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OZET

Perifosin ve D Vitamini Kombinasyonunun Endometriyum Kanseri Hiicre Hatt1 (HEC1A)
Uzerine Etkisi

Endometriyum kanseri kadin lireme sisteminde en sik goriilen kanserdir. Perifosin
protein kinaz B (AKT) fosforilasyonunu inhibe ederek cesitli kanserlerde bir anti-kanser
aktivitesi gostermektedir. D vitamininin aktif metaboliti olan kalsitrioliin anti-proliferatif ve pro-
apoptotik ila¢ olarak kanser tedavisinde etkili oldugu ileri siiriilmektedir. Spesifik ilacglarla
yapilan kombinasyon tedavileri kanser icin hedefe yonelik tedavi olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Bu ¢calismada, perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyonlarinin
endometriyum kanseri hiicre hatti (HEC1A) iizerindeki anti-proliferatif ve apoptotik etkilerini
arastirmay1 amagladik. HEC1A hiicrelerine 48 ve 72 saat boyunca perifosin (10 pM, 30 uM, 50
uM), D vitamini (50 nM, 200 nM) ve perifosin+D vitamini kombinasyonlar1 (10 uM+50 nM, 10
uM+200 nM, 30 pM+50 nM, 30 uM+200 nM, 50 pM+50 nM ve 50 pM+200 nM) uygulandi.
xCELLigence ile hiicre proliferasyonunun zamana bagli degerlendirilmesi yapildi. RT-qPCR
kullanilarak hiicrelerde BCL2, BAX ve P53 mRNA ekspresyon seviyeleri saptandi. Apoptotik hiicre
oranlart APC Anneksin V kiti kullanilarak akim sitometri ile belirlendi. HEC1A hicreleri
transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile incelendi. Perifosin+D vitamini kombinasyonunun
(48. saatte 30 pM+200 nM ve 72. saatte 10 uM+200 nM) HEC1A hiicrelerindeki anti-proliferatif
ve apoptotik etkilerinin sadece perifosin ve sadece D vitamini uygulamalarina gore daha fazla
oldugu goriildii. Perifosinin doza baghh olarak HEC1A hiicrelerinde BCL2, BAX mRNA
ekspresyonunu arttirdigl saptandi. D vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyonlarinin ise
HEC1A hiicrelerinde P53 mRNA ekspresyonunu arttirirken BCL2, BAX mRNA ekspresyonlarinda
herhangi bir degisiklige neden olmadig1 gézlendi. HEC1A hiicrelerinin TEM incelemelerinde,
perifosinin otofajik hiicre 6liimiine, D vitamininin paraptozis benzeri hiicre 6liimiine, perifosin+D
vitamini kombinasyonlarinin ise apoptotik ve apoptotik olmayan (paraptotik, otofajik ve
nekrotik) hiicre 6liimiine neden oldugu saptandi. Bu nedenle, endometriyum kanseri tedavisinde
her iki ilacin kombine edilerek kullanilmasinin, kanser hiicrelerinde apoptotik ve apoptotik
olmayan hiicre 6liim mekanizmalarin1 aktive ederek alternatif ve etkili bir tedavi secenegi
olabilecegi diistiniilmiisttir.

Anahtar Kelimeler: Endometriyum kanseri, perifosin, D vitamini, xCELLigence, apoptoz, BCL2,
BAX, P53.

Danisman: Prof. Dr. Savas AKTAS, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Tip Fakiiltesi, Mersin
Universitesi, Mersin.



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 puM, 30 pM, 50 pM), vitamin D (50 nM, 200 nM) and perifosine+vitamin D
combinations (10 uM+50 nM, 10 uM+200 nM, 30 pM+50 nM, 30 uM+200 nM, 50 uM+50 nM ve 50
uM+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 Kkit.
HEC1A cells were analyzed by transmission electron microscopy (TEM). The anti-proliferative
and apoptotic effects of the perifosine+vitamin D combination (30 uM+200 nM at 48 h and 10
uM+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,
itis 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.

Advisor: Prof. Dr. Savas AKTAS, Department of Histology and Embryology, Faculty of Medicine,
Mersin University, Mersin.
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1. GIRiS

Uterus fundus, korpus ve istmus boliimlerinden olusan bir i¢ genital organdir [1]. Uterus
histolojik olarak endometriyum, miyometriyum ve perimetriyum olarak isimlendirilen iig
tabakadan olusur. Endometriyum, fonksiyonel ve bazal tabaka olmak iizere iki islevsel tabakadan
olusmaktadir [2]. Fonksiyonel tabaka ile proliferasyon, sekresyon ve dejenerasyon
gerceklestirilirken, bazal tabaka ile menstruasyon sonrasi kaybolan fonksiyonel tabakanin
yenilenmesi saglanir [3, 4]. Endometriyum tabakalarinda, Ostrojen ve progesteron oOnemli
etkilere sahiptir. Ostrojen, menstruasyon sirasinda doékiilen endometriyumun yeniden
olusmasini saglamaktadir. Progesteron ise endometriyal bezlerin sayilarini ve salgi aktivitelerini
arttirken, fertilizasyon sonrasinda embriyo implantasyonu icin endometriyumun
hazirlanmasinda gorev almaktadir [2, 5].

Endometriyum kanseri kadin lireme sisteminde en sik goriilen kanserdir [6]. Genellikle
50 yasin iizerindeki post-menapozal kadinlarda ortaya ¢ikmaktadir [7]. Endometriyum kanseri
gelisiminde etkili bircok risk faktorii belirlenmistir. Bunlarin ¢ogu ya hormonal durum
degisikligine neden olarak indirekt yolla ya da endometriyal epiteli etkileyerek direkt yolla etki
etmektedir [8]. Endometriyum kanserinde en dnemli prognostik faktoér hastaligin evresidir.
Bunun yaninda hastanin yasi, tlimértn histopatolojik tipi ve evresi, uterus disina yayilimin klinik
ve cerrahi bulgulari, hormon-reseptor durumu ve DNA ploidisi gibi diger faktorler de prognoz
lizerine etkilidir [9, 10].

D vitamini hormon benzeri fonksiyonlari olan bir grup steroldiir [11]. D vitamini
ergosterol (D, bitkisel kokenli) ve deride 7-dehidrokolesterolden tiireyen kolekalsiferol (Ds,
hayvansal kokenli) seklinde siniflandirilmaktadir. Bu vitaminler ayni yolla metabolize edilir ve
karacigerde 25-(0OH)Ds’e, ardindan bdbrege tasinarak D vitamininin aktif formu olan 1,25-
dihidroksivitamin D3 (1,25(0H):D3)’e doniistiriilmektedir [12]. Kalsitriol (1,25(0H).D3) D
vitamininin hormonal aktif formu olup anti-kanser etkinligine sahip oldugu gosterilmistir [13].
Kalsitrioliin prostat, meme, kolon ve deri kanseri gibi farkli kanser tiplerinde hiicre siklusu
arresti, apoptoz ve diferansiyasyonun indiiksiyonu gibi bircok hiicresel mekanizma araciligiyla
anti-proliferatif etkisi oldugu bilinmektedir [14, 15, 16]. Kalsitrioliin hiicre siklusunun G0/G1
arrestini indiikledigi, G1 arrestiyle iliskili siklin bagimlh kinaz (CDK) inhibitorleri olan p21 ve
p27’yi modiile ettigi, kaspaz bagimli mitojen ile aktive edilmis protein kinaz (MEK)’1 ve kaspaz-
3'i uyardigl ortaya konulmustur [17]. Ek olarak, Kkalsitrioliin protein kinaz B (AKT)'nin
fosforilasyon ve ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir [18]. Kalsitrioltin hiicresel biiylime ve
proliferasyonda inhibe edici etkisi kanser gelisimine karsi potansiyel olarak koruma
saglamaktadir [19, 20]. Pre-klinik ve klinik calismalarda Kkalsitrioliin anti-kanser etkisi

gosterilmesine ragmen, doz-sinirlayici kalsemik etkisinin olmasi kemoterapétik ila¢ olarak
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kullanilmasin biiyiik 6lciide sinirlamaktadir. Bu nedenle, kalsitrioliin toksisiteyi azaltmaya
yonelik diisiik konsantrasyonda kullanimi ve anti-kanser etkinligini arttirmak icin diger ilaclar ile
kombine edilerek uygulanan tedavi yaklasimlari ¢alisilmaya baslanmistir [21, 22].

Anti-kanser etkisi bilinen perifosin bir alkil fosfolipid (APL) analogudur [23, 24]. In vivo
ve in vitro ¢alismalarda farkl kanser tiplerinde perifosinin AKT yolagi aktivasyonunu inhibe
ederek anti-kanser aktivitesi gosterdigi kanitlanmistir [25, 26]. Ayrica, fosfoinositid bagimh
kinaz-1 (PDK-1) inhibit6rii olan UCN-01, histon deasetilaz inhibitdrleri ve kemoterapotik ilac¢
etoposid gibi diger anti-kanser ilaglar ile kombinasyonunda perifosin sinerjik anti-kanser etkiler
gostermektedir [27, 28]. Insan endometriyum Kkanseri hiicre hatlarinda (Ishikawa ve HEC1A) ise
perifosinin doza bagli olarak AKT’nin fosforilasyonunu inhibe ettigi ve hiicre siklusu arrestine
neden olan p21 ekspresyonunu indiikledigi bildirilmistir [29, 30].

Kalsitriol ve AKT inhibitorlerinin kombine edilerek uygulandigi bir ¢alismada, prostat
kanseri hiicrelerinin bliyiimesinin inhibe edildigi raporlanmistir [27]. Yapilan baska bir
calismada, kalsitriol ve AKT inhibitor MK-2206'nin steroid direncli T hiicreli akut lenfoblastik
l6semi (T-ALL) hiicrelerinin apoptozunu arttirdigl gosterilmistir [31]. Ancak endometriyum
kanserinde Kkalsitriol ve AKT inhibitorii olan perifosinin birlikte kullanildigi herhangi bir
calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle D vitamini (kalsitriol) ve perifosin kombinasyonunun
endometriyum kanseri tedavisi icin alternatif tedavi se¢eneklerinin gelistirilmesinde yeni bir

bakis acis1 saglayacagi diisiiniilmektedir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Uterus Histolojisi

Pelvis boslugunda mesane ile rektum arasinda yer alan uterus fundus, korpus ve istmus
boliimlerinden olusan bir i¢c genital organdir [1]. Anatomik olarak uterus iki bolgeye
ayrilmaktadir. Uterusun biiylik list kismi govde iken alttaki silindir bicimli kisim servikstir.
Serviksin servikal kanal denilen liimeni uterin kaviteye internal os ile vajinaya ise eksternal os ile
acilir [33]. Uterus histolojik olarak endometriyum, miyometriyum ve perimetriyum olarak
isimlendirilen ii¢ tabakadan olusur (Sekil 2.1) [2]. Endometriyum tek kath prizmatik epitel ve
epitelin altindaki lamina propriyadan olusur. Epitelde hem silli hiicreler hem de salgi hiicreleri
bulunurken, lamina propriyada ¢ok sayida kan damarlar1 ve endometriyal bezler bulunmaktadir
[32, 33]. Endometriyum, fonksiyonel tabaka ve bazal tabaka olmak {izere iki islevsel tabakadan
olusur [2]. Fonksiyonel tabaka proliferasyon, sekresyon ve dejenerasyonun gerceklestigi
boliimdiir, bazal tabaka ise menstruasyon sonrasi dokiilen fonksiyonel tabakanin yenilenmesini
saglar [3, 4]. Bu nedenle menstrual siklus sirasinda endometriyal kalinlik 1-6 mm arasinda
degisir. Proliferasyon, anjiyogenez, vaskiilogenez, hiicre farklilasmasi ve hiicre-disi matriksin
yeniden yapilanmasi gibi bir takim olaylar sonucu endometriyal kalinlik yeniden diizenlenir [34].
Serviksin endometriyumu ise uterusun geri kalan kismindan farkhdir. Serviksin servikal kanal
denilen endoserviks bolgesi tek kath prizmatik epitel ile ddseliyken vajinaya c¢ikinti yapan
ektoserviks denilen bolgesi ise ¢ok kath yassi epitel ile doselidir [33].

Endometriyum yapisi her ay hormonal degisikliklere bagh olarak siklik degisiklik
gosterir. Mensrual siklus sirasinda endometriyumdaki siklik degisimler proliferasyon faz,
sekretuar faz ve menstrual faz olarak tanimlanmaktadir (Sekil 2.1) [33]. Bu endometriyal siklik
degisimler hipotaloma-hipofizer-ovaryan aks ile diizenlenmektedir [35]. Bu kompleks
mekanizmada steroid yapidaki seks hormonlarina ek olarak bir¢cok biiyiime faktort, sitokin ve
sinyal molekiilleri rol almaktadir [36]. Normal mensrual siklusta, menstruasyon sirasinda
dokiilen endometriyumun yeniden olusmasi 6strojenik uyariyla saglanir. Bu dénemde, folikiil
stimiile edici hormon (FSH) seviyesinde meydana gelen artis overlerde folikiil gelisimine neden
olur ve gelisen folikiilller &strojen hormonu sentezler [33]. Ostrojen hormonunun
konsantrasyonunun artmasi iki fazda gerceklesir. Proliferasyon fazinda, 6strojen biiyiiyen
folikiillerden sentezlenirken, ovulasyondan sonraki luteal fazda ise gelisen korpus luteum
tarafindan sentezlenir [34]. Proliferasyon fazi boyunca, endometriyal bezler biiyiir ve epitel
hiicrelerinin aktif proliferasyonu sonucu kivrintili hale gelir. Endometriyal epitel hiicrelerinde
bulunan 6strojen reseptorleri hormonal uyarilara bagl olarak hiicrenin yapisal ve fonksiyonel

degisiklige ugramasindan sorumludur. Buna bagh olarak hiicrelerin ¢cekirdekleri 6kromatik hale
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gelirken, sitoplazmalarinda protein iretimi ile ilgili organellerin sayisinda artis gozlenir.
Ostrojenik etkiye bagh olarak, bezlerin sayisi1 ve kivrilmalari artarken, stromal hiicrelerde artmis
mitotik aktivite gozlenir [36]. Bu donemde artan dstrojen seviyesi FSH salgisini baskilar, ancak
oOstrojen belli bir seviyeye gelince luteinize edici hormon (LH) salgisini uyarir ve 24-36 saat sonra
ovulasyon meydana gelir [33]. Endometriyal siklik degisimde etkinligi ve miktar1 degisen diger
onemli hormon progesterondur [34]. Progesteron, ovulasyon sonrasi endometriyumun
proliferatif aktivitesini inhibe ederken, bez epiteli hiicrelerinde glikojen ve salgi graniillerinin
artmasina yol acarak bu hiicrelerin salgi fonksiyonlarinin uyarilmasini saglar. Progesteronun
luteal fazdaki diger 6nemli etkisi ise endometriyal bag dokudaki arteriyollerin sayisinda ve
kivrilmalarinda artisa neden olmasidir. Progesterona baglh olarak fonksiyonel tabakadaki tiim bu
degisiklikler fertilizasyonun gelismesi durumunda olusan zigotun endometriyal implantasyonu
ve gelisiminde ¢ok o6nemli rollere sahiptir [33, 36, 37]. Ovulasyondan sonra progesteron
seviyesindeki artis FSH ve LH diizeylerini inhibe eder. Fertilizasyon gerceklesmezse overlerden
progesteron ve Ostrojen salgillanmasinin azalmasi sonucunda menstrual faz meydana gelir.
Hormon seviyelerinin ani disiisii ile endometriyumun fonksiyonel tabakasindaki spiral
arterlerin periyodik kasilmalar1 kan akiminin degismesine neden olur. Bu durum fonksiyonel
tabakanin iskemik hale gelmesiyle sonuglanir ve bezlerin salg1 aktiviteleri durur. Uzun siireli
arteriyel kasilma nedeniyle yilizey epitelinde bozulma ve kan damarlarinda riiptiir meydana gelir.
Kan, uterin siv1 ve fonksiyonel tabakadan dokiilen stromal ve epitelyal hiicreler vajinal akintiy1
olusturur. Endometriyumdan doku parcalari ayrildik¢a venlerin, arterlerin ve bezlerin kopmus
uclar ortaya cikar. Arteriyel kan akimi spiral arterlerin duvarinin gevsedigi kisa periyotlar
disinda sinirlandirilmistir, venlerin agik uglarindan devamli olarak kan sizmaktadir. Kanin
pthtilasmasi bu doénemde inhibe edilmektedir. Diiz arterlerdeki kan akimi bazal tabakayi
korumaktadir [33].

Uterusun miyometriyum tabakasi ise kalin bir kas tabakasindan olusur. Miyometriyumun
tcte birlik ic kisminda (subendometriyal miyometriyum tabakasi) kas lifleri sirkiiler olarak
diizenlenirken, dis kisminda (subserozal stratum supravaskiilare tabakasi) longitudinal olarak
diizenlenmistir. Her iki kas tabakasi arasindaki orta kisimda (stratum vaskiilare) ise kas
demetleri ti¢c boyutlu ag seklinde olup, bol miktarda kan damarlari icerir [38]. Fizyolojik kosullar
altinda uterin peristaltik hareketler miyometriyumun sadece subendometriyal tabakasinda
gerceklesir. Overden sentezlenen dstrojen ve progesteronun subendometriyal tabakadaki kas
hiicrelerinin kasilma yanitini olusturmakta 6nemli rolleri vardir [38, 39]. Miyometriyal fonksiyon
sperm, embriyo transferi ve implantasyon gibi fizyolojik siire¢lerde ayrica endometriozis,
dismenore gibi hastaliklarda hayati 6nem tasimaktadir [40]. Uygun olmayan veya diizensiz
uterus aktivitesi infertilite, anormal implantasyon, erken dogum ve dogum sirasinda zayif uterin

kasilmalar gibi patolojik bozukluklara sebep olabilir.
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Perimetriyum tabakasi ise uterusu kaplayan visseral periton tabakasidir. Pelvik ve
abdominal periton ile devam eder. Mezotelden ve ince gevsek bag dokusu tabakasindan meydana
gelir. Mezotel altinda belirgin bir elastik doku tabakasi bulunur. Perimetriyum anteriyor yiizeyin
bir kismini kaplarken, posteriyor ylizeyin tamamini Kaplar. Anteriyor yiizeyin kalan kismi

adventisya ile kaphdir [32, 33].
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Sekil 2.1. Serviks, uterus ve tuba uterinanin yapisi. (A) Uterus duvarinin perimetriyum,
miyometriyum ve endometriyum tabakalari. (B) Menstrual siklus sirasindaki siklik degisiklikler
[41].

2.2, Endometriyum Kanseri

Endometriyum kanseri hormonal etkiler sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Overlerden
sentezlenen Ostrojen ve progesteron hormonlarinin dengesindeki dalgalanmalar,
endometriyumda bir takim degisikliklere neden olmaktadir. Ostrojen miktarini arttiran ancak
progesteronun seviyesini yiikseltmeyen polikistik over sendromu, obezite, diyabet gibi
hastaliklar ya da menopozdan sonra dstrojen ve progesteron iceren hormon ilaglar1 kullanmak
endometriyum kanseri riskini arttirmaktadir [42]. Endometriyumda karsilanmamis 0strojen
proliferatif endometriyum, endometriyal hiperplazi ve endometriyum kanseri gibi birbirinden
¢ok farkl klinik tablolara sebep olabilmektedir. Endometriyal hiperplazinin hormonal tedavi
sonrasinda ortaya ¢ikabilmesi, Ostrojen iireten kanserlerle iliskili olabilmesi ve endometriyal
malign kanser tiplerine doniisebilmesi acisindan 6nemlidir [43].

Endometriyal hiperplazi, endometriyumun endojen ve ekzojen kaynakli karsilanmamis
Ostrojenlere maruz kalmasindan kaynaklanan anormal glandiiler proliferasyonudur.
Endometriyal hiperplazi; basit hiperplazi, kompleks hiperplazi ve atipik hiperplazi olarak 3 ana

tipe ayrilmistir:
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eBasit hiperplazi, minimal endometriyal bezlerin sayisinin artmasi ile karakterizedir,
sitolojik atipi yoktur ve endometriyum kanserine ilerleme riski diigtiktiir.

Kompleks hiperplazi, endometriyal bezlerin limene ve stromaya dogru dallanmalar ve
tomurcuklanmalar gostermesi ile karakterizedir ve ilerleme riski orta derecedir.

