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OZET

Amag: Meme, prostat ve kolon kanserleri diinyada en ¢ok goriilen kanser tiirleri arasinda yer
almaktadir. Vitamin D reseptorii (VDR), biyolojik olarak D vitamininin en aktif formu olan
10,25(OH);Ds (Kkalsitriol) ile kompleks olusturarak farkli gen transkripsiyonlarini modiile eder.
Amacimiz MCF-7, CaCo-2 ve DU-145 hiicre hatlarina uyguladigimiz kalsitrioliin hiicrelerdeki
antiproliferatif, apopitotik ve antianjiogenik etkilerin arastirilmasidir. Gere¢ ve YOntem:
Calismamizda meme kanseri hiicre hattt (MCF-7), prostat kanseri hiicre hatti (DU-145) ve kolon
kanseri hiicre hatt1 (CaCo-2) iizerine aymi sartlarda, ayni ortamda ve aymi dozlarda Kalsitiriol
uygulandi. Hiicre hatlarina 24 ve 48 saat boyunca farkli dozlarda kalsitriol maruziyeti sonrast MTT
sitotoksisite testi gergeklestirildi. IC/50 (etkin doz) orani belirlendi. Etkinligi belirlenen kalsitiriol
dozlar1 (100-1 000 ve 10 000 nM) ile 24 saat kalsitriol maruziyeti sonunda apopitoz Ol¢iimleri ve
Real Time PCR (RT-gqPCR) analizi gergeklestirildi. Kalsitrioliin hiicre igerisindeki; niikleer aktivitesi
VDR, antiproliferatif etkisi Ki-67, anjiogenik etkisi VEGF ve EGFR m-RNA ekspresyon
diizeylerinin Olglilmesiyle degerlendirildi. Sonuglar kalsitriol uygulamasi yapilmayan kontrol
gruplari ile karsilastirildi. Bulgular: 100 nM kalsitriol maruziyeti sonrast yapilan MTT testinde MCF-
7°de canlilik %84+2,14; DU-145"te canlilik %87+3,12 ve CaCo-2’de canlilik %77,2+2,71 olarak
belirlendi (p<0.05). 100 nM Kkalsitriol maruziyeti sonrasi yapilan Annexin V testinde, apopitozis
degerleri MCF-7°de %12,2+1,27; DU-145te %4,8+0,13; CaCo-2’de %9,4+0,21 olarak belirlendi
(p<0.05). 100 nM’lik kalsitriol uygulamasi ile, 24 saat sonunda MCF-7, DU-145 ve CaCo-2 hiicre
hatlarinda VDR ekspresyon diizeyinin, kontrol gruplarina gore arttig1, Ki-67, VEGF ve EGFR’nin
ekspresyon diizeylerinin ise azaldig1 saptandi. Sonug: MCF-7, DU-145 ve CaCo-2 hiicre hatlarinda
100 nM Kkalsitriol uygulamasi ile apopitozisde artis, anjiogenez ve proliferasyonda ise azalma
saptanmustir (p<0.05).

Bilim Kodu : 1090
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ABSTRACT

Objective: Our aim is to investigate the antiproliferative, apoptotic and antiangiogenic effects of
various calcitriol doses we applied on MCF-7, CaCo-2 and DU-145 cell lines. Materials and
Methods: In our study, calcitriol was applied on the breast cancer cell line (MCF-7), prostate cancer
cell line (DU-145) and colon cancer cell line (CaCo-2) under the same conditions, in the same
medium and doses. MTT cytotoxicity test was performed after exposure to different doses of
calcitriol for 24 and 48 hours. The 1C/50 ratio was determined. Apoptosis measurements and Real
Time PCR (RT-qPCR) analysis were performed after 24 hours of calcitriol exposure with calcitriol
doses (100-1000 and 10000nM) whose effectiveness was determined. Calcitriol in the cell; Its
nuclear activity was evaluated by measuring VDR, Ki-67, VEGF and EGFR m-RNA expression
levels. The results were compared with the control groups. Results: In the MTT test performed after
exposure to 100 nM calcitriol, the viability of MCF-7 was 84+2.14%; The viability was 87+3.12%
in DU-145 and 77.2+2.71% in CaCo-2 (p<0.05). In the Annexin V test performed after 100nM
calcitriol exposure, apoptosis values were 12% in MCF-7, 2+1.27; 4.8+0.13% in DU-145; It was
determined as 9.4+0.21% in CaCo-2 (p<0.05). With 100nM calcitriol application, at the end of 24
hours VDR expression level in MCF-7, DU-145 and CaCo-2 cell lines increased compared to control
groups, while expression levels of Ki-67, VEGF and EGFR were found to decrease. Conclusion: In
MCF-7, DU-145 and CaCo-2 cell lines, 100nM calcitriol application increased apoptosis and
decreased angiogenesis and proliferation (p<0.05).
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1. GIRIS

Insanlarin 17. yiizy1lin ortalarinda, kirsal tarim topluluklarindan kentsel alanlara gd¢ etmeye
baslamasiyla, rasitizm kii¢iik cocuklar i¢in biiyiik bir saglik sorunu olarak tanimlandi. Yasam
tarzi1 farkliligi, gilines 1s18ina maruz kalmayr sinirlayan ¢evresel degisiklikler
getirdi. Rasitizm hastalig1 olanlarda kafa biiylimesi, uzun eklem kemikleri, gogiis kafesi,
omurga ve uyluklarin egriligi dahil olmak iizere genel kas zayifligi ile birlikte iskelet
deformiteleri gozlemlendi. Sanayi devrimi sirasinda rasitizm insidansi artti. Rasitizm,
19. yiizyilin baglarinda Kuzey Avrupa'da ve ABD Birlesik Devletleri'nin sanayilesmis kuzey
bolgelerinde salgin olarak tanimlandi. 1822'de Sniadecki’nin, giinese maruz kalmamanin
ragitizm nedeni olabilecegine dair ilk gdzlemi yayinladi. Polonya'da yasayan c¢ocuklarin
kirsal kesimden hastaliksiz olan cocuklara kiyasla rasitizm insidansinin daha yiiksek
oldugunu buldu. 19. yiizyilin ortalarinda, balik karacigeri yaglarinin ragitizmleri iyilestirdigi
kesfedildi. Bu klinik gozlemler, bir¢ok kisinin bir tiir beslenme eksikliginin rasitizme neden
olduguna inanmasina neden oldu. 1920'lere kadar D vitamini tanimlanmad1 ve rasitizm ile
baglantt kurulamadi. D vitamini ve metabolitlerinin tutarli ve dogru bir sekilde

Olgiilebilmesi igin 50 y1l daha gegmesi gerekecekti [1].

D vitamini ilk defa; 20. ytizyil baslarinda biyokimyaci McCollum tarafindan tanimlandi.
McCollum tarafindan gerceklestirilmis olan deneysel diyetlerdeki bitkilerin yetersizlikleri
onu tesadiifi gozleme gotlirmiistiir. 1918'de geng siganlarin, esas olarak tahil tanelerinden
olusan ve orantisiz kalsiyum-fosfor dengesi saglayan diyetlerle beslendiklerinde, siganlarda
kritik bir durum gelistigini gozlemlemistir. Kalsiyum-fosfor oraninin zararl etkisinin diyete
eklenen az miktardaki morina karacigeri yagi ile biyiik Olgiide hafifletilebilecegi
belirtilmistir [2].

D vitamininin kesfini ve ultraviyole 1518 neden oldugu deride D vitamini tretiminin
tanimlanmasini, saglikli iskelet sisteminin ve fizyolojik diizeydeki eylemlerin agiklanmasina
yonelik ¢aligmalar izledi. D vitaminin kesfi ayn1 zamanda rasitizmi ve onun yetigkinlerdeki

karsilig1 olan osteomalaziyi anlamaya yonelik ¢esitli girisimlerle sonuglandi [3].

1965'ten 1975'e kadar, D vitamini ile endokrin sistemin kalsiyum ve fosforu diizenleyen
metabolizmasi netlesti. Bu sistemin nasil isledigini, bulunabilecek bir¢ok ek diizenleyicinin

neler oldugunu ve hedef genlerin transkripsiyonunu ve baskilanmasini diizenlemede nasil



calistigin1 anlamak i¢in bir¢ok ¢aligma yapildi. D vitamini eksikligi artan enfeksiyon, tip 1
ve tip 2 diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, obezite, astim, enflamatuar bagirsak hastaligi,
kolon, meme, prostat ve yumurtalilk kanseri ve bazi norolojik hastaliklarla
iliskilendirilmistir. D vitamininin kanserin dogal seyrini etkiledigi ¢esitli mekanizmalar
vardir. D vitamini apopitoz indiikksiyonunda, hiicre farklilasmasinin uyarilmasinda,
antienflamatuar ve antiproliferatif etkilerde, anjiyogenez, invazyon ve metastazin

inhibisyonunda rol alir [4].

Ozellikle, ¢cok sayida epidemiyolojik ve klinik kanit, D vitamini eksikligi ile kanser gelisimi
riski arasmndaki yakin iliskiyi ortaya cikarmistir. Ornegin, sadece serum kalsidiol
konsantrasyonlarini yaklasik 40-60 ng/ml'ye yiikselterek diinya ¢apinda her y1l 220.000'den
fazla yeni meme ve kolorektal kanser vakasinin Onlenebilecegi varsayilmistir. Ayrica,
yiiksek giines 1s181na maruz kalan enlemlerde kanser tiimdrlerinin insidansi daha diistiktiir. D

vitamininin bu koruyucu etkilerinin molekiiler temelleri aragtirtlmaktadir [5].

Bu literatiir bilgilerinin 151¢1nda, ¢alismamizda D vitamininin en aktif formu olan kalsitrioliin
in-vitro sartlarda, farkli kanser tiirleri iizerindeki antiproliferatif, apopitotik ve
antianjiogenik aktivitesinin degerlendirilmesi amag¢lanmistir. Bu amag dogrultusunda prostat
(DU-145), meme (MCF-7) ve kolon (CaCo-2) kanseri hiicreleri {izerindeki kalsitriol
maruziyetinin hiicre canliligina ve sitotoksisiteye olan etkisinin belirlenmesi igin Thiazolyl
Blue Tetrazolium Bromide (MTT) testi, proliferatif etkinin kantitatif degerinin belirlenmesi
i¢in, kantitatif gergek zamanl (real-time) polimeraz zincir reaksiyonu (RT-gPCR) ile Ki-67
MRNA ekspresyon Ol¢limii ve anjiogenez olusumu tiizerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in
RT-PCR testi ile VEGF ve EGFR mRNA ekspresyon Ol¢iimleri, hiicre sagkalim oraninin

belirlenmesi i¢in ise Annexin V / Propidium iyodiir ile apopitoz testi yapilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Vitamin D

Pro hormon olarak viicutta giines 1s1g81nin etkisi ile sentezlenen vitamin D ayni zamanda
besin yolu ile de viicudumuza alinir. D vitamini kalsiyum/fosfor metabolizmasin
diizenleyerek iskelet sistemine destek olur. Hiicreler lizerinde de birgok enzimin aktivitesini
diizenler. Giiglii bir steroid hormonunun 6nciisii olan D vitamini, biyolojik olarak aktif bir
form olan Kalsitriol [1.25(0OH)2D3] sentezlemek i¢in karaciger ve bobrekte iki asamali
metabolizmaya ugrar. Aktif form olan kalsitriol, fizyolojik fonksiyonlarmi etkinlestirmek
icin D vitamini reseptoriine (VDR) baglanir. Aktif metabolit olarak hiicre i¢erisine girdikten
sonra VDR’ye duyarli genlerin ekspresyonlarini diizenler. Hiicrede olusan proliferasyon,

apopitoz, farklilasma, anjiyogenez ve metastaz ile ilgili yolaklarin diizenlenmesinde goérev

alir [6].

2.2. Vitamin D Kaynaklari

D vitamini, D, ergokalsiferol (bitkisel) ve D3 kolekalsiferol (hayvansal) olmak tizere iki
temel kaynaktan saglanir. Maya, yosun ve mantarlar ergokalsiferol kaynagi olarak
bilinmektedir. Sardalya, ringa baligi, ton balig1, uskumru, somon ve morina karacigeri yagi,
yumurta sarisi, karaciger ise kolekalsiferol kaynaklarindan bazilaridir. Vitamin D giines 15131
etkisi ile %95 oraninda ciltte sentezlenirken %5 oraninda besinlerle alinir. Giines 15181 ile
ciltte {iretilen D vitamini viicutta daha aktif rol oynar. Insan viicudunda 290-315 nm dalga
boyundaki giines 15181 etkisi ile epidermis tabakasinda 7-dehidrokolestrol aktive olur ve pre-

vitamin D3, izomerize formu D3 vitaminine dontisiir [7].

Hem D> vitamini hem de D3 biyolojik olarak aktif degildir. Aktif formlar1 igin enzimatik
doniisiime ihtiyaglar1 vardir. 11k olarak vitamin D baglayici proteinler aracilig1 ile karacigere

tasinirlar. Bu siireg, paratiroid hormonu (PTH) tarafindan yonetilir [7].

2.3. Vitamin D Sentezlenmesi

Insan viicudunda D vitaminin ana sentez yeri derimizdir. Deride sentezlenen ya da besin ile

alinan kolekalsiferol ya da ergokalsiferolden aktif metaboliti olan kalsitriol [1.25(OH)2D3]
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iki dizi hidroksilasyon sonucunda olusur. D vitamininin viicutta sentezlenen formu olan

1.25(0OH).D3 organizmada hormon olarak etki gosterir [8].

[k hidroksilasyon karacigerde gerceklesir. 25(OH)Ds (kalsidiol) olusur. Bu form sonra 2.
hidroksilasyon yeri olan bobrekte 1a-25(0OH)2 D3 (kalsitriol)’e doniisiir. En aktif form budur.
Hiicre igerisine sadece aktif form girebilir. Hiicre sitoplazmalarindaki reseptorlere
baglanarak etkisini gosterir. Kanda en aktif formun olmasina karsin yar1 6mrii 3-4 saat gibi
oldukca kisadir. Buna karsin, 25(OH)D3 ise yar1 Omrii ortalama 3 haftadir ve yaglh dokuda
da esas birikebilen form budur (Sekil 2.1) [9].
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Sekil 2.1. Vitamin D kaynaklari, doniisiim formlar1 [7]

2.4. Viicutta Vitamin D Metabolizmasinin Diizenlenmesi

D vitamininin viicuttaki temel rolii kalsiyum ve fosfor homeostazinin kontroliidiir. Viicutta
D vitamini salinimi paratroid hormon (PTH) tarafindan diizenlenir. Kandaki diisiik kalsiyum
diizeyi ile sentezi uyarilan PTH 1 1a-hidroksilaz aktivitesini arttirmasi sonucunda kalsitriol
olusumu da artar. Kalsitriol kemik rezorpsiyonunu uyarir ve bobreklerden kalsiyum atilimin
inhibe eder. Serum kalsiyum diizeyinin yiiksek olmasi halinde PTH sekresyonu durur ve

Vitamin D’nin 1,25 dihidroksi formu 24-25 dihidroksi sekline doner. 1a,25(OH)2D3 tiretimi



paratiroid hormonu tarafindan uyarilir ve kalsiyum miktar1 arttifinda azalir. Kalsitriol,

kalsiyum homeostazinin iyi bilinen bir endokrin diizenleyicisidir [10].
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Sekil 2.2. Vitamin D kalsiyum, fosfor ve PTH iliskisi [11]

PTH ve Vitamin D, siki1 bir sekilde kontrol edilen bir geri besleme dongiisii olusturur; PTH,
bobrekte D vitamini sentezinin énemli bir uyaricisidir, D vitamini ise PTH salgilanmasi
tizerinde negatif geribildirim uygular. PTH 'nin ana islevi dolasimdaki iyonize kalsiyumdur
(Sekil 2.2). PTH vitamin D’de yakin zamanda kesfedilen FGF23 (fibroblast biiylime
faktorii) ve klotho ile uyum ig¢inde hareket eder, bu hormonlar agirlikli olarak fosfat

metabolizmasinda yer alir ve ayn1 zamanda bu geri besleme mekanizmasina katilir [11].

Kalsitriol, bagirsak ve kemikten fosforun emilimini artirir. PTH dogrudan fosforun kemikten
rezorpsiyonunu artirir, proksimal tiibliliisten emilimini azaltir. Dolayli olarak kalsitriol
tiretimini uyarir. Bagirsaktaki fosfor emilimi 1a,25(OH)2D3 ile artar iken serum fosforundaki

azalma 1a,25(0OH)2D3 sentezini artirir [12].

FGF23 fosfatiirik bir hormondur. Mineralize kemikte osteositler tarafindan tiretilir. FGF23

bobrekteki sodyum fosfor tastyicilarinin ekspresyonunu azaltarak idrar ile fosfor atilimini
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saglar. Ilaveten la-hidroksilaz enzimini inhibe eder, 24-hidroksilazi aktive eder. Boylece
dolagimdaki 10,25(OH).D3 diizeyi azalir. Klotho FGF23 i¢in 6nemli bir koreseptordiir [12].

FGF23 ekspresyonu vitamin D, fosfat ve PTH tarafindan regiile edilir. Diyetteki fosforun
artist FGF23 ekspresyonunu uyarir, 1a-hidroksilazi inhibe ederek 10,25(OH)2D3 diizeyini
azaltir. Yiiksek 10,25(OH)2D3 dogrudan PTH sentezini inhibe eder, FGF23 i uyarir (Sekil
2.3) [12].
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Sekil 2.3. Vitamin D, FGF23 diizeyleri [13]

2.5. Vitamin D Fonksiyonlari

Diyetten veya deriden gelen hem D, hem de Dz vitamini (kalsiol) dolasimda vitamin D
baglayici proteine (VDBP) baglanir ve once karacigere ulasir. Vitamin D karacigerde 25
hidroksilaz (CYP2R1 ve CYP27Al) enzimleri ile metabolize olup kalsidiol 25(OH)Ds
formuna doniisiir. Kalsidiol formu serumda en yiiksek diizeyde bulunan formudur. Bir kismu
yag dokuda depolanirken bir kisim da safra yoluyla ince bagirsaklara iletilir. Viicutta gerekli

goriilen durumlarda ince bagirsaklardan tekrar geri emilir. [6,13]

Kalsidiol 25(0OH)Ds, sonra ikinci hidroksilasyon yeri olan bobreklere taginir. Burada lo-
hidroksilaz (CYP27B1) enzimi tarafindan 1a,25-dihidroksivitamin D3 (kalsitiriol)’e
donitistirtlir. 1,25(0OH)2Ds, vitamin D’nin en aktif formu olarak kabul edilir. Kalsitiriol

boylece VDBP araciligi ile hedef doku ve organlara tagimnir [6].



