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Multiple myeloma (MM), anormal plazma hiicrelerinin kemik iliginde asir1
cogalmasiyla gelisen hematolojik bir malignitedir. Hematolojik kanserlerin %10 unu
olusturan MM, genellikle 69 yas ve lizeri bireylerde goriilmektedir. MM hastalarina
kombine ilag terapisi ve uygun bireylerde kok hiicre transplantasyonu uygulansa da,
zamanla gelisen ila¢ direnci sonucu hastalik niiksetmekte ve hastalar kaybedilmektedir.
Bu nedenle hastalifin erken tanisi, onleyici tip yaklasimlarmin gelistirilebilmesi ve
karsilagilan ila¢ direncinin asilmasi i¢in hastaligin gelisiminde rolii olan molekiiler
mekanizmalarin aydinlatilmasi son derece dnemlidir. MM, hem genetik hem epigenetik
diizensizliklerin sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Epigenetik mekanizmanin bir pargasi olan
uzun kodlayict olmayan RNA (IncRNA)’larin anormal ifadesi, bircok patolojide ve
MM’de sik rastlanan bir durumdur. Tiimor baskilayici veya onkogenik karaktere sahip
olabilen IncRNA’larin anormal ifadeleri, MM de tiimdr gelisimini ve ilag direncini tesvik
etmektedir. IncRNA ifadesini diizenleyici rolii oldugu bilinen vitamin D, bir kemik iligi
mikrogevresi elemani olup, MM hastalarinin %44’iinde yetersiz seviyededir. Promotor
bolgesinde vitamin D yanit dizileri (VDRE) bulunan IncRNA’larin transkripsiyonunu
yonlendirebilen vitamin D’nin ortamda yeterli miktarda bulunmamasi, IncRNA ifade
diizensizliklerine yol agabilir. Bu baglamda, bu tez ¢alismasinda insan MM hiicre hatti
olan NCI-H929 hiicrelerine 24 ve 48 saat stirelerle tek basina veya proteazom inhibitorii
carfilzomib ile birlikte uygulanan vitamin D’nin, MM de farkli fonksiyonlar1 olan hedef
IncRNA (H19, NEAT1, MEG3, TUGI1, UCA1) diizeylerine etkisi incelenmistir. Bu
calismanin bulgularina gore, vitamin D, IncRNA UCAT1’in ifadesini artirirken, diger
IncRNA seviyelerinde 6nemli bir degisime yol agcmamistir. Vitamin D-carfilzomib
kombine uygulamasi ile yine UCA1 ifadesinde 6nemli bir artis tespit edilmistir. Sonug
olarak, vitamin D, NCI-H929 hiicrelerinde onkogenik IncRNA UCAT1'in transkript
seviyesini artirmaktadir. Bu etkinin mekanizmasi ve MM hiicre islevleri iizerindeki
etkilerini inceleyen ek c¢alismalar, vitamin D'nin MM hastalarinda giivenle
kullanilabilmesi i¢in kritik neme sahiptir.

Anahtar Kelimeler: H19, MEG3, NEAT1, TUG1, UCAI, Vitamin D

Hazirlanan bu Yiiksek Lisans tezi Burdur MAKU Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorliigii tarafindan 0883-YL-23 No’lu proje ile desteklenmistir.
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Multiple myeloma (MM) is a hematologic malignancy that develops due to the
excessive proliferation of abnormal plasma cells in the bone marrow. MM, which
constitutes 10% of hematological cancers, is generally seen in individuals aged 69 and
above. Despite the administration of combined drug therapy and stem cell transplantation
in eligible individuals, the development of drug resistance over time leads to disease
relapse and patient mortality. Therefore, elucidating the molecular mechanisms involved
in the development of MM is of utmost importance for early diagnosis, the development
of preventive medical approaches, and overcoming drug resistance. MM arises as a result
of both genetic and epigenetic abnormalities. Abnormal expression of long non-coding
RNAs (IncRNAs), which are part of the epigenetic mechanism, is frequently observed in
MM and in many other pathologies. Abnormal expression of IncRNAs, which may have
tumor suppressor or oncogenic characteristics, promotes tumor development and drug
resistance in MM. Vitamin D, known for its regulatory role in IncRNA expression, is a
bone marrow microenvironmental factor and is deficient in 44% of the MM patients.
Insufficient amounts of vitamin D, which can direct the transcription of IncRNAs with
vitamin D response sequences (VDRE) in their promoter, may lead to dysregulation in
the IncRNA expression. In this context, this thesis investigates the effect of single, or
combined use of vitamin D with a proteasome inhibitor, carfilzomib, for 24 and 48 hours,
on the levels of target IncRNAs (H19, NEAT1, MEG3, TUGI1, UCA1) in the human MM
cell line NCI-H929. According to the findings of this study, vitamin D increases the
expression of the IncRNA UCA1, while it does not cause significant changes in the levels
of other IncRNAs. A significant increase in UCA1 expression was also detected with the
combined application of vitamin D and carfilzomib. In conclusion, vitamin D increases
the transcript levels of the oncogenic IncRNA UCA1 in NCI-H929 cells. Further studies
investigating the mechanism of this effect and its impact on MM cell functions are crucial
for ensuring the safe use of vitamin D in MM patients.

Keywords: H19, MEG3, NEAT1, TUGI1, UCAI, Vitamin D

This Master's thesis was supported by Burdur MAKU Scientific Research Projects
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1.GIRIS

Multiple myeloma (MM), transforme olmus plazma hiicresinin kemik iliginde
kontrolsiiz ¢ogalmasi ve anormal seviyede monoklonal antikor {liretmesiyle karakterize
bir kan kanseri tiiriidiir (Castafieda-Avila vd., 2024). MM nin ortalama goriilme yas1 69
olup, yetigkin bireylerde en sik goriilen ikinci hematolojik malignitedir (Cui vd., 2023).
Kan kanseri tiirlerinin %10’unu olusturan MM ’nin, diinya ¢apinda prevalansi ve insidansi
yildan yila artmaktadir (Castafieda-Avila vd., 2024). Erkek bireylerin kadinlara oranla
daha fazla tan1 aldig1 MM i¢in; yas, cinsiyet, irk, genetik dykii ve pestisitlere, radyasyona
maruziyet gibi ¢evresel etmenler hastaligin risk faktorleri arasindadir (Castafieda-Avila
vd., 2024).

Ayn1 anda birden fazla orgami etkiledigi icin “multiple myeloma” olarak
adlandirilan bu kanser tiirlinlin meydana gelmesinde, kromozomal translokasyon,
delesyon, duplikasyon gibi cesitli genetik anomalilerin yan1 sira epigenetik
mekanizmalardaki diizensizliklerin de rolii biiyliktiir (Diaz-Tejedor vd., 2021). Kombine
ila¢ uygulamalar1 ve uygun olan bireylerde kok hiicre transplantasyonu ile MM de 8-10
yila kadar sag kalim elde edilebilmesine ragmen ilaglara direng kazanan miyelom
hiicrelerinin yeniden ¢ogalmasiyla gelisen niiks sebebiyle MM nin kalic1 ve etkili bir
tedavisi heniliz bulunamamistir. MM gelisimine neden olan molekiiler mekanizmalarin
aci18a cikarilmasi, hastaligin 6nlenmesi ve etkin tedavisinde son derece 6nemlidir (Forster
vd., 2023).

Patofizyolojisi tam olarak bilinmeyen MM 'nin, plazma hiicresinin geg¢irdigi bir dizi
mutasyonun birikiminden kaynakladig: diisiiniilmektedir (Dragomir vd., 2024). Normal
plazma hiicresi, MM hiicresine doniistiikten sonra hayatta kalmak ve kontrolsiizce
cogalmak i¢in kendi biinyesinde hem genetik hem de epigenetik mekanizmalarda
birtakim diizenlemelerde bulunur (Caprio vd., 2020). Miyelom hiicrelerinin ortaya
¢ikmasinda rolii olan DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari, kromatinin yeniden
sekillenmesi ve kodlayicit olmayan RNA’lar gibi epigenetik mekanizmalar arastirmalarin
odagi haline gelmesine ragmen etkileri halen agikliga kavusturulamamustir.

Insan genomunun yalmzca %2’lik kismu proteine cevrilebilirken, geriye kalan
%098°1lik DNA dizilerinin son iirlinii RNA olup, bu nedenle kodlayici olmayan RNA’lar
olarak bilinmekte ve protein kodlayan genlerin ifadesini diizenlemektedir (Hauptman ve
Glavac, 2013). Protein kodlamayan RNA genlerinin ifadelerindeki diizensizlikler, kanser

basta olmak iizere pek cok hastaligin gelisimiyle iligkilendirilmistir (Lin ve He, 2017).
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Kodlayict olmayan RNA’lar arasinda uzunluklar1 200 niikleotitten fazla olan ve
bolca tekrar dizileri igeren uzun kodlayici olmayan RNA (long noncoding RNA veya
IncRNA)’lar ilk defa 1980’lerin ortalarinda tanimlanmis olup, halen yeni bireylerinin
dizileri ve islevleri tanimlanmaya devam etmektedir (Ma vd., 2013). DNA, RNA ve
proteinler gibi genis bir molekiil yelpazesiyle etkilesebilen IncRNA’lar, asir1 ifade
olmalart veya baskilanmalari durumunda kanser dahil g¢esitli patolojilere zemin
hazirlamaktadir (Ferrer ve Dimitrova, 2024). Genel olarak miRNA’lar1 baskilama
gorevini lstlenen IncRNA’lar diger genlere oranla daha fazla transkript varyanti
icermektedir (Belete vd., 2024). Ilk kesfedilen IncRNA olan H19, MM de asir1 ifade
olarak p53 genini baskilamakta ve hiicreyi metastaza tesvik etmektedir (Rojas vd., 2022).
MM’de siklikla ifadesi artan H19, bromodomain igeren protein 4 (BRD4)’ii hedef alan
mir-152-3p ile baglanarak, BRD4’lin mRNA ve protein ifadesini artirmakta ve bu sayede
cogalma avantaji kazanan MM hiicreleri kemikte birikerek hasara neden olmaktadir
(Zheng vd., 2020). Tiimdr baskilayict bir IncRNA olan MEG3 (maternally expressed gene
3)’iin ifadesi cogu kanserde oldugu gibi MM de de oldukga diisiiktiir. insan MM hiicre
modelinde MEG3 ifadesinin artirilmasi tiimér gelisimini baskilarken, MM nisindeki
mezensimal hiicrelerde ise osteogenik farklilagsmay1 ve boylelikle kemik homeostazinin
geri kazanilmasini saglamaktadir (Sun vd., 2020).

MM’de ifadesi artan NEAT1 (nuclear enriched abundant transcript 1) kanserlesme
stirecindeki hiicre biiyiimesi, hiicre invazyonu, migrasyonu gibi olaylar1 destekler (Chen
vd., 2023). Transkripsiyonu diizenleyici proteinlerin ¢ekirdege iletilmesinde gorev alan
TUGI (taurine-upregulated gene 1) diger onkogenik IncRNA’lar gibi kanser hiicrelerinde
asir1 ifade edilmektedir. MM’de de asir1 ifade olan TUGI, myelom hiicrelerinin
invazyonunu destekler ve ila¢ direncinin gelismesine yardimci olur (Lu vd., 2021).
MM’de ifadesi diizensiz olan bagka bir IncRNA UCA1 (urothelial carcinoma associated
1), MM hastalarinda normal bireylere kiyasla ifadesi azalan ancak yliksek UCAI
ifadesine sahip bireylerde ise ila¢ direnci ve kotii prognoz ile iligkilendirilen bir
IncRNA’dir (Hosseini vd., 2021). Kanser hiicrelerinde kemoterapdtik ajanlara direncin
ortaya ¢ikmast MM tedavisinde yasanilan en biiyiikk zorluklardan biridir (Davis ve
Sherbenou, 2021). Kanser hiicresinin gelistirdigi diren¢ mekanizmalar1 cesitlilik
gostermekte olup, genel olarak genetik veya epigenetik anomaliler sebebiyle DNA tamiri,
hiicre boliinmesi, canliligi, apoptozu ve ilag metabolizmasinda 6nemli proteinlerin ifade
diizensizlikleri ya da islev bozukluklarini igermektedir. Bu diizensizlikler sadece kanser

hiicresini degil nisini de etkilemektedir. Ornegin; myelom hiicreleri kemik iligi
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mikrogevresindeki hiicresel ve ekstraseliiler matriks elemanlariyla adezyonunu artirarak
adezyon-iligkili dirence veya ortamda serbest formdaki parakrin, otokrin veya endokrin
faktorlerin etkisiyle ¢Oziiniir faktor-aracili dirence sahip olabilir. Bu sayede myelom
hiicreleri, kemoterapotik ilaglar kombine sekilde uygulanmasina hayatta kalmay1
stirdiirebilir ve invazyonunu ve migrasyonunu artirabilir (Garcia-Ortiz vd., 2021). Kemik
iligi mikrogevresindeki ¢oOziiniir faktorlerden biri olan vitamin D, MM hastalarinin
%44’ linde normalden diisiik seviyededir (Kondratyeva vd., 2020). Vitamin D, hem MM
hem de kemik iligi stromal hiicrelerinde epigenetik ve genetik siirecleri etkileyebilir;
hiicrelerin biiylime, boliinme, farklilagma ve sag kalim tercihlerini yonetebilir. Vitamin
D, kanser hiicrelerinin bagisiklik sisteminden kagma yeteneklerini azaltarak ve nisteki
inflamatuar siiregleri diizenleyerek ila¢ diren¢ mekanizmalarin1 etkileyebilir.

MM prognozu ile vitamin D eksikligi arasindaki iliski pek ¢ok aragtirmaya konu
olsa da heniiz kesin bir kaniya varilamanustir. /n vitro hiicre modelleriyle yapilan
calismalar vitamin D/VDR yolaginin hiicre boliinmesini baskiladigint ve apoptozu
uyardigini gostermistir. MM hiicrelerinde vitamin D-aracili gelisen bu hiicresel yanitta
epigenetik mekanizmanin katkisina dair kisitli miktarda veri bulunmaktadir. Vitamin
D’nin MM hiicresinde ifadesi diizensizlesen hedef IncRNA’larin transkripsiyonel
aktivitesini nasil etkiledigi sorusuna yanit vermek amaciyla tasarlanan bu tez
calismasinda, vitamin D’nin tek basina ve kemoterapi ajaniyla birlikte uygulandig: kiiltiir
kosullarinda, hiicrelerin sag kalim yanit1 ve bu yanitla es zamanli olarak 5 farkli IncRNA
geninin transkripsiyonel aktivitesindeki degisim incelenmistir. Bu amagla 24 ve 48 saatlik
vitamin D dozlarmin tek basina veya carfilzomib ile kombine uygulandigt MM
hiicrelerinden kantitatif reverse transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu ile IncRNA

transkript seviyeleri analiz edilmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Multiple Myeloma

Multiple myeloma (MM), anormal plazma hiicrelerinin kemik iliginde asir1
¢ogalmasi ve M proteini (immiinoglobulin M) olarak bilinen anormal antikor yapilarini
toksik miktarda iiretmesiyle tanimlanan hematolojik bir malignitedir (Rajkumar ve
Kumar, 2016). B hiicresinin gelisim siirecinde gec¢irdigi genetik ve epigenetik degisimler

hastaligin ortaya ¢ikisinda rol oynamaktadir.

2.1.1. B Hiicresinin Kokeni

Yogun ¢ekirdegini saran dar bir sitoplazmaya sahip olan B lenfositleri, 10 pm’den
kiigiik bagisiklik hiicreleridir. B hiicresinin temel gorevi membrana bagli ve serbest
formda immiinoglobulinleri (Ig) araciligiyla viicudu patojenlerin antijenlerine karst
korumaktir (Morris ve Edwards, 2019). Ortaya cikist ve gelisimi kemik iliginde
gerceklesen B hiicreleri, hematopoietik kok hiicrelerden kdken alirlar. Hematopoietik kok
hiicreler, miyeloid ve lenfoid olmak tizere iki tip progenitorii olusturur (Sekil 2.1).
Lenfoid progenitorlerden kdken alan B hiicreleri, kemik iliginde ¢ok asamali bir gelisim

stirecine sahiptir (Barwick vd., 2019).

Lenfoid progenitor hiicre

T hiicresi B hiicresi Dogal dldiiriicii
hiicre

e

Plazma hiicresi

Sekil 2.1. B hiicresinin kdkeni. Hematopoietik kok hiicreden gelisen lenfoid progenitor
hiicreleri, farklilasarak B ve T lenfositleri ile dogal oldiiriicii hiicreleri olusturur. B

hiicreleri farklilasarak plazma hiicrelerine doniisiir.



2.1.2. B Hiicresinin Olgunlasma Siireci

Lenfoid progenitorlerden B hiicresi olmaya kararlanmig onciil hiicreler ¢ogalip
farklilasarak pro-B hiicrelerini meydana getirir (Sekil 2.2). Bundan sonraki asamalarda
immiinoglobulinler kademeli olarak sentezlenip hiicre yiizeyinde sergilenmeye baslar.
Pro-B hiicrelerinde ilk olarak IgM agir zincirine ait degisken (variable, V), cesitlilik
(diversity, D), kaynasma (joining, J) dizileri RAG1 ve RAG2 (rekombinasyon aktive edici
gen 1 ve 2) proteinleri tarafindan rekombine edilir (Hardy ve Hayakawa, 2001; Pieper
vd., 2013). Bu V-D-J segmentlerinin bir araya gelmesiyle Pro-B hiicreleri, yiizeyinde IgM
agir zinciri ifadesine sahip pre-B hiicresine doniisiir (Barwick vd., 2019).

Pre-B hiicrelerinde, agir zincir ifadesini takiben kappa (k) hafif zincirinde VDJ
rekombinasyonu meydana gelir. Uretken bir alel bulunamamasi durumunda lambda ()
hafif zincirinden VDJ rekombinasyonu ile hafif zincir sentezlenir (Schreiner vd., 2024).
Hiicre ylizeyinde, eslestirilmis agir ve hafif zincirlerden olusan B hiicresi reseptoriine
(BCR) sahip olgunlasmamis B hiicreleri, bundan sonra kemokin sinyallerini takip ederek
kemik iliginden ikincil lenfoid dokulara go¢ eder (Isnard vd., 2023). B hiicreleri, lenf
diigiimlerinde korteks (kabuk) ve medulla (6z) olarak isimlendirilen iki bdlgeden
kortekste birikmeye baglar. Herhangi bir patojen varliginda, patojenik antijene en uyumlu
reseptore sahip B hiicresi secilir (Grigaite vd., 2023). Segilen B hiicresi antijene olan
Ozgilligliniin artmas1 ve farkli efektor hiicreleri uyarabilecek antikor tiplerini
tiretilebilmesi i¢in bir dizi genetik ve epigenetik degisime ugrar.