¢ Atipik hiperplazi, artan kompleks yapidaki bezlerin sayisi ile karakterizedir, hiicresel
atipi vardir, bezler yogunlastig1 icin stroma azalmistir ve endometriyum kanserine ilerleme riski
ylksektir. Karsilanmamis 6strojen endometriyum kanseri olusmasi ve progresyonunda 6nemli
rol oynamaktadir [44].

Endometriyum kanseri kadinlarda yaygin olarak goriilen jinekolojik malignitedir (16).
Kadinlarda akciger, meme ve barsak kanserinden sonra doérdiincii sirada yer alan endometriyum

kanserinin sagkalim orani oldukga yiiksektir [7].

2.2.1. Etiyolojisi

Endometriyum kanserinin olusmasinda etkili bir¢ok risk faktorii belirlenmistir. Yiiksek
seviyelerde uzun siireli Ostrojen maruziyetinin progesteron varligiyla dengelenememesi
endometriyum kanseri etiyolojisinde en yaygin kabul edilen hipotezdir [45]. Ostrojen
maruziyetini 6nemli 6l¢lide arttiran faktorler arasinda 6strojen replasman tedavisi (progestin
kullanilmadan) ve obezite yer alir [46]. Buna ek olarak bilinen risk faktorleri nulliparite,
anovulatuar sikluslar, erken menars (menstriiasyon baslangicl), ge¢ menapoz, diyabet,
tamoksifen (6strojen reseptor antagonisti) tedavisi, atipik endometriyal hiperplazi, Lynch II
sendromu (kalitimsal non-polipozis kolorektal kanser), progesteron ile karsilanmamis 0strojen
tedavisidir [47]. Tek basina 6strojen tedavisi de endometriyal hiperplazi veya kanser riskini
arttirir. Tek basina 6strojen tedavisinden bir yi1l sonra kadinlarin %20-50'sinde endometriyal
hiperplazi, %11-15'inde endometriyum kanseri tanimlanmistir [47, 48]. Risk faktorlerinin ¢ogu
ya Ostrojen seviyeleri lizerine ya da direkt endometriyal epitel iizerine etki etmektedir [8].

Lynch II sendromlu kadinlarda endometriyum, over ve kolon kanseri gelisme riski
yuksektir. Lynch Il sendromu ¢esitli DNA tamir genlerinden (MLH1, MSH2, PMS2 veya MSH6)
birinde germline mutasyonunun neden oldugu otozomal dominant bir hastaliktir. Bu hastalarda
endometriyum kanseri gelisme riski %27-71"dir [49].

Meme kanseri duyarhlik (BRCA) geni mutasyonu olan kadinlarda over ve meme kanseri
riski yliksektir, ancak bazi verilerde BRCA1 mutasyonlarinin endometriyum kanseri ile iligkili
oldugu bildirilmistir [50]. Bu hastalarda endometriyal ser6z karsinomunun daha sik goruldigi
rapor edilmistir [51].

Endometriyum kanserinin gelismesinde diger bir risk etmeni fosfotaz ve tensin homologu

(PTEN) genindeki somatik mutasyonlardir. PTEN genindeki mutasyona bagli otozomal dominant
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olarak ortaya ¢ikan Cowden Sendromunda da endometriyum kanseri riskinin arttig1 bildirilmistir

[52].

2.2.2. Klinik Semptomlar ve Tani

Anormal uterin kanama endometriyum kanserinde en sik goriilen semptomdur. Bunun
disinda erken donemde goriilen semptomlar ise abdominal dolgunluk, pelvik bolgede agridir
[53]. ileri evre hastalarda ise menometroraji goriiliir [46, 54]. Hiperplazi veya endometriyum
kanseri i¢in risk faktorleri (polikistik over, obezite, hormon replasman tedavisi, tamoksifen
kullanimi) ile iliskili anormal uterin kanamasi olan postmenopozal kadinlar risk grubu
olduklarindan daha ileri tani icin endometriyal tetkikler yapilmalidir. Postmenopozal kanama ile
basvuran kadinlarda endometriyum kanseri olasilig1 %5-10’dur, ancak yas ve risk faktorlerinin
artmasi ile bu oran artmaktadir [53].

Endometriyum kanseri i¢cin kabul edilebilir, uygun bir tarama testi yoktur. Endometriyum
kanseri tanisi klinik muayene ile nadiren konulabilir [53]. Transvajinal ultrasonografi (TVU) ve
endometriyal sitolojik inceleme, asemptomatik bir popiilasyonda endometriyum kanseri tanisi
icin sinirh bir dogruluk gostermektedir [55]. Cogunlukla endometriyal biyopsilerin histopatolojik
incelenmesi ile tan1 konulmaktadir [53]. Ayrica endometriyal lezyonlarin biiylimesini 6nlemek
icin tamoksifen tedavisine baslamadan 6nce ultrasonografik tarama yapilmasi 6nerilmektedir
[55]. Endometriyal biyopsi Ornekleri normal olmasina ragmen anormal TVU bulgulari
saptandiginda histeroskopi uygulanmasi gerekmektedir [56].

Endometriyum kanseri tanisinda, endometriyal stiriinti materyalinin incelenmesi
endometriyal biyopsi materyalinin incelenmesine goére daha dusiik bir hassasliga sahiptir.
Normal bir servikal smear endometriyum kanseri olasiligini ortadan kaldirmak icin yeterli

degildir [53].

2.2.3. Siniflandirma ve Evreleme

Endometriyum kanseri insidanslarina, klinikopatolojik 6zelliklerine ve 0Ostrojen-
progesterona verdikleri yanita gore tip [ ve tip Il karsinom olarak iki ana tipe ayrilmaktadir.

*Tip I karsinomlar hormonal dengesizliklerle gii¢lii bir iliskisi bulunan ve 6strojen
hormonuna bagimli endometriyal hiperplazi yoluyla gelisen karsinomlardir. Endometrioid ve
miisin6z karsinomlar tip [ karsinom olarak kabul edilir [53, 57]. Tim endometriyum
kanserlerinin %80-85’ini tip I karsinomlar olusturur ve prognozlar iyidir. Bu karsinomlarin
siklikla uzamis ve beklenmedik endojen veya ekzojen Ostrojen stimiilasyonuna yanit olarak

gelisebilecegi gosterilmistir [58].
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oTip Il karsinomlar ise 6strojenden bagimsiz olarak atrofik endometriyum yapisindan
gelisirler. Seroz, papiller, skuamoz hiicreli veya berrak hiicreli karsinomlar tip II karsinomlarin
alt tiplerini olusturmaktadir [57, 59]. Endometriyum Kkanserlerinin %10-15’ini olusturan tip II
karsinomlarin prognozlar1 kotiidiir. Tip 1 karsinomlu hastalarda obezite, hiperlipidemi,
hiperdstrojenizm bulgular1 gézlenirken, tip Il karsinomlu hastalarda bu gibi risk faktorleri ve
semptomlar genellikle gézlenmemektedir. Tip Il karsinomlar tip I karsinomlara gore daha az
diferansiye olup, derin invazyona meyillidir. Bu kanserlerin pelvik lenf nodu metastazlari ytliksek
oranda gozlenmekle birlikte, progesteronlara yanitlari yetersizdir [53, 58].

Endometriyum kanserinde en 6nemli prognostik faktorler; hastanin yasi, timorin
biiytikliigi, histopatolojik tipi ve evresi, periton sitolojisi, uterus disina yayilimin klinik ve cerrahi
bulgulari, hormon reseptér durumu, DNA ploidisi, kanserin cerrahi evrelenme ve tedavi tipi
olarak siralanmaktadir [8, 9, 60, 61]. Endometriyum kanserinde agiklanamayan hastalik niiksleri
nedeniyle bilinen prognostik faktorlere ek olarak yeni prognostik belirleyiciler arastirilmaya

baslanmistir [62].

2.2.4. Tedavi Yontemleri

2.2.4.1. Cerrahi Tedavi

Endometriyum kanserinin tedavisi onceki yillarda, histerektomi ve intrakaviter
radyoterapiden olusmaktaydi. Gliniimiizde ise radyasyon maruziyetinin azaltilmasi gerektigi
diistintlerek bu tedavi yaklasimi yerini cerrahi evrelemeye birakmistir. Glinlimizde yapilan
cerrahi prosedur histerektomi ve bilateral salpingo-ooferektomidir. Basit histerektomi cogu vaka
icin yeterlidir, ancak primer timorin orijininin ayirt edilemedigi durumlarda radikal
histerektomi de yapilmaktadir. Endometriyum kanseri tedavisinde overlerin korunup
korunmayacagi, lenfadenektomi endikasyonlari, omentektomi ve ek cerrahi girisimlerin
degerlendirilmesi ve adjuvan tedavinin koordine edilmesi gibi konular olduk¢a énemlidir [63].

Yapilan cerrahi evrelemeye gore; evre I endometriyum kanseri icin standart cerrahi
yaklasim lenfadenektomi yapilarak veya yapilmadan total histerektomi ve bilateral salpingio-
ooferektomidir [64]. Lenfadenektomi, hastanin prognozunun belirlenmesinde ve adjuvan
tedavilerin uyarlanmasinda olduke¢a énemli olabilir. Bu nedenle, orta-yiiksek risk endometrioid
kanserde (evre 1A G3 ve IB) lenfadenektomi ile birlikte tam bir cerrahi evreleme 6nerilmektedir.
Evre Il endometriyum kanserinde cerrahi yaklasim, para-aortik lenfadenektomi yapilarak ya da
yapilmadan bilateral salpingo-ooferektomi, sistematik pelvik lenfadenektomi ve radikal
histerektomiden olusur. Bu evrede lenfadenektomi, cerrahi evreleme ve adjuvan tedaviyi

yonlendirmek i¢in 6nerilmektedir [63].
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Evre III ve IV endometriyum kanserli hastalarda, kitlenin cerrahi olarak kiigiiltiilme
(debulking) islemi uygulanmaktadir. Uzak organ metastazi olan olgularda ise palyatif cerrahi bir
secenek olarak degerlendirilmektedir. Tibbi kontrendikasyonlar nedeniyle ameliyat miimkiin
olmadiginda (hastalarin %5-%10'u) uterus ve vajinaya intrakaviter brakiterapili ya da
intrakaviter brakiterapisiz eksternal radyasyon tedavisi bireysel klinik kullanim i¢in uygundur

[63].

2.2.4.2. Adjuvan Tedavi

2.2.4.2.1. Radyoterapi

Evre 1 ve 2 endometriyum sinirli tiimorii olan hastalar ¢ok iyi prognoza sahip olduklari
icin diisiik risk olarak degerlendirilir. Bu hastalarda adjuvan tedavi prognozun iyi olmasi
nedeniyle ilk asamada dustinilmemektedir [63]. Evre I endometriyum kanserli hastalarda,
eksternal beam radyoterapi (EBRT)’'nin etkinligini degerlendiren randomize ¢alismalar ve meta-
analizler yayinlanmistir [64-66]. Cerrahi islem sonrasinda vajinal brakiterapi almis evre I
endometriyum kanserli 540 hastaya ek olarak EBRT verilen ya da sadece gozlem yapilan gruplara
ayrilip degerlendirilmistir. Bu ¢alismada, vajinal ve pelvik niiks EBRT verilen grupta belirgin
olarak az bulunmasina ragmen sagkalim oranlarinin benzer oldugu bulunmustur. Ote yandan,
evre III ve >%50 miyometriyal invazyonu olan hastalarda EBRT ile daha iyi sagkalim oranlari
saglanmistir [66].

Pelvik radyoterapi, bolgesel niiks riskini azaltmaya yonelik uygulanmaktadir ve pelvik
radyoterapi ile iliskili morbiditeyi azaltmak icin giiniimiizde orta-risk endometriyum kanserli
hastalarda vajinal brakiterapi yaygin olarak kullanilmaktadir [66]. Bu hastalarda tiim pelvik
radyoterapi ve vajinal brakiterapi arasinda sagkalim ag¢isindan bir fark saptanmamistir. Vajinal

niiks oranlar1 benzerken, pelvik niiks orani brakiterapi hastalarinda daha fazla gérilmistiir [63].

2.2.4.2.2. Kemoterapi

Erken evre endometriyum kanserinde cerrahi sonrasi kemoterapi yiiksek-orta riskli
gruplardaki endometriyum kanserli hastalarda evre IB, grade 3 ve lenfovaskiiler invazyon
varliginda dnerilmektedir. Yiiksek riskli endometriyum kanserinde ise ytliksek lokal niiks ve uzak
metastaz riski nedeni ile kemoterapinin sistemik etkilerini ve radyoterapinin lokal kontrol
etkisini birlestiren kombinasyon tedavi yontemleri kullanilmaktadir. Tekrarlayan endometriyum
kanserli hastalar, cerrahi ve radyoterapi icin uygun degilse kemoterapi ile tedavi edilmesi

onerilmektedir [67].
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Faz Il denemelerinde tekrarlayan hastaligi olan endometriyum kanserli hastalarda
doksorubisin, paklitaksel ve platin ilaglar1 (sisplatin, karboplatin) en aktif ilaglar olarak
tanimlanmistir. Evre I ile III arasi, niiks etme riski tasiyan 382 hastada yapilan bir calismada
doksorubisin+sisplatin, paklitaksel+doksorubisin+sisplatin, paklitaksel+sisplatin+epirubisin,
paklitaksel+platinum kombinasyonlar1 kullanilmistir. Kemoterapi uygulanan hastalarda
ilerlemesiz sagkalimda %7 diizelme gozlenirken genel sagkalimda anlaml fark gézlenmemistir
[68]. Baska bir calismada ise, tek ilac doksorubisin ile karsilastirildiginda ilerlemesiz sagkalim ve
genel sagkalim lizerinde daha az etkili olmasina ragmen, sisplatin ve doksorubisin kombinasyonu
ile daha yiiksek bir yanit orani elde edilmistir [69]. Baz1 kemoterapi ilaclar1 veya rejimleri ile
cevap ya da remisyon elde edilmesi miimkiin olmakla birlikte; cevap ve sagkalim siirelerinin
oldukca kisa oldugu bildirilmistir. U¢ haftada bir 50-60 mg/m? dozunda doksorubisin
uygulanmas ile yaklasik %25, 50-60 mg/m? dozunda sisplatin uygulanmasi ile %21 cevap
alinirken, haftalik 350-400 mg/m? dozunda karboplatin uygulamasi ile de %24 cevap
alinabilmistir. Cevaplarin biiyiik cogunlugu kismidir ve ortalama sagkalim orani 4 ile 8 ay
arasinda degismektedir. Doksorubisin+sisplatin veya siklofosfamid+doksorubisin+sisplatin ile
%38-76 cevap alinabilmekte fakat bu hastalarda da ortalama sagkalim siiresi 12 ay1
gecmemektedir [70, 71]. Ileri evre hastalarda (evre III ve 1V), genellikle farkh tedavi yontemleri
birlikte kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢calismada, bu hastalarda tiim abdominal radyoterapi ve
sisplatin+doksorubisin kemoterapisi karsilastirilmistir ve kemoterapinin daha tstiin oldugu
gosterilmistir. 5 yi1llik sagkalim orani kemoterapi i¢in %53 iken radyoterapi icin %42 olarak
bulunmustur [72]. Jinekolojik onkoloji grubu (GOG) tarafindan yapilan 122 ¢calismada evre Il ve
metastatik olmayan evre IV hastalarda abdominopelvik radyoterapi ile doksorubisin ve sisplatin
bazl1 kemoterapi karsilastirilmistir. Bu ¢alismalarda, kemoterapi yapilan hastalarda anlamh
sekilde ilerlemesiz sagkalimda ve genel sagkalimda dizelme gozlenirken, toksisite ve pelvik
basarisizlik oranlarinin arttigi, 60 aylik takip sonucunda sagkalim oraninin kemoterapi
uygulanan hastalarda %55 oldugu, abdominopelvik radyoterapi uygulanan hastalarda ise %42
oldugu raporlanmistir [72]. Bunlara ek olarak, adjuvan tedavi olarak radyoterapi ve
doksorubisin+sisplatin kombinasyonuna, paklitaksel eklenmesinin sagkalim tizerine bir etkisinin

olmadig ve toksisiteyi arttirdigl da bildirilmistir [73].

2.2.5. Endometriyum Kanseri Olusumunda Etkili Molekiiler Mekanizmalar

Endometriyum kanserinin olusumu tiimoér supresorleri, transkripsiyon regiilatorleri,
hiicre siklus proteinleri, kinaz ve fosfatazlarin yani sira sinyalizasyon aracilari, steroid
reseptorleri ve membran reseptorleri gibi ¢ok sayida molekiillerin rol oynadigi kompleks bir

stirectir. Tip | karsinom (endometrioid karsinom) olusumunda k-RAS, (3-katenin ve PTEN
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genlerinin mutasyonlarini ve mikrosatellit instabilitesi (MSI)'ni igceren 4 farkli molekiiler
degisikligin meydana geldigi raporlanmistir. MSI'nin diizenlenmesinde meydana gelen
replikasyon hatalar1 onkogenler ve tlimor baskilayici genlerde mutasyonlarin birikimine neden
olurken PTEN, k-RAS, {-katenin genlerindeki anormallikler ise farkli sinyal iletim
mekanizmalarini degistirerek kanser olusumunu uyardigi bildirilmistir [74].

Tip Il karsinom olusumunun ise bazi kromozomlarda heterozigotlugun kaybi, HER-2/neu
(erbB-2) amplifikasyonu ve P53 mutasyonlariyla iliskili oldugu gosterilmistir [58, 75, 76]. HER-
2/neu proto-onkogeni (c-erbB2, neu ve HER2 olarak da bilinir), epidermal biliyiime faktor
reseptoriine benzeyen, intrinsik tirozin kinaz aktivitesine sahip 185-kDa'lik bir transmembran
glikoproteini kodlamaktadir. HER-2/neu'nun ekspresyonunun artmasi endometriyum
kanserinde kotii prognostik faktordiir. Asiri HER-2/neu amplifikasyonunun, vaskiiler ya da
lenfatik yayilimi olan agresif endometriyum kanseri grubunu belirlemede rol oynayabilecegi
rapor edilmistir. Buna ek olarak, P53 ve tiimor baskilayici genlerin asir1 ekspresyonu gibi diger
molekiiler degisikliklerin de endometriyum kanserli hastalarda kotii prognoz ile iligkili oldugu

ileri stirilmistiir [62, 77].

2.2.6. Endometriyum Kanserinde PTEN/PI3K/AKT Sinyal Yolag:

PTEN, 10923 tizerinde bulunan bir tiimér supresor genidir ve bu gendeki degisiklikler,
farkli kanser tiplerinde tanimlanmistir [78-80]. PTEN geni hiicre siklusunun G1 fazindan S fazina
ilerlemesini bloke etme, apoptozu indiikleme ve fosfatidilinositol 3 kinaz (PI3K)/AKT yolagim
negatif olarak diizenleme fonksiyonuna sahiptir [81]. PI3K/AKT yolaginin kanser olusum
mekanizmasinda 6zellikle hiicrelerin malign transformasyon gostermesi ve apoptotik direnc
olusturmalarinda etkili oldugu bildirilmistir [82]. PTEN’in endometriyum kanseri vakalarinin
%?30-50'sinde mutasyona ugradigi gosterilmistir. PTEN mutasyonlar1 ayrica endometriyum
kanseri 6nciisii olan endometriyal hiperplazi vakalarinin yaklasik %20'sinde goriilmektedir [83].

PI3K ailesi hayatta kalma, hiicre adezyonu, hiicre motilitesi, hiicre ¢ogalmasinda rol
oynayan sinyal iletim yolaklari ve hiicreler arasi trafigi diizenleyen lipid kinaz ailesidir [84].
PI3K'lar farkh diizenleyici ve katalitik alt birimlerden olusmaktadir [85, 86]. Biiyiime faktorleri
veya insiilin gibi uyaranlar insiilin reseptorii lizerinde bulunan tirozin bolgelerine baglanarak
PI3K'nin diizenleyici alt birimi P85 proteinini etkinlestirmesi ile PI3K katalitik alt birimi P110
proteini fosfatidilinositol-4,5-bifosfat (PIP2)’1 fosfatidilinositol-3,4,5-fosfat (PIP3)’a doniistiiriir
[87]. Daha sonra, serin/tironin kinaz AKT ve diger asagi sinyal yolag efektorleri aktive olur (Sekil
2.2) [81].

