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Amaç: Bu çalışmada amacımız, belirli bir dozun üzerinde kardiyak 
yan etkileri oldukça fazla olan ve meme kanseri tedavisinde kul-
lanılan kemoterapötiklerden doksorubisinin, tedavide kullanım 
miktarlarını azaltmayı ve etkinliğini arttırmayı sağlayan bir mad-
deyi saptamaktı. Etken madde olarak anti proliferatif etkisi olduğu 
düşünülen vitamin D analoglarından biri olan kalsitriol seçilmiş ve 
doksorubisin ile kombine tedavisinin, insan meme kanseri hücre 
hattı MCF-7 üzerine sitotoksik etkisinin saptanması amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem: MCF-7 insan meme kanseri hücre hattı kalsit-
riol ile muamele edilerek, gerçek zamanlı olarak, x-CELLigence 
cihazında 72 saat inkübasyona bırakıldı ve kalsitriolün anti-proli-
feratif optimum doz tespiti zamana bağlı hücre indeksi grafiği The 
xCELLigence Real-Time Cell Analysis (RTCA) software programı kul-
lanılarak yapıldı. Kalsitriol optimum dozu ve doksorubisinin farklı 
dozlarının kombinasyonu MCF-7 hücre kültürü ile muamele edile-
rek sitotoksisite tayini için Sulforhodamine-B (SRB) uygulaması ve 
spektrofotometrik ölçüm uygulandı. Spektrofotometrik ölçüm so-
nuçları anlamlılık sonuçları için Student’s t-Testi ile değerlendirildi.

Bulgular: MCF-7 hücrelerinin antiproliferative optimum kalsitriol 
doz tespiti zamana bağlı hücre indeksi grafiği RTCA software prog-
ramı kullanılarak yapılmıştır. Sitotoksisite tayini için uygulanan SRB 
yöntemi sonucu elde edilen spektrofotometrik ölçüm sonuçları 
GraphPad Prism programı kullanılarak Student’s t-testi ile istatistik-
sel olarak değerlendirilmiştir. Kalsitriol optimum dozu 250 nM tespit 
edilmiştir. Doksorubisinin farklı dozları (1,84 µM-0,92 µM), kalsitriol 
(250 nM) ve kalsitriol olmaksızın MCF-7 hücre hattı ile sitotoksik etki 
saptaması için muamele edilmiştir. 0,46 µM doksorubisin ve opti-
mum kalsitriol kombinasyonunun sitotoksik açıdan diğer dozlara 
göre anlamlı olduğu (p=0,0087) fakat doksorubisin kullanımında 
doz azaltımını sağlayacak kadar etkin olmadığı saptanmıştır.

Objectives: This study aimed to identify a substance that both 
increases the efficiency and decreases the dose of doxorubicin. 
Doxorubicin has considerable cardiac side effects at certain doses 
when used treating breast cancer. Calcitriol, one of the vitamin D 
analogs considered to have antiproliferative effects, was selected, 
and its cytotoxic effects on the human breast cancer cell line MCF-
7 were investigated in combination with doxorubicin.

Materials and Methods: MCF-7 cell line was treated with calcitri-
ol in real time for 72 h in x-CELLigence. The antiproliferative op-
timal dose of calcitriol was determined by time-dependent cell 
index graph plotted using The xCELLigence Real-Time Cell Analysis 
(RTCA) software program. The combination of different doses of 
doxorubicin and this optimal dose of calcitriol was used to treat 
the MCF-7 cell line. Then, Sulforhodamine-B (SRB) assay was con-
ducted, and spectrophotometric measurements were performed 
for cytotoxicity assay. The results of these spectrophotometric 
measurements were analyzed by Student’s -test.

