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KISALTMALAR

25(0OH)D: 25-hidroksivitamin D

1,25-dihidroksivitamin D3 (1,25(0OH)2D3): Kalsitriol
19-nor-1,25-dihidroksivitamin D2 (19-nor-1,25(0OH)D3): Parikalsitol
VDR: D vitamini reseptoru

8-OH-dG: 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin

S-cdA: (56°S)-8,5'-siklo-2'-deoksiadenozin

R-cdA: (6’'R)-8,5'-siklo-2'-deoksiadenozin

cdA: 8,5-siklopurin-2’-deoksiadenozinler

BER: Baz kesip ¢ikarma onarimi

APEZ1L: Apdurinik/apirimidinik endonukleaz 1
SID-MRM-MS/MS: Stabil izotop dilisyon-¢oklu reaksiyon izleme-tandem kutle
spektrometresi

HUVEC: insan umblikal ven endotel hiicresi

DBP: D vitamini baglayici protein

25-hidroksivitamin D3 (25(OH)Ds): Kalsidiol

CYP2R1: Mikrozomal 25-hidroksilaz

CYP27A1: Mitokondriyal 25-hidroksilaz

CYP27B1: Mitokondriyal 25-hidroksivitamin D-1a-hidroksilaz
CYP24A1: 24-hidroksilaz

RANKL: Reseptor aktivator niklear faktor-kB ligand

PTH: Paratiroid hormonu

FGF23: Fibroblast buyume faktoért 23

RXR: Retinoid X reseptoru

DBD: DNA baglayan bolge

LBD: Ligand baglayan bolge

VDRE: D vitamini yanit elementi

MAPK: Mitojen-aktive edilmis protein kinaz

CcAMP: Siklik adenin monofosfat

cGMP: Siklik guanin monofosfat

MRNA: Mesajci ribonukleik asit



FDA: Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi
ZK159222: VDR antagonisti

Th-1 ve -2: T yardimci hicre-1 ve -2
TNFa: Tumor nekroz faktor alfa

UV: Ultraviyole 1gini

ROT: Reaktif oksijen turleri

102: Singlet oksijen

O2": Superoksit anyon radikali

H202: Hidrojen peroksit

OH": Hidroksil radikali

NO: Nitrik oksit

8-OH-Gua: 8-hidroksiguanin

NER: Nukleotid kesip ¢ikarma onarim
AP: Abazik, apurinik/apirimidinik

FENL1: Flap endonukleaz 1

XRCC1: X-ray onarim ¢apraz baglayici 1
Ref-1: Redoks efektor faktor 1

ESCODD: Avrupa oksidatif DNA hasari standartlar komitesi
ELISA: Enzim-bagl immunsorbent testi
Comet: Tek hucre jel elektroforezi

FBS: Fetal dana serumu

PBS: Fosfat tampon tuzu

DMSO: Dimetil silfoksit

ICs0: Hucre canliligini %50 oraninda inhibe eden doz
DCFH-DA: 2’,7’-diklorofluorescin diasetat

WST-1: (4-[3-(4-iyodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolyum]-1,3-benzen disllfonat)

DCFH: 2’,7’-diklorofluorescin

DCF: 2’,7’-dikloroflourescein

LC-MS/MS: Sivi kromatografi-tandem kitle spektrometre
RT: Alikonma zamani (retention time)

m/z: Kutle/yuk

ESI: Elektrosprey iyonizasyon



Tandem MS: Siral kutle spektrometresi

QQQ: Triple quadrupole kutle analizoru

IS: internal standart

MRM: Coklu reaksiyon izleme

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

gPCR: Kantitatif real-time PCR (Real-time gPCR)
cDNA: Komplementer DNA

UPL: Evrensel prob kutuphanesi

Cq: Kantitatif dongu
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INSAN UMBLIKAL VEN ENDOTEL HUCRESINDE KALSITRIOL VE
PARIKALSITOLUN OKSIDATIF DNA HASARI VE ONARIMI UZERINE
ETKILERININ iINCELENMESI

Merve AKIS

Dokuz Eylul Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitlisti, Biyokimya Anabilim Dall,
35340, inciralti, izmir

OzZET

Giris ve amag: Memeli hicresinde, gesitli endojen ve ekzojen ajanlar ile ortaya gikan
oksidatif stres diger hiicresel makromolekuller yani sira DNA yapisinda da hasara yol
acabilir. Olusan DNA hasari onarilmadidi takdirde, ¢esitli mutasyonlara ve genomik
kararsizliga neden olur. Oksidatif stres ile iligkili kronik hastaliklarin gelisiminde D
vitamini eksikliginin dnemli bir roll oldugu dusunilmektedir. Aktif D vitamini kalsitrioltn,
bilinen klasik etkilerinin yani sira, son zamanlarda antioksidan, hiucre buyumesi ve
farkhlagsmasi gibi klasik olmayan etkileri bildirilmistir. Ancak, kalsitriolin supra-fizyolojik
dozlarda gosterdigi hiperkalsemik etki nedeniyle klasik endikasyonu disinda klinik
kullanimi sinirlidir. Sentetik bir D vitamini analogu olan parikalsitol, kalsitriole benzer
fizyolojik 6zelliklere sahip olup, daha az hiperkalsemik etki goéstermektedir. Kalsitriol ve
parikalsitol, hucre igindeki etkilerinin gogunu D vitamini reseptort (VDR) aracihgiyla
gerceklestirir. D vitamini ve oksidatif DNA hasari arasindaki iligki, D vitamini eksikliginin
yuksek prevalansi ve genomik kararsizligin hayati 6nemi nedeniyle olduk¢a dnemlidir.
Bu calismanin amaci, insan umblikal ven endotel hicresinde olusturulan hidrojen
peroksit (H202) aracili oksidatif stres modelinde farkli dozlardaki kalsitriol ve
parikalsitolin reaktif oksijen turleri ve hasarli DNA nukleozidlerinin olusumu ve DNA
onarim enzimi APE1 ekspresyonu Uzerine olasi etkilerinin incelenmesi; bu olasi

etkilerde VDR’nin rolinun arastiriimasidir.

Yontemler: HUVE hacreleri, 24 saat fizyolojik (0.1 nM) ve supra-fizyolojik (10 nM ve
100 nM) dozlardaki kalsitriol ve parikalsitol ile muamele edildikten sonra yarim saat
300 M H202’e maruz birakildi. VDR’nin rolunu degerlendirmek amaciyla, deneyler

100 nM ZK159222 antagonisti varliginda tekrarlandi. ROT olusumu diklorofluorescein



diasetat (DCFH-DA) probu kullanilarak fluorimetrik olarak degerlendirildi. Hasarli DNA
nukleozidlerinin (8-OH-dG, R-cdA ve S-cdA) dluzeyleri sivi kromatografi-tandem kutle
spektrometre ile dlguldu. DNA onarim enzimi APE1 ve VDR’nin mRNA ekspresyonlari

real-time gPCR yontemi ile belirlendi.

Bulgular: Fluorimetrik ROT 6&lgim sonuglarina gore, kalsitriol ve parikalsitolin
calisilan tum dozlarinda ROT duzeylerini anlamh olarak azalttigi belirlendi (p<0.01).
Tandem kutle spektrometrik yontem ile hasarli DNA nikleozid duzeylerinin 6lgimuinde,
hem kalsitriol hem de parikalsitol uygulamasi ile R-cdA, S-cdA ve 8-OH-dG
duzeylerinin anlamli olarak azaldigi gozlemlendi; bu etki 6zellikle supra-fizyolojik
dozlarda daha belirgindi (p<0.05). Parikalsitol, ROT olusumunda ve hasarli nikleozid
S-cdA dizeyinin azalmasinda doza baglh bir etki gosterdi. Kalsitriol ve parikalsitoltn
bu yararli etkileri ZK159222 antagonisti varliginda ortadan kalkti (p<0.05). mRNA
ekspresyon c¢alismalari sonucunda, Kkalsitriol ve parikalsitolin APE1 mMRNA
ekspresyonu uzerine etkisi bulunamazken, kalsitrioltin fizyolojik dozunun sadece H20:2
uygulanan gruba gore VDR mRNA ekspresyonunu arttirdigi belirlendi (p<0.01), ancak

diger dozlarda bu etki goérulmedi.

Sonug: Tez calismasinin tum bulgulari degerlendirildiginde, sonug¢ olarak; farkl
dozlardaki kalsitriol ve parikalsitolin, insan umblikal ven endotel hicresini H202 aracili
oksidatif stresten koruyabilecedi, parikalsitoliin oksidatif hasara kargi kalsitriolden
daha etkili oldugu, kalsitriol ve parikalsitolin bu yararli etkilerinin VDR aracihg ile
gerceklestigi gosterilmistir. Bulgularimizin oksidatif DNA hasari - D vitamini iligkisini
arastiran gelecek calismalara isik tutacagi ve oksidatif stres ile iliskili hastaliklarin
Onlenmesinde ve tedavisinde uygulanacak terapoétik yaklagsimlar icin temel

olusturacagi duguncesindeyiz.

Anahtar kelimeler: D vitamini, Kalsitriol, Parikalsitol, D vitamini reseptorl, Oksidatif
DNA hasari, DNA onarimi, HUVEC
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ABSTRACT

Introduction and aim: Increasing levels of oxidative stress caused by endogenous
and exogenous agents may lead to DNA damage, besides other macromolecules in
the living cells. In case of unrepaired DNA damage, a variety of mutations and genomic
instability might occur. Vitamin D deficiency is thought to play a role in the development
of chronic diseases associated with oxidative damage. Active vitamin D calcitriol,
besides its known classic effects, is reported recently to have non-classical effects
such as antioxidant, regulation of cell growth and differentiation, etc. However, calcitriol
has hypercalcemic effects at supra-physiological doses. Paricalcitol, a synthetic
vitamin D analog, has physiological properties similar to calcitriol, but shows less
hypercalcemic effects. Calcitriol and paricalcitol exerts most of their actions via binding
to vitamin D receptor (VDR). The relation between vitamin D and oxidative DNA
damage is noteworthy due to the high prevalence of vitamin deficiency and importance
of genomic instability. The aim of this study is: to investigate the dose-dependent
effects of calcitriol and paricalcitol on the formation of ROS, levels of oxidatively
induced DNA damage and expressions of DNA repair enzyme APE1 and VDR in a
model of hydrogen peroxide (H202)-generated oxidative stress in human umbilical vein
endothelial cells (HUVEC).

Methods: HUVECs were pretreated for 24 h with physiologic (0.1 nM) and supra-
physiologic (10 nM and 100 nM) doses of calcitriol and paricalcitol, before exposure to
H202 (300 uM) for half an hour. Also, to evaluate the role of VDR, experiments were

repeated in the presence of 100 nM ZK159222 antagonist. The generation of ROS was



assessed fluorometrically using the probe dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA).
Damaged DNA nucleosides (8-OH-dG, R-cdA and S-cdA) were measurement using
liquid chromatography-tandem mass spectrometry. mRNA expressions of DNA repair

enzymes APE1 and VDR were measured by real-time qPCR.

Results: Regarding fluorometric ROS measurement data, we have found that, all
doses of calcitriol and paricalcitol significantly reduced ROS formation (p<0.01).
Tandem mass spectrometric assay results revealed that, both calcitriol and paricalcitol
pretreatments attenuated damaged DNA nucleosides (8-OH-dG, R-cdA and S-cdA) in
HUVECs, compared to only H202 treatment group, especially in supra-physiological
doses (p<0.05). Effects of paricalcitol on ROS formation and reduction of damaged
nucleoside (S-cdA) levels, were dose-dependent. These useful effects of calcitriol and
paricalcitol were inhibited in the presence of ZK159222 (p<0.05). For all doses of
calcitriol and paricalcitol no effect on APE1 expression was observed. Physiological
dose of calcitriol increased mRNA expression of VDR compared to only H202 treatment

group (p<0.01), but not other doses.

Conclusions: This study demonstrated that, calcitriol and paricalcitol protect from
H202 generated oxidative stress in human umbilical vein endothelial cells, being
paricalcitol more effective. These protective effects of calcitriol and paricalcitol in
preventing oxidative DNA damage have been shown to be mediated by VDR. We think
that our findings will enlighten further studies investigating oxidative DNA damage-
vitamin D relationship and will also create a basis for the therapeutic approaches in the

prevention and treatment of oxidative stress related diseases.

Key words: Vitamin D, Calcitriol, Paricalcitol, Vitamin D receptor, Oxidative DNA
damage, DNA repair, HUVEC



1. GIRIS VE AMAG

D vitamini, kemik metabolizmasi ve kalsiyum homeostazindaki bilinen klasik
etkileri yani sira, son yillarda apoptoz, inflamasyon, immun yanit, hiicre cogalmasi ve
farkhlasmasinin dizenlenmesi gibi klasik olmayan etkileri ile 6n plana ¢ikmaktadir. D
vitamini aktif formu Kkalsitriolin bobrekteki sentezi yani sira, vaskiler endotel
hdcrelerinin de yer aldigi ¢cok sayida bobrek-digi dokuda sentezlenebildigi gosterilmistir
(1). Kalsitriolun hiperkalsemik etkilerinden dolayi klinikte terapotik ajan olarak kullanimi
sinirhdir; bu nedenle dusuk kalsemik etkili analoglari terapétik amach kullaniimaktadir
(2,3). Baglica sentetik analoglardan olan parikalsitol, kalsitriol ile benzer fizyolojik
Ozellikte olmakla birlikte, daha az kalsemik ve fosfatemik etki gostermektedir (4).
Kalsitriol ve parikalsitol biyolojik etkilerinin dnemli bir kismini nukleer D vitamini
reseptori (VDR) aracili transkripsiyonel bir mekanizma ile gerceklestirmektedir.
VDR’nin neredeyse tium dokularda bulunmasi ve genom Uzerinde DNA onarim
genlerinin de dahil oldugu yuzlerce genin kontrolunu saglayan VDR baglanma
bolgelerinin kesfedilmesi ile, son yillarda D vitaminine ve onun biyolojik suregler

uzerindeki etkisine olan ilgi buyuk bir hizla artmaktadir (5).

Dunyada yaklagik her iki insandan birinde D vitamini eksikligi (serum 25-
hidroksivitamin D [25(OH)D]< 50 nmol/L) oldugu bildirilmistir. Diger yandan, D vitamini
eksikliginin, oksidatif stres ile iliskili kardiyovaskuler hastaliklar, diyabet gibi kronik
hastaliklarin gelisiminde rol oynadigi gosterilmigtir. D vitamini eksikliginin yuksek
prevalansi ve oksidatif stresin yol agtigi genomik kararsizligin 6lumcul hastaliklarla
olan iligkisi nedeniyle, D vitamini ve oksidatif DNA hasari arasindaki iligki son yillarda
dikkat ¢eken bir konu haline gelmistir (6,7). D vitamininin antioksidan rolinin henuz
tam olarak gosterilememesi ile birlikte, nikleer reseptori VDR aracihdi ile DNA
yapisindaki hasarin onarimini dizenleyerek, oksidatif DNA hasarina kargi koruyucu
etkisi olabilecedi dustunulmektedir (8-10). Calismamizda, kalsitriol ve parikalsitolin
oksidatif DNA hasari ve onarimi Uzerindeki olasi etkilerinde VDR’nin fonksiyonunu
incelemek amaciyla VDR antagonisti kullanildi. Buna ek olarak, VDR mRNA

ekspresyonlari degerlendirildi.

Aerobik organizmalarda normal hucresel metabolik olaylar sirasinda veya

ekzojen kaynaklar araciligiyla surekli olusan reaktif oksijen turleri, hucresel



makromolekdlleri hedef almaktadir. DNA yapisinda olusan oksidatif hasar yaslanma,
diyabet, kanser ve diger bircok hastallk mekanizmasi ile yakindan iligkili olmasi
nedeniyle 6zellikle 6n plana ¢cikmaktadir. Baglica oksidatif DNA hasar urlnleri okside
niikleozidler, baz ve seker modifikasyonlaridir. Ozellikle adenin ve guanin bazlarinda
olusan hasarlar en mutajenik olan ve literaturde en sik karsilasilanlardir. 8-hidroksi-2’-
deoksiguanozin (8-OH-dG), gucli mutajenik etkisi nedeniyle nikleer ve mitokondriyal
DNA'da en sik calisilan ve tespit edilen okside nukleozid hasar aranu olup, duyarl bir
in vivo oksidatif stres biyobelirtecidir. 8,5'-siklo-2'-deoksiadenozinler (R-cdA ve S-cdA)
ise, fizyolojik kosullarda dusuk duzeylerde bulunmasi, kimyasal kararhli§i ve baz-seker
kalintilarinin birlikte hasar gordugu tek urin olma Ozelligi ile birgok hastalik igin
potansiyel bir biyobelirte¢ olarak son yillarda 6zellikle Uzerinde durulan énemli hasar
aranleridir (11-13). Calismamizda kalsitriol ve parikalsitolin oksidatif DNA hasarina
etkisini hasarli DNA nukleozidleri 8-OH-dG, R-cdA ve S-cdA duzeyleri ile belirledik.

Memeli hicrelerinde oksidatif DNA hasar UrUnlerini hizla tespit edip onaran farkh
mekanizmalar bulunmaktadir. DNA yapisinda olugan hasarlar onarim mekanizmalari
ile onarilimadiginda, artan hasarli DNA urUnleri mutasyonlara ve genomik kararsizliga
yol acar. Bu nedenle hasarin, onarim mekanizmalari ile birlikte degerlendiriimesi
objektif sonucglar elde edilmesi acisindan son derece O6nemlidir (12).
Apurinik/apirimidinik endonukleaz 1 (APE1), oksidatif DNA hasarinin birgok formunun
onariminda birincil mekanizma olan baz kesip ¢ikarma onariminin (BER) anahtar
enzimidir (14). Biz de arastirmamizda, hasarli DNA nukleozidlerinin onarimda rol

oynayan temel DNA onarim enzimi APE1’in mRNA ekspresyonlarini degerlendirdik.

Stabil izotop dilisyon-¢oklu reaksiyon izleme-tandem kutle spektrometresi (SID-
MRM-MS/MS) son yillarda, gesitli biyolojik drneklerde disuk konsantrasyondaki DNA
hasar Urunlerinin belirlenmesinde yuksek duyarliik ve 6zgulligu nedeniyle giderek
konvansiyonel yontemlerin yerini almaktadir. Stabil izotop igaretli internal standartlarin
kullanildid1 bu yontemle ayni anda birden ¢ok oksidatif DNA hasar arununin mutlak

kantitasyonu yapilabilmektedir (11,15).

Bircok fizyolojik fonksiyonda yer alan ve insan vicudunda yaygin olarak bulunan
vaskiler endotel hiicresi oksidatif stresin ana hedeflerindendir. Akut ve kronik oksidatif

stres, endotelin disfonksiyonunda ciddi nedensel bir etkendir. Yaglanma, ateroskleroz,



diyabet, hipertansiyon gibi birgok patolojik suregte endotel disfonksiyonun varligi
gosterilmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, D vitamini takviyesinin vaskuler endotel
hicrelerindeki oksidatif hasara karsi koruyucu bir etkiye sahip olabilecegini
gOstermektedir. Ayrica, kardiyovaskuler hastaliklarin olusma riskini azaltmada D
vitaminin bu etkisi umut verici bir strateji haline gelmistir (8,9,16,17). Calismamizda
oksidatif stres ortamindaki makrovaskuler endotel fonksiyonunun arastirilmasi igin
klasik bir model olan insan umblikal ven endotel hicrelerini (HUVEC) kullanmayi tercih
ettik.

Bu bilgiler isiginda tez ¢alismasinin amaci; HUVE hucrelerinde hidrojen peroksit
ile olusturulan oksidatif stres modelinde, farkli dozlardaki kalsitriol ve parikalsitoltn
reaktif oksijen turleri ve hasarli DNA nukleozidlerinin olusumu ve DNA onarim enzimi
APE1 ekspresyonu Uzerine olasi etkilerinin incelenmesi; bu olasi etkilerde VDR’nin

rolinun arastiriimasidir.

Calismanin hipotezleri; insan umblikal ven endotel hicrelerinde Kkalsitriol ve
parikalsitol reaktif oksijen tdrlerinin ve hasarli DNA nulkleozidlerinin dizeylerini
azaltarak, DNA onarim enzimi APE1’in ekspresyonunu arttirarak oksidatif strese karsi

koruyucu rol oynamaktadir. Tum bu etkileri VDR araciligi ile gerceklestirmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. D Vitamini
2.1.1. D Vitamini Tanimi ve Tarihgesi

D vitamini gunes isinlari etkisi ile deride sentez edilebilen ve yagda eriyen bir
vitamindir. 1913 yilinda McCollum ve Davis tarafindan yapilan ¢alismalar ile kesfedilen
vitamin (18), 1922 yilinda McCollum tarafindan “D vitamini” olarak adlandirildi (19). D
vitamini kesfedildiginde bir vitamin olarak tanimlanmis olsa da, 20.yuzyilin ikinci
yarisindan sonra yapilan galismalar ile D vitamininin gergekte bir prohormon oldugu
gosterildi (20).

2.1.2. D Vitamini Sentezi ve Metabolizmasi

Vitamin Ds deride dogal olarak olusan D vitaminidir. Deride 7-
dehidrokolesterol’den (pro-vitamin D3) UVB isinlari (290-315 nm) etkisiyle sentezlenir.
Olusan pre-vitamin Ds, sicakliga bagh olarak enzimatik olmayan bir reaksiyon ile
vitamin Ds’e (kolekalsiferol ya da kalsiol) izomerize olur (Sekil 1). Pre-vitamin D3 ve
vitamin D3’Un fazlasi tasisterol ve lumisterol gibi biyolojik olarak inaktif fotoizomerlere
ya da inaktif sterollere donustarultr. Vitamin D2 (ergokalsiferol) ise, bitkide bulunan

ergosterolden (pro-vitamin D2) UV 15131 etkisi ile Uretilmektedir (21,22).
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Sekil 1. Vitamin D3’Un deride sentezi (21)



D vitamininin bu iki formu biyolojik olarak inaktiftir ve kanda D vitamini baglayici
protein (DBP) ile tasinarak karacigere gelirler. Vitamin Ds ve D2’nin karacigere
ulastiktan sonraki metabolizmalari aynidir. Karacigerde, vitamin D3’Un 25. karbon
atomundan hidroksillenmesi ile 25-hidroksivitamin D3 [25(OH)Ds, kalsidiol] sentezlenir
(Sekil 2). Hidroksilasyon basamagi mikrozomal sitokrom P450 enzimi olan 25-
hidroksilaz (CYP2R1) velveya mitokondriyal sitokrom P450 enzimi 25-hidroksilaz
(CYP27A1) tarafindan Kkatalizlenir. 25-hidroksivitamin D3, mitokondriyal 25-
hidroksivitamin D-1a-hidroksilaz enzimi (CYP27B1) araciligi ile bobrek proksimal
tubullerinde metabolik olarak aktif olan D vitamini hormonu 1a,25-dihidroksivitamin
Ds’e [1a,25(0OH)2Ds, kalsitriol] donusturaltr (1). Renal 1a-hidroksilaz enzimi paratiroid
hormonu tarafindan aktive edilirken, kalsitriol tarafindan inhibe edilir. Bu iki hormonun
serum duzeyleri diyetsel kalsiyum alimi ile ters iligkilidir. Kalsitriol, bObrekten seruma
salinarak endokrin hormon olarak bagirsak ve kemikte kalsiyum metabolizmasinin

kontrolunu gercgeklestirir (23).
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Sekil 2. D vitamini metabolizmasi (24,25)



2.1.3. Kalsitrioliin Etki Mekanizmasi

Kalsitriolin etki mekanizmasina D vitamini reseptoru (VDR) aracilik eder. VDR,
D vitamini hedef genlerinin aktivasyonu igin retinoid X reseptort (RXR) ile olusturdugu
heterodimer yapisi ile fonksiyon gdsterir. VDR-RXR kompleksi dimerize olduktan
sonra, hedef genlerin promoter bolgelerinde bulunan D vitamini yanit elementine

(VDRE) baglanarak gen aktivasyonu ya da inhibisyonunu saglar.
2.1.3.1. D Vitamini Reseptori (VDR)

1969 yilinda kesfedilen nukleer VDR, steroid hormon reseptor ailesine ait bir
transkripsiyon faktoraduar (5,26). VDR hedef hicrelerde hem sitoplazmada hem de
nakleus icinde bulunabilir, ancak ¢ogunlukla nikleus iginde yerlesmistir (23). Kalsitriol
molekulu Gzerindeki 25-hidroksil ve la-hidroksil gruplari, VDR'nin kalsitriole yuksek
Ozgullik ve afinitede baglanmasina katki saglar (27). Hedef hiicrelerde kalsitriole bagl
yaklasik 900 genin ekspresyonunu dogrudan dizenlemektedir. Mineral
homeostazisinin ayarlanmasinda rol oynayan doku ve organlar diginda, endotel
hdcresinin de igcinde bulundugu yaklasik 36 hicre ve dokuda tanimlanmigtir (24,27—
29).