AKT, PI3K ve PDK-1 iceren bir mekanizma tarafindan sitokinler ve biiytime faktdrlerine

cevap olarak aktive edilen bir serin/treonin kinazdir [88, 89]. AKT'nin {i¢ izo formu vardir: AKT1
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(PKBa), AKT2 (PKB[) ve AKT3 (PKBy). Bu izoformlar %85'den fazla sekans benzerligine ve ayni
yapisal organizasyona sahiptir [90]. AKT, hiicre biliyiimesi, boliinmesi, sag kalimi ve géc, apoptoz,
epitelyal-mezenkimal doniisiim, anjiyogenez gibi kanserle iliskili hiicre siireclerini diizenleyen
bir aktiviteye sahiptir. AKT, Bad, glikojen sentez kinaz-3, forkhead transkripsiyon faktorii ve
kaspaz-9'un fosforilasyonu ile apoptoz mekanizmalarini inhibe eder [91-93]. AKT sinyalinin
bloke edilmesi artmis apoptoz ve kanser hiicrelerinin biiylimesinin inhibisyonu ile sonug¢lanir
[88, 89, 94]. AKT yolagindaki degisiklikler, endometriyum kanseri dahil olmak tizere farkli bircok
kanser tipinde tespit edilmistir [95]. Bu nedenle, AKT yolag1 inhibitorleri kanser tedavisi icin
umut verici bir ila¢ hedefi haline gelmistir.

PI3K/AKT yolaginin en 6nemli asagi sinyal yolag1 efektori, fosforillenmis rapamisin
protein kompleksinin memeli hedefi (mTOR)’dir [96, 97]. mTOR proteini hiicre biliylimesinin
diizenlenmesi, hiicre proliferasyonu, hiicre siklusunun ilerlemesi ve sagkalimi kontrol eden 289-
kDa'lik bir serin/treonin kinazdir. mTOR, mTOR kompleksi 1 (mTORC1) ve mTOR kompleksi 2
(mTORC2) olmak iizere multiprotein komplekslerinden olugsmaktadir [97, 98]. mTOR tirozin
kinaz reseptorlerinin aktivasyonu ve bunu izleyen PI3K/AKT fosforilasyonu ile aktive edilebilir.
70 kD ribozomal S6 kinaz (p70S6K) ve Okaryotik translasyon baslatma faktoérii 4E baglayici
protein 1 mTORC1'un asagi sinyal yolag: effektorleri olarak islev goriir [97]. Bu efektorler hiicre
siklusunun diizenlenmesini saglar ve protein sentezini uyarir. mTOR inhibitorleri, hiicre siklusu
icin gerekli olan proteinlerin translasyonunu ve hiicre siklusunun G1 fazindan S fazina gecisini
engeller [97, 99]. Son yillarda PI3K/AKT yolag1 inhibitorleri (perifosin, idelalisib, imanitib,

trastzumab, gefitinib, pertuzumab ve lapatinib) ile ilgili calismalarin sayis1 artis gostermektedir.
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Sekil 2.2. PTEN/PI3K/AKT yolagi. PTEN, PI3K/AKT yolaginin negatif diizenleyicisidir. Hiicre
biiylimesini ve proliferasyonu diizenleyen mTOR, PI3K/AKT yolagi tarafindan aktive edilir.
Fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K), fosfatidilinositol-4,5-bifosfat (PIP2), fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfat (PIP3), fosfoinositid bagimh kinaz-1 (PDK1), rapamisinin memeli hedefi (mTOR),
tuberdoz skleroz kompleksi (TSC1, TSC2), GTP-bagh Ras homologu (RHEB), ribozomal protein S6
(S6) [100].

2.3. Perifosin

Perifosin, AKT aktivasyonunu inhibe eden sentetik bir APL’dir (Sekil 2.3) [24]. APL'lerin
apoptozu indiikledigi, neovaskiilarizasyonu inhibe ettigi ve kanser hiicresi farklilasmasini
uyardigl, invazyonunu inhibe ettigi raporlanmistir [101]. Sentetik olarak {iretilen ilk fosfolipid
bilesikleri, edelfosin ve miltefosin denilen lizofosfatidilkolinlerin analoglaridir [102]. Bu sinifin
prototipi olarak iiretilen miltefosinin, farkli kanser hiicre hatlarinda in vitro anti-kanser aktivitesi
gostermistir [23]. Miltefosinin major metaboliti olan fosfokolin, asetilkolininkine benzeyen bir
yapiya sahiptir, bunun da oral tedavide gozlenen ciddi gastrointestinal rahatsizliklarin nedeni
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle miltefosinden daha iyi sistemik bir terapotik indeksi olan

bilesiklerin T{retilmesi icin yapilan analog arastirmalar sonucunda perifosin iretilmistir
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(Oktadesil (1,1-dimetil-4-piperidyl) fosfat) [103]. Perifosin ise fosfokolin iiretemedigi icin daha
iyi tolere edilebilmektedir [104].

Perifosin, doza bagiml bir sekilde AKT’'nin indiiklenebilir fosforilasyonunu inhibe eder,
boylece AKT etkinligini engeller [105]. AKT, fosforilasyon ile aktive edilir, bu nedenle AKT
fosforilasyonu bu enzimin aktivasyonu icin bir belirtectir. Bazi hiicre tiplerinde AKT'nin
inhibisyonuna ek olarak perifosin, anti-apoptotik MEK-ekstraselliiler sinyal diizenlenmis Kinaz
1/2 (MEK-ERK 1/2) yolagini down regiile eder ve proapoptotik c-Jun N-terminal kinaz (JNK)
agini aktive eder, boylece hayatta kalma ve 6liim sinyalizasyon kaskadlar1 arasindaki dengeyi
modiile eder ve apoptozu indiikler [60, 61]. Perifosin, farkli kanser tiplerinde klinik calismalarda
degerlendirilmistir. Renal hiicre karsinomu ve Waldenstrém’un makroglobulinemisi (WM) harig,
tek ila¢ olarak kullaniminda sinirli sonuglar elde edilmistir. Bununla birlikte, ilerlemis kolorektal
kanser ve multipl miyelom (MM)'da diger ilaclarla kombine edilmesinin tedavide basarili
sonuclarin elde edilmesini saglamistir [23]. Yapilan in vitro calismalarda perifosinin melanoma,
sinir sistemi, akciger, prostat, kolon ve meme kanseri ilizerinde anti-kanser etkilerinin oldugu
gosterilmistir [24, 27, 106]. Buna ek olarak perifosinin, doza bagimlh bir sekilde, insan 16semi

hiicrelerinde apoptozu uyardig bildirilmistir [26].
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Sekil 2.3. Perifosinin AKT aktivasyonu ve potansiyel inhibitéor mekanizmalari. (A) Lipid raftlarda
AKT aktivasyonu. 1) Ligand baglanmasi ile biiylime faktdrii reseptori aktivasyonu, PI3K'nin
aktiflesmesine neden olur. 2) AKT’'nin plekstrin-homoloji domaini, membranda PIP3'e baglanir.
3) AKT PDK-1 ve TORC2 kompleksi ile fosforile edilerek membranda aktive edilir. (B ve C)
Perifosinin olasi etki mekanizmalari. (B) Perifosin, lipit raftlarin yapisini bozarak AKT'nin
membrana tutunmasini onler. (C) Perifosin dogrudan AKT'nin plekstrin-homoloji alanina
baglanir ve onu inhibe eder [102].

2.3.1. Perifosinin Anti-kanser Etkinligi

In vitro calismalarda, perifosin UCN-01, histon deasetilaz inhibitorleri, etoposid, timor
nekroz faktori-iliskili apoptoz-indiikleme ligandi1 (TRAIL), erlotinib, setuksimab, 17-DMAG,

deksametazon, doksorubisin, melfalan ve bortezomib ile basarili bir sekilde kombine edilerek
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kullanilmistir [25-28, 106-110]. Perifosin ve TRAIL'in kombine edildigi bir ¢alismada apoptotik
mekanizma aktivasyonunun, kanser hiicrelerinde o6lim reseptéri (DR)-4 ve DR-5
ekspresyonuyla iliskili oldugu gosterilmistir [110].

Preklinik calismalarda, klinik denemeler icin maksimum tolere edilen giinliik perifosin
dozunun 200 mg/kg oldugu bildirmistir [111]. Faz I deneme c¢alismalarinda, perifosin
uygulanmasi ile kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) olan bir hastada kismi yanitlar
kaydedilmistir [112]. Karisik sarkomlu hastalarda yapilan iki adet faz Il ¢alismanin birinde,
perifosin uygulanmasi ile 23 hastanin sadece 1’inde kismi remisyon gozlenirken, digerinde ise 19
hastanin 4'iinde semptomlarin gerilemesine ragmen hastaligin stabil kaldig1 goriilmustiir [113,
114].Faz I ve Il calismalarindan olusan meta-analiz ¢calismasinda perifosinin sarkomlu hastalarda
klinik faydanin %50 oldugu raporlanmistir [115]. Kondrosarkomu ve alveolar yumusak doku
sarkomu ile sinirh faz Il ¢calismalarinda 59 hastanin 6'sinda kismi yanit elde edilirken 13'linde
hastaligin stabil kaldig1 gézlenmistir [116]. ileri renal hiicreli karsinom, sarkom ve WM olan
hastalarda tek ila¢ olarak kullaniminda objektif yanmitlar bildirilmistir [111, 117, 118]. Bu
sonuglara karsin prostat, meme, pankreas ve bas-boyun kanserleri ile ilgili faz II ¢alismalarinda
perifosin etkinligi gosterilemezken, en umut verici kombinasyon sonug¢lari miyelomda olmustur
[119, 120].

Son yillarda yapilan faz III ¢calismalarinda refrakter kolorektal kanserli, relaps/refrakter
MM’li hastalarda perifosinin diger ilaclarla (kapesitabin, bortezomib ve deksametazon) kombine
edilerek uygulanmasinin tedavi etkinligi arastirilmaktadir [23]. Sisplatin ve perifosin
kombinasyonu, endometriyum kanseri hiicrelerinde artmis anti-kanser aktivitesi gostermistir.
Bu nedenle, endometriyum kanserli hastalarda faz II calismalari ile perifosinin tek ila¢ ve platin
tiirevleri ile kombinasyonunun etkili tedavi alternatifi olabilecegi ileri siirtilmiistir [29]. Baska
bir ¢alismada, insan endometriyum kanseri hiicre hatlari iizerine 4-hidroksitamoksifen (OHT),
fulvestrant, gefitinib, everolimus ve perifosin uygulanmistir. Bu ¢alismada gefitinib, everolimus
ve perifosin tiim hiicre hatlarinda proliferasyonu inhibe ederken sadece perifosinin apoptozu
indiikledigi raporlanmistir [121]. Bu nedenle son yillarda endometriyum kanserli hastalarda
yapilan calismalarda perifosin ile ¢esitli ilaclar kombine edilerek anti-kanser tedavi alternatifleri

gosterilmeye calisiimaktadir.

2.4. D Vitamini

D vitamini hormon benzeri fonksiyonlari olan bir grup steroldiir [11]. Kolekalsiferol (D3
vitamini) gidalardan elde edilebilir, ancak D3 vitamininin baslica kaynagi deri olup, burada
prekiirsor 7-dehidrokolesterol solar ultraviyole B (UVB) radyasyona maruz kalmasindan sonra

D3 vitaminine doniistiiriilir. D vitamini ve metabolitleri 6ncelikle dolasimdaki D vitamini-
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baglayici protein tarafindan tasinir. D vitamini iki adet hidroksilasyon siireciyle biyoaktif hale
gelir. i1k hidroksilasyon karacigerde gerceklesir, enzim 25-hidroksilaz D3 vitaminini 25-hidroksi
D vitamini (25(0H)D)’ne (D3 vitamininin dolasimdaki biiyiik formu) dontstiiriir. 25(0OH)D enzim
la-hidroksilaz tarafindan bobrekte ikinci kez hidroksillenerek, hiicre cekirdegindeki D vitamini
reseptorii (VDR)'ne baglanan, fizyolojik acidan aktif 1,25(0H);Ds formunu olusturur. Bébrek
1,25(0H)2D3 iiretiminin primer bolgesi iken, la-hidroksilaz 1,25(0H);Ds’lin lokal olarak
sentezine izin veren ekstrarenal bolgelerde de eksprese edilir. 1,25(0H);D3 24-hidroksilaz ile
etkisiz hale getirilir (Sekil 2.4). Kalsiyum metabolizmas: ile iliskili olmayan viicudun cesitli
yerlerinde bulunan hiicreler VDR'leri icerir ve 1,25(0H);Ds'li lokal olarak sentezler, bu farkh
hiicre tiirleri i¢in, 1,25(0H).D3 proliferasyonu inhibe eder ve diferansiyasyonu destekler [6, 122].

1,25(0H)2D3'lin biyolojik etkileri, ligandla aktive olan transkripsiyon faktorlerinin
niikleer reseptor siiper ailesinin bir tiyesi olan VDR araciligi ile saglanir. VDR hormonal olarak
aktif D vitamini ile kompleks icinde, bircok hiicre tipinin kalsiyum homeostazi, biiytime kontrolii,
diferansiyasyon, apoptoz, immiin yanitlarin ve anjiyogenezin diizenlenmesi gibi genis bir
fizyolojik fonksiyon serisinde yer alan 900'den fazla genin ekspresyonunu diizenleyen niikleer
ligand-indiikleyici bir transkripsiyon faktoriidiir [123]. VDR normal olarak cekirdekte bulunur.
1,25(0H)2D3'lin VDR’ye baglanmasi lizerine ¢ekirdege translokasyon yapar, retinoid X reseptori
ile dimerize olur, D vitamini yanit elementleri diye adlandirilan DNA bélgeleriyle etkilesime girer
ve hedef gen transkripsiyonunun diizenlenmesine yardimci olan ko-aktivatorleri modiile eder
[122,124].

D vitaminin kalsiyum ve fosfat homeostazinin diizenlenmesinde énemli rolleri bilinirken,
¢ok sayida in vitro ve in vivo ¢alismada da D vitamininin meme, prostat, kolon, deri, beyin
kanserlerinde ve miyeloid 16semide kanserli hiicre proliferasyonunu giiclii bir sekilde inhibe
ettigi gosterilmistir [125, 126]. D vitamininin aktif metaboliti (1,25(0H).D3 veya kalsitriol) anti-
proliferatif ve pro-apoptotik ozelliklere sahiptir [127, 128]. Genellikle in vitro kanser
modellerinde yapilan arastirmalara dayanarak, kalsitrioliin anti-neoplastik aktivitesi icin cesitli
mekanizmalar Onerilmistir. Anti-neoplastik etkinlik mekanizmalar1 apoptozun indiiksiyonu,
hiicre siklusu arresti araciligi ile proliferasyonun inhibisyonu, diferansiyasyonun indiiksiyonu,

invazyon ve hareketliligin inhibisyonu ve anjiyogenezin azaltilmasini icerir [129].
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Sekil 2.4. D vitamini metabolizmasi [122].
2.4.1. D Vitamininin Anti-kanser Etkinligi

Endometriyum kanseri dahil olmak tizere farkli kanser tiplerinin dnlenmesinde D
vitamininin profilaktik olarak kullanilmasinin etkili olacagini ileri siiren epidemiyolojik

calismalarin sayis1 artis gostermektedir [11]. D vitamininin hormonal aktif formu olan

kalsitrioliin etki mekanizmasi, kanser hiicrelerinin invazyon ve go¢ potansiyelini inhibe etmenin
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yani sira, hiicre siklusu arrestinin indiiklenmesi, diferansiyasyonu arttirmasi, proliferasyonu
inhibe etmesi gibi 6nemli etkileri icermektedir [130]. Kalsitrioliin prostat, meme, kolon, deri
kanseri ve losemi hiicrelerini iceren farkli kanser tiplerinde hiicre siklus arrestine yol actigy,
apoptoz ve diferansiyasyon indiiksiyonu yaparak anti-proliferatif etki gosterdigi bildirilmistir
[14, 15, 16]. Kalsitrioliin GO/G1 arrestini indiikledigi, G1 arrestiyle iliskili CDK inhibitorleri, p21
ve p27’yi modiile ettigi, kaspaz bagimli olarak MEK ve kaspaz-3'iin boéliinmesini uyardigi ortaya
konulmustur [17]. Bunlara ek olarak, kalsitrioliin AKT 'nin fosforilasyon ve ekspresyonunu inhibe
ettigi gosterilmistir [18]. Bir¢ok pre-klinik ve klinik ¢alismada kalsitrioliin etkili oldugu
bulunmasina ragmen, doz-sinirlayici kalsemik etkiler nedeniyle kemoterapotik ve kemopreventif
ilac olarak bu bilesimin kullanilmasinda biiyiik bir engel oldugu raporlanmistir. Bu nedenle
kalsitrioliin toksisitesinin azaltilmasina yonelik diisiik konsantrasyonda kullanimi ve anti-kanser
etkinligini arttirmak icin diger ilaclar ile kombine edilerek uygulanmasinin etkinligi ile ilgili

calismalarin sayisi artis gostermistir [21, 22].

2.5. Apoptoz

Hiicrenin yeniden yapimi ve yikiminin bir diizen iginde olmasi proliferasyon ve
programlanmis hiicre 6liimii (apoptoz) dengesinin saglikli bir sekilde siirdiiriilmesine baghdir
[131, 132]. Apoptoz, Kerr ve ark. tarafindan 1972 yilinda hiicrelerin kendilerini kontrollii olarak
yok etmeleri olarak tanimlanmistir [133]. Yunanca, apo (= ayr1) ve ptozis (= diisen) kelimelerinin
birlestirilmesi ile olusmus agactan diisen yaprak veya cicekten ayrilan petal anlamina gelir [134].
Apoptoz aktif, genlerle diizenlenen, programl, RNA, protein sentezi ve enerjiye gereksinim
duyan, organizmada homeostazi koruyan diizenlenmis bir hiicre 6liim siirecidir [135]. Hiicrenin
yasam dongiisii boyunca yapim-yikim dengesinin siirdiiriilmesini saglar, bu nedenle apoptoz
hizinin yavasladigl veya arttifi hallerde c¢esitli hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir [136, 137].
Embriyolojik gelisim siirecinde ve eriskin dokulardaki hiicrelerin yasamlarinin stirdiiriilmesinde
anahtar rol oynamaktadir. Biyolojik gorevini tamamlamis veya hasarli hiicreler apoptoz ile
genetik olarak kontrol edilerek ortadan kaldirilir ve boylece cesitli dokularda homeostazin
gelistirilmesi ve siirdiiriilmesi saglanir [138].

Yasayan organizmada apoptoz ve nekroz olmak iizere iki temel hiicre 6liimii gerceklesir.
Apoptoz, belli bir bélgedeki tiim hiicreleri etkilemek yerine tek tek hiicrelerde ortaya ¢ikar ve
tipik olarak enflamatuar degisikliklere neden olmamaktadir. Apoptoz sinyali alindiktan sonra
hiicrede bircok morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler gozlenir. Kromatin degisikliklerinin
baslamasindan kisa bir siire 6nce, kalsiyumun hiicre ici miktarinda artis meydana gelir. Bu artis
endoniikleaz ve transglutaminaz gibi baz1 enzimleri aktive ederek yapisal degisikliklere neden

olur [139, 140]. Kromatin ¢ekirdek zarinin altinda yogunlasarak degisik boyutta yarim ay
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seklinde yogun kitleler haline gelmeye baslar. Cekirdek merkezinde ¢ekirdek¢ik kromatini
dagilir. Cekirdekte meydana gelen degisikliklere endojen kalsiyum-magnezyum bagiml
niikleazlarin aktivasyonu neden olur. Bu niikleazlar niikleozomlar arasinda kromatini boler ve
DNA’y1 hepsinin uzunlugu 180-200 cifti ve katlar1 olan parcalara ayirir [141]. Bu siirecte, hiicre
hacmi azalir, sitoplazmik organeller yogunlasir, diiz endoplazmik retikulum (ER) genisler ve
hiicre yogunlugu artar. Yogunlasmis sitoplazmada vakuoller olusur. Genisleyen sisternalar
plazma membrani ile birleserek hiicre yiizeyine dogru tomurcuklanir. Bununla birlikte, plazma
membraninda bulunan iyon kanallar1 ve pompalarin aktivasyonu bozulur, mikrovilluslar gibi
yluzey Ozellesmeleri kaybolur. Plazma membranindaki degisiklikler apoptotik hiicrelerin
taninmasini saglar. Normalde plazma membraninin i¢ tabakasinda bulunan fosfatidilserin,
aminofosfolipid transferaz enzimiyle membranin dis tabakasina go¢ eder. Fagositik hiicrelerin
vitronektin, lektin 6zelligindeki reseptorleri fosfatidilserin ile baglanarak fagositozu uyarir.
Hiicre, sitoplazma ile ¢evrilmis kromatin parcalarindan olusan apoptotik cisimciklere par¢alanir
[142]. Apoptotik cisimcikler, makrofajlar ya da komsu hiicreler tarafindan fagosite edilirken
sitokin salgilanmasina ve inflamasyon olusmasina neden olmamaktadir [133, 143, 144]. Diger bir
hiicre 6liim sekli olan nekroz ise hiicre sismesi ve hiicre parcalanmasi ile karakterize, agir iskemi,
mekanik travma gibi bliyiik cevresel degisikliklerin neden oldugu pasif ve patolojik bir stire¢dir.

