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Ozet: Hepatoseliiler karsinoma (HCC) diinya capinda goriilme siklig1 agisindan en gok gériilen dordiincii kanser tiiriidiir. Bu kanser
tirliniin  goriilme nedenlerinin baginda Tip Il diyabet, obezite ve alkol kullanimi gelmektedir. Caligmamizda, karaciger
hastaliklarinda etkili olan, ancak hiicresel mekanizmalar agisindan etkilesimi heniiz tam olarak belirlenemeyen vitamin D’nin hem
ilag formu hem de aktif formu olan 1,25-dihidroksivitaminin [1,25(0OH)2D3] HepG2 hepatoseliiler karsinom hiicrelerinin
karakteristik ozelliklerinde olusturdugu degisimlerin belirlenmesi amaglanmistir. HepG2 hiicrelerine vitamin D’nin hem ilag formu
hem de 1,25(0H)2D3 formu ayr1 ayr1 uygulanarak en etkili konsantrasyonlar1 ve saatleri belirlendi. Bu asamadan sonra uygun
konsantrasyon ve saatte uygulanan her iki maddenin HepG2 hiicrelerinin proliferasyonu, adezyonu ve immunohistokimyasal olarak
p53 miktarindaki etkileri belirlendi. Elde edilen verilere gére, 250 nM vitamin D’nin ilag formu HepG2 hiicrelerine uygulandiktan
96 saat; 250 nM 1,25(0OH)2D3 uygulandiktan sonra 48 saat sonra kontrol grubuna gore istatistiksel olarak proliferasyonun en ¢ok
goruldigii konsantrasyon ve saat olarak belirlendi. Hem vitamin D’nin ilag hem de 1,25(0OH)2D3 formu HepG2 hiicrelerinin
adezyonunu kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldig: belirlendi (p<0.001). Optimal konsantrasyon ve
saatte uygulanan her iki vitamin D formunun p53 miktarindaki degisimleri immunohistokimyasal olarak incelendiginde, kontrol ve
sham gruplarina gore azaldig1 gozlendi. Hepatoseliiler kanser hastalarinda uygulanacagi zaman, vitamin D dozuna dikkat edilmesi
ve siirekli kontrol altinda olunmasi yoniinde 6n veri saglamaktadir. Her ne kadar bazi karaciger hastaliklarindan korunmak igin
onemli bir vitamin olmasina ragmen; kanser hiicrelerinde proliferasyonu arttirmasi, adezyonu azaltmasi ve bir timér baskilayict
olan p53 miktarini azaltmasi konu iizerinde soru isaretleri yaratmaktadir. Vitamin D’nin hepatoseliiler hastalar tizerinde
uygulanmasi konusunda farkli bir bakis agis1 yaratan sonuglarimiz, ilerleyen dénemlerde konu ile alakali yapilacak olan ¢aligmalar
6nemli bir 6n veri niteligi tasgimaktadir.

Anahtar Kelimeler: 1,25(0OH)2D3, vitamin d, hepatoseliiler karsinom, HepG2

Abstract: Hepatocellular carcinoma (HCC) is the fourth most common cancer in terms of its incidence worldwide. The main causes
of this type of cancer are Type Il diabetes, obesity and alcohol. In this study, we aimed to determine the changes of both drug form
and 1,25-dihydroxyvitamin [1,25(0H)2D3] form of vitamin D which is effective in liver diseases, but the interaction of cellular
mechanisms is still unknown, on characteristics of HePG2 hepatocellular carcinoma cells. Both drug and 1,25(0OH)2D3 form of
vitamin D were applied separately to HepG2 cells and optimal concentrations and hours were determined. Then the proliferation,
adhesion and immunohistochemically p53 amount of HepG2 cells were determined by the effects of both substances applied at the
optimal concentration and hour. According to our obtained data, the optimal concentration and hour of each vitamin D substances
was determined as 96th hour at 250 nM for drug form; 48th hour at 250 nM for 1,25(0OH)2D3 form by observing the proliferation
rates. It was determined that both drug and 1.25(0OH)2D3 forms of vitamin D decreased adhesion of HepG2 cells statistically
compared to the control group (p <0.001). When the changes in p53 amount of both vitamin D forms applied at optimal
concentration and hour were examined immunohistochemically, it was observed that it decreased compared to control and sham
groups. Our results provide preliminary data to ensure that vitamin D dose is maintained and controlled continuously when
administered in hepatocellular cancer patients. Although it is an important vitamin to protect from some liver diseases; increasing
proliferation in cancer cells, reducing adhesion and decreasing the amount of p53, a tumor suppressor, raises some questions about
this subject. Furthermore, our results create a different perspective on the application of vitamin D on hepatocellular patients, and
support important preliminary data for the studies to be conducted in the future.
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1. Giris