Germinal merkez (Sekil 2.2) olaylar1 olarak adlandirilan bu siiregte B hiicreleri,
somatik hipermutasyon (SHM) ve smf degistirme rekombinasyonu (class switch
recombination, CSR) olarak adlandirilan iki tip degisim gecirir (Rivera vd., 2023).
Germinal merkezdeki SHM ve CSR olaylarinin her ikisi de aktivasyon ile uyarilmis
sitidin deaminaz (AID) enzimi aracilifiyla gerceklesir. AID enzimi, tek sarmalli DNA
tizerindeki sitozinleri deamine ederek immiinoglobulin agir ve hafif zincirlerinin
degisken bolgelerinde veya agir zincire ait sabit bolge dizilerinde mutasyonlar olusturur
(Bruzeau vd., 2023).

Agir  ve hafif zincirlerin SHM’si tamamlayicilik  belirleyici  bolge
(complementarity-determining region, CDR)’nin mutasyonu yoluyla antikor-antijen
afinitesini artirma potansiyeline sahiptir. SHM’yi1 yiliksek afiniteli antikorlara sahip B
hiicresi klonlarinin segilimi takip eder. CSR, immiinoglobulin agir zincir dizilerinden p

sabit bolgesini ve bunun ek izoformu delta (9)'y1, alternatif sabit bolgelerden gamma (y)1,



v2, v3, v4, alfa (o)1, a2, veya epsilon (¢) ile rekombine eder (Ridani vd., 2024). CSR
olayinda rol oynayan AID enzimi, her sabit bolgenin 5 kisminda yer alan ve yaklasik 5
niikleotitlik dizilerin ¢oklu tekrarlarini igeren degisim (switch) bolgelerini hedef alir. AID
tarafindan meydana getirilen niikleotit degisimleri IgH sabit bolgesinde DNA ¢ift sarmal
kirilmalarina ve translokasyonlara neden olabilir (Grants vd., 2024). CSR’deki bu
mutasyonlarin birikmesinin MM’yi baglatan degisikliklerin de kaynagi oldugu

diistiniilmektedir.
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Sekil 2.2. B hiicre farklilagsmasi

Transforme olmus plazma hiicreleri daha sonra kemotaktik faktorlerin
yonlendirmesiyle kemik iligine gé¢ eder. Kemik iligi ortaminda ek mutasyonlarin da
birikimiyle hastaligin pre-malign evre olarak bilinen MGUS (monoklonal gamopati) ve
SMM (smoldering multiple myeloma) evrelerine ve daha sonra malign MM evresine
gecis yaptigi kabul edilmektedir (Sekil 2.3).

Monoklonal gamopati olarak adlandirilan ve ileri yas gruplarinda en sik rastlanilan
MGUS evresinde, kemik iliginde ¢ogalan tek tip plazma hiicrelerinin yogunlugu %10°un
altindadir (Sekil 2.3). Herhangi bir semptomun goriilmedigi bu asamada, serumdaki M
proteini miktar1 3 g/dL’den diisiiktiir. Plazma hiicresi, genetik ve epigenetik temelli

anomalilerin y1gilmasiyla MGUS’tan SMM evresine geger.




-M proteini < 3 g/dL -M proteini > 3 g/dL -M proteini serumda

-Plazma hiicresi < %10  -Plazma hiicresi < %60  -Plazma hiicresi > %60

-Semptom yok -Semptom yok -CRAB ve diger
semptomlar var

Sekil 2.3. MM nin gelisim evreleri.

Ikinci basamak olan SMM evresinde, monoklonal plazma hiicrelerinin kemik
iliginde yogunlugu %60°’dan az olup, serumdaki M protein seviyesi 3 g/dL’nin
tizerindedir. Herhangi bir semptomun goriilmedigi SMM evresinden MM evresine
gelisim riski, MGUS’a oranla %13 daha fazladir (Becker, 2011). DNA onarim
mekanizmasinin hedef dis1 mutasyonlar1 baskilayamamasiyla hastalik MM evresine
ilerler. MM evresinde kemik iligini kaplayan tek tip plazma hiicre yogunlugu %60°1n da
tizerinde olup, serumdaki M proteini miktari %90’a ulasmistir. Bu evrede hastalarda

belirli semptomlar goriilmeye baslar (Ho vd., 2020).

2.2. MM Teshis Kriterleri

MM tanisini yeni alan hastalarin biiyiik cogunlugunda yorgunluk, sik idrara ¢ikma,
gecmeyen enfeksiyonlar, siddetli kemik agrilar1 gibi sikayetler goriilmektedir. Bu
sikayetlerle klinige gelen bireylerde MM nin teshisi i¢in, Uluslararas1 Miyelom Caligsma
Grubunun sundugu kriterler baz alinmaktadir (Rajkumar vd., 2014). Bu kriterler arasinda,
CRAB (hiperCalsemia, Renal failure, Anemia, Bone disease) olarak kisaltilan kandaki
kalsiyum seviyesinin yiiksek olmasi durumu olan hiperkalsemi, kanda normalden diisiik
sayida eritrosit varligir olarak bilinen anemi, asir1 M proteinin bobrek tiibiillerini
tikamasiyla gelisen bobrek yetmezligi ve kemik yapim-yikim dengesinin kaybi1 sonucu
ortaya ¢ikan kemik lezyonlar1 bulunmaktadir (Ho vd., 2020). Kemikten alinan biyopsi
orneginin analizi ile teshis silireci devam eder. Ulusal Kapsamli Kanser Ag1 (National
Comprehensive Cancer Network) kriterlerine gore, teshisi yonlendiren kreatinin,
elektrolit, alblimin ve kalsiyum miktarinin normalden fazla olmasi, trombosit ile tam kan
saymminin yapilmasiyla hemoglobin seviyesinin 10 g/dL’nin altinda saptanmasi, serum

LDH (laktat dehidrogenaz) seviyesinin normalden yliksek bulunmasi ve beta-2 mikro



globulin miktarinin asir1 diisiik olmas1t MM tanisin1 yonlendiren verilerdir (Michels ve
Petersen, 2017). Serumda serbest hafif zincir (SFLC, serum free light chains) diizeylerinin
Olclilmesi, pozitron emisyon tomografisi (PET), bilgisayarli tomografi (CT) MM nin
teshisi sirasinda basvurulan diger analiz yontemleridir. Ek olarak serumdaki kalsiyum
miktarmin 2,75 mmol/L’den yiiksek olmasi ve Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)
yontemi ile t(4;14) ve t(11;14) basta olmak iizere immiinoglobulin gen lokusunu igeren
kromozom 14’iin translokasyonlari, delesyon (del 13, 17p13), duplikasyon ve inversiyon
gibi kromozomal anomalilerin varligit MM tanisinda bakilan 6énemli parametrelerdendir

(Filippi vd., 2024).

2.3. MM’de Tedavi Yontemleri

MM tedavisinde kemoterapi, radyoterapi ve otolog kdok hiicre nakli yontemleri
uygulanmaktadir. MM tedavisinde kullanilan en eski kemoterapdtik ilaglar
glukokortikoid ve immiinomodiilatdr sinifina ait ilaglardir. 1997 yilinda, FDA (Food and
Drug Administration) tarafindan onaylanan immiinomodiilator ajan thalidomid tedavide
kullanilmaya baglanmigtir. Daha sonraki donemlerde, 2006 yilinda gelistirilen
lenalidomid ve 2013 yilinda gelistirilen pomalidomid o6zellikle niikseden hastalarda
kullanilmistir. Son yillarda proteazom inhibitorleri (PI)’nin de gelistirilmesiyle MM
tedavisinde ilerleme kaydedilmistir. Birinci nesil bir PI olan bortezomib’e direng gelisen
hastalarda etkili olan ve bortezomibin aksine periferal ndropati ve kardiyak yan etkileri
diisiik olan carfilzomib, hiicredeki proteostaz mekanizmasini etkileyen geri doniisiimsiiz
bir proteazom inhibitériidiir (Mao vd., 2024). Hastalara haftada bir veya iki kez
intravendz inflizyonla uygulanan carfilzomib, deksametazon ve lenalidomid ile kombine
uygulanmaktadir. Ayni sekilde kombine uygulanan ve DNA iplikleri lizerinde replikasyon
ve transkripsiyonu inhibe edici etkisi bulunan alkilleyici ajan siklofosfamid veya
melfalan, histon deasetilaz inhibitorii olan panobinostat, oral yolla alinan {igiincii nesil
proteazom inhibitdrii olan ixazomib, MM tedavisinde kullanilan diger ilaglardir (Beksac
vd., 2024). Farkl ila¢ gruplarinin birlikte kullanilmasiyla elde edilen tedavi basarisina
ragmen hastalarda zamanla ilag direnci gelismektedir.

Kemoterapi ve radyoterapiye ek olarak, otolog kok hiicre nakli de uzun siireli
remisyon saglamaya imkan saglayan énemli bir tedavi yontemidir. Yogun kemoterapiyi
takiben otolog kok hiicre naklinin yapildig1 bu tedavi segenegi, genellikle ileri yas grubu
MM hastalarinda, MM disinda diger saglik problemlerinin varligi nedeniyle her hastaya

uygulanamamaktadir (Nau ve Lewis, 2008). Transfer asamasinda MM hiicrelerinin
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saglikli kemik iligi hiicrelerinden ayrilamamasi gibi riskler de bulunmakta olup, transfer
sonrast hastaligin niiksii siklikla yaganmaktadir (Yang ve Lin, 2015).

MM’ye yonelik etkin ve kalici tedavi stratejilerinin gelistirilebilmesi i¢in, hastaligin
olusumu ve ilag direncinin temelindeki molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi son
derece elzemdir.

MM olusumu ve ilag¢ direncinin gelisiminde sadece kanser hiicresinin degil kemik
iligi mikrogevresindeki ¢Oziiniir protein faktorlerin ve hiicresel nis elemanlariyla

etkilesimlerin de rolii oldugu bilinmektedir.

2.4. Kemik iligi Mikrogevresi

Kemik iligi (Sekil 2.4.), hematopoietik ve mezengimal kdk hiicreler, fibroblastlar,
adipositler, osteoblastlar, osteoklastlar, endotel hiicreleri, makrofajlar ve megakaryositler

gibi farkl: hiicre popiilasyonlarini barindiran kompleks bir ortamdir.
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Sekil 2.4. Kemik iligi mikrogevresindeki hiicre cesitliligi (Aru vd., 2023).

MM hiicrelerinin kemik iligindeki bu ¢evrede bulunmasi, diger hiicresel ve
ekstraseliiler elemanlarla dogrudan veya dolayl etkilesimleri, MM hiicresinin bdliinme
yetenegini siirdiirmesine, kan dolagimina katilmasina ve hatta kemoterapoétik ilaglara
kars1 duyarsizlasmasina katkida bulunabilir. MM hiicresi, kemik iligindeki stromal
hiicrelerle dogrudan etkilesimleriyle PI3K/Akt (Phosphoinositide 3-kinase/Akt), NF-xB
(Nuclear Factor kappa B) ve JAK2/STAT3 (Janus kinase-2/signal transducer and activator



of transcription 3) sinyal yolaklarini aktive ederek proliferasyonunu siirdiirebilmektedir
(Tang vd., 2018). MM hiicrelerinin VLA-4/5 (very late antigen-4 veya 5) gibi adezyon
molekiilleri aracilifiyla kemik iligindeki ekstraseliiler matriks elemanlarina tutunmasi,
hiicre canliligini artirmaktadir. Siirekli hayatta kalmak ve kontrolsilizce ¢ogalmak isteyen
MM hiicresi, salgiladigi faktorler ve hiicre-hiicre temasi ile osteoklast aktivitesini
artirirken, aksine osteoblast aktivitesini ve mezensimal kok hiicrelerden yeni osteoblast
gelisimini baskilayarak litik kemik lezyonlarima zemin hazirlamaktadir (Andrews vd.,
2013). Ilag tedavisindeki basarilara ragmen, MM tedavisinde yasanilan en biiyiik problem
kemoterapétik ilaglara karst gelisen direnctir. Ilag etkilerinden kacan MM hiicreleri,
birden farkli mekanizmay1 kullanarak bu direnci gelistirebilmektedir. Direng 6nceden
gelisebilecegi gibi, yeni olusan genetik degisimler sonucunda, hiicre adezyon
molekiillerinin ifadesindeki anormal artis ile ortaya ¢ikan adezyon- aracili direng yoluyla
ya da otokrin, parakrin veya endokrin etki gosteren ¢ozlniir faktorler araciligiyla
sonradan da ortaya ¢ikabilir (Furukawa ve Kikuchi, 2016).

Kemik iliginin ¢6ziinilir elemanlarindan biri olan vitamin D, MM hiicrelerinde ve
kemik iligindeki stromal hiicrelerde ifade edilen VDR’ye baglanarak bu hiicrelerin
islevlerini ve birbiriyle etkilesimlerini diizenleyebilir (Pike vd., 2012). Hematopoietik
hiicreleri ve farkli kan hiicrelerinin gelisimlerini etkileyebilen vitamin D, MM
hiicrelerinin biiyiimesini baskilayic1 ve apoptoza yonlendirici 6zellikleri ile anti-timor
etki gostermektedir. Fakat ¢cogu kanser tiiriinde oldugu gibi MM’de de vitamin D’nin

eksikligi sikca goriilmektedir (Graklanov vd., 2020).

2.5. Vitamin D Metabolizmasi

Vitamin D, %2 oraninda diyetle alinabilen ancak %98 oraninda UV-B giines
isinlarinin - (280-320 nm) cildin  epidermis tabakasinda sogurulmasiyla 7-
dehidrokolestrolden de sentezlenebilen steroid yapida bir pre-hormondur (Christakos vd.,
2012). Vitamin D, ergokalsiferol (vitamin D2) formunda ispanak, portakal, muz gibi
bitkisel kaynaklardan veya kolekalsiferol (vitamin D3) formunda yumurta sarisi, somon,
morina baligi, siit ve siit lirlinleri gibi hayvansal gidalarla digardan viicuda alinabilir.
Ancak birincil tiretim kaynag1 her zaman giines 15181 ile deride sentezlenmesidir (Benedik,
2021; Uwitonze vd., 2020). Vitamin D, aktif formuna doniisebilmek i¢in daha sonra iki
farkli yerde hidroksile edilmektedir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Vitamin D’nin metabolizmasi (Kulda, 2012)

Vitamin D baglayic1 protein (VDBP) ile kanda taginan vitamin D, karacigerde
CYP27A1 ve diger Kkataliz enzimlerinin katkilariyla 25-hidroksikolekalsiferole
(25(OH)D) dontisiir (Saponaro vd., 2020). Bobregin proksimal tiibiillerine iletilen
25(OH)D, CYP27BI1 (25-hidroksivitamin D-1a-hidroksilaz) enzimi tarafindan hidroksile
edilerek aktif vitamin D formu olan, 1,25 dihidroksi kolekalsiferole (1,25-dihidroksi
vitamin D3) déniistiiriiliir (Bailey vd., 2007). Aktif formdaki vitamin D, hedef hiicrede
vitamin D reseptorii (VDR) ve retinoid X reseptorii (RXR) ile kompleks olusturarak
cekirdege transfer olur. Hedef genlerin DNA dizisindeki Vitamin D Yanit Elementi
(VDRE)’ne baglanarak transkripsiyonu diizenleyici rol oynar. Vitamin D ile paratiroid
(PTH) hormonu arasinda kuvvetli bir geri bildirim mekanizmas1 bulunmaktadir. PTH,

bobrekte CYP27B1’1n aktivitesini uyarirken, vitamin D ise PTH salinimini inhibe eder.

2.6. Vitamin D/VDR Araciligiyla Diizenlenen Islevler

Vitamin D reseptorii VDR, niikleer reseptor ailesinin bir iiyesidir. Kromozom 12
q13.11 bolgesinden transkribe olan bu reseptdr, vitamin D ile baglanarak veya vitamin
D’den bagimsiz halde VDRE dizilerine baglanarak cesitli genlerin transkripsiyonunu
etkilemektedir (Iriani vd., 2024). VDR, transkripsiyonel aktivatdr veya inhibitorlerle
etkileserek gen ifadesini artirici veya baskilayici etki gosterebilir (Henry, 2011). Vitamin
D’nin aktif formu 1,25(OH)2D3, VDR i¢in en uyumlu liganddir. Vitamin D, kendi
reseptorii olan VDR ile retinoid X reseptoriiniin (RXR) dimerlesmesini uyararak insan
genomunun %3-5’lik kismimi dogrudan veya dolayli olarak transkripsiyonel seviyede

kontrol eder (Ramagopalan vd., 2010). Vitamin D’nin etki ettigi gen gruplar arasinda
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epigenetik olaylarda kilit rol oynayan proteinler ve kodlayicit olmayan RNA genleri de
bulunmaktadir (Barajas Ordonez vd.). Ek olarak, VDR, vitamin D’den bagimsiz olarak
DNA’ya baglanma veya sinyal proteinleri ile dogrudan etkilesime girme suretiyle de
hiicresel olaylar1 yonetebilmektedir (Pike ve Meyer, 2014).

VDR/RXR kompleksi, viicutta bagirsaktan kalsiyumun emilimi, kemigin
mineralizasyonu, bagisiklik elemanlarinin modiilasyonu, fagositozun diizenlenmesi,
stiperoksit sentezinin aktivasyonu, keratinosit farklilagmasi, ksenobiyotiklerin yikiminin
diizenlenmesi gibi bircok hiicresel olay1 etkileyebilmektedir. Vitamin D’nin serum
seviyesinin 50-100 ng/dL arasinda olmasi ideal iken, 30 ng/dL’nin altinda olmasi
yetersizlik,10 ng/mL’nin altinda olmas1 yoksunluk olarak tanimlanir (Binkley vd., 2010;
Khan ve Fabian, 2010). Vitamin D’nin eksikligi kas agrisi, halsizlik, yorgunluk, tende
solgunluk, sa¢ dokiilmesi, kireclenme gibi pek ¢ok semptomun gelismesine neden
olmaktadir (Gunton ve Girgis, 2018). Bunun yan1 sira, vitamin D yoksunlugu kanser basta
olmak iizere otoimmiin, kemik iligkili, fetal donemi de kapsayan bir dizi hastalikla
iliskilendirilmistir (Ali ve Vaidya, 2007; Hewison, 2012). Vitamin D eksikligi veya VDR
ifadesinin azalmasi gibi sebeplerle kanser hiicrelerinde vitamin D tarafindan diizenlenen
hiicresel fonksiyonlarin sekteye ugramasinin, timor baskilayici genlerin ifadesinin
azalmast ve onkogenik karakterdeki genlerin ifadesinin artmasi ile sonuglandig
bildirilmistir (Bikle, 2021). Bu durum kanserli hiicrelerin béliinme, cogalma, farklilasma
ve gbo¢ etme kabiliyeti kazanmasina yardime1 olur (Binkley vd., 2010).

