelik düşük konsantrasyonda kullanımı ve anti-kanser 

etkinliğini arttırmak için diğer ilaçlar ile kombine edilerek uygulanmasının etkinliği ile ilgili 

çalışmaların sayısı artış göstermiştir [21, 22]. 

 

2.5. Apoptoz  

 

Hücrenin yeniden yapımı ve yıkımının bir düzen içinde olması proliferasyon ve 

programlanmış hücre ölümü (apoptoz) dengesinin sağlıklı bir şekilde sürdürülmesine bağlıdır 

[131, 132]. Apoptoz, Kerr ve ark. tarafından 1972 yılında hücrelerin kendilerini kontrollü olarak 

yok etmeleri olarak tanımlanmıştır [133]. Yunanca, apo (= ayrı) ve ptozis (= düşen) kelimelerinin 

birleştirilmesi ile oluşmuş ağaçtan düşen yaprak veya çiçekten ayrılan petal anlamına gelir [134]. 

Apoptoz aktif, genlerle düzenlenen, programlı, RNA, protein sentezi ve enerjiye gereksinim 

duyan, organizmada homeostazı koruyan düzenlenmiş bir hücre ölüm sürecidir [135]. Hücrenin 

yaşam döngüsü boyunca yapım-yıkım dengesinin sürdürülmesini sağlar, bu nedenle apoptoz 

hızının yavaşladığı veya arttığı hallerde çeşitli hastalıklar ortaya çıkmaktadır [136, 137]. 

Embriyolojik gelişim sürecinde ve erişkin dokulardaki hücrelerin yaşamlarının sürdürülmesinde 

anahtar rol oynamaktadır. Biyolojik görevini tamamlamış veya hasarlı hücreler apoptoz ile 

genetik olarak kontrol edilerek ortadan kaldırılır ve böylece çeşitli dokularda homeostazın 

geliştirilmesi ve sürdürülmesi sağlanır [138].  

Yaşayan organizmada apoptoz ve nekroz olmak üzere iki temel hücre ölümü gerçekleşir. 

Apoptoz, belli bir bölgedeki tüm hücreleri etkilemek yerine tek tek hücrelerde ortaya çıkar ve 

tipik olarak enflamatuar değişikliklere neden olmamaktadır. Apoptoz sinyali alındıktan sonra 

hücrede birçok morfolojik ve biyokimyasal değişiklikler gözlenir. Kromatin değişikliklerinin 

başlamasından kısa bir süre önce, kalsiyumun hücre içi miktarında artış meydana gelir. Bu artış 

endonükleaz ve transglutaminaz gibi bazı enzimleri aktive ederek yapısal değişikliklere neden 

olur [139, 140]. Kromatin çekirdek zarının altında yoğunlaşarak değişik boyutta yarım ay 
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şeklinde yoğun kitleler haline gelmeye başlar. Çekirdek merkezinde çekirdekçik kromatini 

dağılır. Çekirdekte meydana gelen değişikliklere endojen kalsiyum-magnezyum bağımlı 

nükleazların aktivasyonu neden olur. Bu nükleazlar nükleozomlar arasında kromatini böler ve 

DNA’yı hepsinin uzunluğu 180-200 çifti ve katları olan parçalara ayırır [141]. Bu süreçte, hücre 

hacmi azalır, sitoplazmik organeller yoğunlaşır, düz endoplazmik retikulum (ER) genişler ve 

hücre yoğunluğu artar. Yoğunlaşmış sitoplazmada vakuoller oluşur. Genişleyen sisternalar 

plazma membranı ile birleşerek hücre yüzeyine doğru tomurcuklanır. Bununla birlikte, plazma 

membranında bulunan iyon kanalları ve pompaların aktivasyonu bozulur, mikrovilluslar gibi 

yüzey özelleşmeleri kaybolur. Plazma membranındaki değişiklikler apoptotik hücrelerin 

tanınmasını sağlar. Normalde plazma membranının iç tabakasında bulunan fosfatidilserin, 

aminofosfolipid transferaz enzimiyle membranın dış tabakasına göç eder. Fagositik hücrelerin 

vitronektin, lektin özelliğindeki reseptörleri fosfatidilserin ile bağlanarak fagositozu uyarır. 

Hücre, sitoplazma ile çevrilmiş kromatin parçalarından oluşan apoptotik cisimciklere parçalanır 

[142]. Apoptotik cisimcikler, makrofajlar ya da komşu hücreler tarafından fagosite edilirken 

sitokin salgılanmasına ve inflamasyon oluşmasına neden olmamaktadır [133, 143, 144]. Diğer bir 

hücre ölüm şekli olan nekroz ise hücre şişmesi ve hücre parçalanması ile karakterize, ağır iskemi, 

mekanik travma gibi büyük çevresel değişikliklerin neden olduğu pasif ve patolojik bir süreçdir. 

Nekroz da hücre içi denetim mekanizmaları rol oynamamaktadır [145]. 

 

2.5.1. Apoptozun Hücresel Düzenlenme Mekanizmaları 

 

Apoptoz çok sayıda mediatör tarafından düzenlenir. Özellikle kalsiyum, BCL2 süper ailesi, 

seramid gibi moleküller, kaspazlar, P53, sitokrom-c gibi proteinler ve mitokondriyonlar rol 

oynar. Apoptotik süreç boyunca hücre içine giren kalsiyum iyonları gen regülasyonunda, proteaz, 

endonükleaz ve transglutaminaz aktivasyonunda ve hücre iskeleti organizasyonunda rol 

oynamaktadır. Apoptozun düzenlenmesini BCL2/BCL2 bağlantılı X proteini (BAX) gen ailesi 

sağlamaktadır. Bu ailenin bazıları apoptozu inhibe ederken (anti-apoptotik genler) bazıları da 

apoptozu uyarmaktadır (pro-apoptotik genler) [146, 147]. 

 

2.5.1.1. BCL2 Süper Ailesi  

 

Büyük bir protein ailesi olan BCL2 süper ailesinin bir kısmı anti-apoptotik, bir kısmı da 

pro-apoptotiktir. Yapılarında merkezi konumda hidrofobik olan bir alfa heliks ve bunu çevreleyen 

amfipatik olan beş adet alfa heliks yapısı bulunmaktadır. BCL2 ailesi proteinlerinin 4'e kadar 

numaralanan BCL2 homoloji (BH) bölgeleri bulunmaktadır. BCL2 süper ailesi proteinleri yapısal 

ve işlevsel durumlarına göre BCL2, BAX ve Bik olmak üzere 3 grup altında sınıflandırılır [148, 
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149]. BCL2 alt grubu BCL2, Bcl-xl ve Bcl-w’dan oluşmaktadır ve hepsi anti-apoptotik aktiviteye 

sahiptir. Proteinler mitokondriyonun dış zarına yerleşirler. BAX alt grubu BAX, Bad ve Bak 'dan 

oluşmaktadır ve hepsi pro-apoptotiktir. Bik alt grubu, proapoptotik etkili Bik, Bid ve Bim'den 

oluşmaktadır. Bu grubun en belirgin özellikleri heterodimerler oluşturarak eşlerinin 

aktivitelerini düzenlemeleridir [150]. BAX, BCL2 ile heterodimerize ve kendisi ile homodimerize 

olur. Mitokondriyal membran porlarının iyon transportunu düzenleyen BCL2 sitokrom-c ve 

apoptoz indükleyici faktör (AIF)’lerin salınımını bloke ederek apoptozu inhibe etmektedir. Pro-

apoptotik üyeler (BAX, Bad, Bid, Bak) sitokrom-c ve AIF salınımını arttırarak apoptozu 

indüklemektedir. Bcl-xl ise kaspaz-9’un aktif kaspaz-9’a dönüşmesini önlemektedir [151-153]. 

BAX hücrede aşırı eksprese edildiğinde apoptoz artarken BCL2 aşırı eksprese edildiğinde BAX ile 

heterodimerize olur ve apoptoz inhibe edilir [154]. Normalde sitozolde bulunan BAX apoptotik 

sinyal alındıktan sonra mitokondriyal membrana bağlanıp membranda küçük porlar açılmasını 

sağlayarak iyon geçirgenliğini bozar. Mitokondriyondan sitokrom-c ve AIF’nin sitozole geçmesine 

neden olmaktadır ve bunun sonucunda kaspaz aktivasyonunu düzenlemektedir [155]. Sitozole 

geçen sitokrom-c burada apoptotik proteaz aktive edici faktör (APAF-1) ile birleşir. Sitokrom-c 

ve APAF-1’in oluşturduğu bu komplekse ATP ve prokaspaz-9 eklenir ve kaspaz-9 aktifleşir. Aktif 

kaspaz-9 kaspaz-3’ü aktive eder ve apoptoz gerçekleşir [147].  

 

2.5.1.2. P53 

 

P53 proteini hücrede DNA hasarına yanıt olarak hücre siklusunu G1 fazında durdurup 

hücreye DNA tamiri için zaman veren bir transkripsiyon faktörüdür [156]. Hücre siklusunun 

kontrolü, hücre farklılaşması, DNA sentezi ve tamiri, genomik şekillenme ve apoptozda görev 

almaktadır. DNA hasarı olan hücrelerde inaktif olan P53 geni aktive olur ve p21 genini 

aktifleştirir. p21 geni, hücrenin G1 fazından S fazına geçmesini inhibe ederek hücre siklusunu 

bloke eder. Bu dönemde DNA tamirinin hücre siklusunun S fazına geçmeden tamamlanması 

gerekir [157, 158]. Genom hasarı çok büyük ise hücre apoptoza gider. Hasar tamir edilemeyecek 

durumda ise P53 geni BAX’ı aktive ederek veya Fas ve tümör nekroz faktörü (TNF) reseptörü 

(TNF-R) gibi ölüm reseptörlerini indükleyerek apoptozu başlatır [156]. 

 

2.5.2. Apoptozun Moleküler Mekanizması 

 

Apoptozun sinyal ağında görev alan bileşenler genomda kodlanmıştır ve ölüm sinyali 

tarafından aktive edilmek üzere hazır halde bulunur. DNA hasarı, apoptozu teşvik edici sitotoksik 

ilaçlar, hücre yüzeyindeki ölüm reseptörlerinin uyarılması, radyasyon ve yaşam sinyallerinin 

yokluğu ölüm sinyalleri olarak sayılır [134]. Bu sinyaller DNA hasarı, pH’ın azalması, hücre içi 
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kalsiyum düzeyinin artması, metabolik veya hücre siklus bozuklukları ve hipoksi apoptozu 

tetikleyen hücre içi sinyalleri olarak tanımlanmaktadır. Hücre dışı sinyaller ise ölüm 

reseptörlerinin aktivasyonu (FAS-FAS ligand, TNF), sitotoksik T lenfosit, büyüme ve üreme 

faktörlerinin yetersizliği ve dış etkenler (toksinler, UV, iskemi, kemoterapötik ilaçlar, 

radyasyon)’dir. Kaspazlar her iki yolda da görev alır [159-161]. Tüm bu sinyaller apoptotik 

yolakların oluşmasını sağlar ve apoptotik mekanizmayı tetikler [134]. Apoptotik mekanizma 

stresle indüklenen ve mitokondriyondaki değişikliklerle devam eden intrinsik yol ve hücre 

yüzeyindeki ölüm reseptörlerinin aktivasyonuyla başlayan ekstrinsik yol olmak üzere iki ana yol 

üzerinden gerçekleşir [162]. 

 

1. İnstrinsik Apoptoz Yolağı 

2. Ekstrinsik Apoptoz Yolağı  

 Direkt mekanizma 

 İndirekt mekanizma 

 

2.5.2.1. İntrinsik Apoptoz Yolağı 

 

Apoptoz bazı durumlarda hücresel stres sonrasında üretilen intrinsik sinyaller ile 

başlatılmaktadır. Bu sinyaller hücresel stres, büyüme faktörünün eksikliği, viral enfeksiyonlar, 

oksidatif stres, radyasyon veya kimyasallarla oluşabilir. Makrofaj aktivasyonunu takiben gelişen 

reaktif oksijen türevleri (ROS), IFN-g sekresyonu, nitrik oksit, sitotoksik T-hücrelerinin perforin 

sekresyonu, bakteriyel toksinler ve kemoterapötikler mitokondriyonlar üzerinde etkilidir [163]. 

Bu yolla apoptotik uyarı alınmasından sonra, proapoptotik protein olan Bid, BCL2 (anti-apoptotik 

protein)’yi inaktive eder, BAX ve Bak’ı aktifleştirir. Aktifleşen BAX ve Bak mitokondriyal 

membranda por oluşumunu indükledikten sonra membran potansiyelini değiştirir. Bu değişiklik 

mitokondriyondan sitokrom-c, Smac (sekonder mitokondriyon-kaynaklı kaspaz aktivatörü), 

endonukleaz-G, AIF ve kalsiyum salınımını uyarır. Sitokrom-c, APAF-1'e bağlanır ve sitozolde 

apoptozom denen bir kompleks oluşturur. Daha sonra prokaspaz-9 ile etkileşime girerek kaspaz-

9'u aktive eder. Aktifleşen kaspaz-9, prokaspaz-3’ü aktif kaspaz-3 haline getirir. Aktif kaspaz-3 de 

kaspaz aktive edici DNaz (CAD)’ı serbestleştirir. CAD’da çekirdekte kromatin yoğunlaşmasına ve 

DNA’nın nükleozomal alt birimler halinde fragmante olmasına neden olur [161, 164]. 

