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OZET

ENDOMETRIYUM ADENOKARSINOMA HEC1A HUCRELERINDE D ViTAMININ
PROLIFERASYON, MiGRASYON VE iNVAZYON UZERINE ETKiSi

Endometriyum karsinoma giiniimiizde en sik rastlanan jinekolojik malignitedir ve
endometriyum adenokarsinoma kadinlarda en yaygin goriilen dordiincii kanser tiiridiir.
Endometriyal kanser gelisme riskini etkileyen faktorler, yas, diyet ve egzersiz, diyabet, hormon
tedavisi, intuterin cihaz kullanimi, aile 6ykisii, erken menars, ge¢ menapoz ve radyasyon
tedavisidir. Bir seko-steroid hormon olan D vitamini, antiproliferatif ve immiinomodiilatér
ozelliklere sahiptir ve en 6nemli rolii kalsiyum ve fosfat mekanizmasi {izerinedir. D vitamini
endometriyum Kkanseri dahil c¢ok sayida kanser riskini azaltmak icin Onerilmistir ve
endometriyal dokuda D vitamini reseptoriintin varligl gosterilmistir. D vitamininin aktif formu
kalsitriol (1,25(0H).D3) ve analoglari, kanser riskini ve prognozunu belirlemede rol oynayabilen
bircok hiicresel yollar1 regiile eder. Bu calismada literatiirde eksik olarak gordiigiimiiz
endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde D vitamininin proliferasyon ve migrasyon
lizerine etkilerini gosterdik. Calismada endometriyum adenokarsinoma HEC1A hazir hiicre hatti
kullanildi. Kiltiire edilen endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde alfakalsidol ve
kalsitrioliin proliferasyon, migrasyon ve invazyon iizerine etkisi gercek zamanh hiicre analiz
modeli ile gosterildi. Ayn1 zamanda endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde
alfakalsidol ve kalsitrioliin migrasyon iizerine etkisi yara iyilesme modeli ile de gdsterildi.
Calismamizda diistik konsantrasyon (10 - 10-11 M) D vitamini kullaniminin endometriyum
adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde hem proliferasyonu hem de migrasyonu azalttigini
gosterdik. Yiiksek konsantrasyon (106 - 108 M) D vitamini kullanimi ise endometriyum
adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde proliferasyonu ve kismen migrasyonu artirdigini
gosterdik. Endometriyum kanserlerinin patogenezinin aydinlatilmasi, hastalidin progresyonunu
onlenmesi ve yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katki saglamak i¢in D vitamininin
proliferasyon, migrasyon ve invazyon iizerine etkileri ile ilgili daha fazla c¢alismalarin
yapilmasina ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: D Vitamini, Endometriyum, Kanser, Adenokarsinoma, HEC1A,

Damisman: Dog. Dr. ismail UN, Mersin Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Farmakoloji Anabilim
Dali, Mersin.



ABSTRACT

EFFECTS OF VITAMIN D ON CELL PROLIFERATION, MiGRATION AND INVASION iN HEC1A
ENDOMETRIAL ADENOCARCINOMA CELLS

Endometrium carcinoma is the most common gynecologic malignant and endometrium
adenocarcinoma is the fourth most common type of cancer in women. Factors affecting risk of
developing endometrial cancer are age, diet and exercise, diabetes, hormone therapy, intestinal
device use, family history, early menarche, late menopause and radiation therapy. Vitamin D, a
seco-steroid hormone, has antiproliferative and immunomodulatory properties and its most
important role is on the mechanism of calcium and phosphate. Vitamin D is recommended to
reduce the risk of multiple cancers including endometrial cancerand the presence of vitamin D
receptor on endometrial tissue. The active form of vitamin D is calcitriol (1,25 (OH):D3) and its
analogs regulate many cellular pathways that can play a role in determining cancer risk and
prognosis. In this study, endometrial adenocarcinoma HEC1A cells, which we have seen as
incomplete in the literature, showed effects on vitamin D proliferation and migration.
Endometrial adenocarcinoma HEC1A pre-cell line was used in the study. The effect of
alfacalcidol and calcitriol on proliferation, migration and invasion in cultured endometrial
adenocarcinoma HEC1A cells was demonstrated by real-time cell analysis model. At the same
time, the effect of alfacalcidol and calcitriol on migration of endometrial adenocarcinoma HEC1A
cells was also demonstrated by the wound healing model. Our study also showed that the use of
low concentration (109 - 10-11 M) D vitamins reduces both proliferation and migration in
endometrial adenocarcinoma cancer. The use of high concentration (106 - 108 M) D vitamins
has shown that proliferation and partial migration of endometrial adenocarcinoma cancer are
increased. Further studies on the effects of vitamin D on proliferation, migration and invasion
are needed to contribute to the development of new therapeutic strategies, prevent
progression of the disease and clarify the pathogenesis of endometrial cancer.

Keywords: Vitamin D, Endometrium, Cancer, Adenocarcinoma, HEC1A,

Advisor: Assoc. Dr. Ismail UN, Department of Medical Pharmacology, Faculty of Medicine,
University of Mersin, Mersin.
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1. GiRis

Endometriyum karsinoma giliniimiizde en sik rastlanan jinekolojik malignitedir ve en sik
goriilen genital sistemi infiltre eden tiimoérler arasindadir [1]. Cofu endometriyum
karsinomalar1 endometriyumdaki bez hiicrelerinin kanseridir ve bunlar adenokarsinoma olarak
isimlendirilir [2]. Endometriyum adenokarsinoma kadinlarda en yaygin goriilen doérdiincii
kanser tiriidiir [3]. Endometriyal kanser gelisme riskini etkileyen faktorler, yas, diyet ve
egzersiz, diyabet, hormon tedavisi (tamoksifen kullanimi vb.), intuterin cihaz kullanimi, aile
oykiisii, erken menars, gec menapoz ve radyasyon tedavisidir [4]. Ancak, beslenme ve cevresel
maruziyet gibi degistirilebilir faktorlerin rolii tam olarak arastirilmamistir. D vitamini

endometriyum kanseri dahil ¢cok sayida kanser olusma riskini azaltmak i¢in énerilmistir [5-8].

Antiproliferatif ve immiinomodiilatér 6zellikleri olan D vitamini aslinda bir seko-steroid
hormondur ve en 6nemli etkisi kalsiyum ve fosfat mekanizmasi tizerinedir [9,10]. Kemik
homeostazinda 6nemli roli olan ve yagda ¢dziinen bir pro-hormon olanD vitamini, bu temel
fonksiyonunun yaninda hiicre biiylimesi modiilasyonu ve noéromiiskiiler fonksiyonlar1 da
diizenler [11]. Buna ek olarak, cesitli in vitro ve in vivo ¢alismalar, D vitamini eksikliginin
kanser, otoimmiin ve kardiyovaskiiler hastalik riskini artirabildigini gostermistir [11,12]. D
vitamininin vitamin D, (ergokalsiferol) ve vitamin D3 (kolekalsiferol) olmak {izere iki 6nemli
formu vardir [13,14]. Yapilan ¢alismalarda Kalsitriol (1,25(0H);Ds3) ve analoglari, D vitamini
reseptoriiniin aracilik ettigi insan kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe ettigini gostermistir
[15]. D vitamini reseptori endotel, diiz kas, kalp kasi, beyin, meme, prostat, kolon hiicreleri,

immiin hticreler gibi bir¢ok dokuda bulunmaktadir. [16-18].

Son zamanlarda artan kanitlar, D vitamini ve reseptoriiniin jinekolojik kanserlerin
gelisiminde 6nemli bir rol oynadigin1 gostermektedir [19]. Endometriyal dokuda D vitamini
reseptor varliginin gosterilmesi [2,3], ayn1 zamanda kalsitrioliin kanser riskini ve prognozunu
belirlemede rol oynayabilen bir¢ok hiicresel yollar1 regiile etmesi (4), D vitamininin
endometriyum Kkanser etyolojisinde rol oynayabilecegini isaret etmistir [15]. Yakin zamanda
endometriyum kanser hiicreleri iizerine paklitaksel ve karboplatinin etkisini gosteren bir
¢alismada, 1,25(0H).D3’tin bu ajanlarin endometriyum kanser hiicreleri tizerindeki sitotoksik

etkisine katkida bulunabilicegi vurgulanmistir [9].
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Bu calismada literatiirde eksik olarak gordigiimiiz endometriyum adenokarsinoma
HEC1A hiicrelerinde D vitamininin proliferasyon, migrasyon ve invazyon lizerine etkilerini
arastirmay1 ve D vitamininin endometriyum kanserinin ilerlemesi ve yayilimi iizerindeki roltinii
gostermeyi amacladik. Bu ¢alismanin sonuglari, kanser hiicre/dokusunda bugiine kadar
yapilmis in vitro ve in vivo calismalarla beraber, endometriyum kanserlerinin patogenezinin
aydinlatilmasina ve hastaligin progresyonunu oOnlemek icin yeni tedavi stratejilerinin

gelistirilmesine katki saglayabilir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Kanser

2.1.1. Kanserin Tanimi ve Onemi

Viicudumuzda tiim doku ve organlar hiicrelerden olusur ve hiicreler belirli bir diizen
icerisinde, belirli bir hizda ve kontrol altinda cogalirlar. Hiicrelerin bu béliinerek cogalabilme
yetenekleri 6len hiicrelerin yenilenmesi ve yaralanan dokularin onarilmasi i¢indir, ama bu
yetenekleri de sinirlidir ve sonsuza kadar boliinemezler. Kanser hiicreleri ise kontrolsiiz olarak
boliinerek tiimorleri veya Kkitleleri olustururlar. Bu kontrolsiiz ¢ogalma sirasinda kanser
hiicresinde, saglikli hiicrelere gore yapisal ve islevsel farkliliklar ortaya c¢ikabilmektedir. Bu
farkliliklar bazen hiicrenin normalde yaptigi islevini bozarken bazen de normalde olmayan bazi
yeni islevleri yapmaya baslamasiyla sonuglanabilmektedir. Kanser hiicreleri ise bulunduklari
yerdeki doku ve organlar isgal ederek islevini engelleyebilmektedir. Bazen de kanser hiicreleri
bulunduklar1 yerden, kan ya da lenf dolasimi araciligi ile viicudun diger bolgelerine
gidebilmekte ve orada biiylimeye devam edebilmektedir. Kanserin bu sekilde viicudun diger
bolgelerine yayilmasi olayina metastaz adi verilmektedir. Bir hastalik olarak kanser tablosu
ortaya c¢ikincaya kadar gecen kanser olusum siiresi, kanser cinslerine gore degiskenlik
gosterebilmektedir. Kanserin cinsine gore belirti, bulgu ve tedavileri de degiskenlik

gostermektedir [22,23].

Diinya genelinde giderek artan kanserin bir saglik problemi oldugu ve toplumlarda
onemli bir sosyoekonomik yiike, insanlarda da maddi, manevi kayip ve zorluklara yol ac¢tig
bildirilmistir. Diinya kanser istatistiklerinin yeni yayinlanan raporuna gore; 6lim nedenleri
arasinda kanserin ilk sirada yer aldig1 bildirilmistir. Diinyada toplam 14,1 milyon yeni kanser
vakasi tanist konmus ve 8,2 milyon kisi kansere bagli yasamini yitirmistir. Kanserde prognoz
boyle devam ettigi stirece 2030 yilinda 22 milyon yeni vaka ortaya ¢ikmasi beklenmektedir.
2008 y1h verilerine gore ise yeni vakalarda %75 artis olmas1 6ngoriilmektedir. Gelecek yillarda
gelisecek olan kanser vakalarinin biiylik bir kisminin gelismis tlkelere gore az gelismis
tilkelerde ortaya c¢ikmasi beklenmektedir. 2011 yilinda Birlesmis Milletler ¢cagimizin hastalig
olarak nitelendirdigi ve global bir sorunu olarak kabul ettigi kanser ile miicadele de, tiim diinya
tilkelerine kendi ulusal kanser kontrol programlari olusturmalarini ve bu programlari

uygulamaya ge¢meleri hususunda ¢agrida bulunmustur [24-27].
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Tirkiye Bilimler Akademisi 2014 yili raporuna gore; kanser yasam siiresi ve sosyo-
ekonomik gelismislik basta olmak iizere bircok parametrelerin etkisiyle toplumdan topluma
sikligi degisiklik gosteren bir hastalik grubudur. Diinyada kanserin goriilme sikligi 100-
550/100.000 oldugu bildirmistir. Her yi1l diinyada 14 milyon yeni vaka ortaya ¢cikmakta ve 8
milyon insan kanserden dolay1 hayatini kaybetmektedir. Genetik veya cevresel etkilerle ortaya
¢ikan kanser, lilkemizde yaklasikyillda 162.000 yeni vakayla karsimiza cikmakta ve yaklasik
140.000 insaninda bu nedenle 61diigii bir hastaliktir. Ulkemizde 2009 verilerine gore kanserin
siklig1 kadinlarda ise 100 binde 173, erkeklerde 100 binde270 olup ve toplam niifustal00 binde
222’dir. Bu degerler analiz edildiginde ¢ikan sonuclarin diinya ortalamas iistiinde ve gelismis
tilkelerde 2020 yillarindan sonra kansere baglhh o6limlerin birinci siraya yiikselecegi

ongorilmektedir [28].

Turkiye kanser istatistikleri 2014 raporuna gore; Tiirkiye’de 2010-2014 yillar1 arasinda
yasa standardize edilmis kanser hizi kadinlarda 1736/100000, erkeklerde 246.8/100000,
toplamda ise kanser insidansi yiiz binde 210,2 oldugu bildirilmistir (sekil 2.1.1.A.). Tiirkiye’'de
2014 yilinda toplam 163417 kisi yeni kanser teshisi almistir. 2010-2014 yillar1 arasindaki
veriler degerlendirildiginde; kadinlarda ve de erkeklerde kanser siklig1 acisindan istatistiksel
olarak son 5 yil da herhangi bir fark olmadig soylenebilir. Ulkemizde en sik gériilen kanser
tiirleri erkeklerde akciger, prostat, kolorektal, mesane, mide, Non-Hodgkin Lenfoma, bobrek,
larinks, tiroid ve beyin (sekil2.1.1.B.); kadinlarda ise meme, tiroid, kolorektal, uterus korpusu,
akciger, mide, over, Non-Hodgkin Lenfoma, beyin ve uterus serviksi (sekil2.1.1.C.) kanserleri
olarak siralanir. Diinya kanser istatistiklerine gére Tiirkiye’nin durumu Uluslararasi kanser
ajansi tarafindan 2012 yilinda yayinlanan GIOBOCANverilerine gore kanserlerin (deri kanseri
haricg) yasa gore standardize edilmis hizlar1 erkeklerde yiiz bin kiside 220,3 iken, kadinlarda ise
ylz bin kiside 156,8 olarak bildirilmistir (Tablo 2.1.1.) [25].
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Sekil 2.1.1.A.: 2010-2014 yillar1 arasindaki tiim kanserlerin yasa standardize insidans hizlarinin

cinsiyete gore dagilimi (Dlinyada her 100.000 kiside) [25].

Trakea,Brong,Akciger
Prostat

Kolorektal

Mesane

Mide

Non-Hodgkin lenfoma
Bdbrek

Larinks

Tiroid

Beyin, sinir sistemi

525

B Erkek

0.0

20.0

40.0 60.0

Sekil 2.1.1.B.: Erkeklerde en sik goriilen kanserlerin yasa gore standardize edilmis hizlar

(Diinyada her 100.000 kiside) [25].
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Meme 43.0
Tiroid
Kolorektal

Uterus Korpusu

Trakea,Brong,Akciger
Mide 6.5 W Kadin
Over 6.1

Non-Hodgkin lenfoma 5.0

Beyin, sinir sistemi 4.1

4.0

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0

Uterus Serviksi

Sekil 2.1.1.C.: Kadinlarda en sik goriilen kanserlerin yasa gore standardize edilmis hizlarn

(Diinyada her 100.000 kiside)(25).

Tablo 2.1.1.: Yasa gore standardize edilmis hiz, (Diinyada her 100.000 kiside) [25]

Erkek Kadm
Diinya 2049 165.2
IARC’a iiye 24 iilke 2354 192.1
AB (28 iilke) 3113 2414
ABD 347.0 2974
Tiirkive 2203 156.8
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2.1.2. Kanser Hiicresinin Ozellikleri

Kontrolsiiz hiicre ¢cogalmasi olarak adlandirilan kanser, hiicrenin normal davranislarini
diizenleyen mekanizmalarin bozulmasi ile ortaya cikar. Hiicre cesitliligine baglh olarak degisiklik
gosteren yiizden fazla kanser tiirii vardir. Ornegin tiimér (selim, malign), karsinoma, sarkom,
16semi, lenfoma, vb. tiimorlerin gelisimi ¢ok asamali bir siire¢ oldugundan birgok degisik faktor
(radyasyon, kimyasallar, viriisler, hormonlar vb.) hiicre cogalmasini ve hiicrelerin birbirleriyle
olan iligkileriniDNA hasar1 yaparak, mutasyonlarin birikmesi ile kanserin ortaya c¢ikmasini

tetikleyebilir [29].

Kanser hiicresinin temel 6zelliklerinden biri tek hiicreden ¢ogalmasidir. Birgok tiimoériin
tek hiicreden X kromozomu inaktivasyonu ile tiiredigi gosterilmistir. X kromozomunun
inaktivasyonu timor gelismeden 6nce tamamlanir ve timorii olusturan hiticrelerinin hepsinin
ayni hiicreden tirevlendigi goriilir [29]. Viicudumuzda kok hiicresi disindaki hiicreler sinirh
saylda boliinme yetenegine sahiptirler ve belirli bir stire boliindiikten sonra yaslilik dénemine
girerler [30]. Pek cok kanser tiirti ileri yaslarda ortaya ¢ikmaktadir. Kanserin goriilme sikliginin
yasla birlikte artmasi birden ¢ok kanser tiirtiniin yillar boyunca biriken ¢ok sayida anomalinin

sonucu olabilir[29].

Kanser gelisiminde tiimor baslangici bir tek hiicrenin ¢cogalmasina neden olan genetik
degisikligin yani mutasyon olusmasidir. Timoér hiicrelerinde olusan hiicre toplulugunun
mutasyonlar sonucunda paralel olarak hiicre ¢ogalmasinin artmasi da tlimoriin ilerlemesini
gosterir. Bazi mutasyonlar hiicrelerde daha hizli ¢cogalma gibi avantaj saglayabilir ve timor
klonu icerisinde baskin hale gelebilirler [29]. Kanser hiicreleri gecirdikleri mutasyonlar
sonucunda kendi biliyiime faktorlerini (otokrin ¢cogalma uyarimi) iireterek daha hizli ¢cogalirlar
[30]. Bu hiicrelerin hizli cogalma, invazyon, metastaz gibi 6zellikler kazanmasiyla yeni hiicre
klonu olusturabilirler. Bu hiicre klonu tiimoér gelisimi boyunca devam eder ve tiimorler giderek
daha hizh ¢cogalip malign 6zellik kazanabillirler (sekil 2.1.2.A.) [29]. Metastazlar kansere bagh
yasam kayiplarinin % 90’indan sorumludur. Normal ve kanser hiicreleri arasindaki en énemli

farklarindan biri de metastaz veya invazyondur [30].
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4 Mutasyon

Hizliproliferasyon
J, icin se¢cim

Sekil2.1.2.A.: Bir timor hiicresinin mutasyon sonucu hiicre klonu olusturmasi [29].

Kanser hiicresinin bir 6zelligi de biiyiime engelleyici faktorlerden kurtulmadir. Normal
hiicre déngiistinde hiicreler belli bir biiylime kapasitesine ulastiklarinda dis ortamdan alinan
bazi sinyaller ve blyiime faktdrlerinin miktarina bagh olarak cogalmalarini Go evrelerinde
durdururlar (sekil 2.1.2.B). Go evresinde hiicreler metabolik olarak aktiftir fakat bliyiime ve
protein sentezinin orani azalmistir. Kanser hiicreleri hiicre kiiltiirinde de kontrolsiiz hiicre
¢ogalmasini taklit eden hiicrelerdir. Kiiltiir ortaminda kanser hiicreleri normal hiicre

¢ogalmasinin yogunluga bagh inhibisyondan etkilenmezler fakat normal hiicreler bu

8
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yogunluktan etkilenerek ¢ogalmalarini Go evresinde durdururlar. Kiiltiir ortaminda kanser ve
normal hiicrelerin hiicre ¢ogalmasinin arasindaki fark sekil 2.1.2.C.’de gosterilmistir. Kanser
hiicresi ile normal hiicre arasinda ki bir 6nemli fark da kanser hiicreleri ¢ogalmalar igin
biiylime faktorlerine daha az gereksinim duyarlar. Bu 6zellikleri nedeniyle hem in vivo hem in

vitro ortamda kontrolsiiz cogalmalarini saglar [29,30].

Smirlama noktasi

Bityiime faktorleri

Sekil 2.1.2.B.: Hiicre dongiisii evreleri [31].
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Normal hiicreler

Hiicre proliferasyonu Hiicre proliferasyonunun

durmasi

Ttimér hiicreleri

—_—

Hticre proliferasyonunun
devam etmesi

=

Hiicre proliferasyonu

Sekil 2.1.2.C.: Kiiltlir ortaminda normal ve kanser hiicresinin proliferasyonu [32].

Kanser hiicrelerinin bir 6zelligi de anjiogenez (yeni damar olusturma) olusumunu

hizlandiran bliyiime faktorleri salgilayabilmeleridir. Kanser hiicreleri oksijen ve besin ihtiyacini

karsilamak icin daha fazla yeni damar olusumlarina ihtiya¢c duyar. Bu 6zellikleri nedeniyle

kanser hiicrelerinin dolasima girmelerine ve metastatik yayilliminin baslamasina olanak

saglayabilir (sekil 2.1.2.D.). Anjiogeneze bagh olarak tiimér biiyiimesi bir¢ok arastirmada

gosterilmistir. Anjiogenezin olmadigl durumlarda tiimor biiyiimesi durur [29,30].
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Kiicik bolgesel timor
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Sekil 2.1.2.D.: Kanser hiicresinde anjiogenezin gosterilmesi [29].

Kanser hiicresinin bir 6zelligi de farklilasmamasidir. Normalde hiicre farklilastiktan
sonra hiicre cogalmasini durdurur. Kanser hiicresinin siirekli cogalmasi devam ettigi icin
farklilasmanin erken evresinde kalir. Normal hiicre farklilasmasinin en énemli unsuru apoptoz
veya programli hiicre 6liimudiir. Kanser hiicrelerinde farklilasma goriilmedigi icin apoptoz da
goriilmez, dolayisiyla kanser hiicresinin sag kalim siiresi uzar. Kanser hiicreleri hiicre
¢ogalmasinda azalan telomer kisalmasini engellemek icin bazi (telomeraz) enzimlerin

aktivitesini artirirlar. Boylece kontrolsiiz hiicre cogalmasi yetenegine sahip olurlar [29,30].

