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OZET

ALFA-LINOLENIK ASIiT (OMEGA-3) VE VITAMIN D’NIN KOLON KANSERI
HUCRE DiZiSi SW480 UZERINDE ANTiPROLIFERATIF APOPTOTIK VE
ANTIOKSIDAN ETKILERININ ARASTIRILMASI

Giinay N. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tip
Fakiiltesi Biyokimya (T1p) Program Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2018.

Glinlimiizde beslenme seklinin, hastaliklar1 O6nlemede veya hastaliklarin tedavisinde
oldukca onemli oldugu kabul edilmis bir olgudur. Diinyada en sik 6liim nedeni olarak
ikinci sirada yer alan kanserde beslenme siireci olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle diyetle
tilketilen besinlerin ve gida takviyelerinin, besin maddeleri ve antioksidan igerikleri
acisindan, kanserli hiicrelere etkisi arastirilmaktadir. Bu g¢aligmada gerek besinlerle ve
gerekse gida takviyesi olarak alinabilen Omega-3 kaynagi Alfa-Linolenik Asit (ALA) ve D
vitamini kaynagi 1,25(OH);D3’nin (D) hiicre proliferasyonu, apoptoz ve antioksidan

etkileri SW480 insan kolon kanser hiicre dizisi kullanilarak belirlenmistir.

Calismada vitamin D konsantrasyonlari arttik¢a hiicre proliferasyonu ve toplam protein
miktarinin azalmakta oldugu istatistiksel olarak belirlenmistir (p<0,05). Farkli D
konsantrasyon uygulamalarinda, ¢aligmada kullanilan 0,01puM  maksimum D
konsantrasyonunun SW480 hiicre proliferasyonu {iizerinde etkisinin diigiik oldugu ve
toplam 6liim oraninin % 36,95 oldugu tespit edilmistir. MDA, NO ve GPx miktarindaki
degisim istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) olup, SOD miktarinda anlamli bir degisim
olmamistir (p>0,05). ALA ve ALA+D konsantrasyon uygulamalarinda, konsantrasyon
arttik¢a hiicre proliferasyonu ve toplam protein miktar1 azalirken, MDA, NO, SOD ve GPx
aktivitelerinin artmakta oldugu istatistiksel olarak belirlenmistir (p<0,05). D ve ALA’nin
SW480 hiicreleri iizerinde erken apoptotik etkisi oldugu, ALA+D’nin ise erken ve gec
apoptotik etkileri oldugu tespit edilmistir. SW480 hiicreleri igin, ALA konsantrasyon
uygulamalarinda 1Csp degeri 0,25 uM, inkiibasyon siiresi 72 saattir. ALA+D konsantrasyon
uygulamalarinda ise ICsp degeri 0,25-0,01 (uM ALA-uM D), inkiibasyon siiresi 72 saattir.

Sonug olarak, ALA ve ALA+D uygulamalarinin apoptotik etkisinin MDA ve NO’daki artis
nedeniyle oksidatif stres kaynakli olabilecegi diisiiniilebilir. Buna karsilik antioksidan
savunma sisteminin elemanlar1 olan GPx ve SOD aktivitesindeki artis nedeniyle ALA ve
ALA+D konsantrasyonlarinin antioksidan etkileri olabilecegi de sdylenebilir. Ayrica, D ve

ALA’nin bir arada uygulanmasinin sitotoksisite iizerinde sinerjik bir etkisi olmadigi
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belirlenmis olup, hatta diisiik ALA konsantrasyonlarinda hiicre proliferasyonunun arttig1 ve
MDA, NO, SOD ve GPx aktivitelerini azalttif1 tespit edilmistir. Dolayisiyla diisiik
ALA+D konsantrasyonlarinin yara iyilesmesi gibi hiicre proliferasyonunun uyarilmasi

gereken uygulamalarda kullanilabilecegi onerilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kolon Kanseri, Omega-3, a-Linolenik Asit, D vitamini, SOD, GPX,
NO, MDA, SW480, 1,25(0H),Ds.
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ABSTRACT

ANTIPROLIFERATIVE, APOPTOTIC AND ANTIOXIDANT EFFECTS OF
ALPHA-LINOLENIC ACID (OMEGA-3) AND VITAMIN D ON SW480 COLON
CANCER CELL LINES

Giinay N. Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Faculty of
Medicine Programme of Biochemistry (Medicine) Master Thesis, Aydin, 2018.

Nowadays, it is an accepted fact that dietary specialization is substantially significant in
preventing and treatment of illnesses. It is also quite important in cancer which we see
standing in the second position as the most frequent cause of death in the world. For this
reason, whether the consumed food within the diet and food supplements, in terms of their
nutrients and antioxidant content, has a therapeutic effect on cancer is being researched. In
this study, the effects of Alpha-Linolenic Acid (ALA) which is used as the source of
Omega-3 and 1.25(0OH),D3(D) form of vitamin D, both of which can be taken both with
nutrients and as a food supplement, on cell proliferation, apoptosis and oxidative stress

have been identified by using SW480 human colon cancer cell line.

In the study, it is statistically determined that increased concentrations of vitamin D
treatments decrease cell proliferations and the amount of total protein (p<0.05). The
highest D concentration used in this study (0.01 uM) slightly decreased the proliferation of
SW480 cells, thus the total apoptotic rate is determined as 36.95 %. Further, the change in
MDA, NO and GPx amount is found to be statistically significant in response to different
concentrations of vitamin D (p<0.05), whereas no significant change is detected in SOD
amount (p>0.05). In response to ALA and ALA+D concentrations, it is statistically
determined that as the concentration increases, cell proliferation and amount of total
protein decrease, whereas MDA, NO, SOD and GPx activities increase (p<0.05).
Combination treatments of D and ALA show early apoptotic effects on SW480 cells
whereas ALA+D both early and late apoptotic effects. 1Cso value of ALA is determined as
0.25 uM (the incubation duration is 72 hours) in SW480 cells. ICs value of ALA+D is
determined as 0.25-0.01 (uM ALA-uM D), (the incubation duration is 72 hours).

In conclusion, it can be suggested that the apoptotic effects of ALA and ALA+D
treatments arise from oxidative stress due to MDA and NO increase. On the other hand due
to increasing GPx and SOD activity in response to ALA and ALA+D treatments

antioxidant defence system can be also activated. In addition, here it is determined that the
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D and ALA treatment together has no synergetic effect on cytotoxicity. Yet, it is found that
low ALA concentrations increase the proliferation and decrease MDA, NO, SOD and GPx
activities. Thus, here we suggest that low ALA+D concentrations can be applied in the

treatments where cell proliferation (such as wound healing) is needed.

Keywords: Colon Cancer, Omega-3, a-Linolenic acid, Vitamin D, SOD, GPx, NO, MDA,
SW480, 1,25(0H),D3.
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1. GIRIS

Giliniimiizde hastaliklar1 6nlemede veya hastaliklarin tedavisinde, hastaliga gore
diyetler uygulanmaktadir. Uygulanan diyetlerde kullanilan besinlerin yag, karbonhidrat,
protein, vitamin, mineral ve antioksidan madde igerikleri dikkate alinmakta olup gerektiginde
gida takviyeleri oral yolla alinmaktadir. Kanserde beslenme siireci olduk¢a onemli olup,
diyetle tiiketilen besinlerle, gida takviyelerinin besin maddeleri ve antioksidan igerikleri

acisindan tedavi edici olmas1 amaclanir (Yilmaz, 2010).

Kanser, genetik degisikliklere ugramis hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasiyla karakterize

olan, yiizden fazla tiirii olan bir hastaliktir (WHO, 2017).

En ¢ok goriilen kanser tiirleri arasinda {igiincii sirada kolon kanseri gelmektedir (Kidir,
2013). Gastrointestinal kanserler i¢cinde en ¢ok goriilen tiir olan kolon kanseri; yas, beslenme
aliskanliklari, yasanilan bolgenin iklimi ve fiziksel 6zellikleri, cinsiyet, ailede veya kendisinde

kanser gegmisinin olmasi, ¢evresel faktorler gibi nedenlerle olusabilir (Akpinar, 2006).

Aktif formu 1,25-(OH);D; olan D vitamini yapilan g¢esitli in vivo ve in vitro
calismalarda farkli kanser tiirlerinde hiicre farklilasmasinin onlenmesinde, hiicre sikliisiiniin

diizenlenmesinde, hiicre proliferasyonun inhibe edilmesinde ve apoptoziste etkileri mevcuttur

(O’Kelly ve Koeffler, 2003; Van den Bemd ve Chang 2002; Degisli, 2010).

Yapilan bir ¢aligmada D vitamini yiiksek doz takviyesinin D vitamini yetersizligi olan
yashi kadin hastalarda serum D vitamini diizeyini artirarak, inflamasyonu baskiladigi,
antioksidan kapasitesini artirdigi oksidatif stres biyomarkerlariin artmasiyla ortaya

konmustur (Cavalcante ve ark, 2015).

Omega-3 yag asiti kaynagi olan a-Linolenik Asit (ALA) ile yapilan g¢esitli
caligmalarda prostat, meme, mesane kanser hiicrelerinin proliferasyonu azaltarak regiile ettigi
ortaya konmustur. HT 29 ve HCT116 ve MCA38 hiicre dizilerinde yapilan bir ¢alismada
Omega-3 yag asidinin hiicre proliferasyonunu, adezyonunu ve invazyonunu engelledigi
belirlenmistir (Chamberland JP 2014; Manson ve ark, 2012). Omega-3 yag asitlerinin
antioksidan etkileri oldugu da cesitli deneysel ¢alismalarla da gosterilmistir (Zararsiz ve ark,

2006; Kus ve ark, 2008; Stone,1997).



Bu ¢alismada Omega-3 ve D vitamininin hiicre proliferasyonu, apoptoz ve antioksidan
etkileri SW480 insan kolon kanser hiicre dizisi kullanilarak arastirilmistir. Bu arastirma
yapilirken Omega-3 kaynagi olarak alfa-Linolenik Asitin (ALA) 0,1, 0,2, 0,23, 0,25 ve 0,3
uM konsantrasyonlar1 ve D vitamini kaynagi olarak D vitamini aktif formu 1,25(OH);D3 nin
0,001, 0,005 ve 0,01 uM konsantrasyonlari ve bu konsantrasyonlardan olusan a-Linolenik
Asit+1,25(0H),D3; (ALA+D) konsantrasyonlari ile 24, 48 ve 72 saat muamelesi sonrasi
SW480 kolon kanseri hiicre dizisi iizerine etkileri elde edilen verilere gore incelenmistir.
SW480 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisi WST-1 testi ile hiicre canliligi hesaplanarak
belirlenmis, hiicre diizeyinde apopotozis etkisi Annexin V testi ile tespit edilmistir. Toplam
protein miktarlarini belirlemek i¢in BCA Toplam Protein testi yapilmistir. Ayrica antioksidan
etkisi Siiperoksit Dismiitaz (SOD), Glutatyon Peroksidaz (GPx) ve Nitrik Oksit (NO)
diizeylerinin  Olglilmesi araciligiyla belirlenmis ve lipit peroksidasyonu ise lipit

peroksidasyonu son iiriinii olan Malondialdehit (MDA) diizeyleri ile tespit edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Viicudumuzda gilinde yaklasik olarak 10 000 DNA mutasyonu gerceklesir. Tamir
edilemeyen DNA hasari sunucu olusan bu kanserli hiicreler bagisiklik sisteminin
milisaniyelik taramalar1 sonucu yok edilmektedirler (Arpaci, 2015). Diinyada kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra insan 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer alan kanser, cesitli
mutasyonlar araciligiyla hiicrelerin  boliinme regiilasyonunun bozulmasi, apoptozis
yeteneginin kaybedilmesi ve replikatif Oliimsilizlik yetenekler kazanmasi sonucunda
hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmaya baslamalariyla olusan doku kitleleridir (Degisli,

2010, Ar ve ark, 2011).

Kanser hastalarinda hastaliga bagli malniitrisyon (yetersiz beslenme) yasanmasi orant
% 40-80 araliginda olup, ayrica timor tipi, evre ve kanser karsiti tedaviye de baghdir.
Malniitrisyon, artmis morbiditeye, yasam kalitesinin diismesine, tedavinin etkisinin
azalmasina ve artan saglik bakim maliyetlerine neden olur. Yetersiz beslenmede uygun
beslenme desteginin erken teshisi, beslenme durumu ve yasam kalitesindeki gelismeler dahil

olmak tizere yararl sonuglara yol agabilir (Isenring, 2006).

Bati iilkelerindeki tiim kanserlerin % 30'n diyet faktorlerinin kanser siirecini
etkileyebilecegini gdstermistir. Kanser siirecinde diyetle tiiketilen vitaminler, tahillar, lifler,
meyveler, sebzeler, etler, yaglar, alkol ve sekerler kanserlerin ilerlemesi ve Onlenmesinde

etkilidir (Senatorov ve ark, 2018).

Kanser hastalar1 genellikle metabolik degisikliklerden muzdariptirler. Tedavi amagl
uygulanan radyoterapi ve kemoterapide daha fazla pro-inflamatuar sitokinler, prostaglandinler
ve reaktif oksijen/azot tiirleri tretilmektedir (Silva ve ark, 2015). Kanser tedavilerinde
konvansiyonel terapilerin (gen terapisi, kemoterapi, radyoterapi gibi) yetersiz kaldigi ve
insanoglunun uygun diyet ve gida takviyeleri ile yapilan tedavileri destekleyerek kanser
stirecinde yasam kalitesinin arttirdig1 ve tedavi siirecini olumlu etkiledigi bilinmektedir. Bu
nedenle diyetle tiiketilen besinlerin ve gida takviyelerinin, besin maddeleri ve antioksidan
icerikleri agisindan, saglikli hiicrelere zarar vermeden, kanserli hiicreleri yok edici etkisi olup
olmadig1 arastirllmaktadir. Bu amagla cesitli besin maddeleri ve igerdikleri bir takim

bilesikler veya saglikli yasamin vazgecilmez bir pargasi olan vitaminlerle, esansiyel yaglarin
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cesitli kanser tiirleri lizerine yapilmig klinik ¢alismalar ile in vivo ve in vitro caligmalar

mevcuttur.

2.2. D Vitamini

D vitamini, ilk kez 1919-1920’lerde vitamin olarak smiflandirilmistir. Hess ve
arkadaslar1 1922’de ratlara gilines 15181 verildiginde rikets hastaliginin  6nlendigini
gormiiglerdir. 1923’te Goldblatt ve Soames, deride vitamin D’nin bir 6ncti maddesi oldugunu
ve gines 1s18inda yagda eriyen vitamin D’nin iretildigini bulmuslardir. 1930’larda
Almanya’da yapilan bir arastirmada deride bulunan 7-dehidrokolekalsiferoliin ultraviyole

1isinlari ile vitamin D3’e donistiiglinii saptamislardir (Hochberg, 2004).

D vitamini, kalsiyum ve fosfor metabolizmasimin devamliliginin saglanmasinda en
onemli rolii oynayan molekiildiir. Vitamin Dz gii¢li steroid hormon Kkalsitrioliin
(1,25(0H),D3) onciistidiir. Viicuttaki bir ¢ok dokudaki genlerin ekspresyonunu regiile eder.
Hormon benzeri etkilerinden dolayi, D hormonu olarak kabul edilmistir (Feldman ve ark,
2014; Tezcan, 2012).

D vitamini klasik bir vitamin olmaktan ¢ok, bir hormon olarak gérev yapmaktadir.
Ciinkii D vitamini giines 1smlarinin etkisiyle ciltte iiretilmektedir. Bu iiretilen madde bir 6n
madde olup, karaciger ve bobrekte iki defa transformasyona ugrayarak, biyolojik aktif madde
sekline donmektedir. Ayrica D vitamininin aktif seklinin kimyasal yapisi steroid hormonlari
ile benzerdir. D vitamini kemik, bagirsak, bobrek ve paratiroid bezler iizerine gosterdigi
fizyolojik etkilerle kalsiyum ve fosfor metabolizmasini diizenlemektedir (Feldman ve ark,
2014; Jameson ve Weetman, 2004).

Steroid yapisinda bir molekiil olan D vitamininin aktif formu 1,25(0OH),D; (1, 25
dihidroksi kolekalsiferol, kalsitriol), ¢ekirdek reseptor gen ailesinin bir iiyesi olan D vitamini
reseptoriine (VDR) baglanmaktadir. Bu baglanma sonucunda ortaya ¢ikan reseptor-ligand
kompleksinin hiicre sikliisii, hiicre farklilagmasi, apoptozis ve immiin modiilasyon {izerindeki
etkilerinin saptanmasindan sonra, D vitamini eksikliginin klasik tanimlanmis kemik
hastaliklarinin disinda, enfeksiyonlar da dahil olmak iizere baska hastaliklarla iliskili
olabilecegi belirlenmistir. (Akkoyun ve ark, 2014; DeLuca ve ark, 1998)



1900°’1i yillarin baglarinda rasitizm tedavisinde D vitamininin etkili oldugunun
gbzlenmesi ile insan saglig ile D vitamini arasindaki iliski kurulmustur. Maternal D vitamini
eksikliginin, neonatal (yenidogan) kalsiyum metabolizmasin1 olumsuz etkileyerek
hipokalsemi, konjenital ragitizm ve kemik kiriklarina yol agabildigi uzun siiredir
bilinmektedir. Son yillarda tizerinde durulmakta olan bir bagka énemli durum ise, maternal D
vitamini diizeyi ile fetal ve neonatal immiin sistem ve enfeksiyonlar arasindaki iliskidir

(Holick ve ark, 2008; Rochat ve ark, 2010; Chi ve ark, 2011).

Kuvvetli bir immiinomodiilatér oldugu bilinen D vitamininin plasental sentezinin ve
etkilerinin azalmasi sonucunda, gebe kadinlarda farkli sistemleri ilgilendiren bir dizi
problemin ortaya ¢ikabildigi gostermistir. D vitamini eksikligi ile tiiberkiiloz sikliginda artis
ilk kez gosterildikten sonra D vitamini eksikliginin enfeksiyonlarla olan iligkisi de ortaya

konulmustur ( Fischer ve ark, 2007; Bjorn ve ark, 2013).

Viicudumuzda pek ¢ok hiicrede D vitamini reseptoriiniin (VDR) bulundugunun
gosterilmesiyle, D vitamini giiniimiizde etkileri hiicre ve doku seviyesinde arastirilmakta olan

molekiiller arasinda ilk siray1 almistir (Yang ve ark, 2012; Holick, 2007).

D vitamini reseptorleri pek ¢ok hiicrede bulunmakta olup, bobrekler disinda da
sentezlenebilmesi monosit ve makrofajlarin 1-o hidroksilaz enzimine sahip oldugunun
kanitlanmasiyla ortaya ¢ikmistir. D vitamini eksikliginin tiiberkiilozla iligkisi yapilan ¢esitli
caligmalarla in vitro olarak kanitlanmis olup, diger enfeksiyonlarla iliskileri arastirilmaktadir
(Davies ve ark,1985; Di Rosa ve ark, 2011; White, 2011).

D vitamini yetersizligi genellikle giines i1sinlarindan yeterince faydalanmamaktan
dolay1 ortaya cikar. Ileri derecede D vitamini eksikligi, mineralizasyon defektine neden olarak
cocuklarda riketse, eriskinlerde ise osteomalaziyeve osteoporoza yol agar. Intestinal kalsiyum
emiliminin azalmasi, viicuttaki kalsiyum dengesini bozarak sekonder hiperparatiroidizmle ve
osteopeniyle sonuglanir. D vitamini eksikliginde gen ekspresyonuna dayali olarak kanser,
diyabet, multipl sklaroz gibi hastaliklara yakalanma riski artmakta olup, immiin cevap
yetersizligi, gebelikte diisiik riskinin artisi, gebeligin sonlanmasi, hipertansiyon ve
depresyonda etkili oldugu ortaya konmustur (Akkoyun ve ark, 2014; Dawson-Huhges ve ark,
1991).

D vitamininin, dogustan immiin sistem T{izerine etkisi s$O0yle ortaya konmustur;

bakteriyel ajana karsi lizozomlarla fagozomlar 1,25(OH);D; etkisiyle birlesip, otofaji
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olustururlar. Hiicre igi bakteriyel degradasyon, 1,25(OH),Ds-VDR kompleksinin katelisidin

genini aktive etmesi sonucu artar, hiicre i¢i bakteriyel degradasyonu hizlanir (Liu, 2011).

D vitamininin otoimmiin hastaliklar, inflamatuar bagirsak hastaliklari, romatoid artrit,
multipl skleroz, diyabet, bircok kanser c¢esidi, kalp hastaliklari, osteoporoz, enfeksiyoz,

hastaliklar, depresyon gibi bircok hastaligin ortaya ¢ikmasini engellemeye veya bulgularin

hafiflemesine neden oldugu bildirilmektedir (Holick, 2004; 2005a; 2005b).

Viicudun D vitamini ihtiyac1 biiyiikk Olgiide gilines 1s18ma maruz kalmakla
karsilanabilir. D vitamini ¢ok az miktarda yumurta sarisi, yagli baliklar ve balik karacigeri
gibi besinlerde de bulunur. D vitamini eksikliginden korunmak i¢in giines 1sinlarina maruz
kalma yeterli gelmediginde diyet ile destek yapilmali, gida takviyesi yapilarak eksiklik
giderimelidir. ABD’de 6nerilen D vitamini miktarlar1 yeni dogan, ¢ocuk ve 50 yasina kadar
olan yetiskinler i¢in 200 IU/giin, 51-70 yas aras1 yetiskinler i¢in 400 IU/giin ve 70 yas iizeri
olan yetiskinlere 600 IU/gilin’diir ( Jameson ve Weetman, 2004; Vieth, 2006; Grant ve ark,
2005; Lucas ve ark, 2006).

D vitamini yagda eriyen vitaminlerden oldugundan fazlasi viicuttan atilmaz,
olusturdugu hiperkalsemi 6liimciil olabilir. Organlarda kalsiyum birikmesine yol agar, D
vitamininin fazla alimi1 kemiklerin kirllgan olmasina yol agar. Fazla D vitamini kullanimi
bebeklerde zihinsel ve fiziksel gerilige, ¢ocuklarda boyun kisa kalmasina sebep olabilir. Fazla
D vitamini zehirlenmeye neden olabilir, doktor gozetiminde kullanilmalidir (Akkoyun ve ark,
2014)

2.2.1. D Vitamininin Yapisi, Sentezi ve Metabolizmasi

Insanlar D vitaminini, ya endojen olarak giines 15181 ile temas yoluyla sentezlemekte
ya da besinler ve vitamin takviyeleri ile disaridan almaktadirlar. En Kkaliteli D vitamini

kaynag1 olan besinler balik, siit, mantar ve yumurta gibi besinlerdir.

D vitamini terimi hem bitkisel kaynakli D, vitamini (ergokalsiferol), hem de
ultraviyole 1ginlarmin etkisi ile cilt alt1 dokularda endojen olarak sentez edilebilen D3 vitamini
(kolekalsiferol) igin ortak olarak kullanilmaktadir (Akkoyun ve ark, 2014; Holick, 2007;
Kimball ve ark, 2008).



Temel D vitamini formlar1 olan D, ve D3 molekiillerinin kimyasal yapis1 Resim 1’de

gosterilmistir.

CHg
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D CHy
cH,| ¢
Al B
HO =%
Vitamin Dy

Resim 1. D, ve D3 Molekiillerinin Kimyasal Yapis1 (Huerta ve ark, 2002)

Ergokalsiferol [D, vitamini; 25(OH)D,] bitkisel kokenli ergosterolden tiiremekte olup,

Resim 2’de gosterilmistir.

Ergosterol
Provitamin D

Ergocalciferol (vitamin Dy)

Resim 2. Ergosterolden D, Vitamini olusumu (Akkoyun ve ark, 2014’ten degistirilerek

alinmstir)

D; vitamini ise hayvansal kokenli deride kolesteroliin oksitlenme iiriinii olup
7-dehidrokolesterolden (7-DHC) tiireyen kolekalsiferoldir (Resim 3) [Ds vitamini;
25(0OH)D3] (Ward, 2005; DeLuca, 2004).
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Resim 3. Kolesterolden D3 vitamini olusumu (Akkoyun ve ark, 2014’ten degistirilerek

alinmustir.)

Insan viicudunda sadece Dj vitamini sentezlenir. Bitkisel kokenli D, vitamini
(ergokalsiferol) mordtesi 1sinlar araciligi ile yapraklarda sentezlenir. Her ikisi de hem diyetle
almir, hem de sentetik olarak iiretilebilir. Hayvansal besinlerden alinan D3 vitamini veya
bitkisel besinlerden alinan D, vitamini incebagirsaklardan absorbe edilir ve emilimi Safra

asitlerinin varliginda gergeklesir (Akkoyun ve ark, 2014).

D vitamini; dort halkadan olusan bir sterol tiirevi olup, doymus A, C, D halkalar ile 9
ile 10. karbonlar arasindan agilmis, 5 ve 7. karbonlarinda ¢ift bag igeren bir B halkasi ve 8 ya

da 9 karbonlu yan zincire sahiptir (Resim 4) (DeLuca, 2004; Koo ve ark, 2005).

Resim 4. D3 vitamininin kimyasal yapisi

Insan viicudunda D vitamini sentezinin tamam giines 1sinlarina maruz kalmak yoluyla
deride 290-315 nm dalga boyundaki ultraviyole-B (UV-B) mordtesi 1sinlarinin etkisiyle
sentezlenebilir. Kolesterol karacigerde 7-DHC’ye sentezlenerek, kan yoluyla derinin malpighi

tabakasina gelir. Giines maruziyetinde UV-B 1sinlar1 epidermisi gecerek 7-DHC’deki (inaktif



pro D3 vitamini) ¢ift baglar tarafindan absorbe edilir, 7-DHC, pre D3 vitaminine ve isinin

etkisiyle hizla vitamin D3’e déniismektedir ( Jameson ve Weetman, 2004; ilicin ve ark, 2012).

Previtamin D3 ve vitamin D3, UV-B isinlar tarafindan inaktive edilebildiginden, fazla
giines 1511 maruziyeti ile D vitamini intoksikasyonu ortaya ¢ikmamaktadir. Uzun siireli glines
1s1¢1na maruz kalma sonucu, previtamin D3 alternatif iki inert izomer (lumisterol ve takisterol)

sekline doniisiir (Resim 5).
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Resim 5. D3 Vitamini Sentez Basamaklari (Akkoyun ve ark, 2014’ten degistirilerek

alinmistir.)

Bu nedenle D vitamini intoksikasyonu olugsmamaktadir. Deri hiicrelerinde sentezlenen
D3 vitamini, hiicre dis1 alana ve oradan dermal kapiller yataga geger. D3 vitamini, D vitamini
baglayici proteine (DBP) baglanarak dolasimda tasmir. insan organizmasinda D vitamininin

kaynagi, %80-90 oraninda bu endojen tiretimdir (Holick, 2007; Kimball ve ark, 2008).

D3 vitamini, DBP’ye baglanarak dolasimda tasinir. Sentezlenen D vitamini, 25-
hidroksilaz enzimi araciligiyla hidroksilasyona ugrayarak karacigerde mikrozomal P-450
sisteminde 25-hidroksi vitamin D’ye (25(OH)D, kalsidiol) doniisiir. Bu molekil ayni
zamanda hem depo formu, hem de dolasimda en fazla bulunan metabolitidir (Holick,

2007;2006).



Dolasimda DBP’ye baglanarak tasinan 25-OH vitamin D, bdbrek proksimal tiibiil
hiicrelerinde, 1-a hidroksilaz enzimi araciligiyla 1,25-dihidroksi vitamin D’ye (1,25(OH),D3,
kalsitriol, kolekalsiferol) dontisiir. Aktif biyolojik form olan 1,25(OH),Ds, etkisini D
vitamininin hedef organlar1 olan bagirsak, kemik, bobrek ve paratiroid bezlerinde bulunan
Vitamin D Reseptoriine (VDR) baglanarak gosterir. 1,25(OH);D3-VDR kompleksi hiicre
cekirdeginde bulunan retinoik asit X reseptori (RXR) ile birlesir. Son olarak
1,25(0OH),;D3-VDR-RXR kompleksi deoksiriboniikleik asit (DNA) iizerinde bulunan, D
vitamini cevap elemani (vitamin D response element, VDRE) olarak bilinen bolgeye baglanir

(Fleet, 2008).