D vitamininin aktivitesi, CYP24A1 tarafindan kodlanan ve daha sonra bir safra salgisi olan
kalsitroik aside metabolize olan D vitamini katabolizmasindan sorumlu olan katalitik enzim
24-hidroksilaz tarafindan sonlandirilir. Bu enzimler sadece bobrekte degil, ayni1 zamanda

meme dokusu da dahil olmak tizere diger bir¢ok dokuda aktiftir [14].

10,25(OH)2D3  24-hidroksilaz  enzimini uyarir ve 24.pozisyonda hidroksilasyonla
24,25(0H),D3 olusur. 24- hidroksilaz ayni zamanda mitokondriyal bir enzim olan P450,
bobrekte 1a,25(0OH)2D3’ 1, inaktif formu olan 24,25(0OH),D3 ¢ dondstiiriir (Sekil 2.4) [13].
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Sekil 2.4. Hidroksilasyon sirasinda kullanilan enzimler [15]

2.6. Vitamin D Reseptorii, Molekiiler Etki Mekanizmasi ve Yolaklar:

Vitamin D ‘nin hiicre lizerindeki etkisi aktif D vitamini olan kalsitrioliin reseptor etkilesimi
ile meydana gelmektedir. Bu etkilesim, steroid hormonlarin ve tiroid hormonlarinin da
kullandig1 gibi direkt c¢ekirdekte bulunan VDR iizerinden gen transkripsiyonunu
diizenleyerek (genomik etki) ya da direkt hiicre zarindaki VDR {izerinden (genomik olmayan
etki) olusmaktadir. Genomik olmayan etki ¢ok kisa siirede gerceklesirken, genomik etki i¢in

daha uzun siire gerekmektedir [13].

Hedef dokuya ulasan kalsitriol hiicre zarinda bulunan VDR reseptoriine baglanir. Genomik
yoldan veya genomik olmayan yoldan olmak tizere iki sekilde hiicrede transkripsiyonu
diizenler. Genomik etki, VDR / RXR (retinoid X reseptor) /p62 (otofaji adaptdr proteini) ile

kompleks olusturan kalsitrioliin ¢ekirdege tasinip vitamin D yanit elementi VDRE promotor



bolgesine baglanarak; kalsiyum ve fosfor metabolizmasi destegi ile mRNA ekspresyonunu

diizenlemesiyle gerceklesir [16].

1a,25(0OH)2D3’tin VDR’ye baglanmasi ile birlikte retinoid X reseptér de (RXR) aktive
olmaktadir. Bu aktivasyon islemi ile RXR-VDR-ligand kompleksi seklinde sitoplazmadan
niikleusa gecmektedir. Niikleusa gegince bu kompleks gen transkripsiyonunu

diizenlemektedir ( Sekil 2.5) [17].

Genomik olmayan etkide hiicre zar1 iizerindeki VDR reseptoriine baglanan kalsitrioliin
membranla iligkili, hizli yanith steroid baglayici protein (1,25D-MARRYS) ile etkilesimi
sonucu gerceklesir. Hiicre igersinde protein-protein etkilesimi yoluyla kalsiyum ve mitojenle

aktive olan protein kinaz (MAPK) ile de akut degisikliklere neden olur ( Sekil 2.5) [16].
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Sekil 2.5. VDR yolagi [15]

2.7. Vitamin D Kanser liskisi

Son zamanlarda, D vitamininin gesitli hastaliklarin seyrindeki ve kanser mortalitesindeki

rolii epidemiyolojik ve preklinik ¢alismalarda dikkat ¢ekmistir . Dolagimdaki daha yiiksek
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D vitamini seviyesi, ¢esitli kanser tilirlerinin (mesane , meme, kolorektal, mide, yumurtalik,
bobrek, hematolojik, akciger, prostat, pankreas, karaciger) ilerleme riskini azaltmakla gii¢lii
bir sekilde iliskilidir. D vitamininin tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasimi ve farklilagmasini

engelleyebildigi gosterilmistir [15].

Dogal D vitamini ya da sentetk D  vitamini bilesiklerinin  kanser
hiicrelerinin apopitozunu indiikledigi ve kanser tedavisinde umut verici bir rol oynadigi
gosterilmistir. Cok sayida caligsma, 6zellikle meme ve kolorektal kanserde, serumdaki diistik
D vitamini seviyeleri ile artan kanser riski arasinda gii¢li bir iliski oldugunu 6ne
stirmistilir. Ayrica, yiikksek diizeyde D vitamini alimi, daha diisiik meme kanseri riski ile
iliskilendirilmistir [15]. Yakin zamanlardaki ¢aligmalar 800-1000 IU/giin D vitamini veya
10 pg/giin kalsifediol ile D vitamini yetersizliginin dnlenmesi veya diizeltilmesinin giivenli

oldugunu gostermistir [18].

Normal bir hiicrenin kanser6z olmasima neden olabilecek protein iirlinline sahip olan
onkogenler, hiicrenin gerektiginde ¢ogalmasi i¢in gereken gen grubu olup hiicreyi
¢ogalmaya zorlamaktadirlar. Ote yandan tiimor baskilayici genler, onkogenleri dengeleyen

ve hiicrenin asir1 ¢ogalmasini engelleyen yine fizyolojik olarak bulunan gen gruplaridir [19].

Kolon, meme ve prostat kanseri bilylimesini saglayan spesifik sinyal yollarinin kalsitriol ile
diizenlemesi incelendiginde kalsitrioliin bircok farkli kanser tiiriinde, kanser hiicreleri

tizerinde genis bir etki yelpazesine sahip oldugu goriilmistiir [8].

D vitamini ve metabolitleri, tlimor anjiyogenezini inhibe ederek, hiicreler arasi
iletisimi gili¢lendirerek siki fiziksel temastan kaynaklanan proliferasyonun inhibisyonunu
arttirarak bir¢ok kanser tiiriiniin insidansini azaltir. D vitamini metabolitleri, kolon epitelyal
keseciklerinde normal kalsiyum diizeyinin korunmasina yardimci olur ve serumdaki ytiksek
25(OH)D seviyeleri, kolonda kanserli olmayan ancak yiiksek riskli epitelyal keseciklerin
belirgin sekilde azalmis proliferasyonu ile iligkilidir. 1a,25(OH).D3s meme kanseri

hiicrelerinin mitozunu inhibe eder ve apopitozu arttirir [20].
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Sekil 2.6. Kalsitrioliin proliferasyon, apopitoz ve anjiogenez etki yolaklari [21]

2.8. Kolon Meme ve Prostat Kanserlerinde Kalsitriol Etkisi

Kalsitiriol insan genomunun %3-%5 kadarin1 dogrudan ya da dolayli olarak
etkileyebilmektedir. Bu durum kanser de dahil olmak iizere birgok hastaligin seyrinde rol
oynayabilmektedir. Kolon, meme ve prostat kanseri biiylimesini saglayan spesifik sinyal
yollarinin kalsitriol ile diizenlemesi saglanabilmektedir. Kalsitriol birgok farkli kanser

tiirlinde kanser hiicreleri {izerinde genis bir etki yelpazesine sahiptir [8].

CYP24A1 (24-hidroksilaz olarak da bilinir); hem 10,25(0H);Ds hem de 25(OH)Ds
(kalsidiol)’iin bozulmasin1 katalize eden enzim olarak bilinmektedir. Ayni anda kendi

inaktivasyonunu indiiklediginden, hormonun aktivitesi kendi kendini diizenler.

CYP24A1'in asir1 ekspresyonu, meme kanseri de dahil olmak iizere cesitli insan kanseri
tiirlerinde kotii prognoz ile iligkilidir. CYP27B1 bobrekte D vitamini aktivasyonundaki hiz
sinirlayict adimi katalize eder. 1a,25(OH)2D3’lin hormonal olarak aktif formunu olusturmak
icin 25(OH)Ds hidroksilasyonunu katalize eder. CYP27B1'in ekspresyonu, aktif D vitamini

ile antitimor etkileri arasindaki iligski de merkezi bir mekanizma olarak kabul edilebilir [14].

D vitamini yaniti ayrica sitokrom P450 enzimleri CYP27B1 ve CYP24Al'in nispi
aktivitesine de bagldir, ¢iinkii 1a-hidroksilasyondaki azalma veya artan 24-hidroksilasyon

aktivitesi, diyet ile alinan vitamin D'nin antikanser etki gosterme yetenegini azaltir [8].
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CYP27B1 ve CYP24Al'in her ikisi de iskelet homeostazinda yer alan iig
anahtar kalsiotropik hormon: kalsitriol, paratiroid hormonu (PTH) ve fibroblast biiyiime
faktorii 23 (FGF23) tarafindan diizenlenir [8].

2.9. Kalsitirioliin Proliferasyon Uzerindeki Etki Mekanizmasi

Kalsitiriol, kanserli hiicrelerde hiicre dongiisii inhibitdrleri olan p21 ve p27 ekspresyon
diizeylerinde artisa sebep olarak, hiicre dongiisiinii G1 fazinda istenmeyen ilerlemesini 6nler

(Sekil 2.6) [22].

P21’in hiicre biiyiimesinin durdurulmasinda, P27’°nin ise anti-mitojenik sinyallere karsi

olusan cevapta bilylimenin diizenlenmesinde 6nemli bir molekiil oldugu bilinmektedir [23].

Hiicre siklusu siklinler (CYC), siklin bagimli kinazlar (CDK) ve siklin bagimli kinaz
inhibitorleri (CDI) tarafindan kontrol edilir. Bu proteinlerin diizeyleri hiicre siklusunun farkli
fazlarinda farkliliklar gdsterir. Retinoblastoma protein (Rb) miktar1 hiicrenin S fazina girip

girmeyecegini belirler [24].

D vitamini sinyali, epidermal farklilasmayi ve hiicre proliferasyonunu kontrol eden bir
transkripsiyon faktorii olan c-myc tarafindan diizenlenen genlerin ekspresyonunu

baskilayabilir. c-Myc aktivitesi siklikla kanserde yiikselir [25].

D vitamininin hiicre dongiisii diizenleyicileri tizerindeki en iyi tanimlanmis dogrudan etkisi,
D vitamininin G1/G0 hiicre dongiisii durmasindaki roliidiir. G1/GO hiicre dongiist
durmasina agirlikli olarak siklin bagimli kinaz inhibitérleri (CDKI)'ler, p21 ve p27'nin
yukari regiilasyonu aracilik eder. Ayrica, pRB ekspresyonunun indiiklenmesi ve c-Myc
ekspresyonunun inhibisyonu gibi diger G1/GO0 hiicre dongiisli durdurma mekanizmalarina

onciiliik eder [22].

Vitamin D bir¢ok farkli protoonkogen ve tiimor siipresor geni diizenlemektedir. Bunlarin
icinde en 6nemlisi bilylime faktorii hedef yolaginda yer alan transforme edici biiylime faktor
beta (tumour growth factor-beta: TGF-B)’nin epitelyal hiicre proliferasyonu iizerindeki
inhibe edici etkisi olarak bilinmektedir [22].


https://www.nature.com/articles/nrc3691#Glos3

12

2.10. Kalsitirioliin Apopitoz Uzerindeki Etki Mekanizmasi

Vitamin D’nin kanserli hiicre hatlarinin apopitozisini asagidaki yolaklar ile inhibe ettigi

gbzlenmistir.

Pro-apopitotik protein olan BAX ekspresyonu artarken,anti-apopitotik protein olan BCL2
ekspresyonunda azalig goriilmektedir (Sekil 2.6) [26].

P53 hiicre dongiisiinii diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. Birgok organizmada
kanserin baskilanmasinda rolii olan ¢ok Onemli bir proteindir. Hiicre biiylimesinin
durdurulmasi, programlanmis hiicre Oliimii, hiicre farklilasmast ve DNA tamir
mekanizmasinin baslatilmasinda da rol alir. Kanserli hiicrelerde p53 aktivitesinin bozuldugu
ekspresyon miktarinin azaldig1 vurgulanmistir. Kalsitrioliin p53 ekspresyonunu indiikledigi

gosterilmistir [24].
2.11. Kalsitirioliin inflamasyon Uzerindeki Etki Mekanizmasi

Kronik inflamasyon olan bolgelerde sitokin kaynakli Siklooksijenaz-2 (COX-2)
indiiksiyonu sayesinde prostaglandinler (PGE) artar. Bu durumun kronik inflamasyonda

kanser riskinin arttirmasinin nedenlerinden birisi oldugunu diisiindiirtmektedir [27].
Kalsitiriol, PGE ve COX-2 ekspresyonlarinda inhibisyona neden olur [28].

Siklooksijenazlarin COX-1 ve COX-2 olmak ftizere iki farkli izo-enzimi bulunur. COX-2
indiiklenebilir formdur. Mitojenik uyaranlar, biiytime faktorleri, sitokinler ve karsinojenler
tarafindan indiiklenebilir. Bircok malignitede COX-2 overekspresyonu gosterilmistir. COX-
2, hiicre proliferasyonunu, apopitoza direnci, anjiogenezi ve immiinsupresyonu artirarak

tlimor olusumuna katkida bulunur [29].

COX, arasidonik asitten prostaglandin sentezini gerceklestirir. COX enziminin karsinom

gelisiminin baslangicinda veya ilerlemesinde rol oynadig diisiiniilmektedir.

NF-KB (Niikleer Faktor Kappa B) proteini inflamatuar islevlere katilir ve hiicre dongiisii ile

sag kalimini diizenler. Hiicre biiylimesi, gelismesi ve diferansiasyonundan sorumludur [30].
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1,25(0OH).D3, VDR etkisi ile NF-KB aktivasyonunu inhibe ettigini yeni bir mekanizma ile
tanimlar. Bu nedenle, 10,25(OH)2D3’tin, NF-KB aktivasyonunu engellenmesinde biiyiik bir

biyolojik 6enmi vardir [31].

2.12. Kalsitirioliin Anjiyogenez Uzerindeki Etki Mekanizmasi

Yara iyilesmesi ya da kanser gibi durumlarda, oksijen, karbondioksit ya da besin tasinmasini
gerceklestirmek i¢in mevcut kan damarlarindan yeni kan damarlarinin gelismesi demek olan

anjiyogenez, viicutta dogal olarak ortaya ¢ikan bir siiregtir [32].

Inflamatuvar hastaliklarda, gesitli kanserlerde (meme, prostat, kolon, akciger, ndroblastoma)
anjiyogenez patolojik olarak ortaya c¢ikmaktadir. Tiimoériin biiyiimesinde en &nemli
faktorlerden birisi kanlanmasidir. Timor hiicreleri sentezledikleri vaskiiler endotelyal

biiytime faktorii (VEGF) gibi faktorlerle kendi beslenmelerini kolaylastirir [27].

Tiimor anjiyogenezi, VEGF ve VEGF reseptor (VEGFR) eksenlerini, 6zellikle VEGF-
A/VEGFR?2 eksenini asir1 eksprese eder, anjiyogenezde ¢ok dnemli bir rol oynar. Endotel
hiicreleri, VEGF ve fibroblast biiyiime faktorii (FGF) gibi biiyiime faktorlerinin etkisiyle
cogalir [32].

10,25(OH)2D3, VEGF aktivasyonunu baskilayarak hiicre proliferasyonunu inhibe eder [33].
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3. GEREC VE YONTEMLER

Calismamuz in vitro kosullarda yapilmis deneysel bir ¢alisma olup, deneyler Saglik Bilimleri
Universitesi Giilhane Saglik Bilimleri Enstitiisii ARGE Merkez Baskanlig1 Laboratuvarlar

ve Gazi Universitesi Tibbi Biyokimya AD. Laboratuvarlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir.
3.1. Kullanilan Cihazlar

e +4 °C Buzdolab1 (Niive, Tiirkiye)

e -20 °C Buzdolab: (Electroliix MF280, Isvec)

e -80 °C Buzdolabi1 (Sanyo, Japonya)

e invert Mikroskop (Leica DMIRB, Japonya)

e Biyogiivenlik Kabini (Seviye Il) (Niive MN120, Tiirkiye)
e Su Banyosu (Chicago Surgical and Electrical 1170)
e Santrifiij (Niive NF815, Tiirkiye)

e CO: 'li inkiibator (Sanyo MCO-18AIC, Japonya)

e Vorteks (Niive NM10, Tiirkiye)

e Otomatik Pipetler (Eppendorf, Almanya)

e Hassas Terazi (Ohaus Adventurer Pro)

e Kuru Buz Makinasi (AF 80/ Scatsman, Almanya)

e Eliza Plak Okuyucu (Biotek Synergy HT, ABD)

e RT-PCR Cihazi (ABI 7500, ABD)

e Thermal Cycler (BioRad T100, ABD)

e Santrifiij (Sigma 2-16 KL, Almanya)

e Serolojik Pipet Tabancasi (Biologix, Cin)

3.2. Kullanilan Kimyasal ve Sarf Malzemeleri

e Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Capricorn Scientific, Almanya)
e RPMI (Capricorn Scientific, Almanya)

e Fetal bovine serum (FBS) (Capricorn Scientific, FBS-HI11B, Almanya)

e L-Glutamine (Capricorn Scientific, GLN-B, Almanya)

e Penicilin (Capricorn Scientific, PS-B, Almanya)
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e Phosphate Buffered Saline (PBS) (Sigma, Almanya)

e Tripan mavi soliisyonu (Sigma, Almanya)

e Tripsin (Capricorn Scientific, Almanya)

¢ Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Applichem)

e Hiicre sayim lam1 (Neubauer Haemocytometry)

e 6 ve 12 kuyulu well plate (Costar, ABD)

e 96 kuyulu well plate (Costar, ABD)

e 75 cm? hiicre kiiltiir kaplar1 (Thermo Scientific, ABD)

e 25 cm? hiicre kiiltiir kaplar1 (Thermo Scientific, ABD)

e Dondurma tiipleri (Croyogenic Vial Corning)

¢ 15 ml santrifiij tiipii kapakli (Costar, ABD)

¢ 50 ml santrifiij tiipii kapakli (Costar, ABD)

¢ 1,5 ml Eppendorf tiip kapakli (Costar, ABD)

e Serolojik pipetler (5ml), tek kullanimlik (Greiner Cellstar, ABD)
e Serolojik pipetler (10ml), tek kullanimlik (Greiner Cellstar, ABD)
e Pipet ucu 1-200 uL (Ependorf, Almanya)

e Pipet ucu 100-1000 uL (Ependorf, Almanya)

e Siringa filtreleri (0.22 um) (Sartorius Minisart)

e Thiazoly Blue Tetrazolium Bromide (MTT) (Goldbio St. Louis MO, ABD)
e Lam (Isotherm, Tiirkiye)

e Lamel (Isotherm, Tiirkiye)

e RNA izolasyon kiti (ELK Biotechnology RNA, Cin)

e CDNA sentez kiti (ELK biotechnology EntiLink™ 1st Strand cDNA Synthesis Kit, Cin)
e Sybr Green Master Mix (ELK Biotechnology, Cin)

e u-Plate Angiogenesis 96 Well (Ibidi, Almanya)

e Matrigel (Corning, ABD)

e Primerler

3.3. HUVEC Hiicrelerin Eldesi ve Cogaltilmasi

Calismamizda American Type Culture Collection (ATCC) standart Human Umblical Vein
Endothelial Cells (HUVEC) hiicre hatt1 kullanildi. Endotel hiicreleri tiim kan damarlariin

i¢c liimenini doseyen tek katli yass1 epitel hiicrelerinden olusan bir tabaka olmasi sebebiyle
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kan ile damar duvar1 arasindaki ana bariyeri meydana getirir.r HUVEC de kok hiicre
yapisinda olup, damar endotel hiicrelerinin temel Ozelliklerini tasir ve bu nedenle

anjiyogenez ile ilgili caligmalarda 6rnek hiicre modelidir (Cizelge 3.1).