Kanser hiicresinin temel o6zellikleri sekil 2.1.2.E’de gosterilmistir. Kanser
arastirmalarindaki yeni yapilan calismalar da yeni ozellikler kesfedilmektedir. Kanser ile
miicadelede bu oOzelliklerin 6nemi buyliktiir ve bu 6zellikleri ileride medikal tedaviye katki

saglayabilir [30].
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¢ogalma biiyiime
sinyalinin baskilayicilarindan
stirduriilmesi kagma

enerji b.aﬁlslk.llk
metabolizmasini sisteminden
degistirme kagma
hiicresel hiicresel
oliime olimsizligin

direng etkinlestirilmesi

kanserlesmeyi
destekleyen
inflamasyon

genetik
kararsizlik ve

mutasyonlar
yeni damar invazyon ve
olusumunun metastazin
tetiklenmesi aktivasyonu

Sekil 2.1.2.E.: Kanser hiicresinim temel dzellikleri [33].
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2.1.3. Bir Hiicrenin Kanserli Hale Gelmesi

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz, asir1 ve zamansiz c¢ogalmalarina, immiin sistemin
denetiminden kurtulma ve sonu¢ da bulunduklar1 yerden uzaktaki dokular1 da istila ederek
metastazlar olusturabilen metabolik ve davranissal degisiklikler gecirdikleri cok basamakli bir
slirecten olusur. Bir kanser hiicresi saglikli bir hiicrenin hayatini yoneten kurallardan kacarak,
bagimsiz bir hayatta kalma avantaji elde eden “serseri bir hiicre” olarak da tanimlanir. Deneysel
calismalarda bir kanser hiicresi gelismesi i¢in tic temel kurali ihlal etmesi gerektigi bildirilmistir
[33,34]. Bunlar;

1. Hiicrelerin dogru sinyal aldiklarinda béliinmesidir.
2. Hiicreler yanlis kosullarla karsilastiginda DNA replikasyonunu
baslatmak. (kendini imha programi)

3. Normal hiicrelerin sinirh ve belirli sayida béliinmesidir.

Birinci ve ikinci kural mutasyon sonucu ihlal edildiginde hiicreler béliinmekle kalmaz,
hiicreler programlanmis hiicre 6liimiinti de devre disi birakmis olur ve bir tiimoér hiicresinin
olusmasina izin vermis olur. Saghkli hiicrelerin belirli sayida bélinmesi icin bir hiicre
kromozomunun ucunda yer alan telomer adi verilen 6zel bir yap1 vardir. Bir hiicre kromozomun
da yeralan telomer, bir hiicre béliinmesinde kopup giden, kiiciik DNA dizilimi tekrarlarindan
olusmasini saglar. Bir hiicre tiim tekrarlar bittiginde hiicre tekrar tekrar b6liinemez hale gelir ve
yasl hiicre olur. Kanserli hiicreler ise telomeraz enzimini salgilayarak hiicrelerin tekrardan
programlamis olan simirl sayinin 6tesinde de béliinebilmesini saglar. iste bu ii¢c temel kuralin

ihlal edilmesi ile bir hiicrenin kanserli hale gelmesi icin yeterli olur [33,34].

2.1.4. Risk Faktorleri

Turkiye kanser istatistikleri 2014 yii raporunda g¢agimizin hastaligi olarak
nitelendirildigi ve global bir sorun olarak adlandirilan kanser ile micadele de, tim diinya
tilkelerinin ulusal kanser kontrol programlarini olusturmalarini ve bu programlari uygulamaya
gecmeleri hususunda ¢agrida bulunuldugu giincel bir gercektir [25]. Yapilan arastirmalar, belirli
risk faktorlerin kanser gelisme sansini artirdiini gostermistir. Bu faktdrlerin bircogu
onlenebilir iken aile hikayesi gibi faktorler ise 6nlenemez. Kanserden korunmada bilinen risk

faktorlerinden uzak kalarak kisiler kendilerini koruyabilirler [35].
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Kanser olusumunda Diinya’da ve Tirkiye’de gilincel olarak tiitiin kullanimi,
enfeksiyonlar, cevresel ve mesleksel faktorler, obezite ve fiziksel hareket eksikligi 6ncelikli risk
faktorleri olarak tanimlanmistir [27].Kanser risk faktorleri arasinda yaslanma, alkol kullanimi,
kotii beslenme, menapozal hormon tedavisi alma, ultraviyole (UV) radyasyon ve iyonize
radyasyona maruziyet, bazi kimyasallar, ailede kanser hikayesi, baz1 viriisler ve bakteriler yer

almaktadir [35].

2.2. Endometriyum Kanseri

2.2.1. Endometriyum Kanseri

Rahim boyut ve sekil olarak orta biiytikliikte bir armuda benzeyen i¢i bos bir organdir
(sekil 2.2.1.A.). Rahimin vajene uzanan alt ucuna serviks, iiste uzanan kismina korpus denir.
Rahimin iki katmani vardir; i¢ kismini déseyen zar tabakasina endometriyum, dis tabakasina da
miyometriyum denir. Myometriyum dogum sirasinda bebegi disariya itmek icindir. Rahimin
kasinin disin1 seroza kaplar, seroza ise kadinin menstriiel sikliisiinde hormon degisikligi
sirasinda endometriyumun degismesine neden olur. Endometriyum tabakasi iki bolimden
olusur. Endometriyumun altta kalan 1/3’liikk kisim bazal tabakadir, yikilmaz; tstteki 2/3’lik
kisim ise fonksiyonel tabakadir, yikilir. Menstriiel sikliis baslangicinda ve ovulasyondan 6nce
ostrojen adi verilen hormonlar iretilir. Ostrojen, eger hamilelik gerceklesirse embriyoyu
besleyerek endometriyumun kalinlasmasini saglar, gebelik olmazsa ise 6strojen daha az tretilir.
Oviilasyondan sonra progesteron hormonu daha fazla salgilanir, bu hormon endometriyumun
kalinlasmasini engeller ve endometriyum dokular1 artik blyiimez. Bu durum da yikilan
endometriyumun tabakasinin disar1 atilir. Bu déngii kadinin menopoza girinceye kadar yasam

boyu devam eder [2].
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Endometriyum Fallop tip
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Sekil 2.2.1.A.: Rahimin yapisi1 [2].

Endometriyum karsinoma giiniimiizde en sik rastlanan jinekolojik malignitedir ve
kadinlar da en sik goriilen genital sisteme infiltre eden tiimorler arasindadir [1]. Endometriyum
kanseri rahimde baslar ve neredeyse bu kanserlerin tamami karsinoma grubuna aittir. Cogu
endometriyum karsinomalar, endometriyuma ait olan bez hiicrelerinin kanseridir. Bunlara
adenokarsinoma denir. Endometriyal kanserin en yaygin tirii endometriyoid adenokarsinom
olarak da adlandirilir. Endometriyum kanserlerinin % 80'inden fazlas1 endometrioid olarak da

bilinen tipik adenokarsinomalardir [2].

Endometriyal karsinomalar, hiicrelerin histolojik tiplere gore farkl tiirlere ayrilabilir.
Bunlar;

e Adenokarsinoma,

e Karsinosarkom,

e Skuamoz hiicre karsinomasi,

e Farklilasmamis karsinom,

e Kii¢tk hiicreli karsinom,

e Gecis karsinomasi [2].

Berrak hiicreli karsinom, miisinéz adenokarsinom ve papiller ser6z adenokarsinom

endometriyal adenokarsinomalarin daha az yaygin tipidir. Bu tiirler, ¢ogu endometriyum
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kanserlerinden daha agresif olma egilimindedir. Hizh bir sekilde biiylime egilimindedirler ve

teshis aninda uterusun disinda yayilmistir [2].

Endometrioid kanserlerin pek ¢ok alt tipleri vardir:
e Adenokarsinom, (skuamoz diferansiyasyon ile)
e Adenoakantoma,
e Adenoskuamoz,
e Sekonder karsinom,
e Silyer hiicreli karsinom,

e Villoglandiiler adenokarsinom [2].

Endometrioid kanser derecelendirmesinin temeli, kanserin normal saglikh
endometriyumda bulunan (gland) bezleri ne kadar olusturduguna dayanir. Tiimoriin

derecelendirilmesi ise;

e Grade 1: Tiimoriin %95 veya daha fazlasi glandiiler yap1 olusturur.

e Grade 2: Gland olusturan tiimor orani % 50 ile % 90 arasindadir.

e Grade3: Gland olusturan tiimoér orani %50'nin altindadir. Grade 3 "yiiksek dereceli”
olarak adlandirilir, diisiik dereceli kanserlere kiyasla agresif olma egilimindedirler

ve daha kotii prognoza sahiptirler [2].

Endometriyal kanserlerde hastalik evresi klinik evreleme ile belirlenir. Endometriyal
kanserlerde klinik evreleme;

Evre 0: Bu asama, yerinde karsinoma olarak da bilinir. Kanser hiicreleri sadece
endometriyum hiicrelerinin ytlizey tabakasinda bulunur.

Evre I: Kanser sadece rahim de biiylime gosterir, ancak serviksin destekleyici bag
dokusunda (servikal stroma) biiylimemektedir. Kanser, lenf nodlarina veya uzak bdlgelere
metastaz yapmamistir.

Evre II: Kanser hiicresi uterusun korpusundan yayilmis ve serviksin destekleyici bag
dokusunda biiytimektedir. Kanser, lenf nodlarina veya uzak bolgelere metastaz yapmamistir.

Evre III: Kanser hiicresi uterusun disina veya pelvis bolgedesindeki yakin dokulara
yayillmistir.

Evre IV: Kanser hiicresi mesanenin i¢ ylizeyine veya rektuma, kasiktaki lenf
diigiimlerine ve/veya kemik, omentum veya akcigerler gibi uzak organlara metastaz yapmistir

[36].
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Kanser hastaliklarinda klinik evreleme tedavi algoritmasinin olusturulmasinda énem arz
etmektedir ve her evreye gore farkli tedavi algoritmasi (cerrahi tedavi, radyasyon ve
kemoterapi tedavisi gibi) hastanin klinigi ve patolojisi degerlendirilerek olusturulmaktadir.
Kanser hiicrelerinin uzak dokulara metastaz yapmasi hem tedavinin algoritmasini hem de
hastanin sag kalim siiresini belirlemektedir. Bir hastada kanser hiicresinin lenf yoluyla metastaz
yapmasi niiks ihtimalini 6 kat artirmaktadir. Hastalarda lenf nodu pozitif olan hastada 5 yillik

sag kalim %54 iken, negatif olan hastalarda bu oran %90’dir [36].

Endometriyum adenokarsinoma hastalarinda 5 yillik sag kalim orani; evre 0’da %90,
evre I'de %75-88, evre II'de %58-69, evre [1I'de %47-58 ve evre 1V ise %15-17 arasindadir. Sag
kalim orami evre IV'de ¢ok diistiktiir, bu durum endometriyum adenokarsinoma hiicrelerinin

metastazinin kotii oldugunu gostermektedir [2].

2.2.2. Endometriyum Kanserinin Siklhigi

Endometriyum kanseri gelismis lilkelerdeki kadin iireme sisteminin en yaygin malign
neoplazmidir. Hastalik vakalarin % 75'in Ustiinde uterus ile sinirhidir ve tipik olarak iyi bir
prognozla seyreder, genel 5 yillik sagkalim oram ise % 75-80'dir [37]. Ayn1 zamanda Birlesik
Devletlerde de endometriyum kanseri kadin ilireme sisteminin en sik goriilen kanseridir.

Amerikan kanser dernegi Amerika Birlesik Devletleri'nde uterus kanseri tahminlerini 2017 icin;

e Yaklasik 61.380 yeni rahim kanseri teshisi konacak.
e Yaklasik 10,920 kadin rahim kanserinden dlecek [38].

Endometriyal kanser basta postmenopozal kadinlari etkilemektedir. Endometriyal
kanser tanisi alan kadinlarin ortalama yas1 60'tir. 45 yasin altindaki kadinlarda nadir gorulir.
Bu kanser beyaz kadinlarda biraz daha yaygindir, ancak siyah kadinlarin kanserden o6lme
ihtimali daha yiiksektir. Endometriyal kanserden sag kurtulanlarin sayis1 600000'den fazladir

[38].

2.2.3. Endometriyum Kanserinin Risk Faktérleri

Farkli kanserler farkli risk faktorlerine sahiptir. Bazi risk faktorleri sigara, beslenme gibi
faktorler degistirilebilir, fakat yas veya aile ge¢misi gibi faktorler degistirilemez. Baz1 faktorler

bir kadinin endometriyum kanseri gelisme riskini arttirsa da, her zaman hastaliga neden olmaz.

17



[brahim DUMAN, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

Bir veya daha fazla risk faktoriine sahip bircok kadinda endometriyal kanseri de gelismeyebilir

[4].Endometriyal kanser gelisme riskini etkileyen bir¢ok faktér vardir, bunlar;

e Hormon seviyelerini etkileyen faktorler: Menopozdan sonra 6strojen, dogum kontrol
haplar1 veya tamoksifen kullanimi gibi; adet dongiisti sayisi, gebelik, obezite, bazi
yumurtalik tlimorleri ve polikistik yumurtalik sendromu vb.,

e Intrauterin cihaz kullanimyi,

e Yas,

e Diyet ve egzersiz,

e Diyabet,

e Aile oykiisii (endometriyal veya kolorektal kanserli yakin akrabalara sahip olma),

o Gegmiste gogiis veya yumurtalik kanseri teshisi alan,

e Gegmiste endometriyal hiperplazi tanisi alan,

e Baska bir kanseri tedavi etmek i¢in pelvise radyasyon tedavisi alma, [4].

Endometriyal kanseri olan bir kadin bir veya daha fazla risk faktorii olsa bile, bu
faktorlerin hangisinin kanserinden sorumlu oldugunu bilmek miimkiin degildir [4]. Ancak,
beslenme ve cevresel maruziyet gibi degistirilebilir faktorlerin roli tam olarak
arastirilmamistir, D vitamini endometriyum kanseri dahil ¢ok sayida kanser riskini azaltmak

icin Onerilmistir [5-8].

2.3. D Vitamini

2.3.1. D Vitamini Tanimi

D vitamini, antiproliferatif ve immiinomodiilator bir seko-steroid hormondur, en énemli
etkisi kalsiyum ve fosfat mekanizmasi iizerinedir [9,10]. Ayni1 zamanda kemik homeostazinda
onemli roli olan ve yagda ¢oziinen bir pro-hormondur; bu temel fonksiyonun yaninda, D
vitamini inflamasyonun azaltilmasinda, hiicre biiylimesi modiilasyonu, noéromiiskiiler ve
bagisiklik fonksiyonunu diizenler [11]. Buna ek olarak, cesitli in vitro ve in vivo ¢alismalar, D
vitamini eksikliginin kanser, otoimmiin ve kardiyovaskiiler hastalik riskini artirabildigini
gostermistir [11,12]. D vitamini eksikligi diinyada kiiresel bir salgin olarak bildirilmis ve

osteoporoz, diisme, kiriklar icin de bir risk faktdéri olarak tanimlanmistir [39].

Ayrica, D vitamini kadin iireme sisteminde de 6nemli bir rol oynamaktadir, ¢iinki D

vitamini reseptori yumurtalik dokusunda, endometriyumda, fallop epitel hiicrelerinde, desidua
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ve plasentada ekspre edildigi gosterilmistir [11,40]. Son yillarda D vitamini metabolizmasi ile
endometriozis, uterin fibroidler ve polikistik over sendromu gibi baz1 jinekolojik hastaliklarin
gelisimi arasinda ki baglanti ortaya koymak icin arastirmacilart bu alanda arastirmalara

yoneltmistir [11].

D vitamininin antikanserojen bir rolii oldugu konusunda gii¢lii kanitlar vardir [41].
Bircok doku ve hiicre cekirdeginde D vitamini onciisiiniin aktif forma doéniistiiriilmesinden D
vitamini reseptorii ve 1la-hidroksilaz enzimi sorumludur [11, 42]. D vitamini reseptorii bugiin
otuzdan daha fazla dokuda bulundugu bilinmektedir, bu dokular; endotel, diiz kas, kalp kas;,
beyin, meme, prostat, kolon hiicreleri, immiin hiicreler vb. [16-18]. Ayrica, kolorektal, gogiis,
yumurtalik, prostat ve diger kanserlerin gelisimine karsi D vitamininin koruyucu roliint

destekleyen ¢alismalar epidemiyolojik arastirmalarda gosterilmistir [11, 43, 44].

2.3.2. D Vitamini Kaynaklari ve Metabolizmasi

Insanlar icin D vitamininintemel kaynag giinese yeteri kadar maruziyettir. D vitamini
hem diyet olarak alinabilir hem de endojen olarak viicutta yapilabilmektedir. D vitamininin
vitamin D; (ergokalsiferol) ve vitamin D3 (kolekalsiferol) olmak iizere iki énemli formu vardir.
Bitkilerde bulunan vitamin D; ve hayvan dokularinda bulunan vitamin D3, diyet ile disaridan siit,
yogurt, ekmek, balik yagi, zenginlestirilmis besinler ya da suplementler olarak alinabilir. Diyetle

alinan D vitamini hem vitamin D; hem de vitamin Ds’li ifade eder [13,14].

Endojen olarak D vitamini epidermisin giines 1sindaki UV radyasyona (6zellikle UV-B
radyasyonu) maruziyeti sonucunda, prekiirsér olan 7-dehidrokolesterol aktif olarak previtamin
D3 doniisiir. Previtamin D3 karacigere kan yolu ile tasinarak, karacigerde 25-dehidroksivitamin
D’ye hidroksillenir. Bu form kan yolu ile bobrege gider ve orada D vitamininin aktif formu olarak
bilinen kalsitriol yani 1,25(0H);D formuna yeniden hidroksillenir (sekil 2.3.2.A.) [45]. Asirl
vitamin D3z alimi ve giines 151g1na maruz kalinmasi D vitamini intoksikasyonuna neden olmaz
[14,46]. Bu nedenle bir¢ok insan i¢in giines (UV-B) 1sinlar1 D vitamininin primer kaynagidir [47].
Giines 1s1inlarina 20 dakika (290-315 nm dalga boyunda ultraviyole 1sinlar1) maruz kalan yiiz ve
kol boélgesine ait deri, giinliik 200 IU D vitamini sentezleyebilmektedir [48]. Amerika Birlesik
Devleti Ulusal Saglik Akademisi tarafindan 1-50 yas arasi bir kiside, giines 1s1gina maruz
kalmadig1 takdirde giinliik D vitamini ihtiyac1 200 IU/giin olarak bildirmistir. Giinliik yeteri
kadar D vitamini almak icin el ve yiiz bolgesinin yazin 15 dakika, kisin 20 dakika kadar giines

151g1na maruz kalmasi gerekmektedir [14].
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7-Dehidrokolesterol
Kolekalsiferol

(vitamin D;)

Vitamin D; (balik, et vb.)
Vitamin D, (tedavi)

Karaciger

25-hidroksivitamin D5

1,25- dihidroksivitamin D
Bobrek

Sekil 2.3.2.A.: D vitamininin deride sentezi [49].

D vitamininin disaridan diyetle alimi sinirli olup, en fazla D vitamini yagh baliklar
(somon, sardalya, uskumru) ve yumurta sarisinda bulunur [47]. Diyetle alinan D vitamini
formlar1 ince bagirsakta absorpsiyona ugradiktan sonra, silomikronlarla birleserek lenfatik
sisteme gecer ve vendz dolasima katilir. Endojen olarak yapilan veya diyet yoluyla alinan
vitamin D, ve vitamin D3 viicutta yag hiicrelerinde depolanir ve ihtiya¢ durumun da dolasima
saliverilir [46]. D vitamini ve metabolitlerinin atilimi tam olarak bilinmese de primer olarak

feces ve safra tuzlar ile atilirken, az miktarda da idrarla atilir [50].

Diyetle alinan ve deride sentezlenen D vitamini inaktiftir. Dolagsim sisteminde D vitamini
ve metabolitleri D vitamini baglayici1 proteinine bagl olarak dolasir. Bu proteinler dolasimda
25(0H)D, 1a,25(0H):D ve 24,25(0H).D’ye yiiksek afinite gosterirler. D vitamini baglayici
proteine baglanarak karacigere tasinan D vitamini ve metabolitleri 25 hidroksilaz enzimi ile
hidroksillenerek 25 hidroksivitamin D’ye yani 25(0OH)D formuna déniisiir. D vitamininin aktif
hale gelebilmesi icin dolasimdaki 25(OH)D formu sitokinlerin etkisi ile bobreklerde 1 alfa
hidroksilaz enzimi tarafindan hidroksillenerek 1,25(0H).D’ye yani kalsitriole doniistir [48]. D
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vitamininin metabolizmas1 sekil 2.3.2.B."de gosterilmistir [51]. D vitamini metabolizmas1 25-
hidroksilasyon, loa-hidroksilasyon ve 24-hidroksilasyon sitokrom P450 (CYP) oksidazlar
tarafindan gerceklestirilir [52]. D vitamininin sentezinde 1 alfa hidroksilazin 6nemli rolleri
vardir. D vitamininin dolasimdaki asil formu 25(0OH)D’dir. 25(0OH)D konsantrasyonu
1,25(0H)2D’nin yaklasik 1000 katidir [46].

Hepatik 25-hidroksilazin baslangi¢c calismalari, hem mitokondriyal hem de mikrozomal
fraksiyonlarda etkin bulunmustur ve daha sonraki ¢alismalar 25-hidroksilaz aktivitesi olan bir
takim CYP'leri gostermistir. CYP27A1, tek mitokondriyal 25 hidroksilaztir. CYP2R1 6nemli bir
25-hidroksilazdir. Bunun disinda CYP2D25, CYP2C11, CYP3A4, CYP2]2 ve CYP2]3 enzimlerinin
de 25-hidroksilaz aktivitesi var, fakat bu aktivasyon belirli bir dokudaki 25(0H)D diizeylerini
etkileyebilir ve/veya dolasimda ki 25(0OH)D seviyelerine katkida bulunabilir [52].

Dolasimdaki 1,25(0H).D’nin baslica kaynagi boébrektir. 25-hidroksilasyonun aksine,
25(0H)D 1a-hidroksilaz aktivitesine sahip oldugu kabul edilen sadece bir enzim vardir ve bu da
CYP27B1'dir. Gen icindeki mutasyonlarin yetersiz 1,25(0H);D tretimi nedeniyle ortaya ¢ikan
psodovitamin D eksikliginin altinda yatan neden oldugu gosterilmistir. CYP27B1, D vitamini
metabolizmasina katilan diger mitokondriyal enzimlerle yiiksek bir homoloji derecesine
sahiptir: CYP27A1 ve CYP24A1. 1,25(0H):D ana kaynag bobrek olmasina ragmen, birtakim
diger dokular da enzimi ifade etmektedir ve extrarenal CYP27B1l'in reguldsyonu renal
CYP27B1'den farklidir. Ornekler cilt, akcigerler, meme, bagirsak ve prostatta epitel hiicreleri,
paratiroid bezi, pankreatik adaciklar, tiroid, testisler, yumurtaliklar ve plasenta da dahil olmak
lizere endokrin bezleri, makrofajlar dahil bagisiklik sisteminin hiicreleri ve T ve B lenfositleri,
dendritik hiicreler, osteoblastlar, kondrositler ve bu hiicrelerden tiiretilen c¢esitli tlimorler.
Hepatik 25-hidroksilazlarin aksine, renal 1-a hidroksilaz dncelikle ti¢c hormonu 6nemli sekilde
diizenler: paratiroid hormonu (PTH), fibroblast biiytime faktorii 23 (FGF23) ve 1,25(0H)2D'nin
kendisi. PTH uyarirken, FGF23 ve 1,25(0H).D, CYP27B1'i inhibe eder. Yiiksek kalsiyum
CYP27B1'i esas olarak PTH'nin baskilamasi yoluyla baskilar; ytikselen fosfat 6ncelikle FGF23'i
uyararak CYP27B1'i baskilar, ancak bu iyonlar kendi baslarina bébrek CYP27B1 tlizerinde
dogrudan etkilere sahip olabilir. PTH ile stimiilasyonunda siklik adenozin monofosfati (cAMP)
icerir, cAMP yanit elementleri, CYP27B1 geninin proksimal promotoriinde bulunur. Bu
stimiilasyonun mekanizmasi net degildir ve NR4A2 tek reseptoriiniin inhibisyonu olarak islev
goren transkripsiyon faktorii C/EBPf icerebilir. Benzer sekilde, FGF23'iin CYP27B1'i inhibe
ettigi mekanizma da hala net degildir. FGF23, yalnizca secici FGF reseptorleri vasitasiyla,
koreseptor Klotho varliginda sinyal verir. Bu sinyalizasyon, mitojenle aktive olan protein kinaz

kaskadin1 harekete gecirir, ancak CYP27B1 ekspresyonun roliinii acikliga kavusturmamistir.
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1,25 (OH):D, PTH'yi inhibe ederek CYP27B1 aktivitesini baskilar ve FGF23 iiretimini arttirarak,
katalitik enzim CYP24A1'i indiikleyerek 1,25(0OH):D seviyelerini baskilar. Bununla birlikte,
1,25(0H)2D3, D vitamini reseptorii ve bir D vitamini inhibitor reseptorii iceren karmasik bir
mekanizma yoluyla bobrekte CYP27B1 ekspresyonunu dogrudan inhibe eder ve bu bir

transkiripsiyon mekanizmasidir [52].