Bu baglanma sonucunda, bagirsaklarda Ca baglayict proteinlerle (calbindin) ve Ca
emilimi saglanmaktadir. Bobreklerde aktif D vitamininin (1,25(OH);D3) sentezi, serum
parathormon (PTH), Ca ve P diizeylerine gore diizenlenir. 24-hidroksilaz (24-OHaz) enzimi
ile D vitamini metabolitleri inaktive edilerek kalsitroik aside doniistiiriiliir ve viicuttan idrarla
uzaklastirilir. Hedef dokularda 24-OHaz enziminin diizeyi, 1,25(OH),;D3 diizeyi tarafindan
ayarlanir. D vitamininin metabolizmada gegirdigi biitiin bu evreler Resim 6’da gosterilmistir.
( Holick, 2007; 2006)

UVB  (290-315pm) UVB

7-dehidrokolesterol " Preyitamin D3 % Inaktif fotoliz,
(Pro-\-itamip D) IS lr (h:;u;len )
Listerol.
DERI s W % takisterol)
‘ VasniaPy =——"—b J
: oy 2 +
Divet/Gida Takviyes o
Vitamin D T (VAL

Vitamin D3 l

KARACIGER é——  YAG

Vitamin D25 hidrokstaz D OKUSU
1 CYP24 ‘
25(0H)D ey K ATABOLIZMA
1 CYP3A4
Fosfor Bobrek, Diger Dokular, Hiicreler
kalsiyul;l _©, 250HD D  Paatroid
FGF-23 ’ 1u-hidiglg§i_!g; hormonu
1,25(OH)2D

CYP2 41 CYP3A4

KATABOLIZMA

Resim 6. D vitamini metabolizmas1 (Ozkan ve Doneray, 2011°den degistirilerek alimustir.)
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2.2.1.1. Parathormonun Etkisi

Serum kalsiyum diizeylerinde azalma ile birlikte serum PTH seviyesinde artig

gozlenir. PTH’nin kemik metabolizmasi lizerine direk ve indirek etkileri mevcuttur.

PTH direk etkisini, osteoblastlarin aktivasyonu ve renal tiibiiler hiicrelerde kalsiyum
geri emilimi ile fosfor atilimini artirmak yolu ile kemik yapimini uyararak

gerceklestirmektedir (Kalsiyumu bobreklerden geri emdirir, kan kalsiyumu artar).

PTH’nin artmis diizeylerine giinlerce devamli olarak maruz kalinmasi osteoklast
aracili kemik rezorpsiyonunda artisa yol agmasi sonucunda kemikten kalsiyum ve fosfatin
salinimi uyarilir. Ancak diisiik dozlarda intermitant (kesintili) uygulanmasi osteoblast say1 ve

aktivitesinde artisa neden olarak kemik mineral yogunlugunu artirmaktadir.

PTH’nin indirek etkisi ise bobrekte 1-o hidroksilaz enzim aktivasyonu ile D
vitamininin inaktif formu olan 25(OH)D, D vitamininin aktif formu olan 1,25(0OH),D
metabolitine donilisiimiinii saglayarak gosterir. Olusan aktif D vitamini etkisi ile bagirsaktan
kalsiyum geri emilimi artirilir, boylece serum kalsiyum dengesi korunur (Potts, 2005; Human
ve ark, 2006; Rubin, 2002).

2.2.1.2. Kalsitonin Etkisi

PTH’in tersi etki eder. Kemiklerde resorpsiyonu kisitlayarak (osteoklast aktivitesini
azaltir) kemik dokusundan Ca ve P kaybini dnler, serum Ca ve P diizeyini azaltir. Bobreklerde

Ca ve P tiibiiler geri emilimini azaltir.
2.2.1.3. Ostrojen Etkisi

Bobreklerde D vitamini biyosentezine 1-o-hidroksilasyon asamasinda etki ederek
hizlandirir. Ca’un bagirsaktan emilimini artirir. Kemik dokuda PTH’ye karsi direng

olusturarak, serum PTH diizeyini artmasim1 dolayli yoldan etkiler. PTH’in artmasi

bobreklerden Ca geri emilimini artirir.
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2.2.2. D Vitamini ve Kanser

Kanser mortalitesinin ekvatora yaklastikca azaldigi, giineyde yasayanlarda kuzeyde
yasayanlara gore daha diisiik oldugu, yasanilan enlem ve kolo-rektal kanser arasinda iliski
gecgen yiizyilda bildirilmistir. Kolon, prostat ve meme kanserinin UV i1smlarimin bol oldugu
bolgelerde daha diisiik oranda goriildiigii klinik calismalarla gosterilmistir. Bir ¢alismada
25(0OH)D serum diizeyi 1095 erkek olguda incelenerek, 25 nmol/L’nin iizerindeki 25(OH)D
serum diizeyinin toplam kanser insidansin1 % 17 oraninda azalttigi ortaya konulmustur.
16.818 eriskin olgudan olusan genis Olcekli bir ¢alismada toplam kanser mortalitesi ile D
vitamini arasinda bir iliski saptanmamistir. D vitamini serum diizeyi ve kanser sikligi
arasindaki iliskiyi inceleyen calismalarda zayif bir korelasyonun oldugu belirlenmistir.
Yapilan calismalarin D vitamini eksikligi olan bdlgelerde yapilmasiyla bu veriler ortaya
konmus olup, D vitamini diizeyinin normal oldugu bolgelerde D vitamini ve kanser insidansi
arasindaki iliski bilinmemektedir. (Ozkan ve Déneray, 2011; Holick ve ark, 2008; Bikle,
2009; Misra ve ark, 2008; Weisman, 2010).

Kanser mortalitesinin giines 1s18inin bol oldugu bolgelerde daha diisiik oldugu bilinen
bir gercektir. Glines 15181n1n az oldugu bolgelerde D vitamini diizeyi diisiik oldugu goriilmekte
olup, cesitli kanser tiirlerinin goriilme riski artmaktadir. Yapilan klinik ¢aligmalarin
bazilarinda D vitamini ile kanser mortilitesi arasinda bir iligki saptanmamasina ragmen, oral
yolla D vitamini alimi ile meme kanserinde riski diisiirdiigii kanitlanmis olsada, farkl
calismalarda D vitamini serum diizeyi ile farkli kanser tiirleri arasinda farkli sonuglar elde

edilmistir (Ozkan ve Déneray, 2011).

Apoptozis viicudun kanserden korunma mekanizlarinin en 6nemlilerinden biridir.
Apoptozisi artiran veya azaltan besin maddeleri, gida takviyeleri ve ilaglar kanser
miicadelesinde olduk¢a onemlidir. Mekanizmasi1 tam olarak bilinmemekle birlikte, hiicresel

proliferasyonunun inhibisyonunda etkili oldugu bilinen 1,25(OH),;D3 en gii¢lii hormonlardan
biridir (Holick 2008).

In vivo ve in vitro ¢alismalarda 1,25(OH),D3; meme kanserinde anti-proliferatif etkisi
ve pro-apoptotik faaliyetleri gosterilmistir (Simboli-Campbell ve ark, 1996).
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250HD3; serum normal diizeylerinde kolorektal kanser riskinin azaldigi gosterilmis,
erkeklerde vitamin D alimi arttikga, kolorektal kanser riskinin azaldigir bildirilmistir

(Fescanich ve ark, 2004; Wu ve ark,2007).

Deneysel c¢alismalarda hiicrede D vitamini reseptoriiniin ve 1-o hidroksilazin
kolorektal hiicrelerinde bulundugu gosterilmistir. 1,25(0OH),D3 insan kolon adeno ve
karsinoma hiicrelerinden birincil kiiltiirde olusturulan insan kolon adenokarsinom tiirevli
hiicre hatlarinda biliylime ve farklilasmay1 engelledigi ortaya ¢ikmustir. Aktif D vitamininin
insan kolon kanseri hiicresinde D vitamini reseptorlerine baglanmasi ile proliferasyonu
etkileyen gesitli genleri diizenleyerek kanser hiicrelerinin proliferasyon ve diferansiyasyonu
inhibe ettigi ortaya konmustur. 1,25(OH);D3; viicuttaki birgok dokudaki genlerin

ekspresyonunu da regiile eder (Feldman ve ark, 2014).

Yapilan in vivo bir ¢alismada kolon kanserinde D vitamini diizeyi yeterli ve eksik olan
fareler karsilastirilmis, D vitamini diizeyi yeterli olan farelerde tiimor biiyiimesinin anlamli

olarak daha az oldugu gézlenmistir (Spina, 2005).

Baska bir ¢alismada toplam ve serbest 25(OH)D'nin, Afrikali Amerikalilar arasinda
kolorektal kanser riski ile ters olarak iligkili olabilecegi ve Afrikali Amerikalilarda kolorektal
kanserin onlenmesinde vitamin D'nin potansiyel rolii ortaya konmustur (Andersen ve ark,

2017).

1992 ile 2003 yillar1 arasinda Avrupa Kanser ve Beslenme Kohortu (EPIC) tarafindan
yapilan bir arastirmada; 25-70 yas aras1 519 978 erkek ve kadinda vaka kontrol caligmasi
gerceklestirilmesi sonucunda, 713 kolon kanseri vakasi tespit edilmis olup, kolon kanserini
onlemek icin fiziksel aktivite ve yeterli D vitamini diizeyleri ile metabolik sagligin

korunmasinin gerekliligi ortaya konmugstur (Aleksandrova ve ark, 2017).

250HD3; serum normal diizeylerinde, diisiik diizeylere gore kolorektal kanser riskinin
azaldig1 gosterilmis ve erkeklerde D vitamini alimi arttikga, kolorektal kanser riskinin azaldig:

bildirilmistir (Feskanich ve ark, 2004; Wu ve ark,2007).

Colo201, Colo205, WIDR, Caco-2, HCT15, HT29, SW480, SK-CO-1, LS180, SW620
kolon kanseri hiicre dizileri lizerinde yapilan bir ¢alismada D vitamini reseptorii diizeyleri
belirlenmistir. En yiiksek VDR diizeyi LS180 hiicreleri i¢in tespit edilmis olup, SW480 ve
HT29 hiicre dizileri i¢in orta diizeyde VDR tespit edilmistir. VACO 330, SK-CO-1, VACO
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235 hiicreleri i¢cin VDR diizeyleri SW480’den daha yiiksek iken, Colo201, Caco-2, HCT15,
SW48 ve SW620 hiicreleri igin VDR diizeyleri daha diisiik bulunmustur. Ayni calismada
MRNA ekspresyonunda, vitamin D reseptorlerinin etkisinin VDR diizeyine bagli olmadigi,
hiicre dizisine gore farklilik gosterdigi belirlenmistir (Shabahang ve ark, 1993). Baska bir
calismada kalsitriol ve tiirevlerinin hiicrede farklilagsmayi, proliferasyonu, apoptozu ve
anjiyogenezi diizenlemek i¢in VDR araciligiyla hareket ettigi belirlenmistir (Trump ve ark,
2010).

Kisa tek iplikli mRNA (~ 22 niikleotitli) ¢evirisinin regiilatorii olarak islev géren
RNA’lara MikroRNA'lar (miRNA'lar) denilmektedir. miRNA'lar genis bir biyolojik siireg
dizisinde integral rollere sahiptirler (Feldman ve ark, 2014). Kalsitrioliin tepki veren miRNA
ile kolorektal kansere karsi korudugu SW480-ADH, HCT116, HT29, LS174T, DLD-1,
SW620, SW1417 and SW480-R hiicre dizileri ile yapilan bir ¢alismada tespit edilmis olup,
Kalsitriolin antikanser etkisinde miRNA regiilasyonunun etkili oldugu belirlenmistir

(Alvarez-Diaz ve ark, 2012).

Yapilan bir baska ¢alismada Caco-2 ve SW480 hiicrelerinin iizerinde 1,25(OH),D3’lin
antiproliferatif etkisi oldugu belirlenmistir.( Chen ve ark, 2002). Baska bir ¢calismada SW480
hiicrelerinin tizerinde 1,25(OH);D3’tin antiproliferatif ve pro-differansif etkisi oldugu tespit
edilmistir (Palmer, 2004).

Yapilan ¢gesitli caligmalarda 1,25(OH),D3’tin  SW480 hiicreleri iizerine etki
mekanizmalar1 ve yolaklar1 incelenmistir (Palmer ve ark, 2001; Shah ve ark, 2006; Eelen ve
ark, 2008; Godman ve ark, 2008; Kouchi ve ark, 2011). 1,25(0OH),D3 ve analoglarinin
SW480-ADH hiicrelerinde canonicalWnt sinyalini geri ¢evirebildigi, B-katenin transkripsiyon
aktivitesini inhibe ettigi belirtilmistir (Pendés-Franco ve ark, 2008). VDR nin kolon kanseri
hiicrelerinde niikleer B-Katenin diizeyini kontrol ettigi ve bu nedenle Wnt/B-Katenin yolaginm

aktive eden mutasyonlarin onkojenik etkisini azaltabildigi tespit edilmistir (Larriba, 2011).

D vitamini viicutta yaygin sekilde bulunan kalsitriol ismindeki giiclii steroid
hormonunun Onciisiidiir. Kalsitriol kanser riskini ve prognozunu belirlemede rol
oynayabilecek ¢esitli hiicresel yolaklar1 diizenlemesine ragmen epidemiyolojik ve erken klinik
calismalarda ve insanlar iizerinde yapilan randomize kontrol ¢alismalarinda D vitamininin
rollinii belirleyecek tutarli calismalar, heniiz mevcut degildir. Klinik 6ncesi ve klinik

calismalardan elde edilen sonuclar, D vitamini eksikliginin kanser gelisme riskini artirdigini
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ortaya koymustur. D vitamini takviyesi ile D vitamini eksikliginin 6nlenmesi, kanser

insidansini azaltmanin ekonomik ve giivenli bir yoludur (Feldman ve ark, 2014).

Caco-2, SW1417 ve SW480-ADH kolon kanseri hiicrelerinde 1,25(0OH),D3; dozlari
kullanilarak yapilan bir c¢alismada hiicre hatlariin her biri ig¢in hiicrenin fosfolipit
kompozisyonunu etkileyerek hiicre proliferasyonunu azaltmakta oldugu belirlenmistir

(Leyssensve ark, 2015). Ancak bu konu tizerindeki ¢alismalar yeterli degildir.

2.3 a-Linolenik Asit

Insanoglunun varligim siirdiirebilmesi igin en dnemli yap1 tas1 ve enerji kaynaklari
olan besin 6geleri karbonhidrat, protein ve yaglardir. Yaglar birim kiitlede en yiiksek enerjiyi
veren besin 6gesi olup, ester bagi ile gilserole baglanmis li¢ yag asitinden olusan trigliserit
yapilardir. Yag asitleri kompozisyonu, yaglarin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini ve kullanim
alanlarini belirlemekte olup, oda sicakliginda kat1 halde olan ve karbon atomlar1 arasinda tekli
kovalent bag igeren doymus yag asitleri ve oda sicakliginda siv1 halde olan ve karbon atomlari
arasinda bir veya daha fazla cift bag iceren doymamis yag asitleri olarak ikiye ayrilirlar
(Karaca ve Aytag, 2007).

Yag asitleri hiicre zarinin yap1 bilesenlerinden olup, glikoz yoklugunda viicuda enerji
saglayan kaynaklardir. Diyet kaynakli ¢oklu doymamis yag asitleri, memeliler tarafindan
sentezlenemezler ve 6zellesmis hiicrelerin ve dokularin optimal biyolojik islevi i¢in gerekli
olduklarindan 'esansiyel’ olarak bilinirler. Linoleik asit, liolenik asit ve arasidonik asit olarak
bilinen ¢oklu doymamis yag asitleri sagliga dost bir vitamin tiirii olan F vitamini olarak da
adlandirilirlar. F vitamini, yagda ¢ozlinebilme 06zelligi gostermesi nedeniyle viicut icinde
depolanabilir ve diizenli olarak alinmasi gerekmez, fazlaliginda zehirleyici etkisi olmayip,
depolanmasi nedeniyle kilo alimina neden olmaktadir. Tiiketilen yaglardan ya da karaciger

tarafindan {iretilmis olan safranin yardimai ile viicut tarafindan emilmektedirler.

F vitamini cildin su tutmasi ve gerginliginin korunmasi ile baglantili oldugundan
eksikliginde bir cilt hastalig1 olan egzama, sivilce problemleri, cilt kurulugu ve sagliksiz sag
olusabilecek problemlerdir. Bunlardan bagka gorme problemleri olusabilir ve yaralar geg
iyilesir. Doymus yaglar, oksijen ve 1s1 viicuttaki F vitamininin azalmasina neden olan

etkenlerdir (Nizamlioglu, 1998).
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Son yillarda esansiyel yag asitlerinin kardiyovaskiiler rahatsizliklar ve kanserlerdeki
(meme, pankreas, kolon ve prostat kanseri) etkilerini inceleyen in vivo (insan hastaliklarindaki
roliinii dogrudan inceleyen) ve in vitro (hiicresel ortamu taklit eden) ¢alismalar yapilmustir.
Esansiyel yag asitleri hiicreler iizerine dogrudan veya dolayli olarak etki ederler. Esansiyel
yag asitleri, degisen yapisal ve fiziksel 6zelliklerinden 6tiirii, hiicre membran fosfolipitlerinin
bilesenleri olarak, lokal ortamda membran akigskanligin1 degistirebilir ve membran araciligiyla
yapilan islemleri etkileyebilirler. Esansiyel yag asitleri fosfolipidlerin yapisinda yer alirlar,
hiicre zarmin yap1 taslaridirlar, sinir dokusunda miyelin tabakasinin yapisinda bulunurlar ve
liflere yaliim Ozelligi saglayarak sinyal ve iletim islemini hizlandirma goérevi yapan
sfingofosfolipitler olarak isimlendirilirler. Bunlarin yaninda yaglarin tasinmasindan
sorumludurlar, kanin pihtilasmasinda ve prostaglandin ve benzeri maddelerin sentezinde yer

alirlar (Grammatikos ve ark, 1994).

En az ii¢ ¢ift bag iceren esansiyel yag asitleri, ¢esitli fizyolojik ve patolojik siire¢lerde
onemli roller oynayan Eikozanoid (arasidonik asit metabolitleri) hormonlara enzimatik olarak
dontistiirtilebilir. Fosfolipidlerden hiicrelere salinarak, hiicre ¢ogalmasinda etkili protein kinaz

C'yi (C-kinaz) harekete gegirebilen alternatif habercilerdir.

Hiicrelerin ¢ogunda hiicre membraninda ve endoplazmik retikulumda kalsiyum
deposu olmasma ragmen hiicre i¢i kalsiyum yogunlugu cok diisiiktiir ve gerektiginde
membran ve endoplazmik retikulumdan Ca*? iyonlar: hiicre sitozoliine gecerek aktive edici
olarak is goriir. Kalsiyum haberci sisteminde bilginin hiicre yiizeyinden hiicre i¢ine akisi, C-
kinaz yolu ile diagilgliserol ve fosfolipit varliginda gerceklesir. Hiicre icin toksik bir madde
olan kalsiyumun habercilik gorevi, hiicre i¢i kalsiyum miktarinin artmasi ile baslar.
Diagilgliserol ve fosfolipit varliginda Ca*? haberci sistem galisir ve C-kinaz Na*-H* pompasini
aktive eder, H" hiicre disma cikarilir; hiicre icinde pH artis1 DNA sentezini baslatir, hiicre

cogalir.

Ayrica, oksidatif hasara duyarlilik, doymamishik derecesiyle artar ve lipit
peroksidasyonu, toksik ve mutajenik 6zelliklere sahip ¢esitli maddelere yol agabileceginden,

dikkate alinmasi1 gereken bir komplikasyondur (Grammatikos ve ark, 1994).

Esansiyel yag asitleri trigliserit diizeyini korur, HDL kolesteroliin diisiisiinii onler,
insulin direncini azaltarak Tip 2 diyabetin denetiminde yardimci olur, yiiksek tansiyonun

onlenmesinde, bagisiklik sisteminde, koroner arter hastaligi riskini azaltmada etkilidirler.
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Omega-3 (®-3, n-3) ve omega-6 (w-6, n-6) yag asitleri viicut tarafindan tiretilemezler,
fakat viicuda girdiklerinde daha uzun zincirli yapilara doniistip prostaglandin gibi hormonlarin
habercisi olan eikozanoidlerin yap1 taslarim1 olustururlar. Prostaglandin-E1, damar
permeabilitesini (gegirgenligi) artirir, bronkodilatasyona(brons agilmasina), vazodilatasyona
(genislemeye) sebep olur. Trombosit kiimelesmesini ve mideden hidroklorik asit
salgilanmasini onlerken, Prostaglandin-E2 Uterus kasini kontraksiyona (kasilmaya) yoneltir.
Prostaglandin F2 alfa damar ve bronslarda konstriktor (daraltma, biizme) etki gosterir ve
uterus kasimi uyarict etkisi vardir. Prostaglandin 12 ve I3 ise trombosit kiimelesmesini
onlemektedir. Prostaglandinler bu etkileri disinda viicudun sivi dengesi, sinir sisteminin
calismasi, pankreastan hormon salgilanisi, lipoliz ve corpus luteum’un regresyonunda da etkin
rol oynar (Fleet, 2008). Eikozanoidler hiicre zar1 olusumunda, kan pihtilagsmasi, yaralarin

iyilesmesi ve inflamasyonda gorev alir (Karaca ve Aytag, 2007).

a-Linolenik asit ¢oklu doymamuis bir yag asiti olup, esansiyel yag asitlerindendir. ALA
Omega-3 yag asitlerinden olup, eikozanoid hormonlara ve prostaglangdinlere
dontigebilmekte, DNA sentezi ve hiicre ¢ogalmasi gibi 6nemli hiicresel olaylarda etkili

olabilmektedir.

Baglica omega-3 yag asitleri ise a-linolenik asit, eikosapentaenoik asit (EPA) ve
dokosaheksaenoik asittir (DHA). Bunlar arasinda DHA, beynin normal gelisimi ile goz ve
sinir sisteminin gelisimini desteklerken, EPA ve DHA birlikte kalp ve damar sagliginin
korunmasina yardime1 olmaktadir. a- Linolenik asit 18 karbonlu 9, 12 ve 15. karbonlarda ii¢

adet ¢ift bag i¢eren ¢coklu doymamis bir yag asididir ve Resim 7°de gosterilmistir.

COOH

9.12,15

a-Linolenik Asit : 18: 3n-3 veya 18:3 A

Resim 7. a- Linolenik asitin yapisi ve gosterimi

Balik yaginda bulunan Eikosapentaenoik asit (EPA, 20: 5n-3) ve dokosaheksaenoik
asitin (DHA, 22: 6n-3) onciisii a-Linolenik asittir (ALA, 18: 3n-3) ve ¢esitli kanser tiirlerinde
etkilidirler (Chen ve ark, 2007; Saggar ve ark, 2010).
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Yapilan bir calismada farelere ALA zengini bir diyet uygulanmig MCF-7 tiimdriinde
biiyiimeyi ve ¢ogalmayi azalttig1 gozlenmistir (Mason-Ennis ve ark, 2016).

Birkag meme kanseri dizisi iizerinde yapilan in vitro ¢alismalarda ALA, EPA ve
DHA’ya dontismemis, ALA’nin bagimsiz etkileri goriilebilmis ve ALA’nin in vitro meme
kanseri hiicre proliferasyonunu azalttig1 gézlenmistir (Mason-Ennis ve ark, 2016; Wiggins ve
ark, 2015; Bardon ve ark, 1996; Grammatikos ve ark, 1994). Baska bir ¢alismada ALA higbir
etki gostermemistir (Horia ve ark, 2005).

Omega-3 yag asiti kaynagi olan ALA ile yapilan gesitli ¢alismalarda prostat, meme ve
mesane kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini azaltarak diizenledigi ortaya konulmustur. HT 29 ve
HCT116 ve MCA 38 hiicre dizilerinde yapilan bir ¢calismada Omega-3 yag asidinin hiicre
proliferasyonunu, adezyonunu ve invazyonunu inhibe ettigi belirlenmistir (Chamberland,
2014).

Sicanlar tizerinde formaldehit kullanilarak noronal hasar ile oksidatif stres olusturulan
bir ¢aligmada, omega-3 yag asiti kullanilan grupta, kullanilmayanlara gére SOD ve GSH-Px
enzim aktiviteleri artmis ve azalan MDA seviyeleri tespit edilmis olup, formaldehitin neden
oldugu hiicresel hasarin azaldigt ve yapisal goriiniimiin kontrol grubundaki sicanlara
benzedigi belirlenmistir. Prefrontal kortekste formaldehit ile indiiklenen ndéron hasarinin

omega-3 esansiyel yag asitleri ile 6nlendigi saptanmustir (Zararsiz ve ark, 2006).

Siganlar iizerinde yapilan bagka bir ¢alismada formaldehit toksititesi sonucu testislerde
meydana gelen oksidatif doku hasarinin omega-3 yag asitleri tarafindan engellendigi omega-3
kullanilmayanlara gére SOD ve GSH-Px enzim aktiviteleri artmis ve azalan MDA seviyeleri

tespit edilerek, biyokimyasal olarak ortaya konmustur (Kus ve ark, 2008).

Siganlar iizerinde yapilan bagka bir ¢aligmada omega-3 yag asiti verilen siganlarin
bobrek dokusunda oksidatif hasar1 dnledigi, antioksidan savunma sistemini giiclendirdigi ve
bobrek dokusu lizerinde koruyucu etki gosterdigi, kontrol grubuna gore SOD ve GSH-PX
aktivitelerinin artarken, MDA diizeylerinin azaldig1 tespit edilmistir (Giilcen ve ark, 2012).

Yapilan in vivo ve in vitro calismalarda a-Linolenik asit metabolitleri olan
eikosapentaenoik asit (EPA) ve dokosaheksaenoik asitin (DHA) antikanser ilaglar ile birlikte
kullanildiginda, kanser tedavisinde etkili oldugu, Omega-3 takviyelerinin onkoloji

hastalarinin iyilesmesinde etkili oldugu belirtilmistir. Kemoterapi ve/veya radyoterapi
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sirasinda DHA ve/veya EPA uygulanmasini igeren 10 kontrollii klinik ¢alisma incelenmis ve
kemoterapi ve/veya radyoterapi siirecinde omega-3 yag asiti takviyelerinin farkl
Ozelliklerdeki hastalarda viicut kompozisyonunun korunmasinda yararl etkileri oldugu tespit
edilmis olmasina ragmen, tiimor boyutunu kiiciiltmek ve hasta sag kalimin1 uzatmak gibi
onemli sonuglar elde edilmemistir. Omega-3 kaynagi olan balik yaginin antioksidatif etkileri
nedeniyle kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik etkileri oldugu, hiicre biiylimesini ve canliligini

inhibe ettigi belirtilmistir (Silva ve ark, 2015).

Siganlar iizerinde balik yagi zengini ve bati yaglar1 zengini diyetler uygulanarak
yapilan bir ¢alismada kolon kanserli ve normal dokulardaki etkiler prostaglandin E2 (PGE2)
konsantrasyonlari ile belirlenmis olup, balik yaglar1 kullaniminin inflamasyonu diisiirerek
kanserden korunmada etkili oldugu tespit edilmistir. Diyet balik yaglar1 kolon kanseri 6nleme
potansiyeline sahip olup, omega-3 yag asitlerinin prostaglandinler ve diger eikosanoidlerin
olusumunda etkili oldugu ve PGE2’nin kolon kanserinin baglamasi ve ilerlemesinde oldukga

etkili bir anahtar gorevi goren proinflamatuar araci oldugu belirtilmistir (Djuric ve ark, 2017).

Omega-3 yag asitlerinin kanser tedavisi i¢in potansiyel olarak yararli oldugu tespit
edilmis olup, antitiimor, anti-inflamatuar, anti-proliferatif, pro-apoptotik, anti-invazyon, anti-
metastatik ve epigenetik regililasyon 6zellikleri nedeniyle ¢coklu mekanizmalarla tiimor hiicre

yanitt modifiye edilebiliecegi belirtilmistir (Silva ve ark, 2015).

D vitamini takviyesinin kolon kanserli kisilerde mortalite riskini azalttigi, yasam
stiresini uzattig1 literatiirlerde bildirilmistir. Ancak D vitamininin yiiksek diizeylerde insanlara
verilmesi kemik kiriklari dahil bir ¢ok toksik etkiye yol agabilir. Bu nedenle in vitro
caligmalarla insan hiicrelerinde hiicresel diizeyde etkisinin ortaya ¢ikarilmasi O6nemlidir.
Ayrica in vitro ¢alismalar i¢in, kullanilan hiicre dizisindeki D vitamini reseptorii (VDR)
bulunma miktarina bagli olarak D vitamininin etki diizeyi farklilik gdstermekte olup, D
vitamininin pro-apototik, antiproliferatif ve antioksidan etkileri oldugu literatiirde
bildirilmistir. Ayrica Omega-3 ile yapilan ¢esitli ¢calismalarda ise prostat, meme, mesane,
kolon kanser hiicrelerinin proliferasyonunu, invazyonunu ve anjiyogenezini inhibe ettigi

ortaya konulmustur.