Results: The optimal antiproliferative calcitriol dose detection of 
MCF-7 cells was performed using the time-dependent cell index 
graph RTCA software program. Spectrophotometric measure-
ments obtained using the protein-staining sulforodamine B (SRB) 
assay for cytotoxicity determination were statistically evaluated 
by the Student’s t-test using the GraphPad Prism program. The 
optimal dose of calcitriol was determined to be 250 nM. Different 
doses of doxorubicin (1.84-0.92 µM), calcitriol (250 nM), and cal-
citriol without the MCF-7 cell line were then used for detecting the 
cytotoxic effect. The combination of 0.46 µM doxorubicin and the 
optimal dose of calcitriol was found to be cytotoxic compared with 
other doses (p=0.0087); however, it was not as effective as the dose 
reduction obtained when using doxorubicin.
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GİRİŞ

Meme kanseri dünyada kadınlar arasında en sık görülen 
kanser türlerindendir. Kadınlarda görülen tüm kanserlerin 
yaklaşık %30’ unu oluşturmaktadır. Avrupa’ da yılda 180.000, 
Amerika Birleşik Devletleri’ nde yılda 184.000 yeni olgu sap-
tanmaktadır. Meme kanseri sıklığı dünya üzerinde ülkeden 
ülkeye farklılık göstermektedir (1). Türkiye’ de yapılan kanser 
taramalarının verilerine göre her yıl yaklaşık 159. 000 yeni 
kanser vakası ortaya çıkmaktadır (2). Meme kanseri, kadın-
larda erkeklere oranla daha sık görülmekte ve kanser nedenli 
ölümlerin başında yer almaktadır. Meme kanseri tedavisin-
de cerrahi ve adjuvan yöntemler kullanılmaktadır (3). Meme 
kanseri kemoterapi tedavileri, adjuvan ve neo adjuvan olmak 
üzere iki şekilde yapılmaktadır. Adjuvan ve neoadjuvan kemo-
terapide, ortak ilaçlar kullanıldığı gibi farklı anti-kanser ajanlar 
da kullanılmaktadır (4) Temel tümör biyolojisi ve klınik yeni-
likler arasındaki etkileşim sonucu ulaşılan bulgular, kemote-
rapi ajanlarının daha etkin kullanımı ile kanser tedavisinde 
ilerleme sağlamaktadır. Yaygınlaşan kanser tedavisi, kanser ve 
tümör baskılayıcıların işleyişinden elde edilen moleküler me-
kanizmaları hedef almıştır (5).

Doksorubisin, meme kanseri tedavisinde etkin olarak kullanı-
lan bir anti-kanser ajandır (6). Yapılan pek çok çalışma da ant-
rasiklin tipi bir antibiyotik olan doksorubisinin, diğer antrasiklin 
grup üyeleri gibi DNA ve RNA sentezini üzerindeki etkisi tespit 
edilmiştir (7). Meme kanseri tedavisinde yaygın olarak kulla-
nılan doksorubisin, DNA replikasyonunda kilit bir enzim olan 
topoizomeraz II üzerinden DNA’ nın makromoleküler biyosen-
tezini inhibe eder (6, 8, 9). Doksorubisin akciğer, mesane, tiroid 
bezi, over kanseri, kemik sarkomu ve yumuşak doku sarkomu, 
Hodgkin ve Hodgkin dışı  lenfomalar, nöroblastoma, Wilmstü-
mörü, akut lenfoblastik lösemi, akut miyeloid lösemi gibi birçok 
kanserin tedavisinde sıklıkla kullanılan bir tedavi seçeneğidir 
(10-12). Bunun yanı sıra, Doksorubisinin kardiyotoksisitesinin 
yüksek olması nedeniyle kanser tedavisinde sınırlamaya neden 
olmaktadır (13).

Vitamin D ise yağda çözünen bir grup steroid ve bunların ilgili 
metabolitlerini içerir. Doğada, iki büyük vitamin D formu olan, 
ergokalsiferol (D2 vitamini) ve kolekalsiferol (D3 vitamini) bu-
lunmaktadır. D2 vitamini, bitkilerde fotokimyasal olarak sentez-
lenir, D3 vitamini ise, hayvan ve insan derisinde güneş ışığına 
bağlı olarak, özellikle de 290-315 nm UV-B radyasyonlarında 
üretilir (14). 1,25(OH)

2D3 (kalsitriol) D vitamininin biyolojik ola-
rak aktif hormonal formunu oluşturur (15). 