 

2.5.2.2. Ekstrinsik Apoptoz Yolağı 

 

Bu yolak, hücre yüzeyinde bulunan ölüm reseptörleri aracılığı ile uyarılır. Ölüm 

reseptörleri, apoptozun indüklenmesinde rol oynayan TNF/sinir büyüme faktörü ( NGF) ailesine 
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ait hücre yüzey reseptörleridir. Bu ailenin üyeleri, hücre proliferasyonu ve apoptozu denetleyen 

transmembran proteinleridir. Fas reseptör, TNF-R1 ve TRAIL reseptörleri (TRAIL R1, R2), T-

hücresi apoptozunun başlatılmasında etkili olduğu bilinen ölüm reseptörleridir. Büyüme 

faktörlerindeki eksiklik, hücre yaşlanması, adezyon kaybı, hipoksi, kemoterapi, radyasyon gibi 

ilaçların TNF-R gibi ölüm reseptörlerini aktive etmesi ile hücre uyarılır [162]. FAS, DR-3, DR-6, 

TRAIL-R1, TRAIL-R2, TNF-R1, p75-NGFR ve ektodisplazin-A reseptörü (EDAR) olmak üzere sekiz 

adet ölüm reseptörü tanımlanmıştır [165]. 

Ölüm reseptörleri (Fas ve TNF-R1) ilgili ligandları (FasL ve TRAIL) ile etkileşime 

girdiğinde reseptörler trimerik bir yapı kazanır. Bu trimerik yapı kazanan reseptörler adaptör 

molekülleri ve prokaspazla birleşerek ölüm indüklü sinyal kompleksi (DISC) adı verilen yapıyı 

meydana getirir. DISC içinde inaktif durumda bulunan prokaspaz-8’in uzun ve kısa kolları 

kesilerek aktif kaspaz-8’e dönüşümü tetiklenir. Aktif kaspaz-8 iki yolla kaspaz-3’ü aktive eder. Bu 

etki kaspaz-8’in kaspaz-3’ü direkt aktive etmesiyle veya indirekt olarak instrinsik mekanizmada 

kaspaz-9’u aktive ettikten sonra kaspaz-3’ü aktive etmesiyle meydana gelir. Her iki yolla da aktive 

olan kaspaz-3 yine CAD aktivasyonu ile DNA fragmantasyonuna neden olur [165]. 

Apoptozun indüksiyonu ya apoptotik uyaranların yüzey reseptörlerine ölüm indükleyici 

ligandların bağlanması gibi ekstrinsik sinyallerden ya da sitotoksik T lenfositlerle sağlanmış olur. 

T lenfositler hasara uğramış veya virüslerle enfekte olmuş hücreleri tanır ve hasarlı hücreleri 

neoplastik hücre oluşumundan ya da virüsle enfekte hücrelerle enfeksiyonlarının yayılmasını 

önlemek için apoptozu başlatır [166]. Granzim perforin sistemi virüsle enfekte hücreler ve kanser 

hücrelerinin ortadan kaldırılmasında etkili bir yoldur. Granzim B ve perforinler sitotoksik T 

lenfositlerin ve natural killer hücrelerin salgı granülleri içinde bulunan birer serin proteazdır. 

Sitotoksik T lenfositler hedef hücreye bağlandığında ortama perforinler salınır ve bu durum hedef 

hücre üzerinde dairesel bir por oluşumuna neden olur. Bu perforin poru hücre içine kalsiyum 

girişine neden olur. Artan kalsiyum vezikülden Granzim B’nin serbest kalmasını sağlar. Granzim 

B’de kaspaz aktivasyonunun ardından DNA fragmantasyonu sonucu apoptoza neden olur [167]. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

 

3.1. Materyaller 

 

3.1.1. Cihazlar 

 

 Etüv (5040 BP, Elektro-mag Wise Cuba) 

 Laminar akımlı kabin (LF-CA 04002, Helfer) 

 CO2 inkübatörü (MLAC 17, Sanyo)  

 Santrifüj (Mikro 22 R, Hettich) 

 İnverted mikroskop (TS-100, Nikon) 

 Buzdolabı (Ariston)  

 Derin dondurucu (Bosch) 

 Hücre sayım cihazı (Roche) 

 Hassas terazi (Sartorius) 

 Manyetik karıştırıcı (Yellow Line)  

 Mikropipet seti (Eppendorf)  

 Mikrosantrifüj (NF-048, Nüve) 

 xCELLingence cihazı (Roche Diagnostics GmbH) 

 FACSAria akım sitometri cihazı (BD Biosciences) 

 Elektron mikroskobu (JEM-1011, Jeol) 

 Ultramikrotom (UCT125, Leica) 

 Lightcycler 480 II cihazı (Roche) 

 

3.1.2. Sarf ve Kimyasal Malzemeler 

 

 E-plate (5469830, Acea) 

 T25 flask (430639, Corning) 

 15 ml’lik falkon tüp (078.02.007, Isolab) 

 5 ml serolojik pipet (861253001, Sarstedt) 

 10 ml serolojik pipet (861254001, Sarstedt) 

 Pastör pipeti (LP135138, LP Italiana) 

 Kalsitriol (D1530, Sigma-Aldrich) 

 Perifosin (SML0612, Sigma-Aldrich) 

 McCoy’s 5A medium (16600082, Thermo) 

 Etanol (Alko-kim) 
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 L-glutamin (K0283, Biochrom) 

 Tripsin-EDTA (17-161E, Lonza) 

 Penisilin/streptomisin (A2213, Biochrom) 

 Amfoterisin (A2612, Biochrom) 

 Fetal sığır serumu (FBS, S181G-100, Biowest) 

 Dimetilsülfoksit (AI0231, Amresco) 

 Fosfat tampon solüsyonu (PBS) 

 DPBS-10X (14080-055, Thermo) 

 Pipet ucu 0,5-10 μl’lik (T-300, Axygen) 

 Pipet ucu 1-200 μl’lik (T-200-Y, Axygen) 

 Pipet ucu 1-1000 μl’lik (T-1000-B, Axygen) 

 APC Anneksin V / PI apoptoz belirleme kiti (556547, BioLegend) 

 High pure RNA izolasyon kiti (1828665, Roche) 

 Transcriptor first strand cDNA kiti (4896866, Roche) 

 Lightcycler 480 multiwell plate 96 (04729692001, Roche)  

 Master mix; lightcycler 480 probe master (04707494001, Roche) 

 Human P53 real time ready designer assay (05532957001, Roche) 

 Human BCL2 real time ready catalog assay (05532957001, Roche) 

 Human BAX real time ready catalog assay (05532957001, Roche) 

 Human beta-aktin (ACTB) real time ready catalog assay (05532957001, Roche) 

 Epoksi rezin (13940, Electron Microscopy Sciences) 

 300 mesh formvuarsız bakır grid (EMS300-Cu, Electron Microscopy Sciences) 

 Osmium tetroxide (19110, Electron Microscopy Sciences) 

 Gluteraldehit (104239, Merck) 

 Uranil asetat (10915, PubChem) 

 Kurşun sitrat (15326-25G, Sigma-Aldrich) 

 

3.2. Yöntem 

 

3.2.1. Hücre Kültürü 

 

Bu çalışmada insan endometriyum kanseri hücre hattı (HEC1A, ATCC® HTB-112™, 

Manassas, USA) kullanıldı. Bu hücre hattı evre IA, tip II endometriyal adenokarsinomalı bir 

hastadan izole edilmiştir. Deney süresince HEC1A hücrelerinin çoğaltılması, pasajlanması, 

dondurularak saklanması, sayımı ve canlılık testleri işlemleri hücre kültürü laboratuvarında 

yapıldı. 
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3.2.1.1. Hücre Kültür Medyumunun Hazırlanışı  

 

Aşağıdaki malzemeler kullanılarak 100 ml hücre kültürü medyumu hazırlandı. 

 

 88 ml McCoy's 5A hücre kültürü medyumu  

 10 ml FBS 

 1 ml Penisilin+Streptomisin 

 1 ml Amfoterisin 

 

3.2.1.2. Hücrelerin İnkübe Edilmesi 

 

HEC1A hücrelerinin T25 flasklarda katkılı McCoy's 5A hücre kültürü medyumu içerisinde 

37 oC sıcaklık ve %5 CO2 ortamında inkübe edilerek çoğalması sağlandı. 

 

3.2.1.3. Hücrelerin Çözülmesi ve Çoğaltılması 

 

Dondurulmuş HEC1A hücrelerinin çözülmesi aşağıdaki protokole göre yapıldı. 

 

1. -80 oC’den dondurulmuş HEC1A hücrelerinin bulunduğu vial çıkartılarak buz aküsü 

üzerine konuldu. 

2. Vial 37 oC’de hazırlanan su banyosunun içerisine konularak 1-2 dk beklendi.  

3. Vial içerisindeki hücre karışımlı medyum eridikten sonra vial su banyosundan çıkarıldı. 

4. Laminar akımlı kabin içerisinde 15 ml’lik falkon tüp içine 7-9 ml katkılı medyum konuldu 

ve vial içindeki hücre süspansiyonlu medyum falkon tüp içerisine eklendi.  

5. Elde edilen hücre süspansiyonu 125 x g’de 5 dk santrifüj edildi.  

6. Santrifüj sonrası süpernatant pastör pipeti ile çekilip atıldı. Geriye kalan pellet üzerine 

daha önceden hazırlanmış katkılı medyum eklendi ve pipetaj yapıldı. 

7. HEC1A hücrelerini içeren medyum pipet yardımı ile T25 flask içine ekildi. 

8. Mikroskopta incelendikten sonra T25 flask 37 oC sıcaklık ve %5 CO2 ortamında inkübe 

edildi ve 3 güne bir medyumu yenilendi. 

9. Çoğalan HEC1A hücreleri %80-90 doygunluğa ulaşınca hücreler pasajlandı.  

10. Bu amaçla üremekte olan hücreler istenen çoğunluğa ulaştığında üzerlerindeki medyum 

pipetle alınarak 2 ml steril PBS ile yıkandı. 

11. PBS pastör pipetiyle uzaklaştırıldıktan sonra hücrelerin kaldırılması için hücrelerin 

üzerine 2,5 ml tripsin-EDTA solüsyonu ilave edilerek etüvde 5-7 dk bekletildi. 
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12. Hücrelerin tutunduğu yüzeyden kalkmasının ardından süspansiyon halindeki hücre 

tripsin-EDTA solüsyonu 15 ml’lik falkon tüp içerisine alınarak üzerine tripsinin 

inhibisyonu için tripsin hacminin 2 katı kadar katkılı medyum eklendi. 

13. Tüpe alınan süspansiyon 125 x g’de 5-10 dk santrifüj edilerek tripsin-EDTA solüsyonu 

uzaklaştırıldı. Hücreler katkılı medyum ile süspanse edilerek 3 adet T25 flaska bölünerek 

pasajlandı ve T25 flasklar 37 oC’de %5 CO2 ortamında inkübe edildi. 

 

3.2.1.4. Hücrelerin Dondurulması ve Saklanması 

 

1. Çoğalan HEC1A hücreleri %80-90 doygunluğa ulaşınca hücrelerin üzerlerindeki medyum 

pipetle alınarak 2 ml steril PBS ile yıkandı. 

2. PBS pastör pipetiyle uzaklaştırıldıktan sonra hücrelerin kaldırılması için 2,5 ml tripsin-

EDTA solüsyonu ilave edilerek etüvde 5-7 dk bekletildi. 

3. Hücrelerin tutunduğu yüzeyden kalkmasının ardından süspansiyon halindeki hücre 

tripsin-EDTA süspansiyonu 15 ml’lik falkon tüp içerisine alınarak üzerine tripsinin 

inhibisyonu için tripsin hacminin en az 2 katı kadar katkılı medyum eklendi. 

4. Tüpe alınan süspansiyon 125 x g’de 5-10 dk santrifüj edilerek tripsin-EDTA solüsyonu 

uzaklaştırıldı.  

5. Elde edilen hücre pelleti 900 μl katkılı medyum ile sulandırılarak hücre sayımı yapıldı. 

6. Dondurma viallerinin içerisine 50 μl dimetilsülfoksit (DMSO) ve 950 μl katkılı medyum 

ile süspanse edilen HEC1A hücreleri eklendi. 

7. Vialler -80 oC’de derin dondurucuda gerektiğinde kullanılmak üzere saklandı. 

 

3.2.2. Deney Gruplarında Kullanılan İlaçların Doz Ayarlamaları 

 

3.2.2.1. Perifosinin Hazırlanması  

 

Perifosin DMSO içerisinde çözülerek 10 mM’lık bir stok hazırlandı ve -20 oC’de saklandı. 

Daha sonra 10 mM’lık stok katkılı McCoy's 5A hücre kültürü medyumu ile seyreltilerek 10 μM, 30 

μM ve 50 μM’lık konsantrasyonlarda perifosin solüsyonları hazırlandı. 

 

3.2.2.2. D Vitamininin Hazırlanması 

 

Kalsitriol %99,8’lik etil alkolle son konsantrasyonu 1 mM olacak şekilde çözdürülerek bir 

stok hazırlandı ve -20 oC’de saklandı. Daha sonra katkılı McCoy's 5A hücre kültürü medyumu ile 

seyreltilerek 50 nM ve 200 nM’lık konsantrasyonlarda D vitamini solüsyonları hazırlandı. 
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3.2.2.3. HEC1A Hücrelerine Perifosin, D Vitamini ve Her İkisinin Kombinasyonun 

Uygulanması 

 

Gerçek zamanlı hücre elektronik algılama sistemi (xCELLigence) ile hücre 

proliferasyonunun analizi için kullanılacak olan kontrol, perifosin, D vitamini ve perifosin+D 

vitamininin kombinasyon grupları Tablo 3.1’de verilmiştir. Bu deneyin sonucuna göre diğer 

analizler için kullanılacak dozlara karar verilmiştir. Çalışmamızda kontrol, perifosin, D vitamini 

ve perifosin+D vitamini kombinasyonları HEC1A hücreleri üzerine 48 ve 72 saat uygulanarak 

değerlendirildi.  