Ekstrarenal CYP27B1 regulasyonu farklidir. Ekstrarenal CYP27B1'in diizenlenmesine
iliskin en dikkat cekici nokta keratinositler ve makrofajlar olmustur. Keratinositler artmis
1,25(0H)2D3 iiretimi ile PTH'ye cevap verirler, ancak bu hiicreler PTH reseptoriine sahip
degildirler ve cAMP'ye cevap vermezler. PTH'nin bu hiicrelerde 1,25 (OH):D tiretimini uyaran
mekanizmasi acik degildir. FGF23'lin keratinosit CYP27B1 ekspresyonu veya fonksiyonu
lizerindeki etkisi bildirilmemistir. Bobregin aksine 1,25(0H).D, keratinositlerde dogrudan
CYP27B1 ekspresyonunu etkilemez. Aksine 1,25(0H).D, 1,25(0H):D3 i¢cin katabolik enzim olan
CYP24A1'i indiikleyerek keratinositteki kendi seviyelerini diizenler. Ote yandan, tiimér nekroz
faktori a (TNF-a) ve interferon y (IFN-y), keratinositte CYP27B1 aktivitesinin kuvvetli

uyaricisidir [52].

Dolasimdaki monositler ile 1,25(0H);D'nin iiretimi, IFN-y ve diger sitokinler TNF-q,
inter-leukin-1 (IL-1) ve IL-2, JAK / STAT, p38 MAPK ve NFkB yolaklar tarafindan stimiile
edilebilir. PTH'nin makrofaj CYP27B1 aktivitesini degistirdigi gosterilmemesine ragmen,
FGF23'in yakin zamanda inhibe oldugu gdsterilmistir. Bununla birlikte, paratiroid hiicrelerde,

FGF23'iin CYP27B1 ekspresyonunu uyardigi bulunmustur [52].

CYP24AT’'in D vitamini metabolizmas1 ile iliskisi sadece 24-hidroksilaztir. 1a,
24,25(0H)3D, VDR i¢in 6nemli afiniteye sahiptir ve bu nedenle biyolojik aktiviteye sahiptir.
Kemik olusumu i¢in hem 1,25(0OH).D hem de 24,25(0OH).D'nin gerekli oldugu g6z oniine
alindiginda, biiytime plagindaki 24,25(0H).D igin fizyolojik bir rolii olabilir ve kondrositlerdeki
24,25(0H):D icin 6zgll reseptoér giicii artmaktadir. Dahasi, son zamanlarda ciddi hiperkalsemi,
hiperkalsiiiri ve nefrokalsinozite, azalmis PTH'ye, diisiik 24,25(0H).D'ye sahip idiopatik infantil
hiperkalsemili ¢ocuklarda CYP24A1'de inaktive mutasyonlar bulunmustur. Bu nedenle,
CYP24A1'in birincil fonksiyonunun toksik seviyelerde 1,25(0H);D ve 25(OH)D birikimini
onlemek oldugu bildirilmistir [52].

Aslinda sentezlendigi tiim hiicrelerde CYP24A1, 1,25(0H).D ile kuvvetli bir sekilde
indiiklenir ve genellikle bu hiicrede 1,25(0H).D yanitinin bir markeri olarak goérev yapar. PTH,
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CYP24A1 mRNA'sinin cAMP/PKA yolunun bozunmasim arttirarak 1,25(0H).D tarafindan
CYP24A1'in indiiksiyonunu kismen baskilar[52].

CYP24A1'in temel roliintin dokulardaki 1,25 (OH):D seviyelerini kontrol etmek oldugu
ve bazi malignitelerin CYP24A1 ekspresyonunu arttirdig1 géz oniine alindiginda, 1,25(0H)2D'nin
bu hiicrelerde antiproliferatif/prodiferansiyone edici etkilerini arttirma umuduyla, tiimoérlerde
endojen 1,25(0H);D seviyesini arttirmak igin CYP24A1l inhibitorlerini gelistirmeye yonelik
calismalar yapilmistir. Daha yakin zamanlarda, fenil stilfoksimin D-halkasi (24(S)-NH) yan
zincirine sahip bir D vitamin analogu olan CTA091, VDR baglanmasi olmadan gelistirildi, ancak
CYP24A1 inhibisyonu i¢in son derece seg¢icidir. CTA018 gibi diger D vitamini analoglari,
CYP24A1 ekspresyonu icin hem VDR agonist aktivitesi hem de selektif anta-gonist aktiviteye
sahiptir [52,53].

A 3
) Lo ~ o
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> Ergokalsiferol Kolekalsiferol <
VitaminD, Vitamin D,

25-hidroksilaz \
CYP2R1 @ N\
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Kandaki D vitamininin primer formu
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CYP24A1
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24250HED T
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Sekil 2.3.2.B.: D vitamini metabolizmasi [51].
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D vitamini metabolizmas1 0zetlenirse, D vitamininin sentezinde 1 alfa hidroksilaz kilit
noktadir. 1 alfa hidroksilaz enzim aktivitesinin diizenlenmesinde PTH, kalsiyum, fosfor ve
FGF23 rol oynar ve kandaki kalsiyum ve fosfor diizeylerinin diismesi ve PTH diizeyi D vitamini
tretimini artirir. Fakat FGF23, 1,25(0H):D sentezini baskilar ve 24 hidroksilaz enzim

aktivasyonunu saglayarak, 1,25(0H),D’nin inaktif forma dénlismesine neden olur [54].

2.3.3. D Vitamini Reseptorii

D vitamini reseptor ekspresyonu yag dokusu, beyin, gégiis kanseri hiicreleri, kolon,
karaciger, akciger, kas, yumurtalik, pankreas, prostat, deri, mide ve tiroit de dahil olmak ilizere
cesitli doku tiplerinde gosterilmistir [55]. D vitamini reseptorleri genis bir doku dagilimina
sahiptir, bu dokular vaskiiler diiz kas, endotel ve kardiyomiyositleri kapsar [56]. Ayrica
25(0H)D’nin 1,25(0H)2D’ye déniismesi hem vaskiiler diiz kas hem de endotelyal hiicrelerinde
olabilmektedir [57]. Dolasim sistemindeki D vitamini ve metabolitleri D vitamini baglayic
proteinine bagli olarak dolasir. Bu proteinler dolasimda 25(0H)D, 1,25(0H):D ve
24,25(0H);D’ye yiiksek afinite gosterirler. 1,25(0H);Ds hiicreye girer ve niikleer D vitamini
reseptoriine baglanir. D vitamini reseptorii ve 1,25(0H).D3; kompleksi, retinoid asit-X (RNX)
reseptori ile heterodimer olusturur ve ilgili gen tzerindeki D vitamini duyarli elemente
baglanarak protein sentezini (kalsiyum baglayici protein veya osteokalsin) indiikleyen niikleer
transkripsiyon faktorii olarak davranir. Nikleer D vitamini reseptori deri, Kkas,
hematolenfopoietik ve sinir doku, lireme ile endokrin sistem dokularinda mevcut iken,
osteoklast hiicrelerinde bulunmaz. Bu nedenle 1,25(0H):D3 bu hiicreleri indirekt yahut non-
genomik bir mekanizma ile etkilemektedir [48]. 1,25(0H).D3 reseptorii bircok doku da mevcut
oldugu gibi benign, hiperplastik ve malign epitelyal ve fibroblastik dokularda da mevcuttur.
1,25(0H)2D3 direkt veya indirekt olarak insiilin iretimi, renin iiretimi, sitokin salinimi,
kardiyomiyosit ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonun ve biiytimelerini iceren

yaklasik iki yliz geni regiile eder [57].

2.3.4. D Vitamini Diizeyi

Insanlarda D vitamini diizeyini degerlendirmek icin kanda 25(0H)D diizeyine bakilir.
25(0OH)D diizeyi viicutta hem diyetle alinan hem de endojen olarak yapilan D vitamininin
gostergesidir. 25(0OH)D’nin yarilanma 6mru 2-3 hafta iken, 1,25(0H);D’nin yarilanma émrii ise
4-6 saattir. Ayni1 zamanda 1,25(0H);D’nin dolasimdaki diizeyi 25(0H)D diizeyinden 1000 kat
daha dusiiktiir, bu nedenle dolasimdaki D vitamininin en iyi gostergesi 25(0OH)D’dir [39].
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Yapilan arastirmalarda D vitamininin kandaki giincel 25(0OH)D diizeyleri
degerlendirildiginde 25(0H)D diizeyi; 5 ng/mL’den diisiik olmasi1 agir D vitamini eksikligi, 5-10
ng/mL arasinda olmasi D vitamini eksikligi, 10-20 ng/mL arasinda olmasi D vitamini
yetersizligi, 20-30 ng/mL arasinda olmasi D vitamininin sinir1, 30-60 ng/mL arasinda olmasi D
vitamini icin tercih edilen araligi, 150 ng/mL’den yliksek olmasi D vitamini intoksikasyonu
olarak tanimlanmistir. Yapilan arastirmalarda ki D vitamininin kanda giincel 25(0H)D diizeyleri

tablo 2.3.4.’de verilmistir [58].

Tablo2.3.4.:D vitamininin kanda ki 25(0H)D dtizeyleri [58].

D Vitamini TanimLar1 25 (OH)D Diizeyi

ng/mL nmol/L
Agir D Vitamini Eksikligi <5 <12
D Vitamini Eksikligi 5-10 12-25
D Vitamini Yetersizligi 10-20 25-50
D Vitamini Sinir1 20-30 50-75
D Vitamini Yeterliligi 30-60 75-150
D Vitamini Toksisitesi >150 >375

Glnliik 6nerilen D vitamini miktar1 800-1000 IU olarak belirtilmistir, bu miktar D
vitamini seviyesini kanda 30-60 ng/mL arasinda tutmay1 amaclar. Ayni zamanda arastirmacilar
giinde 100 IU (2.5 mcg) D vitamini, 2-3 ay sonra sadece serum 25 (OH)D diizeyini 1 ng/mL veya
2,5 nmol/L artirabilicegini bildirmistir. Yapilan calismalarda 100 IU ile 2000 IU arasindaki
miktarlarda alinan D vitamini miktarinin 2-3 ay sonra kanda D vitamini diizeyini ayni
orantilarda artirmistir [59]. Creighton Universitesi'nde Dr. Robert Heaney ve arkadaslarinin
yaptig1 calismalarda tim yetiskinlerin yaklasik 75 nmol/L D vitamini (kalsidiol) seviyesine
sahip olmasi gerektigini bildirmektedir [60].

D vitamini intoksikasyonu saglikli bir bireye ii¢ aydan fazla giinde 10.000 IU verilmesi
halinde ortaya ¢ikacagi bildirilmistir. Yapilan arastirmalar, D vitamininin yiiksek doz aliminin
kanser riskini azaltabilecegi gibi, bobrek ve karaciger Ulzerine zarar verebilecegini de
gostermistir [48]. Kisilerde D vitamini intoksikasyonun belirtileri; kusma, istahsizlik, bas agrisi,
yluksek tansiyon, aritmi, hiperkalsemi, fiperfosfatemi, hiperkalsiiiri, damar kalfisikasyonu,

nefrokalsinoz goriilebilir ve bobrek yetmezligi gelisebilir [54].
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2.3.5. D Vitamininin Genomik ve Non-Genomik Etkileri

D vitamininin temel fonksiyonu plazma Kkalsiyum diizeyini siirdiirmek ve kemik
mineralizasyonunu saglamaktir. 1,25(0OH);D ileumdan fosfar, duodenumdan kalsiyum
absorbsiyonunu artirir, bobrekte ise kalsiyum kaybini azaltir. Ayni zamanda 200’den fazla geni
kontrol eden 1,25(0H):D, hiicre proliferasyonu, diferansiasyonu, apoptozis ve anjiogenezisi
lizerine odaklanir, PTH salinimi ve salgisim1 azaltir, insiilin yapimini ve myokardiyal

kontraktiliteyi artitir ve iyi bir imminomodiilatordiir [54].

D vitamini VDR aracili gen trankripsiyonu ve VDR bagimsiz non-genomik etki
mekanizmasi olmak iizere iki farkli yolla etki gosterir. 1,25(0H)2D'nin tiim genomik etkilerine
VDR aracilik eder. VDR, bir transkripsiyon faktoriidiir ve steroid hormon niikleer reseptor
ailesinin iiyesidir. D vitamini kompleksi genellikle RNX ile heterodimer olusturarak ilgili gen
tizerindeki D duyarl elementine baglanir. Bu kompleksler hem gen hem de hiicreye spesifik
olabilir, 1,25(0H);D hareketinin hiicre tipinden hiicre tipine segiciligini saglar. Bu kompleksler,
cogunlukla bir LXXLL motifi vasitasiyla VDR'ye direkt olarak baglanan bir alt birimi, histon
asetil transferazlari, deasetilazlari, metil transferazlar1 ve demetilazlari, ATP'yi niikleozomal-
yeniden sekillendirici aktivite olarak iceren enzim aktivitesi ve RNA'ya baglanan polimeraz II

icerir [52].

1,25(0H)2D3 bircok gen fonksiyonu diizenlemektedir, 6rnek olarak osteopontin,
ostoekalsin, kalbindin, 24-hidroksilaz, karbonik anhidraz verilebilir. D vitamini metabolitleri
tarafindan da, IL-2 ve IL-12 gibi inflamatuvar markerlar1 azaltarak, antiproliferatif etki
gostermektedirler. D vitamini T hiicresi gelisimi i¢in regulatér gorev yapar. Bu gorevini T hepler
1 (Th1) hiicrelerini negatif yonde diizenlerken, T helper 2 (Th2) hiicrelerini ise pozitif yonde
diizenler. Bu regulator gorev sayesinde Th1 ve Th2 hiicreleri arasindaki denge saglanmis olur.
1,25(0H)2D3 T hiicrelerinde, Th1 hiicrelerinin proliferasyonunu disiiriir ve sitokin sekresyonu
azaltir. 1,25(0H);D3 formunun hiicre dongiisiiniin G1 fazimi etkileyerek hiicre déngiistiniin
diizenlenmesinde gorev aldigr disiiniilmektedir. Bir¢ok siklin ve siklin bagiml kinaz
1,25(0H)2D3 formuna karsilik bir cevap vermekte yahut transkripsiyon faktorlerinin etkisini

diistindiirmektedir [48].

D vitamininin non-genomik etkileri; hormon sekresyonunun diizenlenmesi, immiin
fonksiyonlarin diizenlenmesi, hiicre proliferasyon ve farklilasmasinin diizenlenmesi olarak
tanimlanabilir [61]. 1,25(0H):D non-genomik etkilerini genomik etkilerden ¢ok daha hizh

gosterir. Bu etkilerden birincisi, D vitamini bagirsaklardan kalsiyum tasinmasinin hizla
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uyarilmasini saglar. 1,25(0H);D reseptoriinii tanimasi, nongenomik VDR agonistleri ve
membrana duyarl steroid baglayici protein olan ERp57/GRp58/ERp60 olarak da baglanmayi
saglamak icin farkli bir konfigiirasyonda olsa da VDR'nin kendisine odaklanmistir. Bu
reseptorler kinazlari, fosfatazlari ve iyon kanallarini harekete gecirmek icin biiylik miktarlarda

caveolae/lipid membraninda bulunur [48].

2.3.6. D Vitamini Eksikligi ve Tedavisi

D vitamini son 15 yildir bilimsel ve tibbi topluluklarin, diizenleyici kurumlarin, gida
endiistrisinin ilgisini ¢eken konudur. Bu konu, bilimsel literatiirdeyapilan arastirmalarin
yogunlasmasi, bazi iilkelerde hastalarda D vitamini diizeyi icin talep edilen testlerde dnemli bir
artis, kanitlanmis bazi beslenme tavsiyeleri ve D vitamini takviyeleri satis1 ve D vitamini
kullanim sayisinin artmasi ile kanitlanmaktadir. Avrupa iilkelerinde D vitamini eksikligi icin
dogrudan ve dolayl maliyetlerin yiizlerce milyar Avro'ya ulastifi tahmin edilmektedir [62].
Diinyada D vitamini eksikligi veya yetersizligi 1 milyar kiside oldugu tahmin edilmektedir [54].
D vitamini eksikliginin tilkemizdeki durumu, 26. Ulusal Endokrin Kongresinde Dog¢. Dr. Emek
Kocatiirk Goncli tarafindan bazi bélgelerde yapilan ¢alismalarda D vitamini eksikliginin yaklasik
%380 olarak tespit edildigini bildirmistir [63]. Yine yapilan baska bir calismada, iilkemizde her
10 kisiden dokuzunda D vitamini eksikligi goriildiigli ve yetiskin kadinlarda daha yaygin oldugu
bildirilmistir [64].

D vitamini dizeyi bazi etmenlere bagh degisiklik gosterse de, 25(0H)D’nin 20
ng/mL’den diisiik olmasi D vitamini eksikligi olarak tanimlanmistir. D vitamini eksikligi kemik
mineralizasyonun bozulmasina yol acgarak, ¢ocuklarda rasitizm, yetiskinlerde ise osteomalazi ve
osteoporoza neden olabilir [14, 52, 62]. D vitamini eksikliginin belirtileri halsizlik, yorgunluk,
depresyon egilimi, viicutta kramp hissi ve gilines enerjisinden yeterli faydalanilmamasidir [65].
D vitamini eksikliginin risk faktorleri ise; kutuplara yakin bdlgelerde yasama, giinese
maruziyetin azhgl, koyu cilt, ileri yas, obezite, giines koruyucu kremler, D vitamini
metabolizmasinin artmasi (lenfoma, hiperparatiroidi), malabsorbsiyon, kronik boébrek

yetmezligi ve antikonviilzan gibi ilaglar olarak sayilabilir [66].

Global bir saglik sorunu olarak kabul edilen D vitamini eksikligine kars1 6nlem almak
gerekmektedir [67]. Yapilan son ¢alismalarda D vitamini eksikliginin yayginhigi géz Oniine
alindiginda, D vitamini eksikliginin 6nlenmesinde hem halk saglhigi hem de klinik calismalarin

stratejilerinin 6nemi vurgulanmistir [62]. D vitamini eksikliginin 6nlenmesine yonelik risk
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grubundaki kisilerde mutlaka serum 25(0OH)D diizeyi bakilmalidir [65]. D vitamini eksikliginin
onlenmesine yonelik tedavi 6nerileri;

e Saat 10.00 ile 15.00 arasinda yiiz ve kollarin giines 1s1g1na direkt maruz birakilmasi,
(acik tenli kisilerin yaklasik 15 dakika, koyu ciltlerde ise yaklasik bu stlirenin 3-4
kati)

e Kemik ve kas sagligi icin gerekli minimum giinliik D vitamini ihtiyaci 0-1 yas arasi
bebeklerde 400 IU/giin, 1-70 yas arasinda 600 IU/giin, 70 yas iizerindeki kisilerde
ise 800 IU /giin’dir.

e D vitamini eksikligiagisindan riskli bireyler (antikonviilzan, glukokortikoidler gibi
ilact kullananlar, obez, vb.) kendi yas grubu icin glinlik onerilen D vitamini
miktarinin en az 2-3 kat daha fazlasini almalidir.

e 25(0OH)D diizeyi 20 ng/mL altinda olan yetiskinlere yiikleme olarak, iki ay boyunca
haftada bir kez 50000 IU D vitamini verildikten sonra, 1500-2000 IU/giin idame

olarak devam etmesi gerekmektedir [65].

D vitamini eksikligi tanis1 konmus ve tedavi baslamis bireylerde serum 25(0H)D
diizeyine 3-6 hafta sonra mutlaka bakilmasi gerekmektedir. Eger serum 25(OH)D diizeyi hedef

diizeye ulasmamigsa tekrardan ek doz verilmesi gerekebilir [65].

2.3.7.D Vitamini ve Kanser

D vitamininin antikansorojen etkisi ilk olarak Apperly’nin Kuzey Amerika’da kanser
mortalitesi ve solar radyasyon arasindaki iliski ile gozlemlemesiyle ortaya konmustur [68].
Yapilan arastirmalar kuzey kutuplarda yasayan populdsyonda kanser goriillme oranini, giiney
kutuplarda yasayan populdsyondan daha yiiksek oldugunu gostermistir [69]. D vitamininin
olas1 antikanserojen etkisinin ortaya ¢ikabilmesi icin serum 25(0OH)D degeri 30 ng/mL’dan
yliksek olmas1 gerekmektedir ve 1,25(0H).D ise antikanserojen o6zelliktedir. 1,25(0H).D’nin
kanser hiicrelerinde proliferasyon, metastaz, invazyon ve anjiogenez {izerine azaltici, apoptozis
ve diferansiasyon lizerine de artici etkileri vardir [70]. D vitamini kanser ilizerindeki etki
mekanizmasi; hiicre biiylimesini inhibe eden sinyalleri ve hiicre farklilasmasini arttirir, hiicre
biiylimesini tetikleyen sinyalleri, hiicre proliferasyonunu, metastazi ve anjiogenezi inhibe
etmesi olarak aciklanabilir [14]. Yine baska bir ¢alismada 1,25(0H);D3 ve analoglari, D vitamini
reseptoriiniin aracilik ettigi insan kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe ettigini gostermistir
[15]. D vitamini reseptorii buglin otuzdan daha fazla dokuda bulunmaktadir; endotel, diiz kas,

kalp kasi, beyin, meme, prostat, kolon hiicreleri, immin hiicreler vb. [16-18]. Yapilan ¢alismalar,
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D vitamininin ve reseptériiniin jinekolojik kanserlerin gelisiminde 6nemli bir rol oynadigini

diistindiirmektedir [19].

Endometriyal kanserlerin erken donemde teshis edilen hastalarda, bes yillik sagkalim
oran1 %74 ile %91 arasinda degismektedir. Endometriyal kanser gelisimi i¢in sorumlu faktorler
yashlik, nulliparite, diyabet, Ostrojen hormonu replasman tedavisi ve obezite olarak
siralanabilir. Son yillarda yapilan calismalar go6giis, kolorektal ve akciger kanseri gibi bazi
kanser tiirlerinin patogenezinde D vitamininin rolil iizerinde iliskisini ortaya koymaktadir. Ayn
zamanda endometriyal, ovarian, servikal, vulvar ve vajinal kanserlerde D vitamini ve D vitamini
reseptOriiniin etkisini sistematik olarak analiz eden ¢ok sayida ¢alisma vardir. Literatiir de, D
vitamini seviyelerinin ve D vitamini ile iliskili yolaklarin jinekolojik kanser riskini etkiledigini
gosteren calismalar mevcuttur. Cok sayida ekolojik ¢alisma, UV-B maruziyeti ile jinekolojik

kanser riski arasindaki ters iliski hakkinda kanit sunmaktadir [19].