Insan VDR geni 12.kromozomda lokalizedir (Sekil 3a). Sekiz kodlanan ekzon ve
alti kodlanmayan ekzona sahiptir. VDR proteini ise 427 aminoasitten olusur. VDR
proteini olduk¢a korunmus iki temel fonksiyonel bolge icerir (Sekil 3b). Bunlar, N-
terminal DNA baglayan boélge (DBD) ve C-terminal ligand baglayan bdlgedir (LBD).
DBD ve LBD bir mentese bolgesi araciligiyla birlesir. DNA baglayan bolge sisteinden
zengin ¢inko parmak bolgesidir. iki adet ginko parmak bdlgesi bulunur ve bunlarin her
biri sabit dort sistein kalintisi ile tetrahedral olarak dizenlenen tek bir ¢inko atomu
icerir. Ligand baglayan bolge ise, en az 12 o-heliks ve U¢ B-tabaka yapisindan
olusmaktadir. Kalsitriolin baglanmasi VDR ile RXR ve koregulator kompleksleri

arasindaki etkilesimi kolaylastirarak konformasyonel bir degisik meydana getirir (30).
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VDR hedef genin baslangi¢ noktasinin genellikle 1 kb uzaklik i¢inde bulunan D
vitamini yanit elementleri (VDRE) araciligi ile etki gosterir. VDRE, spesifik olmayan Ug¢
bazin ayirdidi alti nikleotidlik (hekzantkleotid) tekrarli diziler igerir. Bu dizi motifi DR3
olarak bilinmektedir. Bu dizinin 5 ucu RXR’e ve 3’ ucu VDR’ye baglanir. Genom
uzerindeki VDR-baglayan bolgeler hiacre tipine spesifiktir. Hedef genlerin
transkripsiyonunu uyarmak ya da baskilamak igin diger bazi proteinlerin de
(koregulatorler) transkripsiyon kompleksine baglamasi gerekmektedir (Sekil 4).
Transkripsiyon kompleksi VDR'ye direkt olarak baglanan bir bolge icerir. Bu
kompleksler hem gene hem de hucreye spesifik olabilir ve bu sekilde hicreden

hicreye kalsitrioltn etkisinin segciciligine firsat verebilmektedir (5,20).

VDR'nin hucre icindeki varligi kalsitriol tarafindan kontrol edildigi gibi, ¢esitli
sistemik faktorler, peptid hormonlar, kalsiyum ve fosfor tarafindan da transkripsiyonel
olarak duzenlenmektedir. Kalsitriolin kendi reseptori olan VDR’nin mRNA duzeylerini
dogrudan arttirabildigi gosterilmigtir. Kalsitriol ayni zamanda VDR protein duzeylerini

de arttirir ve VDR'nin segici fosforilasyonunu tegvik eder (33).
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Sekil 4. Kalsitriolin gen regllasyonu mekanizmasi (23)
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2.1.4. Kalsitrioliin Klasik (Kalsemik) Etkileri

Aktif D vitamini hormonu kalsitriol, bagirsak, bobrek ve kemiklerde kalsiyum ve
fosfat metabolizmasini duzenleyerek kan kalsiyum ve fosfat dizeylerinin korunmasi
saglar (34).

Kan kalsiyum diuzeyi ¢ok dar bir aralikta kontrol edilmektedir. Bu dizey kemik
mineralizasyonunun tam olarak saglanmasi igin yeterlidir. Kan kalsiyum ve fosfat
dizeyleri duserse, kemik mineralizasyonunda azalma meydana gelir. Bu durum
cocuklarda rasitizm, yetiskinlerde osteomalazi (kemik yumusamasi) hastaliklarina
neden olmaktadir. Kalsitriol, kan kalsiyum konsantrasyonunu ug¢ farkh etki ile
duzenlemektedir (Sekil 5). Normal kosullar altinda, ilk olarak diyetten gelen kalsiyum
kullanilir. Bu amagla aktif bagirsak kalsiyum emilimi ile iligkili proteinlerin ekspresyonu
(epitelyal kalsiyum kanallari ve kalsiyum-baglayici protein) ve aktif fosfat emilimi
uyarilir. Diyetten gelen kalsiyumun yetersiz oldugu durumda ise kalsitriol kemikten
kalsiyumun mobilize edilmesinde dnemli bir rol Ustlenerek kan kalsiyum duzeylerinin
normal aralikta tutulmasini saglar. Bunun igin iki mekanizma vardir: 1) reseptor
aktivator nuklear faktor-kB ligand (RANKL) dretimi icin osteoblastlarin uyariimasi, 2)
uyarilan RANKL'nin osteoklastojenezisi uyarmasi ve kemik rezorpsiyonu igin
osteoklastlari aktive etmesidir. Diyetle yeterli kalsiyum alinamadigi durumda bir diger
mekanizma da distal renal tubullerden kalsiyumun geri emiliminin saglanmasidir.
Kalsitrioliin bdbrek ve kemik Uzerindeki etkilerinde paratiroid hormonu (PTH) gereklidir
(1,20,35).

Kan kalsiyum duzeyleri ayni zamanda endokrin sistem araciligi ile de kontrol
edilmektedir (Sekil 6). Paratiroid bezinde kan kalsiyum duzeylerine duyarli proteinler
bulunmaktadir. Kalsiyum konsantrasyonlari normal duzeyin altina dustiugunde, G-
protein bagl transmembran proteinleri PTH’in salinimini uyarir. PTH, saniyeler icinde
osteoblastlara ve proksimal kivrimli tubul hdcrelerine ulasir. Kalsitriol bobrekten
kalsiyum emilimini saglarken, diger yandan PTH ile birlikte bagirsaktan kalsiyum
emilimini ve kemikten kalsiyum mobilizasyonunu uyarir. Kanda kalsiyum duzeyleri
arttiginda paratiroid bezinden PTH salinimi kalsitriol tarafindan inhibe edilir. Diger
yandan, kan kalsiyum dizeylerinin asiri yukseldigi durumda, tiroid bezlerinde bulunan

C-hlcreler tarafindan kalsitonin peptidi salinarak kemikten kalsiyum mobilizasyonu
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engellenir. Kalsitonin ayni zamanda bobrekte 1a-hidroksilazi uyararak kalsitriol

sentezini saglar (20).
125(OH)2D3
Bobrek
\/ \/ \/

Noromuskiler - Kemik

9)
' Kan Ca* m

Mineralizasyon

Bagirsak

.‘L
s

Sekil 5. Kalsitriol ve paratiroid hormonun kan kalsiyum dizeylerine etkisi (20)
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Sekil 6. Kalsitriol ve endokrin sistemin kan kalsiyum duzeylerine etkisi (20)
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Kalsitriol, kan fosfat duzeylerini de ug¢ farkli yol ile dizenlemektedir. YUksek
kalsitriol dizeyleri kan kalsiyum konsantrasyonunu arttirma yoluyla PTH salinimini
inhibe eder ve fosfatin bdbrekten atilimi azalir. Diger taraftan, ylksek Kkalsitriol
duzeyleri osteosit ve osteoblastlar tarafindan sentezlenen fibroblast buyime faktori
FGF23’Un dlUzeylerini azaltarak, fosfat atilimini sinirlar. Bagirsakta fosfat emilimini

arttirip, kemikte fosfatin rezorpsiyonunu saglayarak kan fosfat dizeylerini arttirir (36).
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2.1.5. Kalsitrioliin Klasik Olmayan (Non-kalsemik) Etkileri

Bobrek disi dokularda kalsitriolin, VDR’nin ve 1a-hidroksilaz enziminin varligi, D
vitamininin kalsiyum ve fosfat homeostazisindeki bilinen klasik rolt diginda, hicre
bldyimesi ve farklilasmasi, otoimmunite, insllin sekresyonu, kan basinci
dizenlenmesi gibi birgcok fizyolojik strecte 6nemli rollere sahip oldugunu gdstermistir.
Endotel hucresi, makrofaj, plasenta, deri gibi bazi doku ve hlcreler lokal olarak sentez
edebildigi kalsitrioltn otokrin/parakrin etkileri ile hicresel surecleri
dizenleyebilmektedir (1,34,37,38) (Sekil 7).

=— ' ::\-_.--/_- i ‘;Fj \
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ve kan basinci regiilasyonu T Kalsiyum emilimi

F Y
Kemik ve mineral
homeostazisi

g : 10,25(0H),D . K@.. .
. Vitamin D; sentezi m ¥ Kanser hiicresi

proliferasyonu

A &

T Kas direnci

‘.!"-\* ik

8- § > %
™\ 4 Kalsiyum geri emilimi
.- Kalsitriol sentezi

4. PTH salinimi
Otoimmiinite | o —

Tolerans 1 Diyabet ve metabolik sendrom

immiin sistemin T insdlin salimmi
regiilasyonu

Sekil 7. Kalsitriolln periferal dokulardaki ana hedefleri ve etkileri (37)
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immiin sistem: Aktive edilmis T hiicrelerde VDR’nin varliginin kesfedilmesiyle
yapilan ilk galigmalar ile birlikte, D vitamini immun sistem regulatért olarak énerilmigtir
(39). Sonraki yillarda yapilan galismalarda, makrofajlar, dentritik hiicreler ve B hicreler
gibi birgok immun hdcrede VDR'’nin varligi sayesinde kalsitriolin hem dogal hem de

kazaniimis bagisikligi duzenledigi gosterildi.

Kalsitriol dogal bagisiklik yanitini uyarirken, kazanilmis bagigikhik yanitini inhibe
etmektedir. Dogal bagisikhk yanitt polimorfonikleer hicreler, monosit ve
makrofajlardaki  Toll-benzeri reseptorlerin  aktivasyonunu igerir.  Toll-benzeri
reseptorlerin aktivasyonu makrofaj ve polimorfonukleer hucrelerin lizozomlarinda
bulunan katelisidin gibi antimikrobiyal peptidlerin uyarilmasinda neden olur.
Katelisidinlerin ekspresyonu hem miyeloid hem de epitel hlcrelerde Kkalsitriol
tarafindan uyarilir. Kazanilmis bagisiklik yaniti ise, antijen sunan hucreler, dentritik
hicreler ve makrofajlar, T ve B hucreler tarafindan basglatilir (5,40). Kalsitriol
monositlerin makrofajlara farklilasmasini uyarir ve bu hicreler tarafindan inflamatuvar
sitokinlerin ve kemokinlerin salinimini azaltir (41). Kalsitriol T yardimci hucreler (Th-1
ve Th-2) arasindaki immun dengenin potansiyel bir dizenleyicisidir. Lokal ya da
sistematik olarak uretilen kalsitriol, dentritik htcrelerin olgunlasmasini ve TNFa gibi

proinflamatuvar sitokinlerin Thl-aracili salinimini inhibe eder (42).

Kalsitriolin tiroiditit, romatoid artrit, tip 1 diyabet, inflamatuvar bagirsak ve
sistemik lupus hastaliklari gibi otoimmun hastaliklarin baglangicini inhibe ettigi
gosterilmistir (40,43). Bu calismalardan elde edilen sonuglar, D vitamininin immun
sistem homeostazinda, otoimmun hastaliklarin énlenmesinde ve enfeksiyon riskinin

azaltiimasinda bir arag olabilecegini gostermektedir (44).

Kardiyovaskiiler hastaliklar: Kalp yetersizligi ve koroner arter hastaligini iceren
kardiyovaskuler hastaliklar dinya c¢apinda mortalite ve mobiditenin ana
nedenlerindendir. Epidemiyolojik ve klinik ¢alismalar kardiyovaskuler saglik i¢in D
vitamininin 6nemini vurgulamaktadir. Dliguk D vitamini duzeyleri kardiyovaskuler
hastaliklar ve mortalitenin artan riski ile iligkilendirilmistir (37,45). Arteriyel damarlar,
endotel, vaskuller diz kas ve kardiyomiyositlerde D vitaminini metabolize eden
enzimlerin ve VDR'nin eksprese edildiginin gosteriimesi ile kardiyovaskuler sistem D

vitamini i¢in bir hedef haline gelmistir (1,46). D vitamini, makrofaj kolesterol alimi ve
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kopUk hlcre olusumunun inhibisyonu, vaskuler duz kas hicre proliferasyonunun ve
endotel hlcrelerde adezyon molekullerinin ekspresyonunun azalmasi, lenfositlerden
salinan sitokinlerin inhibisyonu araciligiyla ateroskleroza karsi koruyucu rol
ustlenmektedir (47). Ayrica, renin biyosentezini direkt olarak baskilamasi ile renin-
anjiyotensin-aldosteron sisteminin dizenlenmesinde anahtar role sahiptir (37,48).
insanlarda yapilan c¢alismalarda, D vitamininin renin-anjiyotensin  sistemini

duzenleyerek daha dusuk kan basinci sagladigi rapor edilmigtir (49).

VDR ve la-hidroksilazin susturuldugu farelerde yapilan galismalar, bu farelerde
hipertansiyon ve kardiyak hipertrofinin geligtigini gostermistir (48). Kardiyomiyosit,
endotel ve vaskuler diz kas hucrelerinde yapilan deneysel ¢alismalarda ise, dusuk
25(0OH)D duzeylerinin sol ventrikuler hipertrofi, vaskuler disfonksiyon ve renin-
anjiyotensin sistem aktivasyonu ile iligkili oldugunu gosterilmistir (50). Endotel
hicrelerde VDR geninin delesyonu, azalan nitrik oksit sentaz ekspresyonu nedeniyle
bozulan kan damari gevsemesi endotel disfonksiyona neden olmustur (51). Tum bu
nedenlerle, D vitaminin kardiyovaskuler sistem Uzerinde yararl etkilere sahip oldugu
ve serum duzeylerinin kardiyovaskuler hastaliklarin dnemli bir bagimsiz belirteci

olabileceg@i dusunulmektedir (48,52).

Diyabet: VDR, pankreasin insulin Ureten beta hticrelerinde ve instlinin diyabet
ile iligkili hedef hicrelerinde eksprese edilmektedir (37). Tip 1 diyabetin dinya
¢apindaki insidans hizini D vitamini eksikligi ile iligkilendiren c¢alismalar giderek
artmaktadir. D vitamini takviyesinin tip 1 diyabetin gelisimine karsi yasamin erken
doénemlerinde koruyucu bir faktér oldugu belirtiimektedir (1). Ayrica, D vitamini
eksikliginin tip 2 diyabette insulin saliniminda azalmaya ve insulin direncinde artiga
neden oldugu gosterilmigtir. Diyabetli hastalarda yapilan galismalarda ise, D vitamini
eksikliginin azalmis beta hicre fonksiyonu ve bozulmus glukoz toleransi ile iligkili
oldugu bulunmustur. UV maruziyetinde ve mevsimsel slreclerdeki varyasyonlarin
bozulmus glukoz toleransi ve tip 2 diyabetin insidans ve prevalansi ile korele
olabilecegi belirtiimektedir (53,54).

Kanser: Cogu kanser hulcresinde VDR’nin yani sira 1a-hidroksilaz ve 24a-
hidroksilaz enzimleri de eksprese edilir ve kalsitriol metabolizmasi lokal olarak

dizenlenir (30). D vitamini antiproliferatif ve antiinflamatuvar etkilere sahiptir. Ayrica,
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kanser hlcresinin blyumesini engellemede, anjiyogenez ve metastazin azalmasinda
etkili role sahiptir (55,56). D vitamini eksikligi kanser hastalarinda yaygindir ve
hastaligin ilerleyisi ile iligkilidir. Yapilan ekolojik, gbzlemsel ve deneysel ¢alismalardan
elde edilen veriler, D vitamininin kanser riskini azalttigini kanitlamaktadir (44). VDR
geni susturulan farelerde yapilan bir ¢alismada, karsinogeneze olan hassasiyetin
artabilecegi in vivo olarak kanitlanmigtir (48). Ayrica, artmis VDR ekspresyon
duzeyinin daha iyi prognoz ve daha uzun sagkalim ile korele oldugu rapor edilmistir
(30,57). D vitamini kanserde Onemli bir mekanizma olan hicre dongusundn
kontrolinde rol oynamaktadir. Cok sayida arastirma, kalsitriol ve analoglarinin hicre
dongusunin Go/Gi fazindaki hucrelerin durdurulmasi, farklilagsmalarinin uyariimasi ve
apoptotik hticre dlumuntn uyariimasi yoluyla kanser hucre blyumesinin yavagladigini
gostermistir (30,58,59). Buna ek olarak, Kkalsitriol ve analoglarinin geleneksel

antikanser ilaglarin timor karsiti etkilerini guglendirdigi rapor edilmistir (60,61).
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2.1.6. D Vitamini Analoglari

Son 25 yildir, kalsitriolin molekuler yapisindaki kimyasal modifikasyonlar ile
bircok sentetik analogu sentez edilmektedir (3). Buglune kadar bilenen 3000’den fazla
D vitamini analogu bulunmaktadir. Kimyasal modifikasyonlar ya kalsitrioliin yapisindaki
halkalarda (A, C, D) ya da yan zincirinde gergeklestiriimektedir (Sekil 8).
Modifikasyonlarin iki temel stratejisi vardir; VDR-ligand baglanma afinitesini arttirmak

ve bilegigin metabolik kararlihdini duzenlemektir (62).

D vitamini analoglari VDR’ye baglanarak sergiledikleri etkiler agisindan VDR
agonisti ya da antagonisti olarak adlandirilirlar. Analoglarin her iki tipi de reseptorin
ligand baglama cebindeki ayni bolgeye baglanmaktadir. Ancak agonistler VDR’nin 12.
heliksinin (kisa transaktivasyon bdlgesi igerir, AF-2) pozisyonunu stabilize ederken,
antagonistler bu stabilizasyonu onler ve koregulator dengesini korepresorlere dogru
kaydirir (62).
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Sekil 8. Kalsitriol yapisindaki modifikasyonlar (62)
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Kalsitrioldeki agonistik modifikasyonlarin amaci, kalsitrioliin biyolojik etkilerini
iyilestirirken ayni zamanda kalsemik ve fosfatemik etkilerini azaltmaktir. VDR
agonistleri VDR’e baglandiginda konformasyonel bir dedisim meydana getirirler.
VDR’nin agonist aracili bu konformasyonel degisimin sonrasinda meydana gelebilecek
ana sonuglar; korepresor proteinlerin ayrilmasinin uyariimasi, RXR ile etkilesimin
artmasi ve koaktivatdr proteinler ile etkilesimin uyariimasidir (63,64). Kalsitriollin
normal fizyolojik serum konsantrasyonu pikomolar (pM) dizeyindedir, ancak klasik
olmayan etkileri igcin nanomolar (nM) duzeylere ihtiya¢ vardir. Diger taraftan, supra-
fizyolojik (nM) konsantrasyonlardaki kalsitriol hiperkalsemiye neden olur. Sentetik D
vitamini analoglari ise bu gibi yan etkileri minimize ederler (3,62). Ayni zamanda
anabolik 1a-hidroksilazi (CYP27B1) azaltirken, katabolik 24-hidroksilazi (CYP24A1)
arttirirlar (65). Sekonder hiperparatiroidizm, sedef hastalii ve osteoporoz gibi bazi
hastaliklarda D vitamini analoglari tedavi sec¢enegi olarak siklikla kullaniimaktadir
(Tablo 1).

Tablo 1. Bazi D vitamini analoglar ve yapilari (3)

Analog adi Analog adi
Kalsitriol Alfakalsidol
(1at,25[0H),Ds) {Ma{OHID:)
Parikalsitol Eldekalsidol
{19-nor e, 25 0HE Ds ) 1 2[-13-hydroxypropoxyl-
16, 25{0H}z Da)
Dokserkalsiferol Seokalsitol

(Tl OHIDZ)

Falekalsitriol
126,27 F6-1a, 26(0H)2 Da)

122, 24-diene-24,26,27-
trishomeo-1e, 2510H): D3)

20-api-1et, 26{0H}; D3
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2.1.6.1. VDR Agonisti: Parikalsitol (19-nor-1a,25(0H)2D2)

Parikalsitol Gglincli nesil bir VDR aktivatorudir (4). Yapisal olarak kalsitriole
benzer olmakla birlikte, kalsitriolin 19. karbon atomuna bagl metiliden grubunun iki
hidrojen atomu ile yer degistirmesi ve yan zincirdeki 20. ve 22. karbonlar arasinda bir
cifte bag olusumu ile sentez edilmektedir. Faz 3 klinik galismalar kapsaminda,
sekonder hiperparatiroidizmli hemodiyaliz hastalarinda hiperkalsemi ve hiperfosfatemi
olmaksizin PTH salgisini baskiladi§i gosterilmistir (66—68). Bu etki sayesinde 2005
yilinda Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA)'nden ticari ismi Zemplar™ (AbbVie) olan

ila¢ formulasyonunun dretilmesi igcin onay almigtir (66).

Parikalsitol aktif bir D vitamini analogu olmasi nedeniyle metabolizmada herhangi
bir hidroksilasyon basamagina gerek duymadan direkt VDR’ye baglanabilmektedir
(69). Dolasimda DBP ile tasinarak hedef hucrelerin nikleusuna transloke olur.
Kalsitriole benzer gekilde fizyolojik etkiler gosterir. Kalsitriole gore intestinal kalsiyum
ve fosforun emiliminde ve kemikten kalsiyum mobilizasyonunda 10 kata kadar azalma
saglamaktadir (4). Parikalsitoltn tim bu 6zellikleri yani sira, VDR ve DBP’e baglanma
afinitesi kalsitriol ile aynidir (30). Bu nedenlerle, calismamizda sentetik analoglar

arasinda kalsitriol ile en yakin 6zelliklere sahip olan parikalsitolu kullanmay: tercih ettik.

Sekonder hiperparatiroidizmli hastalarda yapilan ¢alismalar disinda, diyabet ve
kanser gibi ¢esitli hastaliklarda da parikalsitolin etkisi in vivo ve in vitro ¢calismalar ile
arastirilmistir (3,70-73). immiinoglobulin A nefropatili hastalarin yani sira, diyabetik
hastalarda da parikalsitol ve kalsitriolin antiproteinurik etkileri gosterilmigtir. Park ve
ark. gastrik kanser hucrelerinde yaptiklari bir ksenograft ¢alismasinda, parikalsitol
uygulamasinin tumaor boyutunu kagulttigu ve intraperitoneal metaztazin bayumesini
azaltugr bulunmustur (3,73). Benzer sekilde prostat ve pankreatik kanser hicre
hatlarinda yapilan ¢alismalarda da, parikalsitolin kalsitriole benzer anti-proliferatif
aktivite sergiledigi gosterilmigtir (74,75). Esit miktarlarda kalsitriol ve parikalsitol ile
muamele edilen insan koroner arter diz kas hicrelerinde, ayni genlerin dizenlendigini

bulunmustur (3).
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2.1.6.2. VDR Antagonisti: ZK159222

Literatirde uzun zamandir bilinen iki temel VDR antagonisti vardir. Bunlar 25-
karboksilik ester turevi olan ZK159222 (Schering, Almanya) ve 26,23-lakton turevi olan
TEI-9647'dir (Teijin, Japonya) (Sekil 9). Kalsitriol ile yapisal olarak karsilastirildiginda,
her iki tip antagonist de yan zincirinde buyuk halka yapisina sahiptir. VDR'ye baglanma
afiniteleri agisindan kalsitriol ile kiyaslandiginda ise, ZK159222'nin afinitesi kalsitriole
yakinken, TEI-9647’nin afinitesi 10 kat daha dusuktir (62). Bu nedenle, galismamizda
ZK159222 antagonisti ile galigmayi tercih ettik.