Bugiine kadar kolon kanseri hiicre dizileri lizerinde yapilan calismalarda ALA ve D
vitamininin etkileri incelenirken antiproliferatif, apoptotik etkileri ve antioksidan etkileri ayni

anda degerlendirilmemistir. Ayrica SW480 hiicre dizisi ile D vitamini ve ALA

19



konsantrasyonlar1 bir arada kullanilarak yapilmis in vitro bir ¢alisma mevcut degildir.
Calismamizda ALA ve D vitamininin ayr1 ayr1 ve bir arada kullanilarak SW480 kolon kanseri
hiicre dizisi tizerine antiproliferatif, apoptotik ve antioksidan etkilerinin belirlenmesi
amaglanmistir. SW480 hiicre dizisi tizerinde hem ALA, hem de D vitamininin, proliferasyonu
Onleyici ve apoptotik etkileri ve antioksidan etkileri incelenmistir. Bu agidan ¢alisma 6zgiin
olup, bu etkilerin ortaya ¢ikarilmasinin, ileride gelistirilecek olan tedavi stratejilerine temel

olusturmasi ve bilime katki saglanmasi hedeflenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Sarflar

Kimyasallar ve sarflarin listesi Tablo 1’de gériilmektedir.

Tablo 1. Kullanilan Kimyasallar ve Sarflar

Uriin Uriin Kodu Firma
RIPA Lysis tamponu, 100 ml sc-24948 Chem Cruz
2 ml’lik steril hiicre dondurma tiibii TPP89020 Thermo scientific
FBS heat inactivated, 500ml 10500064 Invitrogen Gibco
L-Glutamine 200mM 100X, 100ml 25030024 Invitrogen Gibco
Trypsin-Edta 100ml R001100 Invitrogen Gibco
Tripan mavisi 100ml 15250061 Invitrogen Gibco
Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) 500ml 41965039 Invitrogen Gibco
PBS 10X 500ml 70011036 Invitrogen Gibco
Penisilin Streptomisin 15140122 Invitrogen Gibco
UltraCruz™ Tissue Culture Plates, 96 well sc-204447 Santa Cruz
UltraCruz™ Tissue Culture Plates, 24 well, sc-204445 Santa Cruz
ExactaCruz™ Serological Pipet, Sml sc-200279 Santa Cruz
ExactaCruz™ Serological Pipet, 10ml sc-200281 Santa Cruz
UltraCruz™ Flask, Tissue Culture, 75cm? 5¢-200263 Santa Cruz
UltraCruz™ Centrifuge Tube, Conical, 15ml Falcon sc-200250 Santa Cruz
Eppendorf 1.5ml santrifijj tiipleri sc-200271 Santa Cruz
1-200ul pipet uclar1 96adet/rackl sc-351865 Santa Cruz
100-1000 pipet uclar1 60adet/rackli filtreli sc-351863 Santa Cruz
WST1 Kiti K304-2500 Bio Vision
1-0. 25 dihidroksi vitamin D3, 50 pg g,(;\glo_-szoo- Enzo
a-Linolenik Asit,500ug L2376 Sigma
Annexin V Kiti MCH100105 Muse
Smart BCA protein assay kit, 2500 test 21071 Intron
Dimetil sulfoksid(DMSO) sc-358801 Santa Cruz
Xanthine Oxidase from bovine milk 50UN X1875 Sigma
Glutathione Reductase from bakers yeast (S. Cerevisiae) G3664 Sigma
500UN

-Nicotinamide adenine dinucleotide 2-phosphate reduced .
Eetrasodium salt hydrate ~95% (HPLC), 1O(§)MGp N1630 Sigma
L-Glutathione reduced >=99% 5G G6013 Sigma
Flavin Adenine Dinucleotide Disodium SIF6625-1G F6625 Sigma
Xanthine SIX7375-10G X7375 Sigma
Superoxide Dismutase From Bovine Liver SIS8160 58160 Sigma
Superoxide Dismutase from Escherichia*Coli SIS5639-3KU | S5639 Sigma
Potassium Phosphate, Monobasic*Anhydrous SIP5379-100G | P5379 Sigma
Hydrogen Peroxide 30% (W/W) Solution SIH1009-500ML H1009 Sigma
L-Glutathione Reduced Form*Crystalline SIG4251-1G G4251 Sigma
Glutathione Oxidized, 1G SIG4376-1G G4376 Sigma
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3.2. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar asagida listelenmistir.

e Hassas Terazi, KERN (ABJ220-4NM, Almanya)

e Saf Su cihazi, NUVE (NS103, Tiirkiye)

e Buzdolabi, PROFILO (Tiirkiye)

e -20°C derin dondurucu, UGUR (Tiirkiye)

¢ -80°C, WIST (WiseCryo Simplifed Freezing System)

e Inkiibator, THERMO (Hepa Class100, Fillandiya)

e Biyogiivenlik Kabini (2.seviye), NUVE ( In 120, Tiirkiye)

e Invert Mikroskop (Olympus CK40, Tokyo, Japonya)

e UV-Visible Multiskan Spektrofotometre (Diagnostik Automation Inc, Los Angeles, ABD)

e UV-Visible Multiskan Spektrofotometre, THERMO-MULTISKAN (FC-SN: 35700535,
Fillandiya)

e Sogutmali Santrifiij,15 ml falkon i¢in; HETTICH (D78532, Tuttlingen, Almanya)

e Sogutmal1 Santrifiij,15 ml falkon i¢in; HETTICH (Rotina 38R, Tuttlingen, Almanya)
e Sogutmal1 Santrifiij eppendorf i¢in; (Eppendorf 5415R, Hamburg, Almanya)

e Sogutmali Santrifiij eppendorf i¢in; HETTICH (Mikro200R, Almanya)

e Mikroplate Shaker (1sitmali), (Eksper HT, Izmir, Tiirkiye)

e Mikroplate Shaker-Isitmali, ALFAGEN THERMO SHAKER (TS-100C, Letonya)

e Muse™ Cell Analyzer and analysis software (Merck Millipore, Almanya).
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3.3. Yontem

Bu caligmada kullanilan hiicre dizisi SW480 adherent (yapisan) hiicre tipinde olup
Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Ogretim
Uyesi Dog¢.Dr. Mehtap KILIC EREN’den temin edilmistir. Ozellikleri Tablo 2’de

gosterilmistir.

Tablo 2. Calismada kullanilan hiicre tipi ve hiicrenin 6zellikleri

ATCC® Kodu CCL-228
Adi SW480
Biiyiime Ozelligi Adherent (yapisan)
Organizma Homo sapiens (insan)
Morfolojisi Epitelyal
Kaynak Organ:Kolon
Hiicre Tipi: Kolon adeno karsinoma

DMEM igeren biiyiime besiyeri (Complete Medium, Medium) kullanilarak hiicrelerin

canliliklarini stirdiirmesi saglanmistir. Biiylime besiyerinin igerigi asagida verilmistir.
SW480 Hiicreleri icin Biiyiime Besiyeri Hazirlanmasi:

%89 DMEM(Dulbecco's Modification of Eagle Medium)

% 10 FBS (Fetal Bovine Serum)

%1 penisilin streptomisin

% 0,1 siprofloksasin

Onceden dondurulmus olup sivi azot tankinda -196 °C’de saklanan SW480 hiicreleri
37 °C’deki su banyosunda dikkatlice ¢oziiliir. +4 °C’de 1100 rpm’de 5 dakika santrifiijlenir.
Stipernatant pipetle cekilir ve atilir. Hiicre peleti lizerine 5 ml tam besiyeri eklenir ve pipetaj
ile hiicreler 1yice siispanse edilir. 50 pl alinarak ependorf tiipline alinarak tripan mavisi ile

hiicreler saylir.

1 ml’ye yaklasik 3x10° hiicre gelecek sekilde ekim yapilir. 37 °C’deki, nemi % 85-90

olan % 5’lik CO, inkiibatoriine kaldirilir. Hiicrelerin canliligi ertesi giin invert mikroskop
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altinda bakilarak kontrol edilir. SW480 hiicreleri adherent yapida hiicreler oldugundan canli

hiicreler Resim 8’de goriildiigii gibi flask tabanina tutunmus durumdadirlar.

Resim 8. Adherent yapidaki SW480 hiicrelerinin invert mikroskop goriintiisii

3.3.1. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Flask doluluk orani % 80-90 araligina ulastigi zaman (Resim 9) pasajlama islemi

gerceklestirilir.

Resim 9. Doluluk orani %80-90 araligina ulasmis flasktaki SW480 hiicrelerinin invert

mikroskop goriintiisii

% 5 CO2’li inkiibatérden ¢ikarilan hiicre kiltiirti flaski invert mikroskopta kontrol
edilerek biyolojik giivenlik kabinine aliir. Eski medium aspire edilerek atilir, PBS
24



(phosphate buffered saline) tampon ile yikama yapilarak aspire edilir. Hiicreleri flasktan
kaldirmak igin 1-1,5 ml % 0,25’lik tripsin-EDTA (tripsin) soliisyonundan eklenir. 37 °C’de %
5 COy’li inkiibatorde birka¢ dakika inkiibe edilir. hkﬁbasyondan sonra invert mikroskopta

goriintiisiine bakilir (Resim 10), kabine alinarak tripsin uzaklastirilir.

Resim 10. SW480 hiicrelerinin tripsinle muamele sonrasi invert mikroskop goriintiisii

Eklenen tripsinin 5 kat1 kadar medium eklenerek tripsinin etkisi inhibe edilir ve pipetaj
yapilarak hiicreler kaldirilir. 50 pl besiyeri ependorf tiipline alinir, tripan mavisi ile 1:1 dilue
edilir. Thoma lamina 10 pl alinarak ve hiicreler sayilir. Hiicre sayisi dikkate alinarak pasaj
miktar1 belirlenir. SW480 hiicreleri genellikle 1:3 pasaj yapilir, 37 °C’de, % 5 CO’li
inkiibatorde inkiibasyona birakilir.

3.3.2. Hiicrelerin Sayilmasi ve Canlilik Kontrolii

Her Pasaj ve dondurma igleminde hiicre sayist ve canliligi tripan mavisi ile invert
mikroskopta kontrol edilir. 50 pl tripsinle kaldirilmis hiicre mediumu ependorf tiipiine
alinarak tripan mavisi ile 1:1 (diliisyon faktorii) dilue edilir (dilisyon faktorii hiicre cokluguna
gore degisebilir). 10’ar pl alinarak thoma lamina (Resim 11) pipetlenir ve hiicreler sayilir,

ortalama canli hiicre sayis1 belirlenir.
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Resim 11. Hiicre sayimi i¢in kullanilan toma lami1 gériintiisii
Hiicre sayist 1 nolu esitlikle hesaplanir;
Hiicre Sayist = Hs. DF . 10*. V (1)
Hs :Ortalama Sayilan Canli Hiicre Sayisi
DF  :Diliisyon Faktorii
\Y : Sayilan hiicrenin bulundugu besiyeri hacmi

Hesaplama sonucuna gore 1 ml’ye yaklasik 3x10° hiicre gelecek sekilde ekim

yapilmalidir.

3.3.3. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler pasajlanirken, bir kisim hiicreler sonraki ¢aligmalarda kullanilmak iizere
dondurularak saklanir. Doluluk oran1 % 80-90 araligina ulagan % 5 CO2’li inkiibatorden
cikarilan flask invert mikroskopta kontrol edilerek biyolojik giivenlik kabinine alinir. Eski
medium aspire edilerek atilir, PBS ile yikama yapilarak aspire edilir. Hiicreleri flasktan
kaldirmak i¢in % 0,25°1ik tripsin-EDTA soliisyonundan eklenir. Flasktan kalkana kadar
37°C’de % 5 CO2’li inkiibatorde bekletilir. Eklenen tripsinin 5 kat1 kadar medium eklenerek
tripsinin etkisi inhibe edilir ve pipetaj yapilarak yapisan durumdaki hiicrelerde kaldirilir. 15

ml’lik konik tabanli steril falkona aktarilir. +4 °C’de 1100 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir.
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Kabine alinarak stipernatant aspire edilir. 1-1,5 ml dondurma besiyeri ilave edilir ve pipetaj

yapilarak hiicreler siispanse edilir.

50 ul dondurma besiyeri ependorf tiipiine alinir, tripan mavisi ile 1:1 (diliisyon
faktorti) dilue edilir. 10 ul alinarak thoma lamina pipetlenir ve hiicreler sayilarak canlilik
kontrolii yapilir. Hiicrenin adi, pasaj sayisi, canli hiicre sayisi, dondurma tarihi gibi bilgiler
not edilerek, hiicreler dondurma tiipiine konur ve -80 °C’ye konur. Burada 1 ay muhafaza

edilebilir. Daha sonra s1v1 azot tanklarma (-196 °C’de) aktarilarak muhafaza edilmesi gerekir.

3.3.3.1. SW480 Hiicreleri icin Dondurma Besiyeri Hazirlanmasi

% 70 DMEM,
%20 FBS,

%10 DMSO (dimetilsiilfoksit) reaktifleri karistirilarak hazirlanir.

3.3.4. Hiicre Kiiltiirii Uygulamasi

-196 °C’de siv1 azot tanklarinda saklanan SW480 hiicreleri ¢6ziiliip, hiicre sayisina
gore uygun biiytikliikte ve sayida flaska aktarildi. % 80-90 doluluga ulastiginda, pasajlanarak,
75’1ik blyiik flasklara aktarildi. Uygulayacagimiz analizler i¢in hiicrelerin saglikli olup
olmadig1 pasajlarin % 80-90 doluluga ulasmasi ve hiicrelerin canlilik oranlart giinliik takip

edilerek invert mikroskopta kontrol edildi.

3.3.4.1. WST-1 Analizi i¢in Hiicre Kiiltiirii Calismasi

Flasklar doldugunda WST-1 analizi i¢in 96 kuyucuklu plaklarda hiicre sayis1 kontrolii
yapildi. Bu islemde kuyucuk basimna 100 pl’de ve 200 pl’de 5x10°, 6x10° ve 7x10° hiicre
olacak sekilde 3’er tekrarli ekim yapildi ve 5 giin siireyle invert mikroskopta kontrol edilerek
hiicre proliferasyonu takip edildi. Burada besiyerinin yeterli gelmesi ve kuyucuklarda
hiicrelerin proliferasyonunun ekim, ilag ekimi ve ilag etkisinin 72 Saat boyunca saglikli bir
sekilde gozlenebilmesi i¢in ekilecek hiicre sayist belirlenmis oldu. Yapilan goézlemler

sonucunda 96 kuyucuklu plak icin hiicre sayist 100 ul hacim i¢in 7x10° olarak belirlendi.
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D vitamini DMSO’da, ALA etanolde ¢oziildi. Cozme isleminden sonraki biitiin
seyreltmelerde biiylime besiyeri kullanildi. Daha sonra literatiir taramas1 yapilarak D vitamini
igin 7 farkli konsantrasyonda ve ALA i¢in 8 farkli konsantrasyonda hiicrelerin canliligi ve

proliferasyonu tlizerine etkileri WST-1 testi ile 6l¢iildii. Bu konsantrasyonlar;

D vitamini i¢in, 1, 0,1, 0,05, 0,025, 0,01, 0,005, 0,001 uM olup, bu konsantrasyonlar
icin WST-1 denemesi yapildiginda 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonrast % Canlilik
belirlendi. Calismada uygulanan maksimum inkiibasyon siiresi olan 72 saatlik inkiibasyon
sonrasinda belirlenen % Canlilik % 62,9-88,5 araliginda olup, toksik konsantrasyonlar olan 1,
0,1 ve 0,05 konsantrasyonlar1 dahil olmak tizere ICso konsantrasyonu tespit edilmemistir.
Sonuglar dikkate alimarak D vitamini konsantrasyonlari 0,001, 0,005 ve 0,01 uM olarak
belirlendi. DMSO ¢o6ziiciisiinin D vitamini konsantrasyonlarindaki maksimum miktart % 1

oldugu hesaplandi.

ALA i¢in, 1, 0,8, 0,6, 0,5, 0,4, 0,3, 0,2, 0,1 uM olup, bu konsantrasyonlar i¢in WST-1
denemesi yapildiginda 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonrasi % Canlilik belirlendi.
Calismada uygulanan maksimum inkiibasyon siiresi olan 72 saatlik inkiibasyon sonrasinda 0,2
uM konsantrasyonu igin hiicrelerde degisiklik gozlenmemesi ve % Canliligin ETANOL
kontrol grubu ile ayn1 kalmasi ve 0,3 uM konsantrasyonu i¢in hiicrelerin tamamen Slmesi ve
% Canliligin % 24 bulunmasi nedeniyle 0,23 uM ve 0,25 uM konsantrasyonlar1 eklenerek
0,1, 0,2, 0,23, 0,25 ve 0,3 uM olmak iizere 5 konsantrasyon belirlendi. D vitamini ve
ALA’nin birlikte olan konsantrasyonlari matriks seklinde 15 ayr1 konsantrasyon olarak
belirlendi. 100 ul’lik medium igin 10 pL ilag ekimi yapilarak ve WST-1 analizi 3 kere tekrar
edildi. ETANOL c¢oziiciistiniin ALA konsantrasyonlarindaki maksimum miktar1 % 3 olarak

hesaplandi.

3.3.4.2. BCA Protein, Annexin V, GPx, SOD, NO ve MDA Analizleri i¢in Hiicre Kiiltiirii
Calismasi

BCA Protein, Annexin V (Annexin V i¢in sadece 6lim oldugu konsantrasyonlar
calisildl.), GPx, SOD, NO ve MDA analizleri i¢in 24 kuyucuklu plaklara 500 pl hacim igin
2,8x10* hiicre olarak ekim yapilarak hiicre kiiltliri ¢calismast uygulandi. 500ul’lik medium

igin 50uL ilag ekimi yapildi. Annexin V analizi i¢in hiicrelerin kaldirilmasi islemi tripsin ile
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BCA Protein, GPx, SOD, NO ve MDA analizleri i¢in hiicrelerin kazinmasi islemi i¢in ripa

cozeltisi ile yapilarak farkli islemler uygulandi.

3.3.4.2.1. BCA Protein, GPx, SOD, NO ve MDA Analizleri i¢in Lizat Eldesi

BCA toplam Protein, GPx, SOD, NO ve MDA analizleri i¢in 72 saat i¢in ayr1 ayri
kiltiire edilip ilag ekimi yapildi. 72. saat doldugunda asagidaki islemler uygulandi.

Kuyucuklardan medium aspire edildi, 300 ul PBS ile yikandi. 50 pl ripa eklendi. 24
kuyucuklu plak buz kalib1 tizerine konularak ripanin etkili olmasi saglandi. Hiicreler kazindi
ve ependorflara alindi. Bu islemler yapilirken ependorflarin soguk olmasi i¢in ependorflar
kendileri i¢in hazirlanmis buz kaliplar i¢inde tutuldu. Karigsmasi i¢in ependorflarin dipleri
hizli bir sekilde 3-4 kere pipet stantlarma sirtiildi ve hizli bir sekilde calkalayiciya
yerlestirildi ve +4°C’de, 450 rpm’de 40 dakika ¢alkalandi. +4°C’de, 13 000 rpm’de 30 dakika
santrifiijlendi. Lizat alinarak ependoflara konuldu. -20 °C’ye kaldirildi. Bu igslemlerden sonra

BCA protein, GPx, SOD, NO ve MDA analizlerinden her biri i¢in kendi protokolii uygulandi.

3.3.5. Analizler

3.3.5.1. WST-1 Testi

WST-1 testi hiicre canliligi ve sitotoksik etki belirlenmesi amaciyla yapilmaktadir.
Canli hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan dehidrogenaz enzimleri ile tetrazolium tuzlarmin
ayrigarak formazona doniismesi esasina dayanan non-radyoaktif, spektrofotometrik ve
kolorimetrik bir testtir. Dolayisiyla canli hiicrelerdeki dehidrogenaz aktivitesinin artmasina
yol agar. 450 nm dalga boyunda, referans dalga boyu 620 nm alinarak metabolik olarak aktif
olan hiicreler tarafindan {iretilen formazon boya hiicreleri boyamakta olup,

spektrofotometrede boyanan hiicrelerin absorbansi dl¢iilmektedir (Doyle ve Griffiths, 1998).

Yapilan bu test ile SWA480 hiicreleri iizerine eklenen D, ALA+D ve ALA
konsantrasyonlari igin % Canlilik hesaplanarak, sitotoksik etkisinin olup olmadig1 belirlendi.

Calismada kullanilan D vitamini, ALA ve D+ALA konsantrasyonlar1 Tablo 3’te

verilmistir.

29



Tablo 3. D vitamini, ALA ve D vitamini+ALA konsantrasyonlari

Medium Besiyeri
Hiicre+ Medium Kontrol

D Vitamini Coziiciisii DMSO
0,001

D Vitamini Dozlari(uM) 0,005

0,01

D Vitamini Coziiciisii + ALA Coziiciisii DMSO+ETANOL
0,1-0,001
0,1-0,005
0,1-0,01
0,2-0,001
0,2-0,005
0,2-0,01
0,23-0,001
0,23-0,005
0,23-0,01
0,25-0,001
0,25-0,005
0,25-0,01
0,3-0,001
0,3-0,005
0,3-0,01
ALA Coziiciisii ETANOL
0,1

0,2

ALA Konsantrasyonlari(uM) 0,23

0,25

0,3

ALA+D Vitamini Konsantrasyonlari
(uM ALA-uM D)

96 kuyucuklu plaklara her bir kuyucukta 7x10° hiicre olacak sekilde toplam hacmi 100
ul olan hiicre siispansiyonu eklendi. 24, 48, 72 saat i¢in ayr1 plaklar kullanildi.

Hiicreler 37° C, % 5 CO; igeren inkiibatorde 1 giin inkiibe edildikten sonra plaklarin
invert mikroskopta kontrolleri yapildi. 24, 48 ve 72 saatlik plaklara her konsantrasyon igin 3
tekrarli olacak sekilde Tablo 3’teki ilag konsantrasyonlari her kuyucuga 10 pL olarak eklendi.
24 saat sonra tiim plaklar invert mikroskopta kontrol edilerek 48. ve 72. saat plaklar tekrar
inkiibatore kaldirildi. 24. saat plag: her kuyucuguna 10 ul WST-1 reagent eklenerek, 37 °C’de
1 saat inkiibasyona birakildi. Spektrofotometrede 450 nm’de, referans dalga boyu 620 nm
alinarak oOl¢tim yapildi. Aym iglemler 48. saat ve 72. saatlerde 48 ve 72. saatlik plaklara
uygulandi.

Yapilan WST-1 testi 3 kere tekrar edildi. WST-1 sonuglar1 2 nolu esitlik yardimiyla olarak
hesaplandi. Elde edilen veriler Excel programinda grafik haline getirilerek ve SPSS 18 ile
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istatistik olarak degerlendirildi. 3 nolu esitlikte belirtilen sitotoksik etki ile Canlilik arasindaki
iliski ifade edildi.

% Canlilik =

- 100 2)

Kontrol

A: Eklenen Konsantrasyon grubunun absorbans degeri

Axontrol: Kontrol grubunun absorbans degeri

% Sitotoksik etki = 100 — % Canlilik (3)

3.3.5.2. BCA Total Protein Tayini

Total protein Tayinini Smart BCA Protein Assay Kit (Intron, Gyeonggi, G.Kore)
kullanarak kolorimetrik yontem ile yapilmasi esasina dayanir. Toplam proteinin belirlenmesi
icin bicinchoninic asit (BCA) yontemi kullanilarak kolorimetrik olarak tespit edilmistir
(Smith ve ark, 1985). iki BCA molekiilii ile bir bakir iyonu selatlanarak mor renkli reaksiyon
iriinlini olusturulmustur. Bu suda ¢oziinlir kompleks 562 nm'de 20-2000 pg/ml BSA ¢alisma

araliginda dogrusaldir.

BCA ile renk olusumunun 3 nedeni vardir. Bunlar proteinin makromolekiiler yapisi,
peptit baglarinin sayis1 ve dort belirli amino asit olan sistein, sistin, triptofan ve tirosin olarak
belirlenmistir. Buna gore, sigir serum albiimini (BSA) gibi ortak bir proteinin standartlar
kullanilarak protein konsantrasyonlari belirlenmektedir. Bilinen konsantrasyondaki bir dizi
dilisyon BSA proteinden hazirlanir ve bilinmeyen 6rnek konsantrasyonlarimin standart

grafigine gore belirlenmesi prensibinden yararlanilir.

3.3.5.2.1. BCA Protokolii
e BSA (Bovine serum albiimin: Sigir serum albumini) Protein standartlart hazirlandi.

e Hazirlanan Protein standartlart ve -20 °C’den ¢ikarilan lizatlardan (Boliim 3.3.4.2.°deki
On islem uygulanarak liziz edilmis 6rnekler) 25’er ul alinarak, 96 kuyucuklu plaka
pipetlendi.
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e 200 ul ¢alisma soliisyonu (WS: working solution) eklenerek, 30 saniye galkalayicida
calkalandi.

¢ Plak kapagi kapatilarak 30 dakika 37 °C’de inkiibe edildi. Oda kosullarina sogutuldu.

e Standartlar ve 6rneklerde mor renk olusumu goézlenmeye bagladiktan sonra 562 nm’de

okuma yapilir.

e SWA480 hiicrelerine D, ALA+D ve ALA Konsantrasyonlarindaki protein miktar1 Smart
BCA protein assay kit kullanilarak ¢izilen BSA standart grafigi (Sekil 1) denklemine
gore hesaplandi. Sonuglar pg/ml seklinde verildi. Elde edilen veriler Excel

programinda grafik haline getirilerek ve SPSS 18 ile istatistik olarak degerlendirildi.

BCA Kalibrasyon Grafigi

e 0,800 y =0,0004x + 0,0161
(5 0,600 R*=0,9936
©
'-é. 0,400 B BCA Kalibrasyon Grafigi
<
Qo
§ 0.200 —— Dogrusal (BCA Kalibrasyon
g 0,000 T T T T 1 Grafigl)
0 500 1000 1500 2000 2500

Protein miktari(ug/ml)

Sekil 1. BCA kalibrasyon grafigi

3.3.5.3. MDA Tayini

MDA lipit peroksidasyonunun belirlenmesinde kullanilan en 6nemli parametre olup,
oksidatif stresin indirek {riiniidiir. MDA, tiyobarbitiirik asit (TBA) reaktif maddeleri
acisindan oksidatif stres dolayl bir belirteci olarak spektrofotometrede 535 nm dalga boyunda
Olgiiliir (Sen ve ark, 2006). MDA, aerobik sartlarda, pH 3,4’te TBA ile 95°C’de 30 dakika
inkiibe edilirse pembe renkli bir kompleks olusturur ( Ohkawa ve ark, 1979).

SW480 hiicrelerine D, ALA+D ve ALA konsantrasyonlari uygulanmasi sonucu
malondialdehit konsantrasyonlari TBARS (tiobarbitiirik asit ile reaksiyon veren iiriinler)
Ol¢timii yapilarak indirekt olarak degerlendirildi. -20 °C’den ¢ikarilan lizatlarin MDA diizeyi
Ol¢timii yapildi.
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3.3.5.3.1. MDA Protokolii
e 50 pl lizat (b6lim 3.3.4.2.°deki 6n islem uygulanarak liziz edilmis 6rnek) alindu.
e 500 ul %20°1ik trikloroasetik asit (TCA) eklendi.
¢ 200 ul %0,67’lik TBA eklendi ve karistirildi.
e Karisim 95 °C’de 30 dakika kaynatildi.
¢ Buz iizerine konularak hizli bir sekilde sogutuldu.
¢ Karisim vortekslendi ve 800 pl n-biitanol ilave edildi.
e +4 °C’de 3250 rpm’de 7 dakika santrifiijlendi.
e 150ul siipernatant 96 kuyucuklu plaka pipetlendi.

e UV-Visible Multiskan Spektrofotometrede (Diagnostik Automation Inc, Los Angeles,
ABD) 532 nm'de kore kars1 6l¢tim yapildi.

e Sonuglar MDA-Absorbans grafiginin denklemi (Sekil 2) kullanilarak uM hesaplandi ve

toplam proteine bolinerek MDA aktivitesi belirlendi.

e Elde edilen veriler Excel programinda grafik haline getirilerek ve SPSS 18 ile istatistik

olarak degerlendirildi.