Jinekolojik kanserlerde D vitamini ve D vitamini reseptériiniin roli: D vitamininin
endojen sentezi, pro-vitamin D3 ile sonuclanan kolesteroliin oksidasyonu ile baglar. D vitamini
25-hidroksilazlar (CYP27A1) ve bobrek mitokondrial 1-hidroksilaz (CYP27B1) enzimleri
tarafindan iki hidroksilasyon sonucunda 1,25(0H):D3'e doéniisiir. Jinekolojik kanser dokusu
kadar farkli dokular da kalsitriol sentezleyebilir. 1,25(0H).Ds3, niikleer reseptor ailesine ait olan
ve genleri regiile eden RNX ile kompleks olusturan D vitamini reseptoriine baglanir. D vitamini
ve reseptort, jinekolojik kanserlerde koruyucu bir role sahiptir. Diisiik D vitamini seviyeleri,
yumurtalik, servikal ve vulvar kanserlerinde bulunmustur. Bir¢ok in vivo ve in vitro ¢alisma,
inflamasyon, insiilin benzeri biiyiime faktorii sinyali ve dstrojen ile iligkili yolaklarda VDR'nin
bir arabulucu olarak 6nemini ortaya koymustur. Dahasi VDR, 6nemli miktarda tiimér
dokusunda eksprese edilir ve bu da reseptoriin kanser etyolojisini etkiledigini gosterir. VDR
polimorfizmlerinin D vitamini-VDR kompleksinin aktivitesini degistirdigi gosterilmistir.
Kansere bir yanit olarak, D vitamini reseptoriiniin ekspresyonu endometriyal, over, servikal ve
vulvar kanserlerinde upregiile olarak etkiler. VDR/RNX'nin endometriyal, servikal, vulvar veya
vajinal kanser hastalarinin hayatta kalmasi iizerindeki rolii hakkinda sinirli bilgi olmasina
ragmen, bazi ¢alismalar her iki reseptoriin sag kalimi etkiledigini gostermistir. Bu nedenle, daha
ileri ¢calismalarin jinekolojik kanserlerde D vitamini ve onun hetero-dimer reseptoriic RNX
lizerinde yogunlasmasi gerektigini dnermektedirler. Jinekolojik kanserlerde D vitamini ve D

vitamini reseptoriiniin roli sekil 2.3.7.’de gosterilmistir [19].
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Sekil 2.3.7.: Jinekolojik kanserlerde D vitamini ve D vitamini reseptortiiniin roli ( gdown regiile,

t : up regiile) [19].

Cok sayida ¢calisma D vitamini ve D vitamininin kaynagi glines 1sinlarinin (UVB) kansere
kars1 koruyucu oldugunu gésterir, ayn1 zamanda giines 1sinlarina maruziyetin melanom gelisim
riskini arttirdigin1 gosteren ve hatta melanomlu hastalarda survival oranlarinda artis
saglayabilecegini gosteren calismalar da mevcuttur. Yine giines i1sinlarina maruziyetin cilt
kanserine yol a¢tigini da gosteren calismalar vardir. Bu nedenle D vitamini i¢in énemli bir
kaynak olan UV-B 1sinina giin icerisinde, dogru saatlerde yeteri kadar, kontrollii ve uyarilara

uygun sekilde maruz kalmak gerekmektedir [14].

D vitamini eksikligi veya yetersizligi de hem iilkemizde hem diinyada yaygin olarak
gorulmektedir [39, 64]. D vitamini eksikligi ile kanser arasinda iliskiyi gosteren ¢ok sayida
calisma vardir. Calismalar giiney kutubuna kiyasla kuzey kutubunda yasayan Kkisilerde
pankreas, prostat, kolon, hodgkin lenfoma ve akciger kanserlerine yakalanma orani ve bu
kanserlere bagl 6liim oranlarinin artirdigini géstermistir [54]. Epidemiyolojik calismalar diisiik
D vitamini diizeyinin prostat, meme ve kolorektal kanser riskinin artisi ile iligkili oldugunu

gostermistir [71-76]. Yine baska bir calisma da 25(0H)D diizeylerinin 20 ng/mL’'nin altina
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diistiigiinde kolon, pankreas, prostat, meme kanseri insidansinin %30-50 arttii ve bu

kanserlere bagh mortalitenin de arttigini1 géstermistir [77].

D vitamini ile kolorektal kanserleri arasindaki iliskiyi bir¢cok calisma gilinliik olarak
alinan D vitamini aliminin kolorektal kanser gelisim riskini anlamli olarak azalttifin1 gosteren
calismalar vardir. 3 farkli kohort calismasinda alinan D vitamini dozu ylikseldik¢e kolorektal
kanser gelisme riskinin azaldig1 gosterilmistir. 2011 yilinda yayinlanan bir meta-analizde ise,
yliksek serum 25(0OH)D diizeyinin kolorektal kansere karsi koruyucu ozellik sagladig
bildirilmistir. Ayn1 zamanda bu calismalarda kolorektal kanserlerin erkeklerle sinirli oldugu da
vurgulanmistir. Yine yapilan calismalarda postmenapozal kadinlarda D vitamini replasmaninin
invaziv kolorektal kanseri gelisim riskinde azalmaya yol agmadig1 da bildirilmistir [14]. Distk
D vitamini durumu uzun siiredir kolorektal karsinogenezisle iliskilendirildigi gosterilmistir. D
vitamini alimi ile erkeklerde kolorektal kanser arasinda dogrudan bir iliski oldugu ve riskin D
vitamini alim1 arttikca azaldigi gosterilmistir [78]. Yapilmis biiyik gozlemsel galismanin
sonuglari, bat1 avrupa popiilasyonlarinda pre-diagnostik 25(0OH)D konsantrasyon seviyeleri ve
kolorektal kanser riski seviyeleri arasinda gii¢lii ters bir iliski oldugunu ortaya koymaktadir

[79].

D vitamini ile meme kanseri arasindaki iliski tartismalidir. 25(0H)D diizeyi ile iliski
gosteren ve gosteremeyen; D vitamini alimina olumlu yanit alan ve alamayan ¢alismalar
mevcuttur. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada serum 25 (OH)D diizeyleri 20ng/mL'den
diisiik ve kalsiyum diizeyleri 10,5 mg/dl'den diisiik olanlarda meme kanseri olma ihtimali
yiiksek oldugu gosterilmistir [80]. iki farkl kohort calismalarinda ise premenapozal dénemdeki
kadinlarda ytliksek doz D vitamini alimi ile meme kanseri gelisim riskinde istatistiksel olarak
anlamli azalma izlendigi gosterilmis, ancak benzer koruyucu etki postmenapozal donemdeki
kadinlarda izlenmemistir. Yine yapilan calismalarda postmenapozal kadinlarda D vitamini
replasmaninin invaziv Kkolorektal kanseri gelisim riskinde azalmaya yol acmadigi da
bildirilmistir [14]. Baska bir meta-analiz ¢alismasinda, premenapozal donemde degil ama
postmenapozal dénemde D vitamini 25(0OH)D diizeyi ile meme kanseri arasinda ters iliski
saptanmistir. Bu calismaya gore ozellikle 27-35 ng/ml arasindaki seviyelerde, her 5 ng/ml artis,
kanser riskini %12 kadar azaltmis; 35 ng/mL’nin ustiindeki dozlarda bu iliskinin zayifladig
bildirilmistir [81]. Buna karsilik bir ¢calismada ise postmenapozal donemde 7 yil takip edilen
36282 kadinin, giinde 1000 mg kalsiyum ve 400 IU D vitamini destegi alinmasinin, plasebo

alanlara gore invazivmeme kanseri riskinde bir fark yaratmadigi gosterilmistir [82].
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D vitamini durumu ile pankreas kanseri riski arasindaki iliski tam olarak net degildir.
Yakin zamanda yapilan ¢alismada 11 tane D vitamini iliskili gen ile pankreatik adenokarsinoma
ile iliskileri incelenmis, fakat bulgular D vitamini iligkili genler ile pankreatik kanser riski
arasindaki iliskiyi desteklememistir [83]. Pankreas kanseri dokusunda D vitamini reseptorii
gosterilmistir, ancak Kkalsitriol analoglar1 dogrudan pankreas dokusunu etkilememektedir.
Pankreas kanserinde kalsitriol analoglarinin kullanimi biiyiik 6lciide yetersizdir ve bu nedenle

daha ileri klinik arastirmalari ihtiyag vardir [84].

D vitamini ve akciger kanseri arasindaki iliski; son yillarda, gégiis, kolorektal ve akciger
kanseri gibi bazi kanser tiirlerinin patogenezinde D vitamininin rolii lizerinde yogun bir calisma
yapilmaktadir [19]. Onceki cahsmalar, dolasimdaki 25(OH)D diizeyinin akciger kanseri
hastalarinin prognozu iizerine muhtemel bir etkisini O6nerdi ancak celiskili bulgular da
bildirilmistir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada dolasimdaki 25(0H)D diizeyi ile genel
sagkalim arasinda bir korelasyon oldugunu gostermektedir. D vitamini ile akciger kanseri

arasindaki iliskiyi ortaya konmasi i¢in daha fazla ¢calisma gerekmektedir [85].

D vitamini ve prostat kanseri arasindaki iliskisi tam olarak aydinlatilmis degildir.
Epidemiyolojik calismalar diisitk D vitamini diizeyinin prostat, meme ve kolorektal kanser
riskinin artigi ile iligkili oldugunu goéstermistir [71-76]. Fakat baska bir kohort calismasinda D
vitamini aliminin prostat kanseri gelisimi lizerinde koruyucu etki gostermedigi bildirilmistir
[14]. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar D vitamini takviyesinin prostat, gogiis ve kolorektal
kanserler ve melanom iizerine etkisine odaklanmis ve bu calismalarda, beyaz ve siyah hastalar
arasinda farkhliklarin oldugunu bildirmistir. Bu nedenle D vitamini ile prostat kanseri

arasindaki iliskiyi ortaya konmasi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir [86].
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3. MATERYAL METOD
3.1. Materyaller

3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

o Alfakalsidol (Sigma 17946)

e Kalsitriol (Sigma D1530)

e McCoy’s 5A Medium (Lozan)

e L-glutamin (PAN Biological)

e Tripsin-EDTA (Biological industries)

e Penisilin/streptomisin(Biological industries)
e Fetal bovin serum (Biological Industries)
e Dulbecco’s MEM (Biochrom)

e Etanol (Alko-kim)

e Trypan blue (Roche)

*  %0.9 Serum Fizyolojik (Eczacibasi)

e Matrigel (Sigma)

3.1.2. Cihazlar ve Laboratuar Gerecleri

e xCELLingence Cihazi

e E-plate (Acea)

e CIM-plate (Acea)

e Laminar akiml kabin

e (CO:inkubatori

e Santrifiij

e Inverted mikroskop

e Buzdolabi (+4, -20°C ve -80°C)
e Hiicre sayim cihazi (Roche)

e Smart Slides (Roche)

e Flask (15-75'lik)

o 24 Well Cell Culture Plate (Costar)
e Falcon tiip

o Serolojik pipet ve mikropipet

e Pastor pipeti
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3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii canli bir doku ya da organdan alinan kiigiik bir parcanin kontrollii
kosullar altinda in vitro olarak biiyiitiillmesi ve cogaltilmasi islemi olarak tanimlanir. Hiicre
kiltlriinde dikkat edilmesi gereken kurallarin basinda titizlik ve sterilizasyon kosullarina uyum
gelir [87]. Giiniimiizde hiicre kiiltliirii sitogenetik, biyokimyasal ve molekiiler biyolojik

calismalarda tani ve arastirma amaciyla yogun olarak kullanildigindan dnemi biiytiktiir [88].

Bu calismada endometriyum adenokarsinoma HEC1A (ATCC'den alindi) hazir hiicre
hatt1 kullanildi. Yapilmis daha 6nceki ¢alismalarda HEC1A reseptif olmayan endometriyumun
bir modeli olarak kullanilmistir [89-92]. Endometriyum adenokarsinoma ile ilgili calismalar
bir¢ok hiicre tipinde oldugu gibi primer hiicre izolasyonunun ve hiicre karakterizasyonunun
zorlugu nedeniyle klon hiicre hatlar ile yapilmaktadir. Bu amagla; HEC-1A, HEC-1B, Ishikawa
hiicreleri, RL95-2, KLE ve AN-3 endometrial karsinoma hiicre hatlar1 kullanilmaktadir [93].
Deney asamasi boyunca hazir endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinin cogaltilmasi,
pasajlanmasi, dondurularak saklanmasi, hiicre sayimi ve canlilik testi gibi islemler
gerceklestirilerek hiicre kiultiir calismalarinin temel asamalar1 yapildi. Dondurulmus
endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinin ¢6zililmesi asagidaki protokole gore

yapildL

1. -80°C'den dondurulmus hiicre hatti bulunan dondurulmus tiip ¢cikartildi ve hemen
buz tizerine kondu.

2. Daha onceden 37°C’de hazirlanan su banyosunun icerisine dondurulmus tiip kondu
ve 1-2 dakika beklendi

3. Subanyosundan dondurulmus tiip alindi ve ¢evresi kurulandu.

4. Dondurulmus tiip etrafi alkollenip steril kabine alind1.

Ut

Bir falcon tiip icine 7-9 ml besiyeri kondu ve dondurulmus tiip icindeki hiicre
karisiml siv1 gekilip tiipe kondu.

6. 800 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

7. Santrifiij sonrasi tiipiin tistindeki siipernatan pastor pipeti ile ¢ekilip atild1.
8. Tiipiln dibindeki pellet iizerine besi yeri eklendi ve pipetaj yapildi.

9. Tiipte olusan hiicre ve besi yeri karisimi pipet yardimi ile flask icine ekildi.

10. Mikroskopta incelendikten sonra flask inkiibatore yerlestirildi.
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Flask icine ekim yapilan endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicreleri bir hafta

icinde 2 veya 3 kez besi yeri degistirildikten sonra konfluent olduktan sonra (flaskin tamamina

yakin kismini kapladiklarinda) 1:3 ya da 1:6 oraninda pasajlanarak yeni kiiltiir kaplarina ekim

yapildi. Hiicreler 37°C’de %5 CO’li etiivde g¢ogaltildi. Endometriyum adenokarsinoma HEC1A

hiicrelerinin pasajlama islemi asagidaki protokole gore yapilmistir.

=W e

U

7.
8.
9.

Tamamiyla konfluent olmus flasklar alkollenerek steril kabine alindi.

Flask icindeki besi yeri pipet yardimu ile cekilerek atik kabina atildu.

Serum Fizyolojik ile 2 kez flastaki hiicreler yikandi.

Yikama isleminden sonra flaska 3 ml tripsin-EDTA eklendi ve 10 dakika beklemesi i¢in
inkiibatore kondu.

Hiicrelerin kalktig1 mikroskop da goriildiikten sonra flask tekrar steril kabine alindu.
Pipet yardimi ile flask icindeki karisim 15’lik falcon tiipe kondu ve iizerine ayni
miktarda besi yeri eklendi.

800 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi tliptin istiindeki siipernatan pastor pipeti ile ¢ekilip atildi.

Tupin dibindeki pellet iizerine besi yeri eklendi ve pipetaj yapildi.

10. Es zamanlh olarak trypan blue ile canlilik kontrolii yapild.

11. Tlpte olusan hiicre ve besi yeri karisimi pipet yardimu ile flask i¢ine ekildi.

12. Mikroskopta incelendikten sonra flask inkiibatore yerlestirildi.

Hiicreler pasajlanirken, bir kisim hiicre ileri g¢alismalarda tekrar kullanilabilmesi

amaciyla dondurularak saklandi. Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinin

dondurma islemi asagidaki protokole gore yapilmistir.

B e

v

Tamamiyla konfluent olmus, flasklar alkollenerek steril kabine alindu.

Flask icindeki besi yeri pipet yardimu ile cekilerek atik kabina atild:.

Serum fizyolojik ile 2 kez flastaki hiicreler yikandu.

Yikama isleminden sonra flaska 3 ml tripsin-EDTA eklendi ve 10 dakika beklemesi icin
inklibatore kondu.

Hiicrelerin kalktig1 mikroskop da goriildiikten sonra flask tekrar steril kabine alindu.
Pipet yardimi ile flask icindeki karisim 15’lik falcon tiip kondu ve iizerine ayn1 miktarda
besi yeri eklendi.

800 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
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10.
11.
12.

Santrifiij sonrasi tiipiin iistiindeki siipernatan pastor pipeti ile ¢ekilip atild1.

Pellet, dondurma ¢ozeltisinde (%0.01 DMSO) siispanse edilerek son hacim yaklasik 5 x
10¢- 2 x 107 hiicre/ ml olacak sekilde ayarlandu.

Es zamanli olarak trypan blue ile canlilik kontrolii yapildi.

Bu karisimdan 1 ml'lik viallere konuldu ve dondurma tiipiine bu vialler yerlestirildi.
Dondurma tiipii 3 saat +4°C’'de ve 12 saat -20°C’de bekletildikten sonra -80°C

buzdolabina yerlestirildi.

Calismada hiicre popiilasyon miktarlarinin belirlenmesine ihtiya¢ oldugundan hiicre sayimi

yapilmistir. Hiicre sayimi asagidaki protokole gére yapilmistir.

© N o O

Hiicreler tripsin-EDTA ile muamele edilip tutunduklarn yiizeyden kaldirild1 ve 15’lik
falkon tiiptline alindu.

800 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Pellet iizerindeki slipernatant atildi ve kalan pelletin iizerine 1 ml besi yeri eklenip,
pipetaj yapildL

Bu karisimdan 20 pl alinarak eppendorf tiipiine kondu ve eppendorf igine 1:1 oraninda
diliie edilmis tripan blue eklendi.

Karisim pipetaj yapilarak homojen hale getirildi.

Cihazin Smart Slides ad1 verilen 6zel lama 20 pl eklendi.

Hiicre sayim cihazi ve cihazin yazilimini tasiyan tinite agildi.

Lam cihaza yerlestirildi, hiicre sayimi ve canlilig1 belirlendi.

3.2.2. Ger¢cek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi

xCELLigence sistemi gercek zamanli hiicre analiz sistemi olarak adlandirilir ve herhangi

bir isaretleme yapmadan hiicresel biyolojik olaylari gercek zamanl olarak analiz eden sistemdir

[94]. Bu sistem, iyi tasarlanmis plakalarin altina yerlestirilen mikro elektrodlar araciligiyla

elektronik empedans: o6l¢gmektedir. Elektronik empedans 6lciimi, hiicre sayisi, canlilik,

morfoloji ve hareket gibi hiicrelerin biyolojik durumu hakkinda niceliksel bilgi verir.

xCELLigence sistemi araciligiyla geleneksel yontem ile elde edilemeyen verileri elde etmek

kolay bir sekilde elde edilebilmektedir [95].

Real-Time Hiicre Analizi-Cift Plate (RTCA DP) cihazi, xCELLigence serisinin bir

parcasidir. RTCA DP sistemi herhangi bir isaretleme yapmadan hiicre ¢ogalmasi, invazyon,
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migrasyon ve sitotoksitenin gercek zamanl olarak analiz eden sistemdir. Bu sistem, ayni anda
veya farkli zamanlarda ii¢ kullaniciya kadar bagimsiz olarak ¢alistirilabilen 3 modiil igerir. RTCA
DP cihaz1 inkiibator igerisine plate’lerin yerlestirildigi bir ana {linite ve bir data kablosu ile
dogrudan yazilim programini ¢alistiran kontrol iinitesinden meydana gelir (sekil 3.2.2.A.). RTCA
DP sisteminde hiicre poliferasyonu i¢in 16 kuyulu elektronik plaka E-plate, hiicre migrasyonu

ve invazyonu icin 16 kuyu elektronik plaka CIM-plate kullanir [96].

Sekil 3.2.2.A.: xCELLingence sistemi RTCA DP cihazi ve kontrol iinitesi [91].

RTCA DP cihazi, %80 alkol ile kendi temizleme Kkiti ile temizlendi ve 45 dakika laminar
kabinde ultra viyole 1s181na maruz birakilarak steril edilip inkiibatore yerlestirildi. RTCA DP
cihaz1 ¢ kizakhidir, bu kizaklara standardizasyon plate yerlestirilip standardizasyon islemi
yapildi. Sistemin calisma mekanizmasi su sekilde 6zetlenebilir: cihazin giic diigmesi acilip,
yazilim agildiktan sonra plate’ler cihaza yerlestirildi ve “Message” kismindan kontrol edildi.
Deney bilgileri “Experiment Notes” sekmesine ve plate diizeninin girisi “Layout” sekmesine
girildi. Deney agamalart i¢in “Schedule” sekmesinde “Sweepsxinterval” olarak tasarlandi. Sweep
x 1 interval 6lglimii i¢in yaklasik 1 dakika siiren “Background”, Sweep x 2 interval 6l¢iimii 15
dakika arayla 6l¢ciim alinmak sureti ile manuel olarak istenilen saat araligi ayarlandi. “Plot”
sekmesinden c¢alisilacak olan kuyular eklendi ve 6l¢lim baslatildiktan sonra hiicre titrasyon

egrisine “Hiicre Indeksi (CI)” sekmesinde izlendi.
Bu sistemde hiicre proliferasyonunu belirlemek 6zel olarak tasarlanmis ii¢ adet 16
plakali E-plate (sekil3.2.2.B.) kullanilmaktadir. Bu plate’ler tek kullanim icin uygundur.

Plate’lerdeki kuyularin tabani altin mikroelektrodlarla birlestirilmistir. Kuyularin tabaninda%
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70 elektrot ile kaphdir. Bu sensor elektrotlarinin elektronik empedansi, hiicredeki degisiklikleri
izlemek icindir. Elektrik empedansindaki degisiklikler, CI olarak adlandirilan birimsiz bir
parametre ile sunulmaktadir. Kuyular da hiicre yokken, elektrot empedansi ve CI sifirdir.
Plate’deki kuyulara hiicre ekimi yapildiktan sonra CI artar. Cl'nin artisi, eklenen hiicre
sayisindaki artis ile iligkilidir. E-Plate goriiniimiiniin ylizeyine daha fazla hiicre baglandiginda, CI
ylikselir. Buna ek olarak, hiicre sayis1 yerine hiicre yasayabilirligi ve hiicre yapismasinin giict,

CI'de degisiklige neden olabilir [95].

Kapak —— -

E-Plate 16

Sekil 3.2.2.B.: E-plate 16 [95].

RTCA DP cihazinda migrasyon ve invazyon i¢inozel tasarlanmis 16 plakali CIM-plate, bir
list plak, bir iist plak kapag: ve bir alt plakolmak iizere ii¢ parcadan olusur (sekil 3.2.2.C.). Ust
plak ile alt plak miitkemmel sekilde birbiri ile kenetlenir. Ust plak kuyularinin alt tarafina gegiste
basinca duyarh halka contalar1 ile miikemmel bir sekilde sizdirmazhk saglar. Ust
plakkuyularinin alt kismi mikro-gézenekli bir polietilen tereftalat membran ile kaplanir.
Gozenekler, hiicreleriniist kismindan zarin alt kismina veya alt tarafina fiziksel
translokasyonuna izin verir. Membranin alt tarafinda bulunan altin mikro elektrod sensérleri,
goc¢ edilen hiicrelere baglanan bir sinyal, bir empedans sinyali liretir. Elektrik empedansindaki
degisiklikler, “Hiicre Indeksi” olarak adlandirilan birimsiz bir parametre ile sunulmaktadir
(sekil 3.2.2.D.). CIM-plate’de migrasyon/invazyonun ger¢ek zamanli analizi sekil 3.2.2.E.'de
gosterilmistir [96].
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Sekil 3.2.2.C.: CIM-plate 16[96].

Hiicre Indeksi

Saat

Sekil 3.2.2.D.: CIM-plate’de migrasyon ve invazyon analizi [96].
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Kapak >

Hucreler
Ust Bélme
Jel tabaka

Mikro Gozenekli Membran _| [

Mikro Elektrod

Yapisik Hiicre
Alt B6lme

Kemoatraktan

Sekil 3.2.2.E.: Migrasyon/invazyon gercek zamanli CIM-plate analizi [96].