ZK159222'nin antagonistik mekanizmasinin temeli; yapisinda bulunan buyuk
halka uzantilarinin VDR’nin ligand baglama domainindeki 12. heliksi antagonistik bir
pozisyon igine iterek, olusan konformasyonun koaktivatorler ile etkilesimi bloke
etmesine dayanir. Korepresorlerin varliginda antagonistik konformasyon stabilize olur
(62,76). ZK159222, VDR-RXR-VDRE kompleksine sub-nanomolar dizeyde bir afinite
gOsterir. Ayrica, kalsitriol varligina bagli olarak, VDR igin zayif bir agonist (%20 etkinlik)
oldugu belirtiimektedir (76).

HO™ OH

HO" OH

ZK159222 TEI-9647

Sekil 9. VDR antagonistlerinin yapisi (62)
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2.1.7. D Vitamini Eksikligi

D vitamini eksikligi kuresel bir saglik sorunudur. Son yillarda yapilan
epidemiyolojik galismalar dlinya gapinda D vitamini yetersizliginin (serum 25(0OH)D<30
ng/mL) prevalansini %50 olarak belirtirken, yaklasik 1 milyar insanda D vitamini
eksikligi (serum 25(OH)D<10 ng/mL) goruldugunu rapor etmistir. Bilindigi Uzere D
vitamininin klasik etkileri nedeniyle, D vitamini eksikligi cocuklarda rasitizm ve buyume
geriligi ile, yetigkinlerde osteoporoz ve osteomalazi ile iliskilendiriimektedir. Ancak, son
donemde D vitamini eksikliginin kanser, koroner kalp hastaligi, norolojik hastaliklar, tip
Il diyabet, otoimmun hastaliklar ve depresyon gibi ¢esitli kronik hastaliklarla bagimsiz
olarak iligkili oldugu gosterilmesi ile endise verici bir halk sagligi problemi haline
gelmistir (44,77). Bu nedenle, kemik digi saglk sorunlarinin 6nlenmesinde ve

tedavisinde D vitaminin rolu dikkati ¢eken bir arastirma konusu olmustur.

D vitamini eksikligi durumunu gosteren en iyi parametre serum 25(OH)D
duzeyleridir. 25(0OH)D duzeyleri hem deri sentezinden elde edilen vitamin D3’l, hem
de diyetten alinan vitamin D2 ve vitamin D3 formlarini yansitmaktadir (78). Amerikan
Endokrin Dernegi’nin Onerisine gore, 30-60 ng/mL arasindaki dolasim duzeyine
ulagsmak ve bunu siurdurmek gerekmektedir. Bu aralik sadece optimal kemik sagligi
icin degil, ayni zamanda genel saglik durumu igin de gereklidir (44,49). Serum
25(0OH)D dizeyi 150-200 ng/mL araliginin Uzerinde sureklilik gostermedikge, D
vitamini toksisitesinin karakteristik belirtileri olan hiperkalsemi, akut bobrek yetmezligi

ve renal kalsifikasyon gozlenmemektedir (79).
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2.2. Oksidatif DNA Hasari ve DNA Onarimi

2.2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen turleri yapilarinda bir veya daha fazla eslesmemis elektron

bulunduran ve oksijenden tlrev alan reaktif molekullerdir. Canli organizmada meydana

gelen bu reaktif tlrler kararsiz konfigtrasyonlari nedeniyle hiicresel makromolekuller

olan nukleik asitler, protein, lipid ve karbohidratlar ile reaksiyona girme egilimindedirler

(80,81). Reaktif oksijen turleri (ROT) cesitli endojen ve ekzojen kaynaklar araciligi ile

olusabilirler (Tablo 2).

Tablo 2. Reaktif oksijen turlerinin endojen ve ekzojen kaynaklari (82)

Endojen kaynaklar

Ekzojen kaynaklar

Mitokondri
e Elektron transport zinciri
e Oksidoreduktazlar

Kimyasallar
e Alkol, sigara, benzen
e Herbisitler, cevresel gazlar

Endoplazmik retikulum
e Sitokrom P450 enzim sistemi
e Yag asidi desaturasyonu
e Protein katlanmasi

Radyasyonlar
e UVisinlan
o X-ray
e Radyoaktif materyal

Sitozol
e Ksantin oksidaz
e Katesolaminler, flavinler

ilaglar, ksenobiyotikler

Peroksizomlar
e Peroksizomal oksidazlar

Plazma membrani
e Lipid oksidasyonu
e NADPH oksidaz

Lizozomlar
¢ Redoks reaksiyonu
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Temel hal durumundaki oksijen molekulinin elektronik yapisi, ayni zamanda
potansiyel bir tehlike olusturmaktadir. Molekuler oksijen (Oz2), parelel spinlerde iki adet
eslesmemis elektron icerir (Sekil 10). Yapisindaki eslesmemis elektronlar nedeniyle
paramanyetik 6zellik gosterir. Bu durum oksijeni tek degerlikli bir yoldan indirgenmeye
yatkin hale getirir. Bunun bir sonucu olarak da, normal aerobik metabolizma oksijenin
indirgenmesiyle tehlikeli reaktif ara Grlnler olusturur (79,83,84). Bir saniyeden daha
kisa bir sure i¢cinde gergeklesen reaksiyonlar hucre iginde hizli bir reaksiyon kaskati

baglatir ve en sonunda hucre hasari ile sonuglanir (85).

Aerobik kosullar altinda oksijenin %90’1 mitokondriyal elektron transport
zincirindeki sitokrom oksidaz tarafindan direkt olarak suya indirgenir. Bu oksijen
miktarinin yalnizca %2-3'd ROT’a doénusturaltr. Molekuller oksijenin birer elektron
aktarimi ile baslayan kaskat, toplamda dort elektron indirgenmesi sonrasi suyun
olusumuyla tamamlanir. Bir elektron transfer reaksiyonlari ile baslica stperoksit anyon
(O2") radikali, hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OH") olusur (Sekil 11)
(80,86). Biyolojik sistemlerdeki radikal ve radikal olmayan reaktif oksijen turleri Tablo

3’'de verilmigtir.

w4 4+
e 'S
i 1 1 -

02 102* 02.- 02_2
Temel hal Singlet oksijen Siiperoksit Peroksit
anyon radikali anyonu

Sekil 10. Molekuler oksijenin temel hali, singlet oksijen ve bazi reaktif oksijen turleri

icin molekuler orbital diyagrami (83)
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Peroksinitrit Nitrojen dioksit
TNO T NO;~
e «— e +2H" e +H" . e +H"
O2 g 02 —_— H,0, —_— HO e H,0
Molekiiler Superoksit Hidrojen Hidroksil
oksijen radikali peroksit radikali
l lH" lcr
.
10,* HO, HOCI
Singlet Perhidroksil Hipokloréz asit
oksijen radikali

Sekil 11. Elektron transfer reaksiyonlari ile reaktif oksijen turlerinin olusumu (83)

Tablo 3. Biyolojik sistemlerdeki reaktif oksijen tirleri (87)

Reaktif Oksijen Tiirleri

Serbest radikaller Radikal olmayanlar
Superoksit anyonu, O2™ Hidrojen peroksit, H20:
Hidroksil, *OH Hipokloréz asit, HOCI
Hidroperoksil, HO2’ Ozon, O3

Peroksil, RO’ Singlet oksijen, 102
Alkoksil, RO* Organik peroksit, ROOH
Karbonat, CO3s™ Peroksinitrit, ONOO-
Karbon dioksit, CO2"™ Pernitroz asit, ONOOH
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Siiperoksit radikali (O2"): Superoksit radikali hem bir indirgeyici hem de bir
oksidan olarak goérev yapmaktadir. En 6nemli kaynagdi ise mitokondriyal elektron
transport zinciridir. Molekuller oksijene bir elektron aktarimi kaskatinda baslangi¢
reaksiyonu, superoksiti olusturmak igin oksijene bir elektron aktarimidir. Superoksit
anyonu membranlardan kolayca gegcemez ve yari dmru kisa oldugu igin lokal olarak
etki gosterir. Asil 6nemli etkileri, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve peroksi
radikallerin olusumunu saglamasidir. Superoksit radikali, superoksit dismutaz enzimi
ile ya da spontan olarak daha uzun Oomurli ve membrandan gegebilen hidrojen
peroksite donusturular. Gegis metal iyonlari ile (demir, bakir gibi) reaksiyona girerek
de biyolojik sistemlerde bilinen en gl¢lu radikal olan hidroksil radikalini ("OH) olusturur.

Enzimatik olmayan bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu denir (Sekil 12) (84).

Fe**+ O, —» Fe*2 + 0,
Fe*?2+ H,0, — Fe** + OH + *OH
O,"+ H,O, —» O, + OH + "OH (Net reaksiyon)

Sekil 12. Haber-Weiss reaksiyonu

Hidrojen peroksit (H202): Superoksit radikaline bir elektron aktarimi ile stabil ve
radikal olmayan hidrojen peroksit olusur. Hidrojen peroksit, superoksit radikalinin
olustugu her durumda olusabilmektedir. insan hiicrelerinde oksijen metabolizmasinin
bir yan ariinu olarak mikromolar duzeylerde bulunabilmektedir. Genel olarak, hidrojen
peroksit biyomolekiiller ile dlisik oranlarda reaksiyona girdigi ve spesifik enzimler ile
uzaklastirilabildigi icin nispeten zararsizdir. Bununla birlikte, Haber-Weiss reaksiyonu
disinda, hidrojen peroksit demir-kukurt komplekslerinden, hem grubundan ya da metal-
depolayan proteinlerden salinan serbest demir, bakir gibi metallerin varliginda Fenton
reaksiyonu ile yuksek oranda reaktif *OH olusumuna yol acabilmektedir (Sekil 13)
(83,88).

Fe*2+H,0, — » Fe* + OH- + "OH

Sekil 13. Fenton reaksiyonu
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Hidrojen peroksit hicre igerisine girdiginde bazi biyokimyasal olaylari tetikler.
Bunlardan bazilari; DNA hasari, hicre i¢ci ATP’nin baskilanmasi, hekzos monofosfat
ve glutatyon indirgenme yolaklarini aktivasyonu, htcre ici sulfhidrillerin oksidasyonu,

poli(ADP-riboz) polimeraz aktivasyonu, hdcre i¢i kalsiyumun hizh yukselisidir (89).

Hidroksil radikali ("OH): Molekuler oksijenin Gg elektron indirgenmesiyle olusan
hidroksil radikali, en reaktif serbest radikal olarak bilinir. Biyolojik sistemlerde yaklagik
bir nanosaniyelik yari dmre sahiptir. Yari émrt ¢ok kisa olmasina ragmen, birgok
biyolojik molekul ile ¢ok hizli bir sekilde reaksiyona girerek hucrede ve diger hicre igi
yapilarda ciddi hasara neden olabilmektedir (90). Hidroksil radikali Haber-Weiss ve
Fenton reaksiyonlari disinda, suyun iyonizan radyasyona maruziyeti sonrasinda da
olusmaktadir (91). Hidroksil radikali lipid peroksidasyonu gibi kimyasal zincir
reaksiyonlarini baglatarak ya da DNA ve proteini okside ederek hicre hasarina neden
olur. DNA’ya yaptigi ataklar, DNA onarim mekanizmalari ile tamir edilmezse

mutasyonlara ve kansere neden olmaktadir (92).

Reaktif oksijen tlrlerinin temel biyolojik etkisi oksidatif stresin uyariimasidir.
Oksidatif stres, radikal turler ile antioksidan sistemler arasindaki dengenin radikaller
lehine bozulmasi olarak tanimlanmaktadir. Yuksek konsantrasyonlardaki reaktif
oksijen turlerinin olusturdugu oksidatif stres durumu DNA, protein ve lipid dahil olmak
lizere birgok hiicresel ve ekstraseliiler bilesenlere zarar verebilir (93). Ozellikle DNA
oksidasyonu, mutasyonlara ve gen ekspresyonlarinda degisikliklere neden olabilecegi
icin endige vericidir. Mitokondriyal DNA, DNA onarim enzimlerinin yoklugu sebebiyle

oksidatif stres-aracili mutasyonlara daha duyarlidir (94).
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2.2.2. Oksidatif DNA Hasari

DNA hucrenin genetik materyalidir ve DNA'da meydana gelen kalici hasarlar
proteinlerin fonksiyon bozukluguna ya da etkilenen proteinlerin tamamen inaktive

olmasina neden olur. Bu yuzden hicre yasami igin esansiyeldir (80).

Oksijen metabolizmasi yoluyla DNA hasarinin uyarilmasina ek olarak, DNA
hasari iyonizan radyasyon, UV 1si1§i ve kimyasal mutajenler gibi diger c¢evresel
etkenlerle de olusabilir (95). DNA yapisindaki bu degisiklikler nikleozid ve baz
degisiklikleri olabilecegdi gibi, zincir kiriklari, capraz baglar, abazik bolgeler gibi daha
karmasik degisiklikler de meydana gelebilir (Sekil 14). Reaktif oksijen turleri tarafindan
DNA vyapisinda olusturulan bu hasarlar onarim mekanizmalari ile onarilmazsa,

genomik kararsizliga yol agarak karsinogenez gibi hastalik sureglerine yol agar (96).

0
N Abazik bol
HN ge
| \>" OH Zincirler arasi Zincir-igi
H,N)\\ N /

N capraz bag capraz bag

Nukleozid ve baz
hasarlan

Yanlis baz
eslesmesi Tek zincir \ DNA-protein Cift zincir
kiriklan capraz baglarn kinklar

Sekil 14. DNA yapisinda meydana gelen oksidatif hasar tipleri (97)

En reaktif radikal olan hidroksil radikali basta olmak UGzere tim reaktif oksijen
turleri cesitli mekanizmalar ile DNA'nin bilesenlerinde ¢ok sayida modifikasyon
meydana getirir. Bu sekilde olusan DNA hasari “oksidatif DNA hasarl” olarak
adlandirilir (98). DNA, fosfat gruplarinin negatif yuku nedeniyle bir anyon gibi davranir.
DNA'nin bu oOzelligi demir (Fe*?) ve bakir (Cu*) gibi birgok katyonik iyonun
baglanmasina olanak saglar. Diger yandan, deoksiriboz seker moleklli de demir
baglama 6zelligine sahiptir. Bu durum, DNA yapisinda ‘bolge-spesifik’ hidroksil radikal
ataklarina olanak saglamaktadir (93) (Sekil 15).
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Sekil 15. Hidroksil radikalinin DNA’da atak yaptigi bolgeler (11)

2.2.2.1. DNA Niikleozid Hasarlari

Oksidatif hasar ile olusan 30’dan fazla nukleobaz modifikasyonu oldugu
bilinmektedir (99). Olusan bu hasarli DNA urtnleri DNA polimerazin etkisine bagl
olarak élimcul ve/veya mutajenik olabilmektedir. Guanin (G, Gua) bazi, dért DNA bazi
icinde en dusuk redoks potansiyeline sahip olandir. Bu sebeple diger bazlara gore ¢cok
daha kolay okside olur. Guaninden turev alan bir lezyon olan 8-hidroksiguanin (8-OH-
Gua), en yaygin bulunan ve literatirde en ¢ok calisilan hasarli DNA bazidir. Diger
yandan, adeninden (A, Ade) tirev alan 8,5-siklopurin-2’-deoksiadenozinler (cdA) ise
ayni nukleozidin hem baz hem de seker biriminde es zamanl olusan hasar nedeniyle

0zgun bir nukleozid hasaridir (11,99).
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2.2.2.1.1. 8-hidroksi-deoksiguanozin (8-OH-dG)

8-hidroksi-deoksiguanozin, ilk olarak 1980’li yillarin basinda Japon arastirmacilar
tarafindan in vitro c¢alismalar ile tanimlanmistir (100,101). 8-OH-dG, 8-OH-Gua
radikalinin seker yapisi ile bagh olan nikleozid formudur. 8-OH-Gua ve 8-OH-dG,
stabil yapilari ve kolayca olusma potansiyelleri ile DNA’nin oksidatif hasar tipleri
arasinda en sik karsilasilan Granlerdir (102,103). Ayrica, 8-OH-dG’nin kolay 6lgimu ve
gucli mutajenik 6zellikleri nedeniyle, in vitro ve in vivo ¢alismalarda en ¢ok arastirilan
DNA drinu olmustur (96).

Guanin bazi dusik redoks potansiyeli nedeniyle, iyi bir elektron vericisidir ve
kolayca hidroksil radikali tarafindan okside edilebilir (96,104). Hidroksil radikalinin
guanin bazi ile reaksiyonu sonucu olugsan ana urln 8.karbon (C8) eklentili radikaldir.
Bu radikalin bir elektron ve bir proton kaybetmesi ile 8-OH-Gua olusur (Sekil 16). 8-
OH-Gua’nin normal olusum diizeyi, niikleer DNA icin her 10° guanin kalintisinda 0.3
ila 6 baz iken, mitokondriyal DNA igin her 10° guanin kalintisinda 1-3 baz'dir. Ortalama
olarak, bir hiicre icinde her giin 10°> 8-OH-Gua kalintisi Uretildigi belirtiimektedir
(99,105-107).

8-OH-Gua’nin mutajenik 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir. DNA replikasyonu
sirasinda, adenin ile yanls esleserek guanin - timin (G-T) transversiyonuna neden
olmaktadir (108) (Sekil 17). 8-OH-dG, baslica baz kesip ¢ikarma onarimi (BER)
mekanizmasi ile DNA zincirinden kesilir. Kesildikten sonra baska higbir reaksiyona
katilmaz. Metabolik bir son urtin olarak, 8-OH-dG seviyesi stabil seviyede tutulur ve
diyet gibi faktérlerden etkilenmez. Yari émrinidn diger oksitlenmis Urinlerden daha
uzun olmasi sebebi ile de klinik olarak kolayca saptanabilir (105). Ayrica, 8-OH-Gua

oksidatif stresin ana biyobelirteclerinden biri olarak kabul edilmektedir (99).
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Sekil 16. 8-OH-Gua olusum mekanizmasi (11)
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Sekil 17. 8-OH-Gua’nin a) onarimi ve replikasyona etkisi, b) yanlis esleme sonrasi

G-T transversiyonu (11)
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2.2.2.1.2. 8,5-siklo-2’-deoksiadenozinler (R-cdA ve S-cdA)

8,5'-siklo-2’-deoksiadenozinler, hidroksil radikalinin oksijen yoklugunda ayni
nukleozid igindeki seker molekulunun 5. karbon atomu ile (C5’) adenin bazinin 8.
karbonu (C8) arasinda kovalent bagl halkasal yapi olusturmasi ile meydana gelirler
(Sekil 18). Bu yapi ayni anda hem baz hem de seker molekilinde hasar olusmasi
nedeniyle benzersizdir ve tandem lezyon olarak adlandirilir. Oksijenin varligi bu

reaksiyonu inhibe ederek, C5-merkezli radikallerin olusumunu saglar (13,109).

8,5’-siklo-2’-deoksiadenozinler 5'R ve 5°S olmak Uzere iki diasteriomer olarak
bulunur ve birgok farkli hiicre ve organizmada in vivo ve in vitro olarak gosterilmistir
(13,15,110). Cift =zinciri DNA vyapisinda S-diasteriomerlerin olusumu R-
diasteriomerlere goére tercih edilir. Her iki diasteriomerde DNA’nin ¢ift sarmal yapisini
esit derecede bozmaktadir (111). 5'S diasteriomerin insan kan, meme ve fare
karacigerindeki dlizeyleri 0.26-0.70 lezyon/10” niikleozid araliinda oldugu
belirtiimektedir (13,112,113). 8-OH-dG duzeyi, 8,5’-siklo-2’-deoksiadenozinlere goére
10-20 kat daha fazladir (95).

Gunumuzde bu lezyonlar oksidatif stres icin glcli biyobelirtecler olarak kabul
edilmektedir ve hicrelerdeki onarim mekanizmalarina karsi direncli olmaktadir (114).
8,5'-siklo-2’-deoksiadenozinler spesifik olarak ntkleotid kesip ¢ikarma onarim (NER)
mekanizmasi tarafindan onarilirlar. Ancak, son zamanlarda cift iplikli DNA'nin 3
terminal bolgesinde bulunan S-cdA’'nin BER mekanizmasinda anahtar rol oynayan
apurinik/apirimidinik endonukleaz 1 (APE1) tarafindan da onarildigi rapor edilmistir
(115-117). Onarilamayan ve bu nedenle biriken 8,5-siklo-2’-deoksiadenozinler
yasayan hucreler icin zararli sonuglara neden olabilir. Yapilan son ¢alismalarda, S-
cdA’nin transkripsiyonu bloke ettigi, DNA polimerazlari inhibe ettigi ve transkripsiyonel

mutageneze neden oldugu gosterilmistir (115,116,118).
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2'-deoksiadenozin

oksidasyon

(5'R)-8,5'-siklo-2'-deoksiadenozin (5'S)-8,5'-siklo-2'-deoksiadenozin

Sekil 18. 8,5'-siklo-2’-deoksiadenozinlerin olusum mekanizmasi (11)
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2.2.2.1.3. DNA Niikleozid Hasarinin Olgiim Yéntemleri

Oksidatif DNA hasarinin olgimu icin gegmiste cesitli yontemler kullaniimistir.
Bunlardan en ¢ok bilinenler immunokimyasal yontemler, tek jel hucre elektroforezi,
ELISA, DNA onarim enzimlerinin kullanildigi alkali elisyon, ince tabaka kromatografi,
yuksek performansli sivi kromatografi (HPLC)'dir. Genel olarak, bu teknikler dlgtlen
analitlerin yapisal tanimlamasi yapilmadan ve tek bir hasar Granunun olguimesi ile
analiz yapmaktadir. Kutle spektrometrik (MS) teknikler, digerlerinin aksine o6lgulen
analitin hem yapisal tanimlamasini hem de stabil izotop isaretli internal standartlar
kullanarak tam kantitasyonunu gerceklestirir. Kompleks karisimlarda yapilan
analizlerde gaz kromatografi (GC-MS), veya sivi kromatografi (LC-MS) ile birlikte
kullaniimaktadir (98,119).

Son donemlerde DNA hasari ile ilgili yapilan ¢aligmalarda gorece kolay olgumu
ve gucli mutajenik etkisi nedeniyle en ¢ok arastirilan parametre 8-OH-dG’dir. Ancak
biyobelirte¢ olarak tek bir DNA hasar Grinunun olgumu, DNA yapisinda dort bazda
ayni anda olusan serbest radikal kaynakli genis hasarin gézden kagmasina yol
acabilir. Ayrica, hasarin onarim mekanizmalar ile birlikte degerlendiriimesi objektif
sonuglar elde edilmesi agisindan son derece 6nemlidir (12). DNA hasar urunlerinin
belirlenmesinde Avrupa Oksidatif DNA Hasari Standartlar Komitesi (ESCODD)
tarafindan referans yontem olarak kabul edilen ve birden fazla DNA hasar UGrlininin
olcumune olanak saglayan stabil izotop dilusyon-goklu reaksiyon izleme-tandem kutle
spektrometri (SID-MRM-MS/MS) yuksek duyarhlik ve 6zgulligi nedeniyle giderek
immunohistokimya, ELISA, tek hlcre jel elektroforezi (comet analiz) gibi duyarliligi

gorece duslik veya semikantitatif ydontemlerin yerini almaktadir (11,15,120)
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2.2.3. DNA Onarimi

DNA onarimi yasam igin esansiyeldir. Bu yuzden, onarilmamis DNA lezyonlari
canli organizmalarda hasar verici sonuglara neden olabilir. Bu tur lezyonlar genomda
birikerek, giderek artan mutasyon oranina ve genomik kararsizliga yol agar (11,121).
Genomik kararsizlik DNA replikasyonu, DNA onarimi, apoptoz, hicre doéngusu

regulasyonu ve kromozomal kararlilik ile iligkili proteinleri etkiler (122).
DNA onarim mekanizmalari alti baslik altinda toplanabilir.

e Dogrudan onarim

e Baz kesip ¢cikarma onarimi (BER)

¢ Nukleotid kesip ¢ikarma onarimi (NER)
e Yanlis eslesme onarimi

e DNA cift zincir kirigi onarimi

e Capraz baglarin onarimi

Okside DNA baz lezyonlari temelde iki sekilde uzaklastinlirlar: bir glikozilaz
aktivitesi tarafindan tek bir lezyonun uzaklastiriimasi ile iligkili baz kesip ¢ikarma
onarimi ve hasarli lezyonu igeren bir oligonukleotidin uzaklastirilmasi ile iligkili daha
karisik bir proses olan nikleotid kesip ¢ikarma onarimidir (123). Nukleotid kesip
cikarma onariminda hasarl bazlar, ¢ok alt birimli bir enzim sistemi olan “kesip ¢ikarma
nukleazlari” ile uzaklasgtirilir. Nukleotid kesip gikarma onarimi bes temel basamakta
gerceklesir (124). Bunlar; a) hasarin taninmasi, b) Okaryotlarda lezyon bdlgesinin
icinde oldugu 24-32 nikleotidlik oligomerin kesilmesi, c) kesilen oligomerin ¢ikariimasi,

d) olusan boslugun DNA polimeraz tarafindan doldurulmasi ve e) ligasyondur.
2.2.3.1. Baz Kesip Cikarma Onarimi (BER)

Baz kesip ¢ikarma onarimi mekanizmasi, hasarli DNA lezyonlarinin spontan
olusan abazik bolgelerin ve tek zincir kiriklarinin onariminda rol oynar (125). BER’de
meydana gelen defektler, kansere karsi duyarllik ve nérodejeneratif bozukluklar ile
iliskilendirilmistir (126).
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BER yolagi, baslica dort temel basamakta gergeklesir (Sekil 19).