Nekroz da hiicre ici denetim mekanizmalari rol oynamamaktadir [145].

2.5.1. Apoptozun Hiicresel Diizenlenme Mekanizmalari

Apoptoz ¢cok sayida mediator tarafindan diizenlenir. Ozellikle kalsiyum, BCL2 siiper ailesi,
seramid gibi molekiiller, kaspazlar, P53, sitokrom-c gibi proteinler ve mitokondriyonlar rol
oynar. Apoptotik stire¢ boyunca hiicre icine giren kalsiyum iyonlar1 gen regiilasyonunda, proteaz,
endoniikleaz ve transglutaminaz aktivasyonunda ve hiicre iskeleti organizasyonunda rol
oynamaktadir. Apoptozun diizenlenmesini BCL2/BCL2 baglantili X proteini (BAX) gen ailesi
saglamaktadir. Bu ailenin bazilar1 apoptozu inhibe ederken (anti-apoptotik genler) bazilar1 da

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

2.5.1.1. BCL2 Super Ailesi

Biiyiik bir protein ailesi olan BCL2 stiper ailesinin bir kismi1 anti-apoptotik, bir kismi1 da
pro-apoptotiktir. Yapilarinda merkezi konumda hidrofobik olan bir alfa heliks ve bunu cevreleyen
amfipatik olan bes adet alfa heliks yapisi bulunmaktadir. BCL2 ailesi proteinlerinin 4'e kadar
numaralanan BCL2 homoloji (BH) bolgeleri bulunmaktadir. BCL2 siiper ailesi proteinleri yapisal

ve islevsel durumlarina gére BCL2, BAX ve Bik olmak tizere 3 grup altinda simiflandirilir [148,
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149]. BCL2 alt grubu BCL2, Bcl-xl ve Bcl-w’dan olusmaktadir ve hepsi anti-apoptotik aktiviteye
sahiptir. Proteinler mitokondriyonun dis zarina yerlesirler. BAX alt grubu BAX, Bad ve Bak 'dan
olusmaktadir ve hepsi pro-apoptotiktir. Bik alt grubu, proapoptotik etkili Bik, Bid ve Bim'den
olusmaktadir. Bu grubun en belirgin 06zellikleri heterodimerler olusturarak eslerinin
aktivitelerini diizenlemeleridir [150]. BAX, BCL2 ile heterodimerize ve kendisi ile homodimerize
olur. Mitokondriyal membran porlarinin iyon transportunu diizenleyen BCL2 sitokrom-c ve
apoptoz indiikleyici faktor (AIF)’lerin salinimini bloke ederek apoptozu inhibe etmektedir. Pro-
apoptotik iyeler (BAX, Bad, Bid, Bak) sitokrom-c ve AIF salinnmini arttirarak apoptozu
indiiklemektedir. Bcl-xl ise kaspaz-9’un aktif kaspaz-9’a doniismesini 6nlemektedir [151-153].
BAX hiicrede asir1 eksprese edildiginde apoptoz artarken BCL2 asir1 eksprese edildiginde BAX ile
heterodimerize olur ve apoptoz inhibe edilir [154]. Normalde sitozolde bulunan BAX apoptotik
sinyal alindiktan sonra mitokondriyal membrana baglanip membranda kii¢iik porlar a¢ilmasin
saglayarakiyon gecirgenligini bozar. Mitokondriyondan sitokrom-c ve AIF’'nin sitozole gegmesine
neden olmaktadir ve bunun sonucunda kaspaz aktivasyonunu diizenlemektedir [155]. Sitozole
gecen sitokrom-c burada apoptotik proteaz aktive edici faktor (APAF-1) ile birlesir. Sitokrom-c
ve APAF-1'in olusturdugu bu komplekse ATP ve prokaspaz-9 eklenir ve kaspaz-9 aktiflesir. Aktif
kaspaz-9 kaspaz-3'ii aktive eder ve apoptoz gerceklesir [147].

2.5.1.2. P53

P53 proteini hiicrede DNA hasarina yanit olarak hiicre siklusunu G1 fazinda durdurup
hiicreye DNA tamiri i¢in zaman veren bir transkripsiyon faktortdiir [156]. Hiicre siklusunun
kontroli, hiicre farklilasmasi, DNA sentezi ve tamiri, genomik sekillenme ve apoptozda gorev
almaktadir. DNA hasar1 olan hiicrelerde inaktif olan P53 geni aktive olur ve p21 genini
aktiflestirir. p21 geni, hiicrenin G1 fazindan S fazina ge¢mesini inhibe ederek hiicre siklusunu
bloke eder. Bu dénemde DNA tamirinin hiicre siklusunun S fazina gegmeden tamamlanmasi
gerekir [157, 158]. Genom hasari ¢ok biiyiik ise hiicre apoptoza gider. Hasar tamir edilemeyecek
durumda ise P53 geni BAX"1 aktive ederek veya Fas ve timor nekroz faktoérii (TNF) reseptorii

(TNF-R) gibi 61iim reseptorlerini indiikleyerek apoptozu baslatir [156].

2.5.2. Apoptozun Molekiiler Mekanizmasi

Apoptozun sinyal aginda gorev alan bilesenler genomda kodlanmistir ve 6liim sinyali
tarafindan aktive edilmek iizere hazir halde bulunur. DNA hasari, apoptozu tesvik edici sitotoksik
ilaclar, hiicre yiizeyindeki 6lim reseptorlerinin uyarilmasi, radyasyon ve yasam sinyallerinin

yoklugu 6liim sinyalleri olarak sayilir [134]. Bu sinyaller DNA hasari, pH'in azalmasi, hiicre ici
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kalsiyum diizeyinin artmasi, metabolik veya hiicre siklus bozukluklar1 ve hipoksi apoptozu
tetikleyen hiicre i¢i sinyalleri olarak tanimlanmaktadir. Hiicre disi sinyaller ise o6lim
reseptorlerinin aktivasyonu (FAS-FAS ligand, TNF), sitotoksik T lenfosit, biiylime ve iireme
faktorlerinin yetersizligi ve dis etkenler (toksinler, UV, iskemi, kemoterapotik ilaglar,
radyasyon)’dir. Kaspazlar her iki yolda da gorev alir [159-161]. Tiim bu sinyaller apoptotik
yolaklarin olusmasini saglar ve apoptotik mekanizmay tetikler [134]. Apoptotik mekanizma
stresle indiiklenen ve mitokondriyondaki degisikliklerle devam eden intrinsik yol ve hiicre
ylzeyindeki 6liim reseptorlerinin aktivasyonuyla baslayan ekstrinsik yol olmak tizere iki ana yol

lizerinden gerceklesir [162].

1. Instrinsik Apoptoz Yolag1
2. Ekstrinsik Apoptoz Yolag:
e Direkt mekanizma

¢ Indirekt mekanizma

2.5.2.1. intrinsik Apoptoz Yolag:

Apoptoz bazi durumlarda hiicresel stres sonrasinda tretilen intrinsik sinyaller ile
baslatilmaktadir. Bu sinyaller hiicresel stres, biiylime faktoriiniin eksikligi, viral enfeksiyonlar,
oksidatif stres, radyasyon veya kimyasallarla olusabilir. Makrofaj aktivasyonunu takiben gelisen
reaktif oksijen tiirevleri (ROS), IFN-g sekresyonu, nitrik oksit, sitotoksik T-hiicrelerinin perforin
sekresyonu, bakteriyel toksinler ve kemoterapotikler mitokondriyonlar tizerinde etkilidir [163].
Bu yolla apoptotik uyari alinmasindan sonra, proapoptotik protein olan Bid, BCL2 (anti-apoptotik
protein)’yi inaktive eder, BAX ve Bak’i aktiflestirir. Aktiflesen BAX ve Bak mitokondriyal
membranda por olusumunu indiikledikten sonra membran potansiyelini degistirir. Bu degisiklik
mitokondriyondan sitokrom-c, Smac (sekonder mitokondriyon-kaynakli kaspaz aktivatorii),
endonukleaz-G, AIF ve kalsiyum salinimini uyarir. Sitokrom-c, APAF-1'e baglanir ve sitozolde
apoptozom denen bir kompleks olusturur. Daha sonra prokaspaz-9 ile etkilesime girerek kaspaz-
9'u aktive eder. Aktiflesen kaspaz-9, prokaspaz-3'l aktif kaspaz-3 haline getirir. Aktif kaspaz-3 de
kaspaz aktive edici DNaz (CAD)’1 serbestlestirir. CAD’da ¢ekirdekte kromatin yogunlasmasina ve

DNA’nin niikleozomal alt birimler halinde fragmante olmasina neden olur [161, 164].

2.5.2.2. Ekstrinsik Apoptoz Yolagi

Bu yolak, hiicre yiizeyinde bulunan éliim reseptorleri aracih@ ile uyarihr. Oliim

reseptorleri, apoptozun indiklenmesinde rol oynayan TNF/sinir biiytime faktori ( NGF) ailesine
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ait hiicre ylizey reseptorleridir. Bu ailenin iiyeleri, hiicre proliferasyonu ve apoptozu denetleyen
transmembran proteinleridir. Fas reseptor, TNF-R1 ve TRAIL reseptorleri (TRAIL R1, R2), T-
hiicresi apoptozunun baslatilmasinda etkili oldugu bilinen 6liim reseptorleridir. Biiyiime
faktorlerindeki eksiklik, hiicre yaslanmasi, adezyon kaybi, hipoksi, kemoterapi, radyasyon gibi
ilaclarin TNF-R gibi 61iim reseptorlerini aktive etmesi ile hiicre uyarilir [162]. FAS, DR-3, DR-6,
TRAIL-R1, TRAIL-R2, TNF-R1, p75-NGFR ve ektodisplazin-A reseptorii (EDAR) olmak iizere sekiz
adet 6liim reseptori tanimlanmistir [165].

Oliim reseptorleri (Fas ve TNF-R1) ilgili ligandlar1 (FasL ve TRAIL) ile etkilesime
girdiginde reseptorler trimerik bir yap1 kazanir. Bu trimerik yap1 kazanan reseptorler adaptor
molekiilleri ve prokaspazla birleserek 6liim indiiklii sinyal kompleksi (DISC) adi1 verilen yapiy1
meydana getirir. DISC icinde inaktif durumda bulunan prokaspaz-8'in uzun ve kisa kollari
kesilerek aktif kaspaz-8’e dontlisiimii tetiklenir. Aktif kaspaz-8 iki yolla kaspaz-3'li aktive eder. Bu
etki kaspaz-8’in kaspaz-3’ii direkt aktive etmesiyle veya indirekt olarak instrinsik mekanizmada
kaspaz-9’u aktive ettikten sonra kaspaz-3’ii aktive etmesiyle meydana gelir. Her iki yolla da aktive
olan kaspaz-3 yine CAD aktivasyonu ile DNA fragmantasyonuna neden olur [165].

Apoptozun indiiksiyonu ya apoptotik uyaranlarin ytlizey reseptoérlerine 6liim indiikleyici
ligandlarin baglanmasi gibi ekstrinsik sinyallerden ya da sitotoksik T lenfositlerle saglanmis olur.
T lenfositler hasara ugramis veya viriislerle enfekte olmus hiicreleri tanir ve hasarl hiicreleri
neoplastik hiicre olusumundan ya da viriisle enfekte hiicrelerle enfeksiyonlarinin yayilmasini
onlemek icin apoptozu baslatir [166]. Granzim perforin sistemi viriisle enfekte hiicreler ve kanser
hiicrelerinin ortadan kaldirilmasinda etkili bir yoldur. Granzim B ve perforinler sitotoksik T
lenfositlerin ve natural killer hiicrelerin salgi graniilleri icinde bulunan birer serin proteazdir.
Sitotoksik T lenfositler hedef hiicreye baglandiginda ortama perforinler salinir ve bu durum hedef
hiicre lizerinde dairesel bir por olusumuna neden olur. Bu perforin poru hiicre icine kalsiyum
girisine neden olur. Artan kalsiyum vezikiilden Granzim B’nin serbest kalmasini saglar. Granzim

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

3.1. Materyaller

3.1.1. Cihazlar

Etiiv (5040 BP, Elektro-mag Wise Cuba)
Laminar akimli kabin (LF-CA 04002, Helfer)
CO; inkiibatori (MLAC 17, Sanyo)

Santrifiij (Mikro 22 R, Hettich)

Inverted mikroskop (TS-100, Nikon)

Buzdolabi (Ariston)

Derin dondurucu (Bosch)

Hiicre sayim cihazi (Roche)

Hassas terazi (Sartorius)

Manyetik karistirici (Yellow Line)

Mikropipet seti (Eppendorf)

Mikrosantrifiij (NF-048, Niive)

xCELLingence cihazi (Roche Diagnostics GmbH)
FACSAria akim sitometri cihazi (BD Biosciences)
Elektron mikroskobu (JEM-1011, Jeol)
Ultramikrotom (UCT125, Leica)

Lightcycler 480 II cihazi (Roche)

YV V V V V VYV V V V VYV V V V V V V VY

3.1.2. Sarf ve Kimyasal Malzemeler

E-plate (5469830, Acea)

T25 flask (430639, Corning)

15 ml'lik falkon tiip (078.02.007, Isolab)

5 ml serolojik pipet (861253001, Sarstedt)
10 ml serolojik pipet (861254001, Sarstedt)
Pastor pipeti (LP135138, LP Italiana)
Kalsitriol (D1530, Sigma-Aldrich)

Perifosin (SML0612, Sigma-Aldrich)
McCoy’s 5A medium (16600082, Thermo)
Etanol (Alko-kim)

V V V V V V V V VYV VY
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L-glutamin (K0283, Biochrom)

Tripsin-EDTA (17-161E, Lonza)

Penisilin/streptomisin (A2213, Biochrom)

Amfoterisin (A2612, Biochrom)

Fetal sigir serumu (FBS, S181G-100, Biowest)

Dimetilsiilfoksit (Al0231, Amresco)

Fosfat tampon soliisyonu (PBS)

DPBS-10X (14080-055, Thermo)

Pipet ucu 0,5-10 pl'lik (T-300, Axygen)

Pipet ucu 1-200 pul'lik (T-200-Y, Axygen)

Pipet ucu 1-1000 pl'lik (T-1000-B, Axygen)

APC Anneksin V / Pl apoptoz belirleme kiti (556547, BioLegend)
High pure RNA izolasyon kiti (1828665, Roche)

Transcriptor first strand cDNA Kkiti (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 formvuarsiz bakir grid (EMS300-Cu, Electron Microscopy Sciences)
Osmium tetroxide (19110, Electron Microscopy Sciences)
Gluteraldehit (104239, Merck)

Uranil asetat (10915, PubChem)

Kursun sitrat (15326-25G, Sigma-Aldrich)

Y VY VYV Y Y VY Y Y VY Y VY VY VY VY VYV Y VYV VYV YV VYV

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiiri

Bu calismada insan endometriyum Kkanseri hiicre hatti (HEC1A, ATCC® HTB-112™,
Manassas, USA) kullanildi. Bu hiicre hatti evre IA, tip Il endometriyal adenokarsinomali bir
hastadan izole edilmistir. Deney siiresince HEC1A hiicrelerinin ¢ogaltilmasi, pasajlanmasi,
dondurularak saklanmasi, sayimi ve canlilik testleri islemleri hiicre kiiltiirii laboratuvarinda

yapildL
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3.2.1.1. Hiicre Kiiltiir Medyumunun Hazirlanisi

Asagidaki malzemeler kullanilarak 100 ml hiicre kiiltiirti medyumu hazirlandu.

» 88 ml McCoy's 5A hiicre kiiltiiri medyumu
» 10 ml FBS

» 1 ml Penisilin+Streptomisin

> 1 ml Amfoterisin

3.2.1.2. Hiicrelerin inkiibe Edilmesi

HEC1A hiicrelerinin T25 flasklarda katkili McCoy's 5A hiicre kiiltiirii medyumu icerisinde

37 oC sicaklik ve %5 CO2 ortaminda inkiibe edilerek cogalmasi saglandi.

3.2.1.3. Hiicrelerin Céziilmesi ve Cogaltilmasi

10.

11.

Dondurulmus HEC1A hiicrelerinin ¢dziilmesi asagidaki protokole gore yapildi.

-80 °C'den dondurulmus HEC1A hiicrelerinin bulundugu vial ¢ikartilarak buz akiisii
uizerine konuldu.

Vial 37 °C’de hazirlanan su banyosunun icerisine konularak 1-2 dk beklendi.

Vial igerisindeki hiicre karisimli medyum eridikten sonra vial su banyosundan ¢ikarildi.
Laminar akimh kabin i¢erisinde 15 ml’lik falkon tiip i¢cine 7-9 ml katkili medyum konuldu
ve vial icindeki hiicre slispansiyonlu medyum falkon tiip igerisine eklendi.

Elde edilen hiicre stispansiyonu 125 x g'de 5 dk santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi slipernatant pastor pipeti ile ¢ekilip atildi. Geriye kalan pellet {izerine
daha dnceden hazirlanmis katkili medyum eklendi ve pipetaj yapildi.

HEC1A hiicrelerini iceren medyum pipet yardimi ile T25 flask i¢ine ekildi.

Mikroskopta incelendikten sonra T25 flask 37 °C sicaklik ve %5 CO; ortaminda inkiibe
edildi ve 3 giine bir medyumu yenilendi.

Cogalan HEC1A hiicreleri %80-90 doygunluga ulasinca hiicreler pasajlandi.

Bu amagcla iiremekte olan hiicreler istenen cogunluga ulastiginda iizerlerindeki medyum
pipetle alinarak 2 ml steril PBS ile yikandi.

PBS pastor pipetiyle uzaklastirildiktan sonra hiicrelerin kaldirilmasi icin hiicrelerin

tizerine 2,5 ml tripsin-EDTA soliisyonu ilave edilerek etiivde 5-7 dk bekletildi.
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12.

13.

Hiicrelerin tutundugu ytlizeyden kalkmasinin ardindan silispansiyon halindeki hiicre
tripsin-EDTA soliisyonu 15 ml’lik falkon tiip igerisine alinarak iizerine tripsinin
inhibisyonu icin tripsin hacminin 2 kati kadar katkili medyum eklendi.

Tiipe alinan silispansiyon 125 x g’de 5-10 dk santrifiij edilerek tripsin-EDTA soliisyonu
uzaklastirildi. Hiicreler katkili medyum ile siispanse edilerek 3 adet T25 flaska boliinerek

pasajlandi ve T25 flasklar 37 ¢C’'de %5 CO; ortaminda inkiibe edildi.

3.2.1.4. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Cogalan HEC1A hiicreleri %80-90 doygunluga ulasinca hiicrelerin lizerlerindeki medyum
pipetle alinarak 2 ml steril PBS ile yikand1.

PBS pastor pipetiyle uzaklastirildiktan sonra hiicrelerin kaldirilmasi icin 2,5 ml tripsin-
EDTA soliisyonu ilave edilerek etiivde 5-7 dk bekletildi.

Hiicrelerin tutundugu yiizeyden kalkmasinin ardindan siispansiyon halindeki hiicre
tripsin-EDTA siispansiyonu 15 ml’lik falkon tiip icerisine alinarak {izerine tripsinin
inhibisyonu icin tripsin hacminin en az 2 kat1 kadar katkili medyum eklendi.

Tiipe alinan slispansiyon 125 x g’de 5-10 dk santrifiij edilerek tripsin-EDTA soliisyonu
uzaklastirildi.

Elde edilen hiicre pelleti 900 pl katkili medyum ile sulandirilarak hiicre sayimi yapildi.
Dondurma viallerinin icerisine 50 ul dimetilsiilfoksit (DMSO) ve 950 pl katkili medyum
ile siispanse edilen HEC1A hiicreleri eklendi.

Vialler -80 °C’de derin dondurucuda gerektiginde kullanilmak tizere saklandu.

3.2.2. Deney Gruplarinda Kullanilan ilaglarin Doz Ayarlamalar:

3.2.2.1. Perifosinin Hazirlanmasi

Perifosin DMSO igerisinde ¢oziilerek 10 mM’lik bir stok hazirlandi ve -20 °C’de saklandi.