Vitamin D’nin klasik sentez yolu, karaciğer ve böbrekte vita-
min D2 ve D3’ün 25 hidroksilaz ve 1α-hidroksilaz aktivitesiyle 
ilerler. İlk olarak, hidroksilasyon karaciğerde meydana gelir ve 
25(OH)D3 üretilir. 25(OH)D3 sistemik dolaşıma girer ve 12-19 
günlük bir yarılanma ömrüne sahiptir. İkinci, hidroksilasyon 
böbreklerde oluşur ve 1,25(OH)2D3 (kalsitriol) vitamin D’nin 
biyolojik olarak aktif hormonal formunu oluşturur. 25(OH)D3 
serum seviyeleri, vücuttaki genel vitamin D miktarını vermek-
tedir. Diyetle alınan veya deride sentezlenmiş vitamin D ile iliş-
kili, dolaşımdaki 1,25(OH)2D3 formunda iki temel enzim görev 
yapmaktadır. Bunlar, hepatik mikrozomal veya mitokondrial D 
25-hidroksilaz (CYP27A1) ve renal mitokondriyal enzim 1α-hid-
roksilaz CYP27B1’dir (6). Bu hidroksilazlar, sitokrom P450 karışık 
fonksiyonlu mono oksidazları olarak bilinen bir protein sınıfına 
aittir. Son yıllarda makrofajlar, keratinositler, prostatlar ve kolon 
kanseri hücreleri de dahil olmak üzere çeşitli hücre tiplerinde 
25 (OH) D3-1α-hidroksilaz (CYP27B1) aktivitesi bildirilmiştir 
(16, 17). 1,25(OH)2D3 ‘ün çeşitli dokularda lokal olarak üretildiği 
gösterilmiştir. Hedef dokuların (örneğin, kolon, prostat, meme, 
akciğer, pankreas) kalsitriolü sentezleyebileceği ve bozabildiği 
gösterilmiştir. Çeşitli insan kanser türlerinde kalsitriolün lokal 
üretiminin ve degredasyonunun öneminin olduğu gösterilmiş-
tir (18, 19). Kalsitriol, vitamin D reseptörü (VDR) ve vitamin D 
yanıt elementlerine (VDRE) bağlıdır. Birkaç transkripsiyon fak-
törü ile bağlantılı olarak, bu kompleks vitamin D’ye cevap veren 
genlerin transkripsiyonuna yol açar. Vitamin D / VDR deregü-
lasyonu nedeniyle ortaya çıkan başlıca hücresel ve moleküler 
fonksiyonlar arasında kalsemik etkiler, antimikrobiyal, doku 
rejenerasyonu, bağışıklık modülasyonu ve otoantikor üretimi, 
kas fonksiyonu, steroid etkililiği, epigenetik düzenlenme, im-
mün yanıt, inflamasyon ve hücresel proliferasyon, farklılaşma 
ve apoptozis yer almaktadır (20).

Vitamin D ile meme kanseri arasında ilişki olabileceği ve potan-
siyel biyolojik mekanizmaları aydınlatmak için yapılan temel 
araştırmalar, normal meme dokusundaki vitamin D sinyalinin 
moleküler etkilerini tanımlamaya odaklanmıştır. Meme kanseri 
hücreleri üzerine 1,25 (OH)2D3’ ün etkileri G0 / G1’ de hücre dön-
güsü durması, farklılaşma belirteçlerinin indüksiyonu ve apop-
tozun aktivasyonu içermesinin açıklanması ile tanımlanmıştır. 
İnsan meme kanseri hücrelerinde 1,25 (OH)2D3 ile regüle edilen 
klinik biyolojik belirteçler arasında BRCA1, p21, p53, c-Myc ve 
siklin D1 bulunur. Bu bulgulara dayanarak, meme kanseri tedavi-
sinde Vitamin D reseptör (VDR) agonistlerinin terapötik kullanımı 
konusunda büyük ilgi odağı olmuştur. Vitamin D analoglarının 
kanser tedavisinde potansiyel etkilere sahip olabileceğine dair 
birçok çalışma bulunmaktadır  (21-24) Yapılan in vitro ve in vivo 

Sonuç: Doksorubisinin, kalsitriol ile kombine kullanımının günümüzde 
kullanılan dozlar üzerinde azaltıcı yönde anlamlı bir etkisinin olmadığı-
nı saptanmıştır. Vitamin D ve doksorubisin birlikte kullanımının meme 
kanserinde fayda sağlamayacağını söylemek için ise henüz erkendir. 
İlerleyen çalışmalarda vitamin D’nin farklı analogları ile çeşitli çalışma-
lar yapılabilir.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, doksorubisin, kalsitriol, MCF-7, 
hücre kültürü

Conclusion: The combined use of doxorubicin with calcitriol was 
found to have no significant effect in reducing the doses presently be-
ing used. Hence, it is too early to state that a combination of vitamin D 
and doxorubicin in breast cancer treatment will not have any benefi-
cial effects. Other vitamin D analogs might be potential candidates for 
breast cancer treatment in further studies.