 

Tablo 3.1. Deney grupları ve kullanılan doz miktarları 

Gruplar  Kullanılan dozlar 
Kontrol  Sadece katkılı McCoy’s 5A hücre kültürü medyumu 
Perifosin 10 µM 
Perifosin 30 µM 
Perifosin 50 µM 
D vitamini 50 nM  
D vitamini 200 nM 
Perifosin+D vitamini  10 μM+50 nM 
Perifosin+D vitamini 10 μM+200 nM 
Perifosin+D vitamini 30 μM+50 nM 
Perifosin+D vitamini 30 μM+200 nM 
Perifosin+D vitamini 50 μM+50 nM 
Perifosin+D vitamini 50 μM+200 nM 

 

Ayrı flasklarda ekimi yapılan HEC1A hücrelerinin üzerine perifosin (10 μM, 30 μM, 50 

μM), D vitamini (50 nM ve 200 nM) ve perifosin+D vitamini kombinasyonları (10 μM+50 nM, 10 

μM+200 nM, 30 μM+50 nM, 30 μM+200 nM, 50 μM+50 nM, 50 μM+200 nM) eklendi. Her bir doz 

için hücreler 48 ve 72 saat inkübe edildi. xCELLigence ile hücre proliferasyon analizi sonrasında 

diğer analizlere 10 μM, 30 μM perifosin ve 50 nM, 200 nM D vitamini dozları ve bunların 

kombinasyonları ile devam edildi.  

 

3.2.3. xCELLigence ile Hücre Proliferasyon Eğrilerinin Belirlenmesi 

 

Bu çalışmada, xCELLigence ile HEC1A hücrelerinin normal proliferasyon eğrisi ve 

uygulanacak olan perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyonlarının HEC1A 

hücreleri üzerine anti-proliferatif etkileri çalışıldı. Proliferasyon çalışmasında altın elektrot kaplı 

E-plateler kullanıldı. Çalışmamızda xCELLigence analizi için n=4 tekrar yapıldı. Deney 

protokolümüz aşağıdaki gibidir. 
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1. Flask içerisindeki medyum uzaklaştırılarak hücreler 3 ml 1X DPBS ile 3 kez yıkandı. 

2. Son yıkamada kullanılan DPBS çekildikten sonra hücrelere 2 ml %0,05 tripsin-EDTA 

eklenerek 10 dk boyunca 37 ⁰C’de inkübe edildi. 

3. Tripsin inaktivasyonunu sağlamak için flaska 2 ml katkılı medyum eklendi ve flasktaki 

hücre süspansiyonu 15 ml’lik falkon tüpüne aktarıldı. 

4. Elde edilen hücre süspansiyonu 125 x g’de 5-10 dk santrifüj edilen tüpten süpernatant 

uzaklaştırılarak, pellet 1 ml katkılı medyum ile resüspanse edildi. 

5. 16 kuyulu E-plate’lerin her bir kuyusuna yaklaşık 2x105 hücre ekilmesi planlandığı için 

hücre süspansiyonu dilüsyon oranları hesaplandı. 

 

xCELLigence verilerinin gerçek zamanlı hücre analizi-çift plate (RTCA DP) programında 

işlenmesi ve hücre analiz grafiklerinin çıktısı aşağıdaki aşamalar takip edilerek yapıldı. 

 

1. RTCA programı başlatıldı. Program otomatik olarak RTCA kontrol ünitesine bağlı RTCA 

DP cihazını tanıyarak uygun kullanıcı arayüzünü başlattı.  

2. Expnote, Layout ve Schedule öğelerini içeren deney tasarısı sayfaları dolduruldu. 

Schedule için izlenen aşamalar: kör okuma aşaması, hücre izleme aşaması ve bileşik 

aktivitesi izleme aşaması şeklindedir. İstatistiksel analizlerde kullanılacak olan her bir 

uygulamada, 4 tekrar olacak şekilde kuyucukların kodlaması yapıldı. Totalde kontrol, 

perifosin (10 µM, 30 µM, 50 µM), D vitamini ( 50 nM, 200 nM) ve altı adet perifosin+D 

vitamini kombinasyon gruplarından oluşan 12 adet deney grubu ve her grup için 4 tekrar 

yapıldığından 48 adet kuyu kullanıldı. 

3. Tüm ayarlamalar yapıldıktan sonra E-plate’lerin her bir kuyusuna 100 µl katkılı medyum 

eklenerek plateler inkübatör içerisindeki enstrümanına yerleştirildi. Bu şekilde deney 

başlatılarak ilk okuma (kör okuma) alındı. 

4. Kör okuma tamamlandıktan sonra E-plate’ler inkübatörden çıkarılarak laminar akımlı 

kabine alındı. Kuyulara 90 µl hacimde 2x105 hücre içeren hücre süspansiyonu tüm 

kuyucuklara son hacim 190 µl olacak şekilde eklendi. 

5. İnkübatöre geri alınan E-plate’ler için hücre izleme aşaması başlatıldı ve 24 saat beklendi. 

6. İkinci aşamanın bekleme süresince, uygulanacak maddeler için gerekli konsantrasyonlar 

ependorf tüpler içerisinde hazırlanarak kodlarına uygun etiketlendi.  

7. Hücre izleme aşaması bitmeden 1 saat önce, kullanılacak tüplerin 37 ⁰C’ye gelmesi 

sağlandı. 24 saat sonunda bu aşama beklemeye alındı (pause). E-plate’ler inkübatörden 

alınarak laminer kabine aktarıldı. Plate’ler için önceden belirlenmiş kuyucuk kodlarına 
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göre uygun konsantrasyonlarda ilaç stoklarından 10 µl kullanılarak kuyucuklardaki son 

hacimler 200 µl’ye tamamlandı. 

8. E-plate’ler tekrar inkübatöre alınarak bileşik aktivitesi izleme aşaması başlatıldı. Bu 

aşama uygulanan bileşik ve hücre hattına bağlı olarak 48-72 saat arası sürdürülmektedir. 

Hücre sayısındaki değişiklikler, 96 saat boyunca her 15 dk’da bir inkübatör içindeki 

xCELLigence cihazı ile gözlemlendi. 

 

3.2.4. Kantitatif Gerçek Zamanlı PCR (RT-qPCR) Analizleri  

 

Perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyonu uygulamalarının HEC1A 

hücre hattında farklılaştıracağı gen ekspresyon düzeylerinin gösterilmesi için öncelikle 

örneklerden total RNA izolasyonu high pure RNA izolasyon kiti kullanılarak, firmanın öngördüğü 

protokol ile yapıldı. Bu şekilde nükleaz enzimlerinin inhibe edildiği ortamda total RNA’nın 

mümkün olan en saf haliyle DNA ve proteinlerden ayrılması amaçlandı. 

 

3.2.4.1. RNA İzolasyonu 

 

1. Hücreler 48 ve 72 saat inkübasyon süreleri dolduğunda tripsinize edilerek toplandı ve 

1x106 hücre/ml konsantrasyonunda olacak şekilde PBS ile resüspanse edildi.  

2. Üzerine 400 µl liziz/bağlama solüsyonu konularak vortekste karıştırıldı. Daha sonra spin 

attırılarak üzerine 500 µl etanol eklendi ve karışması sağlandı. Karışım filtreli toplama 

tüpüne alınarak 15587 x g’de 30 sn.ye santrifüj edildi. 

3. Filtre yeni bir toplama tüpüne aktarıldı, üzerine 500 μl yıkama solüsyonu eklendi ve 15 

sn 8000 x g’de santrifüj edildi. 

4. Filtre yeni bir toplama tüpüne aktarıldı. Her bir örneğe 90 µl DNase inkübasyon solüsyonu 

+ 10 µl DNase I eklendi. 15 dk 25 °C inkübasyona bırakıldı. 

5. Filtreli tüplerin içerisine 500 µl yıkama solüsyonu-I koyup 15 sn 8000 x g’de çevrildi. 

Toplama tüpleri boşaltıldı. Filtreli tüpler bu toplama tüplerine aktarıldı. 

6. Filtreli tüplerin içerisine 500 µl yıkama solüsyonu-II koyup 15 sn 8000 x g’de çevrildi. 

Toplama tüpleri boşaltıldı. Filtreli tüpler bu toplama tüplerine aktarıldı. 

7. Filtreli tüplerin içerisine 200 µl yıkama solüsyonu-II koyup 2 dk 15587 x g’de çevrildi. 

Toplama tüpleri atıldı. Filtreli tüpler kapaklı 1,5 ml’lik ependorf tüplere aktarıldı. 

8. Her örneğe 50-100 µl elution solüsyonu eklendi. 1 dk 8000 x g’de çevrildi.  

9. Elde edilen RNA’lar -80 °C’de saklandı. 
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3.2.4.2. Total RNA’dan cDNA Elde Edilmesi 

 

Elde edilen RNA’ları komplamenter DNA’ya çevirmek için transcriptor first strand cDNA 

kiti kullanıldı. cDNA sentezi 2 basamakta tamamlandı. Her bir örnek için ters transkriptaz 

(reverse transkriptase) reaksiyon karışımı Tablo 3.2’de belirtildiği gibi hazırlandı. 

 

1. Basamak: 

 

Her örnek için ayrı ayrı 0,2 ml’lik PCR tüpleri kullanıldı. Tablo 3.2’de belirtilen 1. mix 

hazırlandı. Bu karışım 65 °C’de 10 dk inkübasyona bırakıldı. İnkübasyondan sonra 2. basamağa 

geçildi.  

 

2. Basamak: 

 

Tablo 3.2’de belirtilen 2. mix hazırlandı. Hazırladığımız 2. mix inkübasyondan çıkan 1. 

mix’in üzerine aktarıldı. Daha sonra mix’in son hali Termal Cycler’da işleme sokuldu. cDNA 

örnekleri -20 °C’de muhafaza edildi. 

 

Tablo 3.2. cDNA sentezi reaksiyon karışımı 

İçerik  Hacim 

1. mix:  
Total RNA veya poly (A) mRNA 9 µl 
Random primer 2 µl 
Su, PCR grade 2 µl 
Total hacim 13 µl 
2. mix:  
Transcriptor Reverse Trascriptase Reaction Buffer 5x conc. 4 µl 
Protector Rnase Inhibitor 0,5 µl 
Deoxynukleotid Mix 2 µl 
Transcriptor Reverse Trascriptase enzim 0,5 µl 
Total hacim 7 µl 

 

3.2.4.3. Gerçek Zamanlı PCR (RT-PCR) Aşaması 

 

RT-PCR’da kullanılan karışım; 

 

- 4 µL distile su 

- 10 µL reaksiyon enzimi (Probe master mix) 

- 1 µL her bir primer için (P53, BCL2, BAX ve ACTB) 

-5 µL cDNA 
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RT-PCR protokolünün aşamaları;  

 

1. İnkübasyon aşaması; 95 oC’de 10 dk DNA polimerazın aktive olması için bekletildi. 

2. Amplifikasyon aşaması; 3 aşamada gerçekleştirildi, aşağıdaki döngü 45 defa tekrarlandı. 

 1. basamak; 95 oC’de 10 sn bekletilerek DNA’nın çift iplikli yapıdan tek iplikli yapıya 

geçmesi (denatürasyon) 

 2. basamak; 60 oC’de 30 sn bekletilerek çoğaltılması istenilen spesifik bölgeye uygun 

primerlerin bağlanması (annealing) 

 3. basamak; 72 oC’de 1 sn bekletilerek DNA zincirinin uzaması (elongation) sağlandı. 

3. Soğutma aşaması; 40 oC’de 30 sn bekletildi. 

 

RT-PCR çalışması için her bir örnek için önceden PCR tüplerine hazırlanmış olan 10 µL 

RNA’dan elde edilen cDNA’lar -20 °C’den çıkartılarak oda ısısına getirildi. RT-PCR çalışması için 

reaksiyonda kullanılacak olan karışım 1,5 ml’lik eppendof tüpleri içerisinde hazırlandı. Çalışma 

sonunda çıkan sonuçların amplifikasyon eğrileri gözlemlenerek kantitatif modda crossing point 

(Cp) değerleri belirlendi. Kontrole göre gen ekspresyon değişimleri 2-∆∆CT yöntemi kullanılarak 

hesaplandı. 

 

3.2.5. Akım Sitometrik Analiz 

 

Perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyonu uygulanmasının HEC1A 

hücrelerinde oluşturduğu apoptozu saptamak amacıyla propidium iodide (PI)’li allofikosiyanin 

(APC) anneksin V apoptoz belirleme kiti kullanıldı. APC Anneksin V ve PI boyaması ile canlı 

hücreler (Anneksin V-/PI-), erken apoptotik hücreler (Anneksin V+/PI-), geç apoptotik hücreler 

(Anneksin V+/PI+) ve nekrotik hücreler (Anneksin V-/PI+) ayırt edildi. 

 

3.2.5.1. APC Anneksin V-PI Boyama Protokolü 

 

1. T25 flasklara 2x106 hücre/ml ekim yapıldı. %10 FBS içeren medyumda inkübasyonları 

gerçekleştirildi.  

2. 24 saat sonra flasklara belirlenen konsantrasyonlarda perifosin, D vitamini ve her ikisinin 

kombinasyonu eklendi. 48 ve 72 saat inkübasyonları gerçekleştirildi. 

3.  Hücreler tripsinize edilerek tutundukları yüzeyden kalkmaları sağlandı ve hücre 

süspansiyonu 15’lik falkon tüplere aktarıldı.  
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4. Elde edilen hücre süspansiyonu 125 x g’de 5 dk santrifüj edildi. Süpernatan atıldı ve her 

bir pellet APC Anneksin V Apoptoz belirleme kiti içerisinde olan 1 ml 1X bağlanma 

tamponu ile süspanse edildi. Her bir tüpten 100’er μl ayrı bir tüpe aktarıldı. 

5. 5 μl APC Anneksin V boyama solüsyonu ve 5 μl PI boyama solüsyonu eklendi. 

6. 15’lik folkon tüpler karanlıkta 15 dk oda sıcaklığında bekletildi.  

7. Her bir tüpe 400’er μl 1X bağlanma tamponu ilave edildi. Akım sitometrisinde APC 

anneksin-V için FL1 paneli ve PI için FL2 panelinde okuma gerçekleştirildi.  

8. Analizler akım sitometri cihazında kadran istatistiği yapılarak canlı, erken apoptotik, geç 

apoptotik ve nekrotik hücreler % olarak belirlendi. 