1) Hasarli bazin taninmasi ve uzaklastirilmasi. Hasarli baza spesifik olan DNA
glikozilazlar (tek- ya da iki-fonksiyonlu), hasarli bazlari taniyarak, baz ve seker birimleri
arasindaki N-glikozidik bagi hidroliz ederler. Yalnizca glikozilaz aktivitesine sahip “tek-
fonksiyonlu” glikozilazlar; urasil-DNA glikozilaz (UNG) ve N-metilpurin-DNA glikozilaz
(MPG)’dir. 8-hidroksiguanin DNA glikozilaz (OGG1), mutY homolog (MUTYH),
endonukleaz Ill-benzeri 1 (NTH1) ve endonukleaz VIlll-benzeri 1 (NEIL1) gibi “iki-
fonksiyonlu” DNA glikozilazlar ise, hem glikozilaz aktivitesi hem de 3’ AP liyaz aktivitesi
sergiler. Her bir glikozilaz kendi substrati i¢in yuksek segcicilige sahiptir (125,127).

2) Abazik bélgenin olusumu:. Tek-fonksiyonlu glikozilazlar hasarli bazin
uzaklastiriimasi ile hidrolitik bir AP [abazik, (apurinik/apirimidinik)] bolgesi olustururlar.
Olusan abazik bolgenin 5’ ucu apurinik/apirimidinik endonukleaz 1 (APE1) tarafindan
kesilir. Boylece 5’-deoksiriboz-5-fosfat ve 3’-hidroksil zincir kirigr Granu olusur (125).
AP liyaz aktivitesi olan glikozilazlar ise, bir B-eliminasyon reaksiyonu vermek Gizere AP
deoksiriboz sekerin 1’-aldehiti ile bir schiff bazi olusturur. Bu eliminasyon yolu ile
DNA’nin 3’ ucundan kirilma gercgeklesir (124). APE1, 3’-fosfodiesteraz aktivitesi
sayesinde B-eliminasyon ile olusturulan aldehit kalintisini uzaklastirir. AP bdlgesi,
spontan olarak ya da N-glikozidik bagin hasar goérerek hidroliz olmasi ile de yuksek
siklikla olusabilmektedir. Cesitli sigan dokularinda ve insan karacigerinde AP
bdlgesinin kararli hal dizeyinin hicre bagina 50.000 — 200.000 arasinda oldugu tahmin
edilmektedir. AP bdlgeleri normal DNA replikasyonunu bloke eden, sitotoksik ve

mutajenik sonuglara neden olan oldukga tehlikeli lezyonlardir (125,126,128).

3) Dogru bazin yerlegtirilmesi: AP bodlgesi olusturulduktan sonra, onarim
mekanizmasi iki farkh yolaktan devam eder. Kisa-yamali BER yolaginda, yalnizca
hasarli olan tek nukleotidin uzaklastiriimasi saglanir. Uzun-yamali BER yolaginda ise,
hasarl nukleotidin i¢cinde bulundugu 2-13 nukleotidlik bolge onarilir. Kesip ¢ikarilan
nukleotid bolgeleri kisa-yamali BER’de DNA polimeraz 8 ile doldurulur. Uzun-yamali
BER mekanizmasinda ise, DNA polimeraz &/¢ ile birlikte diger proteinlerde kesilen
bdlgenin onarilmasinda rol oynar. 5'-ucunda kalan kesilmis oligonukleotid endontkleaz
FEN1 tarafindan uzaklastiriir (129).
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4) Ligasyon: Son basamakta DNA zincirinin birbirine baglanmasi icin gerekli olan
fosfodiester baglarinin olusumu DNA ligaz enzimleri ile gergeklestirilir. Kisa-yamali
BER yolaginda, Ligaz 3 ile XRCC1 kompleksi, uzun-yamali yolakta ise Ligaz 1 enzimi
gorev almaktadir.

T TTT I
LT

l DNA glikozilazlar

" TERET]
- L L .

B-liyaz aktivitesi olan
glikozilaz

"TICT )
PEEEs

.
APE 15:;.‘51

=1
L L L L

ﬁl
{ Ug:i,?;!f)
FTT L)
PEREEE

| @B

Kisa-yamali BER

Sekil 19. Baz kesip ¢ikarma onarim mekanizmasi (124)
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2.2.3.2. Apurinik/apirimidinik Endontikleaz 1 (APE1)

APE1, 318 amino asit iceren 35 kDa molekuler agirliginda globuler bir proteindir
(Sekil 20) (130). APEL1 proteinini kodlayan gen 14. kromozomun g11.2 bolgesinde
lokalizedir. 2.6 kilobaz uzunlugunda ve doért intron, bes ekzon bdlgesi icerir (131,132).
APE1 cogu hicre tipinde eksprese edilmektedir ve her hiicrede 10°-10° molekiil
dizeyinde bulunmaktadir. Yarilanma omru 8 saattir. Hem sitoplazmada hem de
nukleusda yer alir. Ancak, sitoplazmada nukleusa oranla daha yuksek duzeylerdedir
(130).

APEL1 proteininin N-terminal bolgesinin ilk 35 amino asitlik kismi protein-protein
etkilesimleri ve RNA baglanma aktivitesi ile iligkilidir. Bu bdlge oksidatif stres altinda
sitoplazmik APE1’in ntkleusa transferinde énemli bir rol oynar. C-terminal bélgesindeki
161-318 amino asitlik kisim, BER yolagindaki DNA onarim aktivitesinden sorumludur.
N-terminaldeki 36-127 amino asitin bulundugu bdlge ise, ¢esitli transkripsiyon
faktorlerinin redoks regulasyonunda temel rol oynar. Bu tur redoks regulasyonu hiicre
blylUmesi, anjiyogenez, inflamasyon, apoptoz gibi slreclere katki saglar. APE1,
indirgenmis inaktif haldeki transkripsiyon faktorlerini aktif hale getirerek DNA’ya
baglanmalarini arttirir. Bu nedenle, APE1 redoks efektor faktor 1 (Ref-1) olarak da
adlandiriilmaktadir. DNA onarimi ve redoks regulasyonu fonksiyonlari birbirinden
badimsizdir (130,133,134).

Redoks DNA Onarimi
- P > - »
1 36 127 161 318
Asp70  Asp90Glu96 Tyrl71 Asp210 Asp219 Asp308
HoN— COOH
Cys65 Cys93 Asn212 Asp283 His309

Sekil 20. insan APEL1 proteininin yapisi (130)
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APE1 multifonksiyonel bir proteindir. Baz kesip ¢ikarma onariminda anahtar bir

role sahiptir. 5’-endonukleaz aktivitesine ek olarak, daha az olacak sekilde 3’-

fosfodiesteraz,3’-diesteraz, 3'-fosfataz, 3'—5’-ekzonikleaz ve nukleotid kesme

onarimi (NIR) aktivitelerine de sahiptir. APE1, DNA'daki kodlamayan abazik bolgelerin

taninmasi ve kesilmesinden sorumlu birincil enzimdir (132,135).

APE1 gen ekspresyonu transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel duzeyde

dizenlenmektedir. Hidrojen peroksit ve hipoklordz asitin APE1 gen ekspresyonunu

arttirdigi belirtiimektedir. Ayrica, oksidatif stres de ekspresyonunu uyarmaktadir (130).

Sekil 21'de APET’in ekspresyonunu arttiran patolojik durumlar ve biyolojik etkileri

gosterilmektedir.

Patolojik Durumlar

UV radyasyon
Hipoksi/ROT

iskemi/Reperfiizyon

_________ R ‘[ APE1/Ref-1

H.pylori enfeksiyonu ekspresyonu

Aterosklerotik plak
CD40 tetiklemesi

Ca?*artisi

Biyolojik Etkiler

Detoksifikasyon
Hipoksik strese karsi koruma
Oksidatif strese karsi koruma
DNA onarimi
—
IL-8 tretimi
Proliferasyon

Redoks regiilasyonu

Apoptoz

Sekil 21. APE1’in ekspresyonunu etkileyen durumlar ve biyolojik etkileri (130)
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2.3. insan Endotel Hiicresi

Endotel hudcreleri, kan damarlarinin i¢ yuzeyini astar gibi saran hucrelerdir.
Dolagimdaki kan ve vaskller bosluk arasindaki arayluzde stratejik olarak
konumlanmistir. Bu nedenle, potansiyel olarak vucuttaki her hicreye erisimi
mumkundur. Endotel huacreleri, gesitli dolasim molekullerini dogrudan dolasima
salgilamaktadir. Bununla birlikte, endotel hucreleri hicresel ve ¢ozunur plazma
bilesenleri (drnegin sitokinler, lipoproteinler, trombositler, |0kositler, plasental

membranlar, antikorlar ve diger dolasim faktoérleri) icin dnemli bir hedeftir (136,137).

Endotel hucresi, fizyolojik hemostaz, kan damari gecirgenligi ve kan damarinin
diger fizyolojik ve patolojik uyaranlara verdigi yanitta énemli bir rol oynar (137). Normal
fizyolojik  kosullar altinda endotel, homeostatik dengeyi saglar (136).
Makromolekullerin ve dolagimdaki hucrelerin kandan dokulara gecisini duzenleyen
vaskuler endotel hucresi, gesitli hastaliklarin ve patofizyolojisinde kritik rol oynayan
oksidatif stresin ana hedefidir (Sekil 22). Reaktif oksijen tdrlerinin yuksek
konsantrasyonlari hlcre hasarina ve o6liumune yol agmaktadir (138). Sistemik
inflamasyon sirasinda, kan dolagiminda bulunan reaktif oksijen tirleri kan damarlarinin
ic duvarindaki endotelyal hucreler ile dogrudan etkilesime girer. Bu sekilde entodel
hicrelerde hucre igi oksidatif stresi arttirir. Ayrica, reaktif oksijen tirleri endotel hicre
icinde de Uretilebilir ve boylece hlicre igi oksidatif stres dlzeyini yukseltir (139). Bu
nedenle, vaskuler endoteldeki akut ve kronik oksidatif stres, vaskuler endotelin
disfonksiyonunda ciddi nedensel bir etkendir. Ozellikle, oksidatif stres durumu vaskuiler
endotelyal gecirgenligi arttirir ve endotelyal sinyal iletimindeki degisiklikler ile iligkili
olan |I6kosit adezyonunu destekler (136). Endotel hlicre yapisinin ve fonksiyonunun
anormallikleri, tromboz, ateroskleroz ve vaskulit gibi kan damari duvarlan
hastaliklarina 6nemli 6lgude katki saglar. Endotel disfonksiyonu, ateroskleroz, obezite
ve diyabetten preeklampsiye kadar birgok hastalik ile iligkilendirilmigtir
(130,137,138,140).
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Dolasimdaki Notroﬂler Anjlotensm I

faktorler: Ksantin oksidaz TNFa LDL s

f::rucre ici faktorler: \YDPH %7 \

SlklOOkSlgenaz

0 Nitrik oksit
o> Lipoksigenaz /
Sitokrom P450 H.O \ /
Nitrik oksit sentaz . il l

Ksantin oksidaz

K /OH - ONOO- (eroksinitrit) /

DNA hasan
Protein ve karbohidrat oksidasyonu
Lipid peroksidasyonu

Endotel hiicresi

Sekil 22. Endotel hucresinde oksidatif stres kaynaklari (136)

insan umblikal ven endotel hiicresi (HUVEC), gébek kordonu damarlarindaki
endotelden turev alan hucrelerdir. HUVEC, oksidatif stres, anjiyogenez, hipoksi ve
inflamasyon gibi sureclerde endotel fonksiyonunun ve hastaliklarin gesitli yonlerinin
arastirimasinda klasik bir model sistemi saglar (141). Ozellikle, HUVE hlcreleri reaktif
oksijen turlerinin neden oldugu oksidatif hasarin dnlenmesi igin ¢esitli antioksidanlarin
endotel hucreleri Uzerindeki etkisinin arastirildigi c¢alismalarda iyi bir model
olusturmaktadir (142). Diger yandan endotel hiicreleri, yiksek genomik kararliliklari ve
direng gelistirmeye egilimlerinin dusuk olmasi nedeniyle birgok terapotik ajan igin de
cazip hedeflerdir (2).

Tam bu nedenlerle, galismamizda kalsitriol ve parikalsitolin H20: aracil oksidatif
DNA hasari ve DNA onarimi Uzerine olasi yararli etkilerini arastirmak amaciyla
oksidatif stresin ana hedeflerinden biri olan insan umblikal ven endotel hiicre hattini

kullanmay! tercih ettik.
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2.4. D Vitamininin Oksidatif DNA Hasari ve Onarimindaki Rolu

Oksidatif stres; reaktif oksijen turlerinin gegici veya kronik olarak artan
konsantrasyonu nedeniyle hicresel metabolizmanin bozuldugu ve DNA, protein gibi
onemli biyomolekillerin hasara ugradigi bir durumdur (86). Hlicrelerde meydana gelen
oksidatif stres, DNA hasarini arttirir ya da hasarin onarimini engelleyerek telomer
kisalmasini, gesitli mutasyonlari, fenotipik degisimleri ve apoptozu uyarir. Tum bu
fonksiyonel etkiler yagslanma, karsinogenez, kardiyovaskuler hastaliklar ve diyabet gibi
metabolik hastaliklarin patogenezinde ve/veya progresyonunda direkt ya da indirekt
olarak rol oynamaktadir (7,143). Oksidatif stresin dederlendiriimesinde, hiicre yasami
icin esansiyel olan DNA yapisinda meydana gelen hasarin 6lgimu oldukga degerlidir.
Ayrica, hasarli DNA drunleri organizmadaki oksidatif DNA hasar olusumu ve DNA

onarim hizi arasindaki dinamik dengenin en duyarli gostergeleridir.

D vitamini eksikliginin oksidatif stres ile iligkili kronik hastaliklarin gelisiminde rol
oynadidi dusunulmektedir. D vitamini eksikliginin dinya ¢apindaki ylksek prevalansi
ve oksidatif stresin yol actigi genomik kararsizhdgin hayati éneme sahip olmasi
nedeniyle, D vitamini ve oksidatif DNA hasari arasindaki iliski son yillarda dikkati
cekmektedir. D vitamini eksikliginin tedavi edilebilir ve hatta onlenebilir olmasi, D
vitamini ve oksidatif stresin neden oldugu patolojik durumlar arasindaki iliskinin

arastiriimasinda buyuk énem tagimaktadir (6,7).

Literatirde D vitamini ve DNA hasari/onariminin incelendigi sinirli sayidaki insan
ve hayvan c¢alismalarinda cgeligkili sonuglar elde edilmistir (6,7,9,144-149). Yapilan bu
calismalarin  bircogunda oksidatif DNA hasari, duyarli olmasina ragmen
tekrarlanabilirligi disuk ve fizyolojik degisikliklerden etkilenen tek hicre jel elektroforezi

ile ve genellikle tek bir hasar Granunun 6lgimu ile degerlendirilmistir.

Hucre kulturinde yapilan galismalar incelendiginde, agirlikli olarak kanser hucre
hatlar kullanilmis ve UV isinlari ile olusan DNA hasari ve onarimini degerlendiren
¢alismalar yapiimistir (60,150-158). Bu calismalarda DNA hasari genellikle 8-OH-dG,
timin dimerleri ve DNA ¢ift zincir kiriklari tek htcre jel elektroforezi ya da
immunohistokimyasal yontemle degerlendirilmigtir.  Ancak, yapilan literatur

arastirmasinda, oksidatif stresin ana hedeflerinden biri olan ve birgok kronik hastalik
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ile yakindan iligkisi bulunan endotel hiicresinde, D vitamininin oksidatif DNA hasarina

ve onarimina etkisinin incelendigi herhangi bir calismaya rastlanmamisgtir.

Tam bu bilgiler 1s1ginda, ¢calismamizda kalsitriol ve parikalsitolin oksidatif DNA
hasari ve onarimi Gzerine olasi etkilerini hasarli DNA nukleozidleri 8-OH-dG, R-cdA ve
S-cdA’'nin 6lcimU ve BER mekanizmasinda rol oynayan APE1 ekspresyon duzeyleri

ile inceledik.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi
Arastirma deneysel bir caligmadir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Ocak 2013-Eylul 2014 tarinleri arasindaki surecte, tez Onerisi ve etik kurul
bagvurulari yapildi, kabulleri alindi ve BAP proje bagvurusu tamamlandi. Deneysel
galismalar Eylil 2014-Mart 2018 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tibbi

Biyokimya Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarlari’nda gergeklestirildi.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Arastirmanin hucre kulturd calismasi olmasi nedeniyle evreni ve orneklemi

bulunmamaktadir.
3.4. Caligma Materyali

Calisma materyali olarak insan umblikal ven endotel hiucre (HUVEC) hatti

kullaniimistir.
3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Aragtirmanin bagiml deg@iskenleri; hiicre canlihdi, reaktif oksijen turlerinin duzeyi,

hasarli DNA nukleozidlerinin duzeyleri ve mRNA ekspresyon degisimleridir.

Aragtirmanin bagimsiz degiskenleri ise, hidrojen peroksit (H202), kalsitriol ile

parikalsitoltn farkli dozlari ve VDR antagonistidir.
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3.6. Veri Toplama Araglari

3.6.1. Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Tablo 4. Calismada kullanilan sarf malzemeler

Malzeme Adi

Markasi/Kod

Kullanim Amaci

insan umblikal ven endotel
hicresi (HUVEC)

Gibco, C-003-5C

Calismalarda kullanilan hicre

Hidrojen peroksit

Merck,1072091000

Oksidatif stres olugturma ajani

Kalsitriol ChemCruz, SC-202877 Etkisi arastirilan ajan
Parikalsitol ?pbgb/\{ien:]LZemplar Etkisi aragtirilan ajan
Z(D:FLQSggtzazgonisti, Bayer Shering Pharma ;/rlzé?tl ﬁlr;tﬁgachgri]sti olarak etkisi
OErrt\;jr(T)]tlel hicre  buylime Gibco, Medium200 cl;lr?:rl;]elerin blylmesi icin bazal

Ham’s F12 hicre blylime
ortami

Gibco, 21765-029
Millipore, FG0815

Hucrelerin blydmesi i¢in bazal
ortam

Diaslik  serum
ilavesi (LSGS)

blyime

Gibco, S-003-10

Blyume ortamina eklenen
blylme ilavesi

Penisilin/Streptomisin

Gibco, 1514-0122

Blylme ortamina eklenen
antibiyotik

L-glutamin

Gibco, 25030024

BlyUme ortamina eklenen
aminoasit

Fetal dana serumu (FBS)

Gibco,10270106

Blylme ortamina eklenen
serum

Fosfat tamponu (PBS)

Gibco, 10010023

Hucrelerin yikanmasi igin
kullanilan tampon

Tripsin/EDTA Biochrom, L2143 Hucrelerin kaldirilmasi
Tr@sm notralize edici Gibco, R-002-100 Tripsinin etkisini nétrleme
solisyon

Tripan mavisi

Gibco, 15250-061

Hilcre sayimi

Dimetilsulfoksit (DMSO)

Applichem, A3672.0050

Hicrelerin dondurulmasi ve
kimyasal hazirlig

Ultra saf su Gibco, A12873-01 Kimyasal hazirligi
Etanol - molekuler  biyoloji | 1o 01 1085430250 Kalsitrioliin hazirligs
grade

Propilen glikol Sigma, P4347 Parikalsitolin hazirhgi
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Diklorofluoresin diasetat

(DCFH-DA)

Sigma, D-6883

Reaktif oksijen tdrlerinin
Olcimi

WST-1 hicre proliferasyon
solUsyonu

Roche,11644807001

Hucre canliligi analizi

Genomik DNA izolasyon Kkiti

Macherey-Nagel,

DNA izolasyonu

740952.50
Tris Sigma, T1503 Ktle spektrometrik analiz
Sodyum asetat 3 hidrat Sigma, S-8625 Kltle spektrometrik analiz
Cinko Klorlr Applichem, A6285.0500 Kitle spektrometrik analiz
Fosfodiesteraz Sigma, P3243 Kitle spektrometrik analiz

Alkalen fosfataz

Roche, 10108138001

Ktle spektrometrik analiz

Nukleaz P1

US Biological, L14041870

Kltle spektrometrik analiz

Filtreli ependorf, 3 kDa

Pall, Nanosep

Kltle spektrometrik analiz

Asetonitril LC grade

Merck, 106018.2500

Kitle spektrometrik analiz

Metanol LC grade

Merck, 106018.2500

Kitle spektrometrik analiz

Cell lizis Kiti

Roche, 06366821001

RT-PCR calismalari

cDNA sentez kiti

Roche, 07912439001

RT-PCR calismalari

Primer problar

Roche, 05532957001

RT-PCR calismalari

Prob master

Roche, 04707494001

RT-PCR calismalari

Cryo vial

Greiner, 122278

Hucrelerin dondurulmasi

96 kuyucuklu plak, koyu

Greiner, 655086

Reaktif oksijen tarlerinin
Olcimi

96 kuyucuklu plak

Jet Biofil, TCP 011096

WST-1 analizi

6 kuyucuklu plak

Jet Biofil

RT-PCR analizi

25 cm? ve 75 cm?flask

Corning, 430639,
431464U

Hucrelerin buyatilmesi ve
LC-MS/MS analizleri

15 ml ve 50 mL falkon

Isolab, Corning

Genel kullanim

5 mL ve 10 mL serolojik
pipetler

Jet Biofil, Sarstedt

Genel kullanim

Neubauer lami

Marienfeld, 0640110

Hucre sayimi
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Tablo 5. Calismada kullanilan cihazlar

Cihazin Adi

Marka/Model

Kullanim Amaci

Laminar akimli kabinet

Heraus, HERAsafe, class 2

Hucre kultlrh calismalari

CO2 inkubatori

Thermo Scientific, 311

Hucrelerin bayutulmesi

Ters faz 151k mikroskobu

Nikon, Eclipse TS100

Hucrelerin gdézlemlenmesi

Sivi kromatografi (LC)

Shimadzu LC-20AD

Kitle spektrometrik analiz

Tandem kitle spektrometre
(MS/MS)

Applied Biosystem,
4000 QTRAP

Kutle spektrometrik analiz

SpeedVac

Thermo, Savant ISS110

Orneklerin konsantre
edilmesi

Mikroplak okuyucu

BioTek, Synergy HT

Reaktif oksijen turleri
olgimu

Hassas terazi

Precisa, XB220A

Kimyasal tartimi

pH metre J.P. Selecta, 4120500 Kimyasal hazirligi
Otoklav Hirayama, HICLAVE HV-50 Sterilizasyon
Su banyosu Memmert Ortamlarin isitiimasi

Kuru blok isitici

WiseTerm, HB-48

Genel kullanim

RT-PCR cihazi

Roche, LightCycler 96

RT-PCR analizi

Nanodrop

Thermo, 2000

DNA miktari 6l¢imu

Sabit acili santrifij

Heraeus, Biofuge stratos

Genel kullanim

Sabit acili santriflj

Hettich, 320R

Hucrelerin ¢oktlriimesi

Sivi azot tanki (-196 °C)

Hucrelerin saklanmasi

Derin dondurucu -80 °C

Thermo Scientific, Forma 705

Hucrelerin saklanmasi

Derin dondurucu -20 °C ugur Sarf malzemelerin
saklanmasi
Buzdolabi +4 °C Ugur Sarf malzemelerin

saklanmasi
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3.6.2. Hiicre Ortamlarinin Hazirlanmasi

HUVE hucrelerinin bayumesi igin %10 inaktive edilmis FBS, %1 L-glutamin (2
mM) ve %1 penisilin/streptomisin (100 U/mL) iceren M200 ve Ham’s F12 bazal kaltur
ortamlari kullanildi. Bazal ortamlar igerisine oncelikle HUVE hucrelerinin buyumesine
yardimci olan dustk serum buyume ilavesi eklendi. Bu ilave igeriginin son
konsantrasyonlari; %2 FBS, 1 ug/mL hidrokortizon, 10 ng/mL epitel buyame faktora, 3
ng/mL fibroblast buyume faktért ve 10 uyg/mL heparindir.

