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OZET

Necmettin Erbakan Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyoloji Anabilim Dalin1
T1bbi Biyoloji
Yiiksek Lisans Tezi

KOLON KANSERI HUCRELERINDE KOLEKALSIFEROL/D3 VITAMIN
UYGULAMASININ OTOFAJIi VE ENDOPLAZMIK RETIKULUM STRESI
UZERINDEN DEGERLENDIRILMESI

Esra TANRIVERDI

Konya-2023

D vitamini, viicut iizerinde yaygin etkileri olan gii¢lii bir steroid hormon kolekalsiferoliin onciistidiir.
Antikanser etkiye de sahip olan D vitamini, yetersiz giines isinlarina maruz kalma ve kanserli bireylerde
goriilebilecek cesitli sebeplerden dolayr bu etkisini gdosteremez. Ayrica bazi kanser hastalarinda D vitamini
eksikligi ile de karsilagilmaktadir. Kolekalsiferol viicudu besleyen en 6nemli D vitamini formudur. Yapilan
caligmalar kolekalsiferoliin ¢esitli kanser hiicrelerinin proliferasyonunu, gé¢iinii, invazivligini ve anjiyogenezini
inhibe ettigini gostermistir. Ayrica kolekalsiferol, bagirsaktaki bagisiklik hiicrelerinin biyolojisini diizenleyerek
bagirsak mikrobiyotasini olumlu y6nde etkilemektedir. Bu ¢alismada kolekalsiferol uygulamasimin kolon kanseri
hiicrelerinde otofaji ve endoplazmik retikulum (ER) stresi tizerine etkisi degerlendirilmistir. Kolekalsiferoliin HT-
29 ve HCT 116 hiicreleri tlizerindeki sitotoksik etkisi XTT analizi ile arastirilmistir. Sitotoksisite sonuglari dikkate
alinarak, sonraki analizde hiicreler 48 saat boyunca 150 ve 250 uM kolekalsiferol ile muamele edilmistir. Ardindan
kontrol ve doz gruplarindan RNA izolasyonu yapilmig, cDNA sentezlenmis ve apoptoz, ER stresi ve otofaji ile
iliskili genlerin ekspresyon seviyeleri qRT-PZR ile analiz edilmistir. Kolekalsiferoliin kolon kanseri hiicrelerinin
koloni olusturma yetenekleri tizerine etkisi, koloni formasyon analizi ile degerlendirilmistir. Ayrica florometrik
tabanli otofaji kiti ve GRP78/BiP ELISA kiti kullanilarak kolekalsiferoliin otofaji ve ER stresi iizerine etkisi
arastirilmistir. QRT-PZR sonuglarina gore, kolekalsiferol uygulamasi kolon kanseri hiicrelerinde apoptoz ve ER
stresi ile iligkili genlerin ekspresyonunu artirirken, otofaji ile iligkili genlerin ekspresyonunu azaltmistir. Benzer
sekilde kolekalsiferol uygulamasi sonrasinda otofaji azalirken ER stresi belirteci GRP78/BiP miktarinda artig
saptanmistir. Ek olarak, kolekalsiferol, kolon kanseri hiicrelerinin koloni olusturma yetenegini 6nemli 6lgiide
azaltmigtir. Tim sonuglar bir arada degerlendirildiginde, kolekalsiferoliin kolon kanseri hiicrelerinde otofajiyi
baskilayarak, ER stresi ile apoptozu arttirarak antikanser etkiye neden oldugu diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Endoplazmik retikulum stresi, Kolekalsiferol, Kolon kanseri, Otofaji
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ABSTRACT

Necmettin Erbakan University, Graduate School of Health Sciences
Department of Medical Biology
Medical Biology
Master Thesis

EVALUATION OF CHOLECALCIFEROL/VITAMIN D3 TREATMENT IN COLON
CANCER CELLS THROUGH AUTOPHAGY AND ENDOPLASMIC RETICULUM
STRESS

Esra TANRIVERDI

KONYA-2023

Vitamin D is the precursor to cholecalciferol, a powerful steroid hormone with widespread effects on the
body. Vitamin D, which also has an anticancer effect, can not show this effect due to insufficient exposure to
sunlight and various reasons that can be seen in individuals with cancer. In addition, some cancer patients are faced
with vitamin D deficiency. Cholecalciferol is the most important form of vitamin D that nourishes the body. Studies
have shown that cholecalciferol inhibits proliferation, migration, invasiveness and angiogenesis of various cancer
cells. In addition, cholecalciferol positively affects the intestinal microbiota by regulating the biology of immune
cells in the intestine. In this study, the effect of cholecalciferol treatment on autophagy and endoplasmic reticulum
(ER) stress in colon cancer cells was evaluated. The cytotoxic effect of cholecalciferol on HT-29 and HCT 116
cells was evaluated by XTT analysis. Considering cytotoxicity results, cells were treated with 150 and 250 uM
cholecalciferol for 48 hours in subsequent analyzes. Then, RNA was isolated from the control and dose groups,
cDNA was synthesized, and expression levels of genes associated with apoptosis, ER stress and autophagy were
analyzed by qRT-PCR. The effect of cholecalciferol on colony-forming abilities in colon cancer cells was
evaluated by colony formation analysis. In addition, the effect of cholecalciferol on autophagy and ER stress was
investigated using the fluorometric-based autophagy kit and the GRP78/BiP ELISA kit. According to the gRT-
PCR results, cholecalciferol treatment increased the expression of genes associated with apoptosis and ER stress,
while decreasing the expression of autophagy-related genes in colon cancer cells. Similarly, while autophagy
decreased after cholecalciferol treatment, the amount of ER stress marker GRP78/BiP increased. In addition,
cholecalciferol significantly reduced the colony-forming ability of colon cancer cells. When all the results are
evaluated together, it is thought that cholecalciferol causes an anticancer effect by suppressing autophagy and
increasing apoptosis with ER stress in colon cancer cells

Keywords: Autophagy, Cholecalciferol, Colon cancer, Endoplasmic reticulum stress
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1. GIRIS VE AMAC

En sik goriilen gastrointestinal kanser tiirii olan kolon kanseri genetik faktorler, diyet
gibi ¢evresel faktorler ve sindirim sisteminin inflamatuar kosullarin1 kapsayan etiyolojisi ile
cok faktorlii bir hastaliktir. Kolon kanserine bazen kolon kanseri ve rektumda baslayan rektum
kanserini birlestiren bir terim olan kolorektal kanser (KRK) de denilmektedir (Li ve ark., 2021).
Yapilan arastirmalar bagirsak mikrobiyotasinin, KRK’nin olusumunda, ilerlemesinde ve
tedaviye yanitinda rol oynadigini gostermektedir. KRK hastalarinda bagirsak mikrobiyomunu
olusturan spesifik bakterilerin sayisal artisi ile onemli degisiklikler tespit edilebilmis ve hastalik
taramasi, prognoz ve tedavi yanitinin tahmini i¢in mikrobiyom profili biyolojik belirte¢ olarak
kullanilabilmistir (Devenport ve Shah, 2019). D vitamini reseptorii (VDR); bagirsak bariyer
biitiinligiint diizenler ve bagirsakta dogustan gelen adaptif bagisikligi kontrol eder. Bagirsak
mikrobiyotasindan gelen metabolitler ayrica VDR ekspresyonunu diizenleyebilirken, D
vitamini bagirsak mikrobiyotasini etkileyebilir ve anti-inflamatuar ve bagisiklik diizenleyici
etkiler gosterebilir (Markotic ve ark., 2019). Bagirsak hastaliklarinin patogenezinde D
vitamininin altinda yatan mekanizma tam olarak anlasilamamistir, ancak optimal bir D vitamini
durumunun korunmasi bagirsak saglig: i¢in faydali gériinmektedir. Son zamanlarda yapilan
baz1 c¢aligmalar beslenme/diyet ve D vitamini ile prevelansi giderek artan kanser tiirleri
arasindaki iligkiler tizerine odaklanmistir (Thanikachalam ve Khan, 2019). D vitamini
reseptorlerinin aktive olmamasi, yetersiz giines 1sinlarina maruz kalma ve kanserli bireylerde
goriilebilecek ¢esitli sebeplerden dolayi, D vitamini sahip oldugu antikanser etkisini
gosteremez. Bu sebepler kanserli bireylerde D vitamininin mekanizmalariin aksamasina bagl
olarak D vitamini eksikligine kanit olarak gosterilebilmektedir (Al-Ghafari ve ark., 2019). D
vitamini viicutta yaygin etkilere sahip giiclii bir steroid hormon olan kolekalsiferoliin
onclisidiir.  Yapilan calismalar  kolekalsiferolin  kolon  karsinomu hiicrelerinin
proliferasyonunu, migrasyonunu, invazivligini ve anjiyogenezini inhibe ettigini, kolon
karsinomu hiicrelerinin farklilagsmasin1 destekledigini ve onlar1 apoptoza duyarli hale
getirdigini ortaya koymustur. Ayrica kolekalsiferol bagirsaktaki bagisiklik hiicrelerinin
biyolojisini diizenleyerek bagirsak mikrobiyotasini olumlu olarak etkilemektedir (Negri ve ark.,
2020).

Bu tez projesinde KRK hiicrelerinde kolekalsiferol uygulamasinin, otofaji ve

endoplazmik retikulum stresi tiizerine etkisinin degerlendirilmesi amaglanmistir.



Kolekalsiferoliin KRK hiicre proliferasyonu iizerine etkisi sitotoksisite ve koloni formasyon
analizleri ile belirlenmistir. Ardindan kolekalsiferol uygulamasinin otofaji ve endoplazmik
retikulum stresi ile iliskisi florometrik/kolorimetrik  tabanli  kitler  kullanilarak
degerlendirilmistir. Ayrica bu mekanizmalarda gorevli 6nemli genlerin ekspresyon seviyeleri

gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PZR) ile aragtirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Kolorektal Kanser (KRK)

Kanser hiicreleri, kontrolsiiz ¢ogalma, programlanmis hiicre oliimiinden kaginarak
hayatta kalma ve ana metabolik yakit olarak laktat kullanma yetenegine sahip olma gibi bir¢ok
Ozellik gosterir. Ayrica genom kararsizlifi, bagisiklik saldirisindan  ve  biiyiime
baskilayicilardan kacinma, replikatif oOliimsiizliigli saglama, hiicre oOliimiine direnme,
inflamasyonu tesvik etme, proliferatif sinyallemeyi siirdiirme, anjiyogenezi indiikleme,
metastazi aktive etme ve hiicresel enerjiyi diizensizlestirme kanser hiicrelerinin baslica

ozellikleridir (Hanahan ve Weinberg, 2011).

Gastrointestinal sistemin (GIS) bir parcast olan kolon, sirasiyla epiteli, diiz kas
katmanlarim1 ve enterik sinir sistemini olusturan endoderm, mezoderm ve ektoderm olmak
lizere ii¢ germ katmanindan olusur. Gastrulasyondan bu yana, bu katmanlar embriyogenez
sirasinda es zamanli olarak gelisir ve yetiskin yasa kadar siirekli olarak birbirleriyle sinyallesir.
Iki invajinasyon, anterior intestinal portal (AIP) ve kaudal/posterior intestinal portal (CIP) uzar
ve kaynasarak ilkel bagirsak tiipiinii olusturur, bu tiip daha sonra sol-sag asimetrisi baglaminda
anteroposterior (AP) eksen ve radyal (RAD) eksen boyunca sekillenir. Bu olaylar 6n bagirsak,
orta bagirsak ve arka bagirsak olmak tizere ii¢ farkli bolgenin olugsmasina yol agar. Yukarida
bahsedilen tiim olaylar, normal bagirsak gelisimi ve islevi i¢in kritik olan ¢esitli molekiiler

yollarin siki kontrolii altindadir (Kostouros ve ark., 2020).

KRK kolon veya rektumda baslayan bir kanserdir. KRK genellikle mukozal epitel
hiicrelerinin kanserli olmayan proliferasyonu ile baslar. Bu biiyiimeler polip olarak bilinir ve
kansere doniismeden 6nce 10-20 y1l icinde kademeli olarak biiyiiyebilir. En yaygin sekli, islevi
kalin bagirsagi kaplayan mukus iiretmek olan graniiler hiicrelerden kaynaklanan bir adenom
veya poliptir (Stryker ve ark., 1987). Polip biiyiidiikge kanser riski artmasina ragmen, tiim
adenomlarin yaklasik %10°u invaziv kansere ilerler. Bu tiir poliplerden kaynaklanan invaziv
kanser, adenokarsinom olarak bilinir ve tiim KRK’lerin %96’sin1 olusturmaktadir (Stewart ve
ark., 2006).

KRK, diinya genelinde en sik goriilen ikinci kanser olup kansere bagli 6liimlerde tiglincii
sirada yer almaktadir (GLOBOCAN, 2020a). Cogu vaka Bat1 iilkelerinde tespit edilmektedir.

Yas, kronik hastalik Oykiisli, yasam tarzi ve aligkanliklar hastaligin gelisiminde etkili
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olmaktadir (Marmol ve ark., 2017). GLOBOCAN verileri kolon ve rektum kanserlerini
kolorektal olarak birlikte vermekte olup Rawla ve ark. (2019) epidemiyolojik ¢alismasinda ayri
ayri ele almistir. Rawla ve ark. (2019) yaptigi epidemiyolojik ¢alismasinda kolon kanserinin
2018 icin Ongoriilen 551.000 oliimle tiim kanser oliimlerinin %35,8’ini olusturan besinci en
olimciil kanser oldugunu, rektum kanserinin tiim kanser oliimlerinin %3,2’sini olusturan

310.000 oliimle en 6liimciil 10. kanser oldugunu saptamistir (Rawla ve ark., 2019).

ASR (World) per 100 000

2183
114163
62-114

35-6.2 B noapplicatie
<35 No daea

Sekil 2. 1. 2020°de tahmini yasa gore standardize edilmis insidans oranlan
(http://gco.iarc.fr/today/home).