MM hastalarinin ¢ogunda goriilen vitamin D eksikligi diger kanser tiirlerinde de
siklikla rastlanan bir durum olup, vitamin D kemoterapoétik ila¢ tedavisinde en sik

kullanilan takviyelerden biridir (Yin vd., 2010).

2.7. MM’de Epigenetik Faktorler

MM patogenezinde genetik anomalilerin yani sira epigenetik anomalilerin de rol
oynadig1 bilinmektedir (Caprio vd., 2020). Epigenetik modifikasyonlar, DNA’y1 metile
veya demetile eden enzimler, DNA’nin paketlenmesinde gorevli histonlarin
modifikasyonlarini olusturan (writers), okuyan (readers) ve uzaklastiran (ereasers)
proteinler ve kodlayict olmayan RNA’lar tarafindan gergeklestirilmektedir.

MM’de anormal DNA metilasyonu siklikla rastlanilan bir olaydir ve bu durum
hastaligin gelisim hizin1 etkilemektedir (Amodio vd., 2017). MM’de DNA metil
transferaz 1 (DNMT1)'in ekspresyonu, normal plazma hiicrelerine kiyasla daha yiiksektir

ve enzimin seviyesi hastaligin seyri boyunca artmaktadir (Yang vd., 2022). Bununla
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birlikte MM, normal plazma hiicrelerine kiyasla diisiik DNMT3a ekspresyonuna sahiptir
(Yang vd., 2022). Aktif DNA demetilasyon enzimlerinden TET1’in MM’de ifadesi
saptanamazken, TET2 ve TET3’iin ise diisiik seviyede ifade edildigi tespit edilmistir
(Trtkova vd., 2019). TET2 nin siklikla difiiz biiylik B hiicre lenfomalarinda mutasyona
ugradigi, MM’de ise TET1’in mutant olmayip epigenetik olarak baskilandigi
bilinmektedir (Lio vd., 2019).

Histon modifikasyonlarinin anormal kurulumu malign hiicrelerde sik goriilen bir
durumdur. Yapilan arastirmalarda, hematopoietik hiicrelerin gelisiminde ve B
hiicrelerinin farklilagmasinda Onemli histon metiltransferaz, Polycomb Baskilayici
Kompleksi 2 (PRC2)’nin katalitik alt {initesi Enhancer Of Zeste Homolog 2 (EZH?2),
MM ’ye ait tiim hiicre hatlarinda asir1 ifade edilmektedir (Das vd., 2022; Rinke vd., 2020).
MM’de histon modifikasyonlari araciligiyla EZH?2 ifadesinin artig1 ve bu durumun artmis
hiicre ¢ogalmasina neden oldugu bulunmustur (Das vd., 2022; Rinke vd., 2020).

Insan genomunun sadece %2’si proteinleri kodlayan dizilerden olusurken, %98’lik
biiylik kismi1 ise, gen ifadesinde en etkin diizenleyici role sahip ve onemli hiicresel
fonksiyonlar1 kontrol eden, kodlayici olmayan RNA (noncoding RNA, ncRNA)
molekiillerini tiretmektedir (Jiang ve Guo, 2020).

Kodlayict olmayan RNA’lar transkript boyutuna gore kiiciik ncRNA'lar (18-200 nt)
ve uzun ncRNA'lar (>200 nt) olarak iki gruba ayrilir (Yang vd., 2023). En kapsaml
incelenen ncRNA grubu, introgenik veya intergenik DNA lokuslarindan kodlanan ve
transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunu diizenledikleri bilinen kiigiik transkriptler (18-
22 nt) olan mikroRNA (miRNA)'lardir (Chen vd., 2021). MM'de yaygin olarak ifadesi
diizensizlesen miRNA'lar arasinda miR-21, miR-17-92, miR-15a/16, miR-29 ve miR-34
aileleri yer alir (Gregorova vd., 2021). MGUS evresinden MM gelisimine kadar olan
stirecte miRNA ifade diizensizlikleri tespit edilmistir (Ho vd., 2020). MM 'nin gelisiminde
ve ilerlemesinde pek cok rolii bulunan diger grup ise olgun RNA boyutlar1 200
niikleotitten fazla olan uzun kodlayict olmayan RNA (IncRNA)’lardir.

2.8. Uzun Kodlayic1 Olmayan RNA’lar

Sitoplazmada veya ¢ekirdekte lokalize olabilen ve 200 niikleotitten uzun, protein
kodlamayan RNA’lar, uzun kodlayici olmayan RNA (IncRNA, long non-coding RNA)
olarak siniflandirilmaktadir. Ifadeleri kendilerine 6zgii promotdr dizilerinden kontrol
edilen ve bolca tekrar dizisi iceren IncRNA genleri, tipki mRNA’lar gibi RNA Polimeraz
II tarafindan transkribe edilir. miRNA’larda oldugu gibi ekzon kaynastirma (splicing) ile
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intronik dizilerin uzaklastirildigr olgun IncRNA’lar, 5’cap yapisina ve 3’poliadenile
kuyruguna sahiptir (Ghasemian vd., 2024). ifadeleri dokuya 6zgii gerceklesen ve birden
fazla transkript varyantina sahip olan IncRNA’lar, miRNA’larin aksine tiirler arasinda
diisiik dizi homolojisi gosterirler (Kaur vd., 2024). IncRNA genleri bir genin ekzonik veya
intronik dizilerinde yerlesik bulunabilecegi gibi bir genin kodlayici dizisiyle ayn1 yonde
veya ters yonde okuma dizisine sahip olabilir ya da genler arasi bdlgeden de
kodlanabilirler (Louro vd., 2009). IncRNAlar, genom kararliliginin korunmasi, genomik
baskilama (imprinting), X kromozomunun inaktivasyonu, transkripsiyonel veya
translasyonel seviyede gen ifadesinin diizenlenmesi gibi temel ve 6nemli islevlere sahiptir
(Ferrer ve Dimitrova, 2024; Kaur vd., 2024). Cok yonlii fonksiyonlara sahip olan
IncRNA’larin ifadelerindeki diizensizlikler, basta kanser olmak lizere ¢esitli hastaliklarla
yakindan iliskilendirilmistir (Sanchez Calle vd., 2018). Hem onkogenik hem de tiimor
baskilayici rolleri olan IncRNA’larin diizensiz ifade olmaya baslamasi, kanserli hiicrenin
cogalmasini, invazyonunu, migrasyonunu, metastazini tesvik edebildigi gibi ilag
direncine de katki saglar (Ma vd., 2013). Yiiriitiilen ¢aligmalarda, IncRNA'larin, cesitli
bagisiklik hiicrelerinin gelisimini yonlendirmede ve bagisiklik hiicresi aktivasyonunun
ayirt edici 6zelligi olan dinamik transkripsiyonel degisimlerin kontroliinde 6nemli roller
oynadigi bulunmustur (Khan vd., 2021).

Hiicredeki fonksiyonel etkileri son yillarda anlagilmaya baslanan IncRNA'’lar,
periferik kan veya dokudan tespit edilerek biyolojik belirte¢ gibi kullanilabilmektedir
(Tao vd., 2024).

2.8.1. LncRNA’lar ile Etkilesimdeki Molekiiller

IncRNA’lar DNA, RNA ve protein tiirdeki birden fazla molekiille etkilesimde
bulunabilen, fonksiyonel ¢esitlilige sahip bir RNA grubudur (Sekil 2.6.). IncRNA’lar,
DNA ile paralel veya anti-paralel {glii sarmal yapilar olusturarak ilgili dizinin
transkripsiyonunu diizenleyici rol oynayabilirler. IncRNA MEG3’iin, adenin ve guanince
zengin olan DNA bolgelerinde tiglii yapilar olusturdugu bulunmustur (Li vd., 2016).
Bununla birlikte, birgcok durumda, IncRNA'larin kendisi, proteinlerin aktivitesini,
lokalizasyonunu diizenlemek ve farkli proteinlerin etkilesmelerinde birlestirici gérevi
gormek gibi, daha 6nce proteinlere has oldugu varsayilan anahtar diizenleyici rollere
hizmet eder (Wilusz vd., 2009). Hiicrede IncRNA’larin proteinlerle etkilesimi daha ¢esitli
olup, ozellikle histonlara baglanarak kromatin yapinin yeniden sekillenmesine de katki

saglayabilirler. Istisna olarak IncRNA’lar yaklasik 100 niikleotitlik kiigiik peptit dizilerini
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tiretebilen birka¢ okuma ¢ercevesine sahip olabilirler (Han ve Chang, 2015). Bu
ekspresyonlar zayif olmakla birlikte hiicredeki fonksiyonlar1 tam olarak saptanamamistir.
IncRNA’lar en cok miRNA’larla etkilesime girer ve genellikle miRNA’lar1 dizi eslesmesi
ile iizerine baglayan bir siinger gorevi gorerek miRNA seviyesini baskilamaktadirlar
(Ferrer ve Dimitrova, 2024).

Zengin kimlige sahip IncRNA’larin hedeflerinin kesin olarak belirlenmesi,
ifadelerinin nasil diizenlendiginin ve iligkili olduklar1 sinyal yolaklarinin net sekilde

aydinlatilmasi kanserin basini ¢ektigi pek ¢ok hastaligin perdesini aralayacaktir.
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Sekil 2.6. IncRNA’nin etkilesimde bulundugu molekiiller. IncRNA’lar DNA ile
dogrudan etkilesimde bulunabilir, proteinlerle birlesebilir, miRNA’y1 siingerleyebilir,
peptitlerle ve kiiclik agirliga sahip bilesiklerle sinerjistik iligki kurabilirler
(Kazimierczyk vd., 2020).

Bu tez calismasinda MM’de daha 6nce onkogenik rolleri ile taninan H19, NEAT1,
TUG1 ve UCALI ile timor baskilayici role sahip MEG3 IncRNA’larinin vitamin D

etkisiyle ifadelerinin degisimi incelenecektir.

2.8.2. H19

H19, 1984 yilinda Dr. Shirley Tilghman ve meslektaslar: tarafindan kesfedilen ilk
IncRNA’dir (Hark ve Tilghman, 1998). Kromozomun 11p15.5 bélgesinde lokalize olan
H19 geni, bes ekzon ve dort introna sahiptir. Imprinting sebebiyle sadece anneden gelen

kopyadan ifade edilen ve 2.5 kb uzunlugunda bir transkripte sahip olan H19, ¢cogunlukla
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sitoplazmada bulunur (Gabory vd., 2010). Yetiskin dokularindan sadece kalp ve iskelet
kasinda ifade olmaya devam eden IncRNA H19’un ifadesindeki diizensizlikler kanser
gelisiminde rol oynamaktadir (Yang vd., 2001; Wang vd., 2009). Hipoksik tiimor
kosullarinda p53/HIF-1a yolagiyla ifadesi artan onkogenik IncRNA H19, normal plazma
hiicrelerine kiyasla MM hiicrelerinde daha yiiksek oranda ifade edilmekte olup, ifade
seviyesi hastaligin SMM, MGUS ve MM evrelerinde agamali olarak artis gostermektedir
(Yang vd., 2021). H19’un birinci ekzonundan kodlanan mir-675’in de ifadesi, kanserlerde
H19 ile orantili olarak diizensizlesir. Ozellikle serumsuz besiyeri icerisindeki hiicrelere
¢ogalma avantaji saglayan H19’un, MM hiicrelerinde siRNA araciligiyla baskilanmasi

hiicre biiylimesini azaltmaktadir (Guo vd., 2023).
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Sekil 2.7. IncRNA H19 ve vitamin D’nin ortak miRNA hedefleri

IncRNA H19’un MM hiicrelerinde asir1 {iretilmesi, anti-apoptotik Mcl-1 genini
hedef alan mir-29b-3p’nin baskilanmasina (Sekil 2.7) ve Mcl-1’in asir1 ifade edilmesine
yol agmaktadir (Ding vd., 2018). Mcl-1 yolaginin proteazom inhibitdrii bortezomib’e
kars1 diren¢ kazanan MM hiicrelerinde aktif oldugu gosterilmistir (Pan vd., 2019).
MM’deki rolleri son zamanlarda agiga ¢ikan H19’un MGUS’tan SMM evresine ilerleyisi
destekledigi bulunmustur (Morelli vd., 2020). Hematolojik malignitelerden biri olan akut

miyeloid 16semide, mir-29a-3p’yi baskiladigi bilinen H19’un invazyonu destekledigi
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bulunmustur (Guo vd., 2022). H19’un genel olarak, P53’ baskilayarak genomik
kararsizliga neden oldugu diistintilmektedir (Y. Li vd., 2020). MM hiicrelerinde H19’un
yiiksek ifadesi NF-kB sinyal yolagini aktive ederek hiicre proliferasyonunu ve
migrasyonunu destekleyen IL-6 ve IL-8 sitokinlerinin {iretimini artirir (Sun vd., 2017).
MM’de ifadesi artan insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1) ve IncRNA H19 ayni
kromozomal lokasyondan transkribe olan genlerdir. H19’un ifadesinin yiiksek bulundugu
hiicrelerde IGF-1’in de ifadesinin yiliksek oldugu gozlenmistir. IGF-1’in, PI3K/AKT
sinyal yolunun aktive olmasini sagladig1r ve miyelom hiicrelerinin epitelden mezenkimal
fenotipe gecisini hizlandirdig: tespit edilmistir (Y. Peng vd., 2020). Farkli bir ¢alisma da
ise H19 ile birlikte IGF-1"in ifade artis1 hiicre adezyon molekiillerinden SDF-1 ifadesinin
artisina neden olarak MM hiicrelerinin migrasyonunu tesvik ettigi belirlenmistir (Ro vd.,
2013).

MM hastalarinda goriilen tipik kemik lezyonlarinin H19 ile iliskili oldugu rapor
edilmistir. H19’un asin1 ifade edilmesi, PTEN/Akt/mTOR araciligiyla MM’de kemik
yapict hiicreler olan osteoblastlarin ifadesini baskilarken, kemik yikic1 osteoklast
hiicrelerinin ¢ogalmasini destekleyerek kemik lezyonlarinin olusumuna katki saglar (Xia
vd., 2024).

Literatiirdeki veriler, vitamin D/VDR yolagi ve H19’un, kanserde énemli sinyal
olaylarim1 zit yonde etkiledigine isaret etmektedir. Yapilan aragtirmalarda VDR’nin c-
Myc/Mad-1 yolunu aktive ederek H19 ifadesini inhibe ettigi saptanmistir (Darmadi vd.,
2024). Kolon kanseri lizerine yapilan bir ¢alismada, vitamin D’nin Notch sinyal aginin
diizenlenmesi yoluyla H19 ifadesini inhibe ettigi gosterilmistir (Zichittella vd., 2023).
Buna benzer sekilde, glioma hiicrelerinde vitamin D’nin H19’un ilk ekzonundan
kodlanan mir-675’1 inhibe ettigi bildirilmistir (Pan vd., 2020). VDR, H19 ve miR-675-5p
arasinda benzer bir geri bildirim dongiisii, diyabetik nefropatide de gozlemlenmistir
(Shaker vd., 2023). Ayrica H19’un asir1 ifade olmasi veya vitamin D’nin eksikligi,
genomik kararsizliga neden olmakla birlikte metastatik yayilimi da tesvik etmektedir
(Darmadi vd., 2024). H19’un bazi miRNA’larin ifadesini baskilayarak MM kanser
hiicresinin hayatta kalmasina destek oldugu bulunmustur. Mir-193’tin H19 tarafindan
baskilanmasi, Bcl-2 ailesinin anti-apoptotik bir {iyesi olan Mcl-1’in translasyonunu
artirarak MM’de bortezomib direncini uyarmaktadir (Zeng vd., 2014). Farkli bir calisma
da ise vitamin D’nin VDR araciligiyla mir-193’i baskiladigr bulunmustur (Wierzbicka
vd., 2024). Buna ek olarak, H19, mir-152-3p ifadesini baskilarken, vitamin D’nin ise mir-

152-3p’yi aktive ettigi bildirilmistir (Zheng vd., 2020). Aynt miRNA hedeflerinin
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bulunmasi, H19 ile vitamin D/VDR yolaginin ortak mekanizmalarin diizenlenmesinde
dolaylt etkilestiklerini gdstermektedir. Ancak, vitamin D’nin H19 iizerindeki

transkripsiyonel diizenleyici etkisi tam olarak belirlenememistir.

2.8.3. MEG3

MEG3 (maternally expressed 3), 14q32 iizerinde kromozomal yerlesime sahip olan
ve maternal alel tarafindan ifade edilen yaklasik 1.6 kb uzunlugunda bir gendir. IncRNA
MEGS3 ifadesinin pek ¢ok kanser tiirlinde baskilanmasi tiimor baskilayici isleve sahip
olduguna isaret etmektedir (Lu vd., 2019). MEG3’iin, mir-181a/HOXA1 diizenleyici
yoluyla MM hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi ve apoptozu uyardigi
kesfedilmistir (Shen vd., 2018). MM hastalarinda MEG3 ifadesinin baskilanmasinin
hastaligin prognozunu olumsuz etkiledigi tespit edilmistir (Lu vd., 2019). MEG3’iin
MM’de ila¢ direncine etkisinin arastirildigi bir calismada, MEG3 ifadesi artirilan RPMI-
8226 hiicrelerinde, bortezomibe duyarliligin da arttigi gozlenmistir (Zang vd., 2022).
MEG3 ifadesinin kemik tiimorleri, osteoporoz ve romatoid artirit gibi ¢esitli kemik
hastaliklariyla iligkili oldugu bulunmustur (Xu vd., 2022). Yapilan ¢aligmalarda MM’de
ifadesi artan SOX2 (SRY-Box Transcription Factor 2)’nin, BMP4 (Kemik Morfogenetik
Proteini 4) promotoriine baglanarak mezenkimal hiicrelerden osteoblast gelisimini
baskiladig1 bilinmektedir. Buna karsin, MEG3’iin, SOX2’nin BMP4 promotoriiyle
etkilesimini engelleyerek osteogenik farklilasmay1 destekledigi bulunmustur (Zhuang
vd., 2015). MM hiicrelerinin osteoblastik hiicre olusumunu baskilamasi ve osteoklast
aktivitesini uyarmasiyla gelisen littk kemik lezyonlarinda, MEG3 ifadesinin
baskilanmasinin da rolii oldugu diisiintilebilir.