3.6.3. Hucrelerin Coézilmesi, Sayimi, Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

3.6.3.1. Hucrelerin Coziilmesi

Sivi azot tankinda veya -80 °C’de saklanan kriyo tupler icindeki hucreler
alindiktan sonra hizlica 37 °C’de ¢6zuldu. Huicre suspansiyonu, dnceden 37 °C su
banyosunda isitilan 8 mL buyume ortami igeren tipe yavasga aktarildi. TUp oda
sicakhginda 500 rpm’de 15 dk santriflijlenerek hicreler ¢oktlrildi. Santriflj sonrasi
ust faz atilarak, dibe coken hicre pelleti istenen hacimdeki blylime ortami ile
slispanse edildi. Hlcreler 25 cm? veya 75 cm? hiicre flasklarina ekildi. Ters-faz 1sik
mikroskobu altinda ekim yapilan hicre yogunlugu incelendikten sonra flasklar 37 °C’de
%5 COzigeren inkubatore kaldirildi.

Ekimin ertesi gunu hudcre flasklarinda yapigsmayan olu hdcreleri temizlemek
amaclyla hucre ortamlari yenilendi. Sonrasinda hucreler istenen konfluensiye

ulasincaya kadar iki gunde bir yeni htcre ortami eklendi.
3.6.3.2. Hucrelerin Sayimi ve Tripan Mavisi ile Hucre Canliiginin Kontrolu

Yeni ¢dzilen hicrelerde ve konfluensiye ulasan hicrelerin tripsin ile kaldirilmasi
sonrasinda %0.4 tripan mavisi kullanilarak hicre sayimi yapildi. Bunun igin bayime
ortami ile sUspanse edilen hucrelerden 20 pL alinarak 1:1 oraninda tripan mavisi ile
karistinldi. Karisimdan 10’ar yL alinarak Neubauer laminin iki tarafina pipetlendi. Ters
faz mikroskobu yardimiyla canh (renksiz) ve o6li (mavi renkli) hiacreler sayildi.
Mililitredeki canli ya da 6lu hiicre sayisi [(4 alandaki toplam hiicre sayisi) / 4 x 10* x
seyreltme faktorl] formulinden hesaplandi. Her flask icin 2 kere sayim yapilarak
ortalama hicre sayisi kaydedildi. % hucre canliigini belirlemek igin; [(canli hicre

sayisi) / (6lu+canl hicre sayisi) x 100] formalt kullanildi.
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3.6.3.3. Hucrelerin Pasajlanmasi

Kaltar flasklarindaki hucreler yaklasik %80-90 konfluensiye ulastiginda
pasajlandilar (Sekil 23). Flasklarda bulunan eski hiicre ortamlari atildiktan sonra, flask
hacmine gore PBS ile yikandi. 25 cm? flask igin 1 mL, 75 cm? flask igin 2.5 mL
tripsin/EDTA eklenerek hiicreler yaklasik 1 dk 37 °C’de inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasi flask yuzeyinden kalkmamis olan hucreler flaskin yan yuzeyine hafifce
vurularak kaldirldi. Tripsinin etkisini nétralize etmek amaciyla eklenen hacmin 2-3 kati
kadar tripsin nétralize edici solisyon eklendi. Hucreler steril falkon tlplere alinarak 500
rom’de 15 dk santrifiijlendi. Ust faz uzaklastirildi ve hiicre pelleti biyiime ortami ile
suspanse edildi. Hucre sayimi yapildiktan sonra uygun oranda yeni steril flasklara
bdlinerek pasajlandi. Flasklarin Uzerine pasaj sayisi, pasaj orani ve pasajlama tarihi

yazilarak inkubatore kaldirildi.

Sekil 23. HUVE hucrelerinin ters faz 151k mikroskobu altindaki goruntisu

a) Pasaj sonrasi 1.gun hlicre goruntlsu b) Pasaja hazir 3.glin hiicre goruntusu

3.6.3.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Dondurulmaya hazir hiicre pelleti en fazla 1x108 hiicre/ml olacak sekilde %10
FBS iceren tam ortam ile ¢ozuldu. Hiucre suspansiyonu uzerine 1:1 oraninda %20
DMSO %80 FBS igeren dondurma ortami eklenerek kriyo tlplere aktarildi. Bu sekilde
hicreler %10 DMSO ve %45 FBS ortaminda dondurulmus oldu. Kriyo tlplerin Gzerine

pasaj numarasi, pasaj orani ve dondurma tarihi yazilarak igerisinde izopropanol
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bulunan kriyo kutusu (Mr. Frosty) icerisine kondu. -80 °C’de yavasg¢a dondurulduktan

sonra, uzun sureli saklama icin sivi azot icerisine alindi.

3.6.4. Reaktiflerin Hazirlanmasi
3.6.4.1. Hidrojen Peroksit (H202)’in Hazirlanmasi
Oda sicakliginda depolanan H202 %30’luk (9.79 M) ¢Ozelti halinde temin edildi.
500 mM ve 10 mM H20:2 ara stok ¢ozeltileri steril saf su ile hazirlandi. Deneyler icin
kullanilacak H202'in uygulama suresi ve ICso (%50 hicre canhligini inhibe eden)
dozunu belirlemek amaciyla, 50 yM - 1000 pM aralhiginda degisen H202 dozlari %2

FBS iceren hucre ortami ile dilie edilerek hazirlandi.
3.6.4.2. DCFH-DA Reaktifinin Hazirlanmasi

2, 7’-diklorofluorescin diasetat (DCFH-DA) reaktif oksijen turlerinin dlgimu igin
kullanilan bir reaktiftir. 50 mg DCFH-DA, DMSO ile ¢6zulerek 30 mM ana stok olarak
hazirlandi. Ana stok ¢dzelti -20 °C’de saklandi. Ara stok ¢ozelti (65 uM) blylime ortami

ile dilie edilerek taze olarak hazirlandi.
3.6.4.3. Kalsitrioliin Hazirlanmasi

Kalsitriol (MA: 416.64 g/mol) %100 etanol ile ¢ozulerek 240 uM ana stok seklinde
hazirlandi. Calismada kullanilacak kalsitriol dozlari ana stoktan bluyume ortami ile dilie

edilerek taze olarak hazirlandi. Kalsitriol ana stok ¢ozeltisi -20 °C’de sakland.

Kalsitriol etanol igerisinde ¢6zindugu igin, ¢dzgen etkisini diglamak amaciyla
etanol kontrolleri hazirlandi. Bu kontroller hazirlanan kalsitriol dozlarindaki etanol
yuzdesine bagli olarak sirasiyla %0.00004, %0.004 ve %0.04 seklinde hazirlandi.

Kalsitriol dozlar literatirde yapilan g¢alismalar dogrultusunda segildi. Fizyolojik
doz olarak 0.1 nM, dusik supra-fizyolojik doz olarak 10 nM ve ylUksek supra-fizyolojik
olarak 100 nM dozlari kullanildi (8,159).

3.6.4.4. Parikalsitoliin Hazirlanmasi

Parikalsitol (MA: 416.64 g/mol) 5 pg/mL enjeksiyonluk ¢ozelti iceren ampul
seklinde alindi. Ana konsantrasyonu 10 uM olan ¢dzelti, yardimci madde olarak %20

etanol, %30 propilen glikol ve %50 distile su igerir. Calismada kullanilan parikalsitol
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dozlari ana stoktan buylime ortami ile dilie edilerek taze olarak hazirlandi. Parikalsitol

ana stok ¢ozeltisi vidali kriyo tUp igerisine aktarilarak -20 °C’de saklandi.

Parikalsitol propilen glikol ve etanol ile hazirlandigi igin, ¢dzgen etkisini dislamak
amaciyla propilen glikol/etanol kontrolleri hazirlandi. Bu kontroller hazirlanan
parikalsitol dozlarindaki yuzdelere bagli olarak sirasiyla %0.0003/%0.0002,
%0.03/%0.02 ve %0.3/%0.2 seklinde hazirlandi.

Parikalsitol dozlari kalsitriole benzer sekilde, 0.1 nM, 10 nM ve 100 nM olarak
kullanildi.

3.6.4.5. VDR Antagonisti ZK159222’nin Hazirlanmasi

ZK159222 (MA: 512.73 g/mol), Bayer Shering Pharma (Almanya) tarafindan
sentez edildi. Antagonist %100 etanolde ¢ozllerek 487.5 uM ana stok c¢ozeltisi
seklinde hazirlandi ve -20 °C’de saklandi. Calismada kullanilacak 100 nM ZK159222

dozu buyume ortami ile dilue edilerek taze olarak kullanildi.

3.6.5. Deneysel Caligmalar

Galismamizda oOncelikle H202’in uygulama suresi ve ICso dozunu belirlemek
amaci ile on ¢alismalar gerceklestirildi. Bu on ¢alismalar kapsaminda hucre canlilik

analizi ve reaktif oksijen turlerinin dlgimu yapildi.

On calismalar sonrasinda, farkli dozlardaki kalsitriol ve parikalsitolin HUVEC
kUltirinde H20:2 ile olusturulan oksidatif stres ortaminda, ROT ve hasarli DNA
nukleozidlerinin dizeylerine, DNA onarim enzimi APE1 ve VDR mRNA ekspresyonlari
Uzerine etkisi arastirildi. Ayrica, bu etkilerin VDR sinyalizasyonu ile gercgeklesip

gerceklesmedigini gostermek amaciyla ZK159222 antagonisti kullanildi.

Deneysel galigmalara ve olusturulan deney gruplarina ait akis semasi asagida
verilmigtir (Sekil 24).
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Deneysel Galismalar

[ |
On Galismalar Ana Galismalar
Amag: H,0, uygulama slresi ve ICy, Amac: Farkli dozlardaki kalsitriol, parikalsitol
dozunun belirlenmesi ve antagonistin etkisinin belirlenmesi
Hicre canhiigi analizi N

ROT dlgimii

= WST-1 testinin optimizasyonu
* H,O, uygulama siresi
. H202 |C50 dOZU

Hasarli DNA niikleozidlerinin ‘
olgimi

ROT dlgumu
* H,O, uygulama siresi
- H202 |C50 dOZU

mRNA ekspresyon analizi

Deney gruplari Deney gruplan Y

Kontrol hicresi (H,O, uygulanmayan)
+ %0.033 DMSO uygulanan kontrol hicresi

= Kontrol hiicresi (H,O, uygulanmayan)

+ H,0, uygulanan hiicre

» 50 -1000 uM H,0O, uygulanan hiicreler

« Kalsitriol + H,O, uygulanan hicreler
« ZK159222 + Kalsitriol + H,O, uygulanan hucreler
- Etanol ¢ézgeni + H,O, uygulanan hicreler

= Parikalsitol + H,O, uygulanan hiicreler

- ZK159222 + Parikalsitol + H,O, uygulanan hiicreler

v

ot Propilen glikol/etanol ¢ézgeni + H,O, uygulanan hicreler {,1"

Sekil 24. Deneysel ¢alismalara ve olusturulan deney gruplarina ait akis semasi

3.6.5.1. Hiicre Canliik Analizi

H202'in uygulama suresi ve |ICso dozunu belirlemek amaciyla WST-1 (4-[3-(4-
iyodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolyum]-1,3-benzen disulfonat) testi kullanildi.
Testin prensibi; stabil bir tetrazolyum tuzu olan WST-1, canli hiicrede mitokondri
solunum zincirine ait suksinat-tetrazolyum rediuktaz sistemi tarafindan suda
¢ozlunebilen formazan bilesigine donusturalir. Bu biyoreduksiyon reaksiyonu buyuk
oranda canli hucredeki NAD(P)H’in glikolitik Uretimine baglidir. Bu nedenle, olusan
formazan boyanin miktari hiicre kultGrindeki metabolik olarak aktif olan hlicre sayisi
ile dogrudan iligkilidir. Olusan sari-turuncu renkli boya 450 nm ve 630 nm referans

dalga boyunda spektrofotometrik olarak olgulur.
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Calismalar WST-1 kit icerigine uygun olarak 96 kuyucuklu plaklarda yapildi.
HUVE hucreleri ekildikten 24 saat sonra calismalar gergeklestirildi. Deneye
baslamadan 6nce, kullanilan HUVE hicresi i¢in hlicre sayisi ve reaktifin inkibasyon
suresi optimize edildi. Bunun i¢in 2500, 5000, 7500 ve 10000 canli hucre ekimi ve 0.5,

1, 2 ve 4 saatlik inkibasyon sureleri denendi.

HUVE hucresi i¢in uygun hicre ekim sayisi (5000) ve reaktif inkiibasyon suresi
(2 saat) belirlenmesinin ardindan, énce H202'in uygulama suresi daha sonra da 1Cso
dozu icin deneyler gergeklestirildi. Bunun icin, hicreler 100 uL icerisinde 5000 hicre
olacak sekilde kuyucuklara ekildi. 24 saat yapigsmalari beklendikten sonra kuyucuklar
icerisindeki eski ortamlar atilarak PBS ile yikandi. H20z2, farkli surelerde (0.5-3 saat) ve
farkh dozlarda (50-1000 uM, 100 uL icerisinde) kuyucuklara eklenerek inkibe edildi.
inkiibasyon sonrasinda WST-1 reaktifinden her kuyuya 10 pL eklenerek 2 saat

boyunca 37 °C’de inklUbe edildi. Mikroplak okuyucuda ol¢gim alindi.

Bu calismalarda kontrol olarak H202'in uygulanmadigi hucreler kullanildi. Ayrica,
ROT élguminde kullanilan reaktifin DMSO ile ¢ozulmesi sebebiyle, reaktifin icerdigi
yuzdenin (%0.033) hicre canlihdina etkisinin olup olmadigini degerlendirmek
amaclyla DMSO kontrola kullanildi. % hacre canhligi, tim kosullarin kontrole
oranlanmasi ile hesaplandi. H202'in ICso degeri ise, kullanilan dozlarin logaritmasina

karsilik % canlihk de@erlerine gore ¢izilen grafikten hesaplandi.

3.6.5.2. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Olgiimii
ROT odlgumua, 2, 7’-diklorofluorescin  diasetat (DCFH-DA) reaktifi ile

gerceklestirildi. DCFH-DA hlicre membranindan gecgebilen ve fluoresan 0Ozellikte
olmayan bir probdur. Hticre icerisine alindiginda esterazlar tarafindan de-esterifiye
edilerek yine fluoresan olmayan 2’,7’-diklorofluorescin’e (DCFH) donusur. DCFH-DA
deasetile olduktan sonra hicre disina gikamaz. DCFH, hicre igindeki ROT varliginda
okside olarak oldukga yuksek fluoresan 6zellige sahip 2’,7’-dikloroflourescein’e (DCF)
donusur (Sekil 25). Olusan DCF’nin yesil fluoresans siddeti 485 nm eksitasyon ve 535

nm emisyon dalga boylarinda spektrofluorimetrik olarak olgalur.
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Sekil 25. DCFH-DA ile ROT dlgumu prensibi (160)

ROT o&l¢uma igin koyu renkli 96 kuyucuklu plaklar kullanildi. Her bir kuyucuga
ekilen hdcre sayisi WST-1 c¢alismasi ile belirlenen 5000 canh hucreydi. H202'in
uygulama suresi ve |Cso dozunu belirlemek icin yapilan ROT 6lgum g¢alismalari WST-
1 analizi ile paralel yarutuldd. Bununigin, hticreler 100 pL icerisinde 5.000 hucre olacak
sekilde kuyucuklara ekildi. 24 saat yapismalari beklendikten sonra kuyucuklar
icerisindeki eski ortamlar atilarak PBS ile yikandi. H20z, farkli strelerde (0.5-3 saat) ve
farkh dozlarda (50-1000 uM, 100 L igerisinde) kuyucuklara eklenerek inkiibe edildi.
10 uM DCFH-DA reaktifinden eklendi ve plaklar aluminyum folyo ile kapatilarak 30 dk
inkiibe edildi (161). inkiibasyon sonrasi hiicrelerdeki fluoresans miktari mikroplak

okuyucuda spektrofluorimetrik olarak olguldua.

H202’in uygulama suresi ve |Cso dozu belirlendikten sonra, kalsitriol ve
parikalsitolln farkli dozlarinin ve ZK159222 antagonistinin ROT olusumu Uzerine etkisi
arastinldi. HUVE hucreleri 100 L icerisinde 5000 hucre olacak sekilde ekilerek, 24
saat plak yuzeyine yapismalari beklendi. PBS ile her bir kuyucuk yikandiktan sonra,
farkli dozlardaki kalsitriol ve parikalsitol 100 pyL hicre ortami icinde olacak sekilde
kuyucuklara eklendi ve 24 saat inklbe edildi. Antagonist ilavesi kalsitriol ve parikalsitol
uygulamasindan 1 saat dnce yapildi. inkiibasyon sonrasinda, kuyucuklar tekrar PBS

ile yikandi. H202’in belirlenen dozu 100 pL olacak sekilde kuyucuklara eklendi ve
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belirlenen uygulama suresinde inkibe edildi. Daha sonra, 10 yM DCFH-DA
reaktifinden eklendi ve plaklar aliminyum folyo ile kapatilarak 30 dk inkibe edildi.
inkiibasyon sonrasi hicrelerdeki floresans miktari mikroplak okuyucuda

spektrofluorimetrik olarak ol¢uldu.
3.6.5.3. Hasarli DNA Niikleozidlerinin Olgiimii

Hasarli DNA nukleozidleri 8-OH-dG, R-cdA ve S-cdA’'nin d6lgimuad  sivi
kromatografi-tandem kitle spektrometre (LC-MS/MS) ile gercgeklestirildi. Veri analizi

icin Analyst Software Version 1.5 kullanildi.

Sivi kromatografi tandem kutle spektrometri, sivi kromatografik bir ayrimin
ardindan kultle spektrometresinde molekillerin m/z oranlarina gére &lgumlerinin
yapildigi yuksek duyarhlik, 6zgullik ve dogruluga sahip bir yontemdir (Sekil 26). LC-
MS/MS sisteminde ilk adim, bilesiklerin kromatografik olarak ayrimlandigi sivi
kromatografi (LC) kisminda gercgeklesir. LC, kimyasal ve fiziksel 6zellikleri birbirine ¢ok
yakin bilesenlerden olusan kompleks biyolojik karigimlarin sabit faz ile hareketli faz
arasindaki farkl etkilesimlerine gére ayrimlanmasini saglar. Karisimdaki bilesikler
kolon icerisinde farkli hizlarda hareket ederek kromatografik olarak birbirlerinden
ayrilirlar. Ahkonma zamani [retention time (RT)] olarak adlandirilan, bilesiklerin kolona
ilk girdikleri andan itibaren kitle spektrometresine ulasmalari i¢cin gegen sire her

bilesik icin karakteristiktir.

Kltle spektrometresinin (MS) prensibi, iyonize edilen analitlerin elektromanyetik
bir alan icerisinde sivi fazdan gaz fazina gecirilerek analitlere 6zgu katle/yik (m/z)
oranlarina goére ayristirlmasi esasina dayanir. En sik kullanilan MS iyonizasyon
tekniklerinden biri olan ESI (Elektrosprey iyonizasyon) ile sivi drnegdin bir igne ucundan
puskurtilerek kararsiz yiikli damlaciklar haline gelmesini saglanir. lyonizasyon
kaynagindan yUkli halde gecen damlaciklar belilenen m/z oranlarina goére
ayrimlanacagi kutle analizora kismina gelir. Kutle analizorindeki elektriksel alan belirli
iyonlarin gecisine izin verirken, istenmeyen diger iyonlari tutarak bir m/z filtresi gorevini
yapar. ki kitle analizériinin ard arda geldigi sisteme sirali kiitle spektrometresi
(Tandem MS) adi verilir.
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Sekil 26. LC-ESI-MS/MS sisteminin sematik gosterimi (159)

Triple quadrupole lineer iyon trap (QQQ/LIT), tandem MS o6zelliginde olup
analitlerin mutlak kantitasyonuna ve kalitatif karakterizasyonuna olanak saglayan
hibrid bir kutle analizorudur. Ardisik U¢ quadropolden olusan triple quadropol kutle
analizorlerinde (QQQ) ana iyonlarin filtrelenmesinin gercgeklestirildigi Q1 olarak
adlandirilan ilk kisimda analite ait belirli m/z dederindeki ana iyon segilir. Segilen ana
iyon Q2 kismina iletilerek inert N2 gazi varliginda pargalanir. Q2’de olusan Urun iyonlar
Q3’e geldiklerinde belirlenen m/z degerlerindeki Grin iyon(lar) segilir. Segilen ana
iyon/urun ikilisi (transition) dedektore ulastiginda m/z degerine karsi iyonlarin sinyal
yogunlugu (intensite) kutle spekturumu olarak kaydedilir. Kantitasyon amaciyla
kullanildidinda, Q3 bdlgesi standart quadrupole kutle spektrometresi olarak galistirilir;
kalitatif tanimlayici galigmalarda bu bdlgenin lineer iyon trap ézelliginden yararlanilarak
duyarlilik artinimig olur. Her iki konfigurasyonun birlikte kullanimi ile tek tek

kullanimlarina gére daha yuksek duyarlilik ve dogrulukta sonuglar alinabilir.

SID-MRM LC-MS/MS, adli toksikolojide ilag dizeyi arastirmalari, yenidogan
metabolik hastaliklarinin taranmasi ve tanisi, hormon/vitamin/biyolojik aminler, pestisit
vb. analizleri gibi pek ¢ok alanda kullanilan hedefli yiksek dogruluk ve 6zgulltige sahip
bir kantitasyon modudur (162). Analitin LC’deki kromatografik alikonma zamani

bilgisine ek olarak, MRM-MS/MS’de o analite 6zgu ve daha Onceden tanimlanmig
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birden fazla ana iyon/Uran iyon(lar) ikilisinin izlenmesi ile kantitasyonun kesinligi
arttirllmig olur (163) (Sekil 27).

Bu yontemde ayrica kantitasyonun guvenirliligini arttirmak amaciyla ¢alismanin
basinda her bir 6rnege belirli konsantrasyondaki stabil izotoplarla isaretlenmis internal
standart (IS) eklenmesiyle MS o6ncesi (ekstraksiyon, HPLC enjeksiyonu vb.) ve MS
kosullarinda (iyonizasyon vb.) olusabilecek degisiklikler normalize edilmis olur. Internal
standartlar 13C, 15N veya 2H (d6teryum) ile isaretlenebilir. Stabil izotop isaretli 1S’lerin
kimyasal 06zelligi, kromatografik ayrimlanma o6zellikleri, iyonizasyon etkinligi ve
fragment iyon dagilimi hedef analit ile aynidir. IS’nin hedef analitten tek farki 1°C yerine
13C’0n, *N yerine >N’in ve 'H atomu yerine ?H atomunun gegmesi nedeniyle daha

yuksek molekuler kitleye sahip olmasidir.