Hiicreler Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Capricorn Scientific, Germany) besiyeri
igerisinde %10 fetal bovine serum (FBS) (Capricorn Scientific, FBS-HI11B, Germany), %1
L-glutamin (Capricorn Scientific, GLN-B, Germany) ve %1 penisilin-streptomisin
(Capricorn Scientific, PS-B, Germany) eklenerek ¢ogaltildi. Hiicreler bu besi ortamini igeren
kiiciik (25T cm?) ve biiyiik (75T cm?)’lik flasklarda, i¢c ortam1 %5 CO2, %95 hava karisimi
ve nem igeren 37°C olan inkiibator i¢inde tutularak ve haftada 3 kez rutin pasaj yapilarak
iiretildi. Hiicre pasajlari i¢in laminar akim kabini, hiicre kiiltiirleri incelemeleri i¢in inverted

mikroskop, stoklarin depolanmast i¢in -80°C derin dondurucu kullanildi. (Sekil 3.1)

Cizelge 3.1. HUVEC hiicre hattina ait kiinye bilgileri

ATTC®kodu CRL-1730™

Adi HUVEC

Biiyiime ozelligi Adherent (Yapigarak Cogalir)
Organizma Human (insan)

Morfolojisi Endotelial (Endotelyal)

Doku Umbilical vein (Damar endoteli)
Hiicre tipi Endotelial Cell (Endotel Hiicre)

Sekil 3.1. HUVEC hiicre hatt1 goriintiisii
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3.4. Caco-2 Hiicrelerinin Eldesi ve Cogaltilmasi

Insan bagirsak adenokarsinomu hiicre dizisi olan Caco-2; antioksidan, antiproliferasyon,
antiinflamatuar ve apopitotik aktiviteleri incelemek i¢in uygulanan ilaglarin bagirsak epiteli
boyunca emilim ve tasima mekanizmalarini gézlemleyebilmek i¢in kullanilmistir. Caco-2
hiicreleri, ince bagirsak hiicrelerinin morfolojik ve fonksiyonel 6zelliklerini temsil eden
epitel hiicreleridir (Cizelge 3.2). Ilaglarin ve fonksiyonel gida ekstraktlarin bagirsak
liimeninden sistemik dolasima gecisini diizenleyen mekanizmanin anlasilmasi igin

kullanilmaktadir [34].

Biiylime, farklilagma bagirsak fizyolojisini inceleme amagli kullanilan hiicre hatti FBS (Fetal
bovine serum), Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), L-glutamin, Penicillin -

Streptomycin igeren besiyerleri kullanilarak iretilir [35].

Calismamizda ATCC, Caco-2 hiicre hatt1 kullanilmistir. Insan kolon adenokarsinomundan
elde edinilen hiicre, tek katmanli olarak tirer ve flask zemininin yiizeyine yapisarak cogalir
(Cizelge 3.2). Hiicreler DMEM (Capricorn Scientific, Germany) besiyeri igerisinde %10
FBS (Capricorn Scientific, FBS-HI11B, Germany), %1 L-glutamin (Capricorn Scientific,
GLN-B, Germany) ve %1 penisilin-streptomisin (Capricorn Scientific, PS-B, Germany)
eklenerek ¢ogaltildi. %5 CO: iceren 37°C’lik inkiibatorlerde tirettigimiz hiicreler 3 giinde bir
besiyeri degistirilerek %80-90 doluluk oranina ulast1 (Sekil 3.2).

Cizelge 3.2. Caco-2 hiicre hattina ait kiinye bilgileri

ATTC®kodu HTB-37™

Ad CACO-2

Biiyiime ozelligi Adherent (Yapisarak ¢cogalir.)
Organizma Human (insan)

Morfolojisi Epithelial-like (Epitel)

Doku Large intestine; Colon (Kolon)
Hiicre tipi Epithelial cell (Epitel)
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Sekil 3.2. Caco-2 hiicre hatt1 goriintiisii

3.5. MCF-7 Hiicrelerinin Eldesi ve Cogaltilmasi

Calismamizda ATCC, MCF-7 hiicre hatt1 kullanilmistir. Insan meme adenokarsinomundan
elde edinilen hiicreler tiretilerek flask zemininin ylizeyine yapisarak ¢ogaldiklart mikroskop
altinda gozlendi (Cizelge 3.3). %90 RPMI 1640 (Capricorn Scientific, Germany) iginde,
%10 FBS (Capricorn Scientific, FBS-HI11B, Germany), %1-2 L-glutamin (Capricorn
Scientific, GLN-B, Germany) ve %1 penisilin-streptomisin (Capricorn Scientific, PS-B,
Germany) kullanilarak hazirlanan besiyerinde ve %5 CO> igeren 37°C lik inkiibatorlerde
iirettigimiz hiicreler 3 gilinde bir besiyerleri degistirilerek %80-90 doluluk oranina ulasti
(Sekil 3.3).

Cizelge 3.3. MCF-7 hiicre hattina ait kiinye bilgileri

ATTC®kodu HTB-22™

Adi MCF-7

Biiyiime ozelligi Adherent (Yapigarak cogalir)
Organizma Human (insan)

Morfolojisi Epithelial (Epitel)

Doku Breast; Mammary gland (Meme Bezi)
Hiicre tipi Epithelial cell (Epitel)
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Sekil 3.3. MCF-7 hiicre hatt1 goriintiisii

3.6. DU-145 Hiicrelerinin Eldesi ve Cogaltilmasi

DU-145 prostat kanserinin fizyolojisini arastirmak i¢in kullanilan hiicre hatlarindan biridir.
Bu hiicre dizileri sinirsiz biiylime, yiiksek verimli taramaya uygunluk ve in-vivo test igin
ksenograft tiimor olusumu gosterdiginden, tedaviye yanit ve direncin asamalarini

belirlemede 6nemli kaynaklardir. Tek katmanli kiiltiirler halinde iretilirler [36].

RPMI 1640 besiyeri i¢erisinde, % 10 FBS, %1 L-glutamin, 1% penicillin ve %5 CO2 , 37 °C

inkiibator igerisinde tretilirler [37].

Calismamizda ATCC, DU-145 hiicre hatt1 kullanildi. Insan prostat adenokarsinomundan
elde edinilen hiicre, tek katmanli olarak ve flask zemininin yiizeyine yapisarak ¢ogaltildi
(Cizelge 3.4). %90 RPMI 1640 (Capricorn Scientific, Germany) i¢inde, %10 FBS
(Capricorn Scientific, FBS-HI11B, Germany), %1-2 L-glutamin (Capricorn Scientific,
GLN-B, Germany) ve %1 penisilin-streptomisin (Capricorn Scientific, PS-B, Germany)
kullanilarak hazirlanan besiyerinde ve %5 CO- igeren 37°C lik inkiibatorlerde iirettigimiz

hiicreler 3 giinde bir besiyerleri degistirilerek %80-90 doluluk oranina ulasti (Sekil 3.4).
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Cizelge 3.4. DU-145 hiicre hattina ait kiinye bilgileri

ATTC®Kkodu HTB-81™

Adi DU-145

Biiyiime o6zelligi Adherent (Yapisarak cogalan)
Organizma Human (Insan)

Morfolojisi Epithelial-like (Epitel)

Doku Prostate (Prostat)

Hiicre tipi Epithelial cell (Epitel)

Sekil 3.4. DU-145 hiicre hatt1 goriintiisi

3.7. Hiicre Hattinin Acilmasi

Hiicreler iiretici firma tarafindan soguk zincir prosediiriine uygun olarak laboratuvarimiza
ulastirild1 ve ¢ozdiirme islemi uygulandi. -196°C sicakligindaki sivi azot tankinda kriyo
tiipler icerisinde dondurulmus sekilde saklanan hiicreler ilk olarak ¢éziinmesi saglanana dek
37°C’lik su banyosunda tutuldu. Coziinen hiicre siispansiyonu 15 ml’lik falkon tiipiine
alinarak {izerine 5-6 ml %10 FBS besiyeri ilave edilerek 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Stipernatant atildiktan sonra hiicreyi dondurmak icin kullanilan ve hiicrede antifriz
gorevi iistlenen Dimetil Siilfoksit (DMSO)’nun etkisinden kurtarmak amaciyla tekrar 5-6 ml
%10 FBS igeren besiyeri ile 1000 rpm’de 5 dk. daha santrifiij edildi. Pellete az miktar %10
FBS igeren besiyeri eklenerek toplam 7 ml besiyeri igerisinde, 25 cm?’lik flasklara ekim

yapildu.

Uzerine hiicre adi, agilma tarihi ve pasaj sayisi yazilan flasklar 37°C, %5 CO2 iceren
etlivlerde inkiibe edildi. Hiicrelerin yogunlugu ve ylizeye tutunmalar1 invert mikroskop ile

takip edildi. Hicreler %80-90 yogunluga ulastiklarinda pasajlama islemi yapildi.
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Calismamizda kullandigimiz tiim hiicre hatlar1 adherent (zemine yapisarak ¢ogalan) kiiltiir
ozelliginde oldugu icin hiicre kiiltlir kaplar1 yatay bir sekilde konumlandirilarak inkiibe
edildi.

3.8. Hiicrelerin Cogaltilmasi

Hiicreler, 25 cm?’lik flasklarda 7ml, 75 cm?’lik flasklarda ise 14 ml, %10 FBS iceren DMEM
besiyeri igerisinde %80-90 yogunluga geldiklerinde pasajlanmak suretiyle tiretildi.

3.9. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Cogalan hiicreler %80-90 doluluk seviyesine ulastiklarinda pasajlanarak, hiicrelere alan
saglandi. Hiicrelerin igerisinde bulundugu besiyeri pipet ile ¢ekilerek uzaklastirildi.
Hiicrelerin {izerine ilk olarak %0,05’lik tripsinden, 25 cm?’lik flasklara 1-2 ml, 75 cm?’lik
flasklara 3-5 ml eklenerek, 37°C’lik %5°lik CO2’li etiivde 2-3 dakika bekletildi ve kontrollii
olarak zeminden ayrilmalar sagladi. Yiizeyden ayrilan hiicrelere tripsinle aynit miktarda FBS
ilave ederek tripsinin etkisi bloke edildi ve santrifijj tlipline toplanan hiicreler 1000 rpm’de
5 dk. santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi. Bir miktar besiyeri ile slispanse edilen
hiicreler besiyeri igeren flasklara transfer edilerek 37°C’lik %5 CO2’li etiivde inkiibasyona
birakildi. Hiicrelerin iireme hizi her giin invert mikroskop ile takip edilerek, 3 giinde bir

besiyeri degisimi ve %80-90 doluluk seviyesine ulastiklarinda pasajlama islemi tekrarlandi.
3.10. Hiicre Sayisimin Belirlenmesi ve Canlihk Ol¢iimii

In-vitro hiicre kiiltiir calismamizin her asamasinda canli hiicreler sayilarak, ekilecek hiicre
miktar1 belirlendi. Canli ve 6lii hiicrelerin tayini igin tripan mavisi kullanildi. Olii hiicrelerin
membran biitlinliigli bozuldugu i¢in sitoplazmalar1 mavi ile boyandi ve mat bir goriintii elde
edildi. Canli hiicreler ise boyay1 hiicre i¢ine hapsedemediginden boyanmadi ve parlak olarak
goriintiilendi. Hiicrelerin sayimi, pasajlama ve ekilme islemlerinden 6nce gerceklestirildi. 10
pL tripan mavisi ve 10 pL hiicre siispansiyonunu pipetaj yaparak karistirildi ve hazirlanan
karistm Thoma lammin her iki bdlmesine 10 pL olacak sekilde paylastirildi. Invert
mikroskop kullanilarak 16 esit kareden olusan Thoma laminin 4 bdlmesinde bulunan
hiicrelerin ortalamasi alinip sayma islemi gergeklestirildi. Mililitredeki canli hiicre sayisi

asagidaki formiile gore hesaplandi.
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mL’ deki canli hiicre sayist = (Ortalama Hiicre Sayist) x (10* ) x (Diliisyon Faktorii)

3.11. Hiicrelerin Dondurulmasi

Kullanilan hiicreler calisma bitmis ya da tekrar kullanilmak tiizere ara verilmis ise
dondurularak muhafaza edilir. Dondurma islemi hiicrelerin canliliginin devam etmesi
acisindan son derece Onemlidir. Hiicre dondurulmasi igslemi DMSO gibi maddeler
kullanilarak yapilmaktadir. DMSO hiicreler i¢in bir nevi antifriz gorevi goriir. Fazla
kullanilmas1 hiicre i¢in toksik olmakla birlikte, yeterli miktarda kullanildiginda 1s1
degisimine kars1 hiicre zarinin mekanik par¢alanmadan korur. Hiicrelerin ¢ok hizli ya da ¢ok
yavas sekilde dondurulmasiyla olusabilecek ani 1s1 degisimlerine karst koruma
saglamaktadir. Kullandigimiz tiim hiicre hatlar1 i¢in ortak olmakla birlikte hiicreleri
dondurmak i¢in, tripsinizasyon ile kaldirilan hiicreler santrifiij edildikten sonra siipernatant
uzaklastirildi. Elde edilen pellet, %90 FBS ve %10 DMSO igeren dondurma soliisyonunda,
1,5 ml.’lik -196 °C’ye dayanikli steril kriyo tiiplere paylastirilarak saklandi. Dondurulan
hiicreler 1 saat boyunca +4 °C dolapta, sonra 3-4 saat -20 °C derin dondurucuda bir gece
boyunca -80 °C derin dondurucuda ve 24. saatin sonunda da -196 °C’deki sivi azot

tanklarinda muhafaza edildi.

3.12. Kalsitiriol Reaktifin Hazirlanmasi

Kalsitriol (item no:71820, Cayman) 5mg., 5 mikrolitre etanol ile kit protokoliine uygun
olarak sulandirildi. 2.4 pM.’lik stok soliisyon elde edildi.

Elde ettigimiz stok soliisyon hiicreye 6zgii besiyeri igerisinde seri diliisyon yapilarak 0,5nM-
1nM-10nM-100nM-200nM-250nM-500nM-1 000nM-10 000nM' ik dozlar halinde MCF-7,
DU-145, CaCo-2 ve HUVEC hiicre hatlar1 lizerine 24 ve 48 saat boyunca uygulandi.

Khuzama ve arkadaslar1 2021 yilinda yaptiklar1 ¢alisma ile Kalsitrioliin ve kolekalsiferoliin,
zamana ve konsantrasyona bagli antiproliferatif etkisi meme kanseri hiicre hatlar1 lizerinde

karsilastirilmistir. Kalsitrioliin IC50 degerleri 0.05-0.25 pM araliginda bulunmustur.
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3.13. MTT Testi (3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide;

Thiazolyl Blue) ile Hiicre Canlihiginin Degerlendirilmesi

MTT testi genellikle hiicre proliferasyonu ve sitotoksitesinin kantitasyonunu belirlemede
kullanilir. Tetrazolium tuzunun sadece metabolik aktivitesi olan hiicreler tarafindan renkli
formazanlara indirgenmesinden dolayr bu yontem sadece canli hiicreleri saptar. MTT
icerisinde canli hiicreler renkli, suda ¢dziinmez formazan tuzu tarafindan indirgenir.
Formazan kristalleri ¢6ziindiikten sonra, mikroplate okuyucusunda As70nm-As3onm de miktar1
belirlenebilir. Cogalan hiicreler prolifere olmayan hiicrelerden metabolik olarak daha ¢ok
aktivite gosterdigi igin, bu yontemle sadece hiicre canliligi ve sitotoksite degil hiicre
aktivasyonu ve proliferasyonu da belirlenir. MTT (3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl blue) kiiltiir ortamindaki mitokondrial aktivitesi
devam eden canli hiicrelerin kantitasyonunu saglar [38]. MTT suda ¢6ziinen bir tetrazolium
tuzu olup fenol kirmizisi icermeyen medyum veya tuz soliisyonlarinda hazirlandiginda
sarimtirak bir soliisyon olusturur. Tetrazolium halkasinin dehidrogenaz enzimlerince
parcalanmasi sonucu MTT mor renkli ¢oziinmez formazana doniisiir. Bu donilisiim canli
hiicrelerin mitokondrileri aracilig1 ile olur. Olusan bu formazan izopropanol veya baska bir
¢oziicli yardimi ile ¢oziiniir hale getirilir ve olusan renk reaksiyonu spektrofotometrik olarak

kantite edilir [39,40].