03 y = 0,06x
0,25 - R*=0,9998
E
~ 0,2
% 0,15 - ¢ MDA Kalibrasyon Grafigi
c
8 011 T o .
= —— Dogrusal (MDA Kalibrasyon
2 0,05 - Grafigi)
< r 0 T T T T 1
-1 -0.05 1 2 3 4 5
’ MDA (M)

Sekil 2. MDA kalibrasyon grafigi
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3.3.5.4. NO Tayini

Genel araci bir molekiil olan Nitrik oksit (NO) organizmanin bir ¢ok islevinde ve bir
¢ok hastalik durumunda rol alir. Hemen hemen her hiicre tarafindan {iretilir ve her hiicre
tizerine etkinlik gosterir. Bu nedenle, diger serbest oksijen radikaller her konsantrasyonda
zararli iken, NO diislik konsantrasyonlarda ¢ok onemli fizyolojik olaylarin diizenlenmesinde
rol oynar. Ancak, uygunsuz yerde ve asir1 miktarda iiretildiginde, bir ¢ok patolojik durumun

ortaya ¢ikmasina neden olur.

3.3.5.4.1. Kimyasal Hazirlama

e Glisin tampon: 15 g glisin deiyonize su ile ¢oziiniir. NaOH ¢ozeltisi ile pH:9,7’ye

ayarlanir. 1 L’ye tamamlanir.

e 3 M HCI: Once biraz saf su konarak, 124,5 ml HCI yavasca eklenir, 500 ml saf su ile

tamamlanir.
o Siilfanilamid: 5 g siilfanilamid 500ml 3 M HCI i¢inde ¢6ziiniir. Sogutulur.

¢ N-(1-Naphthyl)ethylene-diaminedihydrochloride (NNDA): 50 mg NNDA deiyonize

suda ¢oziiniir ve 250 ml’ye tamamlanir.
e 75 mM ZnS0O, :12,1103g ZnSO, saf suda ¢oziiniir ve 1L ye saf su ile tamamlanir.
e 55 mM NaOH :2,2g NaOH saf suda ¢oziiniir ve 1L ye saf su ile tamamlanir.
¢ 10 mM Na;B4O7: 3,8137 g NayB4O7-10H,0 saf suda ¢oziiniir, 1 Lye tamamlanuir.

¢ 0,1M NaNO, standarti: Saf su yerine 10 mM Na;B407 ¢ozeltisi kullanilir. 6,8995 g
NaNO,;10 mM NayB,O7’ta ¢oziiniir ve 1 L’ye 10 mM NaB4O7 ¢ozeltisi ile

tamamlanir.
e 5mM CuSO0Oy: 0,798 g CuSOy saf suda ¢oziiniir ve 1L’ye saf su ile tamamlanur.

e Kadmiyum graniillerinin (0,1M H,SO, i¢inde saklanir.) yikanmasi: deiyonize su ile
yikanir. 5 mM/L’lik CuSOg4’te 1-2 dakika bekletilir, ¢ozelti dokiiliir. Graniiller Glisin

tamponu ile yikanarak deneye hazir hale gelir.
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3.3.5.4.2. NO Protokolii

e 50 ul lizat (b6lim 3.3.4.2.’deki on islem uygulanarak liziz edilmis 6rnek) ependorf

tiiptine alindi.
e 100 pl 75 mM ZnSO, eklendi.
¢ 200 pl 55 mM NaOH eklendi.
e +4 °C’de 3500 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi.

e 100 pl slipernatant, glisin tamponu ile yitkanmig kadmiyum graniilleri ve 100 ul glisin

tamponu bulunan ependof tiipiine alindi.
e 20 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
e 100puI’lik 6rnekler 96 kuyucuklu plak kuyucuguna alindi.
e 50 pl Siilfanilamid eklendi.
e 50 ul NNDA eklendi.
¢ 545 nm’de spektrofotometrede 6l¢iim yapilda.

Bulunan NO degerleri Toplam Protein miktarina boliinerek NO aktivitesi
hesaplandi. Elde edilen veriler Excel programinda grafik haline getirilerek ve SPSS 18 ile

istatistik olarak degerlendirildi.

3.3.5.5. GSH-Px (GPx) Tayini

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon rediiktaz (GSH-R) Gerek hidrojen
peroksiti (H,O;) ve gerekse LOOH’leri (lipit hidroperoksit) metabolize eden antioksidan

enzimdir.
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3.3.5.5.1. Kimyasal Hazirlama

e Tampon (75 mmol/L, pH:7,0) : 0,5324 g Na;HPO, (ma=141,96 g/mol, pH~11) ve
0,5104 g KH,PO4 (Ma=136,09 g/mol, pH~5) saf su ile ¢6ziiniir ve 50 ml’ye saf su ile

tamamlanir.

e GSH, Rediikte (Rediikte glutatyon, 60 mmol/L, ma=307,3 g/mol): 0,461g GSH saf su

ile ¢Oziiniir ve 25 ml’ye saf su ile tamamlanir (+4°C’de saklanir).

e EDTA disodyum tuzu (15 mmol/L, ma=372,2 g/mol): 0,279 g disodyum-EDTA saf su

ile ¢Oziiniir ve 50 ml’ye saf su ile tamamlanir (+4°C’de saklanir).

e NADPH (3 mmol/L, ma=833,3 g/mol): 0,003 g NADPH saf su ile ¢oziiniir ve 100 ul’ye

saf su ilave edilir (Taze hazirlanir).

e GR (Glutatyon rediiktaz, 30 U/ml): 120 pL. GR(500 U/20 ml) 880 uL saf su ile

tamamlanir.

e H,O, (7,5 mmol/L, ma=34,01 g/mol, d:1,13g/ml): 22 ul H,O, ve25 ml saf su ilave edilir

(Taze hazirlanir).

e GPx reagent: 90 6rnek icin 6rnek basina; 500 ul Tampon, 12,5 ul GSH (rediikte), 25 pl
disodyum-EDTA, 25 ul NADPH ve 25 pl GR olacak sekilde karigim hazirlandi.

3.3.5.5.2. GSH-Px Protokolii

. Onceden hazirlanmis olan 50 pl hiicre lizat1 (Boliim 3.3.4.2.°deki &n islem uygulanarak

liziz edilmis 6rnek) 163ul’ye saf su ile seyreltildi.
. 587,5 ul GPx reagent ilave edildi.
. Semi mikro kiivete konularak 37°C’de 340 nm’de ilk 6l¢iim yapildi.

« 25 ul H,O; ilave edilerek 30 saniyede bir 6l¢iim yapilarak 3 dakika stiresince NADPH’1n
kaybolusu izlendi.
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. 3 dakika i¢indeki absorbans farkinin en fazla oldugu 30 saniyedeki absorbans farklari

belirlenerek, 4 nolu esitlik kullanilarak hesaplandi.

6
GPx = AA107 Viopiam 4)

eLT.Virnek

GPx : mU/ml

AA: absorbans degisimi (0-3 dk igerisinde en fazla absorbans farkinin tespit edildigi 30 S)
T: zaman (30”)

Vigplam: TOplam hacim

Vimek : Ornek hacmi

L:10°

&: 6,22 nMcm™(extinction sabiti)

4 nolu esitlikte T, Vioplam, Vismek, L ve € degerleri yerine konularak hesaplama yapilirsa

30 saniye igin 4 nolu esitlik 5 nolu esitlige doniisiir.
GPx = 4823.AA (5)
(Vémek:50 pl, 163 pl’ye ultra saf su ile seyreltilmis, 30 saniye igin)

Bulunan GPx degerleri Toplam Protein miktarina boliinerek GPx aktivitesi hesaplandi.
Elde edilen veriler Excel programinda grafik haline getirilerek ve SPSS 18 ile istatistik olarak
degerlendirildi.

3.3.5.6. SOD Tayini

Siiperoksit dismutaz (SOD) siiperoksit serbest radikalinin (O2") hidrojen peroksit

(H20,) ve molekiiler oksijene (O;) doniisiimiinii Katalizleyen antioksidan enzimdir.
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3.3.5.6.1.Kimyasal Hazirlama

e EDTA disodyum tuzu (0,6 mmol/L, ma=372,2 g/mol): 0,0112 g disodyum-EDTA saf su

ile ¢ozliniir ve 50 ml’ye saf su ile tamamlanir.

e Xantine (0,3 mmol/L, ma=152,1 g/mol): 0,023 g xantine 5 ml 0,1 N NaOH ile ¢6ziiniir

ve 50 ml’ye saf su ile tamamlanir.

e NBT (Nitroblue tetrazolium ¢ozeltisi, 150 umol/L, ma=817,6 g/mol): 0,0031g NBT saf

su ile ¢ozliniir ve 25 ml’ye saf su ile tamamlanir (Taze hazirlanir).

e Na,COj3 (400 mmol/L, ma=105,93 g/mol): 2,1186 g Na,COj3 saf su ile ¢oziiniir ve 50

ml’ye saf su ile tamamlanir.

e CuCl; (0,8 mmol/L, ma=170,48 g/mol): 0,0068 g CuCl; saf su ile ¢6ziiniir ve 50 ml’ye

deiyonize su ile tamamlanir.

e BSA (S1g1r serum albimini, Img/mL): 0,05 g BSA saf su ile ¢oziiniir ve 50 ml’ye saf su

ile tamamlanar.

e (NH4)2SO,4 (Amonyum siilfat, 2 mol/L, ma=132,1 g/mol): 2,64 g (NH4),SO, saf suda

¢Oziiniir ve 10 ml saf su ile tamamlanir.

e XOD (0,857 U/ml )Soliisyonu hazirlanmasi: 132 pl XOD c¢ozeltisi (0,4U/mg protein,
16,2 mg protein/ml), 868 ul (NH4)2SO4 (2 mol/L) ¢ozeltisi ile tamamlanir.

e SOD reaktifi: 40 6rnek i¢in taze hazirlanir. 10 ml Xantine, 5 ml disodyum-EDTA, 5 ml
NBT, 3 ml Na,COs, 1,5 ml BSA ile hazirlanir (Taze hazirlanir).

3.3.5.6.2. Lizatin Hazirlanmasi
e 20 ul lizat (Boliim 3.3.4.2.”deki 6n islem uygulanarak liziz edilmis 6rnek) alindi.
e 480 pl saf su ilave edildi.

e 250 pl etanol, 150 pl kloroform ilave edildi. Vortekslendi.
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e +4 °C’de 12 000 rpm’de 30 dakika santrifiijlendi. Ornek SOD protokolii i¢in hazir hale
geldi.

3.3.5.6.3. SOD Protokolii
e 100 ul 6rnek ependorf tiipiine alindi.
¢ 490 ul SOD reaktifi eklendi.

¢ 40 ornek icin sira ile 30 saniye ara ile 10 pul XOD soliisyonu eklendi. Boylece her

numune i¢in 20 dakika beklenmis oldu.

e XOD eklemesi bitince 200 ul CuCl, eklendi ve 15 saniye ig¢inde 560 nm’de

spektrofotometrede okutuldu.
e 6 nolu esitlik kullanilarak % inhibisyon (%) degerleri hesaplandh.

% Inhibisyon = W o

Aysr: Kontroliin absorbansi
Abmek. Omegin absorbansi

% Inhibisyon-SOD kalibrasyon grafigi denkleminden yararlanarak SOD degerleri
ng/L olarak hesaplandi.

% i=1,1633.S0OD - 21,1 (7)

Bulunan SOD degerleri Toplam Protein miktarina bdliinerek SOD aktivitesi
hesaplandi. Elde edilen veriler Excel programinda grafik haline getirilerek ve SPSS 18 ile

istatistik olarak degerlendirildi.
3.3.5.7. Annexin V Protokolii

Annexin V, apoptoz uyarisi alan hiicrenin zarinin i¢ yiizeyinde bulunan lipit
sirasindaki fosfatidilserinin hiicre zarinin dig lipit tabakasina gegisinin tespiti esasina dayanir.

Bu yer degistirme apoptozun erken doneminde gerceklesir. Annexin V fosfatidilserine
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baglanabilen bir protein oldugu icin, bu protein floresan bir madde FITC (floresan
izotiyosiyanat) ile isaretlenerek apoptotik hiicre goriiniir hale getirilir. Nekrotik hiicrelerde de
anneksin baglanmasi goriilebilecegi i¢in ayrica vital bir boya olan propidiyum iyodiir (PI) ya
da 7-AAD (7-amino-actinomycin D) boyamasi da yapilir. Canli hiicreler FITC (-)/7-AAD (-),
erken apoptotik hiicreler FITC (+)/7-AAD (-) ve ge¢ apoptotik veya nekrotik hiicreler
FITC (+) / 7-AAD (+) olarak ayirt edilir.

e Annexin V i¢in 6liim olan Konsantrasyonlarda galisma yapildi.

e Besiyeri aspire edildi, hiicreler 300 ul PBS ile yikandi. PBS aspire edildi.

e 50 pl tripsin eklendi ve 37°C’de %5 CO-’li inkiibatorde 3 dakika inkiibe edildi.

e Tripsin inhibisyonu i¢in besiyeri eklendi ve pipetaj yapilarak ve ependorf tiipiline alindi.
e +4 °C’de 1200 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi.

e Pelette 25 pl siipernatant kalacak sekilde supernatant uzaklastirildi.

e 100 pul Annexin V reagent soliisyonu ilave edilerek, 20 dakika oda kosullarinda

inkiibasyona birakild1.

e 150 puL deiyonize su ilave edilerek Muse cell analyzer cihazinda 6l¢iim yapildi.

3.4. istatistiksel Analizler

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi i¢cin SPSS 18 hazir paket programi kullanild.
Gruplara tek yon varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuglar ortalama + standart sapma
olarak verildi. Gruplar arasindaki farkin anlamli olup olmadigi ile ilgili varyans analizi i¢in
F-Testi uygulandi1 ve test sonuglar1 Ekler boliimiinde gosterildi. Post-Hoc analizi i¢in, Duncan
Coklu Karsilastirma testi istatistiksel analizler sonucunda belirlenen genel bir anlamlilik
olmast durumunda hangi karsilagtirmalarin anlamli bir fark gosterdigini bulmak amaciyla
uygulandi. Tiim ¢alismalar % 95 giiven aralif1 baz aliarak gerceklestirilmis olup, p<0,05

degeri anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. D vitamini, o-Linolenik Asit ve a-Linolenik Asit+D vitamininin SW480

Hiicrelerinde Sitotoksisite, Proliferasyon Uzerine Etkileri

Calismada oOncelikle D vitamini (D), a-Linolenik Asit+D vitamini (ALA+D) ve
a-Linolenik Asit (ALA) konsantrasyonlarmin SW480 hiicrelerinin canlilig1 tizerinde etkisinin
olup olmadigint ortaya g¢ikarmak amaciyla WST-1 testi yapilmistir. SW480 hiicre hatt1
tizerine her konsantrasyon igin 3 tekrarli olacak sekilde 3 farkli zamanda uygulanan D, ALA
ve ALA+D konsantrasyonlari i¢in 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlar sonunda WST-1 testi
yapilmistir.

96 kuyucuklu plaklara her kuyucukta 7x10° hiicre olacak sekilde SW480 hiicreleri
alinarak Tablo 3’te belirtilen D, ALA ve ALA+D konsantrasyonlarindan olusan gruplar 24,
48 ve 72 saat siiresince 37° C’ de, % 5 CO, igeren ortamda inkiibe edilmistir. Bolim
3.3.5.1.’de anlatildigr gibi WST-1 testi protokolii uygulanmistir. Yapilan test 3 kere
tekrarlanip D, ALA ve ALA+D konsantrasyonlar: ile muamele edilen hiicrelerin absorbans

degerleri her biri i¢in Hiicre+Besiyeri+Coziicli igeren kontrol grubu ile normalize edilmistir.

24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonrasinda KONTROL (Besiyeri+Hiicre) grubu, D
grubu DMSO (Hiicret+BesiyeritDMSO), ALA+D kontrol
ETANOL+DMSO (HiicretBesiyeritETANOL+DMSOQO) ve ALA kontrol grubu ETANOL
(Hiicret+BesiyeritETANOL) igin elde edilen % Canlilik degerleri Tablo 4 ve Sekil 3’te

vitamini  kontrol grubu

verilmistir.

Tablo 4. 24, 48 ve 72 saatlik 6l¢timlerde Kontrol grubu, DMSO, ETANOL+DMSO ve
ETANOL i¢in ortalama % Canlilik ve % standart sapma degerleri (n=9)

% Canlihik
24 48 72
Coziiciiler Ortalama |Std. Sapma | Ortalama |Std. Sapma | Ortalama | Std. Sapma
KONTROL 100,0 1,78 100,0 11,96 100,0 6,90
DMSO 99,9 0,37 128,5 6,74 128,2 4,56
ETANOL+DMSO | 88,1 0,47 94,8 2,44 104,6 7,38
ETANOL 88,1 1,04 89,2 3,37 107,5 3,37
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Sekil 3. SW480 hiicrelerinin KONTROL grubu, DMSO, ETANOL+DMSO ve ETANOL ile

24, 48 ve 72 saat muamelesi sonrasinda 6lgiilen % Canlilik degerleri (n=9)

DMSO’nun D vitamini 0,01uM konsantrasyonundaki maksimum miktart %21 olup,
kuyucuga eklendiginde biiyiime besiyerindeki maksimum miktar1 yaklagik % 0,1 olarak
hesaplanmistir. ETANOL’iin ALA’nin 0,3 konsantrasyonundaki maksimum miktar1 % 3 olup,
kuyucuga eklendiginde biiylime besiyerindeki maksimum miktar1 yaklasik % 0,3 olarak

hesaplanmustir.

Bu ¢alismada KONTROL grubu ve ¢oziiciilerin ortalama canlilik ve standart sapma
degerleri incelendiginde KONTROL ve ¢oziiciiler igin istatistiksel hesaplamalarda asagidaki
kabuller ile yapilmistir.

KONTROL grubu BesiyeritHiicre’den olusmus olup, besiyeri veya hiicreden
kaynaklanabilecek bulagmalarin takibi ve hiicrelerin normal kosullardaki ¢ogalma miktarini

gostermektedir.

KONTROL grubu ile ¢oziicilerden DMSO’nun ortalama Canlilik degerleri
karsilastirildiginda DMSO’nun 24 saatlik degeri % 99,9 olacak sekilde KONTROL grubuna
yakinlik gosterirken, 48 ve 72 saatlerinin KONTROL grubuna gore % 128,5 yiiksek oldugu
goriilmistir. DMSO ve D vitamininin konsantrasyonlar1 incelendiginde gerek invert
mikroskop goriintiilerinde ve gerekse absorbans degerlerinde benzer yiikselmeler tespit
edilmis olup, DMSO ile D vitamini konsantrasyonlari arasinda bir korelasyon oldugu
goriilmektedir. Bu sebeple, D vitamini konsantrasyonlari i¢in kullanilan ¢oziicii DMSO’nun
etkileri sifir alinmis ve DMSO, D vitamini konsantrasyonlari i¢in kontrol grubu olarak kabul

edilmistir.
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KONTROL grubu ile ¢oziiciilerden ETANOL+DMSO’nun ortalama Canlilik degerleri
karsilastirildiginda ETANOL+DMSO’nun 24, 48 ve 72 saatlik Canlilik degerleri kontrol
grubuna gore %388,1, % 94,8 ve % 104,6 oldugu goriilir. ETANOL+DMSO ve ALA+D
Konsantrasyonlar1 incelendiginde gerek invert mikroskop goriintillerinde ve gerekse
absorbans degerlerinde KONTROL grubu yakinlik goriilmektedir. ALA+D konsantrasyonlari
icin kullanilan ¢6ziicii ETANOL+DMSO’nun etkileri sifir alinmis ve ETANOL+DMSO,
ALA+D konsantrasyonlar1 i¢in kontrol grubu olarak kabul edilmistir.

KONTROL grubu ile ¢oziicilerden ETANOL’tin ortalama Canlilik degerleri
karsilastirildiginda ETANOL’lin 24, 48 ve 72 saatlik degerleri sirasiyla % 88,1, % 89,2 ve
% 107,5 oldugu goriilmiis olup, ETANOL ve ALA konsantrasyonlari incelendiginde gerek
invert mikroskop goriintiilerinde ve gerekse absorbans degerlerinde KONTROL grubu
yakinlik goriilmektedir. Bu sebeple ALA konsantrasyonlar1 igin kullanilan ¢oziici
ETANOL’lin etkileri sifir kabul edilmis ve ETANOL, ALA konsantrasyonlari i¢in kontrol
grubu olarak kabul edilmistir.

4.1.1. Farkh D Vitamini Konsantrasyonlarinda SW480 Hiicrelerinin WST-1 ile Analizi

SW480 hiicrelerinin D vitamini konsantrasyonlari ile 24, 48 ve 72 saat muamelesi
sonrasinda Olgiilen absorbans degerlerine gore % Canlilik ve standart sapma degerleri
hesaplanmis olup, Tek yon varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuglar % Ortalama
Canlilik + Standart Sapma olarak Tablo 5 ve Sekil 3’te verilmistir.

Tablo 5. 24, 48 ve 72 saatlik 6lgtimlerde D vitamini uygulamalari i¢in ortalama % Canlilik ve

% standart sapma degerleri (n=9)

Saat Konsantrasyon (uM) Ortalama Standart Sapma
DMSO 100,0 0,00
24 0,001 123,1 4,20
0,005 86,3 9,35
0,01 76,3 8,70
DMSO 100,0 0,00
48 0,001 106,2 13,15
0,005 85,5 0,35
0,01 69,6 0,20
DMSO 100,0 0,00
79 0,001 96,0 12,40
0,005 90,6 18,83
0,01 85,4 16,46
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Sekil 3. SW480 hiicrelerinin D vitamini ile 24, 48 ve 72 saat muamelesi sonrasinda 6l¢iilen %

Canlilik degerleri (n=9)

Elde edilen WST-1 analizi verilere gore 0,001 uM konsantrasyonu i¢in % Canliligin
24 saatlik Ol¢iimde maksimum diizeyde artarak% 123,1 oldugunu, 48 saatlik Slglimde
azalarak % 106,2’ye diistiigii ve 72 saatlik dl¢glimde diismeye devam ederek % 96 olarak
Ol¢iilmiistiir. Bu durum 0,001 uM gibi diisik D vitamini degerinde ilk 24 saat i¢in diger
konsantrasyonlardan farkli olarak Canlilik degeri ve dolayisiyla hiicre proliferasyonu DMSO
kontrol grubundan daha fazla artis géstermektedir. 0,005 uM ve 0,01 uM konsantrasyonlari
icin konsantrasyon arttikca Canlilik ve dolayisiyla hiicre proliferasyonu DMSO kontrol

grubuna gore daha diisiik olmaktadir.

Saat, Konsantrasyon ve Saat*Konsantrasyon interaksiyonu gruplarina ait % Ortalama
Canlilik degerleri arasindaki farkin anlamli olup olmadigi ile ilgili varyans analizi i¢in F-testi

uygulanmis olup, Gruplar ve p degerleri Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6. D vitamini uygulamalarinda Saat, Konsantrasyon ve Saat*Konsantrasyon

interaksiyonu gruplari i¢in p degerleri

Grup p Degeri
Saat 0,326
Konsantrasyon <0,001
Saat * Konsantrasyon 0,064
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Gruplarm etkileri istatistiksel olarak incelendiginde;

Saat*Konsantrasyon interaksiyonu i¢in p degeri 0,064 bulunmustur. Bu deger p>0,05

oldugu i¢in Saat*Konsantrasyon interaksiyonu istatistiksel farklili§i 6nemli degildir.

Saat grubu i¢in p degeri 0,326 bulunmustur. Bu deger p>0,05 oldugu i¢in Saat
grubunun istatistiksel farkliligi 6nemli degildir, Hiicre canlilig1 ve proliferasyonu inkiibasyon

stiresine bagli degildir.

Konsantrasyon grubu i¢in, istatistiksel farkliligi olduk¢a anlamlidir (p<0,001).
Konsantrasyon grubu i¢in Konsantrasyon arttik¢a hiicre canliligindaki azalig, Sekil 4’te
goriilmektedir. Konsantrasyon arttik¢a hiicre canliliginin ve proliferasyonunun azalmakta
oldugu istatistiksel olarak belirlenmistir (p<0,05).

Post-Hoc analizi i¢in Duncan Coklu Karsilastirma Testi ile Konsantrasyon gruplari
arasindaki ortalama % Canlilik degerleri igin farklarin tespit edilmesi amaglanmis olup,

Tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 7. D vitamini uygulamalari ve % Canlilik + Standart Sapma (n=9)

Konsantrasyon (uM) %Canhhk+Standart Sapma
DMSO 100,00 + 0,00 C
0,001 108,43 + 15,04 C
0,005 87,48 + 10,78 B
0,01 77,10 £ 11,58 A

*A, B, C, D simgeleri birbirlerinden farkli olan satirlarin istatistiksel olarak farki anlamlidir (p<0,05).

Duncan Coklu Karsilastirma Testi Sonuglarina gore;

DMSO ile 0,001 uM konsantrasyonu arasinda istatistiksel olarak farklilik
bulunmamaktadir. DMSO ile 0,005 uM ve 0,01 uM D vitamini konsantrasyonlari arasinda
istatistiksel olarak fark anlamlidir. 0,001 uM konsantrasyonu ile 0,005 uM ve 0,01 uM
konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak fark anlamlidir. 0,005 uM konsantrasyonu ile

0,01 uM Konsantrasyonu arasinda istatistiksel olarak fark anlamlidir (p<0,05).
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D vitamini konsantrasyonu arttikga 72 saat sonrasinda elde edilen hiicre canliligi
degeri % 77,10 olup, standart sapma degeri % 11,58 olarak bulunmus olup, ICsy degeri tespit

edilememistir.

D vitamini Uygulamalarmin 72 saatlik hiicre kiiltiirii goriintiileri Resim 12°de
goriilmekte olup, Hiicre sayisi konsantrasyon arttikga azalmakta olup, istatistiksel sonuglari

desteklemektedir. Dahas1 Konsantrasyon artisi ile birlikte hiicrelerin morfolojik yapist

bozularak hiicreler genisglemis gibi goriinmektedir.

Resim 12. D vitamini uygulamalarinin 72 Saatlik hiicre kiiltiirti goriintiileri

4.1.2. Farkh a-Linolenik Asit Konsantrasyonlarinda SW480 Hiicrelerinin WST-1 ile

Analizi

SW480 hiicrelerinin a-Linolenik Asit (ALA) konsantrasyonlari ile 24, 48 ve 72 saat
muamelesi sonrasinda Olgiilen absorbans degerlerine gore, % Canlilik ve standart sapma
degerleri hesaplanmis olup, Tek yon varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuglar %
Ortalama Canlilik = Standart Sapma olarak Tablo 8 ve Sekil 4’te verilmistir.
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Tablo 8. 24, 48 ve 72 saatlik 6l¢iimlerde ALA uygulamalari i¢in % ortalama canlilik ve

standart sapma degerleri (nN=9)

Saat
Konsantrasyon (uM) 24 48 72
ETANOL 100,00 + 0,00 bE 100,00 + 0,00 cE 100,00 + 0,00 aE
0,1 92,83 + 1,10 bD 88,73 + 2,45 <¢D 86,73 + 0,64 aD
0,2 76,53 + 0,65 DbC 71,13 + 6,61 cC 67,37 + 2,47 aC
0,23 76,57 + 1,70 DbC 79,37 £+ 451 cC 59,47 + 166 aC
0,25 58,10 + 2,75 bB 70,97 + 3,16 cB 36,13 + 6,76 aB
0,3 42,07 £ 6,65 bA 50,17 £+ 0,50 cA 13,70 £+ 3,14 aA

*a,b,c simgeleri birbirlerinden farkli olan siitunlarin istatistiksel olarak farki anlamhidir (p<0,05).
**A, B, C, D simgeleri birbirlerinden farkli olan satirlarin istatistiksel olarak farki anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 4. SW480 hiicrelerinin a-Linolenik Asit ile 24, 48 ve 72 saat muamelesi sonrasinda

olgiilen % canlilik degerleri (n=9)

SW480 hiicrelerinin a-Linolenik Asit ile 24, 48 ve 72 saat muamelesi sonrasinda
konsantrasyon arttik¢a hiicre canliliginin ve proliferasyonunun azaldigi goriilmektedir. 0,25
uM i¢in 72 saatlik hiicre canlilig1 degeri % 36,36 olarak bulunmustur, 1Cso degeri 0,25 uM
olup, 72 saattir. Konsantrasyon ve Saat arttikga, hiicre canliligi ve proliferasyonundaki

azaligin oldukca belirgin oldugu Sekil 4’te goriilmektedir.