Daha sonra 10 mM’lik stok katkili McCoy's 5A hiicre kultiirit medyumu ile seyreltilerek 10 uM, 30

uM ve 50 uM’lik konsantrasyonlarda perifosin soliisyonlar1 hazirlandu.

3.2.2.2. D Vitamininin Hazirlanmasi

Kalsitriol %99,8'lik etil alkolle son konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde ¢ozdiiriilerek bir

stok hazirlandi ve -20 °C’de saklandi. Daha sonra katkili McCoy's 5A hiicre kiiltiirii medyumu ile

seyreltilerek 50 nM ve 200 nM’lik konsantrasyonlarda D vitamini soliisyonlar: hazirlandu.
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3.2.2.3. HEC1A Hiicrelerine Perifosin, D Vitamini ve Her ikisinin Kombinasyonun

Uygulanmasi

Gercek zamanli hiicre elektronik algilama sistemi (xCELLigence) ile hiicre
proliferasyonunun analizi i¢in kullanilacak olan kontrol, perifosin, D vitamini ve perifosin+D
vitamininin kombinasyon gruplar1 Tablo 3.1’de verilmistir. Bu deneyin sonucuna gore diger
analizler i¢cin kullanilacak dozlara karar verilmistir. Calismamizda kontrol, perifosin, D vitamini
ve perifosin+D vitamini kombinasyonlar1 HEC1A hiicreleri iizerine 48 ve 72 saat uygulanarak

degerlendirildi.

Tablo 3.1. Deney gruplari ve kullanilan doz miktarlari

Gruplar Kullanilan dozlar
Kontrol Sadece katkili McCoy’s 5A hiicre kiiltiiri medyumu
Perifosin 10 uM

Perifosin 30 uM

Perifosin 50 uM

D vitamini 50 nM

D vitamini 200 nM
Perifosin+D vitamini 10 uM+50 nM
Perifosin+D vitamini 10 uM+200 nM
Perifosin+D vitamini 30 uM+50 nM
Perifosin+D vitamini 30 uM+200 nM
Perifosin+D vitamini 50 uM+50 nM
Perifosin+D vitamini 50 uM+200 nM

Ayrn flasklarda ekimi yapilan HEC1A hiicrelerinin iizerine perifosin (10 pM, 30 puM, 50
uM), D vitamini (50 nM ve 200 nM) ve perifosin+D vitamini kombinasyonlar1 (10 pM+50 nM, 10
uM+200 nM, 30 uM+50 nM, 30 uM+200 nM, 50 pM+50 nM, 50 uM+200 nM) eklendi. Her bir doz
icin hiicreler 48 ve 72 saat inkiibe edildi. xCELLigence ile hiicre proliferasyon analizi sonrasinda
diger analizlere 10 pM, 30 uM perifosin ve 50 nM, 200 nM D vitamini dozlar1 ve bunlarin

kombinasyonlari ile devam edildi.

3.2.3. xCELLigence ile Hiicre Proliferasyon Egrilerinin Belirlenmesi

Bu c¢alismada, xCELLigence ile HEC1A hiicrelerinin normal proliferasyon egrisi ve
uygulanacak olan perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyonlarinin HEC1A
hiicreleri lizerine anti-proliferatif etkileri ¢calisildi. Proliferasyon ¢alismasinda altin elektrot kaph
E-plateler kullanildi. Calismamizda xCELLigence analizi i¢in n=4 tekrar yapildi. Deney
protokoliimiiz asagidaki gibidir.
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1. Flaskigerisindeki medyum uzaklastirilarak hiicreler 3 ml 1X DPBS ile 3 kez yikandu.

2. Son yikamada kullanmilan DPBS g¢ekildikten sonra hiicrelere 2 ml %0,05 tripsin-EDTA
eklenerek 10 dk boyunca 37 °C’de inkiibe edildi.

3. Tripsin inaktivasyonunu saglamak icin flaska 2 ml katkili medyum eklendi ve flasktaki
hiicre siispansiyonu 15 ml’lik falkon tiipline aktarildu.

4. Elde edilen hiicre siispansiyonu 125 x g’de 5-10 dk santrifiij edilen tiipten slipernatant
uzaklastirilarak, pellet 1 ml katkili medyum ile resiispanse edildi.

5. 16 kuyulu E-plate’lerin her bir kuyusuna yaklasik 2x105 hiicre ekilmesi planlandigi icin

hiicre siispansiyonu diliisyon oranlar1 hesaplandi.

xCELLigence verilerinin ger¢ek zamanl hiicre analizi-¢ift plate (RTCA DP) programinda

islenmesi ve hiicre analiz grafiklerinin ¢iktisi asagidaki asamalar takip edilerek yapildu.

1. RTCA programi baslatildi. Program otomatik olarak RTCA kontrol tinitesine bagli RTCA
DP cihazini taniyarak uygun kullanici arayiiziinii baslatt.

2. Expnote, Layout ve Schedule ogelerini iceren deney tasarisi sayfalar1 dolduruldu.
Schedule igin izlenen asamalar: kér okuma asamasi, hiicre izleme asamasi ve bilesik
aktivitesi izleme asamasi seklindedir. Istatistiksel analizlerde kullanilacak olan her bir
uygulamada, 4 tekrar olacak sekilde kuyucuklarin kodlamasi yapildi. Totalde kontrol,
perifosin (10 pM, 30 uM, 50 pM), D vitamini ( 50 nM, 200 nM) ve alt1 adet perifosin+D
vitamini kombinasyon gruplarindan olusan 12 adet deney grubu ve her grup icin 4 tekrar
yapildigindan 48 adet kuyu kullanild.

3. Tum ayarlamalar yapildiktan sonra E-plate’lerin her bir kuyusuna 100 pl katkili medyum
eklenerek plateler inkiibator icerisindeki enstriimanina yerlestirildi. Bu sekilde deney
baslatilarak ilk okuma (kér okuma) alindi.

4. Kor okuma tamamlandiktan sonra E-plate’ler inkiibatérden cikarilarak laminar akimh
kabine alindi. Kuyulara 90 pl hacimde 2x105 hiicre igeren hiicre siispansiyonu tim
kuyucuklara son hacim 190 pl olacak sekilde eklendi.

5. Inkiibatore geri alinan E-plate’ler icin hiicre izleme asamas baslatildi ve 24 saat beklendi.

6. Ikinci asamanin bekleme siiresince, uygulanacak maddeler icin gerekli konsantrasyonlar
ependorf tiipler igerisinde hazirlanarak kodlarina uygun etiketlendi.

7. Hiicre izleme asamasi bitmeden 1 saat once, kullanilacak tiiplerin 37 °C’ye gelmesi
saglandi. 24 saat sonunda bu asama beklemeye alindi (pause). E-plate’ler inkiibatérden

alinarak laminer kabine aktarildi. Plate’ler icin dnceden belirlenmis kuyucuk kodlarina
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gore uygun konsantrasyonlarda ila¢ stoklarindan 10 pl kullanilarak kuyucuklardaki son
hacimler 200 pl’'ye tamamlandi.

8. E-plate’ler tekrar inkiibatére alinarak bilesik aktivitesi izleme asamasi baslatildi. Bu
asama uygulanan bilesik ve hiicre hattina bagh olarak 48-72 saat arasi siirdiirilmektedir.
Hiicre sayisindaki degisiklikler, 96 saat boyunca her 15 dk’da bir inkiibatér icindeki

xCELLigence cihazi ile gozlemlendi.

3.2.4. Kantitatif Ger¢ek Zamanlh PCR (RT-qPCR) Analizleri

Perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyonu uygulamalarinin HEC1A
hiicre hattinda farklilastiracagi gen ekspresyon diizeylerinin gosterilmesi icin Oncelikle
orneklerden total RNA izolasyonu high pure RNA izolasyon kiti kullanilarak, firmanin 6ngérdiigii
protokol ile yapildi. Bu sekilde niikleaz enzimlerinin inhibe edildigi ortamda total RNA’'nin

miimkiin olan en saf haliyle DNA ve proteinlerden ayrilmasi amaclandi.

3.2.4.1. RNA izolasyonu

1. Hiicreler 48 ve 72 saat inkiibasyon siireleri doldugunda tripsinize edilerek toplandi ve
1x10¢ hiicre/ml konsantrasyonunda olacak sekilde PBS ile resiispanse edild.i.

2. Uzerine 400 pl liziz/baglama soliisyonu konularak vortekste karistirildi. Daha sonra spin
attirilarak iizerine 500 pl etanol eklendi ve karismasi saglandi. Karisim filtreli toplama
tlipline alinarak 15587 x g'de 30 sn.ye santrifiij edildi.

3. Filtre yeni bir toplama tilipiine aktarild, tizerine 500 pl yikama soliisyonu eklendi ve 15
sn 8000 x g’'de santrifiij edildi.

4. Filtre yeni bir toplama tiiptine aktarildi. Her bir 6rnege 90 ul DNase inkiibasyon sollisyonu
+ 10 pl DNase I eklendi. 15 dk 25 °C inkiibasyona birakildi.

5. Filtreli tiiplerin icerisine 500 pl yikama soltisyonu-I koyup 15 sn 8000 x g'de cevrildi.
Toplama tiipleri bosaltildi. Filtreli tiipler bu toplama tiiplerine aktarildi.

6. Filtreli tiiplerin igerisine 500 pl yikama soliisyonu-II koyup 15 sn 8000 x g’'de cevrildi.
Toplama tiipleri bosaltildi. Filtreli tiipler bu toplama tiiplerine aktarildi.

7. Filtreli tiiplerin icerisine 200 pl yikama soliisyonu-II koyup 2 dk 15587 x g’'de cevrildi.
Toplama tiipleri atildi. Filtreli tiipler kapakl 1,5 ml'lik ependorf tiiplere aktarildu.

8. Her 6rnege 50-100 pl elution soliisyonu eklendi. 1 dk 8000 x g’de cevrildi.

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

Elde edilen RNA’lar1 komplamenter DNA’ya ¢evirmek icin transcriptor first strand cDNA
kiti kullanildi. cDNA sentezi 2 basamakta tamamlandi. Her bir ornek icin ters transkriptaz
(reverse transkriptase) reaksiyon karisimi Tablo 3.2’de belirtildigi gibi hazirlandi.

1. Basamak:

Her 6rnek icin ayr1 ayr1 0,2 ml'lik PCR tipleri kullanildi. Tablo 3.2’de belirtilen 1. mix
hazirlandi. Bu karisim 65 °C’de 10 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra 2. basamaga
gecildi.

2. Basamak:

Tablo 3.2’de belirtilen 2. mix hazirlandi. Hazirladigimiz 2. mix inkiibasyondan ¢ikan 1.

mix’in lizerine aktarildi. Daha sonra mix’in son hali Termal Cycler’da isleme sokuldu. cDNA

ornekleri -20 °C’'de muhafaza edildi.

Tablo 3.2. cDNA sentezi reaksiyon karisimi

icerik Hacim
1. mix:

Total RNA veya poly (A) mRNA 9 ul
Random primer 2ul
Su, PCR grade 2ul
Total hacim 13 ul
2. mix:

Transcriptor Reverse Trascriptase Reaction Buffer 5x conc. 4 ul
Protector Rnase Inhibitor 0,5 ul
Deoxynukleotid Mix 2 ul
Transcriptor Reverse Trascriptase enzim 0,5 ul
Total hacim 7 ul

3.2.4.3. Ger¢cek Zamanh PCR (RT-PCR) Asamasi

RT-PCR’da kullanilan karisim;

- 4 uL distile su

- 10 pL reaksiyon enzimi (Probe master mix)

- 1 pL her bir primer icin (P53, BCL2, BAX ve ACTB)
-5 uL cDNA
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RT-PCR protokoliiniin asamalarr;

1. Inkiibasyon asamasi; 95 °C’de 10 dk DNA polimerazin aktive olmasi icin bekletildi.

2. Amplifikasyon asamasi; 3 asamada gerceklestirildi, asagidaki dongii 45 defa tekrarlandi.

e 1. basamak; 95 °C’'de 10 sn bekletilerek DNA'nin cift iplikli yapidan tek iplikli yapiya
gecmesi (denatiirasyon)

e 2. basamak; 60 °C’de 30 sn bekletilerek cogaltilmasi istenilen spesifik bolgeye uygun
primerlerin baglanmasi (annealing)

e 3.basamak; 72 °C’de 1 sn bekletilerek DNA zincirinin uzamasi (elongation) saglandi.

3. Sogutma asamasi; 40 °C’de 30 sn bekletildi.

RT-PCR ¢alismasi i¢in her bir érnek icin 6nceden PCR tiiplerine hazirlanmis olan 10 pL
RNA’dan elde edilen cDNA’lar -20 °C’den ¢ikartilarak oda 1sisina getirildi. RT-PCR ¢alismasi i¢in
reaksiyonda kullanilacak olan karisim 1,5 ml'lik eppendof tiipleri icerisinde hazirlandi. Calisma
sonunda c¢ikan sonuclarin amplifikasyon egrileri gozlemlenerek kantitatif modda crossing point
(Cp) degerleri belirlendi. Kontrole gore gen ekspresyon degisimleri 2-24CT yontemi kullanilarak

hesaplandi.

3.2.5. Akim Sitometrik Analiz

Perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyonu uygulanmasinin HEC1A
hiicrelerinde olusturdugu apoptozu saptamak amaciyla propidium iodide (PI)’li allofikosiyanin
(APC) anneksin V apoptoz belirleme kiti kullanildi. APC Anneksin V ve PI boyamasi ile canh
hiicreler (Anneksin V-/PI-), erken apoptotik hiicreler (Anneksin V+/PI-), gec apoptotik hiicreler
(Anneksin V+/PI+) ve nekrotik hiicreler (Anneksin V-/PI+) ayirt edildi.

3.2.5.1. APC Anneksin V-PI Boyama Protokolii

1. T25 flasklara 2x106 hiicre/ml ekim yapildi. %10 FBS igeren medyumda inkiibasyonlari
gerceklestirildi.

2. 24 saatsonra flasklara belirlenen konsantrasyonlarda perifosin, D vitamini ve her ikisinin
kombinasyonu eklendi. 48 ve 72 saat inkiibasyonlari gerceklestirildi.

3. Hicreler tripsinize edilerek tutunduklar1 yilizeyden kalkmalari saglandi ve hiicre

stispansiyonu 15’lik falkon tiiplere aktarildi.
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Elde edilen hiicre siispansiyonu 125 x g'de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatan atild1 ve her
bir pellet APC Anneksin V Apoptoz belirleme Kkiti igerisinde olan 1 ml 1X baglanma
tamponu ile stispanse edildi. Her bir tlipten 100’er ul ayr1 bir tiipe aktarildu.

5 ul APC Anneksin V boyama soliisyonu ve 5 pl PI boyama soliisyonu eklendi.

15°lik folkon tiipler karanlikta 15 dk oda sicakliginda bekletildi.

Her bir tiipe 400’er pl 1X baglanma tamponu ilave edildi. Akim sitometrisinde APC
anneksin-V icin FL1 paneli ve Pl icin FL2 panelinde okuma gerceklestirildi.

Analizler akim sitometri cihazinda kadran istatistigi yapilarak canli, erken apoptotik, gec¢
apoptotik ve nekrotik hiicreler % olarak belirlendi.

HEC1A hiicreleri FACSAria akim sitometri cihazinda 1 saat icerisinde analiz edildi ve

analizi icin FACSDiva versiyon 1.2.1 software kullanildi.

3.2.6. Hiicrelerin Elektron Mikroskobik Takibi

Flasktan medyum uzaklastirildi ve lizerine 2,5 ml tripsin eklenerek 5 dk inkiibatorde

bekletildi. Hiicreler tutundugu yiizeyden kaldirildiktan sonra 15 ml’lik falkon tiipiine aktarilarak

santrifiij edildi. Daha sonra hiicre hacminin 5 kat1 %2,5’luk gluteraldehit sollisyonu ile pellet

resiispanse edildi. Hiicre siispansiyonu eppendorf tiipe aktarildi ve 10 dk oda 1sisinda bekletildi.

Daha sonra maksimum 31514 x g’de 3-5 dk santrifiij edildi. Siipernatant atild1 ve pellet lizerine 1

ml %2,5’luk gluteraldehit sollisyonu eklendi. 20 dk sonra pellet tlipten cikarilarak 1 mm3’liik

parcalara boliindii. Daha sonra PBS ile yikanan pellet parcalar asagidaki takip protokoliine gore

hazirlandi.

1.
2
3
4
5.
6
7
8
9

10.
11.
12.
13.

%1’lik osmium tetraoksitte ikinci tespit 1 saat
PBS ile yikama 3 kez 5’er dk
%50 etil alkolde 15 dk

%60 etil alkolde 15 dk

%70 etil alkolde 15 dk

%80 etil alkolde 15 dk

%90 etil alkolde 15 dk

%96 etil alkolde 15 dk

%96 etil alkolde 15 dk

%96 etil alkolde 15 dk

%96 etil alkolde 15 dk
Propilen oksitte 15 dk
Propilen oksitte 15 dk
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14. Propilen oksit + epoksi rezinde 30 dk
15. Propilen oksit + epoksi rezinde 30 dk
16. Epoksirezinde 16-24 saat

Bu islemlerden sonra hiicre parcalari epoksi rezine gémiilerek 60 °C’lik etlivde 18 saat
streyle polimerize edildi. Elde edilen bloklardan ultramikrotom ile 70 nm kalinliginda kesitler,
300 gozenekli bakir gridlere alindi ve uranil asetat ve kursun sitrat ile kontrastlandi.

Kontrastlama islemi i¢in;

Kesitler uranil asetatta 5 dk bekletildi.
Distile su ile yikandu.
Kursun sitratta 5 dk bekletildi.

Distile su ile yikandi.

AN S

Kurutma kagidi ile kurutuldu.

3.3. istatistiksel Analiz

“Perifosin ve D vitamini Kombinasyonunun Endometriyum Kanseri Hiicre Hatt1 (HEC1A)
Uzerine Etkisi” bashkll bu calismaya ait verilerin istatistiksel analizi Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyoistatistik ve Bilisim Anabilim Dal'ndan danismanlik alinarak yapild. istatistiksel
hesaplamalar STATISTICA version 13.3 yazilimi kullanilarak yapildi. Tiim in vitro ¢alismalar ti¢
kopya halinde yapildi ve 6zet istatistik olarak ortalama ve standart sapma degerleri verildi. Grup
ve zaman etKilesimleri arasindaki istatistiksel farklar1 karsilastirmak icin coklu karsilastirma
testleri olarak ANOVA testi kullanildi. Gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik, post-hoc goklu
karsilastirmalar i¢in Tukey-HSD testi ile degerlendirildi. P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1. xCELLigence ile Hiicre Proliferasyon Analizi

Perifosin (10 pM, 30 uM ve 50 pM), D vitamini (50 nM ve 200 nM) ve perifosin+D vitamini
kombinasyonlariin (10 uM+50 nM, 10 uM+200 nM, 30 pM+50 nM, 30 pM+200 nM, 50 pM+50
nM, 50 pM+200 nM) HEC1A hiicre proliferasyonu iizerine doz ve zaman bagiml etkisi
xCELLigence ile analiz edildi. Hiicre proliferasyonu, hiicre indeks (cell index, CI) degerlerine gore

bilgisayar baglantili sistemle es zamanl olarak 96 saat boyunca izlendi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. 96 saat boyunca HEC1A hiicre proliferasyonunun hiicre indeks degerleri.

Tiim zaman dilimlerinde McCoy’s 5A grubu ve diger tiim gruplar arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamliydi (tiim karsilastirmalarda p<0,05), (Sekil 4.2, Sekil 4.3).
24-36 saat zaman araliginda alinan 6l¢iimlerde; 10 uM perifosin, 30 uM perifosin, 30 uM+50 nM,
30 uM+200 nM ve 50 uM+50 nM kombinasyon gruplarinda hiicre proliferasyonu kontrol grubuna
gore istatistiksel alarak anlamli bir azalma gosterdi (tiim karsilagtirmalarda p<0,05), (Sekil 4.2).
36-48, 48-72 ve 72-96 saat zaman araliklarinda; tiim perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini
kombinasyon gruplarinda hiicre proliferasyonu kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

bir azalma gosterdi (tiim karsilastirmalarda p<0,05), (Sekil 4.2, Sekil 4.3).
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24-36 saat zaman araliginda; 10 uM perifosin grubu ile perifosin+D vitamini kombinasyon
gruplari karsilastirildiginda hiicre proliferasyonunun anlaml bir farklilik géstermedigi saptandi
(tim karsilastirmalarda p>0,05), (Sekil 4.2). 30 pM perifosin grubunun hiicre proliferasyonu ile
karsilastirildiginda 10 puM+50 nM ve 10 uM+200 nM kombinasyon gruplarindaki hiicre
proliferasyonunun anlamli olarak arttig1 goriildii (tiim karsilastirmalarda p<0,05), (Sekil 4.2). 50
UM perifosin grubunun hiicre proliferasyonu ile karsilastirildiginda 30 pM+50 nM ve 50 pM+50
nM kombinasyon gruplarindaki hiicre proliferasyonunun anlamli olarak azaldig1 goriildii (tim
karsilastirmalarda p<0,05), (Sekil 4.2).