Calismamiza ilk olarak tripsinizasyon ile kaldirdigimiz hiicrelerin sayimu ile basladik. 96’11k
well platelerin her bir kuyucuguna 100 pl (%10 FBS + medya iceren hiicreli medya)
icerisinde 1X10* olacak sekilde hiicre ekimi gerceklestirildi ve 24 saat boyunca 37°C’lik %5
CO: igeren etiivde inkiibe edildi. 24. saatin sonunda her hiicre hattina uygun olarak
hazirladigimiz kendi besiyeri igerisinde diliie edilmis olan kalsitriol dozlari, 100 ul igerisinde
0.5nM -1nM-10nM-100nM-200nM-250nM-500nM-1000nM-10.000nM olacak sekilde 96
well platein dikey her bir sirasindaki toplan 8 kuyucuga her doz 8 tekrarl olarak ekildi (Sekil
3.5). Her hiicre igin 96’11k well platelerden biri 24 saat, digeri 48 saat boyunca 37°C’lik %5
CO: igeren etiivde inkiibe edildi. Kontrol grubu olarak kullandigimiz kuyucuga sadece %10
FBS + medya igeren hiicreli medya, veichle kontrol olarak kullandigimiz kuyucuga ise
kalsitiriolii ilk olarak c¢dzerken kullandigimiz etanol iceren besiyeri uygulanarak hiicre
canliliklari iizerindeki etkisi hesaplandi. 24 ve 48 saat kalsitriol ile inkiibasyon sonrasi, MTT
soliisyonu (Goldbio St. Louis MO, USA) hacmi 5 ml olan steril medya igerisinde 5 mg/ml
olacak sekilde ¢oziildii. Her bir kuyucuga 20 pl. olacak sekilde dagitildi ve 3-4 saat boyunca
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37°C’lik %5 CO2 igeren etiivde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda tiim
kuyucuklarin igerikleri dikkalice ¢ok kanalli pipetle uzaklastirildi. Her bir kuyucuga 100
mikrolitre isopropil alkol pipetlendi. MTT soliisyonu ile hiicrelerin reaksiyonu sonucu
olusan formazan kristalleri isopropil alkol ile ¢oziiniir hale getirildi. Hiicreler yaklasik 30
dakika oda 1s1s1nda inkiibasyona birakildi. Islem sonunda plate hafifce calkalanarak 570 nm
dalga boyunda (Biotek Synergy HTX, USA) spektrofotometrik olarak okutuldu.

Sekil 3.5. Hiicrelerin ekilmig, MTT testinin uygulanmis oldugu 96’lik well plate goriintiisii

3.14. Flow Stometri ile Annexin Ol¢iimii

Floresein izotiyosiyanat (FITC) etiketli Annexin V/Propidium iyodiir akis sitometrisi ile,
stispansiyon halindeki kiiltlir kosullarinda hiicrelerin apopitozunun 6lgiimii i¢in en hassas,

en spesifik ve en kullanici dostu test olarak goriinmektedir [41].

Apopitozun erken evrelerinde hiicre yiizeyinde simdiye kadar fark edilmesi zor olan
degisiklikler meydana gelir. Bu plazma zar1 degisikliklerinden biri, fosfatidilserinin (PS)
plazma zarmin i¢ tarafindan dis katmana translokasyonudur, bu sayede hiicrenin dis
yiizeyinde PS aciga ¢ikar. Annexin V, PS icin yiiksek afiniteye sahip, Ca*? bagiml bir
fosfolipid baglayici proteindir. Dolayisiyla bu protein, hiicre zar1 tizerinde PS maruziyeti i¢in
hassas bir 6lgiit olarak kullanilabilir. PS'nin dis hiicre yiizeyine translokasyonu apopitoza

Ozgii degildir, hiicre nekrozu sirasinda da meydana gelir. Bu iki hiicre oliimi bigimi
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arasindaki fark, apopitozun ilk asamalarinda hiicre zarinin bozulmadan kalmasidir. Nekroz
meydana geldigi anda hiicre zar1 biitiinliigiinii kaybederek sizinti yapar. Bu nedenle,
apopitozun gostergesi olarak hiicre yiizeyine baglanan Annexin V'in 6l¢iimii, hiicre zarinin
biitlinliiglini belirlemek i¢in bir boya ¢ikarma testi ile birlikte gergeklestirilmelidir. Biitiin
hiicreleri (FITC-/PI-), apopitotik hiicreleri (FITC+/PI-) ve nekrotik hiicreleri (FITC+/PI+)
ayirt eder. Mevcut geleneksel testlerle karsilastirildiginda, Annexin V testi hassastir ve

gerceklestirilmesi kolaydir [42].

Annexin V tahlili, hiicre zar1 biitiinliigliniin kaybindan 6nce apopitozun erken evrelerini
saptama olasiligin1 sunar ve hiicre dongiisiiyle iliskili olarak apopitotik 6liimiin kinetiginin

Olglilmesine izin verir [42].

Reaktifler

FITC Annexin V, diger bir¢ok fosfolipidden daha yiiksek bir fosfatidilserin (PS) afinitesi ile
negatif yiiklii fosfolipid yiizeylere (~5 x 107-2) baglanan apopitotik hiicreleri tanimlamak
icin hassas bir probdur. FITC Annexin V baglanmas: kalsiyuma baghidir ve FITC Ek V
boyama protokoliinde agiklandigi gibi optimal boyama i¢in tanimlanmig kalsiyum ve tuz
konsantrasyonlar1 gereklidir. Calismamizda BD Pharmingen™ FITC and PE Annexin V
Apoptosis Detection Kits (Cat. Nos. 556570) igerigine uygun olarak asagidaki adimlar

uygulanarak kullanilda.

1. FITCEk YV (bilesen no. 51-65874X): Test basina 5 ul kullanildi.

2. Propidium lyodiir (Pl) (bilesen no. 51-66211E), kullanima hazir bir niikleik asit
boyasidir. Test basina 5 pl kullanildi.

3. 10X Annexin V Baglama Tamponu (bilesen no. 51-66121E): 0.1 M Hepes/NaOH (pH
7.4), 1.4 M NaCl, 25 mM CaCl,.

1X g¢alisma soliisyonu i¢in, 10X Annexin V Baglama Tamponunu 9 kisim saf su ile

seyreltildi.

Boyama

1. Hiicreler iki kez soguk PBS ile yikandi ve ardindan hiicreler 1x10° hiicre/ml

konsantrasyonunda 1X Binding Buffer i¢inde siispanse edildi.
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2. 100 pl soliisyon (1x10° hiicre igin) 5 ml'lik bir kiiltiir tiipiine aktarild1.

3. 5 ulFITC Annexin V ve 5 ul Pl eklendi.

4. Hiicreler hafifce vortekslendi ve karanlikta oda sicakliginda (25°C) 15 dakika inkiibe
edildi.

5. Her tiipe 400 ul 1X Binding Buffer eklendi. 1 saat i¢inde akis sitometrisi ile analiz
edildi.

3.15. RT-qPCR I¢in Hiicrelerin Hazirlanmasi

MTT testi ile her bir hiicrenin ayr1 ayr1 ICso orani belirledi. Uygun dozdaki kalsitiriol 25 cm?
flasklarda tiretilen hiicre hatlarinin {izerine uyguladi. 24 saat kalsitriol maruziyeti sonunda
hiicreler tripsinizasyon yontemi ile flask yiizeyinden kaldirildi. 1 000 rpm’de 5 dakika
santrifiij sonras1 hiicre pelleti 1 000 mikrolitre PBS igerisinde RNA izolasyonu i¢in hazir

hale geldi.
3.16. RNA lzolasyonu, Ol¢iimii, cDNA Sentezi ve RT- gPCR Analizi
3.16.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu (ELK Biotechnology RNA, Cin) kiti kullanilarak, kit i¢cerisindeki protokole
uygun olarak total mMRNA izolasyonu gergeklestirildi.

3.16.2. Total RNA izolasyonu kit protokolii

-20 °C’de sakladigimiz drnekler oda 1s1sinda ¢oziildiikten sonra 300g’de 5 dakika santrifiij
edildi.

1. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra 1.5 ml’lik ependorf tiip igerisindeki hiicre pelletine
300 mikrolitre lysate REL ilave edilip pipetaj yapildi.

2. Numunelerin iizerine 590 pl. RNase-Free ddH20 ve 10 pL Proteinase K eklenip
calkalamali su banyosunda 56 °C'de 10 dakika bekletildi.

3. Ornekler 5 dakika boyunca 12.000 rpm'de santrifiijlendikten sonra yeni bir 1.5 ml.lik
ependorf tiipe siipernatant alindi.

4. Siipernatantin iizerine hacminin yaris1 oraninda etanol yavasca eklendi. Dipte olusan

cokeltiler de dahil olmak {izere toplama (collection) tiipii igerisine yerlestirilmis R
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kolona aktarildi. 10 000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildiktan sonra, collection tiip
icindeki s1v1 ile atild1.

5. Yeni bir collection tiipe aktarilan R kolon tizerine 500 mikrolitre de-proteinize RRPB
eklenip 10 000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi.

6. DNase I calisma soliisyonunun hazirlanmasi: Yeni bir RNase-Free ependorf tiipe 10 pl
DNase I stok ¢ozelti, 70 ul DNase I buffer RDB eklendi. (Calisma aninda hazirlanir.)

7. Hazirladigimiz DNasel c¢alisma soliisyonunu R kolonuna 80 pl eklendi ve oda 1sisinda
10 dakika bekletildi.

8. R kolon iizerine 500 pl deproteinize soliisyon RRPB eklendi ve 10 000 rpm'de 1 dakika
santrifiij yapildi.

9. RWB soliisyonu iizerine kullanmadan 6nce etanol eklendi. R siitununa 500 ul RWB
yikama soliisyonu konuldu. Oda 1s1sinda 2 dakika bekletildikten sonra 12 000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi. R kolon yeni bir collection tiipe aktarildi.

10. RWB soliisyonu fizerine kullanmadan 6nce etanol eklendi. R siitununa 500 ul RWB
yikama soliisyonu konuldu. Oda 1s1sinda 2 dakika bekletildikten sonra 12 000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi. R kolon yeni bir collection tiipe aktarildi.

11. R kolon temiz bir collection tiipe aktaridi ve 2 dakika boyunca 12 000 rpm'de
santrifiijlendi, collection tiip atildi. R kolon temiz bir zeminde kurumasi i¢in bekletildi.

12. R kolonunu yeni bir RNase-Free ependorfa aktarilip tam membranin ortasina 30 pl
RNase-free ddH20O ekleyip 2 dk’a oda 1sisinda bekletildi ve 12 000 rpm’de 2 dk’a

santriifiij edildi.

Elde edilen drneklerin saflik ve miktar dl¢iimii yapildiktan sonra, drnekler -20°C derin

dondurucuda saklandi.

3.16.3. RNA safliginin belirlenmesi ve konsantrasyon hesaplanmasi

RNA’dan ¢cDNA sentezine baglamadan oOnce, ¢ok modlu mikroplak okuyucu (Biotek
Synergy HTX, ABD) kullanilarak 260nm/280nm dalga boyunda elde edilen RNA’nin safligi
ve miktar1 6l¢iildii. Saflik oranlar1 1,9 civart olan RNA’lar ¢alismada kullanildi (Cizelge

3.5).
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Sample Read Location 260/28 ng /uL
1 MCE-7 Kontrol 1.921 83.935
1 MCF-7 100 nM 1.991 73.889
1 MCF-7 1000 nM 1.914 55.818
1 MCEF-7 10 000 nM 1.995 44.875
1 Caco-2 Kontrol 1.896 76.067
1 Caco-2 100 nM 1.985 63.971
1 Caco-2 1000 nM 1.816 55.015
1 Caco-2 10 000 nM 1.875 81.545
1 DU-145 Kontrol 1.958 65.437
1 DU-145 100 nM 1.82 52.445
1 DU-145 1 000 nM 1.938 73.247
1 DU-145 10 000 nM 1.811 61.634

3.16.4. cDNA sentezi

Saflik ve miktar1 hesaplanan RNA izolasyonundan sonra kiiltiire edilmis doku hiicrelerinden

elde edilen total RNA miktarlar1 spektrofotometre kullanilarak 260/280 nm oranina gore

hesapland1 ve sonuglar ng/ul olarak bulundu. RNA &rnekleri -80°C derin dondurucuda

saklandi. Cikarilip ¢6ziinen 6rneklerden (ELK Biyoteknology EntiLink 1st strand, Cin) Kiti

kullanilarak, protokole uygun olarak cDNA sentezlendi.

1.Asama:

Cizelge 3.6. cDNA sentez protokolii

5xgDNA Eraser 2.0 uL
gDNA Eraser 1,0 uL
Template RNA 0,5-5 ug
RNase-Free Water 10,0 uL

Her bir 6rnek i¢in bu miktarlar (Cizelge 3.6) 1s1ya dayanikli 0,5 pl.lik termal tiipler i¢erisinde
42°C'de 2 dakika boyunca T100 PCR sistem (Bio- Rad, Hercules, CA, USA) kullanilarak

inkiibasyona birakildu.

2.Asama:

Cizelge 3.7. cDNA sentez protokolii

Reaction solution 10,0 ul.
RT Primer Mix or Gene Specific Primers (10 pM) 2,0 uL or 1,0 pL
dNTPs (10mM each) 1,0 uL

RNase-Free ddH20

15,0 uL
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Bu karisim (Cizelge 3.7) 1. asamadaki reaktiflerin tizerine eklenerek 70°C'de 5 dakika
stiresince T100 PCR sistem (Bio- Rad, Hercules, CA, USA) kullanilarak inkiibasyona

birakildi. Sonrasinda sogumasi i¢in hizla buz {izerine yerlestirildi.

3.Asama:

Cizelge 3.8. cDNA sentez protokolii

5XRT Buffer 4,0 uL
Reverse Transcriptase 1,0 ul
RNase Inhibitor 1,0 ul

Tipler icerisine bu ti¢ reaktif (Cizelge 3.8) eklenip vortekslendi. T100 PCR termal dongii
(Bio- Rad, Hercules, CA, USA) kullanilarak 37°C'de 60 dakika, 95°C'de 5 dakika
inkiibasyona birakildi, ardindan buz tizerinde sogutuldu ve RT-PCR igin i¢in -80°C'de
saklandu.

3.16.5. RT-qPCR analizi

MRNA sentezi kantitatif analizi tiretici firma (ELK Biotechnology Enturbo Sybrgreen PCR
Supermix, Cin) protokoliine uygun olarak ve termal dongii cihazi (Applied Biosystem,
Foster City, CA, ABD) kullanilarak gergeklestirildi. c-DNA sentezi yapilan 6rnekler
calisgmadan 10 dakika once oda 1sisinda bekletildi. Calismada GAPDH geni kontrol
(housekeeping) gen olarak kullanildi. SYBR Green Master Mix, Primer F, Primer R PCR
Grade H>O ve cDNA reaktifleri (Cizelge 3.9) her bir 6rnek i¢in asagidaki miktarlarda olmak
iizere 8’11 PCR strip tiipler igerisine alindi. ABI 7500 Real-Time PCR cihazi ile 6rnekler:
95°C’de 3 dakika, 95°C’de 5 sn 60°C’de 30 sn 72°C’de 30 sn, 40 siklus olacak sekilde
amplifiye edildi (Sekil 3.6). Erime 1s1s1 analizi; 70°C ve 95°C arasindaki sicakliklarda, 1s1
miktar1 2 saniyede 0,1°C artirilarak ve bu siire igerisinde zamana bagl olarak olusan floresan

miktarinin erime egrisi degerlendirilerek yapildi (Sekil 3.7).

Cizelge 3.9. RT-gPCR mix birlesimi

SYBR Green Master Mix (10X) 10,0 ulL
Primer F (10 pM): 1,0 uL
Primer R (10 pM): 1,0 uL
PCR Grade H 20 3,0 uL
c-DNA (500ng / pnl) : 1,0 uL
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Sekil 3.6. Real-Time PCR’da g6zlenen esik degeri egrileri (Ct)
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Sekil 3.7. Erime egrisi analizi
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3.16.6. RT-qPCR uygulamasinda kullanilan primerler
Primer tasarimlar1 Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi [National Center for Biotechnology
Information Gen-Bank (NCBI-Gen Bankasi)] veri tabami {izerinde bulunan primer-

BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool) dizi eslestirme analizi ile tasarland1 ve
Primer3 (https://primer3.ut.ee/) programi ile tasarlanarak degerlendirildi (Cizelge 3.10).

Cizelge 3.10. Kullanilan primer tablosu

Gen (Transkript) Primer Sekanslar (5'-3")
EFGF F: GACAGGCCACCTCGTCG
EFGF R: TGCGTGAGCTTGTTACTCGT
VEGF F: CTCGGATGCTGGAGATGAC
VEGF R: GGCTGGGGAAGAGTTTGTT
Ki67 F: GTGGTTCGACAAGTGGCCTT
Ki67 R: AGTTGGGTCTCCCCCTGTAA
VDR F: TCTCCTGCCTACTCACGATAA
VDR R: GCTACTGCCCGTGAGAATATAA
GAPDH F: GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAAC
GAPDH R: CAGAGTTAAAAGCAGCCCTGGT

3.16.7. RT-qPCR analiz yontemi

Calismamizda kullandigimiz genlerin farkli 6rnekleri arasinda mRNA miktar1 ve kalitesinde
meydana gelebilecek degisiklikleri standardize etmek i¢in referans gen olarak GAPDH
kullanildi. Boylece farkli 6rnekler arasinda genlerin ifadesinin karsilagtirilmasi saglandi.
Gen ifadesini 6l¢mek i¢in standardize Ct degeri (amplifikasyon egrisinin esik degeri astig1
dongii sayis1) ACt degeri hesaplandi (Sekil 3.6). Kalsitriol dozlar1 uygulanan 6rneklerin Ct
degerlerinden referans gen ct degerleri ¢ikarilarak, doz uygulamasi yapilan 6rneklerin ACt
degerleri hesaplandi. Kontrol orneklerinin Ct degerlerinden referans gen Ct degerleri
cikarilarak, kontrol 6rneklerinin ACt degerleri hesaplandi. Kalsitriol uygulanan 6rneklerin,
kontrol o6rneklerine gore ekspresyon seviyesini belirlemek i¢in Act degerleri kullanilarak 2
8ACt degeri hesaplandi. 2 *2Ct degeri hesaplamalar1 sonucunda ¢ikan 2 iizerindeki deger
anlamli ve kontrole gore artmis regiilasyonu ifade ederken, 1 ve 2 aras1 deger anlamsiz
regiilasyonu, 0 ve 1 aras1 deger ise azalmis regiilasyonu ifade etmektedir. ifadesi azalmis
regiilasyonun anlamli veya anlamsiz oldugunu belirlemek amaciyla -1/2 “2ACt yapilir. -1 ile
-2 aras1 anlamsiz diisiik regiilasyonu ifade ederken, -2 veya -2’ den kiiciik degerler anlamli

azalmig regiilasyonu ifade etmektedir [43].
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Kalsitriol uyguladigimiz hiicre O6rneklerinin RT-qPCR uygulamasinda elde edilen

amplifikasyon egrilerinin Ct degerlerinden, 2"**Ct degerleri hesaplandh.
3.16.8. Anjiogenez modeli

HUVEC hiicreleri besiyerinde ml’de 20 000 hiicre olacak sekilde bir adet 15 ml’lik falkon
tiipe ayrilarak inkiibatorde bekletildi. Bu sirada ii¢ giin +4°C’de bekletilmekte olan Corning
Matrigel jel soliisyonu ile 12 saat dnceden 37°C’lik inkiibatére konmus olan Ibid1 M-Slide
Anjiyogenesis ve Ibidi M-Plate Anjiyogenesis tiip formasyonu plateleri ise inkiibatorden
cikarilarak laminar flow kabin igerisinde her bir kuyucuga 10 pl jel soliisyonu kuyucuklarin
tam ortasina eklendi. Sonrasinda plateler 10 dakika kadar jelin stabil kat1 hale gelmesi i¢in
inkiibatorde bekletildi. Bu siire zarfinda hiicre siispansiyonlari hazirlanarak kuyucuklarda
stabil hale gelmis matrijel {izerine ekimi yapildi. Kuyucuklara 50°ser ul besiyeri igerisinde
uygun kalsitriol dozlar1 ilave edilerek ilk fotograf ¢cekimi yapildi. 18. saat i¢inde sonuglar
40x’lik ve 100x’lik biiyiitme yapilarak faz kontrast mikroskobu ile goriintiilenerek tiip

uzunlugu, sayist ve yogunlugu dikkate alinarak analizi yapildu.
3.17. istatiksel Analiz

Tanimlayici istatistik olarak siirekli veriler i¢in ortalama ve standart sapma (ort+ss)
kullanilmustir. Siirekli verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile

kontrol edilmistir.