3.2.2.1. Deney Gruplarinin Tasarlanmasi ve Kimyasallarin Hazirlanmasi

Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerindeD vitamininin proliferasyon,
migrasyon ve invazyon iizerine etkisi; alfakalsidol ve kalsitrioliin yliksek dozu (10-6-10-8 M) ile
distik dozu (109-10-11 M) olmak iizere iki farkli deneyde gergeklestirildi. Endometriyum
adenokarsinoma HEC1A hiicrelerindeD vitamininin proliferasyon, migrasyon ve invazyon
tizerine etkisine bakmak icin deney gruplarinin platelere yerlestirme diizeni ayni olacak sekilde
tasarlandi. Alfakalsidol ve kalsitrioliin yliksek dozu (10-6-10-8 M) ile diisiik dozu (10-°-10-11 M) E-
plate ve CIM-plate diizenegi tablo 3.2.2.1.’deki gibidir. Proliferasyon, migrasyon ve invazyon
parametrelerinin analizi, alfakalsidol ve kalsitrioliin yliksek dozu ile diisiik dozlari cihaz

kapasitesinin sinirli olmasi nedeniyle farkli plate’lerde ve zamanlarda gerceklestirildi.
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Tablo 3.2.2.1.: Gergek zamanl hiicre analiz modelinde proliferasyon icin E-plate, migrasyon ve

invazyon icin CIM-plate diizenegi. (Alfakalsidol ve kalsitriol %0.05 etanolde ¢6zlilmiistiir)

Yiiksek doz E-plate/CIM-plate diizenegi Diistik doz E-plate/CIM-plate diizenegi
1 2 1 2

A Kontrol Kontrol A Kontrol Kontrol
B %0.05 etanol %0.05 etanol B %0.05 etanol %0.05 etanol
C | 10-¢M alfakalsidol | 10-¢M alfakalsidol C | 10°M alfakalsidol | 10-9M alfakalsidol
D | 10-7M alfakalsidol | 10-7M alfakalsidol D | 10-1°M alfakalsidol | 10-19M alfakalsidol
E | 10-8M alfakalsidol | 10-8M alfakalsidol E | 10-11M alfakalsidol | 10-11M alfakalsidol
F 10-¢M kalsitriol 10-¢ M kalsitriol F 10-9M kalsitriol 10-9M Kkalsitriol
G 10-7 M kalsitriol 10-7 M Kkalsitriol G 10-10 M kalsitriol 10-10 M kalsitriol
H | 108M kalsitriol 10-8 M kalsitriol H 10-11 M kalsitriol 10-11 M kalsitriol

Alfakalsidol ve kalsitriol ¢oziiciisii olan etanol icerisinde ¢oziinmiistiir. Alfakalsidol ve
Kkalsitrioliin yliksek dozu (10-6-10-8 M) ve diisiik dozu (10-°-10-11 M) konsantrasyonlar1 %0.05
etanol iceren serum fizyolojik ¢oziiciisii icinde hazirlanmistir, bu durum tiim dozlarda etanoliin
konsantrasyonunu esitlemek icindir. Alfakalsidol ve Kkalsitriol ¢oziiniirken ve doz
konsantrasyonlar1 buz lizerinde ve 1siktan korunarak hazirlanmistir. Kisa yar1 6mre sahip D
vitamininin aktif formlarini 6l¢gmek zor oldugu i¢in, viicutta D vitamininin gostergesi daha uzun
omiirli inaktif metabolit olan 25(0H)D kabul edilir ve normal sinir1 75-100 nmol/L arasindadir
[58]. Ayni zamanda giinde 100 IU (2,5 mcg) D vitaminiserum 25(0OH)D diizeyini 1 ng/mL veya
2,5 nmol/L artirir [58]. Creighton Universitesi'nde Dr. Robert Heaney ve arkadaslarinin yaptig
calismalarda tiim yetiskinlerin yaklasik 75 nmol/L D vitamini (kalsidiol) seviyesine sahip
oldugunu bildirilmistir [60]. Bu nedenle bizde ¢alismamizda D vitamini degerini 75 nmol/L
olarak kabul ederek, alfakalsiol ve kalsitrioliin kullandigimiz dozlar1 kendi icinde yiliksek doz
(10-6-10-8 M) ve diisiik doz (10-9-10-11 M) olarak belirledik. D vitamininin dolasimdaki asil formu
25(0H)D olup konsantrasyonu 1,25(0H);D’'nin yaklasik 1000 katidir [46]. Bu hesaplamaya gore

viicutta dl¢liilmeyen normal aktif D vitamini diizeyi yaklasik olarak 10-10 M civarindadir.

Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerindeD vitamininin invazyon tuzerine
etkisini belirlemek icin CIM-Plate’de matrigel ile kaplanmistir. Matrigel, epitel hiicrelerinin
altinda yatan temel membrani taklit eden hiicrelerarasi matriks proteinleri ve biliyiime
faktorlerinin bir ags1 yapisidir ve hiicre invazyonunu, 6zellikle de kanser hiicresi invazyonunu in

vitro degerlendirmek icin yaygin olarak genis capta kullanilir [91].
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3.2.2.2. HEC1A Hiicrelerinde D Vitamininin Proliferasyon Uzerine Etkisinin Gercek

Zamanl Hiicre Analiz Sistemi ile Belirlenmesi

Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerindeD vitamininin proliferasyon
lizerine etkisi, alfakalsidol ve kalsitrioliin yliksek dozu (10-6-10-8 M) ve diisiik dozu (10-°-10-11 M)
olmak iizere iki farkh deneyde gergeklestirildi. ilk olarak HEC1A hiicrelerindealfakalsidol ve
kalsitrioliin yiiksek dozunun proliferason iizerine etkisi bakildi, daha sonra alfakalsidol ve
kalsitrioliin diisiik dozunun proliferasyon iizerine etkisine bakildi. Daha 6nceden pasajlanan
HEC1A hiicreleri konfluent olduktan sonra proliferasyon deneyi gerceklestirildi. Deney
baslamadan 6nce deney gruplari olusturuldu ve plate diizenegi tablo 3.2.2.2.A. ve 3.2.2.2.B."deki
gibidir.

Tablo 3.2.2.2.A.: Gergek zamanlh hiicre analiz modelinde proliferasyon icin alfakalsidol ve

kalsitriol (10-6-10-8 M) E-plate diizenegi (her bir grup i¢in n=6)

A B C D E H G H
%0.05 10-°M 10’M 10-8M 10-°M 10"M 10-8M
saline etanol alfakalsidol  alfakalsidol alfakalsidol kalsitriol kalsitriol kalsitriol
+ + + + + + + +
1 hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre
+ + + + + + + +
besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri
%0.05 10-°M 10’M 10-8M 10-°M 10"M 10-8M
saline etanol alfakalsidol  alfakalsidol alfakalsidol kalsitriol kalsitriol kalsitriol
+ + + + + + + +
2 hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre
+ + + + + + + +
besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri

Tablo 3.2.2.2.B.: Ger¢cek zamanh hiicre analiz modelinde proliferasyon icin alfakalsidol ve

kalsitriol (10-9-10-11 M) E-plate diizenegi (her bir grup i¢in n=6)

A B C D E H G H
%0.05 10°M 10-10M 10-11M 10°M 10-1°M 10-11M
saline etanol alfakalsidol  alfakalsidol alfakalsidol kalsitriol kalsitriol kalsitriol
+ + + + + + + +
1 hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre
+ + + + + + + +
besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri
%0.05 10°M 10-10M 10- 1M 10-°M 10-1°M 10-11M
saline etanol alfakalsidol  alfakalsidol alfakalsidol kalsitriol kalsitriol kalsitriol
+ + + + + + + +
2 hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre
+ + + + + + + +
besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri
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RTCA DP yazilimi agildi ve 3 kizakl (3 plate kapasiteli) cihaza yiiklenecek 3 adet E-plate
belirlendi. “Experiment Notes” sekmesine deney adi ve E-plate’in seri numara bilgileri girildi.
“Layout” sekmesine plate diizeninin girisi yapildi. “Schedule” sekmesine planlanan deney
asamalari; “Back ground” 6l¢iimii ile her 15 dakika da 24 saat siireyle ve de 24 sonrasinda

devamli 6l¢lim alinmasi i¢cin manuel olarak istenilen saat araligi tasarlandi.

E-plate’lerin her bir kuyucuguna 100 pl besi yeri konuldu. E-plate’ler cihaza yerlestirildi
ve “Back ground” ol¢timii yapildi. Ekim icin %70-80 konfluent olan HEC1A hiicreleri kullanildi.
Hiicreler tripsinize edildi ve pellet 1 ml serumsuz (FBS icermeyen) besi yeri ile resiispanse
edilerek canli hiicrelerin sayilmasi gerceklestirildi. Her kuyuya 10000 HEC1A hiicresi 90 pl besi
yeri icerisinde yliklendi. Bu yiikleme sirasinda hava kabarcig1 ve asir1 kdpiirtme yapilmamasina
dikkat edildi. Yiikleme isleminin ardindan oda sicakliginda 30 dakika hiicrelerin tabana ¢okmesi
ve tutunmasi icin bekletildikten sonra E-plate’ler cihaza yerlestirildi. Her 15 dakika da

empedans Ol¢limii icin 24 saatlik 6l¢lim baslatildi.

Belirlenen inkiibasyon stiresi (yaklasik 24 saat) sonunda alfakalsidol ve Kkalsitrioliin
farkli dozlar1 uygulanmistir. E-plate kuyu son hacmi 200 pl olacak sekilde (10 pl hacim iginde
ilac uygulandi) ayarlandi. Farkli dozlarda ila¢ uygulamasi sirasinda kuyuya tutunan hiicrelerin
kalmamasi icin dikkatli sekilde pipetaj yapmadan ve hava kabarcigl olusturmadan uygulandi.
Kontrol grubu olan A1l ve A2 kuyularina 10 pl salin konuldu. D vitamininin ¢6ziictisii olan etanol
ise B1 ve B2 kuyularina 10 pl hacim igerisinde verilerek nihai konsantrasyonun %0.05 etanol
olmas1 saglanmustir. Alfakalsidol ve Kkalsitrioliin yiiksek doz deneyi yapilirken C1 ve C2
kuyularina 10 pl 10-¢ M alfakalsidol; D1 ve D2 kuyularina 10 pl 10-7 M alfakalsidol; E1 ve E2
kuyularma 10 pl 108 M alfakalsidol konuldu. Ayn1 zamanda F1 ve F2 kuyularina 10 pl 106 M
kalsitriol; G1ve G2 kuyularina 10 pl 10-7 M kalsitriol; H1 ve H2 kuyularina 10 pl 10-8 M kalsitriol
konuldu. Alfakalsidol ve kalsitrioliin diisiik doz deneyi yapilirken C1 ve C2 kuyularina 10 pl 109
M alfakalsidol; D1 ve D2 kuyularina 10 pl 10-10 M alfakalsidol; E1 ve E2 kuyularina 10 pl 10-11 M
alfakalsidol konuldu. Ayni zamanda F1 ve F2 kuyularina 10 pl 10 M kalsitriol; Glve G2
kuyularina 10 pl 10-2© M kalsitriol; H1 ve H2 kuyularina 10 pl 10-11 M kalsitriol konuldu.
Alfakalsidol ve kalsitrioliin yiliksek ve diisiik doz deneylerinin E-plate’lerin ilag¢ yliklenmis hali
tablo 3.2.2.2.A. ve 3.2.2.2.B."de gosterilmistir. Farkli dozlardaki ilag¢ yiiklemesi yapildiktan sonra
E-plateler inkiibatordeki cihaza yerlestirildi ve her 15 dakikada empedans oOl¢iimii alacak
sekilde siiresiz 6l¢lim baslatildi. Hiicrelerdeki proliferasyon logaritmik fazi takiben plato fazina

ulastiktan sonra deneyler sonlandirild.
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3.2.2.3. HEC1A Hiicrelerinde D Vitamininin Migrasyon Uzerine Etkisinin Ger¢ek Zamanh

Hiicre Analiz Sistemi ile Belirlenmesi

Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerindeD vitamininin migrasyon tizerine
etkisi,alfakalsidol ve kalsitrioliin yiiksek dozu (10-6-10-8 M) ve diisiik dozu (10--10-11 M) olmak
lizere iki farkh deneyde gerceklestirildi. ilk olarak HEC1A hiicrelerindealfakalsidol ve
kalsitrioliin yliksek dozunun migrasyon lizerine etkisine bakildi, daha sonra alfakalsidol ve
kalsitrioliin diisiik dozunun migrasyon iizerine etkisine bakildi. Deney baslamadan énce deney

gruplari olusturuldu ve plate diizenegi tablo 3.2.2.3.A. ve 3.2.2.3.B."deki gibidir.

Tablo 3.2.2.3.A.: Ger¢cek zamanli hiicre analiz modelinde migrasyon i¢in alfakalsidol ve kalsitriol

(10-6-10-8 M) CIM-plate diizenegi (her bir grup icin n=6)

A B C D E H G H
%0.05 10-°M 10"M 10-8M 10-°M 10’M 108M
saline etanol alfakalsidol  alfakalsidol alfakalsidol kalsitriol kalsitriol kalsitriol
+ + + + + + + + .
hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre Ust
+ + + + + + + + plaka
1 serumsuz  Serumsuz serumsuz serumsuz serumsuz serumsuz serumsuz serumsuz
besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri
serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu Alt
besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri
plaka
%0.05 10-°M 10"M 10-8M 10-°M 10"M 108M
saline etanol alfakalsidol  alfakalsidol alfakalsidol kalsitriol kalsitriol kalsitriol
+ + + + + + + + .
hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre Ust
+ + + + + + + + plaka
2 serumsuz  serumsuz serumsuz serumsuz serumsuz serumsuz serumsuz serumsuz
besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri
serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu Alt
besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri lak
plaka

44




[brahim DUMAN, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

Tablo 3.2.2.3.B.: Ger¢ek zamanli hiicre analiz modelinde migrasyon i¢in alfakalsidol ve kalsitriol

(109-10-11 M) CIM-plate diizenegi (her bir grup i¢in n=6)

A B C D E H G H
%0.05 10°M 10-10M 10- 1M 10°M 10-1'M 10-
saline etanol alfakalsidol  alfakalsidol alfakalsidol  Kkalsitriol kalsitriol 11MKkalsitriol
+ + + + + + + + .
hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre Ust
+ + + + + + + + plaka
1 serumsuz  Serumsuz  Serumsuz serumsuz serumsuz serumsuz serumsuz serumsuz
besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri
Serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu Alt
besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri
plaka
%0.05 10°M 10-10M 10- 1M 10°M 10-1'M 10-
saline etanol alfakalsidol  alfakalsidol alfakalsidol kalsitriol kalsitriol 11Mkalsitriol
+ + + + + + + + .
hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre Ust
+ + + + + + + + plaka
2 serumsuz  Serumsuz  serumsuz serumsuz serumsuz serumsuz serumsuz serumsuz
besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri
serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu Alt
besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri lak
plaka

Deneyden 16 saat 6nce %80 konfluent olan HEC1A hiicrelerinin iizerindeki serumlu besi
yeri alinip atildi, yerine serumsuz (FBS icermeyen) besi yeri eklendi. Deney giinii RTCA DP
yazilimi acild1 ve 3 kizakl cihaza yiiklenecek 3 adet CIM-plate belirlendi. “Experiment Notes”
sekmesine deney adi ve CIM-plate’in seri numara bilgileri girildi. “Layout” sekmesine plate
diizeninin girisi yapildi. “Schedule” sekmesine planlanan deney asamalari; “Back ground”
Olclimii ile her 15 dakikalik siireyle devamli 6l¢iim alinmasi i¢in manuel olarak istenilen saat

aralig1 tasarlandu.

CIM-plate’lerin alt plakalarinin her bir kuyusuna 160 pL %20 FBS (FBS: tst kuyucuklara
yerlestirilen hiicreler icin kemoatraktan etki yapmasi amaciyla kullanildi) iceren serumlu besi
yeri eklendi. Bu islem sirasinda kuyulardabaloncuk olmasini 6nlemek icin pipetle tiim besi
yeriverilirken, pipete tam bas yariya kadar birak teknigi uygulandi. Kabarcik olustugunda
nazikce pipet veya igne ile patlatildi. Ust plaka alt plakanin iizerine gelecek sekilde yerlestirildi.
Ust plakanin her kuyusuna 90 pl serumsuz(FBS icermeyen) besi yeri konduve iist plakadaki
kuyularin tabanini besi yerinin islatmasi amaciyla 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Bir saatlik
inklibasyondan sonra CIM-plate’ler cihaza yerlestirildi ve 1 dakikalik “Back gorund” okuma

gerceklestirildi.

Bir saat inkiibasyon siiresi sirasinda 16 saat dnce serumsuz (FBS igcermeyen) besi yerine
birakilan HEC1A hiicrelerinin iizerinde ki besi yeri alinip atildi, lizerine kalsiyum magnezyum

icermeyen PBS koyulup iki kez yikama yapildi. Flaska yeteri kadar tripsin-EDTA eklendi ve
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hiicreler kalkinca flaska ayn1 miktarda FBS eklenip, 800 rpm devirde 5 dk santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi tiipiin Ustiindeki slipernatan pastor pipeti ile cekilip atildi. Pellet 1 ml
serumsuz (FBS icermeyen) besi yeri ile resiispanse edilerek hiicrelerin sayilmasi
gerceklestirildi. 100 pl serumsuz (FBS icermeyen) besi yeri icerisinde her kuyuda sabit 30000
hiicre, list plakanin kuyucuklarina yiiklendi. Bu ytlikleme sirasinda hava kabarcigl ve asiri

koplirtme yapilmamasina dikkat edildi.

Kuyulara hiicre yiiklemesi yapildiktan hemen sonra alfakalsidol ve kalsitrioliin farklh
dozlar1 uygulandi. CIM-plate tist plakanin kuyu son hacmi 200 pl olacak sekilde (10 pl hacim
icinde ila¢ uygulandi) ayarlandi. Farkli dozlarda ila¢ uygulamasi sirasinda kuyuya tutunan
hiicrelerin kalmamasi i¢in dikkatli sekilde pipetaj yapmadan ve hava kabarcigi olusturmadan
uygulanmistir. Kontrol grubu olan A1 ve A2 kuyularina 10 pl salin konuldu. B1 ve B2 kuyularina
10 pl hacim igerisinde verilerek nihai konsantrasyonun %0.05 etanol olmasi saglanmistir.
Alfakalsidol ve kalsitrioliin yiiksek doz deneyi yapilirken C1 ve C2 kuyularina 10 pl 10¢ M
alfakalsidol; D1 ve D2 kuyularina 10 pl 10-7 M alfakalsidol; E1 ve E2 kuyularina 10 pl 108 M
alfakalsidol konuldu. Ayni zamanda F1 ve F2 kuyularina 10 pl 106 M kalsitriol; Glve G2
kuyularina 10 pl 107 M kalsitriol; H1 ve H2 kuyularina 10 pl 108 M Kkalsitriol konuldu.
Alfakalsidol ve kalsitrioliin diisiik doz deneyi yapilirken C1 ve C2 kuyularina 10 pl 10° M
alfakalsidol; D1 ve D2 kuyularina 10 pl 10-10 M alfakalsidol; E1 ve E2 kuyularina 10 pl 10-11 M
alfakalsidol konuldu. Ayn1 zamanda F1 ve F2 kuyularina 10 pl 109 M kalsitriol; Glve G2
kuyularina 10 pl 10-2© M kalsitriol; H1 ve H2 kuyularina 10 pl 10-11 M kalsitriol konuldu.
Alfakalsidol ve kalsitrioliin yiiksek ve diisiik doz deneylerinin CIM-plate’lerin ila¢ yliklenmis hali

tablo 3.2.2.3.A. ve 3.2.2.3.B."de gosterilmistir.

CIM-plateler inkiibatérdeki cihaza yerlestirildi ve her 15 dakikada empedans 6lgtimii
alacak sekilde siiresiz 6l¢glim baslatildi. Hiicrelerdeki migrasyon logaritmik fazi takiben plato
fazina ulastiktan sonra deneyler sonlandirildi. CI>0,2’den biiytlik olmasi pozitif migrasyon olarak

kabul edildi [96].
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3.2.2.4. HEC1A Hiicrelerinde D Vitamininin invazyon Uzerine Etkisinin Ger¢ek Zamanh
Hiicre Analiz Sistemi ile Belirlenmesi

Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerindeD vitamininin alfakalsidol ve

kalsitrioliin yliksek dozunun (10-6-10-8 M) invazyon lizerine etkisine bakildi. Deney baslamadan

once deney gruplari olusturuldu ve plate diizenegi tablo 3.2.2.4.A. ve 3.2.2.4.B."deki gibidir.

Tablo 3.2.2.4.A.: Gergek zamanli hiicre analiz modelinde invazyon i¢in alfakalsidol ve kalsitriol

(10-6-10-8 M) CIM-plate diizenegi (her bir grup icin n=6)

A B C D E H G H
%0.05 10-M 10"M 108M 10-M 10’M 10-8M
saline etanol alfakalsidol alfakalsidol alfakalsidol kalsitriol kalsitriol kalsitriol
+ + + + + + + +
hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre
+ + + + + + + + USt
Serumsuz  Sserumsuz serumsuz serumsuz serumsuz serumsuz serumsuz serumsuz
besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri plaka
1 + + + + + + + +
matrigel matrigel matrigel matrigel matrigel matrigel matrigel matrigel
Serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu
besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri Alt
yeri esi yeri esi yeri esi yeri esi yeri esi yeri esi yeri esi yeri
plaka
%0.05 10-M 10"M 10-8M 10-M 10’M 10-8M
saline etanol alfakalsidol  alfakalsidol alfakalsidol kalsitriol kalsitriol kalsitriol
+ + + + + + + +
hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre
+ + + + + + + + USt
Serumsuz  Sserumsuz serumsuz serumsuz serumsuz serumsuz serumsuz serumsuz
besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri plaka
2 + + + + + + + +
matrigel matrigel matrigel matrigel matrigel matrigel matrigel matrigel
serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu
besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri Alt
yeri esi yeri esi yeri esi yeri esi yeri esi yeri esi yeri esi yeri laka
pla
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Tablo 3.2.2.4.B.: Ger¢ek zamanli hiicre analiz modelinde invazyon icin alfakalsidol ve kalsitriol
(109-10-11 M) CIM-plate diizenegi (her bir grup i¢in n=6)

A B C D E H G H
%0.05 10°M 10-10M 10- 1M 10-°M 10-10M 10- 1M
saline etanol alfakalsidol alfakalsidol alfakalsidol kalsitriol kalsitriol kalsitriol
+ + + + + + + +
hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre
+ + + + 2 + + o USt
Serumsuz  serumsuz serumsuz serumsuz serumsuz serumsuz serumsuz serumsuz
besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri plaka
1 + + + + + + + +
matrigel matrigel matrigel matrigel matrigel matrigel matrigel matrigel
serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu
besi yeri besi i besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri Alt
yeri esi yeri esi yeri esi yeri esi yeri esi yeri esi yeri esi yeri
plaka
%0.05 10°M 10-10M 10- 1M 10°M 10-10M 10- 1M
saline etanol alfakalsidol alfakalsidol alfakalsidol kalsitriol kalsitriol kalsitriol
+ + + + + + + +
hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre
+ + + + + + + + USt
Serumsuz - Sserumsuz serumsuz serumsuz serumsuz serumsuz serumsuz serumsuz
besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri plaka
2 + + + + + + + +
matrigel matrigel matrigel matrigel matrigel matrigel matrigel matrigel
serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu serumlu
besi yeri besi i besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri Alt
yeri esi yeri esi yeri esi yeri esi yeri esi yeri esi yeri esi yeri laka
pla

Deneyden 16 saat 6nce %80 konfluent olan HEC1A hiicrelerinin tizerindeki serumlu besi
yeri alinip atild, yerine serumsuz (FBS icermeyen) besi yeri eklenip inkiibatére konuldu ve ayni
zamanda matrigel uygulamasi hazirligi i¢in pipet uglari, eppendorf tiipleri ve CIM-plate’nin iist
kismi 4°C buzdolabina konuldu. Ayrica, matrigel -80°C dondurucudan 4°C buzdolabina aktarildi.
Deneyden 4 saat 6ncednceden sogutulmus matrigel’i, buz tizerinde 800 pg/ml konsantrasyonda
olacak sekilde soguk serumsuz besi yeri ile matrigel seyreltildi ve polimerizasyonu 6nlemek icin
seyreltme islemi sirasinda kullanilan malzemeler ve matrigel buz tlizerinde muhafaza edildi.
Matrigel'in verilen kuyuyu kaplamasi icin CIM-plate’in iist plakanin her kuyusuna 50 pl matrigel
soliisyonu ilave edildi ve her kuyudan 30 pl matrigel soliisyonu geri alindi. Matrigel'in
kuyularda esit olarak kaplamasi i¢cin 30 pl'lik Matrigel'i ¢ikartirken membrana dokunmadan
kuyunun dibine kadar pipet ucu ile girildi ve yavas yavas 30 pl'lik Matrigel cekildi. Bu adimda
herhangi bir kabarcik olusturulmadan tamamlandi. Matrigel'in kuyunun ytiizeyini iyi bir sekilde
kaplamasi i¢in CIM-plate’in st plakalar1 4 saat boyunca 37°C inkiibatérde bekletildi. 4 saat
sonra RTCA DP yazilimi acild1 ve 3 kizakh cihaza yiiklenecek 3 adet CIM-plate belirlendi.
“Experiment Notes” sekmesine deney adi ve CIM-plate’in seri numara bilgileri girildi. “Layout”
sekmesine plate diizeninin girisi yapildi. “Schedule” sekmesine planlanan deney asamalari;

“Background” 6l¢iimii ile her 15 dakikalik siireyle devaml 6l¢iim alinmasi icin manuel olarak

istenilen saat araligi tasarlandi.
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CIM-plate’lerin alt plakalarinin her bir kuyusuna 160 pL %20 FBS (kemoatraktan
olarak) iceren serumlu besi yeri eklendi. Bu islem sirasinda kuyulardabaloncuk olmasini
onlemek icin pipetle tim besi yeriverilirken, pipete tam bas yariya kadar birak teknigi
uygulandi. Kabarcik olustugunda nazikge pipet veya igne ile patlatildi. Ust plaka alt plakanin
lizerine gelecek sekilde yerlestirildi. Ust plakanin her kuyusuna 70 ul serumsuz (FBS
icermeyen) besi yeri konduve st plakadaki kuyularin tabanini besi yerinin 1slatmasi1 amaciyla
370C’'de 1 saat inkiibe edildi. Bir saatlik inkiibasyondan sonra CIM-plate’ler cihaza yerlestirildi

ve 1 dakikalik “Back gorund” okuma gergeklestirildi.