Vitamin D ile MEG3 ifadesi arasindaki etkilesime dair kolorektal ve meme kanseri
hiicre hatlar1 ile yapilmis ¢alismalar mevcuttur. Bunlardan kolorektal kanserde de MEG3
ifadesinin baskilandigr ve vitamin D’nin VDR araciligtyla MEG3’ii aktive ettigi
bulunmustur (Guoqin vd., 2021). Bagka bir calismada vitamin D takviyesi sonras1 hasta
serumunda MEG3 ifadesinin arttig1 saptanmistir (Bintintan, 2018). Vitamin D/VDR
kompleksi, kolorektal kanser hiicrelerinde MEG3 ifadesini artirarak c-Myc’in ubikitin-
proteazom araciligiyla yikimini artirmis ve boylelikle hiicrelerde glikoliz aktivitesini
baskilamistir (Zhang ve Gao, 2019). Buna karsin, VDR geninin baskilanmasi, kanser
hiicrelerinde MEG3 ifadesini azaltarak aerobik glikoliz inhibisyonunu ortadan
kaldirmaktadir. Kolorektal kanser hastalarinda goriilen vitamin D eksikligi ve diisiik

MEG3 ifadesinin, diisiik sag kalim oraniyla iliskili olabilecegi saptanmistir (Blasiak vd.,
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2022). MEG3 ifadesinin 5-Azasitidin muamelesi sonrasi artis gostermesi, kanserlerde
azalan MEG3 ifadesinin promotor metilasyonu aracili baskilanmanin sonucu oldugunu
gostermektedir (Sellers vd., 2018). Bu durumu degerlendiren diger arastirmacilar
VDR’nin MEG3 promotériine (-230, -243 bolgelerine) direkt baglanarak MEG3 ifadesini
diizenleyebilecegini gostermislerdir (Zuo vd., 2020). Vitamin D varlifinda, aktivitesi
artan vitamin D-VDR kompleksi, MEG3 ifadesinde artisa neden olarak p53, RB ve c-myc
gibi genlerin transkripsiyonunu uyarmaktadir. Bu durum kanserli hiicrelerin
proliferasyon yeteneginin zayiflamasiyla sonuglanmistir (Zhang vd., 2022). MM’de
genellikle serum seviyesi diisiik olan vitamin D ve MEG3’iin etkilesimine yonelik bir
caligmaya rastlanmamigtir. MM hiicrelerine yapilacak vitamin D uygulamasinin, MEG3
ifadesini nasil etkileyecegi sorusuna yanit verecek olan bu tez ¢aligmasi bu yoniiyle 6nem

arz etmektedir.

2.8.4. NEAT1

NEAT1 (Nuclear Paraspeckle Assembly Transcript), gen dizisi kromozom 11q131
tizerinde konumlanmais, sitoplazmada da bulunabilen ama genellikle ¢ekirdekte lokalize
olan bir IncRNA’dir. NEAT1, ¢ekirdekte nuclear paraspeckles (PSs) olarak adlandirilan
ve RNA islenmesi ile stres yanitinda gorev alan yapinin bir pargasidir (Sellers vd., 2018).
Ozellikle embriyonik gelisim asamasinda énemi vurgulanan bu gen; NEAT-1 (3756 nk.)
ve NEAT1-2 (22,743 nk.) olmak iizere iki transkript varyantina sahiptir (van Eyk, 2015).
NEAT1 ifadesi, transkripsiyon faktorleri, DNA metilasyonu, miRNA'lar ve RNA-
baglayici proteinler araciligiyla diizenlenmektedir. NEAT1 de miRNA’lar araciligiyla gen
ifadesini diizenleyebilmektedir (Saleh vd., 2024). Genellikle promotdriindeki metilasyon
kayb1 sebebiyle artan NEAT1 ifadesi, tiimoriin baglangic1 ve ilerlemesinden sorumludur
(Dong vd., 2018). Kanser tiirlerindeki siklikla diizensiz ifade olan NEAT1, metastazin
gelisimi, niiks ve diisiik sagkalim oranmi gibi klinik 6zelliklerle iliskilendirilmistir (Park
vd., 2021). Meme kanseri, kolorektal kanser, 6zofagus kanseri, yumurtalik kanseri, tiroid
kanseri, rahim agz1 kanseri, glioma gibi kanser tiirlerinde ifadesinin yiiksek oldugu tespit
edildigi icin, NEAT1 bir kanser biyolojik belirteci olarak da kullanilabilmektedir
(Thankachan vd., 2021). NEAT1 ifade diizensizligi, kanser gelisimi siire¢lerinden hiicre
gocti, hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasini etkilemektedir (Farzaneh vd., 2023). Difiiz
bliyiik B hiicreli lenfomada asir1 ifade olan NEAT1, bir onkogen olan Gli-1 mRNA’sin1
hedef alan mir-34b-5p’yi baskilayarak, B hiicresinin proliferasyonunu artirir (Bai vd.,

2022). Hematolojik kanserlere kiyasla MM de ifadesi 6nemli dl¢iide yliksek olan NEAT1,
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p53’ii baskilayarak DNA onarimindan ve apoptozdan kagis ile hiicre dongiisiiniin devami
gibi cesitli hiicresel olaylari etkiler. Antisense diziyle NEAT1 ifadesinin baskilanmasi,
MM hiicrelerinin biiyiimesini baskilamakta ve apoptozu tetiklemektedir (Pan vd., 2019).
NEAT1’nin ifadesinin baskilanmasi ile DNA tamirinde gorevli genlerin de ifadesinde
diisiis ve DNA hasarinda artis gozlenmesi, NEAT1°in DNA tamiri mekanizmasiyla iliskili
oldugunu gostermistir (Taiana vd., 2020). Artan NEAT1 ifadesi, kanser hiicrelerinin
kemoterapotik ilaglara direng gelistirmesinde de rol oynamaktadir. NEATI’1n
baskilanmasi ile MM hiicrelerinin melfalan, bortezomib ve carfilzomib’e duyarliligi
artmistir (Taiana vd., 2020). NEAT1, c-Myc geni promotoriine dogrudan baglanarak

miyelom hiicre apoptozunu inhibe eder (Qian vd., 2020).

2.8.5. TUG1

IncRNA TUGI1,-22q12.2 iizerinde yerlesik 7.5 kb uzunlugunda bir gen olup, fare
retinal hiicrelerinde esansiyel bir aminoasit olan taurinle birlikte ifadesi arttigi igin
Taurine Upregulated Gene 1 (TUG1) olarak adlandirilmistir. Fareyle insan arasinda %77
oraninda dizi benzerligi gosteren TUG1 geni, 4 ekzonik diziye sahiptir (Lewandowski
vd., 2020). Olgun IncRNA TUGI, hem sitoplazmada hem de cekirdekte lokalize
olabilmektedir (Lewandowski vd., 2020). IncRNA TUGI, glioma, {iglii negatif meme
timorii ve akciger kanserinin 6zel bir grubunda azalirken, diger bircok doku
kanserlerinde yiiksek seviyede ifade edilmektedir (Zhou vd., 2019). TUG1, ¢ogunlukla
miRNA’lar baskilayarak ya da baskilayict histon modifikasyonlarin1 yapan PRC2’yi
hedef bolgelere ¢ekerek etkisini gostermektedir (Lin vd., 2016). IncRNA TUGI, hasar
goren endotel hiicrelerinde ¢ogalma, apoptoz ve otofaji gibi hiicresel olaylarla
iligkilendirilmistir (Zhang vd., 2021). Yapilan calismalarda TUGI ifadesinin yiiksek
oldugu mesane kanserinde TUG1’in baskilanmasiyla kanser hiicrelerinin metastazinin in
vivo ve in vitro olarak baskilandigr bulunmustur. Akut miyeloid l6semide TUGI
ifadesinin normal hiicrelere kiyasla arttig1, buna karsin ifadesinin baskilanmasi ile hiicre
cogalmasinin azaldigi ve apoptozun arttig1 belirlenmistir (B. Zhang vd., 2020). B hiicre
maligniteleri ve MM’li hastalarin serum Ornekleriyle yapilan analizlerde, TUGI1
ifadesinin normale kiyasla yiiksek oldugu bulunmustur (X. Zhang vd., 2020). TUG1, mir-
145 ile negatif yonlii etki ederek miyelom hiicrelerinin epitelyalden mezenkimale gegisini
diizenledigi bildirilmistir (Wu vd., 2024). TUG1’in vitamin D/VDR yolagiyla iligkisine
dair deneysel caligmaya rastlanmamistir. Vitamin D reseptorii VDR ile p53-aracili

etkilesimi oldugu diisiiniilen TUGI1’1n asir1 ifade olmasi ile VDR arasinda negatif
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korelasyon bulunmustur (Mohan vd., 2020). Vitamin D eksikligi olan hastalarda TUG1
ifadesi genel olarak yiiksek bulunmaktadir (Bikle, 2021).

2.8.6. UCA1

[k kez insan mesane kanser hiicre hattinda tanimlanan iirotelyal karsinomla iliski
IncRNA (UCAL), kanser hiicrelerinde ifade diizeyi yiikksek olan ve malign hiicre
fenotipinin gelismesine katki saglayan bir transkripttir. Kromozomal olarak 19p13.12°de
konumlanan ve genellikle embriyonik donemde ifadesi artan UCA1 geni, 1.4, 2.2 ve 2.7
kb uzunlugunda ti¢ adet transkript varyantina sahiptir. Mesane, prostat, mide ve karaciger
kanserlerinde biyolojik belirte¢ olarak kullanilabilen UCA1, kemoterapi ajanlarina karsi
direng gelisiminde de rol oynayabilmektedir (Xuan vd., 2019). Mesane kanserli bireylerin
idrar 6rneklerinden tespit edilebilen UCA1 ifadesi, hastalifin %67 oraninda dogru teshis
edilmesini saglamistir. Kanseri tesvik edici 6zelligiyle 6n plana ¢ikan UCAI, tiimor
baskilayict miRNA’lar etkisiz hale getirerek bu siirece katki saglamaktadir. UCA1
hiicrede Wnt/beta-katenin, PI3K/Akt gibi hiicre boliinmesini uyaran cesitli sinyal
yolaklarini uyararak anormal hiicre bdliinmesini desteklemektedir (Liv d., 2020). Yapilan
caligmalar sonucunda insan mesane kanser hiicre hattt BLS-211’de UCAI in
baskilanmasi ile hiicrenin gé¢iiniin, invazyonunun ve ilag direncinin azaldigi bulunmustur
(Ramli vd., 2021). UCA1 prostat kanser hiicre hattinda mir-204’1i baskilayarak bir histon
deasetilaz olan Sirtl ifadesini artirmakta ve docetaxele karsi direncin olugmasina yol
acmaktadir (Khalafizadeh vd., 2024). UCA1’in meme kanseri hiicrelerinde baskilanmasi,
hiicre dongiisiinii baskilamis ve apoptozu arttirmistir (Tuo vd., 2015). Farkli bir ¢alismada
ise UCA1’in p27’y1 inhibe ederek meme tiimoriiniin gelisimine katki sagladig
bulunmustur (Xuan vd., 2019). Multiple myeloma’da asir1 ifade olan UCAL, hiicrelerin
IL-6’ya duyarliligini artirarak hiicre canliligi ve ¢ogalmasini tesvik etmektedir (Li vd.,
2019). Bunlara ek olarak UCA1, PI3K/Akt sinyal yolaginmi araciligiyla hiicrede tiimor
baskilayict gen olan p21’°in ifadesini inhibe eder (Li vd., 2024). Literatiirde UCA1’in
vitamin D tarafindan dogrudan etkilendigine dair bir calismaya rastlanmamistir. Fakat
UCAL1 ile vitamin D’nin ortak miRNA hedefleri bulunabilmektedir. Hastalarda siklikla
goriilen vitamin D eksikligi ve normalden fazla ifade olan UCA1 arasindaki iliskiyi

arastiran deneysel calismalar yeni bir molekiiler agin aydinlatilmasina katki saglayacaktir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Alet ve Cihazlar

Cizelge 3.1. Deney sirasinda kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari

Cihazlar Marka ve Mensei Kullanim Amaci
Besiyeri ve diger hassas
+4 °C Sogutucu Regal (Tiirkiye) kimyasallarin muhafaza
edilmesi
PCR vb. kitlerin
-20 °C Sogutucu Grundig (Tiirkiye) aktivitesini kaybetmeden

muhafaza edilmesi

-80 °C Sogutucu

Thermo Scientific (ABD)

Dondurulan hiicrelerin
muhafaza edilmesi

Hiicre sayimi ve

Inverted Mikroskop Olympus (Japonya) morfolojik gdzlem
: Hiicrelerle ilgili islemlerin
. S1r}1f-II Tlp A . DEMAIR (Tirkiye) steril ortamda
biyogiivenlik kabini . )
gergeklestirilmesi
Hiicreler i¢in %5 CO; ve
CO2'1i inkiibator Thermo Scientific (ABD) | 37 °C’de nemli atmosfer
kosullarini saglamak
Santrifiij HetCkuniversal 320 Hiicrelerin ¢oktiiriilmesi
(Almanya)
Mini vortex Dlab (Cin) Soliisyonlar1 karistirma
Manyetik Karistirici Dlab (Cin) Cozelti hazirlama
PCR LongGene A300 Gradiyent PCR
PCR NYXTechn}k ATC-210 <DNA cldesi
(Cin)
CFX96 Connept Real-time Biorad (USA) K'f’mtltatlf PCR reaksiyonu
PCR cihaz1 icin
Epoch Mikro plaka . Spektrofotometrik
Spektrofotometre Agilent (USA) Ol¢timler igin
, < . Jel elektroforezinin
Giic kaynagi NYX Technik yiiriitiilmesinde
Jel Gériintiileyici Vilber Fusion Pulse Uult{awlnyole jel
(Fransa) goriintiileme
Hassas terazi Dlab (Cin) Kimyasallarin tartimi
Laboratuvar
Otoklav ALP -CLG (Japonya) malzemelerinin
sterilizasyonu
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3.2. Kimyasallar

Cizelge 3.2. Deney sirasinda kullanilan sarflar ve kimyasallar

Sarf/Kimyasal Marka Katalog No Kullanim amaci
Adi
Hiicrelerin
RPMI 1640 Gibco (ABD) 52400025 | beslenmesi ve
pasajlanmasi
FBS Gibco (ABD) 26140079 | Besiyer ienginin
zenginlestirilmesi
Besiyeri icerigini
Penisilin- D bakteri
. . Thermo Scientific (ABD) 15140122 . )
Streptomisin tiremesinden
korumak
Vitamin D o
(12,25- Sigma DJo30-10 ;Z)llti??glng
Dihydroxyvitamin & UG Y
hazirlama
D3)
Carfilzomib
Carfilzomib Cayman Chemical 17554 soliisyonu
hazirlama
Ecopure Total Total RNA’nin
RNA kiti Ecagpe E2UR izolasyonu
Dnase [ Thermo ENO0521 RNA kalintilarmn
uzaklastirmasi
Iscript CDNA BioRad 1708891 RNA' dan cDNA
sentez kiti eldesi
SsoAdvanced
Universal SYBR BioRad 10000076382 | PCR bileseni
Green Supermix
PCR firiinlerinin
1 kb ladder NEB N3200S boyutlarinin
degerlendirilmesi
DNA bantlariin
SafeView Classic ABM G108 goriiniir hale
getirilmesi
Tris base Wisent Inc 600-127-EG | Soliisyon hazirlama
EDTA Sigma 60-00-4 | LAE tamponu
hazirlama
Asetik asit Sigma 64-19-7 | [AE tamponu
hazirlama
Agaroz Biomax HS-g000 | Asaroz el
hazirlama
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Yitamin D3%iin Multiple Myeloma Hiicrelerinde Uzun Kodlayier Olmayan RNA (IncRNA) ifadesine
Etkisinin Incelenmesi

) ) )

NCI-H929 hiicrelerinin MM hiicresinde Vitamin D’nin Yitamin D ilagla birlikte
kiiltiire alinmasi IncRNA ifadesine etkisi nedir? kullamldiginda IncRNA

ifadesine etkisi nedir?
Soliisyonlarin
hazirlanmas: CFZ doz yamt
Primer
optimizasyonu

Vitamin D doz
secimi

CFZ dozuna bagh
hiicre canhilig analizi

CFZ ve vitamin D’nin
24 saat kombine

gqRT-PCR uygulanmasi
RNA uolasmnu
DNase muamelesi- P
Anahd(‘raf' k cDNA sentezi §

oluglurma

Sekil 3.1. Tez calismasinin is akisi. CFZ: carfilzomib
3.3. Hiicre Kiiltiirii Uygulamalar:

3.3.1. Hiicre Canlandirma ve Hiicre Kiiltiirii

Bu calismada kullanilan insan MM hiicre hatti NCI-H929, Amerikan Tip Kiiltiir
Koleksiyonu (ATCC)’ndan daha dnce satin alinmis ve sivi azotta muhafaza edilmistir.
Hiicrelerin kiiltiire alinmasinda, i¢cinde %10 fetal sigir serumu (FBS, 1si-ile inaktive
edilmis), %1 Penisilin-Streptomisin (100 U/ml) antibiyotik soliisyonu iceren Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) 1640 besiyeri kullanildi. Sivi azottan hiicrelerin
canlandirilmasi islemi, ilk olarak 15 ml falkon tiipii i¢erisine daha 6nce 37 °C’de 1s1tilmis
13 ml taze tam besiyeri eklenerek baslatildi. Hiicreler 37 °C’deki su banyosunda
cOzdiirtildiikten sonra, besiyeri bulunan falkon tiipiine eklenerek 1200xg’de 5 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi dimetil siilfoksit (DMSO) igeren s1v1 faz uzaklastirilip,
hiicreler taze besiyerinde siispanse edilerek santrifiij islemi tekrar edildi. ikinci santrifiij
isleminden sonra elde edilen hiicre pelleti 4 ml tam besiyeri i¢inde siispanse edilerek 6-
kuyucuklu plakaya pipetlendi. Hiicreler 37 °C’de ve %5 CO» igeren nemli atmosferde
inkiibe edildi. Yirmi dort saat sonra inverted mikroskopta (Olympus, Japonya) 10X
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objektif ile hiicre morfolojisi ve yogunlugu analiz edildi. Canli hiicre yogunluguna bagh
olarak NCI-H929 hiicreleri T-25 kiiltiir flaskina transfer edildi. Hiicreler haftada iki kez
pasajlanarak kiiltiir devam ettirildi. Her deney i¢in 24 saat Oncesinden hiicreler

pasajlanarak ve/veya taze besiyeri eklenerek logaritmik fazda olmalar1 tesvik edildi.

3.3.2. Vitamin D Soliisyonunun Hazirlanmasi

Liyofilize formda temin edilen 10 pg vitamin D3 (Kalsitriol 1,25-dihidroxyvitamin
D3), filtrasyon (0,22 um naylon membran filtre) ile sterile edilmis saf etanolde
¢Oziindiiriildii. Son konsantrasyonu 100 uM olacak sekilde hazirlanan vitamin D, tek
kullanimlik kiigiik hacimler halinde dis1 aliiminyum folyo ile kaplanmus tiiplere boliindii.