9. HEC1A hücreleri FACSAria akım sitometri cihazında 1 saat içerisinde analiz edildi ve 

analizi için FACSDiva versiyon 1.2.1 software kullanıldı. 

 

3.2.6. Hücrelerin Elektron Mikroskobik Takibi  

 

Flasktan medyum uzaklaştırıldı ve üzerine 2,5 ml tripsin eklenerek 5 dk inkübatörde 

bekletildi. Hücreler tutunduğu yüzeyden kaldırıldıktan sonra 15 ml’lik falkon tüpüne aktarılarak 

santrifüj edildi. Daha sonra hücre hacminin 5 katı %2,5’luk gluteraldehit solüsyonu ile pellet 

resüspanse edildi. Hücre süspansiyonu eppendorf tüpe aktarıldı ve 10 dk oda ısısında bekletildi. 

Daha sonra maksimum 31514 x g’de 3-5 dk santrifüj edildi. Süpernatant atıldı ve pellet üzerine 1 

ml %2,5’luk gluteraldehit solüsyonu eklendi. 20 dk sonra pellet tüpten çıkarılarak 1 mm3’lük 

parçalara bölündü. Daha sonra PBS ile yıkanan pellet parçaları aşağıdaki takip protokolüne göre 

hazırlandı.  

 

1. %1’lik osmium tetraoksitte ikinci tespit 1 saat  

2. PBS ile yıkama 3 kez 5’er dk 

3. %50 etil alkolde 15 dk 

4. %60 etil alkolde 15 dk 

5. %70 etil alkolde 15 dk 

6. %80 etil alkolde 15 dk 

7. %90 etil alkolde 15 dk 

8. %96 etil alkolde 15 dk 

9. %96 etil alkolde 15 dk 

10. %96 etil alkolde 15 dk 

11. %96 etil alkolde 15 dk 

12. Propilen oksitte 15 dk 

13. Propilen oksitte 15 dk 
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14. Propilen oksit + epoksi rezinde 30 dk 

15. Propilen oksit + epoksi rezinde 30 dk 

16. Epoksi rezinde  16-24 saat 

 

Bu işlemlerden sonra hücre parçaları epoksi rezine gömülerek 60 °C’lik etüvde 18 saat 

süreyle polimerize edildi. Elde edilen bloklardan ultramikrotom ile 70 nm kalınlığında kesitler, 

300 gözenekli bakır gridlere alındı ve uranil asetat ve kurşun sitrat ile kontrastlandı. 

Kontrastlama işlemi için; 

 

1. Kesitler uranil asetatta 5 dk bekletildi. 

2. Distile su ile yıkandı. 

3. Kurşun sitratta 5 dk bekletildi.  

4. Distile su ile yıkandı.  

5. Kurutma kağıdı ile kurutuldu. 

 

3.3. İstatistiksel Analiz 

 

“Perifosin ve D vitamini Kombinasyonunun Endometriyum Kanseri Hücre Hattı (HEC1A) 

Üzerine Etkisi” başlıklı bu çalışmaya ait verilerin istatistiksel analizi Mersin Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Biyoistatistik ve Bilişim Anabilim Dalı’ndan danışmanlık alınarak yapıldı. İstatistiksel 

hesaplamalar STATISTICA version 13.3 yazılımı kullanılarak yapıldı. Tüm in vitro çalışmalar üç 

kopya halinde yapıldı ve özet istatistik olarak ortalama ve standart sapma değerleri verildi. Grup 

ve zaman etkileşimleri arasındaki istatistiksel farkları karşılaştırmak için çoklu karşılaştırma 

testleri olarak ANOVA testi kullanıldı. Gruplar arasındaki istatistiksel anlamlılık, post-hoc çoklu 

karşılaştırmalar için Tukey-HSD testi ile değerlendirildi. P<0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul 

edildi.
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4. BULGULAR 

 

4.1. xCELLigence ile Hücre Proliferasyon Analizi 

 

Perifosin (10 μM, 30 μM ve 50 μM), D vitamini (50 nM ve 200 nM) ve perifosin+D vitamini 

kombinasyonlarının (10 μM+50 nM, 10 μM+200 nM, 30 μM+50 nM, 30 μM+200 nM, 50 μM+50 

nM, 50 μM+200 nM) HEC1A hücre proliferasyonu üzerine doz ve zaman bağımlı etkisi 

xCELLigence ile analiz edildi. Hücre proliferasyonu, hücre indeks (cell index, CI) değerlerine göre 

bilgisayar bağlantılı sistemle eş zamanlı olarak 96 saat boyunca izlendi (Şekil 4.1).  

 

 

Şekil 4.1. 96 saat boyunca HEC1A hücre proliferasyonunun hücre indeks değerleri. 
 

Tüm zaman dilimlerinde McCoy’s 5A grubu ve diğer tüm gruplar arasındaki farklılık 

istatistiksel olarak anlamlıydı (tüm karşılaştırmalarda p<0,05), (Şekil 4.2, Şekil 4.3).  

24-36 saat zaman aralığında alınan ölçümlerde; 10 μM perifosin, 30 μM perifosin, 30 μM+50 nM, 

30 μM+200 nM ve 50 μM+50 nM kombinasyon gruplarında hücre proliferasyonu kontrol grubuna 

göre istatistiksel alarak anlamlı bir azalma gösterdi (tüm karşılaştırmalarda p<0,05), (Şekil 4.2).  

36-48, 48-72 ve 72-96 saat zaman aralıklarında; tüm perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini 

kombinasyon gruplarında hücre proliferasyonu kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı 

bir azalma gösterdi (tüm karşılaştırmalarda p<0,05), (Şekil 4.2, Şekil 4.3).  
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24-36 saat zaman aralığında; 10 μM perifosin grubu ile perifosin+D vitamini kombinasyon 

grupları karşılaştırıldığında hücre proliferasyonunun anlamlı bir farklılık göstermediği saptandı 

(tüm karşılaştırmalarda p>0,05), (Şekil 4.2). 30 μM perifosin grubunun hücre proliferasyonu ile 

karşılaştırıldığında 10 μM+50 nM ve 10 μM+200 nM kombinasyon gruplarındaki hücre 

proliferasyonunun anlamlı olarak arttığı görüldü (tüm karşılaştırmalarda p<0,05), (Şekil 4.2). 50 

μM perifosin grubunun hücre proliferasyonu ile karşılaştırıldığında 30 μM+50 nM ve 50 μM+50 

nM kombinasyon gruplarındaki hücre proliferasyonunun anlamlı olarak azaldığı görüldü (tüm 

karşılaştırmalarda p<0,05), (Şekil 4.2). 

36-48 saat zaman aralığında; 10 μM perifosin ve 30 μM perifosin grupları ile 

karşılaştırıldığında 10 μM+50 nM ve 10 μM+200 nM kombinasyon gruplarındaki hücre 

proliferasyonunun anlamlı olarak arttığı görüldü (tüm karşılaştırmalarda p<0,05), (Şekil 4.2). 50 

μM perifosin grubu ile karşılaştırıldığında 30 μM+50 nM, 30 μM+200 nM, 50 μM+50 nM ve 50 

μM+200 nM kombinasyon gruplarındaki hücre proliferasyonunun anlamlı olarak azaldığı 

görüldü (tüm karşılaştırmalarda p<0,05), (Şekil 4.2). 

48-72 ve 72-96 saat zaman aralıklarında; 10 μM perifosin, 30 μM perifosin ve 50 μM 

perifosin grupları ile tüm perifosin+D vitamini kombinasyon grupları karşılaştırıldığında hücre 

proliferasyonunun anlamlı bir farklılık göstermediği saptandı (tüm karşılaştırmalarda p>0,05), 

(Şekil 4.2).  
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Şekil 4.2. HEC1A hücrelerinde perifosin (10 μM, 30 μM, 50 μM) ve perifosin+D vitamini 
kombinasyonlarının (10 μM+50 nM, 10 μM+200 nM, 30 μM+50 nM, 30 μM+200 nM, 50 μM+50 
nM ve 50 μM+200 nM) hücre indeks değerlerinin zamana bağlı değişim grafiği. 
 

24-36 saat zaman aralığında; 50 nM ve 200 nM D vitamini grupları ile perifosin+D 

vitamini kombinasyon grupları karşılaştırıldığında hücre proliferasyonunun anlamlı bir farklılık 

göstermediği saptandı (tüm karşılaştırmalarda p>0,05), (Şekil 4.3). 

36-48, 48-72 ve 72-96 saat zaman aralıklarında; 50 nM ve 200 nM D vitamini grupları ile 

karşılaştırıldığında tüm perifosin+D vitamini kombinasyon gruplarındaki hücre 

proliferasyonunun anlamlı olarak azaldığı görüldü (tüm karşılaştırmalarda p<0,05), (Şekil 4.3). 
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Şekil 4.3. HEC1A hücrelerinde D vitamini (50 nM, 200 nM) ve perifosin+D vitamini 
kombinasyonlarının (10 μM+50 nM, 10 μM+200 nM, 30 μM+50 nM, 30 μM+200 nM, 50 μM+50 
nM ve 50 μM+200 nM) hücre indeks değerlerinin zamana bağlı değişim grafiği. 
 

4.2. BCL2, BAX ve P53 mRNA Ekspresyon Analizi 

 

Perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyonlarının HEC1A hücrelerine 

uygulanması sonrasında 48. ve 72. saatlerde RT-qPCR ile HEC1A hücrelerinin BCL2, BAX ve P53 

mRNA ekspresyon düzeyleri analiz edildi. 

 

4.2.1. BCL2 mRNA Ekspresyon Düzeyi 

 

48. saatte; kontrol grubu hücreleri ile perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini 

kombinasyonu uygulanmış hücreler karşılaştırıldığında, BCL2 mRNA ekspresyonunun anlamlı 

bir farklılık göstermediği saptandı (tüm karşılaştırmalarda p>0,05), (Tablo 4.1, Şekil 4.4). Ancak 

30 μM+200 nM (2,11±0,11) kombinasyon grubundaki BCL2 mRNA ekspresyon düzeyi 200 nM D 

vitamini (0,98±0,22) grubundakine göre anlamlı olarak artmıştı (p<0,05), (Tablo 4.1, Şekil 4.4).  
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72. saatte; kontrol grubu ile perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyonu 

uygulanmış hücreler karşılaştırıldığında, BCL2 mRNA ekspresyonunun anlamlı bir farklılık 

göstermediği saptandı (tüm karşılaştırmalarda p>0,05) (Tablo 4.1, Şekil 4.4). 10 μM perifosin 

(0,88±0,16), 30 μM perifosin (0,93±0,38), 10 μM+50 nM (0,88±0,19), 30 μM+50 nM (0,55±0,06) 

ve 30 μM+200 nM (0,93±0,06) kombinasyon gruplarında BCL2 mRNA ekspresyon düzeyi 50 nM 

D vitamini (2,01±0,07) grubundaki ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak azalmıştı (tüm 

karşılaştırmalarda p<0,05). 10 μM perifosin (0,88±0,16), 10 μM+50 nM (0,88±0,19) ve 30 μM+50 

nM (0,55±0,06) kombinasyon gruplarında BCL2 mRNA ekspresyon düzeyi 200 nM D vitamini 

(1,91±0,01) grubundaki ile karşılaştırıldığında anlamlı olarak azaldığı görüldü (tüm 

karşılaştırmalarda p<0,05), (Tablo 4.1, Şekil 4.4). 

 

Tablo 4.1. HEC1A hücrelerinde BCL2 mRNA ekspresyon düzeyleri. 

Gruplar (n=4) 48. saat 72. saat 

Kontrol 1,21±0,18 1,23±0,26 

10 μM 1,97±0,26 0,88±0,16a, b 

30 μM 1,72±0,31 0,93±0,38a 

50 nM 1,69±0,45 2,01±0,07 

200 nM 0,98±0,22 1,91±0,01 

10 μM+50 nM 1,25±0,40 0,88±0,19a, b 

10 μM+200 nM 1,39±0,57 1,24±0,40 

30 μM+50 nM 1,42±0,40 0,55±0,06a, b 

30 μM+200 nM 2,11±0,11b 0,93±0,06a 

Veriler ortalama±standart sapma olarak verilmiştir. P için anlamlı değer <0,05 olarak kabul 
edilmiştir. a50 nM D vitamini grubu ile karşılaştırıldığında p<0,05, b200 nM D vitamini grubu ile 
karşılaştırıldığında p<0,05. 
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Şekil 4.4. HEC1A hücrelerinde BCL2 mRNA ekspresyon düzeylerinin bar grafiği. 
 

4.2.2. BAX mRNA Ekspresyon Düzeyi 

 

48. saatte; perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyonu uygulanmış 

hücreler kontrol grubundaki hücrelerle karşılaştırıldığında, sadece 30 μM perifosin (3,73±1,0) 

grubunda BAX mRNA ekspresyon düzeyinin kontrol grubundakine (1,24±0,23) göre istatistiksel 

olarak anlamlı bir şekilde arttığı saptandı (tüm karşılaştırmalarda p<0,05), (Tablo 4.2, Şekil 4.5). 

30 μM+50 nM (0,19±0,08) ve 30 μM+200 nM (0,65±0,13) kombinasyon uygulanmış gruplarda 

BAX mRNA ekspresyon düzeyinin 10 μM perifosin (2,10±0,17), 30 μM perifosin (3,73±1,0) ve 50 

nM D vitamini (2,19±0,40) gruplarındakine göre anlamlı olarak azaldığı belirlendi (tüm 

karşılaştırmalarda p<0,05), (Tablo 4.2, Şekil 4.5). 

72. saatte; kontrol grubu hücreleri ile perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini 

kombinasyonu uygulanmış hücreler karşılaştırıldığında BAX mRNA ekspresyon düzeyinde 

istatistiksel olarak herhangi bir farklılık saptanmadı (tüm karşılaştırmalarda p>0,05) (Tablo 4.2, 

Şekil 4.5).  
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Şekil 4.5. HEC1A hücrelerinde BAX mRNA ekspresyon düzeylerinin bar grafiği. 
 