Vitamin D yagda eriyen bir vitamin cesidi
olup, karacigerde metabolize edilmektedir.
Cesitli karaciger hastaliklarinda tedavi ya da
koruyucu olarak kullanilmaktadir. Vitamin D
hepatik patofizyolojide ¢ok onemli oldugu
diistiniilmektedir. Karaciger yaglanmasi, siroz,
hepatik hemanjiom gibi karaciger
hastaliklarinda asir1  derecede vitamin D
eksikligi goriilmektedir. Pre-klinik veriler de
bu tip hastaliklarda vitamin D’nin terapotik
etkilere sahip olabilecegini ileri siirmektedir

Q).

Hem besinler ile hem de direk olarak giines
1s1gindan elde edilen vitamin D karacigerde
aktif formu olan 1.25(OH),D; haline getirilip
daha sonra tiim viicutta kullanilmaktadir.
Hiicre i¢ine alman vitamin D, 25-
hidroksivitamin D’ye [25(OH)D; Vitamin Dy;
ergocalciferol]  doniistiiriiliir. Ayrica D
vitamininin 25(OH)D formu bir bitki sterolii
olan ergosterolden de elde edilebilinmektedir
(2). Ikinci basamakta 25(OH)D, D vitamininin
hormonal formu olan 1,25-dihidroksivitamin
[1,25(0OH),Ds. Vitamin Dg; calciterol] formuna
dondstiiriiliir. Bu dondsiimden farkli olarak
1,25(0OH),D3, UV 1s1gmin etkisi altinda deri
hiicrelerinde 7-dehidrokolesterol olarak da
almabilir., Hem  25(OH)D hem de
1,25(0OH),;D3; mitokondri iginde bulunan ve
karacigerde Onemli gorevleri olan CYP24
(CYP24A1) tarafindan katabolize edilebilir.
1,25(0H),D3 bir transkripsiyon faktorii olup
vitamin D reseptoriiniin  (VDR) uyarict
molekiilii olup DNA’da bulunan Vitamin D
cevaplayict elementlere (vitamin D
responsible elements; VDRE) baglanirlar (3).

Hepatoseliiler karsinom (HCC) diinya ¢apinda
goriilme sikligr agisindan en ¢ok goriilen
dordiincii kanser tiirii olup karaciger kanser
tirlerinin % 80’ini olusturmaktadir. Cerrahi
miidahaleler, HCC’ine yakalanmig bir bireyin
hayatta kalma oraninda en etkili tedavi
yontemi  olup; parca alarak  yapilan
miidahalenin disiik ve nilks ve metastaz
oraninin yilksek miktarda olmast klinik
tedaviyi temel olarak etkilemektedir (4, 5).
HCC hiicreleri epitel hiicre yapis1 gosteren
hepatositlerden koken almaktadir (6). HCC
kanser hiicre hatlarindan biri olan HepG2

hiicreleri  normal  hepatositlere  benzer
ozelliklere sahip oldugundan dolay1, karaciger
toksisitesi ve ksenobiyotiklerin
metabolizmasinin incelenmesinde daha fazla
kullanilmaktadir (7, 8). HepG2 hiicreleri
bilesiklerini 1,25(OH),D3 hidroksilleyebilirler
9).