Saat, Konsantrasyon ve Saat*Konsantrasyon interaksiyonu gruplarina ait ortalama %
Canlilik degerleri arasindaki farkin anlamli olup olmadigr ile ilgili varyans analizi i¢in F-Testi

uygulanmis olup, Gruplar ve p degerleri Tablo 9°da gosterilmistir.
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Tablo 9. a-Linolenik Asit Uygulamalarinda Saat, Konsantrasyon ve Saat*Konsantrasyon

interaksiyonu Gruplari i¢in p degerleri

Grup p Degeri
Saat <0,001
Konsantrasyon <0,001
Saat * Konsantrasyon <0,001

Gruplarmm  etkileri  istatistiksel olarak incelendiginde, Saat*Konsantrasyon
interaksiyonu i¢in p<0,001olup, Saat*Konsantrasyon interaksiyonu igin istatistiksel farkliligin
anlamli oldugunu gostermektedir. Konsantrasyon miktar arttikca ve inkiibasyon siiresindeki
artiga bagli olarak hiicre canliligi ve dolayisiyla hiicre proliferasyonu ETANOL kontrol
grubuna gore daha fazla azalmaktadir (p<0,05).

Post-Hoc analizi i¢in Duncan Coklu Karsilastirma Testi ile Konsantrasyon*Saat
interaksiyonu ile % Ortalama Canlilik igin istatistiksel olarak farklar anlamli bulunmus olup

Tablo 8’de gosterilmistir.

ALA uygulamalarimin 72 saatlik hiicre kiiltiirii gortintiileri Resim 13’te goriilmekte
olup, konsantrasyon artis1 ile birlikte hiicrelerin morfolojik yapisi bozularak uzamalar

goriilmekte ve hiicre canliligi konsantrasyon arttik¢a azalmaktadir.

Resim 13. a-Linolenik Asit uygulamalarinin 72 saatlik hiicre kiiltiirii goriintiileri
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4.1.3. Farkh a-Linolenik Asit+D Vitamini Konsantrasyonlarinda SW480 Hiicrelerinin
WST-1 ile Analizi

Tek yon varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuglar % Ortalama Canlilik +
Standart Sapma olarak verilmistir. SW480 hiicrelerinin ALA+D konsantrasyonlari ile 24, 48
ve 72 saat muamelesi sonrasinda 6lgiilen absorbans degerlerine gore % Canlilik ve standart

sapma degerleri hesaplanmis olup, Tablo 10, Sekil 5’te verilmistir.

Tablo 10. 24, 48 ve 72 saatlik ol¢iimlerde ALA+D uygulamalari igin ortalama % Canlilik ve
% standart sapma degerleri (n=9)

Saat

NgRptres 24 4 72

DMSO+ETANOL 100,00 + 0,00 bGH |100,00 + 0,00 aGH |100,00 + 0,00 bGH
0,1-0,001 85,40 + 4,40 bGH 101,43 = 4,15 aGH | 112,40 + 3,55 bGH
0,1-0,005 84,57 + 581 bGH 87,53 + 9,27 aGH | 11553 + 442 DbGH
0,1-0,01 115,13 + 10,03 bl 117,50 = 4,49 al 111,73 + 9,14 bl
0,2-0,001 123,60 + 7,53 bl 112,07 =+ 4,14  al 115,67 + 1,80 bl
0,2-0,005 125,87 + 9,40 bJ 101,40 = 8,32 al 149,83 + 7,80 bl
0,2-0,01 101,50 + 16,59 bH 100,83 + 1342 aH 110,03 + 11,50 bH
0,23-0,001 79,17 + 11,98 bE 66,70 + 2,48 akE 85,13 + 3,50 bE
0,23-0,005 103,07 £ 9,73  bG 89,03 + 13,30 aG 86,57 + 12,17 bG
0,23-0,01 101,00 + 4,95 bF 95,20 + 13,88 aF 54,47 + 10,75 bF
0,25-0,001 78,20 + 9,40 bE 57,63 £ 9,05 akE 77,37 £ 8,19 bE
0,25-0,005 78,67 + 11,63 bE 68,33 + 6,94 aE 61,63 + 587 bE
0,25-0,01 72,13 + 12,84 bhD 55,90 + 2,40 aD 39,77 + 18,13 bD
0,3-0,001 51,27 + 17,00 bC 28,70 + 2,63 aC 39,17 £ 7,22 bhC
0,3-0,005 1570 = 7,31 bB 13,93 + 7,99 aB 26,47 + 3,76 bB
0,3-0,01 1053 = 515 bA 1363 £+ 234 aA 720 + 1,21 DbA

*a, b simgeleri birbirlerinden farkli olan siitunlarin istatistiksel olarak farki anlamlidir (p<0,05).
**A, B, C, D simgeleri birbirlerinden farkli olan satirlarin istatistiksel olarak farki anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 5. SW480 hiicrelerinin ALA+D uygulamalar1 24, 48 ve 72 saat muamelesi sonrasinda
olgtilen % Canlilik degerleri (n=9)

SW480 hiicrelerinin ALA+D konsantrasyonlar1 ile 24, 48 ve 72 saat muamelesi
sonrasinda D vitamini ile birlikte ALA’nin diisiik konsantrasyonlart olan 0,1 ve 0,2 uM
konsantrasyonlari i¢in hiicre canlilifinda bir artis goézlenmekte iken, ALA konsantrasyonu

arttikca hiicre canlilig1 azalmakta olup, Tablo 10 ve Sekil 5’te goriilmektedir.

0,23-0,01 uM igin 72 saatlik % Canlilik degeri % 54,5 olarak bulunmustur, 0,25-0,01
UM i¢in 48 ve 72 saatlik Canlilik degerleri sirasiyla % 55,9, % 39,2 olarak bulunmustur, 0,3-
0,001 uM icin 24, 48 ve 72 saatlik Canlilik degerleri sirasiyla % 51,3, % 28,7 ve % 39,2
olarak tespit edilmis olup, ICsodegeri 0,25-0,01 uM olup, 72 saat olarak tespit edilmistir.

Saat, Konsantrasyon ve Saat*Konsantrasyon interaksiyonugruplarina ait ortalama %
Canlilik degerleri arasindaki farkin anlamli olup olmadigi ile ilgili varyans analizi igin F-testi

uygulanmis olup, Gruplar ve p degerleri Tablo 11°de gésterilmistir.
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Tablo 11. ALA+D uygulamalarinda Saat, Konsantrasyon ve Saat*Konsantrasyon

interaksiyonu Gruplari i¢in p degerleri

Grup p Degeri
Saat <0,001
Konsantrasyon <0,001
Saat * Konsantrasyon <0,001

Gruplarmm  etkileri  istatistiksel olarak incelendiginde, Saat*Konsantrasyon
interaksiyonu i¢in p<0,001bulunmus olup, Saat*Konsantrasyon interaksiyonu i¢in istatistiksel
farkliligin anlamli oldugunu tespit edilmistir (p<0,001). Konsantrasyon miktari1 arttik¢a ve
inkiibasyon siiresindeki artisa bagl olarak, hiicre canlilif1 ve dolayisiyla hiicre proliferasyonu

ETANOL+DMSO kontrol grubuna gore daha fazla azalmaktadir (p<0,05).

Post-Hoc analizi i¢in Duncan Coklu Karsilastirma Testi ile ALA+D Konsantrasyonlari
icin Saat*Konsantrasyon interaksiyonu ile ortalama % Canlilik igin istatistiksel olarak farklar

anlamli bulunmus olup Tablo 10°da gdsterilmistir.

ALA+D uygulamalarinin 72 saatlik hiicre kiiltiirii goriintiileri Resim 14’te goriilmekte
olup, konsantrasyon artisi ile birlikte hiicrelerin morfolojik yapisi bozularak uzamalar
gorlilmekte ve hiicre miktart konsantrasyon arttikga azalmaktadir. Hiicre yapisindaki
bozulmalar Resim 13’teki ALA konsantrasyonlarinin 72 saatlik hiicre kiiltlirii goriintiileriyle
benzer oldugu goriilmektedir. Bu durum ALA konsantrasyonlarinin, D konsantrasyonlarindan

daha etkin oldugunu gostermektedir.
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"8 ETANOL+DMSO

S0 0.1-0,005uM

0.25-0,001pM

Resim 14. ALA+D uygulamalarinin 72 saatlik hiicre kiiltiiri goriintiileri
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4.14. D, ALA+D ve ALA Konsantrasyonlarimmm WST-1 Testi Sonuclarinin

Karsilastirilmasi

WST-1 analizi sonuglarina gore D, ALA+D ve ALA uygulamalar karsilastirilmasi
Sekil 6°da gosterilmektedir.
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Sekil 6. SW480 hiicrelerinin D, ALA+D ve ALA uygulamalari 24, 48 ve 72 saat muamelesi

sonrasinda Ol¢iilen % Canlilik degerleri (n=9)

ALA+D konsantrasyonlari bir arada kullanildiginda diisik ALA konsantrasyonlari
(0,1-0,001, 0,1-0,005, 0,1-0,01, 0,2-0,001, 0,2-0,005, 0,2-0,01 uM-uM) i¢in % canlilik
degerlerinde D konsantrasyonlar1 ve ALA Kkonsantrasyonlarindan farkli olarak artis
gozlenirken, yiiksek ALA konsantrasyonlar: (0,3-0,001, 0,3-0,005 ve 0,3-0,01 uM-uM) igin
% Canliligin ALA konsantrasyonlarindan daha diisiik oldugu Sekil 6’da gortilmektedir. Hiicre

canliliginin inhibisyonunun daha ¢cok ALA’nin etkisiyle oldugu tespit edilmistir.

4.2. Apoptozis Analizi

D, ALA+D ve ALA’nin 6liim olan konsantrasyonlarda apoptozis analizi Annexin V
(Invitrogen, Camarillo,- CA) floresan izotiyosiyanat (FITC) boyama yontemi ile yapilda.
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4.2.1. D Vitamini Konsantrasyonlarinda SW480 hiicrelerinin Apoptozis Analizi

WST-1 analizi sonuglarina gore; ¢aligmada kullanilan konsantrasyonlarin en biyiigii
olan 0,01 uM D vitamini konsantrasyonu icin 72 saatlik inkiibasyon sonrasi elde edilen
ortalama canlilik degeri % 77,10 olup, ICso degeri tespit edilememistir. Bu duruma istinaden
SWA480 hiicrelerinde apoptoz Olgiimii i¢in DMSO ve ¢alismada kullanilan en yiliksek D
vitamini konsantrasyonu olan 0,01 uM D konsantrasyonu i¢in Annexin V analizi yapilmis ve

sonuclar1 Sekil 7°de gosterilmistir.
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Sekil 7. SW480 hiicrelerinin DMSO ve 0,01 uM D konsantrasyonu ile 72 saat muamelesi

sonrasinda Ol¢iilen apoptoz degerleri

DMSO kontrol grubunda yasam oran1 % 89,55 iken, 0,01 uM konsantrasyonu i¢in %
62,60 bulunmustur. DMSO kontrol grubuna gore apoptotik 6liim siirecinin erken evreleri
degerinin % 2,75’ten % 33,00’a ciktig1 tespit edilmistir. Toplam 6liim orant % 36,95 olarak

hesaplanmustir.
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4.2.2. a-Linolenik Asit Konsantrasyonlarinda SW480 hiicrelerinin Apoptozis Analizi

WST-1 analizi sonuglarina goére; SW480 hiicrelerinin  a-Linolenik  Asit
konsantrasyonlar ile 24, 48 ve 72 saat muamelesi sonrasi elde edilen verilere gore; 0,25 uM
igin 72 saatlik ortalama canlilik degeri %36,36 olarak bulunmustur, 1Cso konsantrasyonu 0,25
UM olup, inkiibasyon siiresi 72 saattir. Bu duruma istinaden SW480 hiicrelerinin ALA
konsantrasyonlari ile muamelesinde apoptoz 6l¢iimii icin ETANOL kontrol grubu ile 1Csg
konsantrasyonu olan 0,25uM ALA konsantrasyonu i¢in Annexin V analizi sonuglart Sekil

8’de gosterilmistir.
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Sekil 8. SW480 hiicrelerinin ETANOL ve 0,25 uM ALA konsantrasyonu ile 72 saat

muamelesi sonrasinda 6l¢iilen apoptoz degerleri

ETANOL kontrol grubunda yasam oran1 % 90,50 iken, 0,25 uM konsantrasyonu igin
% 29,95 bulunmustur. ETANOL kontrol grubuna gore apoptotik oliim siirecinin erken
evreleri degerinin % 4,60°dan % 67,25’e ¢iktig1 tespit edilmistir. Toplam 6liim oran1 % 70,05

olarak hesaplanmuistir.
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4.2.3. a-Linolenik Asit-D vitamini Konsantrasyonlarinda SW480 hiicrelerinin Apoptozis

Analizi

WST-1 analizi sonuglarina gore; SW480 hiicrelerinin a-Linolenik Asit+D vitamini

konsantrasyonlar ile 24, 48 ve 72 saat muamelesi sonrasi elde edilen verilere gore; 0,25-0,01

ALA+D konsantrasyonu igin 72 saatlik ortalama canlilik degeri % 39,2 olarak tespit edilmis

olup, ICsg konsantrasyonu 0,25-0,01 (uM-uM) olup, inkiibasyon stiresi 72 saattir. Bu duruma

istinaden SW480 hiicrelerinin ALA+D konsantrasyonlari ile muamelesinde apoptoz olgiimii
icin ETANOL+DMSO kontrol grubu ile ICsy konsantrasyonu olan 0,25-0,01 (uM-uM)

ALA+D konsantrasyonu i¢in Annexin V analizi sonuglar1 Sekil 9’da gosterilmistir.

CELL SIZE INDEX

CELL SIZE INDEX

Sekil 9. SWA480 hiicrelerinin ETANOL+DMSO
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ve 0,25-0,01

konsantrasyonu ile 72 saat muamelesi sonrasinda 6l¢iilen apoptoz degerleri

(uM-uM) ALA+D
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ETANOL+DMSO kontrol grubunda yasam orani % 92,90 iken, 0,25-0,01 (uM-uM)
ALA+D konsantrasyonu i¢in % 48,70 bulunmustur. ETANOL+DMSO kontrol grubuna gore
apoptotik 6liim siirecinin geg evreleri degerinin % 3,65°ten, % 29,10’a ¢iktig1 tespit edilmistir.
ETANOL+DMSO kontrol grubuna gore apoptotik 6liim siirecinin erken evreleri degerinin %
2,70’den, % 19,25’e¢ c¢iktig1 tespit edilmistir. Toplam Oliim orant % 48,35 olarak

hesaplanmustir.

4.3. Total Protein Miktarlarinin Belirlenmesi

Calismada c¢esitli D vitamini, a-Linolenik Asit+D vitamini ve o-Linolenik Asit
konsantrasyonlariin SW480 hiicrelerinin total (toplam) protein miktar1 iizerinde etkisinin
olup olmadigimi ortaya ¢ikarmak amaciyla BCA total protein tayini yapilmistir. SW480 hiicre
hattt tlizerine her konsantrasyon igin 2 tekrarli olacak sekilde uygulanan D vitamini,
Dvitamini+Linolenik Asit ve Linolenik Asit konsantrasyonlari igin 72 saatlik inkiibasyonlar

sonunda BCA Total Protein miktarlar1 belirlenmistir.

24 kuyucuklu plaklara her kuyucukta 2,8x10” hiicre olacak sekilde SWA480 hiicreleri
aliarak Tablo 3’te belirtilen D vitamini, a-Linolenik Asit+D vitamini ve a-Linolenik Asit
konsantrasyonlarindan olugan gruplar 72 saat siiresince 37° C’ de, %5 CO; igeren ortamda
inkiibe edilmistir. Bolim 3.3.4.2 ve 3.3.5.2.”de anlatildig1 gibi BCA total protein 6n islemleri
ve protokolii uygulanmigtir. Yapilan test D vitamini, o-Linolenik Asit+D vitamini ve
a-Linolenik Asit konsantrasyonlari ile muamele edilen hiicrelerin absorbans degerleri her biri

icin Hiicre+Besiyeri+Coziicii iceren kontrol grubu ile normalize edilmistir.

4.3.1. Farkh D Vitamini Konsantrasyonlarinda SW480 Hiicrelerinde Total Protein
Miktar Tayini

SWA480 hiicrelerinin D vitamini konsantrasyonlar ile 72 saat muamelesi sonrasinda
Olgiilen absorbans degerlerine gore ortalama toplam protein miktar1 ve standart sapma
degerleri hesaplanmis olup, Tek yon varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuclar
Ortalama Toplam (Total) Protein Miktar1 ve Standart Sapma olarak Tablo 12 ve Sekil 10’da

verilmistir.

57



Tablo 12. 72 saatlik 6l¢iimlerde D vitamini uygulamalari i¢in ortalama toplam protein miktari

ve standart sapma degerleri (n=2)

Konsantrasyon (uM) Ortalama Toplam Protein Miktar: (ug/ml)
DMSO 8950 + 48,1 Cc
0,001 901,0 + 48,4 C
0,005 847,0 = 458 B
0,01 800,0 = 40,9 A

*A, B, C, D simgeleri birbirlerinden farkli olan satirlarin istatistiksel olarak farki anlamlidir (p<0,05).

1000 -
900 - " il I
800 -

700 -
600 -
500 -
400 -
300 -
200 -
100 -

Toplam Protein Miktari(pg/ml)

I

Toplam Protein Miktari(ng/ml)

DMSO 0,001 0,005 0,01
D Vitamini Konsantrasyonlar: (pM )

Sekil 10. SW480 hiicrelerinin D vitamini ile 72 saat muamelesi sonrasinda ol¢iilen ortalama

toplam protein miktar: degerleri

Konsantrasyon grubuna ait ortalama toplam protein miktar1 degerleri arasindaki farkin

anlaml1 olup olmadig ile ilgili varyans analizi i¢in F-Testi uygulanmistir.

Konsantrasyon grubu igin konsantrasyon arttik¢a toplam protein miktarindaki azalis
Sekil 10’da gorilmektedir. p<0,001 oldugu i¢in, Konsantrasyon grubunun istatistiksel
farkliliginin anlamli oldugunu tespit edilmis olup, Konsantrasyon arttik¢a toplam protein
miktar1 azalmaktadir (p<0,001).

Post-Hoc analizi i¢in Duncan Coklu Karsilagtirma Testi ile Konsantrasyon gruplari
arasindaki ortalama toplam protein miktar: degerleri igin farklarin tespit edilmesi amaglanmis

olup Tablo 12’de gosterilmistir.
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Ortalama toplam protein miktar1 degerleri i¢in Duncan Coklu Karsilagtirma Testi
sonuglarina goére (p<0,05); DMSO ile 0,001 uM konsantrasyonu arasinda istatistiksel olarak
farklilik bulunmamaktadir. DMSO ile 0,005 uM ve 0,01 uM D vitamini konsantrasyonlari
arasinda istatistiksel olarak fark anlamlidir. 0,001 uM konsantrasyonu ile 0,005 uM ve 0,01
uM konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak fark anlamlidir. 0,005 uM konsantrasyonu

ile 0,01 pM Konsantrasyonu arasinda istatistiksel olarak fark anlamlidir (p<0,05).

4.3.2. Farklh a-Linolenik Asit Konsantrasyonlarinda SW480 Hiicrelerinde Total Protein
Miktar Tayini

SW480 hiicrelerinin ALA konsantrasyonlari ile 72 saat muamelesi sonrasinda olgiilen
absorbans degerlerine gore ortalama toplam protein miktar1 ve standart sapma degerleri
hesaplanmis olup, Tek yon varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuglar Ortalama Toplam
protein Miktar1 ve Standart Sapma olarak Tablo 13 ve Sekil 11°de verilmistir.

Tablo 13. 72 saatlik olgtimlerde ALA uygulamalari i¢in ortalama toplam protein miktar1 ve

standart sapma degerleri (nN=2)

Konsantrasyon (uM) Ortalama Toplam Protein Miktar: (ug/ml)
ETANOL 1026,0 £ 12,7 D
01 6185 = 4.9 C
0.2 4850 = 00 BC
0,23 4535 = 191
0,25 3785 + 940
03 2070 + 99,0

*A, B, C, D simgeleri birbirlerinden farkli olan satirlarin istatistiksel olarak farki anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 11. SWA480 hiicrelerinin ALA ile 72 saat muamelesi sonrasinda dlgiilen ortalama toplam

protein miktar1 degerleri

Konsantrasyon grubuna ait ortalama toplam protein miktar1 degerleri arasindaki farkin

anlaml1 olup olmadigi ile ilgili varyans analizi i¢in F-Testi uygulanmistir.

Konsantrasyon grubu i¢in konsantrasyon arttikga toplam protein miktarindaki azalis
oldukgca belirgin olup, Sekil 11’de goriilmektedir. Konsantrasyon grubunun istatistiksel
farkliliginin oldukc¢a anlamli oldugunu belirlenmis olup, p<0,001 olarak tespit edilmistir.

Konsantrasyon arttik¢a toplam protein miktari belirgin bir sekilde azalmaktadir (p<0,001).

Post-Hoc analizi i¢in Duncan Coklu Karsilastirma Testi ile Konsantrasyon gruplari
arasindaki ortalama toplam protein miktar1 degerleri igin farklarin tespit edilmesi amaglanmis

olup Tablo 13’te gosterilmistir.

Ortalama toplam protein miktar1 degerleri igin Duncan Coklu Karsilastirma Testi

sonuglarina gore (p<0,05);

ETANOL kontrol grubu ile biitin ALA konsantrasyonlar arasindaki istatistiksel olarak
fark anlamhidir. 0,3 puM ile biitiin ALA konsantrasyonlar istatistiksel olarak fark anlamlidir.
0,1uM ile 0,2 uM ALA konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmamakta
olup, 0,1 uM Konsantrasyonu ile diger biitin ALA konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel
olarak fark anlamlidir. 0,2, 0,23 ve 0,25 uM ALA konsantrasyonlari arasinda istatistiksel
olarak farklilik bulunmamaktadir (p<0,05).
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4.3.3. Farkh a-Linolenik Asit+D Vitamini Konsantrasyonlarinda SW480 Hiicrelerinde

Total Protein Miktar Tayini

Tek yon varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuglar Ortalama Toplam protein

Miktar1 ve Standart Sapma olarak verilmistir. SW480 hiicrelerinin ALA+D konsantrasyonlari

ile 72 saat muamelesi sonrasinda 6l¢iilen absorbans degerlerine gore ortalama toplam protein

miktar1 ve standart sapma degerleri hesaplanmis olup, Tablo14 ve Sekil 12°de verilmistir.

Tablo 14. 72 saatlik dl¢limlerde ALA+D uygulamalari igin ortalama toplam protein miktart

ve standart sapma degerleri (N=2)

Konsantrasyon (uM- pM) Ortalama Toplam Protein Miktar1 + Standart Sapma

ETANOL+DMSO 1029 + 26,2 FG
0,1-0,001 1160 + 1675 G
0,1-0,005 1022 + 0,0 FG
0,1-0,01 1355 + 1584 H
0,2-0,001 932 + 0,0 EF
0,2-0,005 781 + 84,8 DE
0,2-0,01 1193 + 233,7 GH
0,23-0,001 690 + 61,7 CD
0,23-0,005 631 + 295 BCD
0,23-0,01 702 + 0,0 CD
0,25-0,001 566 + 4,7 BC
0,25-0,005 696 + 3,8 CD
0,25-0,01 631 + 555 BCD
0,3-0,001 683 + 7,0 CD
0,3-0,005 465 + 38,4 B
0,3-0,01 193 £ 12,6 A

*A, B, C, D vb. simgeleri birbirlerinden farkli olan satirlarin istatistiksel olarak farki anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 12. SW480 hiicrelerinin ALA+D ile 72 saat muamelesi sonrasinda 6l¢iilen ortalama

toplam protein miktar1 degerleri

Post-Hoc analizi i¢in Duncan Coklu Karsilastirma Testi ile Konsantrasyon gruplari
arasindaki ortalama toplam protein miktar:1 degerleri igin farklarin tespit edilmesi amaglanmis

olup Tablo 14’te gosterilmistir.

Ortalama toplam protein miktar1 degerleri igin Duncan Coklu Karsilastirma Testi

sonuglarina gore (p<0,05);

0,3-0,01 puM-uM konsantrasyonu ile biitin ALA+D konsantrasyonlari arasindaki
istatistiksel fark anlamhdir. 0,3-0,005, 0,25-0,001, 0,23-0,005 ve 0,25-0,01 pM-uM
konsantrasyonlari arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmamakta olup, 0,3-0,05 uM-uM
konsantrasyonu ile diger biitin ALA+D Kkonsantrasyonlar1 arasindaki istatistiksel fark
anlamhdir. 0,25-0,001, 0,23-0,005, 0,25-0,01, 0,3-0,001, 0,23-0,001, 0,25-0,005, 0,23-0,01
uM-uM konsantrasyonlar: arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmamaktadir. 0,23-0,005,
0,25-0,01, 0,3-0,001, 0,23-0,001, 0,25-0,005, 0,23-0,01 ve 0,2-0,005 pM-uM
konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmamaktadir. 0,2-0,005 ve 0,2-
0,001 puM-uM konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmamaktadir.
ETANOL+DMSO, 0,2-0,001 ve 0,1-0,005 uM-uM konsantrasyonlari arasinda istatistiksel
olarak farklilik bulunmamaktadir. ETANOL+DMSO, 0,1-0,005, 0,1-0,001 ve 0,2-0,01

uM-uM konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmamakta olup, diger
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biitiin ALA+D konsantrasyonlari arasindaki istatistiksel fark anlamlidir. 0,2-0,01 ve 0,1-0,01
uM-uM konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmamaktadir (p<0,05).

4.3.4. D, ALA+D ve ALA Konsantrasyonlarimin Total Protein Tayini Sonug¢larinin

Karsilastirilmasi

Toplam protein analizi sonuglarina gére D, ALA+D ve ALA uygulamalar1 karsilastiriimasi
Sekil 13’te gosterilmektedir.
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Sekil 13. SW480 hiicrelerinin D, ALA+D ve ALA uygulamalart 72 saat muamelesi

sonrasinda ol¢iilen toplam protein degerleri

ALA+D konsantrasyonlart bir arada kullanildiginda o6zellikle diisik ALA
konsantrasyonlan (0,1-0,001, 0,1-0,005, 0,1-0,01, 0,2-0,001, 0,2-0,005, 0,2-0,01 pM-uM) igin
toplam protein miktarinda D konsantrasyonlart ve ALA konsantrasyonlarindan farkli olarak

toplam protein miktarlarinda artig belirlenmistir.
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4.4. MDA Analizi

4.4.1. SW480 Hiicrelerinin Farkh D Vitamini Konsantrasyonlarinda MDA Analizi

SW480 hiicrelerinin D vitamini konsantrasyonlari ile 72 saat muamelesi sonrasinda

Olgiilen absorbans degerlerine gore ortalama MDA ve standart sapma degerleri hesaplanmig

olup, Tek yon varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuglar ortalama MDA + Standart

Sapma olarak Tablo 15 ve Sekil 14°te verilmistir.

Tablo 15. SW480 hiicrelerinin D vitamini uygulamalart ile 72 saat muamelesi sonrasinda

ol¢iilen MDA + Standart Sapma degerleri (n=2)

Konsantrasyon (uM) MDA (nmol/mg protein)
DMSO 1,08 £ 0,02 B
0,001 1,35 + 0,02 D
0,005 0,94 = 0,01 A
0,01 1,23 + 0,02 C

*A, B, C, D biiyiik harf simgeleri birbirlerinden farkli olan satirlarin istatistiksel olarak farki anlamlidir

(p<0,05).
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0,001 0,005
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Sekil 14. SW480 hiicrelerinin D vitamini uygulamalar ile 72 saat muamelesi sonrasinda

Olciilen MDA degerleri (n=2)
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Konsantrasyon grubuna ait ortalama MDA degerleri arasindaki farkin anlamli olup

olmadigi ile ilgili varyans analizi i¢in F-Testi uygulanmistir.

Konsantrasyon igin p<0,001 bulunmus olup, istatistiksel farkliligin anlamli oldugu
tespit edilmistir (p<0,001). Farkli konsantrasyon uygulamalarinda, MDA miktarindaki

degisim istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,001).