Uluslararas1 Kanser Aragtirma Ajanst (IARC) tarafindan yayinlanan GLOBOCAN 2020
verilerine gore erkeklerde en sik goriilen ilk bes kanser tiiriiniin dagilimi Tablo 2.1°de
sunulmustur. Buna gore erkeklerde Diinya’da, Asya’da, Kuzey Amerika’da en sik goriilen
kanser tiirii prostat kanseri olup ikinci sirada KRK yer almaktadir. Ulkemizde ise erkeklerde en
sik goriilen kanser tiirleri sirasi ile prostat kanseri, akciger kanseri ve KRK seklindedir (Tablo
2.1). Kadinlarda ise en sik goriilen ilk bes kanser tiirtiniin dagilimi1 Tablo 2.2°de sunulmustur.
Buna gore kadinlarda Diinya’da, Asya’da, Kuzey Amerika’da en sik goriilen kanser tiirii meme
kanseri olup ikinci sirada KRK yer almaktadir. Ulkemizde ise kadinlarda en yaygm goriilen
kanser tiirleri siras1 ile meme kanseri, tiroit kanseri ve KRK’dir (Tablo 2.2). Ulkemizde Saglhk
Bakanlig1 Saglik Istatistikleri Yillig1 (2020) verilerine gére KRK hem kadinlarda hem de
erkeklerde GLOBOCAN verileri ile paralel sekilde goriilme sikligi bakimindan {iciincii sirada
yer almaktadir. Siklig1 erkeklerde yiiz binde 25,1 iken kadinlarda yiiz binde 14,7 dir (Saglik
Bakanligi, 2020).



Tablo 2. 1. Uluslararas1 Kanser Aragtirma Ajanst (IARC) tarafindan yaymlanan GLOBOCAN 2020 verilerine
gore erkeklerde en sik goriilen ilk bes kanser tiiriiniin dagilimi (http://gco.iarc.fr/today/home)

Diinya Tiirkiye Asya Avrupa Kuzey Amerika
1 Prostat Prostat KRK Prostat Prostat
2 KRK Akciger Prostat KRK KRK
3  Akciger KRK Akciger Mesane Mesane
4 Mide Mesane Karin Akciger Deri Melanomu
5 Mesane Mide Karaciger Deri Melanomu Akciger

Tablo 2. 2. Uluslararas1 Kanser Aragtirma Ajansi (IARC) tarafindan yaymlanan GLOBOCAN 2020 verilerine
gore kadinlarda en sik goriilen ilk bes kanser tiiriiniin dagilimu (http://gco.iarc.fr/today/home)

. e Avrupa Kuzey
Diinya Tiirkiye Asya Amerika
1 Meme Meme Meme Meme Meme
2 KRK Tiroit KRK KRK KRK
3  Tiroit KRK Serviks Uteri  Korpus Uteri Korpus Uteri
4  Serviks Uteri Korpus Uteri  Tiroit Deri Melanomu Tiroit
5  Korpus Uteri Over Akciger Tiroit Akciger

KRK ’nin kiiresel yiikiiniin 2030 yilina kadar %60 artarak 2,2 milyon yeni vakaya ve 1,1
milyon yillik 6lime ulagsmasi beklenmektedir. Bu biiylimenin ve geg¢is doneminin, diisiikten
orta seviyeye ekonomik kalkinmanin bir {iriinii oldugu tahmin edilmektedir. Gelismis
iilkelerdeki nesilsel degisiklikler ve ekonomik gelismeler KRK insidansindaki artig ile
paralellik gostermektedir. Bu artisin daha yerlesik yasam tarzi, daha fazla islenmis gida, alkol
ve et tiiketimi ve sonugta obezitede artigin bir tiriinii oldugu belirtilmektedir (Arnold ve ark.,
2017). Sawicki ve ark. (2021) KRK’nin risk faktorlerine odaklanan saglik egitimine kaynak
ayirmanin ve halk saglig1 acisindan en son bilimsel raporlar1 kullanarak tarama programlarinin

formiile edilmesinin gerekliligini vurgulamaktadir (Sawicki ve ark., 2021).
2.1.1. KRK ’nin risk faktorleri

KRK olusumu, yas ve kalitsal faktorlerin yani sira degistirilebilir ¢evresel ve yasam
tarz1 faktorleri ile iligkilidir (Cronin ve ark., 2018; Lewandowska ve ark., 2022). Kanser
vakalarinin yaklasik olarak %80-90°1 ¢cevresel veya davranigsal faktorler tarafindan meydana
gelir ve onlenebilme potansiyeli vardir. Kaliim yoluyla kanser meydana gelme olasiligi
cevresel faktdrlere oranla ¢ok daha azdir (%10). Onlenebilir davranissal faktdrler sigara, yanlis
beslenme, spor yapmama, alkol kullanimi, asir1 kilo, bagisiklik sistemi yetersizligi ve strestir.

Onlenebilir cevresel riskler olarak hava kirliligi, asbest radon gibi kimyasallar, UV 1simlar,
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iyonlastirict radyasyon ile bazi bakteri ve viriisler 6rnek olarak gosterilebilir. Onlenemez
faktorler ise yas, cinsiyet, irk, hormonlar ve ailede kanser hastalig1 oykiisiidiir (Tirk Kanser

Dernegi, 2018).

Kolorektal neoplazmalarin etiyolojisi tam olarak agiklanamamistir ve nedenleri hala
bilinmemektedir ancak uzun yillar siiren arastirmalar bir¢ok risk faktdriini ayirt etmemizi
saglamaktadir. Hastanin yasi ana neden olarak kabul edilir. Kanser genclerde de goriilse de 50
yasindan sonra kansere yakalanma olasilig1 artmaktadir ve kansere yakalanan her 10 kisiden
9’u 50 yasin iizerindedir. En yiiksek insidans, 70 yasindan sonra ortaya cikar. Gegmisteki
inflamatuar hastaliklar, KRK i¢in bagka bir risk faktoriidiir. Hastaliga yakalanma riski tilseratif
kolitte 20 kat, Crohn hastaliginda 3 kat artmaktadir. Bir¢ok risk faktorii yasam tarziyla
iligkilidir. Sigara, alkol, kirmiz1 ve islenmis et tiiketiminin fazla olmasi, inflamatuar bagirsak
hastalig1, obezite, diyabet, ailede KRK 0ykiisii, yas ve cinsiyet, potansiyel enfeksiyon ajanlari
KRK i¢in 6nemli bazi risk faktorleri olarak kabul edilir (Sawicki ve ark., 2021). Bilimsel
arastirmalar, disiik fiziksel aktivite, yag acisindan zengin, kalori agisindan yiiksek, kirmizi et
acisindan zengin, ayni zamanda kalsiyum veya folik asit agisindan diisiik bir diyetin KRK

gelisiminde etkili oldugunu gostermektedir (Safiri ve ark., 2019).
Sigara

Tiitiin dumani, KRK de dahil olmak iizere bir¢ok kanser tiirliniin gelisimi i¢in yerlesik
bir risk faktoriidiir. Yapilan caligsmalar sigara igen kisilerde igmeyenlere kiyasla KRK gelisme
riskinin 2-3 kat arttigini, bu riskin doz ve maruz kalma siiresi ile de paralelik gosterdigini ortaya
koymustur. Ayrica sigara kullaniminin KRK 6liimlerinin %12’ye varan bir kismindan sorumlu
oldugu distliniilmektedir (Ettarh, 2015). Tiitiin dumani, DNA’ya zarar verdigi bilinen 60’tan
fazlas1 yerlesik kanserojen (6rnegin, N-nitrozaminler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar,
aromatik aminler, aldehitler ve metaller) olan binlerce kimyasalin bir karigimini igerir.
Kolorektal epitel hiicrelerindeki mutasyonlar, sirayla invaziv adenokarsinomaya doniisebilen

polipoz gelisimine yol agmaktadir (Ahmed ve ark., 2014).
Alkol tiiketimi

Diinya Kanser Arastirma Fonu (WCRF) giinde yaklagik 30 gramin iizerinde alkol
tiketmenin KRK riskini artirdigin1 belirtmistir. Yapilan meta analizde, giinliik alkol

tikketiminde 10 gramlik bir artisin, KRK riskini toplamda %7, erkeklerde %8 ve kadinlarda %4
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arttirdig1 rapor edilmistir. Alkol tiiketimi ile KRK riski artmakta olup, KRK riski cografi
bolgelere (Avrupa, Kuzey Amerika ve Asya), tliimoriin anatomik alt bolgelerine (kolon ve
rektum) ve alkollii igecek tiirlerine (sarap, bira ve alkollii igkiler) gore degiskenlik
gostermektedir (Park ve ark., 2019).

Uluslararas1 Arastirma Ajansina gore insanlar i¢in kanserojen olarak degerlendirilen ilk
metabolit olan asetaldehit ile her tiirlii alkollii igeceklerde bulunan etanol, KRK i¢in belirlenmis
bir risk faktoriidiir. 2018’de yayimnlanan Kuzey Amerika, Avrupa ve Asya’dan 14 kohort
calismasinin meta-analizinde, hafif icki igme (giinde <1 alkollii i¢ki) bile hi¢ veya ara sira alkol
igmeye kiyasla KRK riskinde hafif ama 6nemli 6l¢iide artigla iliskilendirilmistir (Choi ve ark.,
2018). Genel olarak bu iliskinin erkeklerde, muhtemelen daha fazla alkol alimi nedeniyle,

kadinlara gore daha giiglii oldugu saptanmustir (Cho ve ark., 2004).
Obezite

Giicli bilimsel kanitlar, obez bireylerde KRK gelisme riskinin daha yiiksek oldugunu
ve bu riskin artan beden kitle indeksi (BKI) ile artis gosterdigini belirtmektedir. BKI>30 olan
yasl bireylerde, BKI<23 olan bireylere kiyasla %5-100 daha fazla hastaliga yakalanma riski
oldugu belirtilmistir. Boyle bireylerde genetik arka plana, 6zellikle yasam boyu %100 KRK
gelisme riski ile iligkili olan ailesel adenomat6z polipozis koli (FAP) ve riskin %70-80 oldugu
Lynch sendromu olarak da bilinen kalitsal nonpolipozis KRK’ye (HNPCC) dikkat etmek
Oonemlidir (Safiri ve ark., 2019).

Aile oykiisii ve genetik yatkinlik

Ailede KRK 6ykiisii olmasi, KRK gelisme riskini 6nemli 6l¢iide artirmaktadir. Bu olay
hem kalitsal yatkinlik hem de yasam tarzi faktorleri ile iligkilidir. Aile Oykiisii bulunan

bireylerde asagida verilen noktalar 6nemlidir:

I. Akrabalar ile risk altindaki bireyler arasindaki kusaksal uzaklik,
ii. Birinci derece akrabalarda KRK’nin gelistigi yas,
iii. KRK teshisi konan aile iiyelerinin sayisi,
(\2 Diger neoplazmalarin (6rnegin, endometrial, yumurtalik ve idrar yolu,
pankreas) ailesel birlikteligi ve

V. Kisisel kanser dykiisti.



Onceki galismalar, etkilenen birinci derece akrabasi (ebeveynler, kardesler ve cocuklar)
olan kisilerin, aile dykiisii olmayanlara kiyasla ortalama olarak iki kat daha yiiksek KRK riskine
sahip oldugunu goéstermistir. Bireyin bir akrabasina 60 yasindan dnce teshis konulmus ise KRK
gelisme riski daha yiiksektir. Ayrica, bireyin etkilenen akraba sayisi (sadece birinci derece
degil, ayn1 zamanda ikinci ve tligiincii derece) arttik¢a hastalik riski artmaktadir (Sawicki ve
ark., 2021).

KRK vakalariin %2-8’inin kalitsal sendromlarin bir sonucu olarak ortaya c¢iktigi
tahmin edilmektedir. KRK gelisimi i¢in yatkinlik olusturan en yaygin iki kalitsal sendrom,
HNPCC ve FAP’tir. HNPCC, DNA onariminda gorevli genlerdeki mutasyonlarin neden oldugu
otozomal dominant bir hastaliktir. Cogu HNPCC vakasi, MLH1 ve MSH2 genlerindeki
mutasyonlarla iligkilidir. Bununla birlikte, HNPCC’ye yol acan baska gen mutasyonlar1 da
vardir (6rn. MSH6, MLH3, TGBR2, PMS1 ve PMS2). HNPCC’li hastalarda 50 yasinda KRK
gelisme riski yaklasik %20 ve 85 yasinda KRK gelisme riski yaklasik %80°dir (Valle ve ark.,
2019).

Otozomal dominant kalitim modeline sahip FAP ise, timor baskilayici olarak gorev
yapan APC geni mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir. APC geni, DNA replikasyonu ve hiicre
bolinmesinin diizenlenmesinde rol oynayan onemli bir proteini kodlamaktadir. FAP’li
bireylerde, ortalama onlu yaslarda yiizlerce hatta binlerce kolon polipleri gelismeye baslamakta
ve yiiksek olasilikla bu kolon poliplerinin ¢ogu kansere doniismektedir. Daha 6nce taninmayan
ve tedavi edilmeyen FAP sendromu olan hemen hemen tiim hastalara 35-40 yasindan once
KRK teshisi konmaktadir (Yang ve ark., 2020).

Cinsiyet ve Yas

KRK, her iki cinsiyet i¢in en yaygin goriilen ti¢iincii ve en 6liimciil ikinci malignitedir.
Yeni vaka insidanst ve 6liim orani, muhtemelen kanser taramasindaki artis ve daha iyi tedavi
yontemleriyle iligkili olarak, 50 yasindan geng bireyler disinda son yillarda istikrarli bir sekilde
azalmaktadir. Tim KRK’lerin yaklasik %5’i, FAP ve HNPCC sendromuna dayanmaktadir.
Normal kolonik epitelyumun kanser dncesi bir lezyona ve nihayetinde invaziv bir karsinoma
doniismesi, yaklagik 10 ile 15 yillik bir siire icinde somatik (kazanilmig) ve/veya germ hatti

(kalitsal) genetik mutasyonlarin birikmesini gerektirmektedir (Xiao ve ark., 2019).



Herhangi bir yasta, kalitsal kanser sendromlarindan etkilenen bireyler, genel
popiilasyona gore daha yiiksek KRK riski altindadir. Risk altinda olma sebebinin ¢ogunlukla
otozomal dominant modeli izleyen yiiksek penetrasyon genlerinde germ hatt1 mutasyonlarinin
varligi oldugu distnilmektedir (Rahner ve Steinke, 2008). Bu durumda muhtemelen
ebeveynler ilgili mutasyonlar1 sadece esey hiicrelerinde (yumurta veya sperm) tagimaktadir,
somatik hiicrelerde tasimamakta veya mutasyonlar dollenmeden kisa bir siire sonra ortaya

¢ikmaktadir (Mork ve ark., 2015).

Yetersiz de olsa mevcut kanitlar, erken baslangicli KRK i¢in 6nemli bir risk faktoriiniin
cocuklar ve ergenler arasinda artan obezite prevalansi oldugunu belirtmistir (Nimptsch ve Wu,
2018). Erken baglangi¢hi kanserdeki artis egilimi, rektal kanser i¢in kolon kanserinden daha
belirgin olsa da obezite ge¢ baslangich vakalarda kolon kanseri i¢in rektum kanserinden daha
giclii bir risk faktorii olarak saptanmigtir (Dong ve ark., 2017).