Genel olarak vitamin D, vitamin D eksikligi
ya da yetmezliginde, sindirim sirasinda
goriilen  emilim  bozukluklarinda  ve
tedavisinde, rasitizm tedavisinde, osteoporoz
tedavisinde ve agir1 paratiroid hormonu
miktar1 ile alakali hastaliklarin tedavisinde
kullanilir. Vitamin D’nin aktif formu olan
1.25(0OH),Ds’iin farmakolojik ozelliklerinden
biri; hiicrelerin asir1 prolifere olmasina yardim
etmesidir (10, 11). Hastalik tedavisi olarak
hiicre sayisinin artmast gerektigi durumlarda
1.25(0OH),D3 uzun siiredir kullanilmaktadir (2,

12). 1,25(0OH),Dz’iin  etki mekanizmasi
hakkinda giinimiizde iki farkli goris
bulunmaktadir. Bu goriislerden birincisi,

1,25(0OH),D5’in kanserin olugsmasini
engelledigi; tiimor gelisimini baskilayabildigi
ve bu baskilamanin hiicre tipine 0&zel
olabilecegi bir¢ok olguda bildirilmistir. Bu

olgularda vitamin D, hiicre dongiisiinii
etkileyen maddeler ile ya da Dbiiyiime
faktorleri ile hiicre i¢i sinyal iletiminin

baskilanmasi; metastazin ve anjiyogenezin
inhibisyonunun saglanmasi; DNA tamirinin
diizenlenmesi ve apoptozun indiiklenmesi ile
proliferasyonun baskilayabilecegi
savunulmustur (7). Vitamin D ve Kkanser
hakkinda yakin zamanda gelisen ikinci goriis
ise, bu vitaminin kanser hiicrelerinde herhangi

bir tedavi edici etkisinin olmadigini
savunmaktadir. Yapilan yeni calismalar,
vitamin D’nin kanserin olusumunu

engelleyebilecegi hakkinda hem fikir olmakla

beraber; kanser tanis1 konulduktan sonra
yararli  olamayabilecegi  konusunu ele
almaktadir.

Yaptigimiz ¢alismada, vitamin D’nin hem ilag
formunun hem de aktif formunun bening
[1,25(0H),D;] HCC Hiicresi olan HePG2
hiicrelerinin  proliferasyonu ve adezyonu
tizerindeki etkilerini belirlemek amacglandi.
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2. Gerec ve Yontemler
HepG2 Hiicrelerinin Yetistirilmesi

Hepatoseliiler karsinom hiicre dizisi HepG2
Maltepe Universitesi, Histoloji ve Embriyoloji
Ogretim 1iyesi Prof. Dr. Ranan Giilhan
AKTAS  tarafindan  temin  edilmistir.
Laboratuvarimizda belirlenen rutin kiiltiir
kosullarinda, 37°C’de %5 CO,’li inkiibatorde,
doku ve hiicre kiiltiirii flasklar1 igerisinde
(SPL, Kore), %10 Fetal Bovin Serum (FBS;
Wisent, Kanada) ve %1 Penisilin/streptomisin

(Wisent, Kanada) iceren Fenol red’li
Dulbecco’s Modified Eagle's Medium
(DMEM;  Wisent, Kanada) besiyeri

kullanilarak ¢ogaltilip, yapilacak deneyler i¢in
yeterli sayiya ulastirildu.

En Yiiksek Proliferasyonun Goriildiigii D
Vitamininin Konsantrasyonunun ve
Zamaninmin Belirlenmesi

Hiicreler yeterli sayiya ulastiktan sonra her bir
kuyucukta 7x10° hiicre olacak sekilde 96
kuyucuklu platelere dagitilip inkiibe edildi.
Inkiibasyondan asamasindan sonra uygun
konsantrasyonun belirlenmesi i¢in  konu
hakkinda daha 6nce yapilan ¢alismalar da goz
oniinde bulundurularak belirli konsantrasyon
araliklartyla hiicrelere kanser tiirlerine gére D

vitamininin  ilag  formu [1,25(OH),Ds
biitilhidroksitoluen,  aygicek  yagi] ve
1,25(0H);D3 formu (Cayman, USA) ayr1 ayri
uygulandi.  Farkli  konsantrasyonlardaki

vitamin D’nin ilag formu 24, 48, 72 ve 96
saatlerinde; 1,25(0OH),D; formu ise 24, 48 ve
72 saatlerinde Olgiim yapilarak hiicrelerde
etkin konsantrasyon ve zaman belirlendi.
Bundan sonraki asamalarda vitamin D’nin her
iki formu icin  belirlenen  uygun
konsantrasyonlarda ve saatlerde deneyler
tasarlandi.