Hazirlanan tiipler -80 °C’de 1s1 ve 1s1ktan izole kosullarda muhafaza edildi.

3.3.3. Carfizomib (CFZ) Soliisyonunun Hazirlanmasi

Liyofilize formdaki 5 mg carfilzomib (Cizelge 3.2.), filtre ile sterile edilmis saf
etanol icerisinde son konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde ¢oziindiiriildii. Bu stoktan
fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS, 1 X) ile seyreltme yapilarak 10 uM’lik carfilzomib
calisma c¢ozeltisi hazirland1. Cozelti tek kullanimlik hacimlere bdliinerek, -80 °C’de

1siktan uzak sekilde muhafaza edildi.

3.4. MTT Analizi

Vitamin D ve carfilzomib’in deneylerde kullanilacak dozlarmi belirlemek
amaciyla, MTT analizi yapildi. Metabolik aktiviteye dayali canli hiicre tayininde
kullanilan MTT testi, kiiltiire eklenen MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolyum bromid) maddesinin hiicrelerdeki aktif mitokondriyal dehidrogenaz
enzimleri tarafindan parcalanmasiyla formazan kristallerinin olusumuna dayanan hizl
kolorimetrik testtir. Bu kristallerin SDS (sodyum dodesil stilfat) veya DMSO igerisinde
coziindiiriilmesi ile olusan mor rengin siddeti, canli hiicrelerdeki indirgeyici enzim
aktivitesi ile dogru orantilidir.

MTT analizi i¢in, 96-kuyucuklu plakanin her kuyusuna 99 pl tam besiyeri
igerisinde 2x10* sayida canli hiicre dagitildi. Uygun vitamin D veya CFZ dozunu igeren
1 pl hacim, 4 teknik tekrar halinde kuyucuklara eklendi. Besiyeride pH indikatorii olan
fenol kirmizisinin ve diger besiyeri bilesenlerinin neden oldugu absorbansi elimine
edebilmek icin sadece besiyeri olan kontrol kuyular1 hazirlandi. Vitamin D ve CFZ’nin

¢oziiclisli olan etanoliin tek basina canli hiicre sayisina etkisini belirlemek amaciyla en
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yiiksek vitamin D/CFZ dozundaki etanol yiizdesi (%0,05) taklit edilerek ¢oziicii kontrol
kuyular1 olusturuldu. 24-48 saat inkiibasyonun ardindan her kuyuya 10 pl MTT
soliisyonu (5 mg/ml) eklendi. Formazan kristallerinin olusumu i¢in hiicreler 37 °C’de,
%5 COs kosullarinda 4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin bitiminde, her bir kuyuya
0,01M HClI i¢inde hazirlanmis %10’luk SDS soliisyonundan 100 pl eklendi. Bir gece 37
°C’de inkiibasyona birakilan plakadan, ertesi giin Epoch plaka okuyucuda 570 nm ve 630
nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iildii. Her bir kuyuya ait 570 nm absorbans
degeri 630 nm absorbansindan ¢ikarildi. Daha sonra, sadece besiyeri olan kosulun
absorbans degeri ortalamasi diger tiim kuyularin absorbans degerinden ¢ikarildi. Elde
edilen veriler sadece hiicrelerin oldugu muamele edilmemis kontrol grubuna gore

normalize edilerek vitamin D/CFZ dozlarinin hiicre canliligina etkisi belirlendi.

3.5. NCI-H929 Hiicrelerine Vitamin D Uygulamasi

Logaritmik fazdaki NCI-H929 hiicreleri, 6-kuyucuklu plakaya kuyu basina 2 ml
tam besiyeride 0.5x10° hiicre olacak sekilde dagitildi. Serumsuz besiyeri ile seyreltilerek
hazirlanan farkli vitamin D dozlar1 kuyulara pipetlenerek, hiicreler 24 ve 48 saat siireyle
inkiibe edildi. Kontrol olarak, muamele edilmemis hiicreler (0 nM) ve ¢oziicii kontrolii
olarak sadece etanol eklenmis hiicreler kullanildi. Hiicrelere eklenecek etanol miktari igin
en yiiksek alkol icerigine sahip doza ait etanol miktar1 temel alind1. Inkiibasyon sonrasi

kuyulardan toplanan hiicreler total RNA izolasyonunda kullanildi.

3.6. NCI-H929 Hiicrelerine Vitamin D ve Carfilzomibin Birlikte Uygulanmasi

Logaritmik fazdaki NCI-H299 hiicreleri, 6-kuyucuklu plakaya her bir kuyuya 2 ml
tam besiyeri i¢inde 1x10° hiicre diisecek sekilde dagitildi. Daha énceden segilen vitamin
D dozu ile dnceki lab ¢aligmalarimizda belirlenen CFZ’nin %50 inhibisyon dozuna gore
15 nM CFZ kuyulara eklenerek 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra kuyulardan toplanan
hiicrelerden total RNA izolasyonu yapildi.

3.7. Total RNA izolasyonu

Vitamin D ve/veya carfilzomib muamelesi goren NCI-H929 hiicrelerinden total
RNA izolasyonu i¢in, inkiibasyonu tamamlanan hiicreler 6-kuyucuklu plakadan
toplanarak 2 ml’lik santrifiij tiipline aktarildi. Toplanan hiicreler 1200 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilerek silipernatant uzaklastirildi. Olusan hiicre pelleti lizerine, hiicreleri

parcalamak i¢in 400 pl lizis tamponu (Ecopure Total RNA Kiti) (Cizelge 3.2.) eklendi.
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Pipetlenerek ¢ozdiiriilen pellet, 10 saniye vortekslendikten sonra 400 pl %96’lik etanol
ile karistirildi. Olusan karisim tekrar temiz kolonun {izerine pipetlendikten sonra, kolon
13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolonun altindaki atik tiipiine gecen sivi
uzaklagtirildiktan sonra, kolon iizerine 400 ul Yikama Tamponu 1 eklendi. Santrifiij
edilen kolona daha sonra 500 pl Yikama Tamponu 2 eklendi. Ayni hizda 1 dk santrifiij
edilen kolona 200 pl Yikama Tamponu 2 eklenerek santrifiij islemi tekrar edildi. Bu
asamada kolon, temiz bir 1,5 ml santrifiij tiipii icerisine yerlestirildi ve RNA’y1 kolondan
ayirmak amaciyla kolona 30 pl eliisyon tamponu eklendi. Bir dakika oda sicakliginda
inkiibe edilen kolon 13000 rpm’de santrifiij edilerek, RNA 6rneginin tiipiin tabanina
inmesi saglandi. Kolondaki tiim RNA iiriiniinii toplamak icin, RNA igeren eliisyon
cozeltisi kolona tekrar pipetlendi ve oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi. Kolon
maksimum hizda 1 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen RNA Orneginin
konsantrasyonu ve saflig1 (260/280 nm) Epoch spektrofotometre cihazinda analiz edildi.

RNA ornekleri -80 °C’de muhafaza edildi.

3.8. cDNA Sentezi

Her bir Ornekten alinan esit miktarda RNA (200 ng), DNA kalintilarindan
arindirmak amaciyla Cizelge 3.3’te belirtilen sekilde hazirlanan Dnase I iceren reaksiyon
karigimi ile 37 °C’de 30 dk. muamele edildi. Daha sonra Dnase I’in inaktive edilmesi
i¢in, tiip igerisine 1 pl 50 mM EDTA soliisyonu eklenerek 65 °C’de 10 dakika inkiibe
edildi.

Cizelge 3.3. DNase I muamelesi

Reaksiyon Bilesenleri | Hacim (ul)
RNA 6rnegi X (200 ng)
Nuklease-free su 10’a tamamlanir
Buffer, 10 x 1
Dnase I enzimi (1 U/uL) 1
Total 10

DNase muamelesi tamamlanan 6rneklere ait tiiplere, cDNA sentez kiti bilesenleri
Cizelge 3.4°de belirtilen miktarlarda eklenerek RNA’larin cDNA’ya doniistiiriilmeleri

saglandi.
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Cizelge 3.4. cDNA sentez reaksiyonu karigimi

iScript cDNA sentez Kiti bilesenleri | Hacim (ul)
Buffer, 5x 2
Reverse transkriptaz enzimi 0,5
DNase-RNaz free su 2
RNA iirtini 5,5
Total hacim 10

Reaksiyon karisimlarinin Cizelge 3.5’teki programa goére PCR cihazinda inkiibe

edilmesi ile cDNA elde edildi ve reaksiyon iiriinleri -20 °C’de muhafaza edildi.

Cizelge 3.5. cDNA sentez reaksiyonu kosullari

Reaksiyon Kademesi Sicaklik (°C) | Siire (Trtkova vd.)
Priming 25 5
Reverse transkripsiyon 46 20
Reverse Transkriptaz inaktivasyonu 95 1

3.9. PCR Primeri Tasarimi

Vitamin D uygulamasinin hedef gen ifadesine etkisini belirlemek amaciyla H19,
NEAT1, MEG3, UCA1, TUGI1 ve referans gen olan GAPDH (Gliseraldehit 3-fosfat
dehidrogenaz)‘e  ait forward ve reverse primer dizileri  Primer-Blast
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) programi kullanilarak tasarlandi. Her
gene ozgl transkript varyantlari Clustal Omega programiyla
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) karsilastirilarak, ortak olan diziler primer
tasariminda kullanildi. Tasarlanan primer ¢iftleri Oligoanalyzer uygulamasinda
(https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer)  sekonder yap1 (homodimer-
heterodimer yapilari, sag¢ tokasi) olusturma olasiliklar1 yoniinden analiz edildikten sonra
uretici firmaya (Oligomer, Ankara, Tiirkiye) sentez ettirildi. Sentezlenen primerlerden,
niikleaz icermeyen su ile ¢oziindiiriilerek 100 pM ana stoklar ve PCR reaksiyonlarinda
kullanilmak tizere 10 pM ara stoklar hazirlandi. Her iki stok c¢ozelti de -20°C’de

sogutucuda muhafaza edildi.
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Cizelge 3.6. Hedef genlere 6zgii primer dizileri

. . Uriin
Gen adi Primer dizisi (5°-3) Ngl]iln f:;i‘lm boyutu
(baz cifti)

F: GACTCTGTTTCCCCCGTCC
HI19 NR 002196.3 116
R: AAGGTGGCTCACACTCACG

F: ATGCTGAGCTGCTGCCAA
MEG3 NR 002766.2 111
R: ATCCTGGTCCTGGGGGTC

F: CCACCTGTTTGCCTGCCT
NEATI1 NR 028272.1 81
R: ACAGCTCTTCAACGCCCC

F: ACTGTGACCCAGGAGGCA
TUGI1 NM 00139651 85
R: AGGGCTGTGCTGAATCTGG

F: GAGCCGATCAGACAAACAACC
UCALI NR 015379.3 131
R: CAGAGGAACGGATGAAGCCT

F: CACCATCTTCCACCAGCGAC
GAPDH NM 001256799.3 114
R: AAATGAGCCCCAGCCTTCTC -

F: GACCCTGGAGACTTTGACCG
VDR NM 000376.3 145
R: AGGTGAATAGTGCCTTCCGC

F: TTGGGTTCCTTTGAGTCGGT
CYP24A1 NM 000782.5 160
R: CTTCCCCTTCCAGGATCAGC -

3.10. Gradiyent PCR ile Primerlerin Optimizasyonu

Primerlerin etkin ¢alisma sicakligini belirlemek i¢in ayni reaksiyon karisimini
igeren tiipler farkli primer baglanma sicakliklarinda inkiibe edilerek gradiyent PCR’a tabi
tutuldu. Farkli sicakliklarda elde edilen PCR iiriinleri, jel elektroforezi yapilarak bant

boyutlarina ve siddetine gore degerlendirildi.

3.11. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR iiriinlerinin boyutunu ve miktarini analiz etmek amaciyla %2’lik agaroz jel
kullanilarak elektroforez yapildi. Jele yiiklenen 6rnekler 80 voltta 35 dakika yiiriitiilerek
ayristirildi.  Vilber Fusion Pulse (Almanya) cihazi kullanilarak DNA bantlan
goriintlilendi. Optimizasyon denemeleri sonucunda tiim primerlerin 60 °C’de etkin
baglanma ve uzama yapabildigi tespit edildiginden bundan sonraki tim PCR

uygulamalarinda bu sicaklik degeri kullanildi.
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Sekil 3.2. PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii. NCI-H929 hiicrelerinden elde edilen
cDNA’dan TUG1, NEATI, H19, UCA1 ve MEG3 IncRNA genleri ile VDR, CYP24A1
ve GAPDH genlerine 6zgii primerlerle 60 °C baglanma sicakliginda elde edilen PCR
tirtinlerinin bant goriiniimleri ve beklenen iiriin boyutlar: sekilde gosterilmektedir. M1:
DNA marker1 (N3200S, NEB, Massachusetts, ABD), M2: DNA marker1 (DM003-
R500, GeneDirex Inc.)

3.12. Kantitatif Ger¢ek Zamanh-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR)

Vitamin D ve CFZ’nin tekli veya kombine uygulandigi NCI-H929 hiicrelerinden
sentezlenen cDNA’lar ile hedef genlerin ifadesini analiz etmek {izere PCR reaksiyonlar1
kuruldu. Reaksiyon karisimlart Cizelge 3.7°de belirtildigi sekilde toplam 10 pl’lik

hacimlerde hazirlandi.

Cizelge 3.7. PCR bilesenleri

Ssoadvanced Universal SYBR Green Hacim (ul)
Supermix Bilesenleri
DNase-RNaz free su 4
Forward Primer, 10 uM 0,3-0,4
Reverse Primer, 10 uM 0,3-0,4
cDNA 0,5
Supermix, 2x 5
Total hacim 10

Hazirlanan reaksiyon karisimlart CFX96 (Biorad, ABD) gercek zamanli PCR
cihazinda Cizelge 3.8.’deki dongii kosullarinda inkiibe edilerek, hedef gen cDNA’larinin

cogaltilmasi saglandi.
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Cizelge 3.8. PCR programi

PCR basamaklar Sicakhik (°C) Siire (sn) Dongii sayisi
Baslangic 95 30 1
Denatiirasyon 95 10 40
Primer baglanma- 58-60 20
uzama

3.13. istatistiksel Analiz

Genlerin ifade degisimlerinin degerlendirilmesi Livak metoduna gore yapilmistir.
Bunun igin, her bir 6rnegin hedef gen i¢in saptanan Ct (threshold cycle-esik dongii)
degerinden, referans gen olan GAPDH’in Ct degeri ¢ikarilarak delta Ct (dCt) degeri
hesaplandi. Hicbir uygulama yapilmayan 6rnek, kalibrator kabul edilerek 4 farkli deney
setinden bu Ornege ait dCt degerlerinin ortalamas: hesaplandi. Kalibratoriin ortalama
delta Ct degeri, hem kendinden hem de diger 6rneklerin delta Ct degerinden ¢ikarilarak
deltadelta Ct (ddCt) degeri elde edildi. ddCt degerlerinden 249" formiilii (Livak metodu)
ile kontrole kiyasla gen ifadesindeki degisim hesaplandi. Sonuglar Graphpad Prism 9.0
uygulamasinda istatistiksel olarak analiz edildi. Normal dagilim yoniinden
degerlendirilen dl¢limler, daha sonra one-way ANOVA testi ile analiz edildi. Birbirinden
farkli olan gruplar Bonferroni testi ile belirlendi. ikili kiyas sonrasi ortalamalari
arasindaki farka ait p degeri 0,05’ten kiiciik olan gruplar, birbirinden énemli derecede
farkli kabul edildi. Tiim analizlerde sonuglar ortalama ve standart hata verisi olarak

grafige donustiiriildii.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Vitamin D’nin NCI-H929 Hiicrelerinin Canhihgma Etkisi

Literatiirde NCI-H929 hiicreleriyle daha onceden yapilan calismalardan, aktif
vitamin D veya analoglarinin (EB1089) hiicre dongiisiinii baskiladig1 ve apoptozu tesvik
ettigi bilinmektedir (Giammanco vd., 2015; Korucu ve Unlu, 2022; Park vd., 2002; Park
vd., 2000; Sari vd., 2020). Hiicrelerin vitamin D etkisi altinda canlilik oranlarindaki
degisim MTT testi ile analiz edilerek bu c¢alismada kullanilacak vitamin D dozlar1 ve
inkiibasyon siireleri belirlenmistir. Denenecek doz araligi, literatiir bilgileri ve vitamin
D’nin fizyolojik dozlar1 temel alinarak belirlenmistir. Endokrin Dernegi’ne gére normal
kabul edilen fizyolojik vitamin D dozu 40-60 ng/mL olup, 150 ng/mL toksik doz olarak
kabul edilmektedir (Abdel-Hady vd., 2019). Bu tez ¢alismasinda uygulanan minimum
doz olan 6,25 nM vitamin D, 2,5 ng/mL’ye, maksimum doz olan 100 nM vitamin D ise
40 ng/mL’ye tekabiil etmektedir. Bu acidan ¢alismamizda fizyolojik doza yakin degerler
kullanilmistir. Uygulanan doz araliginda hiicre canliliginin ti¢ farkli zamandaki (24-48-
72 saat) degisimine bakilmistir.

MTT testi sonuglarina gore, 24 saat inkiibe edilen NCI-H929 hiicreleri, canliligin
%96 oraninda korumustur (Sekil 4.1.). Vitamin D ile inkiibasyon siiresi iki katina
cikarildiginda, en diisiik doz olan 6,25 nM vitamin D ile canli hiicre oran1 % 82,3’e, 12,5
nM vitamin D ile %78,9’a diigmiistiir. Canli hiicre oraninin artan dozlar olan 25 nM’de
%67,9’a, 50 nM’de %63,4’e ve 100 nM’de %60,7’ye geriledigi goriilmiistiir. NCI-H929
hiicrelerinin vitamin D ile 72 saat muamelesi sonrasi sirastyla 6,25 nM’de %80, 12,5
nM’de %70, 25 nM’de %60 oraninda canli hiicre bulunurken, bu oranin 50 nM’de %54°¢
ve en yiiksek doz olan 100 nM’de %53’e geriledigi belirlenmistir.
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Sekil 4.1. Vitamin D uygulamasi sonrast NCI-H929 hiicre canlilig1 grafigi. NCI-H929
hiicrelerine 6,25 nM, 12,5 nM, 25 nM, 50 nM ve 100 nM vitamin D dozlar1 24, 48 ve 72
saat siirelerde uygulandiktan sonra MTT ile analiz edilen ortalama canli hiicre oranlari
grafikte gosterilmektedir. 48 ve 72 saatte canli hiicre oraninda gézlenen degisimler

istatistiksel olarak onemli bulunmustur (p<0,001).