Post-Hoc analizi igin Duncan Coklu Karsilastirma Testi uygulanmis, Konsantrasyon
gruplar arasindaki ortalama MDA degerleri i¢in farklarin tespit edilmesi amaglanmis olup,
Tablo 15’te gosterilmistir. MDA degerleri i¢in Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina
gore (p<0,05);

DMSO ile biitiin D vitamini konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak fark
anlamlidir. Biitiin D vitamini konsantrasyonlarinin birbirleri arasinda istatistiksel olarak fark

anlamhidir (p<0,05).

4.4.2. SW480 Hiicrelerinin Farkh a-Linolenik Asit Konsantrasyonlarinda MDA Analizi

SW480 hiicrelerinin a- Linolenik asit (ALA) konsantrasyonlari ile 72 saat muamelesi
sonrasinda Olgiilen absorbans degerlerine gore ortalama MDA ve standart sapma degerleri
hesaplanmis olup, Tek yon varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuglar Ortalama MDA

ve Standart Sapma olarak Tablo 16 ve Sekil 15°te verilmistir.

Tablo 16. SW480 hiicrelerinin ALA uygulamalar1 ile 72 saat muamelesi sonrasinda olgiilen

MDA + Standart Sapma degerleri (n=2)

Konsantrasyon(uM) MDA (nmol/mg protein)
ETANOL 091 <+ 0,013 A
0,1 1,43 £ 0,020 B
0,2 1,75 =+ 0,025 C
0,23 213 <+ 0,030 D
0,25 277 <+ 0,039 E
0,3 443 =+ 0,062 F

*A, B, C, D, E, F biiyiik harf simgeleri birbirlerinden farkli olan satirlarin istatistiksel olarak farki anlamlidir
(p<0,05).
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Sekil 15. SW480 hiicrelerinin ALA uygulamalar1 ile 72 saat muamelesi sonrasinda olgiilen

MDA degerleri (n=2)

Konsantrasyon grubuna ait ortalama MDA degerleri arasindaki farkin anlamli olup
olmadig ile ilgili varyans analizi i¢in F-Testi uygulanmistir. Konsantrasyon igin istatistiksel
farkliligin anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0,001). Konsantrasyon arttikga MDA
diizeylerinde artma oldugu istatistiksel olarak belirlenmistir (p<0,001).

Post-Hoc analizi i¢in Duncan Coklu Karsilastirma Testi uygulanmig, Konsantrasyon
gruplar1 arasindaki ortalama MDA degerleri icin istatistiksel olarak farklar anlamli bulunmus

olup, Tablo 16’da gosterilmistir. Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore
(p<0,05);

ETANOL ile butin ALA vitamini dozlar1 arasinda istatistiksel olarak fark anlamlidir.

Biitin ALA konsantrasyonlarmin birbirleri ile arasinda istatistiksel olarak fark anlamlidir

(p<0,05).

4.4.3. SW480 Hiicrelerinin Farkh a-Linolenik Asit+D vitamini Konsantrasyonlarinda
MDA Analizi

SW480 hiicrelerinin ALA+D Konsantrasyonlar1 ile 72 saat muamelesi sonrasinda
olgiilen absorbans degerlerine gore ortalama MDA ve standart sapma degerleri hesaplanmis
olup, Tek yon varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuglar Ortalama MDA ve Standart
Sapma olarak Tablo 17, Sekil 16’da verilmistir.
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Tablo 17. SW480 hiicrelerinin ALA+D uygulamalar1 ile 72 saat muamelesi sonrasinda

Olgiilen MDA + Standart Sapma degerleri (n=2)

Konsantrasyon (uM- pM) MDA (nmol/mg protein)

ETANOL+DMSO 1,04 + 0,015 E
0,1-0,001 0,72 + 0,010 A
0,1-0,005 088 =+ 0,012 C
0,1-0,01 0,77 + 0,011 B
0,2-0,001 098 <+ 0,014 D
0,2-0,005 1,37 + 0,019 H
0,2-0,01 0,74 <+ 0,010 A
0,23-0,001 126 <+ 0,018 G
0,23-0,005 1,74 + 0,024 L
0,23-0,01 123 + 0,017 F
0,25-0,001 150 =+ 0,021 J
0,25-0,005 1,34 + 0,019 H
0,25-0,01 1,35 + 0,019 H
0,3-0,001 1,35 + 0,019 H
0,3-0,005 1,68 + 0,024 K
0,3-0,01 561 =+ 0,079 M

*A, B, C, D, E, F biiyiik harf simgeleri birbirlerinden farkli olan satirlarin istatistiksel olarak farki anlamlidir

(p<0,05).
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Sekil 16. SW480 hiicrelerinin ALA uygulamalar1 ile 72 saat muamelesi sonrasinda olgiilen

MDA degerleri (n=2)

Konsantrasyon grubuna ait ortalama MDA degerleri arasindaki farkin anlamli olup

olmadig ile ilgili varyans analizi i¢in F-Testi uygulanmistir. Konsantrasyon igin istatistiksel
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farkliligin anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0,001). Konsantrasyon arttikca, MDA
diizeylerinde artma oldugu istatistiksel olarak belirlenmistir (p<0,001).

Post-Hoc analizi i¢in Duncan Coklu Karsilastirma Testi ile ALA+D konsantrasyonlari
icin Konsantrasyon gruplar1 arasindaki ortalama MDA igin istatistiksel olarak farklar anlamli

bulunmus olup Tablo 17°de gosterilmistir. Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina goére

(p<0,05);

0,1-0,001 uM-uM ALA+D konsantrasyonu ile 0,2-0,01 uM-uM ALA+D
konsantrasyonu arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmamaktadir. 0,25-0,005, 0,25-0,01,
0,3-0,001 ve 0,2-0,005 uM-uM ALA+D konsantrasyonlarinin arasinda istatistiksel olarak
farklilik bulunmamaktadir. Diger biitin ALA+D konsantrasyonlarinin aralarindaki fark

anlamlidir. ETANOL+ DMSO ile biitiin konsantrasyonlar arasindaki fark anlamlidir (p<0,05).

444, D, ALA+D ve ALA Konsantrasyonlarimmn MDA Analizi Sonug¢larinin

Karsilastirilmasi

MDA sonuglarina gore D, ALA+D ve ALA konsantrasyonlarinin karsilagtiritlmasi Sekil 17°de

gosterilmektedir.
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Sekil 17. SWA480 hiicrelerinin D, ALA+D ve ALA uygulamalar1 ile 72 saat muamelesi

sonrasinda 6l¢iilen MDA degerleri

D, ALA+D ve ALA konsantrasyonlar1 i¢cin MDA degerleri karsilastirildiginda biitiin D
konsantrasyonlar1 icin DMSO kontrol grubuna goére MDA degerleri artmistir. ALA ve
ALA+D konsantrasyonlar1 i¢in konsantrasyon arttikca MDA diizeylerinde artma oldugu tespit

edilmistir.

4.5. NO Analizi

4.5.1. SW480 Hiicrelerinin Farkh D Vitamini Konsantrasyonlarinda NO Analizi

SW480 hiicrelerinin D vitamini konsantrasyonlari ile 72 saat muamelesi sonrasinda
Olgiilen absorbans degerlerine gore ortalama NO ve standart sapma degerleri hesaplanmig
olup, Tek yon varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuglar NO ve Standart Sapma olarak
Tablo 18 ve Sekil 18’de verilmistir.
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Tablo 18. SW480 hiicrelerinin D vitamini uygulamalari ile 72 saat muamelesi sonrasinda

oOlgiilen NO =+ Standart Sapma degerleri (n=2)

Konsantrasyon (uM) NO(nmol/mg protein)
DMSO 2020 + 141 A
0,001 27,40 + 1,92 B
0,005 21,30 + 1,10 A
0,01 21,10 + 1,40 A

*A, B, C, D biiyiik harf simgeleri birbirlerinden farkli olan satirlarin istatistiksel olarak farki anlamlidir
(p<0,05).
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Sekil 18. SW480 hiicrelerinin D vitamini uygulamalar1 ile 72 saat muamelesi sonrasinda

olgiilen NO degerleri (n=2)

Konsantrasyon grubuna ait NO degerleri arasindaki farkin anlamli olup olmadig: ile

ilgili varyans analizi i¢in F-Testi uygulanmustir.

Konsantrasyon icin p degeri 0,021 bulunmus olup, istatistiksel farklilik anlamli
bulunmustur (p<0,05). Farkli D vitamini konsantrasyonu uygulamalarinda, NO miktarindaki

degisim istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Post-Hoc analizi i¢in Duncan Coklu Kargilagtirma Testi uygulanmig, Konsantrasyon
gruplar1 arasindaki ortalama NO degerleri i¢in farklarin tespit edilmesi amaglanmis olup

Tablo 18’de gosterilmistir. Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore (p<0,05);
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DMSO, 0,01 ve 0,005 uM D vitamini konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak

fark bulunmamaktadir. 0,001 pM D konsantrasyonu ile biitiin D vitamini dozlar1 ve DMSO

arasinda istatistiksel olarak fark anlamlidir (p<0,05).

4.5.2. SW480 Hiicrelerinin Farkh a-Linolenik Asit Konsantrasyonlarinda NO Analizi

SW480 hiicrelerinin a- Linolenik asit (ALA) konsantrasyonlari ile 72 saat muamelesi

sonrasinda olgiilen absorbans degerlerine gore ortalama NO ve standart sapma degerleri

hesaplanmis olup, Tek yon varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuglar Ortalama NO ve

Standart Sapma olarak Tablo 19 ve Sekil 19°da verilmistir.

Tablo 19. SW480 hiicrelerinin ALA uygulamalari ile 72 saat muamelesi sonrasinda dlgiilen

NO = Standart Sapma degerleri (n=2)

Konsantrasyon(uM) NO (nmol/mg protein)
ETANOL 1350 =+ 141 A
0,1 2730 =+ 2,85 B
0,2 31,10 = 141 C
0,23 3320 =+ 151 C
0,25 50,90 =+ 141 D
0,3 87,30 = 242 E

*A, B, C, D vb. biiyiik harf simgeleri birbirlerinden farkli olan satirlarin istatistiksel olarak farki anlamlidir

(p<0,05).
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Sekil 19. SW480 hiicrelerinin ALA uygulamalar ile 72 saat muamelesi sonrasinda olgiilen

NO degerleri (n=2)
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Konsantrasyon grubuna ait NO degerleri arasindaki farkin anlamli olup olmadigi ile

ilgili varyans analizi i¢in F-Testi uygulanmistir.

Konsantrasyon i¢in p<0,001 bulunmus olup, istatistiksel farklilik anlaml1 bulunmustur.
Konsantrasyon artttkca NO miktarinda artis oldugu istatistiksel olarak belirlenmistir

(p<0,001).

Post-Hoc analizi igin Duncan Coklu Karsilastirma Testi uygulanmis, Konsantrasyon
gruplar1 arasindaki ortalama NO degerleri i¢in farklarin tespit edilmesi amaglanmis olup,

Tablo 189’da gosterilmistir. Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore (p<0,05);

0,2 ve 0,23 uM ALA konsantrasyonlart arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmamaktadir. Diger biitin ALA konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak fark
anlamlidir. ETANOL ve biitiin ALA konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak fark
anlamlidir (p<0,05).

4.5.3. SW480 Hiicrelerinin a-Linolenik Asit-D vitamini Konsantrasyonlarinda NO
Analizi

SW480 hiicrelerinin ALA+D konsantrasyonlar1 ile 72 saat muamelesi sonrasinda
Olgiilen absorbans degerlerine gére NO ve standart sapma degerleri hesaplanmis olup, Tek
yon varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuclar Ortalama NO ve Standart Sapma olarak
Tablo 20 ve Sekil 20°de verilmistir.
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Tablo 20. SW480 hiicrelerinin ALA+D uygulamalar1 ile 72 saat muamelesi sonrasinda

olgiilen NO =+ Standart Sapma degerleri (n=2)

Konsantrasyon (uM- pM) NO (nmol/mg protein)
ETANOL+DMSO 152 + 1,410 BC
0,1-0,001 151 =+ 1,395 BC
0,1-0,005 200 + 1,410 DE
0,1-0,01 120 =+ 0,845 B
0,2-0,001 18,1 =+ 1,410 CD
0,2-0,005 332 + 2584 H
0,2-0,01 131 = 1,410 B
0,23-0,001 44 + 0,469 A
0,23-0,005 334 + 1,410 H
0,23-0,01 240 + 1,014 F
0,25-0,001 234 + 1,410 F
0,25-0,005 216 + 1,303 EF
0,25-0,01 248 + 1,410 F
0,3-0,001 300 + 1,703 G
0,3-0,005 6,5 =+ 1,410 A
0,3-0,01 1249 + 27,177 J

*A, B, C vb. biiyiik harf simgeleri birbirlerinden farkli olan satirlarin istatistiksel olarak farki anlamlidir

(p<0,05).
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Sekil 20. SW480 hiicrelerinin ALA+D uygulamalari ile 72 saat muamelesi sonrasinda dlgiilen

NO degerleri (n=2)
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Konsantrasyon grubuna ait ortalama NO degerleri arasindaki farkin anlamli olup
olmadigi ile ilgili varyans analizi i¢in F-Testi uygulanmistir. Konsantrasyon igin istatistiksel

farkliligin anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0,001).

Post-Hoc analizi i¢in Duncan Coklu Karsilastirma Testi uygulanmis, Konsantrasyon
gruplar1 arasindaki ortalama NO degerleri igin istatistiksel olarak farklar anlamli bulunmus

olup Tablo 20°de gosterilmistir. Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore (p<0,05);

0,23-0,001 puM-uM konsantrasyonu ile 0,3-0,005 uM-uM konsantrasyonu arasinda
istatistiksel olarak farklilik bulunmamaktadir., ETANOL+DMSO, 0,1-0,01, 0,2-0,01,
0,1-0,001 uM-uM konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmamaktadir.
ETANOL+DMSO, 0,2-0,001 ve 0,1-0,001 uM-uM konsantrasyonlar: arasinda istatistiksel
olarak farklillk bulunmamaktadir. 0,1-0,005 ve 0,25-0,005 uM-uM konsantrasyonlari
arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmamaktadir. 0,25-0,005, 0,25-0,001, 0,23-0,01,
0,25-0,01 uM-uM konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmamaktadir.
0,2-0,005 ve 0,23-0,005 uM-uM konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak farklilik
bulunmamaktadir. 0,3-0,001 uM-uM konsantrasyonu ile biitin ALA+D konsantrasyonlar1 ve
ETANOL+DMSO arasinda istatistiksel olarak fark anlamhidir. 0,3-0,01 pM-pM
konsantrasyonu ile biitin ALA+D konsantrasyonlart ve ETANOL+DMSO arasinda
istatistiksel olarak fark anlamlidir. Diger biitlin konsantrasyonlarin aralarindaki fark

anlamlidir (p<0,05).

454, D, ALA+D ve ALA Konsantrasyonlarmim NO Analizi Sonug¢larinin

Karsilastirilmasi

NO sonuglarina gére D, ALA+D ve ALA konsantrasyonlar: karsilastirilmasi Sekil
21°de gosterilmektedir.
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Sekil 21. SWA480 hiicrelerinin D, ALA+D ve ALA uygulamalart ile 72 saat muamelesi

sonrasinda 6l¢iilen NO degerleri

0,001 uM D konsantrasyonunda NO, DMSO kontrol grubuna gore artmis olup, diger
konsantrasyonlarda DMSO kontrol grubu ile ayn1 diizeydedir. ALA+D konsantrasyonlar1 igin
diisiik ALA konsantrasyonlarinda NO, ETANOL+DMSO kontrol grubuna gore daha az
miktarda olup, yliksek ALA konsantrasyonlarinda ETANOL+DMSO kontrol grubuna gore
artis gostermektedir. ALA konsantrasyonlari ig¢in konsantrasyon arttikca NO degerlerinin

artmakta oldugu tespit edilmistir.

4.6. GPx Analizi

4.6.1. SW480 Hiicrelerinin Farkh D Vitamini Konsantrasyonlarinda GPx Analizi

SWA480 hiicrelerinin D vitamini Konsantrasyonlar: ile 72 saat muamelesi sonrasinda
Olgiilen absorbans degerlerine gore ortalama GPx ve standart sapma degerleri hesaplanmig
olup, Tek yon varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuglar Ortalama GPx ve Standart
Sapma olarak Tablo 21 ve Sekil 22°de verilmistir.
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Tablo 21. SW480 hiicrelerinin D uygulamalari ile 72 saat muamelesi sonrasinda dlgiilen GPx

+ Standart Sapma degerleri (n=2)

Konsantrasyon (uM) GPx(mU/mg protein)
DMSO 54 + 05 A
0,001 107 + 11 B
0,005 114 = 12 B
0,01 60 + 06 A

*A, B vb. biiyiik harf simgeleri birbirlerinden farkli olan satirlarin istatistiksel olarak farki anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 22. SW480 hiicrelerinin D uygulamalari ile 72 saat muamelesi sonrasinda 6l¢iilen GPx

degerleri (n=2)

Konsantrasyon grubuna ait GPx degerleri arasindaki farkin anlamli olup olmadig ile
ilgili varyans analizi i¢in F-Testi uygulanmistir. Konsantrasyon i¢in p degeri 0,026
bulunmustur. Bu deger p<0,05 olup, Farkli konsantrasyon uygulamalarinda, GPx

miktarindaki degisim istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Post-Hoc analizi i¢in Duncan Coklu Karsilagtirma Testi uygulanmig, Konsantrasyon
gruplar1 arasindaki ortalama GPx degerleri icin farklarin tespit edilmesi amaglanmis olup

Tablo 21°de gosterilmistir. Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gére (p<0,05);

DMSO ve 0,01uM D vitamini konsantrasyonu arasinda istatistiksel olarak farklilik
bulunmamaktadir. 0,001 ve 0,005 uM D vitamini konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel
olarak farklilik bulunmamaktadir. DMSO ile 0,001 ve 0,005 uM D vitamini konsantrasyonlari
arasinda istatistiksel olarak farklilik anlamlidir. 0,01 uM D vitamini konsantrasyonu ile 0,001

ve 0,005 uM D vitamini konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak farklilik anlamlidir.
(p<0,05).
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4.6.2. SW480 Hiicrelerinin Farkh a-Linolenik Asit Konsantrasyonlarinda GPx Analizi

SWA480 hiicrelerinin a- Linolenik asit (ALA) konsantrasyonlari ile 72 saat muamelesi
sonrasinda Olciilen absorbans degerlerine gore ortalama GPx ve standart sapma degerleri
hesaplanmis olup, Tek yon varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuglar Ortalama GPx ve
Standart Sapma olarak Tablo 22 ve Sekil 23’te verilmistir.

Tablo 22. SW480 hiicrelerinin ALA uygulamalari ile 72 saat muamelesi sonrasinda 6lgiilen

GPx =+ Standart Sapma degerleri (n=2)

Konsantrasyon(uM) GPx (mU/mg protein)
ETANOL 235 =+ 2,4 A
01 936 + 95 C
0,2 1194 =+ 12,2 D
0,23 532 + 54 B
0,25 216,7 =+ 22,1 E
0,3 3729 + 380 F

*A,B,C vb. biiyiik harf simgeleri birbirlerinden farkli olan satirlarin istatistiksel olarak farki anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 23. SW480 hiicrelerinin ALA uygulamalar1 ile 72 saat muamelesi sonrasinda olgiilen

GPx degerleri (n=2)

Konsantrasyon grubuna ait GPx degerleri arasindaki farkin anlamli olup olmadigi ile

ilgili varyans analizi i¢in F-Testi uygulanmistir.

Konsantrasyon i¢in p<0,001 bulunmus olup, istatistiksel farklilik anlamli bulunmustur.
Konsantrasyon arttikga GPX miktarinda artis oldugu istatistiksel olarak belirlenmistir

(p<0,001).
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Post-Hoc analizi i¢in Duncan Coklu Karsilastirma Testi uygulanmis, Konsantrasyon gruplari
arasindaki ortalama GPx degerleri i¢in farklarin tespit edilmesi amaglanmis olup, Tablo 22°de

gosterilmistir. Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gére (p<0,05);

ETANOL ve biitiin ALA konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak farklilik
anlamlidir. Biitiin ALA konsantrasyonlarinin aralarinda istatistiksel olarak farklilik anlamlidir

(p<0,05).

4.6.3. SW480 Hiicrelerinin Farkh a-Linolenik Asit-D Vitamini Konsantrasyonlarinda
GPx Analizi

SW480 hiicrelerinin ALA+D konsantrasyonlari ile 72 saat muamelesi sonrasinda
Olgililen absorbans degerlerine gore ortalama GPx ve standart sapma degerleri hesaplanmig
olup, Tek yon varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuglar Ortalama GPx ve Standart
Sapma olarak Tablo 23, Sekil 24°te verilmistir.

Tablo 23. SW480 hiicrelerinin ALA+D uygulamalart ile 72 saat muamelesi sonrasinda
olglilen GPx + Standart Sapma degerleri (n=2)

Konsantrasyon (uM- uM) GPx (mU/mg protein)
ETANOL+DMSO 94 + 10 AB
0,1-0,001 707 £ 72 H
0,1-0,005 142 + 14 C
0,1-0,01 71 £ 07 A
0,2-0,001 104 =+ 11 B
0,2-0,005 124 + 13 BC
0,2-0,01 121 + 1.2 BC
0,23-0,001 21,0 + 21 D
0,23-0,005 153 =+ 16 C
0,23-0,01 206 =+ 21 D
0,25-0,001 256 =+ 26 E
0,25-0,005 1386 =+ 141 K
0,25-0,01 459 + 47 G
0,3-0,001 918 + 94 J
0,3-0,005 311 + 32 F
0,3-0,01 3000 <+ 306 L

*A, B, C vb. biiyiik harf simgeleri birbirlerinden farkli olan satirlarin istatistiksel olarak farki anlamlidir
(p<0,05).
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Sekil 24. SW480 hiicrelerinin ALA+D uygulamalari ile 72 saat muamelesi sonrasinda 6lgiilen

GPx + Standart Sapma degerleri (n=2)

Konsantrasyon grubuna ait ortalama GPx degerleri arasindaki farkin anlamli olup
olmadig ile ilgili varyans analizi i¢in F-Testi uygulanmistir. Konsantrasyon igin istatistiksel
farkliligin anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0,001). Oliim olan konsantrasyonlarda
ETANOL+DMSO kontrol grubuna gére GPx degerlerinin daha fazla arttig tespit edilmistir
(p<0,05).

Post-Hoc analizi i¢in Duncan Coklu Karsilagtirma Testi uygulanmig, Konsantrasyon
gruplar1 arasindaki ortalama GPx degerleri igin istatistiksel olarak farklar anlamli bulunmus

olup Tablo 23°te gosterilmistir. Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore (p<0,05);

0,1-0,01 uM-uM ALA+D konsantrasyonu ile ETANOL+DMSO arasinda istatistiksel
olarak farklilik bulunmamaktadir. ETANOL+DMSO, 0,2-0,001, 0,2-0,01, 0,2-0,005 uM-uM
ALA+D konsantrasyonlari arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmamaktadir. 0,2-0,01
0,2-0,005, 0,1-0,005 ve 0,23-0,005 pM-uM ALA+D konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel
olarak  farklihik  bulunmamaktadir. 0,23-0,01 ve 0,23-0,001 upM-uM ALA+D
konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak farklihik bulunmamaktadir. Diger biitiin

konsantrasyonlarin aralarindaki fark anlamlidir (p<0,05).
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4.6.4. D, ALA+D ve ALA Konsantrasyonlarinin GPx Sonuclarimin Karsilastirilmasi

GPx sonuglarina goére D, ALA+D ve ALA konsantrasyonlar1 karsilagtirilmast Sekil

25’te gosterilmektedir.
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Sekil 25. SW480 hiicrelerinin D, ALA+D ve ALA uygulamalart 72 saat muamelesi

sonrasinda Olciilen GPx degerleri

D ve ALA+D dozlarinda 6liim olmayan konsantrasyonlarda GPx miktarinin genellikle
kontrol gruplarina gére ¢ok farkli olmadig tespit edilmistir. Oliim olan ALA+D dozlarinda
ETANOL+DMSO kontrol grubuna GPx degerleri artmaktadir. ALA konsantrasyonlari
arttikca GPx degerleri ETANOL kontrol grubuna gore genellikle daha fazla artmaktadir.

4.7. SOD Analizi

4.7.1. SW480 Hiicrelerinin Farkli D Vitamini Konsantrasyonlarinda SOD Analizi

SWA480 hiicrelerinin D vitamini konsantrasyonlar ile 72 saat muamelesi sonrasinda

olgiilen absorbans degerlerine gore ortalama SOD ve standart sapma degerleri hesaplanmis
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olup, Tek yon varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuglar Ortalama SOD ve Standart
Sapma olarak Tablo 24 ve Sekil 26°da verilmistir.

Tablo 24. SW480 hiicrelerinin D uygulamalari ile 72 saat muamelesi sonrasinda dlgiilen SOD

+ Standart Sapma degerleri (n=2)

Konsantrasyon (uM) SOD(ng/mg protein)
DMSO 460 = 24 A
0,001 46,0 + 23 A
0,005 470 + 24 A
0,01 480 =+ 24 A

**A, B, C, D vb. biiyilik harf simgeleri birbirlerinden farkli olan satirlarin istatistiksel olarak farki anlamlidir

(p<0,05).
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Sekil 26. SW480 hiicrelerinin D uygulamalari ile 72 saat muamelesi sonrasinda 6lgiilen SOD

degerleri (n=2)

Konsantrasyon grubuna ait SOD degerleri arasindaki farkin anlamli olup olmadigr ile
ilgili varyans analizi i¢in F-Testi uygulanmistir. Konsantrasyon i¢in p degeri 0,509
bulunmustur. Bu deger p>0,05 olup, Konsantrasyon grubunun istatistiksel farkliliginin
anlamli olmadig: tespit edilmis olup, Konsantrasyon artisina bagli olarak SOD degerinde

herhangi bir degisim olmadig1 belirlenmistir (p>0,05).

Postock analizi i¢in Duncan Coklu Karsilastirma Testi ile Konsantrasyon gruplari
arasindaki SOD degerleri i¢in farklarin tespit edilmesi amaglanmis olup, Tablo 24’te

gosterilmis olup, konsantrasyon gruplari arasinda istatistiksel farklilik olmadig: belirlenmistir.
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4.7.2. SW480 Hiicrelerinin Farkh a-Linolenik Asit Konsantrasyonlarinda SOD Analizi

SWA480 hiicrelerinin a- Linolenik asit (ALA) konsantrasyonlari ile 72 saat muamelesi

sonrasinda Olgiilen absorbans degerlerine gore SOD ve standart sapma degerleri hesaplanmis

olup, Tek yon varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuglar Ortalama SOD ve Standart

Sapma olarak Tablo 25 ve Sekil 27°de verilmistir.

Tablo 25. SW480 hiicrelerinin ALA uygulamalari ile 72 saat muamelesi sonrasinda 6lgiilen
SOD + Standart Sapma degerleri (n=2)

Konsantrasyon(uM) SOD (ng/mg protein)
ETANOL 330 + 17 A
0,1 550 + 28 B
0,2 68,0 + 35 Cc
0,23 77,0 + 39 D
0,25 920 + 47 E
0,3 1500 =+ 7,7 F

*A, B, C, D, E vb. biiyiik harf simgeleri birbirlerinden farkli olan satirlarin istatistiksel olarak farki anlamlidir

(p<0,05).
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Sekil 27. SW480 hiicrelerinin ALA uygulamalar1 ile 72 saat muamelesi sonrasinda olgiilen

SOD degerleri (n=2)
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Konsantrasyon i¢in p<0,001 bulunmus olup, istatistiksel farklilik anlamli bulunmustur.
Konsantrasyon arttikga SOD miktarinda artis oldugu istatistiksel olarak tespit edilmistir
(p<0,001).

Post-Hoc analizi i¢in Duncan Coklu Karsilastirma Testi uygulanmis, Konsantrasyon
gruplar1 arasindaki ortalama SOD degerleri i¢in istatistiksel olarak farklar anlamli bulunmus

olup Tablo 25’te gosterilmistir. Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore (p<0,05);

ETANOL kontrol grubu ile biitiin ALA konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak
fark anlamlidir. Biitin ALA konsantrasyonlarinin aralarinda istatistiksel olarak fark

anlamlidir (p<0,05).