Proliferasyon Deneyi

Hiicrelerde proliferasyonu belirlemek igin
XTT yontemi kullanmildi. Bu deneyde,
metabolik olarak aktif hiicrelerin mitokondri
enzimlerinin hiicre 6liimiinden kisa bir siire
sonra inaktive olma etkinligi iizerine
kuruludur. Tetrazolium tuzuna dayali bir
kolorimetrik yontem olan XTT yontemi
hiicrelerin ~ canliligmin ~ dlglilmesi  ve

degerlendirilmesini kolaylastiran bir
yontemdir. Vitamin D’nin ilag formu 96.sa,
250 nM; 1,25(0OH),D; formu uygulanan
HePG2 hiicreleri  48.sa 250 nM
konsantrasyonlarina maruz birakildiktan sonra
kit protokoliine uygun olarak XTT Ool¢iimii
(Biological Industries, Israil)gerceklestirildi.
Kit protokoline uygun sekilde mikroplate
reader cihazinda (Biotek, Japonya) 450 nm’de
Ol¢iim yapildi.

Adezyon Deneyi

HepG2 hiicrelerine ayr1 ayr olarak uygulanan
vitamin D’nin her iki formu, Onceden
belirlenen  konsantrasyon ve zamanlarda
hiicrelere uygulandi. D vitamininin hiicrelerin
adezyonuna olan etkilerini incelemek igin
vitamin D’nin ilag formu 96. saat 250 nM;
1,25(0OH),D; formu igin ise 48.saat 250 nM
uygulandi. HepG2 hiicreleri 96 kuyucuklu
platelere, kuyucuk basmna 7x10° hiicre olacak
sekilde ekildi. Her hiicre tipi i¢in, biri adezyon
uygulanacak digeri kontrol olacak sekilde
7’ser kuyucuga aktarildi. Belirlenen optimal
konsantrasyon ve zamanda kuyucuklardaki
hiicrelere vitamin D formlart uygulanip
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra adezyon
kuyucuklar1 yikanip. Kit protokoliine uygun
olarak XTT yontemi uygulandi. 450 nm’de
mikroplate  reader (Biotek, Japonya)
cihazinda 6l¢iimii yapildi.

Immunohistokimyasal Boyamalar

Adezyon kuvveti diisen hiicrelerde, hiicrelerin
apoptoz durumunu belirlemek amaciyla p53
immunohistokimyasal ~ boyamasi  yapildi.
Belirlenen optimal konsantrasyon ve saatte
ilag formu ve 1,25(0OH),D; formu uygulanan
HepG2 hiicreleri fiksasyon agsamasindan sonra
kit protokoliine uygun sekilde p53 boyamasi
yapildi. Boyamalar yapildiktan sonra 1s1k
mikroskobunda incelenerek, fotograflandi.

Istatistiksel Degerlendirmeler

Istatistiksel degerlendirmeler igin SPSS IBM
20.0 programi kullanildi. Normal dagilim testi
olarak Kolmogorov-Smirnov testi yapildi.
Normal dagilim goriilen deneylerde OneWay
ANOVA vyapildi. Coklu karsilagtirmalar
TUKEY HSD c¢oklu karsilastirma testi
yapildi.  Normal dagilim  goriilmeyen
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deneylerde Kruskal-Wallis Coklu
Kargilagtirma testi yapildi. Gruplar arasinda
fark olup olmadig1 istatistiksel
degerlendirmeler sonucu degerlendirildi.

3. Bulgular

Vitamin D’nin ilag: ve 1,25(0OH),D;
Formunun Optimal Konsantrasyon ve
Zamaninin Belirlenmesi

Elde edilen  verilere gore, farkl
konsantrasyonlarda uygulanan vitamin D’nin

ilag formu 24, 48 ve 72. saatlerde kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
farkliliklar vermedi (Sekil 1A, 1B, 1C;
p>0.05). Ancak, 96. Saatte, 250 nM vitamin
D’nin ilag formu wuygulanan grubundan
(13055+1925)  baslayarak, daha diisiik
konsantrasyonlarinda da HepG2 hiicrelerinde
istatistiksel olarak kontrol grubuna
(5746+3294) gore artmasina neden olmaktadir
(Sekil 1D; p <0.001).

Sekil 1. HepG2 hiicrelerinde vitamin D’nin ila¢ formunun etkin konsantrasyonunun ve zamaninin
belirlenmesi. A; D vitamininin ila¢ formunun HepG2 hiicrelerine etkisinin 24.saat grafigi (p>0.05). B; D
vitamininin ila¢ formunun HepG?2 hiicrelerine etkisinin 48.saat grafigi (p>0.05). C; D vitamininin ilag
formunun HepG2 hiicrelerine etkisinin 72.saat grafigi (p>0.05). D; D vitamininin ilag formunun HepG2
hiicrelerine etkisinin 96.saat grafigi (p<<0.001).