5327335

|1 Q23/765

LA

Kitle spektrumu

ana iyon fragmentasyon Ordn iyon
mi'z miz

Sekil 27. MRM modunda secilen ana iyon/urun iyon ikilisinin izlenmesi

SID-MRM LC-MS/MS ile hasarli DNA nukleozidlerinin 6lgimu, Tibbi Biyokimya
Anabilim Dali Arastirma Laboratuvar’'nda guvenilir bir sekilde yontem gegerlilik
calismalari yapimig ve optimize edilmigs bir yontemdir. Bu c¢alisma ile
laboratuvarimizda ilk kez hicre kultira orneklerinde hasarli DNA nuikleozidlerinin

Olgcumu gergeklestirilmistir.
3.6.5.3.1. Huicrelerin Hazirlanmasi

Bu calisma igin 75 cm?lik hiicre flasklarinda buytilen hicreler kullanildi.
Hucreler yaklasik %70-80 konfluent hale geldiginde, %10 FBS igeren ortamda

hazirlanan farkli dozlardaki kalsitriol ve parikalsitol uygulanarak 24 saat inkiibe edildi.
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ZK159222 antagonisti uygulanacak hucreler icin, Kkalsitriol ve parikalsitol
uygulamasindan 1 saat once antagonist uygulandi. Kontrol grubu olarak higbir
uygulama yapilmayan hiicreler kullanildi. inkiibasyon sonrasinda, hiicreler PBS ile
yikanarak %2 FBS ortami igerisinde hazirlanan 300 uM H20:zile 30 dk muamele edildi.
Hucreler PBS ile yikandiktan sonra tripsin ile flask ylzeyinden kaldirildi. Hucreler 500

rom’de 15 dk santriflijlenerek hicre pelleti elde edildi.
3.6.5.3.2. Genomik DNA izolasyonu

Hucrelerden genomik DNA elde etmek amaci ile spin kolon prensibine dayall
ticari bir kit kullanildi. Yontemin prensibi; kullanilan drnege ait genomik DNA’nin aciga
cikarilarak silika membran igeren kolona geri donlUsumli baglanmasinin ardindan

kolondan elle edilmesine dayanir.

Calismada elde edilen hucre pelletleri Gzerine hucre lizis tamponlari ve proteinaz
K eklenip kuvvetli bir sekilde vortekslenerek 70 °C’de yaklasik 15 dk inktbe edildi.
Soguk etanol kullanilarak DNA goérinUr hale getirildikten sonra hiicre érnekleri kolona
yuklendi. Kolon, yikama tamponlari ile yikanarak Kkirlilikler temizlendi. Son olarak

elisyon tamponu ile genomik DNA kolondan elte edildi.
3.6.5.3.3. Genomik DNA Miktarinin Olgiimii

Elde edilen genomik DNA miktari Nanodrop cihazi kullanilarak él¢uldu. Bu cihaz,
kUvet ve kapiller ihtiyaci olmadan 0.5-2 uL gibi ¢ok kuguk hacimde olgim alma imkani
saglayan bir spektrofotometredir. Orneklerdeki DNA'nin 260 ve 280 nm'de
absorbanslar Ol¢uldukten sonra, DNA’nin miktari ve safligi asagidaki formulden

hesaplandi.
DNA konsantrasyonu (ug/mL) = 50 ug/mL x A26onm
DNA safligi = A26onm / A2sonm

Miktar1 belirlenen ornekler her birinde 50 ug DNA olacak sekilde hazirlanarak

SpeedVac cihazinda kurutuldu.
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3.6.5.3.4. Ug Enzim Hidrolizi

Kurutulan 50 uyg DNA 6rnegi 50 pL digestion buffer (10 mM Tris tamponu pH
7.5 ve 45 mM c¢inko klorur iceren 1 M sodyum asetat) ile ¢dzuldu. Stabil izotop isaretli
internal standartlar 8-OH-dG*°N®, R-cdA'>Ns, S-cdA™®Ns ve (¢ enzim karisimi (nikleaz
P1, fosfodiesteraz 1 ve alkalen fosfataz) eklenerek vortekslendi. 24 saat boyunca 37
°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 14000 g'de 5 dk santriflijlenen drnekler 3
kDa molekuler katle siniri olan ultrafiltrasyon membranlari ile 14000 g’de 45 dk
filtrelendi. Elde edilen filtratlar HPLC viallerine aktarilarak LC-MS/MS analizleri
gerceklestirildi (164).

3.6.5.3.5. Sivi Kromatografi-Tandem Kiitle Spektrometre Kosullari

HPLC sistemimiz Shimadzu Prominence modiiler bir sistem olup pompalar (LC-
20AD), oto-6rnekleyici (SIL-20AC HT), degasser unitesi (DGU-20A3) ve kolon
firnindan (CTO-10AS) olusmaktadir. Hasarli DNA nukleozidleri dlgimune ait sivi

kromatografi parametreleri asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 6).

Tablo 6. Hasarli DNA nukleozidlerinin 6lgimune ait sivi kromatografi parametreleri

Mobil fazlar A: %0.1 formik asit iceren filtrelenmis distile su
B: %0.1 formik asit iceren asetonitril
Analitik kolon Agilent Zorbax SB-C18, 2.1x150 mm, 3.5 yM
Guard kolon Agilent Eclipse XBD C8, 2.1x12.5 mm, 5 uM
Akis hizi ve tiri 0.3 mL/dk, gradient
Enjeksiyon hacmi 10 uL (standartlar igin), 20 pL (érnekler igin)
Kolon firini sicakhigi 40 °C
Toplam analiz zamani 26 dk
Allkonma zamanlari 8-OH-dG ve 8-OH-dG®Ns igin; 4.5 dk
R-cdA ve R-cdA™Nsicgin; 2.4 dk
S-cdA ve S-cdA®Nsicin; 3.8 dk

61



Calismamizda kullanilan tandem kutle spektrometresi elektrosprey iyonizasyon
kaynagi (Turbo V®) ile bagl 4000 QTRAP (AB Sciex) modelidir. Azot jenaratorii (Peak
Scientific) ve vakum pompasi (Oerlikon) ile birlikte calismaktadir. Hasarli DNA
nukleozidleri dlgimune ait tandem kutle spektrometre parametreleri asagidaki tabloda

verilmigtir (Tablo 7).

Tablo 7. Hasarli DNA nukleozidlerinin Olgimune ait tandem kutle spektrometre

parametreleri

Iyonizasyon tiirii Elektrosprey (ESI)

lyonizasyon modu Coklu reaksiyon izleme (MRM)

lyonizasyon polaritesi Pozitif

MRM iyon ciftleri 8-OH-dG igin; m/z 284—168

(ana iyonlirin iyon) 8-OH-dG5Ns icin; m/z 289173

(m/z: kutle/yiik) -
R-cdA ve S-cdA icin; m/z 250—164
R-cdA'®>Nsve S-cdA'®Nsigin; m/z 255—169

3.6.5.4. mRNA Ekspresyon Diizeylerinin Analizi

DNA onarim enzimi APE1 ve VDR mRNA ekspresyon duzeyleri “gercek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu (Real-time PCR)” ydntemi ile belirlendi. Fluoresans-temelli
kantitatif real-time PCR (gPCR) olarak da bilinen real-time PCR, DNA amplifikasyonu
ile es zamanli olarak artis gosteren floresan sinyalinin dlgiimesine dayanan bir PCR
yontemidir (165). Asagidaki sekilde real-time qPCR ydnteminin genel akis semasi
gosterilmistir (Sekil 28).

|
7 MRNA gt 4 Primerier - R
Rev. transkriptaz 5 D DNA polimeraz [ T |
25< / ¥ paraxszagas= =l |
: dNTPler . o ‘ dNTPler
S "
jJ L s Sekans-spesifik
< L’ B primerler 3
Total RNA izolasyonu cDNA sentezi RT-gPCR " »

Sekil 28. Real-time gPCR ydnteminin akis semasi
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3.6.5.4.1. Total RNA izolasyonu

Hucrelerden total RNA elde etmek amaciyla, kulture hucrelerin lizis edilerek
direkt komplementer DNA (cDNA) sentezi adimina gecilmesine olanak saglayan
“‘RealTime ready cell lysis (Roche)” kiti kullanildi. 6 kuyucuklu plaklara ekilen hicreler
istenen kosullarda hazirlandiktan sonra, hiicreler tripsin ile kaldiriimadan yalnizca PBS
ile yikandi. Her bir kuyucuga asagidaki tabloda verilen hucre lizis karigimi eklendi
(Tablo 8). Yaklasik 5 dk beklendikten sonra mikroskop altinda bakilarak hicrelerin
parcalanmis oldugu gozlemlendi (Sekil 29).

Tablo 8. Hucreden total RNA eldesi igin hazirlanan hucre lizis karigiminin igerigi

Karigsimin igerigi Eklenen miktar
Lizis tamponu 39.5 uL
RNaz inhibitora 0.5 L

Sekil 29. HUVE hucrelerinin lizis 6ncesi ve sonrasi goruntuleri
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3.6.5.4.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Revers transkriptaz enzimi ile tek iplikli RNA’dan tek iplikli cDNA sentezi islemidir.
RNA’ya random hekzamer primerler baglandiktan sonra revers transkriptaz enzimi
ortamda bulunan deoksinukleotidleri kullanarak primerleri uzatir ve boylece cDNA
sentezlenmis olur. Reaksiyon sicakliginin artigi ile enzimin inaktive olmasi ve mRNA-

cDNA cift iplikli yapisi denature olarak birbirinden ayriimasi ile islem tamamlanir.

Calismamizda cDNA sentezi i¢in “Evoscript Universal cDNA Master (Roche)” kiti

kullanildi. Sentez igin hazirlanan karisimin igerigi tabloda verilmistir (Tablo 9).
Tablo 9. cDNA sentezi igin hazirlanan karigiminin igerigi

Karigsimin igerigi Eklenen miktar

Reaksiyon tamponu 4 uL
*Random primerler, oligo(dT), dNTP ve magnezyum asetat icerir.
Termolabil nikleaz 0.5 uL

Enzim mix 2 uL
*Revers transkriptaz ve RNaz inhibitorlerini igerir.
PCR grade su 11,5 uL

18 uLl’lik bu karisim vortekslenip beyaz renkli 96 kuyucuklu mikroplak igindeki
kuyucuklara eklendi. Total RNA'nin elde edildigi hucre lizatlarindan 2 yL alinarak her
bir kuyucuga ilave edildi. Plagin Gzeri yapigkanli band ile iyice kapatilarak 1000 g’de 1
dk boyunca santrifiijlendi. Santriflij sonrasinda plak LightCycler® 96 (Roche) cihazina
yerlestirilerek asagidaki program uygulandi. Elde edilen cDNA’lar ve RNA oérnekleri
-20 °C’de sakland.

e 45 °C, 900 saniye
e 85 °C, 300 saniye Preinktbasyon iglemi
e 65 °C, 900 saniye

e 37 °C, 300 saniye = — Sogutma iglemi
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3.6.5.4.3. Real-time gPCR

Ayni tup icerisinde hem amplifikasyonun hem de deteksiyonun gerceklestigi real-
time gPCR tekniginde, PCR reaksiyonu sicaklik dongulerinin degisimi ile
gerceklesmektedir. ilk dénglide (denatiirasyon), 95 °C gibi yiiksek sicaklikta cift iplikli
DNA’nin ayrilmasi saglanir. ikinci déngiide (primer baglanmasi, anneling), sicaklik 55-
60 °C’ye dusurulerek primerlerin kalip DNA’ya baglanmasi saglanir. Son dongude ise
(zincir uzamasl, extension), sicaklhk Taq polimeraz enziminin optimum aktivite
go6sterdigi 72 °C civarlarina yulkseltilir ve Taq polimerazin dNTP’leri kullanarak

primerleri secici olarak uzatmasi saglanir (165).

gPCR ydnteminde iki farkli Grin saptama yontemi vardir. Bunlardan biri; ¢ift
zincirli DNA'ya yerlesebilen floresan bir boyanin (SYBR green gibi) kullanildigi dizi
spesifik olmayan saptama yoéntemidir. Bu ydntem goérece ucuz olmasina ragmen
yalanci pozitif sonuglar vermektedir. ikinci saptama ydntemi olan dizi spesifik sistem
ise, spesifik olarak hedef dizileri taniyan floresan rezonans eneriji transfer problarina
(hidroliz ve hibridizasyon problari gibi) dayanmaktadir. Calismamizda saptama
yontemi olarak son yillarda yaygin olarak kullanilan hidroliz problarini kullandik. Bu
problarin diger bir ismi TagMan problaridir. TagMan probu cift tarafli olarak
isaretlenmis bir oligoprobdur. Oligonuklotid dizisinin bir ucunda bildirici (reporter)
florofor diger ucunda engelleyici (quencher) florofor bulunur. Prob batin halindeyken,
engelleyici boya bildirici boyayi baskilamaktadir ve boylece sinyal olusumu
engellenmektedir. Reaksiyon sirasinda, Taq DNA polimerazin probu hidroliz etmesi
sonrasinda bildirici ve engelleyici boya birbirinden ayrilir ve floresan isima gercgeklesir.
Bu nedenle hidroliz problari gPCR reaksiyon 6zgulligune ek bir katki saglamaktadir
(166). Hidroliz problari Uretici firma tarafindan “Evrensel prob kitiphanesi (UPL)”
teknolojisi kullanilarak hedef diziye spesifik bir sekilde dizayn edilmekte ve tim qPCR

etkinligi ve kosullari (Tm sicakligi, reaksiyon programi vb.) optimize edilmektedir.

Cahsmamizda gqPCR igin “RealTime Ready catalog assay (Roche)” ile ¢ahlgildi.
Referans gen olarak beta aktin (B-aktin) kullanildi. gPCR reaksiyonu igin hazirlanan

karisimin icerigi tabloda verilmistir (Tablo 10).
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Tablo 10. gPCR reaksiyonu i¢in hazirlanan karigiminin igerigi

Karigsimin igerigi Eklenen miktar
Prob master 10 uL
*Enzim ve dNTPleri icerir.

Gen spesifik RealTime Ready 1uL

*Primer ve hidroliz problarini igerir.

NUkleaz free su 4 uL

gPCR reaksiyon karisimi galisilacak olan genlere gore ayri ayri hazirlandi. 15
ML'lik bu karigim vortekslenip beyaz renkli 96 kuyucuklu mikroplak igindeki kuyucuklara
eklendi. Elde edilen cDNA’lardan 5 pL alinarak her bir kuyucuga ilave edildi. Plagin
Uzeri yapiskanh band ile iyice kapatilarak 1000 g’de 1 dk boyunca santrifjlendi.
Santrifij sonrasinda plak LightCycler® 96 (Roche Diagnostic) cihazina yerlestirilerek

asagidaki program uygulandi.

e 95°C, 600 saniye, 1 dongu — Preinkibasyon iglemi
95 °C, 10 saniye, 45 dongu

60 °C, 30 saniye, 45 dongu Amplifikasyon iglemi
72 °C, 1 saniye, 45 dongu

37 °C, 30 saniye, 1 dongi. — Sogutma iglemi

Sonuglarin analizi LightCycler 96 (SV 1.1) yazilimi ile gergeklestirildi. Her bir
ornege ait hedef gen (APE1 ve VDR) ekspresyonu, referans gen ([-aktin)

ekspresyonuna oranlanarak 2-AACq (Cqg: quantification cycle) yontemi ile asagidaki

hesaplamalar dogrultusunda rolatif kantitasyon yapildi.
AC(q kontrol = kontrole ait hedef genin Cq degeri - kontrole ait referans genin Cq degeri
ACq smek = 0rnege ait hedef genin Cq degeri - 6rnede ait referans genin Cq degeri

Normalize edilmis hedef gen ekspresyonu = 2 - (ACa 0mek - ACq kontrol) — 5-AACq
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3.7. Arastirma Plani ve Takvimi

Ocak - Haziran 2013 e Tez Onerisi hazirlanmasi

e Tez Onerisi sunumu ve kabull

Eylul 2013 - Mart 2014 e Proje dnerisinin hazirlanmasi

Eylul 2014 - Subat 2015 ¢ Projenin kabul edilmesi

e Malzeme alimlari

Subat 2015 - Haziran 2016 e HUVE hiicrelerinin gogaltiimasi

e H202 uygulama suresi ve ICso dozunun belirlendigi
on calismalarin gergeklestirilmesi

» WST-1 hucre canlilik analizi
» ROT olgimu calismalari
Haziran 2016 - Mart 2018 e HUVE hucrelerinde Kalsitriol, parikalsitol ve VDR
antagonistinin etkilerinin arastiriimasi
» ROT olgimu calismalari
» LC-MS/MS cgalismalari
» (QPCR caligmalari

Sekil 30. Arastirma akis semasi

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Verilerin istatistiksel analizi GraphPad Prism 5.03 programi kullanilarak
gerceklestirildi. iki grup arasindaki karsilagtirmalar student’s t testi ile analiz edildi.
Veriler ortalama * standart hata seklinde ifade edildi. p<0.05 dederi istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi. Tum galismalar en az u¢ kez tekrar edildi.
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3.9. Arastirmanin Sinirhiliklari
Arastirmamizin sinirhliklari:

e mMRNA duzeyinde ekspresyonlari incelenen APE1 ve VDR geninin, uygulanan
kosullar altinda protein duzeylerindeki olasi degisimlerinin etkisi proje bltgesinin
sinirl olmasi nedeniyle incelenememistir.

e Calismamizda kullanilan sentetik antagonist ile VDR proteini Uzerinde
farmakolojik bir inhibisyon saglanmaya calisiimigtir. VDR’nin siRNA yontemi ile
gen duzeyinde susturulmasinin saglanmasi ile meydana gelebilecek hucresel

etkiler arastirilamamistir.

3.10. Etik Kurul Onay!

Calismamiz igin Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesi Girisimsel Olmayan
Arastirmalar Etik Kurulu’'ndan 24.03.2014 tarih ve 2014/11-13 protokol numarasi ile
etik kurul onay! alindi. Daha sonra, 17.05.2018 tarih ve 2018/12-38 karar numarasi ile
calisma basliginin degisikligi talebi etik kurul tarafindan kabul edilmistir (EK 1).

68



4. BULGULAR
4.1. On Galigmalar ile ilgili Bulgular

4.1.1. WST-1 Testi icin Hiicre Sayisi ve Reaktif inkiibasyon Siiresinin

Belirlenmesi

Calismamizda 96 kuyucuklu plaklarda gergeklestirilecek galismalar igin hicre
sayisi ve reaktif inkibasyon suresi belirlenirken, spektrofotometrik dlgimden elde
edilen absorbans degerleri dikkate alindi. Ana galismalarda absorbans degerlerinde
meydana gelebilecek azalmalar ve artmalar nedeniyle ¢gok dusuk ve yuksek absorbans
degerleri tercih edilmedi. Bu nedenle elde edilen sonuglar dogrultusunda 5000 canl
hicre ekimi uygun bulundu. Hucre canhih@r analizi igcin WST-1 reaktifinin inkibasyon

suresi ise 2 saat olarak belirlendi (Sekil 31).

0.5 saat inkiibasyon 1 saat inkiibasyon
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Sekil 31. WST-1 testi igin hiicre sayisi ve reaktif inkiibasyon stresinin belirlenmesi

***n<0.0001, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
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4.1.2. Hidrojen Peroksit Uygulama Siresinin Belirlenmesi

Hidrojen peroksitin (H202) uygulama suresi, hucre canliigi analizi ve reaktif
oksijen tirlerinin dlgiimii ile belirlendi. ik olarak, farkli dozlarda (i¢ saatlik H202
uygulama suresi ¢ahgsildi (Sekil 32). 600-1000 uM arasindaki uygulamalarda hucre
canlihginin yaklasik %20’lere indigi gdzlemlendi. ROT dizeylerinde ise 200-1000 yM
arasindaki uygulamalarda anlamli artig goérulda. Yapilacak ¢alismalar agisindan %20
canlihk orani disuk bulundugu igin U¢ saatlik uygulama suresi tercih edilmedi. Bu

nedenle uygulama suresi yarim saate indirilerek benzer dozlarda yeniden c¢aligildi.

Yarim saatlik H202 inkiibasyonu sonrasi doza bagll olarak hlcre canlihginda
azalma ve ROT olusumunda artis gozlemlendi (Sekil 33). Hicre canhligi agisindan
degerlendirildiginde; 200 uyM ile 1000 uM arasinda kontrol grubuna gore anlamli bir
azalma goruldi. ROT duzeylerinde ise, 50 yM’dan itibaren tim dozlarda kontrole gore
anlamli artis gézlendi. DMSO kontrolintn hacre canhiligina ve ROT olusumuna etkisi,
kontrole gore anlamli degildi. Bu sonuglar dogrultusunda, H202 uygulama suresi yarim

saat olarak belirlendi.

a H,0, ile 3 saat inkiibasyon b H,0, ile 3 saat inkiibasyon
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Sekil 32. Ug saatlik H202 uygulamasinin a) % hiicre canlihgina ve b) % ROT diizeyine
etkisi (kontrole gore *p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001)
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a H,0, ile yarim saat inkiibasyon b H,0; ile yarim saat inkiibasyon
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Sekil 33. Yarim saatlik H202 uygulamasinin a) % htcre canliigina ve b) ROT dizeyine
etkisi (kontrole gore *p<0.05, **p=0.002, ***p<0.0001)

¥ ROT duzeyleri kontrole gore en az 10 kat yiksek kaldidi igin buradaki grafik kat farki olarak verilmistir.

4.1.3. Hidrojen Peroksit ICso Dozunun Belirlenmesi

HUVE hucrelerinde hiucre canhiigint %50 oraninda inhibe eden H202 dozunu
belirlemek amaciyla WST-1 testi yapildi. H202 dozlarinin logaritmasina karsi1 % hicre
canlih@r degerlerine gore cizilen grafikten, ICso dozunun 300 pM oldugu belirlendi
(Tablo 11 ve Sekil 34). Sekil 33 b’de, 300 uM H202 uygulamasi kontrole gére ROT
olusumunda yaklasik 20 katlik anlamli bir artis saglamistir.

Tablo 11. H202'in ICso dozunu belirlenmek i¢in kullanilan dozlarin logaritmik dénigimu

ve % hucre canhlik degerleri

Log (H-O2dozu) % Hucre canlilig:
Kontrol 0 100

50 yM H:0: 1,70 92,51

100 uM H20; 2,00 80,50

200 M H20:2 2,30 64,34

300 uM H>0- 2,48 52,00

400 pM H20:2 2,60 47,26

500 uM H20- 2,70 36,74

750 pM H20- 2,88 25,24
1000 uM H20- 3,00 23,69

71



A
Nonlin fit e Gat
| Y
100 log(inhibitor) vs. response — Variable slope
Best-fit values
D Bottom 5514
E Top 100.3
E LogIC50 2474
8 HillSlope -1.274
o [ icso 297.8
s 50_ Span 94 82
= Std. Error
= Bottom 7.032
EE Top 1.968
LogIC50 0.05767
HillSlope 0.1515
Span 797
e 95% Confidence Intervals
v ! ' Bottom -12.57 to 23.59
0 1 2 3 Top 952810 1054
LoglIC50 2.326 to0 2.622
Log (hidrojen peroksit dozu) HillSlope -1.664 to -0 8847
IC50 211.7t0 419.0

Sekil 34. H202’in ICso dozunun belirlenmesi a) logaritmik dénisim grafigi b) GraphPad
Prism programi ile elde edilen |Cso degeri

On calismalar sonucunda, HUVE hiicrelerinde oksidatif stres olusturacak H20-

dozunun 300 uM, uygulama suresinin yarim saat olmasina karar verildi.
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4.2. Ana Galigsmalar ile ilgili Bulgular

4.2.1. Kalsitriol ve Parikalsitolin Reaktif Oksijen Tirlerinin Olusumu

Uzerine Etkisi

HUVE hdcreleri farkli dozlardaki kalsitriol ve parikalsitol ile 24 saat muamele
edildikten sonra, 300 pyM H20: ile yarim saat inkibe edildi. Ayrica, kalsitriol ve
parikalsitol uygulanan gruplarda ZK159222 antagonistinin etkisi de belirlendi. Bu
calismada, kalsitriol ve parikalsitol icin ¢ozgen olarak kullanilan sirasiyla etanol ve

propilen glikol/etanol yizdelerinin ROT olusumuna etkisi de incelendi.

300 pM H202 uygulamasi kontrole gore yaklasik %80 oraninda anlamh bir ROT
artisi sagladi (p<0.0001). 0.1, 10 ve 100 nM kalsitriol ile muamele edilen gruplara
bakildiginda (Sekil 35, Tablo 12), tim kalsitriol dozlari ROT olusumunu 300 yM H202
uygulanan gruba gore %80 oraninda anlamli bir sekilde azaltmigtir (sirasiyla;
p=0.0005, p=0.0011, p=0.0008).