Bu sonuglara gore, uygulanan dozlar 24 saatte canli hiicre sayisinda 6nemli bir etki
olusturmazken, 48 saat ve 72 saat sonunda ise hiicre canliliginda doza bagl bir azalmaya
neden olmaktadir. Her ne kadar 24 saat i¢inde canli hiicre popiilasyonunda vitamin D’ye
bagli etkiler goriiniir olmasa da bu siire i¢cinde vitamin D’nin transkripsiyonel etkileri
tetiklenmektedir (Carlberg, 2022). Erken evrede baslayan transkripsiyonel degisimler
hiicre islevlerinde 6nemli proteinlerin miktarinda degisimlere yol agmakta ve boylelikle
hiicrenin sag kalim, boliinme veya farklilagsma yanitlar1 ge¢ evrede ortaya ¢ikmaktadir
(Pike ve Meyer, 2014). Bu agidan bundan sonraki deneylerde, canli hiicre oraninin biiyiik
oranda korundugu 24 saat ve azalmaya basladigi 48 saat inkiibasyon siireleri
kullanilmistir. Vitamin D’nin 50 nM ve 100 nM dozlarinin ti¢ farkli zamanda da hiicre
canliligina etkisinin ayni oldugu saptandigindan, 6,25 nM ile 50 nM arasindaki dozlar

hiicrelere uygulanmaistir.

4.2. Vitamin D’nin Transkripsiyonel Aktivesinin Tespiti

Vitamin D/VDR kompleksi ¢ekirdege transfer olarak hedef gen promotorlerindeki
VDRE dizilerine baglanmak suretiyle gen ifadesini yonlendirmektedir. Okaryotik
promotor veri tabani (EPD)’ndaki 5 hedef IncRNA’ya ait promotdr dizilerinde
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(transkripsiyon baglama bdlgesinin 100 niikleotit agagist ve 5000 niikleotit yukarisi),
JASPAR veri tabaninda belirtilen VDRE motifi varlig1 analiz edilmistir (Sekil 4.2).
Tarama sonucuna gore bes IncRNA nin her birinde VDRE motiflerinin varlig1 saptanmis
olup, ozellikle MEG3 i¢in saptanan lokasyonlardan ikisinin VDR ile etkilestigi daha
onceki bir ¢alismada da deneysel olarak dogrulanmistir (Zhu vd., 2018).

Sekil 4.2. Hedef IncRNA genlerinin promotor dizilerinde tanimlanan VDR yanit

elementlerinin konumu.

Vitamin D’nin hiicre canliligina etkisi belirlendikten sonra, NCI-H929 hiicreleri
segilen dozlarda ve siirelerde vitamin D ile muamele edilmistir. Vitamin D’nin
transkripsiyonel aktivitesini dogrulamak amaciyla, ifadesinin VDR tarafindan
diizenlendigi bilinen iki hedef genin ifade degisim profilleri incelenmistir. Bu hedef
genlerden ilki, viicuttaki bir¢ok hiicrede ifade edilen ve vitamin D’nin kendi reseptoriinii
kodlayan VDR geni; digeri ise mitokondri i¢ zarinda gorev yapan ve 6zellikle vitamin
D’nin aktif formu olan 1,25-dihidroksivitamin D3’1 (kalsitriol) ve 25-hidroksivitamin
D371 (kalsidiol) okside ederek inaktive eden CYP24A1 genidir.

Vitamin D'nin VDR ve CYP24A1 gen ifadesindeki etkileri, 24 ve 48 saatlik
stirelerle incelenmistir (Sekil 4.3). VDR ekspresyonu EtOH grubunda, her iki siirede de
muamele edilmemis kontrole kiyasla bazal seviyede kalirken, 24 saat vitamin D
dozlarindan (Sekil 4.3A) 6,25 nM ile yaklasik 1,8 kat, 12,5 nM ile 3 kat, 25 nM ve 50 nM
dozlarinda ise 3,2 kat artis gostermistir. 48 saatlik siire sonunda VDR ifadesi (Sekil 4.3B)
6,25 nM, 12,5 nM ve 25 nM vitamin D dozlari ile 2,5 kat ve 50 nM dozunda ise yaklasik
2 kat artmigtir. Kontrole kiyasla 24 saatte 12,5 nM, 25 nM ve 50 nM dozlari ile; 48 saatte
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6,25 nM, 12,5 nM ve 25 nM dozlar1 ile gozlenen artiglar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur.

CYP24A1’1n, 24 saatlik siirede (Sekil 4.3C) kontrol grubunda ve EtOH ile muamele
edilen hiicrelerde ifadesi sifir ya da tutarsiz degerlerde iken, en diislik doz olan 6,25 nM
vitamin D dozu ile yaklasik 1105 kat arttig1 gozlenmistir. CYP24 A1 ifadesi, artan vitamin
D dozlart olan 12,5 nM’de yaklasik 1500 kat, 25 nM ile 1396 kat ve 50 nM dozunda
yaklasik 1665 kat artig gostermistir. CYP24A 1 ifadesi, muamele siiresi 48 saat olan (Sekil
4.3D) EtOH grubunda, muamele gérmemis kontrol grubuna kiyasla yaklasik 1,9 kat
azalirken, 6,25 nM vitamin D ile yaklasik 67 kat, 12,5 nM dozunda 105 kat, 25 nM ile
223 kat ve 50 nM dozlarinda ise 250 kat artmistir. Istatistiksel olarak anlamli artislar,

EtOH ile karsilastirildiginda 12,5 nM ve 25 nM vitamin D dozlar1 i¢in goriilmiistiir.
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Sekil 4.3. NCI-H929 hiicrelerinin Vitamin D ile 24, 48 saat muamelesi sonucu VDR ve
CYP24A1 genlerinin ifade degigimi.
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Tiim bu veriler kullanilan vitamin D’nin, VDR aracil1 transkripsiyonu aktive edici
etkilerinin, canli hiicre oranimin degismedigi 24 saat zaman diliminde de kendini
gosterebildigini ve en diisik doz olan 6,25 nM ile bu etkinin uyarilabildigini
gostermektedir. Benzer etkilerin 48 saat sonra da devam ettigi ancak gruplarin kontrol
grubuna gore gosterdigi kat degisimlerinin daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu durum,
kiiltiire eklenen vitamin D'nin artan CYP24Al tarafindan okside edilerek inaktive
edilmesinden kaynaklanabilir. VDR ve CYP24A1 ifadelerinin 48 saatte kat artiglarinda
24 saate oranla diisiis goriilmesinin aksine, hiicre canliligindaki azalma 48-72 saatte daha
belirgin hale gelmektedir. Bu da erken evrede gozlenen transkripsiyonel degisimlerin,
ilerleyen siirecte hiicre yanitlarinda rol oynayacak proteinleri etkileyerek hiicresel

stiregleri ve hayatta kalma mekanizmalarin1 modiile ettigini diisiindiirmektedir.

4.3. Vitamin D Uygulamasinin H19 Geni ifadesine Etkisi

24 saatlik vitamin D uygulamasi sonrast IncRNA H19 ifadesi, kontrol grubuna
kiyasla etanol ile 2,15 kat, 6,25 nM ve 50 nM vitamin D ile yaklasik 3,4 kat, 12,5 nM ve
25 nM dozlarinda ise 2,3 katlik artis gostermistir (Sekil 4.4).

H19 ifadesi, 48 saat sonunda, kontrole kiyasla sadece 12,5 nM vitamin D dozunda
0,5 kat artarken, etanol ve diger vitamin D dozlariyla muamele sonrast anlamli bir degisim

gostermemistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. NCI-H929’a 24 ve 48 saatlik farkli dozlarda vitamin D uygulamasi sonrasi
H19 geni ifade degisimi.
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Bu sonuglara gore, H19 ifadesi, 24 saat vitamin D muamelesi géren NCI-H929
hiicrelerinde artig egilimi gostermesine ragmen hem 24 hem de 48 saatte istatistiksel
olarak 6nemli bir degisim sergilememistir.

H19, MM de ifadesi yiiksek olan onkogenik bir IncRNA’dir. Literatiirde VDR nin
H19 ifadesine etkisinin incelendigi sinirli sayida ¢aligma mevcuttur. Bunlardan VDR’den
yoksun fare keratinositleriyle yapilan bir calismada, normal keratinositlere kiyasla H19
ifadesinin 4,8 kat arttig1 gosterilmistir. Farkli kolon kanseri hiicre hatlariyla yapilan diger
bir caligmada, 1-100 nM araligindaki vitamin D dozlariyla 48 saat inkiibe edilen
hiicrelerde VDR protein seviyesinde doza bagl bir artis ve H19 ifadesinde ise azalma
tespit edilmistir (Fan vd., 2019). Ayni hiicrelerde H19’un deneysel olarak asir1 ifade
edilmesiyle VDR protein seviyesinde azalma ve vitamin D’ye duyarsizlagsma tespit
edilmistir. H19’un birinci ekzonundan kodlanan ve VDR’yi hedef alabilen miR-675-
5p’nin H19 ile birlikte asir1 ifade olmasi, bu hiicrelerde VDR protein seviyesini azaltarak
vitamin D’ye duyarsizlasmaya neden olmaktadir.

Bu bulgular, VDR ve H19 sinyal yolaklarinin birbirinin ifadesini baskilayici rol
oynadigin1 gostermektedir. Bu tez ¢alismasinda, NCI-H929 hiicrelerine vitamin D’nin
uygulanmasi, H19 ifadesinde azalmanin aksine istatistiksel olarak onemli olmayan
artiglara yol agmistir. Bu farlilik, MM’de vitamin D/VDR kompleksinin kolon kanseri
hiicre hatlar1 veya keratinosit hiicrelerindekinden farkli diizenleyici faktorlerle etkileserek

H19’un transkripsiyonu ya da stabilitesini etkiledigini diisiindlirmektedir.

4.4. Vitamin D Uygulamasimin MEG3 Geni ifadesine Etkisi

NCI-H929 hiicrelerine 24 saat boyunca farkli dozlarda vitamin D uygulandiktan
sonra, MEG3 geninin ifadesi incelenmistir. MEG3, en diisiik doz olan 6,25 nM'de, kontrol
grubuna kiyasla 2 kat fazla ifade olurken, 12,5 nM’de 0,3 kat artan ifade sergilemistir
(Sekil 4.5). 12,5 nM vitamin D’nin dozu, ¢6ziicli kontrolii EtOH'e kiyasla ise MEG3
ifadesini 0,5 kat azaltmistir. Vitamin D’nin 25 nM dozu ile MEG3 ifadesi, kontrol
grubuna gore 0,3 kat artarken, EtOH kontroliine gore ise 0,6 kat azalmistir. 50 nM vitamin
D uygulamasi ise kontrol grubuna gore ifadeyi 0,3 kat azaltmistir. Ancak, tiim bu
degisimler istatistiksel olarak anlamli degildir.

NCI-H929 hiicresi 48 saat vitamin D ile muamele sonucunda 6,25 nM dozda MEG3
ifadesi kontrol grubuna gore 0,6 kat artarken, EtOH’e kiyasla 0,3 kat azalmistir (Sekil
4.5). Vitamin D’nin 12,5 nM ve 25 nM dozlarinda ise kontrol grubuna gore artis
gostermeyen MEG3, EtOH'e kiyasla 1 kat azalmistir. En yiiksek doz olan 50 nM'de ise
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MEG3 ifadesi kontrole kiyasla 4 kat, etanole kiyasla 2 kat artmistir. Ancak bu artig

istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 4.5. NCI-H929’a 24 ve 48 saatlik siireyle farkli dozlarda vitamin D uygulamasi
sonrast MEG3 geni ifade degisimi

Ozet olarak, vitamin D'nin 24 saatlik uygulamas: ile MEG3 ifadesinde degisim
goriilse de 6zellikle 50 nM vitamin D dozunun 48 saatlik uygulanmasinin MEG3 ifadesini
artirmada daha etkili oldugu goriilmiistiir. Doz ve uygulama siiresinin MEG3 ifadesinde
onemli oldugu belirlenmistir. MEG3 promotoriinde VDRE motiflerinin varligi, VDR ile
kompleks olusturan Vitamin D’nin, MEG3 ifadesini dogrudan MEG3 promotoriine
baglanarak uyarabilecegine isaret etmektedir. Ancak NCI-H929 hiicrelerinin vitamin D
ile 24 ve 48 saat muamelesi istatistiksel olarak dnemli bir degisim olusturmamuistir.

MEG3, tiimor baskilayici rolleriyle bilinen ve MM’de ifadesi diisiik olan bir
IncRNA’dir. Literatiirdeki bir c¢alismada MEG3 ifadesindeki azalmanin MEG3
promotoriinde artan DNA metilasyonu nedeniyle olustugu gosterilmistir (Sellers vd.,
2018). SW116 ve RKO kolorektal kanser hiicre hatlari ile yapilan bir ¢galismada, hiicrelere
vitamin D’nin 24-72 saat uygulmasi sonrast MEG3 ifadesinin inkiibasyon siiresine bagli
olarak arttig1 tespit edilmistir. MEG3 promotoriinde 4 farkli VDR baglanma bdlgesinin
tespit edildigi ¢alismada, VDR’nin deneysel olarak baskilanmasiyla MEG3 ifadesinin
azaldig1 saptanmistir (Zhu vd., 2018). Vitamin D wuygulamasi sonrast1 MEG3
promotoriindeki metilasyonun azaldigt ve MEG3 ifadesinin arttigt bulunmustur
(Khayami vd., 2022). Bu tez ¢alismasinda vitamin D muamelesi ile MEG3 ifadesinde

anlamli bir degisim saptanamamasinin, vitamin D ile muamele siiresine bagli olabilecegi

38



diistiniilmiistiir. Nitekim vitamin D/VDR aracilifiyla DNA demetilaz enzimlerinin
sentezinin veya aktivitesinin uyarilmast ve metile olmus MEG3 promotdriine
yonlendirilmesi gibi zincirleme olaylar vitamin D ile daha uzun siire inkiibasyonu
gerektirebilir. Kolon kanseri hiicreleriyle yapilan benzer bir ¢alismada vitamin D ile 72
saat ve lizerinde muamele sonrasinda MEG3 ifadesinin arttig1 tespit edilmistir (Zhu vd.,
2018). Ancak, bu tez ¢alismasinda, vitamin D ile 72 saat muamele edilen hiicrelerde de
MEG3 ifadesinde bir degisim gozlenmemistir (veri eklenmedi). Bu durum MM
hiicrelerinde vitamin D’nin uygulanan doz ve siirelerde MEG3 ifadesini etkilemedigini

gostermektedir.

4.5. Vitamin D Uygulamasinin NEAT1 Geni ifadesine Etkisi

24 saatlik vitamin D uygulamasi sonrasi 6,25 nM doz ile NEAT1 geninin ifadesinde
bir degisiklik olusmazken, daha yiiksek dozlarda (12,5 nM, 25 nM ve 50 nM) NEAT1
ifadesinde kontrol grubuna kiyasla artis egilimi goriilmektedir (Sekil 4.6). Bununla
beraber, vitamin D uygulamasiyla gozlenen NEAT1 1n transkript seviyesindeki artislar,
istatistiksel olarak anlamli degildir.

48 saatlik uygulama sonrasinda, 6,25 nM vitamin D dozunun grup icinde NEAT1
ifadesinde en yiiksek artis1 tetikledigi gozlemlenmistir. Ote yandan, orta ve yiiksek
vitamin D dozlar1 (12,5 nM, 25 nM ve 50 nM), 6,25 nM doz ile elde edilen NEAT] ifade
diizeyine yakin veya daha diisiik diizeyde artisa sebep olmustur (Sekil 4.6). Ancak, tiim

dozlardaki bu artiglar istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 4.6. NCI-H929’a 24 ve 48 saatlik vitamin D uygulamas1 sonrast NEAT1 ifadesi

degisimi
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Daha 6nce yaptigimiz analizlerle NEAT1 promotoriinde VDR baglanma dizilerinin
varlig (Sekil 4.2) tahmin edilmis, ancak VDR ’nin bu dizilerle fiziksel olarak etkilestigine
dair deneysel bir dogrulama yapilmamistir. Buna ragmen, literatlirdeki ¢alismalara gore
vitamin D’nin, NEAT1 promotoriine baglanmak suretiyle dogrudan veya NEATI1
ifadesini uyaran proteinlerin miktarini diizenleyerek dolayli diizenleyici role sahip olmasi
muhtemeldir. Literatiirdeki bir caligma, NEAT1 promotoriine baglanarak transkripsiyonu
uyardigi bilinen HIF-20’nin protein seviyesinin 50 nM vitamin D ile 8 saatten 24 saate
dogru arttigini géstermistir (Gkotinakou vd., 2020). Yine NEAT1 ifadesini uyaran SP1’in
VDR ile baglanabildigi ve VDRE dizileri igermeyen genlerin de ifadesinin bu kompleks
tarafindan uyarilabilecegi gosterilmistir. Ancak, deneysel kosullar ve hiicresel farkliliklar
sebebiyle, NCI-H929 hiicrelerinde vitamin D ile 24 ve 48 saatlik muamele sonucunda

IncRNA NEAT]1 ifadesinde anlamli bir degisim olusmamaktadir.

4.6. Vitamin D Uygulamasinin TUG1 Geni ifadesine Etkisi

24 saatlik vitamin D muamelesi sonras1 TUGI ifadesi incelendiginde, kontrol
gruplaria kiyasla etanol ile 0,3 kat, 6,25 nM vitamin D ile 1,6 kat bir artis goriilmiistiir
(Sekil 4.7). Vitamin D’nin 12,5 nM dozunda TUGI ifade seviyesinde bir degisim
gozlenmezken, 25 nM dozunda ise 1,8 kat artis ve 50 nM dozuyla ise 1,7 katlik bir artig
saptanmistir. Ancak, genel olarak vitamin D uygulamasinin TUG1 ifadesinde istatistiksel
olarak anlamli bir degisime neden olmadig1 saptanmistir.