Bir saat inkiibasyon siiresi sirasinda 16 saat 6nce serumsuz (FBS icermeyen) besi yerine
birakilan HEC1A hiicrelerinin iizerinde ki besi yeri alinip atildi, {izerine kalsiyum magnezyum
icermeyen PBS koyulup iki kez yikama yapildi. Flaska yeteri kadar tripsin-EDTA eklendi ve
hiicreler kalkinca flaska ayni miktarda FBS eklenip, 800 rpm devirde 5 dk santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi tiipiin istiindeki siipernatan pastor pipeti ile ¢ekilip atildi. Pellet 1 ml
serumsuz (FBS icermeyen) besi yeri ile resiispanse edilerek hiicrelerin sayilmasi
gerceklestirildi. 100 pl serumsuz (FBS icermeyen) besi yeri icerisinde her kuyuda sabit 30000
hiicre, st plakanin kuyucuklarina yiiklendi. Bu yilikleme sirasinda hava kabarcigl ve asiri

kopiirtme yapilmamasina dikkat edildi.

Kuyulara hiicre yiiklemesi yapildiktan hemen sonra alfakalsidol ve kalsitrioliin farkl
dozlar1 uygulandi. CIM-plate st plakanin kuyu son hacmi 200 pl olacak sekilde (10 pl hacim
icerisinde ila¢ uygulandi) ayarlandi. Farkli dozlarda ilag uygulamasi sirasinda kuyuya tutunan
hiicrelerin kalmamasi icin dikkatli sekilde pipetaj yapmadan ve hava kabarcigl olusturmadan
uygulanmistir. Kontrol grubu olan A1 ve A2 kuyularina 10 pl salin konuldu. B1 ve B2 kuyularina
10 pl hacim icerisinde verilerek nihai konsantrasyonun %0.05 etanol olmasi saglanmistir. C1 ve
C2 kuyularina 10 pl 10-¢ M alfakalsidol; D1 ve D2 kuyularina 10 pl 10-7 M alfakalsidol; E1 ve E2
kuyularina 10 pl 10-8 M alfakalsidol konuldu. Ayni zamanda F1 ve F2 kuyularina 10 pl 10-6¢ M
kalsitriol; G1lve G2 kuyularina 10 pl 10-7 M kalsitriol; H1 ve H2 kuyularina 10 pl 10-8 M kalsitriol
konuldu. Alfakalsidol ve kalsitrioliin yiiksek deneyinin CIM-plate’lerin ilag¢ yiiklenmis hali tablo
3.2.2.4.A. ve 3.2.2.4.B. de gosterilmistir.

CIM-plateler inkiibatérdeki cihaza yerlestirildi ve her 15 dakikada empedans o6l¢imi
alacak sekilde siiresiz 6lciim baslatildi. Hiicrelerdeki migrasyon logaritmik faz1 takiben plato
fazina ulastiktan sonra deneyler sonlandirildi. CI>0,2’den biiyiik olmasi pozitif invazyonolarak

kabul edildi [96].
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3.3.Yara Iyilesme Modeli

3.3.1. HEC1A Hiicrelerinde D Vitamininin Migrasyon Uzerine EtKisinin Yara lyilesme

Modeli ile Belirlenmesi

Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerindeD vitamininin migrasyon tzerine
etkisi, alfakalsidol ile kalsitrioliin yliksek dozu (10-6-10-8 M) ve diisiik dozu (10-9-10-11 M) olmak
lizere yara iyilesme (Wound Healing) modeli ile bakilarak gerceklestirildi. Ik olarak HEC1A
hiicrelerindealfakalsidol ve Kalsitrioliin yiiksek dozlarinin daha sonra alfakalsidol ve
kalsitrioliin diisiik dozlarinin migrasyon tlzerine etkisine yara iyilesme modeli ile bakild1.
Deneyde 2 adet 24 well plate kullanildi ve 24 well plate sekil 3.3.1.A.’da gosterilmistir. Bir yara
iyilesme modeli 6rnegi olarak da sekil 3.3.1.B."de gosterilmistir. Deney baslamadan 6nce deney

gruplari olusturuldu ve bu deney gruplari tablo 3.3.1.A. ve 3.3.1.B."de gosterilmistir.

Sekil 3.3.1.A.: 24 well plate [97].

50



[brahim DUMAN, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

Sekil 3.3.1.B.: Yara iyilesme modeli 6rnegi. Sekilde konfluent olan hiicreler (A), konfluent olan

hiicrelerde yara olusturulmasi icin bir materyal ile cizilmesi (B), kuyularda olusturulmus

yaranin ilk hali (C) ve hiicrelerde iceri dogru gociin gosterilmesi (D) olarak verilmistir [98].

Tablo 3.3.1.A.: Yara iyilesme modeli, alfakalsidol ve kalsitriol (10-6-10-8 M) 24 well plate

diizenegi (her bir grup i¢in n=6)

1 2 3 4
A Kontrol 10-6 M alfakalsidol 10-6 M alfakalsidol 10-6 M alfakalsidol
B Kontrol 10-7M alfakalsidol 10-7 M alfakalsidol 10-7M alfakalsidol
C Kontrol 10-8 M alfakalsidol 10-8 M alfakalsidol 10-8 M alfakalsidol
D %0.05 etanol 10-¢ M kalsitriol 10-¢ M kalsitriol 10-¢ M kalsitriol
E %0.05 etanol 10-7 M kalsitriol 10-7 M kalsitriol 10-7 M Kkalsitriol
F %0.05 etanol 10-8 M kalsitriol 10-8 M kalsitriol 10-8 M kalsitriol

Tablo 3.3.1.B.: Yara iyilesme modeli, alfakalsidol ve Kkalsitriol (10-9-10-1t1 M) 24 well plate

diizenegi (her bir grup i¢in n=6)

%0.05 etanol

10-10 M kalsitriol

10-10 M kalsitriol

10-10 M kalsitriol

%0.05 etanol

10-11 M kalsitriol

10-11 M kalsitriol

1 2 3 4
A Kontrol 10-9M alfakalsidol 10-9M alfakalsidol 10-9M alfakalsidol
B Kontrol 10-10M alfakalsidol 10-10M alfakalsidol 10-10 M alfakalsidol
C Kontrol 10-11 M alfakalsidol 10-11 M alfakalsidol 10-11 M alfakalsidol
D %0.05 etanol 10-9 M kalsitriol 10-M kalsitriol 10-2M kalsitriol
E
F

10-11 M kalsitriol
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Hiicre kiltiirii ortaminda daha 6nceden pasajlanip konfluent olan hazir endometriyum
adenokarsinoma HEC1A hiicreleri kullanildi. Konfluent olan hiicre flaskina yeteri kadar tripsin-
EDTA eklendi ve hiicreler kalkinca flaska ayni miktarda FBS eklenip, 800 rpm devirde 5 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 tiipiin iistiindeki siipernatan pastor pipeti ile ¢ekilip atildi.
Pellet 1 mlbesi yeri ile reslispanse edilerek hiicrelerin sayilmasi gergeklestirildi. Her kuyunun
besi yeri yeri hacmi 500 pl olarak belirlendi. 24 well plate’lerin her kuyusuna 400 pl besi yeri
kondu ve tlzerine 100 pl besi yeri icerisinde 30000 hiicre/well olacak sekilde ekildi.
Kuyulardaki hiicreler konfluent olana kadar yaklasik 48 saat inkiibe edildi. Konfluent olan
hiicrelerin tlizerindeki medium alinip atildi ve DPBS ile 3 kez yikandi ve 500 ul serumsuz besi
yeri eklenerek, 24 saat inkiibatérde bekletildi. 24 saat sonra kuyulardaki serumsuz besi yeri
alimip atildi ve 20 pl pipet ucu kullanilarak, kuyularda birbirine paralel olacak sekilde ayni
yonde yara (¢izgi) acildi. Pipet ucu ortalama 45 derecelik egim ve esit birkuvvet uygulanarak
yaralar olusturuldu. Her kuyuda acilan yara ac¢iklig1 ortalama 600-1000pum arasinda gerceklesti.
Bunlar arasindan yara aciklig1 esit olanlar secilerek ¢calismaya bunlarla devam edildi. Kuyular da
yaralar acildiktan sonra 3 kez DPBS ile yikama yapildi ve kuyulara 475 pl %1 FBS'li besi yeri
eklendi. Daha sonra her kuyunun 0. saat goriintiisii alinarak kaydedildi ve hemen sonrasinda
kuyularadeney grubuna gore belirlenen ila¢ dozlar1 25ul hacim igerisinde ilave edildi. O. saatten
itibaren 48. saate kadar her 12 saatte kuyularin gérintiisii alinarak kayit edildi. 0. dakika da
alinan yara goriintiisiiniin yeri isaretlenerek daha sonraki goriintiiler hep ayn1 noktadan alindi.

Kuyularda belirlenen yerlerdeki yara acikligi mesafesi um olarak 6l¢tilmiistiir.

Yara iyilesme modelinde hiicre migrasyonun belirlenmesi kuyularda 0. Saatteki
goriintiiniin 24. saatteki goriintisi ile karsilastirilmasi ile belirlenir. Burada yarada meydana
gelen iyilesme mesafesi dl¢tlilerek karsilastirilabilir. Jiang ve arkadaslarinin yaptigi yara iyilesme
modelinde kuyularda meydana gelen 0., 24. ve 48. saatteki yaralarin goriintiileri ve dlglimleri

Sekil 3.3.1.E."de gosterilmistir [99].
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Sekil 3.3.1.C.: Jiang ve arkadaslarinin yaptigl yara iyilesme modelinde 0., 24. ve 48.

saatteki yaralarin gorintiileri ve dl¢gtimleri [99].

3.4. istatistik Analizleri

Calismada hem alfakalsidol hemde Kkalsitrioliin proliferasyon, migrasyon ve invazyon
analizlerinde Endometriyum Adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde meydana gelen degisimler,
xCELLingence sisteminde elektronik empadans olusturarak hiicre indeksi olarak elde edildi.
CI>0.2 olmasi pozitif olarak kabul edildi [91]. HEC1A hiicrelerinde Alfakalsidol ve kalsitrioliin
proliferasyon, migrasyon ve invazyon analizlerinde elde edilen veriler kontrol grubunun
olusturdugu standart egriyi baz alarak diger gruplarin bu egri ile olan iligkisi karsilastirilarak
yapildi. Veriler ortalama #+ standart hata olarak ifade edildi. istatistiksel degerlendirilme icin

ANOVA ve t testi kullanildi. P<0.05 olan degerler anlaml kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Endometriyum Adenokarsinoma HEC1A Hiicrelerinde D Vitamininin Proliferasyon

Uzerine Etkisinin Ger¢cek Zamanl Hiicre Analizi

4.1.1. Endometriyum Adenokarsinoma HEC1A Hiicrelerinde Etanoliin Proliferasyon

Uzerine Etkisinin Ger¢cek Zamanl Hiicre Analizi

Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde D vitamininin ¢6ziiciisii etanol ile
kontrol grubu arasindaki iliski arastirildi (sekil 4.1.1.). Endometriyum adenokarsinoma HEC1A
hiicrelerinde etanol (n=6) ve kontrol (n=6) grubu arasinda proliferasyon agisindan tizerine

anlaml bir fark bulunamadi (p>0.05).

104 )
—o— saline

8- —=— 000.05 etanol

Cell Index

0

T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144
Time (h)

Sekil 4.1.1.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde etanol ve kontrol grubunun
proliferasyon tizerine etkisi (n=6) (p>0.05).

4.1.2. Endometriyum Adenokarsinoma HEC1A HiicrelerindeAlfakalsidol (10-6-10-8 M) ve

Kalsitrioliin (10-6-10-8 M)Proliferasyon Uzerine Etkisinin Ger¢ek Zamanh Hiicre Analizi

Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde alfakalsidoliin (10-6-10-8 M) ile
kalsitriol (10-6-108 M) proliferasyon lizerine etkisi arastirildi. Alfakasidol (10-¢ M)
endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde proliferasyonu ilk saatten 96'nc1 saate
kadar artirmis, bu artisin 36 ile 88’inci saat arasi istatiksel olarak anlamli bulunmustur (sekil
4.1.2.A)). Alfakasidol (107 M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde

proliferasyonu ilk saatten 84’lincii saate kadar artirmis, bu artisin 24 ile 80'inc1 saat arasi
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istatiksel olarak anlamli bulunmustur (sekil 4.1.2.B.). Alfakasidol (108 M) endometriyum
adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde proliferasyonu ilk saatten 96'nci1 saate kadar artirmis, bu
artisin 24 ile 84’lincii saat arasi istatiksel olarak anlamli bulunmustur (sekil 4.1.2.C.).

Alfakaldisoliin (10-6-10-8 M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde proliferasyon

lizerine etkisi toplu olarak sekil 4.1.2.D.’de gosterilmistir.

10-
—o— 950.05 etanol

**

8- * %% —— 10_6 M alfakalsidol

6 * Kk T =

Cell Index

O T T T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144
Time (h)
Sekil 4.1.2.A.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 106 M alfakalsidoliin
proliferasyon tizerine etkisi (n=5) (*: p<0.05, **: P<0.01, ***:P<0.001).

101
—— 0950.05 etanol
——10"" M alfakalsidol

Cell Index

T
6 108120132144

0 | —
0 12 24 3

T T T T T

6 48 60 72 84 9
Time (h)

Sekil 4.1.2.B.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 107 M alfakalsidoliin

proliferasyon tizerine etkisi (n=5) (e: p<0.05, ® ®: P<0.01).
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10+
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Sekil 4.1.2.C.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 108 M alfakalsidoliin
proliferasyon iizerine etkisi (n=5) (=: P<0.05, ==: P<0.01, ===: P<0.001).

10+
N —— %0.05 etanol

81 oy —*—10° M alfakalsidol
8 § ——10"" M alfakalsidol
S Ny 75 " ——10® M alfakalsidol

.
2_ L]
0 T T T T T 1

T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144
Time (h)

Sekil 4.1.2.D.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde alfakalsidoliin (10-6-10-8 M)
proliferasyon iizerine etkisi (n=5) (*;etanol ile 10-6 M alfakalsidoliin karsilastirilmasi, e;etanol

ile 10-7 M alfakalsidoliin karsilastirilmasi, =: etanol ile 10-8 M alfakalsidoliin karsilastirilmasi).

Kalsitriol (10-6 M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde proliferasyonu
12’nci saatten 96’nc1 saate kadar artirmis, bu artisin 36 ile 84’lincii saat arasi istatiksel olarak
anlaml bulunmustur (sekil 4.1.2.E.). Kalsitriol (107 M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A
hiicrelerinde proliferasyonu 24’iincii saatten 96’nc1 saate kadar artirmis, bu artisin 48 ile 72'nci
saat aras1 istatiksel olarak anlamli bulunmustur (sekil 4.1.2.F.). Kalsitriol (108 M)
endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde proliferasyonu 12’'nci saatten 96'nc1 saate

kadar artirmis, bu artisin 72 ile 96'nc1 saat arasi istatiksel olarak anlamli bulunmustur (sekil
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4.1.2.G.). Kalsitrioliin (10-6-108 M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde

proliferasyon lizerine etkisi toplu olarak sekil 4.1.2.H."de gosterilmistir.

10-
—— 950.05 etanol

——10°® M Kkalsitriol

Cell Index

0

T
6 10812013214

T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 9
Time (h)
Sekil 4.1.2.E.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 106 M kalsitrioliin
proliferasyon tizerine etkisi (n=4) (*: p<0.05).

101
—— 050.05 etanol

—— 10" M kalsitriol

Cell Index

0

T
6 108120132144

T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 9
Time (h)
Sekil 4.1.2.F.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 107 M kalsitrioliin
proliferasyon iizerine etkisi (n=4) (@ ®: P<0.01).
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10-
—— 950.05 etanol

——10"® M Kalsitriol

Cell Index

0O 1I2 2I4 3I6 4I8 6IO 7I2 8I4 9I6 1681501;321414

Time (h)
Sekil 4.1.2.G.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 108 M Kkalsitrioliin
proliferasyon iizerine etkisi (n=4) (=: P<0.05, ===: P<0.001).

10-
—— 950.05 etanol

—— 10" M kalsitriol
——10"" M kalsitriol
——10"® M kalsitriol

Cell Index

0 T T T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144
Time (h)
Sekil 4.1.2.H.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde kalsitrioliin (10-6- 10-8 M)
proliferasyon iizerine etkisi (n=5) (*;etanol ile 10-¢ M kalsitrioliin karsilastirilmasi, e;etanol ile

10-7M kalsitrioliin karsilastirilmasi, =: etanol ile 10-8 M kalsitrioliin karsilastirilmast).

58



[brahim DUMAN, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

4.1.3. Endometriyum Adenokarsinoma HEC1A HiicrelerindeAlfakalsidol (10-°-10-11 M) ve

Kalsitrioliin (10-9-10-11 M) Proliferasyon Uzerine Etkisinin Gercek Zamanh Hiicre Analizi

Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde alfakalsidoliin (10-9-10-11 M) ile
kalsitriol (10-9-10-11 M) proliferasyon iizerine etkisi arastirildi. Alfakasidol (10° M)
endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde proliferasyonu 36’nc1 saatten 120’nci
saate kadar azaltmis, bu azalmanin 78 ile 115’'inci saat arasi istatiksel olarak anlamh
bulunmustur (sekil 4.1.3.A.). Alfakasidol (10-1© M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A
hiicrelerinde proliferasyonu 24’iincii saatten 120’nci saate kadar azaltmis, bu azalmanin 76 ile
108’inci saat arasi istatiksel olarak anlamli bulunmustur (sekil 4.1.3.B.). Alfakasidol (10-11 M)
endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde proliferasyonu 24’lincli saatten 120’nci
saate kadar azaltmis, bu azalmanin 83 ile 110’uncu saat arasi istatiksel olarak anlamh
bulunmustur (sekil 4.1.3.C.). Alfakaldisoliin (10°-10-1! M) endometriyum adenokarsinoma

HEC1A hiicrelerinde proliferasyon tizerine etkisi toplu olarak sekil 4.1.3.D."de gosterilmistir.

—— 0950.05 etanol

87 B —— 10 M alfakalsidol

** %

* %

Cell Index

0

T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144
Time (h)

Sekil 4.1.3.A.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 10-° M alfakalsidoliin
proliferasyon tizerine etkisi (n=4) (*: p<0.05, **: P<0.01, ***:P<0.001).
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10-
—— 0950.05 etanol

—— 1071° M alfakalsidol

Cell Index

"0 12 24 %6 48 60 72 64 96 108130152144
Time (h)

Sekil 4.1.3.B.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 10-1® M alfakalsidoliin

proliferasyon tizerine etkisi (n=4) (e: p<0.05, ® ®: P<0.01).

10+
—— 050.05 etanol
—— 10! M alfakalsidol

Cell Index

O T T T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144
Time (h)
Sekil 4.1.3.C.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 10-1* M alfakalsidoliin
proliferasyon iizerine etkisi (n=4) (=: P<0.05, ==: P<0.01, ===: P<0.001).
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10+
—— 0450.05 etanol
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| ] |
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8 a "
2
2_
O T T T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 10812013214

Time (h)

Sekil 4.1.3.D.:Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde alfakalsidoliin (10--10-11 M)
proliferasyon iizerine etkisi (n=4) (*; etanol ile 10 M alfakalsidoliin karsilastirilmasi, e; etanol

ile 10-1°M alfakalsidoliin karsilastirilmasi, =: etanol ile 10-11 M alfakalsidoliin karsilastirilmasi).

Kalsitriol (10 M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde proliferasyonu
24’lincli saatten 108’inci saate kadar azaltmis, bu azalmanin 36 ile 90’inc1 saat arasi istatiksel
olarak anlaml bulunmustur (sekil 4.1.3.E.) . Kalsitriol (10-1°M) endometriyum adenokarsinoma
HEC1A hiicrelerinde proliferasyonu 24’lincii saatten 108’inci saate kadar azaltmis, bu azalmanin
48 ile 60'1nc1 saat arasi istatiksel olarak anlamlh bulunmustur (sekil 4.1.3.F.). Kalsitriol (10-11M)
endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde proliferasyonu 12’inci saatten 100’iincii
saate kadar azaltmis, bu azalmanin 53 ile 90’inc1 saat arasi istatiksel olarak anlamh
bulunmustur (sekil 4.1.3.G.). Kalsitrioliin (10-°M-10-1M) endometriyum adenokarsinoma

HEC1A hiicrelerinde proliferasyon tizerine etkileri toplu olarak sekil 4.1.3.H."de gosterilmistir.

121
—— 950.05 etanol

—— 10 M Kalsitriol

Cell Index

T T T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144
Time (h)

Sekil 4.1.3.E.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 10° M kalsitrioliin
proliferasyon tizerine etkisi (n=4) (*: p<0.05, **:P<0.001).
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121
——0.05 % etanol

104 —— 10"1% M Kalsitriol

Cell Index

0 T 1 e T T T T T 1

1 T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144
Time (h)

Sekil 4.1.3.F.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 10-1® M kalsitrioliin
proliferasyon iizerine etkisi (n=4)(e: p<0.05).