2.1.2. KRK’nin molekiiler patogenezi

KRK’nin patogenezi ¢ok karmasik ve g¢esitlidir. Normal kolonik mukozanin
adenokarsinomaya doniismesine yol agan genetik ve epigenetik degisikliklerin ilerleyici
birikiminden kaynaklanir (Yamagishi ve ark., 2016). Cogu KRK, yaygin heterozigot kaybi ve
bliylik kromozomal anormallikler ile karakterize edilen kromozomal kararsizlik ile iliskilidir
(Leary ve ark., 2008). KRK’nin yaklasik %15’i ise DNA yanlis eslesme tamir (MMR)
sisteminin diizensizliginden ve bunun sonucunda ortaya g¢ikan genomik Kkararsizliktan
kaynaklanmaktadir. Son yillarda, anormal DNA metilasyonu, iltithaplanma ve daha yakin
zamanda mikroRNA’nin (miRNA) kanserojen siirece aktif olarak katkida bulunabileceginin
kesfi dahil olmak iizere KRK patogenezinde baska sistem ve yolaklarin da yer aldig1 tespit
edilmistir (Colussi ve ark., 2013).

Onkogenler ve timdr baskilayic1 genlerdeki genetik degisiklikler, adenom-karsinom
stirecinde normalden displastik epitel tabakasina dogru sirayla gergeklesmektedir. Bu da KRK
gelisimi ile sonuglanmaktadir. Hem genetik hem de epigenetik genomik degisiklikler

biriktiginde normal glandiiler epiteli karsinomaya doniistiirmektedir (Miiller ve ark., 2016).

KRK, ii¢ ana yol dahil olmak iizere ¢ok sayida molekiiler yol icermektedir: Kromozomal
instabilite (CIN), mikrosatellit instabilite (MSI) ve epigenetik instabilite (CIMP). Bu molekiiler

yollarin hepsi genetik ve epigenetik degisiklikler nedeniyle KRK gelisiminde énemli bir rol
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oynamaktadir. Bu molekiiler yolaklar timor gelisimini ve metastatik zaman1 belirleyebilir,
clinkii hastaligin epidemiyolojisi, mutasyonel denemeler ve bagisiklik tepkisi bilgileri yolaga
gore degismektedir (Aghagolzadeh ve ark., 2016). CIN, pek ¢ok KRK igin ayirt edici bir yoldur
ve vakalarin %80-85’ini olusturmaktadir. CIN, apoptotik yollarn aktivitesini azaltmakta,
biiylimeyi tesvik eden yollarin aktivasyonunu arttirmaktadir. Bu tiimdrler, WNT yolagi
efektorii adenomatdz polipozis koliyi (APC) kodlayan APC geninin deaktivasyon mutasyonu

nedeniyle adenomat6z polipler olarak baslamaktadir (Raskov ve ark., 2020).

Ayrica, KRAS’taki mutasyonlari aktive ederek ve SMAD4’teki mutasyonlar1 deaktive
ederek adenokarsinomlara ilerlemektedir. Ilk olay nedeniyle, bu yolak bazen APC yolag olarak
adlandirilmaktadir. CIN yolaginda MSI, MLH1, metilasyon veya BRAF mutasyonlar1 yoktur.
Bununla birlikte Lynch sendromuna MLH1, MSH2, MSH6 ve PMS2 dahil olmak tizere MMR
genlerindeki germ hatti mutasyonlar1 neden olmaktadir. MSI’in, MLH1, MSH2 ve MSH6
MMR genlerinde mutasyonlara neden olan MMR DNA’sinin eksikligi ile baslatildig
diistiniilmektedir (Boland ve ark., 2018).

CIMP olarak bilinen ve birden fazla tiimdr baskilayict genin promotorii etrafinda 6nemli
oranda CpG adas1 hipermetilasyonu ile tanimlanan KRK’nin bir alt kiimesi, CIN veya MSI
yerine epigenetik ile tanimlanmaktadir. Kolorektal karsinogenezin yolu, MLH1 promotoriiniin
hipermetilasyonu ile yakin iligkisinin yani sira kadin cinsiyet, ileri yas ve kotii histoloji ile
iligkisi nedeniyle CIMP, 6nemli bir riske sahiptir (Mehta ve ark., 2017). Kanseri gelisimi
sirasinda lezyonlar kadar erken donemdeki gen degisikliklerinin de kanser olusumu ve
ilerlemesinde rolii vardir. Anormal kript olusumunun, KRK gelisimiyle baglantili ilk histolojik
bulgu oldugu saptanmustir (Szylberg ve ark., 2015).

Polip kanseri olusum sekansini baglatmak i¢in sistematik bir yaklasim olan APC’nin
inhibe edilmesiyle Wingless/Wnt yolagi aktive edilmektedir. Wnt sinyal yolu, KRAS veya
TP53 gibi genlerdeki mutasyonlar nedeniyle polip hiicrelerinin kansere doniismesini
saglamaktadir. Doniistiiriicii bliylime faktorii b (TGFB1) aracili hiicre sinyal yolu da KRAS ve
TP53 mutasyonlar tarafindan modiile edilerek KRK gelisimini daha ¢ok hizlandirmaktadir
(Novellasdemunt ve ark., 2015).

Onkogen aktivasyonu KRK gelisimi sirasinda meydana gelen genetik ve epigenetik

degisikliklere baglanmaktadir. B-Raf, EGFR sinyallerini MAPK yolunu aktive eden bir proto-
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onkogen olan KRAS’a yonlendirmektedir (Amodio ve ark., 2020). Tiim KRK’lerin yarisindan
fazlasinda KRAS veya B-Raf'ta MAPK sinyal yolunu tetikleyen ve hiicre 6liimiinii durdururken
proliferasyonu artiran mutasyonlar vardir. PI3K, WNT-APC-CTNNB1 ve TGFB1-SMAD
sinyal yolaklar1t da KRK’nin bir kismini olugturmaktadir. Ayrica RAS-RAF-MAPK yolagini da
kapsamaktadir (Ahronian ve ark., 2015).

Kanserdeki epigenetik degisikliklerin incelenmesi, bu spesifik yolaklarda yaygin olarak
degistirilen genlerin tanimlanmasina yol agarak KRK biyolojisinin derinlemesine
arastirilmasina imkan saglamaktadir. Bu bulgulara dayanarak KRK i¢in yeni tan1 ve prognostik

testleri ve yeni tedaviler gelistirilmelidir.

2.1.3. KRK’nin belirtileri

Gastrointestinal  (Gl) semptomlarindan bazilar1 mevcut oldugunda KRK’den
stiphelenilmektedir. Siipheli KRK’nin taninmasi ve gelecekteki tani i¢in yonlendirmenin
olabilmesi rektal kanama, karinda kitle, karin agrisi, bagirsak aligkanliginda degisiklik,
aciklanamayan kilo kayiplar1 ve demir eksikligi anemisi belirtilerinin ortaya c¢ikmasiyla
iliskilendirilmektedir (NICE, 2023). Ishal, kabizlik veya diski kivaminda degisiklik dahil olmak
tizere bagirsak aligkanliklarindaki kalict degisiklik, diskida rektal kanama, kramplar, gaz, agri
gibi kalic1 karin rahatsizligi, gii¢siizlik ya da yorgunlukla beraber agiklanamayan kilo kaybi
KRK’nin belirti ve semptomlaridir (Mayo Clinic, 2022).

Bireylerde goriilen baz1 semptomlarin ortaya ¢ikmastyla birlikte klinik degerlendirme
de 6nemlidir. KRK’den siiphelenilen kalin bagirsak belirti ve semptomlart olan hastalarda
uzman tarafindan klinik muayene ve kolonoskopi yapilmaktadir. Kolonoskopi araciligiyla
bireylerin bagirsaklarinin skopi cihazi ile incelenmesinin KRK i¢in tanisal duyarliligi ve
Ozgilligii artirabilecegi belirtilmektedir. KRK semptomlar1 gériilmeden 6nce teshis konulan ve
hastaligin erken bir evresinde tespit edilen hastalarin prognozu daha iyidir. Bu nedenle, KRK’yi
diisiindiirebilecek tiim semptomlar, hastayi acilen bir uzmana goriinmeye ve KRK tani testleri

yaptirmaya tesvik etmelidir (Sawicki ve ark., 2021).

2.1.4. KRK’nin tan1 ve evrelendirilmesi

Prognostik KRK tanisinda en 6nemli evre bagvuru anindaki patolojik evredir. Tiim yeni
KRK vakalari, kemoterapi etkinliginin prognostik ve 0Ongoriilmesi diislintildiigiinde,
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RAS/BRAF mutasyon testi i¢cin taranmaktadir. Hemen hemen tiim hastalarda, kolon
karsinomunun doku biyopsisi patolojik dogrulamasi i¢in tanisal veya tarama kolonoskopisinin
gerekli oldugu vurgulanmigtir. Karsinoembriyonik antijen (CEA) ile gogiis, karin ve pelvisin
bilgisayarli tomografisi (BT), cerrahi rezeksiyondan 6nce tercih edilen, uygun maaliyetli, KRK

evreleme ¢aligmalaridir.

Evreleme  sistemi,  kanserleri  biiylimelerine  ve  yayilmalarma  gore
derecelendirilmektedir. KRK’nin evreleri, evre 0’dan evre 1V e kadar degismektedir. Kanserin
biiylimesi ve yayilmasi ne kadar fazla ise, evre o kadar yiiksektir. Kanser biiyiidiik¢e bireylerde
cesitli semptomlara neden olabilmektedir. Bireylerde semptomlar goriildiiginde KRK
genellikle ilerlemis ve tedavisinin daha zor oldugu gézlenmektedir. Tedavi ise yaramazsa,

kanser hiicreleri biiylimeye devam ederek organlarin ¢alismamasina neden olabilmektedit

(American Cancer Society, 2023a).

Sekil 2. 2. Kolorektal duvarda biiyiiyen polipler (NCCN Guidelines For Patients, 2021)

Bir polip, kolon duvarinin i¢ yiizeyindeki hiicrelerin agir1 biiyiimesidir. Poliplerin birgok
farkl: tiirleri vardir. Bazi polip tiirlerinin kansere doniisme olasiligi diger polip tiirlerine gére
daha fazladir. En yaygin polip tiirii adenom olarak adlandirilmaktadir. Adenomlar kanser oncesi
polip olarak kabul edilmektedir ve uzun yillar siirse de adenomlar invaziv KRK’ye
doniisebilmektedir. Bir adenomda olusan kanser, adenokarsinom olarak tanimlanmaktadir.
Adenokarsinom KRK’nin en yaygin tiriidiir. KRK’ye doniisen bu polipler, hiperplastik ve
enflamatuar polipleri igermektedir. Poliplerin kolon ylizeyinden ¢ikarilmas:1 kanseri
baslamadan 6nleyebilmektedir. Kanserin gelismeye baslayip baslamadigindan emin olmak i¢in
polipler de test edilebilmektedir. Cogu polip kansere doniismezken, hemen hemen tiim KRK’ler
bir polipte baglamaktadir (Meseeha ve Attia, 2023).
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Kanser evrelendirilmesi, viicuttaki kanserin derecesini tanimlamakla beraber hangi
testlerin gerekli olabilecegini planlamak i¢in kullanilmaktadir. Kolon duvarinin yapis1 hakkinda
genel bir fikire sahip olmak, KRK’nin nasil evrelendirildigini anlamak igin Onemlidir.
Evrelemenin, kanserin kolon igine veya viicudun diger bolgelerine yayilip yayilmadigin
saptamak icin kullanilan siire¢ oldugu belirtilmektedir. Evrelendirmenin 6nemi en iyi tedavi

planiin belirlenmesine yardimer olmaktadir (American Cancer Society, 2023b).

Amerikan Kanser Komitesi (AJCC) KRK’yi evrelendirmek i¢in tiimér, nod, metastaz
(TNM) sistemini kullanmistir. TNM sisteminde, kanserin hangi evrede oldugunu saptamak igin

asagidaki bilgiler kullanilmaktadir:

o T: Tiimdriin kolon duvarina ne kadar biiytidiigii

o N: Herhangi bir lenf diigiimiiniin kanser olup olmadig1

o M: Kanserin kolon disindaki bolgelere veya organlara yayilip
yayilmadigi

Kanserin evrelerini belirlemek i¢in T, N ve M skorlar1 birlikte ele alinmaktadir.

KRK’nin 0, I, I, 1l ve IV olarak numaralandirilan bes evresi vardir.

. Evre 0: Kolon duvarinin en i¢ tabakasinda anormal hiicreler vardir. Bu
anormal hiicreler kansere doniisebilmekte ve kolon duvarinin daha derin katmanlarina

yayilabilmektedir. Evre 0 KRK, kolon karsinoma in situ olarak da adlandirilmaktadir.

. Evre 1. Kanser, kolon duvarmin ikinci veya ii¢lincii tabakasina
biliylimektedir.
. Evre Il: Kanser, kolon duvarmin dordiincii tabakasina veya Otesine

biiyiimektedir. Bu evrede kolon duvarinin yakinindaki lenf diigiimlerinde veya kolon

disindaki alanlarda kanser goriilmemektedir.

o Evre I1I: Kanser kolonun yakinindaki lenf diiglimlerine yayilmaktadir
veya c¢oklu tiimorler vardir. Coklu tiimorler, kolon ¢evresindeki yagda bulunan kiigiik

poliplerdir.
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o Evre IV: Kanser, kolonun disindaki bolgelere ve yakindaki lenf

diiglimlerine yayilmaktadir. KRK, en sik karaciger ve/veya akcigerlere metastaz

yapmaktadir (NCCN Guidelines For Patients, 2022).

Diger organlara yayilm

Kas

Evr A; ‘ A )

Sekil 2. 3. KRK evreleri (American Cancer Society, 2023).

2.1.5. KRK’nin tedavisi

Cerrahi, kemoterapi, radyasyon ve immiinoterapi, KRK’y1 tedavi etmek i¢in yaygin
olarak kullanilan tedavi stratejilerinden bazilaridir. Cerrahi rezeksiyon, 6zellikle kanser ileri
veya olgun evrede oldugunda, kanser ilerlemesini kontrol etmek igin kritik bir adimdir (Khan
ve ark. 2021). Cerrahi rezeksiyonun dezavantajlarindan biri, ameliyat sirasinda kanserli timori

c¢ikarirken saglikli kolonun bir kisminin da alinabilmesidir (Lotfollahzadeh ve ark., 2022).