Kontrol Grubu bagimsiz degiskenlerinin sonug¢ degiskenlerine etkisi tek yonlii varyans
analizi (One-way ANOVA) ile belirlenmistir
Analiz sonucunda etkilesim etkisi istatistiksel olarak anlamli bulundugunda farkin kaynagini

bulmak i¢in Bonferroni diizeltmeli Simple Effect analizi kullanilmistir.

Veriler IBM SPSS 26 (IBM SPSS Inc, Chicago, IL) paket program ile analiz edilmistir.

Istatistiksel anlamlilik seviyesi 0,05 olarak alinmistir.
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4. BULGULAR

4.1. 1.25(0OH)2D3 ‘iin MCF-7 Hiicre Hatt1 Uzerindeki Etkisinin MTT Testi ile

Belirlenmesi

Kalsitriol’tin MCF-7 hiicre hatt1 iizerindeki 24 saatlik maruziyeti sonrasi proliferasyonun
azalmasi anlamli olarak 100 nM seviyesinde basladigi goriildii. Kontrol grubuna gore 100
nM Kalsitriol MCF-7 hiicre canliligint %100+1,22°den (p<0,001) %84+2,14’¢ (p<0,001);
200 nM kalsitriol %82+2.,47¢ (p<0,001); 500nM kalsitriol %71+2,17’¢ (p<0,001); 1000 nM
kalsitriol ve 10000 nM Kkalsitriol ise %68+1,33’¢ (p<0,001) ve %70+2,17’¢ (p<0,001)
diistirmiistiir (Sekil 4.1).

MCF-7 24. SAAT MTT

102 gy 103
K VK 0.5 1 10 25 50 100 200 500

1000 10000

% Hiicre Canhihgi

Kalsitriol dozlar1 nanomolar (nM)

Sekil 4.1. MCF-7 hiicre hatt1 24 saat kalsitriol uygulamasi ile yiizde (%) hiicre canlilig. VK
(Kalsitirioli  ¢ozerken kullandigimiz etanol miktar1 olup direk hiicre iizerine
uygulanmistir.) Dozlar nanomolar olarak hazirlanmigtir
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Kalsitriolin MCF-7 hiicre hatti tizerindeki 48 saatlik maruziyeti sonrast proliferasyonun
azalmasi anlamli olarak 50 nM seviyesinde baglamigtir. Kontrol grubuna goére 50 nM
kalsitriol hiicre canliligint %100+3,52’den (p<0,001); %87+3,02’ye (p<0,001); 100 nM
%84+3,53’¢ (p<0,001); 200 nM Kkalsitriol %79 +2,41°a (p<0,002); 500 nM Kalsitriol
%78+2,26’e (p<0,002); 1.000 nM kalsitriol %70+2,18’¢ (p<0,001); 10.000 nM Kalsitriol
%65+2,48’¢ (p<0,001) disiirmistiir (Sekil 4.2).

MCF-7 48. SAAT MTT
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Sekil 4.2. MCF-7 hiicre hatt1 48 saat kalsitriol uygulamasi ile yiizde (%) hiicre canliligi. VK
(Kalsitiriolii ¢6zerken kullandigimiz etanol miktar1 olup direk hiicre iizerine
uygulanmistir.) Dozlar nanomolar olarak hazirlanmistir

4.2. MCF-7 Hiicre Hatt1 invert Mikroskop Goriintiisii

24 saatlik kalsitriol maruziyeti sonrast MCF-7 hiicrelerinin trinokiiler invert mikroskop
(Olympus CKX41, Japonya) ile goriintiileri alindi (Sekil 4.3). Elde edilen goriintiiler
kontrolle karsilastirilarak mikroskop altinda goérsel olarak degerlendirildi. MCF-7 hiicreleri
iizerinde 100 nM, 500 nM, 1 000 nM ve 10 000 nM ‘de doz artis1 ile uyumlu hiicre azalist

gozlenmistir.



Kontrol Grubu

1 000 nM

MCF-7

100 nM

10 000 nM

Sekil 4.3. 24. saat sonunda MCF-7 hiicre hatlar1 iizerine kalsitiriol uygulanan ve uygulama
yapilmayan gruplara ait invert mikroskop goriintiisii. Kontrol grubu, 100
nanomolar, 1 000 nanomolar, 10 000 nanomolar konsantrasyonda kalsitiriol

uygulanan grup

4.3. Hiicre Oliimii Degerlendirilmesi icin Annexin V/ Propidium Iyodiir Apopitoz
Testi MCF-7 Hiicre Hatt1 Apopitoz Bulgular:

Anneksin V testi i¢in, kontrol grubunda yasam degeri %100 iken,24. saat kalsitriol
uygulamasi sonucunda MCF-7 hiicre hatt1 i¢in 100 nM,1 000 nM ve 10 000 nM’da siras1 ile
%80,2, %70,0 ve %70,9 olarak belirlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. MCF-7 hiicre hatti, yiizde (%) apopitoz diizeyleri

Anneksin V testi i¢in, kontrol grubunda 6liim ve apopitoz degeri %0 iken, 24 saat kalsitriol

maruziyeti sonrasinda MCF-7 hiicre hatt1 i¢in 100 nM’de 6liim degeri %4,2, apopitoz degeri
%12,2; 1 000 nM’de 6liim degeri %35,6, apopitoz degeri %22,3; 10 000 nM’de 6liim degeri
%6,9, apopitoz degeri %19,5 olarak belirlenmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. MCF-7 Hiicre Hatt1 24 saat kalsitriol maruziyeti sonrasi apopitoz ylizde (%) diizeyleri

4.4. MCF-7 Hiicre Hatti RT-qPCR Gen Ekspresyonu Bulgular:

RT-gPCR yontemi ile 24 saat kalsitriole maruz birakilan MCF-7 hiicrelerinde VDR, Ki-67,
VEGF, EGFR ekspresyon olgtimleri degerlendirilmistir. Hedef genlerin ifade diizeyleri
GAPDH mRNA ifade diizeyi baz alinarak normalize edilmistir. Hedef genlerin

ekspresyonunu tespit etmek icin 2 24 yontemi uygulanmistir.

VDR ekspresyon diizeyi MCF-7 hiicre hatti i¢in kontrol grubunda 0,004+0,02; 100 nM’de
15,455+0,03; 1 000 nM’de 16,912+0,23; 10 000 nM’de 25,107+2,62 olarak bulunmustur
(Sekil 4.6).

Ki-67 ekspresyon diizeyi MCF-7 hiicre hatt1 i¢in kontrol grubunda 15,562+0,63; 100 nM’de
2,144+0,04; 1 000 nM’de 1,892+0,05; 10 000 nM’de 1,474+1,03 olarak bulunmustur (Sekil
4.6).

VEGF ekspresyon diizeyi MCF-7 hiicre hatti i¢in kontrol grubunda 29,651+1,19; 100 nM’de
10,556+2,07; 1 000 nM’de 4,959+1,04; 10 000 nM’de 3,891+0,11 olarak bulunmustur (Sekil
4.6).

EGFR ekspresyon diizeyi MCF-7 hiicre hatti i¢in kontrol grubunda 26,1734+2,07; 100 nM’de
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22,943+3,52; 1 000 nM’de 18,001+3,06; 10 000 nM’de 14,123+1,13 olarak bulunmustur
(Sekil 4.6).

MCF-7 mRNA Ekspresyon Diizeyi
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30.00000
é, 25.00000
& 20.00000
wn
£ 15.00000
<
‘© 10.00000
¥
5.00000 I
0.00000 -
VDR Ki-67 VEGF EGFR
= Kontrol 0.00446 15.56248 29.65082 26.17287
=100 nM 15.45498 2.14355 10.55606 22.94328
1000 nM 16.91229 1.89212 4.95883 18.00094
10 000 NM 25.10669 1.47427 3.89062 14.12325

Kalsitriol 100 nM - 1 000 nM ve 10 000 nM

H Kontrol ™ 100 nM 1000 nM 10 000 nM
Sekil 4.6. MCF-7 Hiicrelerinde 24 saat kalsitriol uygulamasi sonras1 VDR, Ki-67, VEGF,

EGFR ekspresyon diizeyleri. Hedef genlerin ifade diizeyleri GAPDH mRNA ifade
diizeyi baz alinarak normalize edildi

Cizelge 4.1. MCF-7 RT-qPCR analizi sonuglari

MCE Kontrol Grubu 100 nM 1000 nM 10000 nM
Mean = SD Mean = SD Mean = SD Mean = SD
VDR 0,004+0,02 15,455+0,032 16,912+0,232 25,107+2,6230¢
Ki-67 15,562+0,63 2,144+0,04 @ 1,892+0,05 2 1,47441,032
VEGF 29,651+1,19 10,556+2,07 @ 4,959+1,04 b 3,89140,11 &P
EGFR 26,173.+£2,07 22,94343,522 18,001+3,062 14,123+1,13 @b

8 :p<0,05 Kontrol Grubu ile 100,1 000 ve 10 000 nM ‘lik dozlarin karsilastiriimasindan elde edilen anlamlilik diizeyi.
b :p<0,05 100 nM’lik doz ile 1 000 ve 10 000 nM ‘lik dozlarin karsilagtirilmasmdan elde edilen anlamlilik diizeyi.
¢ :p<0,05 1 000 nM’lik doz ile 10 000 nM °‘lik dozun karsilagtirilmasindan elde edilen anlamlilik diizeyi.




41

MCF-7 hiicre hattinda;

VDR mRNA ekspresyon diizeyi 100 nM’lik dozda kontrol grubuna gore yaklasik 15 kat
artmistir (p<0,05). 1 000 nM’lik dozda kontrol grubuna gore yaklasik 16 kat artmistir
(p<0,05). 10 000 nM’lik dozda kontrol grubuna gore ortalama 25 kat artmustir (p<0,05). 100
nM’lik doz ile 1 000 nM’lik dozu kiyasladigimizda; istatistiksel anlamda bir artis ya da azalis
gozlemlenmemistir (p>0,05). 100 nM ile 10 000 nM kiyaslandiginda, 10 000 nM’de VDR
MRNA ekspresyon diizeyi 1,6 kat artmistir (p<0,05). 1 000 nM ile 10 000 nM
kiyaslandiginda ise 10 000 nM’de VDR mRNA ekspresyon diizeyi yaklasik 1,5 kat artmistir
(Cizelge 4.1) (p<0,05).

Ki-67 mRNA ekspresyon diizeyi 100 nM’lik dozda kontrol grubuna goére yaklasik 7,5 kat
azalmigtir (p<0,05). 1 000 nM’lik dozda kontrol grubuna gore yaklasik 8 kat azalmistir
(p<0,05). 10 000 nM’lik dozda kontrol grubuna goére yaklasik 10 kat azalmistir (p<0,05).
100 nM’lik doz ile 1 000 nM’lik dozu kiyaslandiginda; istatistiksel anlamda bir artis ya da
azaliy gozlemlenmemistir (p>0,05). 100 nM ile 10 000 nM lik dozu kiyaslandiginda
istatistiksel anlamda bir artig ya da azalis gozlemlenmemistir (p>0,05). 1 000 nM ile 10 000
nM lik dozu kiyaslandiginda istatistiksel anlamda bir artis ya da azalis gbzlemlenmemistir

(Cizelge 4.1) (p>0,05).

VEGF mRNA ekspresyon diizeyi 100 nM’lik dozda kontrol grubuna gore yaklagik 2,9 kat
azalmistir (p<0,05). 1 000 nM’lik dozda kontrol grubuna gore yaklasik 5,9 kat azalmistir
(p<0,05). 10 000 nM’lik dozda kontrol grubuna gore yaklasik 7,6 kat azalmistir (p<0,05).
100 nM ile 1 000 nM kiyaslandiginda 1 000 nM’de VEGF mRNA ekspresyon diizeyi
yaklasik 2 kat azalmistir (p<0,05). 100 nM ile 10 000 nM kiyaslandiginda 10 000 nM’de
VEGF mRNA ekspresyon diizeyi yaklasik 2,7 kat azalmistir (p<0,05). 1 000 nM ile 10 000
nM’lik dozu kiyaslandiginda istatistiksel anlamda bir artig ya da azalis gézlemlenmemistir

(Cizelge 4.1) (p>0,05).

EGFR mRNA ekspresyon diizeyi 100 nM’lik dozda kontrol grubuna gore ortalama 1,1 kat
azalmistir (p<0,05). 1 000 nM’lik dozda kontrol grubuna gore ortalama 1,4 kat azalmistir
(p<0,05). 10 000 nM’lik dozda kontrol grubuna gore ortalama 1,8 kat azalmistir (p<0,05).
100 nM’lik doz ile 1 000 nM’lik dozu kiyasladigimizda istatistiksel anlamda bir artis ya da
azalig gozlemlenmemistir (p>0,05). 100 nM ile 10 000 nM kiyaslandiginda, 10 000 nM’de



42

EGFR mRNA ekspresyon diizeyi 1,5 kat azalmistir (p<0,05). 1 000 nM ile 10 000 nM lik
dozu kiyaslandiginda, istatistiksel anlamda bir artis ya da azalig gdzlemlenmemistir (Cizelge

4.1) (p>0,05).

4.5. 1.25(0H)2Ds “iin DU-145 Hiicre Hatt1 Uzerindeki Etkisinin MTT Testi ile

Belirlenmesi

Kalsitriol’tin DU-145 hiicre hatt1 iizerindeki 24 saatlik maruziyeti sonrasi proliferasyonun
azalmasi anlamli olarak 50nM ve 100 nM seviyesinde gozlemlenmistir. Kontrol grubuna
gore 50 nM Kkalsitriol DU-145 hiicre canliligint %100+2.32’den (p<0,002); %88+3.27’¢
(p<0,002); 100 nM Kalsitriol %87+3.12’ye (p<0,002) diistirmiistiir (Sekil 4.7). 1000 nM
kalsitriol ile %95+0,93 (p<0,001); 10 000 nM kalsitriol ile %97+2,11 (p<0,001) canlilik

ylizdesi saptanmaistir.

Du -145 24. SAAT MTT
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Sekil 4.7. DU-145 hiicre hatt1 24 saat kalsitriol uygulamas: ile yiizde (%) hiicre canliligi.
Dozlar nanomolar olarak hazirlanmistir

Kontrol grubuna gére 50 nM Kkalsitriol ile hiicre canliligi %100+1,12 (p<0,001); 100 nM
kalsitriol ile hiicre canliligi %94+1,23 (p<0,001); 200 nM Kalsitriol ile hiicre canlilig1 %99
+2,01 (p<0,001); 500 nM Kkalsitriol ile hiicre canliligi %97+0,96 (p<0,001); 1 000 nM
kalsitriol ile hiicre canliligi %103+1,82 (p<0,001); 10 000 nM Kkalsitriol ile hiicre canliligi
%94+1,62 (p<0,001) olarak belirlenmistir (Sekil 4.8).
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Du 145 48. SAAT MTT
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Sekil 4.8. DU-145 hiicre hatt1 48 saat kalsitriol uygulamasi ile yiizde (%) hiicre canlilig.
Dozlar nanomolar olarak hazirlanmistir

4.6. DU-145 Hiicre Hatt1 invert Mikroskop Gériintiisii

24 saatlik kalsitriol maruziyeti sonrast DU-145 hiicrelerinin inverted mikroskop altinda
fotograflari ¢ekilerek goriintiiler elde edildi. Elde edilen goriintiiler kontrolle karsilagtirilarak
mikroskop altinda gorsel olarak degerlendirildi. DU-145 hiicreleri lizerinde artan doz orani

ile orantili olarak anlamli fark gézlemlenmemistir (Sekil 4.9).