Tablo 4.2. HEC1A hücrelerinde BAX mRNA ekspresyon düzeyleri.    

Gruplar (n=4) 48. saat 72. saat 

Kontrol 1,24±0,23 1,05±0,04 

10 μM 2,10±0,17 1,27±0,26 

30 μM 3,73±1,0a 1,91±1,06 

50 nM 2,19±0,40 1,48±0,11 

200 nM 1,22±0,20 1,40±0,02 

10 μM+50 nM 1,99±0,19 0,99±0,02 

10 μM+200 nM 1,78±0,24 1,65±0,12 

30 μM+50 nM 0,19±0,08b, c, d 1,43±0,52 

30 μM+200 nM 0,65±0,13b, c, d 1,40±0,18 

Veriler ortalama±standart sapma olarak verilmiştir. P için anlamlı değer <0,05 olarak kabul 
edilmiştir. aKontrol grubu ile karşılaştırıldığında p<0,05, b10 μM perifosin grubu ile 
karşılaştırıldığında p<0,05, c30 μM perifosin grubu ile karşılaştırıldığında p<0,05, d50 nM D 
vitamini grubu ile karşılaştırıldığında p<0,05. 
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4.2.3. P53 mRNA Ekspresyon Düzeyi 

 

48. saatte; kontrol grubu (1,04±0,04) ile karşılaştırıldığında 10 μM perifosin (0,63±0,07), 

30 μM perifosin (0,75±0,04), 10 μM+50 nM (0,62±0,01), 10 μM+200 nM (0,52±0,01) ve 30 μM+50 

nM (0,72±0,03) kombinasyon gruplarında P53 mRNA ekspresyon düzeyinin istatistiksel olarak 

anlamlı bir şekilde azalırken, 30 μM+200 nM (1,51±0,11) kombinasyon grubunda P53 mRNA 

ekspresyon düzeyinin istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde arttığı saptandı (tüm 

karşılaştırmalarda p<0,05), (Tablo 4.3, Şekil 4.6). 10 μM perifosin (0,63±0,07) grubu ile 

karşılaştırıldığında 50 nM D vitamini (1,11±0,14), 200 nM D vitamini (1,12±0,05) ve 30 μM+200 

nM (1,51±0,11) kombinasyon gruplarında da P53 mRNA ekspresyon düzeylerinin anlamlı olarak 

arttığı belirlendi (tüm karşılaştırmalarda p<0,05), (Tablo 4.3, Şekil 4.6). 30 μM perifosin 

(0,75±0,04) grubu ile karşılaştırıldığında 10 μM+200 nM (0,52±0,01) kombinasyon grubunda 

P53 mRNA ekspresyon düzeylerinin anlamlı olarak azalırken, 50 nM D vitamini (1,11±0,14), 200 

nM D vitamini (1,12±0,05) ve 30 μM+200 nM (1,51±0,11) kombinasyon gruplarında P53 mRNA 

ekspresyon düzeyinin istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde arttığı saptandı (tüm 

karşılaştırmalarda p<0,05), (Tablo 4.3, Şekil 4.6). 50 nM D vitamini (1,11±0,14) ve 200 nM D 

vitamini (1,12±0,05) grupları ile karşılaştırıldığında 10 μM+50 nM (0,62±0,01), 10 μM+200 nM 

(0,52±0,01) ve 30 μM+50 nM (0,72±0,03) kombinasyon gruplarında P53 mRNA ekspresyon 

düzeyinin anlamlı olarak azaldığı, 30 μM+200 nM (1,51±0,11) kombinasyon grubunda ise anlamlı 

olarak arttığı belirlendi (tüm karşılaştırmalarda p<0,05), (Tablo 4.3, Şekil 4.6).  

72. saatte; kontrol grubu (1,01±0,01) ile karşılaştırıldığında 10 μM perifosin (0,68±0,09), 

30 μM perifosin (0,70±0,04), 10 μM+50 nM (0,60±0,04), 30 μM+50 nM (0,60±0,05) ve 30 μM+200 

nM (0,79±0,02) kombinasyon gruplarında P53 mRNA ekspresyon düzeyinin istatistiksel olarak 

anlamlı bir şekilde azaldığı saptandı (tüm karşılaştırmalarda p<0,05), (Tablo 4.3, Şekil 4.6). 10 

μM perifosin (0,68±0,09) ve 30 μM perifosin (0,70±0,04) grupları ile karşılaştırıldığında 50 nM D 

vitamini (1,08±0,05), 200 nM D vitamini (1,04±0,00) ve10 μM+200 nM (1,16±0,14) kombinasyon 

gruplarında P53 mRNA ekspresyon düzeyinin istatistiksel olarak arttığı belirlendi (tüm 

karşılaştırmalarda p<0,05), (Tablo 4.3, Şekil 4.6). 50 nM D vitamini (1,08±0,05) ve 200 nM D 

vitamini (1,04±0,00) grupları ile karşılaştırıldığında 10 μM+50 nM (0,60±0,04), 30 μM+50 nM 

(0,60±0,05) ve 30 μM+200 nM (0,79±0,02) kombinasyon gruplarında P53 mRNA ekspresyon 

düzeyinin anlamlı olarak azaldığı görüldü (tüm karşılaştırmalarda p<0,05) (Tablo 4.3, Şekil 4.6).  
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Tablo 4.3. HEC1A hücrelerinde P53 mRNA ekspresyon düzeyleri. 

Gruplar (n=4) 48. saat 72. saat 

Kontrol 1,04±0,04 1,01±0,01 

10 μM 0,63±0,07a 0,68±0,09a 

30 μM 0,75±0,04a 0,70±0,04a 

50 nM 1,11±0,14b, c 1,08±0,05b, c 

200 nM 1,12±0,05b, c 1,04±0,00b, c 

10 μM+50 nM 0,62±0,01a, d, e 0,60±0,04a, d, e 

10 μM+200 nM 0,52±0,01a, c, d, e 1,16±0,14b, c 

30 μM+50 nM 0,72±0,03a, d, e 0,60±0,05a, d, e 

30 μM+200 nM 1,51±0,11a, b, c, d, e 0,79±0,02a, d, e 

Veriler ortalama±standart sapma olarak verilmiştir. P için anlamlı değer <0,05 olarak kabul 
edilmiştir. aKontrol grubu ile karşılaştırıldığında p<0,05 , b10 μM perifosin grubu ile 
karşılaştırıldığında p<0,05, c30 μM perifosin grubu ile karşılaştırıldığında p<0,05, d50 nM D 
vitamini grubu ile karşılaştırıldığında p<0,05, e200 nM D vitamini grubu ile karşılaştırıldığında 
p<0,05. 
 

 

Şekil 4.6. HEC1A hücrelerinde P53 mRNA ekspresyon düzeylerinin bar grafiği. 
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4.3. Akım Sitometri ile Apoptoz Analiz Sonuçları  

 

Perifosin (10 μM ve 30 μM), D vitamini (50 nM ve 200 nM) ve perifosin+D vitamini 

kombinasyonlarının (10 μM+50 nM, 10 μM+200 nM, 30 μM+50 nM  ve 30 μM+200 nM) HEC1A 

hücrelerine uygulanmasından 48 ve 72 saat sonra, hücrelerin canlılık, erken apoptoz, geç apoptoz 

ve nekroz oranları akım sitometri ile değerlendirildi (Şekil 4.7 ve 4.9). 

48. saatte ortalama canlı hücre yüzdesi; tüm perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini 

kombinasyonu uygulanmış gruplarda kontrol grubundakine göre istatistiksel olarak anlamlı bir 

şekilde azalmıştı (tüm karşılaştırmalarda p<0,05), (Tablo 4.4, Şekil 4.7 ve 4.8). Perifosin, D 

vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyon grupları birbirleriyle karşılaştırıldığında, sadece 

10 μM+200 nM (%73,47±%5,57) kombinasyon grubunun ortalama canlı hücre yüzdesinin 10 μM 

perifosin (%65,95±%3,17) grubundakine göre anlamlı olarak arttığı görüldü (p<0,05), (Tablo 4.4, 

Şekil 4.7 ve 4.8). 

48. saatte ortalama erken apoptotik hücre yüzdesi; tüm perifosin, D vitamini ve 

perifosin+D vitamini kombinasyonu uygulanmış gruplarda kontrol grubundakine göre anlamlı 

olarak artmıştı (tüm karşılaştırmalarda p<0,05), (Tablo 4.4, Şekil 4.7 ve 4.8).  

48. saatte ortalama geç apoptotik hücre yüzdesi; 10 μM perifosin (%8,30±%2,27) ve 10 

μM+50 nM (%8,32±%1,90) kombinasyon uygulanmış gruplarda kontrol grubundakine 

(%1,32±%0,79) göre anlamlı olarak artmıştı (tüm karşılaştırmalarda p<0,05), (Tablo 4.4, Şekil 

4.7 ve 4.8).  

48. saatte ortalama nekrotik hücre yüzdesi; 10 μM perifosin (%3,20±%0,40), 30 μM 

perifosin (%5,05±%2,67), 10 μM+50 nM (%3,97±%0,37), 30 μM+200 nM (%4,17±%1,49) 

kombinasyon uygulanmış gruplarda kontrol grubundakine (%0,32±%0,38) göre istatistiksel 

olarak anlamlı bir şekilde artmıştı (tüm karşılaştırmalarda p<0,05), (Tablo 4.4, Şekil 4.7 ve 4.8). 

Perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyon grupları birbirleriyle 

karşılaştırıldığında; 50 nM D vitamini (1,47±0,37), 200 nM D vitamini (2,12±0,39) ve 10 μM+200 

nM (1,42±0,35) kombinasyon gruplarında ortalama nekrotik hücre yüzdesi, 30 μM (5,05±2,67) 

perifosin grubundakine göre istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azalmıştı (tüm 

karşılaştırmalarda p<0,05), (Tablo 4.4, Şekil 4.7 ve 4.8). 
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Şekil 4.7. Akım sitometrik analiz ile HEC1A hücrelerinde 48. saatteki canlı (Q3), erken apoptotik 
(Q4), geç apoptotik (Q2) ve nekrotik (Q1) hücrelerin kadran istatistiği grafiği. 
 

Tablo 4.4. HEC1A hücrelerinde 48. saatteki canlı, erken apoptotik, geç apoptotik ve nekrotik 
hücre ortalamaları. 

Gruplar (n=4) Canlı hücreler 
Erken apoptotik 
hücreler 

Geç apoptotik 
hücreler 

Nekrotik 
hücreler 

Kontrol 96,97±1,63 1,37±1,42 1,32±0,79 0,32±0,38 
10 μM 65,95±3,17a 22,52±1,02a 8,30±2,27a 3,20±0,40a 
30 μM 61,75±9,07a 26,47±4,16a 6,72±2,35 5,05±2,67a 
50 nM 70,35±2,19a 23,25±1,12a 4,92±1,13 1,47±0,37c 
200 nM 67,02±2,58a 24,00±1,11a 6,87±1,75 2,12±0,39c 
10 μM+50 nM 64,57±3,51a 23,12±1,82a 8,32±1,90a 3,97±0,37a 
10 μM+200 nM 73,47±5,57a, b 22,80±4,43a 2,32±0,98 1,42±0,35c 
30 μM+50 nM 67,25±1,97a 23,62±0,62a 6,55±1,63 2,57±0,42 
30 μM+200 nM 66,02±1,46a 23,52±0,89a 6,30±2,13 4,17±1,49a 

Veriler ortalama±standart sapma olarak verilmiştir. P için anlamlı değer <0,05 olarak kabul 
edilmiştir. aKontrol grubu ile karşılaştırıldığında p<0,05, b10 μM perifosin grubu ile 
karşılaştırıldığında p<0,05, c30 μM perifosin grubu ile karşılaştırıldığında p<0,05. 
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Şekil 4.8. Akım sitometrik analiz ile HEC1A hücrelerinde 48. saatteki canlı, erken apoptotik, geç 
apoptotik ve nekrotik hücre ortalamalarının bar grafiği. Perifosin (10 μM, 30 μM), D vitamini (50 
nM, 200 nM) ve her ikisinin kombinasyonları (10 μM+50 nM, 10 μM+200 nM, 30 μM+50 nM ve 
30 μM+200 nM) ile inkübe edilen HEC1A hücrelerinin APC Anneksin V/PI boyanma analizi.  
 

72. saatte ortalama canlı hücre yüzdesi; tüm perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini 

kombinasyonu uygulanmış gruplarda kontrol grubundakine göre istatistiksel olarak anlamlı bir 

şekilde azalmıştı (tüm karşılaştırmalarda p<0,05), (Tablo 4.5, Şekil 4.9 ve 4.10). Perifosin, D 

vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyon grupları birbirleriyle karşılaştırıldığında; 10 

μM+50 nM (%39,10±%1,58) kombinasyon grubunda ortalama canlı hücre yüzdesi 10 μM 

perifosin (%55,35±%3,96), 30 μM perifosin (%54,25±%10,53), 50 nM D vitamini 

(%54,82±%10,67) gruplarındakine göre istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azalmıştı (tüm 

karşılaştırmalarda p<0,05), (Tablo 4.5, Şekil 4.9 ve 4.10). 