Kemoterapik ilaglar, kanser hiicresi cogalmasin1 engelleyerek veya hiicre boliinmesini
durdurarak kanser hiicrelerini 6ldiirmek i¢in kullanilan bir diger KRK tedavi yontemidir (Khan
ve ark., 2021). Ancak mide bulantisi, ishal, ndropati veya agiz yarasi benzeri yan etkilere de
neden olmaktadir. Kemoteratipik ilaglar, kansere neden olan genleri bloke ederek veya devre
dis1 birakarak KRK’yi tedavi etmektedir (Khan ve ark., 2021). Baslica kemoterapik ajan olarak
5 fluorourasil (5FU), oksaliplatin, 16kovorin ve irinotekan (FOLFIRI) kullanilmaktadir (Gupta
ve ark., 2019).
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KRK’nin tedavisinde bir bagka yontem olan radyasyon, kotli huylu hiicrelerin kontrol
altina alinmasinda iyonize radyasyonunun kullanilmasidir. Radyasyon tedavisinin yan
etkilerinden bazilar1 yorgunluk, cilt reaksiyonlari, gastrointestinal rahatsizliklardir ancak bazi
durumlarda hem erkek hem de kadin hastalarda kanli diski ve infertilite sorunlarina da neden

olmaktadir (Krishnamurty ve ark., 2018).

Immiinoterapi giiniimiizde Kanser hiicrelerini énlemek igin viicudun kendi savunma
sistemini kullanan yeni bir tedavi yontemidir. Immiinoterapinin ilag¢ veya tedavide beklenen
bir¢ok yan etkisi vardir. Bunlar artrit, isiime, kabizlik, istah azalmasi, yorgunluk, grip gibi ciddi
olmayan yan etkiler olabilecegi gibi kolit, hepatit, akciger iltihabi, bobrek yetmezligi, tip 1
diyabet gibi ciddi yan etkiler de olmaktadir. Bu yontemin uzun vadeli yan etkileri olabilecegi
bilinmekle birlikte nispeten yeni oldugu i¢in bu yan etkilere iliskin ¢ok fazla net bir bilgiye
rastlanmamaktadir (Lavier, 2023). Immiinoterapinin ilerlemis ve metastatik kanserli hastalarda
hayatta kalma oranlarini iyilestirdigi, ancak KRK hastalarinda bu tedavi yontemi ile hayatta

kalma oraninin sadece %12 oldugu bulunmustur (Kalyan ve ark., 2018).

2.2. Kolekalsiferol (Vit D3)

D vitamini reseptorii (VDR), kalsiyum ve fosfat metabolizmasinda ayrica homeostazda
onemli bir rol oynadig1 i¢in son yirmi yilda artan bir 6nem kazanmistir. Diger yandan, diyabet,
kalp-damar hastaliklar1 ve kanser gibi kayda deger klinik sorunlara etkisi ortaya giktikca
VDR ’nin yan1 sira D vitaminine de dikkat edilmesinin 6nemi artmigtir. Son zamanlarda, farkli
hastaliklarda ve kanser mortalitesinde D vitamininin rolii, epidemiyolojik ve preklinik
caligmalarla kanitlanmistir. Dolagimdaki yliksek D vitamini seviyesi, ¢esitli kanser tiirlerinin
(mesane, meme, kolorektal, mide, yumurtalik, bobrek, hematolojik, akciger, prostat, bas ve
boyun, pankreas karacigeri ve ayrica cilt) ilerleme riskini azaltmakla iliskilendirilmistir (Al-

Ghafari ve ark., 2019).

D vitamininin timdr hiicrelerinin ¢ogalmasini ve farklilasmasini engelleyebilecegi
saptanmistir. Yagda ¢oziinen metabolitin aktif formu olan 10,25(OH)2D3, niikleer D vitamini
reseptoriine (VDR) baglanarak ¢esitli dokularda performansini gostermektedir. Ayrica, bazi
malign tiimoér dokularinda VDR ekspresyonunun varligi, VDR’nin kanser etiyolojisindeki
roliinii yansitmaktadir. VDR-D vitamini aktivitesinin VDR polimorfizmleri tarafindan

degistirilebilecegi gosterilmektedir (Fathi ve ark., 2019).
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D vitamini takviyesi baglaminda kullanilmas1 amaclanan spesifik bilesik genellikle
belirsizdir. “Takviye” terimi, kolekalsiferoli, ergokalsiferolii, kalsidiolii ve kalsitrioli
icermektedir. Dogada, viicudu besleyen en 6nemli D vitamini formunun kolekalsiferol oldugu
gbzlenmistir (Mousavi ve ark., 2023). Tersine, ergokalsiferol birincil olarak sentetik ve daha az
kararli bir irlindiir ve kolekalsiferolden mikrogram doz basina daha az etkili oldugu
belirtilmistir. Kalsidiol, kolekalsiferoliin dolasimdaki ana metabolitidir. Kalsitriol ise
kalsiyumun bagirsaktan aktif tasinmasini diizenleyen ve paratiroid hormonu salgilanmasini
baskilayan hormondur. Son veriler, ergokalsiferoliin depolama ile stabil olmadigini ve
kolekalsiferole gore parcalanmaya karsi ¢cok daha duyarli oldugunu gostermektedir. Bu
nedenle, kolekalsiferoliin takviye gibi beslenme islevleri baglaminda degerlendirilmesi gereken

tek D vitamini formu oldugu sonucuna ulagilmistir (Vieth, 2020).

1970’den o6nce, “D vitamini” terimi yalnizca ergokalsiferol veya kolekalsiferol
anlamina gelmekte olup giiniimiizde ise sirasiyla vitamin D2 ve vitamin D3 olarak
bilinmektedir. D2 vitamini (ergokalsiferol) ve metabolitleri normalde dolasimda
saptanamadigindan ve ergokalsiferoliin kolekalsiferol ile ayni yararlar1 gdstermedigi i¢in,

takviyede sadece kolekalsiferol kullanmanin uygunlugu belirlenmistir (Vieth, 2020).

2.3. KRK ve D vitamini

KRK’nin 6nemli risk faktorlerinden biri de diisitk D vitamini diizeyidir. D vitamini
eksikligi diinyada artis gosteren bir halk saghigi sorunudur. D vitaminin aktif formu
kolekalsiferol olarak bilinen 1,25-Dihidroksikolekalsiferoldiir. Bu form baz1 biyolojik siiregler

ve immiin sistem diizenlenmesinde gorev almaktadir (Peixoto ve ark., 2022).

D vitamini ayn1 zamanda kalsiyum homeostazi, dogal ve adaptif bagisiklik gibi ¢esitli
fizyolojik siireclerin etkili bir diizenleyicisidir. Molekiiler diizeyde D vitamininin etkilerine
VDR aracilik eder. D vitamininin kanser hastalig: tizerindeki etkileri baz1 yolaklar araciligiyla
gosterilmektedir. VDR, KRK’de daha iyi prognoz ile iligkilidir. VDR bir transkripsiyon faktorii

ve niikleer reseptor siiper ailesinin bir iiyesidir (Byers ve ark., 2012).

Vitamin D, KRK gelisimi iizerine etkisini; hiicre proliferasyonunu azaltarak,
anjiyogenezisi inhibe ederek, hiicre diferansiyasyonunu destekleyerek, apoptozu stimiile ederek
gostermektedir. 1,25-(OH)2D3, major etkisini; hiicre siklus fazlarindan G1/S’1 inhibe ederek

gostermektedir. Tiimor invazyon ve metastazini inhibe edici etkisini ise serin proteinazi,
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metalloproteinazi ve anjiyogenezisi inhibe ederek gostermektedir. VDR ve 1,25-(OH)2D3;
KRK hiicrelerinde proliferatif etkiyi azaltirken diferansiyasyonu arttirmakta ve karsinogenezisi
inhibe eden genlerin transkripsiyonunu degistirmektedir. Ozellikle in vitro hiicre kiiltiirii
caligmalarinda kolekalsiferoliin VDR ’ye baglanarak hiicre proliferasyonunu inhibe eden ¢esitli
genleri regiile ederek kanserli hiicrelerin biiylimesini engelledigi belirlenmistir (Fleet ve ark.,
2012).

2.4. Endoplazmik Retikulum Stresi

Hiicre iginde bir¢ok gorevi bulunan endoplazmik retikulumun (ER) en 6nemli gorevi
protein katlanmasinin saglanmasidir. ER’de protein katlanmasinin ger¢eklesmesini saglayan
seker baglayan protein 78, seker baglayan protein 94, lektin benzeri proteinler ve foldazlar

bulunmaktadir (Chen ve Cubillos-Ruiz, 2021).

ER, salgilanan ve transmembran proteinlerin sentezlendigi, katlandig1 ve degistirildigi
merkezi bir organeldir. Bu siire¢ kusursuz sekilde diizenlenmis olsa da, ¢ok sayida dis faktor
ve hiicreye 0zgli olaylar, bu organelin protein katlama kapasitesini bozabilmekte, yanlis
katlanmis veya katlanmamis proteinlerin birikmesiyle karakterize edilen bir ER stres durumunu
tetikleyebilmektedir. Timorlerde zenginlestirilmis ¢esitli genetik, transkripsiyonel ve
metabolik anormallikler, timor hiicrelerinde kalici ER stresine neden olan ve sonugta islevlerini
ve hayatta kalmalarini etkileyen olumsuz mikro ortamlar yaratmistir (Huang ve ark., 2021).
Memeli hiicrelerinde, li¢ ER transmembran proteini, ER stresi sensorleri olarak caligmaktadir:
aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6), inositol gerektiren enzim lo (IREla) ve protein
kinaz RNA (PKR) benzeri ER kinazdir (PERK) (Chen ve Cubillos-Ruiz, 2021). Proteostaz
kosullar1 altinda, molekiiler saperon baglama-immiinoglobulin proteini (BiP; GRP78 olarak da

bilinir) bu sensorlere baglanir ve onlart aktif olmayan bir durumda tutar (Walter ve Ron, 2011).
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Sekil 2. 4. ER stresi ve kanser (Tatar ve Tatar, 2018).

Anormal ER stresi seviyeleri, kanser, diyabet, otoimmiinite gibi farkli hastaliklarla
kapsamli bir sekilde baglantilidir. Insanlarda terapétik etkilere yonelik caligmalari
yonlendirmek i¢in bireysel UPR yolaklarini spesifik olarak inhibe eden veya aktive eden kiiciik
molekiillere ihtiyag oldugu bilinmektedir. Hiicreye 6zgli ve hastaliga 6zgii durumlarda
benzersiz patofizyolojik siirecler igin farkli UPR yolaklari aktive edilmektedir. Ornegin, PERK
inhibisyonu noérodejenerasyonu hafifletmektedir ancak ayni zamanda pankreatik [-hiicre
yetmezligine bagl diyabete neden olmaktadir (Hughes ve Mallucci, 2019). IRE1a inhibisyonu
tclii negatif meme kanserini baskilamaktadir ancak kolorektal kansere neden olmaktadir

(Spaan ve ark., 2019).

ER stres seviyelerini azaltmak i¢in terapotik yollar: g6z 6niinde bulundurmak 6nemlidir.
Kimyasal saperonlar protein birikmesini 6nleyerek proteinlerin yanls katlanmasin1 ve UPR
aktivasyonunu azaltmaktadir. Tauroursodeoksikolik asitin, ER stresini azaltmak i¢in en yaygin
kullanilan kimyasal saperon oldugu bilinmektedir. Proteozom inhibitorleri kanser tedavisinde
yogun olarak calisiimaktadir. Ozellikle, olduk¢a segici ve geri doniisiimlii bir proteazom
inhibitdrii olan bortezomib (Velcade), multip]l miyeloma kars1 klinik kullanim i¢in
onaylanmistir ve tek bir ajan olarak veya diger tiimor malignitelerine kars1 kemoterapdotiklerle
kombinasyon halinde klinik caligmalarda yer almaktadir (Richardson ve ark., 2006).
[lerlemelere ragmen, kanser tedavisi icin UPR'yi hedef alma ¢abalar1 hala biiyiik zorluklarla

kars1 karstyadir.
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Sekil 2. 5. Timé6r mikro gevresinde endoplazmik retikulum stresinin indiikleyicileri (Chen ve Cubillos-
Ruiz, 2021).

Koétii huylu transformasyon ve tiimoér ortami, ER stresini arttirmaktadir. Tiimor iskemist,
Onerilen bir mekanizmadir ¢iinkii ER’de protein katlanmasi ATP gerektirir ve hiicre igi
glikozun azalmasina duyarli oldugu bilinmektedir. Kanserdeki yliksek mutasyon yiikii, protein
katlanmasini etkileyerek ER stresine neden olmaktadir ve tiimoriin hayatta kalmasimin, bu
genetik kusurlari en aza indirgemek igin saperon seviyelerini koruyan sinyal yolaklarina bagl
oldugu distiniilmektedir (Chen ve Cubillos-Ruiz, 2021).

Elde edilen son bulgulara gore, bozulmus ER proteostazinin kanserin ayirt edici bir
ozelligi oldugunu gostermektedir. Kanser hiicreleri glikozu hizla metabolize ederek
cogalmaktadir. Bu da tiimor kiitlesinin daha az damarlanmasina, diisiik oksijen kaynagina ve
besin yoksunluguna yol agabilmektedir. Ek olarak, onkogenlerin asir1 ekspresyonu protein
sentezini ve salgi taleplerini uyarmaktadir. Bu onkojenik kosullar tipik ER stres
tetikleyicileridir ve UPR aktivasyonu, tim UPR sinyal dallarinin tiimor biiylimesine,
anjiyogeneze ve bagisikliktan kaginmaya katkida bulundugu onkojenik doniisiim siirecini
tesvik etmektedir (Urra ve ark., 2016). Kanser hiicrelerindeki yiiksek bazal UPR aktivasyon
seviyeleri hayatta kalma avantaji saglamakla birlikte, ayn1 zamanda hiicreleri hayatta kalma-

Olim gecisinin olusturdugu siki bir esikte tutmaktadir. Kanser hiicrelerinin hayatta kalmak igin
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optimal UPR mekanizmasina ihtiya¢ duymasi ve UPR yanitin1 inhibe etmenin ya da ER stres

seviyelerini artirmanin onkogenezi baskilamak i¢in etkili bir yaklasim olmasi muhtemeldir.