Keywords: Breast cancer, doxorubicin, calcitriol, MCF-7, cell culture
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çalışmaların bazılarında Vitamin D’nin meme karsinogenezi üze-
rindeki etkilerini incelemiş ve bu veriler meme kanseri gelişimin-
de Vitamin D’nin koruyucu bir role sahip olduğunu göstermiştir 
(25, 26). Örneğin, farelerde Vitamin D yetersizliği, VDR gen ifadesi 
durdurulmuş  farelerde kanser gelişimine yol açmaktadır (27).

Araştırmamızın amacı belirli bir dozun üzerinde yan etkileri ol-
dukça fazla olan kemoterapötiklerden doksorubisinin, meme 
kanseri tedavisinde kullanım miktarlarını azaltmayı ve etkinli-
ğini arttırmayı sağlayan bir madde saptamaktı. Etken madde 
olarak anti proliferatif etkisi saptanmış olan vitamin D analog-
larından biri olan kalsitriol ile doksorubisin kombine kullanımı-
nın MCF-7 insan meme kanseri hücre hattına yönelik etkilerini 
saptamak üzere çalışmamız gerçekleştirilmiştir.

GEREÇ ve YÖNTEM

MCF-7 insan meme kanser hücre hattı, %5 fetal bovine serum, 
%1 Penisilin-G (100 U/mL)-Streptomisin (100 μg/mL) içeren 
RPMI besiyerinde hücre sayısı bakımından uygun sayıya ula-
şıncaya kadar hücre kültüründe çoğaltılması sağlandı. Hücreler 
besi yeri ortamında 37 °C’de, %5 CO2’li ortamda kültüre edildi. 
Deney için uygun koşullara getirilen hücreler, kullanılan 96 ku-
yulu E-plate içerisindeki her kuyuya 100 µL besiyeri koyularak 
ve 30 dakika 37 oC, %5 CO2’li ortamda inkübasyonu takiben 
bazal ölçüm yapılmak üzere xCELLigence cihazına yerleştiril-
di. Ölçüm tamamlandıktan sonra e-plate cihazdan çıkartıldı ve 
hücre soyları 100 µl besiyeri içerisinde 5×103 hücre/kuyucuk (3 
tekrarlı) olacak şekilde 96 kuyucuklu altın mikroelektrodlarla 
entegre E-plate’lere ekildi. 24 saat 37 oC, %5 CO2’li ortamda in-
kübasyonu takiben yapışmış olan hücreler üzerinden hücrelere 
zarar vermeden 100 µl besiyeri uzaklaştırıldı. Kalsitriolün farklı 
dozları xCELLigence sistemi ile gerçek zamanlı olarak, MCF-7 
hücre hattına uygulandı. İnsan meme kanseri hücresi MCF-7 
üzerindeki sitotoksik etkileri, hücre büyümesini, proliferasyo-
nunu, morfolojik değişikliklerini, canlılığını görüntülemek ve 
optimum kalsitriol doz saptamak üzere 48 saatlik işlem devam 
ettirildi. Zamana bağlı hücre indeksi grafiği 48 saat sonunda 
RTCA software programı kullanılarak görüntülendi.

Kalsitriolün optimum anti-proliferatif etki gösterdiği 250 nm 
olarak saptandı. 250 nM’lık kalsitriol ile doksorubisinin seri di-

lüsyon yapılan dozlarının (1,84 µM-0,92 µM) kombinasyonunun 
insan meme kanseri MCF-7 hücre hattı üzerinde sitotoksik et-
kisinin saptanmasına yönelik SRB testi uygulamasına geçildi. 
Bunun için 5000h/kuyu olmak üzere ekimi yapılmış MCF-7 
hücrelerinin 24 saat inkübasyonundan sonra, kemoterapi ilaç 
kombinasyonları ile kalsitriol eklenmiş ve kalsitriol eklenmemiş 
gruplarını içermek üzere SRB testi için 48 saat inkübe edildi. 
SRB testi sonucunda spektrofotometrik ölçüm ile sitotoksik etki 
saptandı.