72. saatte ortalama erken apoptotik hücre yüzdesi; tüm perifosin, D vitamini ve 

perifosin+D vitamini kombinasyonu uygulanmış gruplarda kontrol grubundakine göre 

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artmıştı (tüm karşılaştırmalarda p<0,05), (Tablo 4.5, Şekil 

4.9 ve 4.10). Perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyon grupları birbirleriyle 

karşılaştırıldığında; 10 μM+50 nM (%51,12±%3,43) kombinasyon grubunda ortalama erken 

apoptotik hücre yüzdesi 10 μM perifosin (%36,45±%3,23), 30 μM perifosin (%37,40±%8,89) 

gruplarındakine göre anlamlı olarak artmıştı (tüm karşılaştırmalarda p<0,05). 10 μM+50 nM 

(%51,12±%3,43), 10 μM+200 nM (%44,87±%4,60), 30 μM+50 nM  (%37,40±%2,46) ve 30 

μM+200 nM (%44,27±%4,97) kombinasyon gruplarının ortalama erken apoptotik hücre yüzdesi 
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50 nM D vitamini (%26,26±%4,78) grubundakine göre istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 

artmıştı (tüm karşılaştırmalarda p<0,05). 10 μM+50 nM (%51,12±%3,43), 10 μM+200 nM 

(%44,87±%4,60) ve 30 μM+200 nM (%44,27±%4,97) kombinasyon gruplarında ortalama erken 

apoptotik hücre yüzdesi 200 nM D vitamini (%34,77±%2,57) grubundakine göre istatistiksel 

olarak anlamlı bir şekilde artmıştı (tüm karşılaştırmalarda p<0,05), (Tablo 4.5, Şekil 4.9 ve 4.10). 

72. saatte ortalama geç apoptotik hücre yüzdesi; 50 nM D vitamini (%17,02±%7,35) ve 

200 nM D vitamini (%15,72±%1,47) uygulanmış gruplarda kontrol grubundakine 

(%2,72±%1,33) göre istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artmıştı (tüm karşılaştırmalarda 

p<0,05), (Tablo 4.5, Şekil 4.9 ve 4.10). Perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyon 

grupları birbirleriyle karşılaştırıldığında; 30 μM+200 nM (%4,77±%2,72) kombinasyon 

grubunda ortalama geç apoptotik hücre yüzdesi 50 nM D vitamini (%17,02±%7,35) ve 200 nM D 

vitamini (%15,72±%1,47) gruplarındakine göre anlamlı olarak azalmıştı (tüm karşılaştırmalarda 

p<0,05), (Tablo 4.5, Şekil 4.9 ve 4.10). 

72. saatte ortalama nekrotik hücre yüzdesi; 30 μM+200 nM (%3,92±%3,01) kombinasyon 

grubunda kontrol grubu (%0,97±%0,44), 30 μM perifosin (%1,05±%0,23), 200 nM D vitamini 

(%1,10±%0,21) gruplarındakine göre istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artmıştı (tüm 

karşılaştırmalarda p<0,05) (Tablo 4.5, Şekil 4.9 ve 4.10). 
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Şekil 4.9. Akım sitometrik analiz ile HEC1A hücrelerinde 72. saatteki canlı (Q3), erken apoptotik 
(Q4), geç apoptotik (Q2) ve nekrotik (Q1) hücrelerin kadran istatistiği grafiği.  
 
Tablo 4.5. HEC1A hücrelerinde 72. saatteki canlı, erken apoptotik, geç apoptotik ve nekrotik 
hücre ortalamaları. 

Gruplar (n=4) Canlı hücreler 
Erken apoptotik 
hücreler 

Geç apoptotik 
hücreler 

Nekrotik 
hücreler 

Kontrol 80,17±2,86 16,12±2,67 2,72±1,33 0,97±0,44 
10 μM 55,35±3,96a 36,45±3,23a 7,00±1,16 1,25±0,17 
30 μM 54,25±10,53a 37,40±8,89a 7,32±2,56 1,05±0,23 
50 nM 54,82±10,67a 26,26±4,78a 17,02±7,35a 1,80±0,52 
200 nM 48,37±3,66a 34,77±2,57a 15,72±1,47a 1,10±0,21 
10 μM+50 nM 39,10±1,58a, b, c, d 51,12±3,43a, b, c, d, e 8,70±2,55 1,02±0,15 
10 μM+200 nM 45,35±4,25a 44,87±4,60a, d, e 8,30±3,37 1,52±0,68 
30 μM+50 nM 52,45±1,91a 37,40±2,46a, d 8,12±0,67 2,02±0,30 
30 μM+200 nM 47,05±3,29a 44,27±4,97a, d, e 4,77±2,72d, e 3,92±3,01a, c, e 

Veriler ortalama±standart sapma olarak verilmiştir. P için anlamlı değer <0,05 olarak kabul 
edilmiştir. aKontrol grubu ile karşılaştırıldığında p<0,05, b10 μM perifosin grubu ile 
karşılaştırıldığında p<0,05, c30 μM perifosin grubu ile karşılaştırıldığında p<0,05, d50 nM D 
vitamini grubu ile karşılaştırıldığında p<0,05, e200 nM D vitamini grubu ile karşılaştırıldığında 
p<0,05. 
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Şekil 4.10. Akım sitometrik analiz ile HEC1A hücrelerinde 72. saatteki canlı, erken apoptotik, geç 
apoptotik ve nekrotik hücre ortalamalarının bar grafiği. Perifosin (10 μM, 30 μM), D vitamini (50 
nM, 200 nM) ve her ikisinin kombinasyonları (10 μM+50 nM, 10 μM+200 nM, 30 μM+50 nM ve 
30 μM+200 nM) ile inkübe edilen HEC1A hücrelerinin APC Anneksin V/PI boyanma analizi.  
 

4.4. Elektron Mikroskobik İncelemeler 

 

Kontrol grubu HEC1A hücrelerinde, hücre membranının, sitoplazmik organellerin ve 

nükleusun normal ultrastrüktürel yapıda olduğu görüldü (Şekil 4.11). 

 

 

Şekil 4.11. Kontrol grubu HEC1A hücrelerinin normal ultrastrüktürel görüntüsü. Nükleus 
(asteriskler), mitokondriyonlar (kalın oklar), ER sisternaları (ince oklar), mikrovilluslar (beyaz 
ok başları). (A) X10000, (B) X20000. (uranil asetat-kurşun sitrat). 
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10 μM ve 30 μM perifosin uygulanan HEC1A hücrelerinde, farklı büyüklüklerde otofajik 

vakuoller ve boş vakuoller, genişlemiş ER sisternaları ve dejenere olmuş mitokondriyonlar ile 

karakterize otofajik hücre ölümü bulguları gözlendi (Şekil 4.12).  

 

 

Şekil 4.12. Perifosin gruplarında HEC1A hücrelerinin ultrastrüktürel görüntüsü. A, B) Farklı 
büyüklüklerde otofajik vakuoller, genişlemiş ER sisternaları ve dejenere olmuş mitokondriyonlar 
ile karakterize otofajik hücreler. Nükleus (asteriskler), dejenere olmuş mitokondriyonlar (kalın 
oklar), genişlemiş ER sisternaları (siyah oklar), otofajik vakuoller (siyah ok başları), boş vakuoller 
(beyaz oklar), mikrovilluslar (beyaz ok başları). (A) X10000, (B) X20000 (uranil asetat-kurşun 
sitrat). 
 

50 nM ve 200 nM D vitamini uygulanan HEC1A hücrelerinde, genişlemiş ve füzyona 

uğramış ER sisternaları, dejenere olmuş mitokondriyonlar, perinükleer alanda genişlemeler ile 

karakterize paraptozis benzeri hücre ölümü bulguları saptandı (Şekil 4.13A ve B). Bu gruplarda 

ayrıca kromatin marjinasyonu ve plazma membranında blebler ile karakterize apoptotik hücreler 

ve bunların arasında fragmante nükleer materyal içeren hücre parçacıkları da görüldü (Şekil 

4.13C ve 4.13D). 
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Şekil 4.13. D vitamini gruplarında HEC1A hücrelerinin ultrastrüktürel görüntüsü. A, B) 
Sitoplazmik vakuolizasyon, mitokondriyonlarda ve ER sisternalarında şişme ile karakterize 
paraptotik hücreler. C, D) Kromatin marjinasyonu ve plazma membranında blebler ile karakterize 
apoptotik hücreler. Nükleus (asteriskler), dejenere olmuş mitokondriyonlar (kalın oklar), 
genişlemiş ER sisternaları (siyah oklar), boş vakuoller (beyaz oklar), mikrovilluslar (beyaz ok 
başları), plazma membranında bleb (siyah ok başı). (A, C) X10000, (B, D) X20000 (uranil asetat-
kurşun sitrat). 
 

Perifosin+D vitamini kombinasyonunun uygulandığı gruplarda, çok sayıda apoptotik ve 

nekrotik hücre görülürken bu hücreler arasında dejenere olmuş hücre parçacıklarının da çok 

sayıda olduğu saptandı (Şekil 4.14). Bazı hücrelerde ER sisternalarının genişlediği, 

mitokondriyonların dejenere olduğu saptanırken, bazı hücrelerde de bunlara ek olarak farklı 

büyüklüklerde otofajik vakuollerin olduğu görüldü (Şekil 4.15).  
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Şekil 4.14. Perifosin+D vitamini kombinasyon gruplarında HEC1A hücrelerinin ultrastrüktürel 
görüntüsü. A, B) Apoptotik ve nekrotik hücreler arasında dejenere olmuş hücre parçacıkları. C) 
Apoptotik hücre. D) Nekrotik hücre. Nükleus (siyah asteriskler), dejenere olmuş hücre 
parçacıkları (beyaz asteriskler), dejenere olmuş mitokondriyonlar (kalın oklar), genişlemiş ER 
sisternaları (siyah oklar), boş vakuoller (beyaz oklar), plazma membranında blebler (siyah ok 
başları), dejenere olmuş plazma membranı (beyaz ok başı). (A, B) X6000, (C, D) X10000 (uranil 
asetat-kurşun sitrat). 
 

 

Şekil 4.15. Perifosin+D vitamini kombinasyon gruplarında HEC1A hücrelerinin ultrastrüktürel 
görüntüsü. A) Paraptotik hücre. B) Otofajik hücre. Nükleus (asterisk), dejenere olmuş 
mitokondriyonlar (kalın oklar), genişlemiş ER sisternaları (siyah oklar), otofajik vakuol (siyah ok 
başı), boş vakuoller (beyaz oklar), mikrovilluslar (beyaz ok başları). (A) X10000, (B) X20000 
(uranil asetat-kurşun sitrat). 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

Endometriyum kanseri kadınlarda görülen kanserlerin %4-6’sını oluşturmaktadır [168]. 

İlerlemiş veya tekrarlayan endometriyum kanseri tedavisi hala önemli bir problem olmaya 

devam etmektedir, bu nedenle tedaviye yönelik yapılan birçok çalışmada farklı ilaçların tedavi 

edici etkileri araştırılmaktadır. Farklı kanser tiplerinde perifosin ve D vitamini kullanımının 

tedavi edici etkinliği gösterilse de, bu ilaçların yüksek dozlarda kullanımına bağlı olarak çeşitli 

yan etkilerin ortaya çıkması her iki ilacın klinik kullanımlarını sınırlayabilmektedir. Bu nedenle, 

araştırmacılar her iki ilacın düşük dozlarda kullanılabileceği kombinasyon alternatiflerinin, 

tedavinin etkinliğini arttırabileceğini ve doza bağlı yan etkileri sınırlandırabileceğini ileri 

sürmüşlerdir [169]. Yapılan çalışmalarda perifosin ve D vitamininin farklı kanser hücreleri 

üzerinde anti-proliferatif etkiler gösterdiği ortaya konulmuştur, ancak her iki ilacın birlikte 

kullanımının endometriyum kanseri üzerindeki etkileri bilinmemektedir [14, 25, 94, 170]. Bu 

nedenle, bu çalışmada perifosin, D vitamini (kalsitriol) ve perifosin+D vitamini 

kombinasyonunun uygulanacağı endometriyum kanseri hücre hattındaki (HEC1A) olası anti-

proliferatif ve apoptotik değişikliklerin incelenmesi amaçlandı.  

Perifosin, anti-kanser aktivitesi gösteren bir APL’dir [25]. Diğer APL’ler gibi perifosinin 

hücre membranı sentezi ve fonksiyonunu değiştirerek büyümeyi durdurduğu ve apoptozu 

uyardığı bildirilmiştir [27]. Perifosinin anti-kanser aktivitesinin, JNK aktivasyonunu indüklemesi, 

AKT ve MAPK aktivasyonunu inhibe etmesi gibi mekanizmalar ile ilişkilendirilmesine rağmen 

tam olarak hangi mekanizma ile anti-kanser etki gösterdiği açıklanamamıştır [24, 108, 171]. Son 

yıllarda yapılan çalışmalarda, perifosinin AKT fosforilasyonunu azaltarak, AKT aktivitesinde 

inhibisyona neden olduğu ve AKT'nin plazma membranına translokasyonunu azalttığı 

gösterilirken, buna bağlı olarak da perifosinin AKT inhibisyonu ile anti-kanser aktivite gösterdiği 

raporlanmıştır [24, 25, 171]. AKT hücre büyümesi, hücre siklusunun ilerlemesi, hücre göçü, 

epitelyal-mezenkimal geçiş ve anjiyogenez gibi kanserle ilişkili hücresel süreçlerin 

düzenlenmesinde anahtar rol oynamaktadır [94]. Bu nedenle, günümüzde AKT inhibitörleri 

kanser tedavisi için umut verici bir ilaç haline gelmiştir. Farklı kanser tiplerinde yapılan 

çalışmalarda, 1-50 μM doz aralığında perifosinin anti-kanser aktivitesi olduğu gösterilmiştir [25, 

94]. Elrod ve ark.’nın yapmış olduğu bir çalışmada, perifosinin (8-15 μmol/L) AKT'yi inhibe 

ederek NSCLC hücrelerinin büyümesini inhibe ettiği gösterilmiştir [25]. Başka bir çalışmada ise 

perifosinin (5 μM) insan prostat adenokarsinom hücrelerinde (PC-3), AKT fosforilasyonunu 

inhibe ederken AKT seviyelerini de düşürerek anti-proliferatif etki gösterdiği ortaya 

konulmuştur [24]. Engel ve ark., Ishikawa (1.25 μM ve 7 μM) ve HEC1A (6 μM ve 25 μM) 

hücrelerinde, perifosinin AKT yolağını bloke ederek hücre proliferasyonunu inhibe ettiğini 

raporlamışlardır [29]. Block ve ark.’nın yapmış olduğu çalışmada ise, Ishikawa ve HEC1A 



Meryem İlkay KARAGÜL, Doktora Tezi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Mersin Üniversitesi, 2019 
 

54 
 

hücrelerinde perifosinin (10 µM ve 50 µM) doza bağlı anti-proliferatif etki gösterdiği bildirilmiştir 

[121]. Bu çalışmada, HEC1A hücrelerinin 10 μM, 30 μM ve 50 μM perifosin uygulamalarına verdiği 

sitotoksisite yanıtı, xCELLigence ile 96 saat boyunca proliferasyon eğrilerinin zamana bağlı 

grafiğinde değerlendirildi. 24-36 saatler arasında 10 μM ve 30 μM perifosin gruplarında kontrole 

göre hücre proliferasyonunda anlamlı bir azalma gözlendi. 36-48, 48-72 ve 72-96 saatler arasında 

tüm perifosin gruplarında (10 μM, 30 μM, 50 μM) kontrol grubuna göre hücre proliferasyonunun 

azaldığı saptandı. Çalışmalarla uyumlu olarak bu çalışmada, perifosinin HEC1A hücrelerinde doz 

ve zamana bağlı olarak anti-proliferatif aktivitesinin arttığı görüldü. Bu etkinin AKT 

fosforilasyonundaki inhibisyon artışı ve buna bağlı olarak da artmış AKT yolağı inhibisyonuyla 

ilişkili olabileceği düşünüldü. Ancak yapılacak yeni çalışmalarla, perifosin dozu ve kullanım 

süresine bağlı olarak endometriyum kanser hücrelerinde AKT yolağı inhibisyonu ve anti-

proliferatif etki arasındaki ilişkinin ortaya konulması gerekmektedir. 