2.5. Otofaji

Otofaji, hiicresel ve organizma homeostazinin korunmasi i¢in temel molekiiler bir
yoldur (Klionsky ve ark., 2021). Otofaji dokularda hareketsiz ve ¢ogalan hiicrelerin genomik
biitiinliiglinii korumaktadir (Hewitt ve Korolchuk, 2017). Genellikle saglikli hiicrelerin
neoplastik doniisiimiinii engellemektedir. Otofaji, gereksiz veya islevsiz hiicresel bilesenleri
ortadan kaldiran ve metabolik substratlar1 geri doniistiiren diizenlenmis bir mekanizmadir.
Tiimdr mikro ¢evresindeki stres sinyallerine yanit olarak, tiimdr hiicrelerinde ve bagisiklik
hiicrelerinde otofaji yolu degistirilmektedir. Bdylece tiimdr ilerlemesini, bagisiklig ve tedaviyi

farkli sekillerde etkilemektedir (Xia ve ark., 2021).

Ayrica otofajik akist engelleyen farmakolojik veya genetik miidahaleler, ¢esitli
preklinik tiimor modellerinde erken neoplastik poliplerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir
(Galluzzi ve ark., 2015). Bu nedenle, saglikli hiicrelerde otofajinin, pro-onkojenik uyaranlarin
etkilerine kars1 koymak i¢in bir tiimor baskilayict mekanizma olarak galismasi bilinmektedir.
Otofajinin aktivasyonu, onkojen kaynakli yaslanma programinin aktivasyonu i¢in énemli bir
adim olarak goriilmektedir ve bununla birlikte, otofajinin kanser biyolojisine gergek katkisinin,
tiimor tipi, hastalik evresi ve konak faktorleri dahil olmak tizere ¢esitli yonlere bagl oldugu

bilinmektedir (Rybstein ve ark., 2018).

Otofaji, lizozomlardaki hiicre i¢i proteinleri ve organelleri tutmak, parcalamak ve geri
doniistiirmek i¢in besin yoksunlugu ve stres tarafindan indiikklenmektedir (Kimmelman ve
White, 2017). Hiicre biiylimesinin ana diizenleyicisi, Mammalian Target of Rapamycin
(mTOR), otofajiyi inhibe ederken enerji sinirlamasinin ana sensorii olan AMP ile aktive olan
protein kinaz (AMPK), otofajiyi aktive etmektedir. Buna karsilik, hipoksi ile indiiklenebilir
faktorler (HIF) tarafindan kontrol edilenlere benzer olarak strese duyarli yollar otofajiyi aktive
etmektedir. Bu pozitif ve negatif diizenleyicilerin uyumu, homeostazi siirdiirmek igin hiicre igi
ve hiicre dig1 ortam ile otofajik bozunmanin kontroliinii diizenlemektedir (Mizushima ve

Levine, 2020).

Otofajik bozunmanin ana islevleri, metabolitlerin geri donilisiimii ve saglanmasi yoluyla

metabolizmay siirdiirmek, protein ve organel kalitesini kontrol etmek ve hiicre ici bakterileri
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ortadan kaldirmaktir (Mizushima, 2020). Temel otofaji gen(ler)i (Atg), ¢ift zarli otofagozom
olusumunun ve zar genislemesinin baslatilmasini diizenlerken, zara bagl proteinler organeller
gibi yiikleri baglayarak tutmaktadir (Morishita ve Mizushima, 2019). Otofagozomlar daha
sonra yiikiin pargalandig1 lizozomlarla birleserek parcalanma {iriinleri, metabolizma ve
biyosentez igin substrat olarak kullanilabilecekleri sitoplazmaya salinmaktadir. Hiicresel
proteinlerin kabaca yarisi, aglik sirasinda otofaji tarafindan secici olarak parcalanmak {izere
hedeflenmektedir (Mathew ve ark., 2014). Bu nedenle otofaji, hiicre i¢i protein dongiisii i¢in

saglam bir mekanizma olarak bilinmektedir.

Otofaji yoluyla proteinler ve organeller bozulmaktadir. Otofaji ile hasarli proteinler ve
organeller ubikuitin ile tanimlanarak Yok edilmekte, bdylece toksik olan birikimler
onlenmektedir. Otofaji fonksiyonunun yoklugunda hasarli organeller, 6zellikle mitokondrilerin
ve ayrica protein kiimelerinin biriktigi saptanmistir. Otofaji substratlarini pargalayamazsa,
proinflamatuar oldugu i¢in yikicidir ve mitotik sonrasi hiicrelerde hiicresel fonksiyonun
bozulmasma yol agmaktadir. Otofajideki kusurlar, se¢ici doku hasarina ve hastalia yol
acmaktadir ve altta yatan mekanizmalari anlamak, otofajiyi terapdtik bir yaklasim olarak

modiile etmenin anahtari olarak goriilmektedir (Mizushima ve Levine, 2020).
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Sekil 2. 6. Otofaji agamalarinin sematik gosterimi (Meléndez ve Levine, 2009).
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In vivo deneyler, otofajinin, T hiicrelerinin tiimér hiicrelerini &ldiirme yetenegini
baskiladigimi gdstermistir ve bu durum daha az tip II Interferon-gama (Ifny) ekspresyonu ile
iliskilendirilmistir  (DeVorkin ve ark.,, 2019). Bunun aksine farelerde otofajinin
etkisizlestirilmesi, c¢esitli antijenik tiimorlerin T hiicreleri tarafindan taninmasimi ve
reddedilmesini desteklemektedir (Poillet-Perez ve ark., 2020). Otofaji, tiimoriin bagisikliktan
kagmasi ve biiyiimesine sebep olan ve dogustan gelen adaptif bagisiklik tepkilerinin 6nemli bir

inhibitoridiir.

Kanser hiicrelerini otofajiye hedeflemek, giderek artan sekilde ilgi gormiis ve otofaji
inhibitorlerinin hedefe yonelik tedavi, radyoterapi ve immiinoterapi tedavisiyle kombinasyon
halinde kullanilmasini giiclii bir sekilde desteklemektedir (Amaravadi ve ark., 2019). Farkli
kemoterapoétik ilaglar otofaji lizerinde ters etkiler gostererek hiicre 6liimiine veya hiicrenin
hayatta kalmasini saglamaktadir. Stres sirasinda kanser hiicrelerinde olusan otofaji, gen
mutasyonlari/epigenetik modifikasyonlar nedeniyle olumsuz kosullarda kanser hiicresinin
biiylimesinin kontroliinii saglamaktadir. Boylece hiicresel kapasitedeki dengesizlikle otofaji
kendiliginden ortaya ¢ikabilmektedir (Devenport ve Shah, 2019). Ribozomal stres, ER stresi
veya UPR otofajiyi tetikleyebilmektedir. Otofajinin rolii, kemoterapi sirasinda hiicre
sagkalimina aracilik etmekte ve hiicre sagkalimmin koruyucu mekanizmasini
giiclendirmektedir (Alvarez-Meythaler ve ark., 2020). Bu tez projesinde, antikanser etkiye
sahip oldugu bilinen kolekalsiferoliin kolon kanseri hiicrelerindeki olas1 antikanser etkinliginin

otofaji ve ER stresi ile iliskili olarak arastirilmasi amaglanmustir.

22



3. GEREC VE YONTEM
3.1. Hiicre Kiiltiirii

Tez projesinde kullanilan insan kolon kanser hiicre hatlart HCT 116 (CCL-247™) ve HT-29
(HTB-38™) ATCC’den elde edilmistir. HCT 116 ve HT-29 kolon kanseri hiicreleri %10 fetal
sigir serumu ve %1 Penisilin-Streptomisin igeren yiiksek glikoz DMEM besiyeri ile T75
flasklara ekilmis ve hiicreler 37°C’de %95 nem ortaminda, %5 CO2’li etiivde inkiibasyona

brrakilmstir.

3.1.1 Hiicre hattinin dondurulmasi

Flask yiizeyine yapismis hiicrelere, yapistiklari yiizeyden kalkmalari igin 1000 pl Tripsin-
EDTA uygulanmistir. Flask 37°C’de 5 dk bekletildikten sonra inverted mikroskop ile hiicrelerin
kalktig1 gézlemlenmis ve ardindan tizerlerine yeni besiyeri eklenmistir. Hiicre-besiyeri icerigi
bir falkon tiipe alinmis ve 1500 rpm’de 4 dk boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi
siipernatant kisim ortamdan uzaklastirildiktan sonra pellet 10:1 oraninda dimetil siilfoksit
(DMSO) eklenmis besiyeri ile ¢ozdiiriilmiis ve hiicreler kriyotiiplere konulmustur. Ardindan

hiicreler -20°C’de 4 saat bekletildikten sonra -80°C” ye dondurulmak iizere kaldirimistir.

3.1.2. Dondurulmus hiicre hatlarinin ¢6zdiiriilmesi

Dondurulmus hiicreler 37 °C’ye alinmis ve hizli bir sekilde ¢ozdiiriildiikten sonra igerisinde 5
ml DMEM besiyeri olan falkon tiipe aktarilmistir. 1500 rpm’de 4 dk santrifiij isleminden sonra
slipernatant kisim uzaklastirilmis ve pellet besiyeri ile ¢ozdiiriildiikten sonra HT-29 ve HCT
116 hiicreleri flasklara alinarak 37°C’de inkiibe edilmistir. Hiicreler flask yiizeyinin %80-
%85’ini doldurana kadar 48 saatte bir besiyeri degistirme islemi yapilarak g¢ogaltilmistir.
Hiicreler flask yiizeyinin tamamini kapladiginda canliliklarini1 korumak igin pasajlama islemi

yapilmustir.

3.1.3. Hiicre hattinin pasajlanmasi

Hiicreler flask yiizeyinin %80-85’ini doldurdugunda eski besiyeri uzaklastirilmis ve PBS ile
yikama yapilmistir.  Ardindan flaska hiicrelerin kalkmasi igin 1-2 ml Tripsin-EDTA

eklenmistir. Bu islemden sonra hiicreler 3-4 dk boyunca 37 °C’de inkiibe edilmis ve ardindan
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inverted mikroskopta hiicrelerin kalkip kalkmadigi incelenmistir. Sonrasinda flaska Tripsin-
EDTA miktarmin iki kat1 olacak sekilde yeni besiyeri eklenmis ve hiicre-besiyeri igerigi falkon
tipe aktarilmistir. 1500 rpm’de 4 dk boyunca santriflij islemi yapilmis ve siipernatant kismi
otamdan uzaklastirilmistir. Pellet yeterli miktarda besiyeri ile homojenize edildikten sonra

icerisinde teze besiyeri bulunan flasklara eklenmis ve hiicreler 37 °C’de kiiltiire edilmistir.

3.2. Sitotoksisite analizi

Kolekalsiferoliin HT-29 ve HCT 116 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin belirlenmesi i¢in
XTT  (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-  carboxanilide) testi
kullanilmistir. Bunun icin hiicreler 96 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 5x10° hiicre
olacak sekilde ekilmis ve plate yiizeyine yapismalari i¢in 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardaki besiyerleri cekilerek kontrol gruplar1 hari¢ kuyucuklara
50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 500, 750 ve 1000 puM konsantrasyonlarinda
kolekalsiferol eklenmistir. Hiicreler 24, 48 ve 72 saat siiresince inkiibe edilmis ve inkiibasyonun
sonunda kuyucuklara 150 pl XTT soliisyonu eklenmistir. 4 saatlik inkiibasyonun ardindan her
bir kuyucuktaki absorbans degerleri (OD) ELISA cihazinda 450 nm ve 630 nm dalga boyunda
belirlenmistir. Her bir kuyucukta 6lciilen optik dansite degerinin kontrol optik dansite degerine

boliinmesi ve yiiz ile ¢arpilmasi ile % hiicre canliliklarini saptanmaistir.

3.3. Koloni formasyon analizi

Koloni formasyon analizi i¢in 6 kuyucuklu plakalara ekilmis kontrol ve doz grubu hiicreleri
(2x103 hiicre/kuyucuk) 10 giin boyunca kiiltiire edilmis ve 10 giiniin sonunda hiicreler soguk
metanol ile fikse edildikten sonra kristal viyole boyasi ile boyanmistir. Yikama isleminin

ardindan plakalar kurumaya birakilmis ve sonrasinda koloniler sayilmistir.

3.4. Otofaji analizi

Kontrol ve doz gruplarinda otofaji analizi hiicrelerin periniikleer bolgesindeki kiiresel

vakuollerde, sitoplazma boyunca dagilmis odaklarda veya her ikisinde de birikme 6zelligi

gosteren yesil bir floresan boya olan CYTO-ID® igeren kit (Enzo Life Sciences, ENZ-51031-

0050) kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu amagla 96-kuyucuklu plakalara ekimi yapilmig

kontrol ve doz grubu hiicrelerinin (1x104 hiicre/kuycuk) besiyerleri uzaklastirilmis ve

kuyucuklara kit igeriginde bulunan bufferdan 100 pL koyularak yikama islemi yapilmistir.
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Ardindan her bir kuyucuga icerisinde CYTO-ID® ve Hoechst 33342 boyas1 bulunan bufferdan
100 pl koyulmustur. 37°C’de 30 dk inkiibasyonun ardindan kuyucuklar buffer ile yikanmis ve
son olarak her kuyucuga 100 pL buffer konduktan sonra CYTO-ID® boyasi i¢in Ex/Em =
480/530 nm ve Hoechst 33342 boyasi i¢in Ex/Em = 340/480 nm dalga boylarinda fluoresan
mikroplate okuyucuda okuma yapilmistir. Hoechst 33342 boyasindan gelen sinyale gore
yapilan normalizasyon sonrasi belirlenen CYTO-ID® sinyali miktar1 otofajik vezikiil varlig

ile dogru orantil1 olarak degerlendirilmistir.

3.5. GRP78 seviyesinin belirlenmesi

Kontrol ve doz gruplarinda endoplazmik retikulum stresi ile iligkili olarak GRP78/BiP seviyesi
ELISA tabanli kit (Enzo Life Sciences, ADI-900-214) kullanilarak belirlenmistir. 6-kuyucuklu
plakalara ekimi yapilmis kontrol ve doz grubu hiicreleri kit iceriginde bulunan ekstraksiyon
buffer ile liziz edilmistir. Hiicre lizatlar1 ependorf tiiplere aktarilmis ve santrifiij sonrasi
supernatantlar toplanmistir. Analiz icin kit iceriginde buluanan GRP78 standard: ile diliie
standartlar olusturulmustur. Ornek kuyularma 100 ul supernatant, standart kuyularina 100 ul
standart koyulmus ve tizerlerine 50 pl antikor soliisyonu ilave edilmistir. Oda sicakliginda 1
saat inkiibasyonun ardindan kuyucuklara 50 pl konjugat soliisyonu eklenmis ve tekrar oda
sicakliginda 1 saat inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda kit igeriginde bulunan
yikama soliisyonu ile yikama islemi yapilmis ve ardindan her kuyucuga 200 uL 3,3'5,5'
tetrametilbenzidin (TMB) ve hidrojen peroksitten olusan TMB soliisyonu konulmustur. Oda
sicakliginda 30 dk inkiibasyonun ardindan kuyucuklara 50 pl durdurma soliisyonu eklenmis ve

450 nm dalga boyunda mikroplate okuyucuda absorbans degerleri belirlenmistir.