DU-145

Kontrol Grubu 100 nM
1000 nM 10 000 nM

Sekil 4.9. 24. saat sonunda DU-145 hiicre hatlan iizerine kalsitiriol uygulanan ve uygulama
yapilmayan gruplara ait invert mikroskop goriintiisii. Kontrol grubu, 100 nanomolar,
1 000 nanomolar, 10 000 nanomolar konsantrasyonda kalsitiriol uygulanan grup
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4.7. Hiicre Oliimii Degerlendirilmesi i¢cin Annexin V/ Propidium Iyodiir Apopitoz
Testi DU-145 Hiicre Hatti Apopitoz Bulgular:

Anneksin V testi i¢in, kontrol grubunda yasam degeri %100 iken, 24. saat kalsitriol

uygulamasi sonucunda DU-145 hiicre hatt1 i¢in yasam degeri 100 nM, 1 000 nM ve 10 000

NM kalsitriol uygulanmasi sonucu sirasi ile %92,4, %85,5 ve %82,8 olarak belirlenmistir

(Sekil 4.10).
DU-145
|— Plot 2: A01 KONTROL DU 145 [— Plot 2: ADS DU-145 100 ni
o~ GATE Cells o~ GATE @ Cells
"2 JH1-1 Dead " - ad
0.0% 0.0% 316‘1; %
% o -
<X
i <
5 i
2w P3N
E £ -
= 4
Eﬁ Apoptotic 2% stotic
= 3 0.0% e 2
[N
- Eh
-— [ 1,
s -—
R o3 o o5 B Wf .2 -
FL1 Annexin ¥V FITC-A wl 7 :31 An‘:lxin \’;5',_”6": sl -2
Kontrol Grubu DU-145 100 nM
[ Plot 2: B0 DU -145 1000 nM [ Plot 2: BI2 D U 145 10000 nM
o GATE Cells o GATE Cells
"% JH1-1 Dead "5 dH1-1
8% 1.1%
% %
< a
2% R
2 & -
=% 2% . Aﬁi%;g}uutic
& £ i
r 4 o %
E N T T T 1T
10 10t 1 168 1 107 -2 1wl 7 10 wt 20 1o 107 -2
FL1 Annexin W FITC-A FL1 Annexin W FITC-&
DU-145 1 000 nM DU-145 10 000 nM

Sekil 4.10. DU-145 hiicre hatt1, ylizde (%) apopitoz diizeyleri

Anneksin V testi i¢in, kontrol grubunda &liim ve apopitoz degeri %0 iken, 24 saat kalsitriol

maruziyeti sonrasinda DU-145 hiicre hatti i¢cin 100 nM’de 6liim degeri %2,2, apopitoz degeri
%4,8; 1 000 nM’de 6liim degeri %4,6, apopitoz degeri %9,1; 10 000 nM’de 6liim degeri
%5,8, apopitoz degeri %10,3 olarak belirlenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. DU-145 hiicre hatt1 24 saat kalsitriol maruziyeti sonrasi apopitoz ylizde (%) diizeyleri
4.8. DU-145 Hiicre Hatti RT-qPCR Gen Ekspresyonu Bulgular

RT-gPCR yontemi ile 24 saat kalsitriole maruz birakilan DU-145 hiicrelerinde VDR, Ki-67,
VEGF, EGFR ekspresyon ol¢timleri degerlendirilmistir. Hedef genlerin ifade diizeyleri
GAPDH mRNA ifade diizeyi baz alinarak normalize edilmistir. Hedef genlerin

ekspresyonunu tespit etmek icin 2 24 yontemi uygulanmistir.

VDR ekspresyon diizeyi DU-145 hiicre hatti i¢in kontrol grubunda 1,959+1,07; 100 nM’de
25,452+0,03; 1 000 nM’de 17,021+0,49; 10 000 nM’de 11,876+0,03 olarak bulunmustur
(Sekil 4.12).

Ki-67 ekspresyon diizeyi DU-145 hiicre hatt1 i¢in kontrol grubunda 36,252+1,13; 100 nM’de
33,359+0,04; 1 000 nM’de 29,041+0,05; 10 000 nM’de 24.933+1,27 olarak bulunmustur
(Sekil 4.12).

VEGF ekspresyon diizeyi DU-145 hiicre hatt1 i¢in kontrol grubunda 18,765+1,31; 100
nM’de 14,929+1,75; 1 000 nM’de 12,553+1,38; 10 000 nM’de 10,411+1,15 olarak
bulunmustur (Sekil 4.12).

EGFR ekspresyon diizeyi DU-145 hiicre hatti i¢cin kontrol grubunda 0,966+2,36; 100 nM’de
0,457+0,79; 1 000 nM’de 0,940+1,90; 10 000 nM’de 0,500-+0,13 olarak bulunmustur (Sekil
4.12).
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DU-145 mRNA Ekspresyon Diizeyi
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Sekil 4.12. DU-145 hiicrelerinde 24 saat kalsitriol uygulamasi sonras1t VDR, Ki-67, VEGF,
EGFR ekspresyon diizeyleri. Hedef genlerin ifade diizeyleri GAPDH mRNA
ifade diizeyi baz alinarak normalize edildi

Cizelge 4.2. DU-145 RT-gPCR analizi sonuglari

DU-145 Kontrol gRUBU 100 nM 1000 nM 10000 nM
Mean + SD Mean £ SD Mean £ SD Mean £ SD
VDR 4,199+1,07 7,945+0,03°2 9,781+0,492 11,876+0,032
Ki-67 36,252+1,13 33,359+0,04 29,041+0,052 24.933+1,272
VEGF 18,765+1,31 14,929+1,752 12,553+1,382 10,41141,152p
EGFR 0,966+2,36 0,457+0,79 0,940+1,90 0,500+0,13

8 :p<0,05 Kontrol Grubu ile 100,1 000 ve 10 000 nM ‘lik dozlarin karsilastiriimasindan elde edilen anlamlilik diizeyi.
b :p<0,05 100 nM’lik doz ile 1 000 ve 10 000 nM ‘lik dozlarm karstlastiriimasindan elde edilen anlamhlik diizeyi.
¢ :p<0,05 1 000 nM’lik doz ile 10 000 nM °‘lik dozun karsilastirilmasindan elde edilen anlamlilik diizeyi.
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DU-145 hiicre hattinda;

VDR mRNA ekspresyon diizeyi 100 nM’lik dozda kontrol grubuna gore ortalama 1,9 kat
artmistir (p<0,05). 1 000 nM’lik dozda kontrol grubuna gore ortalama 2,3 kat artmustir
(p<0,05). 10 000 nM’lik dozda kontrol grubuna gore ortalama 2,8 kat artmistir (p<0,05). 100
nM’lik doz ile 1 000 nM’lik dozu kiyasladigimizda; istatistiksel anlamda bir artis ya da azalis
gozlemlenmemistir (p>0,05). 100 nM ile 10 000 nM kiyaslandiginda; istatistiksel anlamda
bir artis ya da azalis gozlemlenmemistir (p>0,05). 1 000 nM ile 10 000 nM kiyaslandiginda
istatistiksel anlamda bir artis ya da azalis gozlemlenmemistir (Cizelge 4.2) (p>0,05).

Ki-67 mRNA ekspresyon diizeyi 100 nM’lik dozda kontrol grubuna gore; istatistiksel
anlamda bir artis ya da azalis gézlemlenmemistir (p>0,05). 1 000 nM’lik dozda kontrol
grubuna gore ortalama 1,2 kat azalmistir (p<0,05). 10 000 nM’lik dozda kontrol grubuna
gore ortalama 1,4 kat azalmistir (p<0,05). 100 nM’lik doz ile 1 000 nM’lik dozu
kiyaslandiginda; istatistiksel anlamda bir artis ya da azalis gozlemlenmemistir (p>0,05). 100
nM ile 10 000 nM lik dozu kiyaslandiginda; istatistiksel anlamda bir artis ya da azalis
gozlemlenmemistir (p>0,05). 1 000 nM ile 10 000 nM lik dozu kiyaslandiginda; istatistiksel
anlamda bir artis ya da azalis gézlemlenmemistir (Cizelge 4.2) (p>0,05).

VEGF mRNA ekspresyon diizeyi 100 nM’lik dozda kontrol grubuna gore ortalama 1,2 kat
azalmistir (p<0,05). 1 000 nM’lik dozda kontrol grubuna gore ortalama 1,5 kat azalmistir
(p<0,05). 10 000 nM’lik dozda kontrol grubuna gore ortalama 1,8 kat azalmistir (p<0,05).
100 nM ile 1 000 nM kiyaslandiginda istatistiksel anlamda bir artis ya da azalis
gozlemlenmemistir (p>0,05). 100 nM ile 10 000 nM kiyaslandiginda ;10 000 nM’de VEGF
mRna ekspresyon diizeyi 1,4 kat azalmistir (p<0,05). 1 000 nM ile 10 000 nM’lik dozu
kiyaslandiginda istatistiksel anlamda bir artis ya da azalis gézlemlenmemistir (Cizelge 4.2)

(p>0,05).

EGFR mRNA ekspresyon diizeyinde higbir dozda istatistiksel olarak anlamli bir artis ya da
azalig gézlemlenmemistir (Cizelge 4.2) (p>0,05).
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4.9.1.25(0H)2D3 ‘iin Caco-2 Hiicre Hatt1 Uzerindeki Etkisinin MTT Testi ile

Belirlenmesi

Kalsitriol’tin CaCo-2 hiicre hatt1 iizerindeki 24 saatlik maruziyeti sonrasi proliferasyonun
kontrol grubuna gore anlamli olarak azalmasi 100 nM diizeyinde baslamistir. 100 nM
kalsitriol hiicre canliligini %100£2.83’den (p<0,001) %77,2 +2.71’ye (p<0,001); 200 nM
kalsitriol %78,5+3.01°¢ (p<0,002); 250 nM Kkalsitriol %77,3+1.84’ye (p<0,002); 500 nM
kalsitriol %75,2+2.56’e (p<0,003); 1.000 nM Kkalsitriol %63,5+3.14’¢ (p<0,001); 10.000 nM
kalsitriol %64,7+1.98’¢ (p<0,001) distirmiistiir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. CaCo-2 hiicre hatt1 24 saat kalsitriol uygulamasi ile yiizde (%) hiicre canliligi.
VK (Kalsitiriolii ¢6zerken kullandigimiz etanol miktar1 olup direk hiicre lizerine
uygulanmuistir.) Dozlar nanomolar olarak hazirlanmigtir

Kalsitriol’iin CaCo-2 hiicre hatt1 iizerindeki 48 saatlik maruziyeti sonrasi proliferasyonun
kontrol grubuna goére anlamli olarak azalmasi 50 nM diizeyinde baslamistir. 50 nM kalsitriol
hiicre canliligini %100+3,22°den (p<0,001) %85,3 £1,96’¢ (p<0,001); 100 nM Kalsitriol
%88,6 +£2,31’¢ (p<0,001); 200 nM Kkalsitriol %80,2+2,67’¢ (p<0,002); 250 nM Kalsitriol
%76,7+2,17° ya (p<0,003); 500 nM kalsitriol %75,2+3.37’e (p<0,005); 1.000 nM Kalsitriol
%78,5+2.47’¢ (p<0,005); 10.000 nM kalsitriol %70,1+2.43e (p<0,005) distirmiistiir (Sekil
4.13).



49

CaCo-248 Saat MTT
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Sekil 4.14. CaCo-2 hiicre hatt1 48 saat kalsitriol uygulamasi ile yiizde (%) hiicre canlilig.
VK (Kalsitiriolii ¢6zerken kullandigimiz etanol miktar1 olup direk hiicre lizerine
uygulanmistir.) Dozlar nanomolar olarak hazirlanmistir

4.10. CaCo-2 Hiicre Hatt1 Invert Mikroskop Gériintiisii

24 saatlik kalsitriol maruziyeti sonrasi CaCo-2 hiicrelerinin inverted mikroskop altinda
fotograflar g¢ekilerek goriintiiler elde edildi (Sekil 4.15). Elde edilen goriintiiler kontrolle
karsilastirilarak mikroskop altinda gorsel olarak degerlendirildi. CaCo-2 hiicreleri lizerinde
100 nM, 1000 nM ve 10000 nM’de doz artis1 ile uyumlu olarak hiicre sayisinda azalis

gozlemlendi.
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CACO-2

Kontrol Grubu 100 nM

1 000 nM 10 00nM

Sekil 4.15. 24. saat sonunda CaCo-2 hiicre hatlar1 iizerine kalsitiriol uygulanan ve uygulama
yapilmayan gruplara ait invert mikroskop goriintiisii. Kontrol grubu, 100
nanomolar, 1 000 nanomolar, 10 000 nanomolar konsantrasyonda kalsitiriol
uygulanan grup

4.11. CaCo-2 Hiicre Oliimii Degerlendirilmesi i¢cin Annexin V/Prodidium Iyodiir
Apopitoz Testi CaCo-2 Hiicre Hatti Apopitoz Bulgular:

Anneksin V testi igin, kontrol grubunda yasam degeri %99,8 iken, 24. saat kalsitriol
uygulamasi sonucunda CaCo-2 hiicre hatt1 i¢gin 100 nM,1 000 nM ve 10 000 nM’da siras1 ile
%76,3, %66,8 ve %63,0 olarak belirlenmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. CaCo-2 hiicre hatti, yiizde (%) apopitoz diizeyleri

Anneksin V testi i¢in, kontrol grubunda 6liim ve apopitoz degeri %0 iken, 24 saat kalsitriol

maruziyeti sonrasinda CaCo-2 hiicre hattt i¢in 100 nM’de 6lim degeri %12,8, apopitoz
degeri %9,4; 1 000 nM’de 6liim degeri %16,1, apopitoz degeri %14,7; 10 000 nM’de 6liim
degeri %13, apopitoz degeri %21,3 olarak belirlenmistir (Sekil 4.17).
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CaCo-2 Apopitoz Diizeyleri
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Sekil 4.17. CaCo-2 hiicre hatt1 24 saat kalsitriol maruziyeti sonrasi apopitoz ylizde (%) diizeyleri

4.12. CaCo-2 Hiicre Hatti RT-qPCR Gen Ekspresyonu Bulgular:

RT-gPCR yontemi ile 24 saat kalsitriole maruz birakilan CaCo-2 hiicrelerinde VDR, Ki-67,
VEGF, EGFR ekspresyon Ol¢limleri degerlendirilmistir. Hedef genlerin ifade diizeyleri
GAPDH mRNA ifade diizeyi baz alinarak normalize edilmistir. Hedef genlerin

ekspresyonunu tespit etmek icin 2 24t yontemi uygulanmistir.

VDR ekspresyon diizeyi CaCo-2 hiicre hatt1 i¢in kontrol grubunda 0,024+0,23; 100 nM’de
8,056+0,54; 1 000 nM’de 12,641+1,53; 10 000 nM’de 13,086+1,53 olarak bulunmustur
(Sekil 4.18).

Ki-67 ekspresyon diizeyi CaCo-2 hiicre hatt1 i¢in kontrol grubunda 38,586+2,54; 100 nM’de
24,590+0,14; 1 000 nM’de 23,918+0,05; 10 000 nM’de 17,753+2,03 olarak bulunmustur
(Sekil 4.18).

VEGF ekspresyon diizeyi CaCo-2 hiicre hatt1 i¢in kontrol grubunda 14,320+1,12; 100 nM’de
5,205+£2,01+1,75; 1 000 nM’de 3,387+1,40; 10 000 nM’de 2,789+0,19 olarak bulunmustur
(Sekil 4.18).
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EGEFR ekspresyon diizeyi CaCo-2 hiicre hatti i¢in kontrol grubunda 21,706+2,43; 100 nM’de
11,236+1,98; 1 000 nM’de 9,580+0,47; 10 000 nM’de 9,126+2,08 olarak bulunmustur (Sekil
4.18).
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B KONTROL 0.02 38.59 14.32040113 21.70566924
E 100 nM 8.06 24.59 5.205367422 11.23555901
= 1000 nM 12.64 23.92 3.386981249 9.579829637
10000 nM 13.09 17.75 2.789487333 9.126109727
Kalsitriol Dozlar1 100 nM - 1 000 nM ve 10 000 nM
mKONTROL ®100 nM ®1000 nM = 10000 nM

Sekil 4.18. CaCo-2 hiicrelerinde 24 saat kalsitriol uygulamasi sonrasi VDR, Ki-67, VEGF,
EGFR ekspresyon diizeyleri. Hedef genlerin ifade diizeyleri GAPDH mRNA
ifade diizeyi baz alinarak normalize edildi
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Cizelge 4.3. CaCo-2 RT-gPCR analizi sonuglari

CACO? Kontrol 100 nM 1000 nM | 10000 nM
Mean + SD Mean + SD Mean + SD Mean + SD
VDR 0,024+0,23 8,056+0,54 12,641+1,53 2b 13,086+1,53 b
Ki-67 38,586+2,54 24,590+0,14° 23,918+0,05° 17,75342,03 abe
VEGF 14,320+1,12 5,205+2,012 3,387+1,40 @b 2,789+0,19 2P
EGFR 21,706+2,43 11,236+1,982 9,580+0,47° 9,126+2,08?

& :p<0,05 Kontrol Grubu ile 100, 1 000 ve 10 000 nM’lik dozlarmn karsilagtirilmasindan elde edilen anlamlihik diizeyi.
b :p<0,05 100 nM’lik doz ile 1 000 ve 10 000 nM ‘lik dozlarin karsilastirilmasindan elde edilen anlamlilik diizeyi.
¢ :p<0,05 1 000 nM’lik doz ile 10 000 nM’lik dozun karsilastirilmasindan elde edilen anlamlilik diizeyi.

CaCo-2 hiicre hattinda;

VDR mRNA ekspresyon diizeyi 100 nM’lik dozda kontrol grubuna gore ortalama 8 kat
artmigtir (p<0,05). 1 000 nM’lik dozda kontrol grubuna gore ortalama 12 kat artmistir
(p<0,05). 10 000 nM’lik dozda kontrol grubuna gore ortalama 13 kat artmistir (p<0,05). 100
nM’lik doz ile 1 000 nM’lik dozu kiyasladigimizda 1 000 nM’de VDR mRNA ekspresyon
diizeyi 1,5 kat artmustir (p<0,05). 100 nM ile 10 000 nM kiyaslandiginda, 10 000 nM’de
VDR mRNA ekspresyon diizeyi 1,6 kat artmistir (p<0,05). 1 000 nM ile 10 000 nM
kiyaslandiginda ise istatistiksel anlamda bir artis ya da azalis gozlemlenmemistir (Cizelge

4.3) (p>0,05).

Ki-67 mMRNA ekspresyon diizeyi 100 nM’lik dozda kontrol grubuna gore ortalama 1,5 kat
azalmigtir (p<0,05). 1 000 nM’lik dozda kontrol grubuna gore ortalama 1,6 kat azalmistir
(p<0,05). 10 000 nM’lik dozda kontrol grubuna gore ortalama 2,2 kat azalmistir (p<0,05).
100 nM’lik doz ile 1 000 nM’lik dozu kiyaslandiginda istatistiksel anlamda bir artis ya da
azalig gozlemlenmemistir (p>0,05). 100 nM ile 10 000 nM lik dozu kiyaslandiginda, 10 000
nM’de Ki-67 mRNA ekspresyon diizeyi 2,2 kat azalmistir (p<0,05). 1 000 nM ile 10 000
nM lik dozu kiyaslandiginda, 10 000 nM’de Ki-67 mRNA ekspresyon diizeyi 1,3 kat
azalmistir (Cizelge 4.3) (p<0,05).
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VEGF mRNA ekspresyon diizeyi 100 nM’lik dozda kontrol grubuna gore ortalama 2,8 kat
azalmistir (p<0,05). 1 000 nM’lik dozda kontrol grubuna gore ortalama 4,6 kat azalmistir
(p<0,05). 10 000 nM’lik dozda kontrol grubuna gore ortalama 7 kat azalmistir (p<0,05). 100
nM ile 1 000 nM kiyaslandiginda, 1 000 nM’de VEGF mRNA ekspresyon diizeyi yaklagik
1,6 kat azalmistir (p<0,05). 100 nM ile 10 000 nM kiyaslandiginda, 10 000 nM’de VEGF
MRNA ekspresyon diizeyi 2 kat azalmistir (p<0,05). 1 000 nM ile 10 000 nM lik dozu
kiyaslandiginda istatistiksel anlamda bir artis ya da azalis gézlemlenmemistir (Cizelge 4.3)

(p>0,05).