Elde edilen verilere gore, 48. saatte, 250 nM
uygulanan vitamin D’nin 1,25(0OH),D; formu
(44838+4815) HepG2 hiicrelerinde kontrol
grubuna gore (37338+4071) istatistiksel
olarak anlamli degisimlere neden olmaktadir
(Sekil 2B; p<0.05). 24 ve 72. saatlerde

uygulanan konsantrasyonlarda proliferasyon
gozlenmektedir, ancak bu proliferasyonlardan
higbiri kontrol grubuna (37338+4071) gore
istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil 2A
ve 2C; p>0.05).
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Sekil 2. 1,25(0H),D3’tin HepG2 hiicrelerindeki etkin konsantrasyon ve saat grafikleri.
A; 1,25(0H),Ds’iin HepG?2 hiicrelerine etkisinin 24.saat grafigi (p<0.05). B; 1,25(0H),Ds’iin HepG2
hiicrelerine etkisinin 48.saat grafigi (p>0.05). C; 1,25(0OH),D3’tin HepG2 hiicrelerine etkisinin 72.saat
grafigi (p<0.05).

Vitamin D’nin  fla¢ ve 1,25(0OH),D;
Formunun Proliferasyonuna Etkisi

96.sa 250 nM vitamin D’nin ila¢ formunun

(13055+£1925) HepG2 hiicrelerinin
proliferasyonunu  kontrol — grubuna  gore
(5746+3294) istatistiksel olarak anlamlh
derecede arttirdigr  belirlendi (p<0.001).
B

e r ]

é i

Deneyimizde D vitamininin ilag formunun
bulundugu ¢oziiciilerden biri Aygigek yagidir.
Sonuglarimizda HepG2 hiicrelerine sham
grubu olarak uygulanan aygicek yaginin etkisi
(1279542471) 96.saatte kontrol grubuna
(5746+3294) gore istatistiksel olarak anlamli
cikmustir (Sekil 3A; p<0.001).

Sekil 3. Vitamin D’nin HePG2 hiicrelerinin proliferasyonuna etkisi. A. D vitramininin ila¢ formunun (96.
Sa; 250 nM) ilag formunun HepG2 hiicrelerinin proliferasyonuna etkisi (p<0.001). B. 1,25(0OH),Dj3’iin
HepQG?2 hiicrelerinin proliferasyonuna etkisi (p<0.05)

48.sa 250 nM 1,25(0OH),D;
(44838+4815) HepG2 hiicrelerinin
proliferasyonu istatistiksel olarak kontrol
grubuna gore (37338+4071) anlamli derecede
artt1g1 belirlendi (p<0.05). Etanol
1,25(0OH),Ds’iin ¢oziiciisii oldugundan dolay1
sham grubunda kullanildi. Sham grubunda

uygulanan

(46046+3726) kontrol grubuna (37338+4071)
gOre istatistiksel olarak anlamli bir degisim
gozlenmemistir (Sekil 3B; p>0.05).
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Vitamin D’nin  ila¢ ve 1,25(0H),D;
Formunun Adezyonuna EtkKisi
Vitamin D’nin  96.sa 250 nM olarak

uygulanan ila¢ formunun (0,968+0,108)
HepG?2 hiicrelerinin adezyonuna etkisi kontrol
grubuna gore (1,147+0,167) istatistiksel
olarak anlamli derecede azalmig olarak
belirlendi (Sekil 4A; p<0.05).

A
12
N
= 1
8
4
3
i
& {111
-
= 04
o}
a
NONTROL WAM 250 nM
B ADESYON 1147 10 09679

Ilag formuna benzer olarak, 48.sa 250 nM
1,25(0OH),Ds’iin  (0,834+0,164) uygulandig
HepG2 hiicrelerinin  adezyonunda kontrol

grubuna (0,984+0,132) gore istatistiksel
olarak anlamli derecede azalma belirlendi
(Sekil 4B; p<0.05).