36-48 saat zaman araliginda; 10 pM perifosin ve 30 pM perifosin gruplarn ile
karsilastirildiginda 10 puM+50 nM ve 10 uM+200 nM kombinasyon gruplarindaki hiicre
proliferasyonunun anlaml olarak arttig1 goriildi (tiim karsilastirmalarda p<0,05), (Sekil 4.2). 50
UM perifosin grubu ile karsilastirildiginda 30 uM+50 nM, 30 uM+200 nM, 50 uM+50 nM ve 50
uM+200 nM kombinasyon gruplarindaki hiicre proliferasyonunun anlamli olarak azaldigi
gorildi (tlim karsilastirmalarda p<0,05), (Sekil 4.2).

48-72 ve 72-96 saat zaman araliklarinda; 10 pM perifosin, 30 uM perifosin ve 50 uM
perifosin gruplari ile tiim perifosin+D vitamini kombinasyon gruplar karsilastirildiginda hiicre
proliferasyonunun anlaml bir farklilik géstermedigi saptandi (tiim karsilastirmalarda p>0,05),
(Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. HEC1A hiicrelerinde perifosin (10 pM, 30 pM, 50 pM) ve perifosin+D vitamini
kombinasyonlarinin (10 uM+50 nM, 10 uM+200 nM, 30 uM+50 nM, 30 uM+200 nM, 50 pM+50
nM ve 50 uM+200 nM) hiicre indeks degerlerinin zamana bagh degisim grafigi.

24-36 saat zaman araliginda; 50 nM ve 200 nM D vitamini gruplar ile perifosin+D
vitamini kombinasyon gruplar karsilastirildiginda hiicre proliferasyonunun anlamli bir farklilik
gostermedigi saptandi (tiim karsilastirmalarda p>0,05), (Sekil 4.3).

36-48, 48-72 ve 72-96 saat zaman araliklarinda; 50 nM ve 200 nM D vitamini gruplan ile
karsilastirildiginda  tiim  perifosin+D  vitamini kombinasyon gruplarindaki hiicre

proliferasyonunun anlaml olarak azaldig1 goriildi (tiim karsilastirmalarda p<0,05), (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. HEC1A hiicrelerinde D vitamini (50 nM, 200 nM) ve perifosin+D vitamini
kombinasyonlarinin (10 uM+50 nM, 10 uM+200 nM, 30 puM+50 nM, 30 pM+200 nM, 50 pM+50
nM ve 50 uM+200 nM) hiicre indeks degerlerinin zamana bagh degisim grafigi.

4.2. BCL2, BAX ve P53 mRNA Ekspresyon Analizi

Perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyonlarinin HEC1A hiicrelerine
uygulanmasi sonrasinda 48. ve 72. saatlerde RT-qPCR ile HEC1A hiicrelerinin BCL2, BAX ve P53

mRNA ekspresyon diizeyleri analiz edildi.
4.2.1. BCL2 mRNA Ekspresyon Diizeyi

48. saatte; kontrol grubu hiicreleri ile perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini
kombinasyonu uygulanmis hiicreler karsilastirildiginda, BCL2Z mRNA ekspresyonunun anlamli
bir farklilik gostermedigi saptandi (tiim karsilastirmalarda p>0,05), (Tablo 4.1, Sekil 4.4). Ancak
30 uM+200 nM (2,11+0,11) kombinasyon grubundaki BCL2Z mRNA ekspresyon diizeyi 200 nM D
vitamini (0,98+0,22) grubundakine gore anlaml olarak artmisti (p<0,05), (Tablo 4.1, Sekil 4.4).
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72. saatte; kontrol grubu ile perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyonu
uygulanmis hiicreler karsilastirildiginda, BCLZ mRNA ekspresyonunun anlamli bir farklilik
gostermedigi saptandi (tlim karsilastirmalarda p>0,05) (Tablo 4.1, Sekil 4.4). 10 pM perifosin
(0,88+0,16), 30 uM perifosin (0,93+0,38), 10 uM+50 nM (0,88+0,19), 30 uM+50 nM (0,55+0,06)
ve 30 uM+200 nM (0,93+0,06) kombinasyon gruplarinda BCL2 mRNA ekspresyon diizeyi 50 nM
D vitamini (2,01+0,07) grubundaki ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak azalmisti (tim
karsilastirmalarda p<0,05). 10 uM perifosin (0,88+0,16), 10 uM+50 nM (0,88+0,19) ve 30 pM+50
nM (0,55£0,06) kombinasyon gruplarinda BCL2 mRNA ekspresyon diizeyi 200 nM D vitamini
(1,91+£0,01) grubundaki ile karsilastirildiginda anlamli olarak azaldigi gorildi (tim
karsilastirmalarda p<0,05), (Tablo 4.1, Sekil 4.4).

Tablo 4.1. HEC1A hiicrelerinde BCL2Z mRNA ekspresyon diizeyleri.

Gruplar (n=4) 48. saat 72. saat
Kontrol 1,21+0,18 1,23+0,26
10 uM 1,97+0,26 0,88+0,16ab
30 uM 1,72+0,31 0,93+0,382
50 nM 1,69+0,45 2,01+0,07
200 nM 0,98+0,22 1,91+0,01
10 uM+50 nM 1,25+0,40 0,88+0,19ab
10 uM+200 nM 1,39+0,57 1,24+0,40
30 uM+50 nM 1,42+0,40 0,55+0,06ab
30 uM+200 nM 2,11+0,11b 0,930,062

Veriler ortalama#standart sapma olarak verilmistir. P icin anlamh deger <0,05 olarak kabul
edilmistir. 2350 nM D vitamini grubu ile karsilastirildiginda p<0,05, ¥200 nM D vitamini grubu ile
karsilastirildiginda p<0,05.
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Sekil 4.4. HEC1A hiicrelerinde BCL2 mRNA ekspresyon diizeylerinin bar grafigi.

4.2.2. BAX mRNA Ekspresyon Diizeyi

48. saatte; perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyonu uygulanmis
hiicreler kontrol grubundaki hiicrelerle karsilastirildiginda, sadece 30 uM perifosin (3,73+1,0)
grubunda BAX mRNA ekspresyon diizeyinin kontrol grubundakine (1,24+0,23) gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde arttig1 saptandi (tiim karsilastirmalarda p<0,05), (Tablo 4.2, Sekil 4.5).
30 uM+50 nM (0,19+0,08) ve 30 uM+200 nM (0,65+0,13) kombinasyon uygulanmis gruplarda
BAX mRNA ekspresyon diizeyinin 10 uM perifosin (2,10+0,17), 30 uM perifosin (3,73+1,0) ve 50
nM D vitamini (2,19+0,40) gruplarindakine gore anlamli olarak azaldigi belirlendi (tim
karsilastirmalarda p<0,05), (Tablo 4.2, Sekil 4.5).

72. saatte; kontrol grubu hiicreleri ile perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini
kombinasyonu uygulanmis hiicreler karsilastirildiginda BAX mRNA ekspresyon diizeyinde
istatistiksel olarak herhangi bir farklilik saptanmadi (tiim karsilastirmalarda p>0,05) (Tablo 4.2,
Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. HEC1A hiicrelerinde BAX mRNA ekspresyon diizeylerinin bar grafigi.

Tablo 4.2. HEC1A hiicrelerinde BAX mRNA ekspresyon diizeyleri.

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

Kontrol 1,24+0,23 1,05+0,04
10 uM 2,10+0,17 1,27+0,26
30 uM 3,73+1,02 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 uM+50 nM 1,99+0,19 0,99+0,02
10 uM+200 nM 1,78+0,24 1,65+0,12
30 uM+50 nM 0,19+0,08b.c.d 1,43+0,52
30 uM+200 nM 0,65+0,13b.cd 1,40+0,18

Veriler ortalama#standart sapma olarak verilmistir. P icin anlaml deger <0,05 olarak kabul
edilmistir. 2Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05, P10 uM perifosin grubu ile
karsilastirildiginda p<0,05, <30 uM perifosin grubu ile karsilastirildiginda p<0,05, 450 nM D

vitamini grubu ile karsilastirildiginda p<0,05.
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4.2.3. P53 mRNA Ekspresyon Diizeyi

48. saatte; kontrol grubu (1,04+0,04) ile karsilastirildiginda 10 uM perifosin (0,63+0,07),
30 pM perifosin (0,75+0,04), 10 pM+50 nM (0,62+0,01), 10 puM+200 nM (0,52+0,01) ve 30 uM+50
nM (0,72+0,03) kombinasyon gruplarinda P53 mRNA ekspresyon diizeyinin istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde azalirken, 30 puM+200 nM (1,51+0,11) kombinasyon grubunda P53 mRNA
ekspresyon diizeyinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi saptandi (tim
karsilastirmalarda p<0,05), (Tablo 4.3, Sekil 4.6). 10 puM perifosin (0,63+0,07) grubu ile
karsilastirildiginda 50 nM D vitamini (1,11+0,14), 200 nM D vitamini (1,12+0,05) ve 30 pM+200
nM (1,51+0,11) kombinasyon gruplarinda da P53 mRNA ekspresyon diizeylerinin anlamli olarak
arttigl belirlendi (tlim karsilastirmalarda p<0,05), (Tablo 4.3, Sekil 4.6). 30 uM perifosin
(0,75+0,04) grubu ile karsilastirildiginda 10 uM+200 nM (0,52+0,01) kombinasyon grubunda
P53 mRNA ekspresyon diizeylerinin anlamli olarak azalirken, 50 nM D vitamini (1,11+0,14), 200
nM D vitamini (1,12+0,05) ve 30 uM+200 nM (1,51+0,11) kombinasyon gruplarinda P53 mRNA
ekspresyon diizeyinin istatistiksel olarak anlamli bir sgsekilde arttif1 saptandi (tim
karsilastirmalarda p<0,05), (Tablo 4.3, Sekil 4.6). 50 nM D vitamini (1,11+0,14) ve 200 nM D
vitamini (1,12+0,05) gruplari ile karsilastirildiginda 10 uM+50 nM (0,62+0,01), 10 pM+200 nM
(0,52+0,01) ve 30 pM+50 nM (0,72%0,03) kombinasyon gruplarinda P53 mRNA ekspresyon
diizeyinin anlaml olarak azaldigi, 30 uM+200 nM (1,51%0,11) kombinasyon grubunda ise anlamh
olarak arttig1 belirlendi (tiim karsilastirmalarda p<0,05), (Tablo 4.3, Sekil 4.6).

72. saatte; kontrol grubu (1,01+£0,01) ile karsilastirildiginda 10 uM perifosin (0,68+0,09),
30 pM perifosin (0,70+0,04), 10 pM+50 nM (0,60+0,04), 30 uM+50 nM (0,60+0,05) ve 30 uM+200
nM (0,79£0,02) kombinasyon gruplarinda P53 mRNA ekspresyon diizeyinin istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde azaldig1 saptandi (tiim karsilastirmalarda p<0,05), (Tablo 4.3, Sekil 4.6). 10
UM perifosin (0,68+0,09) ve 30 uM perifosin (0,70+0,04) gruplari ile karsilastirildiginda 50 nM D
vitamini (1,08+0,05), 200 nM D vitamini (1,04+0,00) ve10 uM+200 nM (1,16%0,14) kombinasyon
gruplarinda P53 mRNA ekspresyon diizeyinin istatistiksel olarak arttigi belirlendi (tiim
karsilastirmalarda p<0,05), (Tablo 4.3, Sekil 4.6). 50 nM D vitamini (1,08+0,05) ve 200 nM D
vitamini (1,04+0,00) gruplar ile karsilastirildiginda 10 pM+50 nM (0,60%0,04), 30 uM+50 nM
(0,60+0,05) ve 30 uM+200 nM (0,79+0,02) kombinasyon gruplarinda P53 mRNA ekspresyon
diizeyinin anlaml olarak azaldigi goériildi (tiim karsilastirmalarda p<0,05) (Tablo 4.3, Sekil 4.6).
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Tablo 4.3. HEC1A hiicrelerinde P53 mRNA ekspresyon diizeyleri.

Gruplar (n=4) 48. saat 72. saat
Kontrol 1,04+0,04 1,01+0,01

10 uM 0,63+0,072 0,68+0,092
30 uM 0,75+0,042 0,70+0,042
50 nM 1,11+0,14b.¢c 1,08+0,05b.¢
200 nM 1,12+0,05b.¢ 1,04+0,00b ¢
10 uM+50 nM 0,62+0,01ad.e 0,600,042 d.e
10 uM+200 nM 0,52+0,01acde 1,16+0,14b.c
30 uM+50 nM 0,72+0,03a.d.e 0,60+0,05ad.e
30 uM+200 nM 1,51+0,11ab.cde 0,79+0,02a.d.e

Veriler ortalamazstandart sapma olarak verilmistir. P i¢cin anlamli deger <0,05 olarak kabul
edilmistir. aKontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05 , 10 puM perifosin grubu ile
karsilastirildiginda p<0,05, €30 pM perifosin grubu ile karsilastirildiginda p<0,05, 450 nM D
vitamini grubu ile karsilastirildiginda p<0,05, €200 nM D vitamini grubu ile karsilastirildiginda
p<0,05.
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Sekil 4.6. HEC1A hiicrelerinde P53 mRNA ekspresyon diizeylerinin bar grafigi.
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4.3. Akim Sitometri ile Apoptoz Analiz Sonug¢lar

Perifosin (10 uM ve 30 uM), D vitamini (50 nM ve 200 nM) ve perifosin+D vitamini
kombinasyonlarinin (10 uM+50 nM, 10 pM+200 nM, 30 uM+50 nM ve 30 uM+200 nM) HEC1A
hiicrelerine uygulanmasindan 48 ve 72 saat sonra, hiicrelerin canlilik, erken apoptoz, ge¢c apoptoz
ve nekroz oranlar1 akim sitometri ile degerlendirildi (Sekil 4.7 ve 4.9).

48. saatte ortalama canli hiicre ytizdesi; tim perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini
kombinasyonu uygulanmis gruplarda kontrol grubundakine gore istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azalmisti (tim karsilastirmalarda p<0,05), (Tablo 4.4, Sekil 4.7 ve 4.8). Perifosin, D
vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyon gruplar: birbirleriyle karsilastirildiginda, sadece
10 uM+200 nM (%73,47+%5,57) kombinasyon grubunun ortalama canli hiicre yiizdesinin 10 pM
perifosin (%65,95+%3,17) grubundakine gére anlamli olarak arttig1 goriildi (p<0,05), (Tablo 4.4,
Sekil 4.7 ve 4.8).

48. saatte ortalama erken apoptotik hiicre yiizdesi; tim perifosin, D vitamini ve
perifosin+D vitamini kombinasyonu uygulanmis gruplarda kontrol grubundakine gére anlamh
olarak artmisti (tiim karsilastirmalarda p<0,05), (Tablo 4.4, Sekil 4.7 ve 4.8).

48. saatte ortalama gec¢ apoptotik hiicre yiizdesi; 10 uM perifosin (%8,30+%2,27) ve 10
uM+50 nM (%8,32+%1,90) kombinasyon uygulanmis gruplarda kontrol grubundakine
(%1,32+%0,79) gore anlaml olarak artmisti (tiim karsilastirmalarda p<0,05), (Tablo 4.4, Sekil
4.7 ve 4.8).

48. saatte ortalama nekrotik hiicre yiizdesi; 10 pM perifosin (%3,20+%0,40), 30 uM
perifosin (%5,05+%2,67), 10 pM+50 nM (%3,97+%0,37), 30 pM+200 nM (%4,17+%1,49)
kombinasyon uygulanmis gruplarda kontrol grubundakine (%0,32+%0,38) gore istatistiksel
olarak anlaml bir sekilde artmist1 (tiim karsilastirmalarda p<0,05), (Tablo 4.4, Sekil 4.7 ve 4.8).
Perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyon gruplar1 birbirleriyle
karsilastirildiginda; 50 nM D vitamini (1,47+0,37), 200 nM D vitamini (2,12+0,39) ve 10 uM+200
nM (1,42+0,35) kombinasyon gruplarinda ortalama nekrotik hiicre yiizdesi, 30 puM (5,05+2,67)
perifosin grubundakine gore istatistiksel olarak anlamlh bir sekilde azalmisti (tiim

karsilastirmalarda p<0,05), (Tablo 4.4, Sekil 4.7 ve 4.8).
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Sekil 4.7. Akim sitometrik analiz ile HEC1A hiicrelerinde 48. saatteki canli (Q3), erken apoptotik
(Q4), gec apoptotik (Q2) ve nekrotik (Q1) hiicrelerin kadran istatistigi grafigi.

Tablo 4.4. HEC1A hiicrelerinde 48. saatteki canli, erken apoptotik, gec apoptotik ve nekrotik
hiicre ortalamalari.

Gruplar (n=4)

Canl1 hiicreler

Erken apoptotik Ge¢ apoptotik Nekrotik

hiicreler hiicreler hiicreler
Kontrol 96,97+1,63 1,37+1,42 1,32+0,79 0,32+0,38
10 uM 65,95+3,172 22,52+1,02a 8,30%2,272 3,20+0,402
30 uM 61,75+9,072 26,47+4,162 6,72+2,35 5,05+2,672
50 nM 70,35+2,19a 23,25+1,12a 4,92+1,13 1,47+0,37¢
200 nM 67,02+2,58a 24,00+1,112 6,87+1,75 2,12+0,39¢
10 uM+50 nM 64,57+3,51a 23,12+1,82a 8,32+1,902 3,97+0,372
10 uyM+200 nM  73,4745,57ab 22,80+4,43a 2,32+0,98 1,42+0,35¢
30 uM+50 nM 67,25+1,97a 23,620,622 6,55%+1,63 2,57+0,42
30 uM+200nM  66,02+1,462 23,52+0,892 6,30+2,13 4,17+1,492

Veriler ortalama#standart sapma olarak verilmistir. P icin anlaml deger <0,05 olarak kabul
edilmistir. aKontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05, »10 pM perifosin grubu ile
karsilastirildiginda p<0,05, €30 uM perifosin grubu ile karsilastirildiginda p<0,05.
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Sekil 4.8. Akim sitometrik analiz ile HEC1A hiicrelerinde 48. saatteki canli, erken apoptotik, gec
apoptotik ve nekrotik hiicre ortalamalarinin bar grafigi. Perifosin (10 uM, 30 uM), D vitamini (50
nM, 200 nM) ve her ikisinin kombinasyonlar1 (10 pM+50 nM, 10 pM+200 nM, 30 uM+50 nM ve
30 pM+200 nM) ile inkiibe edilen HEC1A hiicrelerinin APC Anneksin V/PI boyanma analizi.

72. saatte ortalama canli hiicre yiizdesi; tiim perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini
kombinasyonu uygulanmis gruplarda kontrol grubundakine gore istatistiksel olarak anlaml bir
sekilde azalmisti (tiim karsilastirmalarda p<0,05), (Tablo 4.5, Sekil 4.9 ve 4.10). Perifosin, D
vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyon gruplari birbirleriyle karsilastirildiginda; 10
uM+50 nM (%39,10+%1,58) kombinasyon grubunda ortalama canh hiicre ytlizdesi 10 uM
perifosin  (%55,35+%3,96), 30 uM perifosin (%54,25+%10,53), 50 nM D vitamini
(%54,82+%10,67) gruplarindakine gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmisti (tiim
karsilastirmalarda p<0,05), (Tablo 4.5, Sekil 4.9 ve 4.10).