48 saatlik uygulamada ise 6,25 nM dozunda TUGI ifadesinde herhangi bir
degisiklik gozlenmemistir (Sekil 4.7). TUGI ifadesi, 12,5 nM ve 25 nM dozlarda 0,7
katlik bir artis gosterirken, 50 nM vitamin D dozunda ise kontrol grubuna gore 3 kat artis
gostermistir. Ancak, 48 saatlik vitamin D dozlarinda TUG1 ifadesinde istatistiksel olarak

anlaml bir degisiklik gézlenmemistir.
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Sekil 4.7. NCI-H929’a 24 ve 48 saatlik vitamin D uygulamas1 sonrast TUG1 geni ifade

degisimi

TUG1, MM’de ifadesi yiiksek onkogenik bir IncRNA’dir. Yapilan arastirmalarda
transkripsiyon faktorii NRF2’nin tirotelyal karsinoma hiicre hatlar1 5637, T24 ve EJ-1’de
TUGT] ifadesini pozitif diizenledigi kesfedilmistir (Sun vd., 2019). Farkli bir ¢aligmada
ise vitamin D’nin NRF2 ifadesini artirarak antioksidan diizenleyici sinyal yolagini aktive
ettigi bulunmustur (Nakai vd., 2014). Bu deney sonuglar1 vitamin D-aracili TUGI
ifadesinin uyarilabildigini diisiindiirmektedir. Vitamin D’nin NCI-H929 hiicrelerinde
hangi molekiilleri diizenledigi net degildir. Ancak, 48 saatlik inkiibasyon siiresinde en
yiiksek doz olan 50 nM’da TUGI ifadesinin artis egilimi gostermesi, hiicredeki TUG1

yanitinin sonradan tetiklenebilecegini gostermektedir.

4.7. Vitamin D Uygulamasinin UCA1 Geni ifadesine Etkisi

NCI-H929 hiicrelerinin 24 saat etanol ile muamele edilmesi sonucu, UCA1 ifadesi
kontrol grubuna kiyasla 3,8 kat artmistir (Sekil 4.8). Bu durum g6z oniine alinarak tiim
analizlerde ikili kiyaslamalar, EtOH kontrol grubu ile yapilmistir. Vitamin D’nin en diigiik
dozu olan 6,25 nM, hiicrelerde UCA1 ifadesini 197 kat arttirmistir. Vitamin D dozu 12,5
nM’e ¢ikarildiginda, UCA1 ifadesi kontrole kiyasla 63 kat, 25 nM dozu ile 127 kat ve 50
nM ile 165 kat artig gostermistir. Olusan artislar, istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

NCI-H929 hiicrelerinin Vitamin D ile muamele siiresi 48 saate ¢ikarildiginda,
UCAI gen ifadesinde 24 saatlik uygulamaya benzer bir artis e8ilimi tespit edilmistir
(Sekil 4.8). Etanole kiyasla, 6,25 nM vitamin D muamelesi sonrast UCA1 ifadesi 40 kat,
12,5 nM doz ile 7,61 kat ve 25 nM ile 16,2 kat artmistir. En yiiksek vitamin D dozu olan
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50 nM vitamin D ise UCA1 ifadesini 25,6 kat arttirmigtir. Bu ifade artig miktarlarinin

hicbiri istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
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Sekil 4.8. NCI-H929’a 24 ve 48 saatlik vitamin D uygulamasi sonrast UCA1 geni ifade

degisimi

Literatiirdeki bir calismaya gore, alkole bagh karaciger yaglanmasi olarak bilinen
“alcoholic fatty liver” hastalarinda ve etanol ile muamele edilmis LO2 insan hepatosit
hiicre hattinda, UCA1 ifadesi artmaktadir (Xiang vd., 2022). Etanoliin hepatositlerdeki
UCALI ifadesini uyarici etkisiyle uyumlu olarak bu tez ¢alismasinda kullanilan etanol
kontroliiniin yiizdesi de UCAL1 ifadesini artirmistir. Ayrica, vitamin D, ¢oziiclisii olan
etanoliin neden oldugu artis1 daha da artirarak UCA1 ifadesinde ek bir yiikselise neden
olmustur. UCAI, saglikli bir hiicrenin kanserlesme siirecini destekleyen ve MM’de
ifadesi yiiksek bir IncRNA’dir. UCAI, ¢esitli miRNA’lar1 ve mRNA kodlayan genlerin
ifadesini diizenleyebilmekte ve kendisinin ifadesi de transkripsiyon faktorleri tarafindan
diizenlenmektedir. Bunlardan C/EBPA (CCAAT Enhancer Binding Protein Alpha),
ozellikle hematopoezde 6nemli rollere sahip ve UCAT ifadesini artiran bir transkripsiyon
faktoriidiir. UCA1’in promotoriine dogrudan baglanarak transkripsiyonunu aktive eden
C/EBP o’nin kendisi de vitamin D tarafindan diizenlenebilmektedir. Meme kanseri hiicre
hatti MCF-7 ile yapilan bir calismada, 1-10 nM vitamin D ile 24 saat inkiibasyon
sonucunda hiicrelerdeki C/EBPa ifadesinin 4 kat arttig1 tespit edilmistir (Dhawan vd.,
2009). Bu durum vitamin D’nin transkripsiyon faktérii C/EBPa ifadesini uyararak UCA1

ifadesini artirabilecegini diisiindiirmektedir. Bu tez c¢alismasinda UCA1 ifadesinde
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goriilen artisin da bu etkilesim araciligiyla gerceklesmesi olduk¢a muhtemeldir.
Literatiirdeki farkli bir calismada ise meme epitel hiicrelerinde HIF-1a’nin vitamin D
tarafindan diizenlendigi bulunmustur. Vitamin D’nin 10 nM dozuyla 12 saat boyunca
inkiibe edilen MCF10A hiicrelerinde, HIF-1o’nin hem mRNA hem protein seviyesinde
azalsina neden oldugu tespit edilmistir. Transkripsiyon faktérii HIF-la’nin UCA1
promotdriiniin hipoksi yanit elemanlarma (HRE'ler) dogrudan baglanarak mesane ve
yumurtalik kanseri hiicrelerinde IncRNA UCA1 ekspresyonunu hipoksiye bagimli bir
sekilde artirdigi tespit edilmistir (Wang vd., 2017). Vitamin D’nin genomdaki diizenleyici
rollerinin ¢esitliligi ve IncRNA’larin diizenlenme mekanizmalarinin ¢ok fonksiyonlu

olusu, bu etkiyi agiklamay1 giiclestirmektedir.

4.8. Vitamin D-Carfilzomib Kombine Uygulamasinin NCI-H929’un Canhiligmna
Etkisi

MM hastalarinin  biiyiikk ¢ogunlugunda eksikligi goriilen vitamin D, kanser
tedavisinde en sik kullanilan takviyelerden biridir. Bu ¢aligmada vitamin D’nin tek basina
IncRNA ifadesine etkisine dair veriler elde edilmekle birlikte, tedavi siirecinde hastalara
ilaglarla kombine edilerek verilmesi daha muhtemel oldugundan vitamin D’nin bir anti-
MM kemoterapi ajantyla birlikte verilmesinin etkilerine de bakilmistir.

Bu amagla, MM’de yaygin kullanilan ikinci nesil proteazom inhibitdrii olan
carfilzomib tercih edilmistir. Carfilzomibin geri doniislimsiiz olarak baglandigi 26S
proteazom kompleksi, hem sitoplazmada hem de ¢ekirdekte pek ¢ok proteinin yikimindan
sorumlu ubikitin proteazom sisteminin bir parcasidir (Kaiser vd., 2013). Ubikitin aktive
edici enzim E1, ubikitin konjuge edici enzim E2 ve ubikitin ligaz enzimi E3 araciligiyla
ubikitinasyona ugrayan protein, proteazomda peptit ve aminoasitlere kadar yikilir
(Mofers vd., 2020). Carfilzomib, proteazomun 20S c¢ekirdek partikiiliiniin i¢indeki
kimotripsin benzeri aktif bolgelere kovalent olarak baglanir. Bu baglanma, geri
dontistimstlizdiir ve proteazomun proteinleri par¢alama yetenegini kalici olarak inhibe
eder. Proteazomun inhibe olmasiyla hiicrede biriken yikilamamis proteinler MM
hiicrelerinde sitotoksisiteye neden olarak hiicre 6liimiinii uyarmakta ve bu sayede tiimdr
hiicre ylikii azalan hastanin sag kalim siiresi onemli 6l¢iide artmaktadir (Jayaweera vd.,
2021). Birinci nesil proteazom inhibitorii bortezomibe direngli hastalarda kullanilan CFZ,
tiim bu 6zellikleri degerlendirilerek MM hiicrelerine vitamin D ile kombine uygulanacak

kemoterapi ajan1 olarak secilmistir.
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Oncelikle CFZ’nin NCI-H929 hiicrelerinde kullanilacak dozunun belirlenmesi i¢in
hiicreler 5 nM-25 nM araligindaki farkli CFZ dozlariyla 24 saat muamele edildikten sonra
MTT analizi yapilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Carfilzomib uygulamasinin NCI-H929 hiicre canliligina etkisi. Her biri 4
teknik ve 3 biyolojik tekrar olarak yapilan 24 saatlik CFZ uygulamasi sonrasinda, canli

hiicre oran1 MTT ile analiz edilmistir.

Canli hiicre oranlari, 5 nM CFZ’de %96.,5, 10 nM’de %92,7 iken 15 nM CFZ ile
%065,4’¢ diismektedir. Carfilzomibin 20 nM dozu ile canli hiicre oranm1 %40,4’e ve 25 nM
doz ile %27’ye geriledigi goriilmiistiir. 24 saat CFZ’nin NCI-H929 hiicreleri i¢in IC50
degeri 17,11 nM olarak hesaplanmis ve buna en yakin CFZ dozu olan 15 nM’in vitamin
D ile kombine uygulamalarda kullanilmasina karar verilmistir.

Daha sonra, vitamin D ve carfilzomib’in tekli ve kombine uygulanacak dozlarinin
farkli siirelerde NCI-H929 hiicre canliligina etkisi MTT yontemiyle analiz edilmistir.
Uygulanacak tekli kosullar sirasiyla; etanol, 0 nM, 15 nM CFZ, 6,25 nM ve 50 nM
vitamin D’dir. Kombine kosullar, 15 nM CFZ’nin vitamin D’nin 6,25 nM ve 50 nM dozu
ile birlikte uygulandig1 kosullardir.

NCI-H929 hiicrelerine 24 saatlik kombine vitamin D-CFZ uygulamasi sonrasinda,
tekli uygulanan diistik (6,25 nM) ve yliksek (50 nM) vitamin D dozlar ile hiicrelerin
canliliginin degismedigi, 15 nM carfilzomibin tek bagina uygulanmasiyla canliligin %53
oraninda azaldig1 goriilmiistiir (Sekil 4.10). Buna karsin, 15 nM CFZ ile kombine edilen
6,25 nM vitamin D dozu ile, canli hiicrelerin sayisinin %59 oraninda, 50 nM vitamin D

ile kombinasyon sonucu ise %70 oraninda azaldig1 goriilmiistiir.
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48 saatlik stirede ise, tekli uygulanan 15 nM carfilzomib hiicre canliligin1 %74
oraninda azaltmig, ancak 6,25 nM ve 50 nM vitamin D’nin tek basma uygulandig
hiicrelerde canlilik, sirasiyla %14 ve %33 oraninda azalmistir (Sekil 4.10). Bununla
birlikte, 15 nM CFZ ile kombine edilen 6,25 nM vitamin D’nin hiicre canliligin1 %19'a,

50 nM vitamin D’nin ise %10’a diigiirmesi dikkati ¢ekicidir.
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Sekil 4.10. NCI-H929’a 24 saat vitamin D ile kombine carfilzomib uygulamasinin

hiicre canliligina etkisi

Bu bulgular, vitamin D'nin carfilzomibin hiicre 6liimiine yol agan etkilerini

artirabilecegini gostermektedir.

4.9. Vitamin D-Carfilzomib Kombine Uygulamasimin VDR ve CYP24A1 Genlerinin
ifadesine Etkisi

Carfilzomib uygulamasi sonucu bloke olan proteazom aktivitesi, hiicrede vitamin
D metabolizmasinda 6nemli VDR ve CYP24A1 proteinlerinin de yigilimina yol agar
(Mofers vd., 2020).Vitamin D ile mRNA ve protein seviyesi artan VDR ve CYP24A1’in,
carfilzomib uygulamasiyla hiicrede yigilarak daha uzun siire etki gostermesi beklenir.
Vitamin D ve carfilzomibin kombine uygulandigi NCI-H929 hiicrelerinde VDR ve
CYP24A1 mRNA seviyelerindeki degisim qRT-PCR ile analiz edilmistir. NCI-H929

hiicrelerinin EtOH ile 24 saat muamelesi sonucu VDR ifadesi 2 kat artmustir.
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Carfilzomibin 15 nM dozu ile inkiibe edilen hiicrelerde, VDR ifadesi ¢oziicii kontroli
olan etanol grubuna yakin seviyededir (Sekil 4.11). VDR ifadesi 50 nM vitamin D
uygulamasi sonrasinda hem CFZ hem de EtOH kontroliine kiyasla 9 kat artmistir. Buna
karsin, kombine uygulama ile VDR ifadesi, 50 nM vitamin D uygulamasina kiyasla 2,25

kat azalmistir.

NCI-H929 hiicrelerinde CYP24A1 ifadesi 50 nM vitamin D uygulamasi
sonrasinda, kontrol grubuna kiyasla 252 kat artarken 15 nM carfilzomib ile sadece 1,8 kat
artmistir (Sekil 4.11). Buna karsin, kombine uygulamada CYP24A1 ifadesi 50 nM
vitamin D uygulamasina kiyasla 4,3 kat artmustir. Ozetle, vitamin D-CFZ kombinasyonu

NCI-H929 hiicrelerinde en yiiksek CYP24A1 ifadesini uyaran kosuldur.

24 saat 24 saat .,
.....14' - ok = 2000+ * %k %
E " £ 1500
ik b R -
@ 12— & o ok K =
W - - ]
S 10+ ~ = 1000
e - ~
o — =
= .E 500_
w ° B
g =
= T 34 8
14 c 2+
2 > 14
[&] 0
5 5 I @ N
¢ 8 BE B s 5 B I
£ = > 0 ct 5 = ©
¢ Y o w 2 3 L
~ uw - x

15 CFZ+50 VTD

=]
t—
>
=
e
+
N
[T
Q
w
-

Uygulamalar (nM)

Sekil 4.11. NCI-H929’a vitamin D carfilzomib kombine uygulamasindan 24 saat sonra
VDR ve CYP24A1 ifadesindeki degisim

4.10. Vitamin D-Carfilzomib Kombine Uygulamasinin H19 Geni ifadesine Etkisi

NCI-H929 hiicrelerinde 24 saatlik muamele sonrasi, IncRNA H19 ifadesi, EtOH
grubunda muamele gérmemis hiicre kontroliine kiyasla bazal seviyede kalirken, 50 nM
vitamin D ile 2 kat, 15 nM CFZ ile 7 kat artmistir. Buna karsin, vitamin D-carfilzomib
kombine uygulamasi ile H19 ifadesi, 15 nM CFZ’ye kiyasla 10 kat, 50 nM vitamin D’ye
gore ise 3 kat azalarak gruplar arasinda en diisiik seviyeye inmistir (Sekil 4.12). CFZ

uygulamasi, proteazom inhibisyonu saglayarak, hiicrede IncRNA ifadesini artiran
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transkripsiyon faktorlerinin, stres yanit yolag: bilesenlerinin ve IncRNA’ya baglanarak
stabilitesini artiran proteinlerin de ortamda yigilmasini saglayacaktir. Tiim bu protein
faktorlerin ortamda birikmesi, IncRNA sentezini veya stabilitesini artirarak, IncRNA
transkript seviyesinde de ylikselmeye neden olmustur.

Ancak, vitamin D ve CFZ'nin birlikte uygulanmasi, H19 seviyesini azaltarak
kontrol grubu seviyesine indirmistir. Kombine grupta H19 seviyesinde gozlenen bu
azalma istatistiksel olarak 6nemli olmasa da en diisiik H19 seviyesinin sadece bu grupta

goriilmesi, kombine uygulamanin potansiyel 6nemine isaret etmektedir.
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Sekil 4.12. NCI-H929’da 24 saat vitamin D-CFZ kombine uygulamas1 sonrast H19

ifadesinin degisimi

H19, MM de ifadesi yiiksek olan ve myelom hiicresinin hayatta kalmasii tesvik
eden bir IncRNA’dir. Bu calismada, vitamin D ve carfilzomib kombinasyonunun H19
ifadesini azalttigi gdzlenmistir. Yapilan c¢alismalarda, IncRNA H19 ifadesinin,
transkripsiyon faktorii HIF-1a tarafindan pozitif diizenlendigi bulunmustur (X. Peng vd.,
2020). Ayrica, H19'un HIF-1a tarafindan tetiklenmesi ve asir1 ifadesi, miyelom
hiicrelerinde birinci nesil proteazom inhibitérii olan bortezomibe duyarlilig
azaltmaktadir (Matouk et al., 2010). Baska bir ¢alismada ise, HIF-1a ifadesinin hem
serbest vitamin D hem de vitamin D/VDR kompleksi aracilifiyla baskilandigi
bildirilmistir (Gkotinakou et al., 2020). Bu baglamda, vitamin D ile kombine edilen

carfilzomibin, VDR'nin yikimini yavaslatarak ortamda daha uzun siire stabil kalmasini
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sagladigi ve bu sayede VDR'nin HIF-la'nin transkripsiyonunu baskilamasi ile H19

ifadesini azaltmasi olduk¢a muhtemeldir.

4.11.Vitamin D-Carfilzomib Kombine Uygulamasinin MEG3 Geni Ifadesine Etkisi

NCI-H929 hiicrelerinin 15 nM CFZ ile muamele edilmesi her iki kontrole kiyasla
MEGS3 ifadesinde bir degisiklige yol agmamistir (Sekil 4.13). Ancak, hiicrelerin 24 saat
boyunca 50 nM vitamin D ile muamele edilmesi MEG3 ifadesinde 0,5 katlik bir artisa
neden olmustur. CFZ ve vitamin D'nin kombine uygulanmasi1 sonrasinda ise MEG3
ifadesi kontrol gruplarina kiyasla 0,2 oraninda azalmistir. Hem tek basina hem de birlikte
kullanildiginda, vitamin D ve CFZ' nin MEG3 ifadesini istatistiksel olarak degistirmedigi
gozlemlenmistir. Bu sonuglar, 24 saatlik uygulamalarda MEG3'in transkript

seviyelerinin, vitamin D ve CFZ tarafindan diizenlenmedigini gostermektedir.
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Sekil 4.13. NCI-H929°da 24 saat vitamin D-CFZ kombine uygulamasi sonrast MEG3

ifadesinin degigimi

Her ne kadar, vitamin D ve MEG3 dogrudan etkilesmeseler de literatiirdeki bilgiler
ortak hiicresel mekanizmalar1 yonetebileceklerini gostermektedir. Bortezomibe direncli
MM hiicrelerinde IncRNA MEG3 ifadesinin artmasi otofajiyi inhibe ederek bortezomibe
olan duyarliligi artirmaktadir (Zang vd., 2022). Bu hiicresel yanitin mekanizmasina

bakildiginda, RNA’ya baglanarak stabilitesini arttirici rol oynayan PTBPI1
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(Polyprimidine tract-binding protein 1)’in MEG3 tarafindan alikonulmastyla, otofajiyi
indiikleyen ATG2B proteininin seviyesinin azalmasi oldugu bulunmustur. Farkli bir
calismada vitamin D’nin ATG2B’yi hedef alan mir-375’in ifadesini artirarak otofajiyi
baskilayabilecegi gosterilmistir. Bu ¢alismada vitamin D-CFZ’nin kombine uygulandigi
kiltiir kosullarinda artan hiicre 6liimleri, MEG3 ve vitamin D tarafindan ATG2B-aracili
otofaji mekanizmasinin baskilanmasinin sonucu olabilir. Bu da ortak molekiiler hedefleri

diizenleme yoluyla IncRNA-vitamin D dolayl1 etkilesimlerinin 6nemine isaret etmektedir.