12-
—— 950.05 etanol

109 —— 10" M Kalsitirol

Cell Index

00 1I2 2I4 3I6 4I8 6I0 7I2 8I4 9I6 1681501:":21214

Time (h)
Sekil 4.1.3.G.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 10-1! M kalsitrioliin
proliferasyon iizerine etkisi (n=4) (=: P<0.05, ==: P<(0.01,===: P<(0.001).
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—— 950.05 etanol

—— 10" M Kalsitriol
——101% M Kalsitriol
—— 10! M Kalsitriol

Cell Index

T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 10812013214

Time (h)

Sekil 4.1.3.H.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde kalsitrioliin (10-°-10-11 M)
proliferasyon iizerine etkisi (n=4) (*;etanol ile 10 M kalsitrioliin karsilastirilmasi, e;etanol ile

10-10 M kalsitrioliin karsilastirilmasi, =: etanol ile 10-11 M kalsitrioliin karsilastirilmast).

4.2. Endometriyum Adenokarsinoma HEC1A Hiicrelerinde D Vitamininin Migrasyon

Uzerine EtKisinin Ger¢ek Zamanh Hiicre Analizi

4.2.1. Endometriyum Adenokarsinoma HEC1A Hiicrelerinde Etanoliin Migrasyon Uzerine

EtKkisinin Gercek Zamanl Hiicre Analizi

Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde D vitamininin ¢6ziiciisii etanol ile
kontrol grubu arasindaki iliski arastirildi (sekil 4.2.1.). Endometriyum adekarsinoma HEC1A
hiicrelerinde etanol ve kontrol grubu arasinda migrasyon acgisindan anlamh bir fark bulunamadi

(n=6) (p>0.05).
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10- _
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g4 —— 960.05 etanol
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Time (h)

Sekil 4.2.1.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde etanol ve kontrol grubunun
migrasyon tizerine etkisi (n=6) (p>0.05).

4.2.2. Endometriyum Adenokarsinoma HEC1A HiicrelerindeAlfakalsidol (10-6-10-8 M) ve

Kalsitrioliin (10-6-10-8 M) Migrasyon Uzerine Etkisinin Ger¢ek Zamanh Hiicre Analizi

Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde alfakalsidoliin (10-6- 10-8 M) ile
kalsitriol (10-6-10-8 M) migrasyon lizerine etkisi arastirildi. Alfakasidol (10-6 M) endometriyum
adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde migrasyonu 72'nci saatten 140’inc1 saate kadar bir
azalma egilimi gozlenmekle birlikte bu azalma istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (sekil
4.2.2.A). Alfakasidol (107 M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde migrasyonu
ilk saatten 140’1inc1 saate kadar azaltmis, bu azalmanin 75 ile 121’inci saat arasi istatiksel olarak
anlamh tespit edilmistir (sekil 4.2.2.B.). Alfakasidol (108 M) endometriyum adenokarsinoma
HEC1A hiicrelerinde migrasyonu ilk saatten 140’inc1 saate kadar bir azalma gozlenmekle
birlikte bu azalma istatiksel olarak anlaml bulunamamistir (sekil 4.2.2.C.). Alfakaldisoliin (10-6-
10-8 M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde migrasyonu iizerine etkileri toplu

olarak sekil 4.2.2.D.’de gosterilmistir.
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104
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0 24 48 72 9
Time (h)

T
6 120 144 168 192 216 24

Sekil 4.2.2.A.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 106 M alfakalsidoliin

migrasyon iizerine etkisi (n=4) ( p>0.05).

10+

Cell Index

1

0 I T T e T T T T T T 1
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Time (h)

—— 050.05 etanol

—— 107" M alfakalsidol

Sekil 4.2.2.B.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 107 M alfakalsidoliin

migrasyon uizerine etkisi. (n=4) (e: p<0.05, ee: P<0.01)
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Sekil 4.2.2.C.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 108 M alfakalsidoliin
migrasyon iizerine etkisi. (n=4) (P>0.05)

10+
—— 040.05 etanol
8- —— 10 M alfakalsidol
@ ——10"" M alfakalsidol
£ 9 —— 108 M alfakalsidol
§ «
2_
0

T T T T T T T 1
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Time (h)

Sekil 4.2.2.D.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde alfakalsidoliin (10-6-10-8 M)
migrasyon iizerine etkisi. (n=4) (e: etanol ile 10-7 M alfakalsidoliin karsilastirilmasi)

Kalsitriol (10-¢ M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde migrasyonu ilk
saatten itibaren 144’lincii saate kadar azaltmis, fakat bu azalma istatiksel olarak anlamli
bulunmamistir (sekil 4.2.2.E.). Kalsitriol (107 M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A
hiicrelerinde ilk saatten itibaren 168’inci saate kadar azaltmis, bu azalmanin 73 ile 132’nci saat
arasi istatiksel olarak anlamli olarak bulunmustur (sekil 4.2.2.F.). Kalsitriol (108 M)
endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde migrasyonu ilk saatten 168’inci saate
kadar azaltmis, bu azalmanin 73 ile 105’inci saat arasi istatiksel olarak anlamli bulunmustur
(sekil 4.2.2.G.). Kalsitrioliin (10-¢-10-8 M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde

migrasyonu azalttig1 saatler toplu olarak grafikte sekil 4.2.2.H."de gosterilmistir.
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Sekil 4.2.2.E.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 106 M kalsitrioliin

migrasyon tizerine etkisi (n=4) (P>0.05).

10+

Cell Index

2 o
L [ 1]

0 ¥ j (a— - T T T T T 1
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Time (h)

—— 950.05 etanol

——10"" M Kalsitriol

Sekil 4.2.2.F.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 107 M kalsitrioliin

migrasyon tizerine etkisi (n=4) (®: P<0.05, ® ®: P<0.01).
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Time (h)
Sekil 4.2.2.G.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 108 M Kkalsitrioliin

migrasyon iizerine etkisi (n=4) (=: P<0.05).
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——050.05 etanol

8 —— 10" M Kalsitriol
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2 64 . -8 -
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Sekil 4.2.2.H.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde kalsitrioliin (10-6-10-8 M)

migrasyon tizerine etkisi (n=5) (®;etanol ile 10-7 M kalsitrioliin karsilastirilmasi, =: etanol ile 10-8
M kalsitrioliin karsilastirilmasi).

4.2.3. Endometriyum Adenokarsinoma HEC1A HiicrelerindeAlfakalsidol (10-°-10-11 M) ve

Kalsitrioliin (10-°-10-11 M) Migrasyon Uzerine Etkisinin Gercek Zamanh Hiicre Analizi

Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde alfakalsidoliin (10--10-11 M) ile
kalsitriol (10--10-11 M) migrasyon lizerine etkisi arastirildi. Alfakasidol (10-° M) endometriyum
adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde migrasyonu 120’nci saatten 168’inci saate kadar azaltmus,
fakat bu azalma istatiksel olarak anlamh degildir (sekil 4.2.3.A.). Alfakasidol (10-1© M)
endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde migrasyonu 138’inci saatten 160’inc1

saate kadar azaltmis, fakat bu azalma istatiksel olarak anlamli degildir (sekil 4.2.3.B.).
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Alfakasidol (10-11 M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde migrasyonu 121’inci
saatten 186’nc1 saate kadar azaltmis, fakat bu azalma istatiksel olarak anlaml degildir (sekil
4.2.3.C.). Alfakaldisoliin (10-9-10-1* M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde

migrasyonu azalttig1 toplu olarak grafikte gosterilmistir (sekil 4.2.3.D.).

10-
—— 0950.05 etanol
8- —— 10 M alfakalsidol
)
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0 10012 144 168 192 216 240
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Sekil 4.2.3.A.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 10 M alfakalsidoliin
migrasyon iizerine etkisi (n=4) (P>0.05).
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Time (h)
Sekil 4.2.3.B.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 10-1© M alfakalsidoliin
migrasyon tizerine etkisi (n=4)(P>0.05).
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Sekil 4.2.3.C.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 10-11 M alfakalsidoliin
migrasyon tizerine etkisi (n=4) (P>0.05).
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—— 050.05 etanol

8- —— 10 M alfakalsidol
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Time (h)
Sekil 4.2.3.D.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde alfakalsidoliin (10-9-10-11 M)
migrasyon tizerine etkisi (n=4) (P>0.05).
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Kalsitriol (109 M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde migrasyonu
120’nc1 saatten 216'inc1 saate kadar azaltmis, fakat bu azalma istatiksel olarak anlaml degildir
(sekil 4.2.3.E.). Kalsitriol (10-1® M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde
migrasyonu 120’nci saatten 168’inci saate kadar azaltmis, fakat bu azalma istatiksel olarak
anlamh degildir (sekil 4.2.3.F.). Kalsitriol (10-11 M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A
hiicrelerinde migrasyonu 120'nci saatten 168’nci saate kadar azaltmis, fakat bu azalma
istatiksel olarak anlamli degildir (sekil 4.2.3.G.). Kalsitrioliin (10-°-10-11 M) endometriyum

adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde migrasyon iizerine etkisi toplu olarak sekil 4.2.3.H."de

gosterilmistir.
101
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Sekil 4.2.3.E.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 10° M kalsitrioliin
migrasyon tizerine etkisi (n=4) (P>0.05).
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0 10012 144 168 192 216 240
Time (h)

Sekil 4.2.3.F.. Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 10-1® M Kkalsitrioliin
migrasyon tizerine etkisi (n=4) (P>0.05).
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Sekil 4.2.3.G.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 10-1! M Kkalsitrioliin
migrasyon tizerine etkisi (n=4) (P>0.05).

10-
——050.05 etanol

8 —— 10 M Kalsitriol
& —— 1010 M Kkalsitriol
T 64 -11 P
k= —— 10 M kalsitriol
8 «

. M

0~=——ﬁ’f

100120 144 168 192 216 240
Time (h)

Sekil 4.2.3.H.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde kalsitrioliin (10-°-10-1* M)
migrasyon tizerine etkisi (n=4)(P>0.05).
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4.3. Endometriyum Adenokarsinoma HEC1A Hiicrelerinde D vitamininin Migrasyon

Uzerine Etkisinin Yara lyilesme Modeli ile Gosterilmesi

4.3.1. Endometriyum Adenokarsinoma HEC1A Hiicrelerinde Etanoliin Yara lyilesme

Modeli Uzerine EtKisi

Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde D vitamininin ¢6ziiciisi etanol ile
kontrol grubu, yara iyilesme modeli lizerinde arastirildi. Etanol ve kontrol grubunda
olusturulan yaralar yaklasik 48 saat sonra acilan yaranin yarisindan fazlasi kapanmistir. Her iki
grupda 0. saatten 48. saat arasindaki ornek yara acikligi goriintiileri sekil 4.3.1.A.’da
gosterilmistir. Ayni zamanda bu gruplarda 0. saatten 48. saat arasindaki yara aciklig1 mesafe
Olctimleri sekil 4.3.1.B."de gosterilmistir. Etanol yara iyilesme hizini degistirmemistir (n=4)

(P>0.05).

%0.05 etanol kontrol

0. dk

12. saat

24. saat

36. saat

48. saat

Sekil 4.3.1.A.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde etanol ve kontrol grubunun
0. saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme aciklig1 iizerine etkisi.
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Sekil 4.3.1.B.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde etanol ve kontrol grubunun
0. saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme agiklig1 lizerine etkisi. Etanol yara iyilesme hizini
degistirmemistir (n=4) (P>0.05).

4.3.2. Endometriyum Adenokarsinoma HEC1A Hiicrelerinde Alfakalsidol (10-6-10-8 M) ve
Kalsitrioliin (10-6-10-8 M)Yara lyilesme Modeli Uzerine EtKkisi

Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde alfakalsidoliin (10-¢-10-8 M) yara
iyilesme modeli ile migrasyon {lzerine etkisi arastirildi. Alfakaldisoliin (10¢-108 M)
endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 0. saatten 48. saat arasindaki yara
iyilesme agikhigi ornek goriintiileri sekil 4.3.2.A’da gosterilmistir. Alfakasidol (106 M)
endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 0. saatten 48. saat arasindaki yara
iyilesme acikligini 24. saatte istatiksel olarak anlamli olarak azaltmistir (P<0.0351), ayni
zamanda 10-6 M alfakasidol yara iyilesme agikligini 36. saatten sonra artirmistir fakat bu artma
istatiksel olarak anlamh degildir (sekil4.3.2.B.). Alfakasidol (107’M) endometriyum
adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 0. saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme a¢ikligini 12.
saatte azaltmistir, bu azalma istatiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.0041), ayn1 zamanda
24. saatte de yara iyilesme acikligini azaltmistir fakat bu azalma istatiksel olarak anlamlh
bulunmamistir (sekil4.3.2.C.). Yine 10-7 M alfakasidol yara iyilesme agikligin1 36. saatten sonra
artirmistir, bu artisin 48’inci saati istatiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.047)
(sekil4.3.2.C.). Alfakasidol (10-® M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde O.
saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme acikligini 12. saatte ve 24. saatte de azaltmistir, bu
azalma istatiksel olarak anlamli bulunmustur (sekil4.3.2.D.). Ayn1 zamandal0-8 M alfakasidol
yara iyilesme acikligin1 36. saatten sonra artirmistir, fakat bu artma istatiksel olarak anlaml

degildir (sekil4.3.2.D.). Alfakaldisoliin (10-6-10-8 M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A
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hiicrelerinde 0. saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme ac¢iklig1 tizerindeki etkisi toplu olarak

sekil 4.3.2.E.’de gosterilmistir.
% 0.05 etanol 10 M alfakalsidol 107 M alfakalsidol 10%M alfakalsidol

0. dk

12. saat

24, saat

36. saat

48. saat

Sekil 4.3.2.A.: Alfakaldisoliin (10-6-10-8 M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde
0. saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme ac¢iklig1 6rnek goriintiileri.

10001
—— 9 0.05 etanol

—_— e _6 .
g 250 10™ M alfakalsidol
5
x *
5 500
©
©
S
S 2504
0 T T T 1
0 12 24 36 48

time (h)

Sekil 4.3.2.B.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 10-6 M alfakasidoliin O.
saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme agikligi izerine etkisi (n=4) (*: p<0.05).
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1000-
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12

24
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36

48

—— 95 0.05 etanol
—— 10"’ M alfakalsidol

Sekil 4.3.2.C.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 107 M alfakasidoliin 0.
saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme agikligi tizerine etkisi (n=4) (e ®: P<0.01).

1000+
g 750+
5
X
a 500 T
©
©
@
S 250
0
0

12

24
time (h)

36

48

—— 09 0.05 etanol

—— 108 M alfakalsidol

Sekil 4.3.2.D.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 108 M alfakasidoliin 0.

saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme aciklig1 iizerine etkisi (n=4) (=: P<0.05, =s==: P<0.001).
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Sekil 4.3.2.E.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde alfakasidoliin (10-6-10-8 M)
0. saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme aciklig1 lizerine etkisi (n=4) (*; etanol ile 106 M

alfakalsidoliin karsilastrilmasi, ®; etanol ile10-7 M alfakalsidoliin karsilastrilmasi, =; etanol ile
10-8 M alfakalsidoliin karsilastrilmasi)

Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde Kkalsitriol (10-6-10-8M) yara
iyilesme iizerine etkisi arastirildi. Kalsitrioliin (10-6-10-8 M) endometriyum adenokarsinoma
HEC1A hiicrelerinde 0. saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme agiklig1 6rnek goriintiileri sekil
4.3.2.F’de gosterilmistir. Kalsitriol (106 M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A
hiicrelerinde 0. saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme agikligini 12’'nci (p<0.0011) ve 24’lincii
saatte (P<0.0117) azaltmistir, bu azalma istatiksel olarak anlaml bulunmustur. Yine 10-¢ M
kalsitirol 36. saatten sonra yara iyilesme ac¢ikligini artirmistir, fakat bu artma istatiksel olarak
anlamh degildir (sekil4.3.2.G.). Kalsitriol (107 M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A
hiicrelerinde 0. saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme acikligini 12’'nci (P<0.0015) ve 24’iincii
saatte (P<0.0005) azaltmistir, bu azalma istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Yine 107 M
kalsitriol 36. saatten sonra yara iyilesme acikligini artirmistir, fakat bu artma istatiksel olarak
anlamhi degildir (sekil4.3.2.H.). Kalsitriol (108 M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A
hiicrelerinde 0. saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme a¢ikligini 12’'nci (P<0.0013) ve 24’tinct
saatte (P<0.0012) azaltmistir, bu azalma istatiksel olarak anlamli bulunmustur (sekil4.3.2.1.).
Ayni1 zamanda kalsitriol (10-8 M) yara iyilesme acikligini1 36. saatten sonra artirmaya baglamistir,
bu artisin 48’inci saati istatiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.0077) (sekil4.3.2.1).
Kalsitrioliin (10-6-10-8 M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 0. saatten 48.

saat arasindaki yara iyilesme a¢iklig1 tizerine etkisi toplu olarak sekil 4.3.2.]."de gosterilmistir.
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% 0.05 etanol 10€M kalsitriol 107 M kalsitriol 108 M kalsitriol
o - -
- - -
o - -

Sekil 4.3.2.F.: Kalsitrioliin (10-6-10-8 M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 0.
saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme agikligi 6rnek gortntiileri.

1000+
—— 9 0.05 etanol
—_ L 6 .
f=,- 750 10°° M kalsitrol
’§’ *%
3 | *
o 500
o
©
&
S 250
0 T T T 1
0 12 24 36 48

time (h)
Sekil 4.3.2.G.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 10-6 M kalsitrioliin 0. saatten
48. saat arasindaki yara iyilesme ac¢iklig1 iizerine etkisi (n=4) (*: p<0.05, **: p<0.05).
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10001
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Sekil 4.3.2.H.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hicrelerinde 107 M kalsitrioliin 0.

saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme acikligl lizerine etkisi (n=4) (ee: P<0.01, eee:
P<0.001).

1000 -
—— 9 0.05 etanol
_ . 8 .
g -l 10° M kalsitrol
D)
x i
= 500
[}+]
3]
&
S 250
0 T T T 1
0 12 24 36 48

time (h)
Sekil 4.3.2.1.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 10-8 M kalsitrioliin 0. saatten
48. saat arasindaki yara iyilesme ac¢iklig1 tizerine etkisi (n=4). (==: P<0.01)
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Sekil 4.3.2.].: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde kalsitrioliin (10-6-10-8 M) 0.
saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme aciklig1 lzerine etkisi (n=4) (*; etanol ile 106 M

kalsitrioliin karsilastrilmasi, ®; etanol ile 10-7 M Kkalsitriollin karsilastrilmasi, =; etanol ile 10-8 M
kalsitrioliin karsilastrilmasi)

4.3.3. Endometriyum Adenokarsinoma HEC1A Hiicrelerinde Alfakalsidol (10-°-10-11 M) ve
Kalsitrioliin (10-°-10-11 M) Yara Iyilesme Modeli Uzerine Etkisi

Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde alfakalsidoliin (10-°-10-1t M) yara
iyilesme tizerine etkisi arastirildi. Alfakaldisoliin (10-9-10-11 M) endometriyum adenokarsinoma
HEC1A hiicrelerinde 0. saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme acikligi 6rnek gortintiileri sekil
4.3.3.A’da gosterilmistir. Alfakasidol (109 M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A
hiicrelerinde 0. saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme acikligini 24. saatte (P<0.0141), 36.
saatte (P<0.0141) ve 48. saatte (P<0.0005) artirmistir, bu artma istatiksel olarak anlaml
bulunmustur (sekil4.3.3.B.). Alfakasidol (10-1® M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A
hiicrelerinde 0. saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme acikligin1 24. saatte (P<0.0263), 36.
saatte (P<0.0033) ve 48. saatte (P<0.001) artirmistir, bu artma istatiksel olarak anlaml
bulunmustur (sekil4.3.3.C.). Alfakasidol (10-* M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A
hiicrelerinde 0. saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme ac¢iklifini 24. saatten itibaren artirmaya
baslamistir, bu artis 36. saat (P<0.0114) ve 48. saatte (P<0.0006) istatiksel olarak anlamli tespit
edilmistir (sekil4.3.3.D.). Alfakaldisoliin (10-6-10-8 M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A
hiicrelerinde 0. saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme aciklig1 iizerine etkisi toplu olarak sekil

4.3.3.E. de gosterilmistir.
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% 0.05 etanol 10°M alfakalsidol 107°M alfakalsidol 10! M alfakalsidol

o - -
o - -
- - -
o - -

Sekil 4.3.3.A.: Alfakaldisoliin (10-°-10-11 M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde
0. saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme ac¢iklig1 6rnek goriintiileri.

1000+
—— % 0.05 etanol
—_ L . -
R . 10°° M alfakalsidol
**
o) *k *
x i
o 500
©
©
o
S 250-
0 T T T 1
0 12 24 36 48

time (h)

Sekil 4.3.3.B.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 109 M alfakasidoliin O.
saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme agiklig1 iizerine etkisi (n=4) (*: P<0.05, **: P<0.01,***:
P<0.001).
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Sekil 4.3.3.C.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 10-19 M alfakasidoliin 0.
saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme agikligi izerine etkisi (n=4) (e: P<0.05, e®: P<0.01).

1000+
—— % 0.05 etanol
< a2 :
5 250 10" M alfakalsidol
5
x
a 500_
©
©
o
S 2504
0 T T T 1
0 12 24 36 48

time (h)

Sekil 4.3.3.D.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 10-11 M alfakasidoliin 0.
saatten 48. saat arasindaki yaraiyilesme acikligi lizerine etkisi (n=4) (==: P<0.01, ===: P<(0.001).
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Sekil 4.3.3.E.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde alfakasidoliin (10-°-10-11M)
0. saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme acikligi lizerine etkisi (n=4) (*; etanol ile 10-° M

alfakalsidoliin karsilastrilmasi, ®; etanol ile 10-10 M alfakalsidoliin karsilastrilmasi, =; etanol ile
10-11 M alfakalsidoliin karsilastrilmasi)

Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde kalsitriol (10-9-10-11 M) yara
iyilesme tzerine etkisi arastirildi. Kalsitrioliin (10--10-11 M) endometriyum adenokarsinoma
HEC1A hiicrelerinde 0. saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme acikli1 6rnek gortntiileri sekil
4.3.2.F’de gosterilmistir. Kalsitriol (109 M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A
hiicrelerinde 0. saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme acikligini 24. saatten itibaren
artirmistir, bu artisin 36. (p<0.0113) ve 48. saati (P<0.0040) istatiksel olarak anlaml
bulunmustur (sekil4.3.3.G.). Kalsitriol (10-1® M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A
hiicrelerinde 0. saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme acikligini 24. saatten itibaren
artirmistir, bu artisin 36. (p<0.0051) ve 48. saati (P<0.0004) istatiksel olarak anlamh
bulunmustur (sekil4.3.3.H.). Kalsitriol (101! M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A
hiicrelerinde 0. saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme acikligini 24. saatte (P<0.0087), 36.
saatte (P<0.0016) ve 48. saatte (P<0.0001) artirmistir, bu artma istatiksel olarak anlamh
bulunmustur (sekil4.3.3.1.). Kalsitriol (109-10-11 M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A
hiicrelerinde 0. saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme aciklig1 iizerine etkisi toplu olarak sekil

4.3.3.]."de gosterilmistir.
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% 0.05 etanol 10° M kalsitriol 1020 p kalsitriol 101 M kalsitriol
0. dk -
o -
o -
- -
o -

Sekil 4.3.3.F.: Kalsitrioltin (10-°-10-11 M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde O.
saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme agikligi 6rnek gortntiileri.

—— 095 0.05 etanol
——10"° M kalsitrol

E
2 750 * s
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x
2 500+
©
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S
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time (h)
Sekil 4.3.3.G.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 10- M kalsitrioliin 0. saatten
48. saat arasindaki yara iyilesme agiklig1 tizerine etkisi (n=4) (*: p<0.05, **: p<0.05).
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Sekil 4.3.3.H. Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 10-1© M Kkalsitrioliin 0.

saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme aciklig1 lizerine etkisi (n=4) (ee: P<0.01, eee:
P<0.001).