EGFR mRNA ekspresyon diizeyi 100 nM’lik dozda kontrol grubuna goére ortalama 1,9 kat
azalmistir (p<0,05). 1 000 nM’lik dozda kontrol grubuna gore ortalama 2,3 kat azalmistir
(p<0,05). 10 000 nM’lik dozda kontrol grubuna gore ortalama 2,3 kat azalmistir (p<0,05).
100 nM’lik doz ile 1 000 nM’lik dozu kiyasladigimizda istatistiksel anlamda bir artis ya da
azalig gozlemlenmemistir (p>0,05). 100 nM ile 10 000 nM kiyaslandiginda istatistiksel
anlamda bir artis ya da azalis gozlemlenmemistir (p>0,05). 1 000 nM ile 10 000 nM lik dozu
kiyaslandiginda istatistiksel anlamda bir artis ya da azalis gézlemlenmemistir (Cizelge 4.3)

(p>0,05).
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4.13. 1.25(0OH)2Ds3 ‘iin HUVEC Hiicre Hatt1 Uzerindeki Etkisinin MTT Testi ile

Belirlenmesi

Kalsitrioliin HUVEC hiicre hatt1 iizerindeki 24 saatlik maruziyeti sonrasi proliferasyonun
azalmasi1 anlamli olarak 10 000 nM seviyesinde basladig1 goriildii. Kontrol grubuna gore 10
000 nM Kalsitriol hiicre canliligini %100+2.12°den (p<0,002); %89+1.73’¢ (p<0,002);
diistirdigii tespit edildi (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. HUVEC hiicre hatt1 24 saat kalsitriol uygulamasi ile % hiicre canliligi. VK
(Kalsitiriolii ¢dzerken kullandigimiz etanol miktar1 olup direk hiicre iizerine
uygulanmistir.) Dozlar nanomolar olarak hazirlanmistir

Kalsitrioliin HUVEC hiicre hatt1 iizerindeki 48 saatlik maruziyeti sonrasi proliferasyonun

azalmasi gozlemlenmemistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. HUVEC hiicre hatt1 48 saat kalsitriol uygulamasi ile yiizde (%) hiicre canlilig.
Dozlar nanomolar olarak hazirlanmistir

4.14. HUVEC Hiicre Hatti Invert Mikroskop Gériintiisii

24 saatlik kalsitriol maruziyeti sonrast HUVEC hiicrelerinin inverted mikroskop altinda fotograflart
cekilerek goriintiiler elde edildi (Sekil 4.21). Elde edilen goriintiiler kontrolle karsilastirilarak
degerlendirildi. HUVEC hiicreleri lizerinde 10 000 nM ‘de anlaml1 azalig gozlemlendi.
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Kontrol Grubu 100 nM

1000 nM 10 000 nM

Sekil 4.21. 24.saat sonunda HUVEC hiicre hatlari lizerine kalsitiriol uygulanan ve uygulama
yapilmayan gruplara ait invert mikroskop goriintiisii. Kontrol grubu, 100
nanomolar, 1 000 nanomolar, 1000 nanomolar, 10 000 nanomolar
konsantrasyonda Kkalsitiriol uygulanan grup

4.15. Hiicre Oliimii Degerlendirilmesi icin Annexin V/ Propidium Iyodiir Apopitoz
Testi HUVEC Hiicre Hatt1 Apopitoz Bulgular:

Anneksin V testi icin, kontrol grubunda yasam degeri %89 iken, 24. saat Kalsitriol
uygulamasi sonucunda HUVEC hiicre hatt1 i¢cin 100 nM, 1 000 nM ve 10 000 nM’da sirast
ile %84,6, %81,8 ve %71,6 olarak belirlenmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. HUVEC hiicre hatt1, yilizde (%) apopitoz diizeyleri

Anneksin V testi i¢in, kontrol grubunda apopitoz degeri %3,5 iken, 6liim degeri %4,7 dir.

24. saat kalsitriol uygulamasi sonucunda HUVEC hiicre hattt icin 100 nM’de 6liim degeri
%1,6, apopitoz degeri %3,6; 1 000 nM 6liim degeri %3,9, apoptoz degeri %5,0; 10 000 nM
olim degeri %3,8, apopitoz degeri %14,9 olarak bulundu (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. HUVEC hiicre hatt1 24 saat kalsitriol maruziyeti sonrasi apopitoz yiizde (%) diizeyleri

4.16. Anjiyogenez Bulgular:

HUVEC hiicre hattinda, kalsitriol maruziyeti islemin 18. saatinde tiip olusumu etkisi tiip
olusum analizi kullanilarak degerlendirildi. Invert mikroskop altinda fotograflari gekilerek

gortintiiler alind1 (Sekil 4.24).

Gorlinti ~ sonuglar1  Wimasis  goriintiileme  analizi  tarafindan  degerlendirildi.
(https://www.wimasis.com/en/WimTube). Uygulanan tiim dozlarda kaplanan alan, total tiip

uzunlugu, total tiip basliklarinda istatistiksel anlamda anlamli farklar bulundu (Sekil 4.25).


https://www.wimasis.com/en/WimTube

Kontrol HUVEC
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Kalsitriol 100 nM

Kalsitriol 1 000 nM

Kalsitriol 10 000 nM

Sekil 4.24. HUVEC hiicre hatt1 lizerine uygulanmis kalsitriol dozlar1 ile anjiogenez modeli
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Huvec Hiivre Hatti Tiip Formasyonu Veri Analizi
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100 nM 1000 nM 10 000 nM
KONTROL kalsitiriol kalsitiriol kalsitirol
M Kaplanan alan (%) 19.1 11.6 11.4 5
M Toplam tlp 117 114 95 38
M Toplam dallanma noktalari 63 48 34 11
Toplam dongi 24 13 1 0
B Ortalama tlp uzunlugu 80 78 69 47
B Standart sapma tlp uzunlugu 66 84 33 52
MW Toplam ag 3 10 7 4
H Kaplanan alan (%) B Toplam tip  Toplam dallanma noktalari
Toplam dongi B Ortalama tlp uzunlugu B Standart sapma tlip uzunlugu
H Toplam ag

Sekil 4.25. HUVEC hiicre hatt1 tiip formasyonu veri analiz
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5. TARTISMA

Vitamin D, hiicre biiyiimesini diizenleyen en gii¢lii hormonlardan biridir ve VDR igeren
birgok hiicre tipi kesfedilmistir. Bu reseptorler, 1a,25(OH)2D3 ile aktive edilebilirler ve
normal igleyen hiicrelerin farklilagmasini indiiklerler. Hiicrenin proliferasyon, anjiyogenez
ve metastatik faaliyetlerini inhibe ederler. Akciger, kolon, bobrek, meme ve prostat gibi

kanser modellerinde, vitamin D’nin antiproliferatif bir rol oynadig belirtilmistir [44].

Garland ve arkadaslar1 2006 yi1linda ABD’de yaptiklar1 bir ¢alismada prostat, g6giis ve kolon
kanserlerinin rastlanma sikliginin enlem ve 1rka gore degisiklik gosterdigini, yeterli vitamin

D miktar1 ile diisiik kanser riski arasinda bir iliski bulundugunu agiklamislardir [20].

Epidemiyolojik ve klinik 6ncesi ¢alismalar, D vitamini serum konsantrasyonlar ile meme
kanserinin gelisimi ve ilerlemesi arasinda ters bir iligki oldugunu gostermektedir. Erken evre

meme kanserli hastalarda D vitamini eksikligi de kotii prognozla iliskilidir [45].

Meme kanseri, kadinlar icin kansere bagli oOliimler listesinde ikinci sirada yer
almaktadir. Multidisipliner tedavi altinda bile, meme kanserli hastalarin %25-50'sinde
sonugta metastaz geligir ve bu da kotii prognoza yol agar [46]. Meme kanseri, diinya ¢apinda
kadinlarda en yaygin ve siklikla teshis edilen malignite olmaya devam etmektedir. Son yirmi
yilda, erken tan1 ve tedavi stratejilerindeki ilerlemeler, genel meme kanseri mortalitesini

%30'dan fazla azaltmistir. Ancak metastazlar gelistikten sonra prognoz koétiidiir [45].

Zheng ve arkadaslarinin MCF-7 hiicre hatti iizerinde yaptiklari1 ¢alismada, D vitamini veya
agonistlerinin hiicre hatt1 {izerine uygulanmasi sonucunda artmis VDR ifadesi ile
karsilagilmistir. Artan VDR ekspresyonu hiicre biiyiimesi ve proliferasyonundan sorumlu
olan Wnt/B-katenin sinyalini inhibe etmis ve boylece hiicrenin kanser ilaci olarak kullanilan
tamoxifene duyarliligi arttirilmis ve diisiik dozla tedavinin Onii acilmistir. Ayrica
tliimorijenezi ve metastazi inhibe etmeye veya negatif olarak diizenlemeye yardimc1 olan bu
yontem gelecekte meme kanseri kok hiicreleri lizerinde vitamin D uygulamasinin klinikte

kullanimi i¢in yararli bir yaklagim olabilecegi diisiincesini akla getirmistir [47].

Calismamizda MCF-7 hiicreleri lizerine uyguladigimiz 1a,25(OH)2D3’e 24 saat maruziyeti
sonrast MTT hiicre canlilig testinde 100 nM’lik kalsitriol hiicre canliligin1 %84°e; 1 000 nM

kalsitriol %68 ve 10 000 nM kalsitriol ise ve %70’e diisiirmiistiir. 48 saat maruziyet sonrasi
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ise 100 nM-1 000 nM ve 10 000 nM Kkalsitriol sirast ile hiicre canliligini %84’¢, %70’e ve
%65’e diisiirmiistiir. Sonuglarimiz Zheng ve arkadaslarinin bulgularini destekler nitelikte

olup, kalsitrioliin neden oldugu antiproliferatif etkiyi gostermektedir.

2018 yilinda Zheng W. ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada 10,25(OH)2D3’iin 0,001 ve
0,1 uM’lik dozlariin MCF-7 hiicreleri tizerinde VDR ekspresyonunu aktif hale getirip hiicre
icerisinde miktarinin arttig1, boylece hiicre dongiisiinii GO/G1 fazinda durdurdugu ve hiicre

proliferasyonunu inhibe ettigi, hiicrede apopitozu tesvik ettigi gozlenmistir [47].

Apopitoz, ¢ok hiicreli organizmalardaki istenmeyen veya hasarli hiicreleri inflamatuar

olmayan bir sekilde ortadan kaldiran iyi tasarlanmis dogal bir siirectir [48].

Gharagozloo ve arkadaslar1 2015 yilinda insan meme kanseri hiicre hatti1 olan MCF-7 {izerine
10,25(OH)2D3 uygulayarak yaptiklar1 ¢alismada, 1Csp oranin1 145 pM olarak belirmis ve
vitamin D'nin MCF-7 meme kanseri hiicre dizisi tizerindeki metabolik etkisini vurgulanmak
istemiglerdir. D vitamininin antiproliferatif etkisinin oldugunu gézlemlemis ve bu durumun
hiicre biiylimesini ve proliferasyonunu inhibe ederek apopitozu arttirdigini vurgulamislardir.
24. saatte %18, 48. saatte sirasiyla %28, 72. saatte %38,5 artan apopitoz degerini
gozlenmislerdir [48].

MCEF-7 hiicreleri lizerinde yaptigimiz ¢alismamizda 24. saat sonundaki apopitoz degerlerini,
100 nM’lik kalsitiriol ile %12,2; 1 000 nM kalsitiriol ile %22,3; 10 000 nM Kkalsitiriol ile
%19,5 olarak belirledik. Bu durum bize kalsitrioliin MCF-7 hiicrelerinin apopitozunu
indiikledigini ve hiicre proliferasyonunu azalttigmi gostermektedir. Bulgularimiz,

Gharagozloo ve arkadaslarinin doz artis1 ile artan apopitozis bulgularini dogrular niteliktedir.

D vitamini, VDR’nin aktivasyonu ve klasik niikleer sinyal yolaklari ile meme kanseri
biiylimesini engeller. Trivedi ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismaya gore sitoplazmada biriken
VDR miktar1 da hiicre ¢eperindeki VDR ligandindan bagimsiz hiicre proliferasyonunu

engeller ve hiicrenin apopitoza siiriiklenmesine onciiliik eder [45].

VDR ekspresyonu ayrica tiimor gelisimi ile negatif korelasyon gosterir. Malign olmayan
dokuda nispeten yiiksek VDR konsantrasyonlar1 bulunurken, malign biiyiimede genellikle

VDR ekspresyonunun azalmasi veya tamamen kaybi1 goriilmektedir [45].
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Calismamizda kontrol grubu olarak kullandigimiz, tiizerine higbir doz uygulamasi
yapmadigimiz meme kanseri hiicre hatti olan MCF-7 ile 100 nM’lik kalsitiriol
uyguladigimiz MCF-7 hiicrelerindeki VDR ekspresyon diizeyini karsilastirdigimizda,
kalsitrioliin VDR ekspresyonunu 15 kat kadar arttig1 saptanmistir. Kalsitiriol dozu 1 000 nM
uygulandiginda kontrol grubuna gore 16 kata varan bir artis saptanmistir. Doz artis orani ile
ekspresyon diizeyinin dogru orantili olarak artmamasiin nedeni VDR’nin 100 nM’1in
tizerindeki dozlarda reseptor diizeyinde baglanma icin doygunluk seviyesine ulasilmis
oldugunu isaret etmektedir. Bu dozlarda proliferasyon markiri olarak kullandigimiz Ki-67
Ol¢timlerini degerlendirdigimizde, kontrol grubuna gére 100 nM ve 1 000 nM’lik kalsitriol
maruziyeti olan dozlarda yaklasik 7 katlik bir azalma saptanmistir. Bu da kalsitrioliin 100
nM’lik etkin dozunun MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 iizerindeki antiproliferatif etkisi

lehine bir bulgu olarak degerlendirilmistir.

D vitamini, hiicre proliferasyonunu, farklilasmasini ve apopitozu etkileyen genlerin
ekspresyonunu diizenleyerek doku homeostazinda kritik bir rol oynar. 24-hidroksilaz
CYP24A1 enzim aktivitesi, D vitamini hedef dokularinda D vitamininin hormonal formunu
bozmak i¢in islev goriir. Diizensiz CYP24A1 ekspresyonuna iliskin mevcut bilgiler, onun

varsayilan bir onkogen olarak adayligini desteklemektedir [49].

2018 yilinda Kun-Chun ve arkadaslar yaptigiklari ¢alisma sonucunda, vaskiiler endotelyal
bliylime faktorii-A'nin (VEGF-A) kanser hiicresi metastatik potansiyelini dogrudan
arttirdigin1 ve VEGF-A'nin asir1 ekspresyonunun, meme kanserinin daha yiiksek invazivligi
ile iligkili oldugunu belirtmislerdir. Hem D vitamininin aktif formlari olan 10,25(OH)2 D3 ve
MART-10 ile hem de bunlarin analoglarini kullanarak MCF-7 hiicreleri tizerinde VEGF-A
etkilerini bloke etmislerdir. Ayn1 zamanda VEGF ile iliskili olup iltihaplanma, bagisiklik,
hiicre biiyiimesi ve kanser metastazi ile ilgisi bulunan gesitli genlerin ekspresyonlarinin
diizenlenmesinde yer aldig1 diisiiniilen NF-xB’nin ekspresyon diizeyinde de 6nemli dl¢iide
bir azalma gozlemlemislerdir. NF-xB sinyalinin anormal aktivasyonu, bir dizi kanser
gelisimi ve ilerlemesi ile baglantili olup NF-xB 'nin aktivasyonu, esas olarak hiicreler

sitokinler ve stres gibi bir dizi sinyal aldiginda gergeklesir yargisina varmislardir [46].

Calismamizda 24 saat boyunca 100 nM-1 000 nM ve 10 000 nM’lik kalsitiriol maruziyeti
sonrasi, MCF-7 hiicreleri iizerinde VEGF ekspresyonu dl¢limlerinde doza bagli azalig

saptanmistir. VEGF ekspresyon diizeyinin kontrol grubuna gore yaklasik olarak 100 nM’lik



66

dozda 2,9 kat, 1 000 nM’lik dozda 6 kat ve 10 000 nM’lik dozda 8 kat azalttigini tespit ettik.
Sonuglarimiz kanserde istenmeyen bir durum olan anjiogenezin kalsitiriol uygulanmasi

sonrasi sinirlandirilabildigini diisiindiirmektedir.

Epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR); hiicrelerde proliferasyonu ve apopitozisi
diizenleyen sinyal ileti yollarmin kontroliinii saglayan hiicre yiizey reseptorii olarak
bilinmektedir. Meme kanseri hiicrelerinde EGFR ekspresyonu iizerindeki D vitamini
etkisinin, D vitaminine duyarli bir promot6r dizisi araciligiyla transkripsiyonel olarak
gergeklestigi bilinmektedir. Ayrica D vitamini ve retinoidler tarafindan biiylime inhibisyonu

ve EGFR ekspresyonunun azalmasi bazi meme kanseri hiicreleri ile iliskililendirilmistir [50].

Mcgaffin KR ve arkadaslar1 10,25(OH)2Dz3’iin, kanser hiicre hatlar1 olan MCF-7, T47D ve
BT549 tizerindeki etkilerini arastiran bir ¢alismada, kalsitriol etkisi ile hiicrelerde 2 saat
icinde EGFR mRNA'da %50'lik bir azalmanin oldugunu, bu azalmanin 72. saate kadar
devam ettigini ifade edilmislerdir [50].

MCEF-7 hiicrelerine uyguladigimiz 1a,25(OH)2D3’lin 24. saat sonrasinda EGFR ekspresyon
diizeyindeki etkisine baktigimizda, kontrol grubuna goére 100 nM’lik dozda EGFR
ekspresyon diizeyinin 1,1 kat , 1 000 nM’lik dozda 1,4 kat ve 10 000 nM’lik dozda 1,8 kat
azalmis oldugunu gozlemledik. Sonuc¢larimiz Mcgaftfin KR ve arkadaslarinin bulgularini

dogrular niteliktedir.