4.7.3. SW480 Hiicrelerinin Farkh a-Linolenik Asit+D Vitamini Konsantrasyonlarinda
SOD Analizi

SW480 hiicrelerinin ALA+D konsantrasyonlar1 ile 72 saat muamelesi sonrasinda
olgiilen absorbans degerlerine gére SOD ve standart sapma degerleri hesaplanmis olup, Tek
yon varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuglar SOD ve Standart Sapma olarak Tablo
26, Sekil 28’de verilmistir.

Tablo 26. SW480 hiicrelerinin ALA+D uygulamalar1 ile 72 saat muamelesi sonrasinda
oOlgiilen SOD =+ Standart Sapma degerleri (n=2)

Konsantrasyon (uM- pM) SOD(ng/mg protein)
ETANOL+DMSO 360 <+ 18 CD

0,1-0,001 290 <+ 15 B
0,1-0,005 340 <+ 17 C
0,1-0,01 260 <+ 14 A
0,2-0,001 380 =+ 19 D
0,2-0,005 440 + 23 E
0,2-0,01 300 =+ 15 B
0,23-0,001 51,0 + 26 F
0,23-0,005 550 <+ 28 G
0,23-0,01 490 =+ 25 F
0,25-0,001 730 <+ 37 J
0,25-0,005 490 <+ 25 F
0,25-0,01 480 =+ 24 F
0,3-0,001 430 =+ 272 E
0,3-0,005 640 <+ 33 H

0,3-0,01 1610 =+ 82 K

**A, B, C, D, E, F vb. biiylik harf simgeleri birbirlerinden farkli olan satirlarin istatistiksel olarak farki
anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 28. SW480 hiicrelerinin ALA+D uygulamalar1 ile 72 saat muamelesi sonrasinda 6lgiilen

SOD degerleri (n=2)

Konsantrasyon grubuna ait ortalama SOD degerleri arasindaki farkin anlamli olup
olmadig ile ilgili varyans analizi igin F-Testi uygulanmistir. Konsantrasyon igin istatistiksel
farkliigin  anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0,001). Oliim olan konsantrasyonlarda
ETANOL+DMSO kontrol grubuna gore SOD degerlerinin daha fazla arttig1 tespit edilmistir
(p<0,001).

Post-Hoc analizi i¢in Duncan Coklu Karsilagtirma Testi uygulanmig, Konsantrasyon
gruplar1 arasindaki ortalama SOD degerleri i¢in istatistiksel olarak farklar anlamli bulunmus

olup Tablo 26’da gosterilmistir.
Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore (p<0,05);

0,1-0,001 ve 0,2-0,01 uM-uM ALA+D konsantrasyonlar: arasinda istatistiksel olarak
farklilik bulunmamaktadir. 0,1-0,005 puM-uM ALA+D konsantrasyonu ile ETANOL+DMSO
arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmamaktadir. ETANOL+DMSO ile 0,2-0,001
uM-uM ALA+D konsantrasyonu arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmamaktadir.
0,3-0,001 ve 0,2-0,005 uM-uM ALA+D konsantrasyonlari arasinda istatistiksel olarak
farklilik bulunmamaktadir. 0,25-0,01, 0,23-0,01, 0,25-0,005, 0,23-0,001 uM-uM ALA+D
konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak farklihik bulunmamaktadir. Diger biitiin

konsantrasyonlarin aralarindaki fark anlamlidir (p<0,05).
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4.7.4. D, ALA+D ve ALA Konsantrasyonlarimin SOD sonuclarina gore Karsilastirilmasi

SOD sonuglarina gore D, ALA+D ve ALA konsantrasyonlar1 karsilagtirilmast Sekil
29’da gosterilmektedir.
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Sekil 29. SW480 hiicrelerinin D, ALA+D ve ALA uygulamalari ile 72 saat muamelesi

sonrasinda Ol¢iilen SOD degerleri

D konsantrasyonlari i¢in, Konsantrasyon artisina bagli olarak SOD degerinde herhangi
bir degisim olmadigi belirlenmistir. ALA+D konsantrasyonlari i¢cin ALA’nin diistik
konsantrasyonlarinda ETANOL+DMSO kontrol grubuna gore SOD degerlerinin azalmis
oldugu, ALA’nin yiiksek konsantrasyonlarinda ETANOL+DMSO kontrol grubuna gére SOD
degerlerinin daha fazla arttig1 tespit edilmistir. ALA konsantrasyonlari igin Konsantrasyon

artttkca SOD miktarinda artis oldugu istatistiksel olarak tespit edilmistir.
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5. TARTISMA

Epidemiyolojik ¢alismalar, D vitamini eksikliginin ¢esitli insan kanserleriyle iliskili
oldugunu gostermis olup, VDR aktif D vitamini metaboliti ile birlikte biyolojik etkilerin
cogunu diizenlemektedir. VDR, 1,25(OH);D; ile ince bagirsak ve kolonda yiiksek oranda
bulunmakta olup, bagirsakta hiicre c¢ogalmasinda ve farklilagsmasinda, bagirsak bariyeri

islevinde, dogustan gelen bagisiklikta regiile edici etkisi oldugu belirtilmistir (Jun Sun, 2017).

1,25(0OH),;D3, VDR proteinine baglandiginda, VDR, dimerizasyon alanlarindan
retinoik asit reseptorii (RXR) ile birlesir ve 1,25 (OH),D3-VDR-RXR kompleksi olusur, daha
sonra D vitamini hedef gendeki yanit -elementlerine baglanir. Hedef genlerin
promoterlerindeki DNA baglama alani yoluyla, bu hedef genlerin ekspresyonunu aktive eder.
Genlerin tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler) VDR geninde tanimlanmis olup, Bu
SNP'lerin kolorektal kansere karsi artan duyarlilik ile iligkili oldugu bildirilmistir (Touvier ve
ark, 2011; Deeb ve ark, 2007).

1,25(0OH);D3 sinyallemesinde doku tipi varyasyonlar vardir. VDR ekspresyonu timor
hiicresinin 6nemli bir belirleyicisidir. Kolon tiimoérleri en yiiksek VDR ekspresyonu ile
1,25(0OH),D3 tedavisine en ¢ok tepki vermistir. Ancak VDR'nin downregiilasyonunun kolon

kanseri hiicrelerinde antikanser etkisini azalttig belirtilmistir (Deeb ve ark, 2007).

D vitamini dogustan gelen bagisikligin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayan bir
steroid hormonu olarak tanimlanmistir. D vitamininin aktivasyonu, iki sirali hidroksilasyon
admminda gerceklesir. Ik adimda karacigerde 25-hidroksilaz, Ds vitaminini birincil dolasim
veya depolama formu olan 25(0OH)Ds formuna déniistiiriir. Ikinci adimda ise 25(OH)Ds
bobreklerde 1,25(0H),D3’e doniisiir. ( Zhu ve DeLuca, 2012; Hansdottir ve ark, 2008).

2008 yilinda yaymlanan D vitamini ve kanser iligkili Uluslararas1 Kanser Arastirma
Ajanst’nin raporunda; 25(OH)D3 diizeyi arttikca kolorektal kanser diizeyinin azalmakta
oldugu belgelenmistir. Yapilan bir ¢alismada 25(OH)Dj3’iin daha yiiksek plazma seviyelerinde
VDR genine bagli olarak kolorektal kanser sagkaliminda daha etkili oldugu tespit edilmistir
(Zgaga ve ark, 2014). Bir meta analiz ¢aligmasinda ise 64 ¢aligmada incelenen 44 165 vakaya
gore daha yiiksek 25(OH)D3 konsantrasyonlar: kanserde sagkalim ve ilerlemesiz sagkalimda
daha etkili oldugu tespit edilmistir (Vaughan-Shaw ve ark, 2017). Yapilan bir baska

calismada D vitamini yiliksek konsantrasyon takviyesinin D vitamini yetersizligi olan yash
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kadin hastalarda serum D vitamini diizeyini artirarak, inflamasyonu baskiladigi, antioksidan
kapasitesini artirdigi  oksidatif stres biyomarkerlarinin artmasiyla ortaya konmustur

(Cavalcante ve ark, 2015).

UT-EC-1 ve UT-EC-3 endometrial adenokarsinoma hiicre dizilerinde yapilan bir
calismada 1,25(OH);D3’lin hiicre hattinda biliylimeyi inhibe ettigi, sitotoksik etkisinin
bulundugu belirlenmistir (Kuittinen ve ark, 2017).

MCEF-7 hiicre dizisi ile yapilan in vitro bir ¢alismada D vitamininin meme dokularinda
hiicre bliziilmesi, kromatin agmin yogunlagsmasi ve DNA'nin parcalanmasina neden olarak
apoptozisin indiiksiyonunda 6nemli bir rol oynadigi ortaya konmustur (Simboli-Campbell ve
ark, 1996). Meme Kanseri hiicreleri ile yapilan baska bir ¢alismada VDR'nin fonksiyonel
ifadesi ve niikleer aktivasyonunun, meme kanserinin Onlenmesini saglayan hedef genin
tizerindeki D vitamini yanit elementine (VDRE) D vitamininin baglanmasiyla proliferasyonun

inhibe ederek proapoptozu uyardigi belirlenmistir (Igbal ve Khan, 2017).

Goglis kanseri hiicre dizilerinde yapilan baska bir ¢alismada D vitamini reseptorii
bulunan hiicre dizilerinde, bulunmayanlara oranla kalsitriole (1,25(OH);D3) duyarliligin daha
yiikksek oldugu tespit edilmistir. Ayn1 ¢alismada 1,25(OH);D3 1Csq degerleri gogiis kanseri
hiicre dizileri i¢in 0,12 pM ile 20 pM’dan biiylik konsantrasyonlara kadar genis bir aralikta
oldugu belirlenmis olup, VDR varliginin etkili oldugu tespit edilmistir (Murray ve ark, 2017).

Yapilan gesitli in vivo ve in vitro ¢alismalarda farkli kanser tiirlerinde D vitamininin
hiicre proliferasyonun inhibe edilmesinde ve apoptoziste etkileri mevcuttur (O’Kelly ve

Koeftler, 2003; Van den Bemd ve Chang 2002; Degisli, 2010).

Apoptozis viicudun kanserden korunma mekanizlarinin en Onemlilerinden biridir.
Apoptozisi artiran veya azaltan besin maddeleri, gida takviyeleri ve ilaglar kanser
miicadelesinde oldukc¢a 6nemli olup hiicresel proliferasyonunun inhibisyonunda etkili oldugu

bilinen 1,25(0OH),D3 en giiglii hormonlardan biri oldugu tespit edilmistir (Holick 2008).

D Vitamininin uyardig1r apoptoz mekanizmasi tam olarak anlagilamamasina ragmen
MCF-7 hiicre dizisinde yapilan baska bir calismada apoptozun D vitamini aracilifi ile
uyarilmasi sonucu apoptoza neden olan reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumuna sebep olan

mitokondriyal bozulma ile korele oldugu kanisina varilmistir (Narvaez ve ark, 2001).
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D vitamininin meme kanseri hiicreleri i¢in proapoptotik etkisi oldugu, MCF-7
hiicrelerinde, aerobik metabolizma sirasinda hiicre igi ROS tiirlerinin artmasi sonucu SOD
gibi ROS'a karsi hiicresel savunma sisteminin ana bilesenlerinden birinin ekspresyonunu

inhibe ettigi belirlenmistir (Ravid ve ark, 1999).

SOD miktarindaki azalmanin, D vitamininin oksidan etkisinin mekanizmalarindan biri
olabilecegi, MCF-7 hiicre dizisinde yapilan baska c¢aligmalarda, SOD'un asir1 ekspresyonu
sonucu, MCF-7 hiicrelerinin yaralanmasinin 6nlendigi ortaya konmustur (Doroshow ve ark,

1991; Manna ve ark, 1998).

SOD diizeylerindeki azalmanin, H,O, ve siiperoksitler arasindaki dengenin kaymasina
neden olup, artan siiperoksit seviyeleri, yiiksek toksik peroksinitrit olusturmak icin NO ile
etkileserek, artmis oksidatif hasara neden olabilecegi ve Fenton reaksiyonu sunucu serbest
demir miktarinin atrmast yoluyla hidroksil radikal olusumunu destekledigi belirlenmistir

(Squadrito ve ark, 1998; Minotti ve ark, 1993).

D vitamininin antioksidan etkileri oldugu, DNA hasarint onarmada farkl
mekanizmalarla etkili oldugu tespit edilmistir (Fleet ve ark, 2012). Yapilan in vivo
caligmalarda D vitamininin SOD siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin artigtyla lipid
peroksidasyonunu azalttig1 belirtilmistir (Mokhtari ve ark, 2017). Ayrica 1,25(OH),D3’nin
prostat epitel hiicreleri ve LNCaP hiicrelerinde SOD aktivitesini indiikledigi belirlenmistir
(Peehl ve ark, 2004; Lambert ve ark, 2006). Bir c¢alismada MCF-7 hiicrelerinde
1,25(0OH);D3’nin GPx degerini etkilemezken, SCC25 hiicrelerinde artirdigi belirtilmistir (Lin
ve ark, 2002). Baska bir ¢alismada RWPEI hiicrelerinde 1,25(OH),D3’nin yine GPx miktarini
artirdig1 bildirilmistir (Kovalenko ve ark, 2010).

Yapilan in vivo ve in vitro calismalarda 1,25(OH),D; meme kanserinde anti-
proliferatif etkisi ve pro-apoptotik faaliyetleri gosterilmis olup, deneysel ¢aligmalarda hiicrede
D vitamini reseptoriiniin ve 1-o hidroksilazin kolorektal hiicrelerinde bulundugu
belirlenmigtir. 1,25(OH);D3 insan kolon adeno ve karsinoma hiicrelerinden birincil kiiltiirde
olusturulan insan kolon adenokarsinom tiirevli hiicre hatlarinda biiyiime ve farklilagmay1
engelledigi ortaya konmustur. Aktif D vitamininin insan kolon kanseri hiicresinde D vitamini
reseptorlerine baglanmasi ile proliferasyonu etkileyen cesitli genleri diizenleyerek kanser
hiicrelerinin proliferasyon ve diferansiyasyonu inhibe ettigi belirlenmistir (Simboli-Campbell

ve ark 1996).
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Yapilan in vivo bir ¢alismada kolon kanserinde D vitamini diizeyi yeterli ve eksik olan
fareler karsilastirilmig, D vitamini diizeyi yeterli olan farelerde tiimdr biiylimesinin anlamli

olarak daha az oldugu gozlenmistir (Spina, 2005).

Caco-2, SW1417 ve SW480-ADH kolon kanseri hiicrelerinde 1,25(OH),D3
konsantrasyonlar1 kullanilarak yapilan bir ¢alismada hiicre hatlarinin her biri i¢in hiicrenin
fosfolipit kompozisyonunu etkileyerek hiicre proliferasyonunu azaltmakta oldugu

belirlenmistir (Leyssens ve ark, 2015).

Siganlar kullanilarak yapilan bir ¢alismada anjiyotensin II tip 1 reseptor blokerleri ile
kombine edilen D vitamini, zamanla oksidatif stresi azaltarak ve bobrek antioksidan
kapasitesini artirmis, diyabetik nefropatinin tedavisi lizerinde sinerjik bir etki gdstermistir

(Deng ve ark, 2016).

Omega-3 yag asiti kaynagi olan o-Linolenik Asit (ALA) ile yapilan c¢esitli
caligmalarda prostat, meme, mesane kanser hiicrelerinin proliferasyonu azaltarak regiile ettigi
ortaya konmustur. HT 29 ve HCT116 ve MCA 38 hiicre dizilerinde yapilan bir ¢alismada
Omega-3 yag asidinin hiicre proliferasyonunu, adezyonunu ve invazyonunu engelledigi ortaya
konulmustur (Chamberland JP 2014; Manson ve ark, 2012). Omega-3 yag asitlerinin
antioksidan etkileri oldugu cesitli deneysel calismalarla da gosterilmistir (Zararsiz ve Ark,

2006; Kus ve ark, 2008; Stone, 1997).

MCF-7 hiicreleri iizerinde yapilan cesitli ¢alismada farelere ALA zengini bir diyet
uygulanmig MCF-7 timoériinde bilylimeyi ve ¢ogalmayi azalttigi gozlenmistir (Mason-Ennis
ve ark, 2016; Chen ve ark, 2007; Saggar ve ark, 2010).

MCF-7 gogiis kanseri hiicre dizisinde yapilan baska calismalarda ALA’nin
metabolitleri olmadan hiicre canliigim azaltigi (LeMay-Nedjelski ve ark, 2018),

mitokondriyal apoptoza neden oldugu ortaya konmustur (Roy ve ark, 2017).

Birkag meme kanseri dizisi iizerinde yapilan in vitro ¢aligmalarda ALA’nin bagimsiz
etkileri goriilebilmis ve ALA nin meme kanseri hiicre proliferasyonunu azalttig1 gozlenmistir.
(Mason-Ennis ve ark, 2016; Wiggins ve ark, 2015; Bardon ve ark, 1996; Grammatikos ve
ark, 1994). Bazi1 ¢aligmalarda ALA higbir etki gdstermemistir (Horia ve ark, 2005).

Siganlar iizerinde formaldehit kullanilarak néronal hasar ile oksidatif stres olusturulan

bir caligmada, omega-3 yag asiti kullanilan grupta, kullanilmayanlara gére SOD ve GPx
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enzim aktiviteleri artmis ve azalan MDA seviyeleri tespit edilmis olup, formaldehitin neden
oldugu hiicresel hasarin azaldigr ve yapisal gorlinlimiin kontrol grubundaki si¢anlara
benzedigi belirlenmistir. Prefrontal kortekste formaldehit ile indiiklenen ndéron hasarinin

omega-3 esansiyel yag asitleri ile 6nlendigi saptanmistir (Zararsiz ve ark, 2006).

Siganlar iizerinde yapilan baska bir calismada formaldehit toksititesi sonucu testislerde
meydana gelen oksidatif doku hasarinin omega-3 yag asitleri tarafindan engellendigi omega -
3 kullanilmayanlara gore SOD ve GPx enzim aktiviteleri artmig ve azalan MDA seviyeleri

tespit edilerek biyokimyasal olarak ortaya konmustur. (Kus ve ark, 2008)

Sicanlar lizerinde yapilan baska bir calismada omega-3 yag asiti verilen siganlarin
bobrek dokusunda oksidatif hasar1 6nledigi, antioksidan savunma sistemini gii¢lendirdigi ve
bobrek dokusu iizerinde koruyucu etki gosterdigi, kontrol grubuna gore SOD ve GPX
aktivitelerinin artarken, MDA diizeylerinin azaldig1 tespit edilmistir (Giilcen ve ark, 2012)

Tip I diyabet hastasi sican embriyolar1 iizerinde yapilan baska bir ¢aligmada diisiik
ALA konsantrasyonlarinin lipit peroksidasyonunda yiiksek konsantrasyonlardan daha etkili
oldugu tespit edilmis olup, MDA diizeylerinin, diisiik ALA konsantrasyonlarinda daha diistik
oldugu ortaya konmustur (Chirino-Galindo ve ark, 2017).

Omega-3 kaynagi olan balik yaginin antioksidatif etkileri nedeniyle kanser hiicreleri
tizerinde sitotoksik etkileri oldugu, hiicre biiyiimesini ve canliligini inhibe ettigi belirtilmistir.

(Silva ve ark, 2015)

MCF-7, BT-474, MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicre dizilerinde yapilan bir
calismada ALA’nin gogiis kanseri hiicre dizilerinin biiyiimesini engelledigi ortaya konmustur

(Wiggins ve ark, 2015).

HT-29 kolon kanseri hiicre dizisinde yapilan bir calismada ALA’nin hiicre

proliferasyonunu inhibe ettigi belirlenmistir (Serini ve ark, 2018).

Literatiir taramasi1 sonucunda genel olarak D ve ALA i¢in kanser hiicre
proliferasyonunu azalttiklar1, % canlilig1 diistirerek sitotoksik etki yaptiklar1 ve proapoptotik
etkileri oldugu belirlenmistir. Ayrica D vitamininin etkisinin hiicredeki VDR diizeyine baglh
oldugu tespit edilmistir. D vitamini ile yapilan bazi ¢alismalarda D konsantrasyonlarinin
oksidan etkileri igin SOD miktarin1 azaltarak, NO olusumunu destekledigi ve lipit

peroksidasyonunu artirdig1 lipit peroksidasyonu son {iriinii olan MDA miktarindaki artis ile
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belirlenmistir (Doroshow ve ark, 1991; Squadrito ve ark, 1998; Minotti ve ark, 1993). Buna
karsilik yapilan baska calismalarda ise D vitamininin antioksidan etkileri olarak, SOD
(Mokhtari ve ark, 2017; Peehl ve ark, 2004; Lambert ve ark, 2006) ve GPx’in (Kovalenko ve
ark, 2010) arttig1 ¢alismalar ile GPx diizeyinin degismedigi (Lin ve ark, 2002) ¢alismalar

mevcuttur.

Omega-3 yag asitleri ile yapilan gesitli in vivo galismalarda olusan oksidatif strese
karsilik SOD ve GPx enzim aktiviteleri artmis ve azalan MDA seviyeleri tespit edilmistir
(Zararsiz ve ark, 2006; Mason-Ennis ve ark, 2016; Wiggins ve ark, 2015; Bardon ve ark,
1996; Grammatikos ve ark, 1994; Kus ve ark, 2008; Giilcen ve ark, 2012).

Sicanlarla yapilan baska bir ¢aligmada diisiik ALA ile beslenmeye kiyasla, yeterli
ALA veya EPA + DHA ile takviyeli diyetlerde, serebrum MDA icerigini etkilenmedi, fakat
karacigerde MDA igerigini arttigi, Uterinde MDA diizeyinin EPA + DHA diyetinde arttig1
belirlenmistir. Ayrica yeterli ALA veya EPA + DHA ile takviyeli diyetlerde, karaciger ve
uterusta SOD2 aktivitesini artirirken, sadece EPA + DHA ile takviyeli diyetinde, serebrumda
SOD2 aktivitesini arttirdigi, SOD1, CAT ve GPx aktiviteleri ALA veya EPA + DHA
takviyesi ile degismedigi tespit edilmis olup, SOD, GPx ve MDA aktivitelerinin hiicresel
diizeyde spesifik oldugu soylenebilir (Garrel ve ark, 2012).

Bununla birlikte yapilan farkli g¢alismalarda diyabette organizmanin antioksidan
savunma sistemini olusturan enzimler oksidatif stres karsisinda inaktive oldugu calismalar
(Seven ve ark, 2004; Kakkar ve ark, 1995) mevcut olup, MDA diizeyleri yiikselirken SOD ve
GPx diizeylerinin azaldig1 belirlenmistir. Buna karsilik diyabetin ileri asamalarinda
antioksidan enzim aktivitelerinin, MDA, SOD ve GPx diizeylerinin arttigi belirlenen
caligmalarla (Dinger ve ark, 2002; Yildirim ve Biiylikbing6l, 2002) birlikte diyabette MDA
diizeyi artarken, SOD diizeyinin azalip, GPx diizeyinin degismedigi (Sadi G ve Sadi O, 2011)
calismalarda vardir. Sicanlarda yapilan bir calismada igme suyuyla bakir verilerek oksidatif
stres yaratilmis Olgiilen MDA ve SOD seviyelerinin arttigi tespit edilirken (Toplan ve ark,
2003; Sansinanea ve ark, 1998; Ossola ve ark, 1997), baska bir ¢alismada siganlarda bakir
yiikklemesi sonucu SOD aktivitesinin azaldigi belirlenmistir (Zhang ve ark, 2000). Bu
baglamda yapilan cesitli calismalarda elde edilen sonuglar oksidatif stres olusumunda benzer

caligmalarda farkli sonuclar bulunabilecegini gostermektedir.
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Bu calismada oncelikle ¢esitli D, ALA+D ve ALA konsantrasyonlarinin SW480
hiicrelerinin canlilig1 {izerinde etkisinin olup olmadigini ortaya ¢ikarmak amacryla WST-1
testi yapilmistir. WST-1 analizinde saptanan bulgular Annexin V analizi ile desteklenmistir.

Analiz sonuglarina gore;

WST-1 testinde, SW480 hiicre hatt1 iizerine 0,001, 0,005 ve 0,01 uyM D
konsantrasyonlarinin ortalama canlilik iizerine etkisi incelendiginde ¢alismada uygulanan en
yiiksek D konsantrasyonu olan 0,01 uM D konsantrasyonu i¢in 72 saat sonrasinda elde edilen
ortalama Canlilik degeri % 77,10 olup, 1Cso degeri tespit edilememistir. D vitamini
konsantrasyonlar1 belirlenirken yapilan WST-1 denemelerinde kullanilan en yiiksek
konsantrasyon olan 1 pM konsantrasyonunda dahi [Csp degeri tespit edilememistir.
Konsantrasyon grubu icin istatistiksel farkliliginin anlamli oldugu tespit edilmis olup,
Konsantrasyon arttik¢a hiicre canlilign azalmaktadir (p<0,05). Shabahang ve ark (1993)
tarafindan SW480 hiicre dizisinde VDR miktarinin orta diizeyde oldugu belirlenmis olup,
Deep ve ark (2007) ve Murray ve ark (2017) hiicredeki VDR miktarinin D vitamininin etki
diizeyini belirledigini bildirmislerdir. D vitamininin SW480 hiicre canliligindaki ve
proliferasyonundaki azalmaya etkisinin diisiik olmasi, VDR miktarinin orta diizeyde olmasi
ile aciklanabilir. Annexin V testi sonuglarina gére; DMSO kontrol grubunda yasam orani %
89,55 iken, 0,01uM konsantrasyonu i¢in % 62,60 bulunmustur. DMSO kontrol grubuna gore
apoptotik 6liim stirecinin erken evreleri degerinin % 2,75’ten % 33,00’a ¢iktig1 tespit edilmis,
toplam 6liim oran1 % 36,95 olarak hesaplanmistir. Sonuglar literatiirle (Murray ve ark, 2017;
O’Kelly ve Koeffler, 2003; Van den Bemd ve Chang 2002; Degisli, 2010; Narvaez ve ark,
2001) uyumlu olup, D vitamini konsantrasyonlar:1 arttikga hiicre proliferasyonu azalmakta
oldugu fakat D vitamininin SW480 hiicre dizisi tlizerinde hiicre proliferasyonunun
inhibisyonunda etki diizeyinin diisiik oldugu, D vitamininin erken apoptotik etkisi oldugu

tespit edilmistir.

SW480 hiicrelerinin a-Linolenik Asit konsantrasyonlar1 ile 24, 48 ve 72 saat
muamelesi sonrast WST-1 testinde elde edilen verilere gore; ICso konsantrasyonu 0,25 uM
olup, inkiibasyon siiresi 72 saattir. Saat*Konsantrasyon interaksiyonu igin istatistiksel
farkliligin anlamli oldugunu belirlenmistir (p<0,05). Konsantrasyon miktar1 arttikga ve
inkiibasyon stiresindeki artigsa bagli olarak hiicre canlilig1 ve dolayisiyla hiicre proliferasyonu
ETANOL kontrol grubuna gore daha fazla azalmaktadir (p<0,05). SW480 hiicrelerinin ALA

konsantrasyonlari ile muamelesinde apoptoz Ol¢iimii icin ETANOL kontrol grubu ile 1Csg
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konsantrasyonu olan 0,25 pM ALA konsantrasyonu i¢in Annexin V analizi sonucunda,
ETANOL kontrol grubunda yasam orant % 90,50 iken, 0,25 pM konsantrasyonu i¢in % 29,95
bulunmustur. ETANOL kontrol grubuna gore apoptotik oliim siirecinin erken evreleri
degerinin % 4,60’dan % 67,25’e c¢iktig1 tespit edilmis ve toplam 6lim oran1 % 70,05 olarak
bulunmustur. Sonuglar literatiirle (LeMay-Nedjelski ve ark, 2018; Roy ve ark, 2017; Mason-
Ennis ve ark, 2016; Wiggins ve ark, 2015; Bardon ve ark, 1996; Grammatikos ve ark, 1994)
uyumlu olup, ALA konsantrasyonlari arttik¢a hiicre proliferasyonu azalmakta oup, ALA’nin

erken apoptotik etkisi oldugu belirlenmistir.