Kalsitriol, D vitamininin hormonal aktif formu olup in vivo ve in vitro anti-kanser 

etkinliğine sahiptir [13]. Farklı kanser tiplerinde yapılan çalışmalarda, 1-400 nM doz aralığında 

D vitamininin hücre siklusu arrestinin uyarılması, apoptozun ve diferansiyasyonun indüksiyonu, 

proliferasyonun ve anjiyogenezin inhibe edilmesi, kanser hücrelerinin invazyon ve göç etme 

potansiyelinin inhibisyonu gibi farklı anti-kanser etkinliklerinin olduğu bildirilmiştir [14, 170]. 

Yapılan çalışmalarda, D vitamininin endometriyum, akciğer, baş ve boyun, prostat ve meme 

kanseri hücre hatlarında anti-proliferatif etkilere sahip olduğu gözlenmiştir [172-176]. D 

vitamini tedavisinin endometriyum kanseri hücreleri üzerine etkilerini araştıran bir çalışmada, 

D vitamininin (10 nmol/L, 1,25-dihidroksikolekalsiferol) bu hücrelerde 25-

hidroksikolekalsiferol 24-hidroksilaz aktivitesinde artışa neden olmasına rağmen hücre 

proliferasyonu üzerinde herhangi bir etkisinin olmadığı gösterilmiştir [177]. Bu çalışmanın 

aksine sonraki çalışmalarda, farklı endometriyum kanseri hücre hatlarında D vitamininin anti-

proliferatif etki gösterdiği raporlanmıştır. Saunders ve ark., D vitamini (10 nM, 50 nM, 80 nM 

kalsitriol) tedavisinin endometriyum kanseri (RL95-2) hücrelerinin büyümesi üzerinde inhibitör 

etkisi olduğunu göstermişlerdir [178]. Yabushita ve ark. ise VDR eksprese eden endometriyum 

kanseri (RL95-2) hücrelerinin büyümesinin D vitamini (50 nM) tedavisi ile doza bağlı bir şekilde 

önlendiğini göstermişlerdir [172]. Bu çalışmada, HEC1A hücrelerinin 50 nM ve 200 nM D vitamini 

uygulamalarına verdiği sitotoksisite yanıtının, 96 saat boyunca proliferasyon eğrilerinin zamana 

bağlı grafiği değerlendirildiğinde; 24-36 saatler arasında D vitamini gruplarında kontrole göre 

hücre proliferasyonunda herhangi bir fark gözlenmedi. 36-48, 48-72 ve 72-96 saatler arasında 

tüm D vitamini gruplarında (50 nM ve 200 nM) kontrol grubuna göre hücre proliferasyonunun 

azaldığı saptandı. Önceki çalışmalarla uyumlu olarak bu çalışmada elde edilen sonuçlar, D 

vitamininin HEC1A hücrelerinde anti-proliferatif aktivite gösterdiğini ortaya koymuştur. İnsan 

meme kanseri (MCF-7) hücrelerinde yapılan çalışmalarda, D vitamininin (100 nM) hücre siklusu 
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mekanizmasında rol oynayan CDK’ların aktivitesini baskılayarak veya kinaz inhibitörlerini (p21, 

p27) indükleyerek anti-proliferatif etki gösterdiği bildirilmiştir [179, 180]. İnsan retinoblastoma 

hücrelerinde yapılan başka bir çalışmada ise, D vitamininin P53 ve p21 ekspresyonunu arttırarak 

hücre proliferasyonunu azalttığı raporlanmıştır [181]. Bu nedenle, D vitamininin endometriyum 

kanseri hücreleri üzerindeki anti-proliferatif etkisinin hücre siklusu mekanizmasında rol alan 

CDK ve/veya kinaz inhibitörleri aracılığıyla ortaya çıkabileceği düşünülmüştür. Ancak, bu etkinin 

tam olarak hangi mekanizma üzerinden gerçekleştiğini gösteren yeni moleküler çalışmalara 

ihtiyaç duyulmaktadır. 

D vitamininin birçok kanser tipinde anti-kanser özelliklere sahip olduğu ancak terapötik 

olarak etkili dozlarda kalsiyum mobilizasyonu ile ilişkili toksisitelere sahip olduğu gösterilmiştir 

[182]. Bu nedenle hiperkalsemik yan etkisi daha az olan D vitamini analoglarının oluşturulması 

ve D vitamini dozunun azaltılabildiği farklı ilaç kombinasyon uygulamaları ile D vitamininin 

yüksek doz toksisitesinin ortaya çıkmasına engel olan yeni tedavi alternatifleri geliştirilmektedir 

[183]. Yapılan çalışmalarda, D vitamini ve analoglarının taksanlar ve platin analogları gibi farklı 

kemoterapötik ilaçlarla kombine edildiklerinde anti-kanser etkilerinin arttığı bildirilmiştir [16, 

184, 185]. Axanova ve ark. prostat kanseri hücrelerinde yaptıkları çalışmada, AKT inhibitörleri 

(API-2 ve GSK690693) ile D vitamini (1 nM, 10 nM ve 100 nM) kombinasyonunun sinerjistik etki 

göstererek kanser hücrelerinde proliferasyonu inhibe ettiğini göstermişlerdir [130]. Zhang ve 

ark. ise miyeloid lösemi (HL60) hücrelerinde D vitamini (1 nM, 10 nM, 100 nM) ile PI3K/AKT 

yolağı inhibitörlerinin (LY294002 ve Wortmannin) kombine edilerek kullanılmasının, D 

vitamininin bu hücreler üzerindeki anti-proliferatif etkisini arttırdığını göstermişlerdir. Yapılan 

çalışmalar sonucunda ise PI3K/AKT yolağı inhibitörlerinin D vitamini analogları ile kombine 

edilerek kullanılmasının, kanser tedavisinde etkin bir tedavi alternatifi olabileceği öne 

sürülmüştür [186]. Akciğer (A549) ve prostat kanseri (PC-3) hücrelerinde yapılan bir çalışmada, 

AKT inhibitörü olan perifosin ile protein kinazın selektif inhibitörü olan UCN-01 

kombinasyonunun, bu hücrelerde artmış anti-proliferatif etki gösterdiği bildirilmiştir. [27]. Engel 

ve ark.’nın yapmış olduğu çalışmada ise, perifosin ile sisplatin kombinasyonunun PTEN eksprese 

etmeyen Ishikawa hücrelerinde proliferasyonu önemli ölçüde inhibe ederken, PTEN eksprese 

eden HEC1A hücrelerinde herhangi bir etki göstermediği bildirilmiştir [29]. Bu çalışmada, 

perifosin ve D vitamini kombinasyonunun HEC1A hücrelerinin proliferasyonunu inhibe ettiği 

saptandı. 24-36 saatler arasında 30 μM+50 nM, 30 μM+200 nM ve 50 μM+50 nM kombinasyon 

gruplarında kontrol grubuna göre hücre proliferasyonunda anlamlı bir azalma gözlenirken, 30 

μM+50 nM ve 50 μM+50 nM kombinasyon gruplarında ise 50 μM perifosin grubuna göre hücre 

proliferasyonunda azalma olduğu saptandı. 36-48, 48-72 ve 72-96 saatler arasında ise tüm 

perifosin+D vitamini kombinasyon gruplarında hücre proliferasyonun kontrol ve D vitamini 

gruplarına göre azaldığı saptandı. Bu bulgular perifosin+D vitamini kombinasyonunun hücre 
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proliferasyonunu sadece perifosin ve D vitamini uygulanan gruplara göre daha fazla inhibe 

ettiğini gösterdi. Bu nedenle, endometriyum kanserinde perifosinin D vitamini ile kombine 

edilmesinin sinerjistik etki ile her iki ilacın tek kullanımına göre daha etkin anti-prolifereratif etki 

gösterdiği ve klinik uygulamalarda yeni alternatif tedavi olarak kullanılabilecekleri sonucuna 

varıldı. Ancak kombinasyon tedavisinin endometriyum kanserinde proliferasyonu inhibe edici 

etkilerinin daha ileri moleküler çalışmalar ve ilaç faz çalışmaları ile desteklenmesinin 

endometriyum kanserli hastalarda bu ilaçların klinik kullanım için uygunluğunun belirlenmesine 

katkıda bulunabileceği düşünüldü. 

Kanser tedavisinde kullanılan kemoterapötik ilaçların klinik etkinlikleri, kanser 

hücrelerinde etkin hücre siklus arresti oluşturmaları ve apoptotik aktivasyonu arttırmaları ile 

ilişkilendirilmektedir [187, 188]. Elrod ve ark., NSCLC hücrelerinde perifosinin (8-15 μmol/L) 

kaspaz-8 ve DR5 aktivasyonu ile apoptozu indüklediğini ve bu etkilerin AKT'nin plazma membran 

lokalizasyonunun azalması, AKT fosforilasyonunun inhibisyonu ve toplam AKT seviyelerinin 

azalması ile ilişkili olduğunu bildirmişlerdir [25]. Yapılan başka çalışmalarda ise, perifosin 

uygulamasının farklı kanser hücrelerinde PI3K/AKT kaskadının bozulmasına ve apoptozun 

artmasına neden olduğu raporlanmıştır [24, 61]. Engel ve ark. ise endometriyum kanseri hücre 

hatlarında (Ishikawa ve HEC1A) perifosinin (10 μM) hücrelerin %50'sinden fazlasında apoptoza 

neden olduğunu göstermişlerdir [29]. Block ve ark.’nın yapmış olduğu çalışmada, perifosin (20 

µM, 30 µM, 40 µM ve 50 µM) uygulanmış endometriyum kanseri hücre hatlarında (Ishikawa ve 

HEC1A) perifosin dozu artışıyla orantılı olarak apoptotik hücre yüzdesinin arttığı raporlanmıştır 

[121]. Çalışmalarla uyumlu olarak bu çalışmada, 48. ve 72. saatlerde ortalama apoptotik hücre 

yüzdesinin 10 μm ve 30 μm perifosin gruplarında kontrole göre arttığı saptandı. Bu nedenle, 

perifosin gruplarında meydana gelen apoptotik hücre yüzdesindeki artışın perifosinin PI3K/AKT 

yolağı üzerindeki inhibe edici etkisinden kaynaklandığı düşünüldü. 

Pan ve ark., D vitamininin PTEN ekspresyonunu arttırarak AKT aracılı anti-apoptotik 

sinyal yolaklarını inhibe ettiğini raporlamışlardır [189]. Yapılan çalışmalarda, D vitamini 

analoglarının farklı hücre hatları üzerindeki apoptotik etkisinin yaklaşık 6 günde ortaya çıktığı 

gösterilmiştir [190, 191]. Mathiasen ve ark. ise tedavi sonrası 6-7. günlerde D vitamini kaynaklı 

apoptozun pik yaptığını bildirmişlerdir [192]. Bu çalışmada, 48. ve 72. saatlerde ortalama 

apoptotik hücre yüzdesinin 50 nM ve 200 nM D vitamini gruplarında kontrole göre arttığı 

saptandı. Bu artışın 72. saatte 48. saate göre yüksek olduğu görüldü. Yapılan çalışmalarla uyumlu 

olarak D vitamini gruplarında zamana bağlı olarak meydana gelen apoptotik hücre yüzdesindeki 

artışın D vitamininin hücreler üzerindeki apoptotik etkisini daha uzun sürede göstermesinden 

kaynaklandığı düşünüldü.  

Farklı kemoterapötik ilaçların kombine edilerek kullanıldığı bir çalışmada, insan Jurkat T-

lösemi hücrelerinde perifosin (5 µmol/L) ile etoposid kombinasyonunun sinerjistik bir şekilde 
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apoptoza neden olduğu gösterilmiştir [28]. Başka bir çalışmada ise, perifosin ile histon deasetilaz 

inhibitörlerinin (HDACI, sodyum bütirat, suberosilanilid hidroksamik asit ve trikostatin) 

kombinasyonunun, insan lösemi hücrelerinde (U937, HL-60 ve Jurkat hücreleri) mitokondriyal 

disfonksiyonu (sitokrom-c ve AIF salınımı), kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktivasyonunu sinerjistik 

olarak indüklediği ve apoptozu arttırdığı bildirilmiştir [106]. Lee ve ark. yapmış olduğu bir 

çalışmada, progesteron ve kalsitriolün apoptozu arttırarak ve hücre siklusu arrestini 

indükleyerek endometriyum ve over kanserlerinin büyümesini inhibe ettiği gösterilmiştir [169]. 