Sekil 4. Vitamin D’nin HePG?2 hiicrelerinin adezyonuna etkisi. A. D vitamininin ila¢ formunun (96.sa;
250 nM) HepG2 hiicrelerinin adezyonuna etkisi (p<0.05). B. 1,25(0OH),D3’tin HepG2 hiicrelerinin
adezyonuna etkisi (p<0.05).

Vitamin D’nin  ila¢ ve 1,25(0H),Ds
Formunun immunohistokimyasal Olarak
p53 Miktarina Etkisi

Hem 96.sa 250 nM olarak uygulanan vitamin
D’nin ilag formunun hem de 48.sa 250 nM

KONTROL

KONTROL

SHAM

1,25(0OH),D5’iin uygulandigi HepG2
hiicrelerinde, p53  immunohistokimyasal
boyamas1 kontrol ve sham gruplarma gore
azalma oldugu belirlendi (Sekil SA ve 5B).

250 nM

250 nM 1,25(0H),D,

Sekil 5. Vitamin D’nin HePG2 hiicrelerinin iImmunohistokimyasal olarak p53 Miktarina Etkisi. A. 96.sa
250 nM uygulanan Vitamin D’nin ilag formunun HepG2 hiicrelerinde p53 miktarinda yaptig1 degisim. B.
48.sa 250 nM uygulanan Vitamin D’nin 1,25(OH);D3 formunun HepG?2 hiicrelerinde p53 miktarinda
yaptig1 degisim.
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4. Tartisma ve Sonug

Timor mikrogevre kosullariin iyi
tanimlanmasi kanserin gerek tanisinda gerekse
de tedavisinde Onemli olan bir konudur. Bu
nedenden dolay1 tiimér mikrogevre kosullari
bu tip caligmalarda ¢ok Gnemli yere sahiptir.
Kanser hiicrelerini diger hiicrelerden ayirt

etmede yardimci olan bazi fizyolojik,
biyokimyasal = ve  genetik  farkliliklar
bulunmaktadir. Hepatoseliiler ~karsinomda

diger kanser tiirlerinde oldugu gibi timor
mikrogevresinin sitotoksisitesinin de yliksek
oldugu bilinmektedir. Kanser hiicrelerinde
goriilen temel Ozelliklerinden biri  olan
inflamasyon ve timor cevresinde adipoz
dokunun agir1 bulunmasidir. Cogu kanserde
oldugu gibi hepatoselliiler karsinomda da bu
durum yiiksek seviyede goriilmektedir.
Calismamizda kullanilan HEPG2 hiicreleri
hepatoselliiler karsinom hiicreleri olup, adipoz
dokuda artis miktar1 oldukca fazladir. Diger
kanser hiicre hatlarina gore daha fazla yag
molekiiliine sahip hiicrelerdir. Karakteristik
ozellikleri goz Oniinde bulunduruldugunda,
vitamin D yagda c¢o6ziinen bir vitamindir.
Karaciger ve bagirsak basta olmak lizere yag
emiliminin fazla oldugu bdlgelerde yiiksek
emilim miktarina baglh olarak yiiksek vitamin
D aktivitesi goriillmektedir.

Vitamin D’nin kanser olgularindaki etkisi
hakkinda farkli iki goriis ortaya ¢ikmaktadir.
Bunlardan ilki, kanserin olusumu, gelisimi,
metastaz  ve niiksiinde vitamin D’nin
koruyucu ve tedavi edici Ozelliginin
oldugudur. 1,25(0OH),D; ve/veya analoglari
kanser gelisimini engeller ya da daha dnceden
gelisen kanserin  niiksetmesini  ve/veya
metastazini geciktirirler (13). 1,25(0OH),D5’iin
cesitli HCC hiicrelerinde yapilan c¢aligmalar
gdz Onlinde  bulunduruldugunda  anti-
timorojenik o6zelligi olabilecegi konusunda
genel bir Dbilgiye varllmistir (14, 15).
Pourgholami ve ark.’nmin yaptiklar1 bir
calismada, 1,25(OH),D3’iin HepG2 ve Hep3B
HCC hiicrelerinin biiyiimesini inhibe ettigi
belirlenmistir (16). HCC’de 1,25(OH),D3lin
antiproliferatif ~ etkisinin  ozellikle hiicre
dongiisiiniin G0/G1 fazinda etkili oldugunu;
bu fazda hiicresel fraksiyonunun artmasina
onciiliik ettigini ve S fazinda ise hiicre
fraksiyonunun azaltmakta oldugu yapilan bir