10001
—— 9% 0.05 etanol
e . YL :
5—, 250 10 M kalsitrol
=
x
s, 500+
©
©
®
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0 T T T 1
0 12 24 36 48

time (h)
Sekil 4.3.3.1.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde 10-1* M Kkalsitrioliin 0.

saatten 48. saat arasindaki yaraiyilesme acikligi tizerine etkisi (n=4). (==: P<0.01)
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Sekil 4.3.3.].: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde kalsitrioliin (10-6-10-8 M) 0.
saatten 48. saat arasindaki yara iyilesme aciklig1 lizerine etkisi (n=4) (*; etanol ile 109 M

kalsitrioliin karsilastrilmasi, ®; etanol ile 10-19 M kalsitrioliin karsilastrilmasi, =; etanol ile 10-1t
M kalsitrioliin karsilastrilmasi)

4.4. Endometriyum Adenokarsinoma HEC1A Hiicrelerinde D Vitamininin Iinvazyon

Uzerine EtKisinin Ger¢ek Zamanh Hiicre Analizi

4.4.1. Endometriyum Adenokarsinoma HEC1A Hiicrelerinde Etanoliin Invazyon Uzerine

Etkisinin Ger¢cek Zamanl Hiicre Analizi

Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde D vitamininin ¢6ziiciisii etanol ile
kontrol grubu arasindaki iligski arastirildi (sekil 4.4.1.). Endometriyum HEC1A hiicrelerinde
etanol ve kontrol grubunun invazyon uzerine etkisi 216 saat izlenmistir, bunun sonucunda

istatiksel olarak anlaml bir iliski bulunmadigindan ilk 24 saati gdsterilmistir.
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10- _
—— saline

g4 —— 960.05 etanol

Cell Index

Time (h)

Sekil 4.4.1.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde etanol ve kontrol grubunun
invazyon iizerine etkisi (n=4) (p>0.05).

4.4.2. Endometriyum Adenokarsinoma HEC1A HiicrelerindeAlfakalsidol (10-6-10-8 M) ve

Kalsitrioliin (10-6-10-8 M) Invazyon Uzerine Etkisinin Ger¢cek Zamanh Hiicre Analizi

Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde alfakalsidoliin (10-6-10-8 M) ile
kalsitriol (10-6-10-8 M) invazyon lzerine etkisi arastirildi. Alfakalsidoliin (10-6-10-8 M) ile
kalsitriol (10-6-108 M) invazyon Tlzerine etkisi endometriyum adenokarsinoma HEC1A
hiicrelerinde 216 saat izlenmistir, bu izlem sonucunda istatiksel olarak anlamli bir sonug

bulunamamistir. Bu nedenle veriler gosterilmemistir.
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4.5. Bulgularin Degerlendirilmesi

Calismamizda elde ettigimiz endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde

alfakalsidol ve kalsitrioliin proliferasyon ve migrasyon iizerine etkilerinin toplu sonuglar1 tablo

4.5.de gosterilmistir.

Tablo 4.5.: Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde alfakalsidol ve kalsitrioliin

proliferasyon ve migrasyon lzerine etkilerine toplu bakis.

Gercek Zamanli Hiicre Analiz Modeli Yara lyilesme Modeli
Proliferasyon Migrasyon Migrasyon
Alfakalsidol Kalsitriol Alfakalsidol Kalsitriol Alfakalsidol Kalsitriol
24.nf 12.h,24h §
10°M | 36h-88h I 36h-84h' 72h-140hﬂ 1h-144h ﬂ
N 36.hll 36hl
a 1h-140h [| | 1h-168h [| [ 12.hF 24.H]| 12.h,24h §
- -7
E 10°M | 24h-80h I 48h-72h I l l ﬁ hl ﬁ
= 75h-121h 73h-132h 36.h} 48. 36.h
~ 1h-168h ]| | 12.h,24.h §]12h,240 §
10°M | 24h-84h I 72h-96h I 1h-140h ﬂ
73h-105h l 36.hﬂ 48.hl
10°M 78h—115h1 36h-90h l 120h—168h@ 120h-216hﬂ 24.h, 36.h, 36.h, 48.h l
. 48.h
a
= | 10%m 76h-108h1 48h—60hl 138h—160h@ 120h-168hﬂ 24.n,36.0, )] | 36 h,48.hl
S 48.h
a
10M'm 83h—110hl 53h-90h l lZlh—lSGh@ 120h-168hﬂ 36.h, 48.h l 24.h, 36.h,
48.h

(J; istatiksel olarak anlamh azalma, [|; istatiksel olarak anlamli olmayan azalma, f; istatiksel
olarak anlamli artma, ﬂ;istatiksel olarak anlamli olmayan artma).
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5.TARTISMA VE SONUG

Bu calismada endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde D vitamininin
proliferasyon, migrasyon ve invazyon lizerine etkileri arastirildi. D vitamininin proliferasyon
lizerine etkileri; alfakalsidol ve Kkalsitriol’iin yliksek dozlar1 (10-6-10-8 M) endometriyum
adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde proliferasyonu artirirken, alfakalsidol ve kalsitriol’iin
disiik dozlar1 (10°-10-11 M) endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde
proliferasyonu azaltmistir. Alfakalsidol’iin (10-6-10-8 M) poliferatif etkileri Kkalsitriol’den daha
erken (24h karsi 36h) baslamistir. Buna karsilik, kalsitriol’tin (10-9-10-11 M) de antipoliferatif
etkileri alfakalsidol’den daha erken (36h karsi 83h) baslamistir. D vitamininin migrasyon
lizerine etkileri gercek zamanl hiicre analizi ve yara iyilesme modeli olmak iizere iki farkli
yontem ile arastirildi. Gercek zamanl hiicre analizi modelinde endometriyum adenokarsinoma
HEC1A hiicrelerinde migrasyonu alfakalsidol ve kalsitrioliin yiiksek dozlar ile diisiik dozlar1 bir
azaltma egilimi gostermektedir, ancak bu azalmanin alfakalsidol icin sadece 107 M ve
kalsitrioliin 10-7 M ve 108 M konsantrasyonlar istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Gercek
zamanli hiicre analizi modelinde, alfakalsidol ve kalsitriol'lin yiiksek dozlarinin migrasyon
lizerine etkilerine yonelik deney calismasi yapilirken yasanan dogal afet nedeniyle uzun siireli
elektrik kesintisi olmustur, verilemiz bu durumdan etkilenmis olabilir. Bu nedenle D
vitamininin migrasyon {lzerine etkileri yara iyilesme modeli ile de arastirildi. Yara iyilesme
modelinde D vitamininin migrasyon lizerine etkileri; alfakalsidol ve kalsitrioliin yiiksek dozlar
yara iyilesme acikligini ilk 24 saate kadar azaltirken (migrasyon artisi), 36. saatten itibaren
artirmistir. Alfakalsidol diisiik dozlar ise yara iyilesme agikligini 24. saatten, kalsitriol’iin diistik
dozlar yara iyilesme acikligini ise 36. saatten (migrasyon azalmasi) itibaren artirmistir. Yara
iyilesme modelinde endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde D vitamininin
migrasyon lizerine etkisinde, alfakasidoliin kalsitriole gére daha hizli baslayan antimigratuvar
etkileri gozlemlendi. Endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicrelerindeD vitamininin
invazyon lzerine etkileri denenmis, deney verilerimizin tutarsizligl nedeniyle sonug¢ elde

edilememistir. Biitge kisitlilig1 nedeniyle de deney ¢alismasi tekrarlanamamistir

D vitamini anti-proliferatif ve pro-differansiye edici etkiler gosterir. Bircok calisma, over
kanserinde D vitamininin fonksiyonel yolagi iizerine yogunlasmistir. Son zamanlarda yapilan
calismada Thill ve arkadaslar kalsitrioliin (5x10-5 M - 108 M) over kanseri hiicre yolaginda
proliferasyonunu inhibe ettigini, 25(OH)D’nin de yumurtalik karsinom hiicrelerinde hiicre
dongiistiniin durmasina neden olabilecegini ve proliferasyonu inhibe ettigini gostermistir. Ayni

zamanda Thill ve arkadaslar1 over kanseri hiicrelerini (haftada 0,15 pg/kg) Kkalsitriol
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uygulamasinin proliferasyonu giiglii bir sekilde inhibe ettigini de gostermistir [100]. Gonzalez-
Duarte ve arkadaslariin vitro ¢alismalarda SiHa serviks kanseri hiicrelerinde 10-6 M kalsitrioliin
proliferasyonu inhibe ettigini cesitli fonksiyonel yollar (DDX5 gen indiiksiyonu) ile oldugunu
gostermistir [101, 102]. Wang ve arkadaslari, 6 giin boyunca 10-7 M kalsitriol uygulanan serviks
kanseri HeLa S3 hiicrelerinde antiproliferatif etki géstermistir. Wang ve arkadaslar1 bu etkiyi
10-7 M Kkalsitrioliin HCCR-1 azaltarak ve p21 ekspresyonunu arttirarak HeLa S3 hiicrelerinde
proliferasyonu inhibe ettigini ve bdylece hiicre dongilisiiniin G1'de durmasina yol agtigini
gosterdi [103]. Avila ve arkadaslari, SiHa serviks kanseri hiicrelerinde 10-7 M kalsitrioliin insan
eteri-go-go-1 potasyum kanallar1 (EAG1) iizerindeki inhibitor etkisini gostermis ve serviks
kanseri icin terapotik bir secenek olarak D vitamini 6nermistir [104]. 1,25(0H).Ds, kanser
hiicresi gelisimini diizenleme kabiliyeti nedeniyle potansiyel bir antitimor ajan olarak
onerilmistir. Yabushita ve arkadaslar1 6 giin boyunca 5x10-8 M 1,25(0H);D3 uygulamasinin
endometriyal kanser hiicresi (RL95-2) proliferasyonunu inhibe ettigini géstermislerdir. Bunun
icin 1,25(0H);D3'nin endometriyal adenokarsinom ve endometriyal kanserin tedavisinde hiicre
farklilasmasini indiikleyici bir ajan olarak islev goren bir hedef oldugunu dnermislerdir [105].
Bizim bulgularimiza gére ayni konsantrasyondaki D vitamini kullanimi endometriyum HEC1A
hiicrelerinde proliferasyonu artirmaktadir. Bu farkli sonuglarin nedeni endometriyum
adenokarsinoma ve over kanseri arasindaki farklara ve deney dizaynindaki farkliliklara bagh

olabilir.

VDR icin ligand olan 1,25(0H):D3, hem normal hem de transforme edilmis meme
epitelyal hiicrelerinin bir negatif biiylime diizenleyicisidir. Zinser ve Welsh yaptig1 calismada
1,25(0H)2D3'nin meme kiiltiiriinde karsinojen kaynakli preneoplastik lezyonlarin gelismesini
engelledigini ve baskilanmis VDR aktivitesinin 1,25(0H);D3 duyarsizligina ve hizlanan tiimor
olusumuna yol acabilecegini bildirmistir [106]. Normal ve malign endometriyal hiicreler de
dahil olmak iizere bir¢ok farkl hiicre tipi, aktif 1,25(0H).Ds'li sentezlemek icin 1 alfa hidroksilaz
ve VDR ekspre eder [107, 108]. 1,25(0H).D3;, VDR aracili apoptozdan sorumludur ve cesitli
kanser tiplerinde anjiyogenez ve farklilasmayi inhibe eder [109, 19-114]. D vitamininin
antiproliferatif ve antineoplastik aktiviteleri hem genomik hem de nongenomik mekanizmalari
icerebilmektedir. Klasik genomik yanitin D vitamini etkisinden en fazla sorumlu olduguna
inanilmaktadir ve D vitamininin genomik etkileri VDR araciliiyla ile oldugu bildirilmistir. VDR
over, endometrial, serviks, meme ve kolorektal kanser dahil olmak ilizere ¢ok sayida timor
dokusunda da yiiksek oranda eksprese edilir. Agic ve arkadaslarnt yaptigi calismada,
endometriyozis hastalarinin hem endometriyum hem de yumurtaliklarinda VDR
ekspresyonunun orta diizeyde oldugunu, bu diizeyin kanserli hastalarin VDR ekspresyonu ile

saglikli kontroller arasindaki bir diizey oldugunu ortaya koymustur. Yine Agic ve arkadaslari
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endometriyal kanserli hastalarda VDR'nin, saglikli kontrol hastalarina gore daha yiiksek
oldugunu gostermistir, fakat bu ytiksekliligin istatiksel olarak anlamli olmadigini bildirmislerdir
[115]. Yine yakin zamanda yapilan bir ¢alismada Lee ve arkadaslar1 progesteron (2x10-5 M),
kalsitriol (107 M) ve bunlarin kombinasyonunun insan endometriyum epitel hiicreleri ve
endometriyal kanser hiicreleri tizerindeki etkileri arastirmis; her iki ajanla birlikte
kombinasyon tedavisi, VDR'i arttirmis, kaspaz-3 aktivasyonu ve G0-G1 hiicre dongiisii (siklin
D1, D3 ve p27 indiiksiyonunun down regiilasyonu) tutuklanmasinin uyarilmasi yoluyla hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigini gostermistir [110]. Bu ¢alismamizda proliferasyon {izerine
ortaya c¢ikan etkilerin baslama stireleri géz Oniine alinarak D vitamininin kanserdeki
proliferasyon {izerine olan etkilerinin hem genomik hemde non-genomik etkileri birlikte
icerebilecegini Oneriyoruz. Ancak bu durumun tam olarak ortaya konulmasi icin daha detayh

arastirmalarin yapilmasina ihtiyag vardir.

Yapilan arastirmalarda D vitaminininin vitro kanser modellerinde antineoplastik
aktivitesi icin cesitli mekanizmalar onerilmistir, antineoplastik aktivitenin mekanizmalari
arasinda apoptozis indiiksiyonu, hiicre dongiisii tutulumu yoluyla proliferasyonun inhibisyonu,
farklilasma induksiyonu, invazyon ve motilitenin inhibisyonu ve anjiyogenezin azaltilmasi yer
alir [115]. 1,25(0H)2D3’lin migrasyon ve invazyon lizerindeki rolii tam olarak bilinmemektedir.
2018 yilinin baslarinda Chen ve arkadaslar1 1,25(0H).D3z (10-8 M), spontan tiimor gelisimini
engellediginden (tlimorigenezin baslamasini ve ilerlemesini engeller) yaslanan bir organizmada
tlimor olusumunu 6nlemek icin 1,25(0H).D3’lin gerekli ana faktér oldugunu bildirmistir [116].
2017 yilinda Chiang ve arkadaslar1 24 saat 2x10-8 M VEGF-A, 48 saat 107 M/10-8M 1,25(0H).D3
ve analogu olan MART-10 uygulanan pankreas noroendokrin tiimér (RIN-m) hiicresinde,
1,25(0H)2D3 ve MART-10tin VEGF-A baskilayarak migrasyon ve invazyonu inhibe etigini
gostermistir. MART-10’lin anti-metastatik etkisi nedeniyle pankreas noroendokrin tiimoérleri
tedavisinde umut verici bir ila¢ olarak gorilebilecegini bildirmistir [117]. Yine baska bir
calismada 2017 yilinda, Yingyu ve arkadaslarinin 4 farkl diisiik inzaziv 6zellikli insan mesane
kanseri hiicresinde endojen ve indiiklenebilir VDR'i gostermis ve 5x107 M 1,25 (OH):D3'lin
metastatik insan mesane kanseri hiicre hatlar1 253]-BV ve TCCSUP'da hiicre hareketliligi ve
invazyonu engelledigini gostermistir. Yingyu ve arkadaslar1 1,25 (OH):D3 (5x10-7 M), miR-101-
3p'nin indiiksiyonu yoluyla mesane kanseri hiicresi migrasyonu veinvazyonunu farkli sekilde
baskiladigini ve 1,25 (OH)2D3 (5x10-7 M)tedavisinin diisiik invaziv 6zellikli insan mesane kanseri
hiicre dizileri 253] ve T24'te migrasyon ve invazyona etkisinin olmadigini da gostermistir [118].
Bizim bulgularimiza gére ayni konsantrasyondaki D vitamini kullanimi endometriyum HEC1A
hiicrelerinde migrasyonu hem gercek zamanl hiicre analiz modelinde hem de yara iyilesme

modelinde (ilk 24 saat sonrasi) azaltmaktadir. Sadece yara iyilesme modelinde alfakalsidol ve
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kalsitrioliin yliksek dozlarinin ilk 24 saatinde (non-genomik etkilere bagl olabilir) migrasyonu
artiyor olmasinin nedeni endometriyum adenokarsinoma ve diger kanser hiicresi arasindaki
farklara ve deney dizaynindaki farkliliklara bagh olabilir. Bizim bulgularimiz Chiang, Yingyu ve

arkadaslarinin bulgularini desteklemektedir.

D vitamini diizeyi ile kanser arasinda iliskiyi gosteren ¢ok sayida calisma vardir.
Dolasimdaki yiliksek D vitamini seviyeleri, bazi kanser tiirlerinin (gégiis, kolorektal, mide,
hematolojik, bas ve boyun, bobrek, akciger, yumurtalik, pankreas karacigeri, prostat ve deri
kanseri) gelisme riskinin azalmasi ile iliskilidir. D vitamininin in vitro ve in vivo olarak
karsinom hiicrelerinin farklilasmasina indiikledigi ve proliferasyonu baskiladig1 baska
calismalarda da gosterilmistir (19). Yine Amir ve arkadaslari yaptifi calismada, metastatik
meme kanserinde kemik metastazi bulunan hastalarda, daha yiiksek dozda D vitamini (10000
IU/glin) takviyesi icin genel bir ihtiyac oldugunu bildirmistir [119]. Buna karsilik Penna ve
arkadaglar1 timor tasiyan hayvanlara veya artritli siganlara D vitamini takviyesinin tamamen
etkisiz oldugunu gostermistir ve bu baglamda, kanserli kaseksi veya diger kronik hastaliklari
olan hastalarda D vitamini tedavisinin benimsenmesi, 6zellikle de rejeneratif bir siire¢ s6z

konusuysa dikkatle degerlendirilmesi gerektigini bildirmistir [120].

Calismamizin sonuglarina gore endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicreleri igin
proliferasyonun belirlenmesinde gercek zamanl hiicre analiz modelini 6nermekteyiz. Gergek
zamanl hiicre analiz sistemi herhangi bir isaretleme yapmadan hiicre ¢ogalmasi, invazyon,
migrasyon ve sitotoksiteyi gercek zamanl olarak analiz eden sistemdir (96). Endometriyum
adenokarsinoma HEC1A hiicreleri icin migrasyonu gercek zamanli hiicre analiz modelinde
anlaml olarak en erken 73. saatten sonra gézlemledik, ancak yara iyilesme modelinde literatiir
ile uyumlu olarak 24.-48. saatler arasinda anlamh degisiklikler gézlemledik. Bu sonuglara gore
endometriyum adenokarsinoma HEC1A hiicreleri icin migrasyonun degerlendirilmesinde yara
iyilesme modelinin daha uygun oldugunu 6neririz. Buna ilaveten yara iyilesme modeli gercek
zamanl hiicre analiz modeline kiyasla daha ucuz ve tekrarlanabilir bir yontemdir. Gercek
zamanl hiicre analiz sisteminde migrasyon ve invazyon protokollerinin her ikiside CIM-plate
kullanilmakta olup ¢ok benzerdir. Migrasyon ve invazyon prtokolleri arasindaki en énemli fark
“list kuyucugun” invazyon i¢in matrigel ile kaplanmasidir. Yaptifimiz calismada invazyon
denemelerinde sinyal alamadik. Buna gore gercek zamanli sistemin endometriyum
adenokarsinoma HEC1A hiicrelerinde migrasyon ve invazyon bakilmasi i¢in uygun olmadigini
alternatif olarak diger yontemlerin denenmesi gerektigini oOneririz. Endometriyum

adenokarsinoma HEC1A hiicreleri i¢cin migrasyon ve invazyon calismalar1 yapilacak ise giiclii
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kemoatraktan kullanilmas1 ve bizim kullandigimiz matrigelden daha diliie matrigel
kullanilmasini 6neririz.

Non-genomik etkiler genellikle ajanlarin yiiksek dozlarda kullanimiyla ortaya cikmakta
ve genomik etkilere gore daha erken dakika ve saatler icerisinde gozlenmektedir [121]. Bu
calismada test ettigimiz her iki D vitamini preparatinin da yiiksek dozlardaki proliferasyonu
artiricl etkileri erken saatlerde baslar iken, diisiik dozlardaki antiproliferatif etkileri daha geg
olarak baslamistir. Bu sonuclara goére D vitamininin yiliksek dozlardaki proliferasyonu artirici
etkilerine daha cok non-genomik mekanizmalarin, diisiik dozlardaki proliferasyonu azaltici
etkilerine ise genomik mekanizmalarin aracilik ettigini Oneririz. Yara iyilesme modelinde
alfakalsidol ve kalsitrioliin yiiksek dozlar1 kullanildiginda erken saatlerde (12-24 h) migrasyonu
artirdiklari ilerleyen saatlerde ise (36-48 h) migrasyonu azalttiklar1 goriilmiistir. Dusiik doz
uygulamasinda ise biitlin zamanlarda migrasyonu azaltmislardir. Buradan yola ¢ikarak erken
donemdeki yiliksek doz etkisine bagli migrasyon artisina non-genomik mekanizmalarin, gec
donemde ve diisiik dozlarda ortaya cikan migrasyon azlamasina ise daha ziyade genomik

mekanizmalarin katkida bulunabilecegini diisiindiik.

Calismamizin sonuglarina yonelik diisiik doz kalsitrioliin antiproliferatif etkisi diisiik doz
alfakalsidole gore daha erken baslamis olmasina ragmen, antimigratif etkisi ise alfakalsidolden
daha sonra baslamistir. Bu nedenle yara iyilesme acikligi modelinde gosterdigimiz antimigratif
etki de hiicre proliferasyonu roliiniin olmadigin1 diisiindiik. Ayn1 zamanda alfakalsidol ve
kalsitrioliin antiproliferatif ve antimigratif etkisi izerindeki etkilerin farkli zamanlarda baslamis
olmasi, D vitamini preparatlarinin (alfakalsidol ve kalsitriol) genomik ve nongenomik etkilerin
incelenen etkiye gore (proliferasyon, migrasyon) farkli sekillerde rol oynayabilecegini
diisiindiirdii. Calismamizda D vitamininin endometriyum kanserinde invazyon iizerine etkileri
biitce yetersizligi nedeniyle gosterilemedi. Endometriyum kanserlerinin patogenezinin
aydinlatilmasi, hastalifin progresyonunu Onlenmesi ve yeni tedavi stratejilerinin
gelistirilmesine katki saglamak i¢in D vitamininin proliferasyon, migrasyon ve invazyon tizerine
etkileri ile ilgili daha fazla calismalarin yapilmasina ihtiyac vardir. Ozellikle tekrarlanan
dozlarda uzun siireli D vitamini uygulamas1 ve seklindeki in vivo ve in vitro calismalarin

yapilmasina ve bu etkilerin aracilik eden molekiiler ¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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Bu calismada literatiirde eksik olarak gordiigiimiiz endometriyum adenokarsinoma
HEC1A hiicrelerinde D vitamininin proliferasyon ve migrasyon lizerine etkilerini gosterdik.
Calismamizda disiik doz D vitamini kullaniminin endometriyum adenokarsinoma kanserinde
hem proliferasyonu hem de migrasyonu azalttigin1 gosterdik. Yiiksek doz D vitamini kullanimi
ise endometriyum adenokarsinoma kanserinde proliferasyonu ve kismen migrasyonu artiracagi
ve diger yan etkilere neden olabilecegi icin; yiiksek doz D vitamini kullaniminin rasyonel
olmayacagini énermekteyiz. ilaclarin doz cevap iliskisi yorumlanmasinda ajanlarin hormetik
davranislari1 goz oniine alinmal ve Paraselsus’un “Tiim maddeler zehirdir, ilac1 zehirden ayiran

dozudur” s6zilinii bu calismanin sonuglari icin de kullanabiliriz.
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