Kalsitriol uygulamasi dncesi hucrelere verilen 100 nM antagonist ise, kalsitriol
uygulanan gruplara goére ROT olusumunu %60 oraninda arttirmistir (sirasiyla;
p=0.0027, p=0.0055, p=0.0050). Cozgen kontrollerinin ROT olusumu Uzerine herhangi
bir etkisi saptanmadi (p>0.05).
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Sekil 35. HUVE hucrelerinde farkli dozlardaki kalsitriolin ve VDR antagonistinin ROT

olusumu Uzerine etkisi (**p<0.01, ***p<0.001)
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Tablo 12. Farkli dozlardaki kalsitriol ve VDR antagonisti uygulamasindan elde edilen

ROT duzeyleri ve p degerleri

Kosullar % ROT diizeyi (ort * ss) p

Kontrol 100.0+0.0008

300 pM H20: 177.9+12.33 <0.0001"
%0.00004 etanol 165.4+8.68 0.239

0.1 nM Kalsitriol + 300 pM H202 99.6+9.74 0.0005%/0.0018*
ZK159222 + 0.1 nM kalsitriol + 300 uM H202 157.2+4.56 0.00277
%0.004 etanol 160.047.29 0.154

10 nM Kalsitriol + 300 pM H20> 101.3+11.39 0.00111/0.0059*
ZK159222 + 10 nM kalsitriol + 300 uM H20: 160.16.14 0.0055"
%0.04 etanol 164.346.16 0.210

100 nM Kalsitriol + 300 pM H202 103.0£10.23 0.00081/0.0027*
ZK159222 + 100 nM Kalsitriol + 300 uM H20: 160.2+9.91 0.0050"

ROT duizeyi ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *Kontrole gore, 1300 UM H202grubuna gore,
$Cozgen kontroliine gore, Y Kalsitriol + 300 uM H202 grubuna gore

Farkli dozlardaki parikalsitolin ROT dizeylerine etkisi incelendiginde (Sekil 36,
Tablo 13), kalsitriole benzer sekilde tum parikalsitol dozlari ROT olusumunu 300 uM
H202 uygulanan gruba goére yaklasik %85 oraninda anlamli bir sekilde azaltmistir
(sirasiyla; p=0.0003, p=0.0004, p=0.0008). ROT duzeylerinde parikalsitolin dozuna
bagli bir azalma goézlenmekteydi. Parikalsitol uygulamasi 6ncesi hucrelere verilen 100
nM antagonist ise, parikalsitol uygulanan gruplara gére ROT olusumunu %45 - 65
oraninda arttirmigtir (sirasiyla; p=0.007, p=0.0087, p=0.0232). 0.1 ve 10 nM
parikalsitoliin ¢d6zgen kontrollerinin ROT olusumu Uzerine herhangi bir etkisi
saptanmadi (p>0.05). Ancak, 100 nM parikalsitolin ¢6zgen kontrolu ROT duzeyini 300
MM H202 uygulanan gruba gore anlamli olarak azalttigi gézlenmistir (p=0.037).
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Sekil 36. HUVE hucrelerinde farkli dozlardaki parikalsitolin ve VDR antagonistinin
ROT olugumu Uzerine etkisi (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)
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Tablo 13. Farkh dozlardaki parikalsitol ve VDR antagonisti uygulamasindan elde

edilen ROT duzeyleri ve p degerleri

Kosullar

Kontrol

300 uM Hz20:2

%0.0003 PG/%0.0002 etanol

0.1 nM parikalsitol + 300 pM H20:2

ZK159222 + 0.1 nM parikalsitol + 300 yM H20:2
%0.03 PG/%0.02 etanol

10 nM parikalsitol + 300 uM Hz202

ZK159222 + 10 nM parikalsitol + 300 yM H20>

2%0.3 PG/%0.2 etanol

100 nM parikalsitol + 300 uM Hz202

ZK159222 + 100 nM parikalsitol + 300 yM H20:

% ROT diizeyi (ort £ ss)

100.0+0.0008

177.9+12.33
159.448.51
95.149.58
138.14+6.57
150.045.49
93.5949.99
140.646.20
143.61£5.31

92.20+12.41

136.1+1.21

<0.0001"
0.152
0.00031/0.0019*
0.0011"
0.068
0.00041/0.0034*
0.00877
0.0371
0.00081/0.0137*

0.02327

ROT dizeyi ortalama * standart sapma seklinde verilmistir. PG: propilen glikol. *Kontrole goére, 1300 UM
H202 grubuna gore, tC)('jzgen kontroliine gore, YKalsitriol + 300 pM H202 grubuna gére
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4.2.2. Kalsitriol ve Parikalsitoliin Hasarli DNA Niikleozidleri Uzerine Etkisi

HUVE hucrelerinde hasarli DNA nUkleozidleri 8-OH-dG, R-cdA ve S-cdA
dizeyleri sivi kromatografi-tandem kutle spektrometresi (LC-MS/MS) ile dlg¢uldu. Farkl

dozlardaki kalsitriol ve parikalsitollin ve ZK159222 antagonistinin etkisi belirlendi.

300 uM H202 uygulamasi, kontrole goére 8-OH-dG, R-cdA ve S-cdA duzeylerinde
anlamli bir artig sagladi (sirasiyla; p<0.0001, p=0.0055, p=0.0307) (Sekil 37, Sekil 38,
Sekil 39). Bu artis 6zellikle 8-OH-dG diuzeylerinde daha belirgindi (8 kat). 10 ve 100
nM kalsitriol uygulamasi hem 8-OH-dG hem de S-cdA dizeylerinde 300 uM H20:2
uygulanan gruba gore anlamli azalma saglarken, R-cdA duzeyleri i¢in yalnizca 10 nM
kalsitriol uygulamasi anlamli olarak azalma sagladi. Fizyolojik konsantrasyon olan 0.1
nM Kalsitriol uygulamasi ise sadece 8-OH-dG dlizeylerini 3 kata kadar anlamli olarak
azaltti (p=0.0004).

Kalsitriol dncesi hicrelere verilen 100 nM antagonist ise, 8-OH-dG diuzeylerinde
0.1 ve 100 nM Kalsitriol uygulanan gruplara gére ve S-cdA duzeylerinde 10 nM kalsitriol
uygulanan gruba goére anlamh artma sagladi (sirasiyla; p=0.0249, p=0.0321,
p=0.0019) (Tablo 14, Tablo 15, Tablo 16).
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Sekil 37. HUVE hicrelerinde farkl dozlardaki kalsitrioliin ve VDR antagonistinin
8-OH-dG duzeylerine etkisi (*p<0.05, **p<0.001)

Tablo 14. Farkh dozlardaki kalsitriol ve VDR antagonisti uygulamasindan elde edilen

8-OH-dG duzeyleri ve p degerleri

8-OH-dG / 10° DNA niikleozidi

Kosullar (ort £ s5) p
Kontrol 4.23+0.674

300 uM H20: 33.08+0.405 <0.0001"
0.1 nM Kalsitriol + 300 uM H20: 11.68+0.415 0.00041
ZK159222 + 0.1 nM Kalsitriol + 300 uM H202 13.47+0.015 0.0249"
10 nM Kalsitriol + 300 uM H20: 8.67+0.365 0.00027
ZK159222 + 10 nM kalsitriol + 300 uM H20: 12.06+2.298 0.1907
100 nM Kalsitriol + 300 pM H20: 9.12+0.285 0.0002f
ZK159222 + 100 nM Kalsitriol + 300 uM H20: 13.55+1.158 0.03217

8-OH-dG diizeyi ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *Kontrole gore, 300 MM H202 grubuna
gore, Y Kalsitriol + 300 uM H202 grubuna gére
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Sekil 38. HUVE hucrelerinde farkli dozlardaki kalsitrioliin ve VDR antagonistinin R-cdA
dizeylerine etkisi (*p<0.05, **p<0.01)

Tablo 15. Farkh dozlardaki kalsitriol ve VDR antagonisti uygulamasindan elde edilen

R-cdA duzeyleri ve p degerleri

R-cdA / 10° DNA niikleozidi

Kosullar (ort % ss) p
Kontrol 0.0027+0.0001

300 pM H20: 0.0042+0.0000 0.0055"
0.1 nM Kalsitriol + 300 pM H20: 0.0032+0.0011 0.280
ZK159222 + 0.1 nM Kalsitriol + 300 uM H202 0.0057+0.0024 0.180
10 nM Kalsitriol + 300 uM H20> 0.0020+0.0003 0.0097f
ZK159222 + 10 nM Kalsitriol + 300 yM H202 0.0066+0.0018 0.062
100 nM kKalsitriol + 300 pM H20. 0.0041+0.0017 0.490
ZK159222 + 100 nM Kalsitriol + 300 pM H20. 0.0054+0.0010 0.293

R-cdA diizeyi ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *Kontrole gore, 300 MM H202 grubuna
gore
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Sekil 39. HUVE hucrelerinde farkli dozlardaki kalsitriolin ve VDR antagonistinin S-cdA
dizeylerine etkisi (*p<0.05, **p<0.01)

Tablo 16. Farkli dozlardaki kalsitriol ve VDR antagonisti uygulamasindan elde edilen

S-cdA duzeyleri ve p degerleri

S-cdA / 10° DNA niikleozidi

Kosullar (ort £ s5) p
Kontrol 0.0083x0.0007

300 pM H202 0.0120+0.0114 0.0307"
0.1 nM Kalsitriol + 300 uM H20; 0.0087+0.0186 0.0764
ZK159222 + 0.1 nM Kalsitriol + 300 uM H202 0.0133+0.0023 0.096
10 nM Kalsitriol + 300 uM H20 0.0087+0.0007 0.041t
ZK159222 + 10 nM Kalsitriol + 300 yM H202 0.0153+0.0009 0.0019"
100 nM Kalsitriol + 300 pM H20. 0.0830+0.0014 0.048t
ZK159222 + 100 nM Kalsitriol + 300 pM H20. 0.0117+0.0009 0.061

S-cdA dulzeyi ortalama * standart sapma seklinde verilmistir. *Kontrole gore, 300 MM H20:2 grubuna
gore, Y Kalsitriol + 300 uM H202 grubuna gére
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Farkli dozlardaki parikalsitolin hasarli DNA nukleozidlerinin duzeylerine etkisi
incelendiginde (Sekil 40, Sekil 41, Sekil 42), tim parikalsitol dozlar1 8-OH-dG ve S-
cdA duzeylerini 300 yM H202 uygulanan gruba gore anlamli bir sekilde azaltirken, 10
ve 100 nM parikalsitol konsantrasyonlari R-cdA duzeylerinde anlamli azalma
saglamistir. Bu azalma 8-OH-dG duzeylerinde daha belirgindir (4-5 kat) (p<0.0005).

Parikalsitol, S-cdA dizeylerinde doza bagh olarak etki gosterdi.

Antagonist uygulamasi 8-OH-dG duzeylerinde 0.1 ve 10 nM parikalsitol
uygulanan gruplara goére (4-6 kat) anlamli artma sagladi (sirasiyla; p=0.0001,
p<0.0001). Siklodeoksiadenozinlere bakildiginda; antagonist uygulamasi R-cdA
diuzeylerinde 10 ve 100 nM parikalsitol uygulanan gruplara gore (2-4 kat) anlamli artma
saglarken, S-cdA duzeylerinde sadece 100 nM parikalsitol uygulanan gruba gore (1.5
kat) anlamh bir artis gosterdi (sirasiyla; p=0.0126, p=0.016, p=0.0018) (Tablo 17,
Tablo 18, Tablo 19).
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Sekil 40. HUVE hucrelerinde farkli dozlardaki parikalsitolin ve VDR antagonistinin
8-OH-dG duzeylerine etkisi (***p<0.001)

Tablo 17. Farkli dozlardaki parikalsitol ve VDR antagonisti uygulamasindan elde

edilen 8-OH-dG duzeyleri ve p degerleri

8-OH-dG / 10° DNA niikleozidi

Kosullar (ort £ ss) p
Kontrol 4.23+0.674

300 uM Hz20:2 33.0840.405 <0.0001"
0.1 nM parikalsitol + 300 uM H202 7.04+0.095 0.00017
ZK159222 + 0.1 nM parikalsitol + 300 yM H202 32.0210.370 0.0001Y
10 nM parikalsitol + 300 yM H20:2 6.83+0.209 <0.0001%
ZK159222 + 10 nM parikalsitol + 300 yM H20> 38.84+3.180 <0.0001"
100 nM parikalsitol + 300 yM H20:2 9.38+0.455 0.0002t
ZK159222 + 100 nM parikalsitol + 300 yM H20> 24.03£5.117 0.0645

8-OH-dG dizeyi ortalama * standart sapma seklinde verilmistir. *Kontrole gore, 1300 MM H202 grubuna
gore, Y Parikalsitol + 300 M H202 grubuna gére
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Sekil 41. HUVE hucrelerinde farkli dozlardaki parikalsitoliin ve VDR antagonistinin
R-cdA dizeylerine etkisi (*p<0.05, **p<0.01)

Tablo 18. Farkli dozlardaki parikalsitol ve VDR antagonisti uygulamasindan elde

edilen R-cdA duzeyleri ve p degerleri

R-cdA / 10° DNA niikleozidi

Kosullar (ort £ s5) p
Kontrol 0.0027+0.0001

300 uM H20:2 0.0042+0.0000 0.0055"
0.1 nM parikalsitol + 300 uM H202 0.0031+0.0005 0.1195
ZK159222 + 0.1 nM parikalsitol + 300 uM H20: 0.0028+0.0006 0.344
10 nM parikalsitol + 300 yM H20:2 0.0022+0.0004 0.0121%
ZK159222 + 10 nM parikalsitol + 300 yM H202 0.0039+0.0004 0.0126Y
100 nM parikalsitol + 300 yM H20:2 0.0013+0.0002 0.0015%
ZK159222 + 100 nM parikalsitol + 300 yM H20:2 0.0041+0.0005 0.0016Y

R-cdA diizeyi ortalama * standart sapma seklinde verilmistir. *Kontrole gore, 1300 MM H202 grubuna
gore, Y Parikalsitol + 300 uM H202 grubuna gére

84



0.020+

:-§ I ** I

g **

2 0.015- * T = '

= | —

= Kk

= =

< T

4 0.0104

=)

©

—

<  0.005-

©

Q@

N

0.000

Parikalsitol (nM) - - 0.1 10 100
300 pM H20; - + + 4+ + o+ + o+
100 nM ZK159222 - - -+ -+ -+

Sekil 42. HUVE hucrelerinde farkli dozlardaki parikalsitolin ve VDR antagonistinin
S-cdA duzeylerine etkisi (*p<0.05, **p<0.01)

Tablo 19. Farkli dozlardaki parikalsitol ve VDR antagonisti uygulamasindan elde

edilen S-cdA duzeyleri ve p degerleri

S-cdA / 10° DNA niikleozidi

Kosullar (ort £ 55) p
Kontrol 0.0083+0.0007

300 uM H202 0.0120%0.0114 0.0307"
0.1 nM parikalsitol + 300 yM H20:2 0.0073+0.0120 0.0188t
ZK159222 + 0.1 nM parikalsitol + 300 yM H20: 0.0070+0.0020 0.4434
10 nM parikalsitol + 300 yM H20:2 0.0060+0.0006 0.0045t
ZK159222 + 10 nM parikalsitol + 300 pM H20: 0.0085+0.0015 0.0799
100 nM parikalsitol + 300 yM H20:2 0.0053+0.0009 0.00341
ZK159222 + 100 nM parikalsitol + 300 yM H20> 0.0108+0.0006 0.0018Y

S-cdA dlzeyi ortalama * standart sapma seklinde verilmistir. *Kontrole gore, 1300 MM H202 grubuna
gore, Y Parikalsitol + 300 pM H202 grubuna gére
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4.2.3. Kalsitriol ve Parikalsitolin VDR ve APE1 mRNA Ekspresyon

Diizeyleri Uzerine Etkisi

Kalsitriol, parikalsitol ve ZK159222 antagonist uygulamasi sonrasi HUVE
hicrelerindeki VDR ve DNA onarim enzimi APE1'in mRNA ekspresyon duzeyleri,
gPCR ile LightCycler® 96 (Roche Diagnostic) cihazinin software programi kullanilarak
belirlendi. Her gene ait Cq degerleri kullanilarak 2249 yontemi ile rolatif kantitasyon
yapildi. Rélatif kantitasyon igin, hedef genlerin Cq degerleri referans gen olan beta
aktin Cq degerlerine oranlandi. Hedef genlere (VDR ve APEL) ve referans gene ait

(beta aktin) gPCR amplifikasyon egrisinin bir 6rnegi Sekil 43’de verilmistir.

1.500
g 1.200
o
g 0.900 APE-1 :
o 7 -
S 0.600 :
[ Beta aktin o
0.300 r ot / .. ’ VDR
0.000 w0l B _ ]

4.00 8.00 12.00 16.00 20.00 24.00 28.00 32.00 36.00 40.00 44.00
Cycle

Sekil 43. VDR, APEL ve beta aktin’e ait ornek bir amplifikasyon egrisi

300 uM H202uygulamasi hem VDR hem de APE1 mRNA ekspresyon duzeylerini
kontrole gore anlamlh olarak azaltmigtir (sirasiyla; p=0.0070, p=0.0117) (Sekil 44,
Tablo 20, Tablo 21). 0.1 nM kalsitriol uygulamasi sonrasinda, VDR ekspresyon dluzeyi
300 uM H202 uygulanan gruba goére yaklasik 4 kat anlamli artis sagladi (p=0.0036).
0.1 nM Kkalsitriol oncesi uygulanan 100 nM ZK159222 antagonisti ise kalsitriolun bu
etkisini anlaml sekilde 2 kat azaltmigtir (p=0.0441). 10 ve 100 nM kalsitriol uygulamasi
VDR ekspresyonunu arttirmis olsa da, bu artis anlaml degildi. Benzer sekilde 10 ve
100 nM kalsitriol dncesi antagonist uygulamasinin da, VDR ekspresyonunu azalttigi

g6ruldu. Ancak bu azalma anlamli degildi.

APE1 ekspresyonlari agisindan incelendiginde, kalsitriolun farkl dozlari 300 uM
H202 uygulanan gruba gére APE1 ekspresyonlarinda artis saglasa da, anlamli bir fark
elde edilemedi. ZK159222 antagonist uygulamasi da, APE1 duzeylerinde istatistiksel

olarak anlaml bir fark olugturmadi.
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Sekil 44. HUVE hiucrelerinde farkli dozlardaki kalsitriolin ve VDR antagonistinin
a) VDR ve b) APE1 mRNA ekspresyon duzeylerine etkisi (*p<0.05, **p<0.01)
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Tablo 20. Farkli dozlardaki kalsitriol ve VDR antagonisti uygulamasindan elde edilen

VDR mRNA ekspresyon duzeyleri ve p degerleri

VDR mRNA ekspresyon diizeyi

Kosullar (ort % s5) p
Kontrol 1.000£0.00006

300 uM H202 0.640+0.082 0.0070"
0.1 nM Kalsitriol + 300 uM H20: 2.41040.471 0.0036"
ZK159222 + 0.1 nM kalsitriol + 300 yM H202 1.160£0.297 0.0441Y
10 nM Kalsitriol + 300 pM H20: 1.060+0.363 0.1227
ZK159222 + 10 nM Kalsitriol + 300 uM H20: 0.640+0.080 0.1611
100 nM Kalsitriol + 300 uM H202 0.860+0.185 0.1415
ZK159222 + 100 nM Kkalsitriol + 300 uM H20. 0.837+0.064 0.4557

VDR mRNA ekspresyon dlzeyi (2"*4¢9) ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *Kontrole gore,
300 UM H202 grubuna gore, Y Kalsitriol + 300 pM H202 grubuna gore

Tablo 21. Farkli dozlardaki kalsitriol ve VDR antagonisti uygulamasindan elde edilen

APE1 mRNA ekspresyon duzeyleri ve p degerleri

APE1 mRNA ekspresyon diizeyi

Kosullar (ort £ 55) p
Kontrol 1.000+0.00006

300 pM H0; 0.678+0.085 0.0117"
0.1 nM Kalsitriol + 300 uM H20:2 0.850+0.115 0.1350
ZK159222 + 0.1 nM kalsitriol + 300 uM H20:2 0.987+0.168 0.2698
10 nM Kalsitriol + 300 pM H202 0.94040.141 0.0754
ZK159222 + 10 nM kalsitriol + 300 uM H20:2 0.797+0.132 0.2495
100 nM Kkalsitriol + 300 yM H20:2 0.863+0.123 0.1265
ZK159222 + 100 nM kalsitriol + 300 yM H202 0.947+0.255 0.3915

APE1 mRNA ekspresyon diizeyi (222¢9) ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *Kontrole gore
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Parikalsitolin VDR ve APE1 mRNA ekspresyon duzeylerine etkisi incelendiginde

(Sekil 45, Tablo 22, Tablo 23), parikalsitolin fakh dozlarinin VDR ve APE1

ekspresyonlarinda 300 uM H202 uygulanan gruba gére anlaml bir fark elde edilmedi.
Yalnizca, 0.1 nM parikalsitol 6ncesi uygulanan 100 nM ZK159222 antagonisti 0.1 nM

parikalsitole gore VDR ekspresyonunu anlamli olarak yaklasik 2 kat azaltmistir

(p=0.0389).

VDR / beta aktin
kat farki

Parikalsitol (nM)
300 l.IM HzOz

100 nM ZK159222

APE-1/beta aktin
kat farki

Parikalsitol (nM)

300 }JM Hzoz

1.51
*%
1.04
o6 T 062 0.62%2*
0.56 0.51
0.51 I ﬂo.ss
0.0 ﬂ
0.1 10 100
+ + o+ + o+ o+ o+
+ + +
2.0+
1.5+
* 0.80
1.0- 0.76
0.68
0.610.53 0.610.50
N ﬂﬂ ﬂll‘
0.0
- - 0.1 10 100
- + + 4+ + o+ + o+
- + - R

100 nM ZK159222

Sekil 45. HUVE hucrelerinde farkli dozlardaki parikalsitolin ve VDR antagonistinin

a) VDR ve b) APE1 mRNA ekspresyon dizeylerine etkisi (*p<0.05, **p<0.01)

89



Tablo 22. Farkli dozlardaki parikalsitolin ve VDR antagonisti uygulamasindan elde

edilen VDR mRNA ekspresyon duzeyleri ve p degerleri

VDR mRNA ekspresyon diizeyi

Kosullar (ort £ ss) p
Kontrol 1.000+0.00006

300 pM Hz20:2 0.640+0.082 0.0070"
0.1 nM parikalsitol + 300 yM H20: 0.557+0.077 0.2533
ZK159222 + 0.1 nM parikalsitol + 300 pM H20:2 0.330£0.058 0.03897
10 nM parikalsitol + 300 uM Hz202 0.620+0.156 0.4535
ZK159222 + 10 nM parikalsitol + 300 yM H20> 0.510£0.129 0.3078
100 nM parikalsitol + 300 yM H20:2 0.617+0.201 0.4545
ZK159222 + 100 nM parikalsitol + 300 yM H20> 0.537+0.332 0.4233

VDR mRNA ekspresyon dlizeyi (2249 ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *Kontrole gore,
Y parikalsitol + 300 uM H202 grubuna gére

Tablo 23. Farkh dozlardaki parikalsitolin ve VDR antagonisti uygulamasindan elde

edilen APE1 mRNA ekspresyon dlzeyleri ve p degerleri

APE1 mRNA ekspresyon diizeyi

Kosullar (ort £ ss) p
Kontrol 1.000+0.00006

300 pM Hz0: 0.678+0.085 0.0117"
0.1 nM parikalsitol + 300 yM H20:2 0.613+0.043 0.2863
ZK159222 + 0.1 nM parikalsitol + 300 yM H20:2 0.533+0.034 0.1076
10 nM parikalsitol + 300 uM Hz202 0.607+0.069 0.2834
ZK159222 + 10 nM parikalsitol + 300 pM H202 0.5004£0.110 0.2282
100 nM parikalsitol + 300 uM H202 0.7574+0.193 0.3470
ZK159222 + 100 nM parikalsitol + 300 yM H20:2 0.793+0.322 0.4634

APE1 mRNA ekspresyon diizeyi (224¢9) ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *Kontrole gore
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5. TARTISMA

D vitamini bilinen klasik kalsemik rolu diginda kardiyovaskuler, otoimmun
hastaliklara kargi koruyucu etkisi ve kanser hucre progresyonunun inhibisyonunu
iceren bir dizi iskelet disi biyolojik cevaplarinin kesfedilmesi ile dinya ¢apinda D
vitamini ile iligkili yapilan ¢alismalar 6zellikle son 10 yilda buylk ivme kazanmistir.
Literatirde birgok kronik hastalikla iligkilendirilen ve kuresel bir saglik sorunu haline
gelen D vitamini eksikligi ile bu hastaliklarin patofizyolojisinde énemli bir rol oynayan
oksidatif stresin baglantisini arastiran ¢alismalar mevcuttur. Yapilan hicre kiltirt ve
hayvan galismalari D vitamini takviyesinin daha dustk oksidatif strese neden oldugunu
bildirilmigtir (152,167-172). Farkli hasta gruplarinda yapilan klinik ¢alismalarda ise, D
vitamininin oksidatif stresi azalttig1 yontnde bulgular rapor edilmistir (173-176). Ancak
yapilan bu calismalarda, diusik D vitamini dizeyleri oksidatif stresin neden oldugu
patolojik durumun bir gostergesi olsa da, D vitamininin antioksidan etki mekanizmalari
hala tam olarak anlagilamamistir. Ayrica, yapilan literatir arastirmasinda, oksidatif
stresin ana hedeflerinden olan endotel hucresinde, sistemik oksidatif hasarin en iyi
gOstergesi olarak kabul edilen ve birgok hastalik ile yakindan iligskisi bulunan DNA
hasarina ve onarimina, D vitamininin etkisinin incelendigi herhangi bir ¢aligmaya

rastlanmamistir.