72. saatte ortalama erken apoptotik hiicre yiizdesi; tlim perifosin, D vitamini ve
perifosin+D vitamini kombinasyonu wuygulanmis gruplarda kontrol grubundakine gore
istatistiksel olarak anlaml bir sekilde artmist1 (tiim karsilastirmalarda p<0,05), (Tablo 4.5, Sekil
4.9 ve 4.10). Perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyon gruplar1 birbirleriyle
karsilastirildiginda; 10 uM+50 nM (%51,12+%3,43) kombinasyon grubunda ortalama erken
apoptotik hiicre yiizdesi 10 pM perifosin (%36,45+%3,23), 30 pM perifosin (%37,40+%8,89)
gruplarindakine gore anlamli olarak artmisti (tiim karsilastirmalarda p<0,05). 10 pM+50 nM
(%51,12+%3,43), 10 uM+200 nM (%44,87+%4,60), 30 uM+50 nM (%37,40+%2,46) ve 30
uM+200 nM (%44,27+%4,97) kombinasyon gruplarinin ortalama erken apoptotik hiicre yiizdesi
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50 nM D vitamini (%26,26+%4,78) grubundakine gore istatistiksel olarak anlaml bir sekilde
artmisti (tim Kkarsilastirmalarda p<0,05). 10 uM+50 nM (%51,12+%3,43), 10 uM+200 nM
(%44,87+%4,60) ve 30 pM+200 nM (%44,27+%4,97) kombinasyon gruplarinda ortalama erken
apoptotik hiicre yiizdesi 200 nM D vitamini (%34,77+%?2,57) grubundakine gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde artmist1 (tiim karsilastirmalarda p<0,05), (Tablo 4.5, Sekil 4.9 ve 4.10).

72. saatte ortalama ge¢ apoptotik hiicre yiizdesi; 50 nM D vitamini (%17,02+%7,35) ve
200 nM D vitamini (%15,72+%1,47) uygulanmis gruplarda kontrol grubundakine
(%2,72+%1,33) gore istatistiksel olarak anlaml bir sekilde artmisti (tiim karsilastirmalarda
p<0,05), (Tablo 4.5, Sekil 4.9 ve 4.10). Perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyon
gruplar1 birbirleriyle karsilastirildiginda; 30 pM+200 nM (%4,77+%2,72) kombinasyon
grubunda ortalama ge¢ apoptotik hiicre yiizdesi 50 nM D vitamini (%17,02+%7,35) ve 200 nM D
vitamini (%15,72+%1,47) gruplarindakine gore anlaml olarak azalmisti (tiim karsilastirmalarda
p<0,05), (Tablo 4.5, Sekil 4.9 ve 4.10).

72.saatte ortalama nekrotik hiicre ytizdesi; 30 pM+200 nM (%3,92+%3,01) kombinasyon
grubunda kontrol grubu (%0,97+%0,44), 30 uM perifosin (%1,05+%0,23), 200 nM D vitamini
(%1,10+%0,21) gruplarindakine gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmisti (tiim
karsilastirmalarda p<0,05) (Tablo 4.5, Sekil 4.9 ve 4.10).
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Sekil 4.9. Akim sitometrik analiz ile HEC1A hiicrelerinde 72. saatteki canli (Q3), erken apoptotik
(Q4), gec apoptotik (Q2) ve nekrotik (Q1) hiicrelerin kadran istatistigi grafigi.

Tablo 4.5. HEC1A hiicrelerinde 72. saatteki canli, erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve nekrotik
hiicre ortalamalari.

Gruplar (n=4)  Canl hiicreler Erken apoptotik Ge¢ apoptotik Nekrotik

hiicreler hiicreler hiicreler
Kontrol 80,17+2,86 16,12+2,67 2,72+1,33 0,97+0,44
10 uM 55,35+3,964 36,45+3,23a 7,00+1,16 1,25+0,17
30 uM 54,25+10,53a 37,40+8,89a 7,32%+2,56 1,05+0,23
50 nM 54,82+10,672 26,26+4,78a 17,02+7,35a 1,80+0,52
200 nM 48,37+3,662 34,77+2,57a 15,721,472 1,10+0,21
10 uM+50 nM 39,10+£1,58ab,cd 51 12+3,43abcde 870+2,55 1,02+0,15
10 uM+200 nM  45,35+4,25a 44.87+4,60a.d.e 8,30+3,37 1,52+0,68
30 uM+50 nM 52,45+1,91a 37,40+2,46ad 8,12+0,67 2,02+0,30
30 uM+200 nM  47,05+3,292 44.27+4,97ade 4,77+2,72d.¢ 3,92+3,01ace

Veriler ortalamazstandart sapma olarak verilmistir. P i¢cin anlamli deger <0,05 olarak kabul
edilmistir. 2Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05, P10 uM perifosin grubu ile
karsilastirildiginda p<0,05, €30 pM perifosin grubu ile karsilastirildiginda p<0,05, 450 nM D
vitamini grubu ile karsilastirildiginda p<0,05, €200 nM D vitamini grubu ile karsilastirildiginda
p<0,05.
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Sekil 4.10. Akim sitometrik analiz ile HEC1A hiicrelerinde 72. saatteki canli, erken apoptotik, gec
apoptotik ve nekrotik hiicre ortalamalarinin bar grafigi. Perifosin (10 uM, 30 uM), D vitamini (50
nM, 200 nM) ve her ikisinin kombinasyonlar1 (10 pM+50 nM, 10 uM+200 nM, 30 uM+50 nM ve
30 uM+200 nM) ile inkiibe edilen HEC1A hiicrelerinin APC Anneksin V/PI boyanma analizi.

4.4. Elektron Mikroskobik incelemeler

Kontrol grubu HEC1A hiicrelerinde, hiicre membraninin, sitoplazmik organellerin ve

niikleusun normal ultrastriiktiirel yapida oldugu goriildii (Sekil 4.11).

Sekil 4.11. Kontrol grubu HEC1A hiicrelerinin normal ultrastriiktiirel goriintiisi. Niikleus
(asteriskler), mitokondriyonlar (kalin oklar), ER sisternalar (ince oklar), mikrovilluslar (beyaz
ok baslar1). (A) X10000, (B) X20000. (uranil asetat-kursun sitrat).
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10 uM ve 30 pM perifosin uygulanan HEC1A hiicrelerinde, farkl biiyiikliiklerde otofajik

vakuoller ve bos vakuoller, genislemis ER sisternalari1 ve dejenere olmus mitokondriyonlar ile

karakterize otofajik hiicre 6liimii bulgular1 gézlendi (Sekil 4.12).

ZTR B Y e R D

Sekil 4.12. Perifosin gruplarinda HEC1A hiicrelerinin ultrastriiktiirel goriintiisti. A, B) Farkl
biiyiikliiklerde otofajik vakuoller, genislemis ER sisternalari ve dejenere olmus mitokondriyonlar
ile karakterize otofajik hiicreler. Niikleus (asteriskler), dejenere olmus mitokondriyonlar (kalin
oklar), genislemis ER sisternalari (siyah oklar), otofajik vakuoller (siyah ok baslar1), bos vakuoller
(beyaz oklar), mikrovilluslar (beyaz ok baslari). (A) X10000, (B) X20000 (uranil asetat-kursun
sitrat).

50 nM ve 200 nM D vitamini uygulanan HEC1A hiicrelerinde, genislemis ve flizyona
ugramis ER sisternalari, dejenere olmus mitokondriyonlar, periniikleer alanda genislemeler ile
karakterize paraptozis benzeri hiicre 6liimii bulgular1 saptandi (Sekil 4.13A ve B). Bu gruplarda
ayrica kromatin marjinasyonu ve plazma membraninda blebler ile karakterize apoptotik hiicreler
ve bunlarin arasinda fragmante niikleer materyal igeren hiicre pargaciklari1 da goriildi (Sekil

4.13C ve 4.13D).
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Sekil 4.13. D vitamini gruplarinda HEC1A hiicrelerinin ultrastriiktiirel goriintlisii. A, B)
Sitoplazmik vakuolizasyon, mitokondriyonlarda ve ER sisternalarinda sisme ile karakterize
paraptotik hiicreler. C, D) Kromatin marjinasyonu ve plazma membraninda blebler ile karakterize
apoptotik hiicreler. Niikleus (asteriskler), dejenere olmus mitokondriyonlar (kalin oklar),
genislemis ER sisternalan (siyah oklar), bos vakuoller (beyaz oklar), mikrovilluslar (beyaz ok
baslari), plazma membraninda bleb (siyah ok basi). (A, C) X10000, (B, D) X20000 (uranil asetat-
kursun sitrat).

Perifosin+D vitamini kombinasyonunun uygulandig1 gruplarda, ¢ok sayida apoptotik ve
nekrotik hiicre goriiliirken bu hiicreler arasinda dejenere olmus hiicre pargaciklarinin da ¢ok
sayida oldugu saptandi (Sekil 4.14). Bazi hiicrelerde ER sisternalarinin genisledigi,
mitokondriyonlarin dejenere oldugu saptanirken, bazi hiicrelerde de bunlara ek olarak farkh

biiyiikliiklerde otofajik vakuollerin oldugu goriildii (Sekil 4.15).
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Sekil 4.14. Perifosin+D vitamini kombinasyon gruplarinda HEC1A hiicrelerinin ultrastriiktiirel
gorlntiisii. A, B) Apoptotik ve nekrotik hiicreler arasinda dejenere olmus hiicre pargaciklari. C)
Apoptotik hiicre. D) Nekrotik hiicre. Niikleus (siyah asteriskler), dejenere olmus hiicre
parcaciklari (beyaz asteriskler), dejenere olmus mitokondriyonlar (kalin oklar), genislemis ER
sisternalar1 (siyah oklar), bos vakuoller (beyaz oklar), plazma membraninda blebler (siyah ok
baslari), dejenere olmus plazma membrani (beyaz ok basi). (A, B) X6000, (C, D) X10000 (uranil
asetat-kursun sitrat).

Sekil 4.15. Perifosin+D vitamini kombinasyon gruplarinda HEC1A hiicrelerinin ultrastriiktiirel
gorlntiisii. A) Paraptotik hiicre. B) Otofajik hiicre. Niikleus (asterisk), dejenere olmus
mitokondriyonlar (kalin oklar), genislemis ER sisternalari (siyah oklar), otofajik vakuol (siyah ok
basi), bos vakuoller (beyaz oklar), mikrovilluslar (beyaz ok baslar1). (A) X10000, (B) X20000
(uranil asetat-kursun sitrat).
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5. TARTISMA VE SONUC

Endometriyum kanseri kadinlarda goriilen kanserlerin %4-6’sin1 olusturmaktadir [168].
llerlemis veya tekrarlayan endometriyum kanseri tedavisi hala énemli bir problem olmaya
devam etmektedir, bu nedenle tedaviye yonelik yapilan bir¢ok ¢alismada farkl ilaglarin tedavi
edici etkileri arastirilmaktadir. Farkli kanser tiplerinde perifosin ve D vitamini kullaniminin
tedavi edici etkinligi gosterilse de, bu ilaclarin yiiksek dozlarda kullanimina bagh olarak cesitli
yan etKilerin ortaya ¢ikmasi her iki ilacin klinik kullanimlarini sinirlayabilmektedir. Bu nedenle,
arastirmacilar her iki ilacin diisiik dozlarda kullanilabilecegi kombinasyon alternatiflerinin,
tedavinin etkinligini arttirabilecegini ve doza baglh yan etkileri sinirlandirabilecegini ileri
stirmiislerdir [169]. Yapilan calismalarda perifosin ve D vitamininin farkli kanser hiicreleri
lizerinde anti-proliferatif etkiler gosterdigi ortaya konulmustur, ancak her iki ilacin birlikte
kullaniminin endometriyum kanseri lizerindeki etkileri bilinmemektedir [14, 25, 94, 170]. Bu
nedenle, bu calismada perifosin, D vitamini (kalsitriol) ve perifosin+D vitamini
kombinasyonunun uygulanacagi endometriyum kanseri hiicre hattindaki (HEC1A) olas1 anti-
proliferatif ve apoptotik degisikliklerin incelenmesi amaglandi.

Perifosin, anti-kanser aktivitesi gosteren bir APL’dir [25]. Diger APL’ler gibi perifosinin
hiicre membrani sentezi ve fonksiyonunu degistirerek biiylimeyi durdurdugu ve apoptozu
uyardig bildirilmistir [27]. Perifosinin anti-kanser aktivitesinin, JNK aktivasyonunu indtiklemesi,
AKT ve MAPK aktivasyonunu inhibe etmesi gibi mekanizmalar ile iliskilendirilmesine ragmen
tam olarak hangi mekanizma ile anti-kanser etki gosterdigi aciklanamamistir [24, 108, 171]. Son
yillarda yapilan calismalarda, perifosinin AKT fosforilasyonunu azaltarak, AKT aktivitesinde
inhibisyona neden oldugu ve AKT'nin plazma membranina translokasyonunu azalttig
gosterilirken, buna bagh olarak da perifosinin AKT inhibisyonu ile anti-kanser aktivite gosterdigi
raporlanmistir [24, 25, 171]. AKT hiicre biiylimesi, hiicre siklusunun ilerlemesi, hiicre gogi,
epitelyal-mezenkimal gecis ve anjiyogenez gibi kanserle iligkili hiicresel siireclerin
diizenlenmesinde anahtar rol oynamaktadir [94]. Bu nedenle, glinlimizde AKT inhibitorleri
kanser tedavisi i¢cin umut verici bir ila¢ haline gelmistir. Farkhh kanser tiplerinde yapilan
¢alismalarda, 1-50 uM doz araliginda perifosinin anti-kanser aktivitesi oldugu goésterilmistir [25,
94]. Elrod ve ark.’nin yapmis oldugu bir ¢alismada, perifosinin (8-15 pmol/L) AKT'yi inhibe
ederek NSCLC hiicrelerinin biiytimesini inhibe ettigi gosterilmistir [25]. Baska bir calismada ise
perifosinin (5 pM) insan prostat adenokarsinom hiicrelerinde (PC-3), AKT fosforilasyonunu
inhibe ederken AKT seviyelerini de dislirerek anti-proliferatif etki gosterdigi ortaya
konulmustur [24]. Engel ve ark., Ishikawa (1.25 uM ve 7 pM) ve HEC1A (6 uM ve 25 uM)
hiicrelerinde, perifosinin AKT yolagin1 bloke ederek hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini

raporlamislardir [29]. Block ve ark./nin yapmis oldugu calismada ise, Ishikawa ve HEC1A
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hiicrelerinde perifosinin (10 pM ve 50 uM) doza bagh anti-proliferatif etki gosterdigi bildirilmistir
[121]. Bu calismada, HEC1A hiicrelerinin 10 uM, 30 uM ve 50 pM perifosin uygulamalarina verdigi
sitotoksisite yaniti, xCELLigence ile 96 saat boyunca proliferasyon egrilerinin zamana bagh
grafiginde degerlendirildi. 24-36 saatler arasinda 10 pM ve 30 uM perifosin gruplarinda kontrole
gore hiicre proliferasyonunda anlaml bir azalma gézlendi. 36-48, 48-72 ve 72-96 saatler arasinda
tlim perifosin gruplarinda (10 uM, 30 puM, 50 uM) kontrol grubuna goére hiicre proliferasyonunun
azaldig1 saptandi. Calismalarla uyumlu olarak bu ¢alismada, perifosinin HEC1A hiicrelerinde doz
ve zamana baglh olarak anti-proliferatif aktivitesinin arttigi gorildi. Bu etkinin AKT
fosforilasyonundaki inhibisyon artisi ve buna bagh olarak da artmis AKT yolag: inhibisyonuyla
iliskili olabilecegi diisliniildii. Ancak yapilacak yeni g¢alismalarla, perifosin dozu ve kullanim
stresine bagh olarak endometriyum kanser hiicrelerinde AKT yolagi inhibisyonu ve anti-
proliferatif etki arasindaki iliskinin ortaya konulmasi gerekmektedir.

Kalsitriol, D vitamininin hormonal aktif formu olup in vivo ve in vitro anti-kanser
etkinligine sahiptir [13]. Farkli kanser tiplerinde yapilan ¢alismalarda, 1-400 nM doz araliginda
D vitamininin hiicre siklusu arrestinin uyarilmasi, apoptozun ve diferansiyasyonun indiiksiyonu,
proliferasyonun ve anjiyogenezin inhibe edilmesi, kanser hiicrelerinin invazyon ve goc etme
potansiyelinin inhibisyonu gibi farkl anti-kanser etkinliklerinin oldugu bildirilmistir [14, 170].
Yapilan calismalarda, D vitamininin endometriyum, akciger, bas ve boyun, prostat ve meme
kanseri hiicre hatlarinda anti-proliferatif etkilere sahip oldugu gézlenmistir [172-176]. D
vitamini tedavisinin endometriyum kanseri hiicreleri lizerine etkilerini arastiran bir ¢alismada,
D vitamininin (10 nmol/L, 1,25-dihidroksikolekalsiferol]) bu hiicrelerde  25-
hidroksikolekalsiferol 24-hidroksilaz aktivitesinde artisa neden olmasina ragmen hiicre
proliferasyonu iizerinde herhangi bir etkisinin olmadigi gosterilmistir [177]. Bu ¢alismanin
aksine sonraki calismalarda, farkli endometriyum kanseri hiicre hatlarinda D vitamininin anti-
proliferatif etki gosterdigi raporlanmistir. Saunders ve ark., D vitamini (10 nM, 50 nM, 80 nM
kalsitriol) tedavisinin endometriyum kanseri (RL95-2) hiicrelerinin biiylimesi tizerinde inhibitér
etkisi oldugunu gostermislerdir [178]. Yabushita ve ark. ise VDR eksprese eden endometriyum
kanseri (RL95-2) hiicrelerinin biliyiimesinin D vitamini (50 nM) tedavisi ile doza bagh bir sekilde
onlendigini gostermislerdir [172]. Bu calismada, HEC1A hiicrelerinin 50 nM ve 200 nM D vitamini
uygulamalarina verdigi sitotoksisite yanitinin, 96 saat boyunca proliferasyon egrilerinin zamana
bagh grafigi degerlendirildiginde; 24-36 saatler arasinda D vitamini gruplarinda kontrole gore
hticre proliferasyonunda herhangi bir fark gézlenmedi. 36-48, 48-72 ve 72-96 saatler arasinda
tim D vitamini gruplarinda (50 nM ve 200 nM) kontrol grubuna gére hiicre proliferasyonunun
azaldigyn saptandi. Onceki ¢alismalarla uyumlu olarak bu calismada elde edilen sonuclar, D
vitamininin HEC1A hiicrelerinde anti-proliferatif aktivite gosterdigini ortaya koymustur. insan

meme kanseri (MCF-7) hiicrelerinde yapilan ¢alismalarda, D vitamininin (100 nM) hiicre siklusu
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mekanizmasinda rol oynayan CDK’larin aktivitesini baskilayarak veya kinaz inhibitorlerini (p21,
p27) indiikleyerek anti-proliferatif etki gésterdigi bildirilmistir [179, 180]. insan retinoblastoma
hiicrelerinde yapilan baska bir calismada ise, D vitamininin P53 ve p21 ekspresyonunu arttirarak
hiicre proliferasyonunu azalttigi raporlanmistir [181]. Bu nedenle, D vitamininin endometriyum
kanseri hiicreleri lizerindeki anti-proliferatif etkisinin hiicre siklusu mekanizmasinda rol alan
CDK ve/veya kinaz inhibitorleri araciligiyla ortaya cikabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak, bu etkinin
tam olarak hangi mekanizma tlizerinden gerceklestigini gosteren yeni molekiiler ¢alismalara
ihtiya¢ duyulmaktadir.