Vitamin D analoğu kalsitriol, doksorubisin ve her ikisinin kom-
binasyonun MCF-7 insan meme kanseri hücre hattı üzerindeki 
etkilerini incelemek amacıyla 96-kuyucuklu hücre kültür kapla-
rına her bir doz 3 farklı kuyucuk olacak şekilde ekim yapılmıştır. 
Ayrıca her bir deney en az 2 ayrı bağımsız deney şeklinde ger-
çekleştirilmiştir.

İstatistiksel Analiz
MCF-7 hücrelerinin antiproliferatif optimum kalsitriol doz tes-
piti zamana bağlı hücre indeksi grafiği RTCA software programı 
kullanılarak yapılmıştır. Sitotoksisite tayini için uygulanan SRB 
yöntemi sonucu elde edilen spektrofotometrik ölçüm sonuç-
ları, GraphPad Prism programı kullanılarak student’s t testi ile 
istatistiksel olarak değerlendirilmiştir. Anlamlılık değeri p<0,05 
olarak kabul edildi.

BULGULAR

Kuyulara 4 µM’dan başlayarak seri dilüsyon ile kalsitriol dozla-
rı uygulandı (Şekil 1). Deney sonucu uygulanan tüm kalsitriol 
dozlarının anti-proliferatif etkisi olduğu gözlemlendi. Kalsitriol 
için seçilen optimum doz 250 nM’ dı. Ertesi gün kuyu başına 
5000 hücre olmak üzere MCF-7 hücreleri üzerinde tedaviye 
başlandı. 48 saat inkübasyonda tutulan hücrelerin SRB metodu 
ile doksorubisin ve kalsitriol kombinasyonlarının sitotoksik et-
kisi spektrofotometrik ölçüm yoluyla saptandı.

Doksorubisinin farklı dozları (1,84 µM-0,029 µM) ve kalsitriol 
optimum anti-proliferatif dozunun (250 nM) kombine tedavi-
sinin MCF-7 hücreleri üzerinde SRB metodu ile ölçümü sonucu 
oluşturulan canlılık yüzdelerinin grafiği Şekil 2’de yer almakta-
dır. En yüksek doz 1,84 µM olmak üzere soldan sağa doğru seri 

Şekil 1. Chex-CELLigence kalsitriol optimum doz tespit grafiği; 1 numara (4 µM) en yüksek kalsitriol dozunu içermektedir. Kalsitriol farklı 
dozları 1’ den sağa doğru seri dilüsyon ile uygulanmıştır. 5 numaralı örnek grubu (250 nM) optimum doz olarak belirlenmiştir.
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dilüsyon yapılmıştır. Açık gri ile belirtilen grafik sütunu dokso-
rubisin ve kalsitriol kombinasyonu iken, koyu gri ile gösterilen 
grafik sütunu sadece doksorubisin etkisini göstermektedir. Her 
bir veri noktası 3 bağımsız çalışmanın ortalamasını temsil et-
mektedir.  250 nM kalsitriol ve 1,84 µM doksorubisin kombinas-
yonu p=0,9171, 250 nM kalsitriol ve 0,94 µM doksorubisin kom-
binasyonu p=0,0331, 250 nM kalsitriol ve 0,46 µM doksorubisin 
kombinasyonu p=0,0087, 250 nM kalsitriol ve 0,23 µM dokso-
rubisin kombinasyonu p=0,0757, 250 nM kalsitriol ve 0,115 µM 
doksorubisin kombinasyonu p=0,2434, 250 nM kalsitriol ve 
0,0575 µM doksorubisin kombinasyonu p=0,0176, 250 nM kal-
sitriol ve 0,029 µM doksorubisin kombinasyonu değerlerine sa-
hiptir. Aynı zaman periyodu içinde kalsitriol varlığı baz alınarak, 
doksorubisin ile kombine kullanımı ve tek başına doksorubisin 
kullanımının istatistiksel değerlendirmesi yapılmıştır. 