Rashid ve ark., HDACI (sodyum butirat ve trikostatin) ile D vitamini kombinasyonunun prostat 

kanseri hücrelerinin apoptozunu sinerjistik olarak indüklediğini bildirmişlerdir. [193]. Steroid 

dirençli T-ALL hücrelerinde yapılan başka bir çalışmada ise metilprednizolon (2.5 mM), D 

vitamini (100 nM) ve AKT inhibitörü olan MK-2206 (2 µM)'nın hücrelerde apoptozu belirgin 

olarak arttırdığı gösterilmiştir [31]. Bu çalışmada, 48. ve 72. saatlerde, ortalama apoptotik hücre 

yüzdesinin tüm perifosin+D vitamini kombinasyon gruplarında kontrole göre arttığı saptanırken, 

72. saatte 10 μM+50 nM kombinasyon grubunun HEC1A hücrelerinin %50’sinden fazlasında 

apoptoza neden olduğu görüldü. Ayrıca ortalama apoptotik hücre yüzdesinin kombinasyon 

gruplarında (10 μM+50 nM, 10 μM+200 nM) sadece perifosin ve D vitamini uygulanan gruplara 

göre daha yüksek olduğu görüldü. Bu nedenle endometriyum kanseri tedavisinde perifosin ve D 

vitamini kombinasyonunun tek ilaç kullanıma göre daha etkin bir şekilde apoptozu arttırdığı 

düşünüldü. Ancak perifosin ve D vitamini kombinasyonunun klinik etkinliğinin gösterilebilmesi 

için yeni çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır. 

Bu çalışmada olası apoptotik mekanizmaların ortaya konulabilmesi amacıyla P53, BCL2 

ve BAX mRNA ekspresyonları incelendi. P53, hücrede DNA hasarı sonrasında eksprese edilerek 

DNA tamir mekanizmalarını aktive eden bir transkripsiyon faktörüdür [194]. DNA’nın tamir 

edilemediği durumlarda ise P53 geni BAX ekspresyonunu arttırıp, BCL2 ekspresyonunu inhibe 

ederek veya Fas, TNF-R gibi ölüm reseptörlerini indükleyerek hücrenin apoptoz sürecine 

girmesine neden olduğu bildirilmiştir [156]. Elrod ve ark., perifosinin (8-15 μmol/L) NSCLC hücre 

hatlarında (H157 ve A549) DR5 ekspresyonunu indüklediğini, kaspaz-8 inhibe edici proteinin 

ekspresyonunu ve BAX seviyelerini azalttığını, ancak BCL2, Bcl-XL ve PUMA seviyeleri üzerinde 

sınırlı bir modülatör etkisinin olduğunu ortaya koymuşlardır [24]. Yapılan çalışmalarda, over ve 

endometriyum kanseri (HEC-1B ve RL-95) hücrelerinde progesteron (20 μM) ve kalsitriol (100 

nM) kombinasyonunun, apoptozla ilişkili diğer proteinlerle (HIST1H1E, HINT2 ve EIF2AK2) 

birlikte BAX ekspresyonunu arttırdığı ayrıca kaspaz-3 aktivasyonu ve G0-G1 hücre siklusu arresti 

indüksiyonuna neden olduğu gösterilmiştir [169, 195-197]. Başka bir çalışmada, perifosin ile 

HDACI kombinasyonunun miyeloid ve lenfoid lösemi hücrelerinde (U937, HL-60 ve Jurkat) 

kaspaz aktivasyonunu ve BAX yapısında konformasyonel değişiklikleri indükleyerek yüksek bir 

şekilde sinerjistik etki gösterdiği raporlanmıştır [106]. Bu çalışmada, 48. ve 72. saatlerde 
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perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyonu uygulanmış hücrelerde kontrol 

grubuna göre BCL2 mRNA ekspresyonunda istatistiksel olarak herhangi bir farklılık saptanmadı. 

48. saatte sadece 30 μM perifosin grubunda kontrol grubuna göre BAX mRNA ekspresyon 

düzeyinin arttığı saptanırken, 72. saatte gruplar arasında BAX mRNA ekspresyon düzeyinde 

istatistiksel olarak herhangi bir farklılık saptanmadı. Perifosinin BCL2/BAX yolağı üzerinde 

etkisinin 48. saatte 30 μM perifosin grubunda ortaya çıktığı görüldü. Buna bağlı olarak, perifosin 

gruplarında bu etkinin HEC1A hücrelerinde doza bağımlı olduğu düşünüldü. D vitamini ve 

perifosin+D vitamini kombinasyon uygulamalarının ise HEC1A hücrelerinde BCL2/BAX 

yolağından farklı bir yolak üzerinden apoptozu indükleyebileceği düşünüldü.  

Fei ve ark.’nın yapmış olduğu çalışmada, insan hepatoselüler karsinom (HepG2) 

hücrelerinde perifosinin kaspaz-3, kaspaz-9 ve poli ADP riboz polimeraz'ın aktivasyonuna neden 

olduğunu, ancak P53 ve BCL2 seviyesini etkilemediği gösterilmiştir [198]. Başka bir çalışmada, 

insan Jurkat T-ALL hücrelerinde perifosin (5 μmol/L) ile etoposid kombinasyonunun Fox1 ve 

Fas/Fas ligand ölüm reseptör yolaklarının spesifik aktivasyonuna neden olduğu, kaspaz-8, 

kaspaz-9, kaspaz-3, Bid ve Bim aktivasyonunun arttığı ve Bcl-xL ekspresyonunun azaldığı 

gösterilmiştir [28]. Bu çalışmada, P53 mRNA ekspresyonunun 48. saatte 30 μM+200 nM 

kombinasyon grubunda diğer gruplara göre, 72. saatte ise 10 μM+200 nM kombinasyon 

grubunda diğer gruplara göre anlamlı derecede yüksek olduğu saptandı. Buna bağlı olarak, 

perifosin+D vitamini kombinasyonunun sinerjistik etki ile P53 mRNA ekspresyonunu arttırarak 

HEC1A hücrelerinde apoptozu indükleyebileceği düşünüldü. Ayrıca, erken dönemde yüksek doz 

kombinasyonda gözlenen apoptotik etkinin ilerleyen dönemlerde daha düşük kombinasyon 

dozlarıyla elde edilebileceği sonucuna varıldı.  

Bu çalışmada, perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyonları uygulanmış 

HEC1A hücrelerinde, hücre ölüm tiplerinin ultrastrüktürel olarak tanımlanabilmesi için TEM 

incelemeleri yapıldı. Perifosin uygulanan HEC1A hücrelerinde çok sayıda hücrenin heterojen 

dağılımlı ve elektron dens içeriğe sahip otofajik vakuollere sahip olduğu gözlenirken, az sayıda 

hücrenin apoptotik görünümde olduğu tespit edildi. Rios-Marco ve ark, APL analogları (10 μM 

konsantrasyonlarda edelfosin, perifosin, HePC, ErPC) uyguladıkları U-87 MG insan glioblastoma 

hücrelerinde otofajik vakuol ve otolizozomların arttığını, buna bağlı olarak da APL’lerin kanser 

hücrelerinde otofajik hücre ölüm mekanizmalarını aktive ettiğini ileri sürmüşlerdir [199]. Önceki 

çalışmalarda, perifosinin insan akciğer kanseri hücrelerinde apoptozu indüklediği ayrıca mTOR 

sinyalini inhibe ederek otofajiye neden olduğu gösterilmiştir [25, 61]. Bu nedenle, endometriyum 

kanserinde perifosinin hangi mekanizma ile otofajik hücre ölümünü indüklediğini ortaya koyan 

yeni çalışmaların yapılması gerekmektedir. 

D vitamini uygulanan gruplarda, belirgin olarak genişlemiş ve kaynaşmış ER sisternaları 

ve dejenere olmuş mitokondriyonlarla karakterize, paraptozis benzeri hücre ölümü 
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ultrastrüktüründe olan çok sayıda hücre gözlenirken, bu hücreler arasında yer yer apoptotik 

morfolojiye sahip hücrelerin olduğu saptandı. Literatürde, D vitamininin kanser hücrelerinde 

paraptozis benzeri hücre ölümüne yol açtığını raporlayan herhangi bir çalışmaya 

rastlanmamıştır. Ancak, yapılan bir çalışmada, D vitamininin MCF-7 hücrelerinde ER’nin olası 

fonksiyonel ve yapısal değişikleri ile ortaya çıkan kaspaz-bağımsız hücre ölümünde rol alabileceği 

bildirilmiştir [192]. Haddur ve ark., D vitamininin aktif formu olan kalsitriolün meme kanseri 

hücre hatlarında (MCF7, MDA-MB-231) ER stres belirteçlerinden biri olan BIP ekspresyonunda 

artışa neden olduğunu göstermişlerdir [200]. Çalışmalarla uyumlu olarak, bu çalışmada D 

vitamini uygulanan HEC1A hücrelerinde genişlemiş ve füzyona uğramış ER’nin ER stresine bağlı 

olabileceği düşünüldü. Mathiasen ve ark.’nın yapmış olduğu çalışmada ise, D vitamini 

analoglarının (kalsitriol ve EB 1089) meme kanseri (MCF-7) hücrelerinde kaspaz bağımsız hücre 

ölümünü indüklerken, hücrelerin sitoplazmasında ve kromatin içeriğinde yoğunlaşma ile 

karakterize apoptoz benzeri ultrastrüktürel değişikliklere neden olduğu raporlanmıştır. Ayrıca 

bazı hücrelerde ER stresinden kaynaklanabilecek dilate ER sisternaları gözlenmiştir [201]. 

Apoptotik olmayan hücre ölümü olarak tanımlanan paraptozisde sitoplazmik vakuolizasyon, 

mitokondriyal şişme, ER sisternalarında genişleme gözlenirken, piknozis, DNA fragmantasyonu 

gibi apoptozun tipik nükleer değişikliklerini ve kaspaz aktivasyonunu içermediği bildirilmiştir 

[202]. Bu sonuçlar göz önünde bulundurulduğunda, D vitamininin HEC1A hücrelerinde kaspaz 

bağımsız yolaklar üzerinden hücre ölümüne neden olabileceği düşünüldü. Bununla ilişkili olarak, 

D vitamini, ER stresi ve paraptozis benzeri hücre ölümü arasındaki ilişkiyi ortaya koyan 

çalışmalara ihtiyaç olduğu sonucuna varıldı.  

Cirstea ve ark.’nın yapmış olduğu çalışmada, ultrastrüktürel olarak perifosin ve rapamisin 

kombinasyonu uyguladıkları MM hücrelerinde, apoptotik ve otofajik hücre ölümünün meydana 

geldiğini ve kombinasyon tedavisinin apoptotik ve apoptotik olmayan hücre ölümüne neden 

olarak etkin tedavide kullanılabileceğini ileri sürmüşlerdir [203]. Bu çalışmadan farklı olarak 

çalışmamızda, perifosini D vitamini ile kombine ederek her iki ilacın HEC1A hücreleri üzerindeki 

anti-kanser etkinliğini ultrastrüktürel olarak inceledik. Perifosin ve D vitamini kombinasyonu 

uygulanan HEC1A hücrelerinin apoptotik, paraptotik ve otofajik hücre ölümü morfolojisinde 

olduğu gözlenirken, bu hücreler arasında nekrotik hücreler ve çok sayıda dejenere olmuş hücre 

artıklarının da olduğu saptandı. Elde edilen bu sonuçlar, her iki ilaç kombinasyonunun sinerjistik 

etki göstererek apoptotik ve apoptotik olmayan hücre ölüm mekanizmalarını aktive edebileceğini 

düşündürdü.  

Sonuç olarak, elde ettiğimiz bulgular perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini 

kombinasyonlarının endometriyum kanseri hücrelerinde proliferasyon inhibisyonuna neden 

olabileceğini, apoptotik ve apoptotik olmayan hücre ölüm mekanizmalarını aktive edebileceğini 

göstermektedir. Perifosin+D vitamini kombinasyonunun endometriyum kanser hücrelerindeki 
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anti-proliferatif ve apoptotik etkisinin tek ilaç uygulamasına göre daha fazla olduğu görüldü. 

Perifosinin doza bağlı olarak BCL2/BAX yolağı üzerinden apoptozu indüklediği, perifosin+D 

vitamini kombinasyonlarının ise P53 ekspresyonunda artışa neden olmasına rağmen BCL2/BAX 

yolağı üzerinden apoptotik etki göstermediği saptandı. Elektron mikroskobik incelemelerde ise, 

endometriyum kanseri hücrelerinde perifosinin otofajik hücre ölümünü, D vitamininin 

paraptozis benzeri hücre ölümünü ve perifosin+D vitamini kombinasyonlarının ise apoptotik ve 

apoptotik olmayan hücre ölümünü indüklediği görüldü. Endometriyum kanser hücrelerinde 48. 

saatte 30 μM+200 nM kombinasyonunun, 72. saatte ise 10 μM+200 nM kombinasyonunun sadece 

perifosin ve sadece D vitamini uygulamalarına göre daha etkin anti-proliferatif ve apoptotik etki 

gösterdiği saptandı. Bu nedenle, her iki ilacın kombine edilerek kullanılmasının apoptotik 

yolaklar dışında otofajik ve paraptotik hücre ölüm yolaklarını da aktive ederek kanser 

kemoterapisi için alternatif ve etkili bir tedavi seçeneği olabileceği düşünüldü. Ancak, perifosin+D 

vitamini kombinasyonlarının endometriyum kanseri hücrelerinde artmış hücre ölümüne neden 

olan moleküler mekanizmaların ortaya konulması ve bunlarla ilişkili yeni klinik çalışmaların 

yapılması gerektiği sonucuna varıldı. 
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