Bu bilgiler i1s1ginda genis kapsaml bir ¢calisma planlanarak, insan umblikal ven
endotel hicresinde fizyolojik ve supra-fizyolojik dozlardaki kalsitriol ve parikalsitolin
oksidatif DNA hasari ve onarimi uzerine koruyucu etkisi olup olmadigi incelenmistir.
Bu amacgla HUVE hucrelerinde hidrojen peroksit ile olusturulan oksidatif stres
modelinde, farkli dozlardaki kalsitriol ve parikalsitoltin reaktif oksijen tlrleri ve hasarl
DNA nukleozidlerinin dizeyleri yanisira DNA onarim enzimlerinden APE1 ve VDR’nin
MRNA ekspresyonlari Uzerine doz bagimli etkileri aragtirildi. Ayrica, bu olasi etkilerde

VDR'nin rolunu belirlemek amaciyla VDR antagonisti kullanildi.

Cahsmamizda HUVE hicrelerinde oksidatif stres modeli olusturmak Gzere
kullanilan hidrojen peroksit (H202) membranlardan kolayca gegebilme oOzelligi ve
gbrece reaktif olmayan yapisi nedeniyle fizyolojik bir dneme sahiptir. Yuksek
konsantrasyonlarda ise hlicre ve doku hasari olusumuna dahil oldugu bilinmektedir.

Hucre bilesenlerine kargi duguk reaktivite gostermesine ragmen, gegis metal iyonlari
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varliginda potansiyel olarak reaktif oksijen tarlerini (ROT) olusturma egilimindedir
(177). Hidrojen peroksit i¢cin optimum doz ve sure belirledigimiz 6n c¢alismalarimiz
kapsaminda, hicre canliidi ve ROT olusumu deneyleri ile ana deneylerde kullanilacak
H202’in uygulama suresi yarim saat olarak segildi. HUVE hucrelerinde H202'in ICso
dozu ise yapilan hucre canliligi analizi ile 300 uM olarak belirlendi. 300 uM H202 dozu,
reaktif oksijen tirlerini kontrole gére yaklasik 20 kat anlamli olarak arttirirken

(p<0.0001), %50 oraninda huicre canhligini sagladi.

Hucre icinde dlzeyi artan reaktif oksijen tlrleri DNA hasarina yol agmaktadir.
DNA vyapisinda olugan hasarlar ve bu hasarlarin onarilmasi yasamin devamliligi
acisindan oldukga onem tasimaktadir. Bu nedenle DNA hasarinin onlenmesi ve
onariminin desteklenmesini saglayacak cesitli tedavi stratejileri gelistiriimektedir (7).
Bu stratejilerden biri olan D vitamini son yillarda 6n plana ¢ikmaktadir. Literattirde D
vitamini ve DNA hasari/onariminin incelendigi insan ve hayvan ¢alismalari bulunmakla
birlikte, celigkili sonuclar elde edilmistir (6,7,9,144-149). Yapilan bu calismalarin
bircogunda DNA hasari duyarli olmasina ragmen tekrarlanabilirligi dusuk ve fizyolojik
degiskenlerden etkilenen tek hucre jel elektroforezi ile veya tek bir hasar Grininin
Olcimu ile degerlendiriimistir. Bununla birlikte, D vitaminin aktif formu olan kalsitriol
klinik uygulamalar agisindan bazi kisitlamalara sahiptir. Kalsitriolin klasik olmayan
etkileri icin nanomolar duzeylerine ihtiya¢ vardir. Ancak, supra-fizyolojik (nM)
konsantrasyonlardaki kalsitriol hiperkalsemiye neden olur. Bu nedenle, daha az
kalsemik ve fosfatemik etkiler sergileyen sentetik D vitamini analoglari sentezlenmeye
baslanmistir (3,62). Aktif bir D vitamini analogu olan parikalsitol metabolizmada
herhangi bir hidroksilasyon basamagina gerek duymadan direkt VDR'ye
baglanabilmektedir (69). Parikalsitolin DNA hasari Uzerine etkilerini inceleyen tek bir
hayvan calismasi bulunmaktadir (178). Nefrotoksik model olusturulan siganlarda,
parikalsitol takviyesinin oksidatif DNA hasari gOstergesi olan 8-OH-dG duzeylerini
anlamli olarak azalttigi gosterilen bu calismada 8-OH-dG duzeyleri HPLC ile
belirlenmistir. Ancak, literatlrde parikalsitolin oksidatif DNA hasarina ve onarimina
etkisini inceleyen bagka bir ¢alismaya rastlanmamistir. Calismamizda kalsitriole ek
olarak parikalsitol analogu da kullanarak DNA hasari ve onarimi agisindan her iki

molekulln etkilerini karsilastirma imkani elde ettik.
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Kalsitrioltn etkilerini inceleyen hicre kilttrt ¢alismalarina bakildiginda, agirlikli
olarak kanser hucre hatlarinin kullanildigi ve UV isinlari ile olusan DNA hasari ve
onariminin incelendigi calismalarin yapildigi goértlmektedir (60,150-158). Bu
calismalarda DNA hasari genellikle 8-OH-dG, timin dimerleri ve DNA cift zincir kiriklar
tek hucre jel elektroforezi ya da immunohistokimyasal yontemle degerlendirilmigtir.
Parikalsitoliun DNA hasarina etkisini inceleyen hucre kultird  caligmasi

bulunmamaktadir.

Calismamiz sonuglarini HUVE hiicrelerinde kalsitriol ve parikalsitoliin
reaktif oksijen tiirlerinin olusumu lizerine etkisi agisindan degerlendirdigimizde;
kalsitriol ve parikalsitolun 0.1, 10 ve 100 nM dozlari, sadece 300 uM H202 uygulanan
gruba gore ROT olusumunu anlamli olarak azaltmistir. Parikalsitolin ROT olusumunu
azaltici bu etkisi doza bagl olarak gerceklesmigtir. Ancak kalsitriolde boyle bir etki
gorilmemigtir. VDR antagonisti ZK159222 varliginda kalsitriol ve parikalsitol
uygulamasi yapilan kosullarda, sadece kalsitriol ve parikalsitol uygulananlara gore
ROT olusumu anlamli olarak artmigtir. Elde ettigimiz bu sonuglar, kalsitriol ve

parikalsitolin ROT azaltici etkilerinde VDR’nin rolinu desteklemektedir.

Kalsitriol ve parikalsitolin hazirlik asamasinda kullanilan g¢bézgenlerin ROT
olusumu Uzerine anlamli bir etkisi bulunmamigtir. Yalnizca 100 nM parikalsitol igin
kullanilan %0.3 propilen glikol/%0.2 etanol ¢ézgeni, 300 uM H202 uygulanan gruba
gore anlamli azalma saglamistir. Ancak 100 nM parikalsitol uygulamasi ile ¢ozgen
kontroline gore ROT olusumunda %50 oraninda anlamli bir disus saglamis olmasi

bu etkinin g6z ardi edilebilecegini gostermektedir.

Literatirde HUVE hucrelerinde kalsitriolin ROT Uzerine etkisini inceleyen sinirli
sayida calisma bulunmaktadir. Polidoro ve ark.’nin apoptozda 6nemli bir sinyal yolagi
olan MEK/ERK/SIRT-1 Uzerinden kalsitriolin ROT olusumuna etkisini inceledikleri
¢alismada, 10, 50 ve 100 nM Kkalsitriol dozlari denenmis ve 6 saat boyunca uygulanan
50 uM H20?'in olusturdugu ROT dizeylerini anlamli olarak azalttigi gosterilmigtir (8).
Bu etki 6zellikle kalsitriolin 100 nM dozunda daha belirgindir. Bu ¢alismadan elde
edilen sonuglar dogrultusunda, Kkalsitriolin endotel hicresinde antioksidan
potansiyelinin oldugu 6énerilmektedir. Uberti ve ark.’nin otofajik yolaklar araciligiyla

olusan oksidatif stres Uzerine kalsitriolin etkisini arastirdigi ¢alismada ise, 1 nM
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kalsitriolin 200 uM H20: ile 20 dakikada olusturulan ROT duzeylerini anlamli olarak
azalttigi rapor edilmistir (179). Bu iki calisma digindaki arastirmalar kalsitriolin H20:2
disindaki farkli ajanlar (yliksek glukoz ve iyonizan radyasyon) ile olusturulan ROT
duzeylerine etkisini degerlendirmigtir. 25 nM-100 nM aralhigindaki kalsitriol dozlarinin
kullanildid1 bu caligmalarda da, kalsitriolin ROT duzeylerine olan yararl etkileri
gOsterilmistir (16, 180,181). Bizim ¢alisma sonuglarimiz da, kalsitiolin supra-fizyolojik
dozlardaki etkisini inceleyen yukaridaki calismalari destekler nitelikte olup, bunlara ek
olarak calismamizdan elde ettigimiz bulgular ile kalsitriolun fizyolojik dozunun ROT

olusumunu azaltici etkisini gosterdik.

Parikalsitolin HUVE hucrelerinde ROT olusumuna etkisini arastiran bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Ancak insan aortik diz kas ve insan renal proksimal tlbduler epitel
hicrelerinde yapilan benzer iki calismada, 30 nM parikalsitolin ylksek fosfat dlzeyleri
ile olusturulan ROT artisini 6nledigi ve 10 nM parikalsitoltn bir Gremik toksin olan indol
sulfat ile olusturulan ROT dlzeyini azalttigi gosterilmistir (182,183). Calismamiz,
parikalsitolin galisilan fizyolojik ve supra-fizyolojik tim dozlarinda HUVE hucrelerinde

H20:2 aracili ROT olusumuna yararli etkisinin gosterildigi ilk arastirmadir.

Calismamiz HUVE hiicrelerinde kalsitriol ve parikalsitoliin hasarli DNA
niikleozidlerinin olugsumu lizerine etkisi ve bu etkide VDR’nin rolii agisindan
irdelendiginde; kullanilan 300 yM H202 dozu, her uU¢ hasarli nukleozid duzeyini
kontrole gore anlamli olarak arttirdigi gozlemlendi. Bu artis 06zellikle 8-OH-dG
duzeylerinde daha belirgindi. Calismamizda Ozellikle supra-fizyolojik dozlardaki
kalsitriol ve parikalsitolin sadece H202 uygulanan gruba gére 8-OH-dG, R-cdA ve S-
cdA duizeylerini anlamh olarak azalttigi bulunmustur. Tum Kalsitriol dozlari 8-OH-dG
dizeylerinde azalma saglarken, R-cdA ve S-cdA dizeylerinde 10 ve 100 nM kalsitriol
dozlari etkili olmustur. Kalsitriole benzer sekilde, tim parikalsitol dozlarinin 8-OH-dG
ve S-cdA diuzeylerinde azalma sagladigi belirlendi. R-cdA duzeylerinde ise, yalnizca
supra-fizyolojik dozlarin etkili oldugu bulunmustur. Parikalsitol, S-cdA dizeylerini doza

bagli olarak azaltmistir. Kalsitriolde ise doza bagh bir etki gdzlenmemisgtir.

100 nM ZK159222 uygulamasi, sadece kalsitriol ve parikalsitol uygulananlara
gore her u¢ hasarli nukleozid duzeyini anlamli olarak arttirmigtir. Kalsitriol uygulanan

gruplarda bu etki daha minimal iken (yaklasik 2 kat), parikalsitol uygulanan gruplarda
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hasarli DNA nUkleozidlerinin duzeyleri yaklagik 2-6 kat artmigtir. ZK159222
antagonistinin etkisi 10 ve 100 nM Kkalsitriol ve parikalsitol uygulamalarinda daha
belirgindir. Elde ettigimiz bu sonuglar, 6zellikle 10 ve 100 nM supra-fizyolojik kalsitriol
ve parikalsitol dozlarinin oksidatif DNA hasarinin en guvenilir belirtegleri olan hasarl

DNA nukleozidlerinin dizeylerini azaltici etkilerinde VDR’nin rolinl desteklemektedir.

Yapilan literattr incelemesinde, kalsitriolin ve parikalsitolun HUVE hucrelerinde
hasarli DNA nukleozidleri (8-OH-dG, R-cdA ve S-cdA) Uzerine etkisini inceleyen bir
calismaya rastlanmamistir. HUVE hucreleri disinda yapilan in vitro ¢alismalarda
agirhkh olarak kanser hucre hatlari kullaniimig, UV 1ginlari ile olusan DNA hasari
parametrelerinin incelendigi ¢aligsmalar yapiimistir (150-155). UV isinlarina maruz
kalan insan deri huicrelerinde DNA hasarinin incelendigi bir galismada 1 nM kalsitriolin
deri hdcrelerini timin dimerleri, 8-OH-dG ve abazik bdlgelerin olusumundan
koruyabildigi belirtiimistir. Bu c¢alismada DNA hasari tek hicre jel elektroforezi ile
degerlendiriimis, ayrica 8-OH-dG ve timin dimerleri ise kalitatif olarak
immunohistokimyasal yontemle belirlenmistir (155). Yapilan diger bir galismada,
normal ve kanserli farkli hicre hatlarinda 2-10 nM kalsitriolin antioksidan ve kemo-
koruyucu oOzellikleri yani sira yapisal DNA hasar sinyallerine etkisi incelenmis ve
kalsitriolin endojen oksidan duzeylerini azalttigi, DNA hasar sinyali ve VDR
fosforilasyonu arasindaki etkilesim ile DNA onarim etkinligini arttirdigi gosterilmigtir
(156).

Bizim galismamizda hasarli DNA nukleozidleri referans yontem olarak kabul
edilen ve yuksek duyarhlik ve 6zgulligu nedeniyle giderek diger yontemlerin yerini
almaya baslayan tandem kultle spektrometrik yontemle calisiimistir. Oksidatif DNA
hasarinin tek bir parametre Uzerinden degerlendiriimesi sonuglarin guvenilirligini
etkileyebilmektedir. Kullandigimiz yontemin en dnemli Ustunlugu ayni anda 8-OH-dG,
R-cdA ve S-cdA hasar drunlerinin Olgulebilmesidir. Arastirmamiz kalsitriol ve
parikalsitolin HUVE hucrelerinde H202 aracili oksidatif DNA hasarini 6nleyici
etkilerinin gosterildigi ilk calismadir. Ayrica elde ettigimiz sonuglar oksidatif DNA
hasarinin guvenilir biyobelirtegleri olan hasarli DNA nikleozidlerinin referans yontem

kullanilarak dlgllmesi agisindan da 6nem tasimaktadir.
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Calismamiz HUVE hiicrelerinde kalsitriol ve parikalsitoliin DNA onarim
enzimi APE1 ve VDR’nin mRNA ekspresyonu lizerine etkileri agisindan
incelendiginde; yarim saat sure ile 300 pM H202’e maruz birakilan endotel
hicrelerinde APE1 mRNA ekspresyonunda anlamli azalma saptanirken, kalsitriol ve
parikalsitolin DNA onarim enzimi APE1 Uzerine herhangi bir etkisi bulunmamigtir.
Bunun nedeni olarak, kalsitriol ve parikalsitolin APE1 ekspresyonuna yansimasinda

yarim saatlik akut oksidatif stres uygulama stiresinin yeterli oimadidi distincesindeyiz.

Literaturde kalsitriolin ve parikalsitolun APE1 mRNA ekspresyonlarina etkisini
inceleyen bir calismaya rastlanmamaktadir; ancak farkli hiicre hatlarinda D vitamini ile
diger DNA onarim proteinleri arasindaki iligkinin gosterildigi sinirlh sayida calisma
bulunmaktadir (154,156—-158,184). Halicka ve ark.’nin yaptigi bir galismada, normal ve
kanserli farkli hicre hatlarinda 2-10 nM kalsitriolin DNA hasar sinyali ve VDR
fosforilasyonu arasindaki etkilesim ile DNA onarim etkinligini arttirdigi gosterilmistir
(156). Graziano ve ark. ise insan fibroblast hicrelerinde yaptiklari calisma ile onkogen-
indUklU yaslihk surecinde DNA cift zincir kiriklarini onaran proteinlerin (BRCA1 ve
53BP1) D vitamini/VDR sinyalizasyonu tarafindan duzenlendigi rapor edilmistir (157).
Gen profilleme calismalarinda DNA onarim genlerinin kalsitriol tarafindan indiklenen
¢cok sayidaki transkripsiyon genleri arasinda oldugu bildirilmistir (158,184). Sonug¢
olarak, daha uzun surelerde oksidatif strese maruziyet kosullarinda APE1-D vitamini

iliskisinin inceleyen ileri gcalismalara gereksinim oldugu dusunuimektedir.

Literatirde memeli hlcrelerinde yapilan galismalarda, kalsitriolin VDR’nin
MRNA ve protein duzeylerini dogrudan arttirdigina dair bulgular yer almakla birlikte,
VDR’nin kalsitriole bagh bu regtlasyonunun hicre ve doku tipine gore degdisebildigi
belirtiimektedir (33,185,186). Diger yandan, makrovaskuler endotel hicrelerinde H202
aracili oksidatif stres durumunda kalsitriol ve parikalsitoliin VDR ekspresyonlarina olan
etkisini inceleyen bir galismaya rastlanmamistir. Ancak, daha genel olarak VDR mRNA
ekspresyonunun endotel hicrede incelendidi bir galisma mevcuttur. Durk ve ark.’nin
yaptiklari galismanin sonuglarina goére, insan beyin mikrovaskuler endotel hiicresinde
24 saat preinkube edilen supra-fizyolojik dozlardaki kalsitriol (10 ve 100 nM), VDR
ekspresyonlarinda herhangi bir degisiklik olusturmazken, sican beyin mikrovaskuler
endotel hicresinde ayni kosullarda sadece 100 nM Kkalsitriol VDR ekspresyonunu

kontrole goére 1.5 kat arttirmistir (187).
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Calismamizda H202’e maruz birakilan makrovaskuler endotel hicrelerinde VDR
ekspresyonlarinin azalmasi, sonrasinda fizyolojik dozdaki kalsitriolin VDR
ekspresyonlarini arttirmasi ve bu etkinin VDR antagosti ile ortadan kalkmasinin
belirlenmesi ile, HUVEC de oksidatif stres durumunda kalsitriolun koruyucu etkilerini
VDR araciligi ile gerceklestirdigi ilk kez gosterilmis oldu. Elde ettigimiz bu bulgu ile
literature onemli bir yenilik getirdigimizi dusinmekteyiz. Tum bu bilgiler 1s1ginda,
yapilan bu calisma ile oksidatif stresin ana hedeflerinden biri olan ve birgok kronik
hastalik ile yakindan iligskisi bulunan endotel hicresinde, kalsitriol ve sentetik analogu
parikalsitolin oksidatif DNA hasari ve onarimina etkisini inceleyerek, literatlrdeki bu

eksikligin tamamlanmasina katki sagladigimiz disuncesindeyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizdan elde ettigimiz bulgular 1si1ginda sonuglarimiz asagidaki gibi

Ozetlenebilir;

HUVE hucrelerinde 300 pM H20:2 ile ROT olusumu saglanarak %50 hucre
canhliginin korundugu oksidatif stres modeli olusturuldu.

Kalsitriol ve parikalsitoltin farkli dozlari (0.1, 10 ve 100 nM) ROT olusumunu
blaylk oranda azaltmigtir. Parikalsitol, ROT olusumunun azaltiimasinda doza
bagli etki gostermektedir. ZK159222 antagonisti kalsitriol ve parikalsitolin bu
etkisini 6nleyerek ROT olusumunu arttirmistir. Bu durum Kkalsitriol ve
parikalsitolin ROT’un azaltiilmasindaki yararl etkilerinin VDR aracili oldugunu
gostermektedir. HUVE hucrelerinde parikalsitolin H20O2-aracili ROT olusumunu
azaltici etkisi literaturde ilk kez gosterilmigtir.

Kalsitriol ve parikalsitoliin 6zellikle supra-fizyolojik dozlari (10 ve 100 nM) hasarl
DNA nukleozidleri 8-OH-dG, R-cdA ve S-cdA dizeylerini 6nemli odlgude
azaltmigtir. Parikalsitol, S-cdA duzeylerinin azalmasinda doza bagli etki
goOstermektedir. ZK159222 antagonisti kalsitriol ve parikalsitolin bu etkisini
onleyerek hasarli DNA nukleozidlerinin duzeylerini arttirmistir. Bu durum
kalsitriol ve parikalsitolin oksidatif DNA hasarinin dnlenmesindeki etkilerinin
VDR aracil oldugunu gostermektedir.

Kalsitriol ve parikalsitol ROT olusumu ve oksidatif DNA hasarini azaltici etkileri
yonunden karsilastirildiginda, HUVE hucrelerinin  oksidatif  stresten
korunmasinda parikalsitolin kalsitriole gore daha etkili olabilecegi
dusunulmektedir. Ayrica, Ozellikle supra-fizyolojik dozlar kalsitriol ve
parikalsitolin oksidatif DNA hasarina karsi koruyucu etkisinde énemlidir.
Kalsitriol ve parikalsitolin DNA onarim proteini APE1T mRNA ekspresyonlari
uzerine etkisi gorilmedi. Calismamiz, kalsitriol ve parikalsitolin HUVE
hicrelerinde APE1 mRNA ekspresyonlarinin incelendidi ilk ¢alismadir.
Kalsitriolin 0.1 nM fizyolojik dozunun nukleer reseptdéri VDR’nin mRNA

ekspresyonunu arttirirken, diger dozlarda bu etki goéraimedi.
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Calismamiz ile ortaya konan sonuglar literatire 6énemli ve yeni bilgiler saglarken,

ileriye yonelik yapilmasi planlanan ¢alismalar igcin de yeni arastirma konulari ortaya

cikmaktadir. Aragtirmamiz ile ilgili 6neriler agagidaki gibi 6zetlenebilir:

Calismamizda hidrojen peroksitin goérece yuksek dozu ve kisa muamele suresi
ile HUVE hucrelerinde akut oksidatif stres modeli olusturuldu. Elde ettigimiz
sonugclar kalsitriol ve parikalsitolin akut oksidatif streste koruyucu etkilerini
gOstermigtir. Ancak tum dunyada 6lum nedenlerinin basinda yer alan kronik
hastaliklardaki oksidatif stres ortaminin degerlendirilebilmesi igin, in vitro kronik
oksidatif stres modeli olusturularak daha duguk dozda ve uzun sureli hidrojen
peroksit uygulamasi yapilabilir.

Deneylerimizde kalsitriol ve parikalsitolin VDR aracili etkilerinin gosterilmesi
icin, VDR antagonisti kullanilarak farmakolojik bir inhibisyon saglandi. Ancak,
siRNA araciligi ile VDR geninin susturulmasi Kkalsitriol ve parikalsitolin
etkilerinin daha iyi anlasilmasini saglayabilir.

MRNA ekspresyonlari degerlendirilen APE1 ve VDR’nin protein duzeyindeki
ekspresyonlarinin da arastiriimasi, kalsitriol ve parikalsitolin etkilerinin
degerlendiriimesinde daha yararli olabilecegi gorusundeyiz.

Calismamizda mRNA ekspresyonu bakilan BER mekanizmasinin anahtar DNA
onarim enzimi APE?’in yani sira DNA onarimina katilan diger enzimlerin de
incelenmesi, kalsitriol ve parikalsitolin DNA onarim mekanizmasindaki rolinun

anlasilmasina katki saglayabilir.
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