3.6. Apoptoz, ER stresi ve otofaji ile iliskili genlerin ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi

Kontrol ve doz gruplarinda apoptoz, ER stresi ve otofajide 6nemli genlerin mRNA diizeyinde
ekspresyon seviyeleri qRT-PZR kullanilarak belirlenmistir. Bunun i¢in hiicrelerden RNA

izolasyonu gerceklestirilmis, ardindan cDNA sentezlenmistir.

3.6.1. Hiicrelerden total RNA izolasyonunun gerceklestirilmesi

RNA izolasyonu i¢in 500 ul Trizol 6 kuyucuklu plakalara aktarilmis ve 10 dk oda sicakliginda
inkiibasyonun ardindan &rneklere ependorf tiiplere aktarilmistir. Orneklere faz olusturmalar

icin 200 pl kloroform koyulmus ve ardindan 15 dk 12000 rpm’de santrifiij yapilmistir.
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Santrifiijden sonra iist fazlar1 bagka ependorf tiiplere aktarilmis ve tizerlerine 250 pul izopropanol
eklenmistir. 15 dk 12000 rpm’de santrifiij isleminin ardindan siipernatant kism1 uzaklastirilmis
ve pellet 750 pul %70’lik etanol ile yikanmistir. 5 dk 12000 rpm’de santrifiij isleminden sonra
pellet kurumaya birakilmistir. Kurutma igleminin sonunda pellet 30 ul niikleaz igermeyen su

ile ¢oziilerek -80°C’e kaldirilmistir.

3.6.2. RNA miktarinin ve kalitesinin belirlenmesi

RNA’larin kalite ve miktarinin belirlenmesi i¢in RNA Orneklerinin nanodrop cihazinda
Olctimleri yapilmistir. UV 6lgiimleri A260/A230 i¢in 2,0-2,4 ve A260/A280 i¢in 2+0,1 arasinda
olan RNA ornekleri analizlerde kullanilmistir. DNA kontaminasyonunu onlemek amaci ile
RNA orneklerine tretici firmanin (Thermo Scientific, #EN0521) protokolii dogrultusunda
DNAse-I enzimi eklenerek DNAse islemi uygulanmistir. Bu nedenle, 2 ug RNA 6rnegine 2 ul
10X buffer ve 2 ul 1U/ul DNAse-I enzimi ilave edilmistir. 37°C’de 30 dk inkiibasyondan sonra
orneklere 2 ul 50 mM EDTA eklenmis ve 65°C’de 10 dk inkiibasyon gergeklestirilmistir.
DNAse uygulanmis RNA 6rneklerinin tekrar dl¢timleri yapilmis ve ayni giin cDNA sentezi

gerceklestirilmistir.
3.6.3. cDNA sentezi

RNA orneklerinden ¢cDNA sentezi liretici firmasinin talimatlarina gore (iScriptTM cDNA
sentez kiti, Bio-Rad, 170-8891) yapilmistir. Bu amagla 1pug total RNA 6rnegine 4 ul 5X iScript
reaksiyon karigimi ve 1 pl Reverse Transkriptaz enzimi eklenmistir. Ardindan 25°C’de 5 dk,
46°C’de 20 dk ve 95°C’de 1 dk seklindeki cDNA sentez protokolii uygulanmustir.

3.6.4. qRT-PZR analizi

gRT-PZR  kullanilacak  hedef = genlere = yonelik  primerler =~ Primer  Quest
(http://eu.idtdna.com/home/home.aspx) programi kullanilarak tasarlanmigtir. Ekspresyon
seviyeleri degerlendirilmis olan genler Tablo 3.1’de gosterilmistir. Reaksiyon i¢in tiip igerisine
5 ul SYBRGreen 2X gPZR MasterMiks (ABM, MasterMix-R), 5 pMol ileri primer, 5 pMol
geri primer, 2 pul ¢cDNA konmus ve toplam hacim niikleaz icermeyen su ile 10 pl’ye
tamamlanmistir. Ardindan 95°C’de 10 dk, 95°C’de 15 dk ve 60°C’de 60 saniye olacak sekilde
40 dongii halinde PZR protokolii olusturulmus ve reaksiyon Gergek zamanli PZR Sistemi (Bio-
Rad, CFX Connect)’nde gercgeklestirilmistir. Ayrica primer dimeri/yanlis baglanmay1
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degerlendirmek amaci ile erime egrisi analizi de gergeklestirilmistir. Bu amacla 40 dongiiniin
sonunda 95°C’de 10 saniye inkiibasyonun ardindan sicaklik 65°C’ye diisiiriilmiis, 0,5°C’lik
artislar ile sicaklik 95°C’ye kademeli olarak yiikseltilmistir. Analiz i¢in esik dongii degerleri
(Ct) kaydedilmitsir. Gen ekspresyonlarinin kantitatif analizi ise 2022“Y metodu ile web tabanli
“RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis” programi kullanilarak belirlenmistir. ACTB referans

gen olarak kullanilmistir.

Tablo 3. 1. qRT-PZR analizi ile ekspresyon seviyeleri degerlendirilmis genler

Gen Gen
CASP3; Kaspaz 3 ATF6; Aktive edici transkripsiyon faktorii 6
CASP7; Kaspaz 7 ERN1; ER-nukleus sinyali 1

EIF2A; Okaryotik translasyon baslatma
faktorii 2A

CASP9; Kaspaz 9 ATGS; Otofaji iligkili 5

CASP8; Kaspaz 8

BAX; BCL2 ile iligkili X, apoptoz diizenleyici ATG7; Otofaji iliskili 7
BCL2; BCL2 apoptoz diizenleyici ATG12; Otofaji iligkili 12

CYCS; Sitokrom ¢ BECLIN; Beclin

MAP1LC3A; Mikrotiibiil iligkili protein 1
hafif zincir 3 alfa
MAP1LC3B; Mikrotiibiil iligkili protein 1
hafif zincir 3 beta

ATG16L1; Otofaji ile ilgili 16 benzeri 1

FADD; Oliim domaini ile iliskilendirilen FAS

ATF4; Aktive edici transkripsiyon faktori 4

GRP78; Is1 soku protein ailesi A (Hsp70) liye
5

CHOP; DNA hasari indiiklenebilir transkript 3 SQSTM1; Sekestozom 1

PERK; Okaryotik transkripsiyon baslatma
faktorii 2 alfa kinaz 3

3.7. Istatistiksel analiz

Gruplar arasi karsilagtirma GraphPad Prism yazilimi (Siiriim 8.0.2, San Diego, CA) kullanilarak
tek yonli varyans analizi (One-way ANOVA) ile yapilmistir. Tiim deneyler {i¢ tekrarl
gerceklestirilmis ve Sonuglar ortalama + standart sapma olarak sunulmustur. p<0.05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Kolekalsiferoliin kolon kanseri hiicrelerinin proliferasyonu iizerine etkisi

HCT 116 ve HT-29 hiicrelerinde kolekalsiferol uygulamasinin hiicre canliligi lizerine etkisi
XTT analizi ile degerlendirilmistir. Bu amagcla hiicreler 24, 48 ve 72 saat siiresince 50, 100,
150, 200, 250, 300, 400, 500, 750 ve 1000 uM konsantrasyonlarinda kolekalsiferol ile muamele
edilmistir. XTT analizi sonuglara gore kolekalsiferol uygulamasi kolon kanseri hiicrelerinin

proliferasyonunu doz ve zaman bagimli sekilde inhibe etmistir (Sekil 4.1. ve Sekil 4.2).
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Sekil 4. 1. Kolekalsiferol uygulamasinin HCT 116 hiicrelerinin canliligi {izerine etkisi
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Sekil 4. 2. Kolekalsiferol uygulamasinin HT-29 hiicrelerinin canlilig1 lizerine etkisi

Devam eden analizlerde hiicreler HCT 116 hiicreleri i¢in sirasi ile %66,26 ve %50,78; HT-29
hiicreleri igin ise sirasi ile %62,38 ve %48,42 canlilik degerlerini veren 150 ve 250 uM

konsantrasyonlarinda kolekalsiferol ile 48 saat sliresince muamele edilmistir.
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HCT 116 ve HT-29 hiicrelerinde kolekalsiferol uygulamasinin hiicre proliferasyonu iizerine
etkisi koloni formasyon analizi ile de degerlendirilmistir. Buna gore her iki hiicre hattinda da
150 ve 250 uM konsantrasyonlarinda kolekalsiferol uygulamasi sonrasinda hiicrelerin koloni

olusturma kapasiteleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli sekilde azalmistir (Sekil 4.3
ve Sekil 4.4) (p<0,05).
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Sekil 4. 3. Kolekalsiferol uygulamasinin HCT 116 hiicrelerinin koloni olusturma kapasiteleri iizerine
etkisi ***p<0,001
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Sekil 4. 4. Kolekalsiferol uygulamasinin HT-29 hiicrelerinin koloni olusturma kapasiteleri iizerine
etkisi ***p<0,001

30



4.2. Kolekalsiferoliin kolon kanseri hiicrelerinde otofaji iizerine etkisi

Kolon kanseri hiicrelerinde kolekalsiferol uygulamasinin otofaji {izerine etkisi otofajik
kompartmanlarin Cyto-ID boyasi ile boyanmasi esasina dayanan floresan temelli kit
kullanilarak degerlendirilmistir. Otofaji analizi sonuglarina goére HCT 116 ve HT-29
hiicrelerinde 48 saat siiresince 150 ve 250 uM konsantrasyonlarinda kolekalsiferol uygulamasi
sonrasinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda otofajide anlamli sekilde azalma meydana

gelmistir (Sekil 4.5) (p<0,05).
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Sekil 4. 5. Kolon kanseri hiicrelerine kolekalsiferol uygulamasinin otofaji {izerine etkisi ***p<0,001

4.3. Kolekalsiferoliin kolon kanseri hiicrelerinde ER stresi tizerine etkisi

Kolekalsiferoliin kolon kanseri hiicrelerinde ER stresi iizerine etkisi ER stresinin énemli
belirteclerinden biri olan GRP78/BiP seviyesinin belirlenmesini saglayan ELISA tabanli kit ile
belirlenmistir. Buna goére her iki hiicre hattinda da 150 ve 250 uM konsantrasyonlarinda
kolekalsiferol uygulamasi kontrol grubu ile karsilastirildiginda GRP78/BiP anlamli sekilde
artmistir (Sekil 4.6) (p<0,05).
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Sekil 4. 6. Kolon kanseri hiicrelerine kolekalsiferol uygulamasinin GRP78/BiP seviyesi {izerine etkisi
skeskesk
p<0,001

4.4. Kolekalsiferoliin kolon kanseri hiicrelerinde apoptoz, ER stresi ve otofaji ile iliskili

genlerin ekspresyon seviyeleri iizerine etkisi

Kolon kanseri hiicrelerinde 48 saat siiresince 150 ve 250 puM konsantrasyonlarinda
kolekalsiferol uygulamasinin apoptoz, ER stresi ve otofaji ile iligkili genlerin ekspresyon
seviyeleri tlizerine etkisi qRT-PZR analizi ile degerlendirilmistir. Buna goére HCT 116
hiicrelerinde 150 uM konsantrasyonunda kolekalsiferol uygulamasi sonrasi apoptoz ile iliskili
CASP8, CASP9, BAX, CYCS ve FADD genlerinin ekspresyon seviyelerinde kontrol grubu ile
karsilastinldiginda 2,47, 1,15, 1,43, 3,62 ve 1,65 kat anlamli artis meydana gelmistir. 250 uM
konsantrasyonunda  kolekalsiferol —uygulamasi sonrasinda ise kontrol grubu ile
karsilastirildiginda CASP3, CASP8, CASP9, BAX, CYCS ve FADD genlerinin ekspresyon
seviyelerinde sirast ile 1,31, 3,48, 2,89, 1,4, 4,74 ve 2,08 kat anlaml1 artis tespit edilmistir (Sekil
4.7) (p<0,05).

HT-29 hiicrelerinde ise 150 pM konsantrasyonunda kolekalsiferol uygulamasi kontrol griubu
ile karsilastirildiginda CASP3, CASP7, CASP8, CASP9 ve CYCS genlerinin ekspresyon
seviyelerini sirasiyla 1,78, 1,16, 1,94, 1,29, 1,42 ve 3,39 kat anlamli sekilde artirmistir. HT-29
hiicrelerine 150 uM konsantrasyonunda kolekalsiferol uygulamasi sonrasinda ise kontrol grubu
ile karsilastirildiginda CASP8, CASP9, BAX, CYCS ve FADD genlerinin ekspresyon
seviyelerinde sirasi ile 2,6, 1,63, 3,19, 4,53 ve 1,66 kat anlamli artis tespit edilmistir (Sekil 4.7)
(p<0,05).
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Sekil 4. 7. Kolon kanseri hiicrelerine kolekalsiferol uygulamasinin apoptoz ile iligkili
genlerin ekspresyon seviyeleri lizerine etkisi *p<0,05

ER stresi ile iliskili genlere bakildiginda ise HCT 116 hiicrelerinde 150 pM konsantrasyonunda
kolekalsiferol uygulamasi sonrasinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda ATF4, GRP78,
CHOP ve ERN1 genlerinin eskpresyon seviyelerinde sirasi ile 2,89, 2,42, 4,56 ve 1,2 kat
anlaml artis tespit edilmistir. 250 pM konsantrasyonunda kolekalsiferol uygulamasi ise bu
genlerin ekspresyon seviyelerini kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 3,4, 1,95, 4,84 ve 1,45
kat anlamli sekilde artirmigtir (Sekil 4.8) (p<0,05). HT-29 hiicrelerinde ise 150 pM
konsantrasyonunda kolekalsiferol uygulamasi ATF4, GRP78, CHOP ve ERN1 genlerinin
ekspresyon seviyelerini kontrol grubu ile karsilastirildiginda 2,78, 2,62, 16,03 ve 1,65 kat
anlaml sekilde artirmistir. 250 uM konsantrasyonunda kolekalsiferol uygulamasi sonrasinda
ise bu genlerin ekspresyon seviyelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda 3,53, 5,31, 36,38
ve 2,11 kat anlamli artis tespit edilmistir (Sekil 4.8) (p<0,05).
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Sekil 4. 8. Kolon kanseri hiicrelerine kolekalsiferol uygulamasinin ER stresi ile iligkili
genlerin ekspresyon seviyeleri lizerine etkisi *p<0,05
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HCT 116 hiicrelerinde 150 uM konsantrasyonunda kolekalsiferol uygulamasi otofaji ile iliskili
ATG5, ATG12, MAP1LC3B, BECLIN ve ATG16L1 genlerinin ekspresyon seviyelerini kontrol
grubu ile karsilastirildiginda 2,39, 2,1, 1,98, 2,06 ve 1,27 kat anlaml sekilde azaltmistir. 250
uM konsantrasyonunda kolekalsiferol uygulamasi sonrasinda ise kontrol grubu ile
karsilastirildiginda ATG5, ATG7, ATG12, MAP1LC3B ve BECLIN genlerinin eskpresyon
seviyelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda 3,55, 1,52, 2,51, 2,99 ve 2,38 kat anlamli
azalma tespit edilmistir (Sekil 4.9) (p<0,05).