Sonug olarak, MCF-7 hiicre hatti {izerinde 100 nM’lik 10,25(OH)2D3’e 24 saat maruziyet
sonrast VDR, VEGF, EGFR ve Ki-67 ekspresyon diizeyleri bakilmis kontrol grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farklar bulunmugstur. Kalsitrioliin VDR, VEGF,
EGFR ve Ki-67 sinyal yolunu diizenledigi gozlemlenmistir. 100 nM-1 000 nM-10 000 nM
kalsitiriol uygulanmis olan gruplarda, apopitozis artmis, proliferasyon ve anjiogenez

azalmistir.

Prostat kanseri diinyada erkeklerde akciger kanserinden sonra en sik rastlanan kanser
tiirtidiir. Prostat kanseri goriilme orani yas ile birlikte artmakla beraber vakalarin %10’unda

genetik gecis goriilmektedir [51].
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DU-145 ile yapilan ¢aligmalarda 10,25(OH)2D3 affinitesinin diisiik oldugu ve proliferasyonu
istenilen diizeyde engelleyemedigi savunulmustur. Sebebi ise hiicre hatt iizerinde bulunan

diistik VDR reseptor sayisi olarak agiklanmistir [51].

Yapilan ¢alismalar sonucunda VDR’nin hem normal hem de kanserli prostat hiicresinde
varlig1 tespit edilmistir. VDR ve ligandi olan 1a,25(OH).Ds3‘lin antiproliferatif etki
gosterdigi ve hiicre donglisiinii yavaslatarak apopitozisi arttirdigi 6ne siiriilmiistiir. D
vitamini metabolizmasinin ve VDR ekspresyonunun ileri kanserlerde gorevini yerine

getiremedigi belirtilmistir [52].

Calismamizda, DU-145 hiicrelerinde 1a,25(OH).D3’lin en etkin oldugu zaman ve doz
miktarini 24. saat sonrasi 100 nM’lik doz olarak saptadik. 100 nM’lik kalsitrioliin 24. saat
sonrast hiicre canliliginin %87’lere varan oranda azalttigin1 gézlemledik. Fakat 48. saat MTT
sonrast hiicrenin toparlanmis oldugunu ve % hiicre canliliginda herhangi bir azalma
olmadigint saptadik. Bulgularimizi destekler nitelikte ¢alismalar bulunsa da farkli verilere

sahip caligmalarda mevcuttur.

Skowronski J ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alisma bizim bulgularimizdan farkli olup
yiiksek afiniteli VDR'nin varligina ragmen, DU-145 hiicrelerinin proliferasyonu, test edilen

dozlarda 1a,25(0OH)2D3 tarafindan inhibe edilmemistir [53].

Hormon bagimsiz prostat hiicre hatti olan DU-145’e uyguladigimiz kalsitiriol dozlarina
gore; D vitamininin antiproliferatif etkilerinin MCF-7 hiicre hatt1 ile kiyaslandiginda daha

direngli oldugunu gozlemledik.

1999 yilinda Ly ve arkadaslar1 10,25(OH).D3 'tin DU-145 hiicrelerinde proliferasyonu
engelleyememe sebebini, hiicre igerisindeki 24-hidroksilaz ekspresyonunun yiiksek
diizeyinden kaynaklanabilecegi hipotezini one siirmiistiir. Bu P450 enzimin 1a,25(OH)2D3
katabolizmasin1 baglattigindan, 1a,25(OH)2D3’lin antiproliferatif etkisini sinirlayabilecegini
varsaymislardir. Bunu engellemek i¢inde P450 enzim aktivitesini siirlandiran imidizol
tirevli bir ilag ile 10,25(OH)2D3 kombine sekilde uygulandiginda 10,25(OH)2Dz3’iin yar1
omriinii artiracagin1  6ne slrmiislerdir. Sonucta hem DU-145 hiicreleri {iizerinde

antiproliferatif etki hem de VDR ekspresyon diizeyinde artis yakalamiglardir [54].
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DU-145 hiicreleri lizerinde yaptigimiz ¢alismamizda 24. saat sonundaki apopitoz degerlerini
100 nM’de %4,8; 1 000 nM’de %9,1; 10 000 nM %10,3 olarak belirledik. Calismamizda
tespit ettigimiz doz artis1 ile uyumlu apopitozis artisi, literatiirdeki aragtirmalarda gosterilen

kalsitrioliin DU-145 hiicreleri tizerindeki apopitotik etkinligini desteklemektedir.

Calismamizda VDR ekspresyon diizeyinde kontrol grubuna gére 100 nM’lik dozda VDR
ekspresyon diizeyinin yaklasik olarak 13 kat, 1 000 nM’lik dozda 8,5 kat ve 10 000 nM’lik
dozda 5,5 kat artmis oldugu gozlenmistir. Proliferasyon ol¢iimii i¢in kullandigimiz Ki-67
MRNA ekspresyon diizeyinde ise kontrol grubuna kiyasla 100 nM’lik dozda 1, 1 000 nM’lik
dozda 1,2 kat ve 10 000 nM’lik dozda 1,4 kat azalis saptadik. Kalsitriol doz atis1 ile uyumlu
olarak artan VDR ekspresyon diizeyi, yine doz artis1 ile uyumlu olarak Ki-67 ekspresyon
diizeyinde azalisa sebep olmustur. Bu da bize kalsitrioliin DU-145 hiicre hatt1 tizerindeki

antiproliferatif etkisini géstermektedir.

Tiimdr hiicresi mortalitesi ve istilasi, hem epidermal biiylime faktorii reseptoriinden (EGFR)
hem de iirokinaz tipi plazminojen aktivatoriinden (uPAR) gelen artig gosteren sinyallerle

baglantilidir [55].

Calismamizda, 10,25(OH)2Dz‘lin VEGF mRNA ekspresyon diizeyini kontrol grubuna
kiyasla yaklasik olarak 100 nM’lik dozda 1,2 kat ;1 000 nM’lik dozda 1,5 kat ve 10 000
nM’lik dozda 1,8 kat azaltigi saptandi. DU-145 hiicrelerine uyguladigimiz
10,25(OH)2Dg3’iin 24. saat maruziyet sonrasinda EGFR ekspresyon diizeyindeki etkisine
baktigimizda, kontrol grubuna gore 100 nM’lik dozda EGFR ekspresyon diizeyinin 2,2 kat
azaldigi, 1 000 nM’lik dozda degismedigi, 10 000 nM’lik dozda 1,8 kat azaldig: tespit edildi.
Bu da bize kalsitrioliin DU-145 hiicre hatti iizerinde tliimor biiyiime ve gelismesini azalttigini

gostermektedir.

Sonug olarak, DU-145 hiicre hatti {izerinde 100 nM lik 1a,25(OH)2D3 24 saatlik maruziyeti
sonrast VDR, Ki-67, VEGF ve EGFR ekspresyon diizeyleri bakilmis olup kontrol grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farklar bulundu. Kalsitriol VDR, Ki-67, VEGF
ve EGFR sinyal yolunu diizenlemektedir. 100nM-1 000 nM-10 000 nM Kalsitiriol

uygulanmis olan gruplarda, apopitozis artmis, proliferasyon ve anjiogenez azalmistir.
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Kolorektal kanser (CRC), yiiksek morbidite ve mortalite oranlari ile diinya ¢apinda en
yaygin gastrointestinal kanserlerden biridir. Kii¢iik molekiillii antikanser reaktiflerinin kesfi,
kanser tedavisini 6nemli Olgiide etkilemistir. Bununla birlikte, bu tedavilerin antikanser

etkileri, CRC'yi tamamen iyilestirmek icin yeterli degildir [56].

D vitamini ve kalsiyum; inflamasyon, tiimdr biiyiimesi ve karsinojenez ile ilgili immiin
yolaklart etkiler. Ayrica epidemiyolojik kanitlar, kalsiyum ve D vitamininin kolorektal

adenom ve kanser riskini azaltabilecegini gostermektedir.

Inflamasyon, kolorektal kanserin etiyolojisi ile karmasik bir sekilde baglantilidir. Ayrica
kalsiyum ve D vitamini kolorektal kanser riskinin azaltilmasini saglayan mekanizmalari
anlamada bir anahtar olabilir. Crohn hastalig1 ve tlseratif kolit gibi inflamatuar durumlar,

kolorektal kanser i¢in belirlenmis risk faktorleridir [57].

Kolorektal kanserde, VDR varligini, VDR konsantrasyonundaki degisiklikleri ve affiniteyi
belirlemek amaciyla yapilan calismalardaki bulgular, 1a,25(OH),Dsiin farklilasmis ve
farklilagsmamis Caco-2 hiicrelerindeki VDR'nin islevsel oldugunu gostermistir. Caco-2
hiicreleri, memeli enterositlerinde D vitamini tarafindan diizenlenen islevleri incelemek i¢in

benzersiz bir in vitro model saglar [58].

CaCo-2 hiicreleri tizerine uyguladigimiz 1a,25(0OH)2D3’lin 24 saat maruziyeti sonrast MTT
sonuclarina baktigimizda 100-1 000 ve 10 000 nM’lik dozlarda hiicre canliliginin sirasi ile
%77,2°ye, %63,5’e ve %64,7’lere varan oranda azaldigimi saptadik. 48 saat maruziyet
sonrast MTT sonuglarinda ise 100, 1 000 ve 10 000 nM’lik kalsitriol hiicre canliliini sirasi
ile %88,6 ya, %78,5’e ve %70,1’lere varan oranda azaltti. MCF-7 hiicre hattinda da
gozlemledigimiz gibi kalsitriol CaCo-2 hiicrelerinde de canlilig1 doz artis1 ile orantili olarak
azaltti. 24. saat ile 48. saat verilerini kiyasladigimizda ise 48. saatte tiim dozlarda
proliferasyonun 24. saate oranla artig gosterdi. Bunu da kalsitrioliin yarilanma siiresi etkisi

olarak yorumluyoruz.

Gastrointestinal bariyerin bileseni olan miisinlerin azalmasi, kronik bagirsak iltihabina
katkida bulunur. Kalsiyum, bagirsak hiicreleri tarafindan eksprese edilen negatif yiikli
miisinlerin stabilize edilmesinde 6nemli bir rol oynar. D vitamini de niikleer VDR

aracilifiyla bagirsaktan kalsiyum emilimini diizenler. Barella ve arkadaslarinin VDR
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ekspresyonu eksikliginin bagirsak epitel hiicrelerinde miisin ekspresyonunu bozacagini
varsayarak yaptiklar1 calismada, D vitamininin miisin ekspresyonunu ve homeostazi tesvik

ederek bagirsak epitel bariyeri iizerinde koruyucu bir etkiye sahip oldugunu 6ne stirmiislerdir

[59].

CaCo-2 hiicreleri tizerinde yaptigimiz ¢alismamizda 24. saat sonundaki apopitoz degerleri
100 nM” de %9,4; 1 000 nM’ de %14,7; 10 000 nM’ de %21,3 olarak belirlenmistir. Bu
durum bize Kkalsitriolin CaCo-2 hiicrelerinin apopitozunu indiikledigini ve hiicre

proliferasyonunu azalttigini1 gostermektedir.

Beildeck ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alisma sunlar1 géstermistir. D vitamini
reseptorii (VDR) yolu, bir¢cok kanserin dnlenmesinde ve potansiyel olarak tedavisinde
onemlidir. VDR etkisinin 6nemli bir mekanizmasi, Wnt/B-katenin yolu ile etkilesimi ile
ilgilidir. Agonist bagli VDR, dogrudan B-katenin ile etkilesime girerek ve bazi hiicrelerde
kaderin ekspresyonunu artirarak onkojenik Wnt/B-katenin/TCF yolunu inhibe eder. [60]

CaCo-2 hiicrelerine uyguladigimiz 1,25(OH).D3’iin 24. saat sonrasinda VDR ekspresyon
diizeyindeki etkisine baktigimizda, kontrol grubuna gére 100 nM’lik dozda VDR ekspresyon
diizeyinin yaklasik 8 kat artmig;1 000 nM’lik dozda 12 kat artmis ;10 000 nM’lik dozda 13
kat artmis oldugunu gozlemledik. Sonuglarimiz artan VDR ekspresyonu ile azalan hiicre

canliligini ve proliferasyonunu dogrular niteliktedir.

Bu dozlarda proliferasyon markir1 olarak kullandigimiz  Ki-67  dSlgiimlerini
degerlendirdigimizde kontrol grubuna gére 100 nM ve 1 000 nM’lik dozlarda yaklasik 1,6
katlik bir azalma; 10 000 nM’lik dozda ise kontrol grubuna kiyasla 2 katlik bir azalma
saptadik.

CaCo-2 hiicrelerine uyguladigimiz 1,25(OH).D3’lin 24. saat sonrasinda VEGF ekspresyon
diizeyindeki etkisine baktigimizda, kontrol grubuna gore 100 nM’lik dozda VEGF
ekspresyon diizeyinin 2,8 kat azalmig, 1 000 nM’lik dozda 4,2 kat azalmis, 10 000 nM’lik
dozda 5,1 kat azalmis oldugunu saptadik.

Dougherty ve arkadaslari, VDR(+) / VDR(-) fareler iizerinde yaptiklari ¢alisma sonucunda

VDR ekspresyonu ile EGFR diizeyi arasinda negatif bir mekanizma oldugunu
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gozlemlemiglerdir. VDR susturulmus farelerde EGFR’nin aktivasyonunu artmis olarak
ol¢timlendirmislerdir. VDR silinmesi, tiimdrijenezi, aktive EGFR ve B-katenin sinyalini ve
renin ve anjiyotensin Il dahil olmak {izere kolonik RAS bilesenlerini dnemli 6l¢iide arttirdi
[61].

CaCo-2 hiicrelerine uyguladigimiz 1a,25(OH)2D3’lin 24. saat sonrasinda EGFR ekspresyon
diizeyindeki etkisine baktigimizda, kontrol grubuna goére 100 nM’lik dozda EGFR
ekspresyon diizeyinin 2 kat azalmis;1 000 nM’lik dozda 2,2 kat azalmis ;10 000 nM’lik
dozda 2,3 kat azalmis oldugunu saptadik. Sonuglarimiz Dougherty ve arkadaslarinin

bulgularini dogrular niteliktedir.

Bu bulgular, kalsitrioliin gastrointestinal sistemdeki epitel hiicre dongiisiiniin kontroliinde
rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Caco-2 hiicrelerinde kalsitriol apopitozu indiikledi,

proliferasyonu ve anjiogenezi azaltt1.

Calismamizi saglikli hiicre hattt HUVEC ile de gbzlemledik. 24 saat kalsitriol maruziyeti
sonrast MTT canlilik testinde 10 000 nM’lik dozda hiicre canlilig1 %89’a diismiis olup bu

dozun saglikli hiicre hatt1 tizerinde canliligi azalttigin1 gézlemledik.

48. saatte ise proliferasyon devam etmis herhangi bir lethal etki g6zlemlenmemistir.

HUVEC hiicreleri tizerinde yaptigimiz ¢caligmamizda 24. saat sonundaki apopitoz degerleri
100 nM’de %3,6; 1 000 nM’de %5,0; 10 000 nM’de %14,9 olarak belirlenmistir. 10 000
nM’lik doz MTT bulgulartyla uyumlu bir sekilde, diger dozlara oranla toksik etkiye neden

olmustur.

Calismamizda, kalsitrioliin 100, 1 000 ve 10 000 nM ‘lik dozlarmin HUVEC hiicrelerine
uygulamasi sonrasi, 18.saatte tiip formasyonunda kontrol grubuna kiyasla anlamli sonuglar
elde edilmistir. Degerlendirilen program verilerine gore, kaplanan alan (%), toplam tiip
uzunlugu, toplam tiip, toplam dallanma noktalar1 kontrol grubuna gére 100 nM,1 000 nM’lik
ve 10 000 nM’lik dozlarda doz artis1 ile uyumlu azalis géstermistir.

Bu sonuglar ayn1 zamanda CaCo-2, MCF-7 ve DU-145 hiicre hatlart VEGF ve EGFR mRNA

ekspresyon bulgulari ile uyumludur.
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Ayni sartlar ,ayn1 dozlar ve ayn1 malzemeler kullanilarak es zamanli yapmis oldugumuz
caligmamizin sonucunda gozlemledik ki, farkli kanser tiirlerinde in-vitro ortamda uygulamis
oldugumuz Kalsitiriol her grupta genel anlamda ayni etkiyi yapmis olsa da kantitatif olarak

olgiildiigiinde rakamlar birbirinden olgukga bagimsizdir.

Kalsitriol kanser hiicrelerinde proliferasyonu azaltmis, apopitozu arttirmis, anjiogenezi

sinirlandirmustir [62].

Burada buldugumuz veriler 1s181nda, tiim hiicrelerin kalsitriole ayn1 sekilde tepki vermemesi
dikkate degerdir. Genel olarak, kalsitrioliin antikanser etkilerinin gergeklesmesi i¢in

VDR 'nin ifadesi ve iglevselligi zorunludur.
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6. SONUCLAR

Calismamizda kalsitrioliin etkinliginin hiicre tiirline gore farklilik gdsterdigi saptanmaistir.
Hiicre hattinda kalsitriol maruziyeti sonrasinda ¢ogalma ve hiicre sayisini arttirma
kabiliyetlerinde azalma, doz artis1 ile uyumlu apopitotik etki, VDR mRNA ekspresyon
diizeyinde artma, Ki-67, VEGF ve EGFR ekspresyon diizeylerinde ise azalma saptanmistir.
MCEF-7 ve CaCo-2 hiicre hatlar1 kalsitriole daha etkin cevap verirken, DU-145 hiicre hattinda

antiproliferatif ve apopitotik etkiye kars1 diren¢ gézlemlenmistir.

Saglikli hiicre hatt1 olan HUVEC {izerinde kalsitrioliin olusturdugu etki incelendiginde
kullanilan dozlardan sadece 10 000 nM’ 1n toksik etkiye neden oldugu gézlemlenmistir.

Calismamizda elde ettigimiz veriler 15181inda kalsitirioliin karsinogenezde yer alan temel
stireclerin anlagilmasina ve potansiyel olarak tiimoriin durumuna dayali kisisellestirilmis
tedavi stratejilerini gelistirilmesine yardimci olabilecegi gosterilmistir. Kalsitriol islev

gosterdigi yolaklar ile genomik olarak kanser gelisimine etki edebilmektedir.
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