4.12. Vitamin D-Carfilzomib Kombine Uygulamasinin NEAT1 Geni ifadesine Etkisi

NCI-H929 hiicrelerinin 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda, etanol muamelesi
NEAT]1 ifadesini degistirmemistir (Sekil 4.14). Tek basina uygulanan 50 nM vitamin D
ile hiicrelerde NEAT1 ifadesinde yaklasik 4 katlik bir artig goriiliirken, 15 nM CFZ ile
yaklasik 2 kat artis tespit edilmistir. Iki ajanin birlikte kullanilmasiyla, NEAT1 ifadesi 15
nM CFZ'ye oranla 1,5 kat artarken, 50 nM vitamin D' ye oranla 1,3 kat azalmistir. Ancak

bu degisimler istatistiksel dnem seviyesine ulasmamistir.
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Sekil 4.14. NCI-H929’da 24 saat vitamin D-CFZ kombine uygulamasi sonras1t NEAT 1

ifadesinin degisimi

Literatiirde yer alan onceki calismalarda, NEAT1 ifadesinin MM hiicrelerinde

arttig1 ve bu artigin 6zellikle proteazom inhibitdrleri ile muamele edilen hiicrelerde daha
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belirgin oldugu goriilmiistiir (Taiana vd., 2020). Protein yigilimi ile olusan stres,
NEAT1’in bu stresi baskilamada gorev alan niikleer paraspeckle yapilarina daha ¢ok
katilmasim1 saglamistir. Katilimdaki bu artisin transkripsiyon seviyesinde oldugu
gozlemlenmistir. Dolayisiyla, CFZ uygulanan hiicrelerde NEAT1 ifadesinin artmasi,
onceki ¢aligmalarla uyumludur. Bu artisin molekiiler mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle birlikte proteazomun baskilanmasi sonucu ortamda artan SP1 gibi
transkripsiyon faktorlerinin NEAT1 promotoriine baglanarak NEAT1 ifadesini artirmasi
olasidir.

Kombine uygulama sonucunda NEAT1 ifadesinde anlamli bir artis goriilmemesi,
her iki ajanin uyardig1 baskilayict veya aktive edici molekiillerin etkilesimi nedeniyle

mRNA seviyesinin degismemis olmasindan kaynaklanabilir.

4.13.Vitamin D-Carfilzomib Kombine Uygulamasinin TUG1 Geni ifadesine Etkisi

NCI-H929 hiicrelerinde, 24 saatlik etanol muamelesi ile bazal TUGI seviyeleri
degismezken, 50 nM vitamin D dozuyla 1,7 kat artmistir (Sekil 4.15). Tek basina ve
vitamin D ile birlikte uygulanan 15 nM CFZ dozlarinda ise TUG1 seviyesinde kismi

azalmalar goriilse de bu degisimler 6nemli bulunmamastir.

24 saat
= 2.5+
E
o
o 2.0
]
o
-~
31.5—
$ 1.04
o
S
= 0.5-
S
— 0.0-
-
st s B 5 E
=] o o [=]
¥ w < ©
N
w
[3)
w
Uygulamalar (nM)

Sekil 4.15. NCI-H929’da 24 saat vitamin D-CFZ kombine uygulamasi sonras1 TUG1

ifadesinin degigimi
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MM hiicre hatti RPMI-8226 ve U266 hiicreleriyle yapilan bir c¢aligmada,
bortezomibe duyarliligi azalan bu hiicrelerde IncRNA TUGI ifadesinin ayni hiicre
hatlarina oranla daha fazla oldugu tespit edilmistir (Yin vd., 2023). Daha sonra yapilan
deneylerde MM’de ifadesi artan bir transkripsiyon faktorii olan YY1 (Yin Yang 1)’in,
promotdriine baglandigi TUG1 1n ifadesini artirdigi bulunmustur (Yin vd., 2023). Ifadesi
artan TUG1 in ubikitini uzaklagtirma aktivitesine sahip YOD1 deubikitinaz proteini ile
etkilesmesi, apoptozun baskilanmasina ve MM hiicrelerinde proteazom inhibitoriine
duyarliligin azalmasma neden olmustur. TUGI1 ifadesinin baskilanmasiyla miyelom
hiicrelerinde ilaca duyarliligin artti1 da bulgular arasinda yer almaktadir. YY 1’in TUG1
ifadesini tesvik edici rolliniin aksine, VDR/RXR kompleksi-aracili transkripsiyonel
etkileri baskiladigina dair bulgular mevcuttur. Cok islevli regiilator YY1'in, kemik
dokusuna 06zgili osteokalsin geni ve vitamin D katabolize edici CYP24A1 geni
promotoriindeki VDRE dizisine baglanabildigi ve bu iki genin vitamin D/VDR aracili
transkripsiyonunu  baskiladigir tespit edilmistir (Raval-Pandya vd., 2001). Bu
inhibisyonun YY 1’in, VDR/RXR komplesinin VDRE dizilerine baglanmasini veya diger
transkripsiyon faktorleri (TFIIB gibi) ile etkilesimini baskilamasi sonucu olustugu
saptanmistir (Lian vd., 2001). Bu durumda hem tekli hem kombine uygulama
kosullarinda vitamin D’nin TUG] ifadesinde bir degisime yol agmamasi, YY1 aracili

inhibisyonun sonucu olabilir.

4.14. Vitamin D-Carfilzomib Kombine Uygulamasinin UCA1 Geni ifadesine Etkisi

NCI-H929 hiicrelerinin ¢6ziicii kontrolii olan EtOH ile 24 saat muamelesi
sonrasinda hiicrelerde UCA1 ifadesi 0,5 kat azalmistir (Sekil 4.16). 50 nM Vitamin D
uygulamasiyla UCA1 ifadesinde kontrole kiyasla 44 kat artis gozlenmesine ragmen,
deney setleri arasindaki varyasyon nedeniyle bu degisim istatistiksel olarak anlamli
bulunamamistir. CFZ'nin 15 nM dozuyla muamele edilen NCI-H929 hiicrelerinde ise 2,7
kathk bir ifade artis1 kaydedilmistir. Ilging bir sekilde, bu iki ajanmin kombine
kullanilmastyla IncRNA UCA 1'in transkript seviyesi 145 kat artmistir. Vitamin D ve CFZ
aracili etkilerin birlesimi ile bu 6nemli artisin uyarildigr diisiiniilebilir. NCI-H929
hiicrelerinin vitamin D ile 24 ve 48 saat inkiibasyonu sonras1t UCA1 ifadesindeki artis,
deney caligmasinin ilk basamaginda tespit edilmisti. Kombine deney grubunda 50 nM
vitamin D dozunda UCA1 ifadesinin arttig1 ve tek basina carfilzomib ile bu artigin vitamin

D’ye oranla bir miktar diisiik kaldig1 tespit edildi. Ilging olan ise iki ajanin kombine
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uygulanmasiyla NCI-H929 hiicrelerinde UCAL1 ifadesinin en fazla artist gdstermesi

olmustur.
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Sekil 4.16. NCI-H929’da 24 saat vitamin D-CFZ kombine uygulamasi sonras1t UCA1

ifadesinin degisimi

Onceki calismalar, carfilzomibin proteazomu inhibe ederek hiicrede yigilan
proteinler sebebiyle stres yanitini uyarmast ve buna bagli olarak IncRNA UCAI1
ifadesinin de artabilecegini isaret etmektedir (Cai vd., 2019). Promotériinde coklu VDRE
elementlerinin varligi tahmin edilen UCA1’in (Sekil 4.2), Vitamin D ile kompleks
olusturarak c¢ekirdege transfer olan VDR reseptorii araciligiyla ifadesinin artmasi
muhtemeldir. Diger taraftan, carfilzomibin ortamda bulunmasi vitamin D baglayici
protein, VDBP ve VDR ’nin de yikimini engelleyerek UCA1’in transkripsiyonunun uzun
siire aktif kalmasini saglayabilir. CFZ ve vitamin D’nin farkli mekanizmalarla UCA1
seviyesinde yol actig1 artis, kombine grupta birbirine eklenerek daha belirgin hale
gelmistir.

Bu tez calismasinda MM’deki etkileri daha Once kismen bilinen bes farkl
IncRNA’nin transkript seviyelerinin vitamin D/VDR yolag1 aracili degisimleri
arastirilmistir. MM hastalarinda ¢cogunlukla eksikligi gozlenen vitamin D’nin, fizyolojik

doz araliginda myelom hiicrelerinin canliligini azalttig1 goriilmiistiir.
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Farkli vitamin D dozlar1 uygulanan NCI-H929 hiicrelerinde, VDR ve CYP24A1
ifadesinde istatistiksel olarak onemli artis gdzlenmistir. ifade degisimleri arastirilan hedef
IncRNA’lardan; H19, MEG3, NEAT1, TUGI transkript seviyelerinde bu kosullarda
onemli bir degisim gozlenmezken, UCATI ifadesinin 24 saatte 6,25 nM vitamin D dozu
ve 48 saatte 50 nM vitamin D dozu ile istatistiksel olarak 6énemli bir artig gosterdigi
bulunmustur.

Proteazom inhibitorii CFZ’nin tek basina uygulandigi kosula kiyasla vitamin D ile
kombine uygulanmasi daha diisiik hiicre canlilifina neden olmustur. Ayn1 uygulama
kosullarinda VDR transkripti en ¢ok tekli vitamin D grubunda, daha sonra sirasiyla
kombine ve tekli CFZ uygulanan grupta kontrolden daha yiliksek seviyede ifade
gostermistir. CYP24A1 ifadesi CFZ ile degismemis, vitamin D ile artmistir; kombine
grup ise her iki ajanin tekli uygulandigi gruplardan daha yiiksek seviyeye ulagsmistir. Yine
ayn1 hiicre grubunda, MEG3 ve TUGI ifadesinde énemli bir degisim gozlenmemistir.
H19 ifadesi her iki ajanin tekli uygulandig1 gruplarda artis egilimi gosterirken kombine
uygulama ile bazal seviyeye geri donmiistiir. NEAT1 ifadesi, vitamin D ile 4 kat artarken,
CFZ ile 2 kat artmis ancak kombine grupta vitamin D’nin tekli uygulandigi kosuldan daha
diisiik ifade gostermistir. UCAL transkript seviyesi, vitamin D ile 44 kat artarken, CFZ
ile 2,7 kat artmis ancak kombine uygulama ile vitamin D’nin tek basina olusturdugu
seviyeden daha yiiksek ifade oldugu tespit edilmistir.

Literatiirdeki caligmalar temel alinarak kurgulanan bu g¢alismadaki vitamin D
dozlarimin hiicre canliligini etkilemedigi ilk 24 saatin, hedef IncRNA seviyelerindeki
transkripsiyonel degisimlerin en belirgin oldugu zaman dilimi oldugu, buna karsin hiicre
sayisinda azalmanin kendini gosterdigi 48 saatte ise transkripsiyonel degisimlerin
dengelendigi gozlenmistir. Bu durum IncRNA gibi genlerin erken donemde RNA
seviyesinde kendini gosteren degisimlerinin ilerleyen zaman diliminde translasyonel

ifade degisimlerini ve buna bagl farkli hiicresel davranislar tetikledigini gostermektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Vitamin D, giinesten gelen UVB 1sinlariyla viicut igerisinde sentezlenen bir pre-
hormondur. Vitamin D’nin VDR/RXR ile kompleksi insan genomunda 2776 baglanma
bolgesine sahip olup, insan genomunun %5’inin ifadesini diizenleyebilmektedir
(Carlberg vd., 2012). Ilging bir sekilde vitamin D kendi reseptdriine baglanmadan gen
ifadesini diizenleyebildigi gibi, VDR de vitamin D’den bagimsiz sekilde gen ifadesini
etkileyebilmektedir. Bu yoniiyle, vitamin D/VDR sinyal yolagi genom ¢apinda énemli bir
diizenleyici statiiye sahiptir.

Vitamin D eksikligi, genel olarak kanser basta olmak iizere pek ¢ok hastalik tiirtiniin
gelisimine ve ilerlemesine sebep olmaktadir. Vitamin D eksikliginin MGUS, SMM ve
MM evreleri arasindaki doniistimii destekledigi ve MM’li bireylerin %44 ’iinde normalin
altinda oldugu tespit edilmistir (Ismail vd., 2023)

Genom igerisinde 200 niikleotitten uzun bol tekrar dizileri igeren IncRNA genleri
de ifadesi vitamin D tarafindan diizenlenen genler arasindadir. ifade olduklarinda farkli
tipte molekiillerle etkileserek hiicresel olaylar1 yoneten IncRNA’lar, ifadelerindeki
anormaliler nedeniyle kanserlesme siirecinde de rol alirlar. Bir IncRNA ifadesinin
uyarilmast veya baskilanmasi kanserli hiicrenin hayatta kalmasini destekleyecek
mekanizmalar1 diizenleyebilir. Bu siire¢ sonunda hiicrede proliferasyonun artmasi, ilaca
direng gelismesi, invazyon ve metastazin artmasi gibi pek hiicresel fonksiyon degisime
ugramaktadir.

Bu bilgiler 1s1¢inda vitamin D’nin MM’de 6nemli rolleri olan 5 hedef IncRNA
ifadesine etkisini incelemek amaciyla bu tez caligsmasi gerceklestirilmistir. MM’de ifadesi
yiiksek olan onkogenik IncRNA H19’un, vitamin D ile carfilzomib’in kombine
uygulanmas1 sonucu ifadesinin azaldigi bulunmustur. IncRNA UCAI1 ifadesinin, hem
vitamin D tarafindan hem de vitamin D-carfilzomib kombine uygulamasiyla
transkripsiyonel seviyede tetiklendigi bulunmustur. Bu baglamda, vitamin D’nin
hastalarda kullaniminin giivenilirligini, onkogenik bir IncRNA’nin ifadesini artirmasi
sebebiyle siiphelidir. Vitamin D’nin ve CFZ’nin UCA1 ifadesini tetiklemesine ragmen,
hiicre dongiisiinii baskilamasi ve MM hiicrelerinin 6liimiinii uyarmasi, vitamin D
varliginda UCA1’in onkogenik etkisinden farkli bir islevi yonetebilecegi ya da vitamin
D’nin UCAL ile olusacak olumsuz etkileri telafi edecek alternatif mekanizmalar1 devreye
soktugunu diisiindiirmektedir. Nitekim, genomun 6nemli bir yiizdesinin ifadesini kontrol

edebilen vitamin D’nin neden oldugu hiicresel yanitlar, tek bir hedefin aktivasyonundan
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ziyade uyardigi tiim molekiiler hedeflerin toplam etkisi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu
acidan bakildiginda, Vitamin D ve CFZ muamelesiyle goriilen UCAI1 artisinin MM
patogenezindeki roliinii aydinlatmak i¢in, bu ajanlarin tekli ve kombine uygulandigi
hiicrelerde, UCA1 promotdriine baglanan protein faktorlerin ve hangi hiicresel olaylarla
iligkili olduklarinin tespiti yapilabilir. Bunun yani sira, VDR ifadesinin arttifi ve
baskilandig1 deneysel kosullarda, UCA1’in ifadesinin genetik olarak modiile edilmesinin
MM hiicre canlilifi, migrasyonu, invazyonu ve timor belirteclerinin ifadesine etkileri
incelenerek vitamin D/UCA1 yolagimin hastalik patogenezini hangi yonde etkileyecegi
tespit edilebilir.

Hastalik olustugunda MM’nin tipik semptomlarindan birisi olarak goriilen
hiperkalseminin, vitamin D metabolizmasinda gorev alan CYP27B1 gibi kilit enzimlerin
aktivitesini baskiladig bilinmektedir (Bilir vd., 2022). Bu durum, vitamin D takviyesi
uygulansa bile hastalarda aktif vitamin D’den istifade edilememesi anlamina gelmektedir.
Zoledronik asit ve pamidronat gibi hiperkalsemi Onleyici bifosfonat ilaglarin vitamin D
ile birlikte uygulanmasi, yasanilan problemi ortadan kaldirma potansiyeli tasimaktadir.

Vitamin D takviyesinin, MM hastalarinda tedaviye bagh toksisiteleri hafifletme ve
tedavi etkinligini artirma potansiyeli bulunmaktadir. Ozellikle, yiiksek vitamin D
reseptorii (VDR) ekspresyonunun, MM hiicrelerinin anti-CD38 antikorlarina karsi
duyarliligini artirabilecegi bulunmustur (Mirhosseini vd., 2023). Bu, yeni MM tedavi
stratejilerinde vitamin D'nin yardimci bir rol oynayabilecegini gostermektedir.

Mevcut literatiir, vitamin D takviyesinin MM tedavisinde potansiyel faydalarini
desteklemektedir. Ancak, dozaj stratejileri ve uzun vadeli etkiler hakkinda daha fazla
aragtirma yapilmasi gerekmektedir.

MM’li bireylerde goriilen vitamin D eksikliginin, hastaligin sonucu olarak mu
ortaya ¢iktig1 veya hastalik dncesinde mi meydana geldigi bilinmemektedir. Bu noktada
hiicre kiiltiiri ve hayvan modelleri ile yapilacak deneysel calismalarla MM’ye zemin
hazirlayan mutasyonlarin birikimini tesvik edici kosullar altinda vitamin D’nin
mutasyonlarinin birikimini 6nleyici veya yavaglatic etkisi olup olmadigi arastirilmalidir.
Popiilasyonda vitamin D seviyesi normal ve yetersiz olan bireylerin uzun siireli takibi ile
de vitamin D’nin MM nin gelisim siirecindeki rolii aydinlatilabilir. Bu ¢aligmalardan elde
edilecek bulgular, 6nemi giin gectikce daha ¢ok anlasilan vitamin D’nin sadece hasta
bireylerde degil, kanser ve diger hastaliklarin 6nlenmesi amaciyla saglikli bireylerde de

kullaniminin gerekliligini ortaya koyacaktir.
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