HT-29 hiicrelerinde ise 150 uM konsantrasyonunda kolekalsiferol uygulamasi sonrasinda
ATG5, ATG7, ATG12, MAP1LC3A, BECLIN ve ATG16L1 genlerinin eskpresyon seviyelerinde
kontrol grubu ile karsilastirildiginda 1,84, 1,59, 1,42, 1,85, 2,95 ve 2,23 kat anlamli azalma
azalma tespit edilmistir. 250 pM konsantrasyonunda kolekalsiferol uygulamasi ise ATG5,
ATG7, ATG12, MAP1LC3A ve BECLIN genlerinin ekspresyon seviyelerini kontrol grubu ile
karsilastirildiginda sirasi ile 3,8, 2,48, 3, 1,64 ve 3,06 kat anlaml1 sekilde azaltmistir (Sekil 4.9)
(p<0,05).
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Sekil 4. 9. Kolon kanseri hiicrelerine kolekalsiferol uygulamasinin otofaji ile iligkili genlerin
ekspresyon seviyeleri iizerine etkisi *p<0,05
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5. TARTISMA

Kanser, anormal hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiyiidiigiinde, viicudun hemen hemen
her organinda veya dokusunda baglayabilen, normal sinirlarin1 asarak viicudun bitisik
kisimlarina ve/veya diger organlara yayilabilen genis bir hastalik grubudur (WHO, 2023).
Sonraki siire¢ metastaz olup, metastaz kanserden 6liimlerin dnemli bir nedenidir (Sung ve ark.,
2021; WHO, 2023). Diinyada 2020 y1linda tahmini yasa gore standardize edilmis 6liim oranlari
kanserden her iki cinsiyet i¢inde sirasiyla 18,0 ile akciger, 13,6 ile meme, 9,0 KRK ve 8,7
karaciger kanseridir (GLOBOCAN, 2020a). Kanserden oliimlerin tigiincii sirasinda KRK yer

almaktadir.

KRK, kolon veya rektumdaki hiicrelerin kontrolden ¢iktig1 genis bir hastalik grubu
olarak tanimlanmaktadir. GLOBOCAN verilerine gore son bes yillik tahmini yaygin vaka
sayist (prevelans) Diinya’da tiim yas erkekler icin KRK prostat kanserinden hemen sonra
goriilen en sik ikinci kanser, kadinlarda da ayn1 sekilde KRK meme kanserinden hemen sonra
goriilen ikinci malignitedir (GLOBOCAN, 2020b). Hem 6liimciil hem de goriilme siklig1 fazla
olan KRK igin erken tam ve teshis giiniimiizde énem kazanmaktadir. Ulkemizde KRK i¢in
gaitada gizli kan testi ve ardindan kolonoskopiden olusan kolorektal karsinom tarama
programlar yiiriitilmektedir (Saghk Bakanligi, 2017). Bu yiiriitilen programlara ragmen,
hastalarin %25’inde tan1 aninda metastaz vardir ve hastalarin %10-20’sinde takip sirasinda

Mmetastaz gelistigi gozlemlenmistir (Mendoza-Moreno ve ark., 2022).

1,25(0H)2D (D vitamini), spesifik reseptorlere baglanarak gergeklestirilen ¢ok gesitli
fizyolojik islevlere sahip bir steroid hormondur. D vitamininin genomik ve genomik olmayan
etkilerine sirastyla klasik niikleer ve klasik olmayan membranéz VDR aracilik etmektedir
(Bikle, 2014). VDR sadece kalsiyum regiilasyonunda yer alan hiicrelerde ve dokularda
bulunmaz, aynt zamanda malign hiicrelerde de eksprese edilir, bu da D vitamininin kanser

biiylimesi ve ilerlemesinde dnemli bir rolii oldugunu diisiindiirmektedir. (Zheng ve ark., 2017).

Cogu dokuda 1-alfa hidroksilaz enzimi sayesinde aktif vitamin D sentezi D vitamininin
reseptor diizeyindeki etkisi aktif vitamin D sayesinde olmaktadir. Dokular {izerinde D vitaminin
etkinligi hormon sekresyonunun diizenlenmesi, immiin fonksiyonlarin diizenlenmesi ve
Ozellikle tez konusu olan bagirsak kanseri hiicre hatlarinda hiicre proliferasyon ve

farklilasmasinin diizenlenmesi seklindedir. In vivo ve in vitro olarak kanser iizerinde yapilan
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calismalarla aktif D vitamininin muhtemel antikanser etkisi ispatlanmistir. D vitamini,
kolekalsiferol, kalsidiol, kalsiferol, ergokalsiferol (vitamin D2), kolekalsiferol (vitamin D3),
dihidrokskolekalsiferol, 25 hidrokskolekalsiferol, 1,25 dihidroksvitamin D Vitamin D2
(kalsiferol) ve D3 (kolekalsiferol) seklinde isimlendirilmistir (Byers ve ark., 2012). Onemli
organlardan olan karaciger, D2 ve D3’ kalsidiole (=25 hidroksivitamin D =25
hidrokskolekalsiferol) ¢evirmekte, daha sonra bdbrekler kalsidiolii aktif kasitriole (=1,25
dihidroksivitamin D) doniistiirmektedir. Kolekalsiferol, kemik mineralizasyonuna yardim

ederek kalsiyum ve fosforun barsaktan daha fazla emilmesini saglamaktadir.

Diisiik D vitamini seviyeleri solid ve non-solid kanser riski, gelisimi ve biiyiimesi ile
iligkilendirilmistir (Yuan ve ark., 2019). Kanser hastalarinda D vitamini takviyesi olumlu
prognoz ile bagdastirilmistir (Yonaga ve ark., 2019). D vitamini antikanser etkileri,
proliferasyonun inhibisyonu, apoptoz ve otofajik hiicre Oliimiiniin indiiksiyonu ve
anjiyogenezin baskilanmasi gibi ¢esitli mekanizmalar araciligiyla gerceklestirilir ve D
vitamininin tiimdr baskilanmasinda 6nemli bir rolii olabilecegini gostermektedir (Fleet ve ark.,
2012). Bu gii¢lii antitiimér etki muhtemelen hiicre i¢i kalsiyum salinimlari tizerindeki D
vitamini etkisinden kaynaklanmaktadir ve hiicre biiyiime ve apoptoz mekanizmalarini
etkileyebilmektedir, ancak sistemik kalsiyum emilimiyle ilgisi olmayan diger bir¢ok klasik
olmayan D vitamini etkisinin de tiimor biiylime inhibisyonunda rolii vardir (Fathi ve ark.,

2019).

Bircok sayida gozlemsel ¢alisma, D vitamini durumunun degerlendirilmesinde bir
belirteg olarak kullanilan dolasimdaki 25(OH)D (hidroksi vitamin D) seviyelerinin kanser riski
ve prognoz ile iliskili olabilecegini gdstermistir (Song ve ark., 2018). Dolasimdaki diistik
25(0OH)D seviyeleri ile kolorektal, prostat ve meme kanseri riski arasinda giiglii bir iliski oldugu
saptanmistir (Markotic ve ark., 2019). KRK, 6zellikle gec¢ evrelerde, D vitamini eksikligi ile
iliskilidir (Skender ve ark., 2017). Ayrica kanser siddeti ile giiglii bir sekilde iliskili olan 1a-
hidroksilaz downregiile ekspresyonu ile de baglantilidir ve dolagimdaki daha yiiksek 25(OH)D
seviyeleri hem Asya hem de Bati popiilasyonlarinda KRK riskinde azalma ile
iliskilendirilmektedir (Fedirko ve ark., 2019).

D vitamininin prostat kanserindeki roliine iliskin farkli olan bulgular, prostat kanseri
etiyolojisi ve ilerlemesinde rol oynadigi bilinen insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF) ekseni
bilesenlerinin, D vitamininin antiproliferatif etkisini tehlikeye atabilecek etkilesimiyle
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aciklanabilmektedir. Miles ve arkadaslari, insiilin benzeri biiyiime faktorii 2 (IGF2) varliginda
yiiksek 25(OH)D seviyelerinin prostat kanseri riskini artirabilecegini gosterilmistir (Miles ve
ark., 2017).

Prostat modeline benzer sekilde, meme kanseri i¢in de farkli veriler rapor edilmistir.
Biiyiik dl¢tiide agiklandig1 gibi, dolasimdaki yiiksek 25(OH)D seviyeleri ile meme kanseri riski
arasinda ters bir korelasyon bildirilmis ve postmenopozal kadinlarda da dogrulanmistir
(Estébanez ve ark., 2018; Machado ve ark., 2019). Buna karsilik, gézlemsel ve vaka-kontrol
caligmalarinin meta-analizlerini iceren ¢esitli calismalarda 25(OH)D diizeyleri ile meme
kanseri riski arasinda herhangi bir korelasyon bulunmamistir (Dimitrakopoulou ve ark., 2017).
Mevsimsellige gore diizeltilmesi gereken D vitamini durumunun zamanlamasmin farkl
karistiric1 faktorlerle birlikte degerlendirilmesi, D vitamininin meme kanseri riskindeki roliine
iliskin ¢eliskili verileri potansiyel olarak agiklayan bir alternatif saglayabilir. Bununla birlikte,
bazi arastirmacilar yaz mevsiminde D vitamini eksikligi olan kadinlarin, sadece kis mevsiminde
D vitamini eksikligi olanlara kiyasla, tiim y1l boyunca eksikligi slirdiirme olasiliginin daha
yiiksek oldugunu ve meme kanseri riskinin daha yiiksek oldugunu disiinmektedir (Welsh,
2018). D vitamininin kanser riskindeki Oneminin yani sira, mevcut veriler tam olarak
aciklanmamis olsa da, kanser gelisimi ve tiimor gelisimi ile potansiyel iligkisini arastirmak i¢in

D vitamini diizeyleri daha fazla ¢alisilmalidir.

D vitamini seviyelerinin fizyolojik araligin iist sinirinda olmasi faydali olabilir. Bununla
birlikte, D vitamininin, 6zellikle de 1,25(OH)2D3’iin antikanser aktiviteleri, hiperkalsemiye
neden olan farmakolojik dozlar gerektiriyor gibi gériinmektedir. 1,25(OH)2D3 i¢in 0.1 pg/kg
kadar diisiikk bir dozda, kalsiyum birikimleri hayati organlarda hasara neden olmaktadir
(Akkoyun ve ark., 2014). Bu nedenle, 1,25(OH)2D3’{in terapdtik dozlardaki hiperkalsemik

etkileri, bir anti-kanser ajani olarak kullanimin1 ciddi sekilde sinirlamaktadir.

Skobowiat ve arkadaglarinin yapmis oldugu ¢aligmada yeni hidroksillenmis vitamin D3
tirevi olan 20(OH)D3’tin NSG farelerinde insan melanomunun biiyiimesini engelledigini
gostermistir. SKMel-188 insan melanom hiicrelerinin deri altindan enjekte edildigi yirmi
bagisiklik sistemi baskilanmis hayvandan yalnizca tiimor gelisen fareler daha ileri ¢alisma ve
analizler igin dahil edilmistir. ilk palpe edilebilir ve dlciilebilir timdrler (> 1 mms) 20 fareden
4’linde implantasyonu takip eden 9. giinde ortaya ¢iktiginda (kontrol ve tedavi grubunda esit
prevalans), randomizasyon koluna gore tiim hayvanlar i¢in 20(OH)D3 veya arag ile tedaviye
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baslanmustir. Implantasyonu takip eden 12. giin (tedavinin 3. giinii) itibariyle hayvanlarin
%40'inda palpe edilebilir tiimdrler gelismistir. Hem 20(OH)D3 hem de aragla tedavi edilen
farelerin (n=20) tamaminda 14. giine (tedavinin 5. gilinii) kadar timor gelismistir. Daha sonra
her iki grupta da siirekli timor biiylimesi gézlenmistir, ancak 20(OH)D3 ile tedavi edilen
farelerde tiimor biiylimesi aragla tedavi edilen farelere kiyasla azalmistir. Tedavinin 6. giliniinde,
gerceklesen tiimdr hacmi 20(OH)D3 ile tedavi edilen grupta 262,35 mm? iken aragla tedavi
edilen grupta 674,11 mm? olmustur; bu da tedavi edilen ve kontrol grubundaki tiimér hacminde
sirastyla %61°lik bir azalmayir gostermistir. 20(OH)D3’iin melanom biiyiimesi tizerindeki
inhibitor etkisi, implantasyon sonras1t 13, 18 ve 21. giinlerde tiimér hacmi veya timor
boyutlarinin geometrik ortalamasi ile Olctlildiigiinde istatistiksel olarak anlamli oldugu

saptanmistir (Skobowiat ve ark., 2016).

1,25(0OH)2D3’iin fenotipik aktivitesine, kanonik sinyal iletim yolu olarak
tanimlanabilecek VDR ile etkilesiminin aracilik ettigi kabul edilmektedir. Benzer sekilde,
kalsemik olmayan 20(OH)D3 de melanom hiicrelerinde VDR yi aktive ederek asag1 yonde anti-
proliferatif ve antitiimorijenik etkilere neden olabilecegi gozlenmistir (Slominski ve ark., 2014;
Christakos ve ark., 2016) Daha 6nce Janjetovic ve arkadaslar1 20(OH)D3 ve metabolitlerinin
keratinositlerde ve melanom hiicrelerinde VDR ile etkilesim yoluyla NF-xB (Niikleer Faktor
kappa B) sinyalini inhibe ettigini saptamislardir (Janjetovic ve ark., 2010). Dolayisiyla,
20(OH)D3 tiimér hiicrelerinde NF-kB’nin inhibisyonu ve stromada proinflamatuar aktivitenin

azaltilmasi yoluyla melanom biiylimesini engelleyebilir.