aragtirmada belirlenmistir (17). Huang, J. ve

ark. (2016) yaptiklari  bir  ¢alismada
1,25(0H),D5’iin HepG2 hiicrelerinin
proliferasyonunu 6nemli derecede inhibe

ettigini ve HDAC2 ekspresyonunun azalttigini
belirlemiglerdir (18). Huang, J. ve ark. (2018)
yaptiklart  baska bir c¢aligmada HepG2
hiicrelerinin histon deasetilaz 2 (HDAC2) gen
bolgesi inhibe edilen HePG2 hiicrelerinde
1,25(0H),D5’1in etkisini arttirmiglardir. Sonug
olarak, HepG?2 hiicrelerinde proliferasyonunda
azalma ve bir tiimor baskilayici gen olan p53
ekspresyonunun artma belirlenmistir  (19).
Karbon tetraklorid (CCL4) gibi bir sitotoksik
ajan  kullanilarak HepG2 hiicrelerindeki
mikrogevrenin sitotoksisitesi arttirilip, vitamin
D wve tilirevlerinin uygulanmasi sonucu
sitotoksisitenin ~ diistirilmiistir.  (20). Bu
acidan terapotik etkiye sahip olan vitamin
D’nin, bizim c¢alismamizda herhangi bir
sitotoksiste  yaratmadan,  mikrogevredeki
toksisite kullanilarak, aym etkiye sahip
olmadig1 belirlenmistir.

1,25(0OH),Ds ile yapilan galigmalarda kolon ve
meme kanserinde vitamin D’nin yararh
olabilecegi savunulmakta; ancak tedavi igin
gerekli olan optimal konsantrasyonu ve
uygulama siiresinin belirlemek, hem klinik
uygulamalar i¢in hem de literatiirde goriilen
temel bir eksikligi gidermek igin gerekli
oldugu belirtilmistir (21, 22).

Ikinci goriis ise, vitamin D’nin kansere
koruyucu 6zelliginin olabileceginin, ancak
kanserin tedavisinde, Gzellikle karaciger ve
hepatoseliiler karsinomda, verimli bir etkisini
olmadigini, hatta  zararli  olabilecegini
savunmaktadir. Yakin zamanda yapilan
caligmalar, vitamin D’nin tedavide etkili
olamayabilecegini savunmaktadir. Vitamin
D’nin aktif formu olan 1.25(0OH),Dj3’iin
farmakolojik 0zelliklerinden biri; hiicrelerin
asir1 prolifere olmasina yardim etmesidir (10,
11). Hastalik tedavisi olarak hiicre sayisinin
artmas1 gerektigi durumlarda 1.25(OH),D;
uzun siiredir kullanilmaktadir (2, 12). Yakin
zamanda yapilan baz1 ¢alismalar ile vitamin
D’nin karakteristik 6zellikleri ve hiicresel
mekanizmasima gore karaciger kanserinde
herhangi bir anti-proliferatif, terapdtik etkiye
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sahip  olamayacagt da  savunulmaya
baglanmustir (23, 24). Lappe ve ark. yaptigi bir
¢alismada vitamin D ve Ca suplementlerinin
yaslt kadinlarda kanser olusmasina neden
olabilecegini savunmuslardir (25). Pivonello
ve ark. (2016) vitamin D uygulamasinin JHH-
6 HCC hiicrelerinin  proliferasyonunun
artmasina neden olabilecegini bildirmislerdir.
Ayrica, vitamin D’nin HCC hiicrelerinde bir
mitojen olabilecegini savunmaktadirlar (26).
Mahmoud A. ve El-Shemy H. yaptiklari bir
¢alismada (2012), D vitamininin de iginde
bulundugu c¢esitli dogal bilesenlerin HepG2

hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkilerine
bakmig; vitamin D’nin HepG2’lerde diger
uygulanan maddeler g0z Oniinde

bulunduruldugunda karaciger kanseri i¢in orta
diizeyde etkili bir terapdtik ajan olabilecegini
bildirmislerdir (27).