WST-1 analizi sonuglarina gore; SW480 hiicrelerinin a-Linolenik Asit+D vitamini
konsantrasyonlar1 ile 24, 48 ve 72 saat muamelesi sonrasi elde edilen verilere gore; 1Csg
konsantrasyonu 0,25-0,01 pM-uM olup, inkiibasyon siiresi 72 saattir. Saat*Konsantrasyon
interaksiyonu i¢in istatistiksel farkliligin anlamli oldugunu belirlenmistir. Konsantrasyon
miktar1 arttik¢a ve inkiibasyon siiresindeki artisa bagli olarak hiicre canliligi ve dolayisiyla
hiicre proliferasyonu ETANOL kontrol grubuna gore daha fazla azalmaktadir (p<0,05).
SW480 hiicrelerinin ALA+D konsantrasyonlar1 ile muamelesinde apoptoz Ol¢limii icin
ETANOL+DMSO kontrol grubu ile ICsy konsantrasyonu olan 0,25-0,01 uM-uM ALA+D
konsantrasyonu i¢in Annexin V analizi sonuglarina gore; ETANOL+DMSO kontrol grubunda
yasam orani % 92,90 iken, 0,25-0,01 (uM- uM) ALA+D konsantrasyonu i¢in % 48,70
bulunmustur. ETANOL+DMSO kontrol grubuna goére apoptotik 6liim siirecinin geg evreleri
degerinin % 3,65’ten, % 29,10’a ¢iktig1 tespit edilmistir. ETANOL+DMSO kontrol grubuna
gore apoptotik 6liim siirecinin erken evreleri degerinin % 2,70’den, % 19,25’e ¢iktig1 tespit

edilmis, toplam 6liim oram1 % 48,35 olarak tespit edilmistir.

Calismada D, ALA+D ve ALA konsantrasyonlarinin SW480 hiicrelerinin toplam
protein miktarina etkisi 72 saatlik inkiibasyonlar sonunda BCA Toplam Protein Testi ile
belirlenmis olup, konsantrasyon arttik¢a hiicre proliferasyonunun inhibisyonu ile paralel
olarak protein miktari azalmaktadir. Toplam protein miktarlar1 i¢in D, ALA+D ve ALA

konsantrasyonlari i¢in istatistiksel farklilik anlamlidir (p<0,05).

ALA+D konsantrasyonlar1 bir arada kullanildiginda o6zellikle diisik ALA
konsantrasyonlar1 (0,1-0,001, 0,1-0,005, 0,1-0,01, 0,2-0,001, 0,2-0,005, 0,2-0,01 uM-uM) i¢in
toplam protein miktarinda ve hiicre prolifersayonunda D ve ALA konsantrasyonlarindan
farkli olarak, ETANOL+DMSO kontrol grubuna gore artis gozlenmektedir. Bu baglamda,
calismada ALA+D konsantrasyonlar1 i¢in diisiik ALA konsantrasyonlarinda (0,1-0,001,
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0,1-0,005, 0,1-0,01, 0,2-0,001, 0,2-0,005, 0,2-0,01 pM-uM) hiicre proliferasyonunu
destekledigi, sitotoksik etki gostermedigi belirlenmis olup, D ve ALA konsantrasyonlarinin
bir arada kullanilmasinin sitotoksisite tizerinde sinerjik bir etkisi olmadigi tespit edilmistir.
Ayrica ALA+D konsantrasyonlarinda ALA’nin hiicreler {lizerinde daha etkili oldugu tespit

edilmistir.

SW480 hiicre dizisi D, ALA ve ALA+D konsantrasyonlar1 ile 72 saatlik muamelesi

sonrasinda elde edilen hiicre goriintiilerine gore;

D vitamini konsantrasyonlarinda; Hiicre sayis1 Konsantrasyon arttikga azalmakta olup,
konsantrasyon artigt ile birlikte hiicrelerin morfolojik yapisindaki bozulmalar hiicre
genislemesi seklindedir. ALA ve ALA+D konsantrasyonlarinda ise, D konsantrasyonlarindan
farkli olarak, konsantrasyon artisi ile birlikte hiicrelerin morfolojik yapisindaki bozulmalar
hiicrelerin uzamasi seklinde olup, hiicre miktarinin konsantrasyon arttikca azalmakta oldugu
tespit edilmistir. ALA+D ve ALA konsantrasyonlari i¢in hiicrelerin morfolojik yapisinin
bozulmasindaki benzerlik ALA+D konsantrasyonlarinda ALA’nin SW480 hiicreleri lizerinde

daha etkin oldugu desteklemektedir.

Calismada D, ALA+D ve ALA uygulamasi sonucu kanser hiicrelerinde olusabilecek
oksidatif hasar1 belirleyebilmek i¢in NO ve lipit peroksidasyon son iiriiniit MDA tayini yapildi.
Olusan oksidatif strese karst gelisebilecek olan antioksidan savunmayi1 gosterebilmek icin

SOD ve GPx diizeyleri belirlendi.

Calismada D vitamini konsantrasyonlarinda antioksidan aktivite parametreleri

incelendiginde;

MDA analizi sonuglarma gore; Farkli konsantrasyon uygulamalarinda, MDA
miktarindaki degisim istatistiksel olarak onemli bulunmustur (p<0,05). 0,001 ve 0,01uM
konsantrasyonlari i¢gin MDA degeri DMSO kontrol grubuna gore artmis, 0,005 pM

konsantrasyonunda ise azalmstir.

NO analizi sonuglarina gore; Farkli konsantrasyon uygulamalarinda, NO miktarindaki
degisim istatistiksel olarak onemli bulunmustur (p<0,05). 0,001uM konsantrasyonu i¢in NO
degeri DMSO kontrol grubuna gore artmistir, 0,005 ve 0,01 uM konsantrasyonunda ise

DMSO kontrol grubu ile yaklasik olarak ayni miktardadir.

94



GPx analizi sonuglarina gore; Farkli konsantrasyon uygulamalarinda, GPx
miktarindaki degisim istatistiksel olarak onemli bulunmustur (p<0,05). 0,001 ve 0,005uM
konsantrasyonu i¢in GPx degeri DMSO kontrol grubuna gore konsantrasyon artisina bagl
artmistir, 0,01 uM konsantrasyonunda ise 0,005 uM konsantrasyonuna gore daha az miktarda

olup, DMSO kontrol grubundan daha yiiksek miktardadir.

SOD analizi sonuglarma gore; Konsantrasyon grubunun istatistiksel farkliliginin
anlamli olmadig1 tespit edilmistir (p>0,05). Konsantrasyon artisina bagli olarak DMSO

kontrol grubuna gére SOD degerlerinde herhangi bir degisim olmadigi belirlenmistir.

0,001uM D vitamini konsantrasyonu i¢in, DMSO kontrol grubuna géore MDA , NO
ve GPx miktarlarmin arttigi, SOD miktarinin degismedigi belirlenmis olup, 0,005 pM D
vitamini konsantrasyonu i¢in, DMSO kontrol grubuna gére GPx miktarinin arttifi, MDA
miktarinin azaldigi ve NO ve SOD miktarinin degismedigi belirlenmistir. 0,01 uM D vitamini
konsantrasyonu igin DMSO kontrol grubuna gore GPx ve MDA miktarlarinin arttigi NO ve
SOD miktarinin degismedigi belirlenmistir. D vitamininin 0,001uM konsantrasyonu igin
hiicrede oksidatif stres olusmasi nedeniyle MDA ve NO diizeylerinin DMSO kontrol grubuna
gore artmis olmasi ve oksidatif strese mukavemet gostermek i¢in antioksidan savunma sistemi
nedeniyle GPx miktarinin DMSO kontrol grubuna gore artmis oldugu tespit edilmistir.
Bununla birlikte SOD diizeyinde DMSO kontrol grubuna gore degisiklik olmamistir. SOD
miktarinin degismemesi nedeniyle ¢alismada, siiper oksit anyon radikalinin D vitamini
uygulamalarinda tretilmedigi diisiiniilebilir. 0,005 ve 0,01 uM D vitamini konsantrasyonu
icin MDA, NO, diizeylerinin 0,001 uM D vitamini konsantrasyonuna gore daha diisiik oldugu
tespit edilmis olup, indiiklenen GPx antioksidan enziminin MDA ve NO miktarlarin
azalmasma neden oldugu diisiiniilebilir. Bu bulgulara gore, D vitamininin SW480 hiicre
dizisinde lipit peroksidasyonunu artirdig1 ve antioksidan savunmada, GPx enzim aktivitesinin
savunma sistemi olarak gelistigi, oksidatif stres 0,001puM konsantrasyonda maksimum
diizeylerde iken 0,005 ve 0,01 uM konsantrasyonlarda GPx aktivitesinin NO aktivitesini
DMSO kontrol seviyesine ¢ektigi MDA seviyesinin ise, GPX etkisi ile azaldigi, fakat 0,01
uM D vitamini konsantrasyonunda DMSO kontrol grubuna gére MDA ve GPx aktivitelerinin
daha yiiksek miktarda olduklari, buna karsiik SOD diizeyinde degisiklik olmadigi

belirlenmistir.

Calismada ALA  konsantrasyonlarinda  antioksidan  aktivite  parametreleri

incelendiginde;
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Konsantrasyon arttikca MDA, NO, GPx ve SOD diizeylerinde ETANOL kontrol

grubuna gore daha fazla artma oldugu istatistiksel olarak belirlenmistir (p<0,001).

ALA’nin hiicrede oksidatif stres olusmasi nedeniyle MDA ve NO diizeylerinin
ETANOL kontrol grubuna gore konsantrasyon artisiyla artmis oldugu ve buna karsilik
oksidatif strese mukavemet gdstermek i¢in antioksidan savunma sistemi nedeniyle SOD ve
GPx aktivitelerinin ETANOL kontrol grubuna gore artmis oldugu tespit edilmistir. Calisma
sonuglart dikkate alindiginda maksimum MDA ve NO artisina gore (0,3uM), 0,25 uM ICsp
ALA konsantrasyonu i¢in olusan orta diizeyde oksidatif strese karsilik, antioksidan savunma
sistemi nedeniyle SOD ve GPx miktarinin ETANOL kontrol grubuna gore orta diizeyde
artmig oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte MDA, NO, SOD ve GPx analizinde
maksimum degerler hiicre canliliginin % 13,7 olarak tespit edildigi 0,3 uM ALA
konsantrasyonunda elde edilmistir. Bu konsantrasyonda SOD ve GPx degerlerinin artmaya
devam etmesi hiicrelerin metabolik aktivitesinin devam ettigini, fakat MDA ve NO
degerlerinin diismemesi hiicrelerin apoptoza dogru gitmekte oldugunu gostermektedir. Garrel
ve ark (2012) tarafindan yapilan in vivo bir ¢caligmada sigan beyin, karaciger ve uterus MDA,
SOD ve GPx degerlerin organa gore spesifik olarak degistigi tespit edilmistir. Ayrica yapilan
cesitli benzer calismalarda oksidatif stres olusumunda MDA, NO, GPx ve SOD diizeyi
sonuglarinin farkli bulunabilecegini belirlenmis olup (Seven ve ark, 2004; Kakkar ve ark,
1995; Sadi G ve Sadi O, 2011; Zhang ve ark, 2000), oksidatif stres karsisinda MDA, SOD ve
GPx degerlerinin birlikte arttig1 calismalar da vardir (Dinger ve ark, 2002; Yildirim ve
Biiyiikbingol, 2002; Toplan ve ark, 2003; Sansinanea ve ark, 1998; Ossola ve ark, 1997).

Calismada ALA+D konsantrasyonlarinda antioksidan aktivite parametreleri

incelendiginde;

Farkli Konsantrasyon uygulamalarinda MDA, NO, GPx ve SOD diizeyleri igin
istatistiksek farkliligin  anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0,05). ALA’nin diisiik
konsantrasyonlar1 (0,1-0,001, 0,1-0,005, 0,1-0,01, 0,2-0,001, 0,2-0,005, 0,2-0,01 pM-uM)
icin ETANOL+DMSO kontrol grubuna goére daha diisiik oldugu, ALA’nin yiiksek
konsantrasyonlarinda (0,23-0,001, 0,23-0,005, 0,23-0,01, 0,25-0,001, 0,25-0,005, 0,25-0,01,
0,3-0,001, 0,3-0,005, 0,3-0,01 uM-uM) ise ETANOL+DMSO kontrol grubuna gore daha
yiiksek diizeyde oldugu, 03-0,01 uM-uM konsantrasyonunda ise MDA, NO, GPx ve SOD’un
maksimum diizeye ulastiklar1 belirlenmis olup, bu konsantrasyonda SOD ve GPx degerlerinin

artmaya devam etmesi hiicrelerin metabolik aktivitesinin devam ettigini, fakat MDA ve NO
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degerlerinin diigmemesi hiicrelerin apoptoza dogru gitmekte oldugunu gostermektedir.
Calisma sonuglart dikkate alindiginda maksimum MDA ve NO artigina gore (0,3-0,01 pM-
uM), 0,25-0,01 puM-uM ICsy ALA+D konsantrasyonu ig¢in olusan orta diizeyde oksidatif
strese karsilik, antioksidan savunma sistemi nedeniyle SOD ve GPx miktarinin ETANOL
kontrol grubuna gore orta diizeyde artmig oldugu tespit edilmistir. ALA’nin diisik
konsantrasyonlari i¢in protein miktar1 ve hiicre canlilifindaki artiga paralel olarak MDA, NO,
GPx ve SOD diizeylerinde azalma oldugu ve ALA’nin yiiksek konsantrasyonlarinda ise hiicre
proliferasyonunun inhibisyonu ve protein miktarindaki azalisa paralel olarak MDA, NO, GPx

ve SOD diizeylerinde artma oldugu tespit edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada a-Linolenik asit ve D vitamininin hiicre proliferasyonu, apoptoz ve
antioksidan etkileri SW480 insan kolon kanser hiicre dizisi kullanilarak arastirilmistir.
Calismada ayrica ALA+D konsantrasyonlar: kullanilarak a-Linolenik asit ve D vitamininin

birlikte sinerjik bir etki gosterip gostermedigi belirlenmistir.

SW480 hiicre dizisi iizerinde D vitamininin etkisi; D vitamini konsantrasyonlari
arttikca hiicre proliferasyonu ve toplam protein miktar1 azalmakta oldugu ve istatistiksel
olarak belirlenmistir (p<0,05). Calismada D vitamini konsantrasyonlarinda antioksidan
aktivite parametreleri incelendiginde, farkli konsantrasyon uygulamalarinda, MDA, NO ve
GPx miktarindaki degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). SOD analizi i¢in,
Konsantrasyon grubunun istatistiksel farkliliginin anlamli olmadig tespit edilmistir (p>0,05).
Bununla birlikte 0,001uM D vitamini konsantrasyonu igin, DMSO kontrol grubuna gore
MDA, NO ve GPx miktarlarinin arttigt ve MDA ve NO’nun maksimum diizeye ulastigi ve
0,005 ve 0,01 pM konsantrasyonlarda GPx aktivitesi nedeniyle MDA aktivitesinin azaldig1
ve beraberinde NO aktivitesinin DMSO kontrol seviyesine kadar azaldigi, buna karsilik SOD
diizeyinde degisiklik olmadig1 belirlenmistir. Annexin V testi sonuglarina gore; Toplam 6lim
orant % 36,95 olarak hesaplanmis olup, D vitamininin erken apoptotik etkisi oldugu tespit

edilmistir.

SW480 hiicrelerinin a-Linolenik Asit konsantrasyonlari i¢in ICsy konsantrasyonu 0,25
uM olup, inkiibasyon siiresi 72 saattir. Konsantrasyon miktar1 arttikca ve inkiibasyon
stiresindeki artiga bagli olarak hiicre canlilig1 ve dolayisiyla hiicre proliferasyonu ETANOL
kontrol grubuna gore daha fazla azalmakta oldugu istatistiksel olarak belirlenmistir (p<0,05).
Caligmada ALA konsantrasyonlarinda antioksidan aktivite parametreleri incelendiginde,
Konsantrasyon arttik¢a protein miktarindaki azalisa paralel olarak MDA, NO, GPx ve SOD
diizeylerinde ETANOL kontrol grubuna gore daha fazla artma oldugu istatistiksel olarak
belirlenmistir (p<0,05). SW480 hiicrelerinin ALA konsantrasyonlar1 ile muamelesinde
apoptoz Ol¢iimii icin Annexin V analizi sonucunda, 1Csy konsantrasyonu olan 0,25 uM ALA
konsantrasyonu i¢in toplam 6liim oram1 % 70,05 olarak bulunmustur olup, ALA’nin erken
apoptotik etkisi oldugu tespit edilmistir. Calisma sonuglar1 dikkate alindiginda maksimum
MDA, NO, SOD ve GPx artisina gore (0,3uM), 0,25 uM ICsop ALA konsantrasyonu i¢in

olusan orta diizeyde oksidatif strese karsilik, antioksidan savunma sistemi nedeniyle SOD ve
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GPx miktarinin ETANOL kontrol grubuna gore orta diizeyde artmis oldugu tespit edilmistir.
Maksimum konsantrasyonda SOD ve GPx degerlerinin artmaya devam etmesi hiicrelerin
metabolik aktivitesinin devam ettigini, fakat MDA ve NO degerlerinin diismemesi hiicrelerin

apoptoza dogru gitmekte oldugunu gostermektedir.

SW480 hiicrelerinin a-Linolenik Asit+D vitamini konsantrasyonlarinda; 1Csg
konsantrasyonu 0,25-0,01 (uM-uM) olup, inkiibasyon siiresi 72 saattir. Konsantrasyon
miktar arttik¢a ve inkiibasyon siiresindeki artisa bagli olarak canlilik ve dolayisiyla hiicre
proliferasyonu ETANOL kontrol grubuna gore daha fazla azalmaktadir (p<0,05). Calismada
ALA+D konsantrasyonlarinda antioksidan aktivite parametreleri incelendiginde, farkli
Konsantrasyon uygulamalarinda MDA, NO, GPx ve SOD diizeyleri igin istatistiksek
farkliligin anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0,05). SW480 hiicrelerinin ALA+D
konsantrasyonlari ile muamelesinde apoptoz dl¢timiinde Annexin V analizi sonucunda 1Cs
konsantrasyonu olan 0,25-0,01 (uM- uM) ALA+D konsantrasyonu igin toplam 6liim orani %
48,35 olarak tespit edilmis olup, D ve ALA konsantrasyonlarinda farkli olarak erken ve geg
apoptoz belirlenmistir. ALA+D konsantrasyonlar1 bir arada kullanildiginda 6zellikle diisiik
ALA konsantrasyonlar ( 0,1-0,001, 0,1-0,005, 0,1-0,01, 0,2-0,001, 0,2-0,005, 0,2-0,01 pM-
uM) i¢in toplam protein miktarinda ve hiicre proliferasyonundaki ETANOL+DMSO kontrol
grubuna gore artisa paralel olarak, MDA, NO, SOD ve GPx aktiviteleri de azalmaktadir.

Sonug olarak, D vitamininin SW480 hiicre dizisi iizerinde hiicre proliferasyonunun
inhibisyonunda etki diizeyinin diisiik oldugu ve GPx aktivitesini DMSO kontrol grubuna goére
artirirken, SOD aktivitesinde degisiklik olmadigi tespit edilmistir. ALA ve ALA+D
konsantrasyonlarinin SW480 hiicreleri iizerinde gerceklesen hiicre oOliimlerinde ALA
konsantrasyonlari arttikca, MDA, NO, SOD ve GPx aktiviteleri artarken, hiicre proliferasyonu
ve protein miktar1 azalmaktadir. MDA ve NO aktivitelerindeki artis oksidatif stres olustugunu
gostermekte olup, GPx ve SOD aktivitelerinin de artmasi antioksidan savunma sisteminin
ICs0 konsantrasyonlarinda etkili olabildigini, daha yliksek konsantrasyonlarda ise SOD ve GPx
aktivitelerinin MDA, NO aktiviteleri ile birlikte maksimum diizeye ulastigi, fakat 0,3 uM
ALA ve 0,3-0,01 pM-uM ALA+D konsantrasyonlarinda apoptozu engelleyemedigi
belirlenmistir. Calisma sonuglarina goére, ALA ve ALA+ D konsantrasyonlarinda apoptotik
etkinin MDA ve NO artis1 nedeniyle oksidatif stres kaynakli olabilecegi diisiiniilebilir. Buna
karsilik antioksidan savunma sisteminin kontrol gruplarma goére artan GPx ve SOD

aktivitesiyle ALA ve ALA+D ICsy konsantrasyonlarinda etkili olmasi nedeniyle ALA ve
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ALA+D konsantrasyonlarinin antioksidan etkileri olabilecegi de sdylenebilir. Ayrica D ve
ALA konsantrasyonlarinin bir arada kullanilmasinin sitotoksisite {izerinde sinerjik bir etkisi
olmadig1r tespit edilmis olup, hatta ALA+D konsantrasyonlar1 i¢in disik ALA
konsantrasyonlarinda toplam protein mktarini, hiicre canliligini ve proliferasyonunu artirdigi
ve beraberinde MDA, NO, SOD ve GPx aktivitelerini azalttig1 tespit edilmistir. Ayrica
ALA+D konsantrasyonlarinda ALA nin hiicreler iizerinde daha etkili oldugu tespit edilmistir.

Farkli hiicre dizilerinde yapilan farkli calismalarda ayni konsantrasyonlar ayni
sonuglar1 vermemektedir. Bu baglamda, farkli kanser hiicre dizilerinde, farkli D, ALA+D ve
ALA konsantrasyonlarinda g¢alismalar yapilabilir. D vitamini eksikliginde; D vitamininin
toksik konsantrasyonlar1 ile ALA konsantrasyonlari birlikte kullanilarak ¢esitli klinik ve in
Vivo g¢alismalar yapilabilir. Ayrica ¢alismada ALA+D konsantrasyonlari i¢in diisik ALA
konsantrasyonlarinda hiicre canliligin1 ve proliferasyonunu artirdigi tespit edilmis olup, yara

iyilesmesi gibi hiicre proliferasyonunun 6nemli oldugu calismalar yapilabilir.
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EKLER

Ek 1. D vitamini konsantrasyonlari igin WST-1 Testi Varyans Analizi

Serbestlik | Kareler Onem
Varyasyon Katsayilar Kareler Toplam Derecesi Ortalamasi F Derecesi
Saat 221,902 2 110,951 1,175 0,326
Konsantrasyon 5132,134 3 1710,711 18,112 0,000
Saat * Konsantrasyon 1322,700 6 220,450 2,334 0,064
Hata 2266,873 24 94,453
Ek 2. a-Linolenik asit konsantrasyonlari icin WST-1 Testi Varyans Analizi

Serbestlik | Kareler Onem
Varyasyon Katsayilar Kareler Toplam Derecesi Ortalamasi F Derecesi
Saat 2740,894 2 1370,447 122,444 | 0,000
Konsantrasyon 24374,070 5 4874814 435,547 | 0,000
Saat * Konsantrasyon 2202,304 10 220,230 19,677 0,000
Hata 402,927 36 11,192

Ek 3. a-Linolenik asit + D vitamini konsantrasyonlari icin WST-1 Testi Varyans Analizi

Varyasyon Katsayilar1 | Kareler Toplam SDZI;l;iZtslilk gi:aellsrnam F gtlelfel(l:lesi
Saat 1339,840 2 669,920 8,793 0,000
Konsantrasyon 157250,922 15 10483,395 137,600 | 0,000
Saat * Konsantrasyon 14248,288 30 474,943 6,234 0,000
Hata 7314,007 96 76,188

Ek 4. D vitamini konsantrasyonlari i¢in BCA Toplam Protein Tayini Varyans Analizi

Serbestlik | Kareler Onem
Varyasyon Katsayilari Kareler Toplam Derecesi Ortalamas: F Derecesi
KONSANTRASYON 845272,000 3 281757,333 390,787 0,000
Hata 2884,000 4 721,000

Ek 5. a-Linolenik asit konsantrasyonlar1 icin BCA Toplam Protein Tayini Varyans Analizi

Serbestlik | Kareler Onem
Varyasyon Katsayilari Kareler Toplam Derecesi Ortalamasi F Derecesi
KONSANTRASYON 777969,417 5 155593,883 48,634 0,000
Hata 19195,500 6 3199,250
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Ek 6. a-Linolenik asit + D vitamini konsantrasyonlar1 i¢in BCA Toplam Protein Tayini

Varyans Analizi

Serbestlik | Kareler Onem
Varyasyon Katsayilar: Kareler Toplanm Derecesi Ortalamasi F Derecesi
KONSANTRASYON 2700229,875 15 180015,325 23,772 0,000
Hata 121162,000 16 7572,625
Ek 7. D vitamini konsantrasyonlari i¢gin MDA Tayini Varyans Analizi

Serbestlik | Kareler Onem
Varyasyon Katsayilari Kareler Toplanm Derecesi Ortalamasi F Derecesi
Konsantrasyon 0,191 3 0,064 318 0,000
Hata 0,001 4 0,000
Ek 8. a-Linolenik asit konsantrasyonlari i¢cin MDA Tayini Varyans Analizi

Serbestlik | Kareler Onem
Varyasyon Katsayilari Kareler Toplam Derecesi Ortalamas F Derecesi
Konsantrasyon 15,508 5 3,102 15508,267 | 0,000
Hata 0,001 6 0,000

Ek 9. a-Linolenik asit + D vitamini konsantrasyonlari i¢cin MDA Tayini Varyans Analizi

Serbestlik | Kareler Onem

Varyasyon Katsayilar Kareler Toplam Derecesi Ortalamas F Derecesi
Konsantrasyon 39,547 15 2,636 13182,2 | 0,000
Hata 0,003 16 0,000
Ek 10. D vitamini konsantrasyonlari i¢cin NO Tayini Varyans Analizi

Serbestlik | Kareler Onem
Varyasyon Katsayilar Kareler Toplamm Derecesi Ortalamasi F Derecesi
Konsantrasyon 65,400 3 21,800 10,900 0,021
Hata 8,00 4 2,000
Ek 11. a-Linolenik asit konsantrasyonlari i¢gin NO Tayini Varyans Analizi

Serbestlik | Kareler Onem
Varyasyon Katsayilar: Kareler Toplam Derecesi Ortalamasi F Derecesi
Konsantrasyon 6686,550 5 1337,310 668,655 0,000
Hata 12,000 6 2,000

Ek 12. a-Linolenik asit + D vitamini konsantrasyonlari i¢cin NO Tayini Varyans Analizi

Serbestlik | Kareler Onem
Varyasyon Katsayilar Kareler Toplam Derecesi Ortalamasi F Derecesi
Konsantrasyon 22955,189 15 1530,346 765,173 0,000
Hata 32,000 16 2,000
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Ek 13. D vitamini konsantrasyonlari i¢cin GPx Tayini Varyans Analizi

Serbestlik | Kareler Onem

Varyasyon Katsayilari Kareler Toplam Derecesi Ortalamasi F Derecesi
Konsantrasyon 58,095 3 19,365 9,683 0,026
Hata 8,000 4 2,000
Ek 14. a-Linolenik asit konsantrasyonlari i¢in GPx Tayini Varyans Analizi
Varyasyon Katsayilar Kareler Toplam Serbestlik Kareler F Onem

yasy 4 P Derecesi Ortalamasi Derecesi
Konsantrasyon 167103,390 5 33420,678 16710,339 | 0,000
Hata 12,000 6 2,000

Ek 15. a-Linolenik asit + D vitamini konsantrasyonlari i¢in GPx Tayini Varyans Analizi

Serbestlik | Kareler Onem

Varyasyon Katsayilari Kareler Toplam Dendie Ortalamas: F Derecesi
Konsantrasyon 171100,715 15 11406,714 5703,357 | 0,000
Hata 32,000 16 2,000
Ek 16. D vitamini konsantrasyonlari i¢cin SOD Tayini Varyans Analizi

Serbestlik | Kareler Onem
Varyasyon Katsayilar Kareler Toplam Derecesi Ortalamasi F Derecesi
Konsantrasyon 5,500 3 1,833 0,917 0,509
Hata 8,000 4 2,000
Ek 17. a-Linolenik asit konsantrasyonlari i¢in SOD Tayini Varyans Analizi

Serbestlik | Kareler Onem
Varyasyon Katsayilar Kareler Toplam Derecesi Ortalamasi F Derecesi
Konsantrasyon 16053,667 5 3210,733 1605,367 0,000
Hata 12,000 6 2,000

Ek 18. a-Linolenik asit + D vitamini konsantrasyonlari i¢in SOD Tayini Varyans Analizi

Serbestlik | Kareler Onem
Varyasyon Katsayilari Kareler Toplam Derecesi Ortalamasi F Derecesi
Konsantrasyon 30239,500 15 2015,967 1007,983 0,000
Hata 32,000 16 2,000
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