TARTIŞMA ve SONUÇ

Günümüzde meme kanseri tedavisinde ilaç kombinasyonla-
rının kullanılması konusunda yoğun bir ilgi vardır (28-30). Bu 
fikre uygun olarak, kombinasyon halinde olan ilaçların bireysel 
etkilerin toplamından daha büyük bir etki üretmesi ve daha et-
kili bir tedavi sağlaması durumunda, terapötik bir etki elde edi-
leceği düşünülmektedir. MCF-7 insan meme kanseri hücreleri, 
antitümör ilaçların uygulanmasını araştırmak için yaygın olarak 
kullanılan bir hücre modelidir. Çeşitli çalışmalar farklı antikan-
ser ilaçların dirençli hücreler üzerindeki antiproliferatif etkileri-
ni ortaya koymuştur (19, 31-36).

Vitamin D ve analoglarının, hücre proliferasyonu ve farklılaş-
ması, apoptozis, anjiyogenez paratiroid hormon ilişkili peptid 
salgılanması ve tümör metastazları ile ilişkili çeşitli mekaniz-
malarda etkisi olduğu bilinmektedir (20, 37). In vivo ve in vitro 
yapılan çalışmalarda Vitamin D’nin VDR reseptörü ile bağlan-
masının hücre döngüsü, apoptozis ve hücre farklılaşması ile 
ilişkili genlerin transkripsiyonunu regüle ettiği belirtilmektedir. 
Bu durum vitamin D’nin kanser tedavisinde etkili bir ajan ola-
bileceğini düşündürmektedir (38, 39). VDR nin klasik yerleşimi 
olan kemik, böbrek ve bağırsak yolu dışında lösemi hücreleri ve 
birçok malign hücre tipi gibi epitel ve mezenşimal hücrelerde 
yer alması da bu düşünceyi kuvvetlendirmektedir (20). 

Tina Gissel, Lars Rejnmark ve arkadaşlarının vitamin D alımı ve 
meme kanseri ile ilgili literatürde yer alan çalışmalara dair yap-
tığı analizde, toplamda 1731 adet meme kanseri ve vitamin D 
ilişkili yayın bulunduğu fakat bunlardan sadece 6 tanesinin di-
rekt vitamin D alımı ve meme kanseri riskine dair orijinal verileri 
içerdiğini belirtmektedir. Çalışmalarda 100-400 IU/gün düze-
yinde alınan vitamin D’nin, meme kanseri riskinde herhangi bir 
değişikliğe yol açmadığı, bu düzeyin üzerinde vitamin D alımın-
da ise çalışma sonuçlarının riski düşürmede etkili olabileceğine 
dair sonuçlar yer almaktadır  (33).

Yaptığımız çalışmada görüldüğü üzere Vitamin D’nin optimum 
anti proliferatif dozu, geçmişte yapılan çalışmalarda ki doz ile 
farklılık göstermektedir (40, 41).  Buna ek olarak vitamin D’nin, 
uzun süreli kullanımda moleküler yapıyı nasıl etkilediğine ve 
herhangi bir toksik etkisi olup olmadığına dair yaş, cinsiyet vs. 
gibi durumlarla ilişkilendirerek daha kapsamlı çalışmalar da 
yapılmalıdır. Kalsitriolün, anti-proliferatif etkisi olduğu açıktır 
fakat bunun yanında vitamin D’nin kalsemik etkisi ilaç kombi-
nasyonları ile kullanımında çeşitli zorluklar oluşturabilir. 

Çalışmamızın sonucunda, antrasiklin grubu ilaçlardan dokso-
rubisinin, kalsitriol ile kombine kullanımının günümüzde kulla-
nılan dozlar üzerinde azaltıcı yönde anlamlı bir etkisinin olma-
dığını saptadık. Bunun yanında iki etken maddenin kombine 
kullanımının herhangi bir etkisinin olmadığını söylemek için ise 
henüz erkendir. İlerleyen çalışmalarda Vitamin D’nin farklı ana-
logları kullanılarak, kemoterapötik ilaçlar ile etkileşimi incele-
nebilir. Doksorubisin ile kalsitrolün kombine kullanımının mo-
leküler yolaklar üzerindeki etkilerini saptamak için çalışmalar 
yapılması gerekmektedir. Bu nedenle bu alan ayrıca, vitamin D 
düzeyleri ve tümör gelişimi ile ilişkili moleküler yolaklarda gö-
revli moleküllerin düzeylerinin değişim ve etkileşimlerine dair 
yapılacak çalışmalara da ihtiyaç göstermektedir.
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