Yagda eriyen ve metabolize olan vitamin D
HepG2 hiicrelerine uygulandiginda, hiicre
Olimiine degil, proliferasyonun artmasina
neden olacaktir. Elde ettigimiz verilere gore,
vitamin D’nin hem ila¢ formu hem de etkin
formu HepG2 hiicrelerine uygulandiginda
proliferasyonlarinin ve canliliklarinin dozu ne
olursa olsun kontrol grubuna gore arttigini
belirledik (Sekil 1A-D; Sekil 2A-C; Sekil 3A
ve3B).

Vitamin D’nin mezensimal kok hiicrelerin
farklilasmast ve adezyon kuvvetlerinin
artmasina neden oldugu yapilan bir ¢alismada
sunulmustur (28). Vitamin D’nin
hepatoseliiler karsinom hiicrelerinin adezyonu
iizerindeki etkisi hakkinda tam olarak yeterli
bilgi bulunmamaktadir. Ancak hiicrelerin asir1
prolifere olmasina neden olan bir madde,
adeziv karakteri kuvvetli olan bir hiicre
hattinin bu karakterinde artisa neden olacag:
diisiiniilmektedir. Adezyon baska yontemler
ile desteklenirse; HepG2 gibi adeziv karakterli
hiicreler ig¢in  belirleyici  bir  yontem
olabilmektedir. Optimal konsantrasyon ve
saatte uygulanan vitamin D’nin hem ila¢ hem
de 1,25(0OH),D; formu HepG2 hiicrelerinin
adezyon miktarin1 disiirdigli  gozlenmistir
(Sekil 4A ve 4B).

Adezyon kuvvetindeki azalma ve
proliferasyondaki artma, apoptotik yolakta

onemli bir role sahip olan p53 miktarinin
degerlendirilmesinin yol agmistir. p53 kanser
gelisiminde, metastazinda ve niiksiinde diisiik
ekspresyona sahip, saglikli hiicrelerde tiimor
baskilayict1  o6zellik  goOsteren  proteindir.
Vitamin D’nin gerek ila¢ (250 nM) gerekse de
1,25(0H),D; (250 nM) formu uygulanan
HepG2 hiicrelerinde immunohistokimyasal
olarak p53 proteininin ekspresyon seviyesinde
kontrole gore azalmaya neden oldugu
belirlenmistir. Uygulanan vitamin D’nin
hiicrelerde apoptoza gidip gitmedigini temel
olarak belirleyebilmek icin yapilan p53’iin
immunohistokimyasal boyama sonuglar1 g6z
oniinde bulunduruldugunda, hiicrelerin p53
iizerinden apoptotik mekanizmalarini
tetiklemedigi belirlenmistir (Sekil SA ve 5B).

Elde ettigimiz  proliferasyondaki  artis,
adezyondaki azalma ve p53 miktarindaki
diistis verilerini birlikte degerlendirdigimizde,
vitamin D’nin hem ila¢ formu hem de etkin
formu HepG2 hiicrelerinin adeziv karakterini
invaziv  karaktere = doniismesine  neden
olabilecegini gostermektedir.

Sonug olarak, vitamin D’nin hepatoseliiler

karsinom  hiicrelerinde  olumlu  cevap
olusturmasi, hiicre karakterine ve uygulanan
doza bagimli  oldugu; dozun  hiicre
karakterlerinin agresiflestirebilecegi fikrini
uyandirmaktadir.  Ayrica, vitamin D’nin

karaciger hiicreleri 0Ozellikle, hepatoseliiler
karsinom hiicreleri, tizerinde her zaman
koruyucu ve anti-kanserojenik etkiye sahip

olamayabilecegini  goOstermektedir.  Elde
ettigimiz  veriler 1s1¢inda, hepatoseliiler
karsinoma sahip hastalarda vitamin D
uygulamasinin beklenmedik sonuglar
dogurabilecegini, bu hastalara vitamin D
verilitken  dikkat  edilmesi  gerektigini

diisiinmekteyiz. Vitamin D’nin hepatoseliiler
karsinom {izerindeki etkisi hakkinda ayrmntil
bilgi ve kesin sonuglar i¢in pre-klinik ve
klinik alanda yapilacak olan daha fazla
caligsma ile kesinlik kazanacaktir.
Calismamizda bu konu hakkinda farkli bir
bakis agis1 yaratmaktadir. Literatiirde ¢ok

fazla gegmisi olmayan bu molekiiliin
aragtirtlmasi gelecekte kesfedilecek
mekanizmalara 151k tutmast  nedeniyle
Oonemlidir.
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