D vitaminini KRK’ye karst koruyucu rolii ile tutarli olarak, kolon epiteli yiiksek
diizeyde VDR eksprese etmektedir. KRK hiicrelerinde ve iligkili fibroblastlarda ve deney
hayvanlarinda yapilan bir¢cok calisma, VDR aracili D vitamini-KRK etkilerinin genis bir
serisini gostermistir (Ferrer-Mayorga ve ark., 2019; Fernandez-Barral ve ark., 2020; Carlberg
ve Velleuer, 2022) Ek olarak, KRK’nin ana bileseni olarak yapisal aktif Wnt/pB-katenin
sinyaline sahip farelerde VDR’nin germline silinmesi, bagirsak tiimor yiikiinlin artmasina

neden olmustur (Larriba ve ark., 2011; Zheng ve ark., 2012)

D vitamini gii¢lii bir steroid hormonu kolekalsiferoliin onciisiidiir. Kolekalsiferol,
kanser riskini ve prognozunu belirlemede rol oynayabilecek ¢ok sayida hiicresel mekanizmanin
diizenlenmesini saglamaktadir. Kolekalsiferol, hiicre proliferasyonunu azaltmak, hiicre
farklilasmasin1 ve apoptozu artirmak ve hipoksi ile indiiklenebilir faktér 1 (HIF-1) yoluyla
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anjiyogenezi inhibe etmekte dahil olmak iizere kanserin ilerlemesini 6nlemektedir (Wang ve
ark., 2019). Bu tez projesinde de kolekalsiferoliin insan kolon kanseri iizerindeki olasi

antikanser etkinligi endoplazmik retikulum stresi ve otofaji lizerinden degerlendirilmistir.

Kolekalsiferoliin insan KRK hiicrelerinde hiicre biiylimesini baskilama ve/veya
farklilagsmay1 indiikleme egiliminde oldugu genel olarak kabul edilmistir. Huang ve ark. (2021)
kolekalsiferoliin potansiyel olarak faydali etkisini incelemek i¢in iki insan KRK hiicre hatti olan
HT-29 ve SW480 kullanmis ve deneylerin cogunda 48 saat boyunca 100 nM kolekalsiferol
kullanmislardir. Wang ve ark. (2019) yaptiklari bir ¢alisma da, alt1 giinliik bir siire boyunca HT-
29 hiicrelerinde kolekalsiferoliin (10-11 ila 10-6 M) 6nemli bir doza bagimli, biiyiime 6nleyici
etkisi oldugunu bildirmistir. Palmer ve ark. (2020) yaptiklar1 ¢alismada, 48 saat boyunca 100
nM kolekalsiferolin SW480 hiicrelerinde farklilasmay1 destekledigini  saptamistir.
Kolekalsiferolin KRK hiicreleri tizerindeki etkisi birlikte, hiicre tipine, kolekalsiferol
konsantrasyonuna ve tedavi siiresine bagli olabilir. Thomas ve arkadaslari (2019) normal rektal
mukozasi olan bireylerden ve ailesel adenomat6z polipozisi olan hastalardan rektal biyopsi
ornekleri almiglar ve kript hiicre iiretim hizi ve Ki-67 etiketleme indeksini belirleyerek
kolekalsiferoliin rektal epitel proliferasyonu tizerindeki etkisini degerlendirmek icin organ
kiltirinde eksplantlar olusturmuslardir. Hem normal hem de premalign insan rektal
orneklerinde kolekalsiferol, kript hiicre iiretim hizin1 ve Ki-67 etiketleme indeksini azaltmistir

(Thomas ve ark., 2019).

1,25(0OH)2D3’lin  antikanser etkileri en azindan kismen tiimor hiicresi
proliferasyonunun inhibisyonu yoluyla ortaya ¢ikmaktadir (Carlberg ve Velleuer, 2022; Mufioz
ve Grant, 2022). 1,25(0OH)2D3, S-G2M hiicre dongiisii evrelerindeki KRK hiicrelerinin
yiizdesini giiclii bir sekilde azaltmis ve sonug olarak hiicre dongiisiinii uzatmis ve KRK hiicre
proliferasyonunu azaltmistir (Garcia-Martinez ve ark., 2023). D vitamini bilesiklerinin
(kolekalsiferol, kalsidiol ve kalsitriol), hiicre cogalmasi ve canlilifinin azalmasi, otofajik hiicre
Oliimiiniin indiiklenmesi ve metastaz ve anjiyogenezin azalmasini igeren mekanizmalarla ¢esitli
kanser hiicre hatlar1 {izerinde antikanser etkiler gosterdigi belirlenmistir (Susa ve ark., 2018).
Bhoora ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada CaSki servikal kanser hiicre hatti, yiiksek
dozlarda kolekalsiferol (100 ve 1000 ng/mL) ile muamele edildiginde, kontrollere ve diisiik
dozlarda kolekalsiferol (10 ve 40 ng/mL) ile muamele edilen kiiltiirlere kiyasla apoptotik hiicre

Oliimiiyle beraber azalmis kanserli hiicre sayis1 oldugu saptanmistir (Bhoora ve ark., 2020).
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Bu tez ptojesinde de XTT analiz sonuglarimiza gore kolekalsiferol, HT-29 ve HCT 116
proliferasyonunu doza ve zamana bagl bir sekilde inhibe etmistir. Sitotoksisite sonuglarimizi
gdz Oniinde aldigimizda, sonraki analizlerde hiicreler 48 saat boyunca 150 ve 250 uM
kolekalsiferol ile muamele edilmistir. Sonrasinda gergeklestirilen koloni formasyon analizi
sonuglarimiz da HT-29 ve HCT 116 hiicrelerinde 48 saat siiresince kolekalsiferol

uygulamasinin hiicrelerin koloni olustuma kapasitelerini inhibe ettigini gostermistir.

Yiiksek doz kolekalsiferol uygulamalarinda hiicre sayisindaki énemli diisiis ve hiicre
dongiisiiniin alt G1 fraksiyonundaki istatistiksel artig, kontrollere ve diisiik doz uygulamalarina
kiyasla hiicre oliimiiniin arttigin1 gostermektedir. Hiicre biiylimesinin inhibisyonu, diger
servikal kanser hiicre hatlarinda D vitamini etkisini arastiran ¢alismalarda gosterilmistir. HeLLa
hiicrelerinde kalsitriol, hiicre proliferasyonunda zamana ve doza bagh diisiisler ve G1 hiicre
dongiisii durmasinin tesvik edildigini gostermistir (Wang ve ark., 2015). Shruthi ve arkadaglari
da 1250 pM dozunda kolekalsiferol ile tedavi edilen HeLa hiicrelerinde %50 biiyiime
inhibisyonu gézlemlemistir (Shruthi ve ark., 2017). Ayrica, kalsitriol ile tedavi edilen HeLa ve

SiHa hiicreleri doza bagl hiicre ¢ogalmasinda azalma gostermistir (Friedrich ve ark., 2002).

Tiimorleri dogru sekilde hedeflemek icin otofajinin farkli asamalardaki ve farkli
mutasyon yiikleri altindaki roliinii anlamak 6nemlidir. Bu ¢alismada da kolekalsiferoliin kolon
knasert hiicrelerindeki etkinligi otofaji ile iligkili olarak degerlendirilmistir. Hem otofaji analizi
sonuglari hem de otofaji ile iligkili genlerin ekspresyon seviyelerini degerlendirdigimiz qRT-
PZR analizi sonuglar1 kolon kanseri hiicrelerinde kolekalsiferol uygulamasinin otofajiyi inhibe

ettigini ortaya koymustur.

Otofajinin kanserde tartigmali bir rolii olsa da yapilan ¢aligmalar KRK’de otofajinin
tiimor ilerlemesini indiikleyerek kanser hiicreleri i¢in koruyucu bir mekanizma olarak devreye
girebildigini gostermistir. Klinik bir ¢alismada, KRK hastalarinda ATGS5’in  artmis
ekspresyonu, artmis invazyon insidansi ile korelasyon gostermistir (Cho ve ark., 2012). Benzer
sekilde LC3B ve SQSTM1 ekspresyonunun koétii prognoz ile iliskili oldugu saptanmistir
(Niklaus ve ark., 2017). Fare modellerinde, bagirsak epitel hiicrelerinde ATG7 kayb,
mikrobiyom tarafindan ortaya ¢ikarilan bir bagisiklik tepkisi yoluyla tiimdr biiylimesini inhibe
etmistir (Lévy ve ark., 2015). Ek olarak, kanserde yaygin olarak bulunan bir mutasyon olan
aktive C kinaz 1 reseptorleri, otofajiyi indikklemis ve KRK’de apoptozu inhibe ederken
proliferasyonu tesvik etmistir (Xiao ve ark., 2018). Otofaji ayrica KRK’de transkripsiyon

40



faktoriic FOXO3a’nin degradasyonunu da modiile etmistir. Otofajinin inhibisyonu FOXO3a
seviyelerini ylikseltmis ve pro-apoptotik genlerin transkripsiyonel yukari regiilasyonuna yol
acmistir (Fitzwalter ve ark., 2018). Apoptoz, p53 ve endoplazmik retikulum stresinin
aktivasyonunu takiben KRK hiicrelerinde otofaji inhibe edildiginde de artmistir (Sakitani ve
ark., 2015).

Bu ¢aligmada kolon kanseri hiicrelerinde kolekalsiferol uygulamasinin etkileri ER stresi
tizerinden de degerlendirilmistir. Elde ettigimiz sonuglara gore kolon kanseri hiicrelerinde
kolekalsiferol uygulamasi sonrasinda ER stresi belirteci olan GRP78/BiP miktarinda artis tespit
edilmistir. Ayrica qRT-PZR analizi sonuglar1 kolekalsiferol uygulamasinin kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda kolon kanseri hiicrelerinde ER-stresi ile iligkili genlerin ekspresyon
seviyelerini artirdigin1 ortaya koymustur. Ancak ER stresinin kanserdeki rolii de otofaji gibi
tartismalidir. Ornegin, cesitli calismalar UPR nin tiimdriin hayatta kalmasina katkisini ortaya
koymaktadir. ER saperon immiinoglobiilin baglayici proteinin (BiP) kismi yikimina sahip insan
fibrosarkom hiicrelerinin, farelerde tiimor olarak biiylime yetenekleri bozulurken, PERK
nakavt, Ras ile doniistiirilmiis fare fibroblastlarinin farelerde tiimor olarak biiylime yetenegini
tehlikeye atmistir. Benzer sekilde, XBP1’in devrilmesi, farelerde nakledilebilir tiimdrlerin
biiyiimesini tehlikeye atar. Birlikte, bu gozlemler kanseri tedavi etmenin bir yolu olarak
UPR’ye miidahale etmenin potansiyel faydasini géstermektedir. (Ron ve Walter, 2007). PERK
inhibitorleri olan GSK2606414 ve GSK2656157, farkli kanserlerin insan ksenograft
modellerinde tiimor biiylimesini baskilamaktadir (Hetz ve ark., 2019). Degismis aminoasit
metabolizmasi, azalmis kan damar1 yogunlugu ve azalmis vaskiiler perfiizyon, bu inhibitorlerin
gozlenen antitiimor aktivitesi i¢in potansiyel mekanizmalardir. GSK2656157 ayrica KRK
hiicrelerini 5-fluorourasil (5-FU) kemoterapisine karsi hassaslagtirir (Shi ve ark., 2019).
Bununla birlikte kanser hiicrelerinde ER stresinde artisin meydana gelmesinin apoptozun igsel
ve digsal yolaklarin tetikleyebilecegi de bilinmektedir (Sano ve Reed, 2013). gRT-PZR analizi
sonuglarimiza gore de kolekalsiferol uygulamasi kolon kanseri hiicrelerinde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda apoptoz ile iliskili genlerin ekspresyon seviyelerinde artisa neden olmustur.
Tiim sonuglar birlikte degerlendirildiginde kolon kanseri hiicrelerinde kolekalsiferoliin kanser
hiicreleri i¢in koruyucu bir mekanizma olarak devreye girebilen otofajiyi inhibe ederken ER
stresini indiikledigi, boylelikle apoptozu regiile ederek antikanser aktiviteye sahip oldugu

distiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, yapmis oldugumuz ¢alisma HCT 116 ve HT-29 insan kolon kanseri
hiicrelerinde kolekalsiferoliin doz ve zaman bagimli sekilde sitotoksik etkiye sebep oldugunu
ortaya koymustur. Ayrica 150 ve 250 uM konsantrasyonlarinda kolekalsiferol uygulamasi
sonrasinda hiicrelerin koloni olusturma yetenekleri baskilanmistir. Kolekalsiferol, kolon
kanseri hiicrelerinde otofajiyi inhibe ederken, ER stresinde artisa neden olmustur. Bunun bir
sonucu olarak da apoptoz ile iliskili genlerin ekspresyon seviyelerinde artis meydana gelmistir.
Bununla birlikte, HCT 116 ve HT-29 hiicre hattinda kolekalsiferoliin yerel metabolizmasini
tamamen karakterize etmek i¢in farkli daha fazla arastirma gerektirmektedir. Buna ek olarak,
HCT 116 ve HT-29 hiicre hattinda kolekalsiferol tarafindan otofaji, ER stresi ve apoptotik

indiiksiyon mekanizmalarinin daha fazla agikliga kavusturulmasi gerekmektedir.

Gelecekteki c¢aligmalar, D vitamini ve VDR etkilesimlerinin bagirsak mukozal
bagisikligini, patojen istilasin1 ve antimikrobiyal peptit ekspresyonunu etkiledigi molekiiler
mekanizmalara 151k tutacaktir. Ayrica KRK hastalar1 i¢in bagirsak mikrobiyotasint modiile
etmenin en 1yi yollar1 aragtirilmali ve klinik deneyler yoluyla kisa ve uzun vadeli faydalar
incelenmelidir. Hiicre metabolizmasi i¢in D vitamini de dahil olmak iizere ¢ok sayida vitamin,
mikro besin ve mineral dengesi, saglig1 korumak ve hastaliklar: kontrol etmek i¢in 6nemlidir.
D vitamini ve insan bagirsagi mikrobiyotast arasindaki fonksiyonel, immiinolojik,
biyokimyasal ve genetik etkilesimlerin ayrmtili olarak degerlendirilmesi karmagik olan

bagirsak fonksiyonunun anlasilmasina 1sik tutacaktir.
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