D vitamininin bir¢ok kanser tipinde anti-kanser 6zelliklere sahip oldugu ancak terapotik
olarak etkili dozlarda kalsiyum mobilizasyonu ile iligkili toksisitelere sahip oldugu gosterilmistir
[182]. Bu nedenle hiperkalsemik yan etkisi daha az olan D vitamini analoglarinin olusturulmasi
ve D vitamini dozunun azaltilabildigi farkl ila¢ kombinasyon uygulamalari ile D vitamininin
yliksek doz toksisitesinin ortaya cikmasina engel olan yeni tedavi alternatifleri gelistirilmektedir
[183]. Yapilan ¢alismalarda, D vitamini ve analoglarinin taksanlar ve platin analoglari gibi farkh
kemoterapdotik ilaglarla kombine edildiklerinde anti-kanser etkilerinin arttig1 bildirilmistir [16,
184, 185]. Axanova ve ark. prostat kanseri hiicrelerinde yaptiklari calismada, AKT inhibitorleri
(API-2 ve GSK690693) ile D vitamini (1 nM, 10 nM ve 100 nM) kombinasyonunun sinerjistik etki
gostererek kanser hiicrelerinde proliferasyonu inhibe ettigini gostermislerdir [130]. Zhang ve
ark. ise miyeloid 16semi (HL60) hiicrelerinde D vitamini (1 nM, 10 nM, 100 nM) ile PI3K/AKT
yolag1 inhibitorlerinin (LY294002 ve Wortmannin) kombine edilerek kullanilmasinin, D
vitamininin bu hiicreler iizerindeki anti-proliferatif etkisini arttirdigini géstermislerdir. Yapilan
calismalar sonucunda ise PI3K/AKT yolag: inhibitorlerinin D vitamini analoglari ile kombine
edilerek kullanilmasinin, kanser tedavisinde etkin bir tedavi alternatifi olabilecegi one
strilmustiir [186]. Akciger (A549) ve prostat kanseri (PC-3) hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada,
AKT inhibitérii olan perifosin ile protein kinazin selektif inhibitérii olan UCN-01
kombinasyonunun, bu hiicrelerde artmis anti-proliferatif etki gosterdigi bildirilmistir. [27]. Engel
ve ark.’nin yapmis oldugu ¢alismada ise, perifosin ile sisplatin kombinasyonunun PTEN eksprese
etmeyen Ishikawa hiicrelerinde proliferasyonu 6nemli 6l¢iide inhibe ederken, PTEN eksprese
eden HEC1A hiicrelerinde herhangi bir etki gostermedigi bildirilmistir [29]. Bu calismada,
perifosin ve D vitamini kombinasyonunun HEC1A hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi
saptandi. 24-36 saatler arasinda 30 uM+50 nM, 30 puM+200 nM ve 50 uM+50 nM kombinasyon
gruplarinda kontrol grubuna gore hiicre proliferasyonunda anlamli bir azalma gozlenirken, 30
uM+50 nM ve 50 pM+50 nM kombinasyon gruplarinda ise 50 pM perifosin grubuna gore hiicre
proliferasyonunda azalma oldugu saptandi. 36-48, 48-72 ve 72-96 saatler arasinda ise tiim
perifosin+D vitamini kombinasyon gruplarinda hiicre proliferasyonun kontrol ve D vitamini

gruplarina gore azaldigl saptandi. Bu bulgular perifosin+D vitamini kombinasyonunun hiicre
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proliferasyonunu sadece perifosin ve D vitamini uygulanan gruplara gore daha fazla inhibe
ettigini gosterdi. Bu nedenle, endometriyum kanserinde perifosinin D vitamini ile kombine
edilmesinin sinerjistik etki ile her iki ilacin tek kullanimina gore daha etkin anti-prolifereratif etki
gosterdigi ve klinik uygulamalarda yeni alternatif tedavi olarak kullanilabilecekleri sonucuna
varildi. Ancak kombinasyon tedavisinin endometriyum kanserinde proliferasyonu inhibe edici
etkilerinin daha ileri molekiiler calismalar ve ila¢ faz calismalari ile desteklenmesinin
endometriyum kanserli hastalarda bu ilaglarin klinik kullanim icin uygunlugunun belirlenmesine
katkida bulunabilecegi diisiiniildii.

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapotik ilaclarin klinik etkinlikleri, kanser
hiicrelerinde etkin hiicre siklus arresti olusturmalar1 ve apoptotik aktivasyonu arttirmalari ile
iliskilendirilmektedir [187, 188]. Elrod ve ark., NSCLC hiicrelerinde perifosinin (8-15 pumol/L)
kaspaz-8 ve DR5 aktivasyonu ile apoptozu indiikledigini ve bu etkilerin AKT 'nin plazma membran
lokalizasyonunun azalmasi, AKT fosforilasyonunun inhibisyonu ve toplam AKT seviyelerinin
azalmasi ile iligkili oldugunu bildirmislerdir [25]. Yapilan baska c¢alismalarda ise, perifosin
uygulamasinin farkl kanser hiicrelerinde PI3K/AKT kaskadinin bozulmasina ve apoptozun
artmasina neden oldugu raporlanmistir [24, 61]. Engel ve ark. ise endometriyum kanseri hiicre
hatlarinda (Ishikawa ve HEC1A) perifosinin (10 uM) hiicrelerin %50'sinden fazlasinda apoptoza
neden oldugunu gostermislerdir [29]. Block ve ark.nin yapmis oldugu calismada, perifosin (20
uM, 30 uM, 40 pM ve 50 pM) uygulanmis endometriyum kanseri hiicre hatlarinda (Ishikawa ve
HEC1A) perifosin dozu artisiyla orantili olarak apoptotik hiicre yiizdesinin arttig1 raporlanmistir
[121]. Calismalarla uyumlu olarak bu ¢alismada, 48. ve 72. saatlerde ortalama apoptotik hiicre
ylzdesinin 10 um ve 30 pum perifosin gruplarinda kontrole gore arttig1 saptandi. Bu nedenle,
perifosin gruplarinda meydana gelen apoptotik hiicre yiizdesindeki artisin perifosinin PI3K/AKT
yolag1 lizerindeki inhibe edici etkisinden kaynaklandig diisiiniildii.

Pan ve ark. D vitamininin PTEN ekspresyonunu arttirarak AKT aracili anti-apoptotik
sinyal yolaklarini inhibe ettigini raporlamislardir [189]. Yapilan ¢alismalarda, D vitamini
analoglarinin farkl hiicre hatlarn tizerindeki apoptotik etkisinin yaklasik 6 giinde ortaya ¢iktig1
gosterilmistir [190, 191]. Mathiasen ve ark. ise tedavi sonrasi 6-7. giinlerde D vitamini kaynakl
apoptozun pik yaptigim1 bildirmislerdir [192]. Bu calismada, 48. ve 72. saatlerde ortalama
apoptotik hiicre yiizdesinin 50 nM ve 200 nM D vitamini gruplarinda kontrole goére arttig
saptandi. Bu artisin 72. saatte 48. saate gore yliksek oldugu goriildii. Yapilan calismalarla uyumlu
olarak D vitamini gruplarinda zamana bagli olarak meydana gelen apoptotik hiicre yiizdesindeki
artisin D vitamininin hiicreler tizerindeki apoptotik etkisini daha uzun siirede gdstermesinden
kaynaklandig diistiniildi.

Farkli kemoterapdétik ilaglarin kombine edilerek kullanildig1 bir ¢alismada, insan Jurkat T-

l6semi hiicrelerinde perifosin (5 pumol/L) ile etoposid kombinasyonunun sinerjistik bir sekilde
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apoptoza neden oldugu gosterilmistir [28]. Baska bir ¢calismada ise, perifosin ile histon deasetilaz
inhibitorlerinin (HDACI, sodyum biitirat, suberosilanilid hidroksamik asit ve trikostatin)
kombinasyonunun, insan lésemi hiicrelerinde (U937, HL-60 ve Jurkat hiicreleri) mitokondriyal
disfonksiyonu (sitokrom-c ve AIF salinimi), kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktivasyonunu sinerjistik
olarak indiikledigi ve apoptozu arttirdig1 bildirilmistir [106]. Lee ve ark. yapmis oldugu bir
calismada, progesteron ve Kkalsitrioliin apoptozu arttirarak ve hiicre siklusu arrestini
indiikleyerek endometriyum ve over kanserlerinin bliyltimesini inhibe ettigi gosterilmistir [169].
Rashid ve ark., HDACI (sodyum butirat ve trikostatin) ile D vitamini kombinasyonunun prostat
kanseri hiicrelerinin apoptozunu sinerjistik olarak indiikledigini bildirmislerdir. [193]. Steroid
direncli T-ALL hiicrelerinde yapilan baska bir calismada ise metilprednizolon (2.5 mM), D
vitamini (100 nM) ve AKT inhibitorii olan MK-2206 (2 pM)'nin hiicrelerde apoptozu belirgin
olarak arttirdig1 gosterilmistir [31]. Bu ¢alismada, 48. ve 72. saatlerde, ortalama apoptotik hiicre
ylizdesinin tiim perifosin+D vitamini kombinasyon gruplarinda kontrole gore arttigi saptanirken,
72. saatte 10 pM+50 nM kombinasyon grubunun HEC1A hiicrelerinin %50’sinden fazlasinda
apoptoza neden oldugu goriildi. Ayrica ortalama apoptotik hiicre ytlizdesinin kombinasyon
gruplarinda (10 puM+50 nM, 10 pM+200 nM) sadece perifosin ve D vitamini uygulanan gruplara
gore daha yiiksek oldugu goriildii. Bu nedenle endometriyum kanseri tedavisinde perifosin ve D
vitamini kombinasyonunun tek ila¢ kullanima gore daha etkin bir sekilde apoptozu arttirdig:
diistintildii. Ancak perifosin ve D vitamini kombinasyonunun klinik etkinliginin gosterilebilmesi
icin yeni calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu c¢alismada olas1 apoptotik mekanizmalarin ortaya konulabilmesi amaciyla P53, BCL2
ve BAX mRNA ekspresyonlari incelendi. P53, hiicrede DNA hasari sonrasinda eksprese edilerek
DNA tamir mekanizmalarini aktive eden bir transkripsiyon faktériidiir [194]. DNAnin tamir
edilemedigi durumlarda ise P53 geni BAX ekspresyonunu arttirip, BCL2 ekspresyonunu inhibe
ederek veya Fas, TNF-R gibi 6liim reseptorlerini indiikleyerek hiicrenin apoptoz siirecine
girmesine neden oldugu bildirilmistir [156]. Elrod ve ark., perifosinin (8-15 pmol/L) NSCLC hiicre
hatlarinda (H157 ve A549) DR5 ekspresyonunu indiikledigini, kaspaz-8 inhibe edici proteinin
ekspresyonunu ve BAX seviyelerini azalttigini, ancak BCL2, Bcl-XL ve PUMA seviyeleri tizerinde
sinirh bir modiilator etkisinin oldugunu ortaya koymuslardir [24]. Yapilan ¢alismalarda, over ve
endometriyum kanseri (HEC-1B ve RL-95) hiicrelerinde progesteron (20 pM) ve kalsitriol (100
nM) kombinasyonunun, apoptozla iliskili diger proteinlerle (HIST1H1E, HINT2 ve EIF2AK2)
birlikte BAX ekspresyonunu arttirdig1 ayrica kaspaz-3 aktivasyonu ve G0-G1 hiicre siklusu arresti
indiiksiyonuna neden oldugu gosterilmistir [169, 195-197]. Baska bir calismada, perifosin ile
HDACI kombinasyonunun miyeloid ve lenfoid l6semi hiicrelerinde (U937, HL-60 ve Jurkat)
kaspaz aktivasyonunu ve BAX yapisinda konformasyonel degisiklikleri indiikleyerek ytiksek bir

sekilde sinerjistik etki gosterdigi raporlanmistir [106]. Bu ¢alismada, 48. ve 72. saatlerde
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perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyonu uygulanmis hiicrelerde kontrol
grubuna gore BCL2 mRNA ekspresyonunda istatistiksel olarak herhangi bir farklilik saptanmadi.
48. saatte sadece 30 puM perifosin grubunda kontrol grubuna gére BAX mRNA ekspresyon
diizeyinin arttifi saptanirken, 72. saatte gruplar arasinda BAX mRNA ekspresyon diizeyinde
istatistiksel olarak herhangi bir farklilik saptanmadi. Perifosinin BCL2/BAX yolagi iizerinde
etkisinin 48. saatte 30 uM perifosin grubunda ortaya ciktig1 gérildii. Buna bagh olarak, perifosin
gruplarinda bu etkinin HEC1A hiicrelerinde doza bagimli oldugu diisiiniildii. D vitamini ve
perifosin+D vitamini kombinasyon uygulamalarinin ise HEC1A hiicrelerinde BCL2/BAX
yolagindan farkl bir yolak tizerinden apoptozu indiikleyebilecegi diisiiniildii.

Fei ve ark/nin yapmis oldugu c¢alismada, insan hepatoseliiler karsinom (HepGZ2)
hiicrelerinde perifosinin kaspaz-3, kaspaz-9 ve poli ADP riboz polimeraz'in aktivasyonuna neden
oldugunu, ancak P53 ve BCL2 seviyesini etkilemedigi gosterilmistir [198]. Baska bir calismada,
insan Jurkat T-ALL hiicrelerinde perifosin (5 pmol/L) ile etoposid kombinasyonunun Fox1 ve
Fas/Fas ligand o6lim reseptdr yolaklarinin spesifik aktivasyonuna neden oldugu, kaspaz-8,
kaspaz-9, kaspaz-3, Bid ve Bim aktivasyonunun arttigi ve Bcl-xL ekspresyonunun azaldigi
gosterilmistir [28]. Bu calismada, P53 mRNA ekspresyonunun 48. saatte 30 pM+200 nM
kombinasyon grubunda diger gruplara gore, 72. saatte ise 10 uM+200 nM kombinasyon
grubunda diger gruplara goére anlamli derecede yiiksek oldugu saptandi. Buna bagl olarak,
perifosin+D vitamini kombinasyonunun sinerjistik etki ile P53 mRNA ekspresyonunu arttirarak
HEC1A hiicrelerinde apoptozu indiikleyebilecegi diistiniildii. Ayrica, erken donemde yiiksek doz
kombinasyonda go6zlenen apoptotik etkinin ilerleyen donemlerde daha diisiik kombinasyon
dozlariyla elde edilebilecegi sonucuna varildi.

Bu ¢alismada, perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini kombinasyonlar1 uygulanmis
HEC1A hiicrelerinde, hiicre 6liim tiplerinin ultrastriiktiirel olarak tanimlanabilmesi icin TEM
incelemeleri yapildi. Perifosin uygulanan HEC1A hiicrelerinde ¢ok sayida hiicrenin heterojen
dagilimli ve elektron dens icerige sahip otofajik vakuollere sahip oldugu gozlenirken, az sayida
hiicrenin apoptotik goriiniimde oldugu tespit edildi. Rios-Marco ve ark, APL analoglar1 (10 uM
konsantrasyonlarda edelfosin, perifosin, HePC, ErPC) uyguladiklar1 U-87 MG insan glioblastoma
hiicrelerinde otofajik vakuol ve otolizozomlarin arttigini, buna bagh olarak da APL’lerin kanser
hiicrelerinde otofajik hiicre 6liim mekanizmalarini aktive ettigini ileri stirmiiglerdir [199]. Onceki
calismalarda, perifosinin insan akciger kanseri hiicrelerinde apoptozu indiikledigi ayrica mTOR
sinyalini inhibe ederek otofajiye neden oldugu gosterilmistir [25, 61]. Bu nedenle, endometriyum
kanserinde perifosinin hangi mekanizma ile otofajik hiicre 6liimiinii indiikledigini ortaya koyan
yeni calismalarin yapilmasi gerekmektedir.

D vitamini uygulanan gruplarda, belirgin olarak genislemis ve kaynasmis ER sisternalari

ve dejenere olmus mitokondriyonlarla karakterize, paraptozis benzeri hiicre o6liimii
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ultrastriiktiirinde olan ¢ok sayida hiicre gozlenirken, bu hiicreler arasinda yer yer apoptotik
morfolojiye sahip hiicrelerin oldugu saptandi. Literatiirde, D vitamininin kanser hiicrelerinde
paraptozis benzeri hiicre o6limiine yol actigini raporlayan herhangi bir c¢alismaya
rastlanmamistir. Ancak, yapilan bir ¢alismada, D vitamininin MCF-7 hiicrelerinde ER’'nin olasi
fonksiyonel ve yapisal degisikleri ile ortaya cikan kaspaz-bagimsiz hiicre 6liimiinde rol alabilecegi
bildirilmistir [192]. Haddur ve ark., D vitamininin aktif formu olan kalsitrioliin meme kanseri
hiicre hatlarinda (MCF7, MDA-MB-231) ER stres belirteclerinden biri olan BIP ekspresyonunda
artisa neden oldugunu gostermislerdir [200]. Calismalarla uyumlu olarak, bu ¢alismada D
vitamini uygulanan HEC1A hiicrelerinde genislemis ve fiizyona ugramis ER'nin ER stresine bagh
olabilecegi diisiiniildii. Mathiasen ve ark’nin yapmis oldugu c¢alismada ise, D vitamini
analoglarinin (kalsitriol ve EB 1089) meme kanseri (MCF-7) hiicrelerinde kaspaz bagimsiz hiicre
o6limini indiiklerken, hiicrelerin sitoplazmasinda ve kromatin igeriginde yogunlasma ile
karakterize apoptoz benzeri ultrastriiktiirel degisikliklere neden oldugu raporlanmistir. Ayrica
bazi hiicrelerde ER stresinden kaynaklanabilecek dilate ER sisternalari gdzlenmistir [201].
Apoptotik olmayan hiicre dliimii olarak tanimlanan paraptozisde sitoplazmik vakuolizasyon,
mitokondriyal sisme, ER sisternalarinda genisleme gozlenirken, piknozis, DNA fragmantasyonu
gibi apoptozun tipik niikleer degisikliklerini ve kaspaz aktivasyonunu icermedigi bildirilmistir
[202]. Bu sonuglar géz oniinde bulunduruldugunda, D vitamininin HEC1A hiicrelerinde kaspaz
bagimsiz yolaklar tizerinden hiicre 6liimiine neden olabilecegi diistiniildii. Bununla iliskili olarak,
D vitamini, ER stresi ve paraptozis benzeri hiicre 6limii arasindaki iliskiyi ortaya koyan
calismalara ihtiya¢ oldugu sonucuna varildi.

Cirstea ve ark.’nin yapmis oldugu ¢alismada, ultrastriiktiirel olarak perifosin ve rapamisin
kombinasyonu uyguladiklar1 MM hiicrelerinde, apoptotik ve otofajik hiicre 6liimiiniin meydana
geldigini ve kombinasyon tedavisinin apoptotik ve apoptotik olmayan hiicre éliimiine neden
olarak etkin tedavide kullanilabilecegini ileri siirmuslerdir [203]. Bu ¢alismadan farkli olarak
¢alismamizda, perifosini D vitamini ile kombine ederek her iki ilacin HEC1A hiicreleri tizerindeki
anti-kanser etkinligini ultrastriiktiirel olarak inceledik. Perifosin ve D vitamini kombinasyonu
uygulanan HEC1A hiicrelerinin apoptotik, paraptotik ve otofajik hiicre 6liimii morfolojisinde
oldugu gozlenirken, bu hiicreler arasinda nekrotik hiicreler ve ¢ok sayida dejenere olmus hiicre
artiklarinin da oldugu saptandi. Elde edilen bu sonuglar, her iki ilag kombinasyonunun sinerjistik
etki gostererek apoptotik ve apoptotik olmayan hiicre 61iim mekanizmalarin aktive edebilecegini
diistindirdii.

Sonug olarak, elde ettigimiz bulgular perifosin, D vitamini ve perifosin+D vitamini
kombinasyonlarinin endometriyum kanseri hiicrelerinde proliferasyon inhibisyonuna neden
olabilecegini, apoptotik ve apoptotik olmayan hiicre 6liim mekanizmalarini aktive edebilecegini

gostermektedir. Perifosin+D vitamini kombinasyonunun endometriyum kanser hiicrelerindeki
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anti-proliferatif ve apoptotik etkisinin tek ila¢ uygulamasina gore daha fazla oldugu goriildi.
Perifosinin doza bagh olarak BCL2/BAX yolag1 lzerinden apoptozu indiikledigi, perifosin+D
vitamini kombinasyonlarinin ise P53 ekspresyonunda artisa neden olmasina ragmen BCL2/BAX
yolag1 tizerinden apoptotik etki gostermedigi saptandi. Elektron mikroskobik incelemelerde ise,
endometriyum kanseri hiicrelerinde perifosinin otofajik hiicre o6liimiinii, D vitamininin
paraptozis benzeri hiicre 6liimiini ve perifosin+D vitamini kombinasyonlarinin ise apoptotik ve
apoptotik olmayan hiicre 6liimiinii indiikledigi goriildii. Endometriyum kanser hiicrelerinde 48.
saatte 30 uM+200 nM kombinasyonunun, 72. saatte ise 10 pM+200 nM kombinasyonunun sadece
perifosin ve sadece D vitamini uygulamalarina gore daha etkin anti-proliferatif ve apoptotik etki
gosterdigi saptandi. Bu nedenle, her iki ilacin kombine edilerek kullanilmasinin apoptotik
yolaklar disinda otofajik ve paraptotik hiicre 6liim yolaklarini da aktive ederek kanser
kemoterapisi icin alternatif ve etkili bir tedavi secenegi olabilecegi diisliniildii. Ancak, perifosin+D
vitamini kombinasyonlarinin endometriyum kanseri hiicrelerinde artmis hiicre 6ltimiine neden
olan molekiiler mekanizmalarin ortaya konulmasi ve bunlarla iliskili yeni klinik ¢alismalarin

yapilmasi gerektigi sonucuna varildi.
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